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Abstrakt

Ptirozené zabijacké bunky (NK bunky, z angl. natural killer) jsou velké granularni
lymfocyty vrozené imunity, které jsou charakterizovany schopnosti zabijet rakovinné a
virem posSkozené buiiky bez ptredchozi aktivace. Cytotoxické funkce NK bunck jsou
regulovany jednak prostfednictvim povrchovych receptorii rozpoznavajicich molekuly
MHC-I, jednak pfitomnosti sady aktivacnich a inhibi¢nich receptord, které jsou mezi
sebou za normalnich podminek vrovnovéze. Osud cilové buiiky proto zalezi nejen na
expresi MHC-I, ale i na expresi ligandl aktivujicich receptory NK bunék. Jednim z
aktivacnich receptori NK bunék je NKp30. Pro NKp30 byly objeveny tii specifické
bunécné ligandy: lidsky athanogen 6 asociovany s BCL-2 (BAG-6, také znamy jako
BAT?3), nadorovy antigen B7-H6 a nové objeveny ligand galektin-3. VSechny tyto
ligandy jsou Casto exprimovany rakovinnymi bunikami, pfi¢emz BAG-6 a Gal-3 pusobi
na funkce NK buné¢k inhibi¢né&, coz miize byt mechanismem uniku néddoru pted imunitnim
systémem. Proto je Gal-3 novym potencidlnim cilem 1ékti, které inhibici Gal-3 mohou
napomahat imunitnimu systému branit se proti maligné transformovanym bunkam.

173y sacharid

Tato bakalaiska prace zahrnuje ovéfeni vlivu mutace Cys'”® — Ser
vazebné doméné galektinu-3 na vazbu receptoru NKp30 pomoci gelové permeacéni
chromatografie. Dale se zabyva piipravou galektinu-3 s C-koncovou polyhistidinovou
kotvou, kterd bude déle pouzita pii studiu interakce galektinu-3 s nov€ syntetizovanymi
organickymi inhibitory Gal-3 pomoci termoforézy. Vyuziti vysledki této prace muize
ptispét k odhaleni struktury vazby Gal-3 na receptor NKp30 a k navrhu novych t¢innych

1€ka s terapeutickym potencialem.

Klicova slova

Galektin-3, NKp30, NK buiiky, rekombinantni exprese proteinti, £. coli, kapalinova
chromatografie



Abstract

Natural killer cells are large granular lymphocytes of innate immunity that are
characterized by the ability to kill cancer and virus-damaged cells without prior
activation. Cytotoxic functions of NK cells are regulated on the one hand through surface
receptors recognizing MHC-I molecules, on the other hand by the presence of a set of
activating and inhibitory receptors that are under normal conditions in balance with each
other. Therefore, the fate of the target cell depends not only on the expression of MHC-I,
but also on the expression of ligands that activate NK cell receptors. One of the activating
receptors of NK cells is NKp30. Three specific cellular ligands have been discovered for
NKp30: human BCL-2-associated athanogen 6 (BAG-6, also known as BAT3), tumour
antigen B7-H6, and the newly discovered ligand galectin-3. All these ligands are often
expressed by cancer cells, where BAG-6 and Gal-3 inhibit NK cell functions, which may
be a mechanism for tumour escape from the immune system. Therefore, Gal-3 is a new
potential drug target that, by inhibiting Gal-3, can help the immune system defend itself
against malignantly transformed cells.

This bachelor's thesis includes the verification of the effect of the Cys!” — Ser!”
mutation in the carbohydrate recognition domain of galectin-3 on the binding of the
NKp30 receptor using gel permeation chromatography. It also deals with the preparation
of galectin-3 with a C-terminal polyhistidine tag, which will be further used in the study
of the interaction of galectin-3 with newly synthesized organic Gal-3 inhibitors using
microscale thermophoresis. The exploitation of the results of this work may contribute to
the unravelling of the structure of Gal-3 binding to the NKp30 receptor and the design of

new effective drugs with therapeutic potential.

Key words

Galectin-3, NKp30, NK cells, recombinant protein expression, E. coli, liquid
chromatography



Seznam pouzitych zkratek

(v/v)

(W/v)

AA

bp

CBB R-250
CD

CRD

Da
dH>O
DNA
dNTPs

EDTA

Gal-3-CRD
Gal-3-CRD-C173S
C1738
Gal-3-CRD-C173S-His

GPC

HEK293T

HEPES
HPLC

IFNy

Ig
IgSF

IL

objem/objem, z angl. volume/volume
hmotnost/objem, z angl. weight/volume
akrylamid

pocet part bazi, z angl. base pairs
barvivo Coomassie Brilliant Blue R-250

komplex antigenni diferenciacni skupiny, z angl. cluster of
differentiation

doména rozpoznavajici sacharid, z angl carbohydrate
recognition domain

dalton, jednotka molekulové hmotnosti
deionizovana voda
deoxyribonukleova kyselina, z angl. deoxyribonucleic acid

deoxyribonukleosidtrifostaty, z angl. deoxyribonucleoside
triphosphates

kyselina ethylendiamintetraoctova, z angl.
ethylenediaminetetraacetic acid

doména rozpoznéavajici sacharid galektinu-3, z angl.
galectin-3 carbohydrate recognition domain

doména rozpoznavajici sacharid galektinu-3 s mutaci

doména rozpoznavajici sacharid galektinu-3 s mutaci
C173S a His-kotvou na C-konci

gelova permeacni chromatografie, z angl. gel permeation
chromatography

linie lidskych embryonalnich ledvinnych bunék 293, které
exprimuji mutovanou variantu velkého T antigenu SV40, z
angl. human embryonic kidney 293 cells, expressing a
mutant version of the SV40 large T antigen

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina

vysokou¢inna kapalinova chromatografie, z angl. high
performance liquid chromatography

interferon gama
oznaceni imunoglobulind, z angl. immunoglobulin

imunoglobulinovd superrodina, z angl. immunoglobulin
superfamily

interleukin



ILC
IPTG
ITAM

ITIM

LB
LBD
LFC
MHC

mRNA

MWCO

NCR

NK bunky
NKp
NKp30 LBD T

NKp30 Stalk T

ODeoo
PBS

PCR

PDB
SDS
SDS-PAGE

SOB
TNF-o

Tris

prirozené lymfoidni bunky, z angl. innate lymphoid cells
isopropyl-p-D-1-thiogalaktopyranosid

aktivacni imunoreceptorovy motiv na bazi tyrosinu, z angl.
immunoreceptor tyrosine-based activating motif

inhibi¢ni imunoreceptorovy motiv na bazi tyrosinu, z angl.
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif

kultiva¢ni médium, z angl. lysogeny broth
doména vazajici ligand, z angl. ligand binding domain
klonovani bez ligace, z angl. ligation-free cloning

hlavni histokompatibilni komplex, =z angl. major
histocompatibility complex

mediatorova ribonukleova kyselina, z angl. messenger
ribonucleic acid

maximalni hodnota molekulové hmotnosti, kterou dana
membrana propusti, z angl. molecular weight cut-off

receptor piirozené cytotoxicity, z angl. natural cytotoxicity
receptor

ptirozen¢ zabijacké bunky, z angl. natural killer cells
ptirozen¢ zabijacky protein, z angl. natural killer protein

doména véazajici ligand receptoru NKp30 produkované v
bunééné linii HEK293T

varianta receptoru NKp30 produkovana v buné¢né linii
HEK293T

opticka hustota pii 600 nm, z angl. optical density

fyziologicky roztok pufrovany fosfatem, z angl. phosphate
buffered saline

polymerasova fetézova reakce, z angl. polymerase chain
reaction

proteinova databanka
dodecylsiran sodny, z angl. sodium dodecyl sulphate

polyakrylamidova gelova elektroforéza s dodecylsulfatem
sodnym, z angl. sodium dodecyl sulphate — polyacrylamide
gel electrophoresis

kultiva¢ni médium, z angl. super optimal broth
faktor nadorové nekrdzy alfa, z angl. tumour necrosis factor

tris(hydroxymethyl)aminomethan



WT

ptirozeny typ, z angl. wild-type



Obsah

1 Teoreticky uvod

1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7
1.8
1.9

Lektiny

Rozdéleni lektinu

Biologické funkce lektini
Galektiny

Organizace CRD u galektint
Funkce galektind
Galektin-3

Funkce galektinu-3

NK buriky

1.10 Receptory pfirozené cytotoxicity

1.11 Receptor NKp30

2 Cile prace

3 Material

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9

Pristroje a pomucky

Chemikdlie

Enzymy

Komercni pufry a roztoky
Bakteridlni kmeny

Vektory

Oligonukleotidy a jejich sekvence
Kultivaéni média

Pufry a roztoky

4 Metody

4.1

4.2 Pfiprava genu kédujiciho mutovanou formu CRD galektinu-3 s histidinovou

Polymerasovd fetézovd reakce

4.1.1 PCR-amplifikace dvou usekll DNA pro gen Gal-3-CRD-C173S

4.1.2  Spojovaci PCR

kotvou na C-konci

4.3
4.4
4.5

Stépeni plazmidu pOPINE restrikénimi endonukleasami

Agarosovd gelovad elektroforéza

Izolace DNA z agarosového gelu

11
11
11
12
13
14
16
16
18
18
20
22

24

25
25
26
28
28
28
28
29
29
29

31

31
31
31

32
32
32
33



4.6 Klonovdni nezavislé na ligdze 33
4.7 Transformace kompetentnich bunék E. coli TOP 10 34
4.8 PCR z bakteridlnich kolonii 34
4.9 Nizkoobjemovd produkce plazmidu 34
49.1 Nizkoobjemova kultivace bakterii 34

4.9.2 Nizkoobjemova izolace plazmidové DNA 34

4.10 Priprava vzorki pro sekvenaci DNA 35
4.11 Velkoobjemovd produkce plazmidu 35
4.11.1 Transformace kompetentnich bunék E. coli DH5a 35

4.11.2 Velkoobjemova kultivace bakterii 36

4.11.3 Velkoobjemova izolace plazmidové DNA 36

4.12 Rekombinantni exprese a purifikace variant galektinu-3 37
4.12.1 Transformace kompetentnich bunék E. coli T7 a produkce protein( 37

4.12.2 Sonikace bakterii 37

4.12.3 Afinitni chromatografie 37

4.12.4 Dialyza Gal-3-CRD-C173S 38

4.12.5 Zkoncentrovani protein( 38

4.12.6 SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu 38

4.13 Charakterizace proteinu 39
4.13.1 Analyticka gelova permeacni chromatografie 39

5 Vysledky 40
5.1 Pfiprava plazmidu pOPINE_Gal-3-CRD-C173S 40
5.1.1 Pfiprava genu kdédujiciho Gal-3-CRD-C173S 40

5.1.2  Stépeni plazmidu pOPINE restrikénimi endonukleasami 42

5.1.3  Vneseni genu Gal-3-CRD-C173S do linearizovaného plazmidu 42

5.2 Priprava plazmidu pOPINE_Gal-3-CRD-C173S-His 44
5.2.1  Ptiprava genu pro Gal-3-CRD-C173S-His 44

5.2.2  Vneseni genu Gal-3-CRD-C173S-His do linearizovaného plazmidu 45

5.3 Produkce a purifikace Gal-3-CRD-C173S a Gal-3-CRD-C173S-His 47
5.4 Charakterizace proteinu 48
5.4.1  Analytickd gelovd permeacni chromatografie 48

6 Diskuze 51
7 Zaver 54
8 Seznam literatury 55

10



1 Teoreticky uvod

1.1 Lektiny

Lektiny jsou proteiny, které specificky rozpoznavaji a reverzibiln€ vazou sacharidy
rizného puvodu. K lektiniim vsak nepatii protilatky a proteiny s katalytickou aktivitou
[1]. Pojem ,,lektin‘“ je odvozen od latinského slova ,,legere®, které znamena ,,vybrat si‘.
Tento termin vznikl diky schopnosti nékterych lektini rozliSovat Cervené krvinky
riznych krevnich skupin [2]. Lektiny jsou pfitomny ve virech, mikroorganismech,
rostlinach a zivociSich [3,4], pficemz lektiny z riznych i postradaji homologickou
primdrni strukturu, ale maji podobnou tercidrni strukturu [3]. Lektiny obsahuji jednu nebo
nékolik domén rozpoznavajicich sacharidy (CRD, z angl. carbohydrate recognition
domain), které jsou zodpovédné za navazani ligandu. Substratem mohou byt nejen volné
sacharidy, ale 1 glykolipidy ¢i glykoproteiny. Lektiny obvykle vaZzou oligosacharidy na
povrchu bunék a membran, ale i volné monosacharidy [3]. Vazba lektini na
monosacharidy je slaba, ovSem vysoce selektivni [4]. Je tvofena dvéma az péti
vodikovymi mistky, které jsou doplnény slabymi hydrofobnimi interakcemi a van der
Waalsovymi silami. Disociaéni konstanta této vazby se pohybuje kolem ~107* M [5].
K vytvoreni sacharidové specifity lektinti pfispivaji vodikové mustky, posttranslacni

modifikace a oligomerizace [6].

1.2  Rozdéleni lektint

VSechny lektiny je moZné rozdélit do péti skupin podle specifity CRD vuci
monosacharidiim, k nimz maji nejvyssi afinitu: D-manose, N-acetylglukosaminu, L-
fukose, kyseliné N-acetylneuraminoveé, D-galaktose / N-acetylgalaktosaminu [4].
Ligandova specifita jednotlivych skupin je ddna vysoce konservativni aminokyselinovou
sekvenci CRD [3]. Pro biochemii maji nejvétsi vyznam Zivocisné lektiny, které se déli do
rodin podle struktury CRD, respektive jejich specifity (Tab. 1, str. 12) [7].

