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ABSTRAKT

NK buniky jsou komponentou prirozeného imunitniho systému, kterd je odvozena
od lymfoidniho progenitoru. Pomoci sofistikovaného receptorového repertoaru, jez
exprimuji na svém povrchu, se Gi¢astni obrany organismu proti patogennim, virem
infikovanym nebo nadorovym bunkam. Soucasné produkuji cytokiny, jejichz
prostfednictvim pomahaji spoluutvaret i adaptivni imunitni odpovéd. Tato prace je
zamérena na studium struktury rozpustné isoformy mysSiho receptoru mNkr-pla,
ktera byla vnedavné dobé na transkripéni urovni identifikovana clenem nasi
laboratore anese pracovni oznaceniisoforma 2. Cilem prace bylo vyprodukovat
protein mNkr-plaiso2 v prokaryotickém expresnim systému a provést jeho
renaturaci a purifikaci in vitro. V dalsi fazi byl ziskany produkt analyzovan metodami
hmotnostni spektrometrie. Ji ziskané vysledky nas ovSem dovedly Kk urcitym
pochybnostem, zda nas protein v roztoku nabyva definovanou 3D strukturu a nejedna
se pouze o artefakt. To bylo vyvraceno dalSimi biofyzikdlnimi metodami, nuklearni
magnetickou rezonanci a méfrenim cirkularniho dichroismu a dynamického rozptylu

svétla.

Klicova slova: NK buriky
Receptor mNkr - pla
Kratka isoforma mNkr - pla iso2
Alternativni sestrih
Biosyntéza proteinti
Produkce rekombinantnich proteint
Purifikace proteint
Hmotnostni spektrometrie
Disulfidové vazby
Chemické zesiténi
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ABSTRACT

NK cells are a component of innate immunity system, which is derived from lymphoid
progenitor. By a sophisticated receptor repertoire, which is expressed on their
surface, they provide a surveillance against pathogenic, virus infected or tumour cells.
Simultaneously they produce cytokines, thereby are involved in adaptive immune
response. This work is focused on the study of structure of mice soluble mNkr-pla
isoform. Recently this short isoform was identified at the transcriptional level
by a member of our laboratory and it is designated asisoform 2. The aim was
to produce mNkr-pla iso2 protein in the prokaryotic expression system
and to perform its renaturation and purification in vitro. In the next phase of work,
the obtained product was analyzed by the mass spectrometry methods. Recieved
results made us think about that our protein is in unfolded state. This assumption
was refuted by following biophysical methods, nuclear magnetic resonance, circular

dichroism and dynamic light scattering measurment.

Keywords: NK cells
Receptor mNkr - pla
Short isoform mNkr - plaiso2
Alternative splicing
Protein biosynthesis
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Protein purification
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Disulfide bond
Chemical cross-linking
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SEZNAM ZKRATEK

AcN
ADCC

APS
CD
CDx

Clr
CTLD

CTLR
DAP10/12

DC
DLS
DMSO
DSG
DSGD4
DSS
DSSD4
DTT
EDTA
ESI
EtOH
FA
FT-ICR MS

acetonitril

bunécna cytotoxicita zavisla na protilatkach
(Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity)
peroxodisiran amonny (Ammonium PerSulfate)
cirkularni dichroismus

systematické rozdéleni receptorti

(Cluster of differentiation)

protein asociovany s C-lektiny (C-type Lectin Related)
doména podobna lektintim C-typu

(C-Type Lectin-like Domain)

receptory obsahujici CTLD (C-Type Lectin-like Receptors)
adaptorova molekula nesouci aktiva¢ni motiv ITAM
(DNAX Activating Protein of 10/12 kDa)

dendriticka burika (Dendritic Cell)

dynamicky rozptyl svétla (Dynamic Light Scattering)
dimethylsulfoxid

disukcinimidyl glutarat

disukcinimidyl glutarat - deuterovany
disukcinimidyl suberat

disukcinimidyl suberat - deuterovany

dithiothreitol

ethylendiamintetraoctova kyselina

ionizace elektrosprejem (Electrospray lonization)
ethanol

kyselina mravenci (Formic Acid)

hmotnostni spektrometrie s iontové cyklotronovou
resonanci a Fourierovou Transformaci (Fourier Transform

Ion Cyclotron Resonance Mass Spectrometry)



GM-CSF

GFP
HAc
HEPES
HLA
IAA
IEC

IFN

Ig

IL

IPTG

ITAM

ITIM

KACL

KIR

LB médium/agar

LC-MS

LDS

LIR

LLT1
LRC

faktor stimulujici kolonie granulocytii a makrofagt
(Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor)
zeleny fluorescencni protein (Green Fluorescent Protein)
kyselina octova

kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova
lidsky leukocytarni antigen (Human Leukocyte Antigen)
jodacetamid (lodoAcetAmide)

iontové vyménna chromatografie

(Ion Exchange Chromatography)

interferon

imunoglobulin

interleukin

isopropyl-3-D-1-thiogalaktopyranosid

aktiva¢ni motiv imunoreceptori zaloZeny na tyrosinu
(Immunoreceptor Tyrosine-based Activtion Motif)
inhibi¢ni motiv imunoreceptort zaloZeny na tyrosinu
(Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif)
lektin C-typu asociovany s keratinocyty
(Keratinocyte-Associated C-type Lectin)

aktivac¢ni a inhibi¢ni receptory NK bunék
imunoglobulinového typu (Killer cell Imnmunoglobulin-like
Receptor)

Luria-Bertani médium/agar

kapalinova chromatografie spojena s hmotnostni
spektrometrii (Liquid Chromatography-Mass
Spectrometry)

dodecylsulfat lithny

imunoglobulinové receptory leukocytt

(Leukocyte Immunoglobulin-like Receptors)

lidsky ligand NKR-P1A (Lectin-Like Transcript 1)
genovy klastr kddujici leukocytarni imunoglobulinové

receptory (Leukocyte Receptor Complex)
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MALDI

MHC

MMR

MS
NCR

NHS ester
NK bunka
NKC

NMR
Ocil

oD
PMSF

PSIPRED

PTK
rER

SDS
SDS-PAGE

SR

SRP

TCEP

ionizace laserem za pritomnosti matrice
(Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization)
hlavni histokompatibilni komplex

(Major Histocompatibility Complex)

manosovy receptor makrofagt

(Macrophage Mannose Receptor)

hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)
imunoglobulinové NK receptory

(Natural Cytotoxicity Receptors)
N-hydroxysukcinimid ester

prirozeny zabijeC (Natural Killer)

genovy komplex kédujici NK receptory s CTLD doménami

(Natural Killer gene Complex)

nuklearni magneticka rezonance

rodina lektinti inhibujicich osteoklasty
(Osteoclast Inhibitory Lectin)

opticka denzita

fenylmethylsulfonyl fluorid
(PhenylMethylSulfonyl Fluoride)

algoritmus pro predikci sekundarni struktury
(PSI-blast based secondary structure PREDiction)
proteintyrosinkinasa

hrubé endoplasmatické retikulum

(Rough Endoplasmic Reticulum)

dodecylsulfat sodny

SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
(SDS PolyAcrylamide Gel Electrophoresis)
receptor pro SRP protein

(Signal recognition particle Receptor)

protein rozpoznavajici signalni sekvenci
(Signal Recognition Particle)
tris(2-karboxyethyl)fosfin
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TEMED
TGF
TLR
TNF
TRAIL

TRIS

N,N,N’,N” tetramethylethylendiamin

faktor nadorového ristu (Tumor Growth Factor)
Toll podobny receptor (Toll-Like Receptor)

faktor nadorové nekrézy (Tumor Necrosis Factor)
s TNF asociovany igand spoustéjici apoptozu
(TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand)

tris(hydroxymethyl)aminomethan
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1) LITERARNI UVOD

1.1 Charakterizace NK bunék

1.1.1 Funkce a lokalizace NK bunék

NK bunky (Natural Killer Cells), prirozené cytotoxické bunky nebo také tzv. prirozeni
zabijec¢i, jsou velké efektorové granularni lymfocytyl. Ackoliv jsou vedle
T a B lymfocyta tietim hlavnim bunéénym typem lymfoidni linie (Obr. 1), obecné jsou
razeny do nespecifického imunitniho systému, nebot k aktivaci efektorovych funkci
neni, narozdil od Ba T lymfocytdi, potreba predchazejici stimulace?3. Hraji tedy
klicovou roli pti véasné obrané organismu. NK bunky rozeznavaji bunlky pod vlivem
stresu avirové nebo parazitarné infikované bunky. Angazuji se také
pri transplanta¢ni imunitni odpovédi4, v autoimunité>, u alergickych onemocnéni®

nebo v reprodukci, kde se podileji na vyvoji embrya’.
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Obr. 18. Diferenciace kmenové buiiky do dvou hlavnich bunéénych linii a jejich dalsi déleni.

NK buniky byly poprvé popsany vroce 1975 R.Kiesslingem, ktery je izoloval
z mysi sleziny®. Reprezentuji minoritni frakci z celkového mnozstvi lymfocytt (od 2%

vmys$i sleziné do 10% v mySich plicich aod 2% do 18% vlidském perifernim
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krevnim recisti)10. Za béZnych podminek jsou pritomny s klesajici tendenci hlavné
v plicich, jatrech, perifernim krevnim ftecisti, sleziné, kostni dreni, lymfatickych
uzlinach a thymu, kde uZ jsou vsSak témér nedetekovatelnél®1l, Dale byly nalezeny
vomentu, tenkém stievé a placentél? Osidlovani téchto mist neni moc dobie
charakterizovano. Zda se vSak, Ze NKbuilkky maji vyvojové regulovanou expresi
urcitych integrint, které pfri jejich lokalizaci a stejné tak i u efektorovych funkci hraji
vyznamnou roli’314, RovnéZ mohou cilené migrovat do zanétlivé tkané na zakladé
gradientu nejriiznéjSich chemoatraktanti. NK bunky kolujici jak vlidské, tak mysi

krvi, jsou obménovany priblizné po dvou tydnech!>-17.

1.1.2 Aktivace NK bunék a jejich vliv na imunitni odpovéd’

NK burikky na svém povrchu exprimuji zfunkéniho hlediska dva typy receptord,
aktivacni a inhibi¢ni18-21, které rozeznavaji ligandy na cilovych burnkach, a oproti
vysoce specifickym receptortim T a B lymfocyti nesou pouze limitovany repertoar
zarodecné kddovanych receptori®, které prilisS specifické nejsou. Naopak spolecnym
rysem NKbunék s ostatnimi lymfocyty je jejich schopnost nabyvat urcité formy
antigenné specifické imunologické paméti>28. Dokonce se uvaZuje, Ze by pamétové
NK bunky mohly reprezentovat konecné stadium NK-bunécného

dozravani/diferenciace?4.

Rozpoznavaci strategie NK bunék

Prvni zestrategii wuzivanych NKbunkami kidentifikaci svych «cili je
tzv. missing-self rozpoznavani?>. Jde o proces, kdy NK bunky rozpoznavaji skrze své
povrchové inhibi¢ni receptory predevSim MHC glykoproteiny I. tridy (MHC I), které
jsou bézné pritomné na vSech zdravych jadernych burkach, a poskytuji NK bunkam
signal potlacujici jejich cytolytickou aktivitu. Mimo to mohou inhibi¢ni receptory
v této souvislosti rozpoznavat inon-MHC ligandy (napt.mysi receptor Nkr-plb
interagujici s Clr-b2%¢6 nebo lidsky NKR-P1A sLLT1 (Lectin-Like Transcript)
ligandem?27). SniZena exprese MHCI je jevem, ktery cCasto doprovazi nadorové
transformace?8, bakterialni infekce?? nebo urcita virova onemocnéni3?. Bunky se tak
snazi uniknout pred rozpoznanim CD8* cytotoxickymi T lymfocyty, které jsou rovnéz
zaméreny na rozpoznavani MHCI molekul v komplexu s prezentovanymi peptidy,

ale jiZ nejsou schopny reagovat najejich absenci. Pokud vSak inhibi¢ni receptory
14



NK bunék sviij ligand na cilové buiice neidentifikuji v dostatecné mire, prevladnou
aktivaCni signaly, bunka je vyhodnocena jako patogenni aje proti ni zahajena
imunitni odpovéd. MHC molekuly se poprvé objevuji u chrupavcitych ryb, a stejné tak
ani NK buriky nebyly identifikovany u druhi nizsich nez ryby31.

Dal$im typem NK-bunécného rozpoznavani je tzv. stress induced-self hypotéza,
kdy jsou aktiva¢nimi receptory rozpoznavany ligandy, které jsou hojné exprimovany
na buiikach vystavenych stresu a dale na nadorovych nebo infikovanych burkach.
Hlavnim takovym receptorem je NKG2D rozpoznavajici MHC I pribuzné ligandy, mysi
MULT1 nebo lidské MICA a MICB32. Pritomnost téchto ,stresovych ligandi“
na povrchu bunék podléha posttranslacni regulaci, kdy u zdravych bunék dochazi
k ubiquitinylaci a nasledné lysosomalni degradaci téchto stresovych proteinti32.

Non-self, posledni hypotéza NK-bunécného rozpoznavani, je zaloZena
na schopnosti aktivacnich a ,toll-like“ receptorti (TLR)33 NK bunék rozlisit cizorodé
infekéni molekuly34. TLR rozeznavajici pouze konzervované molekularni vzory
patogenti jsou jednim z ryst propojujicich vlastnosti NK bunék s myeloidni bunéc¢nou

linii.

Regulace imunitni odpovédi
NK buiiky rovnéz funguji jako regulatory imunitni odpovédi a vyuZivaji k tomu jak
mezibunééného kontaktu, tak sekrece cytokinli. Timto zplsobem interaguji
s makrofagy, dendritickymi bunikami (DC), T lymfocyty a B buiikami3>. Aktivované
NKbunikky uvoliuji jak prozanétlivé, tak imunosupresivni cytokiny -
napt. IFN-y, TNF-a, GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor)
nebo IL-1036-38, kterymi ovliviiuji nejriiznéjsi procesy - vyvolavaji zanétlivou
odpovéd, moduluji procesy Kkrvetvorby, kontroluji vyvoj afunkce monocytl
a granulocytd a maji vliv na priibéh nasledné adaptivni imunitni odpovédi3®.
Komunikace mezi DC a NK buritkami probiha obousmérné. Zralé DC sekreci IL-12
stimuluji produkci IFN-y NK burikkami a podporuji jejich cytotoxické plsobeni*041,
Takto aktivované NK bunky pak zase produkci IFN-y a TNF-a indukuji maturaci
dalSich DC#0. Vyznamny podil na této vzajemné aktivaci ma ijejich primy bunécny
kontakt. Kromé aktivacniho piisobeni jsou NKburnky schopny nezralé DC také
usmrtit. Timto kontrolnim mechanismem organismus predchazi vzniku

autoimunitnich reakci piiabsenci mikrobidlnich nebo virovych signalii, které by
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za béznych podminek byly prostfednictvim DC prezentovany T bunkdm - pfi jejich
nepritomnosti maji totiZ DC tendenci vystavovat na svém povrchu autoantigeny#.
DalSim zplisobem, jak mohou NK burnky tlumit T-bunécnou imunitni odpovéd, je
produkce inhibi¢nich cytokin IL-10 nebo TGF-f343. DC tedy funguji jako jakysi
spojovaci ¢lanek mezi NKa T bunikami, ¢imZ dochazi k propojeni vrozené a adaptivni
imunity.

Jeden z mechanismi, kterym NK bunky (ataké cytotoxické CD8* T lymfocyty)
zabijeji své cile, spoc¢ivd vjejich schopnosti skrz aktivaéni receptory zahdjit
na perforinu zavislou lyzi bunék*4. Mimo to také exprimuji nizkoafinitni Fc receptor
CD16, ktery jim umoZnuje detegovat cilové bunky opsonizované protilatkou IgG
anasledkem toho vykazuji tzv.na protilatkach zavislou bunécnou cytotoxicitu
(ADCC)?. Tretim typem cytotoxického plsobeni, které je zavislé hlavné na IFN-y, je
exprese ligandli TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) a FasL zrodiny
cytokinii TNF. Tyto ligandy vazi tzv.,receptory smrti“ (Fas nebo TRAIL-R)
na povrchu nadorovych nebo infikovanych bunék, ¢imZ u nich spoustéji kaspazovou
signaliza¢ni kaskadu iniciujici apoptézu cilové buriky44.

NK buriky tudiZ nereaguji neménnym zpiisobem, ale adaptuji se na stav okolniho
prostiedi. Plisobi jako jakési bunécné senzory, které snimaji stav bunék v organismu
prostiednictvim svych receptorli a jakmile se stfetnou s buiikou, kterou vyhodnoti
jako abnormalni, okamzité zahaji invazi, at uz v podobé cytotoxického plisobeni
nebo stimulaci bunék specifického imunitniho systému pomoci cytokind. Vzhledem
ke svému bunétnému plvodu, receptorovému repertoaru a efektorovym funkcim
se tedy NK buriky zdaji byt ,pfechodovym“ bunécnym typem preklenujicim oba biehy

imunitniho systému, specificky a nespecificky3!.

1.1.3 Vyvoj NK bunék a licencovani

Navzdory blizké podobnosti mezi T-a NK-bunéénymi efektorovymi funkcemi

se NKbunky uathymickych nahych mySi postradajicich T lymfocyty vyvijeji

normalné+s46, Lze tedy predpokladat, Ze podstupuji svou unikatni vyvojovou drahu.
NK buiniky prosvij kompletni fenotypovy afunkéni vyvoj nevyzaduji

pouze neporusSené prostredi kostni drené, kde se vyvijeji z pluripotentnich

CD34* hematopoetickych kmenovych bunék, ale jejich vyvoj miiZe za urcitych,

napr. lymfopenickych podminek, probihat i extramedularnél?. Alternativnim zdrojem
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NK bunék mohou byt lymfatické uzliny athymus+748. Relativni prispévek téchto
organi k celkovému mnozstvi NK bunék neni zndm, ale predpoklada se, Ze v klidovém
stavu je nizky a tvoiri méné neZ 5 % z celkového mnoZstvil0. Touto extramedularni
»,NK-poézou“ jsou vsak produkovany fenotypové odliSné NK bunky*8. NK-bunécné
prekurzory pak osidluji periferni tkané avyvijeji se insitu v zavislosti
na mikroprostiredi*°.

