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Studim receptor — ligandového paru NKR-P1F a Clrg

Mysi receptor — ligandovy par NKR-P1F a Clrg jdeditou sou asti receptorového ,zipu“,
ktery vznik& pi kontaktu mezi NK bukou a cilovou bukou. Tento par gdstavuje jeden z
p iklad nedavno objevenych interakci typu lektin-lektiter jsou dle ité p i rozpoznani u
mnoha imunocyt.

Za U elem studia struktury thto protein a jejich vzdjemné interakce bylyipraveny
vektory pET-30a(+) pro bakterialni expresi. Tytoktoey kddovaly asti extracelularnich
domeén obou protein Po indukci IPTG byly proteiny produkovany ve formkluznich tlisek,
ze kterych byly renaturovany vitro. Renaturované proteiny byly purifikovany kombinaci
ionexové a gelové chromatografie.

Konstrukt pro protein NKR-P1F poskytoval i ppouiti standardnich renaturaich
protokol pouze malé vytky solubilniho proteinu, a navic vyvstaly probléemy
s reprodukovatelnosti vysledkenaturace. V fppad Clrg nebyly standardni postupy skladani
asp Sné. Kv li tomu bylo pistoupeno k mutaci lichého cysteinu, ktery nezapddabvyklého
vzoru pro tyto receptory. Cystein byl mutovan narsa produkt vysledného C148S konstruktu
ji bylo mo no renaturovatn vitro.

Dale bylo zjistno, e pidavek (benzyldimethylamonnia)propansulfonatu dwateraniho
pufru zvySuje vyt ek solubilniho Clrg proteinu. Identita astota obou protein stejn jako
kvalita renaturace byly zkontrolovany pomoci hmetnd spektrometrie s iontov
cyklotronovou rezonanci. Za pou iti modifikovanypiotokol elektroforézy a enzymatického
St peni s kombinaci kapalinové chromatografie a hnsitriospektrometrie bylo ueno
zapojeni disulfidovych nstk u obou protein. Pozorované zapojeni odpovidal@kavanému
vzoru pro molekuly odvozené od C-lektin

Protein Clrg byl analyzovan pomoci analytické wématrifugace. Metodou sedimenta
rychlosti byla ziskana hodnota sedimentao koeficientu a bylo zjiSho, e protein se
v roztoku vyskytuje ppva n ve form monomeru. Krystalizace proteinu Clrg byla (Sma a
bylo tedy mono namit difrak ni data na synchrotronovém radién zdroji Bessy II,
Helmholtz Zentrum Berlin. Fazovy problém byl ggen molekularnim nahrazenim s vyu itim
struktury lidského proteinu CD 69. Struktura Clegyj bec prvni rozeSenou strukturou z celé

Clr rodiny.

Financovano z grantMinisterstva Skolstvi eské RepublikiMSM_21620808 a 1M0505a
Grantové Agentury eské RepublikfGA R 305/09/H008 a 303/09/0477)



Study of receptor-ligand pair NKR-P1F and Clirg

Mouse NKR-P1F:ClIr-g receptor:ligand pair is impattaomponent of the receptor “zipper”
that occurs at the contact between natural kikdlrand its target cell, and represents a recently
discovered example of lectin-lectin interactiongartant for recognition among immune cell
subsets.

In order to study structure of these proteins am@ractions between them, we have
prepared pET-30 bacterial expression vectors coparts of extracellular domains of the two
receptors. After induction of protein productiontlwilPTG, the proteins precipitated into
inclusion bodies, from which they could be refoldedsitro. Refolded proteins were purified
using combination of ion exchange and size exclusioomatography.

NKR-P1F construct yielded only small amounts ofibtd protein using standard refolding
protocols. Furthermore we have experienced diftfiesilwith reproducibility of the refolding
results. In the case of Clrg the standard protofmigrotein refolding were not sufficient. In
order for the Clrg to fold properly, the odd cystewhich does not fit into the pattern usual for
this family of receptors was substituted for seiame resulting C148S construct was shown to
be more useful.

Further, using (benzyldimethylammonio)propanesuwtenin refolding buffer has brought
better yields of soluble protein Clrg. Identity agdality of both proteins was confirmed using
ion cyclotron resonance mass spectrometry. Usingliffed electrophoresis and digest
protocols in combination with LC-MS we found thasulfide bonding of both proteins fitted
into the pattern expected for C-type lectin likelecoles.

Protein Clrg was analyzed by analytical ultracémgyation. Using sedimentation velocity
method we obtained sedimentation coefficient andndb that the protein was mostly
monomeric in solution. The crystalization of Clrgasvsuccessful and diffraction data were
collected at the synchrotron radiation source Béksy the Helmholtz Zentrum Berlin. Phase
problem was solved by molecular replacement usingtsire of human CD 69. The structure
of Clrg protein is the first resolved structurete whole Clr family. (In Czech)

Supported by grants from Ministry of Education afe€h RepublicMSM_ 21620808 and
1M0505, and from The Grant Agency of Czech RGACR 305/09/H008 and 303/09/0477).
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SEZNAM ZKRATEK
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par bazi — jednotka délkgt zce DNA pasepair)

hov zi sérovy albuminBovine SerumAlbumine)

barvivo na obarveni gelz SDS elektroforézyJoomasieBrilian Blue R-250)
chemokinovy ligand C-C typuC(C Chemokinel igand)

chemokinovy receptor 7 pro chemokiny typu C-C tzehemokiny

(C-C ChemokineReceptor typ€)

oznaeni povrchovych molekul leukocyfCluster ofDifferentiation)
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(C-typelectin domain family2, membei)
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(C-typelectinrelated)
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asny lymfoidni prekurzorHarly L ymphoidProgenitor)

ionizace pomoci elektrosprejgléctraSpray lonization)

ligand stimulujici apoptos(apoptosisstimulating Fragment_igand)
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Fc ast molekuly protilatkyKragmentcrystallizable)

Fc RI vysokoafinitni Fc receptor va ici Igg=¢ Receptor typé chain)
Fc RIlI nizkoafinitni Fc receptor va ici IgB=€ Receptor typell )
FT-ICR iontov cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci

(Fourier Transformion CyclotronResonance)
GADS adaptorovy proteifGrb2-relatedAdaptorDownstream ofhc)
GM-CSF cytokin, ktery funguje jako istovy hormon pro bilé krvinky
(GranulocyteM acrophagezolony Stimulating Factor)

Grb2 adaptorovy proteinGrowth factorreceptorbound proteirR)
GVHD reakce Stpu proti hostiteli Graft-VersusHostDisease)
HLA-A/B/C izotypy lidskych klasickych MHC glykoprotein. t idy
(HumanL eukocyteAntigen)
HLA-E/F/G izotyp neklasickych MHC glykoproteinl. t idy
(HumanL eukocyteAntigen)
HSC hematopoetickd kmenova ka (HematopoieticStem Cell)
H-2K/D/L izotypy mySich molekul analogickych MHC |
H60 mysSi ligand pro NKG2D receptoH({stocompatibility antige0)
IFEN- // r zné typyinterferon
Ig imunoglobulin (mmunalobuline)
IL interleukin
IPTG isopropyl- -D-1-thiogalaktopyranosid
IP3 inositol-1,4,5-trifosfat
ITAM tyrosinovyaktiva ni motiv imunoreceptor

(Ilmmunoreceptor yrosin-based\ctivation M otif)
ITIM tyrosinovy inhibi ni motiv imunoreceptor

(Ilmmunoreceptor yrosin-basednhibition M otif)
ITK tyrosinova kinasal (2-inducibleT-cell Kinase)
KIR zabije sky receptor imunoglobulinoveho typu

(Killer cell Immunoglobulin-likeReceptors)

LAK aktivované zabijeské buky
(LymphokineActivatedKiller cell)
LC kapalinova chromatografi¢ {quid Chromatography)
LFA-1 leukocytarni integrin 2 skupiny [ ymphocyteFunctionassociatedntigen1)
LGL velky granularni lymfocy{L argeGranularL ymphocyte)



LLT-1 ligand pro hNKR-P1Al(ectinl ike Transcriptl)

Ly49 rodina mysich receptorC-lektinového typul(y mphocyte antiged9)
MAC-1 leukocytarni integrin 2 skupiny MAC rophagel antigen)
MCMV mySi cytomegalovirusM ouseCytoM egald/irus)
MEK serin/threoninova proteinova kinasddp-E£rk Kinase)
MHC » hlavni histokompatibilni komplexM ajor HistocompatibilityComplex)
MICA/B proteiny strukturn podobné MHC gp. | idy (M HC-classt-like chain A/B)
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(NaturalCytotoxicity Receptor)
NDSB (Non-DetergentSulfoBetaine)
NK p irozeny zabije (NaturalKiller)
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NKp NK bun ny receptoraturalKiller protein)
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(PhenyM ethylSulphonyl Fluoride)
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P EDMLUVA

NK bu ky tvo i vyznamnou sowast imunitniho systému. V organismuspbi hlavn proti
transformovanym a virem naka enym [kam. K tomuto Uelu nesou na svém povrchu Siroky
repertodr receptor N které skupiny povrchovych molekul jsou ji dabpopsané, stale vSak
existuje velké mno stvi NK bunnych receptor o kterych mnoho nevime.

Takovym pikladem je i receptor-ligandovy par NKR-P1F a Cldy.koliv byly ob
molekuly objeveny ji vroce 2001, je o nich znanen malo. Nezname strukturuchto
molekul, ani detaily jejich interakce. Navic seteratue objevily velmi rozporuplné vysledky
tykajici se tohoto paru.

Dvojici NKR-P1F a Clrg jsem se wmovala u ve své bakalgké praci, ktera se tykala
p ipravy expresnich vektorpro tyto proteiny a jejich velkoobjemové produkZitéto prace

ma diplomova prace vychazi a navazuje na ni.
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1. TEORETICKY UVOD

1.1lmunitni systém — zakladni funkce a slo ky

Imunitni systém je velmi de itym obrannym mechanismem organismu a vyznarse
podili na udr eni homeostazy. Prvotni tlohou imoifib systému je inné rozpoznéni pro
organismus nebezpeych molekul a patogen Tento proces je zajist bu kami imunitniho
systému. Latky, na které imunitni systém reagujenaeyvaji antigeny. Jako antigen m
p sobit tém ka d& chemicka struktura, ale nagtji jsou to molekuly z vnjSiho prostedi,
které nejsou organismu vlastni. IB itou funkci imunitniho systému je ale také odpowna
nebezpei pochazejici z organismu samotného, tak e znamantigeny, které nejsou
cizorodeho pvodu.

Nasledujicim krokem imunitni odpadi je spustni efektorovych funkci, kterymi se sna i
potla it vliv vS8ech Skodlivych latek a patogem zabranit tim poSkozeni organismu. Systém
regulace imunitni odpodi hraje velmi dleitou roli. Pokud jsou regulani mechanismy
posSkozeny, me to vést k velmi zava nym onemocnim, jako jsou napklad alergie, nebo
autoimunitni onemocmi [1] [2].

Hlavni slo kou imunitniho systému je buma ast tzv. imunocyty, které zajistuji
r znorodé funkce, jakymi jsou interakce s antigengho prezentace, produkce protilatek,
specifické zabijeni cizorodych bunatd.

Nejv tSi podil bunk imunitniho systému pdstavuji bilé krvinky (leukocyty). VSechny
leukocyty pochazeji z kostnieh , konkrétn z pluripotentnich kmenovych buq které jsou
v ni obsa eny. Z tchto kmenovych burk se diferencuji vSechny krevni buy, které m eme
rozd lit do dvou zakladnich linii — myeloidni a lymfoidiiDo myeloidni linie leukocyt adime
monocyty (a z nich se diferencujici makrofagy), atdgické bu ky a vSechny granulocyty —
neutrofily, eosinofily a basofily. Myeloidni leukgty p edstavuji slo ky vrozené imunity.
Z lymfoidniho  progenitoru se diferencuji sloky aiwni (nevrozené) imunity
ti. B a T lymfocyty, ale také NK biky.

Z Blymfocyt vznikaji plazmatické biky, jejich udlohou je produkce protilatek.
T lymfocyty dlime do skupin na zakladn kolika kritérii. Jednim z deni je dle typu
T bun ného receptoru (TCR). ¥8ina T lymfocyt nese na svém povrchu receptory TCR
sloené z a podjednotek. Tyto bikky dale dlime podle pitomnosti koreceptor CD4 a
CDS8. Cytotoxické T lymfocyty, které jsou schopnybgat bu ky (nap. napadené viry) jsou
CD8" a pomocné T lymfocyty, tzv. helperové, jsou CDay jsou charakteristické produkci

14



cytokin a tim padem regulaci ostatnich bkinmunitniho systému. DalSim subtypem jsou
regulani T bu ky, které potlauji aktivitu jinych efektorovych T lymfocyt DalSi zajimavou
skupinu tvoi NK-T lymfocyty, které krom TCR nesou i mnoho receptorjinak
charakteristickych pro NK biky a jejich funkce je pravghodobn regulani. MenSinova
populace T burk je pedstavovana lymfocyty nesoucimi TCR typu. Tyto
tzv. -T lymfocyty se liSi od ,normalnich® T buk nap. tim, e rozpoznavaji jiny typ
antigen a jejich imunologicky vyznam neni jeSpln prozkouman. Teti skupinou burk

vznikajicich z myeloidni linie jsou NK biay, o kterych se dale zminim podropr2].

1.2NK bu ky — zakladni charakteristiky

V roce 1975 Kiesslingt. al. popsal populaci leukocyi ktera byla schopna zabijetkteré
mySi leukemické biky a to bez pdchozi stimulace a proliferace. Podleami konvennimi
markery se nejednalo o B ani T lymfocyty, ale oyavuh lymfocyt. Diky svému chovani
byly nazvany NK bukami, neboli pirozenymi zabijei, z anglického ,Natural Killer* [3].
Informace o NK bukach pichazely pomalu, proto e vté domebylo mo né ziskat jejich

istou frakci, tak e jejich studium a vymezeni bylbti né. Prvniho konsenzu v definici
NK bun k bylo dosa eno v roce 1988 na V. Mezindrodnim Vébidpu o NK bukach, kde
byly uznany jako samostatny typ lymfocyfNK bu ky byly definovany jako velké granularni
lymfocyty, které neexprimuji CD3 antigen T lymfocytjsou charakteristické pomnosti
povrchovych molekul CD16 (Leu 11) a NKH-1 (Leu TI) 56) u lidi a jsou schopny zabijet i
bu ky se sni enou (nebo bec adnou) expresi MHC glykoprotein. i Il. t idy [4]. V dneSni
dob jsou pova ovany za by, které svymi cytotoxickymi mechanismyeglstavuji obranu
zejména proti virové infekci a nadorovému bujenélivi d le ita je také jejich spoluprace
s ostatnimi bukami imunitniho systému a jejich regutd p sobeni hlavn pomoci produkce
cytokin . P sobeni NK burk se klasicky adi mezi mechanismy ipozené imunity, proto e
nemaji antigennspecifické receptory, ale obvzlast posledni dob se ukazuje, e stoji spiSe
na pomezi mezi mechanismyirpzené a adaptivni imunity a spojuji je dohromasgylo takeé
pozm n no vnimani ,pirozené” cytotoxicity, proto e se ukazuje, e k @raktivaci NK buky
pot ebuji uritou stimulaci [1] [5].

U NK bunk zatim neni znam adny zcela unikatni diferenniaznak. Nejastji se
charakterizuji fenotypem CD%6D16"°CD3 (u lidi), i kdy molekuly CD56 a CD16 se
vyskytuji i na T lymfocytech, v mensi meii na B lymfocytech a na kterych myeloidnich

bu kach [6]. Molekula CD56 je adhezivni molekula imgtabulinové skupiny,
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CD16 je nizkoafinitni Fc receptor — Rl [7] [8]. N které zdroje uvadi jako vhodnjsi vice
specifické markery, aktivai receptory NKp46, hNKp30 a hNKp44, co jsou tzZMCR
(Natural Cytotoxicity Receptors) [9].

V tSina NK bunk ma& charakter velkych granularnich lymfocy{LGLs), které se
vyzna uji vysokym pomrem cytoplasmy v i jadru a pitomnosti azurofilnich granuli [10].
Cytotoxické granule vznikaji fuzi endozoms vaky transGolgiho komplexu. V cytoplasm
NK bun k se vyskytuje vice druht chto granuli, které se liSi svym vzhledem i obsahemni
typ ma vtSinou kulaty tvar, jejich obsah je homogenni aabi§i sekretorické proteiny.
Druhym typem jsou vice heterogenni multivesikulatriiska, ve kterych nalézdme jak
rozpustné tak membranowéazané proteiny [11] [12]. S vyskytem cytotoxickygranuli
souvisi také fakt, e nejvice abundantni organelazytoplasm NK bun k je velmi dobe
vyvinuty Golgiho aparéat, lysosomy a ostani napndocytické vy, ale také mnoho
mitochondrii [6].

1.3NK bu ky — vyskyt, vyvoj a klasifikace

NK bu ky jsou Siroce roz&ny po celém organismu, jak v lymfoidnich, tak v
nelymfoidnich tkanich a organech -egevsim v plicich a jatrech. Lymfoidnim organenerit

je jimi zdaleka nejhojnji osidlen, je slezina. Ve

slezin se NK buky nachéazeji vervené deni,
v bilé peva uji T a B lymfocyty [13]. VtSinou
se uvadi, e NK buky tvo i zhruba 15 % vSec
lymfocyt , po et NK bunk v organismu vSak
fluktuuje nap. v zavislosti na aktualni
zdravotnim stavu, a také proto se taisla
v literatue velmi rzni [14]. Polo as ivota
NK bu ky se u mysi i u lov ka pohybuje
okolo dvou tydn. Tento udaj se vSak mi
v zavislosti na std organismu. U mladych Obr. 1:Fotografie ze skenovaciho

organism po et bunk rychle roste, ale poase elektronového mikroskopu na ktere lidska NK
doséahne jistého ustaleného stavu akw se bu ka zabiji nadorovou biku. P ejato z [15]
tak rychle nevym uji [16][17]. Tento ustaleny pet NK bunk je udrovan a pisn
regulovan jak vninimi mechanismy (transkripimi faktory), tak vnjSimi faktory (cytokiny)
[18].
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Vyvoj NK bun k je v poslednich letech intenzivekouman, ale ukazuje se, e na otazku,
jak se v organismu vyvine zrala NK kka neexistuje jednoducha odpov Za prvotni misto
vyvoje je pova ovana kostni d , ale zejm to neni vyluné, proto e nezralé NK biky byly
nalezeny i nap v jatrech, nebo thymu. V kostnieshi se nalézajiematopoetické kmenové
bu ky (HSC), ze kterych vznikaji vSechny krevni ky. Prvnim krokem je tedy smovani
(tzv. commitment) tchto kmenovych burk k lymfoidnim progenitorm [18] [19]. Nej ast i
se uvadi, e NK buky vznikaji ze stejného lymfoidniho prekurzoru jaBoa T lymfocyty,
tzv. CLP [20]. Objevily se i prace, které ukazugnik z jiného prekurzoru, tzv.asného
lymfoidniho prekurzoru (ELP). Z tohoto prekurzoru ou, narozdil od CLP jeStvzniknout i
n které buky myeloidni linie [21]. DalSim krokem je @chod na bipotentni T/NK progenitor
(T/NKP) a vice omezujici NK prekurzor (NKP). Pro RKe charakteristicka a velmi k& ita
exprese CD122, co je podjednotka receptoru prd 3l ktery zpsobuje proliferaci a maturaci
NKP na zralou NK buku [22]. Tento pechod je samoejm sloit jSi a rozliSujeme vice
stadii s rozlinymi fenotypy. NK buka pi n m ziskava dalSi aktivai a inhibini receptory,
jako nap. NK1.1 (NKR-P1C), Ly49 a NKG2D u mySich NK bun[19] [23].

