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ABSTRAKT:

Pfirozené zabijeCské bunky (NK buiky) jsou pro svoji schopnost rozpoznat
a pfivodit bunéénou smrt nadorovym a virem infikovanym bunkdm bez ptedchozi
antigenni senzitizace intenzivné studovanou soucasti imunitniho systému. Jejich imunitni
funkce je regulovana signaly vyvolanymi interakci povrchovych stimula¢nich a inhibi¢nich
receptort s ligandy pfitomnymi na cilové bunice. Soucasny vyzkum receptort NK bunék
C-lektinového typu ukazal, Ze jejich ligandy se nachazeji v ramci stejné proteinové rodiny,
popisujici tak receptor-ligandovou interakci dvou lektind. Je tomu tak 1 v pfipadé
inhibi¢niho receptoru lidskych NK bunék NKRP1 (gen KLRBI1) a jeho ligandu LLT1
(gen CLEC2D). Imunologické studie popisuji ochranu nddorovych bunék pted imunitnim
systémem zvySenou expresi receptoru LLT1 naddorovymi bunikami nebo snizenou expresi
receptoru NKRP1 na NK burikach.

Tato diplomova prace popisuje uspésnou produkci rozpustné formy LLT1 metodou
rekombinantni exprese v lidskych embryondlnich ledvinnych buiikdch (HEK 293).
Ukazuje, ze lichy pocet cysteinii obsazenych v ramci extracelularni lektinové domény
LLT1 zptGsobuje agregaci a Spatné sbaleni proteinu. Rozpustna forma LLT1 byla
stabilizovdna obnovenim Sestého cysteinu v evoluéné konzervované pozici piistupem
cilené mutageneze. Tvorba tfetiho disulfidického mustku byla ovéfena hmotnostné
spektrometrickym pfistupem. Zaména histidinu za cystein v pozici 176 vedla také ke
znacnému zvysSeni vytézku a homogenity produktu, umoziujici uspéSnou krystalizaci ve
dvou riznych krystalickych formach a feseni struktury rozpustné formy LLT1 v rozliSeni

az2.0A.

(Préace je psand v ¢eském jazyce)

KLICOVA SLOVA:

rekombinantni exprese, transientni transfekce, HEK293, pfirozené zabije¢ské buiiky,

LLT1, CLEC2D, rentgenova strukturni analyza
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ABSTRACT:

Natural killer (NK) cells are an intensively studied part of immune system,
possessing unique ability to recognize and induce death of tumor and virus-infected cells
without prior antigen sensitization. Their function is regulated by a fine balance of signals
induced by multiple activating and inhibitory cell surface receptors and their interaction
with the ligands present on the target cell. Recent research in their C-type lectin-like
receptors repertoire has shown that ligands of some of these previously orphan receptors
lie within their own family, describing a lectin-lectin interaction. This is the case of human
inhibitory receptor NKRP1 (gene KLRB1) and its ligand LLT1 (gene CLEC2D). Previous
studies have shown that overproduction of LLT1 in cancer cells or lower production
of NKRP1 in NK cells is connected to cancerous manifestations.

This master’s thesis shows a successful production of the extracellular part of LLT1
utilizing a mammalian expression system based on transient transfection of modified
human embryonic kidney (HEK) cell lines. It was found that the five cystein residues
contained within the lectin domain of LLT1 tend to cause misfolding and formation
of aggregates. Stabilization of the domain was achieved by restoration of the sixth cystein
residue at the evolutionary conserved position utilizing a site directed mutagenesis
approach. The reconstruction of disulfide bond was verified by mass spectrometry.
The mutation of His 176 to Cys 176 led to significant improvement in yield and
homogeneity of product that enabled successful crystallization in two different crystalline

forms and solution of the structure at 2.0 A.

(The thesis is written in Czech.)

KEY WORDS:

recombinant expression, transient transfection, HEK293, natural killer cells, LLTI,

CLEC2D, X-ray crystallography
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SEZNAM ZKRATEK

= AcN Acetonitril

= ADCC bunécna cytotoxicita zavisla na protilatce (antibody dependent cell cytotoxicity)

= AICL oznaceni povrchového leukocytarniho receptoru (activation-induced C-type lectin)
= APS peroxisiran amonny (ammonium persulfate)

=  AspN endopeptidasa Asp-N

= BCR receptor B lymfocytli pro antigen (B-cell receptor)

= bp par bazi (jednotka délky fetézce DNA, base pair)

= BSA hovézi sérovy albumin (bovine serum albumin)

= CAM karboxyamidomethyl (carboxyamidomethyl)

= CBBR-250 barva Coomassie Brilliant Blue R-250

= CD oznaceni povrchovych molekul leukocyti (cluster of differentiation)

= CLEC2 rodina C-lektinovych receptord NK bunék (C-type lectin domain family 2)

. CIr rodina proj[einﬁ obs.ahujicich podobny motiv jako lektiny typu C (C-type lectin
related); viz téz Ocil

= CTLD doména podobna lektinim C-typu (C-type lectin-like domain)

= DAPI0 10 kDa protein aktivujici DNAX (DNAX activating protein of 10 kDa)

= DAPI12 12 kDa protein aktivujici DNAX (DNAX activating protein of 12 kDa)

= ddH20 dvakrat deionizovana voda

= DLS dynamicky rozptyl svétla (dynamic light scattering)

= DMSO Dimethylsulfoxid

= dNTP smes deoxynukleotidtrifosfati

= DSG disukcinimidyl glutarat

= DSS Disukcinimidyl suberat

«  EBNALt zkr.écené forma jaderného antigenu 1 z viru Epstein-Barrové (Epstein-Barr nuclear
antigen 1 truncated)

= EDC 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid

= EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

= EndoH endoglykosidasa H

= Endo Hy endoglykosidasa H s fuznim proteinem

= ESI metoda ionizace elektrosprejem (electrospray ionization)

=  EtMorf 4-ethylmorfolin

= FA kyselina mravenci (formic acid)

= Fc ¢ast molekuly protilatky (Fragment, crystallizable)

=  FceRly vysokoafinitni receptor pro IgE (Fc epsilon receptor type I gamma chain)



GnTI

H/D vyména
HEK293

HeLa
HLA
HPLC
CHO
IAA
IFN
Ig

IL
IPA

ITAM

ITIM

KACL
KIR

LB
LC-MS
LIR
LLTI
Ly-49
MALDI
MHC gp. 1
MS

NK
NKC
NKG2
NKp65
NKp80
NKRPI
NKT
NMR

N-acetylglukosaminyltransferasa I
vodikovo/deuteriova vyména

oznaceni bunééné linie lidskych embryonalnich ledvinnych bunék ¢islo 293 (human
embryonic kidney 293)

oznaceni bunécné linie nadoru d€lozniho hrdla (Henrietta Lacks)

hlavni lidsky histokompatibilni antigen (human leukocyte antigen)

vysokoucinna kapalinova chromatografie (high performance liquid chromatography)
oznaceni bunécné linie z vajeCniku kiecika ¢inského (Chinese hamster ovary)

jod acetamid

Interferon

Imunoglobulin

Interleukin

propan-2-ol (Isopropyl alcohol)

imunoreceptorovy tyrosinovy aktivacni motiv (immunoreceptor tyrosine-based
activation motif)

imunoreceptorovy tyrosinovy inhibi¢ni motiv (immunoreceptor tyrosine-based
inhibitory motif)

receptor NK bunék (keratinocyte-associated C-type lectin)
imunoglobulinovy receptor zabijecskych bunék (killer cell Ig-like receptor)

nazev média podle Luria-Bertaniho

hmotnostni spektrometrie spfazena s kapalinovou chromatografii (Liquid
chromatography — Mass spectrometry)

imunoglobulinovy receptor leukocyti (leukocyte immunoglobulin-like receptor)
receptor NK bunék (lectin like transcript 1)
rodina receptorti C-lektinového typu (lymphocyte antigen 49)

ionizace laserem za pfitomnosti matrice (matrix-assisted laser desorption/ionization)

glykoproteiny hlavniho histokompatibilniho komplexu I. tfidy (major
histocompatibility complex type I glycoproteins)

hmotnostni spektrometrie (Mass spectrometry)

pfirozeny zabijec (natural killer)

NK genovy komplex (natural killer receptor gene complex)

rodina C-lektinovych receptord NK bunék (natural killer group 2)

receptor NK bunék (natural killer cell p65-related protein)

receptor NK bunék (natural killer cell p80-related protein)

rodina C-lektinovych receptortt NK bunék (natural killer cell receptor protein 1)
NK-T-lymfocyty (natural killer T cells)

nuklearni magneticka rezonance (nuclear magnetic resonance)
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Ocil

PCR

PEG
PNGasa F
PTK

PTP

SDS
SDS-PAGE
SV40 TAg
TAE

T.

TCR
TEMED

TES

TFA

Tris

lektin inhibujici formaci osteoklastl (Osteoclast inhibitory lectin); viz téz Clr
polymerasova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
Polyethylenglykol

protein-N-glykanasa F

protein tyrosin kinasa (protein tyrosine kinase)

protein tyrosin fosfatasa (protein tyrosine phosphatase)
dodecylsulfat sodny

SDS polyakrylamidova gelova elektroforéza

velky T-antigen viru SV40

Tris-acetatovy pufr s EDTA

cytotoxicky T-lymfocyt (cytotoxic T-cell)

receptor T lymfocytii pro antigen (T-cell receptor)

N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin
zkratka pro pufr obsahujici Tris, EDTA a chlorid sodny

kyselina trifluoroctova

tris(hydroxymethyl)aminomethan
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1. Literarni uvod

1.1. Prirozené zabijecské bunky

Biologickd imunita a imunitni systém jsou myslenky, které maji své kofeny patrné
jiz ve starovéké Cing, kde dochazelo k imunizaci déti praskem ze strupi nestovic.
Na nasem kontinent¢ se pak prvni zminka o imunité ptipisuje feckému Thukydidovi, ktery
si v§iml, Ze nékteti lidé jsou vi¢i masovym chorobdm netecni. Za otce moderniho
pfemysleni o imunité¢ mizeme oznacit Anglicana E. Jennera, ktery v roce 1798 publikoval
metodu zvanou vakcinace, pomoci které imunizoval déti proti neStovicim. Ptichod
dvacatého stoleti pak ptinesl pro imunologii vyznamna jména jako Louis Pasteur, Robert
Koch, Paul Ehrlich nebo Elie Metchnikoff, znichZz mnozi byli za objasnéni pficin
onemocnéni ocenéni Nobelovou cenou. Studium imunitniho systému na urovni bunécnych
mechanismi ptichdzi ve druhé poloviné dvacatého stoleti s rozvojem imunochemickych
technik, tkdnovych kultur, rekombinantni pfipravy proteinti nebo transgenich zvitat [1].