Model navrzeny pro NK-bunéc¢ny vyvojovy proces odehravajici se v kostni dreni
je rozdélen do nékolika hlavnich kroki (Obr. 2). Prvnim krokem, ktery se odehrava
v kostni dreni, je preména hematopoetické kmenové buiky (HSC) na spolecny
lymfoidni progenitor (CLP) a dale jeho diferenciace na bipotencialni T/NK progenitor
(T/NKP) (CD7+CD34+)5051, Z néj v zavislosti na kultiva¢nich podminkach vznikaji bud’
unipotentni NK-bunéc¢né progenitory (NKP) predurcené stat se zralymi NK bunkami,

nebo T buiiky. Zaroven bylo zjiSténo, Ze privyvoji NK bunék hraje vyznamnou roli

\
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Obr. 250, upraveno, ZjednodusSené schéma vyvoje NK bunék. V kostni dieni dochdzi
kvyvoji NK bunék z kmenové buriky (HSC) pres spolecny lymfoidni progenitor (CLP),
bipotencidlni T/NK progenitor (T/NKP) a NK progenitor (NKP); po stimulaci
v periferni tkdni se z nich stanou efektorové buriky schopné zabijeni, produkce cytokinti

a proliferace.

receptor pro cytokin IL-15, ktery podporuje jejich diferenciaci, funkéni dozravani
a preziti jako takové>2. Pro vyvoj mysich NK bunék in vitro z prekurzorové populace
bunék kostni difené je  zapotrebi koktejlu  cytokinli  sestdvajiciho
z c-kit ligandu (faktor kmenovych bunék), IL-7, flt-3 ligandu a predevsim IL-155354,

Pritomnost téchto cytokinli sama o sobé je nicméné pro generovani fenotypové
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zralych NKbunék, které jsou schopny produkce IFN-y avykazuji na perforinu
zavislou cytotoxicitu, nedostate¢na a pro jejich maturaci je nezbytny primy kontakt
se stromalnimi buiikami v kostni dieni®0. Neméné diileZity je i proces postupného
nabyvani funkcnich receptorli v presné daném poradi>s. Kromé IL-15 je pro Zivot
NK bunék nezbytnych dalsich pét cytokinovych molekul. Jmenovité jde o IL-2, IL-12,
IL-18, IL-21 a IFN L. typu.

Soucasti NK-buné¢ného vyvoje je ijejich tzv.vzdélavani neboli ,licencovani”
(Obr. 3). Pod timto pojmem se skryva jak schopnost zachovat toleranci k bunikkam
organismu vlastnim, tak uméni ovlivnit silu cytotoxické reakce imérné nastalé situaci
ohroZeni. Proces vzdélavani NK bunék se uskutecniuje prostrednictvim inhibi¢nich
receptort specifickych pro MHC I molekuly. NK buiiky, které v priibéhu vyvoje prosly
takovymto vzdélavacim procesem, kdy je kazda bunka oddélené licencovana

Hostitelska y‘,(z"/ .
buika [

HoDd

Ly49C\

Ly49A

NK burika NK burika
4 x
= Z
o <
z 3
o ("]
2 -
z 2| -
Vi
Cilova Cilova
burika burika

Obr. 3vywoieno dle 56, Zjednodusené schéma priabéhu licencovani NK bunék.
NK burika, kterd byla licencovdna vlastnim MHC Iligandem H2D4, zahdji
vii¢i cilové butice silnou cytotoxickou reakci. Naproti tomu NK burika, kterd se
se svwm MHC I ligandem nesetkala, se stdvd hyporesponsivni a p¥i setkdni s cilovou
burnikou je vyslednd cytotoxickd reakce mnohem slabsi.

odliSnymi MHC alelami v zavislosti na exprimovanych inhibi¢nich receptorech, a umi
rozeznavat molekuly organismu vlastni, vykazuji mnohem silnéjSi reakci
vlci patogennim bunikdm oproti buntkkdm nelicencovanym, které si zachovavaji
jurc¢itou miru tolerance kvlastnim bunkam256, Pavodné se mélo zato,

ze klicencovani dochazi béhem vyvoje v kostni dieni®’. Novéjsi studie nicméné
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ukazuji, Ze k licencovani dochazi i u zralych NK bunék v periferiich. Souhrnné vzato je
vzdélavani NK bunék dynamickym procesem, ktery se uskuteciiuje v priibéhu celého

jejich Zivota a lze jej povaZovat za rozsiteni vlastni missing-self hypotézy>e.

1.2 Signalizace NK bunék a jejich receptory
Jak jiz bylo nastinéno, NK burky na svém povrchu exprimuji sofistikovany repertoar
inhibi¢nich a aktivacnich receptorti, ktery jim napomaha rozlisit zdravou bunku
od transformované adle toho =zahajit bud obrannou cytotoxickou reakci,
nebo zachovat toleranci. Namisto signali zidentickych receptori, jako je tomu
u T a B bunék, jsou NK buriky regulovany na zadkladé komplexni integrace nespoctu
riznych jimi prijatych signald. Ackoliv termin ,NKreceptor® byva uZivan
pro molekuly, které byly poprvé objeveny na NK burikdch, pouze mensina téchto
receptori na povrchu NKbunék je proné specifickd (jako napt. NCR, Natural
Cytotoxicity Receptors)>® a vétSina z nich je exprimovana ijinymi bunéénymi typy.
Prikladem jsou T lymfocyty, zejména y&* T buriky a aktivované CD8* T burnky31.

To, zda dojde kinvazi NKbunék anaslednému zneSkodnéni cilové burky,
nebo jestli zlistane usSetiena, je diisledkem souhry aktivacnich a inhibi¢nich receptort

arozhodujici je pomér jimi prijatych signalt (Obr. 4). Pokud dojde kzapojeni jak
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Obr. 4124 upraveno; Model procesu NK-bunécného rozpoznavani.
Vlevo - zdravd burika, na niZ je pritomen MHC I ligand poskytujici efektorové
NK burice inhibicni signdl, jehoZ vdha prevdzi signdly aktivacni.
Vpravo - abnormdlni, v tomto pripadé tumorovd, burika s chybéjicimi MHC |
nemiize poskytnout NK burice inhibicni signdl, burika je tedy v aktivovaném
stavu, kdy je schopna prostrednictvim cytolytickych mechanismii zneskodnit 19
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inhibi¢nich, tak aktivac¢nich receptort, aktivacni signdl je inhibi¢nimi receptory
limitovan a k aktivaci dojde pouze v pripadé, je-li prekonan tzv. aktivacni prah.

Mimo rozdéleni receptorii na aktivacni a inhibicni je lze také rozlisit dle rtiznych
vlastnosti na adhezivni, cytokinové a chemotaktické?2 (Obr. 5). Ze strukturniho

hlediska pak mame receptory imunoglobulinové a C-lektinové skupiny.

Activating receptors
Inhibitory receptors
Receptors Adaptors h KIR-L
NKp46 CD3L, FcRy h LILRB1
CD16 CD3L, FcR CD94/NKG2A
h NKp30 CD3L, FcRy m Inh. Ly49 Chemotactic receptors
h NKp44 DAP12 m NKR-P1B
h NKp8o m NKR-P1D CCR2
m NKR-P1C  FcRy KLRG-1 gggg
) DAP10 TIGIT CXCR1
m NKG2D-S DAP12 CEACAM-1 CXCR3
h KIR-S DAP12 LAIR-1 CXCR4
m Act. Ly49 DAP12, DAP10 CXCR6
CD94/NKG2C DAP12 CX3CR1
CRACC SAP, EAT2
Lyo SAP g h Chem23R
CD84 SAP, EAT2 S1P5
SAP .
B4 SAP, EAT2
ERT NK)
— /

IL-1R —_—

IL-2R Adhesion receptors

IL-12R

IL-15R CcD2

IL-18R DNAM-1

IL-21R |51 lmegrms

IENAR p2 integrins

Obr. 5125, Skupiny NK-bunéénych receptorti.

1.2.1 Signalizace zprostredkovana inhibi¢nimi receptory

Signalizace skrz inhibi¢ni receptory probiha za vyuziti konzervovaného sekvenc¢niho
motivu ITIM (tzv. imunoreceptorovy inhibi¢ni motiv zaloZeny na tyrosinu), ktery se
nachazi v intracelularni ¢asti receptorové molekuly. Tento kanonicky inhibi¢ni motiv
je definovan sekvenci (I/L/V/S)XYXX(L/V)>°. Ve chvili, kdy se inhibi¢ni receptor setka
se svym ligandem, dojde kfosforylaci tyrosinovych zbytki vjeho ITIM motivu
proteintyrosinkinasou (PTK) z rodiny Src kinas, coZ ma za nasledek zahrnuti lipidové
fosfatasy SHIP-1 (ktera degraduje PI3P na PI2P) nebo tyrosinovych fosfatas SHP-1
a SHP-260 do signalizacni kaskady. Tyto tyrosinové fosfatasy potlacuji NK-bunécnou
odpovéd prostirednictvim defosforylace proteinovych substrati PTK, které jsou
soucasti aktivacni NK-receptorové signalizacni drahy!12159, Fyzicky jde o tyto
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procesy - uzavieni kanal pro Ca2* aterminaci degranulace, produkce cytokini
nebo proliferace NK bunék195°. Tyto déje jsou vSak pouze piechodnou zalezitosti, kdy
se tatdz NK bunika muze po urcité dobé stat buitkou aktivovanou. Mezi nejzndméjsi
zastupce inhibi¢nich receptorti u mysi patii vétSina receptorli z polymorfni rodiny
Ly49 (napt.Ly49A, C, E)%1, nebo receptory Nkr-plb ad. U c¢lovéka je to nékolik
zastupci zrodin KIR (Killer-cell Immunoglobulin-like Receptor) a LIR (Leukocyte
Immunoglobulin-like Receptor), nebo receptory hNKR-P1A a CD94/NKG2A31.62,

1.2.2 Signalizace zprostiredkovana aktivacnimi receptory
Aktivacni receptory naopak ve své cytoplasmatické doméné takovy signalizacni motiv
nenesou. Vtransmembranové casti vSak obsahuji kladné nabité aminokyseliny
(lysiny aargininy), jejichz prostrednictvim dochazi knekovalentni interakci
se zaporné nabitymi aspartatovymi zbytky
NKG2D adaptorovych proteind, které v cytoplasmatické
casti molekuly nesou sekvencni ITAM motiv
(tzv. imunoreceptorovy aktivacni motiv zaloZeny
na tyrosinu) charakterizovany sekvenci
(D/E)XXYXX(L/I)X6-8YXX(L/1)56:59 (Obr. 6).

Spole¢né tak tvori aktivacni imunoreceptorovy

| funkéni komplex. Zndmy jsou tfi rlzné
S;;/ adaptorové proteiny obsahujici ITAM - DAP12,

Obr. 6. Schématické mazornéni TCERI-Y a CD3-C. Po jejich interakci s aktivacnimi

nekovalentni interakce mezi NKG2D
receptorem aadaptorovou molekulou

v membrané NK buriky. riznymi PTK rodiny Src (Lck, Fyn, Src, Yes, Lyn

receptory nasleduje fosforylace ITAM tyrosini

aFgr), jez jsou navzijem redundantni>®.
Fosforylace vede k zapojeni ,druhé linie“ tandemovych SH2 PTK rodiny Syk, jako jsou
Syk a ZAP705859, které aktivuji dalsi Cleny signaliza¢ni kaskady, jejimz diisledkem je
sekrece cytokini a aktivace cytotoxickych pochodl, kjejichz regulaci dochazi
skrze odliSné signalizacni drahy®3.64 K aktivacnim receptorim patii dva zastupci
zrodiny Ly49 (Ly49D, Ly49H)¢l, =zastupci rodin KIR aCD94/NKG2, NCR
areceptor NKp802131,
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1.2.3 Receptory imunoglobulinového typu

Imunoglobulinové receptory jsou transmembranové proteiny L. typu a patfi mezi né
receptory rodin KIR, LIR a NCR. V extracelularni oblasti tyto receptory obsahuji
evolu¢né konzervovanou imunoglobulinovou (Ig) doménu, ktera je tvorena dvéma
antiparalelnimi B-listy (Obr. 7). Imunoglobulinové receptory NKbunék jsou
kédovany leukocytarnim Ig-receptorovym genovym komplexem (LRC), ktery je u lidi
lokalizovan na 19. chromosomu, u mysi na chromosomu 75,

Nejrozsahlejsi azdaleka nejpolymorfnéjsi
rodinou imunoglobulinovych receptorii jsou
receptory rodiny KIR (napt. KIR2D nebo KIR3D
se dvéma nebo tfemi Ig doménami), které se

nachdazeji ulidi. Tyto receptory rozpoznavaji

piedevSim proné specifické HLA molekuly,
které jsou analogy mysich MHC glykoproteinti®®.
DalSimi receptory naleZejicimi do této skupiny
jsou NCR receptory (NKp30, NKp44 a NKp46)
arodina LIR (LIR-1-8)67-69,

NejbéZznéjsimi ligandy KIR aLIR jsou

Obr. 7126, Struktura imunoglobulinové 1 ¢iké MHC I molekuly a na nich prezentované

domeény. peptidy®669, dale hostitelské proteiny, jejichz
exprese je zavisla na fyziologickém stavu buiiky, nebo virové proteiny (napt. LIR-1
interaguje sUL18, ktery je homologicky MHCI aje kodovan lidskym
cytomegalovirem)6669.  Pro aktivacni NCR receptory jsou typické virové
nebo naddorové  proteiny, napi. NKp30 rozeznavd  odtumoru odvozeny

B7-H7 ligand?°.
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1.2.4 Receptory C-lektinového typu

C-lektiny jsou skupinou receptort, ktera je schopna za ptritomnosti Ca2*iontli vazat
sacharidy. Receptory NK bunék, které lze ze strukturniho hlediska zaradit do této
skupiny, oznacujeme jako CTLR (C-Type Lectin-like Receptors). Tyto receptory
nezprostiedkuji vazbu sacharid, nybrZz interaguji sjinymi proteinovymi
nebo peptidovymi molekulami’172,

NK-bunécné CTLR se radi mezi transmembranové proteiny II. typu. Jmenovité
jde oLy49A -W, Nkr-pla-g, CD94/NKG2A, -B, -C nebo-E aNKG2D®. Kazdy
z téchto receptortli nese v extracelularni ¢asti konzervovanou doménu C-lektinového
typu (CTLD; C-type lectin-like domain). Tyto receptory jsou umysi kédovany
genovym komplexem NKC na chromosomu 6, u lidi pak na chromosomu 1273.

Struktura CTLD, ktera je stransmembranovou casti molekuly propojena
krékovou oblasti dlouhou 25-75 aminokyselinovych zbytkii®?, je tvorena dvéma
a-helixy (al aa2), dvéma antiparalelnimi B-listy (B1-B1-B5 ap2-B3-p4)
a tzv. prodlouZenou smyckou (Obr. 8), ktera leZi uvniti domény mezi vlakny 2 a 33,
je strukturné a evolucné flexibilni a pravdépodobné se ucastni interakci s ligandy72.

Celd CTLD je stabilizovana dvéma aztfemi

intramolekularnimi disulfidovymi vazbami
a souborem konzervovanych hydrofobnich
a polarnich interakci. Ctyfti cysteiny

(C1-C4), které jsou nejvice konzervovanymi
CTLD-aminokyselinovymi zbytky, formuji
disulfidové miustky v usporadani C1-C4
a C2-C3 (Obr. 8)72, V pripadé delsi N-koncové casti

dochazi ke stabilizaci  struktury jesté  treti

) disulfidovou vazbou a jsou pak v usporadani C1-C2,
Obr. 872, Struktura CTLD domény.

Dva a-helixy; dva [-listy; modre C3-C6 a C4-C574.
prodlouZend smycka; oranzové

disulfidové vazby. Nékterée CTLR mohou tvofit homodimery

propojené disulfidovou vazbou voblasti krcku
(napt. NKG2D)7275. U nékolika ¢lenti Nkrpl rodiny byla rovnéz prokazana jejich
existence ve formé disulfidové propojenych homodimerd (napi. Nkr-pld

nebo hNKR-P1A)7677. 0 jejich existenci vSak panuji jisté pochybnosti zaloZené
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na variabilnim poctu cysteinti v oblasti krcku’8. Jak bude rozebrano niZe, z rodiny
mySich Nkr-p1l receptori byla zatim rozieSena struktura pouze jednoho jediného
receptoru, molekuly Nkr-p1a7°.

Interakénimi partnery mysich receptorii Nkr-p1 jsou molekuly zrodiny Clr73
(C-type lectin-related) a ligandem jediného lidského NKR-P1A receptoru je molekula
LLT12%7, homolog mysich Clr. Rodina mysich receptorii Ly49 rozeznava predevsSim
klasické MHC I glykoproteiny (napf. Ly49-A ajeho interakéni partner H-261), dale
pak aktivacni receptor Ly49H interaguje svirové koédovanym ligandem m15780
(molekula podobnad MHC I glykoproteinlim, kédovand mys$im cytomegalovirem).
Heterodimerické receptory CD94/NKG2 asociuji snon-MHC molekulami
(napt. CD94/NKG2A umySi rozeznava Qa-1bligand, wuclovéka HLA-ES®2).
Homodimericky aktivacni NKG2D receptor pak vaze stresem indukované ligandy
MICA a MICB, homology MHC I¢°.