Domény rozpoznévajicich sacharidy mohou existovat bud’ jako volné proteiny,
nebo jako domény ve struktufe vétsich vicedoménovych proteint. Existuji ¢tyfi zakladni
typy organizace domén rozpoznavajicich sacharidy: pouze CRD, CRD
s transmembranovou kotvou, CRD s jinym typem domén a CRD s oligomerni doménou
[8]. Na obrazku 1, str. 13 jsou ptiklady béznych Zivocisnych lektint, které predstavuji

ruzné organizace CRD.
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Tabulka 1. Klasifikace vybranych Zivo¢iSnych lektinii a jejich funkce. Upraveno
dle [7].

_ B-galaktosidy extracelularni prostor, cytoplazma
o extracelularni prostor, bunééna
rizné .
membrana
_ manosa-6-fosfat, jiné bunécnd membrana, endosomy
_ kyselina sialova, rizné bunécna membrana
o endoplazmatické retikulum,
ruzné . ,
Golgiho aparat
_ Mang endoplazmatické retikulum
_ L-fukosa extracelularni prostor
~ F-boxlektiny GleNAc cytoplazma
oz extracelularni prostor, bunécna
ruzné 2
membrana
_ GlciMany endoplazmatické retikulum
galaktosa, pentosy, extracelularni prostor, bunécna
galaktofuranosa membrana
_ chitooligosacharidy extracelularni prostor

1.3  Biologické funkce lektinu

Lektiny se ucastni mnoha procesli, jsou hojné zastoupeny ve vsech zivych
organismech. Hlavni funkci lektini je bunécné rozpoznavani. Virové a mikrobidlni
lektiny zprostfedkovavaji adhezi patogenu k hostitelské bufice a nésledné zahdjeni
infekce. Nékteré povrchové bakteridlni lektiny se specificky vaZou na lidské makrofagy,
coz vede k aktivaci fagocytozy a zabiti bakterie, tento druh fagocytdzy ziskal nazev
,lektinofagocytoza“ [4].

Funkce lektinli u rostlin nejsou zcela objasnény. Predpoklada se, Ze rostlinné lektiny
jsou obrannym mechanismem proti predatortim a fytopatogennim houbam. U bobovitych
rostlin se lektiny také podileji na vytvareni symbidzy s bakteriemi fixujicimi molekularni
dusik, hlavné s rodem Rhizobium [4].

Endogenni lektiny u obratlovcl zprostfedkovéavaji mezibunééné rozpoznavani,
signalizaci, adhezi a apoptdzu. Ovliviluji embryondlni vyvoj, oplozeni gamet, bunécny
rast a diferenciaci. Ucastni se imunomodulace a zanétlivych reakci. Hraji roli
v biosyntéze glykoproteind. Ve vrozeném imunitnim systému jsou endogenni lektiny
schopné piimo zabijet mikroorganismy nebo usnadiuji fagocytézu patogent makrofagy
a dendritickymi buitkami. Pohlcené bakterie jsou neutralizovany a jejich proteiny jsou

Stépeny na malé peptidy, které jsou nasledné prezentovany T-lymfocytim jako hlavni
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histokompatibilni komplex (MHC, zangl. major histocompatibility complex), coz

naznacuje roli endogennich lektint i v adaptivni imunité [3].

CRD s transmembranovou kotvou

CRD s jinym
typem domény

Pouze CRD

ﬁ CRD s oligomerni

doménou

VNE

ANV QQ 00000 Q

’ODOOODOOOOOQODQOOOQQOOOQOOQD AN

3088600608506588066060060888¢ 088880888888 0038

. 48884488 88884dgmi88ddddds
: ? NNlN C UVNITR

C

@? Jaterni lektin CI-MPR CD22

Galektiny C-typ P-typ I-typ

Obrazek 1. Organizace domén rozpoznavajicich sacharidy na vybranych zastupcich
zivociSnych lektinii. Volna CRD je zastoupena u galektinti (GL), CRD s oligomerni
transmembranovou doménou se vyskytuje naptiklad u jaterniho lektinu (rodina C-lektin,
CL). Receptor manosa-6-fosfatu nezavisly na kationtu (CI-MPR) a lektin CD22 (rodina
I-lektind, IL) jsou zastupci vicedoménovych lektint, které kromé¢ CRD obsahuji dalsi
domény: transmembranové domény, regulaéni domény (oznaceny zelené€ a fialove) ¢i
doménu inzulinu podobnému riistového faktoru (IGF-IT) u CI-MPR (vyznacen zlut¢€) [9].
Ptevzato a upraveno z [8].

1.4  Galektiny

Galektiny jsou rodina lektinli vykazujici afinitu k p-galaktosidiim, které jsou
pfitomny v N- a O-vazanych glykoproteinech. Galektiny maji vyznamnou podobnost
v aminokyselinové sekvenci CRD [10,11]. Pojem ,,galektin‘ vznikl jako nahrada star§iho
terminu ,,lektiny S-typu®, ktery ukazoval na zavislost aktivity lektind na pfitomnosti

thiolu, coz plati pouze pro nékteré zastupce galektini (napf. pro Gal-1 a Gal-2) [10,12].
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Galektiny se vyskytuji v cytoplazmé, jadre, plazmatické membrané a
v extracelularnim prostoru [13]. Syntéza galektini probihd na ribozomech v cytosolu,
odkud mohou byt galektiny transportovany do jadra nebo jinych mist potieby jak
klasickymi, tak i neklasickymi cestami (tedy mimo endoplasmatické retikulum a Golgiho
aparat). Nov¢ tvorené galektiny nemaji signdlni peptid (neprobihd kotranslacni
translokace) [10,14], ale maji acetylované N-konce [10]. Zadné jiné posttranslacni Gpravy
az na né€kolik vyjimek (napt. fosforylace u Gal-3) pozorovany nebyly [10].

U savcl bylo objeveno patnact galektini a pét proteinti podobnych galektiniim,
avsak u lidi bylo objeveno pouze dvandact galektinti [10,11,14]. Sekvenéni identita v CRD
mezi lidskymi galektiny se pohybuje v rozmezi 20-50 %, vyjimkou je Gal-12 s identitou

mensi nez 20 % [12].

1.5 Organizace CRD u galektint

Vsechny znamé galektiny maji jednu nebo dvé CRD (~130 aminokyselinovych
zbytkl [11]) vdzané na jeden polypeptidovy fetézec (Obr. 2, str. 15) [10]. Domény
rozpoznavajici sacharid nejsou piimo spojeny s jinymi dobie definovanymi proteinovymi
doménami, ale pres kratké nebo dlouhé (galektin-3) peptidové fetézce. Proto, na rozdil
od jinych lektini, CRD galektind ptisobi samostatné nebo tvoii multidoménové komplexy
s jinymi CRD [10].

Na zékladé organizace domén rozpoznavajicich sacharidy lze galektiny rozd¢lit na
tfi typy (Obr. 2, str. 15). Prototypické galektiny jsou slozeny z jedné CRD (~15 kDa [14]),
tandemové galektiny maji dvé rizné CRD spojené kratkym (do 70 aminokyselin [12])
peptidovym usekem. Prototypové a tandemové galektiny mohou tvofit dimery a vyssi
oligomery v zavislosti na pfitomnosti ligandu a na koncentraci galektinu [10]. Chimérické
galektiny (Gal-3) jsou sloZzeny zjedn¢ CRD (~30 kDa [14]) na C-konci, kterd je
asociovana s N-koncovou nelektinovou doménou. Tato doména se skladd z 18
konzervovanych aminokyselin, po nich nésleduje usek obsahujici 8 — 11 aminokyselin,
ktery se opakuje 7 — 14 krat a zahrnuje jednu aromatickou aminokyselinu a nékolik zbytkt
prolinu a glycinu [10,14]. Galektin-3 po navazani na multivalentni sacharidy muze tvofit

az pentamery [14].
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Proto Tandem Chiméra

¢ V¥

Homodimer Heterodimer
Dvé identické CRD Dvé razné CRD Pouze jedna CRD
Gal-1 Gal-11 Gal-4 Gal-9 Gal-3
Gal-2 Gal-13 Gal-6 Gal-12
Gal-5 Gal-14 Gal-8
Gal-7 Gal-15
Gal-10
.D+ *,:F( * :&
----- >

Monomer Dimer Monomer Dimer Monomer Oligomer

Obrazek 2. Organizace CRD u galektinii. Prototypické galektiny obsahuji jednu CRD
a mohou tvofit homodimery. Tandemové galektiny jsou sloZeny ze dvou riiznych CRD
spojenych peptidovym usekem, mohou tvofit heterodimerni struktury. Chimérické
galektiny (Gal-3) obsahuji jednu CRD na C-konci a nelektinovou doménu na N-konci;
tvofi az pentamery [10,14]. Pfevzato a upraveno z [11].

Doména rozpoznéavajici sacharid u galektinll je tvofena P-sendviem, ktery se
sklada z ptiblizn€ 135 aminokyselinovych zbytkli. Dva mirn€ ohnuté B-listy tvoii zlabek
na konkévni strané, ktery je dostatecné dlouhy, aby mohl drzet linedrni tetrasacharid.
Proto vazebné misto bylo schematicky rozdéleno na Ctyfti ¢asti (A-D), které spolu urcuji
sacharidovou specifitu galektinii. Vazebné misto C je definovéano pro vazbu -galaktosidi
a je konzervativni rysem vSech galektinii. Ligandovou specifitu urcuje hlavné misto B,
které ma riznou schopnost piizpusobovat se sacharidim (GlcNAc, Gal, GalNAc, NeuAc)
a jinym skupindm (napft. sulfat) na 3-OH skupiné¢ galaktosy nebo na 2-OH konci fukosy.
Tyto modifikace ovliviuji afinitu jednotlivych galektint k ligandim [10].

Doména rozpoznavajici sacharid u nékterych galektini a za urcitych podminek
muZe zaujmout alternativni prostorové uspotadani, které se projevuje jinymi funkcemi,
naptiklad muze fungovat jako membranovy transportér [10].
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1.6  Funkce galektint

Galektiny se podileji na mnoha bunécnych procesech (Tab. 2, str. 17) a ptisobi jak
intracelularné, tak i1 extracelularné. Tento dvoji uc¢inek je umoznén mimo jiné diky
neklasické sekreci galektinii [10]. Galektiny se ucastni sestfihu pre-mRNA, regulace
bunécného cyklu, bunécné adheze, embryogeneze a zanétlivych reakei [3]. Galektiny
maji uplatnéni pii studiu rakoviny, hraji roli pfi metastdzovani, angiogenezi, obrané proti
nadoru, proliferaci, apoptéoze a adhezi rakovinnych bun¢k [13]. Podileji se také na
ruznych patologickych procesech, véetné neuralni degenerace, aterosklerdzy, diabetu,
hojeni ran, revmatoidni artritidy, astmatu a jaterni cirhozy [12,13]. Dulezité jsou také
funkce galektinti v imunitnim systému. Galektiny ovliviluji reakce vrozeného imunitniho
systému prostifednictvim velkého mnozstvi mechanismi, vcetné kontroly adheze a
cytokiny, reaktivni formy kysliku a reagovat na chemotaktické gradienty [14].

Galektiny jsou biomarkery nékterych virovych (napf. zvySend hladina Gal-9
ukazuje na virus chiipky a HIV-1 [11]) a nddorovych onemocnéni [13]. Vzhledem
k tomu, Ze galektiny hraji roli v nddorovém bujeni a zanétlivych reakcich, inhibitory

galektinli nebo samotné galektiny mohou mit terapeuticky ucinek [10,14].

1.7  Galektin-3

Galektin-3 (Gal-3) je jediny zndmy chiméricky galektin. Je to lektin o molekulové
hmotnosti 31 kDa, ktery je kodovany genem LGALS3. Gal-3 je sloZen z N-terminalni
domény a domény rozpoznavajici sacharid (CRD) na C-konci. N-terminalni doména
(~120 aminokyselinovych zbytkll) obsahuje opakujici se tandemové kratké useky bohaté
na prolin [11]. Tato doména usnadiiuje multimerizaci a tvorbu pentameru galektinu-3,
ktery je napfiklad nezbytny pro extracelularni sekreci a translokaci do jadra [13].
N-termindlni doména je citlivd vii¢i protedzam (napf. kolagenase a metaloproteasam),
proto jsou in vivo biologické funkce Gal-3 regulovany t€émito enzymy [12].

Doména rozpoznévajici sacharid obsahuje 110-130 aminokyselinovych zbytki s
motivy NWGR, které jsou dilezité pro interakci s antiapoptickymi proteiny rodiny
Bcl-2. Galektin-3 vykazuje vysokou afinitu k N-acetyllaktosaminu (LacNAc) a
laktose [13]. V pfitomnosti multivalentnich sacharidovych ligandi je galektin-3 schopen
sitovat glykany na bunééném povrchu, ¢imZ zahaji transmembranové signalizacni

udalosti a ovliviiuje rizné bunécné funkce. Prostorova struktura CRD u Gal-3 je sloZena
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z péti- a Sestivlaknového B-listu v B-sendvi¢ovém uspotadani [12].

Gal-3 obsahuje dv¢ fosforyla¢ni mista na Ser6 a Ser12, kterd jsou dulezita pro jeho
aktivitu, naptiklad antiapoptotickd aktivita Gal-3 je zavisla na fosforylaci Ser6.
Fosforylace je také nutna pro export Gal-3 z jadra, kdyZ je butika vystavena apoptickym

stimulam [12].

