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ABSTRAKT

NK buiky hraji klicovou roli v boji proti buiikdm, které byly napadeny virem,
prvokem nebo podlehly maligni transformaci. Kromé toho také reguluji aktivitu
a mnozstvi dalSich bunék imunitniho systému. Cilové buniky rozpoznéavaji pomoci svych
aktivacnich a inhibi¢nich receptort, ze kterych pfijimaji aktivacni a inhibi¢ni signaly, na
nichz je zavislad cytotoxicka odpovéd’ NK builkky. Mezi signdly panuje dynamicka
rovnovaha, ktera rozhoduje o Zivoté a smrti cilové bunky. Pokud ptfevazi aktivacni
signaly, bude cilova buiika eliminovana. Pokud pfevazi inhibi¢ni signaly, pak cytotoxicka

odpoveéd’ nenastane.

Receptor NKp30 patii do superrodiny receptori podobnych imunoglobuliniim.
Jedna se o dilezity aktivaéni receptor, ktery rozpoznava celou fadu ligandd, mezi které
patii hemaglutinin viru vakcinie a ektromélie, protein pp65 lidského cytomegaloviru,
B7-H6, BAG-6 a galektin-3. Extracelularni doména receptoru NKp30 je za urcitych
podminek schopna v roztoku homooligomerizovat. Prvni podminkou je pfitomnost
N-glykosylace, druhou podminkou je pfitomnost 15 aminokyselin dlouhé ,stalk*
domény, ktera propojuje ligand vazajici doménu s transmembranovym a-helixem. Cilem
této prace bylo ovétit, které ze tfech dostupnych mist N-glykosylace receptoru NKp30 je
zodpovédné za jeho homooligomerizaci. Dal$im cilem byla biofyzikalni charakterizace

téchto homooligomeri véetné vyteseni jejich struktury.
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ABSTRACT

NK cells play a key role in the defence against cells that have been infected by a
virus, a protozoan or have undergone malignant transformation. In addition, they also
regulate the activity and quantity of other cells of the immune system. Target cells are
recognized using their activating and inhibitory receptors, from which they receive
activating and inhibitory signals, on which the cytotoxic response of NK cells depends.
There is a dynamic balance between the signals that determines the life and death of
the target cell. If activation signals prevail, the target cell will be eliminated. If inhibitory

signals prevail, then a cytotoxic response will not be triggered.

The NKp30 receptor, which belongs to the immunoglobulin-like receptor
superfamily, is an important activating receptor that recognizes a number of ligands,
including hemagglutinin of vaccinia and ectromelia virus, human cytomegalovirus pp65
protein, B7-H6, BAG-6, and galectin-3. The extracellular domain of the NKp30 receptor
is capable of homooligomerization in solution under certain conditions.
The first requirement is the presence of N-glycosylation, the second requirement is
the presence of a 15 amino acid long "stalk" domain that connects the ligand binding
domain with the transmembrane a-helix. The aim of this thesis was to assess which of the
three available N-glycosylation sites of the NKp30 receptor is responsible for its
homooligomerization. Another aim was the biophysical characterization of these

homooligomers, including solving their structure.

KEY WORDS

NK cells, NKp30, HEK293T, N-glycosylation, oligomer, oligomerization



SEZNAM ZKRATEK

AA
APC
APS
AUC
B7-H6
BAG-6

BCIP
bp

BSA

CBB R-250
CD

CTLR
dH>O
DLS
DNA
dNTPs
ECL

EDTA

E. coli
HEK293T

HelLa
HEPES
HF
HPLC

IFN-y

akrylamid

antigen prezentujici bunky, z angl. antigen presenting cells
peroxodisiran amonny, z angl. ammonium persulfate
analyticka ultracentrifugace

protein B7, homolog 6

lidsky athanogen 6 asociovany s BCL2, z angl. BCL2-
associated athanogene 6
5-bromo-4-chloro-3’-indolylfosfat

pocet part bazi, z angl. base pairs

hovézi sérovy albumin, z angl. bovine serum albumin
barvivo Coomassie Brilliant Blue R-250

komplex antigenni diferenciaéni skupiny, z angl. cluster of
differentiation

receptory podobné lektinlim C-typu, z angl. C-type lectin-
like receptors

deionizovand voda

dynamicky rozptyl svétla, z angl. dynamic light scattering
deoxyribonukleova kyselina, z angl. deoxyribonucleic acid

deoxyribonukleotidtrifostaty, z angl. deoxyribonucleotide

triphosphates

roztok zvySujici chemiluminiscenci, z angl. enhanced
chemiluminescence

kyselina ethylendiamintetraoctova, z angl.

ethylenediaminetetraacetic acid

Escherichia coli

lidskd embryonalni ledvinnd linie 293, exprimujici
mutovanou variantu velkého T antigenu SV40, z angl.
human embryonic kidney 293, expressing a mutant version
of the SV40 large T antigen

nadorové buiiky Henrietty Lacksové
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
vysoka piesnost, z angl. high fidelity

vysokouc¢innd kapalinova chromatografie, z angl. high
performance liquid chromatography

interferon-y



IgG
Ig-like

IL
ITAM

ITC

ITIM

kb
KIR

kryo-EM
LB

LBD
IPEI
MHC

mRNA

MP
MWCO

NBT

NCR

nDSF
NK

NKG2

NKp
NKp30 Stalk WT

imunoglobulin G

oznaceni imunoglobuliniim podobnych receptort, z angl.
immunoglobulin-like

interleukin

aktivaéni imunoreceptorovy motiv zaloZeny na tyrosinu,
z angl. immunoreceptor tyrosine-based activating motif
izotermalni titraéni kalorimetrie, zangl. isothermal
titration calorimetry

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

NK-bunécné imunoglobulinim podobné receptory, z angl.
killer immunoglobulin-like receptors

kryoelektronova mikroskopie

kultiva¢ni médium, z angl. lysogeny broth

ligand vazajici doména, z angl. ligand binding domain
linearni polyethylenimin

hlavni  histokompatibilni komplex, zangl.  major
histocompatibility complex

mediatorova ribonukleova kyselina, zangl. messenger
ribonucleic acid

hmotnostni fotometrie, z angl. mass photometry
maximalni hodnota molekulové hmotnosti, kterou dana
membrana propusti, z angl. molecular weight cut off
barvivo nitrotetrazoliova modft, z angl. nitro-tetrazolium
blue

receptor pfirozené cytotoxicity, z angl. natural cytotoxicity
receptor

nano-diferen¢ni skenovaci fluorimetrie

ptirozené zabijacké, z angl. natural killer

skupina pfirozenych zabijackych receptort 2, zangl.
natural killer group 2

pfirozeny zabijacky protein, z angl. natural killer protein
nemutovany (pfirozeny) receptor NKp30 se ,stalk*

doménou, z angl. NKp30_Stalk wild-type



NKp30 Stalk G42

NKp30 Stalk G68

NKp30 Stalk G121

NKp30_ Stalk Triple

NKR-P1

PAG
PBS

PCR

PDB

PEG

RNA

RPM

SAXS

SDM

SDS

SDS-PAGE

SEC

SEC-MALS

SOB
TAE

receptor NKp30 se ,stalk“ doménou s N-glykosylaci
zachovanou na Asn-42

receptor NKp30 se ,stalk“ doménou s N-glykosylaci
zachovanou na Asn-68

receptor NKp30 se ,stalk“ doménou s N-glykosylaci
zachovanou na Asn-121

receptor NKp30 se ,stalk” doménou bez zachované
N-glykosylace

NK bunéény receptor protein 1, z angl. natural killer cell
receptor protein 1

polyakrylamidovy gel

fosfatem pufrovany fyziologicky roztok, z angl. phosphate
buffered saline

polymerdzova tetézova reakce, z angl. polymerase chain
reaction

proteinova databanka

polyethylenglykol

ribonukleova kyselina, z angl. ribonucleic acid

otacky za minutu, z angl. revolutions per minute
malouhlovy rozptyl rentgenového zateni, z angl. small-
angle X-ray scattering

mistné zaméfena mutageneze, zangl. site-directed
mutagenesis

dodecylsiran sodny, z angl. sodium dodecyl! sulphate
polyakrylamidova gelova elektroforéza s dodecylsiranem
sodnym, z angl. sodium dodecyl sulphate — polyacrylamide
gel electrophoresis

rozméroveé-vylucovaci  chromatografie, zangl  size-
exclusion chromatography

viceuhlovy rozptyl svétla spojeny s rozméeroveé-vylucovaci
chromatografii, z angl. size-exclusion chromatography —
multi-angle light scattering

kultivaéni médium, z angl. super optimal broth

pufr, ktery obsahuje Tris, kyselinou octovou a kyselinou

ethylendiamintetraoctovou



TBS

TEM
TEMED
TK
TNF

Tris

fyziologicky roztok pufrovany Tris pufrem, z angl. Tris-
buffered saline

transmisni elektronova mikroskopie
tetramethylethylendiamin

tkanové kultury

faktor nadorové nekrézy, z angl. tumour necrosis factor

tris(hydroxymethyl)aminomethan



OBSAH

1. TEORETICKY UVOD ....ccoiiieuininsnnnsesssesesesessstttttsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasas 13
1.1. IMUNITNT SYSTEM — VROZENA A ADAPTIVNT IMUNITA ..cueteeiiieiteeieeesieesieeeseeessneeesneesnneeesnnesanees 13
1.2. INK BURKY Lottt s s 14

1.2.1. RECEPLOIY NK DUNEK.......cc..veeeeiiieeeeee e eeeeeeeee e ettt e ettt e e ettt e e e ataaaesisaaaessseaaeans 15
1.2.1.1. Receptory podobné [ektintm C-tyPU......ccccvverrieireeiieeireecre et cre et ere et ereesene v ennee 16
1.2.1.2. Receptory podobné imunoglobulinlim ..........ccc.eeciiriiiiinciecee e 16

1.2.2. Receptor pfirozené cytotoxicity NKP3O0..........c.ccceeeueeroieemsieeniieniienieeeiee e 17
1.2.2.1.  Ligandy receptoru NKP30 ....ccccuiiiiiiieiiiiieeiiiee ettt s iree s site e s stae e esabe e s ssaeessnsaaeens 20

1.3. OLIGOMERIZACE PROTEINU ..c.utteutieriteeeteesiteesteesiteeeseesateeeaseesabeesaseesabeesseesabeesneesabeesseesane 21

1.3.1. INEEIAKENT FOZAIANT ... 22

1.3.2. SKIGAGNT OlIGOMEIU ...t e et e et a et aeeae e e e saaaaesreeans 22

1.3.3. Oligomerizace proteint v Nemoci G Ve ZArQVIi .............ccceeeeeeesceesvesiesieesieniennns 23

1.3.4. Priklady biofyzikdlnich metod pro studium oligomernich proteing ..................... 24

1.3.5. Homooligomerizace receptoru prfirozené cytotoxicity NKp30............ccccccveeuue. 25

T of 111 Y of 27

3. POUZITY MATERIAL....cccvrinirimininininssinssississtsssstssstsssstssssssssstsssstassstsssssassssssssssssssssssens 28
3.1. PRISTROJE A LABORATORNI POMUGCKY ....uvveeutereirerteeesitessseeesatesseeesssessneeesanesssesesmsesssesesanessnens 28
3.2. DN A e e e e s e s e e e e e e e e e e e s e e e e e s e e e e e e e e e e e aeeaaans 30

3.2.1. VBKEOIY .. ettt ettt e et e ettt e ettt e e ettt e e et a e e et aeetbaaeeaatsaaensssaeensraeaan 30
3.2.2. Primery pro PCR G SEKVENQACI...........c.cccccueeeeeieieeeiiiieeesiieeecsveeescaeaessseaeessisaaeesases 30
3.3. BUNECNE LINIE A BAKTERIALNT KMENY ....cuviiiiiiiiii i 31
B4, ENZYMY ittt ettt ettt n e s st sreeneeneens 32
3.5, PUFRY PROENZYMY c.oeieuiiiiiieitieieeeieete e et sne s st satesae e et s s sme e n e nesanesenesaeesneenaeeneennens 32
3.6. KULTIVACNTIMEDIA ..ottt 32
3.7. 200720 0] Q2P PPP PPN 32
3.7.1. ROZtOKY Pro @leKtrOfOr€zU...........cccvuueeeieeeeeeiiieeeiee e eeee et eevaa e 32
3.7.2. Roztoky pro purifikaci a prechovavani proteing ..............ccccoceecveeecvveeiesesivesirenns 33
3.7.3. ROZEOKY Pro iMuUNODIOL.........ccc..veeeeeeeeeee ettt e et s e e e sea e 33
3.7.4. Roztoky pro manipulaci § BURKGM ............ccuvveeeceeeeeciieeeeieeeeceee e e 34
3.8, CHEMIKALIE .eiiiiiiiiiiiii ettt sas e 34

A, IMETODY ..ccoiiiuiiiiiiteiiinnneiiiieneiiisneeiessnesisssteiesssnesiessnesssssstesesssnessesssnesesssnsssesssnesssssssesenss 37

4.1. PRIPRAVA EXPRESNICH VEKTORU .....oviiviiiiiiiiiiiiiicicnin ettt 37
4.1.1. Polymerdzovad FetEZOVA rEAKCE ..........uuevecueeeeeciieeeeiiieesceeeeesteaeesteeeesianaeessenanns 37
4.1.2. Stépeni DNA restrikénimi endonuKIEGZAMi.............ccoceeeeeveeeeeeeeeeersereeeeeeeerene, 38
4.1.3. AGArozZoVa €lEKEIOfOrEZA..........ueeeceeeeeeiieeeeee e eeeeee et ete e e teaeeeetraa e e 39

4.1.3.1. Priprava agar0ZoVEN0 GEIU ........ccocuviiiiiiiieiie ettt ae e sbae e e saaeeens 39
4.1.3.2. Priprava vzork( pro agardzovou elektroforézu........cccovevveeceeicieecieccieesee e 39

10



4.1.4. 1zolace DNA z agardzoVEho GelU...........cc.eeeeeeiieieeiiieeiiiieeesiiee e eeiee e 39
4.1.5. VloZeni genu do linearizovaného plazmidu pomoci T4 DNA ligdzy...................... 40
4.1.5.1. Priprava reakcni smeési pro ligadzovou reakCi........cccecveieeiiiieiiiiiiiiiee e 40
4.1.5.2.  LIBAZOVA MAKCE ....ueiicitiie et ettt ettt e vt e e ettt e e s bt e e e s bae e e abeeesabeeesabaeeeaataaeans 40
4.1.6. VloZeni genu do linearizovaného plazmidu pomoci T4 DNA polymerdzy ............ 40
4.1.6.1. Priprava reakcni smeési pro ligadzovou reakCi........cccocvieeiiiieiiiiiiniiee e 40
4.1.6.2.  POIYMEIAZOVA FEAKCE .. .eeveeeeieeiie et ettt e ste et e et stee et e st e e e e s see e teessseenseesnseesneeenseesneas 41
4.1.7. Transformace kompetentnich BUNEK ..............cocceevvueenoieencieenieeniieseeieeseee 41
4.1.8. PCR z bakteriaInich KOIONIT .............coocueenieeeiiiiiieieseeee e 41
4.1.9. Kultivace bakterii v malém ObjemMu..............cccueeeeecvieesiieeeeciieeesieeescieaeecveeaens 42
4.1.10.  Nizkoobjemovad izolace plazmidoveé DNA................eeeeeeceeeeecrieeeeiieeesiieeeeiveaeens 42
4.1.11. SEKVENACE DNA ...ttt ettt ettt s ettt ste s sbte s ssae s baeenane e 43
4.1.11.1.  Priprava vzorkd na sekvenaci DNA........ccooiiiiereeriinieiie ettt sttt s eee e 43
4.1.12.  Kultivace bakterii ve velkém OBJEMU ...........ccceeoveeeneieniiesiiesieeeeee e 43
4.1.13. Vysokoobjemovd izolace plazmidoveé DNA ...........cccooveeeviienceeesieesieesieesieeee 43
4.1.14.  MEreni KONCENTIaCE DNA.........cocvveeeeesiiesieesiitesieesitesieesiieesteessseesssesssesnseenses 44
4.2. REKOMBINANTNI EXPRESE PROTEINU ... vvveeeiurieeeeieteeeiiiteeeestteeeestreeeeeasseessasseseenssseeessssssessssesanns 44
4.2.1. BUNEENG 1iNi@ HEK293T ...veeeeeee ettt estt e eette s stea e sttt e s staa e s snsaaessssaassnees 44
4.2.1.1. ROZMIAZENT DUNEK ..ovveiiiiieierieee ettt ettt bbbt sae s 45
4.2.1.2. Urcovani POCTU DUNEK.....c.eeiuirieiiiriieie ettt sttt sttt sbe e e 45
4.2.1.3. PasSAZOVANT DUNEGK ...oueiiiiieieece et sttt st 45
4.2.1.4. Vysokohustotni tranzientni transfekce bunécné linie HEK293T ........cccceevieeeviiieecnnneenn, 46
4.2.1.5. Priprava stabilné transfekovanych bunécénych linii HEK293T
4.2.1.6.  SKHZENTDUNGK ..cveiiiiiiiiiiieie e s s
4.2.1.7. Mrazeni BUNEBK ......c.ooiiriiiieierteee ettt st sb e sbe e sre s 47
4.2.2. Purifikace proteint s histidinoOvou KOtVOU................ccccvuueeecvivieeecieeeiieeeevea e 48
4.2.2.1.  Chelatalni chromatografie .......cccecueeriieiienieie et 48
4.2.2.2.  ZKONCENTIOVANT PrOtEINT ..eovviieeiiriieie ettt sttt sttt sae e sneen 49
4.2.2.3. Preparativni rozmérové-vyluovaci chromatografie.......cc.cceeveerieriieniieenieieenieeeeee, 49
4.3. CHARAKTERIZACE PROTEINU 11vevieeeieiiireeeeeeeeesitrreeeeeeeeeeiatnseeeseeesesssssaesseeesesssnrasseesssesssnsssseeeens 49
4.3.1. MEFeni KonCentrace ProteiNG .........cc..ccueeeeeeeeeeiieeeesiieeeeeiveeescieeeeesiseeeesssseseesanes 49
4.3.2. SDS-PAGE ...ttt ettt e et e e e e et 49
4.3.2.1. Ptiprava polyakrylamidového gelu s pfidavkem SDS .........ccccceiiriiieiiiiieesnieeesiee e 50
4.3.2.2.  Priprava vzorkli Na SDS-PAGE .......ccccuieiiieiiieiiecte ettt ae et esbe e s e e sraesaaeeneesnnas 50
4.3.2.3. Vizualizace proteind v polyakrylamidovém gelu.........cccvevveecieiieeciecieesee e 50
4.3.3. IMUNODBIOL ...ttt sttt sttt ettt e s e snea e 51
4.3.3.1. Elektroprenos proteinll na nitrocelulosovou membranu ...........ccceeveecveeneeecieecveeneenee. 51
4.3.3.2. Blokace nitrocelulosové membrany BSA a vazba protildtek.......cccccccevvvevervceenireeeee. 51
4.3.3.3. Chemiluminiscené¢ni a kolorimetrickd detekce protein( s histidinovou kotvou............. 52
4.3.4. Analytickd rozmérove-vylucovaci chromatografie.............coeecveeeeecieeeeeciveeeannn 52
4.3.5. nano-Diferencni skenovaci fIUOFIMELrie..............ccceeeeecceeeeeiiieeesieeeeiieeeecieeeeans 52
4.3.6. CirkulGrni diChIOISIMUS .......cooueeeiiieieeit ettt 53
4.3.7. AnalytickG UItraCeNntrifugaCe...........oueeeveveeeeieeeeeeee ettt esee s ee e eeaa e 53



4.3.8. Viceuhlovy rozptyl svétla spojeny s rozmérové-vyluc¢ovaci chromatogrdfii ......... 53

4.3.9. Transmisni elektronovd mikroskopie a kryoelektronovd mikroskopie................. 54
5. VYSLEDKY wcuuiuinininisisssissssisssstssssssssstsssssssssssssssssssssssssssassssassstassssassssssssassssssssssssssassssas 55
5.1.  AMINOKYSELINOVE SEKVENCE EXPRIMOVANYCH PROTEINU ......etruvirneenreereerenneseeseesieeneeenneennens 55
5.2. PRIPRAVA EXPRESNICH VEKTORU ....cooviriiiiiieiiiiiiiiiie sttt 56
5.2.1. Priprava genu glykosylacnich mutanti receptoru NKp30...........ccceeveveerveeennee. 56
5.2.2. Linearizace plazmidu restrikénimi endonukleGzami ...............ccccoccevevveevvvenncnnne. 58
5.2.3. Priprava zdsobniho mnoZstvi plazmidi nesoucich geny jednotlivych
glykosylacnich mutant( receptoru NKP3O0.............cooecueeeeiiieeeesiieeecieeeesiteeesettaaeestaaaestaaaessseaennnes 59
5.2.4. Priprava expresniho vektoru nesouciho gen NKp30_Stalk_triple......................... 60
5.2.4.1. Pfiprava genu NKp30_Stalk_Triple ...cccceeeieecieiee e 60
5.2.4.2. Ptiprava zasobniho mnozstvi plazmidu nesouciho gen NKp30_Stalk_Triple .......c.cccc..... 62
5.2.5. Priprava plazmidd pro vysokohustotni stabilni transfekce bunécné linie HEK293T
63
5.3.  REKOMBINANTNI EXPRESE A PURIFIKACE GLYKOSYLACNICH MUTANTU RECEPTORU NKP30................ 65
5311 NKP30_StAlK_GAZ ..o sn s se s ssese oo 66
5.3.1.2. NKP30_StAlK_GB8 .....ooerreeeeereeeeeeeseeseeeseeseesseessesesess e sse s ssese s s se s sse e se s ssesesssesneon 67
5.3.1.3. NKP30_StAlk_ G121 oooeeeeiereeeeeeeeeeeeeee s en e sseseeon 70
5.3.1.4.  NKP30_StAlK_TFIPIE coooveeveceseeeeeeee s esese s se s en s 70
5.4.  TEPLOTNI STABILITA GLYKOSYLACNICH MUTANTU RECEPTORU NKP30 ...coveeuiirierieiiencenieeieeiene 72
5.5 CIRKULARNI DICHROISIMUS .....uviiuiiitiiiiitiiic it sttt st s s s sas et 73
5.6.  ANALYZA DYNAMIKY HOMOOLIGOMERIZACE ....c...eruuerueenueenueenteaneesseesseenseesessessnesseesueenseensesnnenns 74
5.6.1. Schopnost homooligomer( diSOCIOVAL ............ccecuercieeiesiesieseeeee s 74
5.6.2. Analyza vzniku ROMOOIIGOMEI ...........cveeceeeiieecieesieeeee e ecee s e sveeeae e 75
5.7. BIOFYZIKALNi CHARAKTERIZACE HOMOOLIGOMERU RECEPTORU NKP30......ccoveniiiiiiiiiieniecneennens 78
5.7.1. Charakterizace homooligomer(i pomoci analytické ultracentrifugace................ 78
5.7.2. Charakterizace homooligomer(i pomoci viceihlového rozptylu svétla spojeného
5 rozmeérove-vylucovaci CRrOMALOGIASil .......ccuveeecuiieeeeiiie e et e et eetee s ste e e st e eseaeaeessaeeens 79
5.7.3. Charakterizace homooligomer(i NKp30_Stalk_WT pomoci transmisni elektronové
mikroskopie a kryoelektronoveé MiKroSKODIE ............ccueeeeeueeeeeciiieeeciee e eeve e saa e esaea e 80
T 0 1 1] (V74 N 82
27V 1 R 86
8.  SEZNAM LITERATURY ...citiiiiuriiissnneiiisnneiiisnneissssnneicsssneeiesssnesssssseesssssssesesssnsssssssnesssssssesesss 87

12



1. TEORETICKY UVOD

1.1. IMUNITNIi SYSTEM — VROZENA A ADAPTIVNI IMUNITA

Imunitni systém nés kazdodenné chrani jak pfed nastrahami vnéjSiho svéta, které
pfedstavuji mikroorganismy, tak pfed ndmi samymi — napiiklad pfed nadorovym
onemocnénim. Z hlediska specifity lze imunitni systém rozd€lit na vrozeny
(nespecificky) a adaptivni (specificky) [1,2], pfi¢emz urcitou ¢ast vrozené imunity tvori
anatomické a fyziologické bariéry, jako napiiklad kize ¢i lysozym (Obrazek 1, str. 14)

[2,3].

Adaptivni imunitu pfedstavuje dokonale organizovana souhra T a B lymfocyti
s antigen prezentujicimi buitkami (APC, z angl. antigen presenting cells) [4]. Hlavni
funkci T lymfocytt je identifikace a likvidace bunék, které byly napadeny intracelularnim
patogenem. B lymfocyty slouzi primarné k produkci protilatek [2,4], ale v urcitych
pripadech mohou hrat roli APC pro T lymfocyty [2]. Specifitu obou typi lymfocytl
zajist'uje jejich schopnost reorganizovat urcité useky deoxyribonukleové kyseliny (DNA,
z angl. deoxyribonucleic acid) béhem svého vyvoje. To jim davd moznost ziskat obrovsky
repertoar T-bunéénych receptord, ¢i specifickych protilatek, které mohou rozpoznavat

Sirokou Skalu riznych patogent [1,5].

Oproti tomu se vrozend, nespecifickd imunita zaméfuje na vysoce konzervované,
typické molekularni struktury, které se vyskytuji napfic celym spektrem mikroorganismi
[5,6]. Pfikladem mohou byt bakterialni lipopolysacharidy, peptidoglykan, dvouvldknova
ribonukleova kyselina (RNA, z angl. ribonucleic acid) a bakterialni DNA [5,7]. Zaméieni
vrozeného imunitniho systému na konzervované struktury piindsi zasadni casovou
vyhodu v boji s infekci, protoze mize reagovat okamzité. Naopak reakce T a B lymfocyti
je né&kolik dni opozdénd, jelikoZ musi nejprve dojit k selekci specificky zaméfené
populace proti danému patogenu [5]. Vrozena imunita zahrnuje mnoho druht bunék,
vrozeného imunitniho systému patii neutrofily, které fagocytuji a nasledné zlikviduji
dany patogen, béhem ¢ehoz samy zahynou. DalSim piikladem mohou byt eozinofily,
které hraji dtleZitou roli pfedevS§im v boji s mnohobunéénymi organismy [1]. Makrofagy
a dendritické bunky patii mezi APC, které prezentaci antigenu pro T lymfocyty na
glykoproteinu hlavni histokompatibilni komplex (MHC, z angl. major histocompatibility
complex) 1. tfidy tvoti spojnici mezi vrozenym a adaptivnim imunitnim systémem [5].
Dalsi funkci vrozeného imunitniho systému je ochrana ptfed vznikem rakoviny, kde

sehravaji zasadni roli pfirozené zabijacké (NK, z angl. natural killer) bunky [8].
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Obrazek 1: Stru¢ny prehled jednotlivych segmentii imunitniho systému.

Imunitni systém je rozdélen na vrozenou a adaptivni imunitu, pfi¢emz vrozenou imunitu
tvofi anatomické a fyziologické bariéry, dale pak bunécna a humoralni slozka imunity. Na
pomezi vrozené a adaptivni imunity patfi NK T bunky a dendritické bunky. Adaptivni
imunita je tvofena bunéénou a humoralni slozkou. Pfevzato a upraveno z [3].