Doposud vsak nebyly vytvoreny ani modely interak¢nich para. Jedinym pripadem
modelu interakce dvou CTLD kédovanych uvnitt ,NK-genového komplexu“ (NKC) je
NKp65:KACL (KACL; Keratinocyte-Associated C-type Lectin) u ¢lovéka (kdy KACL je
dimerni molekula interagujici se dvéma monomery NKp65), ktery by mohl poslouzit
jako templat aplikovatelny na dalsi interakéni partnery v NKC, vcetné Nkr-p1:Clr

nebo NKR-P1A:LLT181,

1.2.5 NKkr-p1 rodina receptorti a jejich ligandy
Nkr-p1 molekuly, oznaCované také jako Klrbl, se tadi mezi receptory
C-lektinového typu a byly prvnimi identifikovanymi receptory NK bunék. Povrchovy
antigen NK1.1, o némz se drive myslelo, Ze je pro mysi NK buriky specificky a popsany
jiZz vroce 1977, byl Kklasifikovan jako c¢len této rodiny. Pozdéji byl gen pro tento
antigen identifikovdn jako Nkr-plc. Nachazi se vdistalni oblasti mysiho
chromosomu 6 oznacované jako NKC82-85, Orthology mySich Nkr-p1 geni byly
posléze nalezeny u krys na chromosomu 486-88, V kontrastu s hlodavci, ktefi maji genti
pro Nkr-p1 receptory hned nékolik, byl vlidském genomu nalezen pouze jediny
existujici nepolymorfni gen hNKR-P1A lokalizovany na chromosomu 1276,

VNKC namySim chromosomu6 bylo doposud identifikovano (ve sméru
od centromery k telomere) celkem Sest rliznych Nkr-p1 gent: a-g-c-b/d-f-e;

s tim, Ze v pripadé Nkr-plb/d se jedna o dvé alelické formy téhoz genu a Nkr-ple
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je pseudogenem?®90. U krys na chromosomu 4 pak byly identifikovany Ctytri Nkr-p1
geny: Nkr-pla, b/c, fa g; kdy Nkr-p1b/c jsou rovnéz dvé rozdilné alelické formy73°1.
Vedle NKbunék jsou Nkr-pl molekuly, stejné jako vétSina jejich receptord,
exprimovany také na povrchu NKT bunék, T lymfocytt a DC2293,

Zatimco lidsky hNKR-P1A receptor je inhibi¢ni a potlacuje cytotoxické plisobeni
NK bunék, uhlodavct je Nkr-pla, stejné jako caf, aktiva¢ni. Naopak Nkr-pilb,
d a gjsou receptory inhibi¢ni. NejdiileZitéjSim motivem pro naslednou signaliza¢ni
kaskadu vsech mysich NK receptort, s vyjimkou Nkr-p1g isoformy, je CXCP sekvence,
ktera je soucCasti cytoplasmatické domény areprezentuje vazebné misto
pro Lck kinasu z rodiny Src?4, ktera fosforyluje tyrosiny v ITAM/ITIM sekvencich, jak
bylo popsano v kapitole 1.2. hNKR-P1A vsak Zadny CXCP Lck-vazebny motiv
nebo nabité aminokyselinové zbytky vtransmembranové oblasti neobsahuje
a ackoliv jde o receptor inhibi¢ni, ve své sekvenci nenese ani ITIM motiv. Bylo
zjiSténo, Ze ksignalizaci vyuZiva asociace s kyselou sfingomyelinasou, enzymem,
ktery se ucastni katabolismu sfingomyelinu a poskytuje dilezitého ,,druhého posla“
ceramid?>. Molekuldrni mechanismus prenosu signalu skrze hNKR-P1A vsak zlistava
neznamy.

Jak bylo uvedeno v kapitole 1.2.4, C-lektinové receptory obecné interaguji s MHC I
nebo jim pribuznymi molekulami. Inhibi¢ni Nkr-p1b/d vSak vaZou na MHC nezavislé
proteinové ligandy®¢. Tim je vtomto ptipadé ligand Clr-b%’, ktery je hojné
exprimovan ve vSech mysSich tkanich kromé mozku®® ajeho exprese je vyrazné
sniZena pri genotoxickém stresu nebo virové infekci, coz je v souladu s missing-self
hypotézou26.99.100,  Clr proteiny reprezentuji C-lektinim pfibuznou proteinovou
rodinu, jinak zndmou jako rodina lektinti  inhibujicich  osteoklasty
(Ocil - Osteoclast inhibitory lectin), kterd je kddovana geny uvniti mySiho NKC26
spolecné s Nkr-p1 geny, arovnéz se radi mezi membranové glykoproteiny II. typu.
Aktivacni Nkr-plf pak vaZze Clr-g, -c,-d a Nkr-plg ligandy Clr-d, -f, -g, pricemz
exprese téchto ligandl je oproti Clr-b vyrazné tkanové omezena; napft. Clr-a byl
nalezen pouze vtenkém stievé; Clr-c je exprimovan vjazyku, sleziné, thymu,
vajeCnicich, varlatech alymfatickych uzlinach; Clr-d transkripty byly nalezeny

jen v oku a Clr-f v jatrech, ledvinach a tenkém strevé?®8101, Ligandy pro mysi Nkr-pla
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zobrazeno v Tabulka 1.

a Nkr-p1c nebyly dosud identifikovany73. Shrnuti zndmych interak¢nich partneri je

Tabulka 1: Zndzornéni interakénich partneri u mysi a u ¢lovéka.

Funkce - myS | Ligand - my$S | Ligand - Clovék
Nkr-pla + ? LLT1
Nkr-plb/d - Clr-b
Nkr-plc + ?
Nkr-ple pseudogen
Nkr-p1f + Clr-c,d, g
Nkr-plg - Clr-d,f, g
»+“=receptory aktivacni, ,-“ — receptory inhibicni

1.3 Receptor Nkr-pla

Receptor Nkr-pla, jinak také CD161a molekula, je ¢lenem vySe popsané rodiny
receptorii Nkr-p1. Gen pro mysi Nkr-pla (mNKkr-pla) se nachazi na chromosomu 6
jako soucast NKC8, uKkrys se naléza na chromosomu 4 au c¢lovéka na syntenickém
chromosomu 1276, Lidsky NKR-P1A (hNKR-P1A) receptor je vSak prozatim u ¢lovéka
jedinym zastupcem, ktery patii do této rodiny a s mysi nebo krysi Nkr-p1a molekulou
sdili 46% sekvenc¢ni homologii’®.

Zatimco u hlodavci je Nkr-pl rodina glykoproteinii prednostné exprimovana
navSech NKbuikich anaT buiikich jen sporadicky, hNKR-P1A je pritomen
na NK bunkach pouze z25 %; naopak na CD4+*a CD8* T bunkach tvoii v priméru
89 % vSech receptorid’¢. Svysokou frekvenci je exprimovan napomocnych
Th17 lymfocytech, které se diferencuji z CD4* T bunék, ahraji dtlezitou roli
v autoimunitnich a zanétlivych onemocnénich chronického charakteru
(napf. u revmatoidni arthritidy)102-104,

Ligandem krysiho Nkr-pla je molekula Clrll, jejiZ vazba nareceptor spousti
cytotoxickou aktivitu®l. hNKR-P1A rozeznava LLT1 molekulu, ktera je strukturné
podobna mySim Clr proteiniim aje exprimovana na aktivovanych
NK, T, B a DC buiikach?7.91.105 Zatimco tato interakce inhibuje cytotoxické pisobeni
NK bunék, sekreci IFN-y27 aje analogicka interakci Nkr-plb:Clr-b, v pripadé
rozpoznani LLT1 ligandu na cilovych bunkach T bunkami dochazi ke stimulaci
proliferace azvySené produkci IFN-y106. Ackoliv detailnimu mechanismu regulace
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imunitni odpovédi pomoci hNKR-P1A jeSté neni uplné porozuméno, byla na tomto
receptoru identifikovana oblast zodpovédna za jeho interakci s LLT1197. Jak bylo
zminéno v kapitole 1.2.5, ligand pro mNkr-p1la doposud nebyl identifikovan.
Abychom mohli spravné porozumét tomu, jak Nkr-pl receptory funguji, je
nezbytné charakterizovat jejich strukturu. Vroce 2011 byla rozieSena prvni
trojrozmérnd struktura reprezentujici Nkr-pl rodinu, Kkrystalova struktura
extracelularni domény mNkr-p1a7?. P. Kolenkem a dasimi bylo pomoci molekulového
nahrazeni (s vyuZzitim extracelularni domény lidské molekuly CD69) zjisténo, Ze jadro
C-lektinové domény je homologni s ostatnimi CTLD receptory aZe Cast domény
tvorici tzv. prodlouzenou smycku v krystalu interaguje se sousedici smyckou a tvori
homodimer prostrednictvim tzv.,domain swapping“ efektu, kdy dochazi ke vzniku
vazby mezi (vtomto pripadé) dvéma proteinovymi molekulami tak, Ze si navzajem
vyméni identické doményl%8. Zatimco v krystalu je smycka nataZena do prostoru,
metodou chemického zesiténi vkombinaci svodik/deuteriovou vyménou bylo
zjiSténo (a potvrzeno pomoci NMR), Ze v roztoku se smycka nachazi v tésné blizkosti

kompaktniho jadral%® (Obr. 9).

A 7 \/p B Tyto  konformacéni  zmény
K/ ' }‘J v oblasti dlouhé smycky daly
VA~

by mohly byt vyvolany vazbou

\® A§ t()% vzniknout hypotéze, podle niz

ligandu109.110, V pripadé

smycky vybihajici smérem

od jadra CTLD vsak mize jit

Obr. 9109110, upraveno, Trojrozmérna struktura extracelularni Pouze O krystalizacni artefakt,
lektinové domény mNKR-P1A. Struktura A byla feSena RTG ¢emuz  napovidd  istudie
difrakci, struktura B pomoci NMR v roztoku. Sedou barvou je interakce NKp65:KACL
vyznacena konzervovand dlouhd smycka, kterd zaujimd . , . .
4 4 / najejimz zakladé je vazba
odlisnou konformaci.

ligandu takovymto Nkr-pla
dimerem stericky vyloucena®!l. Existuji vSak C-lektinové proteiny, bitiscetin a MMR4
(Macrophage Mannose Receptor 4), unichZ prodlouZzena smycka rovnéz vybiha

do prostoru a skutecné k interakci s ligandem slouzi111.112,
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1.4 Mysi Nkr-p1laiso2 molekula

Vnedavné dobé byla vnaSi laboratofi objevena nova isoforma receptoru
mNkr-pla umysi linie C57BL/6 a prozatim je kdispozici pouze experimentalni
dliikaz na transkrip¢ni urovni, kdy byla exprese této mRNA detegovana technikou
RT-PCR v mysSi sleziné.

Pripravou rekombinantniho konstruktu pro jeji expresi jsem se zabyvala ve své
bakalarské praci. Tato forma, nazvana mNKkr-pla iso2, postrada na rozdil od plivodni
sisoformy 1“ vyznamnou ¢ast transmembranového segmentu amens$i Cast
cytoplasmatické domény (Obr. 10). Extracelularni ¢ast je u obou isoforem identicka.
Vlivem chybéjicitho cytoplasmatického tseku u kratké formy se ztraci idtlezity
signaliza¢ni vazebny motiv pro Lck kinasu, CXCP - zde CRCP (Obr. 10).

Cilem této prace bylo charakterizovat strukturu tohoto rekombinantniho
proteinu jednak metodou urceni vzdalenosti v molekule pomoci chemického zesiténi,
jednak mapovanim pritomnosti azapojeni disulfidovych vazeb - oboji technikou
hmotnostni spektrometrie. Uisoformy 1 byla potvrzena pritomnost disulfidovych
vazeb, které jsou schematicky znazornény v Obr. 10. Struktura, lokalizace, vlastnosti

a uloha mNkr-p1laiso2 jsou zatim nejasné.

1ISO1 (O/F
MDTARVYFGLKPPRTPGAWHESPPSLPPDACRCPRSHRLALKLSCAGLILLVVTLIGMSVLVRV
LIQKPSIEKCYVLIQENLNKTTDCSAKLE CPQDWLSHRDKCFHVSHVSNTWEEGLVDCDGKGAT
LMLIQDQEELRFLDSIKEKYNSFWIGLRY TLPDMNWKWINGSTLNSDVLKITDDTENDSCAAIS
GDKVTFESCNSDNRWICQKELYHETLSNYVGYGH

94 —~ 105 227 AMK

122 — 210
189 « 202

1SO2

MDTARVYFGLKPPRTPGAWHESPPSLPPVRVLIQKPSIEKCYVLIQENLNKTTDCSAKLECPQD
WLSHRDKCFHVSQVSNTWEEGLVDCDGKGATIMLIQDQEELRFLLDSTKEKYNSFWIGLRYTLP
DMNWKWINGSTLNSDVLKITGDTENDSCAATSGDKVTFESCNSDNRWICQKELYHETLSNYVGY

GH
194 AMK

Obr. 10. Srovnani aminokyselinovych sekvenci mNkr-plaiso1l vs. iso2. Srovndni intraceluldrni
(hnédd), transmembrdnové (Cervend) a extraceluldrni (modrd) oblasti. U isoformy 1 jsou zelené
vyznaceny zndmé disulfidové vazby a podtrzena cdst chybéjici u kratsi isoformy 2. Zdroven je
u isoformy 1 zobrazen cytoplasmaticky motiv CRCP interagujici s Lck kinasou, kterd ndsledné fosforyluje
tyrosiny v ITAM sekvenci adaptorového proteinu; isoforma 2 tento typicky signalizacni motiv postrddd.
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1.5 Alternativni sestiih RNA a biosyntéza proteint

1.5.1 Alternativni sestrih

Ke vzniku riaznych isoforem proteini dochazi mj. vlivem rozdilného sestiihu
naurovni primarniho transkriptu daného genu. Jde o tzv. posttranskrip¢ni
alternativni sesttih (Obr. 11), kdy z jediného transkribovaného genu vznikne nékolik
variant mRNA na zdkladé rtiznych kombinaci exont a intront, ¢imz je dosaZeno vyssi
diverzity a komplexity proteomu. K tomuto procesu dochazi pod vlivem evolu¢niho

tlaku a zaroven je takto dalsi evoluc¢ni tlak vyvijen. Touto cestou dochazi i ke vzniku

membranové a solubilni formy molekuly mNkr-p1a u mysiho kmene C57BL/6.

I — — - pre-mRNA

Alternativni sestfih

mRNA 1 mRNA 2
M 4 |y

Translace

ISOFORMA 1 ISOFORMA 2

Obr. 11. Schématické znazornéni priibéhu alternativniho sestfihu RNA.
Touto cestou dochdzi ke vzniku rozdilnych isoforem proteinu mNkr-p1la.

Jako ptiklad podobné ,isodvojice” membranovy vs. sekretovany protein v radmci
C-lektinovych proteini vznikajici alternativnim sestfihem RNA lze uvést isoformy
Dectinu-2113 nebo Dectinu-1114. Kromé téchto dvou piikladi vSak existuje cely
repertoar membranovych proteint II. typu z C-lektinové rodiny, které maji svou
rozpustnou formu, coz znaci, Ze jde o evolucné konzervovanou vlastnost115,

Existuji pripady, kdy isoformy odvozené takto zjediného genu mohou byt
funkcéné odlisné, piisobit antagonisticky nebo se vzajemné regulovat. Jednim z nich je
alternativné sestriZena isoforma proteinu CD40, kterd znemoZiuje signalizaci

samotné CD40 plné délky, pfesny mechanismus piisobeni vSak neni jasny116.
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1.5.2 Biosyntéza transmembranovych proteinii II. typu

Molekula mNkr-pla se radi mezi membranové proteiny II. typu, pronéz je
charakteristicky intracelularni N-konec, zatimco C-konec sméfuje ven z bunky
a skrz membranu prochazeji jedinym a-helixem o délce 20-25 aminokyselinovych
zbytkd.

Ribosom volné se pohybujici v cytoplasmé burnky, na némz dochazi k translaci
ve sméru od N-konce, nasedda na membranu hrubého endoplasmatického retikula
(rER; Rough Endoplasmic Reticulum) bezprostiedné poté, co proteinova castice
rozpoznavajici signal (SRP; Signal Recognition Particle) rozpozna Ccerstvé
nasyntetizovanou tzv. signdlni kotvici sekvenci syntetizovaného proteinu. Ta sestava

zhruba z 22 hydrofobnich aminokyselin

a pozdéji tvori transmembranovy Q
segment proteinull?. SRP v komplexu Nascentni @
polypeptidovy
. v . , Fetézec
sribosomem anové syntetizovanym NH;

polypeptidovym retézcem pak interaguje c"‘f’”'
sreceptorem pro SRP  (SR; Signal

recognition particle Receptor)

zanorenym v membrané rER a dochazi

Translokon

kvloZzeni signalni kotvici sekvence Signalni

kotvici
ER lumen
sekvence

do translokonu, coZ je proteinovy pér

umoznujici prostup nascentniho G5h

polypeptidového fetézce dolumen rER Obr. 12. Syntéza membranového proteinu IIL

typu. Poté co je signdlni kotvici sekvence po
(Obr. 12). Zatimco N-terminus z0stava rozpozndni SRP umisténa do translokonu (1), mize
jim diky své hydrofobicite volné laterdlné
prostupovat a polypeptidovy retézec je tak ukotven
ve fosfolipidové dvojvrstvé (2). Po dokonceni
syntézy celého proteinového retézce je C-konec

uvoliiované béhem translace zasunut uvolnéndo lumenrER (3)'"7.

ukotveny na vnéjsi strané rER, C-konec

je zavyuZiti energie zhydrolyzy GTP

dovnitf.

Orientace proteinového tetézce vmembrané a tedy jeho topologie
je determinovana pritomnosti kladné nabitych argininli na jednom z okrajt signalni
kotvici sekvence - tento konec polypeptidového fetézce (v pripadé proteint II. typu

N-konec) zlistava ukotven na cytoplasmatické strané membrany.
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1.5.3 Solubilni sekretované proteiny

Solubilni sekretované proteiny jsou syntetizovany analogicky membranovym
proteintim IL. typu s tim rozdilem, Ze neobsahuji hydrofobni signalni kotvici sekvenci
uvnitf rostouciho polypeptidového rtetézce, ale nesou hydrofobni N-terminalni
signalni sekvenci, ktera je rozpoznavana SRP!'7. Poté, co je porozpoznani SRP
v komplexu s ribosomem a nascentnim retézcem SR receptorem signalni sekvence
translokovana do lumen rER, dochazi k jejimu odstépeni transmembranovou signalni
peptidasou a polypeptidovy retézec je dal postupné prodluzovan do doby, kdy je cely
nasunut do lumen rER (Obr. 13).

. .
Signalni
sekvence

ye's's's's’0’s's'0'0’s'e’s

ER lumen

Translokon Translokon Signalni
(uzavieny) (otevieny) peptidasa N
Odstépena

signalni
sekvence Sbaleny
protein

Obr. 13. Syntéza sekrecniho proteinu. SRP po rozpozndni signdlni sekvence syntetizovaného
proteinu (1) ineraguje s SR receptorem (2), vlivem cehoZ dojde k nasednuti ribosomu na membrdnu
rER (3). Tato vazba na membrdnu vyvold konformacni zménu translokonu, do néjZ je nasunut
polypeptidovy tetézec (4). Jakmile je signdlni sekvence translokovdna do lumen ER, je odstépena
signdlni peptidasou (5) a je obnoven elongacni proces retézce (6). Po nasyntetizovdni a translokaci
celého retézce je ribosom uvolnén z membrdny ER (7). V lumen ER pak dochdzi k postrranslacnim
procestim za vzniku sbalené proteinové molekuly (8)vpraveno,117,

Takto nasyntetizovany protein pak podstupuje, stejné jako transmembranové
proteiny, dalSi posttransla¢ni procesy, jakymi jsou posttranslacni modifikace
proteinu, kontrola spravné konformace a jeho lokalizace skrz vesikularni systém
Golgiho aparatu do prislusnych kompartmentt.