Dnes vime, Ze imunitni systém je zdkladni homeostaticky mechanismus, jenz
udrzuje integritu organismu tim, Ze ho chrani pfed Skodlivinami z vnéjSiho i vnitiniho
prostiedi. Pfitom rozpoznava vlastni tkan€ a je k nim tolerantni. Mechanismy imunitniho
systému rozliSujeme podle rychlosti reakce na evolu¢né star$i nespecifické a na antigenné
specifické. Jak se ukazuje jsou tyto mechanismy na sob¢ zavislé a jejich signalizacni drahy
jsou doslova propletené v molekularni koncert, jehoz hlavni mysSlenkou je likvidace
potencidlni skodliviny [2,3].

Relativné neddvno objevenou slozkou imunitniho systému jsou pfirozené
zabijeCské bunky (natural killer cells, dale jen NK bunky) [4], které byly pojmenovany
podle jejich schopnosti rychle zabijet nddorové bunky in vitro bez ptedchozi stimulace,
proliferace a diferenciace. Morfologicky se jednd o velké granularni lymfocyty, které
vznikaji diferenciaci z lymfoidnich progenitorti v kostni dieni. NK bunky identifikujeme
pomoci pfitomnosti receptort CD16 (receptor pro Fc fragment IgG) a CD56 (adhezni
molekula) za soufasné nepfitomnosti CD3 komplexu. Na rozdil od T a B lymfocytl
NK buiiky na svém povrchu nemaji antigenné specifické receptory (tzn. TCR a CD3
komplex nebo BCR). Pfesto jsou vyvojové blizsi spise T-lymfocytim, o ¢emz sveédci
podobné cytotoxické mechanismy NK bunék a cytotoxickych T lymfocytd (T.) nebo
existence NK-T bunécné populace, kterd exprimuje nékteré¢ NK-bunécné i T-lymfocytarni

receptory. U c¢loveka tvoii NK buiiky zhruba 5 - 15% vSech lymfocyti. Kromé sleziny



se NK bunky vyskytuji v lymfoidnich tkanich jen vzacné. Hojné jsou ale zastoupeny

v plicich, jatrech nebo gravidni déloze [1,2].
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Obr. 1: Funkce aktivacnich a inhibi¢nich receptori NK bunék. Panel A ukazuje interakci stimulacniho
receptoru NK bunky s ligandem vedouci k aktivaci protein-tyrosin kinasy (PTK). Pfitom interaguje inhibi¢ni
receptor NK bunky s MHC gp. I a aktivuje protein-tyrosin fosfatasu (PTP), kterd inhibuje aktivovanou PTK.
NK burika neni aktivovéana. Situace na panelu B ukazuje podobny piipad bez vlivu inhibi¢niho receptoru,

cytotoxické mechanismy NK buiiky jsou aktivovany. Panel C ukazuje pfevazujici stimulaéni signal, ktery vede

k aktivaci cytotoxickych mechanismd NK butiky [1].

NK bunky jsou schopné rozeznat bunky nadorové, napadené virem, opsonizované

protilatkami nebo poSkozené stresem. Pomoci svych cytotoxickych mechanismi NK buiika



pak ,,pfinuti potencidln¢ nebezpecné bunky ke spachani programované smrti (apoptosy),
kterd je bezpecnd pro okolni tkané. Na rozdil od T. lymfocyti neuzivaji NK bunky
k rozeznani svého cile antigenné specifické receptory, ale fadu stimulacnich a inhibi¢nich
receptord. Tyto receptory rozeznavaji tadu povrchovych molekul cilovych bunék a
stimuluji nebo inhibuji cytotoxickou odpoveéd’ NK bunék (viz. Obr. 1, str. 2) [1,2].

Ptestoze NK buiikky fadime k nespecifické imunitni odpovédi, ovliviiuji tyto
lymfocyty 1 odpovéd antigenné specifickou. Vedle vlastni cytotoxické odpovéedi
se NK bunky totiz podileji také na imunomodulaci prostiednictvim cytokint, které bud’

primo sekretuji — napt. IFN-y [5] nebo k sekreci stimuluji jiné lymfocyty [6,7,8,9].

1.2. Receptory NK bunék

Inhibi¢ni receptory rozeznavaji prevazné MHC glykoproteiny I. tfidy (MHC gp. I),
které jsou normalnimi buitkami hojné exprimovany. Bunécny stres nebo napadeni virem
totiz Casto vede k omezeni exprese tohoto glykoproteinového komplexu. To ma za
nasledek Unik téchto potencidlné nebezpecnych bunék pred T-lymfocytarni imunitni
odpovédi. Proto NK buiky interpretuji dostate¢ny vyskyt MHC gp. I na povrchu bunck
jako znamku zdravi a jsou rozpoznanim této povrchové struktury inhibovany. Naopak
nepfitomnost tohoto znaku zdravi vede k aktivaci cytotoxické odpovedi. Schopnost
aktivace NK bun¢k na zdkladé nepfitomnosti standardniho znaku je popisovana jako
,missing-self* teorie [10,11].

Inhibi¢ni receptory NK bunék miizeme rozdélit do tfi proteinovych rodin podle
rozliSené terciarni struktury. Jsou to receptory z imunoglobulinové rodiny (KIR, Killer-cell
immunoglobulin-like receptors), dale receptory obsahujici doménu podobnou lektinim
C-typu (CTLD, C-type lectin domain), mezi jejichz zastupce patii napt. heterodimerni
CDY94/NKG2A rozeznavajici konkrétni MHC gp. I, u ¢lovéka oznacovany jako HLA-E.
A posledni skupinou jsou leukocytarni receptory obsahujici doménu podobnou
imunoglobulinu (LIR, leukocyte Ig-like receptors), které vazi MHC gp. I s nizsi afinitou
nez KIR a jsou typické spise pro B-lymfocyty [1,2,12,13].

Spole¢nym jmenovatelem inhibi¢nich receptori NK bunék je intracelularni
aminokyselinovy motiv oznacovany jako ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibition
motif, S/I/V/IL XY X X I/V/L, kde X znaci libovolnou aminkoyselinu) [14]. Jak uz nazev
napovida, je soucasti tohoto aminokyselinového motivu minimalné jeden tyrosin, ktery

je pfi interakci receptoru s ligandem fosforylovan. To vede k aktivaci fosfatas, které



prerusi signalni kaskddu aktivacnich receptorti a tak blokuji jejich stimula¢ni potencial,
tedy inhibuji NK buiiku [15].

Stimula¢ni receptory rozeznavaji Sirokou skupinu povrchovych struktur pfitomnych
na bunkach infikovanych viry, poskozenych stresem ale i na buikach zdravych. Ligandy
mnohych stimulac¢nich receptorii nejsou stale identifikovany. Podobné jako inhibi¢ni
receptory patii stimulacni receptory predevsim do KIR a CTDL rodin [1,2,12,13].

Signalizace téchto receptori je zprostfedkovana pomoci intracelularniho
aminokyselinového motivu ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif, Y X
X L Xe129 Y X X I/L, kde X znaci libovolnou aminokyselinu) [14]. Narozdil
od inhibi¢nich receptori nebyva tento motiv pfimo soucasti aktivacniho receptoru.
Aktivaéni receptory totiz asociuji nekovalentné s dal§Simi membrénovymi proteiny, které
ITAM obsahuji a zprostiedkovavaji tak pfenos signdlu po interakci aktiva¢niho receptoru
s ligandem. Ptikladem receptoru a asociujici jednotky jsou NKG2D a DAP10, KIR2DS
aDAP12 nebo CDI16 a FceRly. Interakce receptoru s ligandem umoznuje fosforylaci
tyrosintl, nasleduje asociace a aktivace dalSich kinas, které signal propaguji [2].

Mezi stimulacni receptory patii i Fc receptor CD16, ktery s nizkou afinitou
rozeznava Fc cast protilatek tiidy IgG. Setka-li se NK lymfocyt s bunkou, ktera
je opsonizovana protilatkami tiidy IgG, navaze se prostiednictvim receptoru CD16 na
jejich Fc ¢ast. To pak zplsobi agregaci receptorii a pfeneseni signall, které aktivuji
cytotoxické mechanismy. Tento d¢j se nazyva cytotoxickéd reakce zavisla na protilatkach

(ADCC; antibody-dependent cellular cytotoxicity) [16].

1.3. Receptory lektinového C-typu

Rodina proteinti obsahujici doménu podobnou lektinim C-typu patii do skupiny
velice riznorodych zivocisnych lektinti. Receptory lektinového C-typu jsou pojmenovany
podle toho, Ze interakce se sacharidovymi ligandy je u nich zavisla na pitomnosti Ca*"
iontu. Mezi receptory NK bunék nachézime celou fadu proteinti obsahujicich CTLD. Jsou
to Casto transmembranové proteiny II. typu tvofici homo nebo heterodimery. Pro CTLD
je charakteristicka struktura dvojité smycky (viz. Obr. 2, str. 5), ve které se nachazi dva
antiparalelni B-listy a dva o-helixy. Celd doména byva stabilizovana dvéma az Ctyfmi
vysoce konzervovanymi disulfidickymi mustky. Smycka oznafovand jako ,long loop

region® je strukturné¢ a evoluéné¢ proménliva a v nékterych piipadech dokonce i zcela



schazi. Tato smycCka se mlze podilet na dimerizaci CTLD a c¢asto se pravé zde nachazi

vazebné misto sacharidu [17].