1.2. NKBUNKY

NK buriky tvoii tfeti nejvétsi subpopulaci lymfocytil. Radi se mezi velké granularni
lymfocyty se schopnosti likvidace bungk, jez maji snizenou nebo chybéjici expresi MHC
glykoproteint 1. tfidy [8,9]. Dllezitou roli hraji v boji s bunkkami, které podlehly maligni
transformaci [8,10]. Zakladnim fenotypickym znakem NK bunék je exprese komplexu
antigenni diferencia¢ni skupiny (CD, z angl. cluster of differentiation) ¢islo 56 — CD56 a
receptoru pfirozeny zabijacky protein (NKp, zangl natural killer protein)

¢islo 46 — NKp46 [8,11-13]. Dalsim dtlezitym znakem je absence exprese CD3 [8,14].

Pted uvolnénim NK bunék do cirkulace, probiha jejich vyvin v kostni dfeni. Pro
jejich spravnou maturaci je krucidlni ptfitomnost interleukinu (IL) -15 — IL-15 [15,16].
Z hlediska fenotypu buné¢ného povrchu lze NK buiky rozdé€lit na dvé subpopulace
s rozliénymi funkcemi a vlastnostmi. Subpopulace CD56°#" s vysokou povrchovou
hustotou exprese CD56 je dominantné zastoupena v sekundarnich lymfatickych
organech, naopak CD56%™, s nizkou povrchovou expresi CD56 se nachazi predevsim
v kostni dieni, krvi a slezing [8,17]. Hlavni ilohou CD56¢" je produkce cytokind,
a to predevSim interferonu-y (IFN-y), pficemz tato populace vykazuje nizkou miru
cytotoxicity [8,18]. Naopak buiiky CD56%™ maji nizkou schopnost produkovat cytokiny,

ale vykazuji vysokou cytotoxickou aktivitu vii¢i infikovanym a nddorovym bunikam [8].
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O Zivoté¢ a smrti cilové buniky rozhoduji signdly pfijaté z aktivacnich a inhibi¢nich
receptortt NK buiiky. Pokud ptevazi aktivacni signaly, bude cilova burnika eliminovana
a vice versa (Obrazek 2) [19]. Uspé&né eliminace cilové buitky dosiahne NK buiika
exocytozou vacki, které obsahuji perforiny a granzymy, nebo aktivaci receptorti smrti
pro faktory naddorové nekrézy (TNF, z angl. tumour necrosis factor) [20]. V nadorovych
bunikach se mnohdy kumuluji metabolity jako napftiklad laktat, ktery blokuje sekreci
IFN-y a snizenim pH zhorSuje cytotoxickou aktivitu NK bunék [10,21]. Snizeni
cytotoxické aktivity je zptisobeno nizsi expresi perforinu a granzymu [21]. Vysoké naroky
nadorll na nutrienty vytvari prostfedi s jejich deficitem, pfi¢emz deplece L-argininu

narusuje proliferaci NK bun¢k a produkci IFN-y [10,22].

H InhibiZni receptor Burika bez MHC I. tfidy a g
bez aktivaénich ligandu

&

= / Bez MHC . tFidy
Cilova buiika

Aktivaéni ligand

Bez aktivacnich
ligandd

Obrazek 2: Osud cilové buiiky po stiretu s NK buiikou.

(A) V ptipadé, ze cilova bunka nenese MHC glykoproteiny 1. tfidy ani aktivacni ligandy,
pak nedojde k zadné imunitni odpovédi NK bunky. (B) Pokud cilova bunika exprimuje MHC
glykoproteiny I. tfidy a zaroven neexprimuje zadné aktivacni ligandy, pak prevazi
inhibi¢ni signal a rovnéz nedojde k Zaddné imunitni odpoveédi NK bunky. (C) K imunitni
odpovédi vsSak dojde, pokud cilovd bunika exprimuje aktivaéni ligandy a zaroven
neexprimuje MHC glykoproteiny I. tfidy. V tomto ptipadé prevazi aktivacni signal.
(D) V ptipadég, ze cilova buika exprimuje zaroven MHC glykoproteiny I. tfidy a aktivaéni
ligandy, pak o osudu cilové buniky rozhodne signal, ktery pfevazuje. Pfevzato a upraveno
z [23].

1.2.1. RECEPTORY NK BUNEK

Regulace funkce NK bun¢k, podobné jako regulace ostatnich bun€k vrozeného
imunitniho systému, nepodléha jednomu receptoru s vysokou specifitou vici jednomu
antigenu. Rozpoznavani Siroké Skély ligandii je u NK bunck zajisténo expresi mnoha
aktivacnich a inhibi¢nich receptort [19,24-26]. Inhibi¢nim receptorim vdéfime za to,
ze NK bunky rozpoznaji ,,nase ja“ a neutoci tak na zdravé bunky a tkané. Inhibi¢ni
receptory signalizuji zejména skrze intraceluldrni inhibi¢ni imunoreceptorovy motiv
zalozeny na tyrosinu (ITIM, z angl. immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif),

ktery se nachéazi na cytoplazmatickém konci receptoru [26,27]. Aktivacni receptory jsou
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nezbytné pro cytotoxickou odpovéd’ NK buiiky vici cilové buiice (Obrazek 2, str. 15)
[23]. Signalizace probiha v zavislosti na daném receptoru né¢kolika zplsoby. Prvni
moznosti je zplisob analogicky k inhibi¢nimu, pfes intracelularni aktivacni
imunoreceptorovy motiv zalozeny na tyrosinu (ITAM, z angl. immunoreceptor tyrosine-
based activating motif). Rozdilem je, ze ITAM se nenachazi na cytoplazmatickém konci
receptoru, ale na adaptorovych molekulach v blizkosti [26,27]. Dalsi variantou je
signalizace za pouziti adaptorového proteinu DAP-10, ktery signalizuje skrze
fosfatidylinositol-3-kindzovou podjednotku proteinu p85 [26,28]. Treti moznosti, kterou
vyuzivaji n€které inhibi¢ni i aktivacni receptory je pfenos signalu za pouziti adaptorovych
proteinti skrze imunoreceptorovy motiv ,,vypinace® [26,29]. Bez ohledu na aktiva¢ni ¢i
inhibi¢ni povahu se NK bunééné receptory rozdéluji do dvou strukturnich superrodin —
receptory podobné imunoglobulinim (Ig-like, z angl. immunoglobulin-like) a receptory

podobné lektinim C-typu (CTLR, z angl. C-type lectin-like receptors) [25,26].

1.2.1.1. RECEPTORY PODOBNE LEKTINUM C-TYPU

Mezi aktivacni CTLR patii naptiklad receptor NKp80 [25,26,30], ¢len D ze skupiny
ptirozenych zabijackych receptort ¢islo 2 (NKG2, z angl. natural killer group 2) —
NKG2D [25,26,31]. Aktivaéni i inhibi¢ni receptory obsahuje rodina heterodimernich
receptor CD94/NKG2, kterd rozpoznava nestandardni MHC glykoproteiny 1. tiidy
[26,32]. Rodina aktivacnich a inhibi¢nich protein 1 NK bunécnych receptori (NKR-P1,
z angl. natural killer cell receptor protein 1) je rozsifend v mySich, nicméné clovek
exprimuje pouze jediného Clena této rodiny, inhibi¢ni receptor NKR-P1 [25,26,33]. Tento
receptor je zajimavy svou schopnosti tvofit v imunitni synapsi klastry, spole¢né se svym

ligandem, transkriptem podobnému lektintim 1 [34].

1.2.1.2. RECEPTORY PODOBNE IMUNOGLOBULINUM

Siroka rodina NK buné&nych, imunoglobulintim podobnych receptori (KIR, z angl.
killer cell immunoglobulin-like receptors) obsahuje jak aktivacni, tak inhibi¢ni receptory,
kter¢  jsou  primarn¢  zodpovédné za  rozpoznavani a  monitorovani
MHC glykoproteini 1. tfidy [25,26,35]. V mySich je tato skupina nahrazena rodinou
receptord Ly49, které patii mezi receptory podobné lektintim C-typu [25,26]. Dalsi rodinu
rozpoznavajici MHC glykoproteiny 1. tfidy tvofi leukocytarni receptory podobné
imunoglobulinim [25]. Receptory pfirozené cytotoxicity (NCR, zangl. natural
cytotoxicity receptors), mezi které patii NKp30, NKp44 a NKp46 byly objeveny ve snaze
nalézt receptory, které aktivuji NK buniky nezavisle na ptitomnosti ¢i neptitomnosti MHC

glykoproteini 1. tfidy [12,25,36-38]. NCR vyrazn€ pfispivaji k vyvolani cytotoxické
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odpovédi NK bun¢k vic¢i nddorovym buikdm [25,38]. Také se ukézalo, ze hraji roli

v imunitni odpovédi na rtizné viry, naptiklad influenzy, hepatitidy C a eboly [25,39-41].

1.2.2. RECEPTOR PRIROZENE CYTOTOXICITY NKP30

Receptor NKp30 (NCR3 nebo také CD337) je jeden znejdalezitéjSich NK
bunéénych aktivacnich receptorti. Je exprimovan vSemi maturovanymi NK bunikami
[36,42], ale pod vlivem IL-15 také T lymfocyty pupecnikové krve [42,43], nebo
epitelidlnimi bunikkami po stimulaci progesteronem [42,44]. Naopak v piipadé lidskych
monocytl, bunécné linie histocytarniho lymfomu, Jurkat bunék a promyelocytarnich
leukemickych bun¢k nebyla pomoci imunoblotu prokazana pfitomnost mediatorové RNA
(mRNA) receptoru NKp30 [36]. Bylo identifikovano 6 sestiihovych variant mRNA
receptoru NKp30 (Obrazek 3). Nejvice exprimovanymi jsou varianty NKp30a, NKp30b,
a NKp30c, které tento receptor koduji s extraceluldrni doménou podobnou variabilnim
doménam imunoglobulind. Naopak extracelularni domény sesttihovych variant NKp30d,
NKp30e, a NKp30f jsou podobné konstantnim doméndm imunoglobulinli [45,46].
Aktivace izoforem receptori NKp30a a NKp30b vede k produkci velkého mnozstvi
IFN-y, degranulaci a cytotoxické odpovédi NK buiiky. Oproti tomu aktivace NKp30c
vede primarné k produkci inhibi¢niho cytokinu IL-10 [46,47]. Funkce izoforem receptoru

NKp30 z druhé trojice sestfihovych variant (d, e, f) dosud studovany nebyly [46].

a

[ Exwn2a | [Exon2n |
b wesor [ | R
worn [T ‘ = |
oo [T [ [0
NKp30d | Exonl | | Exon2a | Exon2b | Exon3 _
nkp3oe | Exonl | | Exon2a [Exon2b | Ewon3 | Evonsc |
nxosof [ Exonl | | Exon2a | Exon2b | Exon3 | Exonda |

Obrazek 3: Sestiihové varianty receptoru NKp30.

(a) Organizace exoni genu pro receptor NKp30. (b) Exony 1 a 3 jsou pfitomny ve vSech
jeho sestfihovych variantach. Varianty NKp30a-c jsou kodovany exonem 2, zatimco
varianty NKp30d-f koduje exon 2a a exon 2b. Exon 4a koéduje varianty NKp3O0c
a NKp30f, exon 4b pak NKp30b a NKp30d. Poslednim exonem koédujicim NKp30a
a NKp30e je exon 4c. Start kodony jsou oznaceny ¢ervenym pruhem a stop kodony pak
pruhem zlutym. Pfevzato z [42].
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Molekulova hmotnost receptoru NKp30 je pfiblizn¢ 30 kDa [36]. K prvnimu
vyfeseni krystalové struktury o rozliseni 1,85 A (Obrazek 4) byl pouZit renaturovany
receptor NKp30 exprimovany v inkluznich téliscich v bakteriich Escherichia coli
(E. coli) [48]. Extracelularni doména receptoru vSak obsahuje tfi N-glykosyla¢ni mista:
Asn-42, Asn-68 a Asn-121 [49], tudiz vzhledem k povaze expresniho systému neni
receptor NKp30 na obrazku 4 N-glykosylovan. Ligand vazajici doména (LBD, z angl.
ligand binding domain) receptoru se sklada z osmi B-skladanych listli, jednoho a-helixu
a jednoho 319 helixu. Mezi NCR se NKp30 spise podoba receptoru NKp44, jehoz LBD
je podobna variabilnim doménam imunoglobulinti, zatimco v ptipadé NKp46 se jedna o
LBD podobnou konstantnim doménam imunoglobulinii. Hlavnim nalezenym strukturnim
rozdilem mezi receptory NKp30 a NKp44 je interakce mezi listy A a G
a pritomnost kratkého a-helixu mezi listy D a E v piipadé¢ struktury receptoru NKp30.
V ramci této struktury byl nalezen homodimer LBD s orientaci protomert oto¢enych viici

sobé o 180° a s vice nez 20 interagujicimi aminokyselinovymi rezidui [48].

Obrazek 4: Homodimer LBD receptoru NKp30 bez pritomnosti N-glykosylace.
Protomery LBD receptoru NKp30 [kéd v proteinové databance (PDB): 3NOI] jsou vuci
sob& otoCeny o 180°. Receptor se sklada predevs§im z B-skladanych listl, nicméné struktura
obsahuje také jeden a-helix a jeden 30 helix. Zvyraznéna aminokyselinova rezidua svou
interakci zprostfedkovavaji homodimerizaci. Mezi dvéma protomery je zluté zvyraznén
polyethylenglykol (PEG), ktery byl pouzit pii krystalizaci. Pfevzato a upraveno z [48].
Homodimer LBD receptoru NKp30, ktera byla exprimovana v lidskych bunéénych
liniich, tedy s N-glykosylaci, se vSak strukturné [isi (Obrazek 5, str. 19).
I v tomto piipadé¢ dochdzi k homodimerizaci s vzdjemnym oto¢enim dvou protomert

o 180° vii¢i sob¢, nicméné aminokyselinova rezidua jednoho protomeru jsou posunuta
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09 az 15 A. Dillezitym rozdilem mezi témito dvéma krystalovymi strukturami je fakt, e
v ptipadé LBD bez N-glykosylace (3NOI) na obrazku 4 na str. 18, dochazi v dasledku
interakce s druhym protomerem k pfiblizeni postranniho fetézce N-glykosylacniho mista
Asn-42 k jinym postrannim fetézcim aminokyselin dimeriza¢niho rozhrani. V ptipadé
pritomnosti N-glykosylace (6YJP) pak dochazi ke sterickému branéni vzniku
homodimeru s orientaci, kterou zaujima homodimer s PDB kdédem 3NOI. Vznika tak
homodimer, kde se N-glykosylovany Asn-42 nachézi misto interakéniho rozhrani

v blizkosti C-konce druhého protomeru [50].

m GlcHAC

Asnd: 6YJP

Prolozeno: LBD_A_6YJP:LBD_3NOI

Obrazek 5: Porovnani dvou krystalovych struktur homodimera LBD receptoru NKp30.
Pro lepsi ilustraci posunu aminokyselinovych rezidui o 9-15 A byly proloZzeny struktury
homodimeru LBD receptoru NKp30 bez N-glykosylace (PDB ko6d: 3NOI) a homodimeru
N-glykosylované LBD receptoru NKp30 (PDB kéd: 6YJP). Jeden z protomert obou
struktur byl obarven Sedou barvou, nacez byly tyto dva protomery pies sebe prolozeny tak,
aby se co nejlépe piekryvaly. Druhy z protomert ze struktury s PDB kdédem 3NOI byl
obarven tyrkysovou barvou a druhy protomer ze struktury s PDB kédem 6YJP byl obarven
fialovou barvou. Glykosylaéni misto Asn-42 bylo zvyraznéno 1 s navazanym
N-acetylglukosaminem sférickym modelem. Vlevo je patrny Asn-42, ktery se v pfipadé
struktury s PDB kédem 6YJP nachéazi v blizkosti C-konce druhého protomeru. Naopak
v ptipad¢ struktury s PDB kédem 3NOI se Asn-42 nachdzi v dimerizaénim rozhrani.
Ptevzato a upraveno z [50].

Propojeni extraceluldrni domény s transmembranovym o-helixem receptoru
NKp30 zajistuje 15 aminokyselin dlouh4 ,,stalk” doména ("’ KEHPQLGAGTVLLLR %)
[51]. Ta je mimo jiné zodpovédna za ptfenos signalu a jeji pfitomnost zvysSuje afinitu
k vazb¢é ligandu [49-51]. Kladné nabity Arg-143 zajiStuje interakci s adaptorovou
molekulou CD3(, ¢imz aktivuje dalsi signalizaci [36,51]. Pfi rozpoznani ligandu dojde
k zasunuti Arg-143 do membrany, kde dojde k interakci se zaporne nabitym Asp CD3C(.
Mutacemi ve ,stalk doméné bylo dokazéano, ze je tato doména pro pienos signalu
klicova. Mutace K129A, E130A, L140A, L141A a L142A vedly k vyraznému snizeni

schopnosti signalizace tohoto receptoru. Mutace R143A signalizaci kompletn¢ zabranila.

19



Oproti tomu mutace R143K signalizaci posilila, coz potvrzuje, Ze je kladny néboj

postranniho fetézce aminokyseliny v poloze 143 dulezity pro pienos signalu [51].

Nékolik studii se vénuje vlivu pfitomnosti ¢i nepfitomnosti N-glykosylace
receptoru NKp30 na jeho schopnost vazat ligandy. Studie Hartmann, J. a kol. vedla
k zavéru, ze v pripad¢ nepfitomnosti N-glykosylace na Asn-42 v disledku mutace N42Q
nedochazi k vazbé ligandu B7 homologu 6 (B7-H6) [49]. Toto zjiSténi je v rozporu
se zavéry studie Skofepa, O. a kol., kdy bylo zjisténo, ze se B7-H6 vaze
na endoglykosidazou F1 deglykosylovany receptor NKp30, a to se srovnatelnou afinitou
jako na pfirozen¢ N-glykosylovany receptor. Tato endoglykosiddza vSak zanechava
na kazdém N-glykosylacnim misté jeden N-acetylglukosamin, tudiz nejsou tyto dvé
studie pfimo porovnatelné [50]. Publikace Li, Y. a kol. je dalsi studii, kterd vyvraci
dalezitost N-glykosylace na Asn-42 receptoru NKp30. Vysledkem této prace je
krystalova struktura ligand-receptorového komplexu B7-H6 s NKp30, pfi¢emz byl tento
receptor produkovan v E. coli, tudiz nebyl glykosylovany [52].

1.2.2.1. LIGANDY RECEPTORU NKP30

Receptor NKp30 interaguje s fadou molekul. Mezi prvnimi identifikovanymi
molekulami, které interaguji s timto receptorem patii heparin a heparansulfat, které ale
plusobi pouze jako ko-ligandy. Podminkou pro jejich interakci je vSak piitomnost
N-glykosylace receptoru NKp30 [53]. Ligandy, které inhibuji aktivaci tohoto receptoru
jsou zejména virového plvodu. Patii mezi né naptiklad hemaglutinin viru vakcinie
a ektromélie [42,54], nebo pp65 lidského cytomegaloviru, ktery zplsobuje disociaci
komplexu receptoru NKp30 s adaptorovou molekulou CD3( [55]. Celularnim, nové
objevenym inhibi¢nim ligandem receptoru NKp30 je galektin-3, ktery je exprimovan

nekterymi nadorovymi buiikami [56].

Mezi celularni aktivacni ligandy receptoru NKp30 patii lidsky athanogen 6
asociovany s BCL2 (BAG-6, z angl. BCL2-associated athanogene 6) [57], ktery se
v buiice tcastni mnoha procesti: od anti-apoptotického plisobeni, ptes proteosyntézu, az
po sbalovani proteini. Kromé toho byl identifikovan na plazmatické membrané
dendritickych a nadorovych bunék [58]. Né&které studie vSak zaroven ukazaly, Ze miize

pusobit 1 inhibi¢né [57,59].

Dilezitym celularnim ligandem receptoru NKp30 je B7-H6. Strukturné
nejpodobngjsimi proteiny B7-H6 z rodiny B7 jsou B7-H1 a B7-H3. Jednd se
o transmembranovy protein, ktery se sklada ze dvou Ig-like domén, a-helikalni

transmembranové domény typu I. a C-koncové sekvence homologni ke skupinové
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specifickym antigeniim. B7-H6 je exprimovan nékterymi nadorovymi buiikami, zatimco
exprese zdravymi buiikami potvrzena nebyla, coZ z n€j déla unikatni tumorovy marker

[60].

1.3. OLIGOMERIZACE PROTEINU

Oligomerni proteiny tvofi vice nez tetinu vSech proteinti v bunice. Skladaji se ze
dvou a vice polypeptidovych fetézcii, pfiCemz tyto fetézce mohou byt totozné —
homooligomery, nebo rozdilné — heterooligomery. Nejzastoupengj$i skupinou jsou
homooligomery sniZz§im poctem protomernich jednotek. Obecné je vétSina
homooligomert symetrickych — nejcastéji jsou cyklické, dihedralni ¢&i kubické
(Obrazek 6) [61,62]. Cast proteint se nachazi hlavng, nebo vyhradné v oligomernim stavu.
Tyto proteiny maji obvykle hodnotu rovnovazné disocia¢ni konstanty oligomert, Kp,
v nanomolarnim tadu. Na druhé strané¢ pak stoji proteiny sniz§i schopnosti
oligomerizace, jejichz Kp je v mikromolarnim nebo milimolarnim fadu. Oligomerizace

téchto proteinil je pak zavisla predev§im na koncentraci, teploté a pH [61,63].

Osy symetrie ’ﬁ
Dvojcetna —.

C5

Cyklicka

Dihedralni

Trojcetna -A | Tatraedricka Oktaedricka Ikosaedricka
Ctyreetna . 2
P&ticetna &

Kubicka

wewr

Obrazek 6: Priklady nejcastéjSich symetrii oligomernich proteinii.

Na obrazku Je uveden prehled nejcastejswh symetrn ollgomernlch proteint poéinaje

vvvvvv

obrazku jsou také vyznaceny jednotlivé rotacnl osy. Pfevzato a upraveno z [64].
Oligomerizace proteinii piinasi bufice fadu vyhod. Naptiklad neni nutno
syntetizovat jeden dlouhy transkript, ale nékolik kratSich, ¢imz se sniZuje
pravdépodobnost chyb pfi transkripci. Dalsi vyhodou je, Ze kromé moZnosti alosterické
regulace oligomernich proteind, lze aktivitu ¢i funkci nékterych proteinii regulovat skrze

pfechod mezi protomernim a oligomernim stavem daného proteinu. V neposledni fadé
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pak oligomerizace zvySuje stabilitu proteini a chrani je tak pted degradaci

¢i denaturaci [61].

1.3.1. INTERAKCNI ROZHRANI

Sila interakce mezi dvéma protomery zavisi zejména na plose jejich interak¢éniho
rozhrani. Plocha interakéniho rozhrani obvyklych homodimert je vétsi nez 1400 A2
[61,65], zatimco plocha tranzientnich a slabych interakci mezi dvéma protomery je mensi
nez 1000 A2. Nicméné v nékterych piipadech mize byt interakce mezi dvéma protomery
silnd, 1 kdyz je plocha interak¢niho rozhrani malé [63]. V centru interak¢éniho rozhrani se
obvykle nachazi konzervované polarni reziduum, které je zodpovédné za vétSinu vazebné
energie interakce mezi protomery. Interakce je zprostiedkovana van der Waalsovymi
silami a vodikovymi vazbami [61,66]. V homooligomernich interakénich rozhranich hraje
dualezitou roli také hydrofobni efekt, jelikoz dvé tietiny vSech aminokyselinovych rezidui

v interak¢nich rozhranich jsou nepolarni [61,65].

1.3.2. SKLADANI OLIGOMERU

Po syntéze daného proteinu ribozomem mize v ptfipadé dvoukrokového
mechanismu dojit k vzijemnému kontaktu dvou protomert, béhem ¢ehoz se oba proteiny
slozi a nabydou nativni struktury. V ptipad¢ tiikrokového mechanismu pak skladani a
dimerizace probiha postupné, nikoliv zaroveni. V mnoha piipadech se vSak skutecny
mechanismus nachazi nékde mezi témito dvéma extrémy [64]. V piipadé, Ze interakcni
rozhrani dvou protomerli vyznamné zvySuje stabilitu nativniho stavu, pak je vysoce

pravdépodobné, ze skladani protomert a dimerizace bude probihat zaroven [64,65].

Jednim z nejlépe charakterizovanych mechanismii oligomerizace vyssiho fadu je
homotetramerizace proteinu p53. Sklada se ze dvou kroki: nejprve se dvoukrokovym
mechanismem vytvoii ze dvou protomeri homodimer, nacez dojde k interakci dvou
sloZzenych homodimert, kterd dd za vznik findlnimu homotetrameru [64,67]. Objeveni
tohoto mechanismu bylo dosaZeno v disledku existence urcitého nastaveni interakénich
rozhrani jednotlivych protomert, které spocivd v jejich rozdilnych afinitach. Z toho
divodu je preferovan vznik homodimeru, ktery posléze interaguje s druhym
homodimerem a vede tak cely proces definovanou cestou, ¢imz je zabranéno vzniku
»slepych cest™ a uviznuti komplexu v nekompletnim stavu [64,68]. V piipadé¢ vzniku
virovych kapsid, kdy se jedné o oligomer vysokého tadu (desitky podjednotek) je dobie
vysokého fadu miZze vyustit ve vznik amorfniho agregéatu, globularniho oligomeru,

cyklického oligomeru ¢i amyloidnich fibril (Obrazek 7, str. 23) [70].
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Obrazek 7: Schéma oligomerizace vysokého radu.

Zjednodusené schéma vzniku oligomerd vysokého féddu. Prvnim krokem je ve vSech
ptipadech vznik Casného oligomeru, ktery muze vyustit ve vznik amorfniho agregatu,
globularniho, nebo cyklického oligomeru. V ptipadé vzniku amyloidnich fibril vznika
z Casného oligomeru oligomerni jadro, které pfechazi v pozdni oligomer, ze kterého se
nasledné formuji amyloidni fibrily. Pfevzato a upraveno z [70].

1.3.3. OLIGOMERIZACE PROTEINU V NEMOCI A VE ZDRAVI

Oligomerizace protein je vnemalém poctu piipadli spojena s vaznymi
onemocnénimi, jako napiiklad Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba nebo
demence s Lewyho télisky [70]. Dalsi velkou skupinou onemocnéni spojenych
s oligomerizaci proteinli jsou prionova onemocnéni, mezi které se fadi naptiklad
Creutzfeldtova—Jakobova choroba, kuru ¢i fatalni familiarni insomnie [70-72]. Zminéné
nemoci vznikaji v disledku premény pivodné neSkodnych, rozpustnych proteinti
v organizované fibrilarni agregaty, které se poté akumuluji v tkanich, pro které je dana

nemoc charakteristicka [70].

Druhou stranou mince jsou ptipady, kdy je oligomerizace ¢i polymerizace proteinti
pro spravnou funkci buniky ¢i organismu naprosto esencialni. Aktin a tubulin jsou
vyznamné proteiny, které¢ jsou schopny polymerizovat a tvofit tak slozky cytoskeletu
[73,74]. VétSina tyrosinkindzovych receptorti podléha ligandem indukované dimerizaci
[75,76]. Piikladem muze byt homodimerizace receptoru pro epidermalni rastovy faktor,
kterd reguluje jeho kindzovou aktivitu [77]. Dal§im obecnym piikladem miize byt

homotrimerizace receptoru pro TNF-f, kterd nastava po vazbé TNF-f3 [75,78].
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1.3.4. PRIKLADY BIOFYZIKALNICH METOD PRO STUDIUM OLIGOMERNICH PROTEINU
Zakladni metodou pro charakterizaci oligomerizujicich proteinti je rozmérove-
vyluCovaci chromatografie (SEC, z angl. size-exclusion chromatography). Elucni profil
interagujicich systému zavisi na Kp oligomert. Pokud je hodnota Kp < 1 pM nebo
Kp> 1 mM, pak bude elucni profil obsahovat samostatné piky odpovidajici oligomeru
nebo protomeru. Pokud bude hodnota Kb leZet n€kde mezi témito dvéma extrémy, pak
bude rychlost migrace zaviset na vlastnostech jak oligomeru, tak protomeru. Elu¢ni profil
tohoto systému bude funkci koncentrace proteinu pfi nastiiku na kolonu, Kb, délky kolony

a jeji rozdélovaci schopnosti [79,80].

