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Seznam symboliti a zkratek

Symboly

- = 0

ZKkratky

AcN
ADCC

APC

APS

BSA

CD

Clr

CRD
DAP10/12

DTT
EDTA
ELP
FasLL

Fe
FeyRIII
GM-CSF

HEPES

absorbance

koncentrace (mol/dm’, mg/ml)
gravita¢ni zrychleni (9,80665 m sec™)
¢as (min)

teplota (°C)

acetonitril

cytotoxickd reakce zaloZena na protilatkach

(Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity)

buniky prezentujici antigen (Antigen Presenting Cells)

peroxodisiran amonny (Amonium PerSulfate)

hovézi sérovy albumin (Bovine Serum Albumin)

diferenciacni antigen (Cluster of Differentiation)

protein ptibuzny C-lektintim (C-Lektin Related Protein)

lektinova doména (Carbohydrate Recognition Domain)

adaptorovy protein o velikosti 10 kDa nebo 12 kDa aktivujici DNAX
(DNAX-Activating Protein of 10/12 kDa)

dithiothreitol

kyselina ethylendiamintetraoctova

casny lymfoidni prekurzor (Early Lymphoid Progenitor)

ligand stimulujici apoptosu (apoptosis stimulating Fragment Ligand)
¢ast molekuly protilatky (Fragment, crystallizable)

receptor III pro Fc ¢ast IgG

faktor stimulujici kolonie granulocytli a makrofagii
(Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor)
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
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HLA
HPLC

IFN
IgG
IL
IPTG
ITAM

ITIM

KIR

LB medium
LGL

LLT1

Ly49
MALDI

MeOH
MICA/B

MHC

MS

NCR
NDSB 256
NK
NK1.1

NKC
NKG2A-F
NKp

lidské MHC (Human Leukocyte Antigen)

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

(High Performance Liquid Chromatography)

interferon

imunoglobulin typu G

interleukin

isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid

imunitni aktiva¢ni receptorovy motiv tyrosinového typu
(Immunoreceptor Tyrosin-based Activation Motif)

imunitni inhibi¢ni receptorovy motiv tyrosinového typu
(Immunoreceptor Tyrosin-based Inhibition Motif)

zabijecsky receptor imunoglobulinového typu

(Killer cell Immunoglobulin-like Receptors)

Luria-Bertani medium

velké granuldrni lymfocyty (Large Granular Lymphocytes)

lektinim podobny transkript (Lektin-like Transcript 1)

rodina mysSich receptort C-lektinového typu (Lymphocyte antigen 49)
ionizace laserovou desorpci za pfitomnosti matrice

(Matrix Assisted Laser Desorption Ionization)

methanol

proteiny strukturné podobné MHC glykoproteintim I. t¥idy
(MHC-class-I-like Chain A/B)

hlavni histokompatibilni komplex (Major Histocompatibility Complex)
hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

receptory vyskytujici se na NK bunkach (Natural Cytotoxicity Receptor)
dimethylbenzylamonium propan sulfat (Non Detergent SulfoBetaines)
ptirozeny zabije¢ (Natural Killer)

receptor NK bungk, dnes nazyvany NKR-P1C

(Natural Killer antigen 1.1)

genovy komplex ptirozenych zabijecti (Natural Killer Complex)
rodina NK receptort C-lektinového typu (Natural Killer Group 2)
NK bunécny receptor (Natural Killer protein)
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NKR-P1
oD
PAGE

PAMP

PIPES
PMSF
PRR

PVDF
SDS
SHIP

SHP-1/2

Syk

Tc
TCEP
TCR
TEMED
TFA
Tu
TNF
TLR
TOF
TRAIL

Tris
X-Gal
ZAP-70

rodina receptori NK bunék (Natural Killer Receptor-Protein 1)
opticka densita (Optical Density)

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
(PolyAkrylamide Gel Electrophoresis)

molekularni struktury spojené s patogeny
(Pathogen-Associated Molecular Pattern)
piperazine-N,N'-bis(2-ethansulfonova kyselina)
fenylmethylsulfonylfluorid

receptory rozpoznavajici struktury spojené s patogeny
(Pattern Recognition Receptor)
polyvinylidendifluorid

dodecylsiran sodny (Sodium Dodecyl Sulfate)
inositolova fosfatasa

(SH2-domain-containing Inositol polyphosphate 5-Phosphatase)
protein tyrosinové fosfatasy

(SH2-domain-containing protein tyrosine Phosphatase 1/2)
protein-tyrosin kinasa (Spleen tyrosine kinase)
cytotoxicky T lymfocyt (Cytotoxic T Cell)
Tris(2-CarboxyEthyl)Phosphine

receptor T lymfocyti (T-Cell Receptor)
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin

trifluoroctova kyselina (TriFluoroacetic Acid)
pomocny T lymfocyt (Helper T Cell)

faktor nekrotizujici nddory (Tumor Necrosis Factor)
receptor podobny receptoru Toll (Toll-Like Receptor)
doba letu (Time Of Flight)

ligand, ktery spousti apoptosu

(TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand)
tris(hydroxymethyl)aminomethan
5-bromo-4-chloro-indolyl-B-D-galaktopyranosid
protein-tyrosin kinasa asociovana se zeta fetézcem

(Zeta-chain-Associated Protein kinase 70)
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Abstrakt v ceském jazyce

NK buriky jsou fazeny mezi populaci lymfocyti, ktera je schopna cytotoxicky usmrtit
nékteré nadorové ¢i viry infikované buiiky. Pfedmétem této diplomové prace je mysi
NK bundény receptor mNKR-P1C®*™® a lidsky leukocytarni receptor hAICL.
mNKR-P1C®*® je fazen mezi aktivaéni receptory a je schopen aktivovat cytotoxické
funkce NK bunc¢k vic¢i cilovym buiikdm. Receptor hAICL je ligandem lidského
aktivatniho NK bunécného receptoru NKp80. Interakce mezi témito proteiny téz vede
k aktivaci efektorovych funkci NK bunék. Cilem této prace bylo pfipravit
rekombinantni extracelularni &asti receptora mNKR-P1C®*® a hAICL, optimalizovat
jejich in vitro renaturaci a charakterizovat tyto proteiny pomoci hmotnostni
spektrometrie. Takto ziskané proteinové preparaty poslouzi k dalsimu studiu struktury

extracelularnich ¢asti téchto leukocytarnich receptort.
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Abstrakt v anglickém jazyce

NK cells represent a population of lymphocytes which are able to kill certain tumor
cells or virally infected cells. The subject of the diploma thesis is a mouse NK cell
receptor mNKR-P1CP*® and a human leukocyte receptor hAICL. The mNKR-P1CBAM?
belongs to the activating receptors and is able to activate the cytotoxic functions of NK
cells. The hAICL receptor is a ligand to the NKp80 which is an activating receptor of
NK cells. Interaction between these two proteins leads to the activation of effector
functions of NK cells as well. The aim of this work was the preparation of the
recombinant extracellular parts of receptors mNKR-P1CP*"® and hAICL, the
optimalization of their in vitro refolding and the characterization of proteins using mass
spectrometry. The proteins samples will be used for further structural study of the

extracellular parts of these leukocytes receptors.
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Klicova slova v ¢eském jazyce

NK bunky
receptory NK bunék
NKR-P1C

AICL

Klicova slova v anglickém jazyce

NK cells

receptors of NK cells
NKR-P1C

AICL
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1. LITERARNi UVOD
1.1 Imunitni systém a jeho vlastnosti

Imunitni systém udrzuje pfirozenou rovnovahu vnitintho prostiedi organismu a
zajiStuje jeho ochranu pted Skodlivinami. Tyto mohou byt plivodem z vnéjsiho
prostiedi, ve kterém se organismus nachdzi (exogenni), ale také z vnitiniho prostiedi
samotného organismu (endogenni). Mezi exogenni Skodliviny fadime napi. bakterie,
viry a rizné toxické latky. Zastupce endogennich skodlivin piedstavuji nadorové buiiky,
které vyznamné ohrozuji organismus. Schopnost organismu celit exogennim resp.
endogennim Skodlivindm je oznafovana jako obranyschopnost resp. imunitni dohled.
Souhrnné se vSechny potencidlni Skodliviny nazyvaji patogeny. Reakce imunitniho
systému proti patogeniim je oznacovana jako imunitni odpovéd’. Tato odpovéd vsak
neni diisledkem reakce na cely patogen napft. bakterii nebo nddorovou buiiku, ale pouze
na jejich specifickou ¢ast — antigen. Vyznamnou funkci imunitniho systému je téz
autotolerance, kdy imunitni systém rozezndva buiiky vlastniho organismu a udrzuje vici
nim toleranci [1, 2, 3].

Spole¢né s vzrlstajicim pocCtem patogenli se rozviji 1 imunitni systém a jeho
mechanismy. Dnes rozeznavame dva hlavni typy mechanismli plisobeni imunitniho
systému: vrozenou a adaptivni imunitu. Oba tyto mechanismy spolecné spolupracuji a
navzajem se dopliuji [3].

Vrozena imunita, také oznacovana jako antigenné nespecificka, je evolucéné starsi a
nerozliSuje typ Skodliviny resp. antigenu. Jeji hlavni funkce je co nejrychleji zareagovat
na patogen a ur¢itym zptisobem zastavit nebo alespon zpomalit jeho vliv a Sifeni v téle
hostitele. Poskytuje tedy prvni obrannou linii v boji proti Skodliving. VétSina slozek
tohoto obranného mechanismu se nachazi v organismu jiz pred zacatkem infekce.
Vrozena imunita je sloZzena z mnoha faktort: fagocytujicich bunék, které pohlcuji
patogen a brani tak jeho dalSimu kontaktu s tkdni (makrofagy, neutrofili), télnich bariér
(pokozka, hematoencefalické bariéra, kyselé prostiedi Zaludku), antimikrobidlnich latek
(enzymy rozkladajici mikroorganismy), komplementového systému a nespecifickych
mediatorti dal$i imunitni odpovédi (interferony a interleukiny). Mezi dal§i bunécné

slozky fadime 1 tzv. pfirozené zabijece (NK burky), ktefi jsou schopni cytotoxicky
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zahubit naddorové ¢i viry infikované bunky. Hlavni vyhodou tohoto typu imunity je
rychlost ndstupu imunitni reakce, ktera se pohybuje fadové v hodinach [1, 3, 4].
Adaptivni imunita, nazyvana téz antigenn¢ specifickd, je z evolu¢niho hlediska
mnohem mlad$i. Na rozdil od vrozené imunity jeji funkce spociva v cileném
zneSkodnéni konkrétnich patogenti. Mezi zastupce tohoto imunitniho mechanismu
radime B a T lymfocyty. Jednotlivé antigeny jsou prezentovany tzv. antigen
presentujicimi bunikami (APC, z angl. antigen presenting cells) T a B lymfocytim
v lymfatickych orgdnech. B lymfocyty nasledné¢ produkuji specifické protilatky proti
konkrétnimu antigenu. Tyto protilatky se navazuji na dany patogen a opsonizuji ho.
Takto opsonizovany patogen je rozeznavan napi. NK buiikami, které¢ napadené bunky
cytotoxicky zahubi. T lymfocyty na rozdil od B lymfocyt neprodukuji protilatky a jsou
schopny usmrcovat bunky obsahujici patogen (napif. APC bunky). Nastup uU¢inku
adaptivni imunity trva podstatné¢ déle nez imunity vrozené, fadoveé n€kolik dni. Pokud
vSak dojde k infikovani organismu v budoucnu stejnym patogenem, se kterym se jiz
diive setkal, tak se mnohem rychleji a silnéji aktivuji T a B lymfocyty nez pii prvni
infekci a nastane velmi brzké potlaceni této infekce. Tento princip je oznacovan jako
imunologicka pamét a je podstatou vétSiny ockovani proti riznym onemocnénim [1, 3,

4].

Vrozena imunita Adaptivni imunita

Fagocytujici 44 ? Patogeny
NK bunky ( @ T lymfocyty
Ostatni % @
komponenty sty
(interferony, cytokiny...) 'l

= B lymfocyty

Hodiny Dny, tydny

Obr. 1: Srovnani vrozené a adaptivni imunity. Upraveno podle [4].
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1.2 Komponenty imunitniho systému

Imunitni systém je sloZzen z humoralni a bunécné ¢asti. Protilatky, cytokiny, interferony,
sérové proteiny, slozky komplementu, adhezivni, kostimulacni a dal$i molekuly
reprezentuji skupinu humoralni ¢asti. Naopak bunééna cast je tvotfena riiznymi bunkami
imunitniho systému (imunocyty), které spolu s pojivovou tkani a dal§imi latkami tvofti
lymfatické organy. Imunitni reakce organismu je zajiSténa interakci mezi bunéénymi a
humoralnimi slozkami [2].

Mezi hlavni zéstupce imunocytl patii rizné druhy bilych krvinek (leukocytl).
Vsechny druhy leukocytii se diferencuji z pluripotentnich kmenovych bunék (Obr. 2).
Kmenové buiky se nachdzeji v kostni dfeni a jsou charakterizovany povrchovymi
molekulami CD34 a CDI117. Vlivem ruznych c¢initeltt se z nich dale vyviji konkrétni
diferencované buiky. Pfimo z téchto kmenovych bunék vznikaji myeloidni a lymfoidni
bunééné linie. Z myeloidniho prekurzoru se mohou tvofit Cervené krvinky, krevni
desticky, ruzné typy granulocytti (neutrofily, eosinofily, bazofily) a monocytl
(makrofagy a dendritické buiiky) odpovédnych za fagocytdozu. Makrofagy a dendritické
buniky piedstavuji antigen prezentujici bunky, které se podileji na aktivaci adaptivni
imunity [2, 3].

NK bunky, cytotoxické a pomocné T lymfocyty a B lymfocyty fadime mezi populaci
lymfocytt diferencovanych z lymfoidniho progenitoru. Tito zastupci leukocytti hraji

velmi dilezitou tlohu pfti likvidaci patogenti ohrozujicich hostitelsky organismus [2].
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Obr. 2: Vyvoj jednotlivych druhti imunocyti. Piejato z [2].
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1.3 NKburiky - zakladni popis a morfologie

V roce 1975 byla pracovni skupinou R. Kiesslinga identifikovana bunécna populace
lymfocytl, kterd byla schopna cytotoxicky usmrtit nékteré nadorové ¢i virem infikované
buiiky, a to bez ptedchozi stimulace, proliferace a diferenciace. Tyto ,,nové* lymfocyty
byly nésledné kvili svym vlastnostem oznaceny jako piirozeni zabijeci (NK bunky,

z angl. Natural Killers, Obr. 3). Ackoliv

*Cilova burika

byl jejich objev nejprve bran védeckou
vetejnosti s rezervou, pocatecni
pozorovani byla velmi brzy potvrzena a
termin NK bunky se stal nedilnou soucasti
imunologického slovniku. Mechanismus
jejich pisobeni vSak zistal po dlouhou

dobu neobjasnén [5, 6]. V organismu hraji

klicovou roli nejen pti imunitni odpovédi
proti nddorovym nebo virem infikovanym  Obr. 3: Fotografie NK buiky v interakci
buikdm (pfedevSim herpesvirem), ale s cilovou burnikou pofizena elektronovou
také pfi transplantaci organiT a  mikroskopii.  Pfejato a  upraveno
v téhotenstvi [7, 8]. podle [1].

V 90. letech 20. stoleti byly NK bunky klasifikovany jako velké granuldrni
lymfocyty, oznacované zkratkou LGL (z angl. Large Granular Lymphocytes). Tento
nazev vyplynul z jejich morfologie, jelikoz obsahuji velké mnozstvi cytotoxickych
granuli [6]. Od B a T lymfocyti se odliSuji predevSim absenci specifickych
povrchovych receptori pro antigen. Na rozdil od cytotoxickych T lymfocyta
rozeznavaji bunky se snizenou nebo vitbec zadnou expresi MHC glykoproteinu I. tfidy.
Diky tomuto faktu a jejich vlastnostem tvoii dilezitou spojnici mezi adaptivni a
vrozenou imunitou [6, 9].

Jsou charakterizovany ptfitomnosti povrchovych molekul CD16 (FcyRIII receptor
rozeznavajici Fc ¢ast IgG odpovédny za cytotoxickou reakci NK bunék realizovanou
pomoci ADCC) a CD56 (adhezivni molekula). Mohou na svém povrchu také
exprimovat receptor CD161 (oznacovany téZ jako NKR-P1) a neexprimuji molekulu
CD3 (protein asociujici s TCR). U mysi se pak vyskytuje molekula NK1.1, ktera vSak

neni specifickd pro vSechny mysi kmeny [6, 10]. JelikoZ se mnohé z téchto
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povrchovych molekul vyskytuji i na dalSich lymfocytech nelze hovoftit o specifickych
znacich NK bunék. Naopak receptory NKp46, NKp30 a NKp44 byly identifikovany
jako jejich specifické markery. Reprezentuji skupinu receptori oznacovanou jako NCR
(z angl. Natural Cytotoxicity Receptor). NKp46 byl popsan jako zatim nejspecifictéjsi
znak NK bunék u ¢loveéka, mysi a potkana [11].

Kromé¢ funkci popsanych vySe hraji NK buiky také vyznamnou roli pfi
autoimunitnich onemocnénich, astmatu, boji s virem HIV a také pfi obran¢ organismu

proti riiznym parazitim (napi. bakteriim rodu Salmonella, Listeria a dalsim) [12, 13].

1.4 Vyvoj a vyskyt NK bunék

NK bunky se diferencuji z lymfoidniho progenitoru spoleéné¢ s B a T lymfocyty
(kap. 1.2). Dalsi nedavno objevenou moznosti jejich vzniku je vyvoj z tzv. ran¢ho
lymfoidniho prekurzoru (oznaé. ELP), ze kterého vznikaji 1 nékteré typy bunck
myeloidni linie [14]. Hlavnim mistem vyvoje NK bun¢k je piedevSim kostni dien.
Nezralé NK bunky byly u mysi téZ pozorovany v jatrech a thymu, coZ naznacuje, ze
ziejmé dochazi k jejich vyvoji i zde [15, 16]. U lidi byl pak pozorovan vyvoj NK bun¢k
také v lymfatickych uzlinach [17].

Charakteristickym rysem nezralych ptfirozenych zabiject diferencovanych v kostni
difeni mys$i je pfitomnost povrchovych receptori CD122 a NKG2D. CDI122 je
zodpovédny za vazbu cytokinu IL-15 zptisobujiciho proliferaci a maturaci téchto
lymfocyti. Proces maturace je rozdélen do celkem 5 stadii, kde jsou postupné
exprimovany razné druhy dalSich receptorti. Zralé buiiky exprimuji na svém povrchu
receptory Ly49 a CD49b a jsou jiz schopné uplatnit své efektorové funkce [15, 16, 18].

