Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Chemie

Studijni obor: Medicinalni chemie

Jana Houserova

Rekombinantni exprese proteinu NKp46 a jeho ligandu Epal
Recombinant expression of protein NKp46 and its ligand Epal

Bakalaiska prace

Vedouci zavéredné prace/Skolitel: RNDr. Ondiej Vanék, PhD.

Praha, 2018



Prohlaseni:

Prohlasuji, ze jsem zavérecnou praci zpracovala samostatné a Ze jsem uvedla vSechny
pouzité¢ informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna Cast nebyla
piedlozena k ziskani jiného nebo stejné¢ho akademického titulu.

V Praze, 18.5.2018



Podékovani

Rada bych podé¢kovala vedoucimu mé bakalaiské prace RNDr. Ondfeji Vankovi,
PhD. za cenné odborné rady a konzultace pii psani této prace. Dale bych chtéla
podékovat Mgr. Barbote Kalouskové za pomoc pfi experimentalni ¢asti a za konzultace
spojené s touto praci. V neposledni fad¢ bych také rada podékovala kolektivu laboratoie
204 za pratelské a ptijemné pracovni prostiedi. Také bych chtéla podékovat mé rodiné
za podporu béhem celé doby mého studia.



Abstrakt

NK buiiky (z angl. natural killer cells — ,,pfirozené zabijacké™ buiiky) jsou buiky
nespecifické imunity a hraji dilezitou roli v imunitni odpovédi organismu. Tyto bunky
jsou schopny spoustét cytotoxické mechanismy pii kontaktu s infikovanymi,
stresovanymi ¢i nddorovymi builkami. Spusténi mechanismi zavisi na pfitomnosti
aktivacnich a inhibi¢nich ligandi na povrchu bunc¢k. Na povrchu NK buné¢k jsou
aktivacni a inhibi¢ni receptory, které po vazbé na piislusné ligandy vysilaji signal NK
burice.

Jeden z aktivacnich receptori NK bunc¢k je NKp46. Jednd se o receptor ze skupiny
NCR (z angl. natural cytotoxicity receptor — receptory piirozené cytotoxicity). Tento
receptor m& mnoho ligandii a jednim znich je adhesin Epal zkvasinky Candida
glabrata. Tato prace se zaméiuje na pripravu plasmidi a produkci extracelularni Casti
receptoru NK bun¢k NKp46 a jeho ligandu adhesinu Epal. Interakce receptoru a jeho
ligandu bude zkoumana pozdéji.

Plasmidy obsahujici geny NKp46 a Epal byly uspésné pripraveny a ovéieny DNA
sekvenaci. Protein NKp46 byl produkovan v eukaryotickém expresnim systému
bunécné linie HEK293S GnTI'. Byla pfipravena stabilné transfekovana linie HEK293S
GnTI' bun¢k a protein NKp46 byl nasledn¢ extraceluldrné¢ sekretovan a izolovan
z kultivaéniho média pomoci chelata¢ni afinitni chromatografie a nasledné purifikovan
pomoci gelové permeacni chromatografie. Protein Epal byl produkovén v bakterialnim
expresnim systému Escherichia coli a nasledné izolovan z bunécného lyzatu rovnéz
pomoci kombinace chelatacni afinitni a gelové permeacni chromatografie.
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Abstract

Natural killer cells (NK cells) are cells of innate immunity that play an essential role
in the immune response of an organism. In contact with infected, stressed or tumour
cells, the NK cells can trigger cytotoxic mechanisms. The initiation of mechanisms
depends on the presence of activating or inhibitory ligands on the surface of the cells.
On the surface of the NK cells, there are activating and inhibiting receptors that upon
binding their respective ligands send a signal to the NK cell. One of the activating
mechanisms is the decrease of expression in MHC gp I molecules on the surface of the
infected cells. This molecule is a ligand of the inhibiting receptors.

One of the activating receptors of NK cells is NKp46. This receptor belongs to the
natural cytotoxicity receptor (NCR) family. NKp46 has many ligands, one of them
being the adhesin Epal of yeast Candida glabrata. This thesis aims at preparing
plasmids and producing extracellular domains of the NKp46 receptor and its ligand
adhesin Epal.The interaction of NKp46 and its ligand Epal remains to be the subject of
future research.

Plasmids containing NKp46 and Epal genes were successfully prepared and verified
by DNA sequencing. The NKp46 protein was produced in eukaryotic expression system
of HEK293S GnTT cell line. A stably transfected HEK293S GnTI cells had been
prepared, and the NKp46 protein was then extracellularly secreted and isolated from
cultivation medium using immobilized metal affinity chromatography and then purified
using gel permeation chromatography. The Epal protein had been produced in the
Escherichia coli bacterial expression system after which it was isolated from cell lysate
similarly by the combination of immobilized metal affinity chromatography and gel
permeation chromatography.
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Pouzité zkratky

AA
ADCC

APS
dH,O
dNTPs
EDTA
Epal
HA
HEK293

HEPES
HMPV
HPLC

IFNy
IPTG
ITAM
MHC gp

NCR
NK
NKp30
NKp44
NKp46
PCR
PMSF
SDS

akrylamid

bunécné zprostfedkovand cytotoxicita zavisla na protilatkach (z angl.
antibody dependent cellular cytotoxicity)

peroxosiran amonny (z angl. ammonium persulfate)

deionizovand voda

deoxynukleotidtrifosfaty

kyselina ethylendiamintetraoctova (z angl. ethylenediaminetetraacetic acid)
epitelidlni adhesin z kvasinky Candida glabrata (z angl. epithelial adhesin)
hemaglutinin

bunécna linie lidskych embryondlnich bunék ledvin (z angl. human
embryonic kidney cells 293)

N-2-hydroxyethylpiperazin-N"-2-ethansulfonova kyselina
lidsky metapneumovirus

vysokoucinna kapalinovd chromatografie (z angl. high-performance liquid
chromatography)

interferon vy
isopropyl-beta-D-thiogalaktopyranosid
imunoreceptorovy aktivaéni motiv na bazi tyrosinu

glykoprotein hlavni histokompatibilniho komplexu (z angl. major
histocompatibility complex glycoprotein)

receptory pfirozené cytotoxicity (z angl. natural cytotoxicity receptor)
prirozeny zabije¢ (z angl. natural killer)

receptor NK bunék o velikosti 30 kDa (z angl. natural killer protein 30 kDa)
receptor NK bunék o velikosti 44 kDa (z angl. natural killer protein 44 kDa)
receptor NK bunék o velikosti 46 kDa (z angl. natural killer protein 46 kDa)
polymerasova fetézova reakce (z angl. polymerase chain reaction)
fenylmethan sulfonylfluorid (z angl. phenylmethane sulfonyl fluoride)

dodecylsulfat sodny (z angl. sodium dodecylsulfate)



1. Uvod

Imunitni odpovéd’ organismu je tvofena specifickymi a nespecifickymi mechanismy.
Specifické mechanismy jsou zalozeny na specifické odpovédi proti cizorodé latce. Tyto
mechanismy se v organismu tvoii cely zivot, kazdé setkdni imunity s infekénim
onemocnénim davd moznost ulozeni odpovédi do imunologické paméti. Druhy
mechanismem imunitni odpovédi jsou nespecifické mechanismy, které se v organismu
NK bunky (z angl. natural killer cells — ,,pfirozené zabijacké* buiiky). Tyto buiiky jsou
schopny spustit cytotoxicky mechanismus na zéklad¢ styku s cilovou buiikou. Na kazdé
burice se vyskytuji molekuly, které mohou slouzit jako ligandy receptori NK bunck. Na
povrchu NK bunék se vyskytuji aktivacni a inhibi¢ni receptory, tyto receptory interaguji
s ligandy na povrchu ostatnich bunék. Pokud je buiika infikovana, ve stresu ¢i nadorova,
jeji povrchové molekuly nebo jejich mnozstvi se zméni. Tyto zmény mezi zdravymi
a pozménénymi buitkami umi NK butika zaregistrovat. Studium interakci receptort NK
bunék s jejich ligandy je dilezité pro imunoterapii.

Tato prace se zamétfuje na piipravu plasmidové DNA a produkci dvou proteind.
Prvnim proteinem je aktivani receptor NKp46 ze skupiny NCR (z angl. natural
cytotoxicity receptor — receptory piirozené cytotoxicity), kam patii také dalsi dva
receptory NKp30 a NKp44. Receptor NKp46 ma mnoho popsanych ligandii, jednim
znich je adhesin Epal z kvasinky Candida glabrata, ktera je druhym nejbéznéjSim
kvasinkovym patogenem na svété a je Castym pivodcem invazivnich kandidéz. Proteiny
zodpovedné za zprostfedkovani adhesnich interakci C. glabrata s buiikou jsou adhesiny.
Druhym produkovanym proteinem v ramci této prace je pravé tento adhesin, Epal.



2. Cile prace

e Piiprava expresnich vektori umoziujicich expresi extracelularni domény
receptoru NKp46 a proteinu Epal

e Produkce proteinu Epal v bakteridlnim expresnim systému E. coli

e Produkce proteinu NKp46 v expresnim systému HEK293
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3. Prehled problematiky

3.1. Imunitni systém

Imunitni systém je souhrn mechanisml, které zajiStuji integritu organismu
rozpoznavanim $kodlivych latek od neikodlivych. Skodliviny mohou byt vnitiniho
i vnéjsiho pivodu. Hlavnimi funkcemi imunitniho systému je obranyschopnost,
autotolerance a imunitni dohled. Latky, které imunitni systém rozeznava, se nazyvaji
antigeny. Antigeny mohou byt z vnéjSiho prostfedi (exoantigeny), jednad se vétSinou
o infek¢ni mikroorganismy, jejich produkty nebo antigeny télu vlastni (autoantigeny),
napfiklad odumfelé buiky. Imunitni mechanismy se d€li na dvé zékladni skupiny:
nespecifické (neadaptivni) a antigenn& specifické (adaptivni) '. Organismus ma kromé
imunitni obrany také neimunitni obranu, kterd je tvofena mechanickymi, chemickymi
a mikrobialnimi &astmi (nepatogenni flora) °.

3.1.1. Nespecifické imunitni mechanismy

Nespecifické mechanismy jsou vrozené a jsou tvofeny molekulami a bunikami, které
se v prub¢hu zivota obnovuji. Nespecifické mechanismy jsou tvoieny bunécnymi
a humoralnimi slozkami. Mezi bunééné slozky patii fagocytujici buitkky a NK bunky
(z angl. natural killer cells - ,,pfirozené zabijacké bunky*). Humoralni slozka je tvofena
interferony, lektiny a jinymi sérovymi proteiny. Na rozdil od specifické imunity nema
nespecifickd imunita imunologickou pamét ',

3.1.2. Specifické imunitni mechanismy

Odpovedi specifické imunity trvaji okolo 4-5 dnti, oproti nespecifické imunité jsou
pomalejsi, ale jejich ucinek je pfizptisoben povaze antigenu. Specifické mechanismy
reaguji specificky proti cizorodé latce. Tyto mechanismy jsou adaptivni, jsou ziskavané
béhem celého zZivota. Kazdé setkdni specifické imunity s konkrétnim infekénim
onemocnénim davd imunit¢ moznost uloZzeni odpovédi na tento antigen do
imunologické paméti. Diky imunologické paméti mulzeme vyuzivat vakcinaci.
Mechanismy specifické imunity jsou také humoralni a bunééné. Humordlni jsou
zprostiedkovany pomoci protilatek a bun&éné pomoci T a B lymfocytd 2.

3.2. Prirozené zabijacké bunky

NK bunky (z angl. natural killer cells - ,,pfirozené zabijacké bunky*) jsou velké
granularni lymfocyty. Tvofi 10-15 % vSech lymfocytd. Dal$imi typy granuldrnich
lymfocytli jsou T a B lymfocyty, které maji oproti NK bunikdm antigenné specifické
receptory. NK buiikky jsou soucasti nespecifické imunity, patii mezi jeji bunécné
mechanismy 2 NK buitkky byly popsany v poloving 70. let minulého stoleti, jako
dilezita soucast imunitni odpovédi proti virovym a nadorovym onemocnénim .
Vznikaji diferenciaci hematopoetickych kmenovych bunék v kostni dfeni. V organismu
putuji riznymi tkdnémi, vcetné sekundarnich lymfatickych organt. Vyzkum mySich NK
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bunék a jejich cytotoxickych mechanismt in vitro poskytuje neocenitelny zdroj pii
pochopeni a popisovani mechanismti NK bung&k in vivo *.

3.2.1. Mechanismus aktivace

K rozliSeni mezi zdravymi a abnormalnimi buiikami slouzi NK buiikdm povrchové
receptory (NK receptory). Tyto receptory jsou ukotvené v membrané a vazou se na
ligandy, které se nachazeji na cilovych buitkach '. NK receptory se d&li na dvé skupiny:
aktivacni a inhibi¢ni. Aktivace cytotoxickych mechanismi je kontrolovana rovnovéhou
inhibi¢nich a aktivagnich signald >. DaleZitou roli v toleranci buiiky NK buiikou je
pievaha inhibi¢nich signalti (viz Obr. 1, str. 13). Kazd4a zdrava buiitka ma na svém
povrchu MHC glykoproteiny 1. tfidy (z angl. major histocompatibility complex
glycoprotein, dale MHC gp 1. t¥idy) . MHC gp L. je ligandem inhibi¢nich receptord.
Zakladni funkci MHC gp I. tfidy je navazani peptidového fragmentu produkovaného
buntkou a jeho vystaveni na povrchu bunky. Pokud ma bunka na svém povrchu
vystaveny peptidovy fragment, je rozpoznatelnd pro Tc lymfocyty (cytotoxické
T lymfocyty). Charakteristickym povrchovym znakem Tc lymfocytl je receptor je
CDS .

V ptipad¢, Ze se na povrchu buiiky snizi mnozstvi MHC gp L. tfidy, dojde k naruseni
rovnovahy aktivacnich a inhibicnich signali a dojde k aktivaci cytotoxickych
mechanismt NK bunék (viz Obr. 1, str. 13). Tento stav je nazyvan ,,missing-self™.
K absenci MHC gp 1. tfidy dochazi u nadorovych bunck ¢i bunck infikovanych
nekterymi viry. Toto sniZzeni slouZzi k obrané piedevsim pied Tc lymfocyty. Cytotoxické
mechanismy jsou spustény také v pifipadé prevahy aktivacnich ligandii na povrchu
bunky. ZvySend exprese téchto proteinu probihd v disledku bunééného stresu
infikované nebo nddorové bunky. Aktivacni signaly prevazi inhibicni a spusti se
cytotoxicky mechanismus nazyvany ,,stress induced-self*.
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Zdrava bunka NK buinka

Nidorova buika NK buiika Legenda

MHC 1
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Inhibi¢ni

receptor
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IT)} Alktivacni
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Aldtivacni
receptor

NK bunka

Obr. 1: Aktivace NK buiiky interakci aktivacnich a inhibi¢ni receptorii s ligandy ’.
A) Nedochazi k aktivaci, zdrava buiika ma na svém povrchu dostatek MHC gp 1. ti'idy a nemad
nadbytek aktivaénich ligandi. NK buiika zdravou buiiku toleruje.