U v roce 1986 Lanier et al. objevil, e lidské NBu ky nejsou zcela homogenni populaci
[8]. Lidské NK bu ky m eme rozdlit do dvou subpopulaci. Zhruba 90 % bkmmé fenotyp
CD56"™/CD16™"™ mensina NK burk vykazuje fenotyp CD38"/CD16"™". Tyto
subpopulace nesou odliSny soubor povrchovych molekiisi se i ve svych pva ujicich
funkcich. Buky CD56'™ populace obsahuji vice cytotoxickych granuli, penf a
.Zzabije skych" receptor (nap. KIR), tak e tato subpopulace ma hlavaytotoxicky vyznam.
Oproti tomu CD58'" subpopulace zajiije imunoregulani funkce. Jejich hlavni tlohou je
produkce cytokin. Jejich cytotoxicita je normalnsni ena, ale po aktivaci pomoci IL-2
IL-12 zanou vykazovat cytotoxické inky na stejné Grovni jako CDSB [24] [25].
Subpopulace lidskych NK buk se [iSi i svym repertoarem chemokinovych receptar
adhezivnich molekul. Biky CD56"9" nesou chemokinovy receptor CCR7 a L-selectin gkter
je smruji do sekudarnich lymfoidnich tkani, kde moholivowvat ostatni imunocyty pomoci
produkce cytokin. NK bu ky subpopulace CD%8' v klidovém stavu nenesou CCR7, ale
exprimuji mnoho adhezivnich molekul, jako LFA-1,jsou tak smrovany do perifernich
nelymfoidnich tkani. Pokud jsou zde vSak aktivovareynou exprimovat homingovy receptor
CCR7 a m ou se tedy také dostat sekundarnich lymfoidnicintk[26] [27]. Rozdily mezi
subpopulacemi jsou demonstrovanyodma. .2 (str.18).

Situace je odliSna u mySich NK buky proto e neexprimuji CD56 antigen. Je$tebylo

apln potvrzeno, zda se u mysi vyskytuji odobné submmaylale nap Hayakawa et al.
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ukazal, e existuji populace CDZ#"/Mac-1" a CD2#™Mac-I", jejich d leni a vlastnosti

p ipominaji lidské subpopulace [28] [29].
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Obr. 2: Zn4zornni subpopulaci lidskych NK buk (a) imunoregulani subpopulace
CD56""/CD16™™" (b) cytotoxicka subpopulace COSBCD16™™, P ejato a upraveno dle [24]

1.4NK bu ky — funkce a vyznam v imunitnim systému

Hlavnimi funkcemi NK bunk v organismu je eliminovat abnormalni liy, které byly
pozmn ny virovou infekci, i nadorovou transformaci, nebo jinymi stresovymktday.
P sobeni NK burnk je d le ité v ranych fazich imunitni odpodi, kdy udr uji virovou infekci,
nebo jiné nebezpé pod kontrolou a jsou zodpaodné za iniciaci adaptivni odpaodi. Velmi
d leitou Ulohou NK bunk je také ovlivnni a regulace ostatnich bnimunitniho systému.
Objevy dalSich funkci NK butk dale potvrzuji, jak jsou pro organismuslalité [5] [30].
NK deficience mohou vést k kym a rekurentnim virovym infekcim [31]. Naopak rn&eni
jejich regulace me podpoit vznik autoimunitnich chorob, ale vdy velmi zdlena
konkrétnim pipadu a stavu imunitniho systému, zdava i negativni i pozitivni p sobeni
NK bun k [32].

1.4.1Antivirové p sobeni NK bunk

NK bu ky jsou spolu s interferony v prvni linii obranyagpr vir m. Jejich ulohou je
spustni imunitni odpovdi do nkolika hodin po infekci, ppd nastartovanim adaptivnich
mechanism, které nastupuji a zhruba po tydnu. Antivirovéspbeni NK burk bylo

prokazano p studiu Siroké skupiny vir, jako jsou nap herpes viry, chpkové viry a
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picornaviry [33]. Pi studiu mySi s depletovanymi deficientnimi NK bukami se prokézala
vySSi nachylnost k infekci mysSim cytomegaloviremGMV) [34]. Toto potvrzuje i fakt, e
bu ky napadené MCMV produkuji velké mno stvi decoy gskovacich®) ligand, kterymi se
sna i uniknout cytotoxickym NK bunnym mechanisnm [35]. U lidi se zd4, e je situace
sloit jSi. Byly ukazany gpady, kdy deplece NK buk zp sobila abnormalni citlivost na
herpes viry [36]. Jsou vSak znamy iigady 30-tileté absence NK buq kdy pacient
nevykazuje adnou zvySenou nachylnost k virovynekdim. Protichdné vysledky ukazuji na
mo nost redundance antivirového gobeni NK bunk, toto ale zatim nebylo jasmprokazano
[37].

1.4.2 Antitumorova aktivita NK bunk

NK bu ky jsou schopné cytotoxicky pobit proti transformovanym bkam. Tato
schopnost byla prokazanatnymi studiemin vitro na lidskych a jinych saich bu kach, ale i
in vivo na hlodavich modelech [6]. Nadorové bky jsou citlivé na psobeni NK burnk pouze
tehdy, pokud exprimuji aktivai, i naopak postradaji &tery z inhibi nich ligand. U v roce
1986 Karre et al. ukazal, e NK bly jsou schopné rozpoznat a zabijet transplantované
tumorové buky z nadorové mysi linie RMA-S, ktera je MHC | daéintni. Buky té samé
nadorove linie, kter4 exprimuje MHC | odstrag nejsou [38]. | nAdorové bky exprimujici
MHC | spravnou mrou vSak mohou byt cytotoxicky zabity, pokud exprjirdostatek ligand
pro aktivani receptory NK burk, nap. molekulu Rae-1, ktera je ligandem pro NKG2D [39].
Tumorové buky se tomuto zabijeni snai zabraniznymi mechanismy, napodvr enim
aktiva nich ligand, které je popsano rabr. .3 (str.20).

Protinddorové psobeni NK bunk se neomezuje na vlastni eliminaci nddoale také
indukuje adaptivni odpov , hlavn vyvoj tumorov -specifickych T lymfocyt [40] [41]. Role
NK bun k byla potvrzena i na modelech spontannigchindukovanych tumor. MysSi
s depletovanymi NK bikami jsou néachylnsi k incidenci sarkom indukovanych
methylcholantrénem [42]. U lidi byla provedena &fial studie, ktera prokazala, e sniena
NK bun na cytotoxicka aktivita je spojena s vySSim rizikeatoroveho bujeni [40] [43].

Objevily se také snahy vyu it antitumorovéhospbeni NK burk pro 1é bu. Na mySich
modelech bylo ukazano, e blokace inhibich receptor in vitro zvySuje cytotoxicitu
NK bun k a pi pou iti in vivo na leukemickych mysich vyrazavySuje Sanci na p iti [44].

V poslednich letech se také zlepSily postupy palai@d a ziskani NK burk pro klinické

pou iti u lidskych pacient [45]. Pozitivni p sobeni NK bunk bylo prokadzano ptransplantaci
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hematopoetickych kmenovych bun u pacient s akutni myeloblastickou leukémii.
Aloreaktivni NK buky nejene zabijeji leukemické bly, ale také brani odhojeni

transplantatu, GVHD (graft-versus-host diseas&lapsu AML [46].

@ Normalni bufika Madorova burika b Nadorova burika
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Obr. 3: a) Transformovana bka exprimuje ligand MICA, ktery je rozpoznan aktivian receptorem
NKG2D na NK buce i CTL a v dsledku této interakce je nadorova lia zabita. b) Transformovana
bu ka exprimuje rozpustnou formu aktivého ligandu MICA, ktera blokuje receptor NKG2Dmitd

mechanismem e transformovanda bika uniknout imunitnimu dohledu. é&zato a upraveno dle [47]

1.4.3Regula ni funkce NK bun k

NK bu ky ovliv uji imunitni systém pomoci interakce s ostatnimumocyty a takeé
produkci velkého mno stvi cytokina chemokin. NK bu Ky jsou d le itym zdrojem IFN-,
ktery ma antivirovy a antibakterialni aek, dale podporuje zativou Tyl odpov a
maturaci dendritickych buk [48]. DalSim dle itym prozantlivym cytokinem je TNF-.
NK bu ky ale m ou produkovat také protizatlivé cytokiny, jako IL-10 a TGF- a také
r stovy faktor GM-CSF a dale jsou zdrojem mnoha cHemg jako jsou nap MIP-1
(CCL3), RANTES (CCL5) a IL-8 [49] [50].
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Asi nejd leit jSi je spoluprace s dendritickymi kkami, se kterymi se potkavaji
v sekundarnich lymfoidnich organech a mistech tetarNK bu ky mohou na DC psobit
dvojim zp sobem. Za prvé mohou indukovat jejich maturaci I(sp@IFN- a TNF-) a
sm ovat imunitni systém nayL odpov . Na druhou stranu také mohou zabijet nezralé DC
s nizkou expresi MHC | a ovliovat tak jejich homeostdzu aepm tim mohou branit
patologickym imunitnim odpowim, i kdy toto zatim nebylo dostate prokazano [51] [52].

NK bu ky ile interaguji i s T lymfocyty. Interakce ne probihat pimym bun nym
kontaktem pomoci kostimulaich molekul CD86 a OX40L indukujicich T bumou
proliferaci. Podle rkterych publikaci jsou NK bikky té schopny exprese MHC II, tak e
mohou p sobit jako APC. NK buky p sobi také nepmo pes dendritické biky a produkci
IFN- . Produkce interferonu podporuje vznik CDBy1 bunk a tim stimuluje zart. Zabiti
abnormalnich burk a nasledna prezentace antigenu na APCemsSak stimulovat i T2
odpov  a cytotoxické CD8 T lymfocyty [31] [51] [53]. NK buky také mohou psobeni
T bun k potla ovat a to pimym cytotoxickym zabijenim aktivovanych T lymfocyl v tomto
p ipad se pedpoklada stejny vyznam jako u DC a objevuji s@imd naznaky vyu iti v I€éb
autoimunitnich a lymfoproliferativnich onemocen [54]. Skrze ligand pro CD40 (CD4pL
NK bu ky interaguji s B lymfocyty, které takto aktivujiredukuji izotypovy pesmyk [55].

1.4.4DalSi funkce NK bunk

NK bu ky maji vyznam v obrantaké proti bakteriim a parazih. Byla prokazana jejich
aktivace pomoci makrofaga spoluprace s nimy. Makrofagy najniciuji produkci IFN-.
Spolen se podileji na potl@ni r znych bakteridlnich onemoani, jako jsou infekce
bakteriemi Salmonella Listeria monocytogenes Staphylococcus aureu$b6] [57] [58].
Stejnou ulohu maji NK biky i p i obran proti protozoalnim parazim, jako jsou_eishmanie
Plasmodium falciparumloxoplasma gonda Trypanosoma cru4b9] [60] [61].

NK bu ky se také uplauji pi mnoha imunopatologickych reakcich. U pacient
s chronickou hepatitidou typu B spousti apoptospatacyt a je mo na jejich spojitost se

zan tlivymi onemocnnimi jako je sarkoiddza a revmatoidni artritida][&3] [64].
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1.5Regulace NK bunk

CytokinovA a cytotoxickda odpov NK bunk je ovliv ovana cytokinovym
mikroprostedim a interakcemi s ostatnimi imunocyty, zejmérenddtickymi bu kami,
T lymfocyty a makrofagy [31]. NK bunna schopnost zabijet ,jpozen “ byla p ehodnocena
a bylo zjistno, e NK bu ky pro svoji plnou aktivaci patbuji urité stimuly, neboli
tzv. priming.

Velmi d le ity je IL-15, ktery produkuji dendritické biky [65]. IL-15 neni dle ity jenom
pro aktivaci, ale i pro vyvoj a p iti maturovanych NK burk [66]. DC produkuji i dalSi
aktiva ni cytokin IL-12, ktery je nezbytny pro produkciNF . Stejny efekt ma i IL-18 [51].
Jako uinné aktivatory se ukazaly také IFNa . Tyto interferony mohou byt produkovany
vSemi druhy DC, ale nejvice jsou exprimovany plasyt@dnimi dendritickymi bukami,
které byly aktivovany rozpoznanim viprostednictvim svych PRR [67].

Pomocné T lymfocyty jsou producenty IL-2, ktery ukdije proliferaci NK bunk a spousti
jejich cytotoxické funkce. Tento zpob aktivace se me odehrat v lymfatickych uzlinach, kde
se oba typy burk potkavaji [68]. Na mySich modelech bylo ukazam®, cytotoxicke
T lymfocyty (CTL) mohou napomahat NK bumému antitumorovému gobeni, zatim ale
neni znam pesny mechanismus této pomoci [69]. Reguial lymfocyty (Teq) potla uji
cytotoxické psobeni NK bunk pomoci membranové exprese TGF-avic sni uji i

koncentraci IL-2 ve svém okoli a produkuji dal®tman tlivé faktory [70].
1.6 Mechanismy NK bun ného rozpoznani

NK bu ky nenesou na svém povrchu antigespecifické receptory jako T a B lymfocyty,
a proto bylo dlouho nejasné, jak rozliSuji mezisttémi zdravymi bukami a t mi, které maji
odstranit.

Jako prvni se objevila hypotéza ,missing-self retgn”. Tato hypotéza navrhovala, e
NK bu ky jsou schopny rozpoznat a zlikvidovat ky, které exprimuji méalo, nebo kec
adné vlastni MHC | [71]. Sni ena exprese MHC Igbarakteristicka pro tkteré nadorové a
virem-infikované buky. Ty se timto mechanismem snai uniknout imumitni dohledu
T lymfocyt , které rozpoznavaji peptidové fragmenty prezemtévaa MHC | [1] [38].
Molekuly MHC | asto slou i jako ligandy pro inhibni receptory NK burk, tak e jejich

absence sni uje mno stvi inhibiich signal. Tato teorie byla poz¢l upravena a roz&na,
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kdy bylo prokdazano, e samotna absence neni ptivagi NK bun k dostatend, cilova buka
musi na svém povrchu nést ¢ aktivani ligandy. Pokud bika nenese MHC I, ale ani
adnou aktivani molekulu, neni posti ena cytotoxickym gobenim NK burk [72].

DalSi hypotézou NK bunného rozpoznani je tzv. ,induced-self recognitiofia ik, e
bu ka pod vlivem stresu, jeho dledkem me byt nap. nadorové bujeni, zae vice
exprimovat urité sob vlastni molekuly, které se normalnna jejim povrchu tém
nevyskytuji. Tyto stresem-indukované molekuly mohmy ligandy pro aktiveni receptory
NK bun k [40]. Velmi znamym gkladem je receptor NKG2D, ktery rozpoznava molgkul
které jsou pbuzné MHC | (nap MICA, MICB). ZvySena exprese ¢hto ligand byla
ukazana u mnoha tumoepitelialniho pvodu [73]. Porovnani obou vySe zmiiiych strategii

je ukadzano nabr. .4.
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Obr. 4: Pomr signal od aktivanich a inhibi nich receptor rozhoduje o NK bunné odpovdi.
Cilovd buka je zabita pokud exprimuje aktiva ligandy a neexprimuje ,self* ligandy
(missing-self), nebo pokud exprimuje dostatek aktiich signal (induced-self).

P evzato a upraveno dle [74].

.Infectious non-self* je dalSi mona hypotéza NK rbuného rozpoznani. Tento
mechanismus je zalo en na rozpoznani tzv. PAMP evolun konzervovanych struktur
spojenych s patogeny. Tyto struktury jsou rozpoyndmmoci specifickych recepto(PRR)
[75]. Jednim z pklad je mySi aktivani receptor Ly49H, ktery rozpoznava protein mysiho

cytomegalovirum157 a spousti tak NK bunné cytotoxické funkce [76]. Velmi de itymi
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PRR jsou Toll-like receptory, z nich NK bly exprimuji TLR-3 a TLR-9. Timto zgobem
jsou schopny rozpoznat dsRNA (TLR-3) a nemethylowa@pG DNA (TLR-9). Tyto signaly
VvV p itomnosti IL-12 i IL-8 aktivuji NK bu ky [77].

NK bu ky jsou také schopné rozpoznat cilovou kw opsonizovanou protilatkamiidy
IgG skrze FcRIII (CD16). Tento receptor interaguje s Fsti protilatek a spousi cytotoxickou
reakci zavislou na protilatkach (ADCC) a produkgiokin [78].

Rozpoznani cilové bky neni u NK bunk jednoducha zale itost a mohou se p m
uplatnit vS8echny zmimé mechanismy. P interakci s cilovou bwkou se vytvé
tzv. imunologick& synapse. Té seadtni mnoho aktivanich i inhibi nich receptor. NK bu ka
se nerozhoduje, zda cilovou liw zabije pouze na zaklagednoho signalu, ale musiijmout
a zpracovat mnohatné signaly. Zalei tedy na pomu a sile signal z aktivanich a
inhibi nich receptor, pi em aktiva ni signaly musi dosahnout ité arovn, aby pekonaly
silné signdly inhibinich receptor [79] [80].

1.7 Signalizace NK bun nymi receptory

NK bun n& signalizace aktivaich i inhibi nich receptor je ve vitSin pipad
zprostedkovana konzervovanymi signaliémi  sekvencemi, které se nachazi
v cytoplasmatickych doménach receptarebo na adaptorovych proteinech [72].

Inhibi ni receptory NK burk nesou ve své cytoplasmatické doméfespo jeden motiv
ITIM, ktery je definovan sekvenci I/V/ILIS-x-Y-x-x{M, kde x znai jakoukoliv
aminokyselinu. Kliovou roli vtomto motivu hraje tyrosin, ktery je pavazani ligandu na
receptor fosforylovan prav@odobn kinasou z rodiny Src. To zpobi asociaci s lkterou
z fosfatas obsahujicich SH2 doménu — kilipidovou fosfatasou SHIP-1, ktera katalyzuje
St peni fosfatidylinositolu-3,4,5-trisfosfatu  na  fosdylinositol-3,4-bisfosfat, nebo s
tyrosin-specifickymi fosfatasami SHP-1,SHP-2 [81] [82]. Ty potlauji aktivaci a proliferaci
NK bun k tak, e defosforyluji proteinové substraty tynosvych kinas, které jsou spojené
s aktivanimi receptory. Tyto inhibni signaly maji transientni povahu a po vyvazani
inhibi niho ligandu dale nebrani tomu, aby stejna NKkaubyla pozdji aktivovana [83].

Krom ITIMu se u inhibinich receptor mohou objevit i jiné motivy, které reguluji
aktivitu NK bunk. Nap. inhibi ni receptor KIR3DL m& rkolik serin, které jsou

konstitutivnh fosforylované.
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Fosforylace na S& proteinkinasou C mirntlumi NK bun nou aktivitu. Bylo ukazano, e
vyskyt serinovych zbytk je v rodin KIR konzervovany, co naznaje mo nou obecnou roli
serinove fosforylace u ¢hto inhibi nich receptor [84].

V tSina aktivanich receptor sdili stejnou signalizai cestu pes adaptorové proteiny,
nesouci signalizai motiv ITAM, ktery ma aminokyselinovou sekvendiEdx-x-Y-x-x-L/I-X .
g-Y-x-x-L/I [85]. NK bu ky konstitutivn exprimuji ti adaptorové proteiny nesouci tento
motiv a to FcRI , CD3 a DAP12 [86] [87] [88]. VSechny adaptorové proteiresouci ITAM
maji v transmembranové doméraspartat, pomoci kterého interaguji s kladmabitou
aminokyselinou (lysin, i arginin) v transmembranovéasti aktivaniho receptoru [89]. Po
navazani ligandu na receptor je tyrosin v ITAMufdoglovan kinasou z rodiny Src, kterych
NK bu ky exprimuji velké mno stvi. Na fosfotyrosin se pota i tyrosinové kinasy Syk a
ZAP-70, které spousti dalSi signalind kaskady. Do th se zapojuje mnoho znych kinas
(nap. PKC-, ITK, MEK), adaptorovych protein (GADS, 3BP2), signalizaich molekul
(IP3, DAG) a transkripnich faktor a zale i v dy na konkrétni situaci, jaké molekidg budou
0 astnit. Signalizace ps ITAM spousti reorganizaci cytoskeletonu, ktegd nutna pro
NK bun nou polarizaci a vypusti cytolytickych granuli [83].

DalSim aktivanim motivem je sekvence Y-x-x-M. Tuto signalind sekvenci nese
adaptorovy protein DAP10, ktery se vaeep aspartatovy zbytek na aktimad receptor
NKG2D (mysSi NKG2D m e vazat i DAP12). Signalizace gs tento motiv je odliSna od
ITAM signaliza nich kaskad, nap nepotebuje tyrosinové kinasy rodiny Syk. Fosfotyrosin
v této signalizani sekvenci me vazat PI3 kinasu, nebo adaptorovy protein Gr®R@ynaly
p es NKG2D spousti cytotoxické zabijeni, pokud ji&ak neni mnoho, nejsou dostaté pro
produkci cytokin [90] [91].