Tabulka 2. Nejrozsirenéjsi funkce vybranych galektini. Informace byly pfevzaty
hlavn¢ z [12] s doplnénimi ze zdroja [11,14].

Indukuje apoptdzu v aktivovanych T bunikach
Podporuje toleranci mezi plodem a matkou
Prispiva k alternativni aktivaci makrofagt
Podporuje riist a migraci nadort

Podporuje proliferaci nervovych kmenovych bunék
Prispiva k sestiihu pre-mRNA

Potlacuje proliferaci B-bun¢k

Ridi funkce krevnich desti¢ek

Inhibuje adhezi neutrofilt [14]

Blokuje degranulaci zirnych bunék [14]

-----

Indukuje apoptézu T bunék

Prispiva k sestiihu pre-mRNA v jadie

Extracelularné indukuje apoptézu T buné€k, monocytii a neutrofilti
Intracelularné ma antiapoptoticky ucinek

Podili se na bunécné adhezi a agregaci

Indukuje migraci monocytt a makrofagi

Podporuje rist nddord, metastdzovani a angiogenezi

Urychluje reepitalizaci

Ptispiva k rtstu a diferenciaci B a T bunck

~~~~~

Ugastni se fibrozy [11]

Podili se na tvorbé lipidovych raftt

Indukuje syntézu IL-6 CD4" T butikami

Podili se na diferenciaci keratinocyta

Zprosttedkovava proapoptotické ucinky p53 v keratinocytech
Ovliviiuje interakci integrind s extracelularni matrix

Zlepsuje adhezivni vlastnosti neutrofili

Potlacuje migraci rakovinnych bunék

Indukuje apoptézu Thl bunék, monocyti a T bunék [14]
Indukuje zrani [14] a migraci dendritickych bun¢k a sekreci IL-12
Reguluje stabilitu glukosového transportéru

Chemoatraktant eozinofilii

Reguluje replikaci viru HIV-1 [11]

Role ve funkci T regulacnich bun¢k

Indukuje apoptdzu adipocytt

Podili se na fizeni bunééného cyklu

Ugastni se diferenciace adipocyti
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1.8  Funkce galektinu-3

Gal-3 je exprimovan hlavné v cytoplazmé, ale miize byt transportovan do jadra ¢i
vylucovan na bunéény povrch [11]. Kromé vySe zminénych funkci Gal-3 (Tab. 2, str. 17)
jsou dulezité i jeho dalsi funkce. V zavislosti na intracelularni lokalizaci Gal-3 muize mit
pro- nebo antiapoptotické ucinky. V jadie je Gal-3 zodpovédny za regulaci genové
exprese prostiednictvim transkripcnich faktord, jako je SP1 a B-katenin. Gal-3 hraje roli
v expresi a sestiihu mikro-RNA, v transportu jadernych proteinti. V cytoplazmé Gal-3
ovliviiuje signalni drahy zapojené do rakoviny (napi. RAS, BCL-2 a MYC). Gal-3 je také
zodpovédny za tlumeni imunitni reakce prostfednictvim suprese T-bunék a piirozené
zabijec¢skych (NK) bun¢k [13].

Galektin-3 je biomarkerem pro vcasnou detekci ¢i prubéh nekterych virovych
onemocnéni jako je herpesvirus Kaposiho sarkomu, chronickd hepatitida B a C.
Galektin-3 také usnadiiuje vstup do bunky viru herpes simplex [11]. Velky vyznam ma
Gal-3 pfi onkologickych onemocnénich. Byla prokazéana souvislost mezi mirou exprese
Gal-3 a rakovinou §titné zlazy, zaludku, tlustého stieva, ledvin, plic, prostaty, prsu a

slinivky bfisni [13].

1.9 NK bunky

Ptirozen¢ zabijacké bunky (NK, z angl. natural killer cells) jsou velké granularni
lymfocyty vrozené imunity, které jsou fazeny do skupiny ILC 1 (ILC, z angl. innate
lymphoid cells) rodiny pfirozenych lymfoidnich bun¢k [15,16]. Buiky ILC 1 jsou
definovany produkci IFNy (jako odpovéd’ na IL-12 a IL-18) a neschopnosti produkovat
cytokiny asociované s Tu2 a Tul7 bunikami [15].

NK bunky tvoii 5 — 20 % vSech mononukledrnich bunék periferni krve [16]. Lidské
NK buiiky jsou na zakladé povrchové hustoty proteinu CD56 (CD, z angl. cluster of
differentiation) déleny do dvou funk¢nich podskupin. Ptiblizné 90 % vSech NK buné¢k
jsou CD56%™ buiiky, které jsou charakterizovany cytotoxickymi vlastnostmi a nizkou
produkei cytokinti [17]. Podskupina CD56"¢" bungk v reakci na stimulaci monokiny
produkuje cytokiny: interferon y (IFNYy), interleukiny IL-10 a IL-13, faktory stimulujici
kolonie (CSF, z angl. colony-stimulating factors) a faktor nadorové nekrdzy alfa
(TNF-0, z angl. tumour necrosis factor) [16,17]. Ptedpoklada se, Ze tyto dvé podskupiny
pfedstavuji riznd stddia zrani NK bun&k, pficemz CD56%™ buiky jsou vice

diferenciované [17].
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Na rozdil od T a B lymfocyti NK buniky neexprimuji klonalné¢ distribuované
receptory pro antigeny a lyzuji cilové buiniky bez predchozi aktivace [18]. NK bunky
rozpoznavaji hlavni histokompatibilni komplex 1. tfidy (MHC-I, zangl. major
histocompatibility complex) prostrednictvim povrchovych receptorti, které pienasi
signaly a reguluji funkce NK bun¢k. Buiiky, jez postradaji nebo exprimuji malo MHC 1.
tfidy, jsou zabijeny NK bunikami. Mezi cili NK bun¢k proto patfi rakovinné buiky a
buniky napadené neékterymi viry [18]. NK buiiky exprimuji na bunécny povrch také sadu
aktivacnich a inhibi¢nich receptorti, které jsou mezi sebou za normalnich podminek
v rovnovaze. Osud cilové buiiky proto zalezi nejen na expresi MHC-I, ale i na expresi

ligandt aktivujicich receptory NK buné¢k (Obr. 3) [16].

NK burika Cilova bunka
Inhibiéni receptor
g Molekuly
- MHC-I nejsou

A

Aktivacni

Aktivacni ligandy nejsou

receptor

Z4dné reakce

MHC-I
w

Aktivacni
ligandy nejsou

Zadna reakce

Molekuly MHC-I

) .Aktivaém’

@ ligandy
@’
Napadeni

Rovnovaha mezi
aktivaénimi a inhibi¢nimi
signaly
Obrazek 3. Mechanismy rozpoznavani cilovych bunék NK buinikami. (A) Odpoveéd’
NK buné€k neni zahajena, kdyZ cilova buiika neexprimuje MHC-I ani ligandy pro
aktivacni receptory NK buiiky. (B) Cytotoxicita také nebyla pozorovana, pokud molekuly
MHC-I reaguji s inhibi¢nimi receptory, ale nejsou pfitomny aktivacni ligandy. (C)
V opacném piipadé, kdyz nejsou exprimovany MHC-I, ale jsou rozpoznany aktivacni
ligandy, NK builkka napadd cilovou buiiku. (D) Odpovéd’ cilové buniky zavisi na
rovnovaze mezi aktivaénimi a inhibi€nimi signdly. Zdravé buniky exprimuji molekuly
MHC-I a Zadnou nebo nizkou hladinu aktiva¢nich ligandli, proto jsou chranény pted

cytotoxickym ucinkem NK bunék. Pfevzato a upraveno z [16].
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1.10 Receptory prirozené cytotoxicity

Mezi aktivacni receptory exprimované na povrchu NK bun¢k hraji velkou roli
receptory piirozené cytotoxicity (NCR, z angl. natural cytotoxicity receptor). Doposud
byly objeveny tii molekuly patiici k této skupiné: NKp30, NKp44 a NKp46 (Obr. 4,
str. 21) [19-21]. Jsou to transmembranové glykoproteiny I. typu, které patii do
imunoglobulinové superrodiny (IgSF, z angl. immunoglobulin superfamily) a vykazuji
omezenou sekvencni homologii jak mezi sebou, tak 1 mezi zndmymi lidskymi
molekulami [19,22-24]. Receptory piirozené cytotoxicity zprostiedkovavaji pienos
signalu pfes razné adaptorové proteiny vcéetné CD3(, FceRly a KARAP/DAPI12
[19,21,22].

Receptor NKp44 je charakterizovan jedinou extracelularni doménou podobnou
imunoglobulinu (Ig, z angl. immunoglobulin) V-typu, jeho transmembranovd doména
obsahuje zbytek lysinu, ktery je asociovan s adaptorovym proteinem KARAP/DAP12.
Zajimavé je, ze cytoplazmatickd doména NKp44 obsahuje kromé ITAM motivu, také i
ITIM motiv, ktery pienasi inhibi¢ni signaly. Gen kodujici NKp44 je umistén na lidském
chromozomu 6 [21,23,24].

Extracelularni doména receptoru NKp46 obsahuje dvé domény podobné
imunoglobulinu C2-typu. Transmembranovy a-helix obsahuje zbytek argininu, ktery je
asociovan s CD3( a FceRlIy receptorovymi proteiny, které dale zprosttedkovavaji ptenos
signalu pfes ITAM motiv. Na rozdil od NKp44, gen kodujici NKp46 je umistén na
lidském chromozomu 19 [21,22].

Receptor NKp30 vykazuje spolecné rysy jak s NKp44, tak i s NKp46. Obdobné
jako NKp44 obsahuje jedinou extracelularni doménu V-typu a je kdédovan genem
umisténym na chromozomu 6. A stejn¢ jako NKp46 obsahuje v transmembranové
doméné arginin a zprostfedkovava pienos signalu pfes CD3( a FceRly adaptorové
proteiny [19]. Podrobnéji o receptoru NKp30 bude zminéno v dal§im oddilu.

Receptory NKp30 a NKp46 jsou exprimovany na vSech NK buiikach bez ohledu,
jestli jsou v klidovém nebo aktivovaném stavu, kdezto receptor NKp44 je selektivné
exprimovan pouze aktivovanymi NK bunkami [19-21,24]. Mezi vSemi NCR byla
pozorovana synergicka spoluprace v pfenosu signalu a jeho nasobeni [19].

Pro NCR bylo identifikovano velké mnozstvi ligandii rizného pivodu, mezi které
napiiklad patii bunéény heparin a heparansulfat, virovy hemaglutinin a neuraminidasa,
bakterie Fusobacterium nucleatum ¢i tumorem exprimovany jaderny antigen proliferujici

buniky (PCNA, z angl. proliferating cell nuclear antigen) [25].
20



NKp4a6

Obrazek 4. Znazornéni organizace domén receptori prirozené cytotoxicity: NKp44,
NKp46 a NKp30. Vsechny NCR jsou membranové proteiny I typu slozené z jedné
(NKp30 a NKp44) ¢i dvou (NKp46) extraceluldrnich domén podobnych imunoglobulinu,
které jsou ptipojené k transmembranovému a-helixu ptes kratkou tzv. ,,stalk doménu.
Transmembranova doména NCR obsahuje kladné nabitou aminokyselinu (Arg u NKp46
a NKp30; Lys u NKp44), ktera zprostiedkovava prenos signdlu na adaptorové proteiny
(DAP12, CD3{ a FceRly), jejichz transmembrianové domény jsou propojeny
disulfidickym mustkem. Intracelularni c¢ast adaptorovych proteinli je slozena
z aktivanich imunoreceptorovych motivii na bézi tyrosinu (ITAM, =z angl
immunoreceptor tyrosine-based activating motif). Je zajimavé, ze NKp44 obsahuje jeden
inhibi¢ni imunoreceptorovy motiv na bazi tyrosinu (/TIM, z angl. immunoreceptor
tyrosine-based inhibitory motif), ktery vSak nemusi byt funk¢ni (je oznacen jako bily
obdélnik na cytosolovém konci NKp44). Navazani aktivacniho ligandu na NCR zptlisobi
konformacéni zménu receptoru a umozni jeho interakci s adaptorovym proteinem, ktery
nasledné zméni svou konformaci, ¢imz je umoznéna fosforylace ITAM, jez dal spousti
signaliza¢ni kaskadu. Pfevzato a upraveno z [25].
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1.11 Receptor NKp30

Glykoprotein NKp30 (NCR3; CD337) je hlavni aktivacni receptor NK bunck o
molekulové hmotnosti ~30 kDa a délce 190 aminokyselin, ktery se ucastni procest
rozpoznani a zabijeni nékterych nador a virem poskozenych bunék [19,26]. Podobn¢
jako ostatni zastupci rodiny NCR, i receptor NKp30 je slozen z extracelularni ¢asti, ktera
obsahuje jednu N-koncovou Ig doménu V-typu (LBD, z angl. ligand-binding domain),
po niz nasleduje kratka flexibilni ,,stalk doména o délce 15 aminokyselin, kterd je