B) NK buiika spousti cytotoxickou odpovéd’, nadorova buiika nemd na své povrchu MHC gp
L tiidy — missing-self mechanismus.

C) NK buiika spousti cytotoxickou odpovéd’, na povrchu ndadorové buiiky je vice aktivaénich
ligandii - stress induced-self mechanismus

3.2.2. Vyznam NK bunék

NK buiky se primarn¢ nachéazeji v perifernim krevnim tecisti, kostni dfeni a sleziné.
Dale se nachézeji také v lymfatickych uzlinach a dalSich organech napftiklad v jatrech,
plicich, slinivce b¥isni ¢ d&loze. V mistech zan&tu tvoii prvni obrannou linii *. Dale NK
buniky v organismu reaguji na zanétlivé signaly v pocatecni fazi virové infekce, coz
vede k proliferaci, tvorbé cytokini a cytolytické aktivité, kterd mulze snizit zatéz
organismu zpiisobenou virem °.

NK bunky casto interaguji s jinymi leukocyty a tim mohou mit dlouhodobé ucinky
na polet a kvalitu pamétovych T lymfocytd *’. Schopnost NK bungk ovliviiovat
odpovédi T lymfocytu je zprostiedkovana pfimymi a nepfimymi interakcemi. Pfimé
jsou zprostiedkovany produkci cytokini. Aktivované NK bunky produkuji Sirokou

Skalu cytokinii a chemokinl. Jeden z cytokint je IFN-y, ktery hraje dilezitou roli pfi
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potlaceni vyskytu viru v pocatecni fazi infekce 0, Neptimé interakce jsou reciprocni
interakce s dendritickymi bunikami, makrofagy, T Ilymfocyty a endotelovymi
butikami .

Specificka skupina NK bunc¢k se vyskytuje v déloze béhem prvniho trimestru
téhotenstvi. NK bunky zaujimaji v déloze 50-90 % ze vSech lymfoidnich bunék. NK
bunky vylucuji IL-8, vaskuldrni endotelidlni rtstovy faktor, faktor 1 odvozeny od
stromalnich bun¢k a protein 10 indukovany IFN-y. Tyto latky poméhaji remodelaci
a budovani tkani plodu. NK bunky v placenté¢ nevykazuji cytotoxickou aktivitu, ale
poméhaji imunotoleranci matky k plodu '%

3.3. Receptory NK bunék

Receptory NK bunc¢k se déli na 2 skupiny — aktivaéni a inhibi¢ni. Aktivacni
receptory rozeznavaji mnoho ligandii a pro nékteré z nich nejsou stale znadmy ligandy.
Takovymi ligandy mohou byt napfiklad virové proteiny, které se nachazeji na povrchu
infikovanych bunék. Aktivacni receptory poskytuji NK buikdm signdly, diky kterym
aktivuje NK buiiky cytotoxické mechanismy. Aktivacni receptory maji jiné signalizacni
motivy v intracelularnich c¢astech oproti inhibi¢énim. Funguji na zakladé asociace
s proteinkinazami '°. Inhibiéni aktivita funguje na zakladg asociace s cytoplazmatickymi
fosfatazami, které rusi signalizacni drahy zahajené aktiva¢nimi receptory.

Podle molekularni struktury lze receptory NK bunck délit na imunoglobulinové
receptory a receptory podobné C-lektinim. Obé skupiny obsahuji inhibi¢ni i aktivaéni
receptory (viz Tab. 1, str. 15).
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Tab. 1: Piehled receptorii na zikladé jejich struktury '"". Molekuldrni struktura neuréuje

aktivitu. Oba strukturni typy mohou mit aktivaéni i inhibicni aktivitu. Ke kaZdému NK
receptoru jsou uvedeny piiklady jejich ligandii. HA (hemaglutinin), HN (neuraminiddsa).

Imunoglobulinové receptory

Zastupci Priklad ligandt Aktivita
CD16 IgG Aktivacni
ILT2 (CDS8S) HLA-A,B,C,G, ULI8 Inhibi¢ni
KIR2DS1 HLA-C2 Aktivaéni
KIR2DL.2,3, KIR3DL2 HLA-C1, HLA-A Inhibicni
virovy HA Inhibi¢ni
NKp30
B7H6, BAT3 Aktivaéni
virovy HA Aktivaéni
NKp44
PCNA Inhibicni
irovy HA a HN, hepari
NKp46 VIOV BA a T ACPAML - Aktivacni
vimentin, Epal
Receptory strukturné podobné C-lektinim
Zastupci Priklad ligandt Aktivita
CD94/NKG2C, IV
CDY94/NKG2E HLA-E Aktivacni
Ly49, Ly49D,H, iy s
CD94/NKGIA HLA-E Inhibi¢ni
NKG2D MICA, MICB Aktivaéni

3.3.1. Receptory prirozené cytotoxicity

Receptory piirozené cytotoxicity (NCR, z angl. natural cytotoxicity receptor) je
skupina 3 membranovych receptorit NK bunck. Skupina obsahuje NKp30 (také NCR3,
CD337), NKp44 (také¢ NCR2, CD336) a NKp46 (také NCR1, CD335). NCR patii do
skupiny imunoglobulinovych receptori a byly popsany v 90.letech 20. stoleti.
Receptory jsou popsany jako lidské NK receptory, receptor NKp46 je navic pfitomen
1u dalSich savch. VSechny receptory jsou aktiva¢nimi, nicméné NKp30 a NKp44
muzou byt 1 inhibi¢nimi (viz Tab. 1, str. 15). I pfesto, Ze patii do stejné skupiny, kazdy
receptor se 1i§i svou aminokyselinovou sekvenci a také svou strukturou. VSechny NCR
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receptory jsou transmembranové proteiny, které¢ maji jednu (NKp30 a NKp44) nebo dvé
(NKp46) extracelularni imunoglobulinové domény, jak ukazuje schéma (viz Obr. 2,
str. 16) '°. NKp46 a NKp30 se vyskytuji na viech NK buiikich v organismu, ale
receptor NKp44 se vyskytuje pouze na aktivovanych NK buiikach ',

NCR receptory jsou schopny rozeznavat Siroké spektrum ligandu, naptiklad virove,
parazitické, bakteridlni nebo bun&né . Prvnimi popsanymi ligandy NCR receptorii
byly virové proteiny. Prvnimi popsanymi ligandy byly hemaglutinin (HA)
a neuraminiddsa (HN), které jsou ligandy pro NKp46 a NKp44. Hemaglutinin
a neuraminidésa se vyskytuji na povrchu vird, naptiklad chiipky '°. NCR receptory jsou
schopny vazat vSechny druhy HA a HN, napiiklad viru Sendai, viru Newcastleské
choroby ¢i viru kravskych nestovic. Interakce HA a NKp30 nevede k aktivaci NK
bunék. Mezi bunécéné ligandy patii naptiklad B7-H6, PCNA vyskytujici se na
nadorovych builkdch nebo heparin. Bakterialnimi ligandy jsou zatim neznamé ligandy
bakterie Fusobacterium nucleatum a proteiny bunécnych stén mykobakterii.

NKpd&

1
{mam 71 1TaM |

Co3L

TiTAM

Obr. 2: Schéma receptoru NKp46 . Receptor NKp46 md dvé extraceluldrni domény pro
vazbu ligandu. V transmembrdanové Cdasti md kladné nabitou aminokyselinu arginin, kterd
interaguje s adaptorovymi molekulami obsahujicimi aktivacni sekvenci ITAM. Tyto molekuly
prendseji aktivacéni signdal do NK bunék.
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3.3.2. Receptor prirozené cytotoxicity NKp46

NKp46 (také nazyvan NCR1 nebo CD335) je jeden z NCR receptorti. Tento receptor
byl popséan jako prvni ze skupiny NCR. Jako jediny z NCR se vyskytuje u lidi, mysi
(NCR1 analog) a dal$ich savct. Diky pfitomnosti u mysi je hojné€ vyuzivan pfi studiu
invivo. Bylo popsano, Zze mysi, které nemaji receptor NCRI, jsou nachylné&jsi
k onemocnéni chtipkou '°,

Ligandy receptoru NKp46 jsou HA, HN, pFEMP1 z Plasmodium falciparum,
nezndmy ligand z Fusobacterium nucleatum a adhesiny z Candida glabrata. Receptor
NKp46 také vaze intracelularni vlaknity cytoskeletalni protein vimentin, ktery je
exprimovan na povrchu monocytd infikovanych Mycobacterium tuberculosis ', Tato
bakterie zplisobuje vétSinu piipadii tuberkuldzy. Bylo prokazéano, Ze receptor NKp46
amyS$i analog NCR1 rozpoznavaji neznamy ligand, ktery se nachazi na buiice
infikované lidskym metapneumovirem (HMPV, z angl. human metapneumovirus).
Virus HMPV, ktery byl objeven vroce 2001, zplisobuje akutni infekce respira¢niho
traktu u d&ti po celém svéte '*.

Lidsky i mysi receptor NKp46 (NCR1) usnadiuji sekreci IFN-y z intratumoralnich
NK bun¢k. Diky této zprosttedkované sekreci IFN-y dochézi k zvySeni tvorby
extracelularniho proteinu fibronektinu 1 (FN1) v nadorech. Tato zvySend tvorba FN1
vede ke zméng stavby primarniho nadoru a diky tomu se sniZuje tvorba metastaz .

3.3.2.1.Struktura NKp46

Receptor NKp46 je glykoprotein o velikosti 46 kDa. Patii mezi imunoglobulinové
receptory. Gen proteinu NKp46 se nachazi na lidském chromosomu 19q13.42. V tomto
mist& jsou zakodované geny pro KIR a LIR receptory 2. Extracelularni &ast je tvofena
2 imunoglobulinovymi doménami, D1 a D2, které jsou spojeny pomoci kloubové ¢asti
(tvofené peptidovym fetézcem), kterd je velmi flexibilni. Domény jsou upotadany do
konformace pismene V a sviraji thel 85°. Domény jsou tvofeny P skladanymi listy,
které jsou antiparalelni. V obou doménach se vyskytuji kratké tiseky mezi B skladanymi
listy ve formé a helixt (viz Obr. 3, str. 18). Domény navzdjem obsahuji pouze 22 %
stejnych aminokyselinovych sekvenci. I pfes to jsou si obé domény velmi podobné.
V cytoplasmatické casti chybi tyrozinové signalizatni motivy, ale obsahuje kladné
nabitou aminokyselinu arginin, kterd se podili na stabilizaci pomoci asociace s fetézcem
CD3( a FceRIy .
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Obr. 3: Extraceluldarni Cast lidského proteinu NKp46. Ve strukture proteinu jsou zvyraznény
Cdasti ve formé o-helixu (Cervené), f-skladaného listu (Zluté) a zbylé Cdsti Fetézce (zelené).
Struktura proteinu byla zobrazena pomoci programu PyMol *' dle struktury PDB ID 10LL *’.

3.4. Adhesin Epal z Candida glabrata

Epal je povrchovy protein strukturné podobny lektiniim (,,lectin-like*) vyskytujici se
u kvasinky Candida glabrata, kterd je druhym nejbéznéjSim kvasinkovym patogenem
hned po Candida albicans. Je také druhym nejcastéjSim ptivodcem invazivni kandidozy
na celém svété **. Invazivni kandidéza je obavana komplikace u hematoonkologickych
pacientd a u pacientd po transplantaci kostni dien¢. Fylogeneticky jsou C. glabrata
a C. albicans zcela odlisné . V poslednich letech stoupa pocet kmentt C. glabrata

resistentnich vii¢i antifungalnim 1ékam *,

Prvni fazi kvasinkové infekce C. glabrata je adhese kvasinkové bunky na povrch
hostitelské buriky. Bilkoviny zodpovédné za zprosttedkovani adhesnich interakci se
nazyvaji adhesiny. Jsou to povrchové proteiny bun&énych stén kvasinek 2. Protein Epal
patii do skupiny EPA (z angl. epithelial adhesin), kterd v zavislosti na kmeni obsahuje
17 nebo 23 adhesind **. Nejvice popsané adhesiny ze skupiny EPA jsou Epal, Epa6
a Epa7, které poskytuji adhesi k lidskym epitelidlnim buiikim »°. Adhesinové proteiny
maji N-koncovou oblast pro adhesi (doména A), velky centrdlni segment, ktery
obsahuje riizny pocet glykosylovanych epitopii bohatych na serin a threonin (doména
B), a C-koncovou c¢ast, kterd nese glykosylfosfatidylinositolovou kotvu (GPI) pro
pfipojeni k membrané. Tyto proteiny se oznacuji GPI-zakotvené adhesiny. V genomu
C. glabrata je vice nez 60 sekvenci kédujicich GPI-zakotvené adhesiny .
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3.4.1. Struktura Epal

Epal je glykoprotein o velikosti 112 kDa. Je zodpovédny za vice nez 95 % adhese
C. glabrata k epitelidlnim butikdm hostitele in vivo *°. Adhese zprosttedkovana Epal se
snizuje v piitomnosti laktosy a N-acetyllaktosaminu, ale nesnizuje se v pfitomnosti
sialovanych derivati téchto disacharidi *. Epal preferuje sacharidové struktury
s koncovou galaktosovou jednotkou, kterd je spojena pomoci 1-3 nebo 1-4 glykosidické
vazby na glukosu, galaktosu nebo jejich N-acetylované derivaty *2”. Epal specificky
vaze disacharid GalB1-3GalNAc. Tento disacharid je jedna z hlavnich slozek struktury
O-glykan lidskych mucini. Téz je znam jako Thomsen-Friendenreich antigen
(TF antigen), ktery je asociovan s nadory **.

N-koncova oblast Epal se nazyvd PA14 doména. Tato doména se také napiiklad
vyskytuje v bakterialnich toxinech. N-koncové oblast ma lektinovou aktivitu zavislou
na vapniku. Sekundérni struktura je tvotfena 2 antiparalelnimi B-skladanymi listy, které
jsou tvofeny 6 a 4 vlakny (viz Obr. 4, str. 19). C- a N-koncové oblasti jsou k centralni
oblasti piipojeny dvéma disulfidovymi mustky, jednim mezi Cys50 a Cys179 a druhym
mezi Cys180 a Cys262. Toto usporadani poskytuje kompaktni tvar a blokuje pftistup
k prostoru mezi 2 centralnimi B-skladanymi listy *°.

Obr. 4: Struktura Epal. Ve struktuie jsou zvyrainény Cdsti proteinu ve formé a-helixu
(Cervené), [f-skladaného listu (Zluté), zbylé Casti Fetézce (zelené), ionty Ca”* (oranzove)
a galaktosa (modie). Struktura proteinu byla zobrazena pomoci programu PyMol*' dle
struktury PDB ID 443X .
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3.5. Interakce NKp46 s Epal

Epal, Epa6 a Epa7 jsou adhesiny a maji tedy vyznamnou vazbu ke glykantim.
Vazebna interakce NKp46 a hemaglutininového proteinu zavisi na sialylované
O-glykosylaci na NKp46. V C. glabrata adhesiny vazajici glykany zprostiedkovavaji
pfipojeni buiky k hostitelské buiice. Ve studii z roku 2016 pouzili pro testovani
612 glykanovych struktur. Jeden z testovanych glykanti — NeuSAca2-6-(Galf1-3)-
GalNAc byl velmi podobny glykosylaci na NKp46. Nejsiln€jsi vazbu mél protein Epal.
Potvrzeni proteini EPA jako ligandi NKp46 bylo provedeno in vivo pomoci delece
gent pro Epal, Epa6 a Epa7 v C. glabrata. Delece téchto proteinti vedla ke ztraté vazby
NKp46 na C. glabrata. Mysi, kterym chybél NCR1 receptor, nebyly schopny bojovat se
systémovou infekci C. glabrata *°.