1.8 Cytotoxické mechanismy NK buk

NK bu ky zabijeji cilové buky tak, e u nich indukuji apoptosu za vyuiti dvou
mechanism — cytotoxickych granuli a specifickych receptazv. death receptor Tyto
mechanismy jsou znamé ze studii o cytotoxickyclymfbcytech a NK bun né zabijeni je
v mnoha ohledech velmi obdobné. Nachazime vSaHeiité rozdily. Lytické granule jsou u
NK bun k stale pipravené, kde to u CTL jsou produkovany a po akiiv. Diky tomu musi
byt u NK bunk Iépe vyvinuta regulace cytolytickych procegako jsou nap kontrolni
mechanismy cytoskeletalni polarizace, které se b @Nyskytuji [92] [93] [94].
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1.8.1Indukce apoptosy — exocytosa cytotoxickych granuli

Velkou vyhodou zabijeni abnormalnich bkrpomoci cytotoxickych granuli je rychlost
tohoto mechanismu, kdy jsou NK tky schopné zabit cilovou bku do 20 minut [94]. Hlavni
sou asti cytotoxickych granuli je perforin a granzymRerforin je protein podobny
komplementovému proteinu C9, ktery je schopny vyv& membran péry (v pitomnosti
Cca&) [95]. Granzymy paf do rodiny serinovych proteas, které spousti ewgith bu kach
apoptosu. Nejdeit jSi z nich je granzym B, ktery je také v lytickygranulich nejvice
zastoupen. Ten spousti apoptosu hlgwimou aktivaci kaspas pomaoci jejich proteolytického
St peni. Granzym A indukuje apoptosu nezavisle na &ssgh vice postupy jako je
nap. vytvdeni zlom v DNA a také zabraije p sobeni DNA opravnych mechanism

[94] [96]. Dalsi molekulou vyskytujici se v grarthli je granulysin. Ten je také je schopen

indukovat apoptosu a pobi antimikrobialn [97].
NK bu ky potebuji dinn zabit cilovou
bu ku a zarove neohrozit okolni buky. Aby

mohly spravn cilit své cytotoxické psobeni

pot ebuji Uzky kontakt s cilovou bkou (vysSe
zmin na imunologickd synapse). RozliSuje se

n kolik druh imunologickych synapsi a té ktera

)

nastava ped aktivaci cytotoxickych mechanism

se ika lyticka [79] [98]. granule na povrch cilové bly. P evzato z [99]
Prvotni pedstavy o mechanismu zabijeni

Obr. 5: NK bu ka(vlevo) vypousti cytotoxicke

pomoci cytotoxickych granuli byly takové, e lytiékgranule splynou s cytoplasmatickou
membranou NK buky a jejich obsah se uvolni v miskontaktu. Perforin poté vytvbpory
v membran cilové buky, pes které se dostanou dovngranzymy, které nasledrspusti
mechanismy apoptosy [92]. Tento model byl vSeobgciat, p esto e pro nj bylo jen velmi
malo experimentélnich podkladPozdji bylo ukdzano, e granzym je schopny se dostat do
cytosolu i bez psp ni perforinu,ale neni schopny spustit apoptosu [100].

Nové studie pnasi upraveny mechanismusspbeni. Navrhuji, e granzymy a ostatni
0 inné latky se dostavaji do cilové iy pomoci endocytosy a perforin umo ni uvah
granzym z endozoém do cytosolu [101]. Objevily se také teorie tykajge endocytosy
lytickych va k . Jednou z nich je vyu iti manosa-6-fosfatovéhceporu.
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DalSi skupina pdpoklada, e cely proces nezavisi na specifickidrakcich s receptory,
ale na elektrostatickych interakcich s mo nym vyim proteoglykan na povrchu cilové
bu ky [102] [103].

NK bu ky jsou rezistentni v i vliastnimu Iytickému psobeni diky katepsinu B, ktery pt
perforin a inhibitoru granzymu B — serpinu P1-94]1(0105].

1.8.2Indukce apoptosy — death receptory

NK bu ky exprimuji nkolik membranov vazanych molekul z rodiny TNF. Jednim z
t chto cytotoxickych ligand ktery je schopny spustit apoptosu v cilové dauje TRAIL
(Apo2 ligand). Exprese ligandu TRAIL vzata po aktivaci NK buky a je podporovana IFN
Tento ligand se me vazat na receptory TRAIL-R1 a TRAIL-R2, kteréso& ve své
cytoplasmatické asti death domény, odpané za spusShi apoptotické signalizace
[106] [107].

DalSim vyznamnou cytotoxickou molekulou exprimovandK bu kami je Fas ligand
(FasL), ktery také pdtdo rodiny TNF. Po navazani na Fas receptor (F&4P5) dochazi
k indukci apoptosy stejnymi mechanismy jako ippd ligandu TRAIL. Bylo ukazano, e
NK bu ky jsou schopné indukovat expresi FasR na tumotowickach a vyu it tuto cestu
k jejich likvidaci [108] [109].

1.9 Receptory NK bunk

Termin ,NK receptor* vtSinou znamend, e tato molekula byla poprvé ohjevea
NK bu kach, ne viak e je jeji vyskyt omezen pouze naRovrchové molekuly NK bulk se
nachazi i na jinych typech imunocytnejastji na aktivovanych CD8 T lymfocytech.
Receptory NK burk adime do dvou strukturnodliSnych superrodin — imunoglobulinového
typu (immunoglobulin-like) a C-lektinového typu (@pe lectin-like) [72]. Sekvence receptor
C-lektinového typu jsou zékodovany vtzv. NK genov&omplexu (NKC) [47]. Tento
komplex se nachézi na lidském chromozému 12pl3 a&Sesém mySim chromozomu.
Sekvence imunoglobulinovych receptgsou zakddovany v jiném genovém komplexu a to v
leukocytarnim-receptorovém komplexu na lokusu 19418nap. KIRy). Geny, které

nachazime v thto komplexech jsou evoln velmi konzervované [110] [111] [112].
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1.9.1KIR receptory

Receptory rodiny KIR paitt do rodiny imunoglobulinovych receptorVyskytuji se hlavn
u lidi a vysSich primat byly ale objeveny i u rkterych dalSich savc(nap. u kravy). U mysi
byl objeven jediny gen na chromozomu X, ktery jedgany lidskému genu kodujicimu
KIR3DL [113] [114]. V lidském genomu se nachaziKIR gen a dva pseudogeny. Tyto geny
jsou souasti LRC. Poet KIR gen se liSi u ka dého jedince a v populaci ji byloleaeno
mnoho haplotyp [115]. Krom NK bun k je nalézdme i na mnoha typech T lymfocjt16].

Strukturn jsou to transmembranové glykoproteiny idy, které obsahuji dv(KIR2D)
nebo ti (KIR3D) extracelularni imunoglobulinové domeény.ytd domény jsou od
transmembranové asti oddlené kratkym krkem. KIR receptory se liSi v délce
cytoplasmatické domény. Jedna skupina ma dlouhtoplasmatickou doménu s jednol
dv ma ITIM sekvencemi. Druha nese kratkou doménu @@kl Imotivu. Tyto strukturni
rozdily maji souvislost s funkci jednotlivych skapiReceptory nesouci ITIM motivy maji
inhibi ni funkci. U

v transmembranovéasti kladn nabitou aminokyselinu, nejstji lysin. P es nj receptor

receptor s kratkou cytoplasmatickou doménou nachazime
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interaguje s adaptorovym proteinem nesoucim matAM, tyto receptory maji tedy aktivai
funkci. KIRy nej astji vyu ivaji DAP12 [117] [118]. Ligandy inhibinich KIR jsou klasické
MHC molekuly — HLA-A, HLA-B a HLA-C. Vazebné speiy vSech podrodin nejsou zcela
prozkoumany, meme vSak odvodit rkolik obecnjSich pravidel. Receptory KIR2D
podrodiny rozpoznavaji alelické formy HLA-C. KIR3receptory interaguji s HLA-B a

n kterymi HLA-C molekulami. Bylo ukazano, e D2 |

KIRy mohou vazat pouze intaktni MHC \
glykoproteiny, nesouci navazany peptid - e
[119] [120]. KIRy vykazuif pi vazb peptidu urité  ©1 *}
preference a residua 7 a 8 se ukazala jako nejvice'f e
d leita [121]. Pesto v3ak KIRy nedoka i odlisit __IF"‘F'“"._.::-_-"_-_.
peptidy organismu vlastni od cizich, take l @
biologicka relevance tohoto mechanismu neni

z ejma. Ligandy aktivenich KIR jsou mnohem

mén prozkoumany. 2jm neva i klasické MHC

molekuly, nebo jenom velmi slabTo m e byt fi2ma

vysledkem evoluniho tlaku pro snieni rizika v
autoimunitnich reakci. Kim ale mohou tyto

receptory stejn pispivat, pokud chybi exprese

inhibi nich KIR [72]. Jejich zapojeni do

obrannych imunitnich reakci bylo prokédzano na opr. 7: Struktura komplexu lidského

HEA-Cw3

u HIV-pozitivnich pacient [122]. Pozitivnim inhibi niho receptoru KIR2DL s MHC |
zapojenim KIR receptorje jejich podil na reakci ligandem — HLA-Cw3.
graft-versus-leukémie, které je moné vyui P evzatoaupraveno dle [120]

v terapii AML [123].

1.9.2Ly49 receptory

U hlodavc se nevyskytuji KIR receptory. Jejich roli vSak y§hmaji receptory podrodiny
Ly49. A koliv se strukturn tyto skupiny receptor velmi liSi, jejich funkce jsou velmi
podobné a gdpoklada se, e lidské KIRy jsou zajimavyniktadem evoluni konvergence.

U lov ka a evolun nejbli Sich organism se nachézi v NKC jeden pseudogen odpovidajici
Ly49 genu [124]. U ni Sich savc(jako nap. krava, pes, prase) u viak rame nalézt jeden
Ly49gen i s funkni ITIM sekvenci [125].
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Ly49 receptory jsou transmembranové glykoproteihyt idy, které tvoi disulfidicky
vazané homodimery. Narozdil od KIRpati do superrodiny C-lektinového typu a
v extracelularni asti maji jednu C-lektinovou doménu (CTLD) [126fdeptory paici do této
superrodiny maji konzervovanou strukturu, kterdujéizéana neobr. .8. Receptory Ly49
nachazime kromNK bun k na nkterych subtypech T lymfocyt[127]. Geny kédujici Ly49
receptory jsou velmi polymorfni a pet gen se liSi mezi mezi jednotlivymi druhy hlodavc
samotnymi mysimi kmeny. Nejlépe jsou tyto receptaharakterizovany pro mysSi kmen
C57BL/6 (B6), vjeho NKC bylo nalezeno celkem 1449 gen [128][129]. V tSina
receptor z Ly49 podrodiny nese ITIM sekvenci a ma inhibifunkci. Va i, stejn jako KIR
receptory, rzné klasické MHC a pro vazbu vy aduji MHC s navdzanpeptidem [126].
P esto e jsou Ly49 receptory odvozeny od C-lektizda se e vazba ligande nezavisla na
p itomnosti sacharid i C&* [130]. Funkce aktivanich Ly49 receptor spolupracujicich s
adaptorem DAP12 je pot&inou neznama.

CC C C CC

NH; doména C-lektinového typu COOH

Obr. 8: Schématické znazomi NK bun nych receptor paticich do superrodiny C-lektinového
typu. VSechny tyto receptory maji strukturu transimginovych proteinu Il fdy s N-koncem
v cytoplasm. V extracelularni asti maji tyto receptory doménu C-lektinového typyeji sekvenci
se nachazi Sest konzervovanych cystekteré tvoi ti intramolekularni disulfidové nstky.
Parovani cystein je také konzervovano — paruje se prvni cysteirubyan, teti se Sestym avrty

s patym. Pevzato a upraveno dle [47]

Cyt — cytoplasmatickd doména, TM — transmembrardoaéna, ast vyznaena lut odpovida
flexibilnimu kr ku

U n kterych (Ly49D, Ly49P) byla ukazana vazba H%2molekul, ale vysledky nebyly
p ilis pr kazné. Je moné, e vazba H-2 molekul je vysledkéinlogicky nevyznamné
cross-reaktivity, a e aktivani receptory va i organismu nevlastni ligandy spéjs vyskytem
patogen. Tuto hypotézu podporuje Ly49H receptor, kteryzg@pov dny za rezistenci vi
MCMV. Tento receptor s vysokou afinitou va e virogfykoprotein mysiho cytomegaloviru —

m157 ktery je exprimovan na povrchu infikovanych bkifil131].
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1.9.3CD94/NKG2 receptory

DalSi skupinou paici do superrodiny odvozené od C-lektife podrodina CD94/NKG2.
Tyto receptory tvd disulfidicky vazané heterodimery a struktugati k transmembranovym
protein m Il. typu. Nachazime je na povrchu NK blra n kterych T lymfocyt u lov ka i
hlodavc [132] [133] [134]. Molekula CD94 je u mysi i dov ka kddovana pouze jednim
genem v NKC. Oproti tomu skupina NKG2 je teoa ty mi geny v lidském NKC
(NKG2A, -C, -E a -Fa temi v mySim NKG2A, -C, -B, pi em ale z genlNKG2Avznikaji
dv sestihové varianty receptoru — NKG2A a NKG2B, stejiako z genuNKG2E vznikaji
NKG2E a NKG2H [133] [135]. Oproti KIR a Ly49 rodimamaji geny kodujici CD94 a NKG2
omezeny polymorfismus, co &m souvisi s omezenpolymorfnim repertodrem jejich
ligand [136].

NKG2A/B nesou Vv cytoplasmatické domeésignalizani motiv ITIM, tak e heterodimery
CD94/NKG2A/B maji inhibini funkci. V transmembranovéasti receptoru NKG2C se
nachazi lysin, s ktery asociuje s adaptorem DAP12. Heterodime®4IRKG2C je tedy
aktiva nim receptorovym parem. NKG2E a jeho splicingovéiavaa NKG2H jsou velmi
podobné NKG2C a maji tedy také aktima funkci [137]. Lidsky NKG2F ma velmi zvlastni
strukturu, kdy obsahuje kladmabitou aminokyselinu v transmembranové domete také
ITIMu podobnou sekvenci. Navic tento receptor @ddrextracelularni CTLD doménu. Jeho
fyziologicky vyznam neni znam a je dost mo né, eejedna pouze o zbytkovy genovy produkt
[138].

CD94/NKG2A/C heterodimery va i neklasické MHC gp.tlidy (u lidi HLA-E a u mysi
Qal’), které jsou strukturnvelmi podobné klasickym MHC I, ale jsou mépolymorfni a
specializuji se na vazbu ich peptid [139] [140]. HLA-E a Qal vai hlavn signalni
(N-terminalni) peptidy, které pochazeji z biosyideich prekurzor HLA-A, B, C aG
(u mysi H-2), tak e receptory CD94/NKG2 kontrolgfav tchto klasickych i neklasickych
MHC gp. I. tidy.
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1.9.4ANKG2D receptor

NKG2D

o3 |
‘Tf {
= i n
MIca ¢ V'

Obr. 9: Struktura lidského komplexu aktiného
receptoru NKG2D s ligandem MICA. éfato z [143]

Pojmenovani NKG2D receptoru je
zavadjici, proto e tato molekula méa
s ostatnimi NKG2 receptory jen velmi
malo spoleného. Stejné jsou pouze
strukturni rysy — adime jej meazi
transmembranové glykoproteiny Il
t idy a obsahuje extracelularni CTLD
doménu. NKG2D vsSak nevae CD9%4 a
na membran tvoi homodimery
[90] [135]. Nachazime ho na povrchu
vSech NK bunk, na naprosté ¥Sin
cytotoxickych T lymfocyt, ale také na
makrofazich [73]. Sekvence NKG2D je
kodovana jednim genem NKC, ktery
nevykazuje tém adny
polymorfismus. U mysSi  jsou
exprimovany dv formy tohoto
aktiva niho receptoru, které vznikaji
alternativnim seshem. DelSi forma
NKG2D-L asociuje s adaptorovym
proteinem DAP10.

O 13 N-termindlnich aminokyselin

kratSi forma NKG2D-S me interagovat jak s DAP10, tak s DAP12. U lidi gxije pouze

delSi forma, kter4 vyhradnvyuiva adaptor DAP10 [141] [142].Asociace S rznymi

adaptorovymi proteiny aktivuje odliSné signalimadrahy, jak ji bylo popsano v kapitole 1.7.

NKG2D va e rodinu ligand, které jsou strukturnpodobné MHC gp. | tdy. Ligandy pro
lidsky NKG2D jsou MICA, MICB a ULBP1/2/3/4. U my®RAE-1////, H60 a MULT1

[144]. MICA a B maji své sekvence zakddované v MgEhovém komplexu, ostatni lidské a

vSechny mysi ligandy nikoliv [145]. RAE-1 proteipgou mysi analoga lidskych ULBP.

VSechny ligandy maji 1 a 2 domény, které jpominaji strukturu MHC | (MICA/B maji

navic i 3 doménu), ale postradaji vazebny labek pro peptidevai 2 mikroglobulin.

Porovnanim rozSenych struktur kterych koplex NKG2D s ligandem bylo zjisho,
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e zp sob vazby je u vSech dhto molekul velmi podobny, i kdy se tyto ligandyasto
strukturn vyrazn |iSi [143] [146].

Ligandy NKG2D se wtSinou nevyskytuji na normalnich bkach a jejich exprese je
spustna vlivem bun ného stresu. Nap zvySend exprese MICA/B byla ukazédna na
epitelialnich tk&dnich pzan tlivych onemocnnich stev, nebo na znych nadorech [42] [147].
D le itost tohoto receptoru byla potvrzena i tim, nenoho vir se sna i expresi ligandpro
NKG2D zabranit. Nadory zasesto produkuji jejich solubilni formy tzv. decogdindy, im
brani dinnému rozpoznani ps NKG2D receptor NK bkam i T lymfocyt m. Nadory jsou
schopné pro odvr eni (shedding)chto receptor vyu it r znych proteas, nebo je produkuji
alternativnim RNA seshem. Jeliko bylo prokdzano, e odvr eni NKG2D kgd urychluje
r st tumor, tak se v poslednich letech hledaji inhibitorydshiegu jako mo n& protinadorova
€ iva [144].

1.9.5NKR-P1 receptory

NK bu ky mohou pomoci rkterych receptor rozpoznavat i ligandy, které nejsou MHC
glykoproteiny I. tidy ani jim pibuzné molekuly. Do této skupiny patreceptory skupiny
NKR-P1, které jsou znamé ji velmi dlouho, i kdyerv té podob, jak je zname dnes. NK.1.1
antigen byl dlouhou dobu vyu ivan k definici a iaol NK bunk [148]. Pro detekci NK burk
se pou ivala monoklonalni protilatka anti-NK1.1 (P86) [149]. Pozdi bylo uk&zano, e
NK.1.1 odpovida produktu germikrplc (u mySi C57BL/6 neboli B6) a byly objeveny dalSi
receptory z multigenni rodinilkrpl, které tato protilatka vae. U B6 mySi bylo dopdsu
objeveno Sest genpaticich do této rodiny -Nkrplg c, d, e f a g ale Nkrpleje patrn
pseudogen. V mySim kmenu BALB/c (ale i u jinych kmese nevyskytujeNkrpld ale na
jeho mist nachazime gen pro receptor, ktery bywgdn pova ovan za jinou alelickou formu
tohoto genu Nkrplh V souasné dob se vSak zda, e se jedna o dvané receptory, které
jsou exprimovany vzajemrnvylu n v r znych kmenech mysi [150]. Orthologni geNirpl
byly objeveny u krysy [151]. Narozdil od hlodaycu lov ka byl nalezen pouze jeden
nepolymorfni gen [152].

Tato skupina receptor pati do superrodiny C-lektinového typu a ma strukturu
transmembranovych glykoprotein 1. typu. Receptory NKR-P1D/B obsahuji v
cytoplasmatické doménlITIM a maji tedy inhibini funkci [153]. Receptor NKR-P1C
obsahuje kladnnabitou aminokyselinu, ps kterou asociuje s adaptorovym proteinenRIFG

nesoucim ITAM. Zesini tohoto receptoru pomoci anti-NK.1.1 protilatipossti NK bun né
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cytotoxické reakce a produkci IFN154] [155]. U receptor NKR-P1A a NKR-P1F chybi
ITIM sekvence a vyskytuje se kladmabitd aminokyselina v transmembranové domén
p edpoklada se tedy e i tyto receptory maji aktiviafunkci [156].