Obr. 2: Typicka struktura CTLD. Typicka doména lektinového C-typu obsahuje dva a-helixy (al, 02),
dva antiparalelni B-listy (B1’+ B1+ B5; p2+ B3+ B4). Doména je stabilizovana dvéma (C1-C4; C2-C3) nebo
tremi (C0-C0”) disulfidickymi mustky (oranzovy kulickovy model). Proménliva smycka - tzv. ,,long loop

region” je vyznacena tmaveé modrou [17, PDB: 1K91].

Receptory NK bun¢k se ¢aste€né strukturné odliSuji od typické CTLD, coz miize
souviset s faktem, ze nejcastéji specificky rozpoznéavaji a vazi proteinové ligandy — napf.
MHC gp. I nebo jiné povrchové receptory. Tato vazba se také Casto uskuteciiuje bez
pritomnosti Ca>" iontdl. Celkové se v ramci C-lektind jedna o evoluénd mladou skupinu,
u mys$i je zastoupena napf. receptorovymi rodinami Ly-49 [18], NKG2 [19] nebo NKRP1
a Clr [20]; u lidi pak napft. receptory CD69 [21], NKG2, AICL a NKp8&80 [22], KACL
a NKp65 [23] nebo NKRP1 a LLT1 [24].

1.3.1. Receptor LLT1
Hlavnim pfedmétem studia této prace je receptor lidskych NK bunék LLTI1
(lectin-like transcript 1), ktery je kdédovany genem CLEC2D. Pro tento gen bylo

identifikovano Sest riznych transkripcnich variant. Pfitom pouze isoforma 1 genu



CLEC2D - oznaCovand jako LLTI1, poskytuje proteinovy produkt rozpoznavajici
fyziologicky ligand. Ostatni isoformy nejsou vystaveny na bunécny povrch a zistavaji
v endoplasmatickém retikulu, kde vytvari homodimery nebo heterodimery s LLT1. Pfitom
exprese LLT1 je v porovnani s CLEC2D isoformou 2 mnohem nizsi, coz mlize naznacovat
jistou regulaci exprese povrchové funkéniho receptoru [25].

LLT1 je transmembranovy glykoprotein II. typu tvofici kovalentni homodimery
obsahujici C-terminalni CTLD. Tento receptor byl identifikovin na NK bunkéch,
T a B lymfocytech a dendritickych bunikach. MiZeme jej nalézt také na osteoblastech, kde
inhibuje tvorbu osteoklasti, respektive odbouravani kostni tkané (odtud pochazi
1 alternativni ndzev pro LLT1 — OCIL, osteoclast inhibitory lectin) [26].

Fyziologickym ligandem LLTI je inhibi¢ni receptor lidskych NK bunék NKRP1
(dale jen NKRP1) [6,24]. Vytvorenim tohoto fyziologického komplexu mize dojit jednak
k inhibici cytotoxické odpoveédi NK bunék, nebo iniciaci sekrece imunomodulacnich latek.
Protoze NKRP1 se vyskytuje na NK bunkéch nebo T lymfocytech, existuje fada moznych
kombinaci konkrétniho bunééného vyskytu interagujiciho paru. Bylo naptiklad ukézéano,
ze interakce receptoru LLT1 na NK bunce s receptorem NKRP1 na T lymfocytu zvysuje
sekreci IFN-y obou typt bunék a omezuje sekreci IFN-o T lymfocytem [6,7]. Naopak
NKRP1 na NK lymfocytu interagujici s LLT1 na dendritické bufice zptisobuje zvySenou
sekreci IL-12, ktery stimuluje expresi receptoru NKRPI1 [9]. Bylo také ukazano,
ze gliblastomové mozkové nadory se chrani pted cytotoxickou odpoveédi NK bunék
zvySenou expresi LLT1 [27].

Receptor LLT1 vsouladu s ocekdvanim vykazuje podobnost s ostatnimi
C-lektinovymi receptory NK bunék. Porovnani C-termindlnich lektinovych domén
(viz. Obr. 3, str. 7) naptiklad ukazuje zhruba 50% identitu a 75% podobnost primarni
sekvence LLT1 a receptorti rodiny Clr, nebo zhruba 40% sekvencni identitu a 70%
podobnost s receptory CD69. Srovnani CTLD receptoru LLT1 a NKRPI pak vykazuje
zhruba 30% identitu a 55% podobnost [28].
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Obr. 3: Fylogeneticka analyza CTLD lidskych a mysich receptori NKRP1 a CLEC2. Receptory
NKG2D, CLEC7A a Ly49D jsou uvedeny pro srovnani. Fylogeneticky strom byl vytvofen pomoci
programu PHYLIP [23].

1.3.1.1. Mutovana forma receptoru LLT1

Jednou z klicovych ¢asti této prace je nahrazeni histidinu na pozici 176 v primarni
sekvenci receptoru LLT1 cysteinem. Vyznam této mutace byl nezavisle objeven japonskou
skupinou doktora J. Kamishikiryo, ktera v priitbéhu moji prace tento vysledek publikovala
v ¢asopise Journal of Biological Chemistry [29]. Clanek popisuje piipravu piirozené
amutovanych forem receptoru LLTI rekombinantni expresi v Escherichia coli
s naslednym renaturacnim krokem. Pfitom ukazuje, ze rozpustné formy receptoru LLT1
neobsahujici mutaci H176C jsou nestdlé a maji tendenci agregovat. Dale s vyuZitim
srovnavaci CD spektroskopie ukazuje, ze zminénd mutace neovliviiuje Cetnost zastoupeni
prvkl sekundéarnich struktur a metodou povrchové plazmonové rezonance ukazuje,
ze zminéna mutace neovliviiuje Kyg komplexu LLT1-NKRP1. Také z téchto ditvodl nebylo
zkoumdni vlivu mutace na prostorovou strukturu nebo interakci s fyziologickym ligandem

zahrnuto do néplné této prace.



2. Uvod k pouZitym metodam

2.1. Priprava rekombinantnich proteint

V odvétvich jako biomedicina, immunologie nebo proteomika je dnes velky diraz
kladen na vyzkum proteini. Tyto proteiny muizeme ziskat napf. izolaci z ptirozeného
zdroje, pomérné omezené piipravit in vitro nebo vyuzit tzv. rekombinantni exprese.
Rekombinantni exprese je postup pii kterém je gen proteinu naseho zajmu vnesen pomoci
vektoru virového ¢i bakteridlniho (plasmid) ptivodu do produkéniho organismu, kterym
jsou obvykle opét bakterie nebo eukaryotni mikroorganismy ¢i bunécné linie. Produkéni
organismus pak exprimuje vlozeny gen za vzniku rekombinantniho proteinu, ktery
vétSinou nékolika mélo purifikacnimi kroky ziskdme v dostate¢né Cistote pro nase potieby.

ProtoZe jednou z vlastnosti Zivota i na molekularni trovni je jeho rozmanitost, maji
rekombinantni proteiny produkované vriznych organismech rizné vlastnosti.
Prokaryotické organismy naptiklad postradaji komplexni proteosynteticky aparat obvykly
u eukaryotnich bunék, mize tak dochédzet ke Spatnému sbaleni daného proteinu a jeho
vylouceni ve formé nerozpustnych agregatii, tzv. inkluznich télisek. V nékterych piipadech
vsak lze proteiny z inkluznich télisek in vitro renaturovat a ziskat je v jejich nativni
konformaci. Je-li vytézek renaturace dostateCny pro dané ucely, muze byt produkce
rekombinantnich proteinti ve formé inkluznich télisek relativné vyhodna kvili jejich
snadné izolaci v pomérné¢ vysoké Ccistot€. Podstatné rozdily nachazime také mezi
jednotlivymi eukaryotnimi organismy a to predevSim na urovni posttranslacnich
modifikaci. Dobrym piikladem je N-glykosylace proteinti: zatimco vétSina savéich bunck
vytvaii tzv. komplexni glykosylaci, Casto uzivané hmyzi buiiky poskytuji jednoduchou
manosovou glykosylaci a kvasinky pak své proteiny piimo hyperglykosyluji koncovymi
manosovymi strukturami. Pfitom pro terapeutické vyziti takovych proteini mlize mit
pritomnost ,,ciziho* typu glykosylace za nasledek imunitni respektive alergickou odpovéd'.

Nejpouzivangjsi produkéni organismy pochazi i dnes stale z fiSe prokaryot a to pro
jejich rychly riist a snadnou a levnou kultivaci. Jsou to predev§im rtizné kmeny bakterii
Escherichia coli [30] nebo Lactococcus lactis [31]. Problémy pii spravném sbalovani
rekombinantnich proteint v prokaryotech vSak nuti stale Castéji védce 1 pramysl k uzivani
eukaryotickych expresnich systémil. Byvaji to zastupci kvasinek (napt. Saccharomyces
cerevisiae [32] a Pichia pastoris [33]), které nejsou narocné na kultivaci, maji kratkou

generacni dobu a poskytuji pomérné vysoké vytézky. Nevyhodou je jiz zminénd manosova



hyperglykosylace proteinti. Hmyzi buniky (napt. Spodoptera frugiperda - bunécna linie
S19 a Sf21, Trichoplusia ni — bun&tna linie Hi5 ¢i Drosophila melanogaster - bunééna
linie S2 [34]) jsou mén¢ narocné na kultivaci nez buiky sav¢éi a poskytuji jednoduchou
manosovou glykosylaci vhodnou pro strukturni studie. Rekombinantni exprese v hmyzich
bunikach je v soucasnosti stdle metodou prvni volby pro strukturni biologii. Pro jejich
transfekci se pouZzivaji nejcastéji virové vektory anebo chemické transfekéni postupy.
Na vzestupu je také pouzivani zastupcii ze skupiny prvokl (Protozoa), a to predevS§im pro
¢loveéka nepatogenni Leishmania tarentolae [35]. Vyhodami tohoto organismu je napf.
rychly rast az do zna¢né vysokych bunéénych hustot, uniformni glykosylace podobna
glykosylaci sav¢iho typu nebo nizsi naroky na kultivaci a teplotu (pouze 26°C, bez CO»).