Pokud vSak protein N-terminalni signalni sekvenci neobsahuje, ribosom, na némz

probiha jeho proteosyntéza zilstava po celou dobu translace volné v cytoplasmé,
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kam je nakonec vznikajici protein uvolnén. Spravné sbaleni proteinu je v tomto

piipadé zajisténo pritomnosti cytoplasmatickych chaperont a chaperonint.

Zvynosu hydrofobicity (Obr. 14) lze pozorovat, Ze mNkr-plaisol vesvé
sekvenci obsahuje signal typicky pro hydrofobni transmembranovy usek, ktery
u mNkr-p1laiso2 dle o¢ekavani chybi. Zaroven je z vynosu pro mNkr-p1la iso2 patrné,
7ze postrddd hydrofobni N-termindlni signalni sekvenci, kterda by mohla byt
rozpoznana SRP. Je tedy vysoce pravdépodobné, Ze protein mNkr-plaiso2 se in vivo

vyskytuje uvnir cytoplasmy, nebot je mu v principu znemoZnéna translokace do rER.

mNkr-pla iso2

mNkr-pla isol
Hphob. - Kyte & Doolitfle Hphob. + Kyte & Doslittle

0.5 | X ’.‘

-e.s | |- H

Hodnota
Hodnota

Pozice AK Pozice AK

Obr. 14. Vynos hydrofobicity pro proteiny mNKkr-pla isol a iso2. Z vynosu hydrofobicity proteinu
mNkr-pla isol Ize pozorovat profil typicky pro transmembrdnové proteiny II. typu. Cervené vyznacend ¢dst
odpovidd transmembrdnové oblasti zahrnujici aminokyseliny 46-66. Vynosy byly ziskdny na zdkladé zndmé
aminokyselinové sekvence pomoci ndstroje ProtScale?7,
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2) CILE PRACE

» Produkce rekombinantniho proteinu mNKkr-plaiso2 v prokaryotickém
expresnim systému
» nalezeni vhodnych produk¢nich podminek
* renaturace in vitro
» purifikace renaturovaného proteinu

= ovéreni identity proteinu pomoci hmotnostni spektrometrie
»  Strukturni charakterizace mNkr-p1la iso2

1) hmotnostné spektrometrické techniky
» zapojeni disulfidovych vazeb

= urceni vzdalenosti v molekule technikou chemického zesiténi

2) dalsi strukturni charakterizace
* nukledrni magnetickd rezonance (NMR): potvrzeni, zda ma
protein definovanou 3D strukturu
» dynamicky rozptyl svétla (DLS): ovéreni homogenity proteinu

= cirkularni dichroismus (CD): zastoupeni sekundarnich struktur
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3) MATERIAL

3.1 Pristroje a pomiicky

Analytické vahy AL54-IC

Automatické pipety

Celulosovd membrana (MWCO 10 kDa)
Centrifuga Avanti J-26 XP

Centrifuga MPW 375

Centrifuga Spectrafuge 16M

Centrifugacni koncentratory Amicon Ultra
Dialyzacni trubice Spectra/Por

Filtr na plastovou injek¢ni stiikacku 22

Hmotnostni spektrometr FT ICR solariX XR

HPLC systém BioSys 510

HPLC systém NGC Quest™ 10 Chromatography Systém

Chladnicka
Kahan

Magnetickd michacka Stuart CB161
Mrazici box (=20 °C)

Mrazici box (-80 °C)

Napajeci zdroj EPS 500/400

NMR spektrometr Avance III HD
pH metr ®200

Ploténkovy varic¢

Predvazky HF-1200G

Souprava pro SDS-PAGE

Souprava pro ultrafiltraci
Spektrofotometr DeNovix DS-11
Spektrometr Chirascan CD spectrometer

Trepacka na Erlenmayerovy banky

Mettler Toledo, CR

Gilson, USA

Sigma-Aldrich, USA

Beckman Coulter, USA

MPW Med. Instruments, Polsko
Labnet International, USA
Millipore, USA

Spectrum Laboratories, USA
TPP, Svycarsko

Bruker Daltonics, Némecko

Beckman Coulter, USA

Bio-Rad, USA

Zanussi, Italie
Laboratorni pristroje Praha,
CR

Keison, UK

Electrolux, Svédsko
Revco, USA

Pharmacia, USA

Bruker BioSpin, Némecko
Beckman Coulter, USA
Eta, CR

AND, USA

Bio-Rad, Némecko
Millipore, USA

DeNovix, USA

Applied Photophysics, UK

Sanyo Gallenkamp Ltd., UK
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Trepacka na zkumavky BigGer Bill

Trepacka na zkumavky Thermomixer Comfort
Ultrazvukova lazen Sonorex

Ultrazvukova sonda Ultrasonic Homogenizer4710
Vakuova odparka SpeedVac

Vortexovy mixér

Zdroj deionizované vody MilliQ

Zetasizer Nano ZS90

3.2 Chromatografické kolony
Kolona Peptid MicroTrap™

Kolona Protein MicroTrap™

Kolona Magic C18AQ

Kolona Superdex 75 HR 10/300

Kolona Q Sepharose Fast Flow

3.3 Chemikalie
Acetonitril

Agar

Akrylamid

Azid sodny (NaN3)
Bacto-trypton
Bacto-yeast extrakt
Bromfenolova modr
Comassie Brilliant Blue R-250
Cystamin

Cysteamin
Disukcinimidyl glutarat
Disukcinimidyl suberat
Dithiothreitol

Dimethyl sulfoxid

Thermolyne, USA

Eppendorf, Némecko
Bandelin, Némecko
Cole-Parmer Instrum. Co., USA
Jouan, Francie

VELP Scientifica, Italie
Millipore, USA

Malvern, UK

Michrom, USA
Michrom, USA
Michrom, USA
GE Healthcare, Némecko
GE Healthcare, Némecko

Merck, Némecko

Oxoid, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Oxoid, USA

Oxoid, USA

Serva, Némecko

Serva, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Pierce Biotechnology, USA
Pierce Biotechnology, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
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Dodecylsulfat sodny

Dusicnan stribrny (AgNO3)
Ethanol
Ethylendiamintetraoctova kyselina
Ethylmorfolin
Fenylmethylsulfonyl fluorid
Formaldehyd (CH20)

Glycerol

Glycin

Guanidin-HCI

HEPES

Hydroxid sodny (NaOH)
Chlorid hotec¢naty (MgClz)
Chlorid sodny (NaCl)

Chlorid vapenaty (CaClz)
[sopropyl-B-D-1-thiogalaktopyranosid
Jodacetamid

Kanamycin

Kyselina chlorovodikova (HCI)
Kyselina mravenci pro LC-MS
Kyselina octova

L-arginin

Leupeptin

Markery pro SDS-PAGE

Prestained Protein Marker

SeeBlue Pre-stained Protein Standard

Unstained Protein Marker
B-merkaptoethanol
Methanol
N,N‘-methylen-bis-akrylamid
Peroxodisiran amonny

Q-Sepharosa

Jersey Lab Supply, USA

Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lach-ner, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR
Serva, Némecko

Sigma-Aldrich, USA

New England Biolabs, USA
Life Technologies, USA

Thermo Fisher Scientific, USA

Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
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Sacharosa

Tetracyklin
Tetramethylethylendiamin
Thiosiran sodny (Na2S203)
Tris(2-karboxyethyl)fosfin
Tris-HCI

Triton X-100

Uhlicitan draselny (K2CO3)
Voda (LC/MS grade)

Lachema, CR

Jersey Lab Supply, USA
Serva, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Jersey Lab Supply, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Merck, Némecko

Vsechny pouzité chemikalie byly v nejvyssi komerc¢né dostupné kvalité.

3.4 Enzymy

DNAsa I (deoxyribonukleasa I)
Lysozym

RNAsa I (ribonukleasa I)
Trypsin

3.5 Komer¢ni sady

NuPAGE Electrophoresis® System

3.6 Vektory
pET-30a(+)

3.7 Bakterialni kmeny

BL21-Gold(DE3) E. coli B F- ompT hsdS (rgmg) dem™ Tet" gal 1 (DE3) endA Hte

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Promega,USA

Thermo Fisher Scientific, USA

Novagen, USA

Stratagene, USA
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3.8 Roztoky a pufry
Akrylamidova smés pro pripravu SDS-PAGE gelt: 29% (w/v) akrylamid,
1% (w/v) N,N‘-methylen-bis-akrylamid
Barvici roztok pro SDS-PAGE: 45% (v/v) methanol, 10% (v/v) kyselina octova,
0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250
Dialyzaéni pufr: 15mM Tris-HCl, 9mM NaCl, pH 8,0
Elektrodovy pufr pro SDS-PAGE: 10mM Tris-HCl, 250mM glycin, 0,1% (w/v)
SDS, pH 8,3
Ethylmorfolinovy pufr: 100mM ethylmorfolin, pH 8,4
Gel pro SDS-PAGE - rozdélovaci 15% (V=5ml): 1,1 ml dH20, 2,5ml 30%
roztoku akrylamidu, 1,3 ml 1,5M TRIS-HCI (pH 8,8), 0,05 ml 10% SDS, 0,002 ml
TEMED, 0,05 ml 10% APS
Gel pro SDS-PAGE - zaostrovaci 5% (V=1ml): 0,68 ml dH20, 0,17 ml 30%
roztoku akrylamidu, 0,13 ml 1,0M TRIS-HCI (pH 6,8), 0,01 ml 10% SDS, 0,001 ml
TEMED, 0,01 ml 10% APS
Guanidinovy pufr pro solubilizaci inkluznich télisek: 6M guanidin-HC],
100mM Tris-HCl, 10mM DTT, pH 8,0
Chromatograficky pufr A pro iontové vyménnou chromatografii: 15mM Tris-
HCI, 9mM NaCl, 1mM NaNs, pH 8,5
Chromatograficky pufr B pro iontové vyménnou chromatografii: 15mM Tris-
HCl, 1M NaCl, 1mM NaNs, pH 8,5
Chromatograficky pufr pro gelovou filtraci: 10mM HEPES, 50mM NaCl, pH 7,5
Chromatograficky pufr A pro LC-MS analyzu: 2% (v/v) acetonitril, 0,1% (v/v)
kyselina mravenci
Chromatograficky pufr B pro LC-MS analyzu: 98% (v/v) acetonitril, 0,1% (v/v)
kyselina mravenci
LB agar: 1,5% (w/v) agar v LB médiu
LB médium: 1% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrak, 1% (w/v) NaCl,
pH 7,4
Odbarvovaci roztok pro polyakrylamidové gely (SDS-PAGE): 35% (v/v)
ethanol, 10% (v/v) kyselina octova
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Promyvaci pufr pro izolaci inkluznich télisek: 50mM Tris-HCl, 100mM Nacl,
1mM B-merkaptoethanol, 1mM NaNs, pH 7,4

Pufr s detergentem pro izolaci inkluznich télisek: 0,5% (w/v) Triton X-100,
50mM Tris-HCl, 100mM NaCl, 1mM B-merkaptoethanol, 1mM NaNs, pH 7,4
Renaturacni pufr: 50mM Tris-HCl, 0,4M L-arginin, 100mM CaClz .2H20, 9mM
cysteamin, 3mM cystamin, 1mM NaNs3s, pH 8,0

Sacharosovy lyzacni pufr pro izolaci inkluznich télisek: 25% (w/v) sacharosa,
50mM Tris-HCl, 1mM EDTA, 1mM NaNs, pH 7,4

2x Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE - neredukujici: 100mM Tris-HCI, 20% (v/v)
glycerol, 4% (w/v) SDS, 0,2% (w/v) bromfenolova modf, pH 6,8

2x Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE - redukujici: 100mM Tris-HCIl, 20% (v/v)
glycerol, 4% (w/v) SDS, 0,2% (w/v) bromfenolova modt, 200mM DTT, pH 6,8
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4) METODY

4.1 Exprese rekombinantniho proteinu mNKkr-p1a iso2

Protein mNkr-plaiso2 byl exprimovan v bakteridlnich bunkach E. coli kmene
BL21-Gold(DE3). Tento expresni systém je zaloZen na bakteriofagové
T7 RNA polymerase kdédované uvnitt bakteridlntho genomu v sekvenci lac operonu,
kterd poté, co je exprimovana, zahajuje transkripci cilového genu svym nasednutim
na T7 promotor, ktery je soucasti expresniho vektoru pET-30a(+). Nami zvoleny
zplisob indukce bylo vyuziti induktoru, ktery zabranuje vazbé Ilacrepresoru
nalac operon atim umoZiuje nasednuti RNA polymerasy s naslednou transkripci
T7 RNA polymerasy, jimz je analog laktosy, isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid
(IPTG), ktery je na rozdil od laktosy nemetabolizovatelny a jeho hladina tak zlstava

po celou dobu experimentu konstantnil18,

4.1.1 Transformace produkcénich kompetentnich bunék

Bakteridlni produkéni kompetentni bunky E.coli BL21-Gold(DE3) byly
transformovany metodou teplotniho Soku plasmidem pET-30a(+) obsahujicim insert
genu pro protein mNkr-p1la isoZ2.

Ke 100 pl rozmraZené suspenze kompetentnich bunék bylo ptidano 250 ng
plasmidové DNA ainkubovano naledu podobu 30 min. Nasledné byly burky
vystaveny teploté 42 °C po dobu 45 s, a poté byly opét inkubovany 1 min na ledu. Dale
byl kbuiikdm pipetovdan 1 ml sterilniho LB média bez antibiotik predehiratého
na 37 °C a smés byla 1 hod inkubovana pri 37 °C.

Bunécna suspenze byla centrifugovana prilaboratorni teploté po dobu 3 min
a5000x g. Nasledné bylo odstranéno 800 pl prebyte¢ného supernatantu, ve zbylém
médiu byly bunky rozptyleny aasepticky rozetifeny pomoci sklenéné hokejky
na Petriho misku s LB agarem obsahujicim kanamycin (kan) o koncentraci 50 pg/ml
a tetracyklin (tet) o koncentraci 12,5 pg/ml. Petriho misky byly inkubovany pies noc
pii 37 °C.

Soucasné byla provedena negativni kontrola, kdy na misku s antibiotiky byly

naneseny kompetentni buiiky, které plasmidem transformovany nebyly.

40



4.1.2 Vybér vhodného produkéniho klonu
Bakterialni klon vhodny pro velkoobjemovou produkci byl zvolen na zakladé
provedeni testu exprese proteinu mNkr-p1la iso2.

Pro test exprese byly z Petriho misky vybrany ctyfi rtizné bakteridlni kolonie
ziskané transformaci, jimiZ bylo zaoCkovano 5 ml LB média s antibiotiky (kan, tet)
a suspenze byly ponechany rist pres noc pti 37 °Ca 220 rpm.

Nasledujici den byl vZdy od kazdé stacionarni kultury zaockovan v poméru 1:100
2 x 1 ml LB média (kan, tet). Tyto kultury byly inkubovany 1 hod pti 37 °C a 220 rpm.
VZdy k jedné kulture z dvojice byl pridan induktor exprese IPTG o koncentraci 0,1mM
a oba vzorky byly inkubovany za stejnych podminek dalsi 3 hod.

Kultury byly prevedeny do mikrozkumavek, v nichZz byly za laboratorni teploty
centrifugovany (10 min pti5 000x g). Supernatant byl odsan pod vakuem a pelety
rozptyleny ve 100 pl vzorkového redukujiciho pufru pro SDS-PAGE. Tyto vzorky byly
5 min vareny a nasledné centrifugovany prilaboratorni teploté (10 min a 10 000x g).
Takto pripravené vzorky byly nasledné analyzovany pomoci SDS-PAGE, kdy byla

porovnavana exprese proteinl mezi jednotlivymi kulturami.

4.1.3 SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Pomoci SDS-PAGE lze separovat proteiny na zakladé elektroforetické pohyblivosti,
ktera je urcena predevSsim molekulovou hmotnosti proteinu, nikoli jejim tvarem
a vlastnim nabojem.

SDS-PAGE byla provadéna v 15% polyakrylamidovém separa¢nim gelu a 5%
zaostfovacim gelu. Elektroforetickd aparatura byla naplnéna elektrodovym pufrem
anagel byly naneseny vzorky spolu sproteinovym standardem molekulovych
hmotnosti. Posléze byla aparatura pripojena ke zdroji konstantniho proudu
(25 mA/1 sklo) a napéti bylo nastaveno na 250 V. Kdy?z celo elektroforézy doputovalo
ke spodnimu okraji skel, byla metoda ukoncena.

Nakonec byly gely 15 min barveny barvicim roztokem a prebytecné barvivo

odmyvano odbarvovacim roztokem, dokud nebyl viditelny vysledek.
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Barveni gelii stiibrem
Pokud se pfridodrzeni vySe uvedeného postupu barveni nepodarilo vysledek
vizualizovat, bylo provedeno citlivéjsi barveni stfibrem, které dokaze detegovat

aZ nanogramova mnoZstvi, postupem uvedenym v Tabulka 2.

Tabulka 2: Postup pfi vizualizaci proteind stfibrem.

Krok Roztok Ca.s /
min
1. 30% EtOH, 10% HAc 3x30 fixace
2. 20% EtOH 10 fixace
3. H20 10 promyvdni
4, 0,2 g/1 Na25203 1 senzibilizace
5. H20 2x0,3 | promyvdni
6. 2 g/1 AgNO3 30 impregnace
7. H20 0,2 promyvdni
0,7 ml/1 CH20
30 g/1 K2CO3 P
8 10 mgl Na2S203 2-4 vyvoldni
9. >0 %él(;; F;ISXCHCI’ 1 zastaveni

HAc = kyselina octovd, EtOH = ethanol

4.1.3.1 Priprava vzorki pro SDS-PAGE

Priprava vzorki se lisila dle jejich stavu (sediment vs. kapalny vzorek) a dle prostiedi
elektroforézy (redukujici vs. neredukujici). Sedimentované vzorky  byly
resuspendovany v 1x koncentrovaném ne/redukujicim vzorkovém pufru, kapalné
byly smiseny s 2x koncentrovanym ne/redukujicim vzorkovym pufrem. Vzorky
v redukujicim prostiedi byly 5 min vareny a centrifugovany pftilaboratorni teploté
10 min a10000x g, zatimco vzorky v neredukujicim prostfedi byly rovnou
centrifugovany, abychom se vyvarovali jejich denaturace. Nakonec byly vzorky spolu

s proteinovym standardem molekulovych hmotnosti aplikovany na gel.
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4.1.4 Nalezeni vhodnych produkénich podminek
Aby bylo dosaZzeno co moZzna nejvySSiho vytéZzku proteinu, byly postupné
optimalizovany produkcéni podminky: koncentrace induktoru exprese IPTG,
produk¢ni teplota a doba exprese cilového rekombinantniho proteinu.