Sekvenni analyza odhalila, e vSechny isoformy NKR-P1 @escytoplasmaticky
CxCP/(R/H) motiv, ktery je zodpodny za asociaci s tyrosinovou kinasou 'F56
U inhibi niho NKR-P1B a aktivaniho NKR-P1C byla asociace s touto kinasou
i experimentaln potvrzena. hNKR-P1A receptor tento signalidamotiv, ktery se vyskytuje
také u koreceptorT lymfocyt CD4 a CD8 postrada [157] [158].

Pro nkteré receptory z NKR-P1 rodiny u byly objevenyziglogické ligandy. Unikatni
je, e rozpoznavaji molekuly, které také maji sturk odvozenou od C-lektina jejich
sekvence se nachazeji v NKC genovém komplexu mé&gpl geny (viz obr. .10) [150].
NKR-P1B/D receptory va i molekulu Clirb. Tento pristge inhibitorem rstu osteoklasta je
také znamy pod nazvem OCIL (osteoclast inhibitewtih) [159].

Ly49h | yage
a
Ly49e Ly49d
/ Ly49a forned
Cirb ;
g e LOXA
— — Dectint
et Kigt KRG kLRFt | ~DECTIN{
LLT1 — “flggégf?01
.. Clec2
AlCL - - CLEC2
NKG2D ——__
Nkg2d =
e Np1o
Nkrpic
Nkg2c ~7
Hises NKG2E
b NKG2C Nka2a i
A2m* Nkrpla Cirf Nkrpic Nkrpid Cirg Cer’ Nkrp1f Cllb. Cd69

100 kb

Obr. 10: (a) Fylogeneticky strom, ktery ukazujelewa vztahy mezi rodinantClr a NKR-PL
Strom byl vytvcen na zéklad podobnosti aminokyselinovych sekvenci.

(b) Organizace genrodin Clr a NKR-P1v mySim NK genovém komplexueWato a upraveno
dle [160].
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Interakci NKR-P1D a Cirb poprvé popsal Yokoyamaakta jeho vysledky ukazovaly
protekci bunk exprimujicich Clrb proti NK bunnému zabijeni [160]. Clrb je exprimovan na
velkém mno stvi bunk v organismu, podobnjako MHC I, tak e tyto receptory pdstavuji
p iklad rozpoznani ,missing-self‘. Tuto hypotézu podge i fakt, e mnoho tumorovych
bun k sniuje i Upln ztraci expresi Clrb a toini tyto bu ky citliv j5i k NK bun nému
zabijeni [161]. Receptor NKR-P1F interaguje s paubob molekulou a sice s Clrg [160].
Ligandy pro receptory NKR-P1A a NKR-P1C zatim ngbgbjeveny. Ligandem pro lidsky
inhibi ni receptor hNKR-P1A je LLT1 jeho sekvence vykazugnanou homologii se
sekvencemi mySich Clr molekul [162]. Funkce hNKRAR4ou prakticky neznamé, byla vSak
ukazana interakce tohoto receptoru s kyselou shiygtinasou. Tento enzym se podili na
produkci molekuly N-acylsfingosinu, ktery gobi jako druhy posel v signalizéch kaskadach
tykajicich se najpklad indukce apoptosy [163]. Struktura molekulodin NKR-P1 a ClIr je
neznama s jedinou vyjimkou, kterou je struktura ifmy3$eceptoru NKR-P1A [164].

1.9.6Receptor-ligandovy par NKR-P1F-Clrg

Sekvence gentlkrplfbyla objevena v NKC jako dalSi z rodikrpl v roce 2001. Bylo
prokazano, e produkt tohoto genu, protein NKR-PJ3&, exprimovan na zabijskych
bu kach, které byly aktivované IL-2, tzv. LAK bkach. Sekvemi analyza NKR-P1F ukazala
45 % homologii s ostatnimi receptory NKR-P1. D&golzjist no, e NKR-P1F neobsahuje
ITIM sekvenci a v transmembranové doméese kladn nabity arginin. Analogie s NKR-P1C
naznauje asociaci s FRI , ktery nese motiv ITAM, tim padem aktivd funkci tohoto
receptoru [165]. Toto vSak doposud nebylo experidlanprokazano [156] [166].

V roce 2003 byla popsana interakce NKR-P1F s mddekClrg [160]. Tento ligand padt
do rodiny CIr (od C-type lectin related) a vykazuprukturu transmembranového
glykoproteinu Il. tidy s CTLD doménou [167] [168]. V literaeim eme molekulu Clrg najit
pod dalSimi nazvy jako Clec2i, Dcll a rejtji jako OCILRP2. Tyto nédzvy takéasto
p edstavuji alternativnsesti ené formy tohoto ligandu a jejich fyziologické rikce by mly
byt totoné s Clrg. Tian et al. vroce 2005 publikb dalSi detaily tykajici se interakce
NKR-P1F a Clrg. Vtéto praci byla zjista vysokd exprese receptoru NKR-P1F na
dendritickych bukéach, ktera nebyla do té doby znama. Exprese @rgasozdil od Clrb
omezuje pouze na organy imunitniho systému, hlana slezinu a brzlik. Tento protein byl
nalezen na mnoha druzich imunogle Urove exprese se velmi liSila. Bylo zjisto, e Clrg

je nejvice exprimovan na zralych B lymfocytech, mgrak na dendritickych bkach a
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T lymfocytech, kde mira exprese zavisi na jejictivitk. Na neaktivnich T lymfocytech se
ligand Clrg nachazi ve velmi malé mj ale jeho exprese prudce & po jejich antigenni
stimulaci.

Dale bylo prokdzano, e interakce NKR-P1F s Clrgy&yje antigenn zprostedkovanou
proliferaci T bunk a produkci IL-2, ale jejich interakce neni prolferaci T bunk nezbytn
nutna. Z toho vyplyva, e tato interakce nejspi$lpduje skrze APC kostimulai signal pro
T lymfocyty [169]. Tato hypotéza byla podema dalSi studii, ktera ukazovala, e utlumeni
p sobeni Clrg vedlo ke sniené proliferaci T lymfocya produkci IL-2 pi odpov di na
antigenni stimulaci. V této praci byly navr eny dwao né mechanismy sobeni interakce
NKR-P1F a Clirg, které ovliwji funkci T lymfocyt a to usnadmi uspoadani signalizanich
komplex , iU ast na formaci lipidovych raft{170].

Pou iti nové protilatky C8 specifické pro NKR-P1Frace 2009 potvrdilo vyskyt
NKR-P1F na vSech NK bkach u mysiho kmene B6. Exprese na aktivovanygmifdcytech
vSak nebyla prokazédna. Snaha prokézat akiivg sobeni receptoru NKR-P1F pomoci
C8 protilatky byla pekvapiv neuspsna. NK buky po p sobeni této protilatky produkovaly
zanedbatelné mno stvi IFNa nevykazovaly cytotoxické pobeni. Také se nepoda
prokézat aktivani efekt interakce NKR-P1F s Clrg [156]. Tato prdé&e objevila novy ligand
pro NKR-P1F a to Cirx (OCILRP1), jeho gen se nazdhda stejném mistNKC jako genovy
fragment dive oznaovany Clrd [167]. Sekvence extracelularnich doméng @ Clrx jsou z
83 % identické [171]. Interakce NKR-P1F s novymahdem také nezgobila aktivaci
NK bun k, ale psobeni Clr-x sniovalo expresi NKR-P1F na l@ch nadorové linie YB2
[156].

Dosavadni rozporuplné vysledky zatinili® neobjasnily vyznam receptoru NKR-P1F a
jeho ligand. Ziskana data mohou nazoaat, e p vodni objevy a hypotézy jsou myiné.
Jejich pvod m e ale takeé tkvt v pou itych chimerickych konstruktech zaviset na jinych
experimentalnich podminkéch.
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2. CILE PRACE

p iprava mutovaneého konstruktu pro protein Clrg aojebkombinantni

exprese

izolace a purifikace inkluznichltsek s mutovanym proteinem Clrg

nalezeni a optimalizace protokolu pro renaturacrgCh NKR-P1F

z inkluznich tlisek

izolace a purifikace renaturovanych proteijpomoci chromatografickych

metod

ov eni identity protein a jejich charakterizace

pokus o krystalizaci obou proteim jejich strukturni studie

studium proteinové interakce
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3. MATERIAL

3.1P istroje a drobny laboratorni material

Analyticka ultracentrifuga ProteomelLab XL-I Beckman CoultetJSA

Analytické vahy AL54 Mettler Toledo, R
Automatickeé pipety Gilson,USA
Automaticke pipety Thermo-FisherUSA
Centrifuga Avanti J-26 XP Beckman CoultetJSA
Centrifuga J-6 M Beckman CoultelJSA
Centrifuga MPW-375 MPW Med. Instrument$olsko
Centrifuga Spectrafuge 16M Edison,USA
Centrifuga VSMC-13 Shelton ScientifidJSA
Centrifugani koncentratory Amicon Ultra Millipore, USA

te ka destiek Safiré Tecan Svycarsko
Dialyza ni trubice Spektra/Por Spektrum laboratorie3JSA
DNA sekvenator ABI Prism 3100 Applied Biosystem4$JSA
Dokumentani systém na foceni geG:Box HR  SyngengUK
Gely NUPAGE 4 — 12% Bis-Tris Invitrogen USA
Hmotnostni spektrometr ULTRAFLEX IlI Bruker DaltonicsUSA
Hmotnostni spektrometr APEX-Qe Ultra Bruker DaltonicsUSA
HPLC systém Agilent 1200 Agilent,USA
HPLC systém BioSys 510 Beckman CoultetJSA
HPLC systéem SMART Pharmacia Biotech ABSvédsko
Chladni ka Elektrolux Svédsko
Chladni ka SkandiluxeDéansko
lluminator BTS-20.LS UVitec, UK
Kolona MAGIC C18-AQ MichromBioresourcesUSA
Kolona Superdex S75 GE Healthcare UK
Ledomet Ice Flaker Brema Ice Makerdtéalie
Magnetické mich&ky MM 2A Laboratorni pistroje Praha, R
Membrany pro ultrafiltraci Millipore, USA
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Mikrokolonky MicroTrap
Mikrost ika ky, r zné objemy
Mrazici box (-80 °C) Ultra Low
Mrazici box (-20 °C)

Napdjeci zdroj MP-250V
Napajeci zdroj ECPS 3000/150
pH metr 200

P edva ky HF-1200G

Souprava na ultrafiltraci
Souprava pro elektroforézu

Souprava pro elektroforézu

Michrom BioResourcedJSA
Hamilton, Svycarsko
Revco USA

Zannusj ltélie

Major ScienceJSA
Pharmacia Svédsko
Beckman Coultel)SA
AND, USA
Sigma-AldrichUSA
Sigma-Aldrich USA
Bio-Rad,USA

Souprava pro elektroforézu X-Cell Sure Lock Invitrogen,USA

Spektrofotometr DU-70

Termoblok

Termocyklér Mastercycler Personal

Termostat Thermomixer Comfort

Termostat BT 120M

T epaka na Erlenmeyerovy by

T epaka na zkumavky BigGer Bill

Ultracentrifuga Optima LE80 K
Ultrafiltra ni membrany

Ultrazvukova laze Sonorex

Beckman Coultel)SA

Grant UK

Eppendorf N mecko
Eppendorf N mecko
Laboratorni pistroje Praha R
SanyoGallenkamp Ltd.UK
ThermolyneUSA

Beckman Coultel)SA
Millipore, USA

Bandelin,N mecko

Ultrazvukova sonda Ultrasonic Homogenizer 4CTHde-Parmer InstrumCo., USA

UV Lampa UVGL-58

Vakuova odparka Speedvac

UVP, USA

Jouan,Francie

Vakuova odparka Savant SPD 121P Speedvadhermo FisherUSA

Vai
Vodni laze
Vortexovy mixér

Zdroj deionizované vody MilliQ

Eta, R

Memmert N mecko
VELP Scientificaltélie
Millipore, USA
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3.2 Chemikalie

Acetonitril (LC-MS grade)

Agar

Agarosa

Akrylamid

ATP

Azid sodny

(Benzyldimethylamonium)propansulfonat

Bromfenolova mod

BSA

Coomassie Brilliant Blue R-250

Cystamin dihydrochlorid

Cysteamin hydrochlorid
inidlo pro stanoveni dle Bradfordoveé

DNA marker 100 bp

DNA marker 1 kb

dNTPs

DTT

EDTA

Ethanol

Ethidium bromid

4-Ethylmorfolin

Glycerol

Glycin

Guanidin-HCI

HEPES

Chlorid hoe naty

Chlorid sodny

Chlorid vapenaty
-kyano-4-hydrioxyskdcova kyselina (CCA)

IPTG

Isopropanol
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Merck,N mecko
Oxoid, USA

Serva N mecko
Sigma-Aldrich USA
StratagengUSA
Sigma-AldrichUSA
Sigma-Aldrich USA
Sigma-Aldrich USA
New England Biolabd)SA
Serva,N mecko
Sigma-Aldrich USA
Sigma-AldrichUSA
Bio-Rad,N mecko
New England BiolahdJSA
New England BiolahdUSA
Promega USA
Sigma-AldrichUSA
Sigma-AldrichUSA
Lachema R
Sigma-Aldrich USA
Sigma-Aldrich USA
Sigma-Aldrich USA
Sigma-Aldrich USA
Jersey Lab Suppl{JSA
Serva N mecko
Lachema R
Lachema R
Lachema R
Sigma-Aldrich USA
Sigma-Aldrich USA
Lachema R



Jodacetamid
Kanamycin

Kvasni ny extrakt

Kyselina mraveni (LC-MS grade)

Kyselina octova

L-Arginin
2-merkaptoethanol
Methanol
N,N’-methylen-bis-akrylamid
Peroxodisiran amonny
PIPES

Q-Sepharosa FF
Sacharosa

SDS

SP-Sepharosa FF
Standardy pro SDS-PAGE
TCEP

TEMED

TFA (LC-MS grade)
Tetracyklin

Tris

Triton X-100

Trypton

ultra ista voda (LC-MS grade)

ostatni chemikalie

3.3 Kity

Crystal screen

Crystal screen 2

Sigma-Aldrich USA
Sigma-AldrichUSA
Oxoid,USA
Sigma-Aldrich USA
Lachema R
Sigma-Aldrich USA
Sigma-AldrichUSA
Lachema R
Sigma-AldrichUSA
Sigma-Aldrich USA
Sigma-Aldrich USA
GE Healthcare UK
Lachema R

Jersey Lab Suppl{JSA
GE Healthcare UK
Serva,N mecko
Sigma-Aldrich USA
Serva,N mecko
Sigma-Aldrich USA
Jersey Lab Suppl{JSA
Jersey Lab Suppl{JSA
Sigma-Aldrich USA
Oxoid, USA

J.T.Baker USA
Lachema R

Hampton ReseargtJSA
Hampton Resear¢tJSA

QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis StratagenelJSA
JETQUICK Plasmid Miniprep Spin Kit
JETSTAR 2.0 Plasmid Maxiprep Kit

GenomedN mecko

GenomedN mecko
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3.4 Vektory

pET-30a (+)

3.5Primery

muta ni forward primer pro Clrg (MCLRGfw)

Novagen USA

5 — ATTCAAGGGGGATTTTGATTCTGGATTGGCCTGCACAGAG — 3' (*537T9)

muta ni reverse primer pro Clrg (MCLRGrev)

5' — CTCTGTGCAGGCCAATCCAGBATCAAAATCCCCCTTGAAT — 3' (*537U0)

Primery byly syntetizovany firmoGeneri Biotech R.

3.6 Enzymy

DNAsa

Dpn |

Hind 111

Nde |

PfuUltra High Fidelity
RNAsa

Trypsin

Xba |

3.7 Inhibitory proteas
Leupeptin

Pepstatin
PMSF
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Sigma-Aldrich USA
Stratagen USA

New England BiolahdUSA
New England BiolahdJSA
Stratagene, USA
Sigma-Aldrich USA
Roche Svycarsko

New England BiolahdUSA

Sigma-AldrichUSA
Sigma-AldrichUSA
Sigma-Aldrich USA



3.8 Kompetentni buky

kmen BL21-Gold (DE3) StratagengUSA
genotyp:E. coliB F—ompT hsd@B— mB-)dcm+ Tetrgal (DE3)endAHte

kmen NovaBlue Novagen USA
genotyp:E. coli endAl hsdR1(fx12” Mki2") SUPE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac
F[proA'B* lacl“ZDM15::Tn10Q] (Tet?)

3.9Média

LB agar: 1,25% agar v LB médiu
LB médium: 1% trypton, 0,5% kvasnmy extrakt, 1% NaCl, pH 7,4

3.10Roztoky a pufry

10x pufr proPfuUltra HF polymerasu od firmgtratagene

10x NEB 2 pufr - komemn dostupny od firmyNew England Biolabs
Barvici roztok pro SDS elektroforézu: 45% methanol, 10% kys. octova,
0,25% CBB R-250

Elektrodovy pufr: 10 mM Tris-HCI, 250 mM glycin, 0,1% SDS, pH 8,3
Odbarvovaci roztok pro SDS elektroforézu:35% ethanol, 10% kys. octova
Pufr A pro ionexovou chromatografii pro protein Clrg: 10 mM HEPES,
9 mM NaCl, 1 mM Nal, pH 7,5

Pufr B pro ionexovou chromatografii pro protein Clrg: 10 mM HEPES,
1 M NaCl, 1 mM NaN, pH 7,5

Pufr A pro ionexovou chromatografii pro protein NKR-P1F: 15 mM Tris,
9 mM NaCl, 1 mM Naly, pH 9

Pufr B pro ionexovou chromatografii pro protein NKR-P1F: 15 mM Tris,
1 M NaCl, 1 mM NaN, pH 9

Pufr pro gelovou chromatografii Clrg: 10 mM HEPES, 100 mM NacCl,

1 mM NaN;, pH 7,5
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Pufr pro gelovou chromatografii NKR-P1F:15 mM Tris, 100 mM NacCl,

1 mM NaN;, pH 9

Pufr A pro chromatografii na obracené fazi 2,5% acetonitril, 2,5% isopropanol,
0,2% kyselina mravem ve vod

Pufr B pro chromatografii na obracené fazi 5% voda, 10% isopropanol,

0,2% kyselina mraveinv acetonitrilu

Roztok akrylamidu: 30% akrylamid, 1% N,N’-methylen-bis-akrylamid

Roztok pro p ipravu 1% agarosového gelu0,5 g agarosy, 50 ml TAE pufru,

0,5 g/ml ethidiumbromidu

Roztok pro p ipravu 15% d liciho polyakrylamidového gelu:

2,3 ml destilované vody, 5 ml 30% roztoku akrylamid,5 ml 1,5 M Tris-HCI pufru
o pH 8,8, 0,1 ml 10% SDS, 0,1 ml 10% peroxodisiramonného, 0,004 ml TEMEDu
Roztok pro p ipravu 5% zaost ovaciho polyakrylamidového gelu:

1,4 ml destilované vody, 0,33 ml 30% roztoku pohyémidu, 2,5 ml 1,5 M Tris-HCI
pufru o pH 6,8, 0,02 ml 10% SDS, 0,02 ml 10% pethgivanu amonného,

0,004 ml TEMEDu

(uvedena mno stvi jsou proipravu dvou gel na SDS-PAGE)

Sacharosovy TES pufr:25% sacharosa, 50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA,

1 mM NaN;, pH 7,4

Solubiliza ni pufr pro inkluzni t liska: 6 M guanidin-HCI, 200 mM Tris-HCI, pH 8,0
Stop roztok: 50 mM EDTA, 50% glycerol, 0,05% bromfenolova mopH 8,0

TAE pufr (Tris-acetatovy pufr s EDTA): 40 mM Tris, 20 mM kyselina octova,

1 mM EDTA, pH 8,0

TES pufr : 50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 1 mM 2-merkaptoetharnibimM NaMN,
pH 7,4

TES pufr s Tritonem: 0,1% Triton X-100, 50 mM Tris-HCI, 100 mM NacCl,

1 mM 2-merkaptoethanol, 1 mM NgNpH 7,4

Vzorkovy pufr pro SDS elektroforézu — neredukujici:50 mM Tris-HCI,

12% glycerol, 4% SDS, 0,1% bromfenolovd mqeH 6,8

Vzorkovy pufr pro SDS elektroforézu - redukujici: 50 mM Tris-HCI,

12% glycerol, 4% SDS, 0,1% bromfenolovd mdt$o 2-merkaptoethangH 6,8
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4. METODY

Postup prace probihal dle metod zavedenych v léboraa metod popsanych

v laboratornim manualu [172].
4.1P iprava mutovaného konstruktu pro protein Clirg

4.1.1Mutace a amplifikace konstruktu

Mutace cysteinu v pozici 148 na serin byla vybragiéky chemické podobnosti
aminokyselin a také diky porovnani sekvence s mistatproteiny z rodiny Clr. Bylo zapabi
triplet kodujici cystein TGC zmmit na triplet TCC, ktery koduje serin, zana tedy
vy adovala pouze bodovou mutaci. Zma lichého cysteinu byla provedena za pou iti kitu
QuikChange 1l Site-Directed Mutagenesc'}xj firmy Stratagene. Metoda QuikChange,

schématicky znazorna na obr. .
vyu ivd velmi pesnou polymerasu

%

PfuUltra High Fidelity pro prodlou eni I. PCR amplifikace mutovaného
‘ konstruktu za poufitl Pluliitra a
primer , které nesou po adovanou navrzenych muta&nich primerd
mutaci a endonukleaddpnl pro St peni
nemutovanédammethylované) DNA.
Mutace byla provedena dle navodu & *
pro tento kit. Sloeni reaki smsi o=
) f: '1 Il Dpn | &8peni plvodni DNA
mutani PCR reakce je uvedeno Vv \“',,~ _,',l
Yoo
tab. .1. Termalni profil polymerani ‘ e
reakce je uveden tab. .2 (ob str.46).
Templatem pouitym pro reakci byla © Ill. Transformace kompetentnich
bakterii mutovanym konstruktem
plasmidova DNA - insert kodujici SRR

protein Clrg zaklonovany ve vektoru ) . )
Obr. 11: Schéma metody QuikChange pro cilenou

PET-30a(+). Tento plasmid bylipraven mutagenezi. Revzato a upraveno dle [173].

v ramci mé bakal&keé prace [174].