Stale vice jsou vSak pro strukturni a funkEni studie, ale i1 pro vyrobu
farmaceutickych terapeutik, upfednostiiovany savéi expresni systémy, zajiStujici spravné
nativni uspofadani rekombinantniho proteinu vcéetné odpovidajicich posttranslacnich
modifikaci. Vroce 2010 se uvadelo, ze z 58 biofarmaceutickcych rekombinantnich
proteind je 32 produkovéno v sav€ich buitkdch [36]. Hlavni nevyhodou je vysokd cena
kultiva¢nich médii, pfistrojova naro¢nost a velka nachylnost ke kontaminaci [34].

Obecné nelze fici, ktery expresni systém je nejlepsi. Vzdy totiz zalezi
na konkrétnim proteinu, o jehoz rekombinantni pfipravu se pokouSime. Velké mnozstvi
proteini se da Uspésné a levné produkovat v prokaryotickych buitkach - byt
s ptipadnym mnohdy narocnym renaturaénim krokem. Piesto pokud chceme dany protein
pouzivat v biologickych a funk¢nich testech, snazime se nasSim vyprodukovanym modelem
co nejvice priblizit realnému proteinu in vivo. Pro lidské proteiny tuto podminku skutecné
nejlépe spliuji savéi expresni systémy — a to nejlépe expresni systémy zaloZené

na lidskych bunéénych liniich.

2.1.1. Savdi bunécné linie

Sav¢i buiiky jsou obvykle kultivovany v prostfedi atmosféry 5% CO, pii 37°C.
Zdrojem potfebnych zivin, rastovych faktorti, biogennich a stopovych prvki jsou
kultivacni média, kterd mohou obsahovat i1 specidlni aditiva — napt. heparin k zamezeni
vzniku bunéénych agregati (vhodné pro michané suspenzni kultury), acidobazické
indikatory pro kontrolu pH anebo antibiotika pro vys$si odolnost vii¢i kontaminaci.

Savéi bunééné linie vznikaji z odebranych primarnich bunék piislusného savce.

Protoze se tyto buiiky nemohou mnozit neomezené dlouho, vytvareji se z nich nesmrtelné



bunécné linie. Imortalizace se provadi bud’ nahodnou mutaci, transformaci virovou DNA
nebo splynutim sjiz nesmrtelnou nddorovou buiikkou za vzniku tzv. hybridomda.
Napt. hybridomy vzniklé splynutim lymfocytu imunizované mysi s myelomovou burikou
jsou vyuzivany pro vyrobu monoklonalnich protilatek [37].

SavC€ich bunécnych linii pouzivanych ve védé a primyslu je dnes velka tada.
Nejcastéji se muizeme setkat naptf. s bunéCnou linii CHO (Chinese Hamster Ovary)
odvozenou z primarnich bunck vajecniku kiecika ¢inského [38]. Jeji vyhodou je rychly
rust, prizpiisobivost a vysoka tispésnost pii tvorb¢ stabilné transfekovanych linii [39]. Dalsi
hojné pouzivana buné¢na linie je pojmenovana podle nevédomé darkyné primarnich bunék
nadoru délozniho hrdla, ktera rakoviné nakonec podlehla - HeLa (Henrietta Lacks) [40].
Tato linie je pomérn€ dobie prostudovand a je uzivana jako model lidskych bunék nebo pro
rekombinantni expresi [41]. Jejich kultivace neni obtizna, naopak HeLa builky maji pfi
neopatrném zachéazeni tendenci kontaminovat svoje okoli [42]. V posledni dobé ve vztahu
k produkci rekombinantnich proteinti nabyvd na vyznamu také bunécna linie lidskych

embryonalnich ledvinnych bunék ¢islo 293.

2.1.2.  Lidské embryonalni ledvinné buiiky 293
Lidské embryonalni ledvinné butiky ¢islo 293, znamé spiSe pod zkratkou HEK293

(Human Embryonic Kidney 293), je plny ndzev pro dnes velmi atraktivni expresni systém,
a to jak z hlediska primyslové, tak i akademické vyroby rekombinantnich proteinti. Tato
bunécna linie byla v roce 1970 vytvorena Frankem Grahamem (v laboratofi Alexandera
Van der Eba v Leidenu; Holandsko) odvozenim z primérnich lidskych ledvinovych bunék
ziskanych z potracenych embryi [43]. Primdrni kultura byla imortalizovana transformaci
virovou DNA z adenoviru 5, transformace byla provedena s pomoci precipitace DNA
chloridem vapenatym [44]. Cislo 293 oznacuje transformaéni pokus, ze kterého tato linie
vzesla.

Buitkky HEK293 1ze snadno kultivovat adherentné 1 v suspenzi. Suspenzni kultivace
probihd v bezsérovém prostiedi a je vhodna pro produkci v tfepanych lahvich, kde bylo
jiz dosazeno az 100 1 objemu produkce [45], nebo velkoobjemovych bioreaktorech. Lidsky
expresni systém by mél poskytovat savéi rekombinantni proteiny se spravnymi
a pfirozenymi posttranslacnimi modifikacemi — at uz se jedna o spravné vytvoieni

disulfidovych mistki, proteolytické Upravy nebo glykosylaci. Cenou za nativitu proteinu
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jsou (v porovnani s prokaryotickymi expresnimi systémy) draha kultiva¢ni média, dlouha
generacni doba a nachylnost k infekcim [34].

Dnes se mizZeme setkat s mnoha variantami plvodni linie HEK293, které byly
v prubéhu ¢asu na akademické a komeréni pid¢ vyvinuty pro snazsi kultivaci nebo vyssi

uroven produkce proteini. V této praci bylo uzivano téchto bunéénych linii:

= HEK293T - Kultura stabilné transformovédna genem pro velky T-antigen
polyomaviru SV40 (SV40 TAg), ktery umoziiuje episomalni replikaci plasmida
obsahujicich replikac¢ni pocatek SV40 [46].

» HEK293-6E — Kultura stabilné¢ transformovana optimalizovanou verzi genu pro
nukledrni antigen 1 viru Epstein-Barrové (EBNA1) tzv. EBNAIt (EBNAI
truncated), ktery vykazuje niz$i cytotoxicitu a umoznuje episomalni replikaci
plasmidii obsahujicich replikacni pocatek oriP. Tato kultura je uzpiisobena pro

bezsérovou kultivaci, jeji plny ndzev je HEK293F-EBNA1t [47].

» HEK293S GnTI' - Bunéénd kultura uzpiisobenda pro bezsérovou kultivaci
v suspenzi; postrada aktivitu N-acetylglukosaminyltransferasy I (GnTI). Veskeré

proteiny produkované touto linii maji homogenni manosovou N-glykosylaci [48].

2.1.3. Modifikovana N-glykosylace

problémy pro jejich krystalizaci. Komplexni N-glykosylace savciho typu nebyva
uniformni. Navazané oligosacharidy se mohou liSit napf. pritomnosti a poctem navazanych
zbytkll fukosy ¢i kyseliny sialové, poptfipadé mohou nékteré oligosacharidy na dané
molekule proteinu zcela schazet. Z téchto diivodi nebyva ptipraveny glykoprotein doslova
chemicky cistou latkou. Dlouhé sacharidové fetézce jsou navic pomérné flexibilni, coz
také neni dobry predpoklad pro utvoteni usporadané struktury krystalu [49].

Tento problém miizeme feSit deglykosylaci ptfipraveného glykoproteinu — napf.
pomoci endoglykosidasy H (Endo H; ponechavd prvni GIcNAc vazany na Asn) nebo
protein-N-glykanasy F (PNGasa F; kompletni deglykosylace, pfeména Asn na Asp) [50].
U ptirozené glykosylace savciho typu (viz. Obr. 4, str. 12) se Casto setkdvame s netuplnou

deglykosylaci, coZ je zplisobeno fukosylaci prvniho GIcNAc, kterd poskytuje smés
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produktt. Naproti tomu jednoduchd manosova glykosylace, popsana nize, je odstépitelna

mnohem snaze a vétSinou poskytuje uniformni deglykosylovany produkt.

A B C

Komplexni N-glykosylace Kifunensin CHO Lec 3.2.8.1
savciho typu HEK293S GnTI-

Obr. 4: Modifikace N-glykosylace. Panel A ukazuje finalni podobu komplexni N-glykosylace sav¢iho typu.
Panel B ukazuje vysoce manosovou N-glykosylaci pfi produkei proteinu v prostiedi kifunensinu. Panel C
ukazuje jednoduchou manosovou glykosylaci proteinu produkovaného v bunééné liniit CHO Lec 3.2.8.1 nebo
HEK293S GnTI'. Sacharidy jsou znazornény geometrickmi tvary: GlcNAc (modry ¢tverec), Man (€erveny
kruh), Fuc (zeleny kruh), Sia (fialovy kruh), GalNAc (prazdny modry ¢tverec) [51].

Dalsi moznosti je ovlivnéni proteosyntetického apardtu béhem produkce
rekombinantniho glykoproteinu napt. chemickym inhibitorem kli¢ového glykosylaéniho
procesu. Kifunensin je inhibitor a-manosidasy I [52], ktery brani odstépeni uniformni
manosové struktury respektive syntéze komplexnich oligosacharidii. Rekombinantni
protein produkovany v sav€ich bunikach v prostredi kifunensinu obsahuje uniformni vysoce
manosovou N-glykosylaci (viz Obr. 4). Kifunensin také pozitivné ovliviiuje vytézek
vyrobeného rekombinantniho proteinu. Nevyhodou tohoto inhibitoru je pomérné vysoka
cena.