U NK buné¢k vyvijenych v thymu dospélé mysi byla pozorovana snizena cytotoxicita
maji tedy funkci regulac¢ni. Na rozdil od bunék maturovanych v kostni dfeni postradaji
povrchovy receptor Ly49 a maji snizenou expresi molekul CD43 a CDI11b. Dale
exprimuji CD127, coZ je receptor vazajici IL-7, ktery hraje diileZitou ulohu v jejich
zrani. Zajimavosti je, ze v thymu diferencované builky jsou velmi malo zastoupeny

v jatrech a slezin€ [16, 19].
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Lidské NK buiiky se vyviji, na rozdil od mysich, také v lymfatickych uzlinach
(viz. vyse) a jsou rozliSovany dvé subpopulace bunék podle exprese povrchovych
molekul CD16 a CD56. Prvni populace, oznatovand CD56™€Y/CD16%™, je
charakterizovana snizenou expresi molekuly CD56 a zvySenou expresi CD16. Tento typ
bun¢k vykazuje spiSe regulacni vlastnosti (produkuji velké mnozstvi cytokind a jsou
mén¢ cytotoxické). Zvyseni jejich cytotoxického plisobeni je mozné pisobenim IL-2 a
IL-12. CD56%™/CD16™" je oznadeni druhé subpopulace lidskych NK bungk. Tyto se
vyznacuji zvySenou expresi povrchového receptoru CD56 a naopak sniZzenou expresi
CD16. Na rozdil od prvni subpopulace vykazuji buiiky s timto fenotypem silnou
cytotoxicitu a predstavuji asi 90 % veskerych NK bunck v lidském organismu [20, 21,
22, 23].

Vyskyt NK bunék byl pozorovan jak v lymfatickych, tak 1 v nelymfatickych
organech. Nejvétsi zastoupeni bylo stanoveno v plicich a jatrech. V periferni krvi
Clovéka se hladina téchto lymfocyti pohybuje do 18 % z celkového poctu vSech
lymfocytt. Dale byl jejich vyskyt zaznamenan také ve slezing€, kostni dieni a v téméf
zanedbatelném mnoZzstvi 1 v thymu. Podle potfeby migruji do zanicenych tkéani [24, 25].
V pribehu téhotenstvi bylo zaznamenano, u ¢lovéka 1 u mysi, vyrazné zvyseni jejich

poctu v déloze [8].

1.5 Cytotoxické funkce NK bunék

Efektorové funkce NK bunck jsou zavislé na ptevaze aktivacnich resp. inhibi¢nich
signalii skrze jejich ptislusné receptory [26]. Existuji dva hlavni mechanismy, kterymi
jsou NK buiiky schopny cytotoxicky usmrtit cilové buiiky. V obou piipadech je nutny
jejich kontakt s cilovou buiikou [27].

V prvnim  ptipadé¢ je likvidace cilové bunky zabezpecena exocytézou
cytoplazmatickych granuli NK buiiky do mezibunééného prostoru. Tyto obsahuji
protein perforin a rodinu strukturné piibuznych serinovych proteas zvanych granzymy.
Ulohou perforinu je narueni cytoplazmatické membrany cilové buiiky pro primnik
granzymu. Neékteré granzymy (napi. granzym B) vSak mohou pronikat do buné&k
endocytozou zprostiedkovanou receptory a nevyzaduji tedy ptitomnost perforinu. Bylo

popsano jedenact rliznych druhd granzyma u mysi, u ¢lovéka bylo nalezeno pouze pét
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zastupcil téchto enzymti. Tyto proteasy nasledné aktivuji cysteinové proteasy nazyvané
kaspasy, které jsou zodpoveédné za prabeh apoptozy cilové bunky. Mohou ovSem také
spustit apoptozu ptimo, bez aktivace kaspas [27, 28, 29].

Druha cesta spociva v aktivaci ,greceptori smrti“ (tzv. death receptori), jez se
vyskytuji na povrchu cilové buiky, pomoci ligandii ptitomnych na NK bunce. NK
buiiky exprimuji na svém povrchu dva typy ligandi aktivujici death receptory. V obou
ptipadech se jedna o molekuly pattici do rodiny cytokintit TNF. Prvni skupina ligandi je
oznaCovand TRAIL (z angl. TNF-related apoptosis-inducing ligand). Zastupcem je
ligand Apo2 ucastnici se aktivace receptori TRAIL-R1 a TRAIL-R2. Bylo
identifikovano pét ¢lend lidskych TRAIL receptori. Pouze dva, jmenované vyse, jsou
schopny spustit apoptdzu (opet pomoci aktivace kaspas) [27, 30]. Do druhé skupiny
interakénich partnerii death receptord, vyskytujicich se na NK bunkach, je fazen Fas
ligand (FasL) aktivujici receptor CD95. Mnohé nadorové bunky neexprimuji CD95 na
svém povrchu a snazi se tak vyhnout zahubeni. INF-y, produkovany pfirozenymi
zabije€i, indukuje expresi tohoto receptoru pro FasL na cilové bufice a umozZiuje

nasledné opétovné vyuziti této apoptické drahy aktivované NK buiikami [27, 31, 32].

1.6 Regulacni funkce NK bunék

Kromé cytotoxické funkce maji NK bunky dilezitou funkci regulacni. Produkuji velké
mnozstvi cytokinii (napt. INF-y, TNF-a a B, GM-CSF), které se dale podileji na dalsi
imunitni odpovédi organismu. Ovliviiuji dendritické bunky, makrofagy, T a B buinky a
endotelidlni bunky. Setkani napt. dendritickych bun¢k s NK buinikami mtize probihat
v perifernich tkanich nebo v lymfatickych organech, ptficemz vysledek této interakce
muze byt dvoji [33, 34, 35]. V prvnim ptipadé¢ mohou byt nezralé¢ dendritické bunky
usmrceny, coz by mohlo mit negativni dopad na G¢innost ptipadné vakcinace [36, 37].
Dal$im zkoumanim se vSak zjistilo, ze tento vliv je naopak pozitivni, protoZze muize
nastat vzajemna vyména antigenil mezi apoptickymi dendritickymi buitkami a novou
populaci dendritickych bunék. Tento fakt mize mit pozitivni vliv na ptipadnou aktivaci
adaptivni imunity zprostfedkovanou T¢, Ty lymfocyty a protilatkami [38, 39] V druhém
ptipadé mohou NK buiky naopak ovlivnit zrani dendritickych bun€k pomoci cytokinli

INF-y a TNF-a [34, 35].
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INF-y je NK buitkami produkovian v hojné mife a podili se kromé aktivace
dendritickych buné¢k i na aktivaci makrofdgii a na vzniku Thl bunééné linie slozené z

CD4" T lymfocytt [38, 40].

1.7 Identifika¢ni mechanismy NK bunék

Po dlouhou dobu od objevu NK bun€k nebylo jasné jakym mechanismem dochazi
k rozpoznavani bun¢k pozménénych viry ¢i maligni transformaci, jelikoz ptirozeni
zabije¢i patii do antigenné nespecifické Casti imunitniho systému a nemaji na svém
povrchu receptory pro antigen. V soucasné dobé existuje nékolik hypotéz, které tuto
dilezitou funkci NK bunék objasiuji [2, 41].

Prvni z hypotéz, nazyvand ,missing self recogntion®, byla objevena v 90. letech
20. stol. Vychazi z vlastnosti NK bun¢k, které jsou schopny rozpozndvat ostatni buniky
se sniZzenou ¢i viibec Zadnou expresi MHC glykoproteini 1. tfidy. Tyto molekuly se za
normalnich okolnosti vyskytuji na vSech buiikach organismu (s vyjimkou cervenych
krvinek a spermii) a slouzi k prezentaci antigent cytotoxickym T lymfocyttim, které
piipadné pozménéné bunky zahubi. MHC glykoproteiny 1. tfidy jsou rozpozndvany
inhibi¢nimi receptory NK bunék. Dochazi k aktivaci fosfatas a dalsim signalizaénim
kaskadam vedoucim k inhibici efektorovych funkci NK bunék (vice popsano
v kap. 1.8.1). Pokud ktéto interakci nedojde, posune se rovnovaha ve prospéch
aktivani signali zprostfedkovanych aktivacnimi receptory. Vyslednym efektem je
nasledna cytotoxicka likvidace cilové bunky. Dulezitym faktem je tedy nezbytna
pritomnost aktivacnich signalii, coz vysvétluje toleranci NK bunék vici Cervenym
krvinkam [42, 43, 44].

Druhou hypotézou NK bunécného rozpoznavani je tzv. ,,induced self recognition®.
V tomto piipad¢ se na cilové buiice vyskytuje nadbytek vlastnich proteind, které jsou
ligandy aktiva¢nich receptorti. Mezi tyto molekuly patii napt. MICA a MICB, coZ jsou
interakéni partneti receptoru NKG2D podobné MHC glykoproteinti 1. tfidy. Jejich
zvySena exprese mize byt disledkem stresu, maligni transformace nebo virové infekce.
Vysledkem této interakce je opét nerovnovdha mezi aktiva¢nimi a inhibi¢nimi signaly
v NK buiice vedouci k cytotoxickému zahubeni cilové buiiky. Porovnani obou hypotéz

naznacuje Obr. 4 na str. 21 [41, 43, 45].
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Obr. 4: Porovnani ,,missing self* a ,,induced self** mechanismil rozpoznavani cilovych
bunék NK buitkami. Pfevzato z [41].

Tieti dosud zndmou hypotézu NK bunééného rozpoznavani piedstavuje tzv.
»infectious non-self recognition®. Tato strategie je zalozend na detekci evolucné
konzervovanych molekularnich vzora, které jsou produkty patogennich i nepatogennich
bakterii. Tyto invariantni struktury, oznaCované¢ jako PAMPy (z angl. Pathogen
Asociated Molecular Pattern), jsou specifické pouze pro bakterie (nevyskytuji se
v organismu hostitele). Mezi nejznaméjsi piiklady PAMPU patii lipopolysacharidy
gram-negativnich bakterii a peptidoglykan gram-pozitivnich bakterii. Receptory
rozpoznavajici tyto struktury jsou oznacované zkr. PRR (z angl. Pattern Recognition
Receptor). Toll-like receptory (TLR), exprimované na povrchu APC bunék, a aktivacni
NK bunéény receptor Ly49h ptedstavuji jejich zastupce. Tato strategie je, v porovnani
s pfedchozimi, mén¢ prozkoumana [46, 47, 48].

Posledni strategie detekce abnormalnich bunék je zalozena na interakci Fc fragmentu
protilatek typu IgG s FcyRIII receptorem NK bunék. Patogen opsonizovany
imunoglobuliny tohoto typu je nasledné¢ zneSkodnén cytotoxickymi mechanismy
pfirozenych zabijec¢ii. Tato strategie je znama jako cytotoxickd reakce zavisla na

protiltkach (ADCC) [6, 49].
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1.8 Receptory NK bunék

Receptory NK bunék lze rozd¢lit podle nékolika hledisek. Prvni hledisko ptedstavuje
rozdéleni podle jejich funkce. V tomto piipadé jsou znamy tii druhy receptort:
aktivacni, inhibi¢ni a kostimula¢ni, jenz pouze zesiluji efekt aktivanich receptorii
Vysledna reakce NK buriky na cilovou butiku zavisi na nerovnovaze mezi inhibi¢nimi a
aktivacnimi signaly. Druhou moznosti je jejich rozdéleni ze strukturniho hlediska. Zde
existuji dvé hlavni skupiny: imunoglobulinové a C-lektinové receptory. Ob¢ tyto
skupiny jsou blize popsany dale. Geny pro C-lektinové NK bunécné receptory jsou
zakodovany v NK genovém komplexu (NKC, z angl. Natural Killer gene complex).
NKC se nachazi na 12. chromozomu clovéka a 6. chromozomu u mysi [50, 51].

Imunoglobulinové receptory jsou kodovany na 19. chromozomu clovéka [52].

1.8.1 Aktivacni a inhibi¢ni receptory
K zapojeni aktivac¢nich receptorti do nasledné signaliza¢ni kaskady je nutna ptfitomnost
dalSich povrchovych molekul. Tyto jsou oznaCovany jako adaptorové proteiny a
asociuji spolecné s aktivaCnimi receptory na povrchu NK bunék. Dosud bylo objeveno
n¢kolik druht téchto struktur: DAP10, DAP12, FceRI-y a CD3-{. VSechny tyto proteiny
obsahuji ITAM motiv, ktery je charakteristicky sekvenci (D/E)xxY xx(L/I)x¢-sYxx(L/I),
kde x znaci libovolnou aminokyselinu a lomitka alternativni aminokyseliny. DAP12 a
FceRI-y obsahuji jeden ITAM motiv, v molekule CD3-{ se vyskytuji ti1 tyto motivy a
DAP10 nese zkracenou verzi ITAM motivu, kterd je charakterizovana sekvenci YxxM.
Komplex receptor-adaptorovy protein zprosttedkovava elektrostaticka interakce mezi
zaporn¢ nabitou kyselinou asparagovou adaptorového proteinu a lysinem i argininem
obsazenym v tésné blizkosti transmembranové Casti aktivacniho receptoru. Po navazani
ligandu na receptor dochazi k fosforylaci tyrosinu, pfitomného v ITAM motivu,
prostiednictvim kinas rodiny Src. Nasledné se aktivuji protein-tyrosin kindsy Syk a
Zap-70, které¢ se Ucastni dalsi signalizacni kaskddy vedouci k ptipadnému spusténi
efektorovych funkei NK bunky v zavislosti na pifevazujicich aktivacnich resp.
inhibicnich signalech [53, 54, 55].

Inhibi¢ni receptory, na rozdil od aktivac¢nich, nepotfebuji kooperovat s jinymi
membranovymi proteiny, aby se Uc€astnili signalizacni kaskady. Ve své cytoplasmatické

¢asti obsahuji typicky ITIM motiv (jeden nebo vice), ktery je charakterizovan sekvenci
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(/L/V/S)xYxx(L/V). X zde zna¢i opét libovolnou aminokyselinu a lomitka pak
alternativni aminokyseliny, které¢ se v tomto motivu mohou vyskytovat. Po navdzani
ligandu na inhibi¢ni receptor dochazi k fosforylaci tyrosinového zbytku v ITIM motivu
kindsami rodiny Src. Dal§im krokem signalizacni dréhy je nasledna aktivace inositolové
fosfatasy SHIP-1 nebo ptipadné protein-tyrosin fosfatas SHP-1 a SHP-2. Fosfatasy déle
defosforyluji substraty protein-tyrosin kinas spojenych s aktiva¢nimi receptory. Timto
zpusobem omezuji pienos signdlu z aktivanich receptori a piipadné spusténi

efektorovych funkei NK bunky [54, 56, 57].

1.8.2 Imunoglobulinové receptory

Charakteristicky znak receptori, fazenych do této superrodiny, predstavuji
imunoglobulinové domény ptitomné v jejich extracelularnich €astech. Zastupci této
receptorové rodiny jsou zejména receptory zvané KIR (z angl. Killer cell
Imunoglobulin-like Receptors) a NCR (z angl. Natural Cytotoxicity Receptors) [58, 59].

KIR (znamé jako CD156) piedstavuji rodinu polymorfnich aktiva¢nich i inhibi¢nich
receptord. Ze strukturniho hlediska se jedna o transmembranové glykoproteiny I. typu a
vyskytuji se predev§im na NK buiikdch a nékterych T lymfocytech [60]. Ligandy téch
receptort jsou zejména MHC glykoproteiny 1. typu (lidské HLA-A, -B nebo -C). Dosud
bylo objeveno 14 polymorfnich genti kédujicich tyto proteiny. Nomenklatura je
odvozena od poctu imunoglobulinovych domén obsazenych v jejich extracelularni ¢asti.
Tyto mohou byt dvé (ozn. 2D) nebo tii (ozn. 3D) [58, 61]. Inhibi¢ni receptory
charakterizuje dlouhd cytoplasmatickd doména (ozn. L) obsahujici ITIM motiv. Kratka
cytoplasmatickd doména (ozn. S) se vyskytuje u aktivanich receptorti asociujicich
s adaptorovymi molekulami. Vyjimku ptfedstavuje KIR2DL4, ktery disponuje dlouhou
cytoplasmatickou doménou, i ptestoze se jedna o aktivacni receptor [58, 62].

NCR jsou tfazeny mezi specifické znaky NK bunék (viz kap. 1.4). Zastupce téchto
receptori predstavuji proteiny NKp46, NKp44 a NKp30 [11]. VSechny patii mezi
aktivacni receptory a jsou schopny pfimo indukovat efektorové funkce NK bunky pii
absenci MHC I resp. HLA na cilové bunice. Ve své extracelularni ¢asti obsahuji,
podobné jako KIR, dvé nebo tfi imunoglobulinové domény a jsou charakterizovany
jako transmembranové glykoproteiny I. typu. NKp46 a NKp30 byly pozorovany jak na
Cerstvych, tak i aktivovanych NK buiikach. Zatimco exprese NKp30 byla sledovana

pouze na maturovanych NK bunéénych liniich. Zda se, ze tento receptor je zodpovédny

23

——
| —



za cytotoxické usmrceni cilovych bunék v ptipad¢, ze nedojde ke spusténi apoptdzy

skrze ptedchozi dva jmenované zastupce NCR [59, 63].

1.8.3 C-lektinové receptory

Receptory patfici do této superrodiny obsahuji ve své extracelularni casti
charakteristickou C-lektinovou doménu (CRD), ktera v piitomnosti Ca®>" iontd je
schopna vazat cukry. Nejvyznamnéj$imi zdstupci jsou receptory rodin Ly49,
CD94/NKG2, NKR-P1 a receptory piibuzné s molekulou CD69 [51]. Posledni dvé
jmenované skupiny receptori jsou blize popsany v nasledujicich kapitolach, jelikoz
jejich zastupci jsou predmétem této diplomové prace.

Vyskyt receptorti rodiny Ly49 byl pozorovan ptedev§im u mysSi. Dosud bylo
objeveno 23 ¢lenll, oznaCovanych Ly49a-w. Strukturné se jednd o homodimerni
transmembranové glykoproteiny II. typu. VétSina zastupcl této rodiny patii mezi
inhibi¢ni receptory (napf. Ly49a, c, e) obsahujici ITIM motiv v cytoplasmatické
doméné. Byl vSak potvrzen 1 vyskyt aktivacni receptorii (napt. Ly49d, h) asociujicich
s adaptorovou molekulou DAP12. MySi zéastupci této rodiny jsou zatim nejlépe
prozkoumani ze vSech NK bunécnych receptort, coz potvrzuje i rozieseni trojrozmérné
struktury né€kolika jeji ¢lentt [51, 64, 65]. U cloveéka byl nalezen pouze jeden gen,
kodujici protein Ly491, ktery vSak ziejme neni funkéni kvili bodové mutaci [66].