3.6. Imunoterapie

Lécebné metody imunoterapie vyuZzivaji obranné mechanismy imunitniho systému.
Imunoterapie se déli na aktivni a pasivni. Aktivni imunoterapie funguje na zakladé
podavani upravenych antigennich produktti nadort. Pfitomnost téchto latek nastartuje
protinadorovou reakci imunitniho systému. Pasivni imunoterapie spocivd v aplikaci
hotovych protilatek nebo aktivovanych bilych krvinek do organismu.

Ptekazkou aktivni imunoterapie je velka podobnost nadorovych bunék zdravym
buitkam, tudiz odpovéd imunitniho systému nemusi byt nastartovéna’. Reakce
imunitniho systému na nddorové buiky je dana pfitomnosti nadorove specifickych
povrchovych antigen. Tyto antigeny se déli na 2 skupiny: TSA (z angl.
tumour-specific antigen - antigeny specifické pro nadory) a TAA (z angl. tumour-
associated antigen - antigeny asociované s nadory). Do skupiny TSA patii povrchové
proteiny, které se na normalnich zdravych bunkach nevyskytuji, napiiklad komplexy
MHC gp I. tfidy sabnormdlnimi fragmenty bunécnych proteini nebo s fragmenty
proteinti onkogennich vird. Do skupiny TAA patii povrchové proteiny, které se
nachazeji 1 na zdravych buikach, odliSnosti je jich mnozstvi ¢i exprese v jiném miste.
Tyto antigeny mohou slouzit k diagnostickym tceliim. Do této skupiny patii naptiklad
onkofetdlni antigeny. Tyto antigeny jsou pfitomny na embryonalnich bunkach, ale
v postnatalnim obdobi mizi, ale na nékterych naddorovych buiikach se znovu objevuji.
Ptikladem je antigen HER 2/neu, ktery se v malém mnozstvi vyskytuje na zdravych
epitelidlnich bunkach, ale na karcinomech prsnich Zlaz je pfitomen ve velkém
mnozstvi '.

3.6.1. Bunéc¢na imunoterapie

Jednou z metod imunoterapie zaloZzené na bunétné zprosttedkovanych
mechanismech je adoptivni bunécna terapie. Je to forma imunoterapie, pti které dojde
k odebrani a izolaci T lymfocytl z lymfatickych uzlin nebo nadorové tkan¢. Odebrané
T lymfocyty se namnoZi ex vivo, pfipadné se upravi a poté se vraci pacientovi v podobé

nitrozilni infuze .

20



Dal8im typem imunoterapie je vakcinace. Cilem vakcinace je aktivace T lymfocytt
proti nadorovym antigentim. U¢inna imunoterapie vyzaduje pouZiti vhodnych cilovych
antigenti, optimalizaci interakce bunkou prezentujici antigen a T lymfocyty. Bylo
zjisténo, Ze vakcinace je méné G¢inna proti onemocnénim, které maji lépe rozvinutou
strategii obrany proti imunitnimu systému hostitele. Nicméné byly vyvinuty vakciny
proti lidskym papilomaviriim zptsobujicim rakovinu délozniho ¢ipku ¢i Epstein-
Barrové viru, ktery zptsobuje Burkittliv lymfom nebo Hodgkinovu chorobu. DalSim je
T-bun&&ny lymfotropni virus 1 zpasobujici leukémii T lymfocytt a lymfomy >,

Nova forma imunoterapie je terapie pomoci onkolytickych virti (z angl. oncolytic
virus therapy - OV imunoterapie). Tato metoda vyuzivd vlastnost nékterych
nepatogennich nebo mirné patogennich viri lyzovat nddorové buiikky. Mezi tyto viry
patii naptiklad ptaci Newcastle virus nebo virus spalni¢ek. Po aplikaci viru do
organismu, se virus replikuje uvnitt nadorovych bunék a znic¢i je. Vyhoda této metody je
velka specifita k nddorovym buiikam. Nevyhoda spoc¢iva v rychlé odpovédi imunitniho
systému na piitomnost viru. Casto je vir zni¢en jesté pred prinikem do nadorové buiiky.
Toto je mozné obejit pfimou aplikaci viru do nadorové tkdn€ nebo jsou do genomu viru
vneseny geny pro faktor indukovany hypoxii. Tyto viry se aktivuji pouze v hypoxickém

prostfedi uvnit solidniho nadoru '*>.

3.6.2. NK burky v imunoterapii

Béhem vyvoje NK bunék v kostni dfeni prochazi NK buiika nékolika stadii. Béhem
dozravani se NK buiiky rozd&li do dvou skupin: CD56™€" a CD56%™. CD56 *€" jsou
nezralé NK buiiky, které pozd&ji produkuji IFNy. CD56%™ jsou zralé NK buiiky
a pozdé&ji hraji dilezitou roli v cytotoxicité. NK bunky jsou poté distribuovany po celém
t&le **. Aktivace NK bun&k je prisné regulovany proces. Na rozdil od T lymfocytd
NK buiiky rychle uvoliuji zanétlivé cytokiny a zabijeji bez predchozi imunizace. Kazda
zdrava buiika exprimuje na svém povrchu molekuly HLA tfidy I. (z angl. human
leukocyte antigene). Tyto proteiny jsou ligandy inhibi¢nich receptori na NK bunkéach
napf. KIR nebo CD94/NKG2A. Nadorovym builkdm se zméni povrchové znaky.
Nékteré nadorové builky ztrati schopnost exprimovat na svém povrchu HLA tfidy L
a v disledku stresu se na povrchu za¢nou exprimovat jiné proteiny. V ptipad¢ ztraty
HLA tfidy I. na povrchu nemaji inhibi¢ni receptory NK bunck ligandy pro své inhibi¢ni
receptory, prevazi aktivacni signal a builka je NK bunkou zabita. V piipad¢ pfitomnosti
jinych proteini na povrchu nadorové builky se mohou tyto proteiny sparovat
s aktivacnimi receptory. Na povrchu malignich bunék se vyskytuji proteiny A/B
ptibuzné MHC tiidy I (MICA, MICB), proteiny vazajici UL16 (ULBPs). Oba tyto
ligandy véze aktivacni receptor NKG2D. Dale se mohou na povrhu naddorovych bunék
vyskytovat B7-H6 a BAT3 (transkript 3 asociovany s HLA-B), tyto ligandy vaze
receptor NKp30. Maligni buiikky nevystavuji na svém povrchu pouze ligandy pro
aktivacni receptory. Jejich ochranou pted imunitni odpovédi NK bunék je produkce
inhibi¢nich ligandl na svém povrchu. Témito ligandy mohou byt naptiklad PD-1 nebo
Gal-9 *.
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Aktivované NK buiiky mohou zabit cilovou buitku pomoci dvou mechanismii: ptimou
cytotoxicitou a bunécné zprostiedkovanou cytotoxicitou. Pfima cytotoxicita probiha
pomoci sekrecnich lysozomii — perforiny a granzymy. Perforiny perforuji membranu
cilové buiky a granzymy indukuji apoptosu. ADCC (zangl. antibody dependent
cellular cytotoxicity - bunécné zprostfedkovana cytotoxicita zavisla na protilatkach) je
druhym typem cytotoxicity a je zévisla na protilatkach. Fc oblast na imunoglobulinu G
(IgG) je ligandem pro receptor CD16 na NK buiikach *°. NK buiiky hraji kli¢ovou roli
v prvni linii imunitni odpovédi organismu. Diky tomu se imunoterapie zaméfuje prave
na né. Imunoterapie ma nékolik pfistupt, jak pracovat s NK bunikami, napiiklad vyuzit
cytokiny, protilatky a adoptivni pfenos NK bungk, aktivaci, zvySeni poctu a cileni NK
bunék na poskozené buriky.

Cytokiny podporuji proliferaci a funkci NK bunék. Jedna z moznosti aktivace NK
bun¢k je pfima aplikace cytokini do organismu, tim se zvysi pocet cytokinl
v organismu a NK buiiky jsou aktivované pfimo in vivo. Druhou moznosti je inkubace
NK buné¢k in vitro v ptitomnosti cytokinii, tim dojde k expanzi a aktivaci NK bun¢k
a tyto burky jsou nasledné vraceny do organismu.

Imunoterapie pomoci protilatek se zaméfuje na cileni NK bunck na cilovou buiku.
V klinickych studiich se testuji monoklonalni protilatky naptiklad anti-CD20, anti-GD2,
anti-Her2 nebo anti-EGFR. Dale se testuji bispecifické nebo trispecifické protilatky,
napiiklad BiTE nebo TriTE. Tyto protilatky jsou schopné véazat vice riznych antigenti
na cilové buiice *’.

NK buiiky mohou byt ziskdny z perifernich krevnich mononuklearnich bunck.
Ziskané NK burky lze dale pouzit podle zdméru imunoterapie — separaci, expanzi nebo
aktivaci NK buné¢k. NK bunky lze izolovat s vysokym stupném cistoty v klinickych
podminkich v pfitomnosti anti-CD3" protiltek, které jsou spojeny s magnetickymi
kuli¢kami. Cilem je odstranéni CD3" bunék (T lymfocytl) a obohaceni CD56" bunék
(NK bungk) *®. Dalsim krokem je namnoZeni NK bun&k, k nému musi byt NK buiky
stimulovany pomoci ptidavku interleukinu 2 (IL-2) 9 Jiné metody spocivaji v kontaktu
NK bungk s transformovanymi lymfoblastoidnimi buiikami *°. Dal§im typem regulace
NK bunék je blokace inhibi¢nich signalt, které jsou zprostiedkovany pomoci KIR
receptori. Monoklondlni protilatka 1-7F9 se navadZze na receptory KIR a tim zabrani
tvorb& inhibi¢nich signalai *'.
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4. Vysledky

4.1. Priprava plasmidi obsahujici geny pro proteiny NKp46
a Epal

Cilem prace byla pfiprava a exprese extraceluldrni Casti proteinu NKp46 a jeho
ligandu Epal. Na Obr. 5 str. 23 a Obr. 6 str. 24 jsou uvedeny sekvence genil a sekvence
aminokyselin téchto proteinti. Pro pfipravu expresnich plasmidii obsahujicich piislusné
geny bylo potieba urcit délku proteinil, které budou vhodné pro expresi a pozdéjsi
studium interakce téchto proteini. NK receptor NKp46 obsahuje extracelularni doménu,
ktera je zodpovédna za interakci s ligandem, proto stacilo navrhnout konstrukt
zahrnujici tuto extracelularni cast, a ne cely protein. Expresni konstrukt NKp46 je
uveden na Obr. 7, str. 25. Pro expresni konstrukt proteinit Epal byl vybran tsek podle
publikované prace, ve které se podafilo tuto c¢ast proteinu Epal piipravit
a vykrystalizovat °. Expresni konstrukt Epal je uveden na Obr. 8, str. 25. Oba
konstrukty byly navrzeny tak, aby na svém C-konci nesly histidinovou kotvu. Vysledna
velikost proteinti byla vypoéitina pomoci online kalkulatoru ProtParam *2. Protein
NKp46 produkovany v této praci ma teoretickou molarni hmotnost 23266,48 Da (bez
posttranslacnich modifikaci) a protein Epal ma teoretickou molarni hmotnost
28189,30 Da.

CAGCAGCAGACCCTG
CCGAAACCGTTTATTTGGGCGGAACCGCATTTTATGGTGCCGAAAGAAAAACAGGTGACCATTTGCTGCCAGGGCAAC
TATGGCGCGGTGGAATATCAGCTGCATTTTGAAGGCAGCCTGTTTGCGGTGGATCGCCCGAAACCGCCGGAACGCATT
AACAAAGTGAAATTTTATATTCCGGATATGAACAGCCGCATGGCGGGCCAGTATAGCTGCATTTATCGCGTGGGCGAA
CTGTGGAGCGAACCGAGCAACCTGCTGGATCTGGTGGTGACCGAAATGTATGATACCCCGACCCTGAGCGTGCATCCG
GGCCCGGAAGTGATTAGCGGCGAAAAAGTGACCTTTTATTGCCGCCTGGATACCGCGACCAGCATGTTTCTGCTGCTG
AAAGAAGGCCGCAGCAGCCATGTGCAGCGCGGCTATGGCAAAGTGCAGGCGGAATTTCCGCTGGGCCCGGTGACCACC
GCGCATCGCGGCACCTATCGCTGCTTTGGCAGCTATAACAACCATGCGTGGAGCTTTCCGAGCGAACCGGTGAAACTG
CTGGTGACCGGCGATATTGAAAACACCAGCCTGGCGCCGGAAGATCCGACCTTTCCGGCGGATACCTGGGGCACCTAT
CTGCTGACCACCGAAACCGGCCTGCAGAAAGATCATGCGCTGTGGGATCATACCGCGCAGAACCTGCTGCGCATGGGC
CTGGCGTTTCTGGTGCTGGTGGCGCTGGTGTGGTTTCTGGTGGAAGATTGGCTGAGCCGCAAACGCACCCGCGAACGC
GCGAGCCGCGCGAGCACCTGGGAAGGCCGCCGCCGCCTGAACACCCAGACCC

QOQTLPKPFIWAEPHFMVPKEKQVTICCQGNYGAVEYQLHFEGSLFAVDRPKPPERI
NKVKFYIPDMNSRMAGQYSCIYRVGELWSEPSNLLDLVVTEMYDTPTLSVHPGPEVISGEKVTFYCRLDTATSMFLLL
KEGRSSHVQRGYGKVQAEFPLGPVTTAHRGTYRCFGSYNNHAWSFPSEPVKLLVTGDIENTSLAPEDPTFPADTWGTY
LLTTETGLQKDHALWDHTAQNLLRMGLAFLVLVALVWELVEDWLSRKRTRERASRASTWEGRRRLNTQTL