45



Tabulka .1: Slo eni reakni sm si pro PCR amplifikaci

templatova 10X£Ufr dNTP mFOR | mREV | PfuUltra

slo ka DNA DNpApoI mix primer | primer | DNApol. | ddH,O
(50 ng) PfuUltra (125 ng)| (125 ng)| (2,5 U/ 1)

objem (1) 2,5 5 1 10 10 1 do 50

MFOR primer — mutani forward primer (MCLRGfw)
MREV primer — mutani reverse primer (MCLRGrev)

Tabulka .2: Termalni profil mutani PCR reakce; teplota krytuif?CR amplifikaci 105 °C.

krok teplota as (min.) opgﬁo?/;ni
1. denaturace 95 °C 0:30 1
2. denaturace 95 °C 0:30 12
3. n_asedanl 70 °C 1:00 12
primer
4. polymerace 68 °C 6:00 12
' ' zp t na krok 2.

Sekvence pou itych primerjsou uvedeny ni e. Mutovana baze je ozraa podtr enim.

muta ni forward primer pro Clrg (MCLRGfw)

5'— ATTCAAGGGGGATTTTGATTCTGGATTGGCCTGCACAGAG — 3' (*537T9)
muta ni reverse primer pro Clrg (MCLRGrev)

5'— CTCTGTGCAGGCCAATCCAGBATCAAAATCCCCCTTGAAT — 3' (*537U0)

Po ukoneni amplifikani reakce byla reaki sm s chlazena rkolik minut na ledu, tak aby
teplota smsi klesla ke 37 °C. Poté byl ke ssnpidan 1 | endonukleasypn | (10 U/ ), a
vzorek byl inkubovan 1 hod. ig@37 °C.

4.1.2Transformace kompetentnich bakterii E. coli kmen@WaBlue

Po restriknim Stpeni pomoci Dpnl byly 4 | vysledné smsi transformovany
kompetentni buky E. coli kmene NovaBlue (200l). P ijeti plasmid bu kami bylo
realizovano tepelnym Sokem, ktery byl uskaten tak, e sms kompetentnich buk a

plasmidu stala 30 minut na ledu, poté byla umitia minutu do termomixéru o tepld2 °C
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a zase vracena na led. Nasledmylo ke smsi pidano 400 | LB média a sms byla
inkubovana 30 minut v termalnim boxui peplot 37 °C. Poté nasledovala centrifugace a
resuspendace ve 100 supernatantu. Sm byla nanesena na LB agarové plotny
s kanamycinem (5g/ml), a tetracyklinem (50g/ml). Misky byly na noc umishy do

inkubatoru pi teplot 37 °C.

4.1.3Minipreparativni p iprava plasmidové DNA

Vybrané kolonie byly zakovany do 1 ml Kan Tet LB média. Bky byly kultivovany
p es noc, pro vytvani stacionarni kultury, ktera byla zpracovana ihetoMiniprep. Pro
p ipravu DNA byl pouit JETQUICK Plasmid Miniprep Spin Kifirmy Genomeda
postupovano bylo dle protokolu k tomuto kitu. Vydgé& byl zkontrolovan restriki analyzou,
slo eni reakni smsi je popsano vab. .3. Sm s byla inkubovana 1 hod.iB7 °C. Poté byly
ke vzorkm pidany 2 | stop roztoku a provedena analyza na 1% agarosogélm
s TAE pufrem a ethidium bromidem jako vizualimém inidlem. Fotografie gelu byla

po izena na dokumentaim systému pro foceni gebd firmy Syngene

Tabulka .3: Slo eni smsi pro restrikni analyzu plasmidové DNA ipravené Miniprepem.

miniprepova .
slo ka DNA pufr NEB2 Nde | Hind 1l
objem (1) 9 1 0,4 0,4

4.1.4P iprava plasmidové DNA metodou Maxiprep

Kultury, které byly vybrany dle restriki analyzy byly déle pouity pro fpravu
plasmidové DNA ve wSim mno stvi. Buky byly p es noc kultivovany v 250 ml Kan Tet
LB média. Kultury byly zpracovany pomoci kilETSTAR 2.0 Plasmid Maxiprep Kitmy
Genomedlle uvedeného navodu. Z finalniho vzorku byppaven 400x 2d ny vodny roztok
ve kteréem byla zmena absorbance ip260 a 280 nm pro stanovenistoty a koncentrace
plasmidové DNA. Idealni pom mezi absorbancemi ip260 nm a 280 nm je 1,8.iRbom ru
vyrazn mensim ne 1,8 je ziskana plasmidova DNA Zgiena proteiny, @ pom ru vyrazn
v tSim je problémem hlavnkontaminujici RNA. Koncentrace bylailplin ur ena pomoci
empirického vztahu, e jednotkové absorband P60 nm odpovida koncentrace 5§'ml

DNA. Ziskana DNA byla uschovana pro dalsi pou itinvazaku p -20 °C.
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Vysledek Maxiprepu byl mkontrolovan restrikni analyzou. Speni probihalo dle
stejného postupu, jako vipad kontrolni restrikce u Miniprepu. Pro kontrolu bypmu ito

St peni dvmi dvojicemi endonukleas. Slo eni obou sshje uvedeno tab. .4.

Tabulka .4: Slo eni smsi pro restrikni analyzu plasmidové DNA ipravené Maxiprepem.

sloka maxg’l[;po"a ddH,O | pufr NEB2 |Ndel/Xbal| Hind Il BSA
objem ( I) 2 7 1 0,4 0,4 0,3

BSA byl pidan pouze k dvojici s endonukleassba | a Hind 111
4.1.5DNA sekvenace

Pro potvrzeni mutace a oeni sekvence insertu v expresnim pET vektoru bygaguiena
DNA sekvenace. Miska s bakteriemi transformovangmiovanym plasmidem byla gdana
do DNA sekvenani laboratoe MBU AV R v.v.i. Dr. Jiirgenu Felsbergovi, ktery zajistil
p ipravu plasmidové DNA s pouitim purifikaiho kitu od firmy Genomed a dale
DNA sekvenovani insertv obou smrech pomoci specifickych primer které nasedaji na
mista obsa ena ve vektoru. Sekvenace byla provedaregerovou dideoxynukleotidovou
metodou na automatickém DNA sekvenatoru ficdpplied Biosystem&BI Prism 3100.

4.2 Rekombinantni exprese mutovaného proteinu Clrg

Exprese obou proteinbyla provadna v bakteriich s pou itim vektoru pET-30a(+). Tent
vektor vyuiva T7 promotor a bakteriofagovou T7 RNpolymerasu, jeji sekvence je
p itomna v genomu kompetentnich bakterii pod kontrolac promotoru. Pro indukci se

pou iva analog laktosy isopropyHD-thiogalaktopyranosid (IPTG).
4.2.1Transformace kompetentnich bakterii E. coli kmeB&21-Gold

Transformace byla provedena tepelnym Sokem, popsamkapitole 4.1.2. Proto e
bakterie kmene BL21-Gold maji stejjako bu ky NovaBlue tetracyklinovou resistenci, byla

pou ita i stejna antibiotika.
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4.2.2Vyb r vhodnych produknich klon

Bakterialni kultury z gpravenych Petriho misek byly zdmvany do zkumavek s 1 mi
LB média obsahujiciho antibiotika kanamycin @gIml) a tetracyklin (50 g/ml). Takto byly
p ipraveny ty i kultury bakterii s mutovanym plasmidem. By byly kultivovany do
stacionarni faze p37 °C a 220 ot./min. @s noc na epace. V dy 20 pl stacionarni kultury
bylo zaokovano do 1 ml erstvého LB média s antibiotiky. Z ka dé staciori&aualtury byly
takto vytvoeny dv nové. Buky byly poté kultivovany na épace pi 37 °C. V prb hur stu
byla na spektrofotometru Beckman DU-70 ena optickéa densitaigg50 nm (ORsg). Zhruba
po tech hodinach bikky dosahly ORsqe~1, a nachazely se tedy zhruba v exponencialni fazi
r stu, ktera je nejvhodisi pro indukci. V dy jen do jedné zkumavky z dgm@ ate ni kultury
bylo pidano IPTG do celkové koncentrace 1 mM (,+ pokwsto druhé IPTG mano nebylo
(,- pokus®). Nasledovala ithodinova inkubace kultur naepace, bhem ni dochazelo k
produkci protein. Po kultivaci byly odebrany vzorky kultur pro ayal SDS elektroforézou
na 15% polyakrylamidovém gelu.

4.2.30ptimalizace produkce

Dle testovaci produkce popsané vySe byly vybrarpdyk ni klony, se kterymi byla
provedena optimalizace produkce. Ze stacionarriuigubylo v dy 20 | zao kovano do 1 ml
erstvého Kan Tet LB média. Bky byly kultivovany na tepace pi teplotach 37 °C a 28 °C
(220 ot./min.) do OBy~1 a poté byly indukovany vzgjemmdliSnou koncentraci IPTG a
sklizeny po rzné dob produkce, které jsou uvedendab. .5. Nasledovala analyza pomoci

SDS elektroforézy.

Tabulka .5: Rozpis podminek pokusu pro zjigt optimalnich podminek produkce Clrg.

koncentrace IPTG
37 °C 3 hod. 0,003mM 0,01mM 0,03mM 0,1 mM 0,3 mMm 0,®m
6 hod. 0,003mM 0,01mM 0,03mM 0,1 mM 0,3 mMm 0,8Im
. 3 hod. 0,003mM 0,01mM 0,03mM 0,1 mM 0,3 mMm 0,®m
28°C 6 hod. 0,003mM 0,01mM 0,03mM 0,1 mM 0,3 mMm 0,®Im
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4.2.4Velkoobjemova produkce

Velka produkce mutovanéeho proteinu Clrg byla prowadve 2 | LB média s kanamycinem
(5 g/ml) a tetracyklinem (50g/ml). Pro zajiStni dostatené aerace byla kultivace provéc
v 500 ml média na jednu 21| Erlenmeyerovu ka Pi produkci byly pou ivany zjistné
optimalni podminky. R zao kovani bylo do 500 ml LB média idano 500 | stacionarni
kultury. Po kultivaci byly bakterie odsid ny na centrifuze Beckman J-6M (3 600 afié za
minutu, 4 °C, 15 minut). Pelety byly resuspendovamy 40 ml TES pufru a sm byla
rozd lena po 20 ml do kyvet. Ty byly odstl ny na centrifuze Avanti J-26 XP s rotorem
JA25.50 (8 000 ot&k za minutu, 4 °C, 15 minut).

4.2.51zolace a purifikace inkluznich tlisek

Pelety byly resuspendovany ve 20 ml 25% sacharbsoVvEES pufru s pdavkem
leupeptinu a pepstatinu do celkové koncentrace 1guRMSF do 1 mM koncentrace. Sn
byla zamraena na -80 °C. Po rozmraeni byl ke kzon pidan MgCh do celkove
koncentrace 10 mM, dale 10 pul RNAsy | (10 mg/miCGaul DNAsy | (100 U/ul). Jednotlivé
vzorky byly umistny na led a postupnsonikovany po dobu 30 sekund celkem Sestkrat.
Nasledn byly centrifugovany na Avanti J-26XP, rotor JA-28.(18 000 otéek za minutu,

4 °C, 16 minut). Supernatant byl uchovan a pelgly besuspendovany pomoci sonikace ve
20 ml TES pufru s 0,1% Tritonem X-100. Vzorky bygsted ny na Avanti J-26XP, rotor
JA-25.50 (18 000 ot&k za minutu, 4 °C, 16 minut). Supernatant byltawhovan. Promyvaci
krok s 0,1% Tritonem X-100 byl opakovan celkeikrét, poté byly pelety rozpusty v 20 ml
TES pufru a opt centrifugovany na Avanti J-26XP, rotor JA-25.3@ Q00 otaek za minutu,

4 °C, 16 minut). Po uschovani supernatantu byletgebpt resuspendovany ve 20 ml TES
pufru. Z této smsi inkluznich tlisek bylo 25 pl uschovano pro SDS-PAGE analyzwytetb
byl po 5ml rozdlen do menSich kyvet a centrifugovan na MPW 373prral1324
(12 000 otéek za minutu, 4 °C, 10 minut). Supernatanty bylstoahny a pelety byly
zamra eny pi -20 °C pro dalSi pouiti. Byla provedena kontrgkdnotlivych promyvacich

krok z uschovanych supernatara vzorku pe iSt nych inkluzi pomoci SDS elektroforézy.
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4.3 Renaturace protein z inkluznich tlisek

Oba proteiny byly produkovany v denaturovaného foriaylo proto nutné provést vitro
renaturaci (tzv. refolding). Pin vitro renaturaci denaturovany protein ziskava svojivnati
konformaci. V renaturanim pufru se nachazi latky, které procesu skladam pomahaji,
tzv. nizkomolekularni chaperonyastou slo kou tchto pufr je napiklad arginin. Pi procesu
poskladaniin vitro hraje roli velmi mnoho charakteristik daného pimtei renaturaniho
pufru, neni tedy v dy jednoduché nalézt optimalanaturani podminky pro dany protein.
Renaturace obou proteinprobihala metodou rychlého ed ni (z angl. rapid dilution
method).

4.3.1Solubilizace inkluznich tlisek

Zamra ena inkluzni tliska s proteiny byla rozmra ena a resuspendovamaggi pipety i
michanim na vortexu v solubilizaim pufru s 6 M guanidin-HCI. Na inkluze zlplitru
LB média bylo pouito 5 ml guanidinového pufru. Dmufru byl pidan DTT do 100 mM
koncentrace. Poté nasledovala inkubace po dobiéjaddiny v termalnim boxu p40 °C,
kterda mla zajistit Uplnou denaturaci protein Po inkubaci byly vzorky odstd ny na
ultracentrifuze Optima LE-80 K s rotorem 70.1 T @00 otaek za minutu, 30 min., 20 °C) a

hned poté byly pou ity pro renaturaci.
4.3.2In vitro renaturace a jeji optimalizace

In vitro renaturace byly provady metodou rychlého ned ni, tzn. supernatant vznikly
ultracentrifugaci byl pkapavan za michani v chladové mistnosti (4 °Chest@turanich pufr
rychlosti zhruba jedna kapka za sekundu. Renatuigufry byly pipraveny alespo hodinu
p edem a byly ulo eny na michky do chladové mistnosti. $n p ed pikapavanim do nich
byly pidany inhibitory proteas — leupeptin a pepstatin kibimcentrace 1M a PMSF do
koncentrace 1 mM. Phledani a optimalizaci renatursich podminek bylo pou ivano v dy
100 ml pislusného renaturaiho pufru a do rho byl pikapavan 1 ml supernatantu
odpovidajici inkluzim daného proteinu ze 100 ml bidia. Po nakapani byly roztoky
michany v chladové mistnosti zhruba jednu hodirlo.e8i pufr vychazelo ze zkuSenosti

pracovnik Laboratoe architektury proteina vlastnosti protein
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Pro mutovany protein Clrg s ekdvanym pl~8,95 byly vyzkouSeny renaturace v miifre
PIPES (pH 6,8) a HEPES (pH 7,5). Dale byl zkoumkn aditiva (benzyldimethylamonium)
propansulfonatu (NDSB 256) na skladani proteinuo Tatka je sulfobetain, ktery vzhledem
ke kratké hydrofobni skupinneni schopen tvi micely. Zabrauje agregaci protein
usnaduje jejich renaturaci a je snadno odstranitelnyydi@u. Slo eni renaturanich pufr pro

protein Clrg je ukazanotab. .6.

Tabulka .6: Renaturani pufry pro optimalizaci renaturace Clrg.

pufr 1 pufr 2 pufr 3 pufr 4
20 mM PIPES pH 6,8 20 mM HEPES pH 7,5
1 ML-Arg 1 ML-Arg
3 mM cystamin 3 mM cystamin
9 mM cysteamin 9 mM cysteamin
1 mM NaN 1 mM NaN;
X 1 M NDSB 256 X 1 M NDSB 256

Nasledn byla optimalizovana koncentrace aditiva NDSB 256renaturanim pufru.
VyzkouSeny byly ty i renaturani HEPES pufry s1 M, 0,3 M, 0,1 M a 0,03 M konceot
sulfobetainu. Pro protein NKR-P1F sekavanym pl~7,79 byly nejive vyzkouSeny
renaturani pufry s Trisem a také vliv sulfobetainu na jebkladani. Slo eni pufr pro
NKR-P1F je ukazano tab. .7 (str.53).

4.3.3Dialyza

Po ukoneni renaturace byly roztoky gneseny do sv a byly dialyzovany za stalého
michani v chladové mistnosti proti igravenym dialyzanim roztok m. Proteiny byly
dialyzovéany proti prvnimu pufru po dobu alespbi hodin, poté byla stva penesena do
druhého pufru s ni Si koncentraci soli a dialyzozgres noc. Slo eni dialyzaich roztok pro
oba proteiny je uvedeno tab. .8 (str.53). Vysledky optimalizace byly porovnavanynmci
chromatografickych metod a SDS elektroforézy.
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Tabulka .7: Renaturani pufry pro optimalizaci renaturace NKR-P1F.

pufr 1 pufr 2
50 mM Tris-HClI pH =9.0
1 ML-Arg
10 mM CaC}

3 mM cystamin

9 mM cysteamin

1 mM NaN

1 M NDSB 256

Tabulka .8: Dialyza ni roztoky pro NKR-P1F a Clrg

objem NKR-P1F Clrg
15 mM Tris-HCI pH 9 10 mM PIPES pH 6,§ 1I0mMPES pH75
21 29 mM NacCl 29 mM NacCl 29 mM NacCl
1 mM NaN 1 mM NaN; 1 mM NaN;
15 mM Tris-HCI pH 9 10 MM HEPES pH 7,5
Il 8l 9 mM NacCl 9 mM NacCl 9 mM NacCl
1 mM NaN 1 mM NaN 1 mM NaN

4.3.4Renaturace protein ve velkém objemu

Renaturacein vitro ve v tSim objemu probihala podle vySe popsanych postup

vybranych renaturaich pufrech. R velkoobjemové renaturaci byly pou ivany inkluze

z 500 ml LB média. Objem pou itych renaturéch pufr byl zvySen na odpovidajicich

500 ml. Objem prvniho dialyzaiho pufru byl zmnen na 8 I.