Receptory rodiny CD94/NKG2 byly identifikovany u ¢lovéka a také u mysi. Clenové
této skupiny mohou mit aktivatni nebo inhibi¢ni potencidl a jsou exprimovani
piedeviim na NK buiikach a na populaci CD8" T lymfocyttl. Dosud bylo objeveno sedm
¢leni. NKG2A, B, C, E a H tvorii disulfidicky vazané heterodimery s molekulou CD94.
NKG2F proteinu chybi extracelularni doména, tudiz se ziejmé nejednd o funkcni
molekulu. Receptory NKG2A a B, obsahujici klasicky ITIM motiv a rozeznavajici
HLA-E, maji inhibi¢ni funkci. NKG2C, E a H asociuji s adaptorovym proteinem
DAPI2 a jednd se tedy o aktivacni receptory, i piestoze jsou schopny interakce
s HLA-E [67, 68]. NKG2D se, na rozdil od ostatnich, vyskytuje na povrchu NK bun¢k
jako homodimer s kratkou cytoplazmatickou doménou. Z funkéniho hlediska se jedna
také o aktivacni receptor. Ligandy tohoto proteinu piedstavuji molekuly MICA a MICB,
odvozené od MHC I [69].
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1.8.4 MysSi NKR-P1C z kmene BALB/c (mNKR-P1CBALB) reprezentujici
rodinu NKR-P1

Zastupci receptorové rodiny NKR-P1 (z angl. natural killer receptor — protein 1, ozn.
CD161) byli objeveni jiz v 80. letech 20. stol., avsak jejich funkce ztstavala po dlouhou
dobu neobjasnéna, stejné¢ jako vlastnosti téchto proteint. Strukturné jsou
charakterizovany jako disulfidicky spojené homodimerni transmembranové proteinu II.
typu, které obsahuji ve své extraceluldrni ¢asti C-lektinovou doménu (CRD). Tyto
receptory se vyskytuji predev§im na povrchu mySich, potkanich a lidskych NK bun¢k.
Byly vSak pozorovany 1 na nékterych T lymfocytech, NK-T a dendritickych bunkéch
[51, 70].

Dosud se podaftilo identifikovat Sest mySich Clenil této receptorové rodiny z kmene
C57BL/6 (ozn. téz B6), a to NKR-P1A, C, D, E, F a G. V kmeni BALB/c byl nalezen
NKR-P1B namisto NKR-P1D. Vibec prvnim objevenym receptorem se stal NKR-P1C,
ktery je pfedmétem této diplomové prace resp. jeho forma nalezena v mySim kmeni
BALB/c. Tento protein, oznacovany téz NKI.1, identifikovany pomoci anti-NK1.1
protilatky, byl po dlouhy ¢as povazovan za specificky znak NK buné¢k [71]. Anti-NK1.1
(PK136) protilatkou se vSak podaftilo identifikovat pouze receptory z kmene B6, nikoliv
z kmene BALB/c. Z vysledki porovnani aminokyselinovych sekvenci zastupcu této
receptorové rodiny (napfi€ riznymi mySimi kmeny), byla vyslovena hypotéza, Zze vazba
protilatky je zavisla na pritomnosti serinu 191 a glutamatu 217. mNKR-P1CBAM®
obsahuje sice na pozici 217 glutamat, ale na pozici 191 je pfitomen threonin (Obr. 5 na
str. 26), coz je zpusobeno bodovou mutaci a ma ziejmé za nasledek nerozpoznani tohoto
receptoru anti-NK1.1 protilatkou [72].

Ptitomnost ITIM motivu v NKR-P1B/D a G svéd¢i o jejich inhibi¢ni funkci.
V transmembranové ¢asti receptort NKRP1A a F se vyskytuje pozitivné nabity arginin
a zaroven neobsahuji ITIM motiv. Diky témto faktim jsou fazeny mezi aktivacni
receptory. Pres receptor NKR-PIC jsou signdly pfenaSeny pomoci klasického ITAM
motivu nachézejicitho se v adaptorové molekule FceRI-y, se kterou je tento receptor
asociovan prostfednictvim argininu pfitomného v transmembranové doméné tohoto
aktivacniho receptoru [71, 73].

Fyziologické ligandy zéastupcii této receptorové rodiny byly identifikovany pouze

u nékterych z nich. NKR-P1B/D specificky interaguje s molekulou Clr-b, NKR-P1F pak
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s molekulou Clr-g. Geny koédujici Clr-b a g, patfici do rodiny CLEC2, se nachazeji
v NKC genovém komplexu a ze strukturniho hlediska se jednd o molekuly odvozené od
C-lektini. Fyziologické ligandy receptorit NKR-P1A a C nebyly zatim nalezeny [74].
Dosud byly identifikovany Ctyfi typy potkanich receptort této rodiny, NKR-P1A, B,
F a G [75]. U ¢loveka byl vsak nalezen pouze jeden gen koédujici receptor NKR-P1A.
Fyziologickym ligandem tohoto proteinu je molekula LLT1, patiici do skupiny
receptori ptibuznych s molekulou CD69. Signaliza¢ni drahy se po navazani ligandu
ucastni kysela sfingomyelinasa . Tento enzym kooperuje na tvorbé ceramidu, kteti dale
plni funkci druhych posli. Signalizacni drahy u hlodavéich zéastupct této rodiny se
ucastni protein-tyrosin-kindza p561°k, kterd patii do rodiny kindz Src. Tato interakce
probiha v cytoplazmatické ¢asti NKR-P1 receptorti, obsahujici motiv CxCP (x znaci
libovolnou aminokyselinu), a ucastni se ji také rizné druhy G proteinti. Celkové jsou
tyto signaliza¢ni drahy daleko vice prozkoumany nez u lidského NKR-P1 [76, 77].
mNKR-PIC je sloZzen z223 aminokyselin. Molekulovd hmotnost dimerniho
receptoru se pohybuje kolem 50 kDa. Porovnani sekvenci proteinti z kmene BALB/c
(mNKR-P1C**®) a B6 (mNKR-P1C®) piiblizuje obr. 5 [72]. Struktura tohoto proteinu
ani fyziologicky ligand neni zatim znam. Pravé krozieSeni téchto vlastnosti
mNKR-P1CP*®, resp. extracelularni domény tohoto receptoru, by mohly prispét

proteinové preparaty pripravené v ramcei této diplomové prace.

1 MDTARVY FGLKPPRT PGAWHE SPLSTLPPDACRCPRSHRTLATKL.SCAGLITLVLTLIGMSV
1 MDTASIYLGLKPPRTLGAWHE SPPSLPPDACRCPRSHRTIATKTL.SCAGLITILVLTLIGMSV

61 EVRVLIQKPSREKEEVLIQENLNKTTDS PAKOEMPQHWLSHRDKEFHI SQVSNTHEEGQA
61 LVRVLVOKPSREKEEVFIQENLNKT TDfSVNLEBPQDWLLHRDKEFHV SQVSNTHEEGQA

121 DSGRKEATLLLIQDQEELRFLIDSIKENYNSFWIGLRY TLPDMNWKWINGTTEFNSDVLKI
121 DIGRKGATLLLIQDQEELRFLLDSIKEKYNSFWIGLRFTLPDMNWKWINGTTFNSDVLKI

181 IGVTENGSIATISGDKVTSESISTDNRWIIQKELNHETPSNDS BAIB/c
181 TGVTENGSIASILGDKVTPESIASDNRWIIQKELNHETPSNDS B6

Obr. 5: Porovnani aminokyselinovych sekvenci mNKR-P1CP*™® a mNKR-P1C®°.
Modfe je vyznacena cytoplazmatickd doména, zelen€ transmembranova doména, Zluté
extracelularni doména, cervené jsou vyznaceny aminokyseliny, ve kterych se jednotlivé
sekvence lisi a - jsou oznadeny cysteiny. Sedou je oznadena mutace zptsobujici
nerozpoznani mNKR-P1CP*"® anti-NK1.1 protilatkou. Upraveno podle [72].
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1.8.5 Lidsky AICL (hAICL) reprezentujici rodinu receptori pribuznych
s molekulou CD69

Do této rodiny jsou fazeny piedevsim lidské receptory LLT1 a AICL a mysi receprory
Clr. Tyto molekuly jsou blizké CD69 a to piedevsim svym vyskytem na povrchu
aktivovanych lymfocytt [51].

Vyskyt receptoru CD69, zvaného téz rany aktivacni antigen, byl pozorovan zejména
na aktivovanych NK buikach, B a T lymfocytech a makrofazich. Konstitutivni exprese
tohoto antigenu byla také objevena na lidskych monocytech, krevnich destickach a
epidermalnich Largenhansovych bunkach. Ackoliv nejsou zatim pfesné znamé funkce
tohoto proteinu ani jeho fyziologicky ligand, n€které vysledky naznacuji, Ze by tato
molekula mohla hrat vyznamnou roli pfi patogenezi mnoha onemocnéni jako je napf.
artritida, chronicky zanét jater nebo astma. V imunitnim systému plni nejspiSe hlavné
regulacni funkci vedouci k dal$i imunitni odpovédi [78, 79].

Proteiny Clr (z angl. C-type lectin-related) byly neddvno identifikovany jako novi
zastupci mySich C-lektinovych receptort. Nejprve bylo popsano sedm jejich Clend,
Clr-a - g. Pozdé&i byl popsan 1 Clr-h. Geny kodujici tyto povrchové molekuly se
nachazeji v NKC genovém komplexu mezi NKR-P1C a CD69. Jednotlivi zastupci této
skupiny sdili mezi sebou 80-90% homologii. Vysoky stupeii homologie byl nalezen
také mezi Clr receptory a molekulou LLTI1. Toto naznacuje, ze LLT1 je lidskym
orthologem proteinti Clr. Né&které z téchto molekul tvofi ligandy receptorii rodiny
NKR-P1 [72, 74, 80].

Receptor LLT1 (z angl. lectin-like transcript 1) je ligandem lidského NKR-P1, jak jiz
bylo feceno v predchazejici kapitole. LLTI1 je exprimovan hlavné na povrchu
dendritickych bunék, coz naznacuje spojnici mezi NK a APC bunkami. Jeho vyskyt byl
také objeven na B lymfocytech pii infekci virem Epstein-Barrové nebo HIV. Interakce
s NKR-P1A inhibuje elektorové funkce NK bunky (cytotoxicitu a produkci cytokintl).
Gen kodujici tento protein lezi piimo vedle receptoru NKR-PIA v NKC genovém
komplexu. Nejbliz§im homologem LLT1 je receptor AICL [81, 82].

Protein AICL (z angl. activation-induced C-type lectin), oznacovany také CLEC2B,
je pfedmétem této diplomové prace. Tento lidsky receptor byl objeven v roce 1997.
Strukturné se jednd o homodimerni transmembrdnovy protein II. typu, ktery je

charakteristicky velmi kratkou cytoplasmatickou doménou sestavajici se pouze ze sedmi
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aminokyselin. Cely receptor je sloZzeny ze 149 aminokyselin a jeho molekulova
hmotnost se pohybuje kolem 17 kDa. Podobnost extracelularni domény AICL a CD69
je asi 35 % v aminokyselinovém zastoupeni [83].

Vyskyt AICL byl pozorovan predevS§im na buiikdch myeloidni linie (monocytech,
makrofazich a granulocytech), ale také na B a T lymfocytech a nékterych rakovinnych
bunkach (hlavné jaternich) [84]. Charakteristickym rysem tohoto proteinu je rychly
narust jeho transkripce pti aktivaci lymfocytt a kratky polocas rozpadu mRNA, ktera jej
kéduje. Diky vySe uvedenym vlastnostem je receptor AICL fazen mezi rané aktivacni
antigeny exprimované na Siroké Skale bunck [83].

AICL je interakénim partnerem lidského NK buné&éného receptoru NKp80 (ozn. téz
KLRF1). Oba tyto proteiny byly nalezeny u ¢lovéka, ale nikoliv u hlodavct, na rozdil
od jinych receptort NK bun¢k. Interakce mezi obéma receptory vede k uvolnéni
zénétlivych cytokinti, které vyvolavaji dal$i imunitni odpovéd. Zde se tedy ukazuje
spojnice mezi NK buiikami a buitkami myeloidni linie, jez mlze vést k pocatecnimu
vyvolani a udrZeni imunitni reakce u ¢lovéka [85].

Struktura AICL ani dal§i vyznamné vlastnosti tohoto proteinu nebyly zatim
rozieSeny. K rozfeSeni vlastnosti a pfipadné i struktury by mohla pfispét tato prace,
ktera je zaméiena predevsim na rekombinantni ptipravu extracelularni domény, nalezeni

optimalnich podminek renaturace a purifikaci tohoto proteinu.
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. CIL PRACE

= piiprava expresnich plasmidi pro rekombinantni produkci extracelularnich

domén receptortt mNKR-P1CP4® a hAICL

= produkce téchto receptort v expresnim systému E. coli s pouzitim LB média

= optimalizace renaturace a purifikace takto pfipravenych proteint

= charakterizace pfipravenych proteinii pomoci metod hmotnostni spektrometrie
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3. MATERIAL

3.1 Pristroje a pomiucky

Analytické vahy AL54
Automatické pipety

Centrifuga Avanti J-26 XP
Centrifuga J-6M

Centrifuga Spectrafuge 16M
Centrifuga VSMC-13

Centrifuga Z 233 MK-2
Centrifuga¢ni koncentrator Amicon Ultra
(cut off 10 kDa)

Dialyzaéni trubice Spektra/Por
DNA sekvenator ABI Prism 3100

Dokumentacni systém na foceni gelt G:Box HR

Hmotnostni spektrometr APEX Qe Ultra
HPLC systém Biosys 510

[luminator BTS-20.LS

Inkubator BT-120M

Kolona Q Sepharosa FF 16/140

Kolona SP Sepharosa FF 16/65

Kolona Superdex 200 10/300 GL
Kolona Superdex 200 16/60 High Load
MicroHPLC Agilent 1200
Mikrokolonky microtrap 1x8 mm
Monochromatorova ¢tecka desticek Safire
Napajeci zdroj MP-250V

Napéjeci zdroj ECPS 3000/150
Magnetickd michacka MM 2A
Mikrosttikacky, rizné objemy

pH metr @200

Ptedvazky HF-1200G
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Mettler Toledo, CR
Gilson, USA

Beckman Coulter, USA
Beckman Coulter, USA
Edison, USA

Shelton Scientific, USA
Hermle, Némecko

Millipore, USA

Spektrum Lab., USA
Applied Biosystems, USA
Syngene, UK

Bruker Daltonics, USA
Beckman, USA

UVltec, UK

Lab. pristroje Praha, CR
GE Healthcare, USA
GE Healthcare, USA
GE Healthcare, USA
GE Healthcare, USA
Agilent, USA

Michrom Biores., USA
Tecan, Sv;\?carsko

Major Science, USA
Pharmacia, Svédsko
Lab. pristroje Praha, CR
Hamilton, Svycarsko
Beckman Coulter, USA
AND, USA
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Souprava pro elektroforesu

Souprava pro elektroforesu

Souprava pro elektroforesu X-Cell Sure Lock
Souprava pro ultrafiltraci
Spektrofotometr DU-70

Termocyklér Mastercycler Personal
Ttepacka Comfort

Ttepacka na Erlenmeyerovy banky
Ttepacka na zkumavky BigGer Bill
Ultracentrifuga Optima LESOK
Ultrafiltra¢ni membrany (cut off 10 kDa)

Ultrazvukova sonda Ultrasonic Homogenizer 4710

Ultrazvukova lazent Sonorex

Vodni lazen

Vakuové odparka Savant SPD 121P Speedvac
Vortexovy mixér

Zdroj deionizované vody MilliQ

3.2 Soupravy pro izolaci DNA

JETQUICK Gel Extraction Spin Kit
JETSTAR Plasmid MiniPrep Kit
JETSTAR Plasmid MaxiPrep Kit

3.3 Chemikalie

Acetonitril (LC/MS jakost)
Agar

Agarosa

Akrylamid

Ampicilin

L-Arginin

Azid sodny

Coomassie Brilliant Blue G-250

Sigma-Aldrich, USA
Bio-Rad, USA
Invitrogen, USA
Millipore, USA
Beckman Coulter, USA
Eppendorf, Nemecko
Eppendorf, Nemecko

Sanyo Gallenkamp Ltd., UK

Thermolyne, USA
Beckman Coulter, USA
Millipore, USA

Cole-Parmer instrum. Co., USA

Bandelin, Nemecko
Memmert, Néemecko
Thermo Fisher, USA
VELP Scientifica, Italie
Millipore, USA

Genomed, Némecko
Genomed, Némecko

Genomed, Néemecko

Merck, Nemecko

Oxoid, USA

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

Serva, Nemecko
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Coomassie Brilliant Blue R-250
Cystamin

Cysteamin

DNA marker 100 bp; 1 kb
dNTPs

DTT

Ethanol

Ethidium bromid

EDTA

4-Ethylmorfolin

Glycin

Guanidin hydrochlorid
HEPES

Hydroxid sodny

Chlorid sodny

Chlorid vapenaty

Chloroform

Isopropanol

Jodacetamid

Kanamycin

Kvasni¢ny extrakt

Kyselina chlorovodikova
Kyselina octova (LC/MS jakost)
Kyselina trifluoroctova (LC/MS jakost)
Leupeptin

Methanol (LC/MS jakost)
NDSB 256
N,N’-methylen-bis-akrylamid
Octan amonny

Peroxodisiran amonny

PIPES

PMSF

——
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Serva, Nemecko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

New England Biolabs, USA

Promega, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lach-Ner, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Fluka, Svycarsko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR
Merck, Nemecko
Sigma-Aldrich, USA

Jersey Lab Supply, USA

Imuna Pharm, CR
Lach-Ner, CR
Fluka, S\g}carsko
Fluka, S\g}carsko
Sigma-Aldrich, USA
Merck, Nemecko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
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* Sodiumdodecylsulfat

= Standardy pro SDS-PAGE
= Tetracyklin

= TRI reagent

= Tris(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP)

= Tris hydrochlorid

= Trypton

=  Voda (LC/MS jakost)
= X-Gal

= (Qstatni bézné chemikalie

Jersey Lab Supply, USA
Serva, Némecko

Jersey Lab Supply, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Jersey Lab Supply, USA
Oxoid, USA

J.T.Baker, USA

Serva, Némecko

Lach-Ner, CR

Vsechny pouzité chemikalie byly Cistoty p.a. nebo vyssi.