Na zakladé testu exprese byl vybran produkéni klon, znéjZz byly pripraveny
stacionarni kultury a pro néjz byly dané podminky testovany.

Cerstvé stacionarni kultury byly piipravovany vidy zao¢kovanim LB média
(kan, tet) puavodni staciondrni kulturou vpoméru 1:1000 atifepany pies noc

pri 220 rpma 37 °C.

4.1.4.1 Optimalizace

1 ml LB média (kan, tet) byl zaockovan cerstvou stacionarni kulturou v poméru 1:100
a kultivovan pri 37 °C a 220 rpm, dokud opticka denzita méiena spektrofotometricky
pii vinové délce 600 nm (ODeoo), proti dH20 jako slepému vzorku, nedosdhla hodnoty
0,6. Poté byl pridan induktor exprese astanovovany jednotlivé optimalizované

parametry. Veskera stanoveni byla provedena v duplikatu.

Koncentrace induktoru exprese

Spolu s nezaindukovanou negativni kontrolou bylo testovano osm rliznych
koncentraci induktoru exprese IPTG: 0,01mM; 0,05mM; 0,10mM; 0,20mM; 0,30mM;
0,50mM; 0,70mM a 1,00mM. Tyto vzorky byly po indukci inkubovany dalSich 2,5 hod
pri37°Ca 220 rpm.

Produk¢ni teplota

V8echny vzorky byly ponartistu do ODeoo = 0,6 zaindukovany IPTG o optimalni
koncentraci (0,1mM). Testovany byly teploty: 40, 37, 35, 30 a 24 °C. Indukované
vzorky byly pridanych teplotdch a220rpm inkubovany podobu 2,5 hod.

Nezaindukovana kontrola byla za stejnych podminek inkubovéna pti 37 °C.

Doba produkce
Jednotlivé vzorky byly kultivovany do ODeoo=0,6 aposléze unich byla IPTG

o optimalni koncentraci indukovdna exprese, kterd probihala pfiteploté 37 °C

43



a 220 rpm. Exprese proteinu byla ukoncena v Casech: 1; 2; 2,5; 3; 4; 6; 8 a 12 hod.

Negativni kontrola, ktera nebyla indukovana, byla inkubovana po dobu 2,5 hod.

Vysledky optimalizace byly vyhodnoceny SDS-PAGE v redukujicim prostiedi
(kapitola 4.1.3).

4.1.4.2 Riistova kiiivka
Dvakrat 100 ml LB média (kan, tet) v pillitrovych Erlenmayerovych bankach bylo
zaoCkovano v pomeéru 1:100 cerstvou stacionarni kulturou vybraného produkéniho
klonu. V dobé inokulace byl odebran prvni vzorek (Cas to), pro spektrofotometrické
stanoveni ODsoo (oproti dH20). ODsoo pak byla u bakterialnich kultur rostoucich
pri37°C a 220 rpm promérovana kazdych 30 min, dokud nedosahla hodnoty 0,6.
Poté byla kultivacni teplota sniZena na 35 °C, jeZ byly zvoleny jako optimalni, a vzorky
stale odebirany kazdych 30 min. KdyZ ODsoo prekrocila hodnotu 0,8, bylo pro méreni
nutné bunécnou suspenzi vhodné redit.

Namérené hodnoty byly vyneseny do grafu zavislosti hodnot ODsoo na dobé

kultivace.

4.1.5 Velkoobjemova produkce proteini
Podminky zvolené na zakladé optimalizace jako nejvhodnéjsi byly nasledné pouzity
pro produkci mNkr-pla iso2 ve velkém objemu.

Ctyti dvoulitrové Erlenmayerovy baiiky naplnéné 0,51 LB média (kan, tet) byly
zaoCkovany vpomeéru 1:100 cerstvou saciondrni kulturou atfepany 220 rpm
pti 37 °C, dokud kultivované bakterie nedosahly ODeoo = 0,6. U takto narostlych
bunék byla indukovana exprese proteinu pridanim 0,1mM IPTG, pficemZ produk¢ni
teplota byla sniZena na 35 °C. Produkce probihala po dobu 6 hod za stalého tfepani
220 rpm.

Bakterialni suspenze byly po ukonceni produkce centrifugovany 12 min, 8 000x g
pti 4 °C. Po odstranéni supernatantu byly pelety zamraZeny na -80 °C.

Pro kontrolu exprese mNkr-plaiso2 byly béhem kultivace (pred pridanim IPTG)
a produkce (pred sklizenim bunék) odebrany z kazdé Erlenmayerovy banky vzorky,

s nimiz byla provedena SDS-PAGE v 15% polyakrylamidovém gelu dle kapitoly 4.1.3.
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4.1.6 Izolace inkluznich télisek

Vzhledem ke zvolenému expresnimu systému byl cilovy protein produkovan ve formé
inkluznich télisek - nerozpustnych agregatii v cytoplasmé bunék, které bylo zapotiebi
izolovat a protein in vitro renaturovat.

Peleta ziskana z 0,51 LB média byla rozptylena v 10 ml sacharosového lyza¢niho
pufru (SLP) (10 ml SLP/peleta z0,51 LB média) s pridanymi inhibitory proteas
(IuM  leupeptin a1mM fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF)) a baktericidnim
lysozymem o koncentraci 2 ng/ml. Zatimco PMSF je inhibitorem serinovych proteas,
leupeptin inhibuje serinové, cysteinové athreoninové proteasy. Takto pripravené
smési byly opakované (celkem 4x) zamraZeny na -80 °C, rozmrazeny (vodni lazen,
42 °C) aprikazdém cyklu byly bunky rozbijeny naledu vzdy 20x trisekundovymi
pulsy ultrazvukové sondy. Po této homogenizaci byl ke kazdé suspenzi pridan
20mM MgCl2, 2 ul DNAsy I (100U/ml) a5 pl RNAsy I (10 mg/ml). Tyto smési byly
inkubovany 20 min pfilaboratorni teploté abéhem toho jeSté 2x oSetfeny
ultrazvukovymi pulsy naledu. Nakonec byla homogenizovand bunéfna suspenze
centrifugovana 15 min, 10 000x g pti 4 °C.

Ve druhém kroku byly pelety resuspendovany ultrazvukovou sondou v 10 ml
pufru s detergentem s pridanymi inhibitory proteas vtotoZném mnoZstvi jako
v predchozim kroku, pricemZ byl navic pridan inhibitor metaloproteas (1mM EDTA).
Vzorky byly centrifugovany za stejnych podminek.

Na zavér byly sedimenty stejnym zpiisobem promyty v 10 ml promyvaciho pufru
bez detergentu s pridanymi inhibitory proteas (leupeptin, PMSF, EDTA) a podrobeny
centrifugaci opét za totoznych podminek. Vysledny sediment sestavajici prevazné
z inkluznich télisek byl uchovavan pti -80 °C.

Po celou dobu pribéhu izolace inkluznich télisek byly odebirany vzorky,
supernatanty asedimenty po centrifugaci, snimiZ byla provedena SDS-PAGE

v 15% polyakrylamidovém gelu dle kapitoly 4.1.3.
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4.2 Invitro renaturace proteinu mNKr-p1la iso2

Izolovana inkluzni téliska byla pomoci vortexu apipety resuspendovana
v 6M guanidinovém pufru (pH 8,0) s inhibitory proteas tak, aby vysledna koncentrace
inkluznich télisek vroztoku cinila 50 mg/ml. Poté byla inkluzni téliska pro Uplné
rozpusSténi inkubovana 1 hod pri 40 °C a 300 rpm. Nasledné byl roztok centrifugovan
30 min, 30 000x g pri 4 °C, a ziskany supernatant obsahujici solubilizovany protein
byl ihned podroben renaturaci metodou tzv. rychlého naredént.

Solubilizované inkluze byly pomalu prikapavany rychlosti 1 kapka/5 s za stalého
michani do stondsobného objemu renaturacniho pufru temperovaného na 4 °C.
Renatura¢ni roztok obsahujici inhibitory proteas (leupeptin, PMSF) a vysokou
koncentraci L-argininu, jenZ napomaha spravnému sbaleni proteinu a sniZuje miru
agregace, byl poté s proteinem ponechan michat v chladu 1 hod.

Nasledné byl roztok proteinu 30 min centrifugovan (30 000x g, 4 °C)
a supernatant preveden do dialyzacnich stfev, vnichZz byl 2hod dialyzovan
v chladové mistnosti pti 4 °C proti 81 dialyzacniho pufru. Po uplynuti této doby byl
dialyza¢ni pufr vyménén za Cerstvy a za stejnych podminek dialyza probihala dalsi
4 hod.

Po dialyze byl roztok centrifugovan 30 min, 30000x g pfti4°C, abychom
se zbavili precipitatu. Roztok srenaturovanym proteinem byl uchovavan pres noc

pi 4 °C.

4.3 Zakoncentrovani proteinového roztoku
Po dialyze byl objem roztoku sniZen pomoci ultrafiltrace v ultrafiltra¢ni cele, kde byl
pti laboratorni teploté pomalu michan a pod tlakem 0,4 MPa inertniho plynu (dusiku)
filtrovan pres nitrocelulosovou membranu s péry o propustnosti 10 kDa.

Na mensi objemy byl roztok proteinu zakoncentrovan pti4 750x g a laboratorni
teploté pomoci centrifuga¢nich koncentratori Amicon Ultra-15 s limitem

propustnosti rovnéz 10 kDa.
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4.4 Purifikace proteinu mNKkr-p1la iso2

4.4.1 lontové vyménna chromatografie

Zakoncentrovany roztok proteinu byl nanaSen na kolonu naplnénou aniontovym
iontoménicem Q Sepharose Fast Flow. Tento iontoméni¢ nesouci na svém povrchu
kladny naboj ve formé kvarternich amini interaguje nazakladé elektrostatické
interakce s proteinem mNkr-plaiso2, ktery nasvych karboxylovych skupinach
pri pouzitém pH nese naboj zaporny. Pomoci nastroje Compute pl/Mw tool!1? byl
ze zndmé aminokyselinové sekvence (Obr. 10, str.28) vypocten izoelektricky bod
pl =5,23.

Kolona byla nejprve promyvana pufrem A a pufrem B v poméru 1:1. Nasledné
byla ekvilibrovana pufrem B a poté pufrem A. Pfed nanesenim na kolonu byl roztok
proteinu odstiedén 10 min, 10 000x g pri laboratorni teploté. Poté s nim mohla byt
provedena iontové vyménna chromatografie (IEC). Rychlost priitoku mobilni faze
byla 3 ml/min a samotny pribéh metody je znazornén na Obr. 15.

Pritomnost proteinu v eluatu byla detegovana spektrofotometricky pti 280 nm.
Kvalita proteinu vjednotlivych frakcich pak byla ovéfena SDS-PAGE
v 15% polyakrylamidovém gelu dle kapitoly 4.1.3.

Vyhodou této metody je to, Ze kromé purifikace produktu dojde také kjeho

zakoncentrovani na velmi maly objem v pomérné kratkém case.

0% A, 100 % B=

40%A,60%B=

Gradient

100% A, 0% B =

t/min

Obr. 15 Pribéh metody iontové vyménné chromatografie. 1 - 10 min pufrA,
2 - 60 min gradient (100 % pufr A — 40 % pufr A + 60 % pufr B), 3 - 10 min pufr B,
4 - 10 min pufr A.
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4.4.2 Gelova filtrace
Gelova filtrace je chromatografickd metoda vyZzivana k purifikaci proteint na zakladé
rozdilu v jejich velikosti a tvaru.

Roztok proteinu byl po zakoncentrovani centrifugovan 10 min, 10000x g
prilaboratorni teploté pro odstranéni precipitatu a nasledné byla provedena gelova
filtrace. Separace probihala v 10mM HEPES pufru opH75 nakoloné
Superdex75 HR 100/300, pripojené k pristroji NGC Quest™ 10 Chromatography
System. Rychlost priitoku mobilni faze byla 0,4 ml/min.

Cistota eluovanych frakci byla ovéfena SDS-PAGE v 15% polyakrylamidovém

gelu v redukujicim i neredukujicim prostredi dle kapitoly 4.1.3.

4.4.3 Urceni koncentrace proteinu

Koncentrace proteinu obsaZeného v jednotlivych frakcich ziskanych gelovou filtraci
byla mérena spektrofotometricky pristrojem DS-11 FX Spektrofotometr/Fluorometr.
Metoda je zaloZena na méreni absorbance vzorku pfivinové délce 280 nm, pfiniz
absorbuji aromatické aminokyseliny jako tryptofan, tyrosin nebo fenylalanin.
Koncentrace je zde vypocltena nazakladé Lambert-Beerova zakona po zadani
molekulové hmotnosti (Mw=22210,0 Da) ahodnoty molarniho absorp¢niho
koeficientu privlnové délce 280 nm (€280 = 49 430 M-1.cm1), které byly vypocteny

ze zndmé aminokyselinové sekvence pomoci nastroje ProtParam tool120.
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4.5 Charakterizace struktury mNkr-pla iso2

4.5.1 Hmotnostni spektrometrie

Aby mohl byt vzorek analyzovan pomoci hmotnostni spektrometrie (MS), musi byt
viontovém zdroji preveden naionty v plynné fazi. Kionizaci proteinovych vzorka
jsou vyuzivdny meékké ionizacni techniky, které nezplsobuji fragmentaci. Patii
mezi né nami vyuZivané ionizace elektrosprejem (ESI), nebo ionizace laserem
za pritomnosti matrice (MALDI). Vzniklé ionty jsou pak usmérnovany
do hmotnostniho analyzatoru, kde podléhaji separaci na zakladé jejich poméru hmoty
a ndboje (m/z). V této praci byl pouzit analyzator vyuZzivajici iontové cyklotronovou
rezonanci s Fourierovou transformaci (FT-ICR).

MS technika ESI-FT-ICR byla vyuzita pro ovéreni identity rekombinantniho
proteinu  mNkr-plaiso2 aurCeni jeho presné molekulové hmotnosti. Dale
pro stanoveni zapojeni disulfidovych vazeb v molekule a analyzu chemického zesiténi
proteinu.

VesSkera méreni na hmotnostnim spektrometru byla provadéna Mgr. Michalem

Rosulkem.

4.5.1.1 Stanoveni presné hmoty intaktniho proteinu

Stanoveni presné molekulové hmotnosti proteinu mNKkr-plaiso2 bylo provedeno
pomoci ESI-FT-ICR hmotnostniho spektrometru solariX XR 15T. 20 pug proteinu
ziskaného metodou gelové filtrace bylo zbaveno nizkomolekularnich latek
na proteinové koloné MicroTrap s obracenou fazi dle postupu uvedeného v Tabulka 3.

Tabulka 3: Postup pro odsoleni proteinového vzorku na proteinové
koloné MicroTrap o objemu 5 pul.

Krok SloZeni roztoku V/u
Promyti kolony 80% AcN, 5% HAc 250 ul
Ekvilibrace kolony 5% HAc 3x250ul
Nanaska vzorku vzorek 250 ul
Promyti vzorku 5% HAc 3x250ul
Eluce proteinu 80% AcN, 5% HAc 50 ul
Promyti kolony 80% AcN, 5% HAc 3x250ul
Uchovavani kolony 50% AcN 500 ul

AcN = acetonitril

49



4.5.1.2 Identifikace zapojeni disulfidovych vazeb v proteinech
Pri procesu sbalovani bilkovin dochazi bezprostredné po tzv. hydrofobnim kolapsu
aminokyselin a tvorbé hydrofobniho jadra proteinu ke vzniku sekundarnich struktur,
které jsou stabilizovany riznymi nekovalentnimi akovalentnimi interakcemi,
jako jsou napr. disulfidové vazby. Toto kovalentni propojeni stabilizujici konformaci
proteinové molekuly vznikd mezi cysteiny, unichZz vlivem oxida¢niho pilisobeni
okolniho prostiedi dochazi koxidaci sulfhydrylovych skupin jejich postrannich
Fetézcl.

Diky tomu identifikace zapojeni disulfidovych vazeb v mNkr-plaiso2 miize

poskytnout detailn€jsi vhled do struktury této molekuly.

Rezdni a odbarveni gelu
Po analyze mNkr-p1la iso2 SDS-PAGE byly jednotlivé prouzky gelu obsahujici protein
vyriznuty, rozkrajeny na mensi ¢asti (asi 1 mm?3) a preneseny do mikrozkumavek.

Gel byl v ultrazvukové lazni odbarvovan smési 100mM ethylmorfolinového pufru
s acetonitrilem v poméru 1:1. Roztok byl nékolikrat vyménén a nakonec po uplném
odbarveni gelu odstranén. Veskeré roztoky pridavané ke vzorkiim v neredukujicim
prostiedi po celou dobu procesu, od odbarveni gelu aZ po Stépeni proteinu, navic
obsahovaly jako oxida¢ni ¢inidlo 200 uM cystamin.

Nasledné byl gel vysuSen ve 100 ul acetonitrilu, vnémz byl 5 min inkubovan
v ultrazvukové lazni. Roztok byl odebran a obsah zkumavek sesusen na vakuové
odparce.

Se vzorky v redukujicim prostredi, které slouzily jako kontrola, byla provedena
dodate¢nd redukce 20mM tris(2-karboxyethyl)fosfinem (TCEP) ve 100mM
ethylmorfolinovém pufru (3 min/70 °C). Roztok TCEPu byl odstranén a gel vysuSen
acetonitrilem, nasledné promyt ethylmorfolinovym pufrem vnémz byl 5 min
inkubovan v ultrazvukové lazni aznovu vysuSen 100 pl acetonitrilu, ktery byl
nakonec odstranén.

Zpétné oxidaci sulfhydrilovych bylo zabranéno jejich alkylaci 50mM
jodacetamidem (IAA) ve 100mM ethylmorfolinovém pufru, s nimz byl gel inkubovan
30 min ve tmé. IAA byl odebran apro odstranéni prebytecného Ccinidla byl gel

2x stridavé promyt ethylmorfolinovym pufrem a acetonitrilem. Nakonec byl pridan
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50% acetonitril vLC/MS dH20, vzorky 5 min inkubovany v ultrazvukové lazni

a sesuseny na vakuové odparce.