Existuji také konkrétni svaci bunécné linie, které maji piimo vyfazenu aktivitu
nékterého procesu z glykosylacni kaskady, diky c¢emuz vznikd jednodussi typ

N-glykosylace. Takovymi bunéénymi liniemi jsou napt. CHO Lec 3.2.8.1 [53] nebo
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HEK293S GnTI [48] . které neexprimuji gen pro N-acetylglukosaminyltransferasu 1.
Poskytuji tak jednoduchou manosovou glykosylaci (viz. Obr. 4, str. 12), ktera je jednodusi
nez u proteinll produkovanych v prostfedi kifunensinu. Vyhodou téchto bunécnych linii
oproti chemickym inhibitorim je fakt, ze poskytuji jednoduchou N-glykosylaci inherentné
a tedy zadarmo. Na druhé stran¢ neptirozena glykosylace vSech bunécnych proteinti mize
mit za nasledek méné efektivni vyrobu rekombinantnich proteind, tedy jejich nizsi

vytézky.

2.2. Metody studia struktury proteint

Protoze funkce proteinii je determinovana prostorovym uspofadanim jejich
polypeptidového fetézce, je pro detailni objasnéni funkéniho mechanismu proteinu nutné
poznani jeho prostorové struktury. Strukturni biologie je disciplina zabyvajici se studiem
prostorovych struktur biomakromolekul. VyuZziva pfitom celé fady biofyzikalnich metod,
jejichz informacéni syntézou se snazi popsat strukturu nebo mechanismus funkce dané
biomakromolekuly.

I zdanlivé bézné metody nam mohou poskytnout fadu informaci ohledné
strukturniho uspotféddani proteinii. Napt. gelovd permeacni chromatografie nebo
elektroforetickd separace v polyakrylamidovém gelu mize pomoci objasnit oligomerii
studovaného proteinu nebo kovalentni povahu takového oligomeru. Pomoci analytické
ultracentrifugace muzeme charakterizovat danou biomakromolekulu z hlediska jeji
molekulové hmotnosti a sedimenta¢niho koeficientu. Miizeme také ziskat odhad velikosti
atvaru Castice, pripadné distribuci jednotlivych typld sedimentujicich Céstic ve smési.
V neposledni tadé lze také studovat rovnovazné systémy, vcetn¢ urceni ptislusnych
rovnovaznych konstant [54]. Dynamicky rozptyl svétla (DLS) byva povazovan
za doplitkovou metodou k analytické ultracentirfugaci, nebot” poskytuje informaci
o distribuci velikosti ¢astic. DLS je Casto uzivan pro ovéfeni homogenity proteinovych
vzorkll ur€enych pro krystalizaci. Ve vlastnim feSeni struktury biomakromolekul nebo
jejich  komplexi se v soucasnosti nejvice uplatiuje kryoelektronovd mikroskopie
a tomografie, vicerozmérnd nukledrni magnetickd rezonance a rentgenova strukturni
analyza [55,56].

V elektronovém mikroskopu dopada koherentni svazek elektronii na zmrazeny
hydratovany vzorek, ktery je fixovan ve vrstvé ledu. Vzorek se sklada zmolekul

s ndhodnou orientaci a my tak ziskavdme dvourozmérné projekce v riznych orientacich,
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ze kterych mtizeme pocitacovou rekonstrukci ziskat prostorovy model studované castice.
Rozliseni ziskaného modelu viak nebyva vyssi nez 5 A a poskytuje spiSe tvar nebo
objemovou obdlku dané castice. Do prostorového modelu castice s nizkym rozliSenim,
muizeme umistovat vyieSené struktury s vysokym rozliSenim. Tato metoda je tedy vhodna
pro studium struktur velkych ¢astic a komplexti (napt. ribosomil [57] nebo virovych ¢astic
[58]) a Casto je kombinovéna s rentgenovou strukturni analyzou.

Nuklearni magneticka rezonance (NMR) vyuzivé interakce atomovych jader
s nenulovym jadernym spinem v magnetickém poli s radiofrekvencnim zatenim. Vzniklé
relaxaéni zafeni ndm pak v multidimenziondlnim uspofddani experimentu muze
poskytnout informaci o vzdalenostech atomi H', C'* nebo N'°. Protoze se cely pokus
odehrava ve vodném prostfedi nehrozi piitomnost strukturnich artefaktl zpiisobenych
krystalografickymi kontakty (viz. Obr. 5, str. 17). Ziskavame soubor struktur (konformerit)
daného proteinu, ktery poskytuje informaci o jeho globdlni a vnitini dynamice. Tato
metoda také umoznuje snadnou titraci proteinu a sledovani vlivu napt. pH nebo
koncentrace ligandu na jeho strukturu. Hlavni nevyhodou NMR ve strukturni biologii
je fakt, ze slozitost naméfenych spekter roste s velikosti zkoumané ¢astice. Piekryv signalii
jednotlivych atomil a jejich nedostacujici rozliSeni omezuje tuto techniku pro zkoumani
biomakromolekul mensich nez 50 kDa. Pfesto moderni rozvoj této techniky naznacuje,
ze se brzy budou objevovat struktury feSené pomoci NMR o hmotnosti vétsi nez 500 kDa

[59,60].

2.2.1. Rentgenova strukturni analyza [55,56]

Hlavni technikou pro feSeni prostorové struktury biomakromolekul v atomarnim
rozliSeni je rentgenova strukturni analyza. Tato metoda je schopna poskytnout informaci
o prostorové struktuie (elektronové hustote) v atoméarnim rozliSeni a neni pfitom omezena
velikosti studované ¢astice. Princip rentgenové strukturni analyzy je zaloZen na interakci
koherentniho monochromatického rentgenového paprsku o vinové délce blizké hodnoté
1 A skrystalem studované biomakromolekuly. Rentgenové zafeni je rozptylovano
elektrony pravideln¢ uspotadanych molekul v krystalové miizi. Rozptylena vina poskytuje
informaci o elektronové hustoté v krystalu, tedy o struktute dané molekuly. Pfitom
s rozptylovym thlem roste jemnost vzorkovani zakladni bunky krystalu respektive
rozliSeni, ale zaroven klesd intenzita rozptylu elektromagnetického zateni. Pravé diky

pravidelnému uspotadani velkého mnozstvi stejnych molekul v krystalu jsou konstruktivné
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se skladajici rozptylované viny zesilovany rozptylem na pravidelné se opakujicich
elektronovych hustotach stejného charakteru. Krystal biomakromolekuly tedy funguje jako
zesilovac konstruktivné se skladajiciho rozptylu rentgenového zétfeni, které je zachyceno
snimacem jako tzv. difrak¢ni reflexe. Z toho také vyplyva, ze flexibilni nebo neusporadané
¢asti biomakromolekuly nejsou pomoci rentgenové strukturni analyzy ,,viditelné®.

Hlavnim uskalim této metody je ale potieba difraktujiciho monokrystalu studované
Castice. Péstovani a rlst proteinovych monokrystalll je totiz vétSinou ndrocna zalezitost.
Klasicky postup zahrnuje vytvoteni 100 nl — 2 pl krystalizacni kapky smichanim velice
Cistého proteinového preparatu se srazedlem nebo chemickym aditivem. Krystaliza¢ni
kapka pak v prostfedi kontrolované difuse vysycha — a tim se zvySi koncentrace
biomakromolekuly i srdZedla. Paklize jsou chemicko-fyzikdlni vlastnosti prostfedi (pH,
teplota, gravitacni pole, chemické latky, atd.) pravé spravné dojde k vytvoreni nuklea¢niho
zarodku a pomalému riistu proteinového monokrystalu. Protoze pro tispéSnou krystalizaci
nekterych proteinti je zapotiebi vyzkouset az nékolik tisic krystalizacnich podminek,
rozviji se v posledni dob& automatizace tohoto procesu pomoci robott, ktefi jsou schopni
nasazovat krystalizaéni kapky pfesné i ve velmi malych objemech. Presto je tieba
podotknout, ze nékteré proteiny maji tendenci krystalizovat takika samy a jiné jsou
prakticky nekrystalizovatelné.

Jako zdroj intenzivniho monochromatického rentgenového zafeni se vyuzivaji
synchrotronové urychlovace ¢astic. Na postupné se otacejici krystal dopada svazek zateni,
dochazi k jeho rozptylu a poloha rozptylenych paprskil zafeni je nasledné v pravidelnych
casovych intervalech snimana ploSnym detektorem. Vysledkem je soubor difrak¢énich dat,
ktery ale obsahuje pouze informaci o intenzit¢ dopadajicich rozptylenych vin zafeni,
informace o jejich fazi chybi. Pfitom fazova informace rozptylené¢ viny ma vétsi
informacni hodnotu. Tomuto druhému tuskali rentgenové strukturni analyzy fikdme fazovy
problém. Existuje nékolik piistupli, jak tento problém feSit. Technika molekularniho
nahrazeni vychazi zjiz vyfeSené prostorové struktury homologniho proteinu, ktery
je pouzit jako model pro hledani uspotfddani molekul uvnitt zdkladni buiky krystalu
tak, aby to nejlépe vyhovovalo naméfenému souboru difrakénich dat. Takto ziskané faze
jsou pak uzity k vygenerovani mapy elektronovych hustot respektive prostorové struktury
biomakromolekuly.

Pokud neni k dispozici prostorova struktura homologniho proteinu mizeme zvolit

techniku  viceCetného isomorfniho nahrazeni, kterda spociva v kokrystalizaci
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biomakromolekuly s elektronové bohatym t&zkym kovem, nejcastsji Hg”". Paklize ziskame
krystal stejné symetrie zdkladni bunky miiZzeme porovnanim difrakéniho souboru dat
puvodniho a o tézky kov obohaceného krystalu urc€it pozici tohoto atomu v zakladni butice.
To pak poskytuje zaklad k vypoctu fazi v celé zakladni buiice. Tento piistup k feSeni
fazového problému byva vytlatovan technikou anomalniho rozptylu.