Obr. 5: Sekvence receptoru NKp46. Prvni je uvedena sekvence nukleotidii kodujici gen
NKp46. Druhd je uvedena sekvence aminokyselin receptoru. Zelenym pismem je zvyraznén
signdlni peptid, Cernym pismem je zvyraznéna extraceluldrni édst proteinu, cervenym pismem
je vyznadena transmembrdnovd &dst a modrym pismem cytoplazmatickd Cdst. Zluté
podbarvené aminokyseliny znaci zacdatek a konec navrieného expresniho konstruktu.
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TTGTTGTTGTTGACTAAT
GGTGGTTATGCTACTTCATCAAATGATATTTCATTGGCTTCAAAAGATCCAACTACTTTTCCATTGGGTTGTTCACCA
GATATTACTACTCCAAAAAAAGGTTTGTCAATGGAATTGTATTCATATGATTTTAGAAAAAAAGGTTCATATCCATGT
TGGGATGCTGCTTATTTGGATCCAAATTATCCAAGAACTGGTTATAAATCACATAGATTGTTGGCTAAAGTTGATGGT
GTTACTGGTAATATTAATTTTTATTATCATGCTACTAAAGGTTGTACTCCACAATTGGGTCATTTGCCAGCTTCATAT
AATTATCCAAAACCATTGACTATGACTAATTTTACTATGTTGTTGTATGGTTATTTTAGACCAAAAGTTACTGGTTTT
CATACTTTTACTATTTCAGCTGATGATTTGTTGTTTGTTAATTTTGGTGCTGGTAATGCTTTTGATTGTTGTAGAAGA
GATTCATCAGCTGATCATTTTGGTAATTATCAAGCTTATGCTATTTGGGGTTCAAAAACTGCTAAAGATGAATTGACT
GTTCATTTGGATGCTGGTGTTTATTATCCAATTAGATTGTTTTATAATAATAGAGAATATGATGGTGCTTTGTCATTT
ACTTTTAAAACTGAATCAAATGAAAATACTGTTTCAGATTTTTCAGAATATTTTTTTTCATTGGATGATACTGAAGAA
GGTTGTCCAGGTTTGATTTCATATGATTCATCATGTGCTTCAGTTAAAACTTCAAAAATTATTGGTATTGATTATCAT
ACTGAAACTCCAAATGAAAATTTGGTTCCAATTACTAAAACTATTTATCATTTGGGTATTCCATGTACTGGTACTACT
ACTACTCCATTGTGTGGTTCAGGTTTTTATGATCCATTGGCTAATAAATGTGTTACTATTAATACTTCATCAACTTCA
TCAGTTACTAAAACTACTTCACATACTACTTCAAAAGAAGTTTCATTTCATTCATCAATTTCATCACAAAAAACTTTG
ATTCCAAAATCAATTCCATCACCATATGGTCCAATTAAATCACAATCAATTCCAACTGAAATGGAAACTTCATCAGAA
ATTTCATCATCAGAATATGCTTTTTCAGATGTTATTTCAACTCCATCACATTCACCATATACTAAAAAACATTCATCA
TTGAATTCATCATCATATACTTCAACTGTTATTCATTCATTGACTTCATATTCAATTTCACAAGGTATTTTTTCAACT
TCATTGTCAGAACAAAATATTACTTCAAAATCATCAACTGATAAATTTTCAACTGCTACTTCAATGTCAAATAATATT
ACTCAATCATCAATTATTATTTCACAATTTTCAACTAATAATGAAAATTATACTACTACTTCAATGCATACTTCATCA
GATAAAATTTCAACTGAAACTTTGAATAATTCAATTTCAACTACTACTTCAATTTTGTTTTCAAATTCATCAACTATT
TTGAAAAATAATACTACTATTATTTCATCAGATAAAGATACTCATTATCATCCAGTTAATCCAACTATTGTTTGTTCA
ACTAATAAAACTGAAATTATTTGTGCTTCAATTACTCAACCATCAATTTCAAATTCAAATAATCATTGGTCATCATCA
GTTTTGAAATTTAATTCAACTACTGTTAGATCAACTTTGCCATCATCAGCTGGTTCAAATGAAACTTCAATTAATGTT
CCATTTTCATCATCAACTGAATCAAATACTTCAACTTCATCAACTTCAACTTCAAATTCAAAAATGGTTAGATCAACT
TTGCCATCATCAGCTGGTTCAAATGAAACTTCAATTTCAGTTCCATTTTCATCATCAACTGAATCAAATACTTCAACT
TCATCAACTTCAACTTCAAATTCAAAAATGGTTAGATCAACTTTGCCATCATCAGCTGGTTCAAATGAAACTTCAATT
AATGTTCCATTTTCATCATCAACTGAATCAAATACTTCAACTTCATCAACTTCAACTTCAAATTCAAAAACTGTTAGA
TCAACTCCATTTTCATCAGCTGGTATTATTATGACTTCATTGTCACAAAGAAATAATAAATCAGCTTCATCATATGCT
TCATCAAATTCAAAATGTTATAATACTGCTGATTCATGTAGAAAAGTTCATTCAACTCCATCATATTTGTTGACTTCA
TCATATACTTCAGAAGGTGTTGATTATGATTGTTCATTGGTTTCAACTAAATTGAAAATTAATGATACTAATTGTGTT
AATAATAAACATACTACTAAATCATGTTTGAAAACTTCAGTTACTACTACTATTCCAACTTTGGAAATTAAAACTGCT
AGAAAATCATCATCAAATACTATTGGTTTGCATTCATATCCAACTTCATCACCAAATAAATCAATTTCATCAGCTCCA
ATTATTGGTTATATTTCATCATTTAAAACTATTAAAACTGCTTCACCATCATATCAAACTTCAGATTTGACTACTATT
ACTACTATTACTTCATTGAATAATCCAGGTTCAACTGCTGTTGAAAATACTCATGAATCAAATGATAAATCAAGAAAA
ACTTCATCAAATGATATTTCATCAAAACATTCAGTTATTAAAGAAACTAAAGATGCTGTTGAATCATCAAATAAATCA
CATCAAACTAATACTTTGAAATGTTCATCAATTATTATTGCTTCATCATCACATAATTCATATGAATCATTGGGTGGT
ACTACTTTGACTTTGACTTTGTCAAAAGTTTATTCACCACAAAATAATGATACTTTGCCATTTTTGGAAATTTCAGAA
GTTAATCCATCAAGAACTGTTTTGCCAGAATCATCAAAAATGATGCAATATTTGACTTCAACTGAAGAAAGAAATAAA
ACTGCTAGAAATACTATTGCTACTAATATTGTTTCAATTTCAACTTTTCATTTTGAAGGTGAAGGTAATGCTATTAGA
ATGGGTTATACTCAATTGTTGTTGATGTTGATTGGTATTATTGTTATGAATATTGGTACT

TSSNDISLASKDPTTFPLGCSPDITTPKKGLSMELYSYDFRKKGSYPC
WDAAYLDPNYPRTGYKSHRLLAKVDGVTGNINFYYHATKGCTPQLGHLPASYNYPKPLTMTNFTMLLYGYFRPKVTGF
HTFTISADDLLFVNFGAGNAFDCCRRDSSADHFGNYQAYAIWGSKTAKDELTVHLDAGVYYPIRLFYNNREYDGALSF
TFKTESNENTVSDFSEYFFSLDDTEEGCPGLISYDSSCASVKTSKIIGIDYHTETPNENLVPITKTIYHLGIPCTGTT
TTPLCGSGFYDPLANKCVTINTSSTSSVIKTTSHTTSKEVSFHSSISSQKTLIPKSIPSPYGPIKSQSIPTEMETSSE
ISSSEYAFSDVISTPSHSPYTKKHSSLNSSSYTSTVIHSLTSYSISQGIFSTSLSEQNITSKSSTDKFSTATSMSNNI
TQSSIIISQFSTNNENYTTTSMHTSSDKISTETLNNSISTTTSILFSNSSTILKNNTTIISSDKDTHYHPVNPTIVCS
TNKTEIICASITQPSISNSNNHWSSSVLKFNSTTVRSTLPSSAGSNETSINVPFSSSTESNTSTSSTSTSNSKMVRST
LPSSAGSNETSISVPFSSSTESNTSTSSTSTSNSKMVRSTLPSSAGSNETSINVPFSSSTESNTSTSSTSTSNSKTVR
STPFSSAGIIMTSLSQRNNKSASSYASSNSKCYNTADSCRKVHSTPSYLLTSSYTSEGVDYDCSLVSTKLKINDTNCV
NNKHTTKSCLKTSVTTTIPTLEIKTARKSSSNTIGLHSYPTSSPNKSISSAPIIGYISSFKTIKTASPSYQTSDLTTI
TTITSLNNPGSTAVENTHESNDKSRKTSSNDISSKHSVIKETKDAVESSNKSHQTNTLKCSSIIIASSSHNSYESLGG
TTLTLTLSKVYSPONNDTLPFLEISEVNPSRTVLPESSKMMQYLTSTEERNKTARNTIATNIVSISTFHFEGEGNAIR
MGYTQLLLMLIGIIVMNIGT

Obr. 6: Sekvence proteinu Epal. Prvni je uvedena sekvence nukleotidit kodujici gen Epal.
Druha je uvedena sekvence aminokyselin proteinu. Zelenym pismem je zvyraznén signdlni
peptid, Eernym pismem je zvyraznén vlastni protein. Zluté podbarvené aminokyseliny znadi
zacdtek a konec expresniho konstruktu.
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ATTACCGGTCAGCAGCAGACTCTCCCAAAACCGTTCATCTGGGCCGAGCCCCATTTCATGGTTCCAAAGGAAAAGCAA
GTGACCATCTGTTGCCAGGGAAATTATGGGGCTGTTGAATACCAGCTGCACTTTGAAGGAAGCCTTTTTGCCGTGGAC
AGACCAAAACCCCCTGAGCGGATTAACAAAGTCAAATTCTACATCCCGGACATGAACTCCCGCATGGCAGGGCAATAC
AGCTGCATCTATCGGGTTGGGGAGCTCTGGTCAGAGCCCAGCAACTTGCTGGATCTGGTGGTAACAGAAATGTATGAC
ACACCCACCCTCTCGGTTCATCCTGGACCCGAAGTGATCTCGGGAGAGAAGGTGACCTTCTACTGCCGTCTAGACACT
GCAACAAGCATGTTCTTACTGCTCAAGGAGGGAAGATCCAGCCACGTACAGCGCGGATACGGGAAGGTCCAGGCGGAG
TTCCCCCTGGGCCCTGTGACCACAGCCCACCGAGGGACATACCGATGTTTTGGCTCCTATAACAACCATGCCTGGTCT
TTCCCCAGTGAGCCAGTGAAGCTCCTGGTCACAGGCGGTACCCACCATCACCACCATCACCACCACGGG

ITGQQOQTLPKPFIWAEPHFMVPKEKQVTICCQGNYGAVEYQLHFEGSLFAVDRPKPPERINKVKFEFYIPDMNSRMAGQY
SCIYRVGELWSEPSNLLDLVVTEMYDTPTLSVHPGPEVISGEKVTFYCRLDTATSMFLLLKEGRSSHVQRGYGKVQAE
FPLGPVTTAHRGTYRCFGSYNNHAWSFPSEPVKLLVTGGTHHHHHHHHG

Obr. 7: Expresni konstrukt receptoru NKp46. Prvni je uvedena sekvence nukleotidii a druhad
je uvedena sekvence aminokyselin. Zluté podbarvené aminokyseliny znaéi zaédtek a konec
casti proteinu, kterd je shodnd s genem NKp46. Pro pozdéjsi purifikaci proteinu byla do

sekvence vloZena sekvence pro 8 histidinii, podbarveno zelené.

ATGACCAGCAGCAATGATATTAGCCTGGCAAGCAAAGATCCGACCACCTTTCCGCTGGGTTGTAGTCCGGATATTACC
ACACCGAAAAAAGGTCTGAGCATGGAACTGTATAGCTATGACTTTCGTAAAAAAGGTAGCTATCCGTGTTGGGATGCA
GCATATCTGGATCCGAATTATCCGCGTACCGGTTATAAAAGCCATCGTCTGCTGGCAAAAGTTGATGGTGTGACCGGT
AATATCAACTTCTATTACCATGCAACCAAAGGTTGTACACCGCAGCTGGGTCATCTGCCTGCAAGCTATAACTATCCG
AAACCGCTGACCATGACCAACTTTACCATGCTGCTGTATGGTTATTTCCGTCCGAAAGTTACCGGTTTTCATACCTTT
ACCATTAGCGCAGATGATCTGCTGTTTGTTAATTTTGGTGCAGGCAATGCCTTTGATTGTTGTCGTCGTGATAGCAGC
GCAGATCATTTTGGTAATTATCAGGCATATGCAATCTGGGGTAGCAAAACCGCAAAAGATGAACTGACCGTTCATCTG
GATGCCGGTGTTTATTATCCGATTCGTCTGTTTTATAACAACCGCGAATATGATGGTGCACTGAGCTTTACCTTTAAA
ACCGAAAGCAATGAAAACACCGTGAGCGATTTTAGCGAATATTTCTTTAGCCTGGATGATACCGAAGAAGGTTGTCCG
GGTCTGATTAGCTATGATAGCAGTAAACATCACCATCACCATCAC

MTSSNDISLASKDPTTFPLGCSPDITTPKKGLSMELYSYDFRKKGSYPCWDAAYLDPNYPRTGYKSHRLLAKVDGVTG
NINFYYHATKGCTPQLGHLPASYNYPKPLTMTNFTMLLYGYFRPKVTGFHTFTISADDLLFVNFGAGNAFDCCRRDSS
ADHFGNYQAYAIWGSKTAKDELTVHLDAGVYYPIRLFYNNREYDGALSFTFKTESNENTVSDFSEYFFSLDDTEEGCP
GLISYDSSKHHHHHH

Obr. 8: Expresni konstrukt proteinu Epal. Prvni je uvedena sekvence nukleotidit a druha je
uvedena sekvence aminokyselin. Zluté podbarvené aminokyseliny znadi zacdtek a konec Cdsti
proteinu, kterd je shodna s genem Epal. Pro pozdéjSi purifikaci proteinu byla do sekvence
vloZena sekvence pro 6 histidinit, podbarveno zelené. Modie podbarvené jsou cysteiny, které
tvoii disulfidické miistky.

Gen kodujici NKp46 byl jiz diive vlozen Bec. Stépanem Herynkem do vektoru
pTW5sec . Z ditvodu nelisp&iné transientni exprese byl gen kodujici NKp46 v ramci
této prace vlozen do plasmidu pUT7 umoziiujicim tvorbu stabilné transfekovanych linii
systémem piggyBac *. Pomoci primert pTTK5-Fw a pCT5-Rev byl gen kodujici
NKp46 amplifikovan z plasmidu pTW5sec NKp46. S amplifikovanym genem byla
provedena agarosova elektroforéza. Amplifikovany gen byl vyfiznut z gelu a izolovan.
Amplifikovany gen byl vlozen do linearizovaného plasmidu pUT7, ktery byl
linearizovan pomoci restrik¢nich endonukleas Pmel a Nhel. Gen Epal byl pouzit ze
zésobniho roztoku (komer¢ni synteticky gen) a plasmid pOPINE byl linearizovan
pomoci restrik¢énich endonukleas Pmel a Ncol. U vzorkl vektoru a insertti byla zméfena
koncentrace DNA v eluatech (viz Tab. 2, str. 26).
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Tab. 2: Koncentrace DNA v eludtech

Vzorek ¢ [ng/pl]
NKp46 155
Epal 10
pUT7* 40
pOPINE" 24

Nasledné bylo provedeno vneseni genli do linearizovanych plasmidi obsahujicich
resistenci na ampicilin. Gen kédujici protein Epal byl vlozen do linearizovaného
plasmidu pOPINE a gen kodujici NKp46 do plasmidu pUT?7. Pfipravenymi vektory
byly transformovany kompetentni bakteridlni bunky Escherichia coli DH50. Bunky
byly rozetieny na ptredehtatou kultiva¢ni misku a inkubovany pii 37 °C pies noc. Druhy
den byla provedena PCR z kolonii.