spojena s transmembranovou doménou [27-29]. Imunoglobulinova doména je bohat4 na
hydrofobni aminokyseliny a je dilezita zejména pro protein-proteinové interakce [19].
Extracelularni ¢ast NKp30 obsahuje tii mista N-glykosylace (Asn-42, Asn-68 a Asn-121)
a zadné konvenc¢ni sekvence pro O-vazanou glykosylaci [19,29].

»talk” doména a Ig doména jsou funkéni jednotky, které zprostiedkovavaji
signalizaci ptes CD3C. A to tak, Ze bud’ v zdkladnim stavu existuje nefunkéni komplex
NKp30-CD3(, ktery se aktivuje az po navazani ligandu nebo vazba ligandu zptisobuje
konformaéni zménu NKp30, coz vede k ponofeni Arg-143 hloubéji do membrany a
naslednou interakci s CD3( [26].

,Stalk” doména ("’ KEHPQLGAGTVLLLR %) NKp30 ptispiva k vazbé receptoru
na ligand a je dtlezitd pro ucinnou intracelularni signalizaci [26,29]. Tyto funkce jsou
modulovany N-glykosylaci LBD a ,stalk domény. Na ptikladé vazby NKp30 na B7-H6
a BAG-6 bylo ukazano, Ze glykosylace na zbytcich Asn-42 a Asn-68 jsou kritické pro
signalizaci NKp30, zatimco glykosylace na Asn-121 ma maly vliv na funkci NKp30.
Zajimavé je, Ze zanik glykosyla¢niho mista Asn-42 vedl ke zruSeni vazby NKp30 na
B7-H6, ale nem¢l vliv na vazbu BAG-6 [29]. Glykoprotein NKp30 mulze vytvaret
nekovalentni dimery a oligomery, pro jejichZ tvorbu je nezbytnd pfitomnost ,,stalk®
domény a jeji N-glykosylace [30].

Transmembranova doména se sklada z 19 aminokyselin a obsahuje jednu kladné
nabitou aminokyselinu arginin, ktera je zodpovédnéd za asociaci se zaporn¢ nabitymi
aminokyselinami adaptorovych proteini [19]. Bylo prokdzano, Ze mutace
v transmembranové doméné R143K vedla k zachovani nebo dokonce ke zvyseni signalni
kapacity ve srovnani s NKp30 WT, kdyZ mutace R143A vedla naopak ke ztraté
signalizace, coz dokazuje, ze kladny naboj na pozici 143 je nezbytny a dostate¢ny pro
funkci NKp30 [26].

NKp30 vaze nékolik virovych ligandl, vcetné proteinu pp65 lidského

cytomegaloviru a hemaglutininu nékterych virti ¢eledi Poxviridae, které inhibuji funkce
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NK bunék. Dalsi znamé ligandy NKp30 jsou napiiklad membranovy protein PFEMP1
prvoka Plasmodium falciparum a heparin/heparansulfat [25].

Pro NKp30 byly také identifikovany tfi specifické bunécné ligandy, které jsou casto
exprimované rakovinnymi bunikami. Receptor NKp30 se vaze na lidsky athanogen 6
asociovany s BCL-2 (BAG-6), ktery se ucastni regulace genové exprese, reparace DNA,
apoptdzy a imunoregulace. Bylo zjisténo, ze vazba BAG-6 na NKp30 inhibuje uvolnéni
interferonu y a degranulaci NK buné¢k v pfitomnosti maligné transformovanych cilovych
bunék [31]. Dalsim selektivnim ligandem NKp30 je nddorovy antigen B7-H6 z rodiny
B7 proteinti, ktery je selektivné exprimovan na povrchu rakovinnych bunék a indukuje
cytotoxicitu NK bun¢k [32]. Poslednim objevenym ligandem NKp30 je multifunkéni
protein galektin-3, ktery je exprimovan nékterymi druhy nadora [33]. Predpoklada se, ze
inhibi¢ni plisobeni BAG-6 a Gal-3 na funkce NK bun€k mize byt novym mechanismem

uniku nadoru pfed imunitnim systémem [19,31].
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2

Cile prace

Ptiprava plazmidl pro expresi mutované formy CRD galektinu-3 (Gal-3-CRD-
C17385) a téhoz proteinu s histidinovou kotvou (Gal-3-CRD-C173S-His)

Exprese Gal-3-CRD-C173S a Gal-3-CRD-C173S-His v bakterialnim expresnim

systému E. coli T7 a jejich nasledna purifikace
Ovéfeni vlivu mutace na vznik dimeru Gal-3-CRD-C173S

Ovéteni vazby Gal-3-CRD-C173S na varianty receptoru NKp30 (NKp30 LBD T
a NKp30_ Stalk T) pomoci analytické GPC

Studium interakce Gal-3-CRD-C173S-His s nové syntetizovanymi organickymi
inhibitory Gal-3 pomoci termoforézy (ve spolupraci s Dr. Karbanem, UCHP AV
CR)
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3 Material

3.1  Pristroje a pomiicky
Analytické vahy
Automatické pipety
Automatické pipety Pipetman
Automaticky sbéra¢ frakci
Blokovy termostat LS1
Centrifuga Avanti JXN-26
Centrifuga Allegra X-30R
Centrifuga EBA 12R
Centrifuga Universal 320R
Centrifugacni kyvety 85 ml
Centrifugacni kyvety 250 ml PPCO
Centrifugacni zkumavky Oak Ridge 50 ml

Dialyzacni kazeta Slide-A-Lyzer G2 - MWCO 10000

Erlenmeyerovy banky 21
Filtry pro sterilizaci 0,22 pm
HPLC systém AKTA basic
Inkubator IB-01E

Kahan Fuego SCS

Kolona Biozen 3 um dSEC-2

Kolona s naplni laktosa-sepharosa

Koncentratory Amicon Ultra— MWCO 10000
Konické zkumavky 50 ml 15 ml

Lahve 11, 500 ml, 100 ml

Mikrocentrifuga miniStar silverline
Mikrostiikacka HAMILTON

Mikrovlnna trouba

Mikrozkumavky 1,5 ml

Mikrozkumavky pro PCR 500 pl

Mrazici box Ultra-low UDF-U53V (-80 °C)
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AND, USA

Discovery HTL, Polsko
Gilson, USA

GE Healthcare, USA
VLM, Némecko
Beckman Coulter, USA
Beckman Coulter, USA
Hettich, Némecko
Hettich, Némecko
Nalgene, USA
Nalgene, USA
Sigma-Aldrich, USA
Thermo Fisher, USA
Simax, CSR

TPP, Svycarsko

GE Healthcare, USA
JeioTech, Korea
Verkon, CR
Phenomenex, USA

Galab Technologies,
Némecko

Millipore, USA
VWR, USA

P-Lab, CR

VWR, USA
Hamilton, USA
Moulinex, Francie
Corning, USA
Sigma-Aldrich, USA

Sanyo, Japonsko



Petriho misky

pH metr ® 200

Predvazky KB1200-2

Souprava pro agarosovou elektroforézu Liberty 120

Souprava pro izolaci DNA NucleoSpin Gel and
PCR Clean-Up

Souprava pro izolaci DNA NucleoSpin Plasmid
Souprava pro izolaci DNA NucleoBond Xtra Maxi Plus
Souprava pro klonovani Ligation-Free Cloning Kit
Souprava pro SDS-PAGE

Spektrofotometr DS-11+

Spektrofotometr METASH V-5000

Stiikackovy mikrofiltr o velikosti port 0,22 um
Termocykler T100

Transiluminator Dark Reader

Ttepacka Celltron

Ttepacka Mini Shaking Incubator
Ttepacka Multitron Pro

Ttepacka Orbit 1000
Ultrazvukova sonda Sonoplus
Vartic

Vodni lazen

Vortexovy mixér

Zdroj deionizované vody Milli Q
Zdroj napéti PS 251-2

Zobrazovaci zafizeni Alliance Q9

3.2 Chemikalie
1 kb DNA standard

100 bp DNA standard

2-merkaptoethanol

Akrylamid
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Corning, Némecko
Beckman Coulter, USA
Kern, Némecko
Biokeystone, USA
Macherey-Nagel, Némecko

Macherey-Nagel, Némecko
Macherey-Nagel, Némecko
ABM, Kanada

Bio-Rad, Némecko
DeNovix, USA

Metash Instruments, Cina
Carl Roth, Némecko
Bio-Rad, Némecko

Clare Chemical Research,
USA

Infors HT, Svycarsko
MIULAB, Cina
Infors HT, Svycarsko
Labnet, USA
Bandelin, Némecko
ETA, CR

Memmert, Némecko
VELP Scientifica, Italie
Millipore, USA
Sigma-Aldrich, USA
UVltec, UK

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA



Agar

Agarosa

Ampicilin

Azid sodny

Bromfenolova modf
Coomassie Brilliant Blue R-250
Chlorid draselny

Chlorid hotecnaty

Chlorid sodny

Combi PPP Master Mix
Dihydrogenfosfore¢nan draselny
Dihydrogenfosfore¢nan sodny
dNTPs

EDTA

Ethanol

Ethanol denaturovany
Fenylmethylsulfonylfluorid
Glycerol

Good View II

HEPES
Hydrogenfosforec¢nan sodny
Hydroxid sodny

Imidazol

IPTG

Isopropanol

Kvasni¢ny extrakt

Kyselina chlorovodikova
Kyselina octova

L-glycin

Laktosa monohydrat
Leupeptin

Methanol
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Carl Roth, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Biotika, SR
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR

Fluka Chemika, Svycarsko

Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR
Top-Bio, CR
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR
Top-Bio, CR
Sigma-Aldrich, USA
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR

Serva, Némecko
Lach-Ner, CR

Ecoli, SR
Sigma-Aldrich, USA
Lach-Ner, CR

Penta, CR

Carl Roth, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Lach-Ner, CR
Duchefa, Nizozemsko
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR

Carl Roth, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
P-Lab, CR



N,N'-methylenbisakrylamid
Octan sodny

PCR voda

Pepstatin

Peroxodisiran amonny

Proteinovy standard Spectra Multicolor Broad
Range Protein Ladder

SDS

Siran hotecnaty
Tetramethylethylendiamin
Tris

Trypton

3.3 Enzymy
Q5 DNA polymerasa

Restrikéni endonukleasa Ncol-HF
Restrikéni endonukleasa Pmel

RNAsa A

3.4 Komeréni pufry a roztoky

CutSmart buffer pro restrikéni endonukleasy
Q5 enhancer

Q5 reakéni pufr

3.5 Bakterialni kmeny
E. coli DH5a

E. coli T7
E. coli TOP 10

3.6 Vektory
pOPINE_Gal-3-CRD
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Serva, USA
Sigma-Aldrich, CR
Top-Bio, CR
Thermo Fisher, USA
Sigma-Aldrich, USA
Thermo Fisher, USA

Jersey Lab Supply, USA
Penta, CR

Serva, USA

Carl Roth, Némecko

Duchefa, Nizozemsko

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
Lach-Ner, CR

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA

Invitrogen, USA
New England Biolabs, USA
Thermo Fisher, USA

Bc. Matous Tulpa, PfF UK,
CR



3.7 Oligonukleotidy a jejich sekvence

pOPINE_Gal-3-CRD FW

5’- AGGAGATATACCATGCCGCTGATTGTTCCGTATAATCTG - 3’
pOPINE_Gal-3-CRD_REV

5’- GTGATGGTGATGTTTTTAGATCATGGTATAGCTTGCG - 3
FW_Gal-3-CRD-C173S 5-TGTTATTGTGAGCAATACCAAAC-3’
REV_Gal-3-CRD-C173S 5-GTTTGGTATTGCTCACAATAACA-3’
Gal-3-CRD-C173S-His_REV

5-GTGATGGTGATGTTTGATCATGGTATAGCTTGCG-3’

opinEF_FW 5’- GGACCGAAATTAATACGACTC - 3
pTT REV 5’- TATGTCCTTCCGAGTGAGAG - 3’

3.8 Kultivacni média

LB médium: 1 % trypton, 0,5 % kvasni¢ny extrakt, 1 % NaCl,
pH 7,4

LB Amp: LB médium + ampicilin o koncentraci 100 pg/ml

SOB médium: 2 % trypton, 0,5 % kvasni¢ny extrakt, 10 mM NaCl,

2,5 mM KCI, 10 mM MgSOs, 10 mM MgCl,, pH 7,0
SOB Amp: SOB médium + ampicilin o koncentraci 100 pg/ml

3.9 Pufry a roztoky

Barvici roztok pro SDS-PAGE: 45 % methanol, 10% kyselina
octova, 0,25 % CBB R-250

Elektrodovy pufr pro SDS-PAGE: 25mM  Tris, 0,19M  glycin,
0,1 % (w/v) SDS, pH 8,3

Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE: 35 % ethanol, 10 % kyselina octova

Pufr TAE pro agarosovou elektroforézu: 40 mM Tris, 20 mM kyselina octova,
1 mM EDTA

Roztok AA pro SDS-PAGE: 29 % AA, 1 %,

N,N'-methylenbisakrylamid

Vzorkovy pufr pro agarosovou elektroforézu:
Gel loading dye, purple (6%) New England Biolabs, USA

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE, 5% koncentrovany, neredukujici:
150 mM Tris, 50 % (v/v) glycerol, 5 %
(w/v) SDS, 0,025 % (w/v) bromfenolova
modt, 50 mM NaN3, pH 6,8
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Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE, 5% koncentrovany, redukujici:
150 mM  Tris, 50 % (v/v) glycerol,

Dialyza¢ni roztok:

Eluc¢ni pufr pro kolonu laktosa-sepharosa:

Mobilni faze pro GPC:

Octanovy puft:

PBS:

TES:

5%

(w/v) SDS, 0,025% (w/v)

bromfenolova modf, 50 mM NaNs, 10 %
(v/v) 2-merkaptoethanol, pH 6,8

30

10 mM HEPES, 150 mM NaCl,
10 mM NaNj3, pH 7,5

10 mM HEPES, 150 mM NaCl,
10 mM NaN3, 200 mM laktosa,
pH 7,5

10 mM HEPES, 150 mM NacCl,
10 mM NaNs, pH 6,8

20 mM octan sodny, 150 mM NacCl,
10 mM NaN3, pH 4,0

50 mM NaHPO4, 300 mM NaCl,
10 mM NaNs, pH 7,0

10 mM Tris, 2 mM EDTA, 150 mM
NacCl, 10 mM NaN3, pH 8,0



4 Metody

41 Polymerasova retézova reakce

4.1.1 PCR - amplifikace dvou usekt DNA pro gen Gal-3-CRD-
C173S

Do dvou mikrozkumavek pro polymerasovou fetézovou reakci (PCR, z angl.
polymerase chain reaction) byly pfipraveny reakéni smési podle tabulky 3. Objem

roztokli byl doplnén vodou pro PCR na celkovy objem 50 pl.

Tabulka 3. SloZeni reak¢nich smési pro PCR dvou tseki DNA. Gal-3-CRD znaci
doménu rozpoznavajici sacharid galektinu-3, Gal 3 CRD C173S je doména
rozpoznavajici sacharid galektinu-3 s mutaci cysteinu na pozici 173 na serin.

Mikrozkumavka ,,1% ‘ Mikrozkumavka ,,2%
Templatova DNA 100 ng pOPINE_Gal-3-CRD
PHmy primer 500 nMCIg_IE@—GaH ) 500 nM FW_Gal 3 CRD C173S
Zpétny primer 500 nM 500 nM
REV_Gal 3 CRD C173S pOPINE Gal 3 CRD REV
QS reakéni pufr 10 pl
QS enhancer 10 wl
Smés dNTPs 1 mM
Q5 DNA 0.5U
polymerasa

Poté byly mikrozkumavky vlozeny do termocykléru, kde byly naprogramovany
teploty a cas pro jednotlivé kroky PCR. Nejdiive byla smés zahtfivana 4 min pii 95 °C,
nacezZ probéhlo 30 cyklt: 30 s pii 95 °C, 30 s pii 55 °C, 1 min pii 72 °C. Poté byla smé&s
inkubovéna pii 72 °C po dobu 10 min a nésledné byla az do vyjmuti z termocykléru

udrZovana teplota 4 °C.

4.1.2 Spojovaci PCR

Provedeni bylo analogické predchozimu postupu, ale reakéni smés byla piipravena
podle tabulky 4. Objem roztoku byl doplnén vodou pro PCR na celkovy objem 50 pl.
Jako templatovda DNA byla pouZita ekvimolarni smés DNA z PCR produktd vzorku ,,1%

a vzorku ,,2%.
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Tabulka 4. SloZeni smési pro spojovaci PCR.

MnoZstvi
Templitova DNA 100 ng ekvimoléarni smési DNA produktt
vzorku ,,1* a vzorku ,,2*

Piimy primer 500 nM pOPINE_Gal 3 CRD FW

Zpétny primer 500 nM pOPINE_Gal 3 CRD REV
QS5 reakéni pufr 10 pl
QS enhancer 10 ul
Smés dNTPs 1 mM
QS5 DNA polymerasa 0,5U

4.2 Priprava genu kédujiciho mutovanou formu CRD
galektinu-3 s histidinovou kotvou na C-konci

Do zkumavky pro PCR byla pfipravena reakéni smés podle tabulky 5. Objem
roztoku byl doplnén vodou pro PCR na celkovy objem 50 pl. Podminky provedeni PCR
byly stejné jako v ptedchozim postupu.

Tabulka 5. SloZeni smési pro PCR Gal-3-CRD-C173S-His. Gal 3 CRD_C173S znaci
doménu rozpoznavajici sacharid galektinu-3 s mutaci cysteinu na serin na pozici 173,

Gal-3-CRD_C173S_His_REV je primer pro tentyz protein s histidinovou kotvou na C-
konci.

MnozZstvi
Templatova DNA 50 ng pOPINE_Gal-3-CRD_C173S
Piimy primer 500 nM pOPINE Gal 3 CRD FW
Zpétny primer 500 nM Gal-3-CRD_C173S_His REV
QS reakéni pufr 10 pl
QS enhancer 10 ul
Smés dNTPs 1 mM
QS DNA polymerasa 0,5U

4.3 Stépeni plazmidu pOPINE restrikénimi
endonukleasami

Do mikrozkumavky byl pfipraven roztok o celkovém objemu 20 pl, ktery
obsahoval 3 pg plazmidu pOPINE, 2 pl reakéniho pufru CutSmart a restrikéni
endonukleasy Ncol-HF a Pmel, vzdy po 10 U. Roztok byl doplnén sterilni deionizovanou

vodou. Smés byla inkubovéana 90 min pii 37 °C.

4.4 Agarosova gelova elektroforéza
Pro agarosovou elektroforézu byly ptipraveny dva 0,8 % (w/v) gely ptidanim

navazky agarosy do pfislusného objemu TAE pufru snaslednym zahfatim smési
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v mikrovIlnné troubé do tipIného rozpusténi agarosy. Pro mensi variantu gelu bylo pouzito
0,58 g agarosy a 70 ml TAE pufru, pro vétsi variantu bylo pouzito 0,74 g agarosy a 95 ml
TAE pufru. Do jesté teplého roztoku byly ptidany 3 ul barviva Good View II pro mensi
variantu gelu a 4,4 pul pro veétsi variantu. Vznikld smés byla nasledné nalita do
elektroforetické vany a do roztoku byl vlozen plastovy hieben k vytvoreni jamek. Po
ztuhnuti gelu byl hieben vyjmut, gel byl pfevrstven deionizovanou vodou a elektrodové
prostory byly naplnény TAE pufrem. Vzorky pro elektroforézu byly pfipraveny
smichanim vzorku DNA s pfislusnym objemem vzorkového pufru (6% koncentrovany).
Do prvnich dvou jamek bylo také pipetovano po 10 pl standardd s useky DNA v
nasobcich 1 kb nebo 100 bp. Elektroforéza probihala 20 min pfi napéti 180 V. DNA byla

vizualizovana pod UV nebo v modrém svétle.

4.5 lzolace DNA z agarosového gelu

Po vizualizaci v modrém svétle byla vyfiznuta oblast agarosového gelu, ktera
obsahovala cilovy tisek DNA. Nésledna izolace DNA byla provedena pomoci komer¢ni
soupravy NucleoSpin Gel and PCR Clean-up. K vyfiznutému gelu v mikrozkumavce
bylo pfidano 650 pl roztoku ,NTI binding buffer”, nacez byla smés zahiivana
v blokovém termostatu 10 min pii 50 °C. Po rozpusténi gelu byl roztok nanesen na
kolonku vloZenou do mikrozkumavky a odstfedén 1 min pii 11000 x g a 20 °C. Eluéat byl
vylit a kolonka promyta 700 pl roztoku NT3. Nasledovala centrifugace 1 min pfi
11000 x g a 20 °C a eluat byl znovu odstranén. Celkove byla provedena dveé promyti.
Poté nésledovalo vysuSeni kolonky centrifugaci 3 min pfi 11000 x g a 20 °C, naceZ byla
mikrozkumavka vyménéna za Cistou. V dal§im kroku byla provedena eluce DNA tak, Ze
na kolonku bylo pipetovano 40 pl PCR vody ptedehiaté na 50 °C. Eluce byla provedena
odstfedénim 1 min pii 11000 x g a 20 °C.

4.6 Klonovani nezavislé na ligaze

Reakce pro vlozeni genu do St€pené¢ho plazmidu byla pfipravena tak, ze do
mikrozkumavky bylo pfidano 20 ng PCR produktu kodujiciho cilovy gen a 100 ng
Stépen¢ho plazmidu pOPINE (molarni pomér insert : plazmid byl 3:1). Smés byla
doplnéna 10 pl komeréniho roztoku Ligation-Free Cloning Kit a roztok byl doplnén PCR

vodou na celkovy objem 20 pl. Poté smés byla inkubovana 30 min v ledové 1azni.
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4.7 Transformace kompetentnich bunék E. coli TOP 10

Do roztoku pro LFC (viz kapitolu 4.6) bylo pfidano 50 pl suspenze rozmrazenych
bakterii E. coli TOP 10 a smés byla nechana na ledu 20 minut. Nasledné byl proveden
teplotni Sok inkubaci mikrozkumavky v blokovém termostatu 1 min pii 42 °C a poté opét
na ledové lazni 20 minut. Poté bylo do smési piidano 150 ul SOB média (SOB, z angl.
super optimal broth) a mikrozkumavka byla inkubovana 1 hod pfi 37 °C. Nakonec byla
bunécna suspenze pod kahanem rozetfena na agarovou misku pfipravenou z SOB Amp

média a inkubovana pies noc pti 37 °C.

4.8 PCR z bakterialnich kolonii

Nejprve bylo do mikrozkumavky pro PCR pipetovano 10 pl roztoku Combi PPP
Master Mix, 2 pl ptimého primeru pOPINE Gal-3-CRD FW o 5 uM koncentraci, 2 pl
zpétného primeru pOPINE Gal-3-CRD_REV (piip. Gal-3-CRD _C173S His REV) o
5 uM koncentraci a 6 pl PCR vody. V roztoku pro PCR byly nasledné€ pomoci pipetovaci
$picky resuspendovany bakterie z testované z kolonie. Spi¢ky byly uchovany v chladu
pro dals§i pouziti pfi nizkoobjemové kultivaci bakterii (viz kapitolu 4.9.1).
Mikrozkumavky byly vloZzeny do termocykléru, teplotni program byl nastaven
nasledovné: 3 min pfti 95 °C, nésledné¢ 20 cykl: 30 s pti 95 °C, 30 s pii 55 °C, 1 min pfi
72 °C, po cyklech néasledovala elongace 5 min pti 72 °C a nasledné byla az do vyjmuti
zkumavek z termocykléru teplota udrzovana na 4 °C. Vysledek PCR byl vizualizovan
agarosovou elektroforézou (viz kapitolu 4.4). Pozitivné testované kolonie byly dale
kultivovany pro nizkoobjemovou extrakci plazmidu a néaslednou sekvenaci plazmidové

DNA.

4.9 Nizkoobjemova produkce plazmidu

4.9.1 Nizkoobjemova kultivace bakterii

Nejprve byl v 50ml koénické zkumavce piipraven kultivaéni roztok, ktery
obsahoval 5 ml SOB Amp média. Médium bylo zaokovéano Spickou s pozitivni kolonii
E. coli TOP 10 (viz kapitolu 4.8) a bakterie byly inkubovany pti 37 °C a 200 ot./min pies

noc.

4.9.2 Nizkoobjemova izolace plazmidové DNA
Nejdiive byla bunécna suspenze odstfedéna 15 min pii 4000 x g a 20 °C (nastavena

teplota byla konstantni pro vSechny centrifugace), supernatant byl odlit a k bakterialni
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peleté bylo pfidano 15 ml pufru TES pro omyti bakterii od zbytka kultivaéniho média.
Poté byla zkumavka opét odstiedéna 15 min pii 4000 % g. Supernatant byl odstranén.
K bakteriim byly postupné ptidavany roztoky z komercni soupravy NucleoSpin Plasmid
Mini. Nejprve byla provedena alkalickd lyze bunck tak, Ze bakteridlni peleta byla
resuspendovana v 250 pl pufru Al a vznikla suspenze byla v mikrozkumavce smichana
s 250 ul pufru A2 obsahujiciho acidobazicky indikator s modrym zbarvenim v alkalické
oblasti pH. Obsah mikrozkumavky byl jemn¢, ale dikladn¢ promichéan a inkubovan 5 min
pii laboratorni teploté. Dale bylo pfidano 300 ul pufru A3 a mikrozkumavka byla jemné
promichana do uplného odbarveni suspenze. Poté byl lyzat odsttedovan 10 min pii
20000 x g. Nasledné byl na kolonku vlozenou do mikrozkumavky nanesen supernatant a
roztok byl odstted’ovan 1 min pti 11000 x g. Filtrat byl odstranén a kolonka byla promyta
500 ul pufru AW. Kolonka byla opét odstiedovdna za stejnych podminek. Déle
nasledovalo promyti 600 pul pufru A4 a odstied’ovani 1 min pii 11000 x g. Poté byla
kolonka odstfed’ovana 2 min pii 11000 x g pro vysuseni. Nakonec byla kolonka vlozena
do cisté mikrozkumavky a eluce DNA byla provedena 50 pl PCR vody ptfedehifaté na

blokovém termostatu na 50 °C s naslednou centrifugaci 1 min pii 11000 x g.

4.10 Priprava vzorkl pro sekvenaci DNA

Sekvenacni analyza DNA byla provedena s pfimym primerem opinEF FW a
zpétnym primerem pTT REV. Pro sekvenaci jednoho vzorku byly pfipraveny dvé
mikrozkumavky, které obsahovaly po 200 ng plazmidové DNA. Do prvni zkumavky byl
pfidan pfimy primer a do druhé zkumavky zpétny primer, vZdy po 1 pul z 5 uM zasobniho
roztoku. Smés v kazdé mikrozkumavce byla doplnéna PCR vodou na celkovy objem
8 ul. Sekvena¢ni analyza DNA byla provedena Dr. Stépankou Hrdou v Laboratofi
sekvenace DNA PiF UK. Vysledky sekvenace byly vyhodnoceny v programu SnapGene