3.4 Primery pro PCR

mNKR-P1CBALB py

5" GCCATATGTCAAGAGAAAAATGC 37

» mNKR-P1CBAB REV

GeneriBiotech, CR

GeneriBiotech, CR

5" GCAAGCTTATCGAGGAGTCATTACTCGGGGT 3’

= hAICL FW

5" GCCATATGTCTCAGAGTTTATGC 37

= hAICL REV

5" GCAAGCTTAGTGTATTCTTTTCC 3’

= Oligo(dT)z0

3.5 Enzymy

=  AspN

= Deep Vent DNA polymerasa

= DNAsa I (deoxyribonukleasa I)
= GhC

= HindlIII endonukleasa

= Ndel endonukleasa

= RNAsa I (ribonukleasa I)

=  Smal

——
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GeneriBiotech, CR

GeneriBiotech, CR

Invitrogen, USA

Roche, Sv;\?carsko

New England Biolabs, USA

Sigma-Aldrich, USA
Roche, Sv;\?carsko

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA

Sigma-Aldrich, USA

New England Biolabs, USA

'



SuperScript IIT RT Invitrogen, USA

= T4 DNA ligasa Stratagene, USA
*  Trypsin Promega, USA
3.6 Vektory

= pET-30a(+) Novagen, USA
= pBluescript SK+ Stratagene, USA

3.7 Bakterialni kmeny

E. coli: BL21-Gold (DE3) E. coli B F— ompT hsdS(rB— mB-) decm+ Tetr gal
MDE23) endA Hte Stratagene, USA

E. coli: NovaBlue endA1 hsdR17 (rK12— mK12+) supE44 thi-1 recAl gyrA96
relAl lac F'[proA+B+ laclqZDM15::Tnl0] (TetR) Novagen, USA

3.8 Roztoky

Barvici roztok pro SDS-PAGE: 45% (v/v) methanol, 10% (v/v) kyselina
octova, 0,25% (w/v) CBB R-250

Dialyzaéni pufr hAICL: 10 mM PIPES, 9mM NaCl, 1 mM NaNj3, pH 6,8
Dialyzaéni pufr mNKR-P1C®*"®: 15 mM Tris-HCL, 9 mM NaCl, | mM NaNj,
pH 9,0

Elektrodovy pufr pro SDS-PAGE: 10 mM Tris-HCI, 250 mM glycin, 0,1% (w/v)
SDS, pH 8,3

First strand reakéni pufr: komercéné dostupny od firmy Invitrogen, USA
Fixa¢ni a odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE: 35% (v/v) ethanol, 10% (v/v)
kyselina octova

Guanidinovy pufr: 6 M Guanidin-HCI, 10 mM DTT, pH 8,0

Ligacni pufr pro T4 DNA ligasu: komer¢né dostupny od firmy Stratagene, USA
NEB II pufr: komeréné dostupny od firmy New England Biolabs, USA

NEB IV pufr: komeréné dostupny od firmy New England Biolabs, USA
Odbarvovaci roztok pro PVDF membrany: 45% (v/v) methanol,

10% (v/v) kyselina octova
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Promyvaci pufr pro izolaci inkluznich télisek: 50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl,

1 mM merkaptoethanol, 1 mM NaNs, pH 7,4

Pufr A pro ionexovou chromatografii hAICL: 15 mM PIPES, 9 mM NaCl, ] mM
NaN3, pH 6,8

Pufr B pro ionexovou chromatografii hAICL: 15 mM PIPES, 1 M Na(Cl,

1 mM NaN3s, pH 9,0

Pufr A pro ionexovou chromatografii mNKR-P1C**"®: 15 mM Tris-HC],

9 mM NaCl, 1 mM NaNj3, pH 9,0

Pufr B pro ionexovou chromatografii nNKR-P1C**"®: 15 mM Tris-HCI,

1 M NaCl, 1 mM NaNj3, pH 9,0

Pufr pro DNA polymerasu Deep Vent: komeréné dostupny od firmy New England
Biolabs, USA

Pufr pro elektropienos: 10 mM Tris-HCI, 150 mM glycin, 20% (v/v) methanol,
pH 8,4

Pufr pro gelovou filtraci hAICL: 15 mM PIPES, 150 mM NaCl, 1 mM NaN3,

pH 6,8

Pufr pro gelovou filtraci mNKR-P1C®*"®: 15 mM Tris-HC], 150 mM NaCl,

1 mM NaNs, pH 9,0

Pufr s detergentem pro izolaci inkluznich télisek: 0,5% (w/v) Triton X-100,

50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, I mM merkaptoethanol, I mM NaN3, pH 7,4
Renaturaéni pufr hAICL: 20 mM PIPES, 1 M arginin-HCI, 100 mM CacCl,,

1 mM cystamin, 10 mM cysteamin, 1 mM NaNs, 10 mM NDSB 256, pH 6,8
Renatura¢ni pufr mNKR-P1CP*"®; 50 mM Tris-HCl, 1 M arginin-HCI,

100 mM CaCl,, 3 mM cystamin, 9 mM cysteamin, 1 mM NaNj3, pH 9,0
Sacharosovy lyza¢ni pufr pro izolaci inkluznich télisek: 25% (w/v) sacharosa,

50 mM Tris-HCIl, 1 mM EDTA, 1 mM NaN3, pH 7,4

Stépici pufr pro AspN a trypsin: 50 mM N-ethylmorfolinacetat, 10% AcN, pH 8,4
Stépici pufr pro GluC: 50 mM NH;Ac, 10% acetonitril, pH 4,0

TAE pufr: 2 M Tris-HCI, 1 M HAc, 50 mM EDTA, pH 8,0

TE pufr: 10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, pH 7,5

Thermo Pol reakéni pufr: komeréné dostupny od firmy New England Biolabs,
US4

35

——
| —



= TRI reagent komeréné dostupny od firmy Sigma-Aldrich, USA

= Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE neredukujici: 50 mM Tris-HCI,
12% (v/v) glycerol, 4% SDS (w/v), 0,1% (w/v) bromfenolova modf, pH 6,8

= Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE redukujici: 50 mM Tris-HCI, 12% (v/v) glycerol,
4% SDS (w/v), 0,1% (w/v) bromfenolova modft, 2% (v/v) B-merkaptoethanol,
pH 6,8

3.9 Média

= LB agar: 1,25% (w/v) agar v LB médiu
= LB médium: 1% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt, 1% (w/v) NaCl,
pH 7,4

——
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4. METODY

V této diplomové praci byly pouzivany metody ovéfené dlouholetymi zkuSenostmi
pracovniki Laboratofe pfirozené imunity, zalozené¢ zejména na laboratornim manualu

[86] nebo ptipadné na doporuceni vyrobeti nékterych chemikalii, souprav a ptistrojt.

4.1 Priprava expresnich plasmidi
4.1.1 Izolace celkové RNA z mysi sleziny

K izolaci celkové RNA byly pouzity dvé Cerstvé mysi sleziny (z kmene BALB/c). Ke
kazdé slezin€¢ v homogenizatoru byl pfiddn 1 ml TRI reagentu. Nasledovala
homogenizace a poté pieneseni materidlu do specidlnich mikrozkumavek
neobsahujicich RN Asy. TRI reagent obsahuje fenol a guanidin thiokyanat, ktery piisobi
inhibiné na pfitomné RNAsy. Déle bylo do obou mikrozkumavek ptfidano 200 pl
chloroformu. Dal$im krokem bylo promichani obou fizi, 5 minutov4 inkubace za
laboratorni teploty a nasledna centrifugace pii 12 000xg po dobu 15 minut pfi teploté
4 °C. Vrchni vodna faze, obsahujici RNA, byla pfenesena do Cist¢é mikrozkumavky
(RNAse free). Dale bylo ptidano 500 pl isopropanolu a smés ponechana inkubovat
5 minut pii laboratorni teploté. Nasledovala opét centrifugace pii1 12 000xg po dobu
8 minut pfi teploté¢ 4 °C. Supernatant byl odstranén a peleta RNA byla promyta 1 ml
75% ethanolu a rozsuspendovana. Nésledovala dalsi centrifugace pti 7 500xg po dobu
5 minut pi1 4 °C. Supernatant byl opét odstranén a peleta RNA byla nejprve vysusena
na vzduchu (ve flowboxu) a nasledné rozpusténa ve 20 ul RNAs zbavené vody. Pii celé
izolaci bylo pracovano ve flowboxu a steriln¢. Takto izolovand RNA byla ihned pouzita

na syntézu cDNA.

4.1.2 Reversni transkripce

Izolovana RNA byla inkubovdna 10 minut pti 55 °C a déle pouzita jako templat pti
syntéze cDNA. Do reakéni smési bylo napipetovano: 1 pl 50 mM oligo(dT)z, 1 pl
dNTP, 5 ul RNA a 7 ul RNAs zbavené vody. Nasledovala inkubace po dobu 5 minut pti
65 °C a poté 1 minutu na ledu. Déle bylo do reakéni smési piidano 4 pl First Strand
reakéniho pufru (Skrat koncentovaného), 1 ul 0,1 M DTT a 1 pl reversni transkriptasy
Superscript III (200 U/ul). Reakéni smés byla promichdna a ponechdna inkubovat

40 minut pfi 50 °C. Nasledovala inaktivace reversni transkriptasy 15 minutovou
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inkubaci pfi 70 °C. Takto ptfipravend cDNA byla déle pouzita jako templat pii PCR

amplifikaci genu kodujiciho extraceluldrni doménu mNKR-P1CPAMP,

4.1.3 PCR amplifikace

Reakeéni smési byly pifipraveny smichanim 31 pl dd H»0, 1,5 pul 100 mM MgSOy, 5 pl
Thermo Pol reakéniho pufru (10krat koncentrovaného), 1,5 ul 10 mM dNTP, 5 pl
10 mM fw primeru, 5 ul 10 mM rv primeru, 1 pl templatu (¢cDNA o konc. 1 pg/ul) a
0,5 ul Deep Vent DNA polymerasy (2000 U/ml). Pro amplifikaci mNKR-P1CP*® byla
pouzita cDNA ptipravend podle kap. 4.1.2 a pro amplifikaci hAICL pak cDNA, ktera
byla poskytnuta Mgr. Danielem Rozbeskym. Samotna reakce byla provedena

v termocycleru podle teplotniho profilu obsazeném v Tab. 1.

Tab. 1: Teplotni profil PCR amplifikace

Krok Z/}lfleut 07(; mtin
1 1 94 2
94 0,5
2 30 43 0,5
72 1
3 1 72 10
1 4 -

Po dokonceni reakce byly jednotlivé produkty vizualizovany pomoci agarosové

elektroforézy. Zbylé produkty byly uchovavany pfti - 20 °C a dale pouzity na klonovani.

4.1.4 Agarosova elektroforéza

Gel byl pfipraven rozpusténim (za tepla) 0,5 g agarosy ve 40 ml TAE pufru. Po
zchladnuti pod 50 °C byly ptidany 2 pl ethidiumbromidu (o konc. 10 mg/ml).
Nésledovalo naliti do vani¢ky a zanofeni hiebene. Po ztuhnuti byl hifeben vyndan, gel
byl pfendan do elektroforetické aparatury a ponofen do TAE pufru. K 10 pl vzorkl byly
ptidany 2 pl vzorkového pufru (6krat koncentrovaného). Takto ptipravené vzorky byly
spole¢né s markery naneseny do jednotlivych jamek. Separace probihala pifi napéti
90 V po dobu asi 50 minut. K vizualizaci jednotlivych fragmenti DNA bylo vyuZito
fluorescence ethidiumbromidu (interkalovaného do DNA), ktera byla iniciovdna UV

zarenim.
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4.1.5 Ligace do klonovaciho vektoru pBluescript SK+

Nejprve byla provedena agarosova elektroforéza, na kterou bylo naneseno 20 pl
jednotlivych PCR produktii. Nasledné byly prouzky, odpovidajici pozadovanym
insertiim, vyfiznuty a extrahovany z gelu pomoci soupravy JETQUICK Gel Extraction
Spin Kit. Bylo postupovano podle ptiloZzeného protokolu. Vysledna piecisténa DNA
byla pouzita do ligacni smési, ktera se sestavala z 1 pl vektoru pBluescript SK+
(o konc. 1 pg/ul), 15,5 pl precisténého PCR produktu, 2 pul NEB IV pufru, 0,5 pl
20 mM ATP, 0,5 pl restrik¢éni endonukleasy Smal a 0,5 pul T4 DNA ligasy (5 wU/ul).
Smés byla promichdna a ponechdna inkubovat ptes noc pfi laboratorni teploté.
Zaklonovani insertit bylo zprostfedkovano pomoci enzymu Smal, ktery §tépi vektor
pBluescript SK+. Timto zpiisobem vzniknou tupé konce vektoru, do nichz je mozno
pomoci T4 DNA ligasy ligovat pozadované inserty s tupymi konci. Po zaligovani DNA
fragmentu do tohoto mista je toto naruSeno a neni tedy dale rozpoznavano enzymem
Smal. Dalsi vyhodou je, ze se pravé v tomto misté nachazi gen pro B-galaktosidasu,
ktery je pferuSen vloZenym insertem a neni poté funk¢ni. Pfi transformaci bakterii takto
vytvofenym konstruktem nedochdzi k pfeméné substratu [-galaktosidasy a vzniklé
kolonie jsou bilé. Zde se jako substrat vyuziva X-Gal, coz je derivat galaktosy spojeny
se substituovanym indolem, ktery po rozstépeni barvi bakteridlni kolonie modie. Tato
selekce bakteridlnich klonti je oznacovana jako tzv. modro/bild selekce (z angl.

blue/white screening).

4.1.6 Transformace kompetentnich bunék

Kompetentni buiiky E. coli kmen NovaBlue (uchovavané pii - 80 °C) byly ponechany
volné rozmrazit na ledu. Po roztati bun¢k k nim bylo piidano 10 pl ligacni smési z kap.
4.1.5. Po 30 minutach inkubace na ledu, byl proveden tepelny Sok teplotou 42 °C po
dobu 45 s. Nasledn¢ byly bunky pfeneseny zpét na led a ihned k nim byl sterilné pfidan
1 ml LB média bez antibiotik. Bakterie byly ponechany 1 hodinu pti 37 °C a nasledné
centrifugovany pii 1 500xg po dobu 5 minut za laboratorni teploty. Z mikrozkumavky
byl odebran 1 ml a zbylych 200 pl bylo rozetfeno na misku obsahujici LB agar
s tetracyklinem (o vysledné konc. 12,5 pg/ml) a ampicilinem (o vysledné konc.
150 pg/ml). Pfed rozetfenim bakterii byla jesté na ztuhly agar rozetfena smés obsahujici

20 pl X-Gal (o konc. 50 mg/ml) a 100 ul 100 mM IPTG. Miska s transformovanymi
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bakteriemi a miska bez plasmidu (kontrola) byly ponechany pti 37 °C pies noc. Misky
byly nasledné skladovany piti 4 °C.

4.1.7 Selekce Kklonti obsahujicich pozadovany konstrukt

Nejprve byly ptipraveny no¢ni kultury. Do ¢tyf oznacenych sterilnich zkumavek byly
napipetovany 2 ml LB média obsahujiciho tetracyklin a ampicilin ve stejnych
vyslednych koncentracich jako v kap. 4.1.6. Dale byla do kazdé zkumavky ptidana
pomoci sterilntho paratka jedna bila kolonie (bakterie obsahujici vektor s vlozenym
insetem), jeZ vyrostla na misce s LB agarem. Kultury byly ponechany tfepat rychlosti
220 ot./min. pti teploté 37 °C po dobu 16 hodin. Z takto pfipravenych noc¢nich kultur
byl odebran 1 ml suspenze a byla izolovana plasmidovda DNA s pouZitim soupravy
JETSTAR Plasmid MiniPrep. Bylo postupovano podle ptilozené¢ho protokolu. Nésledné
byla plasmidova DNA S§tépena restrikcnimi endonukleasami Ndel a HindlIll. Reak¢ni
smes obsahovala 8 pl plasmidové DNA, 1 pl NEBII pufru (10krat koncentrovaného),
0,3 pl enzymu Ndel a 0,3 pl HindIII. Stépeni probihalo 2 hodiny pii teploté 37 °C a
vysledné fragmenty byly analyzovany pomoci agarosové elektroforézy (kap. 4.1.4).

4.1.8 Priprava linearisovaného plasmidu pET-30a(+) a insertu

Prvnim krokem byla pfiprava zdsobniho mnozstvi plasmidu pBluescript SK+
obsahujiciho pozadovany insert. 100 ml LB média v€etné piislusnych antibiotik bylo
zaoCkovano 100 pl no¢ni kultury ptipravené podle kap. 4.1.7, ve které byl pomoci
restrikéni analyzy nalezen Zadany insert. Kultura byla ponechéna tiepat pti 220 ot./min
a teplot€¢ 37 °C po dobu 16 hodin. Néasledovala izolace plasmidové DNA pomoci
soupravy JETSTAR Plasmid MaxiPrep, kdy bylo opét postupovano podle ptilozeného
manudlu. Dale byla stanovena koncentrace plasmidu, kterd byla nasledn¢ upravena na
hodnotu 1 mg/ml. Vektor pET-30a(+) o koncentraci 1 mg/ml byl poskytnut
Mgr. Pavlem Hancem. Nésledovalo Stépeni, 10 pg tohoto vektoru a 10 pg pBluescriptu
se zaklonovanym insertem, restrikénimi endonukleasami Ndel a HindIIl. Reak¢éni smési
obsahovaly 10 pl vektoru pET-30a(+) resp. 10 pl pBluescriptu, 1,5 pl Ndel, 1,5 pl
HindIII, 3 pl NEBII pufru (10krat koncentrovaného) a ddH,0 do vysledného objemu
30 pl u jednotlivych reakei. Obé reakéni smési byly ponechany inkubovat pii 37 °C po

dobu 3 hodin. Poté byly jednotlivé fragmenty analyzovdny pomoci agarosové
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elektroforézy a prislusné prouzky (insert a linearizovany pET-30a(+)) byly vyfiznuty
pod UV lampou s dlouhovinym UV zafenim. Nasledné byla z gelu izolovdna DNA
(pouzitim soupravy JETQUICK Gel Extraction Spin Kit). Takto pfipravend DNA byla
pouzita k ligaci jednotlivych insertd do produkéniho vektoru pET-30a(+).

4.1.9 Stanoveni koncentrace DNA

K ur¢eni koncentrace DNA bylo vyuzito spektofotometrie pti vinovych délkach 260 a
280 nm. Pfi 260 nm absorbuji baze DNA a pti 280 nm pak proteiny. Vysledny pomér
Azeo/Azgo urcuje Cistotu DNA, u Cist¢é DNA je tato hodnota 1,8. Koncentrace byla
urc¢ovana z empirického vztahu, kdy Ayso = 1 odpovida 50 ug DNA. Vzorky DNA byly

pfed méfenim vétSinou 100krat nafedény.

4.1.10 Ligace insertti do expresniho vektoru pET-30a(+)

Ligacni smés byla tvofena 4 pl insertu (o konc. DNA 30 ng/ul), 12 pl linearizované¢ho
vektoru (o konc. DNA 30 ng/ul), 2 ul pufru pro T4 DNA ligasu (10krat
koncentrovaného), 1 pul ddH,O, 0,3 ul 20 mM ATP a 0,5 ul T4 DNA ligasy (5 wU/ul).
Smés byla promichdna a ponechdna inkubovat pies noc za laboratorni teploty. Dale
nasledovala transformace kompetentnich bunék podle kap. 4.1.6 s tim rozdilem, Zze na
misky s LB agarem nebyl nanesen X-Gal a IPTG. Déle byla provedena selekce klona
obsahujicich pozadované konstrukty (kap. 4.1.7). Bylo pfipraveno zasobni mnozstvi

plasmidii mNKR-P1C®*® a hAICL (kap. 4.1.8), které bylo skladovéno pii - 20 °C.