Dalsi dulezitou technikou je analytickd ultracentrifugace (AUC). V rdmci této
metody lze provadét dva hlavni experimenty: sedimentacni rychlost a sedimentacni
rovnovahu. Experimentem sedimentacni rychlost lze zméfit sedimentacni koeficient
jednotlivych sedimentujicich slozek, s. V piipad¢ interagujicich systému je vystupem
vazeny prumér sedimentacniho koeficientu, jelikoz je sedimentacni rozhrani rozsifeno
vlivem difuze a heterogenity vzorku. Dikazem oligomerizace proteinu je zvetSovani
hodnoty s se zvySujici se koncentraci vzorku. Pomoci experimentu sedimentacni
rovnovaha Ize ziskat molekulovou hmotnost daného proteinu [79]. Kombinaci téchto dvou
experimentll lze odhadnout miru oligomerizace, popt. asymetrii (celkovy tvar)

sedimentujici ¢astice [79,81].

Pomoci dynamického rozptylu svétla (DLS, z angl. dynamic light scattering)
muzeme méfit fluktuace v intenzité rozptylu, které vznikaji kvili lokalnim zménam
koncentrace v diisledku Brownova pohybu. Mira fluktuaci souvisi s translacnim difuznim
koeficientem, ktery je funkci velikosti a tvaru castice a je nepfimo Umérny
hydrodynamickému poloméru, Rz [79,82]. Pomoci DLS lze detekovat zmény Ry
v dusledku agregace proteinu, ¢i zmén jeho konformace [79]. Malouhlovy rozptyl
rentgenového zéteni (SAXS, z angl. small-angle X-ray scattering) je dal$i metodou,
kterou lze studovat velikost a tvar proteinu v roztoku. Rentgenové zareni zpusobuje
oscilaci elektrontl, naceZ dojde k emisi elektromagnetického zareni o shodné vinové délce
s budicim zatenim. Intenzita rozptylu Ize zméfit kvili rozdilu elektronové hustoty vzorku
vroztoku a samotného rozpoustédla. Ackoli lze z naméfenych rozptylovych dat
namodelovat 3D tvar daného oligomerniho proteinu, tak pro studium oligomerizace
postaci moznost z rozptylovych dat ziskat molekulovou hmotnost a gyra¢ni polomér

[79,83]. SAXS se hodi zejména pro studium velkych oligomert [79].
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Izotermalni titra¢ni kalorimetrie (ITC, z angl. isothermal titration calorimetry) se
obvykle pouziva ke kvantifikaci interakci mezi dvéma rozdilnymi molekulami, nicméné
pomoci ITC lze studovat i proces oligomerizace. Pokud pfipravime koncentrovany roztok
oligomerniho proteinu, kterym nasledné budeme titrovat puftr, ve kterém se nenachazi
zadny protein, pak toto ziedéni pivodné koncentrovaného vzorku proteinu posune
rovnovahu mezi protomerni a oligomerni frakci smérem k protomeru. Kalorimetr pak

zméii teplo, které bylo v rdmci této disociace uvolnéno nebo spotifebovano [79,84].

Kryoelektronova mikroskopie (kryo-EM) je popularni metodou, pomoci které Ize
ziskat strukturu nejen oligomernich proteind. Pied samotnym métenim se obvykle kvalita
vzorku ovéfuje pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM) s negativnim
kontrastovanim, nebo pomoci hmotnostni fotometrie (MP, z angl. mass photometry). MP
dokaze detekovat zmény v rozptylu svétla v disledku nespecifické vazby proteinli na
sklenény povrch [85,86]. Nevyhodou je, ze tyto dvé metody vyzaduji vzorek o nizsi
koncentraci, neZ pro kryo-EM. Oligomerni proteiny tak mohou pfi niZSich koncentracich
disociovat [86]. V ramci piipravy vzorku na méfeni se provadi vitrifikace, jejiz spravnost
signalu a $umu je tloustka ledu. Cim je led tendi, tim je pomér signalu a Sumu lepsi,
nicméné led musi byt dost tlusty na to, aby umoznil natoCeni ¢astice ve vSech smérech
[87]. Po uspésné vitrifikaci vzorkl a samotném méfeni je nutno vybrat ¢astice, ze kterych
bude pozd¢ji rekonstruovana struktura dan¢ho oligomeru. V tomto kroku muze byt
problémem tendence proteinu agregovat ¢i vytvaret vicero oligomernich stavi, coz
zvySuje heterogenitu vzorku [86]. V soucasnosti 1ze pomoci kryo-EM dosahnout rozliSeni

1,2 A. Toto rozliseni bylo dosazeno pii feseni struktury apoferritinu [88].

1.3.5. HOMOOLIGOMERIZACE RECEPTORU PRIROZENE CYTOTOXICITY NKP30

Za urcitych podminek podléhd receptor NKp30 v roztoku homooligomerizaci.
Prvni podminkou je pfitomnost ,stalk“ domény [89], druhou pak pfitomnost
N-glykosylace — ta pfitom miZe byt jak komplexni pfirozenad, tak uniformni man6zového
typu (Obrazek 8, str. 26) [50]. Studie Herrmann, J. a kol. ukazala, ze kromé NKp30 se
»stalk® doménou podléhd homooligomerizaci i samotna LBD receptoru NKp30 [89]. Toto
zjisténi vSak nekoresponduje se zavéry studie Skotepa, O. a kol., kdy LBD tvoftila kromé&
ptfevladajicich protomerti pouze homodimery, nicméné homooligomerizaci nepodléhala
(Obrazek 8, str. 26) [50]. Pomoci elektronové mikroskopie s negativnim kontrastovanim
pomoci octanu uranylu byl zméten primér homooligomertt NKp30, ktery ¢inil 15 nm

[89].
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Obrazek 8: Vliv N-glykosylace na homooligomerizaci receptoru NKp30.

(a) Viceuhlovy rozptyl svétla spojeny s rozmérové-vylucovaci chromatografii potvrdil, ze
je pro homooligomerizaci receptoru NKp30 nezbytna piitomnost ,stalk“ domény. (b)
Vicethlovy rozptyl svétla spojeny s rozmérové-vylucovaci chromatografii ukazal, ze
deglykosylovany receptor NKp30 se ,stalk doménou netvofi homooligomery. (c)
Analyticka ultracentrifugace rovnéz potvrdila, ze deglykosylace homooligomeri vede
k jejich rozpadu na protomery. Pfevzato a upraveno z [50].

Oligomerni profil receptoru NKp30 s pfirozenou komplexni N-glykosylaci
a ,,stalk* doménou, je ve srovnani s profilem homooligomert s uniformni N-glykosylaci
mandzového typu homogennéjSi. Nejvice zastoupenymi homooligomery receptoru
NKp30 s ptirozenou komplexni N-glykosylaci jsou pravdépodobné homooktamery
s vypoctenou molekulovou hmotnosti pfiblizné¢ 180 kDa. Druhou nejvice zastoupenou
skupinou jsou pak homohexadekamery s vypoctenou molekulovou hmotnostni ptiblizné
320 kDa [Obrazek 8 (¢)] [50]. Relativni zastoupeni homooligomerni a protomerni frakce
je zavislé na koncentraci. Pii vyssich koncentracich vzorkl vSak nedochazi ke zvétSeni
molekulovych hmotnosti ¢astic, coZz poukazuje na vznik homooligomerd, nezli na vznik

nefunkcnich agregati [89].
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2. CILE PRACE

» Priprava expresnich vektorti glykosyla¢nich mutanti NKp30 Stalk G42,
NKp30 Stalk G68, NKp30 Stalk G121 a trojittho glykosylacniho
mutanta NKp30_Stalk Triple.

» Exprese jednotlivych glykosylacnich mutanti a NKp30 Stalk Triple
v bunééné linit HEK293T.

» Biofyzikalni charakterizace exprimovanych proteind s diirazem na ovétreni
schopnosti jejich homooligomerizace.

o SEC

o SDS-PAGE

o nDSF

o Cirkularni dichroismus
o AUC

o SEC-MALS
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3. PouzITY MATERIAL

3.1. PRISTROJE A LABORATORNI POMUCKY

Analyticka ultracentrifuga ProteomeLab XL-I

Analytické vahy

Automatické pipety

Automatické pipety

Automaticky pipetovaci nastavec Pipetus
Automaticky sbérac frakci

Blokovy termostat LS1

Centrifuga Allegra X-22R

Centrifuga Avanti JXN-26

Centrifugacni kyvety 250 ml
Centrifugacni zkumavky Oak Ridge 50 ml
Centrifuga EBA 12R

Centrifuga Universal 320R

Detektor pro méfeni indexu lomu RI-501
Erlenmeyerovy banky 21

Filtry pro sterilizaci 0,22 um

Fluorimetr Prometheus NT.48
Hemocytometr

HPLC systém AKTA basic

HPLC systém 1260 Infinity II

Inkubator CO2 MCO-18 AIC

Inkubétor IB-01E

Kahan Fuego SCS

Kolona Indigo-NTA 5 ml

Kolona HiPrep 26/10 Desalting

Kolona Superdex 200 10/300 GL
Kolona Superdex 200 Increase 10/300 GL
Kolona Superdex 200 Increase 3,2/300

Koncentratory Amicon Ultra — MWCO 10000

Konické zkumavky 50 ml, 15 ml
Lahve 11, 500 ml, 100 ml

Beckman Coulter, USA
AND, USA

Discovery HTL, Polsko
Pipetman Gilson, USA
Hirschmann, Némecko
Amersham Biosciences, UK
VLM, Némecko
Beckman Coulter, USA
Beckman Coulter, USA
Nalgene, USA
Sigma-Aldrich, USA
Hettich, Némecko
Hettich, Némecko
Shodex, Japonsko
Simax, CSR

TPP, Svycarsko
NanoTemper, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
GE Healthcare, USA
Agilent Technologies, USA
Sanyo, Japonsko
JeioTech, Korea
VERKON, CR

Cube Biotech, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
GE Healthcare, USA
GE Healthcare, USA
GE Healthcare, USA
Millipore, USA

VWR, USA

P-LAB, CR



Lahve ¢tverhranné s prodySnymi vicky 1 1, 500 ml, 50 ml
Laminarni box Clean Air

MALS systém miniDAWN

Mikrocentrifuga miniStar silverline

Mikroskop inverzni AE31

Mikrostiikacka HAMILTON

Mikrozkumavky 1,5 ml

Mikrozkumavky pro PCR 500 pl

Mrazici box Ultra-low UDF-U53V (-80 °C)
Nitrocelulosovd membrana

NucleoBond Xtra Maxi

Petriho misky

pH metr ® 200

Plastik pro tkanové kultury

Pocitacka bun€k CytoSmart

Predvazky KB1200-2

Souprava pro agardzovou elektroforézu Liberty 120

Souprava pro izolaci DNA NucleoSpin Plasmid,

Souprava pro izolaci DNA NucleoSpin Plasmid, mini kit

Souprava pro izolact DNA NucleoSpin Gel and PCR,

Souprava pro SDS-PAGE

Spektrofotometr DS-11+

Spektrometr pro cirkularni dichroismus Chirascan Plus
Strikackovy mikrofiltr o velikosti porti 0,22 um
Systém pro elektropienos Trans-Blot Turbo
Termocyklér T100

Ttepacka Celltron

Ttepacka Multitron Pro

Ttepacka Mini Shaking Incubator

Ttepacka Orbi-Safe TS

Varic
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P-LAB, CR

PMYV, Nizozemsko

Wyatt Technology, USA
VWR, USA

Motic, Némecko

Hamilton, USA

Corning Incorporated, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sanyo, Japonsko

Pall, USA

MACHEREY-NAGEL,
Némecko

Corning, Némecko
Beckman Coulter, USA
Sigma-Aldrich, USA
Corning, USA

Kern, Némecko
Biokeystone, USA

MACHEREY-NAGEL,
Neémecko

MACHEREY-NAGEL,
Neémecko

MACHEREY-NAGEL,
Neémecko

Bio-Rad, Némecko
DeNovix, USA
Applied Photophysics, UK
Carl Roth, Némecko
Bio-Rad, Némecko
Bio-Rad, Némecko
Infors HT, Svycarsko
Infors HT, Svycarsko
MIULAB, Cina
Gallenkamp, UK
ETA, CR



Vodni lazen

Vortexovy mixér

Zdroj deionizované vody Milli Q

Zdroj stejnosmérného proudu EC250-90

Zobrazovaci zafizeni Alliance Q9

3.2. DNA

3.2.1. VEKTORY
pCVM_hyPBase

pTWS5 aFGF
pTWS5 p27

pTWS5sec AICL

pTW5sec NKp30 Stalk WT
pTWS5sec NKp30 Stalk G42,121
pTW5sec NKp30 Stalk G68,121
pTWS5sec NKp30 Stalk G42
pTWS5Ssec NKp30 Stalk G68
pTWS5sec NKp30 Stalk G121
pTWS5Ssec NKp30 Stalk Triple
pUCT7

pUCT7 NKp30 Stalk G68
pUCT7 NKp30 Stalk Triple

PB-RB

3.2.2. PRIMERY PRO PCR A SEKVENACI

Memmert, Némecko
VELP Scientifica, Italie
Millipore, USA

E-C Apparatus Corporation,
UK

UVITEC, UK

Sanger Institute, UK
Mgr. Edita Polachova, PfF UK, CR
Mgr. Edita Polachova, PfF UK, CR

Mgr. Barbora Kalouskova, Ph.D., PfF UK,
CR

Mgr. Ondfej Skofepa, Ph.D., P¥F UK, CR
Mgr. Ondfej Skotepa, Ph.D., P¥F UK, CR
Mgr. Ondfej Skofepa, Ph.D., P¥F UK, CR
Bc. Matous§ Tulpa, PfF UK, CR

Bc. Matous Tulpa, PfF UK, CR

Bc. Matous Tulpa, PfF UK, CR

Bc. Matous Tulpa, PfF UK, CR

Mgr. Ondiej Skotepa, Ph.D.

Bc. Matous Tulpa, PfF UK, CR

Bc. Matous Tulpa, PfF UK, CR

Mgr. Ondtej Skotepa, Ph.D.

Ptimy primer pro gen receptoru NKp30 — pTW5sec INF FW

5’- TCTTGGAATTACCGGTCTGTGGGTTTCTCAG -3’

Zpétny primer pro gen receptoru NKp30 — pTWS5sec INF REV

5’- TGGTGGTGATGGTGGGTACCCCGAAGGAGGAGGAC -3’
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Piimy primer pro mutaci N68Q — NKp30 N68Q FW
5’- AGAGGTTCGTCAAGGAACCCCGG -3’
Zpétny primer pro mutaci N68Q — NKp30 N68Q REV
5’- CCGGGGTTCCTTGACGAACCTCT -3’
Ptimy primer pro mutaci N121Q — NKp30 N121Q FW
5’- TGGTACTGGCCAAGGCACTCGTC -3’
Zpétny primer pro mutaci N121Q — NKp30 N121Q REV
5’- GACGAGTGCCTTGGCCAGTACCA -3’

Ptimy primer pro ptfenos celé expresni kazety mezi plazmidy pTW5sec a pUCT7 —
pCT5K FW

5’- AGTTTGTACAGCTAGGCCACCATGGGAGAACTG -3’

Zpétny primer pro prenos celé expresni kazety mezi plazmidy pTWS5sec a pUCT7 —
pCT5 REV

5’- CTGATCAGCGGGTTTTCACCCGTGGTGGTGATG -3’
Ptimy sekvenacni primer pro plazmid pTW5sec — pTT FW
5’- TGATATTCACCTGGCCCGATCTG -3’
Zpétny sekvenacni primer pro plazmid pTWS5sec — pTWS5seq REV
5’- AAGCAGCGTATCCACATAGCG -3°
Ptimy sekvenacni primer pro plazmid pUCT7 — pCT5seq FW
5’- TCAGATCGCCTGGAGACG -3’
Zpétny sekvenacni primer pro plazmid pUCT7 — pCT5seq REV
5’- GTGGGAGTGGCACCTTCC -3°

3.3. BUNECNE LINIE A BAKTERIALNI KMENY

E. coli DHS5a Invitrogen, USA
E. coli TOP 10 Thermo Fisher, USA
HEK293T A. Radu Aricescu, UK
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3.4. ENZYMY
Q5 DNA polymeraza

Restrikéni endonukledza Agel-HF
Restrikéni endonukleaza Kpnl-HF
Restrikéni endonukledza Nhel-HF
Restrikéni endonukledza Pmel
RNAza A

T4 DNA ligaza

T4 DNA polymeraza

3.5. PUFRY PRO ENZYMY

CutSmart pufr pro restrikéni endonukledzy
NEBuffer 2.1

QS5 reak¢ni pufr

QS5 enhancer

T4 DNA ligaza reakéni pufr

3.6. KULTIVACNI MEDIA
ExCell293

4mM koncentrace
LB + ampicilin
LB médium

SOB médium

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

New England Biolabs, USA

Komer¢ni médium (Sigma, USA), doplnén L-glutamin do vysledné

LB médium + ampicilin o vysledné koncentraci 100 pg/ml
1% trypton, 0,5% kvasni¢ny extrakt, 1% NaCl, pH 7,4

2% trypton, 0,5% kvasni¢ny extrakt, 10mM NaCl, 2,5mM KClI,

10mM MgSO4, 10mM MgCl,, pH 7,0

SOB + ampicilin
3.7. RozTOKY

3.7.1. ROZTOKY PRO ELEKTROFOREZU
Barvici roztok pro SDS-PAGE

SOB médium + ampicilin o vysledné koncentraci 100 pg/ml

45% methanol, 10% kyselina octova, 0,25% CBB R 250

Elektrodovy pufr pro SDS-PAGE 10x konc.

0,25M Tris, 1,9M glycin, 1% (w/v) SDS, pH 8,3



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

Pufr TAE pro agar6zovou elektroforézu
40mM Tris, 20mM kyselina octova, ImM EDTA

Roztok AA pro SDS-PAGE
29% AA, 1% N,N'-methylenbisakrylamid

Vzorkovy pufr pro agardzovou elektroforézu
Gel loading dye, Purple (6x konc.) New England Biolabs, USA

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE 5x konc. neredukujici
150mM Tris, 50% (v/v) glycerol, 5% (w/v) SDS, 0,025% (w/v) bromfenolova
modf, 50mM NaN3, pH 6,8

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE 5x konc. redukujici
Vznikl ptidanim 100 pl 2-merkaptoethanolu k 900 pl 5% konc. neredukujiciho
vzorkového pufru pro SDS-PAGE

3.7.2. ROZTOKY PRO PURIFIKACI A PRECHOVAVANI PROTEINU
Eluéni pufr 50mM Na;HPO4, 300mM NaCl, 10mM NaNs,
250mM imidazol, pH 7,5

Mobilni faze pro SEC (HEPES) 10mM HEPES, 150mM NaCl, 10mM NaNja,

pH 7,5

Octanovy pufr 20mM octan sodny, 150mM NaCl, 10mM NaN3,
pH 4

PBS 50mM Na;HPO4, 300mM NaCl, 10mM NaN3,
pH 7,5

Preelu¢ni pufr 50mM Na;HPO4, 300mM NaCl, 10mM NaN3,

50mM imidazol, pH 7,5
Pufr pro cirkularni dichroismus 10mM Na,HPO4, 50mM NaF, pH 7,5

3.7.3. ROzZTOKY PRO IMUNOBLOT

Blokovaci roztok 1% BSA v TBS pufru

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

ECL2 5,4mM H>0,, 100mM Tris, pH 8,8
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Krali¢i polyklonalni protilatka proti
mySsimu IgG konjugovana s kienovou peroxidazou Sigma-Aldrich, USA

Kozi polyklonalni protilatka proti
mysSimu IgG konjugovana s alkalickou fosfatazou Sigma-Aldrich, USA

Mysi monoklondlni protilatka proti histidinové kotveé PentaHis Qiagen, Némecko

Ptenosovy pufr 25mM Tris, 150mM glycin, 10% methanol, pH 8,3
Pufr alkalické fosfatazy 100mM Tris, 150mM NaCl, ImM MgCl,, 10mM
NaN3, pH 9,0

Roztok BCIP 50 mg/ml BCIP v dimethylformamidu
Roztok NBT 50 mg/ml NBT v 70% dimethylformamidu
Roztok suseného odtu¢néného mléka (10%) v TBS
TBS pufr 10mM Tris, 150mM NaCl, 10mM NaN3,
pH 7,5
TBS-Tween/Triton pufr 20mM Tris, 500mM NacCl, 0,05% Tween 20, 0,2%

Triton X-100, pH 7,5
3.7.4. ROZTOKY PRO MANIPULACI S BUNKAMI

PBS-TK 10mM Na,HPOs, 150mM NaCl, 2mM KClI,
10mM KH,PO4, pH 7,0

Roztok trypanové modii 0,4% trypanova modi v PBS-TK

3.8. CHEMIKALIE

1 kb DNA standard New England Biolabs, USA
100 bp DNA standard New England Biolabs, USA
2-merkaptoethanol Sigma-Aldrich, USA

AA Sigma-Aldrich, USA

Agar Oxoid, UK

Agaroza Sigma-Aldrich, USA
Ampicilin Biotika, SR

APS Sigma-Aldrich, USA

Azid sodny Sigma-Aldrich, USA
Blasticidin Invivogen, USA
Bromfenolova modi Lachema, CR
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CBB R-250

Combi PPP Master Mix
Dihydrogenfosfore¢nan draselny
Dihydrogenfosfore¢nan sodny
Dimethylsulfoxid pro TK
dNTPs

Doxycyklin

EDTA

Ethanol

Ethanol denaturovany
Fluorid sodny

Glycerol

Glycin

Good View II

HEPES
Hydrogenfosforec¢nan sodny
Hydroxid sodny

Chlorid draselny

Chlorid hotecnaty

Chlorid sodny

Imidazol

Isopropanol

Kvasni¢ny extrakt

Kyselina chlorovodikova
Kyselina octova

Kyselina valproova
L-glutamin

L-glycin
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Fluka Chemika, Svycarsko
Top-Bio, CR

Lach-Ner, CR

Lach-Ner, CR

New England Biolabs, USA
Top-Bio, CR

Serva, USA

Jersey Lab Supply, USA
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR

P-Lab, CR

Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR

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

Penta, CR

Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR

Carl Roth, Némecko
Lach-Ner, CR

Imuna Pharm, SR
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Lach-Ner, CR



IPEI

Methanol
N,N'-methylenbisakrylamid
Octan sodny

PCR voda

Proteinovy standard Spectra Multicolor Broad

Range Protein Ladder
Puromycin

Q5 enhancer

SDS

Siran hotfecnaty
TEMED

Tris

Trypanova modft

Trypton
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Polysciences, USA
P-Lab, CR

Serva, USA
Sigma-Aldrich, CR

Top-Bio, CR

Thermo Fisher, USA
Invivogen, USA

New England Biolabs, USA
Jersey Lab Supply, USA
Penta, CR

Serva, USA

Carl Roth, Némecko
Sigma-Aldrich, USA

Duchefa, Nizozemsko



4. METODY

4.1. PRIPRAVA EXPRESNICH VEKTORU

Vektory nesouci geny glykosyla¢nich mutantt receptoru NKp30 byly piipraveny
metodou mistné zaméefené mutageneze (SDM, z angl. site-directed mutagenesis), pomoci
,soverlap extension® polymerazové fetézové reakce (PCR, z angl polymerase chain

reaction).

4.1.1. POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

Pro ptipravu dvou tusekti genti jednotlivych glykosylaénich mutanti receptoru
NKp30, byly do mikrozkumavek pro PCR pfipraveny reakéni smési o celkovém objemu
50 pl. Jednotlivé reakéni smési obsahovaly 150 ng templatové DNA, 5 pl ptimého
primeru o koncentraci SpM, 5 pl zpétného primeru o koncentraci SuM. Piiklad pouzité
templatové DNA a primert byly uvedeny v tabulce 1. Déle bylo do reakéni smési ptidano
10 pl QS5 enhanceru, 10 pl Q5 reakéniho pufru, 0,5 pl smési deoxyribonukleotidtrifosfat
(dNTPs, z angl. deoxyribonucleotide triphosphate) o koncentraci 10mM. Reakéni smési
byly doplnény vodou pro PCR na 49,5 pl, nacez bylo pfidano 0,5 ul DNA polymerazy
Q5 o koncentraci 1000 U/ml. Nasledné byly mikrozkumavky vlozeny do termocykléru,
kde byl nastaven teplotni program: 5 min pii 95 °C, nésledné probchlo 30 cykla: 30 s
pii 95 °C, 30 s pii 55 °C, 1 min pti 72 °C. Po tficeti cyklech byla smés jest¢ 10 min
inkubovana pii 72 °C. Nasledné¢ byla smés ochlazena na teplotu 4 °C, ktera byla

udrzovana az do vyjmuti mikrozkumavek z termocykléru.

Tabulka 1: Pfiklad pouZitych primerti a templiatové DNA pro PCR, k amplifikaci dvou
useku genii glykosylaénich mutanti receptoru NKp30.

X znaéi ¢islo Asn v aminokyselinové sekvenci receptoru NKp30, kde byla zachovana
N-glykosylace. Y znaci ¢islo Asn v aminokyselinové sekvenci receptoru NKp30, kde byla
provedena jednonukleotidova mutace, ktera vedla k zméné Asn na Gln.

Glykosylaéni mutant Reakce 1 Reakce 2

Templatova
DNA

Piimy primer pTW5sec INF FW NKp30 NYQ FW
Zpétny primer  NKp30 NYQ REV pTW5sec INF REV

pTW5sec NKp30 Stalk GXY
NKp30 Stalk GX
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Poté byly dva useky kazdého z amplifikovanych genti pomoci PCR spojeny.
Reakéni smési obsahovaly, kromé templatové DNA a primert, totozné komponenty
ve stejnych mnozstvich, jako pfi pfipravé dvou usekl genti glykosyla¢nich mutantt

receptoru NKp30. Piiklady pouzité templatové DNA a primera byly uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: Priklad pouZitych primera a templatové DNA pro PCR, ke spojeni dvou usekii
gent glykosylaénich mutantii receptoru NKp30.

X znac¢i ¢islo aminokyseliny Asn v sekvenci receptoru NKp30, kde byla zachovana
N-glykosylace.

Glykosylaéni mutant Reakéni smés
Templatova Ekvimolarni smés produkti Reakce 1 a Reakce 2
DNA (Tabulka 1)
NKp30_Stalk_GX Ptimy primer pTW5sec INF FW
Zpétny primer pTW5sec INF REV

4.1.2. STEPENi DNA RESTRIKCNiMI ENDONUKLEAZAMI

Z plazmidu pTW5sec AICL byl vystépen nezadouci tsek DNA pomoci
restrikénich endonukle4dz Agel s vysokou ptesnosti (HF, z angl. high fidelity) a Kpnl-HF.
Reakéni smés byla v mikrozkumavee ptipravena smichdnim 5 pg plazmidu
pTW5Ssec AICL, 5 U (0,5 ul) kazdého z enzymu, 2 pl komeréniho pufru CutSmart
a sterilni dH>O, kterou byl roztok doplnén do 20 pl.