Anomalni rozptyl nejcastéji spociva v krystalizaci proteinu, ve kterém je methionin
nahrazen selenomethioninem. Takovy krystal je ozafovéan rentgenovym paprskem o vinové
délce blizké energii absorpéni hrany selenu. Absorbované fotony jsou ndsledn¢ hned
emitovany se stejnou energii, coz zpusobi fazové opozdéni vzhledem k fotontim, které jsou
rozptylovany normalné. Anomalni rozptyl tak zptisobi malé ale méfitelné rozdily mezi
centrosymetrickymi reflexemi, z kterych lze faze dopocitat.

Nameéteny soubor difrakénich dat s vyfeSenym fazovym problémem je pomoci
Fourierovy transformace pfeveden do mapy elektronové hustoty. Néasleduje iterativni
modelovani polypetidového fetézce a vylepSovani vypocitanych fazi dokud neni shoda
mezi difrakénimi daty a modelem maximalizovéna.

VyteSena krystalova struktura sice neposkytuje pohled na zkoumanou ¢astici
v roztoku, je vSak tfeba si uvédomit, ze proteinové krystaly byvaji vyplnény typicky
ze 40-80% vodou. Na mnoha piikladech bylo také ukdzano, Ze mezi prostorovymi
strukturami ziskanymi ptistupem NMR a rentgenové strukturni analyzy neni rozdil. Piesto
se muze stat, ze stabilizujici krystalografické kontakty mezi molekulami v krystalové
miizce zpusobi vznik strukturnich artefaktd (viz. Obr. 5, str. 17). Samoziejmé neni vhodné
spoléhat se na jeden informacni zdroj, technika rentgenové strukturni analyzy byva proto
dopliiovana kryoelektronovou mikroskopii nebo stdle castéji hmotnostni spektrometrii
[61].

2.2.2. Hmotnostni spektrometrie

S rozvojem mékkych ionizacnich technik — ionizace elektrosprejem (ESI)
a ionizace laserem za pfitomnosti matrice (MALDI) a velice citlivych a pfesnych detektorii
ziskala hmotnostni spektrometrie své nezastupitelné misto v charakterizaci proteind.
Hmotnostni spektrometrie dnes jiz prakticky vytladila proteinové sekvendtory na bazi
Edmanova odbourdvani aminokyselin. Muze nam poskytnout informaci o intaktni
glykosylované hmotnosti proteinu. Pomoci méfeni pfesnych hmotnosti (m/z) cystickych
peptidi miizeme mapovat disulfidové spojeni mezi konkrétnimi cysteiny proteinu nebo

lokalizaci posttransla¢nich modifikaci (glykosylace, fosforylace, atd.)
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Moderni piistupy hmotnostni spektrometrie mohou slouzit jako doplitkové metody
k rentgenové strukturni analyze v piipadech spornych otdzek strukturnich artefakt
zpusobenych krystalografickymi kontakty [62]. Jedna se pfedev§im o metodu chemického
sitovani a vodikovo/deuteriovou vyménu (dale jen H/D vyména). Prikladem muze byt
nedavno vyteSena struktura NKRP1A receptoru mySich NK buné¢k [63]. Krystalograficka
struktura poskytla sice ofekavanou CTLD doménu, ale jedna ze smycek na povrchu
domény (tzv. ,long loop region®) byla extendovdana do prostoru a stabilizovana
krystalografickym kontaktem se stejnou smyckou sousedni molekuly. Protoze ale
neexistuje jind vyfreSend struktura homologniho receptoru rodiny NKRP1, nebylo uplné
jasné zda se v této formé mysSi receptor NKRPIA nachazi i vroztoku. Tuto otazku
pomohla zodpovédeét hmotnostni spektrometrie pomoci dvou vysSe zminénych piistupii

(viz. Obr. 6, str. 19) [61].

A

Obr. 5: Krystalograficky model mySiho NKRP1A. Panel A ukazuje prostorovy model vytvofeny na zakladé
rentgenové strukturni analyzy krystali mySiho NKRP1A. Model je obarven zelenou, €ervené je vyznacena
dlouha smycka, ktera je extendovana do prostoru. Panel B ukazuje usporadani dvou blizkych molekul mNRP1A
v zékladni bufice krystalu, je patrny krystalograficky kontakt tvofeny piekryvem dvou sousednich smycek.
Barveni je stejné jako u panelu A, druhd molekula mysitho NKRPIA je vybarvena svétle modrou
[63, PDB: 3M9Z].
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Princip pfistupu chemického sitovani (,,cross-linking*) spociva ve vytvofeni
kovalentni vazby mezi dvémi prostorové blizkymi aminokyselinami a to bud’ intra- nebo
intermolekularné. Sitovaci ¢inidlo je schopné spojit jen ty aminokyselinové zbytky, které
jsou od sebe vzdaleny na délku raménka bifunk¢niho sitovaciho ¢inidla, které mize byt
homo- i heterofunk¢ni. Délime je hlavné podle selektivni reaktivity funkénich skupin
s aminokyselinami. Pro strukturni studie je vhodné uzivat pouze produkty s jednim nebo
dvéma navazanymi sitovacimi c¢inidly. Produkty jsou elektroforeticky separovany
apomoci peptidasy hydrolyzovany na peptidy. Porovnanim hmotnosti zmétenych
hmotnostnim  spektrometrem s hmotnostmi teoretickymi (vypoCtenymi ze zndmé
aminokyselinové sekvence proteinu) miizeme nalézt peptidy spojené sitovacim cinidlem
a stanovit tak minimalni vzdalenost dvou konkrétnich aminokyselin [64,65,66].

Hmotnostni spektrometrie s vyuzitim H/D vymény poskytuje informaci o lokalni
pristupnosti rozpoustédla k aminokyselinam polypeptidového fetézce. Lze tak studovat
proteinovou dynamiku, resp. vztah struktury a funkce. Princip spociva v rychlé vyméné
amidickych vodikl za deuterium v rozpoustédle bohatém na deuterovanou vodu. Vyména
se da vyrazné ovlivnit teplotou a pH, k nejpomalejsi vyméné dochazi za nizkych teplot
apH zhruba 2,5. Tato vyména se pak projevi jako zména hmotnosti (m/z) métenych
peptidi a na zakladé porovnani fady vzorka s rtiznou inkubacni dobou v deuterovaném
rozpoustédle mlzeme identifikovat rozpoustédlu piistupnéjsi ¢i vice flexibilni Casti
polypeptidového fetézce [67].

V nasem piikladu mysiho receptoru NK buné¢k NKRP1A bylo nakonec pomoci
porovnani vzdalenostnich restrikci chemického sitovani s krystalografickym modelem
a porovnanim H/D vymény piirozeného mysiho NKRPIA receptoru s jeho mutovanou
formou neobsahujici diskutovanou smycku zjisténo, ze ,,dlouhd smycka® neni v roztoku
narozdil od krystalu extendovdna do prostoru, ale ,pfipazena“ ke globularni doméné

(viz. Obr. 6, str. 19) [61].
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Obr. 6: Moderni pristupy hmotnostni spektrometrie. Panel A ukazuje pracovni schéma chemického
zesiténi. Se vzorkem nejprve reaguje zvolené sitovaci ¢inidlo, nasleduje hydrolyza vzorku peptidasou,
LC-MS analyza a porovnani naméfenych a teoretickych hmotnosti in silico. Panel B ukazuje ptistup H/D
vymény. Vzorek je nejprve deuterovan v rozpoustédle bohatém na D,0O, vyména je zpomalena zchlazeni
nebo tGpravou pH, nasleduje hydrolyza vzorku peptidasou, LC-MS analyza a vyhodnoceni in silico. Posledni

¢ast zahrnuje interpretaci naméteného ve vztahu k znamé prostorové struktufe vzorku [61].
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3. Cile prace

= piiprava extracelularni ¢asti receptoru LLT1 rekombinantni expresi v HEK293

bunkach
» purifikace a charakterizace pfipraveného proteinu

= krystalizace pfipraveného proteinu
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4. Material

4.1.

Pristroje a pomicky
Adhezivni podlozka na tiepacku Sticky Pad
4-12% NuPAGE Bis-Tris gradient gel
Analyticka ultracentrifuga Proteomelab XL-I
Analytické véhy
Automatické pipety
Centrifuga 5415 R
Centrifuga Allegra X-22R
Centrifuga Spectrofuge 16M
Centrifuga Universal 320 R
Centrifugaéni zkumavky Oak Ridge
Filtry pro sterilizaci 0,22 pum
Filtry PVDF 0,22 pm, 45 mm pramér
Fotoaparat Olympus SP-500 UZ
Hemocytometr
High speed plasmid mini kit
Hmotnostni spektrometr Apex-Ultra
HPLC systém AKTAbasic
Inkubator CO, MCO-18AIC
Inkubator IR 1500
JETQUICK Gel Extraction Spin Kit
Kahan Fuego SCS
Kolona Magic C18AQ (0,02 x 15 cm)
Kolona s fritou Econo-column
Kolona Superdex 200 10/300 GL (1 x 30 cm)
Koncentratory Amicon Ultra
Krystaliza¢ni deska EasyXtal

Krystalizatni desti¢ka CrystalQuick™
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New Brunswick Scientific, USA

Invitrogen, USA
Beckman Coulter, USA
AND, USA

Gilson, USA
Eppendorf, Némecko
Beckman Coulter, USA
Edison, USA

Hettich, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
TPP, gvSIcarSko
Sigma-Aldrich, USA
Olympus, Japonsko
Sigma-Aldrich, USA
Geneaid, Némecko

Bruker Daltonics, USA

Amersham Biosciences, Svédsko

Sanyo, UK
LABsystem Praha, CR
Genomed, Némecko

WLD-TEC, Némecko

Michrom Bioresources, USA

Bio-Rad, Némecko

Amersham Biosciences, Svédsko

Millipore, USA
QOIAGEN, Némecko

Greiner, Némecko



Krystalizacni desticka Intelli-Plate 96
Krystalizacni robot Crystal Gryphon
Krystaliza¢ni robot Hydra 96
Krystalografické smycky typu SPINE
Lahve ¢tverhranné s prodySnymi vicky
Laminarni box BIO 126

Laminarni box Clean Air

Magneticka michacka MM 2A
Mikrokolonka MicroTrap (0,1 x 0,8 cm)
Mikroskop inverzni