a pro dalsi zpracovani byly vybrany vzorky DNA, které neobsahovaly z4dné mutace.

4.11 Velkoobjemova produkce plazmidu

4.11.1 Transformace kompetentnich bunek E. coli DH5a

V mikrozkumavce bylo smichdno 50 pl suspenze bakterii E. coli DHS5a
rozmrazenych na ledu s 1 pg plazmidové DNA. Smés byla inkubovana 30 min na ledu,
nasledné byl proveden teplotni Sok inkubaci mikrozkumavky na blokovém termostatu 1
min pii 40 °C a poté opé€t na ledové 1dzni 20 minut. Poté bylo do smési ptidano 150 pl
LB média a mikrozkumavka byla inkubovéna 1 hod pti 37 °C. Nakonec byla bunécna
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suspenze pod kahanem pfenesena na agarovou misku pfipravenou ze LB Amp média a

inkubovéna ptes noc pii 37 °C.

4.11.2 Velkoobjemova kultivace bakterii
Kolonie E. coli DH5a narostlé na misce byly resuspendovany v LB médiu a vznikla
suspenze byla ptenesena do 21 Erlenmeyerovy baiiky s 500 ml LB Amp média. Poté byla

bunécna suspenze inkubovana na tfepacce pii 37 °C a 200 ot./min pies noc.

4.11.3 Velkoobjemova izolace plazmidové DNA

Zivné médium s narostlymi bakteriemi bylo rozdéleno piiblizn& po 250 ml do dvou
centrifugacnich kyvet, na¢ez byla bunécna suspenze odstfedéna 30 min pti 4000 x g a
4 °C. Supernatant byl odstranén a kazd4 peleta byla resuspendovéana v 22,5 ml TES pufru.
Poté byly obé& suspenze spojeny a odstied’ovany 10 min pii 4000 x g a 4 °C. Supernatant
byl odlit. Déale byly k bakteriim postupné pifidavany roztoky z komeréni soupravy
NucleoBond Xtra Maxi. Nejprve byla bakteridlni peleta resuspendovana v 12 ml pufru
RES s ptidavkem RNasy A o vysledné koncentraci 60 pg/ml. Nésledné byla provedena
alkalické lyze bungk tak, Ze suspenze byla ve zkumavce smichana s 12 ml pufru LYS
obsahujiciho acidobazicky indikator s modrym zbarvenim v alkalické oblasti pH.
Nésledné byla zkumavka né¢kolikrat jemné promichana a inkubovédna 5 min pii
laboratorni teploté. Dale ke smési bylo pfidano 12 ml neutraliza¢niho pufru NEU a
zkumavka byla nékolikrat jemné promichéna do odbarveni smési. Nasledné na papirovy
filtr vloZeny do kolonky bylo naneseno 25 ml ekvilibra¢niho pufru EQU. Nasledné byla
na filtr nanesen bakterialni lyzat. Filtrat byl odlit a filtr promyt 15 ml ekvilibra¢niho pufru
EQU. Papirovy filtr byl odstranén. Kolonka byla nésledné promyta 25 ml promyvaciho
pufru WASH. DNA byla eluovéna 15 ml elu¢niho pufru ELU do 30 ml centrifugacni
kyvety typu Oak Ridge. Dale byla DNA vysrazena pfidanim 10,5 ml isopropanolu
vychlazeného na -20 °C a zkumavka byla promichana na vortexovém mixéru. Poté byla
zkumavka odstied’ovana 1 hod pti 20000 x g a 1 °C, nacez byl supernatant odstranén a
peleta byla resuspendovéana v 4 ml 70 % ethanolu vychlazeného na -20 °C. Poté suspenze
byla odstfed’ovana 10 min pii 15000 x g a 1 °C, nacez byl supernatant odlit. Peleta DNA
byla nechana vyschnout na vzduchu 20 min za laboratorni teploty. Nasledné byla DNA

rozpus$téna v 1,0 ml sterilni deionizované vody.

36



412 Rekombinantni exprese a purifikace variant
galektinu-3

4.12.1 Transformace kompetentnich bunék E. coli T7 a produkce
proteint

Produkce Gal-3-CRD-C173S (ptip. Gal-3-CRD-C173S-His) byla provedena
s vyuzitim kompetentnich bakterii kmenu E. coli T7. Bakterie byly transformovany
prislusnym plazmidem nesoucim cilovy gen (viz kapitolu 4.11.3). Kolonie vyrostlé na
misce byly nasledné resuspendovany v LB médiu a vznikla suspenze byla pfenesena do
21 Erlenmeyerovy banky s 500 ml LB Amp média. Poté byla smés inkubovéana na tfepacce
pti 37 °C a 200 ot./min a pribézné byla métena opticka hustota pti 600 nm (ODsoo). Po
dosazeni hodnoty ODsoo v rozmezi 0,4 — 0,6 byla produkce proteint zahdjena pfidanim
isopropyl-f-D-1-thiogalaktopyra-nosidu (IPTG) na vyslednou 0,5 mM koncentraci. Dale
byly bakterie inkubovany na tfepacce 4 hod pii 37 °C a 200 ot./min. Poté byla bunécna
suspenze rozdélena do dvou 250 ml centrifugacnich kyvet, nacez byla smés odstfedéna
30 min pt14200 x g a 1 °C. Supernatant byl odlit a kazd4 peleta byla pomoci vortexového
mixéru resuspendovana v 15 ml TES pufru. Vzniklé suspenze byly poté smichany v 50 ml
koénické zkumavce, nacez byly odstied’ovany 15 min pii 4200 x g a 1 °C, supernatant byl

slit a bakterialni peleta dale zpracovana.

4.12.2 Sonikace bakterii

Nejprve byla bakterialni peleta resuspendovana ve 40 ml vychlazeného HEPES
pufru, nasledné bylo do roztoku ptfidano 400 pl 100 mM fenylmethylsulfonylfluoridu,
40 pl pepstatinu o koncentraci 1 pg/ml, 40 pl leupeptinu o koncentraci 1 pg/ml, 40 pl
RNasy o koncentraci 1 pg/ml a 2 pl 100 mM chloridu hote¢natého. Nasledné byly
provedeny tii sonikace po dobu 30 sekund pomoci 20 W ultrazvukové sondy. Mezi
jednotlivymi sonikacemi byl vzorek 1 min chlazen na ledové lazni. Poté byla bunécna
suspenze odstfed'ovana 15 min pii 4200 x g a 4 °C. Vznikla peleta byla vyhozena a
supernatant byl smichdn se 100 ml pufru HEPES a nasledné pfefiltrovan ptes 0,22 um

filtr do ¢isté lahve.

4.12.3 Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie Gal-3-CRD-C173S a Gal-3-CRD-C173S-His byla
provedena na koloné¢ snosi¢em laktosa-sepharosa, kterd byla pfipojena k systému
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC, z angl. high performance liquid

chromatography) AKTA. Nejprve byla pufrem HEPES promyta nastiikovd smycka a
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kolona byla ekvilibrovana péti objemy kolony pufrem HEPES pfi pratoku 4 ml/min. Poté
byl na kolonu nanésen filtrat (viz kapitolu 4.12.2) obsahujici cilovy protein pti pratoku 4
ml/min. Izokraticka eluce proteinu byla provedena pufrem HEPES s ptfidavkem laktosy

o vysledné koncentraci 200 mM.

4.12.4 Dialyza Gal-3-CRD-C173S
Roztok proteinu (viz kapitolu 4.12.3) byl smichan s pufrem HEPES na celkovy
objem 10 ml. Dialyza byla provedena s vyuzitim dialyzac¢ni kazety, kam byl pipetovan
roztok proteinu. Dialyzacni kazeta byla poté vlozena do kédinky s pufrem HEPES a
roztok proteinu byl dialyzovan za stdlého michani magnetickym michadlem podle
schématu: 1 hod proti 1 1 pufru HEPES, 1 hod proti 2 1 pufru HEPES a poté pfes noc proti
2 I pufru HEPES pfi 4 °C.

4.12.5 Zkoncentrovani proteint

Zkoncentrovani proteinti bylo provedeno pomoci koncentratoru Amicon Ultra —
MWCO 10000, ktery selektivné nepropousti latky s relativni molekulovou hmotnosti
vetsi nez 10 kDa. Nejprve byl vzorek proteinu pipetovan do koncentratoru, nasledné byl
odstted’ovan 3 min pii 4200 x g a 4 °C. Roztok byl dopliiovan a vzorek byl znovu
odstfed’ovan za stejnych podminek. Dopliiovani roztoku a odstfed’ovani bylo opakovano
tolikrat, az se objem vzorku snizil na asi 500 pl. Po ukonceni centrifugace byl tento roztok
pipetovan do mikrozkumavky, kde byl uchovan pro dalsi vyuziti. Koncentrator byl
nasledné promyt pufrem HEPES a deionizovanou vodou, poté¢ byl naplnén pufrem

HEPES a uskladnén pii 4 °C.

4.12.6 SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Polyakrylamidova gelova elektroforéza v pfitomnosti dodecylsiranu sodného
(SDS-PAGE, z angl. sodium dodecyl sulphate — polyacrylamide gel electrophoresis) byla
provedena v redukujicim 1 neredukujicim prosttedi. Pro SDS-PAGE byly ptipraveny dva
12,5 % gely: zaostfovaci a rozdélovaci. Nejprve byl pfipraven spodni rozdelovaci gel
smichéanim 1,6 ml destilované vody, 1,25 ml 1,5 M Tris pufru o pH 8,8, 2,1 ml roztoku
AA, 50 pl 10 % SDS a 2,5 pl tetramethylethylendiaminu. Na zavér bylo pfidano 50 pl
10 % peroxodisiranu amonného, ktery vyvolal polymeraci akrylamidového gelu. Vznikly
roztok byl thned pipetovan mezi elektroforeticka skla umisténd do drzédku pro pfipravu
gelu. Poté byla na povrch gelu rychle pipetovana voda tak, aby pokryla povrch gelu.

Po ztuhnuti gelu byla voda odlita a mezi elektroforeticka skla byl pipetovan horni
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zaostfovaci gel, ktery byl ptipraven smichanim 1,4 ml destilované vody, 0,25 ml 1 M Tris
pufruo pH 6,8, 0,5 ml AA, 20 ul 10 % SDS, 3 ul tetramethylethylendiaminu a 20 pl 10 %
peroxodisiranu amonného. Déle byl mezi skla vlozen plastovy hieben pro vytvofeni
jamek. Jakmile gel ztuhl, hieben byl vyjmut a skla byla vlozena do elektroforetické
aparatury, kterd byla nasledn¢ naplnéna elektrodovym pufrem.

Poté byl do dvou mikrozkumavek pipetovan vzorek proteinu o maximalnim objemu
10 pl. Do jedné mikrozkumavky byl pfidan 5x koncentrovany neredukujici vzorkovy
puft, do druhé mikrozkumavky byl pfidan 5% koncentrovany redukujici vzorkovy puft.
Vzniklé roztoky byly déle inkubovany v blokovém termostatu 5 min pii 95 °C, nasledné
byly odstied’ovany 1 min pti 20000 x g a 20 °C. Takto pfipravené vzorky byly pipetovany
do jamek gelu, pfi¢emz do jedné z jamek bylo pipetovano 5 pl proteinového standardu.
Elektroforéza probihala 45 — 60 min pii napéti 200 V.

Po ukonceni elektroforézy byl gel opatrné vyjmut z elektroforetickych skel a
premistén do barviciho roztoku. Barveni bylo provedeno na tiepacce 30 — 40 min pfi
60 ot./min. Poté byl gel inkubovan v odbarvovacim roztoku na tfepacce 40 min pii 60
ot./min tfikrat za sebou. Gel byl vizualizovan a vyhodnocen pomoci zobrazovaciho

zafizeni Alliance Q9.

4.13 Charakterizace proteint

4.13.1 Analyticka gelova permeacni chromatografie

Analytickd gelovd permeacni chromatografie (GPC, z angl. gel permeation
chromatography) byla provedena izokraticky s pouzitim vysokotlakeé silikagelové kolony
Biozen dSEC-2 (3 um) piipojené k HPLC systému AKTA. Nejprve byla smycka promyta
péti objemy pufru HEPES o pH 6,8 a nasledné kolona byla ekvilibrovana 30 ml pufru
HEPES o pH 6,8 pfi pritoku 1 ml/min. Poté na kolonu byly aplikovany vzorky o
maximalnim objemu 300 pl, které byly pfipraveny smichdnim dvou proteinti v molarnim
poméru 1:1. Béhem GPC byla sledovana vodivost protékajictho roztoku a jeho
absorbance pii 280 nm. Po ukon¢eni chromatografie byla kolona promyta 30 ml pufru

HEPES a 30 ml 20 % ethanolu.
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5 Vysledky

5.1  Priprava plazmidu pOPINE_Gal-3-CRD-C173S

5.1.1 Priprava genu kédujiciho Gal-3-CRD-C173S

Prvnim krokem prace byla ptiprava DNA, ktera kdéduje CRD galektinu-3
s jednobodovou mutaci C173S (viz kapitolu 4.1). Navrh aminokyselinové sekvence pro
gen Gal-3-CRD-C173S o velikosti 417 bp (Obr. 5) vychazel z uspésné produkce Gal-3-