Stépeni proteinu proteasou

Dale byly zpracovavany vzorky vredukujicim a neredukujicim prostredi spolecné.
K vysuSenému gelu bylo pridano 30 pl 10% acetonitrilu v 50mM ethylmorfolinovém
pufru o pH 8,4 atrypsin o koncentraci 5ng/ul. Tato smés byla inkubovana 2 hod
pfi 50 °C. Roztok z mikrozkumavek byl poté odparen na vakuové odparce. Ke gelu
bylo posléze znovu pridano 30 pl stejného Stépiciho roztoku. Vzorky byly 30 min
inkubovany pri 37 °C a nakonec bylo piidano jesté dalSich 30 pl roztoku proteasy tak,
aby byly kosticky gelu ponoteny. Takto oSetiené vzorky byly inkubovany pti 37 °C
dalSich 14 hod.

Extrakce peptidii z gelu

Po uplynuti doby potrebné ke Stépeni proteinu byly mikrozkumavky centrifugovany
2 min, 5 000x g a odstiedény roztok byl prenesen do novych mikrozkumavek. Peptidy
byly z gelu postupné extrahovany 50 pl 80% acetonitrilu s 0,5% kyselinou mravenci
(FA) a 50 ul 0,5% FA. Gel byl vidy 5 min vystaven ultrazvukové lazni aroztok
nad gelem poté prenesen do nové mikrozkumavky. Cely postup extrakce peptidi byl
jeSté jednou zopakovan. Obsah mikrozkumavek s roztokem extrahovanych peptidi

byl sesusen na vakuové odparce.

LC-MS analyza

Pied samotnym méfrenim byly vzorky se sesusenymi peptidy rozpustény ve 2 pl 80%
acetonitrilu s 0,5% FA. Poté byly naredény 0,5% FA nakoncentraci peptidi
0,05 pg/ul a prevedeny do vialek opatrenych septem. Separace peptidii pied vstupem
do hmotnostniho spektrometru probihala na pHPLC systému Agilent 1200.
Na analytickou kolonu s obracenou fazi Magic C18AQ vyhiivanou na 50 °C byly
naneseny 2 ul vzorku. Vyplavovani peptidi bylo zajisténo zvySujicim se pomérem

organického rozpoustédla v mobilni fazi. Procentualni zastoupeni mobilni faze B
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v Case popisuje Tabulka 4. Gradient mobilni faze B je zobrazen na Obr. 16.

Intens.

804

60

404

20

5

§ 7 T T T T s T T T AT T T T T T T T30 T T T35 tasymin

mMNKRP1A_iso2_DSG: Pomér mobilni faze B |

Obr. 16. Grafické znazornéni gradientu mobilni faze B, pouzitého pro LC-MS.

Tabulka 4: Pomér mobilnich fazi A:B pro LC-MS
v ¢asech odpovidajicich Obr. 16.

Cas/min | A:B/%
0-1 98:2
20 60:40
21- 24 5:95
24 - 35 98:2

Vystup z HPLC byl pfimo pripojen k elektrospreji instrumentu solariX XR 15T.

Méreni

probihalo v pozitivnim moédu s akvizici dvou milioni databodt

pri hmotnostnim rozsahu 250 az 5 000 m/z.

MS

data byla analyzovdna programem  Data Analysis 4.2.  Na zakladé

monoisotopickych hmot nalezenych algoritmem SNAP byl sestaven soubor hmot,

jejichz i

dentifikace byla provedena na zakladé presné hmoty programem Links.
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4.5.1.3 Chemické zesiténi proteinu mNKkr-p1laiso2

Metoda chemického zesiténi proteinii v kombinaci s MS je vyuZivana kpopisu
vzdalenosti  funkénich  skupin  aminokyselin v trojrozmérné  strukture
za fyziologickych podminek. Data ziskana touto metodou mohou tedy napomoci
k reSeni této 3D struktury proteinu.

Pro zesiténi proteinu mNkr-plaiso2 byla pouzita homobifunkéni cinidla
DSS (disukcinimidyl suberat) a DSG (disukcinimidyl glutarat), ktera na obou koncich
obsahuji N-hydroxysukcinimidovou (NHS) esterovou skupinu a jejichz struktrura je
spolu s délkou raménka zobrazena na Obr. 17. NHS esterova skupina umoziiuje reakci
Cinidla s primarni aminoskupinou - upolypeptidu tedy sjeho N-koncem
nebo s postrannim fetézcem lysinu. Pro snadnéjsi identifikci zesiténych peptidi byly

vyuzity rovnéz 4x deuterované formy téchto cinidel.

7.7
N/O\H/”\V/A\ﬁ/O\N
o o}

o DSG o

11,4

| i O
0 0
N/O\“/\/\/\)‘\O/N
o
o DSS

Obr. 17. Chemické vzorce pouzitych sitovacich ¢inidel DSG a DSS spolu s délkou distan¢niho

raménka v A.
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Sitovaci reakce

Pro kazdou sitovaci reakci bylo pouzito celkem 15 pg proteinu v pufru obsahujicim
10mM HEPES (pH 7,5) a 50mM NaCl. Celkem bylo provedeno Sest sitovacich reakci:
s Cinidlem DSS:DSSD4 i DSG:DSGD4 v 5-, 10- a 20M nadbytku ¢inidla oproti proteinu
(Obr. 18). Tyto reakcni smési byly ponechany inkubovat 1 hod pti laboratorni teploté.

mNkr-pla iso2

Cinidla | - Cinidla |
\ ! i | |

Obr. 18. Schématické znazornéni sitovaci reakce. Protein mNkr-pla iso2 byl modifikovdn jednak
smeési 1:1 deuterované a nedeuterované formy cinidla DSG, jednak cCinidlem DSS.

Se zesiténymi vzorky proteinu byla provedena separace v komercné dostupném
gradientovém (4-12%) polyakrylamidovém gelu v prostiedi aniontového detergentu
dodecylsiranu lithného (LDS) (analogické SDS-PAGE - kapitola 4.1.3).

Na gel bylo aplikovano celkem 10 pg proteinu z kazdé reakéni smési, k nimz byl
pridan komer¢ni 4x koncentrovany redukujici vzorkovy pufr NuPAGE. Vzorky byly
pred aplikaci na gel denaturovany pétiminutovym povienim pii 90 °C a poté 1 min
centrifugovany 10 000x g pri laboratorni teploté.

Z gelu byly nasledné vyriznuty oblasti odpovidajici modifikovanému monomeru
proteinu  mNKkr-plaiso2. Dal$i zpracovani gelu, priprava vzorku isamotna

LC-MS analyza byly shodné s kapitolou 4.5.1.2.
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4.5.2 Nuklearni magneticka rezonance

Nuklearni magnetickd rezonance byla vyuZita pro ovéreni toho, zda rekombinantni
protein mNkr-plaiso2 zaujima definovanou 3D strukturu. JelikoZ neni izotopové
znaCeny, bylo provedeno meéreni jednorozmérného NMR spektra proatomova
jadra H.

Pro stanoveni byl pouZit protein o koncentraci 0,1mM. Jako pufr poslouzil
10mM HEPES s 50mM NaCl (pH 7,5), donéjZ byl protein preveden béhem gelové
filtrace (kapitola 4.4.2), spridavkem 10% D20. Vzorek byl méfen pfi25°C
na 600 MHz NMR spektrometru Avance [l HD vybaveném 1H/13C/15N TCI
kryosondou.

Méreni NMR experimentid bylo provedeno Mgr. Josefem Chmelikem, Ph.D.

4.5.3 Dynamicky rozptyl svétla
Metoda DLS, ktera je rychla a nedestruktivni, byla vyuZita za icelem ovéreni toho,
zda je vzorek proteinu ziskany gelovou filtraci monomerni a zda ani v priibéhu jeho
skladovani pti 4 °C nedochazi ke vzniku agregati.

Pro stanoveni byl pouzit vzorek proteinu mNkr-plaiso2 vpufru opH7,5
obsahujicim 10mM HEPES s 50mM NaCl. Koncentrace proteinu pouZitého pro méreni
¢inila 0,4 mg/ml. DLS byl méren na pristroji Zetasizer Nano ZS90.

Méreni DLS i nasledujiciho CD bylo provedeno Tatsianou Charnavets, Ph.D.

4.5.4 Cirkularni dichroismus

Metodou CD, ktera je stejné jako DLS rychla, nedestruktivni a nenaro¢na na mnozstvi
vzorku, jsme ziskali informaci o tom, jaké je procentualni zastoupeni jednotlivych
typi  sekundarnich struktur, provedenim analyzy vblizké UV oblasti
elektromagnetického spektra (190 - 260 nm).

Abychom mohli takto odhadnout zastoupeni sekundarnich struktur, je nutné znat
presnou koncentraci proteinu, Mw a jeho primarni strukturu. Pro analyzu, ktera byla
provedena ve vodném roztoku obsahujicim 0,6mM HEPES a3mM NaCl, ¢inila
koncentrace proteinu 0,1 mg/ml. Méreni bylo provedeno pomoci pristroje

Chirascan CD spectrometer.
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4.6 Predikce sekundarni struktury proteinu mNkr-p1la iso2

Ze znamé aminokyselinové sekvence byly pomoci algoritmu PSIPRED121.122 ziskany
predikce sekundarnich struktur pro celou molekulu proteinu mNkr-plaiso2
a pro jeho N-terminalni a ,extracelularni ¢ast sekvence. Pro vSechny tyto jednotlivé
¢asti molekuly byly nasledné v programu PyMol vytvotreny predikce modeli jejich

3D struktury.
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5) VYSLEDKY

5.1 Exprese rekombinantniho proteinu mNkr-p1laiso2

5.1.1 Transformace produk¢énich kompetentnich bunék a vybér
vhodného produkéniho klonu

Prvnim krokem priiexpresi rekombinantniho proteinu mNkr-plaiso2 byla
transformace bakteridlnich produkcénich kompetentnich bunék E.coli kmene
BL21-Gold(DE3) metodou teplotniho Soku (kapitola 4.1.1).

Na Petriho misce s LB agarem (kan, tet) narostlo dostate¢né mnoZstvi kolonii,
které byly navzajem dobfe rozliSitelné. Z nich byly vybrany Ctyti pékné rostlé kolonie,
s nimizZ bylo dale pracovano. Na kontrolni agarové misce Zadné kolonie pozorovany
nebyly, ¢imZ byla vylou€ena kontaminace pouZitych kompetentnich bunék.

Vhodny produkéni klon byl vybran nazakladé provedeni SDS-PAGE
v 15% polyakrylamidovém gelu (kapitola 4.1.3). Na Obr. 19 pozorujeme expresi
proteinu vevsSech ,+“ drahdch indukovanych 0,1mM IPTG alze mezisebou

porovnavat produkceschopnost jednotlivych bakterialnich klonfi.

M 1+ - 2+ 2- 3+ 3- 4+ 4
116,0 kDa Obr. 19. Fotografie gelu zSDS-PAGE
66,2 kDa provedené za ucelem vybéru vhodného
producenta. Drdhy oznacené znaménkem
plus (+) obsahuji indukované buriky, drdhy
oznacené minus (-) buriky neindukované
IPTG. Drdha M- proteinovy standard
25,0kDa : 4 molekulovych  hmotnosti.  Klinkem  je
vyznacena pozice exprimovaného proteinu.

45,0 kDa

35,0 kDa

(
{
(Wil
il

18,4 kDa

14,4 kDa

K optimalizaci podminek pro produkci proteinu ve velkém objemu média byl

zvolen bakterialni klon ¢. 1.
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5.1.2 Nalezeni vhodnych produkénich podminek

Vhodné podminky pro expresi proteinu byly hledany z diivodu maximalizace vytézku
v co nejkratSim casovém useku. Testovana byla koncentrace induktoru exprese IPTG
(cietc), teplota adélka produkce (kapitola4.1.4.1). Vysledky optimalizace byly
vyhodnocovany nazakladé provedeni SDS-PAGE v 15% polyakrylamidovém gelu
(Obr. 20).

Cprg/ MM Teplota / °C
M Ki 001 005 91 0,2 '0:3 05 07 10 M K 40 37 35 30 24
116,0 kDa = . 116,0 kDa
66,0kDa 66,0 kDa
45,0 kDa '
b fi 45,0 kDa -
35,0 kDa ——— —
25,0 kDa - 2
20kbeg - — - e 4
18,4 kDa 18,4 kDa
14,4 kDa - = -
14,4 kDa

Doba exprese / hod.
M 1 2 25 3 4 6 8 12 K

116,0kDa ~ =
66,0kDa
45,0 kDa
35,0 kDa

25,0 kDa =

18,4 kDa
-

14,4 kDa

Obr. 20. Fotografie geli z SDS-PAGE zachycujici vysledky hledani vhodnych produkénich
podminek pro protein mNkr-plaiso2. Drdha M- proteinovy standard molekulovych hmotnosti;
drdha K - neindukované buriky. Klinkem je vyznacena pozice exprimovaného proteinu.

Pro produkci ve velkém objemu pak byly zvoleny takové podminky, pti nichz byl
protein produkovan v obstojném mnozstvi, zasoucasné minimalni produkce
ostatnich proteinti. V piipadé koncentrace IPTG byla vybrana 0,1mM; za optimalni
teplotu bylo zvoleno 35 °C a délka produkce 6 hod.

Protein byl za téchto podminek produkovan celkem ve 21 LB média (kan, tet)

dle kapitoly 4.1.5.
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Exprese proteinu mNkr-plaiso2 vjednotlivych kultiva¢nich nadobach béhem

velkoobjemové  produkce  byla  potvrzena  prostrednictvim

v 15% polyakrylamidovém gelu (Obr. 21).

M 1 1+ 2- 2+ 3- 3+ 4- 4+

66,2 kDa
45,0 kDa
35,0 kDa — — — —
25,0 kDa .

’ - e o <
18,4 kDa

T - B
Obr. 21. Fotografie gelu SDS-PAGE zachycujici expresi proteinu
mNkr-p1laiso2 pri velkoprodukci. Drdha M - proteinovy standard
molekulovych hmotnosti; drdhy 1-4 - jednotlivé kultivacni nddoby,
drdhy minus (-) - buniky pred indukci IPTG; drdhy plus (+) - buriky pred
sklizenim. Klinkem je vyznacena pozice exprimovaného proteinu.

SDS-PAGE

Za podminek analogickych podminkdm produkce ve velkém objemu (inokulace,

teplota) byla sledovana rlistova kiivka produké¢nich bakterii (Obr. 22).

Ristova kfivka BL21-Gold(DE3)
1

3,5 . o . *
3 . .

2,5
2 *

1,5
1

0,5 .
*

0D

0e e
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
t/hod.

Obr. 22. Riistova krivka bakterialniho kmene E. coli BL21-Gold(DE3)
transformovanych plasmidem pro produkci proteinu mNkr-p1laiso2.
Graf zdvislosti ODsoo na délce kultivace. V ¢ase, kdy ODeoo dosdhla hodnoty 0,6,
byla kultivacni teplota sniZena z 37 °C na 35 °C.

59



5.1.3 Izolace inkluznich télisek
Po produkci ve velkém objemu byla provedena izolace inkluznich télisek dle postupu
v kapitole 4.1.6.
Kazda peleta ziskana z4x0,51 LBmédia (kan, tet) byla resuspendovana
v sacharosovém lyza¢nim pufru, ¢imz bylo vkombinaci s ultrazvukovou
sondou opakovanym zamraZenim/rozmrazZenim a vyuzitim lysozymu docileno
rozbiti bunék ahomogenizace bunécné suspenze. Bunécné membrany pak byly
rozpustény v pufru s detergentem, ktery byl nasledné odstranén promyvacim pufrem.
Po celou dobu priibéhu izolace inkluznich télisek byly odebirany vzorky,
supernatanty asedimenty po centrifugaci, snimiZ byla provedena SDS-PAGE

v 15% polyakrylamidovém gelu dle kapitoly 4.1.3 (Obr. 23). Tak byla sledovana

116,0 kDa
66,2 kDa

45,0 kDa
35,0 kDa

25,0 kDa

‘ 1F

18,4 kDa

14,4 kDa

Obr. 23. Fotografie gelu SDS-PAGE zachycujici priabéh
izolce inkluznich télisek. Drdha M - proteinovy standard
molekulovych hmotnosti; 1 - supernatant po sklizeni bunék;
2 - lyzované buriky; 3 - supernatant po lyzi bunék v SLP;
4- bunéind suspenze promytd pufrem s detergentem;
5-  supernatant po promyti pufrem s detergentem;
6 - precisténd inkluzni téliska; 7 - supernatant po promyti
pufrem bez detergentu. Klinkem je vyznalena pozice
exprimovaného proteinu.

ucinnost izolace v jednotlivych izola¢nich krocich.

Z elektroforeogramu lze pozorovat, Ze z bunécného lyzatu byl postupnymi kroky
ziskan sediment obsahujici prevazné precisténa inluzni téliska a pouze nizky obsah
ostatnich bakterialnich proteind.

Z 11 LB média (kan, tet) bylo ziskano celkem 625 mg preciSténych inkluznich

télisek.
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5.2 Invitro renaturace proteinu mNkr-plaiso2
Po izolaci inkluznich télisek byl protein podroben renaturaci metodou tzv. rychlého
naredéni podle postupu v kapitole 4.2.