4.4 Metody slou ici k zakoncentrovani protein

4.4.1Ultrafiltrace

Pro ultrafiltraci byly pou ivany membrany z regeaeané celulosy od firmillipore s

limitem 10 kDa. Membrana byla vlo ena do souprawayuttrafiltraci, ktera byla poté napima

roztokem proteinu. K souprawyla pipojena bomba s dusikem.
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Pod tlakem 0,5 MPa, za laboratorni teploty a mith#m roztok koncentrovan zhruba do
objemu 30 -50 ml. Membrana pro ultrafiltraci byleehovavana v 1 mM roztoku azidu

sodného v chladové mistnosti.
4.4.2Centrifuga ni koncentratory

Pro zakoncentrovani ni Sich objenbyly pou ivany centrifugani koncentratory Amicon
Ultra od firmyMillipore. Vyu ivany byly dva druhy o maximalnim objemu rokti 15 i 4 ml.
Roztok proteinu byl zakoncentrovan naspusny objem, maximalnvsak do 50 | v centrifuze
J-6 M s vykyvnym rotorem (2 500 o&k za minutu, 20 °C). Koncentratory byly uchovavany

v chladové mistnosti s membranou pa@rmu v azidovém pufru.
4.5 Chromatografické metody

Chromatografické metody byly vyu ivany pro izolaaipurifikaci obou exprimovanych
protein . Proteiny byly purifikovany ionexovou a gelovou ramatografii. lonexova
chromatografie di molekuly na zaklad naboje, gelova na zakladjejich velikosti.
Chromatografické separace byly provag na HPLC pistroji BioSys 510, nebo vyjime na
mikroHPLC SMART. Eluce proteinbyla detekovana pomoci neni absorbance ip280 nm.

Frakce byly sbirany manualnKolony byly uchovavany v 20% roztoku ethanolu.
4.5.1lonexova chromatografie

Protein Clrg byl renaturovan v pufru o ni Sim pHe rje jeho oekavané pl, tak e nesl
kladny naboj. R jeho purifikaci byla pou ivana ionexova kolona SP-Sepharosou FF
orozmrech 2 x 7 cm. SP-Sepharosa je zmsna agarosa se sulfopropylovymi zbytky aipat
mezi silné katexy. Naopak NKR-P1F byl skladan wpub vySSim pH ne je pl tohoto
proteinu. V pipad NKR-P1F byla tedy pouivana kolona Q-Sepharosy kkra nese
kvarterni amonioveé skupiny a je silnym anexem. Ragrkolony jsou 2 x 13 cm.

Roztoky protein byly po dialyze zakoncentrovany zhruba na objermB@ poté naneseny
na pislusnou kolonu. Pro eluci proteiz kolony byl pou ivan linearni gradient z 9 mM NaC
(pufr A) do 1 M NaCl (pufr B) v délce 45 minutipr toku 4 ml/min.
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4.5.2Gelova chromatografie

Pro separaci za vyuiti gelové chromatografie bylau ivana kolona Superdex S75
orozmrech 1 x 30 cm. Vzorky proteinbyly nastikovany po zakoncentrovani na objem
zhruba 200 |. Proteiny byly eluovany izokraticky po dobu 60nui pi pr toku 0,4 ml/min.
VSechny pou ivané chromatografické pufry jsou popsa kapitole 3.10. Chromatografie na
systéemu mikroHPLC SMART probihala na kolo8uperdex 75 (0,32 x 30 cm)ipr toku
50 |/min.

4.6 Diskontinuélni SDS elektoroforéza v polyakrylamidéaw gelu

SDS elektroforéza byla pouivana pro osni pitomnosti protein o odpovidajici
velikosti, dale pro kontrolu jejichistoty a homogenity.

D lici i zaostovaci asti gelu s gdavkem SDS byly namichany podle navoduiprpveny
do skel na elektroforézu. Skla byla umist do aparatury na elektroforézu, ktera byla poté
napln na elektrodovym pufrem. Vzorky na elektroforézuybglipraveny ve vzorkovém pufru
(redukujicim, i neredukujicim), pt minut povaeny a centrifugovany. Po naneseni vzork
spolu se standardem molekulovych hmotnosti dargvenych jamek byla aparaturdagmjena
ke zdroji napti a elektroforéza byla spusia. Po jejim dokhnuti byl gel po dobu 15 minut
barven pomoci barviciho roztoku s CBB R-250 a misl@dbarven v odbarvovacim roztoku
pro SDS elektroforézu.

4.7 Stanoveni koncentrace proteinmetodou dle Bradfordové

Pro stanoveni koncentrace proteinovych vzdokla pou ivAna metoda dle Bradfordové.
Tato metoda vyu iva kolorimetrické reakce proteia barvivem Coomassie Brilliant Blue
G-250. Barvivo se vae na bazické aminokyseliny, mavazani na protein se posune jeho
absorpni maximum a barva roztoku se zmh z hndé na modrou. Do jamky na mikrotitrd
desti ce bylo napipetovano v dy 5l roztoku proteinu a 200l inidla na stanoveni dle
Bradfordové. M eni provadna v duplikatech i triplikatech. V jamkach byla zmena
absorbance p595 nm. Koncentrace byla @wna dle kalibrani k ivky sestrojené pomocady

Sesti kalibranich roztok BSA o koncentraci 0 — 0,5 mg/ml.
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4.8 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie byla vyu ita pro kontrduality obou protein, ov eni mutace

proteinu Clrg a pro lokalizaci disulfidovych stk .
4.8.1Stanoveni pesné hmotnosti protein

Pro zjistni molekulové hmotnosti bylo pou ito metodyimého vstupu na hmotnostnim
spektrometru s iontovcyklotronovou rezonanci (FT-ICR, APEX-Qe UltBruker Daltonic$
vybaveném elektrosprejem.

Neredukovany vzorek proteinu byl ipraven rozpushim 10 g proteinu ve 100l
ultra isté HO s 0,2% kyselinou mraven Pro odsoleni vzorku byla vyu ita mikrokolonka
MicroTrap s obracenou fazi. MicroTrap byl promyt025 roztoku 90% AcN s 0,2% TFA a
nasledn ekvilibrovan 250 | H,O s 0,2% kyselinou mraven Poté byl nanesen proteinovy
vzorek a naslednbyla mikrokolonka opt promyta 250 | H,O s 0,2% kyselinou mraven
Protein byl eluovan 501 50% AcN s 0,2% kyselinou mravenAnalogicky probihala fprava
vzorku v redukujicim prosedi. Ke vzorku bylo pdano redukni inidlo TCEP do vysledné
koncentrace 20 mM a tato ss byla inkubovana 10 minut ip75 °C na termobloku.
Po schladnuti byl tento vzorek odsolen na MicroUrdfe vySe popsaného postupu. Odsolené
vzorky byly analyzovany na hmotnostnim spektrometidam end spektra byla
dekonvoluovana metodou SNAP (vyu ivajici algoritmd$HRASH [175]) v programu
DataAnalysis 4.0.

4.8.21dentifikace proteinu a potvrzeni mutace

Pro identifikaci rekombinantn pipraveného proteinu Clrg byla pouita metoda
peptidového mapovani. Prvnim krokem byla SDS-PAGEgmadientovém gelu NuPAGE
4 —12% Bis-Tris. Z odbarveného gelu byly fzyputy prou ky, které odpovidaly vyskytu
proteinu. Kousky gelu byly pomoci skalpelu nakrgjera co nejmensSi kosky, které byly
vlo eny do mikrozkumavek. Kostky gelu byly pevrstveny roztokem, ktery vznikl smisenim
100 | AcN a 100 | 100 mM ethylmorfolinacetatového pufru o pH 8,3ikMbzkumavky se
vzorky byly odbarvovany v sonikai lazni a odbarvovaci roztok byl vynmovan dokud

nedoslo k Uplnému odbarveni gelu.
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Poté byla kapalna faze odebrana a gel byl dehydaatpidavkem 100 | AcN. Po sonikaci a
nasledném odebrani AcN byly ko#ty pevrstveny 20 mM roztokem TCEPu
v ethylmorfolinacetatovém pufru a byly inkubovany @inut pi 72 °C. Poté op nasledovalo
sraeni gelu 1001 AcN. Nasledn byly pevrstveny 20mM jodacetamidem v
ethylmorfolinacetdtovém pufru. Inkubace s alkylem inidlem probihala ve tm pi
laboratorni teplot po dobu 40 minut. Poté byla kapalna faze odstrara ke vzorkm bylo
p idano 100 | AcN. Mikrozkumavky byly sonikovany 5 minut a pob&la opt odstranna
kapalna faze. Poté byloigano 100 | H,O, nasledovala piminutova sonikace a odebrani
H,O. Tato extrakce soli, pufra SDS byla poté jeStednou opakovana. Nasledbylo ke
gel m pidano a hned odebrano 10050% AcN a vzorky byly vysuSeny na rota vakuové
odparce. VysuSené gely byly rehydratovany #®0 mM ethylmorfolinacetatového pufru
s 10% AcN a 40 ng proteasy trypsinu.

St peni trypsinem probihalo @s noc @ 37 °C. Po proteasovém geni byla kapalnéa faze
p enesena do nové mikrozkumavky a gel byl podrobetnalesi peptid. Kosti ky byly
p evrstveny 50% AcN s 0,1% TFA. Nasledovala desetimové sonikace, odebrani roztoku a
jeho peneseni do nové mikrozkumavky. Toto bylo jeslvakrat opakovano s roztokem
0,1% TFA a znovu s 50% AcN s 0,1% TFA.igusné frakce byly spojeny a vysuSeny na
rota ni vakuové odparce. Nasledovalo rozpastve 150 | H,O s 0,2% kyselinou mravena
odsoleni vzorku na mikrokolonce MicroTrap postupewedenym v kapitole 4.8.1. Vzorky
byly analyzovany na hmotnostnim spektrometru depovym analyzatorem a ionizam
zdrojem MALDI (MALDI-TOF/TOF, Ultraflex Ill, Bruker Daltonic$. P iprava vzorku pro
analyzu spovala v naneseni roztoku na MALDI té a jeho pevrstveni matrici, kterou byla
kyselina -kyano-4-hydroxy skacova (zde pou ita ve form nasyceného methanolického
roztoku). Nam ena MALDI MS a MS/MS spektra byla analyzovana paogy FlexAnalysis a
BioTools.

4.8.3Studium zapojeni disulfidovych nstk

P iprava vzork pro analyzu disulfidovych nstk probihala a na vyjimky tém shodnym
postupem jako v gdesSlé kapitole. Proto e @lem tohoto pokusu bylo zjistit zapojeni
S-S m stk , byla vynechana redukcanidlem TCEP a alkylace jodacetamidem. Jeliko geot
metoda zalo ena na identifikaci peptidvzniklych Stpenim specifickymi proteasami a
p iprava vzorku tak probiha za mirbazického pH, pro zabrami rozpojeni disulfidovych
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m stk a jejich pipadnému zpgnému nahodnému zapojeni byl ve vSech pou itychoazh
p itomen 150 M cystamin, ktery psobi jako oxidani inidlo [176].

Vzorky byly nejprve zkontrolovany pomoci MALDI-TOMS a poté analyzovany pomoci
LC-MS, za wvyuiti chromatografie na obracené fazia rkolon MAGIC C18-AQ
(rozm ry 0,2 x 150 mm) na HPLC systému Agilent 1200, esé ionizaci ESI a analyzou na
hmotnostnim spektrometru s iontosyklotronovou rezonanci. Data byla vyhodnocenagam

programu DataAnalysis 4.0 firmBruker Daltonicsa programu Links [177].
4.9 Analyticka ultracentrifuga

Analyticka ultracentrifuga (AUC) se v dnesSni datava znovuobjevenym nastrojem studia
protein. Analyza sedimentace makromolekul pomoci AUC umge urit jejich
hydrodynamické a termodynamické vlastnosti v roatdBedimentace je pozorovana pomoci
laseroveé absorbani a interferenni optiky.

Pro studium vlastnosti proteinu Clrg pomoci AUC ybylyu ita metoda sedimentai
rychlosti a to pro stanoveni oligomerniho stavutgira a ureni sedimentaniho koeficientu.
Na roztok v sektorové cele gobi velké odsedivé zrychleni, jeho psobenim molekuly
sedimentuji. To zpsobi vznik koncentraiho rozhrani, které se pohybuje ke dnu cely.
Vystupem pi m eni sedimentani rychlosti jsou koncentrai profily vzorku, které jsou
Zaznamenané v pevnémmsovém intervalu.

DalSi z metod AUC je metoda sedimemiiarovnovahy. H této technice na roztok vzorku
p sobi menSi odstdiva rychlost. Molekuly sedimentuji ke dnu kyvetyejich koncentrace u
dna se zvysSuje, tim padem na maina p sobit difuse. Po jisté dobse tyto protikladn
p sobici sily vyrovnaji a distribuce koncentrace tgtmé latky je nemnna a exponencialn
se zvySuje sntem ke dnu kyvety. Tato metoda se vyu iva pribipné stanoveni molekulové
hmotnosti a studium interakci mezi molekulami [1[A3]9].

M eni sedimentani rychlosti bylo provedeno Mgr. Orglem Vakem, Ph.D. na
analytické ultracentrifuze ProteomelLab XL-1 s retarAn50Ti. K m eni bylo pou ito 400 |
roztoku proteinu Clrg o koncentraci 0,3 mg/ml v HESPpufru o pH 7. Analyza sedimenta
rychlosti byla provedena p48 000 otakach za minutu, p20 °C. Absorbance byla mena pi
280 nm, celkem bylo nanmeno 100 skenpo p ti minutach. Vstupni data jako je najpustota
rozpousStdla byly ureny v programu Sednterp. Narana data byla analyzovana pomoci

programu Sedfit.
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4.10Proteinova krystalizace

Pro mo nost studia 3D struktury proteinu pomocirakice rentgenovych paprske
zapotebi ziskat krystaly daného proteinu. Proteinovastaiizace je procesem hledani
podminek, které vedou kstu krystal a jejich nasledna optimalizace. Idealnim vystupem
tohoto hledani je zisk dostate velkych a difraktujicich monokrystalkteré jsou vhodné pro
rentgenostrukturni analyzu. Nalezeni optimalnicystalizanich podminek je postaveno na
empiricky ziskanych zkuSenostech a gsto velmi slo ité, nebo se to bec nezda, proto e
vznik krystal je ovliv en mnoha fyzik&lnimi i chemickymi faktory. Klasickénetody
krystalizace jsou zalo eny pdevSim na vyuiti precipitanich inidel jako je nagklad
siran amonnyi polyethylenglykol.

Po zisku dostatmého mno stvi mutovaného Clrg byl proteinedan na krystalizaci do
laboratoe Strukturni analyzy biomakromolekul na Ustavu makolekularni chemie
AV R, v.v.i. Krystalizani podminky byly testovany za pouiti metody sedicpky
(sitting drop vapour diffusion), pomoci krystalinéch kit Crystal screen a Crystal screen 2
od firmy Hampton ResearchPro optimalizaci krystalizace byly vyu ivany ildametody jako
je metoda visici kapky (hanging drop vapour difmgj nebo okovani krystal (seeding).
Testovani  krystalizanich podminek a jejich  optimalizace byla provedena
RNDr. Terezou Skalovou, Ph.D.
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5. VYSLEDKY

5.1Uvod k vysledkm

Kompletni aminokyselinové sekvence obou exprimoeanyrotein se zvyraznnou
produkovanou asti jsou vyznaeny naobr. .12 Vypo itana prm rnd molekulova hmotnost
pro protein NKR-P1F je 15 293,68, monoisotopicka 288,76 a pedpokladana hodnota
pl je 7,8. Clrg ma pm rnou molekulovou hmotnost 14 275,03, monoisotopick@tnost je
14 265,75 a pl by se o pohybovat kolem 8,95. Parametry byly ziskany poiprogramu
ProtParam [180] a GPMAW 8.0 agghthouse Data

NKR-P1F

AGL
ILLLLSLIGLSVLV RFLVQKPPIEKCSVAAQENRTELTGRSAICER
YWHPHWNKFVSQISRPWAEGROSMEDAILLLIENKEELRFVQNL
IKGKEQLFFIGLKYVQKEKIWKWIDGSILNPNLLRITGKDKENS
SHTEVEFSDESSDNHWCOKTLIHV

Clrg

LYCCYGVIMVLTVAVIALSVASTKKTEQUINKTYAA CSKNW
TGVGNRKFYFSGYPRNWTFAQBHAAQEAQLARFDNEEELIFLKRFKG
DFDSWIGLHRESSEHPWKWTNNTEYNNMNPILGVGRYAYLSSDRISSS
RSYINRMWCSKLNNYNLHCQTPPV

Obr. 12: Aminokyselinové sekvence proteMKR-P1F a Clrg. ern je znazornna extracelularni
doména s fialovvyznaenou doménou C-lektinového typerven transmembranova a ste zelenou
barvou cytoplasmaticka doménaast, vyznaena potr enim byla produkovana (NKR-P1F — 131 amk,
Clrg — 121 amk). Tmavmodrou jsou zvyrazny cysteiny, které by ty tvo it konzervované disulfidové
m stky. V sekvenci pro NKR-P1F je dale vyamtmav zelenou barvou arginin v transmembranoveé
asti, pes ktery se ma vazat adaptorovy protein alsvmode CxCP motiv, ktery je zodpany za
asociaci s tyrosinovou kinasou p%6U proteinu Clrg je v lektinové doménerven oznaen serin,

kterym byl nahrazen mutovany lichy cystein.
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5.2P iprava mutovaneho konstruktu pro protein Clrg

Ma bakalaska prace byla ukoena velkoobjemovou produkci proteihNKR-P1F a Clrg,
izolaci inkluznich tlisek obsahujici tyto proteiny a oenim spravnosti jejich
aminokyselinovych sekvenci. Protein Clrg se v titon nedailo Usp Sn renaturovat, a
proto bylo pistoupeno k mutaci lichého cysteinu v sekvenci toloteinu.

Lichy cystein v konstruktu pro protein Clrg byl ztowan na serin za vyu iti metody
QuikChange. Snsi, ktera vySla z mutai reakce byly transformovany kompetentni
NovaBlue metodou tepelného Soku. Bakterie byBsmoc kultivovany na agarovych plotnach
s antibiotiky kanamycinem a tetracyklinem. Vybr&wméonie byly zaokovany do 1 ml média
s antibiotiky a byly wvytveeny stacionarni kultury.
Zt ch byla plasmidova DNA ppravena pomoci kitu
JETQUICK Plasmid Miniprep Spin KiZiskané vzorky
plasmidové DNA byly podrobeny restrikimu Stpeni
endonukleasamNde | a Hind Ill a vysledek restrikce
byl zkontrolovan agarosovou elektoforézou. Vybrané
kolonie byly pou ity pro pipravu mutovaného plasmidu
ve v tSim mno stvi. Byla pipravena stacionarni kultura
0 objemu 250 ml, ktera byla zpracovana pomoci kitTOOO
JETSTAR 2.0 Plasmid Maxiprep Kit

Vysledek maxiprepu byl zkontrolovan restmk

analyzou za vyuiti Stpeni enzymyNde I+ Hind IlI 500

-
L
-
—
=
-—
—

aXba l+Hind Ill. Gel z agarosové elektroforézy je
ukazan naobr. . 13 P vodni konstrukt byl vio en do
vektoru pET-30a(+) pomoci enzyniNde | a Hind 111,

tak e insert vyStpeny t mito endonukleasami odpovida
délce samotného insertu tj. 395 bp. Na obrazku této

restrikci odpovida draha.3., kde je vidt, e délka Obr. 13: Restrikni analyza

insertu je spravna. Sienim pomoci dvojiceXxbal a plasmidové DNA ziskané maxiprepem.