Amplifikované geny glykosylacnich mutanti receptoru NKp30 byly rovnéz
Stépeny restrikénimi  endonukledzami Agel-HF a Kpnl-HF. Reakéni smés
v mikrozkumavce obsahovala 0,1 pg dané¢ho genu, 2 U (0,2 pl) kazdého z enzymi, 2 ul
komer¢niho pufru CutSmart a sterilni dH>O, kterou byl roztok doplnén do 20 pl.

Analogicky jako v pfipadé plazmidu pTW5sec AICL, byl z plazmidu pUCT?7
vysStépen nezadouci sek DNA pomoci restrikénich endonukledz Nhel-HF a Pmel.
Reakéni smés byla v mikrozkumavce ptipravena smichanim 5 pg plazmidu pUCT?7,
5 U (0,5 pl) Nhel-HF, 10 U (1 pl) Pmel, 2 pl komeréniho pufru CutSmart a sterilni dH>O,
kterou byl roztok doplnén do 20 pl.

Reakéni smési byly inkubovéany v inkubatoru pii 37 °C po dobu jedné hodiny. Poté
byla se vzorky Stépenych plazmidia a Stépenych gent glykosyla¢nich mutantt receptoru
NKp30 provedena agar6zova elektroforéza (4.1.3) naésledovand izolaci DNA

z agar6zového gelu (4.1.4.).

38



4.1.3. AGAROZOVA ELEKTROFOREZA

Pro separaci a ovéfeni piiblizného mnozstvi part bazi (bp, z angl. base pairs)
daného vzorku DNA byla pouzivana agardzova elektroforéza. Elektroforéza probihala pii
konstantnim napéti 180 V po dobu 20 min. Vysledky byly poté vizualizovany

zobrazovacim zafizenim Alliance Q9.

4.1.3.1. PRIPRAVA AGAROZOVEHO GELU

Agardzovy gel byl pfipravovan v 0,8% koncentraci. Pro jeho pfipravu bylo
do Erlenmeyerovy baiky odméteno 70 ml TAE pufru, do kterého bylo ptidano 0,56 g
agardzy. Suspenze byla vloZzena do mikrovinné trouby, kde byla ptfivedena k varu, béhem
¢ehoz doslo krozpuSténi agarézy. Po vychladnuti na pfiblizn¢ 50 °C, byly
do roztoku pfidany 3 pl interkala¢niho barviva Good View II. Roztok byl poté nalit
do pfipravené aparatury pro agardézovou elektroforézu, nacez do né&j byl vlozen
umélohmotny ,,hfeben* pro formovani jamek. Po ztuhnuti agar6zového gelu byl ,,hfeben*
vyjmut. Elektrodové prostory byly poté naplnény TAE pufrem, nacez byl agarézovy gel

ptelit deionizovanou vodou (dH20).

4.1.3.2. PRIPRAVA VZORKU PRO AGAROZOVOU ELEKTROFOREZU

Ke vzorkim DNA o objemu 50 pl bylo pfiddvano 10 pl vzorkového pufru
pro agarézovou elektroforézu. Do jednotlivych jamek v agar6zovém gelu bylo poté
pipetovano maximalné 30 pl vzorku. Do dvou jamek bylo také pfidano 5 pl DNA
standardii. Do jedné z jamek byl ptidan DNA standard s iseky DNA v nasobcich 100 bp,
do sousedni jamky DNA standard s iseky DNA v ndsobcich 1 kilobdze (kb). Nasledné

byly elektrody pfipojeny k stejnosmérnému zdroji napéti a elektroforéza byla spusténa.

4.1.4. |zoLACE DNA z AGAROZOVEHO GELU

Pro izolaci DNA z agar6zového gelu byla pouzivana komeréni souprava
»NucleoSpin Gel and PCR”. Nejprve byla z agar6zového gelu vytiznuta oblast, ve které
se nachazel kyzeny vzorek DNA. Vyfiznuty kus gelu byl poté vloZen
do mikrozkumavky, kde byl nejprve pievrstven roztokem ,NTI binding buffer.
Mikrozkumavka byla poté vloZena do blokového termostatu predehiatého na 55 °C, kde
byla pii této teploté inkubovéana aZz do Gplného rozpusténi agarézového gelu. Nasledné
byl roztok pteveden na kolonku, ktera byla vlozena do mikrozkumavky. Centrifugaci
celého kompletu pfi 11000 x g a 20 °C po dobu 1 min doslo k tplnému pievedeni roztoku
z kolonky do mikrozkumavky pod kolonkou, b&éhem c¢ehoz byla DNA kolonkou
zachycena. Roztok byl poté z mikrozkumavky vylit. Na kolonku bylo poté pipetovano
700 ul promyvaciho pufru, nacez byl cely komplet centrifugovan pii 11000 x g a 20 °C
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Pro vysuseni kolonky byl cely komplet centrifugovan pii 11000 x g a 20 °C po dobu
2 min. Pro Uplné vysuseni byla kolonka umisténa na 5 min do blokového termostatu
predehiatého na 70 °C. Kolonka byla po vyjmuti z blokového termostatu umisténa
do ¢isté mikrozkumavky a bylo na ni naneseno 30 pl sterilni dH>O predehiaté v blokovém
termostatu na 50 °C, ktera slouzila jako elucni ¢inidlo. Centrifugaci celého kompletu pii
11000 x g a 20 °C po dobu 1 min doslo k eluci DNA.

4.1.5. VLOZENi GENU DO LINEARIZOVANEHO PLAZMIDU POMOCI T4 DNA LIGAzY

4.1.5.1. PRIPRAVA REAKCNI SMESI PRO LIGAZOVOU REAKCI

Pro vlozeni genu jednotlivych glykosylacnich mutanti receptoru NKp30
do linearizovaného plazmidu pTW5sec (4.1.2.) byla pouzita T4 DNA ligéza.
Do mikrozkumavky byly pfipraveny reakéni smési pro ligazovou reakci o celkovém
objemu 20 pl. Reakéni smési obsahovaly 2 pl reakéniho pufru pro T4 DNA ligédzu, 60 ng
linearizovaného plazmidu pTW5sec a 14 ng vkladaného genu. Roztok byl doplnén na
19 wl sterilni dH20, nacez byl piidan 1 pl roztoku (400 U) T4 DNA ligazy.

4.1.5.2. LIGAZOVA REAKCE

Reakéni smés v mikrozkumavce byla inkubovana pii laboratorni teploté po dobu
10 min, béhem ¢ehoz doslo k vloZeni a ligaci daného genu do linearizovaného plazmidu
pTWS5sec. Nasledné byla T4 DNA ligaza inaktivovana inkubaci v blokovém termostatu
predehiatém na 65 °C po dobu 10 min. Roztok byl poté 5 min inkubovan na ledové 14zni

o teploté 0 °C nacez jim byly transformovany kompetentni buiiky (4.1.7.).

4.1.6. VLOZENI GENU DO LINEARIZOVANEHO PLAZMIDU POMOCI T4 DNA POLYMERAZY

4.1.6.1. PRIPRAVA REAKCNI SMESI PRO LIGAZOVOU REAKCI

Do linearizovaného plazmidu pUCT7 byly vkladany geny jednotlivych
glykosyla¢nich mutantl receptoru NKp30 pomoci T4 DNA polymerazy.
Do mikrozkumavky byla pfipravena reakéni smés, kterd obsahovala 140 ng
linearizovaného plazmidu pUCT?7, 30 ng vkladaného genu a 2 pl pufru NEBuffer r2.1.,

nacez byla reakéni smés doplnéna do konecného objemu 19,75 pl PCR vodou.
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4.1.6.2. POLYMERAZOVA REAKCE

V blokovém termostatu byla v mikrozkumavce pfipravena vodni lazen o teploté
50 °C, kam byla vlozena pfipravena reak¢ni smeés. Nasledné bylo do reakéni smési
(4.1.6.1) ptidano (0,75 U) T4 DNA polymerazy (0,25 ul). Polymerazova reakce probihala
pii 50 °C po dobu 30 s, nacez byla mikrozkumavka s reakéni smési ihned vlozena do
ledové lazné o teploté 0 °C, kde byla inkubovéna 5 min. Reakéni smési byly poté

transformovany kompetentni bunky (4.1.7.).

4.1.7. TRANSFORMACE KOMPETENTNICH BUNEK

Pro transformaci byly pouzivany chemokompetentni buiikky E. coli — kmeny
TOP 10 a DH5a, které¢ byly ptipraveny Bc. Gabrielou Chytrou. Kompetentni bunky
E. coli TOP 10 byly pouzivany v ptfipadé prvotni transformace danym expresnim
vektorem, E. coli DH5a pak pro transformace slouzici k ptipravé zasobniho mnozstvi

daného expresniho vektoru.

Mikrozkumavka s kompetentnimi bunikami E. coli TOP 10 byla vyjmuta
z chladiciho boxu s teplotou —85 °C, nacez byla umisténa do ledové 1azn€ o teploté 0 °C,
kde byly builkky rozmrazeny. Poté bylo k 100 pl bunécné suspenze pipetovano 20 pl
reakéni smési plazmidu piipraveného ligazovou, nebo polymerdzovou reakci
(4.1.5./4.1.6.). Bunécna suspenze byla inkubovana v ledové lazni o teploté 0 °C po dobu
20 min, nacez byl proveden tepelny Sok, kdy byla mikrozkumavka umisténa na
30s do blokového termostatu piedehiatétho na 42 °C. Po tepelném Soku byla
mikrozkumavka ptemisténa zpét do ledove lazn€, kde byla pfti teploté 0 °C inkubovana
po dobu 5 min. Poté byla bun&tné suspenze pod kahanem pipetovana na Petriho misku
s agarovou plotnou tvofenou SOB kultivatnim médiem (SOB, z angl. super optimal
broth), agarem o koncentraci 15 g/l s ptidavkem ampicilinu o vysledné koncentraci
100 pg/ml. Bunécné suspenze byla na agarové plotné rozetiena bakteriologickou klickou,
nacez bylo vyckano, nez agarova plotna vyschne. Petriho miska byla poté pfesunuta do

inkubatoru, kde byla inkubovéana po dobu 16 hodin pii 37 °C.

V ptipad¢ transformace kompetentnich bun¢k E. coli DHS5a bylo postupovéano
analogickym zptisobem, s rozdilem, ze byly kompetentni buiiky transformovany 1 ug
izolované plazmidové DNA (4.1.10.), ne reakéni smési plazmidu pfipraveného ligazovou

nebo polymerazovou reakci.

4.1.8. PCR z BAKTERIALNICH KOLONI
Nejprve bylo na agarové plotn€ vybrano a o¢islovano nékolik bakteridlnich kolonii

E. coli TOP 10, ze kterych byly Spickami odebrany vzorky. V mikrozkumavkach pro
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PCR byly pfipraveny jednotlivé reakéni smési o celkovém objemu 20 pl, obsahujici 2 pl
pifimého a 2 pl zpétného primeru pro dany gen o SuM koncentracich, 10 ul komeréniho
roztoku Combi PPP Master Mix a 6 ul PCR vody. Takto pfipravenym roztokem byla
promyta Spicka, kterou byl odebran vzorek bakterialni kolonie, ¢imz doSlo k uvolnéni
bakterii do reakéni smési. Spi¢ky byly uchovany pro nasledné pouziti pii kultivaci
bakterii v malém objemu (4.1.9.). Mikrozkumavky byly poté vlozeny do termocykléru,
kde byl nastaven teplotni program: 5 min pti 95 °C, nasledné probéhlo 20 cykli: 30 s pti
95 °C, 30 spii 55 °C, 1 min pii 72 °C. Po tiiceti cyklech byla smés jest¢ 10 min
inkubovana pii 72 °C, nacez byla smés ochlazena na teplotu 4 °C, ktera byla udrzovana
az do vyjmuti mikrozkumavek z termocykléru. Po PCR s bakterialnimi koloniemi byla
provedena agar6zova elektroforéza (4.1.3.). Z vysledkl agarézové elektroforézy byly

uréeny pozitivni kolonie.

4.1.9. KULTIVACE BAKTERIi V MALEM OBJEMU

Do kénické zkumavky o objemu 50 ml bylo odméfeno 5 ml SOB média, do n¢hoz
byl pfidan ampicilin o vysledné koncentraci 100 pg/ml. Poté byla do konické zkumavky
vloZena $picka, kterou byl odebran vzorek pozitivni kolonie E. coli TOP 10. Zkumavka
byla poté vlozena do orbitalni tfepacky. Kultivace bakteridlni kultury probihala
pfi 37 °C a 200 otackach za minutu (RPM, z angl. revolutions per minute) po dobu
16 hodin.

4.1.10. NizKOOBJEMOVA 1ZOLACE PLAZMIDOVE DNA
Konicka zkumavka s bunécnou suspenzi (4.1.9.) byla 15 min centrifugovana
pti 4 °C a 4000 x g. Po centrifugaci byl odlit supernatant a z bakterialni pelety byla

1zolovéana plazmidovd DNA pomoci komercni soupravy ,,NucleoSpin Plasmid, Mini kit*.

Peleta byla nejprve resuspendovana na vortexovém mixéru v 250 ul roztoku ,, A1
Suspenze byla nasledné ptevedena z konické zkumavky do mikrozkumavky, kde byla
provedena alkalické 1yze buné€k ptidanim 250 pl roztoku ,,A2*. Bunécna suspenze byla
poté jemn¢ protfepana, nacez byla inkubovana pti 20 °C po dobu 5 min. Roztok ,, A2
obsahoval acidobazicky indikator, ktery byl v alkalickém prostfedi zbarveny modte,
v neutrdlnim a kyselém prosttedi byl bezbarvy. Nasledn¢ bylo k bunécné suspenzi
ptidano 300 pl neutraliza¢niho roztoku ,,A3%, naceZ byla suspenze opét jemné protiepana,
dokud nedoSlo kjejimu uUplnému odbarveni. Mikrozkumavka byla poté 10 min
centrifugovana pii 20 °C a 20000 x g, nacez byl supernatant preveden na kolonku, ktera
byla vloZena do mikrozkumavky. Cely komplet byl poté centrifugovan pii 11000 x g a
20 °C po dobu 1 min, béhem ¢ehoz doslo k iplnému pievedeni roztoku z kolonky do

mikrozkumavky pod kolonkou. Plazmidova DNA byla kolonkou zachycena. Roztok byl
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poté z mikrozkumavky vylit. Kolonka byla nasledné promyta 500 pl roztoku ,,AW* a
500 pl roztoku ,,A4*. Po jednotlivych promytich byl opét cely komplet centrifugovan po
dobu 1 min pii 11000 x g a 20 °C. Naslednou centrifugaci pii 11000 x g a 20 °C po dobu
2 min probéhlo ¢aste¢né vysuSeni kolonky. Pro tplné vysuSeni byla kolonka umisténa na
5min do blokového termostatu piedehiatého na 70 °C. Kolonka byla po vyjmuti
z blokového termostatu umisténa do Cisté mikrozkumavky a bylo na ni pipetovano 50 ul
sterilni dH,O ptedehiaté v blokovém termostatu na 50 °C, kterd slouzila jako elucni
¢inidlo. Centrifugaci celého kompletu pti 11000 x g a 20 °C po dobu 1 min doslo k eluci
DNA.

4.1.11. SEKVENACE DNA

Na sekvenacéni analyzu byly odesilany vzorky, jez se dle PCR z bakterialnich
kolonii (4.1.8.) jevily jako pozitivni. Sekvenace izolované DNA (4.1.10.) byla provadéna
v Laboratofi sekvenace DNA PiF UK, RNDr. Stépankou Hrdou. Vzorky pouzité pro dalsi
praci byly vybrany na zdkladé vysledki sekvenace DNA.

4.1.111. PRIPRAVA VZORKU NA SEKVENACI DNA

Pro sekvenaci jednoho useku DNA byl do dvou PCR mikrozkumavek pipetovan
roztok plazmidové DNA, nesouci sekvenci daného genu, v mnozstvi odpovidajicimu
200 ng plazmidové DNA. Do prvni mikrozkumavky byl pfidan 1 pl pifimého
sekvenaéniho primeru pro dany plazmid o koncentraci SuM, a do druhé mikrozkumavky
1 ul zpétného sekvenacniho primeru pro dany plazmid o koncentraci 5pM. Obé

mikrozkumavky byly poté doplnény PCR vodou na celkovy objem 8 pl.

4.1.12. KULTIVACE BAKTERIi VE VELKEM OBJEMU

Pro kultivaci bakterii ve velkém objemu byl pouzZivan bakteridlni kmen
E. coli DH5a, ktery byl transformovan danou plazmidovou DNA (4.1.10.). Spi¢kou byl
z agaroveé plotny na Petriho misce odebran vzorek z vybrané bakteridlni kolonie, nacez
byla Spicka vloZena do 21 Erlenmeyerovy barnky s 500 ml LB média, které obsahovalo
ptidavek ampicilinu o vysledné koncentraci 100 pg/ml. Erlenmeyerova baiika byla
nasledné vlozena do orbitalni tfepacky, kde byla bakteridlni suspenze kultivovana
pii 37 °C a 180 RPM, po dobu 16 hodin.

4.1.13. VYSOKOOBJEMOVA IZOLACE PLAZMIDOVE DNA

Bunécna suspenze (4.1.12.) byla po kultivaci rovnomérné rozlita do dvou 250ml
centrifuga¢nich kyvet, kde byla nasledné centrifugovana 15 min pii 4 °C a 15000 x g.
Supernatant byl po centrifugaci odlit, nacez byly k bakterialni peleté piidavany roztoky

z komer¢ni soupravy pro izolaci plazmidové DNA ,NucleoBond Xtra Maxi“. Nejprve
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byla bakterialni peleta resuspendovana na vortexovém mixéru v 12 ml roztoku ,,RES*.
Nasledn¢ byla bakteridlni suspenze prelita do 50ml kénické zkumavky, kde bylo
k suspenzi ptidano 12 ml roztoku pro alkalickou lyzi bunék. Roztok pro alkalickou lyzi
obsahoval acidobazicky indikator, ktery byl v alkalickém prostiedi zbarveny modre,
v neutralnim a kyselém prostiedi byl bezbarvy. Zkumavka byla poté jemné protfepana,
nacez byla inkubovéna pfti pokojové teploté po dobu 5 min. Nasledné€ bylo k bunéénému
lyzatu ptidano 12 ml neutraliza¢niho roztoku, nacez byla suspenze opét jemné protiepana,
dokud nedoslo k jejimu uplnému odbarveni. Soucasti soupravy byla také kolonka
s vlozenym filtra¢nim papirem, kterd byla ekvilibrovana 25 ml ekvilibra¢niho roztoku.
Po odkapani ekvilibra¢niho roztoku byl na filtra¢ni papir v kolonce nalit bunécny lyzat,
kdy doslo k zachyceni nerozpustné frakce filtrem. Po odkapani roztoku z kolonky byla
nerozpustna frakce promyta 15 ml ekvilibra¢niho roztoku a po odkapani ekvilibraéniho
roztoku byl filtr se zachycenym nerozpustnym lyzatem vyhozen. Na kolonku bylo poté
nalito 25 ml promyvaciho roztoku a po jeho odkapani byla DNA eluovana do 50 ml
centrifugacni zkumavky, pfidanim 15 ml eluéniho roztoku. Pfiddnim 10,5 ml
isopropanolu zchlazené¢ho na —20 °C a tfepanim na vortexovém mixéru doslo k precipitaci
DNA. Suspenze byla poté centrifugovana pfti teploté 4 °C a 20000 x g po dobu 2 h, nacez
byl odlit supernatant a peleta DNA byla resuspendovana v4 ml 70% ethanolu
zchlazeného na —20 °C. Suspenze byla poté opét centrifugovana pfi teploté 4 °C a
20000 x g po dobu 15 min, nacez byl odlit supernatant. Néasledn¢ bylo vyckano do
uplného odpateni zbytkového ethanolu. Nakonec byla peleta DNA rozpusténa v 1 ml
sterilni dH>O.

4.1.14. MERENI KONCENTRACE DNA
Koncentrace DNA byla méfena na spektrofotometru DS-11+ pfi vlnové délce
260 nm, za pouziti aplikace pro méteni dvouvladknové DNA. Jako slepy vzorek byla

pouzivéna sterilni voda.

4.2. REKOMBINANTNi EXPRESE PROTEINU
4.2.1. BUNECNA LINIE HEK293T

Glykosyla¢ni mutanti receptoru NKp30 byli rekombinantné exprimovani v lidské
embryonalni ledvinné linii 293, exprimujici mutovanou variantu velkého T antigenu
SV40 (HEK293T, z angl. human embryonic kidney 293, expressing a mutant version of
the SV40 large T antigen). Tato bunécna linie byla pfizpiisobena pro suspenzni kultivaci
a poskytovala komplexni pfirozenou N-glykosylaci exprimovanych proteinii. Bunééné
linie byly kultivovany v médiu ExCell293 s ptfidavkem L-glutaminu o vysledné

koncentraci 4mM, které bylo vzdy ptfed pouZitim temperovano ve vodni lazni na 37 °C.

44



Kultivace bunétné linie HEK293T probihala do koncentrace v rozmezi
3 x 10%— 7 x 10° bun&k/ml. Kultivace, transfekce a exprese rekombinantnich proteint
probihala na orbitalni tfepacce pti 135 RPM, 37 °C, v 5% atmosféte CO». Jakakoli dalsi

manipulace s bunéénou kulturou probihala v aseptickém prostiedi lamindrniho boxu.

4.2.1.1. ROZMRAZENI BUNEK

Kryo-zkumavka s alikvotem bunécné linie HEK293T o objemu 1 ml
a koncentraci bun¢k 5 mil./ml byla vyjmuta z chladiciho boxu o teploté —85 °C, nacez
byla rozmraZena ve vodni 1dzni o teploté¢ 37 °C. Bunky byly zmraZzeny v 10% roztoku
dimethylsulfoxidu (v/v) v médiu ExCell293. Omyti bunék od dimethylsulfoxidu bylo
zajisténo pipetovanim alikvotu do 10 ml média ExCell293 ve sterilni 50ml konické
zkumavce a naslednou centrifugaci pti 20 °C po dobu 5 min pii 100 x g, nacez byl odlit
supernatant. Bunécnd peleta byla poté resuspendovana v 10 ml média ExCell293
a prevedena do kultivaéni lahve o plose 25 cm?, kterd byla vloZena do inkubatoru bez

orbitalniho tfepani, kde byla inkubovana pti 37 °C a v 5% atmosféte COx.

4.2.1.2. URCOVANI POCTU BUNEK

Z bunééné kultury HEK293T byl do mikrozkumavky odebran vzorek o objemu
20 pl, ke kterému bylo ptidano 20 pul 0,4% roztoku trypanové modii v PBS-TK, nacez byl
vzorek pipetou promichdn a ihned pipetovan do hemocytometru. Pocet bun¢k byl poté
stanoven pfistrojem CytoSmart, kde byl nastaven zapocitdvany limit velikosti bunék
v rozmezi 8 pm — 26 um. Viabilita bunék byla urCovana automaticky, jako stondsobek

pomeéru poctu Zivych bunek k celkovému poctu bunék ve vzorku.

4.2.1.3. PASAZOVANI BUNEK

Bunééna kultura HEK293T byla pasazovédna v piipadé, Ze koncentrace bunck
v zivném médiu prekrocila hodnotu 4 mil./ml [V piipad¢ stabilné transfekované bunécné
linie pak 2 mil./ml (4.2.1.5.)]. Nejprve bylo do 50ml konické zkumavky odebrano takové
mnozstvi bunééné kultury o znamé koncentraci bunék, aby pocet odebranych bunék
odpovidal koncentraci 0,5 mil./ml v konecném zvoleném objemu. Nasledn¢ byla
odebrana bunécna suspenze v konické zkumavce centrifugovéana pii 20 °C po dobu 5 min
pii 100 x g, nacez byl odlit supernatant. Bunécnd peleta byla poté resuspendovana
v takovém mnozstvi kultivatniho média ExCell293, aby byla dosaZena koncentrace
bunék 0,5 mil./ml. Bunécna suspenze byla poté prevedena do Cisté lahve, kterd byla
vlozena do inkubatoru, kde byla orbitlni tfepacce kultivovana. Vysledny objem bunécné
kultury byl volen tak, aby byl zvolena lahev zaplnéna nanejvys do 40 %, ¢imzZ bylo

zajiSténo dostate¢né provzdusnéni.
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4.2.1.4. VYSOKOHUSTOTNI TRANZIENTNI TRANSFEKCE BUNECNE LINIE HEK293T
Transfekce byla provaddéna ve dvou variantdch. Prvni varianta transfekce byla
provadéna s 800 mil. bun€k, druhd pak s 400 mil. bun¢k. Vysokohustotni tranzientni
transfekce bunécné linie HEK293T probihala v desetinovém objemu nasledné kultivace
pro expresi kyzeného proteinu. V piipad¢ prvni, vétsi varianty transfekce byl nejprve
z pfipravené bunécné kultury o zndmé koncentraci bunck (4.2.1.2.) odebrédn objem
bunécné suspenze, ktery odpovidal pozadovanému poctu bunék. Nasledné byla bunécna
suspenze v 50ml konické zkumavce centrifugovana pii 20 °C po dobu 5 min
pii 100 x g, nacez byl odlit supernatant. Nasledné byla bunécna peleta resuspendovana
ve 32 ml kultivaéniho média ExCell293, nacez bylo pfidano 8 ml sterilniho fosfatem
pufrovaného fyziologického roztoku (PBS, zangl. phosphate buffered saline) pro
tkanové kultury (TK), ktery obsahoval rozpusténé plazmidy. Celkova hmotnost
rozpu$téné plazmidové DNA cinila 800 pg, pficemz 88 % hmotnosti tvofil dany
produk¢ni plazmid, nesouci gen pro kyzeny glykosyla¢ni mutant receptoru NKp30, 10 %
hmotnosti DNA tvofil plazmid pTWS5 p27 a 2 % hmotnosti DNA tvofil plazmid
pTWS5_aFGF. Pred pridavkem byl roztok obsahujici rozpusténé plazmidy sterilizovan
filtraci ptes stiikackovy mikrofiltr s velikosti portt 0,22 um. Nasledné byl, za stalého
tiepani, k bunééné suspenzi ptidan linearni polyethylenimin (IPEI) v poméru hmotnosti
DNA a IPEI 1:4, ve prospéch IPEL. Bunécna suspenze byla poté inkubovéana v lahvi
na orbitalni tfepacce po dobu 90 min. Poté byla suspenze doplnéna na celkovy objem
400 ml kultivacnim médiem ExCell293 a byla ptidana kyselina valproova do vysledné
koncentrace 2mM, penicilin do vysledné koncentrace 10 U/ml a streptomycin
do vysledné koncentrace 1 pg/ml. Exprese daného proteinu poté probihala v inkubatoru

na orbitalni tfepacce po dobu 5 dni.

V ptipad€ druhé, menS$i varianty transfekce byl postup analogicky, nicméné

mnozstvi pfidavanych reagencii bylo polovi¢ni.

4.2.1.5. PRIPRAVA STABILNE TRANSFEKOVANYCH BUNECNYCH LINIt HEK293T

Stabilné transfekované linie HEK293T vyuzivaji systém piggyBac [90]. Transfekce
byla provadéna s 30 mil. bunék. Vysokohustotni stabilni transfekce bunécné linie
HEK293T probihala ve dvacetinovém objemu nésledné kultivace pro selekci bunék, které
byly uspésné¢ transfekovany. Nejprve byl zpfipravené bunécné kultury o znamé
koncentraci bun€¢k (4.2.1.2.) odebran objem bunécéné suspenze, ktery odpovidal
30 milioniim buné¢k. Nasledn¢ byla odebrand buné¢na suspenze centrifugovana pii 20 °C
po dobu 5 min pii 100 x g v 50ml konické zkumavce, nacez byl odlit supernatant.