CRD provedené Bc. Matousem Tulpou [34].

Gal-3-WT:
MADNFSLHDALSGSGNPNPOGWPGAWGNQPAGAGGYPGASYPGAYPGQAPPGAYPG
OAPPGAYPGAPGAYPGAPAPGVYPGPPSGPGAYPSSGQPSATGAYPATGPYGAPAG
PLIVPYNLPLPGGVVPRMLITILGTVKPNANRIALDFQRGNDVAFHENPREFNENNR
RVIVCNTKLDNNWGREERQSVFPFESGKPFKIQVLVEPDHFKVAVNDAHLLQYNHR
VKKLNEISKLGISGDIDLTSASYTMI*

Gal-3-CRD:
MPLIVPYNLPLPGGVVPRMLITILGTVKPNANRIALDFQRGNDVAFHENPRENENN
RRVIVCNTKLDNNWGREERQSVEFPFESGKPFKIQVLVEPDHFKVAVNDAHLLQYNH
RVKKLNEISKLGISGDIDLTSASYTMI*

Gal-3-CRD-C173S:
MPLIVPYNLPLPGGVVPRMLITILGTVKPNANRIALDFQRGNDVAFHENPRENENN
RRVIVSNTKLDNNWGREERQSVFPFESGKPFKIQVLVEPDHFKVAVNDAHLLQYNH
RVKKLNEISKLGISGDIDLTSASYTMI *

Obrazek 5. Aminokyselinové sekvence Gal-3-WT, Gal-3-CRD a Gal-3-CRD-C173S.
Zelené (P113 — I250) je vyznaena sekvence pro doménu rozpoznavajici sacharid galektinu-
3. Zluté je vyznadeno misto mutace, hvézdi¢kou je oznacen stop kodon. Péivodni forma
CRD galektinu-3 obsahuje jediny cystein, zatimco mutovand forma obsahuje
aminokyselinu serin, kterd je velmi podobna Cys. Velikost genti je 417 bp, které kdduji
139 aminokyselin. Molarni absorp¢ni koeficient 250 predikovany ze sekvence pro Gal-3-
CRD a Gal-3-CRD-C173S je 9970 M 'em ™ [35].

Pro vytvofeni jednobodové mutace byla zvolena metoda dvoukrokové PCR, kdy
byly nejprve amplifikovany dva Gseky DNA s piekryvem v misté¢ mutace. Poté pomoci
druhé PCR byl amplifikovan cilovy gen pro Gal-3-CRD-C173S. Jako templat pro prvni
PCR byl pouzit plazmid pOPINE Gal-3-CRD [34], pfiCemz pro ptipravu prvniho tseku
s délkou 208 bp byly pouzity oligonukleotidy pOPINE Gal-3-CRD FW a REV_Gal-3-
CRD-C1738S, pro amplifikaci druhého tseku o délce 262 bp byly pouzity oligonukleotidy
FW_Gal-3-CRD-C173S a pOPINE_Gal-3-CRD REV. PCR reakce byly vyhodnoceny
pomoci agarosové elektroforézy (viz kapitolu 4.4 a Obr. 6, str. 41) a z gelu byly poté
1zolovany (viz kapitolu 4.5) kyzené PCR produkty.
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Obrazek 6. Vysledek agarosové elektroforézy po prvni amplifikaci dvoukrokové
PCR. Jamka oznacena pismenkem M obsahovala 100 bp DNA standard. Jamka oznacena
Cislici 1 obsahovala vzorek amplifikovaného useku DNA o délce 208 bp a jamka 2 usek
DNA o délce 262 bp. Oba vzorky byly identifikovany kolem hodnoty 200 bp, pfi¢emz na
gelu je vidét, ze druhy usek DNA je o néco vétsi, coz se shoduje s predpokladanou délkou
obou useki.

Pro druhou amplifikaci byla jako predloha pouzita ekvimolarni smés PCR produktt
po prvni amplifikaci a jako primery byly pouzity pOPINE Gal-3-CRD FW a
pOPINE Gal-3-CRD REV. Piedpokladana délka genu pro Gal-3-CRD-C173S je
417 bp. Amplifikace byla vyhodnocena pomoci agarosové elektroforézy (Obr. 7, str. 42)
a nasledn¢ byla z gelu izolovana DNA.

Vzorek

Obrazek 7. Vysledek agarosové elektroforézy amplifikace genu pro Gal-3-CRD-
C173S. Jamka oznacené pismenkem M1 obsahovala 1 kb DNA standard, M2 obsahovala
100 bp DNA standard. Jamka oznacena jako ,,Vzorek* obsahovala amplifikovany gen pro
Gal-3-CRD-C173S o délce 417 bp. Pruh DNA byl identifikovan kolem hodnot
400 — 500 bp.
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5.1.2 Stépeni plazmidu pOPINE restrikénimi endonukleasami

Jako vektor pro gen Gal-3-CRD-C173S (a nasledné i pro Gal-3-CRD-C173S-His)
byl pouzit plazmid pOPINE. Ten byl linearizovan pomoci restrikénich endonukleas
Ncol-HF a Pmel (viz kapitolu 4.3). Uspé&$nost §tépeni plazmidu byla potvrzena

agarosovou elektroforézou (Obr. 8) a Stépeny plazmid byl nasledn¢ izolovan z gelu.

M1 M2 R

10,0 kb,
8,0 kb*

6,0 kb
5,0 kb% w
4,0 kb

2,0 kb

kS ke 1517 bp

1200 bp

il 1000 bp

Obrazek 8. Vysledek agarosové elektroforézy po Stépeni plazmidu pOPINE. Jamka
oznacena pismenkem M1 obsahovala 1 kb DNA standard, M2 obsahovala 100 bp DNA
standard. Jamky oznafené pismenkem R obsahovaly §tépeny plazmid pOPINE, v jamce
K byl kontrolni neStépeny plazmid pOPINE. Vystépeny tsek mél ocekavanou velikost
387 bp. Na obou drdhach jsou také vidét vyrazné pruhy kolem 100 bp, které
pravdépodobné prislusi kontaminujici RNA z bakterii po produkci plazmidu.

5.1.3 Vneseni genu Gal-3-CRD-C173S do linearizovaného
plazmidu

Gen pro Gal-3-CRD-C173S byl metodou LFC (viz kapitolu 4.6) vlozen do
linearizovaného plazmidu pOPINE. Pfipraveny plazmid pOPINE Gal-3-CRD-C173S
(Obr. 9, str. 43) obsahoval kromé& cilového genu i selekéni marker — gen zajiStujici

rezistenci na ampicilin.
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Obrazek 9. Mapa plazmidu pOPINE_Gal-3-CRD-C173S. Plazmid pOPINE Gal-3-
CRD-C173S o velikosti 5568 bp obsahuje gen pro protein Gal-3-CRD-C173S (vyznacen
zlutou Sipkou dole) a gen zajiSt'ujici rezistenci na ampicilin (vyznacen svétle zelenou
sipkou). Cervené jsou oznaéeny oligonukleotidy, které byly vyuzity pro vytvofeni mutace
C173S a fialove jsou oznaceny piimy a zpétny primer pro gen Gal-3-CRD-C1738S. Zelené
jsou oznaceny sekvenacni primery.

Poté byly timto plazmidem transformovany bakterie E. coli TOP 10 (viz kapitolu
4.7), které byly nasledné inkubovany na agarové plotné s ampicilinem. Usp&snost
transformace byla ovéfena pomoci PCR z bakteridlnich kolonii (viz kapitolu 4.8) s
naslednou agarosovou elektroforézou (Obr. 10, str. 44). Poté byla provedena
nizkoobjemova kultivace bakterii E. coli TOP 10 (viz kapitolu 4.9.1) nasledovana
nizkoobjemovou izolaci plazmidu (viz kapitolu 4.9.2) pOPINE Gal-3-CRD-C173S.
Ziskané vzorky DNA byly sekvenovany v Laboratofi sekvenace DNA PiF UK (viz
kapitolu 4.10) pro ovéteni spravnosti nukleotidové sekvence vnesené¢ho genu. Pozitivni
vzorek byl pouZit pro vyrobu zadsobniho mnozZstvi plazmidu v bakteriich E. coli DH5a

(viz kapitolu 4.11).
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Obrazek 10. Vysledek agarosové elektroforézy po PCR z bakteridlnich kolonii
E. coli TOP 10 transformovanych plazmidem pOPINE_ Gal-3-CRD-C173S. Jamka
oznacena pismenkem M1 obsahovala 1 kb DNA standard, M2 obsahovala 100 bp DNA
standard. Jamky oznacené Cislicemi 1 a 2 obsahovaly PCR produkty ze dvou vybranych
kolonii. Pruhy DNA byly detekovany kolem hodnot 400 — 500 bp, coz odpovida
teoretické velikosti 417 bp genu pro Gal-3-CRD-C173S a naznacuje Gspésné vloZeni
pozadovaného genu do plazmidu.

5.2 Priprava plazmidu pOPINE_Gal-3-CRD-C173S-His

5.2.1 Priprava genu pro Gal-3-CRD-C173S-His

Dalsi ¢asti prace byla piiprava CRD galektinu 3 s histidinovou kotvou na C-konci.
Histidinova kotva v tomto pifipad€ neslouZi k afinitni chromatografii pro purifikaci
proteinu, ale tvoii funkéni skupinu pro dalsi experimenty, konkrétné v pokracovani této
prace jimi bude studium interakce Gal-3 s nové€ syntetizovanymi organickymi inhibitory
pomoci termoforézy. Aminokyselinova sekvence pro gen Gal-3-CRD-C173S-His o délce
438 bp (Obr. 11, str. 45) byla navrhnuta z aminokyselinové sekvence pro Gal-3-CRD-
C173S (Obr. 5, str. 40), kde na C-konci byla ptfidana histidinova kotva o délce Sesti
aminokyselin.

Konstrukt pro Gal-3-CRD-C173S-His byl amplifikovan z plazmidu pOPINE Gal-
3-CRD-C173S pomoci PCR za pouziti oligonukleotidi pOPINE Gal-3-CRD_FW a Gal-
3-CRD-C173S-His_REV (viz kapitolu 4.2). Amplifikace byla vyhodnocena pomoci
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agarosov¢ elektroforézy (Obr. 12) a DNA byla nasledné izolovana z gelu.

Gal-3-CRD-C173S-His:
MPLIVPYNLPLPGGVVPRMLITILGTVKPNANRIALDFOQRGNDVAFHENPREFNENN
RRVIVSNTKLDNNWGREERQSVFPFESGKPFKIQVLVEPDHFKVAVNDAHLLQYNH
RVKKLNEISKLGISGDIDLTSASYTMIKHHHHHHA

Obrazek 11. Aminokyselinova sekvence Gal-3-CRD-C173S-His. Zelen¢ (P113 — Izso)
je vyznacena sekvence pro Gal-3-CRD-C173S. Zluté¢ je vyznaceno misto mutace,
tyrkysové je vyznacena histidinova kotva na C-konci. Velikost genu je 438 bp, které

koéduji 146 aminokyselin. Molarni absorpcni koeficient €250 predikovany ze sekvence ¢ini
9970 M 'em ™! [35].

M1 M2 Gal-3-His

1517 bp
1200 bp
~1000.bp..s
800 bp
700 bp
600 bp

500/547bp
400 bp

300 bp

200 bp

100 bp

Obrazek 12. Vysledek agarosové elektroforézy amplifikace genu pro Gal-3-CRD-
C173S-His. Jamka oznacend pismenkem M1 obsahovala 1 kb DNA standard, M2
obsahovala 100 bp DNA standard. Jamka oznacena Gal-3-His obsahovala amplifikovany
gen pro Gal-3-CRD-C173S-His o délce 438 bp. Pruh DNA byl identifikovan kolem
hodnot 400 — 500 bp.

5.2.2 Vneseni genu Gal-3-CRD-C173S-His do linearizovaného
plazmidu

VloZeni genu pro Gal-3-CRD-C173S-His do linearizovaného plazmidu metodou
LFC probéhlo analogicky jako v ptfipadé genu Gal-3-CRD-C173S (viz kapitolu 4.6).

Uspé&snost vneseni genu do plazmidu byla ovéfena pomoci PCR z bakterialnich kolonii
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E. coli TOP 10 (viz kapitolu 4.8) s naslednou agarosovou elektroforézou (Obr. 13).

Obrazek 13. Vysledek agarosové elektroforézy po PCR z bakterialni kolonie E. coli
TOP 10 transformované plazmidem pOPINE_Gal-3-CRD-C173S-His. Jamka
oznacena pismenkem M1 obsahovala 1 kb DNA standard, M2 obsahovala 100 bp DNA
standard. Jamka oznacena Cislici 1 obsahovala PCR produkt z vyrostlé kolonie. Pruh
DNA kolem hodnoty 400 bp odpovida ofekavané velikosti 438 bp a naznacuje Gspésné
vlozeni genu do plazmidu.

Ptipraveny plazmid pOPINE_ Gal-3-CRD-C173S-His (Obr. 14, str. 47) byl dale
zpracovan stejné jako plazmid pOPINE Gal-3-CRD-C173S aZ po velkoobjemovou
produkci plazmidové DNA. Ziskané vzorky DNA byly sekvenovany v Laboratofi
sekvenace DNA PiF UK (viz kapitolu 4.10) pro ovéteni spravnosti nukleotidové

sekvence vneseného genu.
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Obrazek 14. Mapa plazmidu pOPINE_Gal-3-CRD-C173S-His. Plazmid
pOPINE Gal-3-CRD-C173S-His obsahuje gen pro protein Gal-3-CRD-C173S-His
(vyznacen Zlutou Sipkou dole) a gen zajist'ujici rezistenci na ampicilin (vyznacen svétle
zelenou Sipkou). Fialové jsou oznafeny piimy a zpétny primery pro gen Gal-3-CRD-
C173S-His. Zelen¢ jsou oznaceny sekvenaéni primery.

5.3 Produkce a purifikace Gal-3-CRD-C173S a Gal-3-CRD-
C173S-His

Rekombinantni exprese Gal-3-CRD-C173S a Gal-3-CRD-C173S-His byla
provedena s vyuzitim kmenu E. coli T7 v LB médiu o celkovém objemu 1 1 (viz kapitolu
4.12). Exprese proteinu byla indukovana IPTG. Po ukonceni produkce byly bakterie
sklizeny, nasledné sonikovany (viz kapitolu 4.12.2) a odsttedény. Cilové proteiny byly
ze supernatantu dale purifikovany na koloné€ s naplni laktosa-sepharosa diky jejich