Hind Ill vznikne insert prodlou eny o 40 parbazi

pochazejicich z vektoru. Tito endonukleasami byl dréhal—100 bp DNA marker
drdha 2 — ClrgxXba | + Hind Il

St pen novy mutovany konstrukt a pro kontrolu idraha 3 — ClrgNde I+ Hind llI
draha 4 — kontrolni nemutovany plasmid

konstrukt p vodni (drdha 2 respektive 4). PET — Clrg,Xba | + Hind Il
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Toto porovnéni déle potvrzuje, e délkaigraveného insertu odpovida ekavanému
produktu. Pi spektrofotometrické analyze byl ponmabsorbanci vzorku p260 a 280 nm 1,98,
tak e kvalita preparatu byla vyhodnocena jako dasgiai.

Provedena mutace bylagkontrolovdna pomoci DNA sekvenace. Mutovany ingsit
osekvenovan v obou smech Sangerovou dideoxynukleotidovou metodou v Dé¢Rvenani
laboratoi MBU. Sekvence byly dodany ve fornchromatogram, které byly analyzovany
v programu Chromas verze 1.45 (Griffith Universitgouthport, Queensland, Australie).
V sekvenci se nachazel spravny mutovany triplet T&&ujici serin. ast sekvence

S vyznaenou mutaci je ukazana vilpze .1.
5.3Rekombinantni exprese mutovaného proteinu Clirg

5.3.1 Transformace burk a vyb r vhodnych produknich klon

Transformace produkich bakteriiE. coli kmene BL21-Gold byla provedena tepelnym
Sokem. Byly pipraveny v dy dv identické kultury, z nich vdy jedna byla po dosai
exponencionalni faze stu indukovana IPTG. Po produkci byly bakterie zitiy a vysledek
byl analyzovan pomoci SDS-PAGE. Vysledny gel jeoba. .14. U klon 1, 2 a 3 je vidt
vyrazna zmna proteinového profilu indukovanych (drahy plus) reindukovanych

(drdhy minus) bakterii. Klon 4 protein neprodukoval

M .

Obr. 14: Vysledek ,+/— pokusu“. Bakterie indukoval®l G jsou v drahach oznanych plus,
neindukované v minus drahach. Draha oama M obsahuje standardy molekulovych

hmotnosti.
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Z obrazku je zjmé, e u indukovanych bakterii gva uje produkce exprimovaného
proteinu Clrg, jemu odpovidaji zény o molekulovémabtnosti okolo 14 kDa. Jako
nejvhodnjsi producenti byly vybrany klony 1 a 2 a s bylo dale pracovano.

5.3.20ptimalizace produkce

Pro zisk co nejuSiho vyt ku co nejistSiho proteinu byla provedena optimalizace
produkce. Ze stacionarni kultury vybraného proditho klonu 1 byly nasazeny kultury na
optimalizaci produknich podminek. Kultury byly po dosaeni exponentiafaze rstu
indukovany rznou koncentraci IPTG a dale inkubovany ponou dobu dle rozpisutab. .5
(str.49). Po sklizeni vSech kultur byla provedenalyza pomoci SDS-PAGE. Jeden z gel
ukazan nabr. .15

14
kDa

Obr. 15: Uké&zka optimalizace mutovaného proteintg@a teploty 37 °C. Drdha oznena M
obsahuje standardy molekulovych hmotnosti.

drdha 2 — 0,003 mM IPTG dréha5-0,1 mM IPTG
drdha 3 - 0,01 mM IPTG drdha 6 — 0,3 mM IPTG
drdha .- 0,02 mM IPTG draha -0,SmM IPTG

Na obrazku je vid, e protein Clrg je ve MSim mno stvi bakteriemi produkovan u od
0,03 mM koncentrace IPTG (draha 4). Mno stvi prooé&ného proteinu se po dalSim zvySeni
koncentrace ji piliS nemni, stejn jako mno stvi kontaminujicich proteinod koncentrace
0,1 mM IPTG (draha 5). Proto byly vybrany pro datgodukci proteinu Clrg podminky
ukdzané v draze 5 —tj. 37 °C, 0,1 M IPTG a prodytm dobu i hodin.
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5.3.3Velkoobjemova produkce proteinu a izolace inkluzhit lisek

Pro ziskani dostateého mno stvi mutovaného proteinu Cirg byla prové
velkoobjemova produkce t8inou ve 21 Kan Tet LB média. Produkce probihdla vyse
popsanych optimalizovanych podminek. Rech hodinach byly bakterie sklizeny. Po rozbiti
bakterialnich bun nych stn byly odstranny vSechny solubilni bunné komponenty a byla
izolovana inkluzni tliska. Ta byla poté purifikovana promyvanim pomdd&S pufru
s 0,1% detergentem Tritonem-X100. Po zpracovanj pyxbteiny ve form inkluzi rozd leny
na alikvoty a zamraeny pro dalSi pouiti. Kontrofg@dnotlivych promyvacich krok a
potvrzeni proteinu v inkluzich bylo provedeno pomo&DS elektroforézy na
15% polyakrylamidovém gelu. Vysledny gel je ukar@obr. .16. P e iSt na inkluzni tliska
obsahovala velké mno stvi proteinu Clrg, jak je \idr draze 7 u molekulové hmotnosti
14 kDa. Proteinové profily jednotlivych promyvaciktok jsou ukazany v drahach 2 a 6 a je

z nich zetelné, e protein Clrg se ip iS5t ni inkluznich tlisek neztraci.

Obr. 16: Obrazek gelu z SDS

elektroforézy pro kontrolu izolace a

on
(@)]

! WIS

1}
l N

1

i -

purifikace inkluzi po velkoobjemové

produkci proteinu Clrg.

\
|

W0

drdha 1 a 8 — standard
molekulovych hmotnosti

draha 2 — promyvaci krok se
sacharosovym TES pufrem

drdha 3 a 5 — jednotliva promyti
TES pufrem s 0,1%
Tritonem-X100

drdha 6 — promyti TES pufrem

drdha 7 — inkluze s proteinem Clrg

]
Al
W -

P
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5.4Renaturace protein z inkluznich tlisek

Inkluzni tliska byla pi teplot 40 °C solubilizovdna v 6 M guanidinovém pufru
s pidavkem DTT. Nasledovala ultracentrifugace a roapusupernantant byl ihned pou it pro
in vitro refolding. Renaturace byla provéh metodou tzv. rychlého re ni pomalym
kapanim do refoldingovych pufr Pro sni eni koncentrace soli a jinychirp si z roztoku

renaturovaného proteinu poté nasledovala dialyzadilyzovany roztok renaturovaného
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proteinu byl zakoncentrovan pomoci ultrafiltrace @entrifuganich koncentréator
Renaturované proteiny byly purifikovany pomoci konalte ionexové a gelové

chromatografie.

5.4.10ptimalizace renaturace mutovaného proteinu Clrg

Pi hledani renaturaich podminek mutovaného proteinu Clrg byly vyzleugpufry
PIPES (pH6,8) a HEPES (pH7,5). Dale byl =z#n vliv pidavku aditiva
(benzyldimethylamonium)propansulfonatu (NDSB 25B3koncentrovany vzorek po dialyze
byl nanesen na kolonu SP-Sepharosy FF. Proteirelogivan linearnim gradientem NaCl a

detekovan absorban pi 280 nm.

0,1 = Pipes
0,09 - e Pipes+NDSB 256
Hepes
0,08 e Hepes+NDSB 256
0,07 A
0,06 -
<
0,05 -
0,04 -
0,03
0,02 -
0 T I T T T T — T T -1 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

t (min)

Obr. 17: Optimalizace in vitro renaturace mutovaadiroteinu Clrg — ionexova chromatografie.

Na obr. .17 je vid t porovnani chromatogramz ionexové chromatografie proteinu Clrg
renaturovaného v gnych refoldingovych pufrech (vi@b. .6, str.52). Z vysledk ionexové
chromatografie jasn vyplyvd, e HEPES pufr je pro renaturaci vyho@i a pidavek
sulfobetainu NDSB 256 zvySuje vyek poskladaného proteinu. Pro dalSi pouiti bytlye
vybran HEPES pufr o pH 7,5 sigavkem sulfobetainu. Koncentrace tohoto aditivia lwale
optimalizovana. Vysledky optimalizace koncentragiobetainu v renaturaim HEPES pufru
jsou vtomto pipad ilustrovany pomoci chromatogramz gelové chromatografie na
Superdexu S75. Nabr. .18 (str.66) m eme vid t, e p i stoupajici koncentraci aditiva stoupa

i vyt ek renaturovaného proteinu Clrg.
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Rozdil ve vytku mezi 1M a 0,3M koncentraci NDSB 256 je vSak minimalni

(viz obr. .19). Pro dalSi pou iti byla vybrana 0,3 M koncentracdfobetainu.
| —1wm

1 =——0,3M
_ 0,1 M
—0,03 M

| )

t (min)

Obr. 18: Optimalizace koncentra¢penzyldimethylamonium)propansulfonata in vitro

renaturaci mutovaného proteinu Clrg — gelova chroogaafie .

Vyt ky optimalizace byly stanoveny metodou dle Bradiavé. Pi renaturaci ve \uSim
objemu se vytky pohybovaly okolo 1 mg z inkluzi odpovidajicirD® ml LB média. Na
chromatogramech z ionexové i gelové chromatogrpdievid t, e protein se chova jako

homogenni sns. Dle eluniho asu pi gelové chromatografii se protein jevi jako monome
0,6 -
0,5 -
0,4 -

0,3 A

wt ek (mg)

0,2

0,1+

0 T T T T T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0.4 0,5 0,6 0,7 0,8 0.9 1

¢ (mol/dm 3)

Obr. 19: Graf znézorjici zavislost vytku mutovaného proteinu Clrg na koncentraci

(benzyldimethylamonium)propansulfonatu v renatoien HEPES pufru.
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5.4.20v eni p itomnosti a homogenity proteinu Clrg

Homogenita a istota pipraveného prepardtu byla oena SDS elektroforézou
za redukujicich a neredukujicich podminek. dtat. .20 je ukazan vysledek SDS-PAGE se
vzorky z frakci po gelové chromatografii v HEPE&awiranim pufru s 0,3 M sulfobetainem.
Vidime, e proteinovy preparat odpovidaeixavané molekulové hmotnosti okolo 14 kDa a po
gelové chromatografii je ji velmiisty. Na elektroforeogramu je pozorovatelny lehlosyn
elektroforetické mobility za neredukujicich podnkipektery je dan wSi kompaktnosti
molekuly, ktera ma zapojené disulfidovée stky. Elektroforéza také potvrdilagrpoklad, e

protein se v roztoku nevyskytuje ve forkovalentniho dimeru.

redukujici neredukujici  Obr. 20: Gel z SDS elektroforézy
M 2 3 Al po gelové chromatografii proteinu
Clrg.
66 .
44 e . .
drdha 1 — standard molekulovych
29 hmotnosti
draha 2 — frakce 1 v redukujicim
24 - prostedi
draha 3 — frakce 2 v redukujicim
prostedi
14 S i — draha 4 —frakce 1 v neredukujicim
prostedi
kDa draha 5 — frakce 2 v neredukujicim
prostedi

5.4.30ptimalizace renaturace proteinu NKR-P1F

V p ipad proteinu NKR-P1F byl vyzkouSen refolding v renatmich pufrech s Trisem o
pH 9 s pidavkem sulfobetainu i bez jn(viz tab. .7, str.53). Zakoncentrované vzorky po
dialyze byly nanaSeny na kolonu Q-Sepharosy FRePrdyl eluovan linearnim gradientem
NaCl a detekovan fotometrickym detektoren280 nm.

Renaturace proteinu NKR-P1Fimasela mnohem i problémy ne u proteinu Clrg, jak
je vid t ji z obr. .21 (str.68). lonexova chromatografie lm asto prb h znazornny na
chromatogramu pojmenovaném Tris | (zelen&Hla). Jimané frakce byly analyzovany na
SDS-PAGE, kde bylo zjiSho, e slo eni jednotlivych frakci je tém toto né. Frakce byly
poté spojeny a po pvedeni z pufru s vysokou koncentraci solitzjp pufru A byly naneseny

na kolonu Q-Sepharosy FF pro tpvnou purifikaci ionexovou chromatografii.
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Obr. 21: Optimalizace renaturace NKR-P1F - porovhéhromatogram z ionexové chromatografie

p i r znych podminkéch. F1, F2 a F3 ozag rozd leni frakci z chromatografie Tris II.

Vysledek této druhé chromatografie je také ukazénobr. .21 pod nazvem Tris Il.
Chromatogram oznany Tris + NDSB 256 je z ionexové chromatografie pmaturaci
NKR-P1F s pidavkem sulfobetainu. Frakce ozeaé F1, F2 a F3 z chromatografie Tris II.

byly analyzovany pomoci SDS-PAGE jeji vysledek y&azan naobr. .22 Z vysledk

chromatografii i SDS elektroforézy

vyplyvd, e sms vznikla po renaturaci M = # b
proteinu NKR-P1F je velmi sloita a 66 w— g 3
nehomogenni. Prvni eloi vrchol na 441 powg S
ionexové chromatografii (okolo 20 minuty) - o
vypadal jako nejvhodiSi adept na vyskyt 29 - ewih i
spravn sbaleného monomerniho proteinu. 24 T -
Jak je vSak vid na gelu z SDS-PAGE, ani

tato frakce (F1) neni piS ista, ale je zde i

nejv t3i mno stvi proteinu, ktery odpovida 41,4 ‘ — “ ——
o ekavané molekulové hmotnosti :

NKR-PIF  kolem 15kDa. Frakce KDa

z chromatografie Trisll. byly dale

Obr. 22: Gel z SDS elektroforézy po gelové

nalyzovan moci lové . , .
anhalyzovany pomoc gelove chromatografii NKR-P1F — kvka Tris Il.

Draha oznaena M obsahuje standardy
SMART. Vysledek je ukadzan nabr. .23 molekulovych hmotnosti.

(str.69).

chromatografie na systému mikroHPLC
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Obr. 23: Optimalizace renaturace NKR-P1F - gelotéotnatografie na mikroHPLC SMART.

Gelova chromatografie na systéemu SMART dale pokwrgiedpoklad, e ve frakci
odpovidajici prvnimu elmimu vrcholu z ionexové chromatografie seejm nachazi
monomerni protein NKR-P1F, a e ani tato frakce iremcela homogenni. Nabr. .23 je tato
frakce znazorma r ovou k ivkou s hlavnim elunim vrcholem kolem 35 minuty. DalSi dv
frakce jsou pravgpodobn vysSi oligomery. Vzorek F1 spolu s prvni frakciianexové
chromatografie Tris + NDSB 256 byly ndkhuty na kolonu Superdex75. Porovnani
chromatogram je ukazano na obrazkw24.

0,08

e Tris |, - F1
e Tris + NDSB 256

0,07
0,06
0,05 -
< 0,04 -
0,03

0,02 4

0,01

0,00 T \ \
0 10 20 30

t (min)

Obr. 24: Optimalizace renaturace NKR-P1F - porovihéiromatogram z gelové

chromatografie na kolonSuperdex75.
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Z vysledk gelové chromatografie vyplyva, e oba renatumapufry poskytuji tém
shodné vysledky. VSechny postupy, ale vedly jenalému konenému vyt ku, ktery se
pohyboval okolo 100g renaturovaného proteinu NKR-P1F z inkluzi odpajadm 500 mi
LB média. Analyza SDS elektroforézou v redukujicdimeredukujicim prostdi potvrdila

p itomnost monomeru v hlavnim ehim vrcholu z gelové chromatografie.
5.5Hmotnostni spektrometrie

5.5.1Stanoveni pesné hmotnosti protein

M eni pesnych hmotnosti celych proteibylo pou ito pro ureni kvality pipravenych
preparat. Analyza proteinu pomoci imého vtsupu na ESI-FT-ICR MS poskytuje velice
p esnou molekulovou hmotnost, ze které je mo noiturzda protein odpovida teoretické
sekvenci a zda cysteiny v m obsa ené tvd disulfidové mstky, i z stavaji volné. Pro
ov eni stavu disulfidovych nstk byla nicmén provedena také ESI-MS analyza proteinu
redukovaného pomocinidla TCEP.

Ziskana spektra a nanené dekonvoluované monoisotopické hmotnosti praeproClrg
jsou ukazany nabr. .25 (str.71) Protein byl velmiisty, nebyly detekovany jiné signaly ne ty
patici Clrg a ze zmené pesné monoisotopické hmotnosti bylo emo e vSechy ty i
cysteiny tvoi disulfidové mstky a sekvence odpovida sekvenci koédované expnesni
plasmidem. Zmen& monoisotopickA hmotnost je oprotiekdvané hmotnosti (str.60)
posunuta o 131,034 hmotnostnich jednotek, co odfovaminokyselin methioninu
(Mteor. 131,0405). Z toho vyplyva, e pate ni methionin nebyl produkimi bakteriemi u
proteinu Clrg odSpovan. Na spektru pro redukovany protein jejray posun hmotnosti o
ty i hmotnostni jednotky, odpovidajici rozpojeni dwdigulfidovych m stk . Také je patrna
zm na v distribuci nabojovych stayktera u redukovaného proteinu poukazuje na rembal
struktury a odhaleni vice mist pro protonaci. blar. .26 (str.71) je ukazano srovnani
namodelovanych izotopovych obéalek pro nabojovy s1& s nam enymi izotopovymi
profily. Z porovnani profil vyplyva dobra shoda s teoreticky vyftanymi obalkami.
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Obr. 25: Hmotnostni spektra proteinu Clrg z ESIHER MS. Spektrum nah® ( ervené) je pro
neredukovany protein, dole (m&]J pro redukovany protein s rozpojenymi disulfidoivy

m stky. U spekter jsou uvedené experimentalni a tiekéehmotnosti spolu s chybou rani.

------------------
1201,0 1201,2 12014 12016 12018 12020 12022 12024 12010 12012 12014 12016 12018 12020 12022 12024

C646H946N178018488 1 2+ C645H950N17go184ss 1 2+

Obr. 26: Izotopové obalky 12proteinu Clrg. ern jsou zndzormy teoreticky namodelované
profily pro molekuly s uvedenym sloenim. Bareysou nam ena spektra. Vlevo

( ervené) spektrum je pro neredukovany, vpravo (ejgoro redukovany protein.
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V p ipad NKR-P1F byly pro cely protein ziskany hmotnostéméné wvtab. .9. Zm ené
monoisotopické hmotnosti odpovidaly proteinu se agpou sekvenci. Hmotnost u
redukovaného proteinu je posunuta o Sest hmotmbsjetinotek, co odpovida fgomnosti
t ech disulfidovych mstk . Protein NKR-P1F nebyl takisty a homogenni jako Cirg a byly
nam eny i hmotnosti, které odpovidaly N-terminalzkrdcenym variantam proteinu.

Tabulka .9: Nam ené monoisotopické hmotnosti pro NKR-P1F ziskaneFHSICR MS

NKR-P1F Mexp. Mieor. chyba (ppm)
neredukovany 15 283,7838 15 283,7631 13
redukovany 15 289,8284 15 289,8100 1,2

5.5.2Identifikace proteinu a potvrzeni mutace

Pro dalSi oveni sekvence a zejména mutace v proteinu Clrg, bylaita metoda
peptidového mapovani. Proteiny separované na ggly fpodrobeny redukci a alkylaci
cystein a nasledn Stpeny trypsinem. Zmené peptidové mapy byly porovnany
s teoretickymi mapami proteinu a bylo eno pokryti sekvence na 78 %, dale potvrzujici
spravnost exprimovaného proteinu. Naema spektra spolu se sekvenci jsou ukadzana na
obr. .27 (str.73) a tabulka nalezenych peptid/ piloze .2. Peptid nesouci mutaci
(m/z 1 302.62) byl navic fragmentovan a ze ziskanBtS/MS spektra byla jednozna
potvrzena spravna mutovana sekvence proteinu. ¥ys8leMS/MS spektrum analyzované

programem BioTools je ukazano \lpze .3.