4.1.11 DNA sekvenovani pripravenych plasmidi

Transformované bakterie, obsahujici pripravené konstrukty (mNKR-P1CP**® a hAICL
ve vektoru pET-30a(+)), byly piedany Dr. Jiirgenovi Felsbergovi, CSc. na MBU AV
CR, ktery proved] sekvenaci.

4.2. Priprava rekombinantnich proteinii
4.2.1 Transformace kompetentnich bunék

K transformaci byly pouZity kompetentni bunky E. coli kmen BL21-Gold (DE3)
uchovavané pii - 80 °C. Po samovolném rozmraZeni téchto bun€k na ledu k nim bylo

pfidano 0,5 pl plasmidu o konc. 1 pg/ul ptipraveného vkap. 4.1. Buiky byly
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ponechany inkubovat na ledu po dobu 30 minut a nasledné byl proveden tepelny Sok
teplotou 42 °C po dobu 45 s. Déle byl ptfidan 1 ml LB média bez pritomnosti antibiotik
a bakterie byly ponechdny inkubovat 1 hodinu pii teplot¢ 37 °C. Nasledné byly
scentrifugovany pfi 1 500xg po dobu 5 minut. Z mikrozkumavky bylo odebrano
1000 pl a zbylych 200 pl bylo rozetfeno na misku s LB agarem, kterd obsahovala
tetracyklin (o vysledné konc. 12,5 pg/ml) a kanamycin (o vysledné konc. 50 pg/ml).
Spolu s transformovanymi bakteriemi byly na dal§i misku s LB agarem a pfisluSnymi
antibiotiky rozetfeny i bakterie neobsahujici plasmid, které slouzili jako kontrola.
Nasledné¢ byly obé misky ponechany 20 hodin v termostatu pii 37 °C a poté byly
skladovany v lednici pti teploté 4 °C.

4.2.2 Selekce produké¢nich kloni

Prvnim krokem selekce produkéniho klonu byla pfiprava nocnich kultur, kdy do ¢tyf
sterilnich zkumavek byly napipetovany vzdy 3 ml LB média, obsahujiciho tetracyklin a
kanamycin o vyslednych koncentracich jako v kap. 4.2.1. Nésledné byla do kazdé
zkumavky pomoci sterilniho paratka prenesena jedna kolonie bakterii, které vyrostly na
misce s LB agarem. VSechny zkumavky byly ponechany tiepat (220 ot./min.) pies noc
pii 37 °C. Druhy den bylo osm sterilnich zkumavek, obsahujicich 1 ml LB média
s ptrisluSnymi antibiotiky, zaoCkovano 50 pl nocnich kultur, kdy jednou nocni kulturou
byly zaoCkovany média ve dvou zkumavkach. VSechny zkumavky byly ponechany
tfepat rychlosti 220 ot./min. po dobu jedné hodiny pfi teploté 37 °C. Po uplynuti této
doby bylo do poloviny zkumavek oznacenych plus pfidano 10,5 pul 100 mM IPTG (do
vysl. konc. 1 mM). Zkumavky oznac¢ené minus byly ponechany bez ptidavku induktoru
IPTG. Déle byly vSechny vzorky ponechany opét tfepat za stejnych podminek jako pied
piidavkem induktoru po dobu 3 hodin. Nasledné¢ byly kultury pfeneseny do
mikrozkumavek a centrifugovany pti 5 000xg za laboratorni teploty po dobu 10 minut.
Vznikly supernatant byl odstranén a sediment bakterii byl rozsuspendovan ve 100 pl
redukujiciho vzorkového pufru pro SDS-PAGE. Vzniklé vzorky byly dale 5 minut
povafeny, centrifugovany pii 10 000xg po dobu 10 minut a analyzovany pomoci

SDS-PAGE (viz déle).
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4.2.3 SDS-PAGE

Analyza vzorkll byla provadéna vzdy v 15% separacnim polyakrylamindovém gelu,
ktery byl spolecné s 5% zaostfovacim polyakrylamidovym gelem ptipraven smisenim
chemikalii podle Tab. 2 a 3. Takto ptipravené smési byly nality mezi pfedem ptipravena
elektroforeticka skla. Nejprve byla nalita smés separa¢niho gelu, ktera byla nasledné
prevrstvena destilovanou vodou. Po zatuhnuti tohoto gelu byla voda slita a nanesena
smés zaostfovaciho gelu, do které byl zanofen hieben. Po ztuhnuti i tohoto gelu byl
hfeben vyjmut a byla sloZena elektroforeticka aparatura. Mezi skla a nasledné do celé
aparatury byl nalit elektrodovy pufr. Nasledovalo nanaSeni vzorki, které byly
pfipravovany smisenim s redukujicim ¢i neredukujicim vzorkovym pufrem pro
SDS-PAGE (vzdy v poméru 1:1), dale 5 minut povateny a centrifugovany pi1 10 000xg
po dobu 10 minut. Objem nandsenych vzorkd se pohyboval v rozmezi 10 - 20 pl
Spole¢né se vzorky byl do prvni drahy vzdy nanesen standard molekulovych hmotnosti
o objemu 5 pl. Aparatura byla uzaviena a na elektrody bylo ptfivedeno napéti 200 V, pii
kterém separace trvala asi 50 minut. Po skon¢eni analyzy byly gely opatrné¢ vyjmuty a
ponechany 15 minut barvit v barvicim roztoku pro SDS-PAGE. Po uplynuti této doby
byl barvici roztok slit, gely proplachnuty destilovanou vodou a ponofeny do fixa¢niho a
odbarvovaciho roztoku pro SDS-PAGE. Po odbarveni byly gely skladovany v 1%

kyselin¢ octové.

Tab. 2: Slozeni 15% separa¢niho Tab. 3: Slozeni 5% zaostifovaciho
polyakrylamidového gelu polyakrylamidového gelu
(mnozstvi k piiprave 2 geli) (mnozstvi k piiprave 2 geli)

14 Vv
Latka Latka

ml ml
dd H,O 23 dd H,O 1,4
30% Akrylamidova smés 5,0 30% Akrylamidova smés 0,33
1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5 1,5 M Tris (pH 6,8) 0,25
10% SDS 0,1 10% SDS 0,02
10% APS 0,1 10% APS 0,02
TEMED 0,004 TEMED 0,004
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4.2.4 Identifikace produkovanych proteini

Oba pripravené proteiny byly identifikovany pomoci Edmanova odbouravani a analyzy
tryptickych §tépt technikou peptidového mapovani (MALDI-TOF MS).

Edmanovym odbouravanim bylo stanovovano 20 aminokyselin vyskytujicich se na
N-konci proteint. Proteiny byly nejprve separovany pomoci SDS-PAGE a nasledné
pfeneseny elektropfenosem na PVDF membranu. Gel po skonceni SDS-PAGE byl
ponofen do pufiru pro elektropienos. Do aparatury pro elektropfenos bylo vloZena
maska, jajiz velikost odpovidala velikosti gelu z SDS elektroforézy. Na masku bylo
navrstveno 6 filtratnich papird namocenych v pufru pro elektropienos, na které byla
umisténa PVDF membrana namocend v methanolu. Na membranu byl dale poloZen
polyakrylamidovy gel z SDS elektroforézy, na né€j potom dalsim 6 filtracnich papiru
(op&t namocenych v pufru pro elektropienos) a viko aparatury. Pfenos probihal pti
proudové hustoté 0,8 mA/cm® po dobu asi 50 minut. Po skondeni pfenosu byla
membrana vizualizovdna 1 minutu v barvicim roztoku pro SDS-PAGE a nésledné
odbarvena v odbarvovacim roztoku pro PVDF membrany. Po odberveni nasledovalo
vysuSeni membrany a ptedani Prof. Karlu Bezouskovi, ktery zprostfedkoval sekvenaci.

Druhy zptisob identifikace proteinii byla analyza tryptickych S§tépl technikou
peptidového mapovani. Prouzky ptedstavujici jednotlivé proteiny byly vyfiznuty
skalpelem z polaakrylamidového gelu po stanoveni produkcnich kloni, nésledné
rozkradjeny a odbarvovany pifes noc ve 100 pl AcN a 100 pl 100 mM
N-ethylmorfolinoacetatového pufru o pH 8,4. Po odbarveni kouskti gelu byl roztok
odebran, bylo pfidano 100 pl AcN, promichano pomoci pipety a roztok byl opét
odebran. Nasledovalo ptfidani 50 pul 50 mM roztoku TCEPu, se kterym byly vzorky
10 minut povateny. Poté byl tento roztok opét odebran a kousky gelu byly proplachnuty
pfidanim a odebranim 100 pl ddH»0 a poté 100 ul AcN. K takto pfipravenym vzorkiim
bylo napipetovano 50 pl 50 mM jodacetamidu, kterym byly alkylovany cysteiny
pritomné v molekulach proteini. Nasledovala 1,5 hodinova inkubace ve tmeé, poté
odebrani roztoku, ptidani 100 pul AcN, 5 minutova sonikace ve vodni 14zni a odebrani
roztoku AcN. Dale bylo ptidano 100 pl ddH,O, opét sonikace a odebrani roztoku. Tyto
proplachy s AcN a ddH,O byly provedeny celkem tfikrat. Na zavér byly vzorky
proplachnuty 50 ul 50% AcN a vysusény na speedvacu. DalSim krokem bylo stépeni

proteasou, kdy ke kousklim gelu bylo napipetovano 30 pl N-ethylmorfolinoacetatového
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pufru s 10% AcN o pH 8,4 a 0,3 pl trypsinu (o konc. 500 pg/ml). Stdpeni probihalo pies
noc pii 37 °C. Druhy den bylo ke vzorkiim pfidano 6,5 pl smési 5% TFA a 95% AcN.
Nésledovala 15 minutova sonikace ve vodni lazni a naneseni 0,5 pl vzorku na tercik
spolu s0,5 pul matrice, pfipravené  smisenim  nasyceného  roztoku
a-kyano-4-hydroxyskoficové kyseliny v MeOH, 80% AcN 0,1% TFA a ddH,O

v poméru 1:1:1. Jednotlivd méteni byla poté provedena Mgr. Danielem Rozbeskym.

4.2.5 Velkoobjemova produkce proteinii

Oba proteiny (mNKR-P1CP*® a hAICL) byly produkovéany ve 2 litrech LB média
v pritomnosti tetracyklinu a kanamycinu o vyslednych konc. popsanych v kap. 4.2.1.
Bakterie byly ponechany rust ve 4 Erlenmeyerovych bankach pii 220 ot./min a 37 °C.
KaZzda banka obsahovala 500 ml LB média s pfisluSnymi antibiotiky, které bylo
zaockovano 500 pl no¢nich kultur ptipravenych podle kap. 4.2.2. Pribézné byla métena
opticka densita pii 550 nm. Pfi hodnoté ODsso ~ 0,7 byl pfidan induktor IPTG do
vysledné konc. 1 mM. Po indukci byly bakterie ponechany produkovat piislusné
proteiny po dobu 6 hodin za stejnych podminek jako pted indukci. Pfed pfidanim IPTG

a po skonceni produkce byl odebran 1 ml pro kontrolu.

4.2.6 Izolace inkluznich télisek

Po ukonceni produkce byly kultury centrifugovany pii 8 000xg po dobu 10 minut pfi
4 °C. Supernatant byl odstranén a suspenze bakterii z 1 litru LB média byla
rozsuspendovana ve 20 ml sacharosového lyzacniho pufru s pfidavkem inhibitora
proteas - leupeptinu (vysledna konc. 1 uM) a PMSF (vyslednd konc. 1 mM). Bunky
byly rozbity pravé vyuzitim vysokého osmotického tlaku sacharosového lyzacniho
pufru v kombinaci se sonikaci po dobu 3x30 s. Po tomto kroku byla homogeni smés 4%
zmrazena a rozmrazena. Po poslednim rozmrazeni a vytemperovani na laboratorni
teplotu bylo pifidano (k suspenzi vzniklé z 1 litru LB média) 400 ul 1 M MgCl, 2 ul
deoxyribonukleasy (100 U/ pl) a 5 pl ribonukleasy (10 mg/ml) a vzorky byly
ponechdny inkubovat 20 minut za laboratorni teploty. Nasledovala sonikace a
centrifugace pfi 8 000xg po dobu 10 minut pii 4 °C. Ze vzniklého supernatantu bylo
odebrano 100 pl pro kontrolu pribéhu izolace. Zbyly supernatant byl slit a sediment byl

rozsuspendovan ve 20 ml pufru s detergentem spolecné s inhibitory proteas, které byly
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pfidany do stejné vysledné koncentrace jako v pfipad¢ sacharosového pufru.
Nasledovala opét sonikace 3x30 s a centrifugace pfi 8 000xg po dobu 10 minut pii
4 °C. Ze vzniklého supernatantu bylo opét odebrano 100 pl pro kontrolu a zbyly roztok
byl odstranén. Poslednim krokem bylo rozsuspendovani sedimentu v 10 ml
promyvaciho pufru bez detergentu spolecné se stejnou vyslednou koncentraci inhibitort
jako v ptedeslych dvou krocich. Poté byly vzorky opét sonikovany a centrifugovany za
stejnych podminek jako v ptedeslych krocich. Ze vzniklého supernatantu bylo odebrano
100 pl pro kontrolu. Ze sedimentu inkluznich télisek byl taktéz odebran vzorek.
Vsechny odebrané vzorky (pted ptidavkem IPTG, po skonceni produkce, supernatanty
z jednotlivych krokt izolace a sediment inkluznich télisek) byly nasledné analyzovany

pomoci SDS-PAGE podle kap. 4.2.3. Inkluzni téliska pak byla skladovana pti - 20 °C.

4.2.7 Optimalizace in vitro renaturace mNKR-P1CBALB 3 hAICL

Sediment inkluznich télisek (ptislusného proteinu) z 1 litru LB média byl rozpustén ve
4 ml guanidinového pufru, s ptidavkem leupeptinu a PMSF (o stejnych vyslednych
konc. jako v kap. 4.2.6). Nasledovala inkubace pii teploté 40 °C. Po rozpusténi
inkluznich télisek byla provedena ultracentrifugace pii 185 000xg po dobu 20 minut pii
20 °C. Vznikl¢é supernatanty byly rovhomérné rozdéleny a nasledné pomalu ptikapany
pii 4 °C vzdy do 4 renaturacnich pufri o objemech 100 ml, jejichz slozeni popisuji
Tab. 4 a 5. Proteiny byly tedy renaturovany metodou rychlého natedéni (protein byl
vzdy 100krat nafedén).

Tab. 4: SloZeni renaturagnich pufri pro optimalizaci renaturace mNKR-P1CBA8
Podminka
Latka A B C D
L-Arginin 1M 1M 1M 0,4 M
Cystamin 3mM
Cysteamin OmM 9mM 4mM 9mM
Tris-HCl 50 mM
CaCl, 100 mM
NaNj; 1 mM
PMSF 1 mM
pH 9,0 8,5 8,5 8,5
[ 4 )



Tab. 5: Slozeni renaturacnich pufiti pro optimalizaci renaturace hAICL

Litka Podminka
A B C D
PIPES 20 mM -
HEPES - 20 mM
Cystamin 3mM 1mM 3mM 1mM
Cysteamin OmM 10mM 9mM 10 mM
L-Arginin 1M
CaCl, 100 mM
NaNj; 1 mM
PMSF I mM
pH 6.8 7,5

Po pfidani supernatanti jednotlivych proteinlt do pfislusnych renaturac¢nich
pufri nasledovala inkubace po dobu 1 hodiny pii 4 °C. Poté byly vSechny roztoky
pieneseny do dialyzacnich trubic a dialyzovany po dobu 6 a ndsledn¢é 12 hodin oproti

dialyza¢nim pufrim (o objemech 8 litrt1), jejichz slozeni popisuji Tab. 6 a 7.

Tab. 6: Slozeni dialyzacniho pufru Tab. 7: Slozeni dialyza¢niho pufru

pro mNKR-P1CPAMB pro hAICL
Podminka Podminka
Latka Latka
A B C D A B C D

Tris 15 mM PIPES 10 mM -
NaCl 9mM HEPES - 10 mM
NaNj; 1 mM NaCl 9 mM

pH 9,0 85 85 85 NaNj; 1 mM

pH 6,8 7,5

Po skonceni dialyzy byly jednotlivé roztoky prelity z dialyzacnich trubic do kadinek
a nasledn¢ zahuStény ultrafiltraci na objem cca 30 ml. Byla pouzita ultrafiltraéni
membrana s limitem propustnosti (cut off) 10 kDa. Zahusténi probihalo pfi stalém
michdni, za laboratorni teploty a tlaku dusiku (inertniho plynu) 0,5 MPa. Takto
zahusténé proteiny byly dale analyzovany pomoci ionexové chromatografie na

Q Sepharose FF (mNKR-P1C"*"?) resp. SP Sepharose FF (hAICL).
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4.2.8 Ionexové chromatografie

V ptipadé mNKR-P1C**"® byla pouzita kolona Q Sepharosy FF (anex) o rozmérech
1,6x14 cm, protoze tento protein byl pti pH 8,5 resp. 9,0 zaporné nabity. Separace
probihala 90 minut s linearnim gradientem od 9 mM az po 1 M NaCl na HPLC systému
BioSys 510 s prutokovym fotometrickym detektorem pii vinové délce 280 nm. Prubeh
gradientu je naznacen v chromatogramu vkap. 5.3.6. Po =zahusténi proteint
(odpovidajicich jednotlivym podminkam renaturace) pomoci ultrafiltrace, byla
provedena centrifugace pii 15 000xg po dobu 10 minut pii 20 °C. Nasledn¢ byly vzorky
ptefiltrovany pfes bakteriologicky filtr o velikosti pori 22 pm a naneseny na kolonu.
Kolona byla jesté¢ pfed nanesenim jednotlivych vzorkd promyta. Ekvilibrace byla

BALB
C

provedena nejprve pufrem B pro ionexovou chromatografii mNKR-P1 a nasledné

pufrem A pro ionexovou chromatografii mNKR-P1CPAM®

. NanaSeni vzorka probihalo
pii pratokové rychlosti 3 ml/min. Po naneseni vzorku byla spusténa metoda s linedrnim
gradientem NaCl. Pratok mobilni fdze byl 3 ml/min. Jednotlivé frakce byly jimany
manualné a poté analyzovany pomoci SDS-PAGE. Po skonceni separace byla kolona
uchovavana ve 20% (v/v) ethanolu.