Nasledné¢ byla bunécna peleta resuspendovéna v 1,4 ml kultivaéniho média ExCell293,
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nacez bylo ptidano 100 pl PBS-TK, ve kterém byly rozpustény plazmidy. Celkova
hmotnost rozpusténé plazmidové DNA ¢€inila 30 pg, pficemz 80 % hmotnosti tvofil dany
produk¢ni plazmid, ktery nesl gen pro kyzeny glykosylaéni mutant receptoru NKp30,
10 % hmotnosti obsazené DNA tvofil plazmid PB-RB a 10 % hmotnosti DNA tvofil
plazmid pCVM_hyPBase. Pted pfidavkem byl roztok obsahujici rozpusténé plazmidy
sterilizovan filtraci pies stfikaCkovy mikrofiltr s velikosti pora 0,22 um. Nasledné byl,
za stalého tiepani, k bunééné suspenzi ptidan IPEI v poméru hmotnosti DNA a IPEI 1:4,
ve prospéch IPEL. Bunécna suspenze byla poté inkubovana v dvanactijamkové desticce
na orbitélni tfepacce po dobu 90 min. Poté byla suspenze ptevedena do lahve a doplnéna
na celkovy objem 30 ml kultivaénim médiem ExCell293. Po 48 hodinach byla piidana
selekéni antibiotika — puromycin do vysledné koncentrace 5 pg/ml a blasticidin do
vysledné koncentrace 5 pg/ml. Selekce uspéSné transfekovanych bunék probihala
v nékolika pasazich (4.2.1.3.), dokud se viabilita buné¢né kultury neustalila na hodnotach

vysSich, nez 97 %.

Po uspésné selekei transfekovanych bunék byla kultura kultivovéna v celkovém
objemu 200 ml do koncentrace bunék 2 mil./ml, nyni jiz bez ptidavku puromycinu
a blasticidinu. Exprese rekombinantnich proteinti, ktera byla indukovana piidavkem
doxycyklinu do vysledné koncentrace 1 pg/ml, probihala 5 az 7 dni, nebo v zavislosti
na viabilit¢ bunééné kultury. Produkce daného proteinu byla ukoncena, pokud viabilita
kultury klesla pod 70 %.

4.2.1.6. SKLIZENI BUNEK

Bunéénd suspenze byla po kultivaci rovhomémé rozlita do dvou 250 ml
centrifugacnich kyvet, kde byla nasledné centrifugovana 10 min pii 4 °C a 15000 x g.
Supernatant, ktery byl pouzit pro néslednou purifikaci proteinu s histidinovou kotvou
(4.2.2.), byl piefiltrovan do Cisté lahve ptes filtr s velikosti pori 0,22 um. Supernatant byl

nasledné zamraZzen pii —20 °C, nebo ihned purifikovan. Bunécnd peleta byla vyhozena.

4.2.1.7. MRAZENI BUNEK

Pro ptipravu jednoho alikvotu bunécné linie HEK293T urceného k zmraZeni byl
z kultury odebran ekvivalent, ktery odpovidal 5 mil. bun¢k. Odebrana ¢ast kultury byla
v 50ml konické zkumavcee centrifugovana po dobu 5 min pii 100 x g, naceZ byl odlit
supernatant. Bunécné peleta byla resuspendovana v mrazici médiu slozeného z 900 pl
média ExCell293 a 100 pl dimethylsulfoxidu pro TK. Suspenze byla poté prevedena
do kryo-zkumavky a umisténa do umélohmotné cely, ktera po nasledném vlozeni

do mraziciho boxu s teplotou —85 °C zajistovala optimalni rychlost mraZeni.
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4.2.2. PURIFIKACE PROTEINU S HISTIDINOVOU KOTVOU

Pro purifikaci exprimovanych proteini byl proveden nékolikakrokovy protokol,
ktery byl slozen z chelatacni chromatografie, po které nasledovalo odsoleni. Poté byl
vzorek proteinu zkoncentrovan a byla provedena preparativni SEC. Pro uréeni

pritomnosti nékterych proteinti byla pouzita imunodetekce.

4.2.2.1. CHELATACNI CHROMATOGRAFIE

Pro purifikaci proteinti s histidinovou kotvou byla k chelata¢ni chromatografii
pouzita kolonka Indigo-NTA 5 ml, za kterou byla pfi eluci zapojena odsolovaci kolona
HiPrep 26/10 Desalting. Ob¢ chromatografické kolony byly pfipojeny k systému
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC, zangl. high performance liquid
chromatography) systému AKTAbasic. Cely chromatograficky protokol probihal
pfi prutoku 5 ml/min, pficemz byla po celou dobu meétfena vodivost vodivostnim
detektorem a absorbance pfi vinové délce 280 nm absorban¢nim detektorem. Kolona pro
chelatacni chromatografii byla nejprve ekvilibrovana 50 ml pufru PBS, nacez bylo na
kolonku nanéseno zfiltrované kultivacni médium (4.2.1.6.), které bylo nejprve zifedéno
pufem PBS v poméru 1:1. Poté byla kolonka promyvana pufrem PBS, dokud nedoslo
k ustaleni vodivosti a absorbance pii vinové délce 280 nm. Nasledné probéhla preeluce,
nanesenim 50 ml preelu¢niho pufru. Poté byla k HPLC systému pfipojena odsolovaci
kolona HiPrep 26/10 Desalting, misto kolonky pro chelata¢ni chromatografii, ktera byla
nasledné ekvilibrovana 60 ml pufru HEPES. Po ekvilibraci byla kolonka pro chelata¢ni
chromatografii pfipojena pted odsolovaci kolonu, nacez byl izokraticky nandsen elucni
puft, kdy doslo k uvolnéni proteinu zachyceného kolonkou. Roztok proteinu byl jiman
do 15ml konickych zkumavek. Kolonka pro chelataéni chromatografii byla nasledné
promyta 50 ml octanového pufru a 50 ml pufru PBS, naceZ byla ptevedena do 20%
roztoku ethanolu. Kolona HiPrep 26/10 Desalting byla promyta 60 ml HEPES pufru,
nacez byla také prevedena do 20% roztoku ethanolu. Ob¢ kolony byly uchovavany pii
4 °C, v 20% roztoku ethanolu.
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4.2.2.2. ZKONCENTROVANI PROTEINU

Proteiny byly koncentrovany koncentratorem Amicon Ultra — MWCO 10000
(z angl. molecular weight cut-off), jehozZ membrana zachycuje proteiny s molekulovou
hmotnosti vyssi, nez 10 kDa. Roztok proteinu byl pipetovan do horni ¢asti koncentratoru.
N¢kolikanasobnou centrifugaci pii 4 °C, 4000 x g, po dobu 15 minut, byl roztok proteinu
zkoncentrovan do vysledného objemu 300 pl — 500 pl. Béhem jednotlivych
centrifugacnich kroki byl roztok proteinu prabézné¢ dopliiovan a pipetou jemné
promichan. Po zkoncentrovani byl roztok proteinu pipetovan z koncentratoru

do mikrozkumavky, nac¢ez byl pouzit pro preparativni SEC.

4.2.2.3. PREPARATIVNI ROZMEROVE-VYLUCOVACI CHROMATOGRAFIE

Pro preparativni SEC byla pouZzivana kolona Superdex 200 10/300 GL, ktera byla
piipojena k HPLC systému AKTAbasic. Nejprve byla kolona ekvilibrovana 30 ml pufru
HEPES pii pritoku 0,5 ml/min. Pufr HEPES zaroven slouzil jako mobilni faze. Nasledné
byla pétinasobkem svého objemu promyta pufrem HEPES i néstfikovd smycka. Na
kolonu byl proveden nastfik koncentrovaného vzorku proteinu (4.2.2.2.) o0 maximalnim
objemu 500 pl. Chromatografie byla provadéna izokraticky, pifi pratoku 0,5 ml/min.
Béhem celé chromatografie byla absorban¢nim detektorem métena absorbance pti vinové
délce 280 nm a vodivostnim detektorem vodivost. Jednotlivé frakce byly jimany
do 15ml konickych  zkumavek rucné, nebo automatickym sbéracem frakci
do mikrozkumavek. Nasledné byla kolona promyta 30 ml pufru HEPES, nacez byla

pfevedena do 20% roztoku ethanolu, ve kterém byla pfi laboratorni teploté¢ uchovavana.

4.3. CHARAKTERIZACE PROTEINU

4.3.1. MERENi KONCENTRACE PROTEINU

Koncentrace roztokl proteinti byla méfena spektrofotometrem DS-11+, pii vinové
délce 280 nm. Do aplikace ve spektrofotometru byl zadan molarni absorpcni koeficient
proteinu, ktery byl predikovan zjeho aminokyselinové sekvence programem
Expasy — ProtParam a jeho relativni molekulova hmotnost [91]. Jako slepy vzorek byl

pouzit pufr HEPES, ve kterém byl dany protein uchovan.

4.3.2. SDS-PAGE
Cistota proteinii byla ovéfovana pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu
v prosttedi dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE, z angl. sodium dodecyl sulphate —

polyacrylamide gel electrophoresis). Elektroforéza probihala 50 min pii stejnosmérném
napéti 200 V.
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4.3.2.1. PRIPRAVA POLYAKRYLAMIDOVEHO GELU S PRIDAVKEM SDS

Pro SDS-PAGE byl ptfipravovan 12,5% polyakrylamidovy gel (PAG) o tloustce
0,75 mm, ktery byl sloZen z ¢asti zaostfovaci (horni ¢ast PAG) a ¢asti rozdélovaci (spodni
¢ast PAG). Nejprve byla ptipravena rozdélovaci ¢ast PAG, kdy bylo v 50ml kadince
smichano 1,27 ml dH>0O, 1,68 ml roztoku akrylamidu (AA) pro SDS-PAGE, 1 ml 1,5M
Tris pufru o pH 8,8, 40 ul 10% roztoku dodecylsiranu sodného (SDS, z angl. sodium
dodecyl sulphate) a 2 pl tetramethylethylendiaminu (TEMED). Ptidavkem 40 pl 10%
roztoku peroxodisiranu amonného (APS, z angl. ammonium persulfate) byla iniciovana
polymerizace. Tekuta reak¢ni smés byla poté ihned pipetovana mezi dvé elektroforeticka

skla, nacez byla ptevrstvena vodou a bylo vyckano do jejiho ztuhnuti.

Nasledné byl ptipraven zaostrovaci gel, kdy bylo v 50 ml kadince smichano 1,4 ml
dH>0, 0,5 ml roztoku AA pro SDS-PAGE, 0,25 ml 1M Tris pufru o pH 6,8, 20 ul 10%
roztoku SDS, 3 ul TEMED a polymerizace byla iniciovana pfidanim 20 pl 10% roztoku
APS. Voda nad ztuhlym rozdélovacim gelem byla odlita a opatrné vysuSena filtracnim
papirem, nacez byla mezi elektroforeticka skla reakéni smés pipetovana. Nez doslo
k jejimu ztuhnuti, byl mezi elektroforetickd skla vlozen také plastovy ,,hieben®, diky
¢emuz doslo ke vzniku jamek, pro nasledné pipetovani jednotlivych vzorki proteind. Po
ztuhnuti zaostfovaciho gelu byl “hfeben* vyjmut a elektroforeticka skla s PAG byla
umisténa do aparatury pro SDS-PAGE, ktera byla naplnéna elektrodovym pufrem, nacez

byl i gel timto pufrem pievrstven.

4.3.2.2. PRIPRAVA VZORKU NA SDS-PAGE

Byly pfipravovany vzorky proteini o0 maximalnim objemu 10 pl a obsahu proteinu
do hmotnosti 3 pg. Vzorky proteinu (4.2.2.3.) byly smiseny s 5 x koncentrovanym
redukujicim vzorkovym pufrem, nacez byly vloZzeny do blokového termostatu
predehiatého na 95 °C, kde byly inkubovany po dobu 5 min. Poté byly vzorky
centrifugovany pii 10000 x g a 20 °C, po dobu 1 min, nac¢ez byly pipetovany do
jednotlivych jamek PAG. Do jedné z jamek byl také pipetovan proteinovy standard.

4.3.2.3. VIZUALIZACE PROTEINU V POLYAKRYLAMIDOVEM GELU

Po dokonceni elektroforézy byl PAG vyjmut z elektrodovych skel, nac¢ez byl vlozen
do barvici 1lazné pro SDS-PAGE, kde byl barven minimaln¢ 1 h. Nésledné byl vloZen do
odbarvovaci lazn¢ pro SDS-PAGE, kde byl ve tiech krocich odbarvovan po dobu
minimalné¢ 1 h. Mezi jednotlivymi kroky byl odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE
vyménovan. Barveni 1 odbarvovani probihalo za stalého michéani na orbitalni tfepacce pii
60 RPM a laboratorni teploté. Fotografie PAG byla pofizena zobrazovacim zatfizenim

Alliance Q9. V piipad¢ pouziti pro imunoblot nebyl PAG barven.
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4.3.3. IMUNOBLOT
Pro potvrzeni piitomnosti n¢kterych proteinii byl pouzit imunoblot, kdy byly

proteiny detekovany chemiluminiscen¢né a kolorimetricky.

4.3.3.1. ELEKTROPRENOS PROTEINU NA NITROCELULOSOVOU MEMBRANU

Na anodu, tedy na spodni elektrodu kazety elektropienosového pfistroje
Trans-Blot Turbo na sebe bylo navrstveno 10ks nastiihanych filtraénich papird o
rozmérech 10,5 cm X 8 cm, které byly smoceny v prenosovém pufru, nacez na n¢ byla
polozena nitrocelulosovd membrana o rozmérech 8 cm x 6 cm a na ni, co nejrychleji
po dokonceni SDS-PAGE piilozen PAG, ktery byl pievrstven dalsimi deseti nastfihanymi
filtraénimi papiry, smocenymi v pfenosovém pufru. Z celého pfenosového ,,sendvice*
byly pribézné valeckem dikladné odstraniovany vzduchové bubliny. Poté byla na horni
stranu ,sendvice* pfilozena katoda. Nasledn¢ byla celda kazeta vlozena do
elektroptenosového piistroje. Elektroptenos probihal 15 min, pfi maximalnim napéti

25 V a maximalnim proudu 2,5 A.

4.3.3.2. BLOKACE NITROCELULOSOVE MEMBRANY BSA A VAZBA PROTILATEK

Po dokonceni elektropfenosu byla membrana vyjmuta z elektropienosové kazety,
nacez byl na membranu vloZenou do Petriho misky aplikovan blokovaci roztok
1% hovéziho sérového albuminu (BSA, z angl. bovine serum albumin). Membrana byla
v blokovacim roztoku ponechdna pies noc v lednici, béhem ¢ehoz doslo k obsazeni
zbylych vazebnych mist nitrocelulosové membrany, aby bylo zabranéno nespecifickym
interakcim protildtek s membranou. Druhy den byla nitrocelulosovd membrana 2x
oplachnuta Fyziologickym roztokem pufrovanym Tris-pufrem (TBS, zangl. Tris-
buffered saline) s ptidavkem detergentii Tween/Triton a poté 1x samotnym TBS pufrem.
Kazdy oplach byl provadén ptiblizn€ 5 minut na orbitalni tfepacce pti 60 RPM v Petriho
misce. Poté bylo 5 pl alikvotu mySi monoklonalni protilatky proti histidinové kotvé
PentaHis od firmy Qiagen zfedéno do 10 ml 1% BSA v TBS pufru, nacez byl tento roztok
nalit na membranu. Inkubace probihala 40 min na orbitalni tfepacce pii 60 RPM a
laboratorni teploté. Poté byla membrana opét oplachnuta analogicky jako po jeji blokaci.
Dale byl ptipraven roztok sekundéarnich protilatek pipetovanim 5 pl krali¢i polyklonalni
protilatky proti mySimu imunoglobulinu G (IgG), konjugované s kienovou peroxidazou
a 5 wl kozi polyklondlni protilatky proti mySimu IgG, konjugované s alkalickou
fosfatdzou do 10 ml roztoku 5% suSen¢ho odtuénéného mléka v TBS. Tento roztok byl

poté nalit na membranu, ktera byla inkubovéana v Petriho misce na orbitalni tfepacce pii
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60 RPM a laboratorni teploté po dobu 40 min. Nakonec byla membrana 3% oplachnuta
TBS pufrem na orbitalni tfepacce pii 60 RPM a laboratorni teploté, vzdy po dobu 5 min.

4.3.3.3. CHEMILUMINISCENCNI A KOLORIMETRICKA DETEKCE PROTEINU S HISTIDINOVOU
KOTVOU

Nejprve byl ptipraven vyvolavaci roztok pro chemiluminiscenci smichanim 2 ml
roztoku ECL1 a 2 ml roztoku ECL2 (z angl. enhanced chemiluminescence). Poté byl tento
roztok nalit na membranu, kterd byla polozena na plastové podlozce, nacez byla
inkubovéana 1 min pii laboratorni teploté. Nasledné byl piebytecny roztok z membrany
slit na plastovou podlozku, kterd byla nasledné osusena a vlozena spolu s membranou do
zobrazovaciho zafizeni Alliance Q9, jimz byla detekovana chemiluminiscence.

Po potizeni fotografie chemiluminiscence byla membrana omyta TBS pufrem.

Do 10 ml pufru pro alkalickou fosfatizu bylo pfiddino 33 pul roztoku
nitrotetrazoliové modii (NBT, zangl. nitro-blue tetrazolium) a 17,5 pl roztoku
5-bromo-4-chloro-3’-indolylfosfat (BCIP), roztok byl promichan a nalit na membranu
ktera byla polozena na plastové podloZce, nacez byla inkubovana 10 min pfi laboratorni
teploté. Nasledné byl pfebyte¢ny roztok z membrany slit na plastovou podlozku, ktera
byla nasledné osusena a vloZena spolu s membranou do zobrazovaciho zatfizeni Alliance

Q9, jimz byla vyfocena.

4.3.4. ANALYTICKA ROZMEROVE-VYLUCOVACI CHROMATOGRAFIE

Kolona Superdex 200 Increase 10/300 GL ptipojena k HPLC systému AKTAbasic
byla pouzivana pro analytickou SEC. Nejprve byla kolona pfi pritoku 0,5 ml/min
ekvilibrovana 30 ml pufru HEPES, ktery byl zaroven pouzivan jako mobilni faze.
Nasledné byla pétindsobkem svého objemu promyta pufrem HEPES i néstfikova smycka.
Na kolonu byl proveden néstfik frakce proteinu z preparativni SEC (4.2.2.3))
o maximalnim objemu 500 pl, pfi¢emz hmotnost proteinu nanadsené¢ho na kolonu byla
rovna 200 mg. Chromatografie byla provadéna izokraticky, pifi pratoku 0,75 ml/min.
Bé&hem celé chromatografie byla absorban¢nim detektorem méfena absorbance pfi vinové
délce 280 nm a vodivostnim detektorem vodivost. Jednotlivé vzorky proteinti byly
postupné analyzovany kazdych 30 ml eluované mobilni faze. Po analyze byla kolona

pievedena do 20% roztoku ethanolu, ve kterém byla pii laboratorni teploté¢ uchovavana.

4.3.5. NANO-DIFERENCNI SKENOVACI FLUORIMETRIE
Teplotni stabilita proteini byla meéfena pomoci nano-diferencni skenovaci
fluorimetrie (nDSF). Nejprve byly do mikrozkumavek ptipraveny vzorky protomernich

frakci (4.2.2.3.) jednotlivych proteini o koncentraci 1 mg/ml. Poté byly
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do mikrozkumavek vlozeny sklenéné kapiléary, kdy doslo v disledku kapilarni elevace
k nasati casti vzorku do kapilary. Kapilary poté byly vlozeny do fluorimetru
Prometheus NT.48, kde byl nastaven teplotni program postupného zahiivani z vychozi
teploty 20 °C na teplotu 95 °C, s teplotnim krokem 2 °C/min. Poté byla nastavena sila
excitacniho laseru 25 %, nacez bylo spusténo méteni. Béhem méteni byla zaznamenavéana

fluorescence vzorkt pii vinovych délkach 330 nm a 350 nm.

4.3.6. CIRKULARNI DICHROISMUS

Pomoci cirkularniho dichroismu bylo ovéfeno spravné sbaleni exprimovanych
glykosyla¢nich mutantii receptoru NKp30. M¢éteni bylo provedeno v centru BIOCEV,
Dr. Tatsianou Charnavets na piistroji Chirascan Plus. Zkoncentrované vzorky
protomernich frakci proteini (4.2.2.3.) vpufru HEPES byly ptevedeny do
dvésténasobného nadbytku pufru pro cirkularni dichroismus, nacez byly zkoncentrovany
na koncentraci 0,2 mg/ml (4.2.2.2.), kterd byla nasledné pouzita pfi méteni. Méteni bylo
provadéno pii vinovych délkach od 190 nm do 260 nm v kyveté s délkou absorpcni drahy

1 mm.

4.3.7. ANALYTICKA ULTRACENTRIFUGACE

Schopnost jednotlivych proteinti homooligomerizovat byla ovétovana také pomoci
AUC. Do mikrozkumavky byl v pufru HEPES pfipraven vzorek proteinu o celkovém
objemu 400 pl a takové koncentraci, aby absorbance tohoto vzorku pfi optické draze
1,2 cm a daném molarnim absorpénim koeficientu odpovidala 1. Molarni absorpcni
koeficient byl predikovan na zdkladé aminokyselinové sekvence daného proteinu
programem Expasy — ProtParam [91]. Provedeni experimentu  zajistil
RNDr. Ondiej Vanek, Ph.D., a to vcetn€ vyhodnoceni naméfenych dat. Méteni byla
provedena na analytické ultracentrifuze ProteomeLab XL-I metodou sedimentacni
rychlosti pifi teploté 20 °C a 36000 RPM. Pred kazdym meéfenim byla provedena
ekvilibrace centrifugy, kdy bylo vyckano do ustdleni teploty. V zéavislosti na povaze
vzorku (predpokladané velikosti sedimentujicich ¢astic) bylo provedeno bud’ 400 skenil
s Casovym intervalem mezi jednotlivymi skeny 3 min, nebo 300 skenl s intervalem

4 min. Pfi jednotlivych skenech byla métena absorbance pii 280 nm.

4.3.8. VICEUHLOVY ROZPTYL SVETLA SPOJENY S ROZMEROVE-VYLUCOVACI
CHROMATOGRAFIi

Pomoci vicetthlového rozptylu svétla spojeného s rozmeérové-vylucovaci

chromatografii (SEC-MALS, z angl. size-exclusion chromatography — multi-angle light

scattering) byly homooligomery jednotlivych proteini dale charakterizovany, a to vCetné
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jejich N-glykosylace. Me¢fteni byl provedeno v centru BIOCEV
Mgr. Stépanem Herynkem, ktery rovnéz vyhodnotil naméfena data. Pro méfeni byla
pouzita kolona Superdex 200 Increase 3,2/300, kterd byla ptipojena k HPLC systému
1260 Infinity II, detektor pro méfeni indexu lomu RI-501 a MALS systém miniDAWN.
Pratok mobilni faze, kterou tvofil pufr HEPES, byl nastaven na 0,15 ml/min. Pfi
vyhodnoceni dat byl pouzit inkrement indexu lomu pro proteiny s hodnotou 0,185 ml/g a
pro neproteinovou slozku s hodnotou 0,145 ml/g. Jako proteinovy standard byl pouzit
BSA. Objem jednotlivych nastiika se pohyboval mezi 1 ul az 50 pl, s celkovym obsahem
proteinu mezi 50 pg az 250 pg.

4.3.9. TRANSMISNi ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE A KRYOELEKTRONOVA MIKROSKOPIE
K pokusu o vyfeseni struktury homooligomerti pln¢ glykosylovaného receptoru
NKp30 byla pouzita kryo-EM. Meéfeni provadél Dr. Alexandre Durand
a Dr. Nils Marechal na pidé IGBMC Strasburk. Nejprve bylo TEM s negativnim
kontrastovanim pomoci uranyl acetatu ovéreno, zdali jsou rozméry homooligomerti pro
kryo-EM dostate¢né. Pro méfeni byl pouzit mikroskop Tecnai F20. Nasledn¢ byly vzorky
proteinu na miizce pro kryo-EM vitrifikovdny, naceZz bylo provedeno méteni
mikroskopem Titan Krios. Pro dosazeni lepSiho kontrastu musela byt pouzita fazova

desticka.
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5. VYSLEDKY

Cilem této prace bylo nejprve pfipravit expresni vektory nesouci geny
glykosyla¢nich mutantti receptoru NKp30, nacez tyto proteiny exprimovat v bunécné linii
HEK293T. Dalsim krokem byla biofyzikalni charakterizace téchto proteinti a posouzeni
jejich schopnosti homooligomerizovat. Zavérem byla s plné¢ N-glykosylovanym
receptorem NKp30 provedena kryo-EM za tcelem odhaleni trojrozmérné struktury jeho

homooligomert.

5.1. AMINOKYSELINOVE SEKVENCE EXPRIMOVANYCH PROTEINU

Aminokyselinové sekvence nemutovaného typu receptoru NKp30 a jeho
jednotlivych glykosylacnich mutantd jsou uvedeny na obrazku 9. Pln¢ N-glykosylovany
receptor NKp30 (NKp30_Stalk WT), ktery byl pfipraven
Mgr. Ondiejem Skotepou, Ph.D., slouzil jako kontrolni protein, jehoz experimentalni
data byly porovnavény se ziskanymi vysledky experimentd pro jednotlivé glykosyla¢ni

mutanty.

NKp30_Stalk_ WT
ITGLWVSQPPEIRTLEGSSAFLPCSF'ASQGRLAIGSVTWFRDEVVPGKEVR.GTPEFRGRLAPLASSRF
LHDHQAELHIRDVRGHDASIYVCRVEVLGLGVGTG.GTRLVVEKEHPQLGAGTVLLLRGTHHHHHH
HHG

NKp30_Stalk_G42
ITGLWVSQPPEIRTLEGSSAFLPCSFlASQGRLAIGSVTWFRDEVVPGKEVRQGTPEFRGRLAPLASSRF
LHDHQAELHIRDVRGHDASIYVCRVEVLGLGVGTGQGTRLVVEKEHPQLGAGTVLLLRGTHHHHHH
HHG

NKp30_Stalk_G68
ITGLWVSQPPEIRTLEGSSAFLPCSFQASQGRLAIGSVTWFRDEVVPGKEVR.GTPEFRGRLAPLASSRF
LHDHQAELHIRDVRGHDASIYVCRVEVLGLGVGTGQGTRLVVEKEHPQLGAGTVLLLRGTHHHHHH
HHG

NKp30_Stalk_G121
ITGLWVSQPPEIRTLEGSSAFLPCSFQASQGRLAIGSVTWFRDEVVPGKEVRQGTPEFRGRLAPLASSRF
LHDHQAELHIRDVRGHDASIYVCRVEVLGLGVGTG.GTRLVVEKEHPQLGAGTVLLLRGTHHHHHH
HHG

NKp30_Stalk_Triple
ITGLWVSQPPEIRTLEGSSAFLPCSFQASQGRLAIGSVTWFRDEVVPGKEVRQGTPEFRGRLAPLASSRF
LHDHQAELHIRDVRGHDASIYVCRVEVLGLGVGTGQGTRLVVEKEHPQLGAGTVLLLRGTHHHHHH
HHG

Obriazek 9: Aminokyselinové sekvence glykosyla¢nich mutantii receptoru NKp30.