Z pozitivnich kolonii byla nasledn¢ provedena nizkoobjemova izolace plasmidové
DNA (viz 6.2.9). Namétené koncentrace jsou uvedeny v Tab. 3. Pomoci sekvencni
analyzy bylo potvrzeno uspéSné vneseni genti do plasmidi. Pro sekvenaci byly
ptipraveny vzorky plasmidové DNA s primery dle Tab. 4.

Tab. 3: Koncentrace plasmidové DNA ziskané 7 nizkoobjemové izolace

Vzorek ¢ [ng/pl]
pUT7_NKp46 825
pOPINE Epal 278

Tab. 4: SloZeni vzorkii pro sekvenacni analyzu

Oznaceni Vzorek Primer

JAH1 pUT7 NKp46 pCT5seq FW
JAH2 pUT7 NKp46 pCTS5seq REV
JAH3 pOPINE_Epal pOPINE seq FW
JAH4 pOPINE Epal PTT REV

Vzorky ziskané z nizkoobjemové piipravy DNA, jejichz spravnost byla ovéfena
DNA sekvenaci, byly pouzity k transformaci kompetentnich bakteridlnich bunék
Escherichia coli DH5a. Bunky byly natfeny na predehtatou kultivacni a inkubovany pfi
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37 °C ptes noc. Druhy den byla provedena velkoobjemova izolace plasmidové DNA.
Koncentrace plasmidové DNA z velkoobjemové izolace jsou uvedeny v Tab. 5.

Tab. 5: Koncentrace plasmidové DNA ziskané z velkoobjemové izolace

Vzorek ¢ [ng/pl]

pUT7 NKp46 895

pOPINE Epal 1930

Po velkoobjemové izolaci DNA byla provedena agarosova elektroforéza pro kontrolu
velikosti a Cistoty plasmidové DNA (viz Obr. 9).

Standard 1 kb Nkp46 Epa1

6,0 kb
4,0 kb
3.0 kb
2.0 kb

1.5 kb

1,0 kb

0,5 kb

Obr. 9: Agarosova elektroforéza po velkoobjemové izolaci DNA. V prvni draze je 1 kb
standard, v druhé draze je plasmid pUT7_NKp46 a v tieti je plasmid pOPINE _Epal.

4.2. Produkce NKp46 v expresnim systému HEK293

Plasmidem pUT7_NKp46, ktery obsahuje sekre¢ni signal umoziujici expresi
proteinti s ndslednou sekreci do kultivaéniho média, byly transfekovany bunky
HEK293S GnTI'. Z bun¢k byla selekci na ptislusna antibiotika vytvotfena stabilni linie.
Pro produkci NKp46 byla tato stabilni linie kultivovdna ve vétSim objemu média,
exprese proteinu byla indukovana piidavkem doxycyklinu a po inkubaci byly bunky
sklizeny centrifugaci. Médium bylo po centrifugaci uchovano pii -20 °C. Nasledné byla
provedena chelatacni afinitni chromatografie na kolon¢ Talon. Eluat byl koncentrovan
na objem 500 pl a nanesen na kolonu pro gelovou permeacni chromatografii
(viz Obr. 10, str. 28). Frakce byly sbirany po 1 ml. Byla zméfena koncentrace proteinii
v jednotlivych frakcich, jejich celkové mnozstvi ve frakcich bylo 0,359 mg. Frakce byly
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analyzovany pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu v prostiedi SDS
(viz Obr. 11, str. 28). Pro meéfeni koncentrace byl pomoci online kalkulatoru
ProtParam ** vypo¢itan teoreticky extinkéni koeficient a teoretickd hmotnost proteinu.
Extinkéni koeficient pfi 280 nm byl vypo¢itan jako 31650 mol-I"-cm™ a teoreticka
hmotnost proteinu byla vypocitana jako 23266,48 Da.

0,035
0,030 —
0,025 —
0,020 —

0,015 —

0,010 —

0,005 — LV

0,000 o ~— o OO M .
0 5 10 15 20 25

Absorbance pii 280 nm

Elué¢ni objem [ml]

Obr. 10: Gelova permeacni chromatografie NKp46. Kolona Superdex 200 10/300. Svislé éary
oznacuji zacdtek a konec sbirani frakci.

REDUKUJICI pufr NEREDUKUJICI pufr
Standard F1 F2 F3 F1 F2 F3
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Obr. 11: Analyza frakci NKp46 7 gelové permeacni chromatografie. 12,5% polyakrylamidovy
gel v redukujicim a neredukujicim vzorkovém pufru. Vzorky frakci F1 - F3v redukujicim
a neredukujicim pufru.

Pro identifikaci proteinu NKp46 byla provedena imunodetekce histidinové kotvy.
S frakcemi byla provedena 2x elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostiedi
SDS, jeden gel byl nabarven barvicim roztokem a druhy gel byl vyuzZit na elektropienos
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na membranu a imunodetekci proteinti s histidinovou kotvou. Detekce byla provedena
chemiluminiscen¢né a néasledné kolorimetricky (viz Obr. 12 a Obr. 13).

REDUKUJICI pufr NEREDUKUJICI pufr

F1 F2 F3 F1 F2 F3

Obr. 12: Chemiluminiscencni imunodetekce histidinové kotvy proteinu NKp46. Vzorky frakci
F1 — F3 v redukujicim a neredukujicim pufru.

REDUKUJICI pufr NEREDUKUJICI pufr
Standard F1 F2 F3 F1 F2 F3

k.4
it

(nr)-l-’ - i

Obr. 13: Kolorimetrickd imunodetekce histidinové kotvy proteinu NKp46. Vzorky frakci F1I-
F3 v redukujicim a neredukujicim pufru.
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4.3. Produkce Epal v bakterialnim expresnim systému

Pro produkci proteinu Epal byl zvolen bakteridlni systém E. coli. Plasmidem
pOPINE Epal byly transformovany bunky E. coli SHuffle, E. coli Origami (DE3)
a E. coli Rosetta gami 2 (DE3). K 50 ul suspenze kompetentnich bunék bylo ptidano
1 pg DNA plasmidu. Ziskanymi koloniemi transformovanych bunck bylo inokulovano
kultivacni médium. Produkce byly inkubovany pii 37 °C, dokud optickd hustoty pfii
600 nm (ODyggp) nedosahla hodnoty 0,5. Naméiené hodnoty optické hustoty a riistové
kfivky pii 600 nm jsou uvedeny na Obr. 14. Po dosazeni ODgyy 0,5 bylo ke kultuie
piidano indukéni ¢inidlo IPTG. Po indukci byly kultury inkubovany na tiepacce
48 hodin pti 12 °C, nasledné byly sklizeny centrifugaci a promyty TES pufrem. Pred
inkubaci a pted sklizenim byly odebrany vzorky. Se vzorky byla nésledné provedena
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prosttedi SDS (Obr. 15, str. 31).
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Obr. 14: Rustova kiivka bakterialnich kultur E. coli SHuffle, Origami a Rosetta pro produkci
Epal. Pri optické hustoté 0,5 byla provedena indukce IPTG
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Obr. 15: Bakteridlni exprese proteinu Epal. 15% SDS elektroforéza vzorkit odebranych pred
a po indukci v redukujicim pufru. V drdaze 1 je standard molekulovych hmotnosti (kDa).
Vdraze SH A a SH B, byly pipetovany vzorky z kultury E. coli SHuffle (A -- pied indukci,
B -- po indukci (pied sklizenim). V draze OR A a OR B, byly pipetoviany vzorky z kultury
E. coli Origami (A — pied indukci, B — po indukci (pred sklizenim). V drdaze ROS A a ROS B,
byly pipetovany vzorky 7 kultury E. coli Rosetta (A — pred indukci, B — po indikci (pied
sklizenim). Sipky ukazuji proutky, které jsou vyraznéj§i nei ostatni v drize vzorkii
odebranych po indukci. Velikostné by mohly odpovidat monomeru proteinu Epal (28,2 kDa).
V drdaze ROS B neni vidét Zadny vyraznéjsi prouzek.

Z pelet bakteridlnich kultur £ .coli SHuffle a E. coli Origami byly pfipraveny vzorky
na chelatacni afinitni chromatografii. Bakteridlni pelety E. coli Rosetta nebyly dale
pouzivany pro purifikaci proteinu, zdivodu absence prouzku Epal na SDS
elektroforéze.

Nasledovala chelata¢ni afinitni chromatografie na kolon¢ Talon. FEluat byl
koncentrovan na objem 500 pl. Poté byla provedena gelova permeac¢ni chromatografie.
Frakce byly sbirdany po 1 ml. Dalsi experimenty byly provadény s frakcemi z kultury
SHuffle na zaklad¢ porovnani chromatogramli z gelové permeacni chromatografie
(viz Obr. 16, str. 32). Ve frakcich byla zméfena koncentrace proteind, celkové mnozstvi
proteinu ve frakcich bylo 1,256 mg. S vybranymi frakcemi byla provedena
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostiedi SDS (viz Obr. 17, str. 32). Pro
mé&feni koncentrace byl pomoci online kalkulatoru ProtParam ** vypo¢itan teoreticky
extinkcni koeficient a teoretickd hmotnost proteinu. Extinkéni koeficient pfi 280 nm byl
vypogitan jako 41175 mol- I""-em™ a teoreticka hmotnost proteinu byla vypogitana jako
28189,30 Da.
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Obr. 16: Gelové permeacni chromatografie Epal z kultur E. coli SHuffle a Origami po
chelataéni afinitni chromatografii. Kolona Superdex 200 10/300. Cervend kiivka zobrazuje
vzorek 7 produkce v kmeni SHuffle a oranZova kiivka v kmeni Origami.
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Obr. 17: Analyza frakci Epal z bakterialni kultury E.coli SHuffle zgelové permeacni
chromatografie. 12,5 % polyakrylamidovy gel v redukujicim a neredukujicim vzorkovém
pufru. Vzorky frakci E6-E12 v redukujicim a neredukujicim pufiru.

Vzhledem k absenci prouzku Epal o ocekavané velikosti na SDS elektroforéze
v neredukujicim prostitedi byly spojeny frakce 6-12 =z gelové permeacni
chromatografie kultury SHuffle a k roztoku byl pfidan merkaptoethanol, aby vysledna
koncentrace byla 2,5 mM. Tento postup byl provadén v publikované praci, podle které
byla vybrana &ast genu Epal pro amplifikaci a vneseni do plasmidu *°. Cilem bylo
¢astecné rozvolnéni disulfidl, které mohly byt Spatné zapojené a umoznéni nového
zapojeni. Roztok byl koncentrovan a byla provedena gelova permeacni chromatografie
(viz Obr. 18, str. 33). Z frakci byla provedena elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
v prosttedi SDS (viz Obr. 19, str. 33) a zmeétfena koncentrace ve frakcich, celkové
mnozstvi proteinu ve frakcich bylo 0,313 mg. Po redukci neni stdle vidét na SDS
elektroforéze prouzek o velikosti Epal v neredukujicim prostredi.
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Obr. 18: Gelova permeacni chromatografie Epal 7 kultury E. coli SHuffle po redukci 2,5 mM
merkaptoethanolem. Kolona Superdex 200 10/300. Svislé cary oznacuji zacatek a konec
sbirani frakci.

REDUKUJICI pufr NEREDUKUJICI pufr
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Obr. 19: Analyza frakci Epal z bakterialni kultury E. coli SHuffle z gelové permeacni
chromatografie po redukci 2,5 mM merkaptoethanolem. 12,5% polyakrylamidovy gel
v redukujicim a neredukujicim vzorkovém pufru. Vzorky frakci EI-E7 v redukujicim
a neredukujicim pufru.

Pro identifikaci prouzku odpovidajicimu proteinu Epal, byla s vybranymi frakcemi
provedena imunodetekce histidinové kotvy. S vybranymi frakcemi byla provedena
2x elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostiedi SDS, jeden gel byl nabarven
barvicim roztokem (viz Obr. 20, str. 34) a druhy gel byl vyuzit na elektropfenos na
membranu a imunodetekci proteind s histidinovou kotvou. Detekce byla provedena
chemiluminiscencné a néasledné kolorimetricky (viz Obr. 21 a Obr. 22, str. 34).
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Obr. 20: Analyza vybranych frakci Epal 7 bakteridlni kultury E. coli SHuffle z gelové
permeacni chromatografie po redukci 2,5 mM merkaptoethanolem. 12,5% polyakrylamidovy
gel v redukujicim a neredukujicim vzorkovém pufru. Vzorky frakci E4-E7 v redukujicim
a neredukujicim pufru.

REDUKUJICI pufr NEREDUKUJICI pufr

E4 ES E6 E7T Ea4 ES E6 E7T

Obr. 21: Chemiluminiscenéni imunodetekce histidinové kotvy proteinu Epal. Vzorky frakci
E4-E7 v redukujicim a neredukujicim pufiu.

REDUKUJICI pufr NEREDUKUJICI pufr
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Obr. 22: Kolorimetricka imunodetekce histidinové kotvy proteinu Epal. Vzorky frakci E4-E7
v redukujicim a neredukujicim pufiu.
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5. Diskuze

Geny kodujici proteiny NKp46 a Epal byly amplifikovany a uspé$né vlozeny do
linearizovanych vektorti obsahujicich ampicilinovou resistenci. Témito plasmidy byly
nasledné¢ transformovany bakteridlni bunééné kultury, ze kterych bylo izolovéno
zésobni mnozstvi plasmidi pUT7 NKp46 a pOPINE Epal.Plasmidy byly pouzity pro
produkci piislusnych proteind.

Protein NKp46 byl produkovan v eukaryotickém expresnim systému bunééné linie
HEK293S GnTI. Savéi expresni systém byl zvolen kvili predikovanym mistim
N-glykosylace. Pro strukturni studie je potieba mit protein pokud mozno v nativnim
stavu, tedy se vSemi posttranslaénimi modifikacemi. Jiz dfive nebyla produkce
s vyuzitim transientni transfekce Usp&Sna, proto byl konstrukt NKp46 vlozen do
plasmidu umoZitujici tvorbu stabilng transfekovanych linii systémem piggyBac *.
Tento systém umoznuje selekci stabilng transfekovanych linii a navic je produkce
proteinu indukovatelnd pfidanim doxycyklinu. Protein byl bunikami sekretovan do
média. Ani tentokrat nebyl, z neznamého diavodu, vytézek produkce vysoky. Byly to
fadove desitky mikrogramil, coz pro strukturni studie a ptipadné krystalizaci nestaci.