Pro analyzu hAICL byla pouzita kolona SP Sepharosy FF (katex o rozmérech
1,6%6,5 cm), jelikoz pti pH 6,8 (resp. 7,5) je naboj tohoto proteinu kladny. Separace a
ptiprava vzorkd probihala stejnym zptisobem jako mNKR-P1C®A™® s tim rozdilem, Ze

byly pouzity pufry A a B pro ionexovou chromatografii hAICL a pratok mobilni faze

byl 2 ml/min. Po skonceni analyzy byla kolona uchovavana ve 20% (v/v) ethanolu.

4.2.9 Gelové filtrace na Superdexu 200

Vzorky hAICL, odpovidajici jimanym frakcim z SP Sepharosy FF a obsahujici hledany
protein, byly nejprve zahuStény pomoci centrifugacniho koncentratoru s limitem
propustnosti 10 kDa na objem cca 250 pl. Koncentrovani bylo provedeno pii 2 000%g a
teploté¢ 20 °C po dobu nutnou k dosaZzeni pozadované¢ho objemu. Jednotlivé retenaty
byly poté promichdny pomoci pipety a pfeneseny do mikrozkumavky, ve které byly
centrifugovany pii 10 000xg po dobu 2 minut za laboratorni teploty. Takto pfipravené
vzorky byly nandSeny na kolonu Superdexu 200 10/300 GL (o rozmérech 1x30 cm)
pouzitim opét HPLC systému BioSys 510 s prutokovym fotometrickym detektorem

nastavenym na vlnovou délku 280 nm. Kolona byla pted nanesenim vzorkidl promyta
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pufrem pro gelovou filtraci hAICL. Separace probihala 60 minut pfi pritoku mobilni
faze 0,4 ml/min. Jimané frakce byly zahustény a opét analyzovany pomoci SDS-PAGE.
Kolona byla po skonéeni analyzy skladovéana ve 20% (v/v) ethanolu.

Analyza frakci mNKR-P1CP*® po ionexové chromatografii na Q Sepharose FF byla
nejprve provedena na Superdexu 200 16/60 High Load (o rozmérech 1,6x60 cm).
Jednotlivé frakce byly opét zahuStény na cca 1000 pl pouzitim centrifugacniho
koncentratoru s limitem propustnosti 10 kDa. Tento krok a dalsi pfiprava vzorku byly
provedeny stejné¢ jako u analyzy hAICL. Kolona byla nejprve promyta pufrem pro

gelovou filtraci mNKR-P1CPAM?

a nasledné¢ byl nanesen vzorek. Separace probihala
100 minut pfi pratoku mobilni faze 1 ml/min. Jednotlivé frakce byly opét analyzovany
pomoci SDS-PAGE. Frakce, obsahujici pozadovany protein, byly po této separaci jesté
jednou precistény pouzitim gelové filtrace na kolon¢ Superdexu 200 10/300 GL. Tento
purifikaéni krok byl proveden za stejnych podminek jako separace hAICL na této

BALB

kolong s tim rozdilem, ze byl pouzit pufr pro gelovou filtraci mNKR-P1C . Cistota

takto precisténych proteinovych preparatti byla opét vyhodnocena pomoci SDS-PAGE.

4.2.10 Stanoveni koncentrace proteinii podle Bradfordové

Frakce obou proteinii z finalnich gelovych filtraci na Superdexu 200 10/300 GL, byly
zahustény pouzitim centrifugacnich koncentratori na objem cca 500 ul (podle kap.
4.2.9). Koncentrace proteinii byly stanovovany pomoci kalibra¢ni fady standardti BSA.
Tato byla pifipravena v dubletu, a to napipetovanim 5 pl roztokti BSA o koncentracich
0,1; 0,2; 0,3; 0,4 a 0,5 mg/ml na mikrotitracni desticku. Dale bylo na desticku
napipetovano 5 pl jednotlivych frakci proteinti (podle potieby nafedénych do rozsahu
kalibra¢ni tady), taktéz v dubletu. Ke vSem vzorkiim a standardim BSA bylo
napipetovano 200 pl ¢inidla pro stanoveni dle Bradfordové, které obsahovalo Coomasie
Brilliant Blue G-250. Po 5 minutdch byla zmétena absorbance pfi 595 nm (vlnova délka
odpovidajici vazb¢ Cinidla na protein) za pouZziti monochromatorové ctecky desticek
Safire. Z hodnot absorbanci kalibra¢ni fady byla sestrojena kalibra¢ni kiivka, ze které

byla poté odectena koncentrace jednotlivych proteinovych frakci.
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4.3 Charakterizace pripravenych proteinovych preparati pomoci
hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie se stala nepostradatelnou soucasti analyz vsech typt vzork.
Pro stanoveni vlastnosti proteinii se nejvice vyuzivaji v soucasné dobé dva hlavni
pristupy, a to bottom-up a top-down. Bottom-up pfistup je zalozen na analyze peptidi,
které vzniknou rozStépenim proteinu pomoci specifickych proteas (trypsin,
chymotrypsin, GluC, AspN, atd.). Tyto peptidy mohou byt nasledn¢ separovany pomoci
kapalinové chromatografie a identifikovany s vyuZitim hmotnostniho spektrometru
(spojeni LC/MS) nebo mohou byt analyzovany vSechny najednou (MALDI-TOF MS).
Tento ptistup byl vyuzit v této praci pii identifikaci proteini (MALDI-TOF MS) i pfti
stanoveni disulfidickych mistkt (LC/MS). Druhy pfistup (tzv. top-down) vychazi
z analyzy celych molekul. Zde jsou molekuly fragmentovany az ptimo ve hmotnostnim

spektrometru, kde jsou vzniklé fragmenty ihned analyzovany [87].

4.3.1 Stanoveni disulfidickych muastka

Oba proteiny (mNKR-P1CPA® a hAICL) byly nejprve analyzovany pomoci
SDS-PAGE v neredukujicim prostiedi z divodu ovéteni Cistoty a oddéleni ptipadnych
necistot. Prouzky predstavujici jednotlivé proteiny byly vyfiznuty z gelu, rozkrajeny na
malé¢ kousky a nésledné odbarvovany pies noc ve 100 ul AcN, 100 pl 100 mM
N-ethylmorfolinoacetatového pufru o pH 8,4 a cystaminu o vysledné konc. 200 puM.
Po odbarveni byl roztok odebran a kousky gelu byly postupné promyty 100 ul AcN a
poté 100 ul ddH,O, celkem ttikrat. Po odstranéni posledniho roztoku bylo ptidano 50 pl
50% AcN, promichano a roztok byl opét odebran. K jednotlivym vzorkiim byly pfidany
Stépici pufry pro jednotlivé proteasy (tak aby byly kousky geld pfevrstveny) a proteasy:
trypsin, chymotrypsin, AspN a GluC. Stépeni prvnimi tfemi proteasami probihalo pfi
37 °C a stépeni pomoci GluC pak pfi laboratorni teploté.

Dalsim krokem byla izolace peptidii. Do ¢istych mikrozkumavek byl pfenesen Stépici
pufr (obsahujici peptidy) z jednotlivych vzorkil. Z kouskd geli téchto vzorkl byly
nasledné izolovany peptidy, nejprve proplachnutim v 50% AcN, poté v 0,1% TFA a
nakonec v roztoku 80% AcN a 0,1% TFA. VSechny tyto roztoky byly postupné ptidany
ke kouskiim gelii. Poté byla smés sonikovana ve vodni lazni po dobu 5 minut a dany

roztok byl odebran a ptidan do mikrozkumavky obsahujici $tépici pufr. Kousky gela
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byly vyhozeny a roztok vznikly smisenim jednotlivych izola¢nich roztoki byl vysusen
na Speedvacu na cca 50 pl.

Nasledovalo odsoleni na kolonce Microtrapu, kterd obsahuje stacionarni reverzni
fazi. Microtrap byl nejprve dvakrat proplachnut roztokem 80% AcN a 1% TFA, poté
0,1% TFA a nasledné byl na kolonku nanesen vzorek izolovanych peptidii, ktery byl
nafedén na 500 ul pomoci 0,1% TFA. Dale byla kolonka tfikrat proplachnuta 0,1% TFA
a byly tak odstranény ptitomné soli. Peptidy byly nasledné eluovany pomoci 50 ul 80%
AcN a 1% TFA. Z tohoto roztoku bylo odebrano 0,5 pl pro potvrzeni pritomnosti
peptidi pomoci MALDI MS analyzy a poté byl tento roztok vysuSen pomoci vakuoveé
odparky do sucha.

Po kontrole pfitomnosti peptidi v jednotlivych vzorcich pomoci MALDI MS
analyzy, byly vzorky analyzovany pomoci LC/MS (kapilarni HPLC/ESI FT-ICR MS).
Ob¢ tato méfeni byla provedena RNDr. Petrem Novékem, Ph.D. Ptiprava vzorku

proteinu mMNKR-P1C*"® byla provedena Mgr. Danielem Rozbeskym.

4.3.2 Stanoveni molekulovych hmotnosti obou proteint

U obou ptipravenych proteinti byla stanovena monoizotopicka molekulova hmotnost.
Proteinové preparaty byly nejprve odsoleny na Microtrapu (kap. 4.3.1). Namisto TFA
v jednotlivych roztocich byla pouzita kyselina octova. Nasledné byly vzorky nasttiknuty
do hmotnostniho spektrometru ESI FT-ICR MS. Zde doslo nejprve k ionizaci pomoci
elektrospreje (ESI) a nasledné¢ k analyze hmotnosti iontll v analyzatoru vyuzivajici
iontové cyklotronové resonance v kombinaci s Fourierovou transformaci (FT-ICR).

Toto méteni bylo provedeno RNDr. Petrem Novakem, Ph.D.
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5. VYSLEDKY
5.1 Uvod k vysledkiim

Hlavnimi cili této prace bylo pfipravit plasmidy pro rekombinantni expresi
extracelularnich domén receptord mNKR-P1CPA™® a hAICL, a jejich nasledné pouziti
pfi produkci v expresnim systému E. coli. Tento expresni systém vyuziva silného T7
promotoru obsazeného v expresnim vektoru pET-30a(+). Na tento promotor se vaze T7
RNA polymerasa, ktera se nachazi v kompetentnich bunkéach E. coli a jejiz exprese
(atedy zaroven i exprese genu zaklonovaného v expresnim vektoru) je regulovana
pomoci induktoru IPTG.

Aminokyselinové slozeni a hodnoty izoelektrickych bodi produkovanych proteinti
zobrazuje Obr. 6. Oba proteiny se za fyziologickych podminek vyskytuji v podobé
dimert [51, 83]. Dimerni mNKR-P1C®*"® se vyznaguje monoizotopickou molekulovou
hmotnosti 35 307,82 Da, dimerni hAICL pak monoizotopickou molekulovou hmotnosti

27 728,80 Da.
mNKR-P1CBALE — 223 AMK

MDTARVYFGLKPPRTPGAWHESPLSLPPDACRCPRSHRLATKIL.SCAGLILL
VLTLIGMSVLVRVLIOKPSREKCCVLIOENLNKTTDS PAKOECPOHWI.SHR
DKCFHISQVSNTWEEGOADSGRKEATLL.L.IODOEETL.RFTL.LDSTKENYNSFW
IGLRYTLPDMNWKWINGTTFNSDVLKIIGVTENGSCATISGDKVTSESCST
DNRWICOKETLNHETPSNDS

Teoreticka hodnota plI: 5,07

hAICL - 149 AMK

MMTKHKKCEFIIVGVLITTNIITLIVKLTRDSOSLCPYDWIGFONKCYYFEFSK
EEGDWNSSKYNCSTOHADLTIIDNIEEMNFLRRYKCS SDHWI GLKMAKNRT
GOWVDGATFTKSFGMRGSEGCAYTL.SDDGAATARCYTERKWICRKRIH

Teoreticka hodnota pl: 8,47

Obr. 6: Aminokyselinové sekvence receptort mNKR-P1CBALB (vyse) a hAICL (nize).
Cervené jsou vyznaleny intracelularni ¢asti, modie transmembranové a zelené
extracelularni domény pftislusnych receptori. Sekvence ptipravovanych proteint jsou
naznaeny podtrZenim a Zluté jsou vyznaleny cysteiny. Obrazek taktéZ zobrazuje

hodnoty izoelektrickych bod pfipravovanych proteind.
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5.2 Priprava expresnich plasmidi
5.2.1 Izolace RNA a reversni transkripce

Celkova RNA byla izolovana ze dvou cerstvych slezin, které pochazely z mysi kmene
BALB/c. Homogenizace byla provedena v pfitomnosti TRI reagentu obsahujiciho fenol
a guanidin thiokyanat (inhibitor RNAs). K této smési byl ptidan chloroform a byla
provedena extrakce. Pfitomné proteiny se nachazely ve spodni organické fazi, DNA
v mezifazi a v horni vodné fazi se vyskytovala RNA. Tato vrchni vodna faze byla
odebrana a RNA vysrdzena pomoci isopropanolu a piecisténa pomoci 75% ethanolu.
Cely prubéh izolace probihal sterilné ve flowboxu podle kap. 4.1.1. Takto pfipravena
RNA byla ihned pouZita jako templat pro reversni transkripci. Bylo postupovéano podle
kap. 4.1.2. Zde byla pouzita reversni transkriptasa Superscript III (200 U/ul). Jako
primer byl pouzit Oligo(dT), (oligonukleotid slozeny pouze z thyminti), ktery nasedl
na polyA konec RNA. Reversni transkriptasa byla po probéhnuti reakce inaktivovana
zvySenim teploty. Vznikla cDNA byla dale pouzita k amplifikaci genu, kodujiciho
pozadovany usek mNKR-P1CP*"®, pomoci PCR.

5.2.2 PCR amplifikace

Amplifikace genti kodujicich pozadované proteiny byla provedena vyuzitim
polymerasové fetézové reakce s teplotnim profilem zahrnutym v kap. 4.1.3. Pro
amplifikaci hAICL byla, jako templat, vyuzita cDNA poskytnutda Mgr. Danielem
Rozbeskym a pro mNKR-P1CP*"® pak ¢DNA pripravend podle kap. 4.1.2. Pfi obou
reakcich byla pouzita Deep Vent DNA polymerasa, kterda vytvaii tupé konce. Jako
primery byly pouzity oligonukleotidy, v nichz byly zahrnuty na 5" koncich specificka
mista pro Stépeni restrikénimi endonukleasami. Pfimy primer obsahoval misto pro
stépeni pomoci Ndel, reversni primer pak misto pro stépeni pomoci HindIII, které bylo
zaroven 1 soucasti stop kodonu. Jednotlivé PCR produkty byly néasledné analyzovany
agarosovou elektroforézou (kap. 4.1.4). Priibéh tohoto stanoveni popisuje Obr. 7 na
str. 54. Insert mNKR-P1C*™® o velikost 491 bp byl na elektroforéze pozorovan
v majoritnim mnozstvi, avSak zde doslo k méné specifickému nasednuti primeri. Insert
hAICL o velikosti 360 bp byl pfitomen bez vedlejSich produktt. Vzniklé produkty byly

dale pouzity pro klonovani do vektoru pBluescript SK+.
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Obr. 7: Zaznam agarosové elektroforézy PCR amplifikace mNKR-P1CBAMB
(vlevo, cast A) a hAICL (vpravo, ¢ast B). Drahy oznacené M piedstavuji standardy
(markery) ur€ujici délku nukleotidovych fetézci.

5.2.3 Ligace do klonovaciho vektoru pBluescript SK+

Tento krok popisuje kap. 4.1.5. Nejprve byla provedena preparativni agarosova
elektroforéza jednotlivych PCR produkti. Prouzky odpovidajici velikosti jednotlivych
insertti byly vyfiznuty z gelu. Nasledné z nich byla izolovdna DNA, kterd byla poté
pouzita do liga¢ni smési. Ligace byla uskutecnéna pomoci T4 DNA ligasy (5 wU/ul) za

laboratorni teploty.

5.2.4 Transformace kompetentnich bunék a selekce klonii
obsahujicich pozadované konstrukty

Pro transformaci byly pouzity builky E. coli kmen NovaBlue, které jsou standardné
uchovavany pii - 80 °C. Samotn4 transformace byla provedena metodou tepelného Soku
s vyuzitim ligacnich smési ptipravenych v kap. 4.1.5. Cely postup byl proveden podle
kap. 4.1.6. Pro selekci bun¢k neobsahujicich pBluescript SK+ bylo vyuzito pfitomnosti
genu, zajiStujictho resistenci na ampicilin, vtomto vektoru. K selekci bungk,
transformovanych vektory s obsaZenymi inserty, pak bylo vyuZito pfitomnosti

preruseného genu pro B-galaktosidasu v téchto vektorech (modro/bila selekce).
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Na miskéach s LB agarem vyrostlo cca 50 bakteridlnich kolonii, z nichz zhruba polovina
byla modra.

Pro selekci klonti, obsahujicich pozadované konstrukty, byly nejprve pfipraveny
nocni kultury. Vzdy 4 bilé kolonie byly pfeneseny z LB agaru do tekutého LB média
s prislusnymi antibiotiky podle kap. 4.1.7. Tyto byly ponechany inkubovat pti 37 °C
pfes noc. Z ¢asti objemu téchto kultur byly izolovany plasmidové DNA, které byly
nasledné rozstépeny pomoci restrikénich endonukleas Ndel a Hindlll. Vysledky
jednotlivych §tépeni byly analyzovany pomoci agarosové elektroforézy (Obr. 8).

MmNKR-P1C hAICL
A MM12 3 4 B MM1 2 3 4

300 bp 300 bp

s
N
3000 bp 3000 bp E
et
-
|
—
500 bp 500 bp -
400 bp 400 bp -
—
—
-

Obr. 8: Selekce klonti, obsahujicich inserty mNKR-P1CBA® (¢4st A) a hAICL (&ast B)
ve vektoru pBluescript SK+, provedend pomoci agarosové elektroforézy. Drahy

oznaten¢ M predstavuji markery, drahy 1 - 4 pak plasmidovou DNA izolovanou
z ruznych bakterialnich klonti.

Z Obr. 8 je patrné, ze insert mNKR-P 1CBALB (491 bp) a piislusna velikost vektoru
(3000 bp) byly nalezeny ve vSech drahach. V draze ¢islo 2 byl vSak pozorovan nejSirsi
prouzek insertu a také nejspecifictéjsi Stépeni plasmidu. Byl tedy vybran tento klon, se
kterym bylo dale postupovéno. V piipadé hAICL byl nalezen insert (360 bp) a

poZadovana velikost vektoru v draze ¢islo 4. Tento bakteridlni klon byl vybran pro dalsi

postup.
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5.2.5 Klonovani do expresniho vektoru pET-30a(+)

Prvnim krokem byla pfiprava insertli a linearizovaného vektoru pET-30a(+). Inserty
byly pfipraveny Stépenim plasmidovych DNA pomoci restrikénich endonukleas Ndel a
Hindlll. Témito enzymy byl téz rozstépen vektor pET-30a(+). Jednotlivé fragmenty
byly analyzovany pomoci agarosové elektroforézy. Inserty spolu s linearizovanym
vektorem byly vyfiznuty z gelu a nasledné byla z téchto vyieza izolovana DNA. Bylo
postupovano podle kap. 4.1.8.