Roztok proteinu byl po renaturaci a dialyze zakoncentrovan pomoci ultrafiltrace
a centrifugacniho  koncentratoru (kapitola 4.3). Pred samotnym purifikatnim
krokem (GF) byla provedena vizualizace prabéhu invitro renaturace pomoci
SDS-PAGE v 15% polyakrylamidovém gelu (Obr. 24). JelikoZ koncentrace proteinu
v jednotlivych krocich byla pro detekci prostiednictvim CBB R-250 pfriliS nizka, bylo

116,0 kDa s
66,2 kDa ==

45,0 kDa :
35,0 kDa

25,0 kDa w== - ‘
18,4 kDa (il
14,4 kDa W=

Obr. 24. Fotografie gelu SDS-PAGE zachycujici pribéh
invitro renaturace. Drdha M- proteinovy standard
molekulovych  hmotnosti; drdhy R- roztok proteinu
po renaturaci; drdhy D- roztok proteinu
po dialyze; drdhy GF - zakoncentrovany protein, ktery byl ddle
postoupen na gelovou filtraci. Drdahy /N znaci neredukujici
prostredi, zatimco drdhy /R prostiedi redukujici. Klinkem je
vyznacena pozice renaturovaného proteinu.

potieba provést citlivéjsi barveni stiibrem dle kapitoly 4.1.3. Z Obr. 24 Ize pozorovat,
Ze ke sbaleni proteinu a zapojeni disulfidovych vazeb dochazi aZ béhem dialyzy, kdy
je nagelu vidét rozdilnd pohyblivost vzorku v neredukujicim prostredi oproti

prostiredi redukujicimu.
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5.3 Purifikace proteinu mNkr-p1laiso2

5.3.1 Iontové vyménna chromatografie

10 ml koncentrovaného proteinu (¢ = 0,7 mg/ml) bylo naneseno na kolonu urcenou

pro iontové vyménnou chromatografii. Vystup metody s vyznaCenymi eluovanymi

frakcemi je zndzornén naObr. 25. Frakce odpovidajici elu¢nimu maximu

lze pozorovat na Obr. 26.

i mNKR—P1A is02
1 2 3 4 5 6 Q-Sepharose FF
FR: 3 ml/min
0,19 -
£
c 0,14 -
o
=]
~
<
0,09 -
LT
0,04 /
0,01
o 10 20 30 40 50 60 70 B0 S0
t/min

Obr. 25. Elu¢ni profil mNKkr-plaiso2 - chromatogram iontové vyménné
chromatografie. Gradient: 10 min pufr A, 60 min gradient (100 % pufrA — 40 %
pufr A + 60 % pufr B), 10 min pufr B, 10 min pufr A.

Frakce: 1 (28,3 - 33,8 min), 2 (33,8 - 39,4 min), 3 (39,4 - 42,9 min),

4 (42,9 - 47,5 min), 5 (47,5 - 52,3 min), 6 (52,3-58,2min).

M IN 2N 3N 4N 1R 2R 3R 4R M I/N GF/N I/R GF/R
188 kDa 188 kDa
49 kDa 49 kDa
28 kDa
428 K0a - g
s
-
144Da 14 kDa

Obr. 26. Fotografie gelii SDS-PAGE zachycujici priibéh iontové vyménné
chromatografie. 1-4 - jednotlivé eluované frakce, I - nandska na ionex, GF - nandska
na gelovou filtraci. Drdhy N zna(f neredukujici prostredi, zatimco drdhy R prostiedi
redukujici. Klinkem je vyznacena pozice monomerni formy proteinu.
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5.3.2 Gelova filtrace nasledujici po IEC

500 pl vzorku (GF) o koncentraci 1,0 mg/ml, zakoncentrovaného zfrakci 2 a3
po provedeni IEC a pripraveného dle kapitoly 4.4.2, bylo aplikovano na kolonu
Superdex75 HR 100/300, kde probihala separace (Obr. 27). Frakce byly sbirany

v objemu 1 ml.

600 -
550 - Superdex75
500 FR: 0.4 ml/min

450 -
400 -
350 -
300 -
250 -
200 -
150 -
100 -
50 -

0 + i . . .

-50 0 5 10 15 20
V/ml

A280n m

Obr. 27. Elu¢ni profil proteinu mNkr-plaiso2 sledovany pii vinové délce
280 nm béhem gelové filtrace nasledujici po IEC. Rychlost priitoku mobilni fdze
kolonou Superdex75 HR 100/300 byla 0,4 ml/min.

Jednotlivé  eluované frakce byly analyzovany pomoci SDS-PAGE

v 15% polyakrylamidovém gelu v redukujicim i neredukujicim prostredi dle kapitoly

4.1.3 (Obr. 28).

M 9N 10N 1IN 12N 9R 10R 11R 12R
66 kDa

29 kDa

24kDaD -

14 kDa w=

Obr. 28. Fotografie gelu SDS-PAGE zobrazujici frakce ziskané gelovou
filtraci nasledujici po 1IEC. Drdha M - proteinovy standard molekulovych
hmotnosti; drdhy 9-12 - eluované frakce. Drdhy N znali neredukujici
prostredi, zatimco drdhy R prostredi redukujici. Klinkem je vyznacena pozice
proteinu.
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5.3.3 Gelova filtrace bez piredchazejici IEC

440 pl vzorku (GF) pripravenych dle kapitoly 4.4.2, u nichZ byla zmérena koncentrace
postupem podle kapitoly 4.4.3 (Tabulka 5), bylo aplikovdno na kolonu
Superdex75 HR 100/300, kde probihala separace (Obr. 29).

Tabulka 5: Celkové mnozZstvi proteinu (m) aplikovaného
na kolonu pro gelovou filtraci.

vzorek V/ul c/mg.ml-1 m/mg
GF 440 6,3 2,7

[van-ase s as7-ass|

\

1600

A,z0/mAu

800

\

400 \

/ \
ﬂ 7
0 \ <
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 60 64
¢as/min

Obr. 29. Elu¢ni profil proteinu mNkr-plaiso2 sledovany pii vinové délce 280 nm béhem
gelové filtrace. Rychlost priitoku mobilni fdaze kolonou Superdex75 HR 100/300 byla 0,4 ml/min.
Elucni profil proteinu je zndzornén modrou linii. V hornich rdmeccich jsou zaznamendna Cisla
eluovanych frakci.

Z elu¢niho profilu proteinu lze pozorovat, Ze k maximalni eluci monomerni formy
rekombinantniho mNkr-plaiso2 dochazi ve 31. minuté. Ackoli monomerni forma
(~22,0 kDa) je vyrazné v prevaze, ve vzorku se vyskytoval i maly podil dimerni formy
eluované v 27. minuté (~44,0 kDa).

Jednotlivé  eluované frakce byly analyzovany pomoci SDS-PAGE
v 15% polyakrylamidovém gelu v redukujicim i neredukujicim prostredi dle kapitoly
4.1.3 (Obr. 30, str. 65). Z elektroforeogramti lze pozorovat, Ze monomerni forma byla
vkazdé zeluovanych frakci zastoupena vevyrazném nadbytku. U frakci

v neredukujicim prostiedi je pakvidét ufrakce 2N,3N a 4N pritomnost dimeru.
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U frakci v neredukujicim prostredi lze oproti prostredi redukujicimu pozorovat

lehkou zménu v mobilité vlivem piitomnosti disulfidovych vazeb.

M IN 2N 3N 1R 2R 3R M 4N SN 6N 7N 4R SR 6R 7R
116,0 kDa 116,0 kDa
BA 66,2 kDa
45,0kDa Ak
35,0 kDa 35,0kDa
25,0 kDa
25,0 kDa _..‘ - ‘-..-{
18,4 kDa
18,4 kDa
14,4 kDa
14,4 kDa

Obr. 30. Fotografie geli SDS-PAGE zobrazujici frakce ziskané gelovou filtraci. Drdha M -
proteinovy  standard molekulovych hmotnosti; drdhy 1-7 - eluované frakce. Drdhy
N zna¢i neredukujici prostiedi, zatimco drdhy R prostiedi redukujici. Klinkem je vyznacena pozice
monomerni formy proteinu.

Na zakladé porovnani vzorkt z gelové filtrace s predchazejici IEC a bez ni byla
zdivodu co mozna nejvysSiho urychleni purifikacniho procesu metoda IEC
v konecném purifikatnim usporadani vynechana. Jak se totiz ukazalo, Cistota
vysledného produktu tim neni nikterak ovlivnéna a predevSim u ptipravovaného

proteinu nedochazi k vyraznéjsi degradaci (Obr. 31).

GF se zahrnutim IEC GF bez predchazejici IEC
M 9N 10N 1IN 12N 9R 10R 11R 12R M 4N 5N 6N 7N 4R 5R B6R 7R

66 kDa 116,0 kDa
66,2 kDa

45,0 kDa

29 kDa 35,0 kDa
24 kDa ‘ 25,0 kDa
== 18,4 kDa

14 kDa w= 14,4 kDa

Obr. 31. Fotografie gelu SDS-PAGE zobrazujici frakce ziskané gelovou filtraci, ktera nasledovala
po provedeni IEC a jeji porovnani s vysledkem v usporadani bez IEC. Drdha M - proteinovy standard
molekulovych hmotnosti; drdhy 9-12 - eluované frakce. Drahy N znaci neredukujici prostredi, zatimco drdhy R
prostredi redukujici. Klinkem je vyznacena pozice monomerni formy proteinu.
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5.3.4 Stanoveni koncentrace proteinu a celkového vytézku
Koncentrace proteinu obsaZeného v jednotlivych frakcich ziskanych gelovou filtraci
byla mérena spektrofotometricky dle kapitoly 4.4.3. Jako vstupni parametry byla
zadana teoretickid Mw = 22 210,0 Da a €280 = 49 430 M-L.cm™.

Vysledna koncentrace proteinu v prislusnych frakcich je uvedena v Tabulka 6,

spolu s celkovym mnoZstvim proteinu, které bylo ziskano z 0,5 1 LB média.

Tabulka 6: Koncentrace frakci ziskanych
gelovou filtraci, odpovidajicich monomerni
formé proteinu mNkr-plaiso2, av nich

obsaZené celkové mnoZstvi proteinu.

¢.

frakce c/mg.ml-1 m/mg
4 0,4
5 1,0
6 1,0 L4
7 0,5
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5.4 Charakterizace struktury mNkr-p1a iso2

5.4.1 Ovéreniidentity proteinu mNkr-p1la iso2

Po gelové filtraci byla frakce obsahujici monomerni protein zbavena
nizkomolekularnich kontaminant dle kapitoly 4.5.1.1, aby mohla byt prostrednictvim
méreni intaktni hmoty metodou MS ovérena identita vysledného produktu (Obr. 32).
Pomoci nastroje Compute pl/Mw tool!l? byla ze zndmé aminokyselinové sekvence
(Obr. 10, str. 28) vypoctena teoreticka monoisotopickd hmota v redukovaném stavu
Mw =22 195,79 Da. Po dekonvoluci hmotnostniho spektra byla stanovena vysledna
monoizotopickd hmotnost 22 189,01 Da - ta odpovidd celkové hmoté proteinu
se dvéma redukovanymi cysteiny. V hmotnostnim spektru byl nalezen i minoritni
fragment proteinu s hmotou 21 769,87 Da bez ¢tyt pocatecnich aminokyselin - tato

forma ma vSechny cysteiny v oxidovném stavu.

Intens.

x10° s
19y 123372932
'1168.85088
8
6 \ | /
306.2469 ] I| ‘ I| L I
'1206.24691 | L A
W |
Mlk_J"uJ W U u UU \J UL&.JLJL
4] 12340 12340 12347 12343 12344 12345 12ME 1247 12348 1?3‘_9__
20+
. 16+
21 1089.49960 '1388,01579
15+
‘ '1480.21280
0 — . i 1J i |- Al | 1L n : L . .
200 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 miz

Obr. 32. Hmotnostni spektrum proteinu mNKkr-p1a iso2 méfené pomoci ESI-FT-ICR MS.
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5.4.2 Identifikace zapojeni disulfidovych vazeb

Pred samotnou analyzou zapojeni disulfidovych vazeb v proteinu mNkr-plaiso2
z peptidii byl na zdkladé zndmé monoizotopické hmotnosti vytvoren odhad poctu
cysteinti formujicich disulfidovou vazbu. Jak bylo zminéno v kapitole 5.4.1, naméfena
intaktni hmota odpovida proteinu se dvéma redukovanymi cysteiny. ProtoZe protein
mNkr-plaiso2 ¢itd celkem osm cystein, v molekule by mély byt piitomny
tri disulfidové vazby.

Provlastni  mapovani  disulfidovych  vazeb  byly  zneredukujiciho
elektroforetického gelu, nanémzZ byly vizualizovany jednotlivé frakce eluované
béhem gelové filtrace (Obr. 30, kapitola5.3.3), vyriznuty zény odpovidajici
monomerni formé mNkr-plaiso2 (frakce 4N - 7N a 4R - 7R pro kontrolu (Obr. 33))
a zpracovany postupem uvedenym v kapitole 4.5.1.2.

M 4N 5N 6N 7N 4R 5R 6R 7R

116,0 kDa
66,2 kDa

45,0 kDa
35,0 kDa

25,0 kDa - - - —
18,4 kDa

14,4 kDa

Obr. 33. Fotografie elektroforetického gelu zobrazujici
frakce eluované gelovou filtraci (Obr. 30, str. 65). Klinky
jsou vyznaleny pozice neredukované a redukované formy
monomerniho proteinu, jeZ byly pouZity pro identifikaci
disulfidovych vazeb.

V Tabulka 7 jsou uvedeny peptidy ajim odpovidajici cysteiny unichZ bylo

potvrzeno propojeni disulfidovou vazbou.

Tabulka 7: Cysteiny proteinu mNkr—p1la iso2 propojené
disulfidovou vazbou.

mNKkr-p1la iso2
Peptidy spojené Cysteiny spojené
SS vazbou SS vazbou
41-51/52-58 C41 - C55
70-92 C72 -(C89
147-163/164-174 C156 - C169
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V molekule proteinu mNkr-plaiso2 byla nalezena tato nejCastéjSi zapojeni
cysteinii: prvni cystein s druhym, Ctvrty s patym a Sesty se sedmym. Tieti a osmy
cystein jsou pravdépodobné v redukovaném stavu a ziistavaji nezapojeny.

ProtoZe je tato prace zaméfena na rozpustnou formu mysiho receptoru Nkr-p1a,
ktery se fadi mezi proteiny obsahujici CTLD, je vysoce pravdépodobné, Ze by cast
sekvence odpovidajici extracelularnimu segmentu receptoru Nkr-plaisol, mohla
rovnéz obsahovat tento strukturni motiv. V Tabulka 8 jsou zobrazeny rlizné piiklady
konzervovanych disulfidovych vazeb vramci CTLD domény, které byly dohledany
pomoci proteinové databaze Swiss-Prot. Pokud bychom tedy uvaZzovali u proteinu
mNkr-plaiso2 rovnéZz pritomnost CTLD, dle Tabulka 8 by odpovidalo nami

identifikované zapojeni cysteinii nasledujcimu schématu: C1*-C2*/ C2-C3 / C4-C5.

Tabulka 8: Ri(izné mozZnosti zapojeni cysteinii v ramci CTLD.

Pocet C | Pocetc | PO b . Priklad
v CTLD | v krcéku 55 Schéma propojent proteinu
vazeb
4 1 1 C1*-C2 Clr-b
4 2 2 C1-C4 / C2-C3 Nkr-p1b/d/f
6 1 3 C1-C2 / C3-C6 / C4-C5 NKG2C
6 2 3 C1-C2 / C3-C6 / C4-C5 Nkr-pla/c
6 1 4 C1-C2 / C3-C6 / C4-C5 / C1*HD NKG2A
6 3 4 C1*-C1 / C2*-C2 / C3-C6 / C4-C5 NKG2D
6 3 5 C1*-C1 / C3*-C2 / C3-C6 / C4-C5 / C2*HD | CD94
8 2 4 C1-C2 /C3-C7 / C4-C8 / C5-C6 Ly49c/e/h
9 3 4 C1-C2 / C3-C7 / C4-C8 / C5-C6 Ly49a/d

* znaci C z krckové oblasti; HD molekula skrz tento Cys tvoii heterodimer
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5.4.3 Chemické zesiténi proteinu mNkr-p1la iso2
Pro chemické zesiténi 15 pg monomerniho proteinu byla pouzita homobifunkéni
Cinidla DSS a DSG vZdy v 5-, 10- a 20molarnim nadbytku oproti proteinu.

Analyza reakcnich smési (kapitola 4.5.1.3) byla provedena pomoci 4-12%
gradientového Bis-Tris gelu a jeji vysledek je zobrazen na Obr. 34 Z néj lze pozorovat,
ze doSlo k zesiténi proteinu prisluSnymi cinidly. Zaroven lze ve vSech pripadech
pozorovat, Ze dochazi i ke vzniku dimerni formy. Analyza propojeni odpovidajicich
funkénich skupin mezi jednotlivymi aminokyselinami vSak byla provedena
pouze pro monomerni formu zesiténého proteinu, jehoZ pozice je na Obr. 34

vyznacena Cervenymi ramecky.

198 kDa
98 kDa
62 kDa

49 kDa

38 kDa
28 kDa

14 kDa

6 kDa

Obr. 34. Fotografie gelu z LDS elektroforézy zesiténého proteinu mNkr-p1la so2.
Nejintenzivnéjsi zéna z kaZdé drdhy oznaclend cervenym rdmeckem byla z gelu
izolovdna a pouZita k LC-MS analyze. Drdha M - proteinovy standard molekulovych
hmotnosti; drdhy CTRL_R - kontrola v redukujicim prostiedi; zbylé drdhy obsahuji
reakéni smési odpovidajici pouZitému sitovacimu Cinidlu a jeho moldrnimu nadbytku
oproti proteinu. Klinkem je vyznacena pozice zesiténého proteinu mNkr-pla isoZ2.

Z gelu izolované proteiny byly Stépeny trypsinem a nakonec odsoleny a predany
na analyzu pomoci hmotnostni spektrometrie. Na zakladé této analyzy, jejiz vysledky
jsou shrnuty v Tabulka 9 na ndasledujici str. 71, byla potvrzena piitomnost tii spojeni
mezi lysiny pro ¢inidlo DSG i DSS. Dale byla identifikovana dvé propojeni lysinu

s N-koncem a nékolik tzv. zavéSenct, které jsou navazany pouze na jeden lysin.
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Tabulka 9: Vysledky MS analyzy peptidovych fragmenti po chemickém sitovdni Einidly DSG a DSS.