Ve frakcich po chelata¢ni afinitni chromatografii a gelové permeacni chromatografii
bylo pomoci imunodetekce histidinové kotvy detekovano vice forem proteinu NKp46
(viz Obr. 12 a Obr. 13, str. 29). V redukujicim prostiedi byl protein NKp46 pfitomen ve
dvou formach. Prouzek o vyS$$i molarni hmotnosti mize byt glykosylovana forma
proteinu NKp46. Prouzek o niz§i molarni hmotnosti miize byt neglykosylovana forma.
V neredukujicim prostiedi se vyskytuje prouzek o vyrazné niz§i hmotnosti. Tyto
vysledky budou dale analyzovéany, ale rozdil mezi redukujicim a neredukujicim
prostiedi naznaCuje, ze problém mulze byt v zapojeni disulfidi vramci dvou
imunoglobulinovych domén.

Na zakladé nizkého vytézku produkce ze stabiln€ transfekovanych linii a nové
publikovanych praci se nabizi feSeni upravou expresniho konstruktu. Stavajici konstrukt
(Obr. 7, str. 25) byl navrZzen podle zndmé krystalové struktury (PDB 1HKF). Novy
konstrukt bude prodlouzen na C-konci. Zaroven bude na C-konec pfidano misto pro C3
proteasu a Fc fragment. Prodlouzeny konstrukt NKp46 by mél byt stabilnéjsi a Fc
fragment sdm o sobé by mél pomoci skladani proteinu pii expresi. Pro studium vazby
receptoru NKp46 a ligandu Epal bude nutné pfipravit receptor nejenom s homogenni
glykosylaci (exprese v HEK293S GnTT), ale také s pfirozenou glykosylaci sav¢iho typu
(exprese v linii HEK293T) a bez glykosylace (exprese v HEK293S GnTI
a deglykosylace endoglykosydasou). Poté bude mozné porovnat vazbu proteinu Epal na
piirozené glykosylovanou, homogenné glykosylovanou a deglykosylovanou formu
proteinu NKp46 a urcit roli glykosylace v této vazbé.

Protein Epal byl produkovan v bakteridlnim expresnim systému E. coli. Produkce
probihala ve 3 kmenech E. coli — SHuffle, Origami a Rosetta. Indukce kultur byly
provedeny pii ODggp = 0,5. Pii porovnani SDS elektroforézy pted a po indukci byly pro
dal§i experimenty pouzity pouze produkce z kmenu SHuffle a Origami, protoZe
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u kultury Rosetta nebyl vidét rozdil v pfitomnosti proteini pfed a po indukci.
Z bakterialnich kultur SHuffle a Origami byla provedena purifikace proteinu a pii
porovnani chromatogramu bylo dale pokracovano pouze s frakcemi z kultury SHuffle.
Frakce z produkce SHuffle byly analyzovany pomoci SDS elektroforézy a ve vSech
frakcich bylo zjiSténo znaéné mnoZstvi necistot, coZz muze souviset s produkci
v bakteridlnim systému a nedostate¢nou specifickou purifikaci.

Na SDS elektroforéze v redukujicim prosttedi byl zjistén prouzek velikosti
odpovidajici konstruktu Epal. V neredukujicim prostfedi vSak detekované prouzky
neodpovidaly ocekavanym molekulovym hmotnostem. To naznacuje moznost Spatné¢ho
zapojeni disulfidli a pospojovani proteinovych fragmenti. Proto byly vybrané frakce
spojeny a bylo k nim pfidano reduk¢ni ¢inidlo merkaptoethanol. Poté byla provedena
dalsi gelova permeacni chromatografie. Cilem této manipulace bylo zredukovat
disulfidy a poté je nechat béhem chromatografie pfevedenim do pufru bez redukéniho
¢inidla opét oxidovat a spojit se, coz by mohlo pomoci sprdvnému zapojeni. Frakce
z gelové permeacni chromatografie byly opét analyzovany pomoci SDS elektroforézy.
Ani po pfidani redukéniho Cinidla pfed gelovou permeacni chromatografii nebyly na
gelu v neredukujicim prostfedi ptfitomny prouzky odpovidajici ocekdvané velikosti
proteinu Epal. Navic byl proveden imunoblot s detekci pomoci histidinové kotvy
(viz Obr. 21 a Obr. 22, str. 34), aby bylo mozné s ptesnosti odlisit rizné formy proteinu
Epal od bakteridlnich proteint.

V redukujicim prostfedi jsou vidét prouzky o dvou molekulovych hmotnostech.
Muze se jednat o rozdil zpisobeny proteolyzou na N-konci o velikosti cca deseti
aminokyselin. Proteolyza musela probihat u N-konce, protoze protein je detekovan
imunodetekci, kterd detekuje histidinovou kotvu, kterd je na C-konci proteinu.
V neredukujicim prostiedi se vyskytuje vice prouzkii o vétsich velikostech, tomu by
mohly odpovidat oligomery tohoto proteinu. Prouzek o velikosti 20 kDa by mohl
odpovidat monomeru, ktery mé vyssi pohyblivost diky zapojeni disulfidovych mustka
oproti jeho ocekévané pohyblivosti a velikosti 28,2 kDa. Pii porovnani vyskytu
oligomert v jednotlivych frakcich, mizeme vidét vétsi zastoupeni oligomerti ve frakci
E4 oproti frakci E7 (viz Obr. 21 a Obr. 22, str. 34). Jednou z moznosti optimalizace je
pouziti jiného nosi¢e pro afinitni chromatografii, naptiklad nosi¢e s imobilizovanou
laktosou. Tim by bylo mozné také eliminovat necistoty ve vzorku. Navic by odpadla
nutnost pouzivat pro purifikaci histidinovou kotvu, kterda sama o sobé mulze mit
negativni vliv na stabilitu proteinu.

Dale je mozné optimalizovat vytézek zvétSenim biomasy bunék produkujicich
protein. Produkce probiha pii 12 °C, aby se protein produkoval pomalu a spravné se
skladal. To vSak neni optimalni teplota pro bakteridlni bunky a vyslednd biomasa je
mald, obsahuje tedy i malo proteinu. Proto by bylo pro dalsi produkci vhodné indukovat
expresi proteinu pii veétsi optické hustoté bunécné kultury, aby pocateCni mnozstvi
bunék produkujicich protein bylo vyssi.
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Tato prace je pouze zacatkem dané studie. Struktura komplexu NKp46:Epal stale
neni zndma a pro pochopeni nékterych patologickych procesti je velmi dilezitd. Bude
tedy nasledovat optimalizace produkce obou proteinti. V piipadé NKp46 bude
zkoumana exprese jiné¢ho konstruktu obsahujici navic stabilni kotvu v systému
HEK293S GnTI. Protein Epal bude exprimovan v systému E. coli, avSak s vyssi
pocatecni biomasou a pouzitim specifické afinitni chromatografie. Az bude k dispozici
dostatecné mnozstvi proteinu s dostateCnou cistotou, bude tato prace pokracovat
studiem interakce obou proteind.
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6. Experimentalni ¢ast

6.1. Material

6.1.1. Pouzité chemikalie

2-merkaptoethanol (Sigma, USA)

Agarosa (Sigma, USA)

Akrylamid (Sigma, USA)

Ampicilin 100 mg/ml (Biotika, SR)

APS (Serva, USA)

Azid sodny (Serva, USA)

Bromfenolova modi (Lachema, CR)

BSA (Sigma, USA)

Combi PPP Master Mix (Top — Bio, CR)

Coommassie Brilliant Blue (R-250) (Fluka Chemika, Svycarsko)

dNTPS 10 mM (Top — Bio, CR)

EDTA (Jersey Lab Supply, USA)

Goodview II (Ecoli, SR)

IPTG (Sigma, USA)

Isopropanol (Lach — Ner, CR)

Kozi polyklonalni protilatka konjugovana s alkalickou fosfatasou (Sigma, USA)
Krali¢i polyklonalni protilatka konjugovana s kienovou peroxidasou (Sigma, USA)
Kvasni¢ny extrakt (Imuna Pharm, SR)

Leupeptin 1 pg/ml (Sigma, USA)

Mysi monoklonélni protilatka PentaHis (Qiagen, Némecko)

Pepstatin 1 pg/ml (Thermo Scientific, USA)

PMSF v ethanolu 100 mM (Thermo Scientific, USA)

SDS (Jersey Lab Supply, USA)

Standard pro agarosovou DNA elektroforézu 1 kb (New England Biolabs, USA)
Standard pro agarosovou DNA elektroforézu 100 bp (New England Biolabs, USA)
Susené odtu¢néné mléko (Lactino, CR)

TEMED (Serva, USA)

Tris (Sigma, USA)

Ostatni b&zné chemikalie (Lach-Ner, CR)

6.1.2. Enzymy

QuickFusion enzym a pufr (Biotool, USA)

Lysozym 100 mg/ml (Sigma, USA)

Polymerasa Q5 a pufr (New England Biolabs, USA)
Restrikéni endonukleasa Pmel (New England Biolabs, USA)
Restrikéni endonukleasa Ncol (New England Biolabs, USA)
Restrikéni endonukleasa Nhel (New England Biolabs, USA)
RNAasa A 100 ng/ml (Lach-Ner, CR)
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6.1.3. Pufry a roztoky

AP pufr (100 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 10 mM NaN3, pH 9,0)

Barvici roztok pro SDS-PAGE (45% methanol, 10% kys. octova, 0,25% CBB R 250)
BCIP roztok (50 mg/ml v dimethylformamidu)

ECL1 (2,5 mM luminol, 0,4 mM p-kumarova kys., 100 mM Tris, pH 8,8)

ECL2 (5,4 mM H,0,, 100 mM Tris, pH 8,8)

Elektrodovy pufr (0,025 M Tris, 0,19 M glycin, 0,1% (w/v) SDS, pH 8§,3)
Elektroprenosovy pufr (25 mM Tris, 150 mM glycin, 10% methanol, pH 8,3)

ExCell 293 (komeréni médium, pfed pouzitim doplnéno o L-glutamin o vysledné
koncentraci 4 mM; Sigma-Aldrich, USA)

LB — médium (1% trypton, 0,5% kvasni¢ny extrakt, 1% NaCl, pH 7.4)

Mobilni faze pro gelovou permea¢ni chromatografii (10 mM HEPES, 150 mM NaCl,
10 mM NaN3s, pH 7,5)

NBT roztok (50 mg/ml v 70% dimethylformamidu)

Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE (35% ethanol, 35% kys. octovd)

PBS pufr (50 mM Na,HPOy,4, 300 mM NaCl, 10 mM NaNs, pH 7.5)

PBS-TK (10 mM Na,HPO4, 150 mM NacCl, 2 mM KCI, 2 mM KH,PO4, pH 7,0)

PBS pufrem s 1M NaCl (50 mM Na,HPO4 1 M NaCl, 10 mM NaNj3, pH 7,0)

Roztok IPEI (10 mg/ml IPEI v PBS-TK)

Siran horeénaty (100 mM, New England Biolabs, USA)

TAE pufr pro agarosovou elektroforézu (40 mM Tris, 20 mM kys. octova, 1 mM
EDTA)

TBS pufr (10 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM NaNjs, pH 7,5)

TBS-Tween/Triton (20 mM Tris, 500 mM NaCl, 0,05% Tween 20, 0,2% Triton X-
100, pH 7,5)

TE pufru (50Mm Tris, pH 8,5)

TES pufr (10 mM Tris, 2 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1 mM NaNs, pH 8,0)

Vzorkovy pufr pro agarosovou elektroforézu (30% glycerol, bromfenolovd modf v
TAE)

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE 5% koncentrovany neredukujici (31,5 mM Tris, 10%
(v/v) glycerol, 1% (w/v) SDS, 0,005% (w/v) bromfenolova modf, 10 mM NaNs3, pH
6,8)

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE 5x koncentrovany redukujici (vzorkovy pufr pro
SDS-PAGE 5x koncentrovany nafedény desetinovym podilem 2-merkaptoethanolu)
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6.1.4. Pouzité pristroje

Analytické vahy AND HA — 180M (A&D, Japonsko)

Aparatura pro elektroptenos (Bio Rad, Némecko)

Centrifuga EBA 12R (Hettich, Némecko)

Centrifuga Allegra X — 22R (Beckman Coulter, USA)
Elektroforeticka souprava pro agarosovou elektroforézu (Biokeystone, USA)
Elektroforeticka souprava pro SDS-PAGE (Bio — Rad, Némecko)
Inkubator IR 5000 (LABsystem Praha, CR)

Inkubator MCO0-18 AIC (Sanyo, Japonsko)

Kolona Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare, USA)

Kolona Talon 5 ml (GE Healthcare, USA)

Koncentrator Amicon Ultra (MWCO 10000) (Millipore, USA)
Laminarni box Labox BIO 126 (LABOX, CR)

Mikrocentrifuga Ministar Silverline (VWR, USA)

Mikrofiltr o velikosti pérti 0,22 um (TPP, Svycarsko)
Mikrozkumavka 200 pl (Eppendorf, USA)

Mikrozkumavka 1,5 ml (Eppendorf, USA)

MikrovInna trouba OPTICOOK compact (Optimo Moulinex, Francie)
Rotacéni vakuové odparka CentriVap DNA (Labconco, USA)
Spektrofotometr DS-11 (DeNovix, USA)

Termoblok LS1 (VLM, Némecko)

Termocykler T100 (Bio — Rad, Némecko)

Ttepacka Celltron (Infors HT, Svycarsko)

Ttepacka Multitron Pro (Infors HT, Svycarsko)

Trepacka G24 (New Brunswick Scientific, USA)

Ultrazvukova sonda SONOPLUS (Bandelin, Némecko)
Vortexovy mixér (Velp Scientifica, Italie)

Zdroj napéti 251 — 2 (Sigma, USA)
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6.1.5. Bunécné kmeny a linie

Escherichia coli DH5a (Thermo Scientific, USA)
Escherichia coli SHuffle (Thermo Scientific, USA)
Escherichia coli Origami (DE3) (Thermo Scientific, USA)
Escherichia coli Rosetta (DE3) (Thermo Scientific, USA)
HEK293S GnTI'

6.1.6. DNA vektory

Plasmid pOPINE
Plasmid pUT7

6.1.7. PCR a sekvena¢ni primery

pCT5K-FW
5'-AGTTTGTACAGCTAGGCCACCATGGGAGAACTG-3’
pCT5-REV
5-CTGATCAGCGGGTTTTCACCCGTGGTGGTGATG-3’
pOPINE seq FW

5'-GGACCGAAATTAATACGACTC-3’

pTT REV

5'-TATGTCCTTCCGAGTGAGAG-3’

pCT5seq FW

5’-TCAGATCGCCTGGAGACG-3’

pCT5seq REV

5’-GTGGGAGTGGCACCTTCC-3’

6.1.8. Soupravy

Nucleospin® gel and PCR clean-up (Macherey — Nagel, Némecko)
NucleoSpin® Plasmid (Macherey — Nagel, Némecko)

NucleoBond® Xtra Midi / Maxi (Macherey — Nagel, Némecko)
Mix & Go! E. coli Transformation Kit and Buffer Set (Zymo Research, USA)
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6.2. Metody

6.2.1. Stépeni restrikénimi enzymy

Do reak¢ni smési, o celkovém objemu 20 pl, byl pipetovan takovy objem roztoku
nenaStépencho plasmidu, ktery obsahoval 3 pg tohoto plasmidu. Déle bylo ptidano 2 pl
10x koncentrované¢ho reakéniho pufru NeBuffer 2.1 a 5U pfislusné restrikéni
endonukleasy na 1 pg plasmidu. Reak¢éni smés byla poté doplnéna dH,O. Samotné
Stépeni probihalo 2 h pti 37 °C.