Takto ptipravené vzorky DNA byly pouzity do ligacni smési, ktera obsahovala
120 ng insertu a 360 ng linearizovaného vektoru. Pomér koncentraci insertu a vektoru
byl tedy 1:3. Pouzitim T4 DNA ligasy bylo docileno zaligovani ptislusnych insertii do
vektoru pET-30a(+) (kap. 4.1.10). Nasledovala transformace kompetentnich bunck a
selekce klonti obsahujicich pozadované konstrukty (kap. 4.1.7 a 4.1.10). Vyhodnoceni

bylo provedeno pomoci agarosové elektroforézy (Obr. 9).

mNKR-P1C hAICL
A MM1 2 3 4 B MM12 3 4
6000 b 6000 b
5000 b
2000 bE 2000 EE
3000 bp 3000 bp

500 bp
400 bp 500 bp
300 bp 400 bp

300 bp

Obr. 9: Selekce klontl, obsahujicich inserty mNKR-P1CB (&ast A) a hAICL (&ast B)
ve vektoru pET-30a(+), provedend pomoci agarosové elektroforézy. Drahy oznacené M
pfedstavuji markery, drdhy 1 - 4 pak plasmidovou DNA izolovanou z rtznych
bakteridlnich klond.

56

——
| —



Po vyhodnoceni agarosové elektroforézy (Obr. 9, str. 56) bylo patrné, Ze insert
mNKR-P1C**® (491 bp) a vektor pET-30a(+) (5422 bp) obsahuji viechny &tyii
bakterialni klony. Byl tedy vybran klon ¢islo 2 (z diivodu nejsirSiho prouzku insertu), ze
kterého bylo ptipraveno zasobni mnozstvi plasmidu (kap. 4.1.8). Insert hAICL (360 bp)
spolecné s vektorem o spravné velikosti, byl pozorovan zejména u vzorku ¢islo 3. Tento
bakterialni klon byl tedy rovnéz pouzit pro pfipravu zadsobniho mnozstvi plasmidu.
Vytézek plasmidu mNKR-PIC®*™® byl 52 ug DNA a vytézek plasmidu hAICL byl
65 ng DNA. Cistota plasmidi, stanovena pomérem Ajs0/Asso, byla v rozmezi 1,7 - 1,9.

Transformované bakterie na miskach s LB agarem, obsahujici pfipravené konstrukty
(mNKR-P1C**® a hAICL ve vektoru pET-30a(+)), byly piedany Dr. Jiirgenovi
Felsbergovi, CSc. na MBU AV CR, ktery provedl sekvenaci. Porovnanim dat ze
sekvenace s databazi GenBank byla nalezena bodovd mutace v konstruktu
mNKR-P1C**® na pozici 450, ktera se viak nachazela ve tieti bazi kodonu a
nezapficinila zménu aminokyseliny. Vysledky sekvenace hAICL se pfesné shodovaly se

sekvenci kodujici tento protein v databazi GenBank.

5.3 Priprava rekombinantnich proteinii
5.3.1 Transformace kompetentnich bunék

Piipravenymi plasmidy mNKR-P1CB*"® a hAICL (podle kap. 4.1) byly transformovany
kompetentni bunky E. coli kmen BL21-Gold (DE3). Transformace byly provedeny
metodou tepelného Soku a takto upravené bakterie byly ponechany rast na LB agaru
s antibiotiky (tetracyklinem a kanamycinem). Gen obsazeny ve vektoru pET-30a(+)
poskytoval takto upravenym bakteriim resistenci na kanamycin. Na LB agaru vyrostly
tedy pouze bakteridlni klony nesouci tento plasmid. V obou piipadech vyrostlo na LB
agaru asi 100 kolonii transformovanych bakterii. Na miskach s bakteriemi bez plasmidi

(kontroly) nevyrostly zadné kolonie.

5.3.2 Selekce produkénich Kloni

Nejprve byly ptipraveny nocni kultury jednotlivych bakteridlnich kloni, kterymi byla
nasledné zaockovana €ista LB média. K 1 ml LB média bylo vzdy pfidano 50 pl no¢ni
kultury. Zkumavky byly ponechany tfepat pii 37 °C po dobu 1 hodiny. Poté byl do
zkumavek oznacenych plus pfidan induktor IPTG do vysledné konc. 1 mM.
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Nasledovala opét inkubace pti 37 °C po dobu 3 hodin. Béhem této doby doslo ve
zkumavkach oznacenych plus k produkci rekombinantnich proteint, jelikoz induktor
IPTG spousti expresi T7 RNA polymerasy, kterd nésledné iniciuje expresi genu
pritomného ve vektoru pET-30a(+). Ve vzorcich oznadenych minus se tato exprese

neprojevila z divodu neptitomnosti induktoru IPTG. Vyhodnoceni tohoto pokusu bylo

provedeno pomoci SDS-PAGE (Obr. 10). Cely postup byl proveden dle kap. 4.2.2.

A M1+ 1- 2+ 2-3+3-4+ 4 B M1+ 1- 2+ 2- 3+ 3- 4+ 4-

66 kDa e
- .

N

24 kDaF o=
4 oy
o usBatangl

Obr. 10: Selekce produkénich kloni mNKR-P1CBA® (¢ast A) a hAICL (&ast B). Drahy
oznaCen¢ + predstavuji vzorky s pfidavkem IPTG, drdhy oznacené - vzorky bez
induktoru IPTG. Standardy molekulovych hmotnosti (markery) jsou oznaceny M.

w
W

R
UR lsmm

Z vyhodnoceni SDS-PAGE bylo patrné, ze proteiny byly produkovany vSemi
vybranymi bakterialnimi klony. Pro velkoobjemovou produkci proteinti byl zvolen klon
islo 2 vptipadé mNKR-P1C*A"® (z davodu nejSirStho prouzku produkovaného

v v

proteinil).

5.3.3 Identifikace produkovanych proteinii

Oba produkované proteiny byly identifikoviny pomoci Edmanova odbouravani
aminokyselin z N-konce proteinll a analyzy tryptickych $té€pi technikou peptidového
mapovani (MALDI-TOF MS). Oba tyto postupy byly bliZze popsany v kap. 4.2.4.
Edmanovym odbourdavanim se podafilo stanovit 17 aminokyselin od N-konce
mNKR-P1CP*®_ Oba proteiny byly pfeneseny (z gelu po separaci SDS elektroforézou)
na PVDF membranu pomoci -elektroptenosu. PVDF membrany byly piedany

Prof. Karlu Bezouskovi, ktery zprostfedkoval sekvenaci.




Sekvence SREKXXVLIQENLXKTTDSP (X zna¢i nepfifazenou aminokyselinu)

CPAB potvrdila, 7e se nejspise jedna o tento

stanovend analyzou vzorku mNKR-PI
protein. V ptipadé hAICL bylo stanoveni nepifesné, jelikoz se na PVDF membranu
nepodatilo prenést dostatecné mnozstvi proteinu.

Analyza tryptickych §tépt technikou peptidového mapovani (MALDI-TOF MS) byla
provedena z prouzkl proteinti, které byly vyfiznuty z polyakrylamidovych geli (po
stanoveni produk¢nich klonti). Dale byly proteiny rozstépeny trypsinem a izolované
peptidy byly poté naneseny na tercik. Méteni provedl Mgr. Daniel Rozbesky. Ziskana
data byla porovnana s databazi Mascot. Timto porovnanim bylo potvrzeno, Ze se jedna

o pozadované proteiny. Ukazku hmotnostniho spektra mNKR-P1CP*™® znazoruje

Obr. 11.
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Obr. 11: Hmotnostni spektrum mNKR-P1CPA™® ziskané analyzou tryptickych $t&pt
tohoto proteinu pomoci techniky peptidového mapovani (MALDI-TOF MS).
Vyznaceny jsou nekteré vyznamné peptidy.

5.3.4 Velkoobjemova produkce proteintii a izolace inkluznich télisek

Proteiny byly produkovany vzdy ve 2 litrech LB média s pfisluSnymi antibiotiky
(kap. 4.2.5). V obou piipadech byly produkce provedeny pii | mM vysledné konc.
indukturu IPTG, teploté 37 °C a dobé& produkce 6 hodin od indukce. Po uplynuti této
doby nasledovala izolace inkluznich télisek (kap. 4.2.6), coZz jsou agregaty
produkovaného proteinu, které se hromadi uvnitf bakterie. K rozbiti bun€k bylo vyuZito

vysokého osmotického tlaku sacharosového lyzacniho pufru v kombinaci se sonikaci.
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Nasledovalo promyti pufrem s detergentem, kde byl ptitomen Triton X-100, a nasledné
pufrem bez detergentu. Cely pribéh izolace byl proveden v pfitomnosti inhibitord

proteas a byl monitorovan pomoci SDS-PAGE (Obr. 12).

A M - +S81S2s3 1 B

66 kDa

Soire 2

-

24 kDa

"

Obr. 12: Pribéh izolace inkluznich t&lisek mNKR-P1CPAM® (&4st A) a hAICL (&ast B)
analyzovany pomoci SDS-PAGE. Drahy oznaené¢ M piedstavuji marker, - znaci
kultury ptfed pridavkem IPTG, + kultury po skonceni produkce, S1-S3 znaci
supernatanty z jednotlivych krokii izolace a drdha oznacena I piedstavuje sediment
inkluznich télisek.

14 kDa

Z vyhodnoceni geli po SDS-PAGE bylo patrné, ze inkluzni téliska se podafilo
spravné izolovat bez vyznamnych ztrat obou proteind, jelikoz prouzky odpovidajici
jednotlivym proteinlim byly pozorovany pouze v kulturach po ukonceni produkce a

v sedimentu inkluznich télisek.

5.3.5 Optimalizace in vitro renaturace mNKR-P1CBALB 3 hAICL

Optimalizace renaturace obou proteini byla provadéna metodou rychlého natedéni
podle kap. 4.2.7. Inkluzni téliska byla nejprve rozpusténa v guanidinovém pufru, ktery
zde plnil funkci chaotropniho c¢inidla. Poté byly jednotlivé roztoky proteinli
ulracentrifugovany a pomalu pfikapavany (1 kapka/s) pii 4 °C do renaturacnich pufrt
o ruznych sloZenich. Tato sloZeni byla odliSnd ptfedevS§im v koncentraci L-argininu,
poméru redoxnich ¢inidel a pH. L-arginin zde plnil funkci nizkomolekularniho
chaperonu. Po hodinové inkubaci byly vSechny roztoky dialyzovany oproti dialyzacnim
pufrim a nasledné zahuStény pouzitim ultrafiltrace. Nasledovalo vyhodnoceni
jednotlivych podminek pomoci ionexovych chromatografii (porovnanim ploch pod

jednotlivymi kiivkami).




5.3.6 Ionexova chromatografie mNKR-P1CBALB na Q Sepharose FF

K analyze mNKR-P1C**® byla pouzita kolona Q Sepharosy FF (anex), jelikoz byl
protein pii pH 8,5 (resp. 9,0) zaporné nabity (vyplyva z pl). Zakoncentrovany vzorek
pomoci ultrafiltrace byl prefiltrovan ptes filtr o velikosti pér 22 pm a nanesen na
kolonu rychlosti 3 ml/min. Analyza byla provedena podle kap. 4.2.8 s linearnim
gradientem od pocatecni koncentrace 9 mM az po 1 M NaCl. Separace probihala pfti
pritoku mobilni faze 3 ml/min. Elu¢ni profily proteinu renaturované¢ho v riiznych
podminkéch a gradient NaCl ptiblizuje Obr. 13. Gradient je naznacen na vedlejsi svislé
ose v procentech pufru B, ktery obsahoval 1 M NaCl. V tomto obrazku jsou zaroven
naznaceny 1 jednotlivé jimané frakce, které¢ byly nasledn¢ vyhodnoceny pomoci
SDS-PAGE v redukujicim a neredukujicim prostiedi. Obr. 14 zobrazuje SDS-PAGE
frakci jimanych pfi analyze renatura¢ni podminky A. Frakce z ostatnich renaturacnich

podminek vypadaly téméf totozné.

g 014 100 a Obr. 13: Eluéni profily
< 0,12 50 © mNKR-PICPALE  pii
0,10 A analyze  optimalizace
60 renaturace na koloné Q
0,08 —8B
0.06 Sepharosy FF. Pritok
' 0 mobilni  faze byl
0,04 20 3 ml/min. Jimané
0,02 —D frakce jsou vyznacCeny
-0,02 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 -20
t, min
Obr. 14: SDS-PAGE frakci M 1R 2R 3R N 1N 2N 3N
jimanych pii ionexove —
chromatografii ~ mNKR-P1CPAM® 66 kDa -~ -
na Q Sepharose FF (renaturacni
podminka A). Drdhy 1R-3R znaci

redukujici prostfedi, IN-3N pak
neredukujici prostiedi, N znali 24 kDa

samotny neredukujici pufr a M je h
oznafen marker. -

14 kDa '
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Frakce 1 a 2 byly dale purifikovany pomoci gelové filtrace. Frakce 3 obsahovala
pouze agregaty (Obr. 14, str. 61, neredukujici prostfedi). Optimalni renaturacni
podminkou byla zvolena podminka A, protoZe pfi renaturaci proteinu v tomto pufru

bylo pozorovano nejmén¢ agregatu.

5.3.7 lonexova chromatografie hAICL na SP Sepharose FF

Renaturace hAICL v jednotlivych podminkach byla vyhodnocovana pomoci ionexové
chromatografie na SP Sepharose FF (katex), protoze protein byl pii pH 6,8 (resp. 7,5)
kladné nabity (vyplyva z pl). Postup byl proveden podle kap.4.2.8 a byl analogicky
s analyzou mNKR-P1C®*"® na kolond Q Sepharosy FF. Priitok mobilni faze byl
2 ml/min. Chromatogramy z analyz renatura¢nich podminek A a B jsou naznaceny
spolu s gradientem NaCl vyjadienym v procentech pufru B (1 M NaCl) a jimanymi
frakcemi, na Obr. 15. V podminkach C a D poslo k Uplnému vysraZeni proteinu a pti
analyze téchto podminek nebyl pozorovan zadny elu¢ni profil. Vyhodnoceni frakci,
jimanych pfii analyze podminky B, pomoci SDS-PAGE v redukujicim a neredukujicim

prostiedi zobrazuje Obr. 16 (str. 63).

o 0,030 100
< R
0,025 20
0,020 ——
0,015
40
0,010 —B
0,005 )3 20 d
= —gradient
0,000 = (0 ~ &
0,005 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 -20
t, min

Obr. 15: Eluéni profily ptfi analyze optimalizace renaturace hAICL na kolon¢ SP
Sepharosy FF. Pritok mobilni fize byl 2 ml/min. Jimané frakce jsou naznaleny
Sipkami.

62

——
| —



Obr. 16: SDS-PAGE frakei
M 1R 2R 3R 4R N 1N 2N 3N 4N  jimanych pfi  ionexové

chromatografii. hAICL na

66 kDa had SP Sepharose FF (renaturacni
- podminka B). Drahy 1R-3R
"y Vs oy ST
i zna¢i redukujici prostredi,

IN-3N  pak  neredukujici

W wwsm s prostfedi, N zna¢i samotny
neredukujici pufr a M je
oznacen marker.

24 kDa W

14 kDa'

Frakce 3 a 4 byly dale purifikovany gelovou filtraci z diivodu pfitomnosti vyssiho
mnozstvi dimerniho proteinu oproti monomeru (Obr. 16, neredukujici prostredi).
Renaturaéni podminka B byla zvolena jako optimalni pravé diky vySSimu zastoupeni

dimerniho proteinu (Obr. 15, str. 62, 2. pik) oproti monomeru (1. pik).

5.3.8 Gelové filtrace mNKR-P1CBALB na Superdexu 200

Frakce 1 a 2 zionexové chromatografic mNKR-PICP*"® byly nejprve zahuitény
pomoci centrifuganich koncentratorti na objem asi 1000 pl. Nasledné¢ byly postupné
naneseny na kolonu Superdexu 200 16/60 High Load. Separace probihala pti priitoku
mobilni faze 1 ml/min po dobu 100 minut. Elu¢ni profil analyzy frakce 2 z Q Sepharosy
FF zobrazuje Obr. 17. Vyhodnoceni frakci pomoci SDS-PAGE v neredukujicim

prostiedi je znazornéno na Obr. 18 (str. 63).

<230,15 Obr. 17: Elu¢ni profil
frakce 2 na  kolong
0,12 Superdex 200 16/60 High
0,09 Load. Pritok mobilni fize
byl 1 ml/min. Jimané
0,06 frakce jsou naznaceny
Sipkami.
0,03
1-5 6
0,00
0 20 40 60 80 100
t, min
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Obr. 18: Analyza frakei z gelové
MN123 456 filtrace na Superdexu 200 16/60

High Load pomoci SDS-PAGE

66 kDa
v neredukujicim prostiedi. Drahy
1-6 znaci jednotlivé frakce, N znaci
samotny neredukujici pufr a M pak

24 kDa marker.

14 kDa

Z SDS-PAGE bylo patrné, ze dimerni protein byl nalezen ve frakcich 2, 3, 4 a 5.
Tyto frakce byly spojeny, zahuStény a purifikovany na Superdexu 200 10/300 GL.

Eluéni profil mNKR-P1CP*"® 7 této separace je zobrazen na Obr. 19.

o 0,14 Obr. 19: Elu¢ni profil
q.?& 012 - H finalni gelové filtrace
’ mNKR-P1C**"®  na
0,10 - kolon¢ Superdexu 200
0,08 - 10/300 GL. Prutok
006 - mobilni  faze byl
' 0,4 ml/min.
0,04 -
0,02 -
0,00 T |
0 10 20 30 40 50 60
t, min

Elucni profil proteinu (Obr. 19) byl jiman do tfech frakci, které byly poté
analyzovany SDS-PAGE v redukujicim a neredukujicim prostiedi. Toto stanoveni

piiblizuje Obr. 20.
M 1R 2R 3R N 1N 2N 3N
Obr. 20: SDS-PAGE frakei
z gelové filtrace mNKR-P1CPAMB 66 kDa
na Superdexu 200 10/300 GL.
Drahy 1R-3R zna¢i redukujici
prostfedi, IN-3N pak neredukujici 24 kDa
prosttedi, N zna¢i samotny
neredukujici pufr a M marker.

14 kDa G
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Z SDS-PAGE (Obr. 20, str. 64) bylo patmé, Zze se piecisteny dimerni
mNKR-P1CP*"® nachazel ve viech trech frakcich.