Mikroskop SZX2

Mrazici box (-20°C)

Mrazici box (-80°C) MDF-U53V
Mrazici kontejner Mr. Frosty

Nosi¢ pro IMAC chromatografii Talon
PCR tepelny cyklator

pH metr ®© 240

Pipetovaci nastavec Biohit midi plus
Pipetovaci robot Cartesian

Plastik pro tkanové kultury

Predvazky KERN 1200-2

PureLink™ HiPure Plasmid DNA Maxiprep

Kit

Rotacni vakuova odparka

Sonikaéni lazen

Souprava pro agarosovou elektroforézu
Souprava pro filtraci za sniZzeného tlaku
Souprava pro SDS-PAGE

Souprava pro SDS-PAGE

Spektrofotometr NanoVue Plus

22

Art Robbins Instruments, USA
Art Robbins Instruments, USA
Art Robbins Instruments, USA
MiTeGen, USA

P-LAB, CR

LABOX, CR

PMYV, Nizozemi

Laboratorni pristroje Praha, CR
Michrom Bioresources, USA
Intraco Micro, CR

Olympus, Japonsko

Zanussi, Italie

Sanyo, Japonsko

Sigma, USA

Clontech, USA

Eppendorf, Némecko
Beckman, USA

Biohit, USA

Genomic Solutions, USA

TPP, SV}'lcarsko

AND, USA

Invitrogen, USA

Trigon, Francie
Bandelin, Némecko
Sigma, USA
Sigma-Aldrich, USA
Bio-Rad, Némecko
Invitrogen, USA

GE Healthcare, USA



4.2.

Vsechny pouzité chemikalie byly minimalné cistoty p.a.

Spektrofotometr UNICAM UV4-100

Termostat VLM LS 1

Tiepacka Orbit 1000

Ttepacka Orbi-safe TS NetWise
UV prosvécovaci lampa

Vialky se septem

Vodni lazen

Vortexovy mixér

Zdroj deionizované vody Milli Q
Zdroj napéti PowerPac

Zdroj napéti PS 251-2

pHPLC systém Agilent 1200

Chemikalie

=  4-Ethylmorfolin
= Acetonitril (LC-MS ¢istoty)

= Agar
= Agarosa
= Akrylamid

*  Ampicilin

= APS

* Azid sodny

* Bromfenolovd modf
= BSA

» Citronan sodny neutralni

= Coomassie Brilliant Blue R-250

= Crystal Screen HT

= Cystamin

= (Cinidlo dle Bradfordové
= DMSO
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Beckman, USA
VLM, Némecko
Labnet, USA
Schéeller, Némecko
UltraLum, USA
Agilent, USA
Memmert, Némecko
VELP Scientifica, Italie
Millipore, USA
BioRad, Némecko
Tesla, CR

Agilent, USA

Fluka, Svycarsko
Merck, Némecko

Oxoid, Anglie

Sigma, USA

Sigma, USA

Biotika, SR

Serva, USA

Serva, USA

Lachema, CR

New England Biolabs, USA
Lachema, CR

Serva, USA

Hampton Research, USA
Sigma, USA

Bio-Rad, Némecko
Sigma, USA



dNTP

DTT

EDTA

Emerald Wizard Classic 1 a 2
Ethidium bromid
ExCELL293 médium
Glycerol

Glycin

Grid Screen PEG 6000

IAA

Index HT

IPA (LC-MS (distoty)

JCSG+ Suite

Kvasni¢ny extrakt

Kyselina fosfore¢na
Kyselina mravenc¢i (LC-MS Ccistoty)
Kyselina octova (LC-MS distoty)
L-glutamin

MgSOy4
N,N’-methylen-bis-akrylamid
PACTpremier

PCR pufr ThermoPol

PEG 300

PEG/lon HT

PEGRx HT

PEI 25 kDa linearni (IPEI)
Pluronic F-68

PPP master mix

Pufr NEB1

Pufr pro T4 DNA ligasu
SaltRx HT

SDS

Standard pro agarosovou elektroforézu
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Top-Bio, CR

Serva, USA

Jersey Lab Supply, USA
Emerald Biosystems, USA
Jersey Lab Supply, USA
Sigma, USA

Lach-Ner, CR

Fluka, Svycarsko
Hampton Research, USA
Sigma-Aldrich, USA
Hampton Research, USA
Merck, Némecko
QIAGEN, Némecko
Imuna Pharm, CR
Lach-Ner, CR

Fluka, Svycarsko

Fluka, Svycarsko

Sigma, USA

Lach-Ner, CR

Sigma, USA

Molecular Dimensions, UK
New England Biolabs, USA
Sigma-Aldrich, USA
Hampton Research, USA
Hampton Research, USA
Polysciences, USA
Sigma, USA

Top-Bio, CR

New England Biolabs, USA
Fermentas, Kanada
Hampton Research, USA
Jersey Lab Supply, USA
Ascoprot Biotech, CR



4.3.

4.4.

4.5.

= Standard pro SDS PAGE
* Standard pro SDS PAGE
= TEMED

= TFA

*  Tris

* Trypanovd modf

=  Trypton

= Tween 20

= QOstatni bézné chemikalie:

Enzymy

= Agel

=  AspN

* Deep Vent DNA polymerasa
= ENDO Hf

= Kpnl

= RNasa A

* T4 DNA ligasa

* Trypsin

Fermentas, Kanada
Invitrogen, USA
Serva, USA

Fluka, Svycarsko
Sigma, USA
Sigma, USA
Oxoid, Anglie
Sigma, USA
Lach-Ner, CR

New England Biolabs, USA
Roche, Némecko

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

New England Biolabs, USA
Promega, USA

Bakterialni kmeny a buné¢né linie

E. Coli DH5a

= HEK293T

» HEK293-6E

= HEK293S GnTI-

Vektory

= pHLsec
= pTT28

Marek Ingr, Praha, CR
A. Radu Aricescu, Oxford, Velka Britanie
Y. Durocher, Montreal, Kanada

CRL-3022, ATCC, USA

A. Radu Aricescu, Oxford, Velka Britanie

Y. Durocher, Montreal, Kanada
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4.6.

4.7.

4.7.1.

Oligonukleotidy pro PCR

L2 Q72_FW
5" AAAAAAACCGGTCAAGCTGCATGCCCAGAAAGC 3

L2 V191 REV
5" AAAAAAGGTACCGACATGTATATCTGATTTGGAACAAATC 3’

pTT FW
5" TGATATTCACCTGGCCCGATCTG 3’

pTT_REV
5" TATGTCCTTCCGAGTGAGAG 3’

L2_C163S_FW
5" GAGCAGGAGAGTCTGCCTATTTGAA 3’

L2 _C163_REV
5" TTCAAATAGGCAGACTCTCCTGCTC 37

L2_H176C_FW
5" GTAGTGCCAGGTGCTACACAGAGAG 3’

L2 _H176C_REV
5" CTCTCTGTGTAGCACCTGGCACTAC 3’

Roztoky a média
Pufry a jiné roztoky

AA: 30% akrylamid, 1% N,N’-methylen-bis-akrylamid

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

Elektrodovy pufr pro SDS-PAGE — 10x koncentrovany: 3% Tris, 14,4% glycin,
1% SDS, pH 8,3

LB agar: 1,5% agar v LB médiu

LB médium: 1% trypton, 0,5% kvasnicny extrakt, 1% NaCl, pH 7.4; pouzité
koncentrace antibiotik: ampicilin 100 pg/ml (zdsobni koncentrace 100 mg/ml)
Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE: 35% ethanol, 10% kyselina octova

PBS pufr: 50 mM Na,HPO,, 300 mM NaCl, 10 mM NaNj;, pH 7,0

PBS pufr s imidazolem: 50 mM Na,HPO,, 300 mM NaCl, 10 mM NaNj3,
250 mM imidazol, pH 7,0
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4.7.2.

4.7.3.

PBS-TK pufr: 10 mM Na,HPO4, 150 mM NaCl, 2 mM KCI, 2 mM KH,POq,
pH 7,0

Pufr pro agarosovou elektroforézu — TAE pufr, 1x koncentrovany: 40 mM Tris,
20 mM CH3;COOH, 1 mM EDTA, pH 8,3

Pufr pro gelovou chromatografii: 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 10 mM NaNj3,
pH 7,5

Roztok IPEI: 1 mg/ml IPEI, pH 7,0

Stop roztok: 30% glycerol, bromfenolova modt, TE pufr

TE pufr: 10 mM Tris, 0,5 mM EDTA, pH 8,0

TES pufr: 10 mM Tris, 2 mM EDTA, 150 mM NaCl, 10 mM NaN3, pH 8,0
Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE neredukujici — 2x koncentrovany: 100 mM Tris,
20% glycerol, 4% SDS, 0,2% bromfenolova modf, pH 6,8

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE redukujici — 2x koncentrovany: 100 mM Tris,
20% glycerol, 4% SDS, 0,2% bromfenolova modt, 100 mM DTT, pH 6,8

PureLink™ HiPure Plasmid DNA Maxiprep Kit

Roztok R3: 50 mM Tris-HCI, 100 pg/ml RNAsa A, pH 8,0

Roztok L7: 0,2 M NaOH, 1% SDS

Roztok N3: 3,1 M octan draselny, pH 5,5

Roztok EQ1: 0,1 M octan sodny, 0,6 M NaCl, 0,15% Triton X-100, pH 5,0
Roztok W8: 0,1 M octan sodny, 825 mM NaCl, pH 5,0

Roztok E4: 100 mM Tris-HCI, 1,25 M NacCl, pH 8,5

Kultiva¢ni média
ExCELL293 médium: zakoupeno hotové médium (Sigma, USA) a pted pouzitim

doplnéno o L-glutamin (vysledna koncentrace 4 mM)
F17 médium: zakoupeno hotové médium (Gibco Invitrogen, USA) a pied pouzitim

doplnéno o L-glutamin (vysledna koncentrace 4 mM) a o Pluronic F-68 (vysledna

koncentrace 0,1%)
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5. Metody

5.1. Prace s DNA [68]

5.1.1. Ptiprava inzertu a linearizovaného vektoru

Pro pfipravu inzertu nebo linearizovaného vektoru bylo pouzito zdsobni mnoZzstvi
daného plasmidu s poZadovanym inzertem. Standardné bylo do 1,5 ml mikrozkumavky
pipetovano cca 4 pg plasmidu rozpusténého v ddH,O. K odebranému roztoku plasmidu
byly pfidany 2 pl 10x koncentrovaného NEBI pufru a 2 pul BSA (1 pg/ul). Vysledny
roztok byl doplnén ddH,O na 19 pl a nasledné bylo pfidano 0,5 ul enzymu Agel a 0,5 pl
enzymu Kpnl. Smés byla promichdna a ponechéna inkubovat 1 h pfi 37°C. Poté byly
ke smési piidany 2 ul stop roztoku a po promichani byla provedena elektroforeticka

separace na agarosovém gelu.