6.2.2. Elektroforéza v agarosovém gelu

Agarosovy gel byl pfipraven povatfenim agarosy v TAE pufru. Pro 1% gel bylo
navazeno 0,65 g agarosy a bylo pfidano 65 ml TAE pufru. Roztok byl zahiivan
v mikrovlnné troubé, dokud se vSechna agarosa nerozpustila. Kdyz roztok zchladl, ale
jeste neztuhl, bylo do né&j pfidano 3 ul barviva GoodView. Po promichéni byl roztok
nalit do pfipravené aparatury a byl do n¢j umistén hieben, tvofici jamky. Po ztuhnuti
gelu byl hieben vyjmut a gel byl zalit 200 ml dH,O a do prostoru elektrod byl nalit
TAE pufr. Ke vzorku DNA byl pfidan takovy objem vzorkového pufru, aby byl pufr
10x zfedény. Do prvni jamky bylo pipetovano 3 pl standardu molekulové hmotnosti.
Do dalSich jamek byly pipetovany vzorky DNA. Elektroforéza probihala 20 min pii
napéti 200 V. Vysledek byl ovéten pomoci UV lampy.

6.2.3. Meéreni koncentrace a ¢istoty DNA

Me¢teni koncentrace DNA bylo provadéno spektrofotometricky pii 260 nm. Slepym
vzorkem byl elu¢ni pufr z nizkoobjemové ptipravy plasmidové DNA. Pro méfeni bylo
pouzito 2 pl vzorku. Spektrofotometr pro vypocet koncentrace pouziva empiricky vztah,
kdy dvouietézcova DNA o koncentraci 50 pg/ml mé pii 260 nm absorbanci 1,0. Cistota
vzorkl byla urena z poméru absorbanci pti 260 a 280 nm, Cist¢ DNA odpovidd pomér
mezi 1,8 —2,0.

6.2.4. PCR

PCR reakce (z angl. polymerase chain reaction - polymerasova fetézova reakce) byla
provadéna v mikrozkumavkach o objemu 200 pl, reakéni smés méla objem 20 ul. Do
reakéni smési byl pipetovan takovy objem roztoku templatu DNA, ktery odpovidal
40 ng DNA. Poté bylo pipetovano po 2 ul ptimého a zpétného primeru, odpovidajicich
danému templatu, resp. pozadovanému amplikonu. Vyslednd koncentrace primert byla
500 nM. Dale bylo ptidano 0,25 pl roztoku deoxynukletotid trifostatd, 4 ul reakéniho
pufru a 0,2 ul polymerasy Q5 a takové mnozstvi dH,O, aby byl celkovy objem reakcni
smési 20 ul. Po smichani vSech slozek byla reakéni smés centrifugovana (30 s) na
stolni centrifuze, z duvodu odstranéni bublinek z roztoku. Mikrozkumavka s reakéni
smési byla umisténa do termocykleru a byl spustén program. Casovy a teplotni program
je uveden v Tab. 6. Pro amplifikaci genu NKp46 byla zvolena teplota nasedani primert
67 °C. Velikost PCR produktii byla ovéfena na agarosovém gelu.

42



Tab. 6: Casovy a teplotni program PCR reakéni smési

Krok Teplota Doba trvani
l. 95 °C 5 min
95 °C 30s
2. (30 opakovani) teplota nasedani primerii 30s
72 °C 1 min
3. 72 °C 8 min
4. 4°C

6.2.5. Izolace z agarosového gelu

Pro izolaci DNA z agarosového gelu byla pouZzita komeréné dostupnd souprava
Nucleospin® gel and PCR clean-up . Agarosové gely, které byly pouzity k izolaci
DNA byly vystaveny UV zafeni pouze minimalné, aby bylo zabranéno poskozeni
vzorku. Z agarosového gelu byl vytiznut kousek obsahujici poZzadovany vzorek. Ke gelu
bylo ptidano 200 pl roztoku NTI na 100 mg gelu, smés byla zahtivana 10 min pti 50 °C.
Roztok byl pipetovan do 2ml mikrozkumavky s kolonkou zachytavajici DNA. Roztok
byl centrifugovan 30 s pii 11000 x g. Filtrat byl odstranén a na kolonku bylo pipetovano
700 pl NT3 pufru a centrifugovano 30 s pii 11000 x g. Filtrat byl odstranén a kolonka
byla vysuSena centrifugaci 1 min pii 11000 x g. Kolonka byla pfemisténa do nové
1,5ml mikrozkumavky a DNA byla eluovana pfidanim 30 ul TE pufru. Po pfidani
predehiatého TE pufru byla inkubovdna 1 min pii 50 °C a nasledné centrifugovana
1 min pii 11000 x g.

6.2.6. Vneseni genu do linearizovaného plasmidu

Reakce byla provadéna v 10 pl reakéni smési. Do mikrozkumavky bylo pipetovano
takové mnozstvi roztoku linearizovaného plasmidu, ktery obsahoval 100 ng DNA. Dale
bylo pipetovano takové mnozstvi roztoku insertu, ktery obsahoval 25ng DNA.
Mnozstvi linearizovaného plasmidu a insertu bylo vypocitano, aby byl molarni pomér
2:1.

[0,01 x délka linearizovaného plasmidu v bp] ng

[0,02 x délka insertu v bp] ng

Poté bylo ptidano 0,5 pul enzymu QuickFusion *°, 2 ul 5x koncentrovaného pufru pro
tento enzym a dH,O do celkového objemu 10 ul. Reakéni smés byla inkubovana
1 hodinu pti 37 °C. Smés byla pouzita k transformaci E. coli DH5a.
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6.2.7. Transformace kompetentnich bunék

K 50 ul suspenze pozadovaného kmene kompetentnich bun¢k E. coli v 1,5ml
mikrozkumavce bylo piidano 100-1000 ng plasmidu. Smés byla inkubovana 10 min na
ledu, poté byla umisténa na 45s do termobloku temperovaného na 42 °C.
Mikrozkumavka se suspenzi byla opét umisténa na 5 min na led. Poté bylo ke smési
piidano 1 ml LB média a smés byla inkubovana 1 hod pii 37 °C. Po inkubaci byla smés
centrifugovdna 1 min pii 4000 x g pii 20 °C. Poté byla vétSina supernatantu odstranéna
a peleta byla resuspendovana ve zbylém supernatantu. Suspenze byla pipetovana na
pfedehiatou bakteriologickou kultivaéni misku s 1% agarem v LB mediu s ampicilinem
o koncentraci 100 pg/ml. Suspenze byla rozetfena sterilni bakteriologickou klickou. Po
vsaknuti suspenze do pevného média byla miska inkubovana pies noc pii 37 °C.

V piipadé pouziti Z-kompetentnich bun¢€k, pifipravenych pomoci soupravy ,Mix &
Go! E. coli Transformation Kit and Buffer Set* *’ bylo k 50 ul suspenze bungk v 1,5ml
mikrozkumavce ptiddno 100-1000 ng plasmidu a smés byla inkubovana 10 min na
ledu. Poté byla suspenze pipetovana na predehtatou bakteriologickou kultivacni misku
s 1% agarem v LB mediu s ampicilinem o koncentraci 100 pg/ml. Suspenze byla
rozetfena sterilni bakteriologickou klickou. Po vsdknuti suspenze do pevného média
byla miska inkubovana ptes noc pii 37 °C.

6.2.8. PCR z kolonii

Do 0,2ml PCR mikrozkumavky bylo pipetovano 6 ul sterilni dH,O.
Z bakteriologické kultivacni misky, na které¢ pfes noc narostly kolonie, byla Spickou
pipety setfena kolonie bakterii. Spi¢ka byla nasazena na pipetu a 2-3x promyta
pfipravenou sterilni dH,O, poté byla Spicka vhozena do 50ml zkumavky s 5 ml LB
média a 5 pul ampicilinu o vysledné koncentraci 100 ug/ml (pro nizkoobjemovou
produkci). Do 0,2ml PCR mikrozkumavky s resuspendovanou kolonii bylo pfiddno
10 pl reakéni smési Combi PPP Master Mix a po 2 ul pfimého a zpétné¢ho primeru,
odpovidajicich danému templatu, resp. pozadovanému amplikonu. Vysledna
koncentrace primert byla 500 nM. Mikrozkumavka s reakéni smési byla centrifugovana
20's na stolni centrifuze a poté byla umisténa do termocykleru. Casovy a teplotni
program je uveden v Tab. 7, str.45. Teplota nasedani primert pii PCR z kolonii
pUT7 NKp46 byla zvolena 67 °C a pro pOPINE Epal byla zvolena 52 °C. Po PCR
byla ovéfena tispéSnost pomoci agarosové elektroforézy.

44



Tab. 7: Casovy a teplotni program reakéni smési PCR 7 kolonii

Krok Teplota Doba trvani
1. 95 °C 5 min
95 °C 30s
2. (20 opakovani) teplota nasedani primert 30s
72 °C 1 min
3. 72 °C 8 min
4. 4°C

6.2.9. Nizkoobjemova izolace plasmidové DNA

Zkumavka o objemu 50 ml obsahujici médium inokulované bakterialni kolonii byla
uzaviena vickem, které vSak nebylo UpIné dotazeno, aby mohlo dochazet k vymeéné
plynt. Zkumavka byla inkubovéna na tfepacce pfi 37 °C a 200 ot./min pfes noc.
K izolaci plasmidové DNA byla pouita souprava NucleoSpin® Plasmid **. Kultura
narostla pfes noc byla centrifugovana 5 min pii 39000 x g pti 20 °C. Supernatant byl
odstranén a peleta byla resuspendovana v 250 pl Al pufru s pfidanou RNAasou.
Suspenze byla pfenesena do 1,5ml mikrozkumavky a bylo pfidano 250 pl A2 pufru.
Roztok byl promichan a byl inkubovéan 5 min pfi laboratorni teploté. Poté bylo piidano
300 ul A3 pufru. Po promichani byl roztok centrifugovan 5 min pti 11000 % g pti 20 °C.
Supernatant byl pipetovan na kolonku, kterd byla soucasti soupravy. Nasledné byl
roztok centrifugovan 1 min pii 11000 x g pii 20 °C. Filtrat byl odstranén a na kolonku
bylo pipetovano 500 ul AW pufru a centrifugovéano pii stejnych podminkéch. Nasledné
bylo na kolonku pipetovano 600 ul A4 pufru a opét centrifugovéno. Po odstranéni
filtratu byla kolonka centrifugovdna 2 min pti 11000 x g 20 °C. Eluce byla provedena
pipetovanim 50 pl AE pufru pfedehiatého na 70 °C a centrifugaci za stejnych podminek
byl filtrat preveden do 1,5ml mikrozkumavky.

6.2.10. Sekvenace DNA

Pro kazdy ptipraveny plasmid byly pfipraveny dvé 0,2ml PCR mikrozkumavky se
vzorky na sekvenaci. Do kazdé mikrozkumavky bylo pipetovano 300 ng plasmidové
DNA, 1 ul roztok jednoho primeru (do 1. zkumavky primer nasedajici na 3’- konec a do
2. zkumavky primer nasedajici na 5'- konec templatové DNA). Dale byla pipetovana
sterilni dH,O do celkového objemu 8 pl. Sekvenace byla provedena v Laboratofi
sekvenace DNA ve vyzkumném centru BIOCEV. Vysledky sekvenace byly porovnany
s predpokladanou sekvenci.
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6.2.11. Velkoobjemova izolace plasmidové DNA

V laminarnim boxu bylo do 21 Erlenmayerovy baiiky pfiddno 500 ml LB média
a 500 pl roztoku ampicilinu, vysledna koncentrace byla 100 pg/ml. Den pfedem byla
provedena transformace kompetentnich bunék (viz 6.2.7). Bakterialni kolonie narostlé
na pevném zivném agarovém médiu byly resuspendovany v 2 ml LB média pomoci
sterilni klicky. Vznikld suspenze byla pipetovdna do 21 Erlenmayerovy banky s LB
médiem a ampicilinem. Erlenmayerovy baiiky s roztokem byly inkubovany pii 37 °C
pies noc na tiepacce pii 200 ot./min. Druhy den byly bakterialni kultury centrifugovany
20 min pii 3900 x g a 20 °C. Supernatant byl odstranén a pelety byly resuspendovany
v 20 ml TES pufru a centrifugovany 10 min pii 3900 x g a 20 °C. Supernatant byl
odstranén. Pro izolaci plasmidové DNA byla pouzita souprava NucleoBond®
Xtra Midi / Maxi *. Bakterialni peleta byla resuspendovana v 18 ml RES pufru a bylo
pfidano takové mnozstvi RNAsy, aby vysledna koncentrace byla 0,1 mg/ml. Déle bylo
pfidino 9 ml LYS pufru a opatrné¢ promichan otdenim dnem vzhlru. Roztok byl
inkubovan 5 min pii 20 °C. Poté bylo piidano 9 ml NEU pufru a opatrné promichan
otacenim dnem vzhtru, dokud nebyl roztok bezbarvy. Poté byl roztok ptefiltrovan pies
filtr, ktery byl soucasti soupravy nebo pies skladany filtr. Filtr byl umistén nad kolonou,
ktera byla soucasti soupravy. Pied filtrovanim byl filtr 1 kolona promyta EQ1 pufrem,
poté byl na kolonu nanesen neutralizovany bunécny lyzat. Po prokapani roztoku
kolonou, byla kolona promyta 25 ml WASH pufru. Eluce byla provedena pomoci 15 ml
ELU pufru. K eluatu bylo ptidano 10,5 ml piedchlazeného isopropanolu a dikladné
promichano na vortexové michacce. Roztok byl centrifugovan 30 min pii 20000 % g
a4 °C. Supernatant byl opatrn¢ odstranén a bylo pfidano 5 ml 70% ethanolu. Roztok
byl centrifugovan 5 min pii 20000 x g a 4 °C. Supernatant byl opatrn¢ odstranén
a peleta byla vysuSena na vakuové odparce. Peleta byla rozpusténa v 1 ml TE puftu.