5.3.9 Gelova filtrace hAICL na Superdexu 200

Frakce 3 a 4 z ionexové chromatografie na SP Sepharose FF byly nejprve zahustény na
objem 250 pl a poté jednotlivé naneseny na kolonu Superdexu 200 10/300 GL. Analyza
byla provedena podle kap. 4.2.9. Pritok mobilni faze byl 0,4 ml/min. Elu¢ni profil
proteinové frakce 3 z SP Sepharosy FF zobrazuje Obr. 21. Elu¢ni profil frakce 4

vypadal téméf totozné.

o 0,14

8 " Obr. 21: Eluéni profil

< 012 4 hAICL na Superdexu
0,10 - 200 10/300 GL (frakce 3
0,08 - ziskand ze separace na
0,06 SP  Sepharose  FF).

Pritok mobilni faze byl

0,04 - 0,4 ml/min.
0,02 -
0,00 T T T T |

0 10 20 30 40 50 60
t, min

Elu¢ni profil proteinu (Obr. 21) byl jiman do dvou frakci. Tyto byly nasledné
analyzovany pomoci SDS-PAGE v redukujicim a neredukujicim prosttedi (Obr. 22).

Obr. 22: SDS-PAGE frakci z gelové M TR 2R N 1N 2N
filtrace hAICL na Superdexu 200 10/300 :

GL. Drahy 1R a 2R oznaéuji redukujici 66 kDa

prostiedi, IN a 2N pak neredukujici

prostiedi, N znaci samotny neredukujici

pufr a M marker. 24 kDa

— S—

14 kDa

Z analyzy pomoci SDS-PAGE bylo patrné, Ze se protein podafilo precistit do
poZadované Cistoty a také ze dimerni hAICL spolu s malym mnoZstvim monomerniho

proteinu byl obsaZen v obou frakcich.
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5.3.10 Stanoveni koncentrace proteini podle Bradfordové

Frakce obou proteint po findlnich gelovych filtracich byly spojeny, zahustény a jejich
koncentrace byla stanovena porovndnim s kalibra¢ni zavislosti standardi BSA. Cely
postup byl proveden podle kap. 4.2.10. K 5 ul jednotlivych standardit BSA a k5 pl
stanovovanych proteint bylo vzdy ptfidino 200 pl cinidla pro stanoveni dle
Bradfordové. Byla zméfena absorbance vSech vzorkl pfi vinové délce 595 nm. Zateni
této vinové délky je absorbovano zejména Cinidlem navdzanym na protein. Z hodnot
absorbanci standardiit BSA byla sestrojena kalibracni kiivka (Obr. 23), ze které byly
nasledné¢ odecteny koncentrace stanovovanych proteini. Vypoctené koncentrace

jednotlivych proteint ptiblizuje Tab. 8.

0,70 Obr. 23: Kalibraéni

y=0,798x + 0,261 kiivka standarda BSA.
R?=0,993
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0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
¢, mg/ml

Tab. 8: Vypoctené koncentrace a vytézky piipravenych proteint z 1 litru LB média

Protein c V. MnozZstvi proteinu
mg/ml  pl mg
mNKR-P1C*** 0,71 1050 0,75
hAICL 0,68 750 0,51

Vytézek mNKR-P1CP*™ byl 0,75 mg a vytézek hAICL pak 0,51 mg pfi produkci
z 1 litru LB média.
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5.4 Charakterizace pripravenych proteinovych preparatti pomoci
hmotnostni spektrometrie

5.4.1 Stanoveni disulfidickych mustkii

U obou proteintt bylo stanoveno zapojeni disulfidickych mustkl v jejich molekulach.
Bylo postupovano podle kap. 4.3.1. Pfi této charakterizaci bylo vyuzito pfistupu
bottom-up, kdy byla provedena nejprve separace proteini pomoci SDS-PAGE
v neredukujicim prosttedi (200 uM cystamin), ndsledovalo rozstépeni proteinii pomoci
proteas (trypsin, chymotrypsin, AspN, GluC), izolace peptidii, jejich odsoleni a analyza
pomoci spojeni LC/MS (kapilarni HPLC/ESI FT-ICR MS). Ve spojeni LC/MS byly
peptidy (vCetné disulfidicky spojenych) jednotlivych proteinti nejprve oddéleny pomoci
HPLC a nésledn¢ ihned analyzovany pomoci hmotnostni spektrometrie vyuZivajici
iontové cyklotronové resonance [88].

M¢éieni bylo provedeno RNDr. Petrem Novdkem, Ph.D. Pfipravu vzorku
mNKR-P1CP*® realizoval Mgr. Daniel Rozbesky. Ziskana data byla analyzovana
pomoci programu DataAnalysis (verze 4.0) od firmy Bruker Daltonics a GPMAW
(verze 6.0) od firmy Lighthouse Data. Vysledky analyzy vcetné piikladli nékterych
peptidit zobrazuje Tab. 9. Schéma zapojeni disulfidickych mistki v obou proteinech

zobrazuje Obr. 24 na str. 68.

Tab. 9: Vysledky analyzy disulfidickych mustkii mNKR-P1CBA™® a hAICL veetnd
prikladii nékterych peptidi

. Spojene Pozice spojenych Exp. Teor.
Protein c;ljst]einy pep[;icfﬁ g Hmf))ta Hmota Chyba
Da Da ppm
142 1-7 + 8-24 2908,2568 29082598 1,0
3+7 31-53 +112-115  3314,5364 3314,5396 1,0
hAICL 5+6 89-105 +106-110 2311,9541 2311,9558 0,7
d“szizj)"m 56-62 +56-69  2479,1355 2479,1318 1.4
142 3-15 1531,7592 1531,7612 1,4
mNKR-P1CBAMB 3+4 23-35+36-56  4039,8252 4039,8313 1,5

5+6 128-138 + 111-127 2860,2896 2860,2939 1,5
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hAICL
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Co—Cle—C33—(Ce)—Cy5—Cpe —C
57 16 133 @ 93 106~ 114

MNKR-P1C
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(5 6 25y (1207 133

Obr. 24: Schéma zapojeni cysteinti v molekulich hAICL a mNKR-P1CPAME,
Zakrouzkovany jsou cysteiny, ptes které proteiny dimerizuji.

5.4.2 Stanoveni molekulovych hmotnosti obou proteini

Oba proteinové preparaty byly nejprve odsoleny na Microtrapu (mala kolonka s reversni
fazi) a nasledné nastfiknuty do hmotnostniho spektrometru (ESI FT-ICR). Proteiny byly
ionizovany pomoci elektrospreje (ESI) a poté analyzovany iontovou cyklotronovou
resonanci (ICR) s pouzitim Fourierovy transformace (FT). Obé méfeni byla provedena
RNDr. Petrem Novakem, Ph.D.

Podafilo se zméfit molekulové hmotnosti dimerniho mMNKR-P1CPA® 4
monomerniho hAICL. Molekulovd hmotnost dimerniho hAICL se nepodatilo zmétit
z divodu pfitomnosti cysteaminu na dimerizacnim cysteinu tohoto proteinu. Po
dekonvoluci hmotnostnich spekter (Obr. 25, str. 69) byla stanovena monoizotopicka
molekulova hmotnost dimerniho mNKR-P1CP*"® [M+H]" na hodnotu 35 307,87 Da a
monomerniho hAICL [M+H]" na hodnotu 13 864,42 Da (po odedteni molekulové
hmotnosti cysteaminu). Chyba méfeni byla v obou ptipadech 1,4 ppm. Z vysledki obou
méfeni vyplynuly nekteré dualezité vlastnosti proteinli. Konkrétné zapojeni
disulfidickych mustkii a nepfitomnost iniciacniho methioninu v pfipravenych

proteinovych preparatech. Dale byla pozorovana také vysoka Cistota a intaktnost obou

proteint.
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Obr. 25: Dekonvulovand ESI FT-ICR hmotnostni spektra mNKR-P1CBAM® (gast A) a

hAICI (¢ast B). V jednotlivych spektrech je vzdy zobrazen izotopovy profil

nejintenzivnéjSiho iontu.
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6. DISKUSE

Cilem této diplomové prace bylo ptipravit expresni vektory pro rekombinantni produkci

CPA® 3 hAICL, dale tyto proteiny

extracelularnich domén receptori mNKR-P1
produkovat v expresnim systému E. coli s pouzitim LB média, optimalizovat in vitro
renaturaci a purifikaci obou proteintl, a na zavér charakterizovat ptipravené proteinové
preparaty pomoci hmotnostni spektrometrie. Oba proteiny se za fyziologickych
podminek vyskytuji v podobé dimert [51, 83], proto byla tato price zaméfena
predevsim na jejich ptipravu.

Prvnim krokem byla pfiprava expresnich plasmida. V ptipadé mNKR-P1CA™® byla
nejprve izolovana celkova RNA z mysi sleziny vyuzitim TRI reagentu, ktery obsahoval
inhibitory RNAs. Nasledovala extrakce fenol-chloroformovou smési a poté precisténi
RNA pomoci vysrdzeni v pfitomnosti isopropanolu a proplachnuti 75% ethanolem.
Precistena RNA byla pouzita jako templat pii reversni transkripci s vyuzitim reversni
transkriptasy Superscript III. Vznikla cDNA byla déle pouzita jako templat pro PCR

amplifikaci genu kodujiciho extracelularni &ast receptoru mNKR-P1CPAMB

. 'V ptipadé
hAICL byla prvnim krokem pravé PCR amplifikace ptislusSného genu (kddujiciho opét
extracelularni ¢ast tohoto receptoru). Templatem pro tuto reakci byla cDNA poskytnuta
Mgr. Danielem Rozbeskym. U obou PCR reakci byla pouzita DeepVent DNA
polymerasa, ktera tvoii produkty s tupymi konci. Vzniklé PCR amplifikaty obou gend,
byly nasledné¢ klonovany do klonovaciho vektoru pBluescript SK+, s vyuzitim restrik¢ni
endonukleasy Smal. Ptfi tomto Stépeni vznikal vektor s tupymi konci. Ligace
jednotlivych inserti do pBluescriptu SK+ byla uskute¢néna pomoci T4 DNA ligasy.
Nasledovala transformace kompetentnich bunék E. coli kmen NovaBlue (tepelnym
Sokem) a poté selekce klonii, obsahujicich pozadované inserty, s vyuzitim restrikénich
endonukleas Ndel a Hindlll. Nasledné byly oba inserty preklonovany do expresniho
vektoru pET-30a(+), opét pomoci zminénych enzyml a T4 DNA ligasy. Byla
provedena opét transformace kompetentnich bun€k a selekce kloni stejnym postupem.
Sekvence insertii obsazené v obou konstruktech byly ovéfeny DNA sekvenovanim,
které bylo provedeno Dr. Jiirgenem Felsbergem, CSc na MBU AV CR, v.v.i. Insert
mNKR-P1CP*® obsahoval bodovou mutaci na pozici 450, ktera vsak neménila
aminokyselinové sloZeni proteinu, a proto byla ponechana bez opravy. Sekvence insertu

hAICL byla bez mutaci. Plasmidy mNKR-P1C®*"® a hAICL byly namnozeny a déle
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pouzity k heterologni expresi proteini. Vytézek plasmid mNKR-P1C**™® byl 52 ug
DNA a vytézek plasmidu hAICL byl 65 pg DNA ze 100 ml kultury, coz bylo
dostacujici mnozstvi pro dalsi postup.

Prvnim krokem piipravy obou proteinii byla transformace kompetentnich bunék
E. coli kmen BL21-Gold (DE3) metodou tepelného Soku. Poté byla stanovena selekce
produkénich klontt a identifikace exprimovanych proteini s vyuzitim Edmanova
odbouravani a analyzy tryptickych stépti peptidovym mapovanim (MALDI-TOF MS).
Edmanovym odbourdavanim bylo stanoveno 17 aminokyselin od N-konce proteinu
mNKR-P1C®*®. Tato analyza naznatovala, 7¢ se nejspife jednd o tento protein.
V piipadé hAICL se pti tomto stanoveni nepodaftilo identifikovat vétSinu aminokyselin,
z diivodu pfeneseni nedostatecného mnozstvi proteinu na PVDF membranu, ktera byla
sekvenovana. Oba proteiny byly téz identifikovany pomoci analyzy tryptickych s§tépi
metodou peptidového mapovani (MALDI-TOF MS), kdy ziskana data byla porovnana
s databazi Mascot a potvrdila pfitomnost obou proteinii. Nésledovala velkoobjemova
produkce, ktera byla uskutecnéna vzdy ve 2 litrech LB média (pro jeden protein).
Indukce byla provadéna pomoci IPTG ve vysledné konc. 1 mM a doba produkce byla
6 hodin. Dale byla izolovana inkluzni téliska, s vyuzitim sacharosového pufru, pufru
s detergentem a promyvaciho pufru. Pribéh izolace byl monitorovan pomoci
SDS-PAGE a nebyly zde pozorovany zadné vyznamné ztraty proteini. DalSim krokem
byla optimalizace renaturace obou proteini. Zde bylo vyuzito L-argininu jako
nizkomolekuldrniho chaperonu a redoxniho systému cystamin/cysteamin. V piipadé
mNKR-P1CP*® byla zvolena jako optimalni renaturaéni podminka A, pti které byl
pozorovan vznik nejmensiho mnozstvi agregati. Vznikajici agregaty byly problémem
pii nasledné purifikaci. Jako optimalni podminka renaturace hAICL byla zvolena
podminka B, kde bylo pozorovéano vétsi zastoupeni dimerniho proteinu. Problémem pii
renaturaci hAICL bylo zejména srazeni proteinu v prib&hu dialyzy. Oba proteiny byly
purifikovany nejprve ionexovou chromatografii na Q Sepharose FF (mNKR-P1CBALB)
resp. SP Sepharose FF (hAICL), a nasledné gelovymi filtracemi na Superdexu 200
10/300 GL. Protein mNKR-P1C®*"® byl pted timto krokem purifikovan jeité s vyuzitim
kolony Superdexu 200 16/60 High Load, kde byl odstranén majoritni podil Spatné
sbalené bilkoviny. Z reten¢niho ¢asu mNKR-P1CPA™® pii gelové filtraci na Superdexu

200 10/300 GL a nasledné analyze jednotlivych frakci pomoci SDS-PAGE, bylo patné,
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Ze se tento protein vyskytoval v podobé kovalentniho dimeru. Retenéni ¢as hAICL pfi
gelové filtraci na kolon¢€ Superdexu 200 10/300 GL svédcil o pfitomnosti monomerniho
proteinu. Pii analyze frakci z této separace pomoci SDS-PAGE, byla vSak pozorovana
pritomnost majoritni ¢asti kovalentné spojeného dimerniho proteinu s minoritnim
podilem monomeru. Tento fakt by mohlo vysvétlovat napt. vysoce u¢inné sbaleni
proteinu hAICL b&hem jeho renaturace. Vytézek mNKR-P1C**® byl 0,75 mg a
vytézek hAICL byl 0,51 mg pti produkci z 1 litru LB média. Tyto vytézky jsou
pomérné¢ nizké v porovnani s napf. mNKR-PIC z mySiho kmene B6, ktery byl
pfipraven v Laboratofi pfirozené imunity Mgr. Danielem Rozbeskych. Vytézek tohoto
proteinu se pohyboval v desitkach mg pii produkei z 1 litru LB média [89]. Vytézek
mNKR-P1CP*"® byl ovlivnén piedeviim velkym mnozZstvim vznikajicich agregatii pii
renaturaci tohoto proteinu. V piipadé hAICL byly pozorovany vyznamné ztraty proteinu
pti prabéhu dialyzy.

Posledni ¢asti této diplomové prace bylo charakterizovat ptipravené proteinové
preparaty pomoci hmotnostni spektrometrie. K ovéfeni zapojeni disulfidickych mastka
v obou molekulach byl vyuZit pfistup bottom-up, kdy byly proteiny rozstépeny
proteasami (trypsin, chymotrypsin, AspN a GluC) a analyzovany pomoci hmotnostniho
spektrometru (ESI FT-ICR) vyuZzivajiciho iontové cyklotronové resonance v kombinaci
s Fourierovou transformaci. Méteni bylo provedeno RNDr. Petrem Novakem, Ph.D. Ze
ziskanych dat se podafilo identifikovat jednotlivé disulfidické mistky. V piipadé
hAICL bylo potvrzeno spojeni cysteinii, které odpovidd modifikovanému rysu
C-lektinové domény. Rozdil byl pozorovan u dimeriza¢niho cysteinu, jenz by se mé¢l
podle charakteristické C-lektinové domény nachazet pred touto doménou, tedy nejblize
N-konci proteinu [90]. Podle ziskanych dat byl stanoven jako dimeriza¢ni cystein Cislo
4, ktery se nachazi uprostfed molekuly. Toto uspotfadani vSak odpovida databazi
UniProt a jevi se tedy jako spravné [91]. U proteinu mNKR-P1CBALB byl pozorovan
neklasicky fold, kdy byly spojeny jednotlivé cysteiny nachazejici se vedle sebe,
i pfestoZe se jedna o C-lektinovy aktivaéni receptor. Tato data jsou v korelaci s kratsi
formou tohoto proteinu, ktera byla pfipravena a charakterizovana Mgr. Danielem
Rozbeskym, a jsou namétem pro dalSi zkoumdni tohoto receptoru z hlediska jeho

struktury.
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U obou proteinti byly také stanoveny molekulové hmotnosti pomoci hmotnostniho
spektrometru ESI FT-ICR. V piipadé mNKR-P1CP**® se podafilo stanovit celkovou
monoizotopickou hmotnost dimerniho proteinu na hodnotu [M+H]" 35 307,87 Da
s chybou méfeni 1,4 ppm. U proteinu hAICL se podafilo stanovit pouze
monoizotopickou hmotnost monomerni jednotky, kvili navdzanému cysteaminu na
dimerizaénim cysteinu. Molekulova hmotnost hAICL [M+H]" méla (po odeéteni
molekulové hmotnosti cysteaminu) hodnotu 13 864,42 Da, coz odpovida chybé méteni
1,4 ppm. Z téchto vysledkli vyplynula vysokéd Cistota a intaktnost obou proteind,
proteinech.

Ptipravené konstrukty mNKR-P1CPA® a hAICL, stejné¢ jako nalezeni podminek
renaturace a purifikace, mohou byt pfipadné¢ vyuzity pii rekombinantni piiprave
extracelularnich Casti téchto receptorii. Ziskané proteinové preparaty poslouzi dale ke
zkoumani struktury obou téchto proteini pomoci chemického zesiténi. Tyto

experimenty probihaji v soucasné dobé na AV CR, v.v.i.
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. ZAVER

byly pfipraveny expresni plasmidy pro rekombinantni produkci extracelularnich

domén receptortt mNKR-P1CPA® a hAICL

= tyto proteiny byly produkovany v expresnim systému E. coli s pouzitim LB

média

= byly nalezeny podminky renaturace a purifikace takto ptipravenych proteinti

= ziskané proteinové preparaty byly charakterizovany pomoci hmotnostni
spektrometrie — byly stanoveny disulfidické muistky a monoizotopické

molekulové hmotnosti obou proteint
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