Zelenou barvou je vyznacena aminokyselinova sekvence jednotlivych glykosylacnich
mutantd receptoru NKp30. Zlutou barvou byly vyznaleny cysteiny, fialovou barvou
N-glykosylacni mista a tyrkysovou barvou mutované asparaginy N-glykosyla¢nich mist na
glutaminy.

Proteiny byly oznaceny jako ,,NKp30 Stalk”, coz znaci ptitomnost ,stalk*
domény. ,, WT* oznacuje ptirozenou N-glykosylaci (receptor NKp30 bez mutaci). ,,G42°,
,G68“ a ,,G121* znaci Cislo aminokyseliny Asn v sekvenci receptoru NKp30, kde byla
zachovana N-glykosylace a ,, Triple* pak znaci receptor, kde byly mutovany vSechny Asn,
kter¢ by mohly byt N-glykosylovany, na Gln, ¢imZ bylo kompletné zabrinéno
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N-glykosylaci. Molekulovd hmotnost NKp30 Stalk WT predikovand na zdkladé
aminokyselinové sekvence bez N-glykosylaci ¢ini 15249 Da. Predikované molekulové
hmotnosti dvojitych glykosyla¢nich mutanti a NKp30 Stalk Triple bez N-glykosylaci
jsou pak 15277 Da a 15291 Da. Skutecnd molekulova hmotnost je vSak v pifipadé
NKp30 Stalk WT advojitych glykosylacnich mutantd v disledku pfitomnosti
N-glykosylace vyssi. Ve studii Skotfepa, O. a kol. byl vliv pfitomnosti N-glykosylace

receptoru NKp30 na celkovou molekulovou hmotnost proteinu dikladné popsan [50].

5.2. PRIPRAVA EXPRESNICH VEKTORU

Byly pfipravovany expresni vektory nesouci geny glykosylacnich mutanti
receptoru NKp30 (Obrazek 9, str. 55). Pfipravené expresni vektory urcené pro
vysokohustotni tranzientni transfekci bunécné linie HEK293T byly pojmenovany
pTWS5sec NKp30 Stalk G42, pTW5sec NKp30 Stalk G68,
pTW5sec NKp30 Stalk G121 a pTW5sec NKp30 Stalk Triple. Pfipravené expresni
vektory urcené pro vysokohustotni stabilni transfekci bunécéné linie HEK293T byly
pojmenovany pUCT7 _ NKp30 Stalk G68 a pUCT7 NKp30 Stalk Triple.

5.2.1. PRIPRAVA GENU GLYKOSYLACNICH MUTANTU RECEPTORU NKP30

Nejprve byly pfipraveny dva tseky jednotlivych genti koédujici glykosylaéni
mutanty receptoru NKp30 pomoci SDM ,,overlap extension® PCR (Tabulka 3). Jako
DNA templaty slouzily plazmidy pfipravené Mgr. Ondiejem Skotepou, Ph.D.,
pTWS5Ssec NKp30 Stalk G68,121 a pTWS5sec NKp30 Stalk G42,121, nesouci geny
pro NKp30 Stalk G68,121 a NKp30 Stalk G42,121. Konkrétni pouzit€é primery

a templatové DNA jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3: Pouzité primery a templaty pro PCR k amplifikaci dvou usekid geni
glykosyla¢nich mutanti receptoru NKp30.

Cislo v nazvu glykosylaéniho mutanta nasledujici po ,,G“ znadi ¢&islo Asn
v aminokyselinové sekvenci receptoru NKp30, kde byla zachovana N-glykosylace.
Oznaceni ,N121Q“ a ,,N68Q“ v nazvu primeru znamend ¢islo Asn v aminokyselinové
sekvenci receptoru NKp30, kde byla provedena jednonukleotidova mutace, ktera vedla
k zméné Asn na Gln.

Glykosyla¢ni mutant - Reakéni smés 1 Reaké¢ni smés 2
Templ. DNA pTWS5Ssec NKp30 Stalk G42,121
NKp30_Stalk_G42 Piimy primer pTW5sec INF FW NKp30 N121Q FW
Zpétny primer ~ NKp30 N121Q REV =~ pTWS5sec INF REV
Templ. DNA pTWS5sec NKp30 Stalk G68,121
NKp30_Stalk_G68 Piimy primer pTW5sec INF FW NKp30 NI121Q FW
Zpétny primer  NKp30 NI121Q REV = pTWS5sec INF REV
Templ. DNA pTWS5sec NKp30 Stalk G68,121
NKp30 Stalk G121 Piimy primer pTW5sec INF FW NKp30 N68Q FW
Zpétny primer NKp30 N68Q REV pTW5sec INF REV

56



Poté byla provedena agar6zova elektroforéza, nacez byly detekovany pruhy, které
odpovidaly pfedpokladané velikosti jednotlivych usekii genti glykosylacnich mutanta

receptoru NKp30 (Obrazek 10). DNA byla poté z agardzového gelu izolovana.

1517 bp

1200 bp
1000 bp

500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

Obrazek 10: Agardézovy gel samplifikovanymi dvéma useky genii jednotlivych
glykosyla¢nich mutantii receptoru NKp30.

Jednotlivé jamky tohoto agardzového gelu byly plnény reakénimi smésmi uvedenymi
v tabulce 3 na str. 56. Do kazdé jamky byla pipetovana pouze jedna reakéni smés. Jamky
1 a 2 obsahovaly reakéni smés 1 a 2 glykosylaéniho mutanta NKp30 Stalk G121.
Ptedpokladana velikost usektt amplifikovanych v reak¢éni smési 1 a 2 byla 176 bp a 258 bp.
Jamky 3 a 4 obsahovaly reakéni smés 1 a 2 glykosyla¢niho mutanta NKp30 Stalk G42.
Ptedpokladana velikost usekti amplifikovanych v reak¢éni smési 1 a 2 byla 335 bp a 99 bp.
Jamky 5 a 6 obsahovaly reakéni smés 1 a 2 glykosyla¢niho mutanta NKp30_ Stalk G68.
Predpokladana velikost isekti amplifikovanych v reakéni smési 1 a 2 byla 335 bp a 99 bp.
Jamky oznafené pismeny L obsahovaly DNA standardy. Je patrné, ze vSechny
amplifikované useky gent odpovidaji pfedpokladanym velikostem.

Nasledné byly dva amplifikované tseky jednotlivych genli pomoci PCR spojeny
(Tabulka 4), kdy byla jako templatova DNA pouzita ekvimolarni smés produkt Reakce 1
a Reakce 2 z tabulky 3 na str. 56.

Tabulka 4: PouzZité primery a templatové DNA pro PCR ke spojeni dvou usekili geni
glykosyla¢nich mutanti receptoru NKp30.

Cislo v nazvu glykosylaéniho mutanta néasledujici po ,G*“ znadi ¢&islo Asn
v aminokyselinové sekvenci receptoru NKp30, kde byla zachovana N-glykosylace.

Glykosyla¢ni mutant - Reak¢éni smés

NKp30_Stalk_G42 Templétova DNA Ptislusna ekvimolarni smés produktt Reakce 1

NKp30 Stalk G68 o a Reakce 2 (Tabulka 3)
NKp30 Stalk G121 Ptimy primer pTW5sec INF_FW
- T Zpétny primer pTWS5sec INF_ REV
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Nasledné byla opét provedena agardzova elektroforéza, kdy byly detekovany pruhy
odpovidajici pfedpokladanym velikostem jednotlivych genti — 411 bp (Obrazek 11),

nacez byla DNA z agar6zového gelu izolovana.

1517 bp

1200 bp
1000 bp

500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

Obrazek 11: Agarézovy gel s amplifikovanymi geny jednotlivych glykosyla¢nich mutanti
receptoru NKp30.

Do jamek agar6zového gelu byly pipetovany reakéni smési uvedené v tabulce 4 na str. 57.
Jamka 1 obsahovala amplifikovany gen glykosylaéniho mutanta NKp30 Stalk G121.
Jamka 2 obsahovala amplifikovany gen glykosyla¢niho mutanta NKp30 Stalk G42 a do
jamky 3 byl pipetovan amplifikovany gen glykosylaéniho mutanta NKp30 Stalk G68.
Jamky oznacené pismeny L obsahovaly DNA standardy. VSechny amplifikované geny
odpovidaji pfedpokladanym velikostem 411 bp.

5.2.2. LINEARIZACE PLAZMIDU RESTRIKCNIMI ENDONUKLEAZAMI

Z plazmidu pTWS5sec AICL byl restrikénimi endonukledzami Agel-HF
a Kpnl-HF vystépen gen ,,AICL* o velikosti 367 bp, nacez byla provedena agardzova
elektroforéza (Obrazek 12).

1517 bp
1200 bp
1000 bp

500 bp
400 bp

Obrazek 12: Agarozovy gel s linearizovanym plazmidem pTWS5sec_AICL.

Do jamky 1 byl pipetovan restrik¢nimi endonukledzami Agel-HF a Kpnl-HF linearizovany
plazmid pTW5sec_AICL, ze kterého byl vyStépen gen pro ,,AICL“ o velikosti 367 bp. Do
jamky 2 byl pipetovan kontrolni vzorek plazmidu pTW5sec AICL, ktery nebyl restrikénimi
endonukleazami linearizovan. Jamky oznacené pismeny L obsahovaly DNA standardy. Je
patrné, ze doslo k vystépeni genu pro ,,AICL®“, jelikoz je v draze 1 patrny pruh
o pfedpokladané velikosti.
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Z plazmidu pUCT?7 byl restrikénimi endonukledzami Nhel-HF a Pmel vystépen
usek o velikosti 31 bp, nacez byla rovnéz provedena agardzova -elektroforéza
(Obrazek 17, str. 64).

Nasledné¢ byla v obou ptipadech provedena izolace DNA z agar6zového gelu.

5.2.3. PRIPRAVA ZASOBNIHO MNOZSTVi PLAZMIDU NESOUCICH GENY JEDNOTLIVYCH
GLYKOSYLACNICH MUTANTU RECEPTORU NKP30

Pomoci T4 ligazy byly do linearizovaného plazmidu pTWS5sec vlozeny pfipravené
geny pro jednotlivé glykosylaéni mutanty receptoru NKp30. Nasledné byly takto
pfipravenymi expresnimi vektory transformovany chemokompetentni builky
E. coli TOP 10, které byly nasledné kultivovany v Petriho misce na agarové plotné€. Poté
byla provedena PCR z bakterialnich kolonii, kde byly detekovany pruhy, jejichz velikost
odpovidala ptedpoklddané velikosti jednotlivych glykosylaénich mutanti receptoru
NKp30 — 411 bp (Obrazek 13). Pro PCR z bakteridlnich kolonii byl pouzit ptfimy primer
pTW5sec INF _FW a zpétny primer pTW5sec INF _REV.

1517 bp

1200 bp
1000 bp

500 bp
400 bp

Obrazek 13: Agar6zovy gel s amplifikovanymi geny jednotlivych glykosylaénich mutanti
receptoru NKp30 pomoci PCR s bakteridlnimi koloniemi.

Do jamky 1 byla pipetovana reakéni smés PCR z bakterialnich kolonii pro glykosylaéniho
mutanta NKp30 Stalk G121. Do jamky 2 byla pipetovana reakéni smés PCR
z bakterialnich kolonii pro glykosyla¢niho mutanta NKp30 Stalk G42 a do jamky 3 byla
pipetovana reakcni smés PCR z bakteridlnich kolonii pro glykosylaéniho mutanta
NKp30_ Stalk G68. Do jamek oznacenych pismeny L byly pipetovany DNA standardy. Je
patrné, ze bakterialni kolonie, ze kterych byly amplifikovany pomoci PCR jednotlivé geny
glykosylaénich mutantd receptoru NKp30 dané geny obsahovaly, jelikoz velikost pruht
odpovidéa predpokladané velikosti gent glykosyla¢nich mutanti 411 bp.

Nasledné¢ byly provedeny kultivace bakterii E. coli TOP10, které nesly expresni
vektory glykosyla¢nich mutantli, v malém objemu, nésledované nizkoobjemovymi

izolacemi plazmidové DNA. Vzorky takto izolované DNA byly poté odeslany na

59



sekvenacni analyzu do Laboratofe sekvenace DNA PfF UK. Sekvena¢ni analyza
potvrdila shodu nukleotidovych sekvenci jednotlivych vzorki se sekvencemi

jednotlivych glykosyla¢nich mutantii receptoru NKp30.

Poté byly provedeny vysokoobjemové kultivace bakterii E. coli DH5a, které nesly
expresni vektory jednotlivych glykosylacnich mutantii, nasledované vysokoobjemovymi

izolacemi plazmidové DNA, ¢imz byla ziskana zasobni mnozstvi expresnich vektort.

5.2.4. PRIPRAVA EXPRESNIHO VEKTORU NESOUCIHO GEN NKP30_STALK_TRIPLE
Trojity glykosylaéni mutant receptoru NKp30 (NKp30 Stalk Triple) byl
piipravovan jako kontrolni protein, jehoz vysledky biofyzikalnich méfeni mély byt
porovnavany s vysledky ziskanymi pro dvojité glykosyla¢ni mutanty NKp30 Stalk G42,
NKp30 Stalk G68 a NKp30 Stalk G121 a plné N-glykosylovany NKp30 Stalk WT.

5.2.4.1. PRIPRAVA GENU NKP30 STALK_TRIPLE

Ptiprava genu NKp30 Stalk Triple probihala analogicky jako v ptipadé dvojitych
glykosyla¢nich mutantli. Nejprve byly amplifikovany dva tseky jeho genu pomoci SDM
soverlap extension® PCR (Tabulka 5). Jako templdt slouzil plazmid
pTW5sec NKp30 Stalk G68. Poté byla provedena agardézova elektroforéza, kde byly
detekovany pruhy jejichz velikost odpovidala piedpokladané velikosti dvou usekil genu
pro trojitého glykosylacniho mutanta receptoru NKp30 (Obrazek 14, str. 61). Nasledné

byla provedena izolace DNA z agar6zového gelu.

Tabulka 5: PouZité primery a templiat pro PCR k amplifikaci dvou useku genu
NKp30_Stalk Triple.

Oznaceni ,,Triple* znaci receptor, kde byly mutovany vSechny Asn na Gln, ¢imz bylo
kompletné zabranéno N-glykosylaci. Oznaceni ,N68Q“ v ndzvu primeru znamena cislo
Asn v aminokyselinové sekvenci receptoru NKp30, kde byla provedena jednonukleotidova
mutace, ktera vedla k zméné Asn na Gln.

Glykosylaéni mutant Reakce 1 Reakce 2
Templatova
DNA pTW5sec NKp30 Stalk G68
Piimy primer = pTWS5sec INF FW = NKp30 N68Q FW
Zpétny primer  NKp30 N68Q REV  pTWSsec INF REV

NKp30_Stalk Triple
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1517 bp
1200 bp
1000 bp

500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

Obrazek 14: Agarozovy gel s amplifikovanymi dvéma useky genu NKp30_Stalk Triple.
Jamky tohoto agar6zového gelu byly plnény reakénimi smésmi uvedenymi v tabulce 5 na
str. 60. Do kazdé jamky byla pipetovana pouze jedna reakéni smés. Jamky 1 a 2 obsahovaly
reakéni smés 1 a 2 trojitého glykosylacniho mutanta receptoru NKp30. Do jamek
oznacenych pismeny L byly pipetovany DNA standardy. Ptedpoklddané velikosti
amplifikovanych usekt genu v jamkach 1 a 2 byly 176 bp a 258 bp. Je patrné, Ze velikosti
pruhd odpovidaji predpokladanym velikostem jednotlivych tusekti genu trojitého
glykosylaéniho mutanta.

Nasledné byly dva amplifikované tseky genu pro trojitého glykosylacniho mutanta
pomoci PCR spojeny (Tabulka 6), kdy byla jako templatovd DNA pouzita ekvimolarni
smés produkti Reakce 1 a Reakce 2 z tabulky 5 na str. 60. Poté byla opét provedena
agarozova elektroforéza, kde byl detekovan pruh, jehoz velikost odpovidala
predpokladané velikosti genu pro NKp30 Stalk Triple — 411 bp (Obrazek 15, str. 62).

Nasledné byla rovnéz provedena izolace DNA z agar6zového gelu.

Tabulka 6: PouZité primery a templiatova DNA pro PCR ke spojeni dvou usekii genu
NKp30_Stalk Triple.

Oznaceni ,,Triple* znaci receptor, kde byly mutovany vSechny Asn na Gln, ¢imz bylo
kompletné zabranéno N-glykosylaci.

Glykosyla¢ni mutant Reakéni smés
Templatova Ekvimolarni smés produkt Reakce 1 a
. DNA Reakce 2 (Tabulka 5)
NKp30_Stalk_Triple PFmy primer pTW5sec INF_FW
Zpétny primer pTW5sec INF REV
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400 bp
300 bp
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100 bp

Obrazek 15: Agaro6zovy gel s amplifikovanym genem NKp30 Stalk Triple.

Do jamek agar6zového gelu byly pipetovany reak¢éni smési uvedené v tabulce 6 na str. 61.
Jamka 1 obsahovala amplifikovany gen trojitého glykosylaéniho mutanta,
NKp30 Stalk Triple. Do jamek oznacCenych pismeny L byly pipetovany DNA standardy.
Velikost pruhu v draze 1 odpovida predpokladané velikosti genu trojitého glykosylaéniho
mutanta, 411 bp.

5.2.4.2. PRIPRAVA  ZASOBNIHO  MNOZSTVi  PLAZMIDU  NESOUCIHO  GEN
NKP30_STALK_TRIPLE

Pomoci T4 ligazy byl do linearizovan¢ho plazmidu pTW35sec vlozen piipraveny
gen pro NKp30 Stalk Triple. Poté byly takto pfipravenym expresnim vektorem
transformovany chemokompetentni bunky E. coli TOP 10, které byly nasledné
kultivovany v Petriho misce na agarové plotné. Poté byla provedena PCR z bakterialnich
kolonii, kde byl detekovan pruh, jehoz velikost odpovidala predpoklddané velikosti
NKp30 Stalk Triple — 411 bp (Obrazek 16, str. 63). Jako pfimy primer pro PCR
z bakteridlnich kolonii byl pouzit pTW5sec INF FW a jako zpétny primer byl pouzit
pTW5sec INF REV.

Poté byly provedeny kultivace bakterii E. coli TOP10, které byly transformovany
piipravenym plazmidem pTW5sec NKp30 Stalk Triple. Nasledné byla provedena
nizkoobjemova izolace plazmidové DNA, naceZ byly vzorky izolované DNA odeslany
na sekvenacni analyzu do Laboratofe sekvenace DNA PiF UK. Sekvenacni analyza
potvrdila shodu nukleotidové sekvence genu vloZeného do izolovaného plazmidu

se sekvenci genu NKp30 Stalk Triple.

Nasledn¢ byly provedeny vysokoobjemové kultivace bakterii E. coli DH5a, které
byly transformovany izolovanym plazmidem pTW5sec NKp30 Stalk Triple. Poté byla
provedena vysokoobjemova izolace plazmidové DNA, ¢imz bylo ziskano zasobni

mnozstvi tohoto plazmidu.
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Obrazek 16: Agardozovy gel s amplifikovanym genem NKp30 Stalk Triple pomoci PCR
s bakterialnimi koloniemi.

Do jamky 1 byla pipetovana reakéni smés PCR z bakteridlnich kolonii pro glykosyla¢niho
mutanta NKp30 Stalk G121. Do jamek oznacenych pismeny L byly pipetovany DNA
standardy. Bakteridlni kolonie, ze které byl pomoci PCR amplifikovan gen trojitého
glykosylaéniho mutanta receptoru NKp30, dany gen obsahovala, jelikoZz velikost pruhu
odpovida predpokladané velikosti genu trojitého glykosyla¢niho mutanta, kterd cini
411 bp.

5.2.5. PRIPRAVA PLAZMIDU PRO VYSOKOHUSTOTNI STABILNi TRANSFEKCE BUNECNE
LINIE HEK293T

Z divodu nizkych vytézkd glykosylacnich mutanti NKp30 Stalk G68
a NKp30_ Stalk Triple pomoci tranzientni transfekce bun¢k HEK293T (5.3.1.2./5.3.1.4.)
bylo nutné expresni kazety obou proteint pfenést do linearizovaného plazmidu pUCT7,
ktery umoziiuje stabilni transfekci bunééné linie HEK293T vyuzivajici systém piggyBac.
Tento plazmid byl v minulosti pfipraven v nasi laboratofi upravou plazmidu
PB-T-PAF [90], do jehoz expresni kazety byla vlozena sekvence UCOE CBX3 [92], ktera
potlacuje umlcovani genti. Transfekce timto plazmidem spole¢né s plazmidy PB-RB [90]
a pCVM_hyPBase umoziuje ptipravu stabilné¢ transfekovanych bunécnych linii

s indukovatelnou expresi rekombinantnich proteinti [93].

Expresni kazety nesouci geny téchto proteinti byly amplifikovany pomoci PCR.
Poté byla provedena agar6zova elektroforéza, kde byly detekovany pruhy odpovidajici
delkam jednotlivych expresnich kazet — 513 bp. Amplifikované geny byly izolovany
z agarozového gelu, nacez byly pomoci T4 DNA polymerazy vlozeny do plazmidu
pUCT7, ktery byl linearizovan restrikénimi endonukledzami Nhel-HF a Pmel
(Obrazek 17, str. 64).
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1517 bp
1200 bp
1000 bp

500 bp
400 bp

Obrazek 17: Agarézovy gel s amplifikovanymi expresnimi kazetami gent glykosylac¢nich
mutantii NKp30_Stalk G68 a NKp30_Stalk Triple a s linearizovanym plazmidem pUCT?7.
Do jamek 1 a 2 byla pipetovana pomoci PCR amplifikovand expresni kazeta proteinu
NKp30 Stalk G68. Do jamek 3 a 4 pak amplifikovand expresni kazeta
NKp30_ Stalk Triple. Ptedpokladana velikost obou amplifikovanych expresnich kazet byla
513 bp. Do jamky 5 byl pipetovan restrikénimi endonukledzami Nhel-HF a Pmel
linearizovany plazmid pUCT7, ze kterého byl vystépen usek o velikosti 31 bp. Do jamky
¢islo 6 byl pipetovan kontrolni vzorek plazmidu pUCT7, ktery nebyl restrikénimi
endonukledzami linearizovan. Jamky oznacené pismeny L obsahovaly DNA standardy.

Nasledné¢ byly takto pfipravenymi plazmidy pUCT7 NKp30 Stalk G68
a  pUCT7 NKp30 Stalk Triple transformovany  chemokompetentni  bunky
E. coli TOP 10, které byly poté kultivovany v Petriho misce na agarové plotné. Poté byly
provedeny PCR z bakteridlnich kolonii, kde byly detekovany pruhy, jejichz velikost
odpovidala  pfedpokladané  velikosti  expresnich  kazet NKp30 Stalk G68
a NKp30 Stalk Triple — 513 bp (Obrazek 18). Jako piimy primer pro PCR
z bakterialnich kolonii byl pouzit pCTSK FW a jako zpétny primer byl pouZit
pCT5 REV.

L

1517 bp
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Obriazek 18: Agarézovy gel samplifikovanym genem glykosylacnich mutanti
NKp30 _Stalk G68 (vlevo) a NKp30 Stalk Triple (vpravo) pomoci PCR s bakterialnimi
koloniemi.

Do jamek ¢islo 1 byla pipetovana reakéni smés PCR z bakteridalnich kolonii pro
glykosylacniho mutanta NKp30 Stalk G68 (vlevo) a NKp30 Stalk Triple (vpravo).
Do jamek oznacenych pismeny L byly pipetovany DNA standardy. Bakterialni kolonie, ze
které byly pomoci PCR amplifikovany expresni kazety NKp30 Stalk G68
a NKp30 Stalk Triple, dané expresni kazety obsahovaly, jelikoz velikost pruhu odpovida
pfedpokladané velikosti téchto expresnich kazet — 513 bp.
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Poté byly provedeny kultivace bakterii E. coli TOP10 nesoucich expresni vektory
NKp30 Stalk G68 a  NKp30 Stalk Triple v malém objemu, nasledované
nizkoobjemovymi izolacemi plazmidové DNA. Vzorky izolované DNA byly nasledné
odeslany na sekvenac¢ni analyzu do Laboratoie sekvenace DNA PfF UK. Sekvenacni
analyza potvrdila shodu nukleotidovych sekvenci jednotlivych vzorkll se sekvencemi
gentl pro NKp30 Stalk G68 a NKp30 Stalk Triple.

Poté byly provedeny kultivace bakterii, které nesly expresni vektory glykosyla¢nich
mutant, ve velkém objemu, nésledované vysokoobjemovymi izolacemi plazmidové

DNA, ¢imz byla ziskdna zasobni mnozstvi expresnich vektora.

5.3. REKOMBINANTNi EXPRESE A PURIFIKACE GLYKOSYLACNICH MUTANTU
RECEPTORU NKP30

Pro  rekombinantni  expresi  jednotlivych  glykosylacnich  mutanth
a NKp30 Stalk Triple byla pouzita vysokohustotni tranzientni transfekce buné¢éné linie
HEK293T pfislusnymi plazmidy. Po pétidenni kultivaci byly bunécéné linie sklizeny.
Expresni vektory pTWS5sec, které nesly geny jednotlivych glykosylacnich mutantd
a NKp30 Stalk Triple, obsahovaly ve své nukleotidové sekvenci signal pro sekreci
exprimovaného proteinu do extraceluldrniho prostoru, vtomto piipadé¢ tedy
do kultivaéniho média. Z toho divodu byla pfi sklizeni bun¢k bunécénad peleta
po centrifugaci vyhozena, zatimco supernatant byl zfiltrovan a purifikovan chelata¢ni

chromatografii kolonkou Indigo-NTA 5 ml.

Po eluci pufrem s obsahem imidazolu a odsoleni kolonkou HiPrep 26/10 Desalting
byly jednotlivé vzorky purifikovanych proteinti zkoncentrovany koncentratorem Amicon
Ultra — MWCO 10000. Poté byly provedeny preparativni SEC (Obréazek 19, str. 66), za
pouziti kolony Superdex 200 10/300 GL, kdy byly béhem SEC kaZzdého z proteint
jimany frakce o objemu 1 ml, a to od elu¢niho objemu 8 ml. Poté¢ byly zméfeny
koncentrace proteinit v jednotlivych frakcich. Nasledné byla skazdym proteinem
provedena SDS-PAGE, kdy byly do jednotlivych jamek pipetovany vzorky z najimanych
frakci z preparativni SEC.

Z chromatogramil preparativni SEC s normalizovanou absorbanci na obrazku 19 na
str. 66 je patrné, ze nejvétsi mnozstvi oligomerti tvoii NKp30 Stalk WT. Obdobného
elucniho profilu NKp30 Stalk WT bylo dosazeno v publikaci Skotfepa, O. a kol.
(1.3.5.) [50]. Nejpodobné&jsi eluéni profil s NKp30 Stalk WT ma protein
NKp30 Stalk G42. Urcité mnozstvi homooligomera také obsahoval vzorek

NKp30 Stalk 121, nicméné pocatecni tvar kiivky zfejmé ovlivnila agregace tohoto
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proteinu. Chromatogram odpovidajici NKp30 Stalk G68 je odlisSny od zbyvajicich
chromatogramu. Tvar kfivky je vyrazn¢ ovlivnén agregaci proteinu a poloha maxima
elu¢niho objemu v oblasti eluce protomerid se od zbylych glykosyla¢nich mutant
vyrazné odlisSuje. Pomoci SDS-PAGE byla potvrzena pifitomnost tohoto proteinu pouze
v oblasti eluce protomerd (5.3.1.2.). SDS-PAGE nemutovaného receptoru NKp30
(NKp30 Stalk WT) nebyla provedena, jelikoz ptitomnost homooligomeri tohoto
proteinu byla potvrzena v publikaci Skotepa, O. a kol. [50].