DSG
Zesiténé . . Zesiténé
peptidy Peptidova sekvence aminokyseliny
6—14/31-40 VYFGLKPPR - VLIQKPSIEK K11 -K35
31-40/41-58 VLIQKPSIEK - CYVLIQENLNKTTDCSAK K35 -K51
31-40/52-69 VLIQKPSIEK - TTDCSAKLECPQDWLSHR K35 - K58
1-5/6-14 MDTAR - VYFGLKPPR M1 -K11
1-5/31-40 IVIDTAR - VLIQKPSIEK M1 - K35
6-30 VYFGLKPPRTPGAWHESPPSLPPVR K11
31-40 VLIQKPSIEK K35
41 -58 CYVLIQENLNKTTDCSAK K51
52-69 TTDCSAKLECPQDWLSHR K58
70-92 DKCFHVSQVSNTWEEGLVDCDGK K71
107 - 115 FLLDSIKEK K113
114-124 EKYNSFWIGLR K115
147 -174 ITGDTENDSCAAISGDKVTFESCNSDNR K163
175-194 WICQKELYHETLSNYVGYG K179
DSS
Zesiténé . . Zesiténé
peptidy Peptidova sekvence aminokyseliny
6—14/31-40 VYFGLKPPR - VLIQKPSIEK K11 -K35
31-40/41-58 VLIQKPSIEK - CYVLIQENLNKTTDCSAK K35 -K51
31-40/52-69 VLIQKPSIEK - TTDCSAKLECPQDWLSHR K35 - K58
1-5/6-14 MDTAR - VYFGLKPPR M1-K11
1-5/31-40 MDTAR - VLIQKPSIEK M1 —-K35
6-14 VYFGLKPPR K11
31-40 VLIQKPSIEK K35
52-69 TTDCSAKLECPQDWLSHR K58
107 -115 FLLDSIKEK K113
114-124 EKYNSFWIGLR K115
147 -174 ITGDTENDSCAAISGDKVTFESCNSDNR K163
175-194 WICQKELYHETLSNYVGYG K179
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5.5 Ovéreni pritomnosti vyssi prostorové struktury

5.5.1 Nuklearni magneticka rezonance

Frakce ziskané gelovou filtraci obsahujici monomerni protein byly zakoncentrovany
na 0,1mM. Stimto vzorkem pak bylo naméreno Mgr.]Josefem Chmelikem, Ph.D.
jednorozmérné 1H-NMR spektrum, které je vidét na Obr. 35. Ze spektra lze pozorovat
dobrou distribuci signalli v oblastech typickych pro methylové skupiny (-0,5-1 ppm)
a pro aminoskupiny  (7,5-11 ppm), coZodpovidd  proteinu s definovanou

3D strukturou.

UU MUM

T T T T T T T T T T T T T
11 10 9 8 7 6 5 I 3 2 1 0 -1 ppm

Obr. 35. 1H-NMR spektrum proteinu mNKkr-p1la iso2.
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5.5.2 Dynamicky rozptyl svétla a cirkularni dichroismus
Mérenim DLS bylo potvrzeno, Ze vzorek proteinu mNkr-plaiso2 je monodisperzni

anejsou vném pritomny zZadné formy agregace. Vysledek méreni provedeného

Tatsianou Charnavets, Ph.D. je zobrazen na Obr. 36.

Distribuce velikosti podle poctu castic
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|7 Record 7: mNKR-P1Ai2 0.4 mg/ml 2 Record 8: miKR-P1Ai2 0.4 mg/mi 3

Obr. 36. Vystup méreni DLS.

Analyza sekundarni struktury metodou CD v blizké UV oblasti (190 - 260 nm)
rovnéz provedena Tatsianou Charnavets, Ph.D. poskytla informace o procentudlnim
zastoupeni jednotlivych sekundarnich struktur. Vysledné spektrum je praveé linearni

kombinaci vSech prispévkli zméfenych sekundarnich struktur. Vystup metody CD

je zobrazen na Obr. 37.

mNkr-plaiso2 0,1 mg/ml
1,0 -
-1,0 A
-3,0 A 190 - 260 nm
a-helix 19,9 %
w 50 - P
_g antiparalelni B-struktura 23,5 %
E paralelni B-struktura 9,7 %
~ 7,0 o
8 B-otacka 18,9 %
90 4 neusporadana struktura 28 9%
! celkové 100 %
-11,0
-13,0
-15,0 T T T T T T T
190 200 210 220 230 240 250 260
A/nm

Obr. 37. Vystup z méieni metodou CD. Graf zdvislosti moldrni elipticity na vinové délce, z néjZ Ize

predikovat procentudini zastoupeni elementii sekunddrni struktury. 73



5.6 Predikce struktury proteinu mNkr-p1la iso2

Pomoci algoritmu PSIPRED byly ziskany predikce sekundarnich struktur pro celou
molekulu proteinu mNkr-plaiso2 aprojeho N-terminalni a,extracelularni“ cast
sekvence (Obr. 38). Pro vSechny tyto jednotlivé ¢asti molekuly pak byly v programu
PyMol vytvoreny modely jejich predikované 3D struktury (Obr. 39, str. 75).

mNKkr-pla iso2 - cely protein
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Pokracovani na nasledujici strané.
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mNKkr-pla iso2 - ,extracelularni” ¢ast
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Legenda:

D = helix Conf: ],:]IIE — Spolehlivost predikce
- +

= PB-vldkno Pred : Predikovand sekundarni struktura

neuspor.
= struktura AA: Cilova sekvence

Obr. 38. Sekundarni struktury pro protein mNkr-plaiso2
predikované algoritmem PSIPRED.

Obr. 39. Modely proteinu mNkr-p1a iso2. A. cely protein mNkr-p1la iso2; B. N-terminalni ¢ast

mNkr-plaiso2; C. ,extracelularni” ¢ast mNkr-pla isoZ2.
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6) DISKUZE

Prvnim krokem diplomové prace byla produkce proteinu mNkr-plaiso2
v bakteridlnim expresnim systému. Krom toho, Ze v tomto systému byla v minulosti
uspésné vyprodukovana iisoforma 1, byl zvolen zejména diky své nenarocnosti,
rychlosti, vy$si vytéZnosti a v neposledni radé také ekonomicnosti.

Bakterialni bunky E.coli BL21-Gold(DE3) byly transformovany plasmidem
metodou teplotniho Soku. Pojejich selekci naagarovych plotnach s antibiotiky
kanamycinem a tetracyklinem byl proveden vybér vhodného producenta. Ackoli
produkce byla poindukci roztokem IPTG velice dobrd asrovnatelna uvsSech
vybranych bakteridlnich klonti, na zakladé testu exprese byl zvolen produkéni Klon,
pro tento klon proveden vybér optimalnich podminek pro velkoobjemovou produkci
z hlediska koncentrace induktoru IPTG, teploty a délky produkce.

Protein, ktery jsme po velkoobjemové produkci za vybranych podminek obdrzeli
ve formé inkluznich télisek, znich byl izolovan, solubilizovin arenaturovan
metodami dle ovéreného protokolu, jez je standardné vyuzivan nasi laboratofii.
Renaturovany protein byl nasledné dialyzou ptreveden do fyziologickych podminek,
piinichz byl koncentrovan. Vysledek SDS-PAGE renaturovanych proteini ukazal
jednak to, Ze ke sbaleni proteinu a zapojeni disulfidovych vazeb dochazi aZ béhem
dialyzy, jednak z néj byla znatelna pritomnost agregatd, jichz bylo zapotiebi se zbavit.
To bylo vplvodnim usporadani realizovano zahrnutim IEC, jakozto prvniho
purifikatniho kroku, ktery predchazel finalni purifikaci ve formé gelové filtrace.
ProtoZe je vSak protein mNkr-plaisoZ velice nestabilni arychle se rozpadsj,
pro urychleni purifika¢niho procesu byla v zavérecném experimentalnim usporadani
IEC vynechana. Jak se totiZ pozdéji, na zakladé porovnani zavérecnych vysledkl
z gelové filtrace s provedenim IEC a bez ni, ukazalo, Cistota vysledného produktu tim
neni nikterak ovlivnéna. Gelovou filtraci byl protein zarovein preveden
do HEPES pufru vhodného pro chemické zesiténi a dalSi metody MS. Celkovy vytézek
proteinu mNkr-plaiso2 ziskany timto postupem se pohybuje okolo 3 mg/11

LB média. Ackoli prirenaturaci, dialyze a koncentrovani proteinu dochazelo k jeho
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vyrazné precipitaci, mnoZstvi, které bylo takto obdrZeno, je pro nasledujici
experimenty dostacujici.

To, Ze ma protein velice kratky polocas Zivota, bylo potvrzeno i dalsim ¢lenem
nasi laboratotre, Mgr. Ljubinou Ivanovou (nepublikované vysledky). Pfi pozorovani
fazniho proteinu s fluorescen¢ni znackou GFP (Green Fluorescent Protein) in vivo
v bunécnych liniich COS-7 a]Jurkat bylo zjiSténo, Ze se fuzni protein do 24 hod
rozpada. Signal, jeZ pozorujeme v riznych bunécénych kompartmentech (cytosol,
endoplasmatické retikulum, Golgiho aparat), pravdépodobné pochazi z odstépeného
GFP. Tato domnénka byla potvrzena iv nasledném western blotting experimentu
s pouzitim protilatky proti GFP. Signal detekovany na nitrocelulosové membrané
odpovidal velikosti samotného GFP, nikoli vSak dvakrat vétSimu faznimu proteinu.
Nicméné na plasmatické membrané mNkr-plaiso2 pozorovdna nebyla.
Pro stanoveni stability proteinu je vSak zapotiebi dalSich ovérovacich experimentt,
predevsim méreni kinetiky v Case.

Na zakladé vynosu hydrofobicity (Obr. 14, str.32) afaktu, Ze mNkr-plaiso2
postradd oprotiisol vétSinu transmembranového segmentu a mohl by se tedy
pohybovat uvniti cytosolu, kde je redukujici prostiedi, bylo testovano purifika¢ni
schéma, kdy byla iso2 udrzovana v redukované podobé pomoci silného redukéniho
Cinidla TCEP (nepublikované vysledky). Za téchto podminek se vSak nas protein
rozpadal jeSté mnohem rychleji nez v pripadé, kdy unéj dochazi ke vzniku
disulfidového propojeni. Skutecné jsou znamy pripady proteint, které maji
i pres redukujici prostiedi cytoplasmy sulfhydrylové skupiny cysteint v oxidovaném
stavu. Mimo dvé nejabundantnéjsi molekuly tripeptidu glutathionu a thioredoxinu,
které chrani bunku protireaktivnim formam kysliku avcytoplasmé udrzuji
redukujici prostfedi tim, Ze ostatni molekuly redukuji prostiednictvim svych
sulthydrylovych skupin, byl uvnitf cytoplasmy pravdépodobné se zapojenymi
disulfidy identifikovan protein hDectin-1E. Jedna se o isoformu lidského Dectinu-1,
ktera vznika alternativnim sestfihem a postrada cast cytoplasmatické domény, celou
transmembranovou oblast a kréek. Extracelularni ¢ast sekvence, ktera formuje CTLD
a ITAM-pribuzny signaliza¢ni motiv uni zistaly zachovany. Bylo prokazano,
ze nedochazi k sekreci této isoformy do kultivacniho média, ale zlistava pritomna

v cytoplasmé HEK239T bunék, kde interaguje se svym ligandem in vitro i in vivoll4.
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Dale bylo prokazano, ZzZekformovani disulfidovych vazeb wuvnitf redukujiciho
prostredi cytoplasmy dochazi podvlivem oxida¢niho stresu. Redukc¢ni systémy
glutathionu a thioredoxinu jsou zahlceny nebo inaktivovany a u redox-sensitivnich
proteind participujicich na nejriiznéjsich bunécnych procesech, jako jsou translace,
sbalovani proteinti, glykolyza, buné¢ny rist, cytoskeletalni struktura, antioxidacni
aktivita nebo pienos signalu, pak dochézi k oxidaci sulfhydrylovych skupin'23. Ze i nas
protein ziistdva navzdory zapojenym cysteinlim uvniti cytoplasmy je tedy nanejvys
pravdépodobné. Pro presné urceni jeho lokalizace je vSak zapotrebi dalsich
experimentu.

Stejné tak je nejasna i jeho biologicka uloha. S ohledem na to, Ze vlivem chybéjici
sekvence oproti mNkr-plaisol postrada signalizacni motiv CRCP a ve své sekvenci
neobsahuje ani ITIM motiv, nema Zadny zfejmy signaliza¢ni potencial. Vzhledem
ke kratkému polocasu Zivota isoformy 2 vyvstava moznost, Ze by jeji role mohla byt
spiSe regulacniho charakteru. Rovnéz lze uvazovat o tom, Ze exprese jedné ¢i druhé
isoformy by mohla byt tkanové specifickd a podminéna bunéfnym typem. Tyto
domnénKy je vSak potieba v budoucnu diikladné prosetfrit.

Méreni intaktni hmoty rekombinantniho proteinu azaroven ovéreni jeho
totoznosti bylo provedeno technikou ESI-FT-ICR MS, jiZ byly ziskany experimentalni
molekulové hmotnosti. Jednak byla potvrzena majoritni pfitomnost celé molekuly,
jejiz hmota odpovidd Sesti zapojenym cysteiniim, jednak byla identifikovana
minoritni forma, uniZ dochazi ke Stépeni ¢ty aminokyselin od N-konce ama
zapojeny Ctyri disulfidové vazby.

Pozice disulfidovych vazeb byly nasledné identifikovany pomoci Stépeni
specifickou proteasou trypsinem a LC-MS analyzou. U proteinu mNkr-p1laiso2 byla
potvrzena pritomnost tiidisulfidovych vazeb: prvni cystein sdruhym (které
odpovidaji cysteiniim v krékové oblasti mNkr-plaisol), dale ¢tvrty s patym a Sesty
se sedmym. Treti a osmy cystein zlistavaji vredukovaném stavu. Schéma tohoto
propojeni nicméné neodpovidd Zadné mozZnosti z Tabulka 8 na strané 67, ktera
znazornuje rizné konzervované moznosti propojeni cysteini uskupiny CTLD
NK-bunéc¢nych receptort aligandl. Pouze jediny par, Sesty cystein se sedmym,
odpovida disulfidové vazbé C4-C5 uvnitt CTLD molekuly mNkr-plaisol. Mimo tato

nejintenzivnéj$i propojeni cysteinti vSak byly identifikovany idalsi kombinace.
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Pri¢inou tohoto stavu by mohl byt tzv. scrambling disulfidd, kdy nedojde vlivem
okolnich podminek ke spravnému (nativnimu) zapojeni disulfidovych vazeb a sbaleni
proteinu, k némuZ mohlo dojit pti Stépeni trypsinem za bazickych podminek. Protoze
se vSak miize v principu jednat o Uplné jiny typ proteinu, nelze rici, jaké zapojeni
disulfidovych vazeb je i neni spravné.

Za ucelem zjisténi konkrétnich vzdalenosti mezi jednotlivymi aminoskupinami
(pripadné N-koncem peptidu) v molekule byla provedena metoda chemického
zesit'éni proteinu. Pouzita byla homobifunkéni ¢inidla DSG, s mlistkem dlouhym 7,7 A,
a DSS, smistkem o délce 11,44, v 5-, 10- a 20M nadbytku oproti proteinu.
V sekvenci se nachazi celkem 13 lysinQ , mezi nimiz byla identifikovana tii propojeni.
Dale vznikd propojeni s N-koncem avelké mnoZstvi tzv.zavéSencli. Dvé rlizna
propojeni s N-koncem mohou znacit, Ze N-konec neni strukturovny a v roztoku se
volné pohybuje. Navic byla detekovana i pritomnost priliS dlouhych peptidovych
fragmentd, které obvykle obsahovaly vice nez jeden lysin a neSlo tedy presné urcit,
které lysiny jsou mezi sebou propojeny. Do budoucna by bylo vhodné tyto
experimenty zopakovat svyuzitim Sirsi skaly sitovacich cinidel, pripadné pouZit
i dalsi proteasy.

Na zakladé dat ziskanych identifikaci disulfidovych vazeb a metodou chemického
sitovani vyvstaly pochybnosti, zda je nas protein sbalen ama definovanou
3D strukturu. To bylo ovéfovano méfenim 1D NMR spektra, jehoZ vysledkem byly
nase pochybnosti vyvraceny, nebot bylo potvrzeno, Ze protein v roztoku definovanou
3D strukturu zaujima. Nasledné bylo méfenim DLS potvrzeno, Ze protein je i po péti
dnech skladovani pfti 4 °C monodisperzni a nedochazi ke vzniku agregati. Technikou
CD pak bylo stanoveno procentualni zastoupeni jednotlivych typd sekundarnich
struktur. SvyuZitim algoritmu PSIPRED byla nasledné provedena predikce
sekundarni struktry procelou molekulu proteinu mNkr-plaiso2 aprojeho
N-terminalni a ,extracelularni“ ¢ast sekvence. Pro tyto jednotlivé ¢asti molekuly byl
programem PyMol vytvoren ipredikovany model 3D struktury. 3D model
pro N-termindlni a ,extracelularni“ ¢ast molekuly mNkr-plaiso2 se shoduje
s predikci poskytnutou PSIPREDem. Dle vystupu je N-terminus strukturovany
a obsahuje jeden antiparalelni B-list ajeden a-helix, coZby principialné mohlo

odpovidat vystupu zCD. Cast sekvence odpovidajici extracelularnimu segmentu
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mNkr-plaisol molekuly dle predikce zaujima sbaleni odpovidajici CTLD: doména
tvorend  dvéma lemujicimi  o-helixy, dvéma  antiparalelnimi  [(-listy
a nestrukturovanou dlouhou smyckou leZici uvnitt domény; navic je zde pritomen
jeden a-helix, coZ procentudlné odpovida analyze CD. U 3D modelu pro cely protein
vSak neni (kromé jednoho o-helixu) vykreslen strukturovany N-konec, ktery je
u predikce sekundarni struktury PSIPREDem znazornén ivtomto pripadé.
Zastoupeni a-helikalni struktury dle PSIPREDu vsak procentualné odpovida vystupu
z CD, Ize tedy uvazovat mozZnost, Ze a-helix by v N-terminalni ¢asti molekuly mohl
byt skutecné pritomen azdroven by se mohl formovat istrukturni motiv CTLD.
ProtoZe informacni hodnotu dat ziskanych chemickym zesiténim a informaci
o rozloZeni disulfidii nelze plné vyuzit, nebyly na modely aplikovany.

Detailnési vhled do struktury proteinu mNkr-p1la iso2 by mohla vnést napt. dalsi
technika hmotnostni spektrometrie - vodik/deuteriova vyména, nebo méreni dalSich
NMR experimentt. Tyto techniky jsou vSak vzhledem k vysoké nestabilité molekuly

prozatim experimentalné nedostupné.
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7) ZAVER

e Byly nalezeny vhodné podminky produkce proteinového konstruktu

mNkr-p1laiso2 v prokaryotickém expresnim systému
e Produkovany protein byl ispésné in vitro renaturovan a purifikovan

e Identita proteinu byla potvrzena technikou ESI-FT-ICR MS; zaroven bylo

potvrzeno Stépeni prvnich ¢tyf aminokyselin ve sméru od N-konce
¢ Bylo popsano zapojeni disulfidovych vazeb
e Doslo k zesiténi proteinu sitovacimi ¢inidly
e 1D NMR experimentem byla potvrzena piitomnost definované 3D struktury
e Meéfenim DLS byla ovérena monodisperzita proteinového preparatu

e Mérenim CD bylo stanoveno procentudlni zastoupeni prvkl sekundarni

struktury
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