6.2.12. Produkce proteinii v bakterialnim expresnim systému

Kompetentni bunky E. coli pozadovaného kmene transformované plasmidem
(viz6.2.7) byly natfeny na pevném zivném agarovém médiu s ampicilinem
a inkubovany pies noc pii 37 °C. V laminarnim boxu bylo do 50ml zkumavek ptidano
5Sml LB média a roztoku ampicilinu, vysledna koncentrace byla 100 pg/ml. Pomoci
Spicky byla setfena jedna kolonie z zivného agarového média a Spicka byla vhozena do
pfipravené 50ml zkumavky. Zkumavka byla inkubovéna na tfepacce pii 37 °C
a 200 ot./min pfes noc. Nasledujici den bylo do 2I Erlenmayerovy banky prevedeno
500 ml LB média a takové mnozstvi ampicilinu, aby vysledna koncentrace byla
100 pg/ml. Toto médium bylo naockovano 1 ml narostlé kultury z 50 ml zkumavky.
Inkubace probihala na tfepacce pii 37 °C a 200 ot./min. Béhem inkubace byly odebirany
vzorky a byla métena opticka hustota bunééné suspenze spektrofotometricky pii 600 nm
oproti Cistému médiu. Inkubace probihala, dokud suspenze neméla optickou hustotu
(ODgpo) 0,5. Nasledn¢ byl odebran vzorek suspenze (vzorek A), ktery byl uchovan. Do
21 Erlenmayerovy baiiky bylo napipetovano takové mnozstvi indukéniho ¢inidla IPTG
(isopropyl-beta-D-thiogalaktopyranosid), aby vysledna koncentrace byla 300 uM.
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Inkubace probihala na tfepacce 2 dny pii 12 °C a 200 ot./min. Po inkubaci byl odebran
vzorek suspenze (vzorek B). Bunécna suspenze byla centrifugovdna 20 min pii
3900 x g. Poté byl supernatant opatrné odstranén a peleta byla resuspendovana v 20 ml
TES pufru. Opét byla centrifugovana 10 min pfi 3900 x g. Supernatant byl opatrné
odstranén a peleta byla uchovéna pii -20 °C. Bunécnd peleta byla resuspendovéana
v40 ml PBS s 1M NaCl a bylo ptfidano 25 pl roztoku lysozymu (100 mg/ml), 40 ul
roztoku PMSF (100mM), 40 pl roztoku leupeptinu (1pg/ml), 40 pl roztoku pepstatinu
(1pg/ml), 40 pul roztoku RNAsy (10 pg/ml) a 2 pul roztoku MgSO4 (100mM).
Homogenizace byla provadéna pomoci ultrazvukové sondy 4 % 1 min pfi vykonu sondy
40 W. Bunécna suspenze byla uchovavana a homogenizovana na ledu. Po homogenizaci
byl odebran vzorek suspenze (vzorek C). Bunééna suspenze byla centrifugovana 10 min
pii 28000 x g a 20°C. Po centrifugaci byl odebran vzorek pelety (vzorek D).
Supernatant byl pomoci injekéni stiikacky a filtru o velikosti port 0,22 pm zfiltrovan.
Poté byl odebran vzorek filtratu (vzorek E). Filtrat byl nafedén 1:1 PBS pufrem s 1M
NaCl. Tento vzorek byl poté nanesen na kolonu Talon.

6.2.13. Produkce proteini ve stabilné transfekované linii HEK293S
GnTI-

Transfekci a subkultivace bunécné linie provadéla Mgr. Barbora Kalouskova
v mistnosti pro tkanové kultury. Pro transfekci bunééné linie byl pouzit piggyBac
systém **. Buiiky z bun&éné linie HEK293S GnTI byly kotransfekovany 3 plasmidy —
pUT7 NKp46, PB-RN a PBase. Vysledkem této kotransfekce jsou stabilné
transfekované buiky, které po indukci doxycyklinem produkuji pozadovany protein.

Pro transfekci byly pouzita bunééna suspenze HEK293S GnTI. Bunétné suspenze
byla centrifugovana 5 min pii 95 % g a 20 °C. Bunécna peleta byla resuspendovana
v mediu ExXCELL293 ve vysledném objemu 1,2 ml. Hustota bunék byla 23,5-10° b/ml.
Bunééna suspenze byla pipetovana do 1 jamky 12 jamkové mikrokultivaéni desticky.
Do jamky bylo ptidano 300 pl sterilniho DNA transfek¢niho mixu v PBS-TK. Tento
transfekéni mix obsahoval 3 plasmidy — pUT7 NKp46 (24 ng), PB-RN (3 pg) a PBase
(3 pg). Dale bylo ptidano 96 pg IPEIL Desticka byla inkubovana na tfepacce 4 hodiny
pii 135 ot./min, 37 °C a 5% CO,.

Po inkubaci byla bunéfnd suspenze pienesena do 100ml ctyfhranné lédhve
s prodySnym vickem. K bunécné suspenzi bylo pfidano médium ExCELL293 do
vysledného objemu 30 ml a poté byla inkubovana na tiepacce 48 hodin pti 135 ot./min,
37 °C a 5% CO,, Po inkubaci byla k buné¢né suspenzi pfidana antibiotika - puromycin
o vysledné koncentraci 5 pg/ml a G418 o vysledné koncentraci 50 pg/ml. Bunécna
suspenze byla inkubovadna na tfepacce za stejnych podminek. Kazdy tfeti den byly
bunky spocitany a centrifugovany 5 min pfi 95 % g a 20 °C. Bunécna peleta byla
resuspendovéana v Cerstvém médium ExCELL293 do celkového objemu 30 ml a opét
piidana selek¢ni antibiotika. Kdyz byly builkky opét ve fazi riistu a jejich viabilita
dosahla opét 100 %, byla bunécnd suspenze rozdelena na nékolik alikvott, které byly
zamrazeny na -80 °C. Z téchto alikvotl byly poté builky po rozmrazeni subkultivovany.
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KdyZ bundna suspenze dosdhla hustoty 3-10° - 5-10° b/ml a potiebného objemu
(300 ml v 11 ¢tverhranné 1ahvi) bylo pfidano indukéni antibiotikum doxycyklin
o vysledné koncentraci 1 pg/ml. Po péti dnech od indukce byly bunky sklizeny.
Bunééna suspenze byla centrifugovana 30 min pii 10000 x g a 20 °C. Protein byl
sekretovan builkami do média, proto bylo centrifugované medium pfefiltrovano
a zmrazeno pii -20 °C a pouZito pro izolaci proteinu.

6.2.14. Chelatacni afinitni chromatografie proteini

Proteiny produkované v ramci této prace obsahuji histidinovou kotvu, proto bylo
mozné vyuzit chelata¢ni afinitni chromatografie s kolonou Talon. Kolona Talon byla
pfipojena k HPLC systému AKTA basic. Kolona byla ekvilibrovina PBS pufrem
(v pfipad€ afinitni chromatografie proteinii z bakteridlni exprese PBS pufrem s IM
NaCl). Pro nanéaseni vzorku na kolonu byl nastaven pritok 5 ml/min. Po naneseni
vzorku byla kolona promyta PBS pufrem (PBS pufrem s IM NaCl) pfi pratoku
5 ml/min. Eluce byla provedena pomoci PBS pufru s 250 mM imidazolem. Pro eluci byl
nastaven prutok 2,5 ml/min. Kolona byla nésledné regenerovdna. Kolona byla
pfevedena do MES pufru, pot¢é do dH,O a nasledné byl nosi¢ regenerovan pomoci
roztoku CoSOy4. Po regeneraci byla kolona pfevedena nejprve do dH,O a poté do
20% ethanolu, ve kterém byla uchovavana.

6.2.15. Koncentrovani proteini

Proteinové vzorky byly koncentrovany pomoci koncentratord Millipore Amicon
Ultra MWCO 10000. Vzorek proteinu byl pipetovan do koncentratoru a centrifugovan
7 min pifi 3900 x g a 15 °C. Filtrat byl odstranén, koncentrovany vzorek byl pomoci
pipety promichén, bylo pfiddno dalSi mnoZstvi vzorku a opé¢t centrifugovano pii
stejnych podminkach. Postup byl opakovan, dokud nebyl vzorek koncentrovan na
pozadovany objem.

6.2.16. Gelova permeacni chromatografie

Chromatografie byla provadéna na koloné¢ Superdex 200 10/300, ktera byla ptipojena
k HPLC systému AKTA basic. Chromatograficka kolona byla ptevedena do HEPES
pufru. NandSeny vzorek mél objem maximalné 500 pl. Pfed nanesenim byl
centrifugovan 5 min pii 20000 x g. Pfed nanesenim vzorku byla 1ml nastfikova smycka
promyta HEPES pufrem. Zkoncentrovany vzorek byl nanesen do nastfikové smycky.
Chromatografie byla provadéna pfi pratoku 0,5 ml/min. Frakce byly sbirany po 1 ml do
1,5ml mikrozkumavek, detekce byla provadéna spektrofotometricky pii 280 nm.
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6.2.17. Méreni koncentrace proteint

Me¢teni koncentrace proteinii bylo provadéno spektrofotometricky pii 280 nm.
Slepym vzorkem byl HEPES pufr. Pro méfeni bylo pouzito 2 ul vzorku. Méfeni bylo
vzdy provedeno ttikrat, z naméfenych hodnot byl pro vyslednou koncentraci pouzit
pramér z téchto méfeni. V pfipadé¢ odlehlého méfeni bylo toto meétfeni vytazeno.
K vypocteni koncentrace byla zadana molekulovd hmotnost proteinu a jeho teoreticky
extink¢ni koeficient pii 280 nm.

6.2.18. SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Pro kontrolu Cistoty jednotlivych frakci z gelové permeacni chromatografie byla
provedena elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostiedi dodecylsiranu sodného
(SDS, zangl.. sodium dodecylsulphate). Elektroforéza probihala ve dvou gelech —
v zaostfovacim a rozdélovacim. MnoZstvi chemikalii pro 12,5% a 15% rozd¢lovaci gel
je uvedeno v Tab. 8. Ptipraveny roztok byl pipetovan mezi dvé skla elektroforetické
aparatury a pfevrstven dH,O. Po zatuhnuti gelu byla voda odstranéna a byl pipetovan
zaosttovaci gel. Do gelu byl zasunut hieben. Po zatuhnuti zaostfovaciho gelu byl hieben
vyjmut a elektroforeticka souprava s gely byla pfesunuta do elektroforetické vany a ta
byla po rysku naplnéna elektrodovym pufrem. Ke 12-20 pl vzorku bylo pfidano takové
mnozstvi 5% koncentrovaného vzorkového pufru (redukujiciho nebo neredukujiciho),
aby ve vysledné smési byl 1x koncentrovany. Vzorky byly umistény do termobloku
a 10 min zahiivany pii 100 °C. Nasledné byly centrifugovany 2 min pfi 11000 x g
a 20 °C. Do prvni jamky gelu bylo pipetovano 3 ul standardu molekulovych hmotnosti.
Do dalsich jamek byly pipetovany analyzované vzorky. Elektroforéza probihala
45-60 min pii 200 V. Elektroforéza byla ukoncena, kdyz elektroforetické celo bylo
piiblizné¢ 0,5 cm pfed koncem gelu. Po ukonceni byly gely opatrné vyjmuty
z elektroforetické aparatury a barveny barvicim roztokem minimélné 30 minut. Poté
byly odbarveny pomoci odbarvovaciho roztoku do tiplného odbarveni pozadi geld. Poté
byly gely naskenovany a uchovavany v dH,O s 20% ethanolem.

Tab. 8: MnoZstvi chemikdlii pro p¥ipravu rozdélovaciho a zaostiovaciho gelu

Rozdélovaci gel Zaostrovaci gel

12,5% 15%
dH,0 1,265 ml 0,9 ml dH,O0 0,7 ml
30% AA 1,675 ml 2 ml 30% AA 0,25 ml
Tris (pH8,8) 1 ml I ml Tris (pH 6,8) 0,125 ml
10% SDS 40 pl 40 pl 10% SDS 10 pl
10% APS 40 pl 40 pl 10% APS 10 pl
TEMED 2 ul 2 ul TEMED 1,5 ul
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6.2.19. Elektroprenos proteinii na membranu

Pro elektroptenos byla pfipravena aparatura slozena ze dvou elektrod, mezi které
bylo umisténo 10 obdélnikl filtra¢niho papiru a nitrocelulosovda membrana smocenych
v pfenosovém pufru. Na nitrocelulosovou membranu byl umistén polyakrylamidovy gel
thned po elektroforéze v polyakrylamidovém gelu v prostiedi dodecylsiranu sodného
(viz 6.2.18). Na gel bylo umisténo dalSich 10 obdélnika filtra¢niho papiru smocenych
v pfenosovém pufru. Aparatura byla uzaviena a umisténa do aparatury pro
elektroptenos. Elektropienos probihal 15 min pfi 25 V a az 2,5 A.

6.2.20. Imunodetekce proteint s histidinovou kotvou

Po elektropienosu byla membrana blokovana pomoci 1% BSA v TBS pufru pies noc.
Nasledné byla membrana oplachnuta 2x TBS-Tween/Triton pufrem a 1x TBS pufrem,
kazdy oplach trval 5 minut. Membrana byla umisténa do 50ml zkumavky a do
zkumavky bylo pfidano 10 ml 1% BSA v TBS s 2 ul mysi monoklonalni protilatky
proti histidinové kotvé PentaHis. Inkubace probihala 1 hodinu pfti laboratorni teploté za
stalého otaceni na rotatoru. Po inkubaci byla membrana oplachnuta 2x
TBS-Tween/Triton pufrem a 1x TBS pufrem, kazdy oplach trval 5 minut. Néasledné byl
pfipraven roztok 10 ml 10% suSené¢ho odtu¢néného mléka v TBS s2 ul kralici
polyklonalni protilatky proti mySimu IgG konjugované s kienovou peroxidasou a 1 ul
kozi polyklondlni protilatky proti mySimu IgG konjugované alkalickou fosfatasou.
Roztok byl nalit na membranu a inkubace probihala 1 hodinu pfi laboratorni teploté a za
stalého michani na rotatoru. Po inkubaci byla membrana oplachnuta 3 x TBS pufrem.
Nasledné byla provedena chemiluminiscencni a kolorimetricka detekce.

Chemiluminiscen¢ni detekce byla provadéna pomoci 4 ml vyvolavaciho roztoku,
ktery obsahoval 2 ml roztoku ECL1 a 2ml ECL2. Membrdna byla umisténa na
plastovou podlozku a rovnomérné zalita vyvoldvacim roztokem. Membrana byla
inkubovana 1 min. Poté byl piebyteCny roztok odstranén a podlozka zabalena do
potravinaiské folie. Podlozka byla umisténa fotografické kazety. Na podlozku byly
postupné umistovany fotografické papiry, které byly exponovany 1, 3 a 5 minut.
Nasledné byly filmy umistény do lazné s fotografickou vyvojkou a poté do lazné
s ustalovacem. Poté byly filmy oplachnuty dH,O a ponechany oschnout. Takto byly
pfipraveny tfi fotografie liSici se délkou expozice.

Kolorimetricka detekce probihala po chemiluminiscen¢ni detekci. Membrana byla
oplachnuta TBS pufrem. Do 10 ml AP pufru bylo pfidano 66 pul roztoku NTB a 33 ul
roztoku BCIP. Tento roztok byl nalit na membrdnu. Po probéhnuti reakce byla
membrana oplachnuta dH,O a ponechdna oschnout. Membrana byla po oschnuti
naskenovéna.
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7. Zavér

Byly pfipraveny vektory umoziujici expresi extracelularni domény proteinu NKp46
a proteinu Epal. Protein NKp46 byl produkovan v eukaryotickém expresnim systému
lidské bunécné linie HEK293S GnTI a jeho pfitomnost byla potvrzena imunodetekci

histidinové kotvy. Protein Epal byl produkovan v bakteridlnim expresnim systému
E. coli kmenu SHuffle.
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