NKp30_Stalk WT ——NKp30_Stalk_G42 NKp30_Stalk G68 ——NKp30_Stalk G121

1fr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Norm. ABS

Oblast eluce \_, protomeru
homooligomert k

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
V/ml

Obrazek 19: Chromatogramy preparativnich SEC NKp30 Stalk WT a jednotlivych
glykosyla¢nich mutantii receptoru NKp30.

Jednotlivé prolozené chromatogramy preparativni SEC, kterda byla provedena kolonou
Superdex 200 10/300 GL v pufru HEPES, ukazuji rozdilnou miru schopnosti
analyzovanych proteind homooligomerizovat. Na ose Y byly vyneseny hodnoty
normalizované absorbance pfi 280 nm (Norm. ABS) a na ose X byl vynesen eluéni objem
(7). Nejvyssi homooligomerizace byla zaznamenana u nemutovaného receptoru NKp30 —
NKp30_ Stalk WT (Cervend). Velmi podobny eluc¢ni profil ma pak NKp30_ Stalk G42
(zelend). Agregace zfejmé ovlivnila eluéni profil proteinu NKp30 Stalk G121 (modra),
nicméné 1 v tomto pfipadé dochazelo k homooligomerizaci. Glykosylacni mutant
NKp30 Stalk G68 (Sedivd) ma ve srovnani s ostatnimi proteiny odlisny eluéni profil, kdy
SDS-PAGE potvrdila pfitomnost malého mnozstvi NKp30_ Stalk G68 ve frakcich z oblasti
eluce homooligomert (5.3.1.2.). Svislé ¢ary oddéluji jednotlivé jimané frakce
o objemu 1 ml.

5.3.1.1. NKP30_STALK (G42

Glykosyla¢ni mutant NKp30 Stalk G42 byl rovnéz GspéSné exprimovan pomoci
vysokohustotni tranzientni transfekci bunééné linie HEK293T s vytézkem 15 mg na litr
bunécné suspenze. Po purifikaci a preparativni SEC tohoto proteinu byla provedena
SDS-PAGE (Obrazek 20, str. 67), kdy byly vzorky pfipravovany za pouziti redukujiciho

vzorkového pufru pro SDS-PAGE. Je patrné, Ze se protein nachazel v kazdé z najimanych
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frakci, nicméné ve frakcich Cislo 4 a 7 byl obsazen v menSim mnozstvi. Ve vzorku
z bun&tné pelety tento protein obsazen nebyl. Z neznamého divodu je vSak zejména

prvnich sedm frakci zne€isténo jinymi, nezndmymi proteiny.

L 2.3 4 5 6 7 8 D IDE I

260 kDa

140 kDa
100 kDa
70 kDa
50 kDa

40 kDa

35 kDa

25 kDa

Obrizek 20: SDS-PAGE glykosyla¢niho mutanta NKp30_Stalk_G42.

Do jamky oznacené pismenem L byl pipetovan proteinovy standard. Do jamek oznacenych
¢isly 1 az 11 byly ve shodném ¢iselném potfadi pipetovany jednotlivé frakce preparativni
SEC (frakce 1 az 11). Do jamky oznacené pismenem P byl pipetovan vzorek bunécné
pelety. Jednotlivé vzorky byly ptipraveny za pouziti redukujiciho vzorkového pufru pro
SDS-PAGE. Piredpoklddand molekulovd hmotnost proteinu NKp30 Stalk G42 bez
N-glykosylace byla pfiblizné 15,3 kDa. Lze si v§imnout, ze mnoZstvi proteinu ve frakcich
¢islo 4 a 7 je nizsi nez v piipadé ostatnich frakci. Frakce 1 az 7 obsahovaly neznamé
kontaminujici proteiny o vys$sich molekulovych hmotnostech. Pruhy jednotlivych vzorka
frakei preparativni SEC jsou rozmazany kvuli komplexni N-glykosylaci tohoto proteinu.

5.3.1.2. NKP30_STALK_G68

Produkce glykosylaéniho mutanta NKp30 Stalk G68 pomoci vysokohustotni
tranzientni transfekce bunécné linie HEK293T nebyla Gspésna, jelikoz vytézek proteinu
byl nizsi, nez 1 mg na litr bunééné suspenze. Po purifikaci a preparativni SEC tohoto
proteinu byla provedena SDS-PAGE (Obréazek 21, str. 68), kdy byly vzorky pfipravovany
za pouziti redukujictho vzorkového pufru pro SDS-PAGE. Ze snimku gelu lze
odhadnout, Ze se protein nachazel pouze v drahach ¢islo 3, 4, 8 a také v draze oznacené
pismenem P, tedy v bunécné peleté. Chromatogram preparativni SEC z tohoto druhu

produkce proteinu nebyl uveden.
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Obrizek 21: SDS-PAGE glykosyla¢niho mutanta NKp30_Stalk_G68.

Do jamky oznacené pismenem L byl pipetovan proteinovy standard. Do jamek oznacenych
¢islicemi 1 az 8 byly pipetovany frakce preparativni SEC, v né¢kterych pfipadech byla do
jedné jamky pipetovana ekvimolarni smés nékolika frakci najednou, kvuli nizké
koncentraci daného proteinu. Do jamek 1 az 4 byly pipetovany vzorky z jednotlivych frakci
1 az 4 ve shodném ciselném potadi. Do jamky ¢islo 5 byla pipetovana ekvimolarni smés
frakci 5 a 6, do jamky ¢islo 6 a 7 byly pipetovany frakce 7 a 8. Do jamky cislo 8 byla
pipetovana ekvimolarni smés frakci 9, 10 a 11. Do jamky oznacené pismenem P byl
pipetovan vzorek bunécné pelety, kde si Ize v§imnout pfitomnosti kyzeného proteinu. Ve
frakcich 3 az 8 jsou pfitomny neznamé kontaminujici proteiny o vys$s$i molekulové
hmotnosti. Je také patrné, ze mnozstvi proteinu je celkové nizké, jelikoz jeho exprese
nebyla uspésnd. Jednotlivé vzorky byly pfipraveny za pouziti redukujiciho vzorkového
pufru pro SDS-PAGE. Piedpokladana molekulova hmotnost proteinu NKp30_ Stalk G68
bez N-glykosylace byla ptiblizné 15,3 kDa.

Pritomnost kyZeného proteinu byla ovéfena imunoblotem s chemiluminiscen¢ni
a kolorimetrickou detekci. Pro elektropienos na nitrocelulosovou membranu byl pouzit
duplicitni SDS PAG, ktery byl piipravovan soub&zné s gelem na obrazku 21.
Z obrazku 22 na str. 69 je patrné, ze se protein NKp30 Stalk G68 nachazel v drahach 3
a 4, které obsahovaly frakce z preparativni SEC ¢&islo 3 a 4. Dale se nachézel v draze 8§,
kam byla pipetovana ekvimolarni smés frakci 9, 10 a 11. Pfitomnost proteinu byla ve
vyznamném mnozstvi potvrzena také v bunécné peleté¢ (draha P), coz naznacuje, Ze

protein precipitoval.

Z divodu nizkého vytézku tohoto proteinu byl jeho gen vlozen do plazmidu
pUCTY7. Nasledné byla ptipravena stabiln¢ transfekovana bunécna linie HEK293T, nacez
byla indukovana exprese proteinu. Vytézek Cinil pouze 2 mg na litr bunétné suspenze.
Poté byla provedena SDS-PAGE (Obrazek 23, str. 69).
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Obrazek 22: Imunoblot glykosylaéniho mutanta NKp30_Stalk _G68 s chemiluminiscen¢ni
detekci (vlevo) a s kolorimetrickou detekci (vpravo).

Snimky nitrocelulosové membrany po imunoblotu. Proteiny byly na membrénu pfeneseny
z SDS PAG, ktery byl duplikdtem gelu na obrazku 21 na str. 68. V drdaze oznacené
pismenem L byl pfenesen proteinovy standard. V drahach oznacenych Cislicemi 1 az 8 byly
pifeneseny frakce preparativni SEC, kdy v nékterych pfipadech byla do jedné jamky
pivodniho SDS PAG pipetovana ekvimolarni smés né€kolika frakci najednou. V drahach 1
az 4 byly pteneseny vzorky z jednotlivych frakci 1 az 4 ve shodném ¢iselném potadi. V
draze ¢islo 5 byla pfenesena ekvimolarni smés frakci 5 a 6, v draze ¢islo 6 a 7 byly
pfeneseny frakce 7 a 8. V draze ¢islo 8 byla pfenesena ekvimolarni smés frakci 9, 10 a 11.
V draze oznacené pismenem P byl pfenesen vzorek bunécné pelety. Predpokladana
molekulova hmotnost NKp30 Stalk G68 bez N-glykosylace byla ptiblizné 15,3 kDa.

Obrazek 23: SDS-PAGE glykosylacniho mutanta NKp30_Stalk_G68 exprimovaného
stabilné transfekovanymi buiikami HEK293T.

Do jamek oznacenych pismeny L byl pipetovan proteinovy standard. (Vlevo) Do jamky
oznacené Cislici 1 byl z divodu nizkych koncentraci jednotlivych frakci pipetovan smésny
vzorek frakci 1 az 9 z preparativni SEC. Do jamky oznacené ¢islici 2 byl pipetovan smésny
vzorek frakci 10 az 13. (Vpravo) Do jamek oznacenych Cisly 11 a 12 byly pipetovany
frakce 11 a 12 z preparativni SEC. Jednotlivé vzorky byly pfipraveny za pouziti
redukujiciho vzorkového pufru pro SDS-PAGE. Piredpokldadanda molekulovd hmotnost
proteinu NKp30 Stalk G68 byla bez N-glykosylace pfiblizné¢ 15,3 kDa. Pruh vzorku
frakce 11 a 12 z preparativni SEC je rozmazan kvuli komplexni N-glykosylaci tohoto
proteinu. KyZeny protein se v majoritnim zastoupeni nachazi pouze ve frakcich ¢islo 10 az
13. Kromé¢ pruhu, ktery pfislusi samotnému proteinu se v drahach 2, 11 a 12 nachazi také
jeden pruh neznamého proteinu navic (oznacen Sipkou).

Z obrazku 23 je vidét, ze se NKp30_ Stalk G68 nachazi predevsim ve frakcich 10
az 13 z preparativni SEC (Obrazek 19, str. 66), nicméné je ve frakci 12 znecistén jinymi,

neznamymi proteiny. NKp30 Stalk G68 téméf neni zastoupen ve frakcich ¢islo 1 az 9.
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Pro dalsi experimenty byla pouzivana frakce €islo 11, jelikoz byla méné zneciSténa

nezndmymi proteiny.

5.3.1.3. NKP30_STALK G121

Glykosylacni mutant NKp30 Stalk G121 byl Uspé€$né exprimovan pomoci
vysokohustotni tranzientni transfekci bunééné linie HEK293T s vytézkem 9 mg na litr
bunécéné suspenze. Po purifikaci a preparativni SEC tohoto proteinu byla provedena
SDS-PAGE, kdy byly vzorky ptipravovany za pouziti redukujiciho vzorkového pufru pro
SDS-PAGE. Ze snimku gelu na obrazku 24 je patrné, ze se protein nachazel v kazdé
z najimanych frakci, nicméné ve frakci ¢islo 1 byl obsazen v menSim mnozstvi. Ve
vzorku z bunééné pelety tento protein obsazen nebyl. Z nezndmého divodu je vSak
zejména prvnich devét frakci vyznamné znecisténo jinymi, nezndmymi proteiny, a to
vyraznéji nez v piipad€ proteinu NKp30 Stalk G42 (Obrazek 20, str. 67).
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Obrazek 24: SDS-PAGE glykosylaéniho mutanta NKp30_Stalk_G121.

Do jamky oznacené pismenem L byl pipetovan proteinovy standard. Do jamek oznacenych
¢isly 1 az 12 byly ve shodném ¢iselném potadi pipetovany jednotlivé frakce preparativni
SEC (frakce 1 az 12). Do jamky oznacené pismenem P byl pipetovan vzorek bunécéné
pelety. Jednotlivé vzorky byly ptipraveny za pouziti redukujiciho vzorkového pufru pro
SDS-PAGE. Piredpokldadana molekulovd hmotnost proteinu NKp30 Stalk G121 bez
N-glykosylace byla ptiblizné 15,3 kDa. Je patrné, Ze mnoZstvi proteinu ve frakci ¢islo 1
je niz8i nez v ptripadé ostatnich frakci. Frakce 1 az 9 obsahovaly neznamé kontaminujici
proteiny o vys$Sich molekulovych hmotnostech. Pruhy jednotlivych vzorkd frakci
preparativni SEC jsou rozmazany kvuli komplexni N-glykosylaci tohoto proteinu.

5.3.1.4. NKP30_STALK_TRIPLE

Exprese trojit¢tho glykosylatniho mutanta NKp30 Stalk G68 za pouziti
vysokohustotni tranzientni transfekce bunécné linie HEK293T také nebyla uspésna,
jelikoz vytézek proteinu byl nizsi, nez 1 mg na litr bunééné suspenze. Po purifikaci
a preparativni SEC tohoto proteinu byla provedena SDS-PAGE (Obrézek 25, str. 71), kdy
byly vzorky pfipravovany za pouziti redukujiciho vzorkového pufru pro SDS-PAGE.
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Ze snimku gelu lze odhadnout, Ze se protein nachézel pouze v draze ¢islo 2 a také
ve vzorku bunétné pelety, ktery se nachazel v draze oznacené pismenem P.

Chromatogram této preparativni SEC nebyl uveden.
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Obrazek 25: SDS-PAGE trojitého glykosylaéniho mutanta NKp30_Stalk Triple.

Do jamky oznacené pismenem L byl pipetovan proteinovy standard. Do jamek oznacenych
¢islicemi 1 az 8§ byly pipetovany frakce preparativni SEC, v nékterych pfipadech byla do
jedné jamky pipetovana ekvimolarni smés nékolika frakci najednou, kvuli nizké
koncentraci daného proteinu. Do jamek 1 az 4 byly pipetovany vzorky z jednotlivych frakci
1 az 4 ve shodném ¢iselném potadi. Do jamky ¢islo 5 byla pipetovana ekvimolarni smés
frakci 5, 6 a 7. Do jamek ¢islo 6, 7 a 8 byly pipetovany frakce 8, 9 a 10 ve shodném
¢iselném potadi. Ve frakcich 2 az 8 jsou pfitomny neznamé kontaminujici proteiny o vys$si
molekulové hmotnosti. Je patrné, Zze mnozstvi proteinu je celkové nizké, jelikoz jeho
exprese nebyla Gspésna. Do jamky oznacené pismenem P byl pipetovan vzorek bunééné
pelety. Jednotlivé vzorky byly pfipraveny za pouziti redukujiciho vzorkového pufru pro
SDS-PAGE. Ptredpokladana molekulova hmotnost proteinu NKp30 Stalk Triple byla
ptiblizné 15,3 kDa.

Pomoci imunoblotu s chemiluminiscen¢ni a kolorimetrickou detekci byla ovéfena
pritomnost tohoto proteinu. Pro elektropfenos na nitrocelulosovou membranu byl pouzit
duplicitni SDS polyakrylamidovy gel, ktery byl pfipravovan soubéZné s gelem
na obrazku 25. Na obrazku 26 na str. 72 je vidét, ze se NKp30 Stalk Triple nachézel
pouze v draze 2, kterd obsahovala frakci ¢islo 2 z preparativni SEC. Pfitomnost proteinu
byla potvrzena také v draze oznacené pismenem P, tedy v bunécné peleté, coz znamena,

7e protein precipitoval.
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Obrazek 26: Imunoblot trojitého glykosylaéniho mutanta NKp30_Stalk Triple
s chemiluminiscenéni detekci (vlevo) a s kolorimetrickou detekci (vpravo).

Snimky nitrocelulosové membrany po imunoblotu. Proteiny byly na membranu pfeneseny
z SDS polyakrylamidového gelu, ktery byl duplikdtem gelu na obrazku 25 na str. 71. V
draze oznacené pismenem L byl pfenesen proteinovy standard. V drahach oznacenych
¢islicemi 1 az 8 byly pfeneseny frakce preparativni SEC, kdy v nékterych pfipadech byla
do jedné jamky ptvodniho SDS polyakrylamidového gelu pipetovdna ekvimolarni smés
nékolika frakci najednou. V drahach 1 az 4 byly pfeneseny vzorky z jednotlivych frakei 1
az 4 ve shodném c¢iselném potadi. V draze Cislo 5 byla pfenesena ekvimolarni smés frakcei
5,6a7.V draze ¢islo 6, 7 a 8 byly pteneseny frakce 8, 9 a 10. V draze oznaéené pismenem
P byl pfenesen vzorek bunécné pelety. Pfedpokladand molekulovd hmotnost proteinu
NKp30 Stalk Triple byla ptiblizné 15,3 kDa.

Mnozstvi tohoto proteinu je ve srovnani s NKp30 Stalk G68 jesté nizsi (5.3.1.2.).
Z divodu nizkého vytézku a nestability trojitého glykosylacniho mutanta receptoru
NKp30 byl jeho gen vlozen do plazmidu pUCT7 (5.2.5.). Ani po piipravé stabilné

transfekované bunécné linie HEK293T nebylo mozné tento protein exprimovat.

5.4. TEPLOTNI STABILITA GLYKOSYLACNICH MUTANTU RECEPTORU NKP30

Z divodu nizkého vytézku proteinu NKp30 Stalk G68 byla pfistrojem
Prometheus NT.48 provedena nDSF, aby bylo ovéteno, zdali se teplotni stabilita tohoto
proteinu v HEPES pufru vyrazné nelisi od NKp30 Stalk WT a zbylych glykosyla¢nich
mutanti receptoru NKp30. Na obrazku 27 na str. 73 byly proloZeny ziskané hodnoty
prvnich derivaci poméru intenzit fluorescenci pfi vlnovych délkach 350 nm a 330 nm.

V tabulce 7 jsou uvedeny namétené teploty denaturace pro jednotlivych proteint.

Tabulka 7: Naméiené teploty denaturace pomoci nDSF v pufru HEPES.

Nazev proteinu Teplota denaturace / °C
NKp30_Stalk WT 47,0
NKp30_Stalk_G42 45,7
NKp30_Stalk_G68 44,1
NKp30_Stalk_G121 45,1
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Obrazek 27: nDSF jednotlivych glykosyla¢nich mutantii a NKp30_Stalk WT.

Na obrazku byly prolozeny naméfené hodnoty prvnich derivaci poméru fluorescenci pti
vinové délce 350 nm a 330 nm (osa Y) pro jednotlivé protomerni glykosylacni mutanty a
NKp30 Stalk WT v pufru HEPES. Méfeni bylo provedeno ptistrojem Prometheus NT.48.
Na ose X byla vynesena teplota (7). Nejvyssi teplotni stabilitu vykazuje NKp30_ Stalk WT
(Cervend) s teplotou denaturace 47,0 °C. Niz$i teplotu denaturace, 45,7 °C, vykazuje
NKp30 Stalk G42 (zelend) a 45,1 °C vykazuje NKp30 Stalk G121 (modrd). Nejnizsi
teplotu denaturace, 44,1 °C, pak vykazuje NKp30 Stalk G68 jehoz kifivka je zaroven
vyrazné odliSnéd od ostatnich.

Z obrazku 27 je patrné, Ze nejvyssi teplotni stabilitu vykazuje NKp30 Stalk WT.
Nejnizsi teplota denaturace byla naméfena pro protein NKp30 Stalk G68, ktery ma
zaroven jako jediny vyrazné odliSny pribéh naméfené kiivky prvni derivace pomeéru

intenzit fluorescenci, coz miiZze poukazovat na nespravné sbaleni tohoto proteinu.

5.5. CIRKULARNI DICHROISMUS

Pomoci této metody bylo ovéfeno spravné sbaleni jednotlivych glykosyla¢nich
mutanti receptoru NKp30. Proteiny byly pfed méfenim pfevedeny do pufru pro cirkularni
dichroismus. M¢éfeni provedla Dr. Tatsiana Charnavets pfistrojem Chirascan Plus
v centru BIOCEV. Naméfené kiivky byly proloZzeny a porovnavany s kiivkou
odpovidajici NKp30 Stalk WT (Obrazek 28, str. 74).

Na obrazku 28 na str. 74 je vidét, ze kiivka odpovidajici NKp30 Stalk G42 je
velmi podobné kiivece NKp30 Stalk WT, coZ naznacuje, Ze je tento protein spravné
sbalen. Protein NKp30 Stalk G121 je pravdépodobné¢ také spravné sbalen, ackoli se jeho
NKp30 Stalk G68. Z pritb¢hu této kiivky lze soudit, Ze vznikly elementy sekundarni
struktury, ale zfejmé¢ dochazi ke Spatnému sbaleni v rdmci terciarni struktury. Tato

pozorovani zaroven koreluji s vysledky nDSF (5.4.).
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Obrazek 28: Cirkularni dichroismus jednotlivych glykosylacnich mutanti a

NKp30_Stalk WT.

Na obrazku byly prolozeny naméfené kiivky cirkularniho dichroismu (osa Y). Na ose X
byla vynesena vlnova délka (1). Experiment byl proveden pfistrojem Chirascan Plus.
Nejpodobnéjsi prubéh kfivky s NKp30 Stalk WT (Eervend) ma kiivka odpovidajici
NKp30 Stalk G42 (zelend). Mirnych odliSnosti si lze v§imnout u kfivky odpovidajici
NKp30 Stalk G121 (modra). Vyrazné odlisny pribéh ma vsak kiivka NKp30 Stalk G68
(Sediva), a to zejména v oblasti vinovych délek 200 nm az 190 nm, coz naznaduje, ze je
protein §patné sbalen v ramci tercidrni struktury.

Na zaklad¢ téchto zjisténi byly dals$i experimenty provadény pouze s proteiny
NKp30 Stalk WT, NKp30 Stalk G42 a NKp30 Stalk GI121.

5.6. ANALYZA DYNAMIKY HOMOOLIGOMERIZACE

5.6.1. SCHOPNOST HOMOOLIGOMERU DISOCIOVAT

Dtkaz, ze proteiny NKp30 Stalk G42 a NKp30 Stalk G121 skutecné
homooligomerizuji a nejedna se pouze o amorfni agregaty, poskytla analyticka SEC. Pro
analyzu byly vybrany frakce ¢islo 2, 3, 4 a 11 z preparativni SEC (Obrazek 19, str. 66),
pfiCemZ byla pouZita kolona Superdex 200 Increase 10/300 GL. Vzorky byly
ze zasobnich mikrozkumavek ptipraveny v duplikatu o ptiivodni koncentraci jednotlivych
frakei (pfiblizn€ 0,5 mg/ml). Prvni série vzorkdi z pfipraveného duplikdtu byla
analyzovana ihned po pfipravé. Druha série vzorka byla inkubovéna pii 4 °C po dobu

20 h, nacez byly vzorky také analyzovany.

ProloZenim chromatografickych kiivek vzorka frakei 2, 3 a 4 pted a po inkubaci
bylo zjisténo, ze jak v pripadé NKp30 Stalk G42, tak NKp30 Stalk G121 dochazi
k rozpadu homooligomerni frakce na protomery (Obrazek 29, str. 75). Rozpad
homooligomertt NKp30 Stalk G42 se jevi jako rychlejsi, jelikoz doSlo k jejich rozpadu
jesté pred analyzou. Naopak oligomery NKp30 Stalk G121 se jevi jako stabilnéjsi.
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ProloZeni chromatografickych kiivek vzorkl frakce ¢islo 11 obou proteini ukézalo, Ze

behem inkubace nedochazi ke spontannimu vzniku homooligomert.
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Obrazek 29: Opakované analytické SEC vybranych frakci z preparativni SEC.

Na ose Y byla vynesena normalizovana absorbance pfi 280 nm (Norm. ABS), na ose X byl
vynesen eluéni objem (V). Pro experiment byla pouzit pufr HEPES a kolona Superdex 200
Increase 10/300 GL. (A) Prolozené chromatografické kifivky vzorkd proteinu
NKp30_ Stalk G42 pied a po dvacetihodinové inkubaci pfi 4 °C. Ve frakci ¢islo 2 doslo
k naristu maxima eluéniho obejmu v oblasti eluce protomeri, coz znaéi rozpad
homooligomert ve frakci ¢islo 2. VétSina homooligomert se ve frakcich cislo 3 a 4
rozpadla je§té pied analyzou, tudiz nebyl zaznamenan narust maxima elué¢niho objemu
v oblasti eluce protomerl, nicméné v piipadé¢ frakce 3 byl zaznamenan pokles maxima
eluéniho objemu v oblasti eluce homooligomerl, coz znaci jejich rozpad. Frakce ¢islo 4
zustala po inkubaci téméf nezménénd. V protomerni frakci ¢islo 11 nedoslo po inkubaci ke
vzniku homooligomerid. (B) Prolozené chromatografické kiivky vzorka proteinu
NKp30_ Stalk G121 ptred a po dvacetihodinové inkubaci ptfi 4 °C. Ve frakci ¢islo 2, 3 a 4
doslo k nardstu maxima eluéniho obejmu v oblasti eluce protomerd, coz znaéi rozpad
homooligomert. V protomerni frakci ¢islo také 11 nedoSlo po inkubaci ke vzniku
homooligomerdt.

5.6.2. ANALYZA VZNIKU HOMOOLIGOMERU

Z vysledkti analytické SEC (Obrazek 29) je ziejmé, Ze v koncentracich okolo
0,5 mg/ml je termodynamickd rovnovdha posunuta ve prospéch disociace
homooligomerii na protomery. Ztoho divodu byly vzorky protomernich frakci
(Obrazek 19, str.  66) proteini  NKp30 Stalk WT,  NKp30 Stalk G42
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a NKp30 Stalk G121 zkoncentrovany na pfiblizn€ 25 mg/ml, nacez byly vzorky zfedény
na ptiblizné¢ 1 mg/ml (4.3.7.) a byla provedena AUC — experiment sedimentacni rychlosti.
Meéieni bylo provedeno RNDr. Ondiejem Vankem, Ph.D. vcetné vyhodnoceni
naméfenych dat. Pro experiment byla pouzita analyticka ultracentrifuga
ProteomeLab XL-I. Z obrazku 30 je vidét, Zze kvytvofeni malého mnozstvi
homooligomerti doslo ve vSech piipadech, nicméné majoritni ¢ast proteinti zlstala
v protomerni formé. V ptipad¢ proteini NKp30 Stalk WT a NKp30 Stalk G121 doslo
ke vzniku malého mnozstvi homodimeri a homotetramerti, coZ potvrzuje experiment
SEC-MALS (Obrazek 31, str. 77).

1.0 1 ——— NKp30_Stalk_WT
——— NKp30_Stalk_G42
—— NKp30_Stalk_G121
0.8 A
—_
o
G 0.6 1
£
S
c 0.4 A
0.2 1
0.0 A T

5 10 15 20
S20.w (S)

o

Obrazek 30: Analyza vzniku homooligomera pomoci AUC.

Na ose X byl vynesen normalizovany sedimentacni koeficient. Na ose Y byla vynesena
normalizovana distribuce sedimenta¢nich koeficienti. Vzorky protomernich frakci
proteini NKp30 Stalk WT (Cervend), NKp30 Stalk G42 (zelend) a NKp30_ Stalk G121
(modra) byly zkoncentrovany na koncentraci 25 mg/ml. Po nasledném ziedéni na ptiblizné
1 mg/ml byly analyzovany pomoci AUC metodou sedimentaéni rychlosti. Ve vsech
ptipadech vzniklo malé mnozstvi homooligomerid. V pfipadé NKp30 Stalk WT
a NKp30_ Stalk G121 vzniklo i malé mnozstvi pravdépodobné homodimert
a homotetramerdu.