vlastnosti véazat laktosu (k purifikaci nebyla pouzita histidinova kotva na konstruktu Gal-
3-CRD-C173S-His) (viz kapitolu 4.12.3). Poté byla provedena dialyza (viz kapitolu

4.12.4) pro odstranéni navazané laktosy. Pro dalsi pouZiti byly proteiny zkoncentrovany

47



(viz kapitolu 4.12.5). Cistota a molekulova hmotnost proteinovych preparati byly
ovéieny pomoci SDS-PAGE (viz kapitolu 4.12.6 a Obr. 15), ktera ukazala, ze Gal-3-
CRD-C173S a Gal-3-CRD-C173S-His byly ziskany v Cisté¢ formé. Také nebyl pozorovan
zadny rozdil v drahach v redukujicim a neredukujicim prostiedi, ¢i vznik kovalentnich
dimeri, coz odpovida uspésné mutaci cysteinu 173 na serin. Pfredpokladand molekulova
hmotnost byla 15,8 kDa pro Gal-3-CRD-C173S a 16,7 kDa pro Gal-3-CRD-C173S-His.
Celkovy vytézek piipravy Gal-3-CRD-C173S ¢inil 9 mg a Gal-3-CRD-C173S-His 4 mg

na litr bunécné suspenze.

M G H G H HgHs
’__ZGOKDaR R N N R N
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- » 50 kDa
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= _ ]
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Obrazek 15. Vysledek SDS-PAGE po purifikaci Gal-3-CRD-C173S a Gal-3-CRD-
C173S-His. Jamka oznacend pismenkem M obsahovala proteinovy standard. Jamky
oznacené pismenkem R obsahovaly vzorky v redukujicim prostfedi, N v neredukujicim
prostfedi. V jamkach G se nachazel vzorek Gal-3-CRD-C1738S, v jamkéach H byl Gal-3-
CRD-C173S-His. Oba proteinové vzorky byly pouzity po purifikaci a dialyze. V jamkéch
oznacené Hp se nachazel resuspendovany vzorek bakteridlni pelety po sonikaci pfi
produkci Gal-3-CRD-C173S-His. Piedpoklddand molekulovd hmotnost Gal-3-CRD-
C173S je 15,8 kDa, pro Gal-3-CRD-C173S-His 16,7 kDa.

5.4 Charakterizace proteint
5.4.1 Analyticka gelova permeacni chromatografie

Za ucelem charakterizace interakce galektinu-3 se dv€ma variantami receptoru

NKp30 (NKp30 Stalk a NKp30 LBD) byla provedena chromatografie na silikagelové
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kolon¢ Biozen dSEC-2 (3 pum) (viz kapitolu 4.13.1). Zminéné konstrukty NKp30 byly
pfipraveny Mgr. Ondfejem Skotfepou, Ph.D. v lidské embryonélni ledvinné linit HEK293,
ktera exprimuje mutovanou formu velkého T antigenu SV40 (HEK293T, z angl. human
embryonic kidney 293, expressing a mutant version of the SV40 large T antigen). Proteiny
produkované v této linii maji komplexni pfirozenou N-glykosylaci, proto jsou dale
oznaceny jako NKp30 LBD T a NKp30 Stalk T. Pfredpoklddand molekulovd hmotnost
¢inila 13,9 kDa (+ az 3 N-vazané oligosacharidy) pro NKp30 LBD T a 15,2 kDa (+ az 3
N-vazané oligosacharidy) pro NKp30 Stalk T.

Nejprve byly provedeny GPC samotnych proteind: Gal-3-CRD-C173S,
NKp30 Stalk Ta NKp30 LBD T, ptfi¢emz bylo na kolonu vzdy aplikovano po 100 — 150
ug vzorku proteinu. Poté byly na kolonu aplikovany vzorky ekvimolarni smési Gal-3-
CRD-C173S a jedné formy receptoru NKp30 o celkové hmotnosti smési ptiblizné
300 pg. Ze ziskanych dat byly sestrojeny normalizované grafy zavislosti absorbance na
elu¢nim objemu obsahujici pies sebe prolozené kiivky samotnych proteinti a jejich smési

(Obr. 16).
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Obrazek 16. Chromatogramy z analytické gelové permeacni chromatografie.
Cervené je vyznacena kiivka pro Gal-3-CRD-C173S, zelené jsou vyznaceny kfivky pro
samotné proteiny NKp30 Stalk T nebo NKp30 LBD T, modie jsou vyznafeny smésné
vzorky. Na obou chromatogramech jsou ziejmé posuny pikli a hodnot elu¢nich objemu
modrych kifivek, coz naznacuje interakci Gal-3-CRD-C173S se studovanymi konstrukty
receptoru NKp30.

Na chromatogramech jsou patrné posuny pikli elu¢nich objemi smésnych vzorki
vuci vrcholu samotného Gal-3-CRD-C173S ¢i pouzitym konstruktim receptoru NKp30.

Posun eluc¢nich objemt piki ve smésném vzorku oproti samotnym vychozim proteinim
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naznacuje interakci mezi glykosylovanymi konstrukty receptoru NKp30 a pfipravenym

galektinem-3.
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6 Diskuze

Tato prace vznikla v navaznosti na bakalafskou praci Bc. Matouse Tulpy
pojednavajici o expresi vazebné domény galektinu-3 a jeji interakci s NK-bunécnym
aktivacnim receptorem NKp30 [34]. Vzhledem k tomu, ze ve zminéné praci byla
pozorovana tvorba disulfidického dimeru galektinu-3, byla navrzena mutovana varianta,
kde je lichy cystein zodpovédny za casteCnou dimerizaci zaménén za serin. Za
predpokladu, ze si mutovana forma dostatecn¢ zachova biofyzikalni vlastnosti nativniho
proteinu, mohla by predstavovat homogenné;si material a Iépe interpretovatelné vysledky
vazebnych studii s NKp30. Prvnim tkolem moji prace tak bylo pfipravit mutovanou
formu sacharid rozpoznavajici domény Gal-3 C173S a variantu tohoto proteinu
s histidinovou kotvou, ktera mtize byt pouzita jako funkéni skupina pro budouci vazebné
experimenty s inhibitory Gal-3. Nejprve bylo zapotiebi ptipravit ptislusné geny pomoci
jednokrokové (v piipadé Gal-3-CRD-C173S-His) nebo dvoukrokové (Gal-3-CRD-
C173S) PCR reakce a piipravit plazmidy s pouzitim vektoru pOPINE. Uspésnost
ptipravy cilovych plazmidi byla potvrzena sekvenaci. Proteiny byly pfipraveny
rekombinantni expresi v bakteriich E. coli T7, po niZ nasledovala afinitni chromatografie
na koloné s ndplni laktosa-sepharosa selektivni pro galektiny. Po dialyze purifikovanych
proteind, kterd méla za cil odstranéni navazané laktosy, byla provedena SDS-
elektroforéza v 15 % polyakrylamidovém gelu. Na zaznamu gelu (Obr. 15, str. 48) lze
pozorovat prouzky proteinli kolem 15 kDa a nejsou zetelné zadné kontaminanty. Na gelu
se také pro srovnani nachazi vzorek resuspendované bakterialni pelety po sonikaci pfi
produkci Gal-3-CRD-C173S-His. Z toho lze usoudit, Ze laktosa-sepharosa je vysoce
selektivni pro CRD Gal-3 a neni nutno provadét dalsi purifika¢ni kroky. Na gelu také
nejsou ndznaky dimeri studovanych proteintll, coZ potvrzuje predpoklad, Ze pozorované
dimery na SDS-PAGE v pfipadé pfirozené formy CRD Gal-3 [34] jsou pravdépodobné
zpusobeny vznikem disulfidického mustku mezi cysteiny dvou molekul Gal-3. Je
zajimavé, ze piipravené proteiny vykazuji anomalni pohyblivost v elektrickém poli a
prouzky na gelu se nachéazeji pod hodnotou 15 kDa, ptestoze predpokladana molekulova
hmotnost Gal-3-CRD-C173S je 15,8 kDa a Gal-3-CRD-C173S-His je 16,7 kDa. Pro
ovéteni molekulové hmotnosti ziskanych proteinti je potieba proto provést dodatecné
meéteni napiiklad pomoci hmotnostni spektrometrie.

Dal8im tkolem prace bylo ovéfit vazbu mutované formy Gal-3 na dvé€ varianty

receptoru NKp30 (NKp30 LBD T a NKp30 Stalk T) pomoci analytické gelové
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permeacni chromatografie. Rozdil mezi dvéma variantami je, jak naznacuje nazev, pouze
v pfitomnosti kratké ,,stalk” domény v pfipadé NKp30 Stalk T. Pfedchozi méfeni bylo
Bc. MatouSem Tulpou provadéno na kolon¢ Superdex 200 Increase 10/300 GL, kde vSak
muze dochazet k nespecifické vazbé Gal-3 na matrici kolony. Proto byla v této praci GPC
provedena na silikagelové koloné¢ Biozen dSEC-2 (3 um). Nejprve byly proméfeny
vzorky samotnych proteind, poté jejich ekvimolarni smési, vzdy Gal-3-CRD-C173S a
jedna z forem receptoru. Ziskané kiivky jedné varianty NKp30, Gal-3-CRD-C173S a
jejich smési byly prolozeny pfes sebe, a tak byly vytvoieny dva piehledové grafy (Obr.
16, str. 49). Kfivka pro samotny Gal-3-CRD-C173S obsahuje pouze jeden ostry pik o
eluénim objemu 10,86 ml a ukazuje tak na nepfitomnost kontaminujicich proteind ¢i
vznik dimernich struktur, coz naznafuje na vysokou ucinnost a selektivitu laktosa-
sepharosa kolony, tedy na Cistotu pfipraveného proteinu. Obé studované formy receptoru
NKp30 maji molekulovou hmotnost podobnou Gal-3-CRD-C173S (NKp30 LBD — 13,9
kDa; NKp30 Stalk — 15,2 kDa), ale diky glykosylaci je jejich skute¢na molekulova
hmotnost vysSi a heterogenni, konstrukt NKp30 Stalk navic tvoii i nekovalentni
oligomery. Pro analytickou GPC plati, Ze nekovalentni interakce dvou proteinll je
doprovazena zménou piki elu¢nich objemt do niz§ich hodnot. Na chromatogramu pro
Gal-3-CRD-C173S/NKp30 LBD T je pozorovan posun elu¢niho objemu smésného
vzorku oproti samotnému Gal-3-CRD-C173S v hodnoté 0,19 ml a v ptipadé Gal-3-CRD-
C173S/NKp30 Stalk T je tentyz posun 0,43 ml. Pro ovéfeni této informace by bylo
potieba provést méfeni pomoci piesnéjSi metody, jako je napiiklad analyticka
ultracentrifugace.

Polyhistidinova kotva na C-konci proteinu Gal-3-CRD-C173S-His miiZze plnit
nékolik uceli. Lze ji vyuzit naptiklad k purifikaci proteinu afinitni chromatografii, kde
ma ale tato metoda niZsi selektivitu ve srovnani s pfirozenou vlastnosti galektinu-3 vazat
B-galaktosidy. Zaroven pouziti laktosa-sepharosa kolony zaru€uje zachyceni spravné
sbalenych proteinti se zachovanim jejich vazebnych funkci. Dale je mozné histidinovou
kotvu vyuZit pro navazani fluorescencni znacky pro termoforézu (znacka je spojena s Ni-
NTA skupinou, tj. s kyselinou nitrilotrioctovou (NTA) chelatujici Ni** ionty). Studium
interakce Gal-3-CRD-C173S-His s nové¢ syntetizovanymi organickymi inhibitory Gal-3
pomoci termoforézy vSak z ¢asovych diivodi nebylo provedeno a bude pokracovanim
této prace.

Predmétem dalSiho vyzkumu by mohla byt, kromé jiz zminéné hmotnostni

spektrometrie a analytické ultracentrifugace, také krystalizace komplexu Gal-3-CRD-
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C173S s receptorem NKp30. Objasnéni struktury tohoto komplexu by mohlo pomoci
odhalit vazebné misto Gal-3 na receptoru NKp30. Dale je dulezité ovétit vliv glykosylace
tfi vazebnych mist NKp30 na vazbu Gal-3 a zjistit tak, jestli se vazby ucastni pouze

sacharidy nebo i proteinova ¢ast receptoru NKp30.
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7 Zaver

Byly pfipraveny expresni vektory pro proteiny Gal-3-CRD-C173S a Gal-3-CRD-
C173S-His

Byla provedena transformace bunék E. coli T7 ptipravenymi plazmidy a nasledna

produkce Gal-3-CRD-C173S a Gal-3-CRD-C173S-His

Bylo ovéteno, ze mutant CRD Gal-3 netvoii kovalentni dimery

Pii méfeni pomoci analytické GPC bylo zaznamenéno, ze Gal-3-CRD-C173S se

vaze na NKp30 LBD T a NKp30 Stalk T
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