5.5.3Studium zapojeni disulfidovych nstk

Hmotnostni spektrometrie byla vyu ita také pro emi zapojeni disulfidovych nstk u
obou protein. Proteiny byly Stpeny specifickou proteasou (v naSenipad byl vybran
trypsin) za podminek zabrajicim rozpojeni a zgnému spojovani cysteintzv. scrambling).
Clrg byl nejprve analyzovan pomoci MALDI-TOF MS %wysSe). Ji z tchto peptidovych
map, bylo ureno parovani cystein jeliko byly nalezeny oba disulfidicky vazané pily,
které mly po Stpeni trypsinem vzniknout. Tyto disulfidicky spojepé&ptidy odpovidaji
signalm 1 879,81 a 2 850,32 v maperedukovaného proteinu a jim odpovidajici oeng
rozpojené a karbamidomethylovym zbytkem modifikageptidy v map pro zredukovany
protein (vizobr. .27 (str.73)).
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Obr. 27: Spektra z peptidového mapovani proteing.@®ahoe (mode) je spektrum neredukovaného
proteinu, erven je peptidova mapa redukovaného a alkylovanéhoeprot V sekvenci
exprimovaného proteinu Clrg jeast, kterd byla pokryta mapovanim vyzrea podt enim.
Hv zdi kami jsou ozneeny disulfidicky spojené peptidy u neredukovanétmemu a jim
odpovidajici zredukované a alkylované peptidy e&tsp pro redukovany protein.
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P itomnost signal odpovidajicich volnym peptign s cysteinem (signal 1 139,49
v neredukované map lze sice p ist tomu, e ionizace laserem ne zp sobit asteny
rozpad disulfidicky vazanych peptid181], nicmén nelze vylouit ani mo nost, e pochazeji
z proteinu majiciho volné dva vice cystein. DalSi nevyhodou [mé analyzy bez vyu iti
separace je, e neposkytuje informaci gpadném vyskytu nespravsparovanych cystein

Proto byl vzorek dale analyzovan pomoci LC-ESI-ERI MS a data prohledana
programem Links. Tato metoda vyu iva porovnani nanych LC-MS dat s databazi peptid
vzniklych St penim specifickou proteasou a obsahujici i vSetbaseticky mo né kombinace
peptid obsahujicich cystein. Podla se urit e parovani cystein odpovida schématu na
obr. .28 a vtab. .10 (str.75). Zarove nebylo nalezeno jiné spojeni cysteimni adné

procento volnych cystein

NKTYAR? CSKNWTGVGNR CFYFSGYPRNWTFAQAFCMAQEAQLARFDNE

EELIFLKRFKGDFDSWIGLHRESSEHPWKWTNNTEYNNMNPILGVGERYL
RISSSRSYINRMWA®> CSKLN

GRSAILE™ CPRYWHPHWNRCLFVSQISRPWAEGRBA CSMEDAILLLIEN
KEELRFVQNLIKGKEQLFFIGLKYVQKEKIWKWIDGSILNPNLLRITGHINS
189 CAIISHTEVFSDS?*? CSSDNHWA™ OQKTLIHV

Obr. 28: Lokalizace disulfidovych vazeb na prote@itg (horni) a NKR-P1F (spodni). Zapojeni bylo
ur eno pomocLC-ESI-FT-ICR MS.
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Tabulka .10: Ukédzka nalezenych peptidspojenych disulfidovymi nstky, které vedly

k ur eni zapojeni S — S matk .

rotein nam ena| teoreticka | chyba g 0tzitlalcev sekvence spojenych peptid
P hmotnost | hmotnost | v ppm zeFI)(venci bojenych pep
1879,8127 1879,8146 1 8894, | TvAACSK - CFYFSGYPR
’ ’ 103-111
Cirg
112-129, | NWTFAQAFCMAQEAQLAR
2 850,2942 2 850,2988 1,6 114-119 = MWICSK
1937,0928 1937,9939 06 | 229 | SAILECPR - CLFVSQISR
’ ’ ' 105-113
120-125
NKR-P1F | 1 695,6535 1695,6555 1,2 505-212 DACSME — DNHWICQK
2031,8295 2 031,827 0,8 186-204 | ENSCAIISHTEVFSDSCSS
5.6 Analyticka ultracentrifuga
M eni sedimentani rychlosti bylo provedeno na analytické ultracémte

ProteomelLab XL-1. Tato metoda analytické ultracrgace byla pouita pro zjisni
oligomerie proteinu Clrg a ueni sedimentaniho koeficientu.

Sedimentace proteinu byla pozorovdna absordaroptikou pi 280 nm. Ziskany

sedimentani profil je znazornn naobr. .29.
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Obr. 29: Sedimentai profil proteinu Clrg ziskany na analytické ultentrifuze metodou
sedimentani rychlosti. r — radiélni vzdalenost od osy aai
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Ziskané sedimentai k ivky byly analyzovany v programu Sedfit 11.71, Kuda ziskana
distribuce sedimentaich koeficient pi danych podminkach. Zjigta distribuce je ukazana
naobr. .30. Ziskany sedimentai koeficient byl extrapolovan na nulovou konceaitgoteinu
a pufr na istou vodu pi 20 °C. Hodnota standardizovaného sedimariteo koeficientu pro
protein Clrg byal urena na spw= 1,78 S.

Z grafu distribuce sedimentaich koeficient je vidt, e protein se v roztoku nachazi
tém vyhradn ve form monomeru. Na zuSeném grafu jsou etelné i koeficienty pro vyssi
oligomerni stavy, pravghodobn dimery a trimery. Porovnanim ploch pod jednotlivym

maximy, bylo ureno slo eni smsi na tém 99 % monomerniho proteinu a pouze 1 % vy3Sich
oligomer .

0,02

6
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4 ﬂ
O N
s 3 0 L :
0 1 2 3 4 5 6 7 8
2
1 ]
A R L ____________________________________________________________________________ e
0 1 2 3 4 5 6 7 8

sedimentacni koeficient (S)

Obr. 30: Ziskana distribuce sedimeméh koeficient (c(s)) pro protein Clrg. Ve vgzu je ukazan
zv t8eny graf. Pou it4 jednotka sedimentého koeficientu je svedberg (S).

5.7 Krystalizace proteinu Clrg a rentgenostrukturni alyaa

Krystaliza ni podminky pro mutovany protein Clrg byly testoyém optimalizovany za
pou iti krystaliza nich kit Crystal screen a Crystal screen 2 od firslgmpton Research
metodou sedici kapky. Krystaly, které bylyi pptimalizaci ziskany jsou ukazany na
obr. .31(str.77).

Difrak ni data ze ziskanych krystabyla nam ena na synchrotronovém zdroji Bessy Il
v Berlin , piteplot 100 K za pou iti CCD detektoru MAR Mosaic 225. Bdtyla zpracovana
programem HKL2000 srozlisenim 1,95A. Fazovy péobl byl vyeSen metodou
molekularniho nahrazeni v programu BALBES s pomistruktury hCD69 (pdb kéd 3HUP).
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Zéakladni buka krystalu je orthorombick&, méa rozm 118,3 , 61,4 a 32,4 A a spie
symetrii prostorové grupy R2,2. Testovani krystalizaich podminek a jejich optimalizace,
stejn jako nameni a zpracovani difrakich dat byla  provedena
RNDr. Terezou Skalovou, Ph.D.

Obr. 31: Ziskané krystaly proteinu Clrg.

Vy e8ena krystalova struktura proteinu Clrg je uk&z#mabr. .32 a na obr..33 (str.78).
Obsahem asymetrické jednotky je dimer. Strukturaanteru se sestava ze dvoihelix a
dvou antiparalelnich-list .

Obr. 32: Krystalové struktura dimeru Clrg. Pohlegbzedu.
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Obr. 33: Krystalova struktura dimeru Clrg. Pohledrshu.

Na obr. .34 jsou -helixy znazornny ervenou barvou a-listy lutou. Mod e jsou
vyzna eny disulfidové mstky. Prvni disulfidovy mstek mezi Cys92 a Cys103 odpovida
parovani prvniho cysteinu s druhym (eiar. .8, str.30) a nachazi se bli e ku.

Druhy m stek odpovida péarovanietiho cysteinu se Sestym, ten se nachazi uvnit

extracelularni domény C-lektinového typu a je &romezi Cys120 a Cys202.

Obr 34: Struktura dimeru Clrg se zvyramymi segmenty sekundarni struktury a disulfidovymi
m stky.
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Tento m stek je viditelny i na detailu vgSené struktury v elektronové mapa obr. .35,

kde je zetelné, e strukturni detaily byly u proteinu Clug eny s vysokym rozliSenim.

Obr. 35: Detail mapy elektronové hustoty proteinu Clrg ukazuije liakai jednotlivych rezidui
proteinu.

Struktura proteinu Clrg vykazuje velkou podobnoskrgstalovou strukturou lidského

proteinu CD69. Porovnani sekvenci je ukdzanobra.36.

Clrg NKTYAACSKNWI GVGNKCFYFSGYPRNW FAQAFCMACEACQLARFDNEERLIFL K
CD 69 --- VSSCEDWGY@RKCYFI STVKRSW SAQNCSEHGATLAVI DSEKDMNFLK

cekkeek ok kkeaek K kk kk k- K Kk vk keee kkk

Clrg RFKCGDFDSWIGLHRES SEHPVWKWINNTEY NNVNPIL GVGRYAYLSSDRI SSSRSY
CD 69 RYAGREEHW\ELKKEPG HPWKWENGKEFNNVRVT G DKCVFLKNTEVSSVECE

ke k- kekkeok kkkkkek kek%k sk - %k k%

Clrg I NRMWESKLN- 121
CD 69 KNLYWICNKPYK 118

* kkk %

Obr. 36: Sekvemi srovnani extracelularnichasti protein, ze kterych byly ziskany jejich krystalové
struktury.
* - identické amk, - velmi podobné amk- podobné amk,
ervena — hydrofobni, modra — kyselépwva — bazické, zelena — polarni aminokyseliny
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Sekvenni srovnani bylo provedeno programem ClustalW [1&3kvenni identita byla
stanovena na 38 %, co odpovida tomu, e na Ureekiundarni struktury jsou si oba proteiny
velmi podobné. Strukturni srovnani Clrg a CD69Kaaano na dalSim obrazkiB7.

Dimer proteinu Clirg je tv@n velmi podobnjako u CD69. Plocha dimerizaiho kontaktu
je 772K, co odpovida 11% celkového povrchu. adny podobrelky kontakt se v krystalu

nevyskytuje.

Obr. 37: Strukturni srovnani dimeru Clrggfven) s proteinem CD69 (zelen
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6. DISKUSE

Proteinm NKR-P1F a Clrg jsem se movala ji ve své bakalgké praci. V ramci této
prace byly pipraveny expresni plasmidy kédujici extraceluladnimény tchto receptor a
inkluzni t liska s obma proteiny. Ma diplomova prace na ziskané vyslatkyazuje a dale je
rozSiuje.

Pokusy o renaturaci proteinu Clrg Zgeavenych inkluznich tisek byly neuspsné. Na
zaklad analogie s pbuznymi proteiny produkovanymi v naSi laboratn z Udaj uvedenych
v literatue bylo pistoupeno k mutaci lichého cysteinu v sekvenci tohproteinu. Mutace
cysteinu v pozici 148 na serin byla provedena nmioQuikChange a sekvence mutovaného
plasmidu byla pekontrolovana DNA sekvenaci.

Po vybru optimalnich produknich klon proteinu Clrg byla provedena optimalizace
produkce. Dostat@é mno stvi proteinu bylo p37 °C expresnimi bakteriemi produkovano ji
po tech hodindch. Od 0,1 mM koncentrace IPTG v kultivan médiu je mno stvi i istota
ziskaného proteinu srovnatelna, byla tedy vybrata ¢konomicky vyhodijSi koncentrace
induktoru. Za vybranych podminek probihala pot&eebjemova produkce proteinu, ktery byl
ziskan opt ve form inkluznich tlisek. Ta byla izolovana, purifikovana a naslednalyza
pomoci SDS elektroforézy potvrdila, e protein Clig pitomen v inkluznich tiscich ve
velkém mno stvi a neztraci se v jr hu purifikace tlisek.

Inkluzni tliska s proteiny byla solubilizovana v guanidinovgmafru pi 40 °C. Po
ultracentrifugaci byla rozpustna faze ihned poujteo skladani protein Renaturace byla
provad na metodou rychlého red ni pomalym kapanim do renatunéch pufr v chladové
mistnosti. Slo eni testovanych renatur&ch pufr vychazelo ze zkuSenosti pracovnik
laboratoe. Roztoky renaturovanych proteibyly p edialyzovany a po nasledné ultrafiltraci
byly proteiny purifikovany chromatografickymi metai. Vysledky renaturace a jeji
optimalizace byly porovnavany chromatograficky immci SDS elektroforézy.

lonexova i gelova chromatografie mutovaného proteil@lrg ukazaly na ann jSi
renaturaci v HEPES pufru o pH 7,5 ne \igad PIPES pufru o pH 6,8. DalSim testovanym
parametrem byl vliv pdavku (benzyldimethylamonium)propansulfonatu (NDZE) do
renaturanich pufr, kdy byl ukdzan jeho vyrazny vliv na vyk renaturovaného proteinu
Clrg. Optimalizace koncentrace tohoto aditiva uk&aze zvySujici se vytek proteinu s jeho
stoupajici koncentraci. Rozdil mezi koncentraciMd,& 1 M je vSak u zanedbatelny a

vzhledem k vysoké finami naro nosti této latky byla zvolena ni Si koncentrace.
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Dle vysledk SDS elektroforézy ma protein Clrg po gelové chrmgeafii dostatenou
istotu a v roztoku se nevyskytuje ve formkovalentniho dimeru. Elmi asy z gelové

chromatografie ukazovaly naimmnost monomerniho proteinu. Optimalizovany pkoto
poskytoval neflis vysoké (~1 mg na 500 ml LB média), ale dosj&i mno stvi proteinu
Clrg, tak e mutace lichého cysteinu se ukézala jaiep Sny postup pro gkonani poti i
s refoldingem tohoto proteinu.

Renaturace proteinu NKR-P1F byla o poznani sI@ita doposud se nepoda najit
optimalni renaturani podminky. Prvni pokusy o poskladani tohoto pmtebyly provadny
v renaturanich Tris pufrech o pH 9. Vysledky ionexové i gadashromatografie naznavaly
p itomnost velmi slo ité smsi, s pitomnosti malého mno stvi monomerniho proteinu.orot
bylo podpoeno analyzou jednotlivych frakci pomoci microHPLBIART. P idavek aditiva
NDSB 256 neml tak vyrazny uinek jako v pipad Clrg, pi jeho pidani se poddo ziskat

istSi protein, ale celkovy vyek monomerniho proteinu byl srovnatelny. Koné vyt ky
byly velmi malé, okolo 1009 z inkluzi odpovidajicim 500 ml LB média.

Identita obou proteinbyla potvrzena metodami hmotnostni spektrome8ianoveni celé
hmoty proteinu Clrg ukazalo na vysokomistotu a homogenitu vzorku a potvrdiloigpmnost
dvou disulfidovych mstk . Identita tohoto proteinu byla déle potvrzena flEptym
mapovanim a @tomnost mutovaného serinu byla ukdzdna pomocietangdé hmotnostni
spektrometrie. V ppad NKR-P1F byla také prokazanaigpmnost proteinu se spravnou
sekvenci a ptomnost ti o ekavanych disulfidovych nstk , ale tento protein nevykazoval
takovou istotu a homogenitu jako Clrg. Ve vzorku byly naey také hmoty odpovidajici
N-termindln zkracenym variantdm proteinu, co jenom potvrzovpbti e s purifikaci tohoto
proteinu. Lokalizace disulfidovych retk byla analyzovana pomoci LC-MS a u obou protein
byl potvrzen konzervovany vzor, ktery se vyskytujeceptor C-lektinového typu.

Studium proteinu Clrg pomoci analytické ultraceotyy, metodou sedimentai rychlosti
potvrdilo, e se Clrg vyskytuje v roztoku @devSim ve form monomeru. VySSi oligomery
byly také pozorovany, ale v zanedbatelném mnoskdlo 1 %. Pomoci meni na analytické
ultracentrifuze byl také ziskan sedimemtiakoeficient — s5p,,=1,78 S.

Dostatené mno stvi istého proteinu pro krystalizaci bylo ziskdno pouze ipad
proteinu Clrg. Pro tento protein byly tedy hled&nypptimalizovany krystalizai podminky.
Byly ziskany dostaten velké a difraktujici krystaly vhodné pro rentgemokturni analyzu a
difrak ni data byla namena na synchrotronu Bessy Il v Berlifrdzovy problém byl veSen

metodou molekularniho nahrazeni pomoci struktaigkiého proteinu CD69.
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Obsahem asymetrické jednotky je dimergto e v roztoku se protein nachazi ve form
monomeru. VyeSena struktura ukazala, e celkovy fold extracehil domény proteinu Clrg
odpovida kanonické strukier domény C-lektinového typu (CTLD). Struktura Cjegtaké
velmi podobna proteinu hCD 69. Zajimavym aspekteasirenym i mezi jinymi receptory
C-lektinového typu je velka strukturni podobnoptés malou sekveni homologii. Nalezené
dimeriza ni kontakty tvoi 11% celkového povrchu molekuly, co odpovidart& hodnot pro
dimer. A koliv samotna struktura napasi z hlediska obecné strukturni biologie mnoho
nového, jeji vyeSeni pova ujeme za usgh. U jenom proto, e struktura Clrg je bec prvni
vy eSenou v ramci celé Clr rodiny. \@gena struktura se navic u t@ou iva pro modelovani
p ibuznych protein exprimovanych v nasi laborato

Ukolem do budoucna je ut vylepSeni renaturaich podminek a purifikace proteinu
NKR-P1F, které by umo nily zisk tohoto proteinu pstrukturni studie a jiné charakterizace.
Pokud se toto podabude hlavnim cilem studium interakce NKR-P1F g Cl
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7. SOUHRN VYSLEDK

mutovany konstrukt pro protein Clrg bylipraven metodou QuikChange a

byla provedena jeho velkoobjemova bakterialni exgre

inkluzni t liska s mutovanym Clrg byla izolovana & pst na

protokol pro renaturaci Clrg byl nalezen a optimadian; probhly pokusy
0 optimalizaci renaturace proteinu NKR-P1F

mutovany protein Clrg byl Gspn izolovan a purifikovan kombinaci
chromatografickych metod; vipad NKR-P1F bylo ziskdano malé

mno stvi renaturovaného proteinu

identita protein byla potvrzena metodami hmotnostni spektrometrie,
pomoci hmotnostni spektrometrie bylo takéemo zapojeni disulfidovych
m stk u obou protein, u proteinu Clrg byla navic pomoci MS/MS

potvrzena mutace
Clrg byl analyzovan metodou sedimemtarychlosti na AUC, kdy byl
zjist n sedimentani koeficient a potvrzen vyskyt tohoto proteinuoztoku

jako monomeru

Clrg byl ispSn krystalizovan a rentgenostrukturni analyzou bylaesena

jeho struktura jako wec prvni molekuly z Cir rodiny

proteinova interakce NKR-P1F a Clrg nebyla studayawnzhledem

k problém m s renaturaci proteinu NKR-P1F
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9. P ILOHY

P iloha .1:Nukleotidova sekvence insertu Clrg v pET vektoruyzna enym mutovanym

tripletem.



P iloha .2: Tabulka ukazujici ast nalezenych peptidp i peptidovém mapovani proteinu
Clrg. erven jsou vyznaeny peptidy nalezené pouze v redukované peptidcyg m

mod e disulfidicky spojené peptidy viditelné pouze vadukovaném spektru.

m/z popis sekvence pozice v sekvenci
800,36 mod. karbamidomethyl TYAACSK 88-94
824,39 mod. karbamidomethyl MWICSK 199 — 205
875,43 NWTGVGNK 95 -102
974,45 YAYLSSDR 181 — 188
999,45 ESSEHPWK 155 - 162
1139,49 peptid s volnym CFYFSGYPR 103 - 111

cysteinem
1196,52 | mod. karbamidomethyl CFYFSGYPR 103 -111
1302,62 GDFDSWIGLHR 144 — 154
1396,70 FDNEEELIFLK 130 — 140
1552,80 FDNEEELIFLKR 130 - 141
1577,78 FKGDFDSWIGLHR 142 — 154
disulfidicky spojeny TYAACSK +
1879,81 peptid CEYESGYPR 88-94+103-111
2092,98 WTNNTEYNNMNPILG 163 — 180
VGR
2142,99 | mod. karbamidomethyl NWTFAgﬁ;gMAQEA 112 -129

disulfidicky spojeny NWTFAQAFCMAQEA

peptid OLAR + MWICSK | 112~ 129 +199-205

2850,32




P iloha .3: MS/MS spektrum proteinu Clrg zpracované program@ioTools. Mutovana

aminokyselina serin je oznana krou kem.



Svoluji k zapj eni této prace pro studijni ély a prosim, aby bylaadn vedena

evidence vypj ovatel .
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