Potvrzeni, Ze 1ze z protomerni frakce vlivem zvysené koncentrace indukovat vznik
homooligomerti, poskytla metoda SEC-MALS (Obrazek 31, str. 77). Méfeni
a vyhodnoceni dat provedl Mgr. Stépan Herynek v centru BIOCEV. Pro tento experiment
byly pfipraveny vzorky protomernich frakci jednotlivych proteint, které byly
zkoncentrovany piiblizné na 35 mg/ml, nacez byly analyzovany. Pro experiment byl
pouzit HPLC systém Infinity 1260 1II, ke kterému byla pfipojena kolona
Superdex 200 Increase  3,2/300. Meéteni MALS bylo provedeno pfistrojem

miniDAWN (4.3.8.).
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Obriazek 31: Analyza vzniku homooligomeri pomoci SEC-MALS.

Vzorky protomernich frakci jednotlivych proteind byly pfed analyzou zkoncentrovany
na koncentraci pfiblizné 35 mg/ml. Na osach X byl vynesen eluéni objem (7). Oblast eluce
homooligomeru je zde v rozmezi pfiblizné 1,2 ml az 1,6 ml a oblast eluce protomeru je
pfiblizné v rozmezi pfiblizné¢ 1,8 ml az 2,2 ml. Na primarnich osach Y byla vynesena
normalizovana absorbance pifi 280 nm (Norm. ABS) a na sekundarnich osach Y byla
vynesena molekulova hmotnost (M,). (pokracovani popisu obrazku na dalsi strance)

77



(pokracovani popisu obrdazku z predchozi stranky)
V chromatogramech A, B a C je svétle zelenou barvou vyznacena distribuce celkovych
molekulovych hmotnosti (Mw celkova), svétle modrou barvou pak distribuce
molekulovych hmotnosti, které odpovidaji N-glykosylaci (Mw N-glykosylace).
V chromatogramu D byly distribuce celkovych molekulovych hmotnosti jednotlivych
proteind vyznaceny barvami shodnymi s barvou chromatografické kiivky. Pro experiment
byl pouzit pufr HEPES, kolona Superdex 200 Increase 3,2/300 a MALS systém
miniDAWN. Na chromatogramech A, B a C byly kromé distribuci celkovych molekulovych
hmotnosti také vyneseny distribuce molekulovych hmotnosti neproteinovych slozek, tedy
N-glykosylaci. (A) Chromatogram, ktery odpovida NKp30 Stalk WT, potvrzuje, ze doslo
ke vzniku homooligomert. Distribuce molekulovych hmotnosti homooligomert se
pohybuje v rozmezi 220 — 240 kDa. Pfedpoklddand molekulova hmotnost protomeru bez
N-glykosylaci je ptfiblizné 15,2 kDa. (B) Z chromatogramu, ktery odpovida
NKp30 Stalk G42 lze rovnéz konstatovat, ze ke vzniku homooligomert doslo. Distribuce
molekulovych hmotnosti homooligomerti se pohybuje v rozmezi 240 — 900 kDa (toto
rozmezi je v§ak zna¢né ovlivnéno moznou agregaci). Pfedpokladana molekulova hmotnost
protomeru bez N-glykosylace je ptiblizn¢ 15,3 kDa. (C) Eluc¢ni profil proteinu
NKp30 Stalk G121 se od ptredchozich dvou proteint lisi. Ke vzniku velkych
homooligomertt zde zfejmé nedochazi, nicméné¢ naméfené hmotnosti ve vrcholech
jednotlivych maxim elu¢nich objemd odpovidaji pfiblizné homodimeru a homotetrameru.
Ptedpokladana molekulovd hmotnost protomeru bez N-glykosylace je ptfiblizné¢ 15,3 kDa.
Distribuce  molekulové hmotnosti N-glykosylace tohoto proteinu je oproti
NKp30_ Stalk G42 vyrazné niz$i. (D) Prolozené chromatogramy jednotlivych proteint
spolu s distribucemi jejich celkovych hmotnosti.

Z chromatogramil na obrazku 31 na str. 77 lze konstatovat, ze v piipadé proteinti
NKp30 Stalk WT a NKp30 Stalk G42 dosSlo k homooligomerizaci. Distribuce
celkovych molekulovych hmotnosti homooligomerit NKp30 Stalk WT se pohybuje
v rozmezi ptiblizné 220 — 240 kDa. Distribuce molekulovych hmotnosti homooligomeri
NKp30 Stalk G42 se pohybuje v rozmezi ptiblizn€ 240 — 900 kDa (toto rozmezi je vSak
zna¢n€ ovlivnéno moznou agregaci). Elu¢ni profil proteinu NKp30 Stalk G121 se od
ptedchozich dvou proteinti vyrazné 1isi. Ackoli zde ke vzniku vétSich homooligomert
nedoslo, doslo vSak ke vzniku homooligomerli s niz§i stechiometrii — homodimeri
a homotetramerti. Molekulovd hmotnost N-glykosylace (Mw N-glykosylace, svétle
modrd barva kiivek) proteinu NKp30 Stalk G121 ve srovnani s NKp30 Stalk G42
dosahuje vyrazné nizsich hodnot, ackoli se v obou ptipadech jedné o proteiny s jedinym

N-glykosyla¢nim mistem.

5.7. BIOFYZIKALNi CHARAKTERIZACE HOMOOLIGOMERU RECEPTORU NKP30

Pro dalsi charakterizaci homooligomert jednotlivych proteinli byly pouzity frakce

z oblasti eluce homooligomerti preparativni SEC (Obrazek 19, str. 66).

5.7.1. CHARAKTERIZACE HOMOOLIGOMERU POMOCI ANALYTICKE ULTRACENTRIFUGACE

Pro analyzu pomoci AUC metodou sedimenta¢ni rychlosti byly z preparativni SEC
vybrany frakce Cislo 1 az 5 proteint NKp30_ Stalk G42 a NKp30 Stalk G121. Jejich
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spojenim a naslednym zkoncentrovdnim na potfebnou koncentraci byly pfipraveny
vzorky k méteni (4.3.7.). Ukazalo se vSak (Obrazek 32, str. 79), ze vybér frakci, které
meély obsahovat homooligomery o nejvyssich molekulovych hmotnostech, vysledky
experimentu znacné ovlivnily, jelikoZ s nejvétsi pravdépodobnosti obsahovaly agregaty.
Urcita Cast proteinu se vSak zachovala v nativni homooligomerni formé, s ostrymi
maximy sedimentaCnich koeficienti pfiblizn¢ 8 S. Méfeni bylo provedeno
RNDr. Ondiejem Vankem, Ph.D. véetné vyhodnoceni naméfenych dat. Pro experiment

byla pouzita analytickd ultracentrifuga ProteomeLab XL-I.
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Obrazek 32: Analyza homooligomeri pomoci AUC.

Na ose X byl vynesen normalizovany sedimentaéni koeficient. Na ose Y byla vynesena
normalizovana distribuce sedimenta¢nich koeficienti. Vzorky homooligomernich frakci
proteini NKp30_ Stalk G42 (zelend) a NKp30_ Stalk G121 (modrd) z preparativni SEC
byly analyzovany pomoci AUC metodou sedimentacni rychlosti. V obou pfipadech si lze
vS§imnout agregace proteint, kterd zplisobila vysoké hodnoty sedimentacnich koeficientl
obou proteint. Nicmén¢ urcita ¢ast obou proteint zustala v nativni homooligomerni formé
s ostrym maximem sedimentacniho koeficientu pfiblizné 8 S.

5.7.2. CHARAKTERIZACE HOMOOLIGOMERU POMOCI VICEUHLOVEHO ROZPTYLU SVETLA
SPOJENEHO S ROZMEROVE-VYLUCOVACI CHROMATOGRAFIi

Vzhledem k neuspokojivym vysledkim ziskanych pomoci AUC, jelikoz byly
pro méteni pouZity vzorky z preparativni SEC, které obsahovaly agregované proteiny,
byly pro SEC-MALS pouzity pouze vzorky frakei ¢islo 3 az 5. Jednotlivé frakce byly
spojeny a zkoncentrovany na koncentraci pfiblizné 10 mg/ml. Z obrazku 33 na str. 80 je
vSak patrné, ze v piipadé NKp30 Stalk G42 a NKp30 Stalk G121 doSlo opét ke vzniku
velkych agregati o molekulovych hmotnostech viadech 10° Da. Protein
NKp30 Stalk WT neagregoval, nicméné vSak i jeho distribuce molekulovych hmotnosti

dosahuje ptiblizné¢ dvojnasobnych hodnot nez v ptipadé homooligomeri (~430 kDa),
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které vznikly z protomert vlivem zkoncentrovani. Lze si rovnéz vSimnout, ze ve vSech
piipadech doslo k mirnému rozpadu homooligomer na protomery. Tento experiment
vSak mohl byt ovlivnén znecisténim pouzitych frakci z preparativni SEC jinymi proteiny
(Obrazek 20, str. 67 a obrazek 24, str. 70). Méfeni a vyhodnoceni dat provedl
Mgr. Stépan Herynek v centru BIOCEV. Pro experiment byl pouzit HPLC systém
Infinity 1260 II, ke kterému byla pfipojena kolona Superdex 200 Increase 3,2/300.
Me¢teni MALS bylo provedeno pfistrojem miniDAWN (4.3.8.).
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Obrazek 33: Analyza homooligomeri pomoci SEC-MALS.

Vzorky homooligomernich frakci jednotlivych proteinti pouzité k analyze vznikly
spojenim frakci ¢islo 3 az 5 z preparativni SEC a naslednym zkoncentrovanim na ptiblizné
10 mg/ml. Na ose X byl vynesen elu¢ni objem (F). Oblast eluce homooligomert je zde
v rozmezi pfiblizné 1,2 ml az 1,6 ml a oblast eluce protomertt je pfiblizné¢ v rozmezi
pfiblizné 1,8 ml az 2,2 ml. Na primarni ose Y byla vynesena normalizovana absorbance pfi
280 nm (Norm. ABS) a na sekundarni ose Y byla vynesena molekulova hmotnost (M,,). Pro
experiment byl pouzit pufr HEPES, kolona Superdex 200 Increase 3,2/300 a MALS systém
miniDAWN. Je patrné, ze v ptipadé NKp30 Stalk G42 a NKp30_ Stalk G121 doslo ke
vzniku velkych agregati o vysokych molekulovych hmotnostech. NKp30 Stalk WT
neagregoval, molekulova hmotnost homooligomeri je pfiblizné 430 kDa. Zaroven ve vSech
ptipadech doslo k mirnému rozpadu homooligomerd na protomery. Pfedpokladana
molekulovda hmotnost protomeru NKp30 Stalk G42 a NKp30 Stalk G121 Dbez
N-glykosylace je pfiblizné 15,3 kDa. Pfedpokladana molekulovd hmotnost protomeru
NKp30 Stalk WT je 15,2 kDa.

5.7.3. CHARAKTERIZACE HOMOOLIGOMERU NKP30_STALK_WT POMOCI TRANSMISNI
ELEKTRONOVE MIKROSKOPIE A KRYOELEKTRONOVE MIKROSKOPIE

Pro zjisténi struktury homooligomerdt NKp30 Stalk WT byl proveden pilotni

experiment kryo-EM. Me¢feni provedl Dr. Alexandre Durand a Dr. Nils Marechal

(IGBMC Strasburk). Pro tento experiment byla vybrana frakce o objemu 0,2 ml

z preparativni SEC (Obrazek 19, str. 66), kterd odpovidala maximu elu¢niho objemu

homooligomerni frakce. Pfed samotnym méfenim kryo-EM bylo nutné pomoci TEM

s negativnim kontrastovanim, které bylo zajiSténo uranyl acetdtem, ovéfit, zdali jsou
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rozmery homooligomerii pro kryo-EM dostate¢né. Pro méifeni TEM (Obrazek 34 A,
str. 81) byl pouzit mikroskop Tecnai F20. Tento experiment potvrdil, Ze jsou rozméry
tohoto proteinu dostatecné pro kryo-EM. Nasledné byly vzorky proteinu na specialni
miiZzce pro kryo-EM vitrifikovany, nacez bylo provedeno méfeni mikroskopem
Titan Krios (Obrazek 34 B). Pro dosazeni lepsiho kontrastu musela byt pouzita fazova
desticka, nicméné je kontrast pofadd nedostate¢ny. Pro dosazeni optimalniho kontrastu je
tteba optimalizovat podminky vitrifikace vzorku. Odhadnuty primér jedné cCastice je
z TEM piiblizn€ 10 nm. Z kryo-EM se pak ¢astice jevi mensi, ptiblizné 7 nm. Lze rovnéz

soudit, Ze homooligomery zaujimaji kulovity, tedy pomérné symetricky tvar.

Obrazek 34: TEM (A) a kryo-EM (B) homooligomerni frakce NKp30_Stalk WT.

(A) Snimek homooligomera NKp30 Stalk WT potizeny TEM Tecnai F20, za pouziti
negativniho kontrastovani uranyl acetdtem. Homooligomery jsou kulovitého, pomérné
symetrického tvaru a jejich primér je ptiblizné 10 nm. (B) Snimek homooligomert
NKp30 Stalk WT pofizeny kryo-EM Titan Krios, za pouziti fazové desticky. Kvuli
neoptimalizované vitrifikaci vzorku neni kontrast dostateény ani po pouziti fazové
desticky. Primér homooligomert je pfiblizné 7 nm.
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6. DISKUZE

Nezbytnym ukolem v ramci této prace byla piiprava glykosylacnich mutanti
receptoru NKp30. Podafilo se piipravit proteiny NKp30 Stalk G42 a NKp30 Stalk 121.
Protein NKp30 Stalk G68 (mutace N42,121Q) nebylo mozné pfipravit s dostatenym
vytézkem (2 mg na litr bunééné suspenze) a exprese NKp30 Stalk Triple (mutace
N42,68,121Q) nebyla uspésna. Méfeni cirkularniho dichroismu jednotlivych proteinii
odhalilo, ze se protein NKp30 Stalk G68 svou strukturou od zbyvajicich zasadné lisi
(Obrazek 28, str. 74). K vytvoreni sekundarnich strukturnich elementti doslo, nicméné
sbaleni mize byt nedokonalé v ramci terciarni struktury. Tuto tezi zaroven podporuje
vysledek preparativni SEC a nDSF (Obrazek 19, str. 66 a obrazek 27, str. 73). Maximum
eluéniho objemu protomerni frakce NKp30 Stalk G68 je vici dvéma zbyvajicim
glykosylaénim mutantim vyrazn€¢ posunuto, coz poukazuje na odliSny tvar tohoto
proteinu. Zarovei se od zbyvajicich proteini signifikantné lisi jeho prab¢h kiivky prvni
derivace poméru fluorescence pti vinovych délkach 350 nm a 330 nm v zavislosti na
teplot¢ namétené pomoci nDSF. VysSe vytéZku jednotlivych proteini pak koreluje
charakterem kiivky cirkularniho dichroismu. Cim se vice k¥ivka cirkularniho dichroismu

podoba té, ktera prislusi NKp30 Stalk WT, tim vyssiho vytéZku bylo dosaZeno.

Z téchto poznatkd 1ze konstatovat, ze je pro stabilitu a spravné sbaleni rozpustné
formy receptoru NKp30 naprosto esencialni ptitomnost alespoii jedné z N-glykosylaci, a
to bud’ na Asn-42 nebo na Asn-121. S ohledem na vyssi vytézek (15 mg na litr bunécné
suspenze) a vysSi teplotni stabilitu NKp30 Stalk G42 (mutace N68,121Q) Ize
(vytézek NKp30 Stalk G121: 9 mg na litr bunécné suspenze). Z hlediska stability
proteinu je pak nejméné dilezitd pritomnost N-glykosylace v poloze Asn-68. Pro
porovnani, v publikaci Skotfepa, O. a kol. bylo pro protein NKp30 Stalk WT dosazZeno
vytézku 27 mg na litr bunécné suspenze [50]. Nestabilita proteinu NKp30 Stalk G68
muze byt vSak také zplisobena samotnou mutaci danych aminokyselin. Rezidua, ktera
v dané poloze nejsou pifitomna piirozene, mohou zpisobit v diisledku sterického branéni
celkové konformacni zmény proteinu, které mohou vést k jeho nestabilit€¢ nebo
neschopnosti nabyt nativni struktury. Kromé toho byl na snimku SDS-PAGE
(Obrazek 23, str. 69) proteinu NKp30 Stalk G68 zaznamenan neocekdvany pruh
o podobné molekulové hmotnosti. MiiZe se jednat o tento protein bez N-glykosylace,
avSak s pfitomnosti O-glykosylace, ktera byla predikovana programem NetOGlyc-4.0
v poloze Ser-22 se skore 0,72 [94].
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Pomoci preparativni SEC bylo zjisténo, Zze proteiny NKp30 Stalk G42
a NKp30 Stalk G121 homooligomerizuji. Dlikaz, ze se nejednd o nefunk¢ni agregaty
poskytl experiment opakovanych analytickych SEC nésttikli s casovym rozmezim 20 h
(Obrazek 29, str. 75). V obou piipadech doslo ke vzniku protomert, a to i v pfipadé frakci
Cislo 2, které obsahovaly proteiny o vysokych molekulovych hmotnostech. Neni
vylouceno, ze frakce nizSich elu¢nich objemti neobsahuji homooligomery, ale urcité
mnozstvi agregatl, avsak i v tomto piipad¢ tato agregace neni ireverzibilni a inkubaci pii
niz$ich koncentracich lze indukovat rozpad agregatti. Podobny experiment byl proveden
v ramci prace Tulpa, M. s proteinem NKp30 Stalk WT, kdy bylo zjisténo, Ze se jeho
homooligomery po 14 h inkubaci pti 4 °C nerozpadaji [95]. Dulezitym rozdilem vsak je,
ze vzorek ptfed inkubaci obsahoval jak protomery, tak homooligomery, tudiz tyto

vysledky nelze porovnavat piimo.

V ramci charakterizace proteini byla zaroven ovéfovana jejich Cistota pomoci
SDS-PAGE. Z obrazkt 20 a 24 na str. 67 a 70 si Ize v§imnout, Ze jsou zejména frakce
niz§ich  elu¢nich objemi kontaminovany neznamymi proteiny, kdy se
NKp30 Stalk G121 jevi znec€iSté€néjsi nez NKp30 Stalk G42. Tento rozdil mize byt
zpisoben vyssi koncentraci NKp30 Stalk G42 v dusledku jeho vyssiho vytézku, ackoliv
celkové mnozstvi kontaminujicich proteini mizZe byt totozné. Vzhledem k témto
skutecnostem je relevantnéjsi studovat homooligomery, jejichz vznik byl indukovan
zkoncentrovanim protomernich frakci, které téméef kontaminované nejsou. Zajimavym
pozorovanim je kontrast mezi vysledky experimentt AUC a SEC-MALS
zkoncentrovanych  protomernich frakci NKp30 Stalk WT, NKp30 Stalk G42
a NKp30 Stalk G121. V obou piipadech byly proteiny zkoncentrovany na vysoké
koncentrace. V ptipadé AUC byla vysledna koncentrace pfiblizné 25 mg/ml, v ptipadé
SEC-MALS 35 mg/ml. Tento rozdil miZe mit vliv na ochotu proteini
homooligomerizovat, nicméné malé mnozstvi homooligomerli ve vzorcich pro AUC
muze byt také zptisobeno tim, ze je pro experiment nutné koncentrované vzorky proteinti
znovu zfedit pfiblizné na 1 mg/ml. Casové naroky na teplotni ekvilibraci centrifugy
ProteomeLab XL-I a samotna ¢asova naro¢nost méteni mize vyustit v rozpad oligomerda.
Oproti tomu SEC-MALS umoziuje pfimy nastfik vzorku o vysoké koncentraci na kolonu
Superdex 200 Increase 3,2/300, kde sice dojde k jeho zfedéni, ale vzhledem k nizké
casové narocCnosti celého experimentu (pfiblizné 20 min) k rozpadu homooligomert

nedochazi.
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Me¢teni SEC-MALS poskytlo zajimavé vysledky tykajici se zejména proteinu
NKp30 Stalk G121, ktery jako jediny po zkoncentrovani tvofil misto velkych
homooligomerii homodimery a homotetramery. Toto zjiSténi podporuje tezi, ze je
pro vznik vétSich homooligomeri dilezita ptitomnost N-glykosylace na pozici Asn-42,
ktera se nachéazi v blizkosti interakéniho rozhrani homodimeru a zéroven v blizkosti
C-konce sousedniho protomeru [50]. Tato N-glykosylace mtize stericky branit dokonalé
interakci protomer-protomer, ¢imz muze dojit k poskytnuti interakéniho rozhrani pro
interakci s dalSim protomerem, kde se situace opakuje, coz vyusti ve vznik cyklickych
homooligomeri. N-glykosylace na pozici Asn-42 tedy umoziuje vznik homodimert
s vhodnou orientaci, které tvoii zakladni stavebni jednotku homooligomera s vyssi
stechiometrii. Naopak v nepfitomnosti této N-glykosylace na sebe oba protomery mohou
dokonale pfisednout, ¢imz znemozni vznik vétSich homooligomert. Homotetramery
nasledné mohou vznikat sekundarni, slab$i interakci homodimer-homodimer, coz

zaroven vysvétluje jejich nizsi zastoupeni oproti homodimerim.

Pro vyfeSeni struktury homooligomeri NKp30 Stalk WT byla provedena
kryo-EM, pted niz byla provedena TEM s negativnim kontrastovanim uranyl acetatem.
TEM potvrdila, ze se jedna o dostate¢né velké homooligomery pro feseni struktury
pomoci kryo-EM. Také napovédéla, ze se jedna o pomérné symetrické objekty
s prumérem piiblizn€¢ 10 nm. Samotny experiment kryo-EM dopadl vSak neuspésné,
vzhledem k neoptimdlni tloustce ledu nebylo dosazeno dostate¢ného kontrastu. Z toho
divodu musi byt pro vyfeseni struktury homooligomera optimalizovana vitrifikace, nacez
bude kolegy z IGBMC Strasburk provedeno feseni struktury metodou ,,single particle®

analyzy.

Znalost struktury homooligomert je klicova, jelikoz muize prozradit mnoho
0 moznosti jejich existence na bunééném povrchu. Budou-li molekuly NKp30 v ramci
oligomert orientovany svymi ,,stalk oblastmi shodné¢, pak je tato struktura relevantni,
jelikoZ miiZe existovat i na buné€ném povrchu. Znamenalo by to tedy, Ze se jak v roztoku,
tak na bunéném povrchu jednd o stejné homooligomery. Experiment, ktery by
definitivné potvrdil, zdali receptor NKp30 na bunééném povrchu opravdu
homooligomerizuje, by byla fluorescencni superrozliSovaci mikroskopie. Pro tuto
metodu by byla pouzita bunétna linie, kterd pfirozené exprimuje receptor NKp30,
naptiklad NK-92MI, nebo celym konstruktem receptoru NKp30 transfekované HeLa
bunky, ¢i transfekovana bunécéna linie HEK293T. Homooligomerizace muze hrat
dalezitou roli v mechanismu aktivace tohoto receptoru. Je-li pro aktivaci dilezitd, je

pravdépodobné, Ze jeden z inhibi¢nich ligandl tohoto receptoru, galektin-3 [56], brani
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aktivaci tohoto receptoru prave inhibici homooligomerizace. Této hypotéze napovida také
fakt, ze je na piitomnosti N-glykosylace zavisla jak homooligomerizace tohoto
receptoru [50], tak schopnost jeho interakce s galektinem-3 [95]. Pokud by se na receptor
NKp30 piednostné navazal galektin-3, stericky by branil dalsi homooligomerizaci, coz

by vedlo k jeho inhibici.

V ramci této prace bylo potvrzeno, Ze koncentrace receptoru NKp30 je klicovym
parametrem z hlediska jeho tendence v roztoku homooligomerizovat. V publikaci
Herrmann, J. a kol. byl navrzen model, ktery vysvétluje zptisob, jakym mohou vznikat
homooligomery na bunééném povrchu. V disledku ptisobeni IL-2 na NK bunky dochazi
ke stimulaci exprese NCR, ¢imz se zaroven zvysuje koncentrace receptoru NKp30 na

bunééném povrchu, coz miize vést k jeho nasledné homooligomerizaci (Obrazek 35) [89].

cilova burka T cilova burika

\ ] § e7-He

I\ 4
e N

IL-2
—

NK burika NK burika -

Obriazek 35: Model vzniku homooligomeri receptoru NKp30 na bunééném povrchu

V ptipadé nepfitomnosti IL-2 je na povrchu NK bunék nizka koncentrace receptoru NKp30.
V ptipad¢é¢ stimulace NK bunék IL-2 dochazi k zvySeni jeho exprese, ¢imz se zvySuje
koncentrace tohoto receptoru na bunééném povrchu a dochazi tak k homooligomerizaci.
Homooligomerni forma receptoru NKp30 pak interaguje a je aktivovana ligandem B7-H6,
ktery je exprimovan cilovou bunkou. Pfevzato a upraveno z [89].
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7. ZAVER
» Byly pfipraveny expresni vektory nesouci geny glykosyla¢nich mutantt

NKp30 Stalk G42, NKp30 Stalk G68, NKp30 Stalk G121 a trojitého
glykosyla¢niho mutanta NKp30_Stalk Triple.

» Proteiny NKp30 Stalk G42 a NKp30 Stalk G121 se uspé$né podatilo
piipravit tranzientni transfekci bunécné linie HEK293T. Protein
NKp30 Stalk G68 byl pripraven s nizkym vytéZkem metodou stabilni
transfekce bunécné linie HEK293T a NKp30 Stalk Triple se pfipravit
nepodafilo. Proteiny byly dale =zékladn€¢ charakterizovany pomoci
preparativni SEC, SDS-PAGE, nDSF a cirkularniho dichroismu.

o Cirkularni dichroismus odhalil strukturni odlisnost
NKp30 Stalk G68. Protein ziejmé nebyl spravné sbalen. Pro dalsi

experimenty nebyl pouzit.

» Homooligomery jednotlivych proteint byly biofyzikalné charakterizovany
pomoci analytické SEC, AUC, SEC-MALS, TEM a kryo-EM.

o Bylo zjisténo, Ze se homooligomery NKp30 Stalk G42
aNKp30 Stalk G121 za nizkych koncentraci  rozpadaji
na protomery. Naopak je za vysokych koncentraci mozno indukovat
vznik homooligomerti z protomert proteini NKp30 Stalk WT a
NKp30 Stalk G42. Toto pozorovani podporuje tezi, Ze
pfitomnost N-glykosylace v pozici Asn-42 vede ke vzniku
homodimeru s vhodnou orientaci protomert, ktery nasledné slouZzi
jako zakladni stavebni jednotka homooligomerti s vyssi
stechiometrii.

o Zavysokych koncentraci vznikaji z protomeri NKp30 Stalk G121
pouze homodimery a homotetramery.

o Pomoci TEM bylo potvrzeno, Ze je velikost homooligomeril
NKp30 Stalk WT dostatecnd pro méfeni kryo-EM, zarovenn byl
odhadnut primér castic, ktery ¢ini dle TEM 10 nm. Primeér
odhadnuty pomoci kryo-EM ¢ini pfiblizn€ 7 nm. Homooligomery se

jevi symetrické, kulovitého tvaru.
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