5.1.2. Agarosova elektroforéza

Gel pro agarosovou elektroforézu byl pfipraven z 0,6 g agarosy a 60 ml TAE pufru.
Agarosa byla rozpusténa kratkym povarenim v mikrovinné troub€. Po zchladnuti roztoku
na zhruba 50°C bylo pfiddno 60 pl ethidium bromidu (0,5 mg/ml). Gel byl ponechan
ztuhnout ve vanice aparatury s hfebenem a nasledné byl vlozen do elektroforetické
aparatury s TAE pufrem. Do jamek byly pipetovany vzorky obsahujici vzdy jednu desetinu
objemu stop roztoku a do jedné drahy standard. Elektroforéza byla ponechana probihat
30 az 45 min pii 110 V. K vizualizaci DNA byla vyuzita fluorescence komplexu DNA
s interkalovanym ethidium bromidem po ozafeni UV lampou pii vinové délce 312 nm.
V ptipadé preparativni agarosové elektroforézy byl gel ozafovan UV lampou jen po
nezbytné nutnou minimélni dobu. Cast gelu obsahujici dobfe separovany vzorek DNA
o predpokladané velikosti byla vyfiznuta a ptfenesena do 1,5 ml mikrozkumavky. Vzorek

DNA byl standardné ihned z gelu extrahovan (viz. 5.1.3.), nebo v ném uchovan pti -20°C.

5.1.3. Extrakce DNA z agarosového gelu

Extrakce DNA z agarosového gelu byla provedena pomoci soupravy JETQUICK
Gel Extraction Spin Kit podle navodu vyrobce [69]. K vyfiznutému kousku gelu bylo
pridano 300 pl roztoku L1 na kazdych 100 mg gelu. Nasledovala inkubace pti 50°C po
dobu 15 min, pficemz byl vzorek kazdé 3 min promichan. Vzorek byl pipetovan na

kolonku vlozenou do mikrozkumavky a centrifugovan pii 13000x g, 1 min. Paklize
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hmotnost gelu piesdhla 300 mg byla kolonka promyta 300 ul roztoku L1. Kolonka byla
nasledn¢ promyta 500 ul roztoku L2, poté opét nasledovala centrifugace pii 13000x g,
1 min, kterd byla opakovéana jest¢ jednou pro odstranéni vSech zbytkli roztoku L2.
Plasmidova DNA byla eluovana 50 pul ddH,O zahtaté na 65°C odstfedénim pii 13000x g,

2 min.

5.1.4. Ligace Stépeného inzertu do linearizovaného vektoru

Liga¢ni smés byla standardné pfipravovana tak, aby objemovy pomér St€peného
inzertu a linearizovaného vektoru odpovidal zhruba 3 az 6-ti ndsobnému molarnimu
prebytku inzertu vici vektoru. Koncentrace DNA byla stanovena spektrofotometricky
na spektrofotometru NanoVue Plus. Ligacni smés byla pfipravovana napt. smichanim 8 pl
ddH20, 2 pl pufru pro T4 DNA ligasu (10x koncentrovany), 1 ul T4 DNA ligasy, 2 ul
linearizovaného plasmidu a 8 pl inzertu v 1,5 ml mikrozkumavce. Smés byla ponechdna

30 minut pfi laboratorni teploté nebo ve vodni lazni pii 25°C.

5.1.5. Ptiprava kompetentnich bunék Escherichia coli

Kompetentni buiiky E. coli kmene DH5a byly pfipravovany z ptivodnich alikvott
zakoupenych od NEB nebo rozpéstovanim jiz diive pfipravenych alikvotii kompetentnich
bunék standardné nasledujicim postupem. Jeden alikvot kompetentnich bunék byl
pipetovan do 2x 50 ml sterilniho LB média v 2x 500 ml Erlenmeyerové bance. Bakterialni
suspenze byly tfepany v termostatované tfepacce pi1 37°C a 220 ot./min, dokud opticka
denzita pfi 600 nm nedoséhla hodnoty mezi 0,3 az 0,5. Suspenze byly poté pieneseny
do dvou 50 ml polypropylenovych zkumavek na ledu a nechany 10 min inkubovat, poté
byly centrifugovany pii 1500x g, 10 min, 4°C. Supernatant byl slit a zkumavky se nechaly
1 min v obracené poloze pro odstranéni zbytkii LB média. Ke kazdé peleté bylo ptidano
10 ml ptfedchlazeného (0°C) roztoku 100 mM CaCl,, peleta byla resuspendovana
anechéana stat 10 min na ledu. Suspenze byly opét centrifugovany pii 1500x g, 10 min,
4°C. Poté byl supernatant slit a zkumavky se opét nechaly 1 min v obracené poloze.
Ke kazdé peleté¢ byly néasledné ptidany 2 ml ptedchlazeného roztoku 100 mM CaCl,
a peleta byla resuspendovana vychlazenou pipetovaci Spickou. Suspenze se nechala stat
20 min na ledu. Poté bylo do kazdé zkumavky pifidano po 2 ml sterilniho 50% glycerolu.
Vysledné roztoky byly rozdéleny po 200 pl alikvotech do 1,5 ml mikrozkumavek
a skladovany pfi -80°C.
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5.1.6. Transformace kompetentnich bunék E. coli tepelnym Sokem

Alikvot(y) kompetentnich bunék FE. coli DH5a byl ponechin roztat na ledu.
K ligacni smési nebo roztoku izolovaného plasmidu (maximéalné¢ 1 pg DNA) v 1,5 ml
mikrozkumavce bylo pfidano 50 pl suspenze kompetentnich bun¢k. Smés byla ponechana
30 min na ledu, poté byla na 1 min umisténa do vodni ldzn¢ pfedehtaté na teplotu 42°C
a ithned pfenesena zpét na led. Do zkumavky byl poté pfiddn 1 ml na 37°C predehiatého
LB média, zkumavka né€kolikerym obracenim promichéna a ponechéna inkubovat 1 hod
pii 37°C. Smés byla nésledné centrifugovana pti 1500x g, 5 min, vétSina supernatantu byla
slita. Bakterialni peleta byla resuspendovdna ve zbytku supernatantnu (cca 100 pl)
a rozetfena na LB agar s patficnym antibiotikem (100 pg/ml ampicilin) na Petriho misce.
Bakterie byly inkubovany ptes noc (cca 16 hod) pti 37°C. Misky s vyrostlymi koloniemi

byly uchovavany v lednicce pii 4°C.

5.1.7. PCR z kolonii
Pro selekci pozitivnich klonli byl uzivan postup tzv. PCR zkolonii. Vybrana

bakteridlni kolonie byla dotykem nasata do 20 ul pipetovaci Spicky a resuspendovana
v 6 ul ddH,0 v 0,2 ml PCR mikrozkumavce. Stejnou Spickou bylo zaoCkovéano 5 ml LB
média s ampicilinem (100 pg/ml) v 50 ml polypropylenové zkumavce, ktera byla nechana
tiepat v termostatované tfepacce pii 37°C, 220 ot./min, 15 h, teplota se poté za stalého
ttepani snizila na 4°C. K suspenzi v PCR zkumavce byly nasledné¢ pridany 2 ul 5 pM
piimého primeru daného inzertu a 2 ul 5 uM reverzniho sekvenacniho primeru pro dany
vektor (takto je ovéfena nejenom piitomnost inzertu, ale i jeho spravna orientace). Dale
bylo pfidano 10 pl 2x koncentrované PPP PCR reakéni smési. Smés byla lehce promichana
a kratce centrifugovana. Zkumavky byly umistény do tepelného cyklatoru s programem:

A. 5min - 94°C

B. 20 cykla: 30 s - 94°C; 30 s - 52°C; 1 min - 72°C

C. 10 min - 72°C

Teplota v cyklatoru se poté snizila na 4°C. Vysledny PCR produkt byl analyzovan pomoci

agarosové elektroforézy.

5.1.8. Nizkoobjemova priprava plasmidové DNA
Pro nizkoobjemovou piipravu plasmidové DNA bylo pouzito vzdy 5 ml bakterialni

kultury E. coli DH5a transformované danym plasmidem nebo liga¢ni smési. Kultura byla
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inkubovédna za stdlého tfepani v termostatované trepacce pii 37°C, 220 ot./min, 15 h,
teplota se poté snizila na 4°C. Plasmidova DNA byla z takové kultury izolovana pomoci
komer¢né dostupné soupravy High-Speed Plasmid Mini Kit podle ndvodu vyrobce [70].
Pro eluci plasmidové DNA bylo pfimo na matrici kolonky pipetovano 50 pl ddH,O
predehiaté na 65°C, po 2 min byla kolonka umisténa do Cisté 1,5 ml mikrozkumavky,
nasledovala centrifugace pti 15000x g, 2 min. Koncentrace a kvalita izolované plasmidové

DNA byla ovéiena na spektrofotometru NanoVue Plus a pfipadné sekvenaci DNA.

5.1.9. Sekvenovani DNA

Sekvenaci plasmidové DNA provadéla Laboratof sekvenace DNA (Centrum
servisnich laboratori biologické sekce, PTF UK) pomoci automatického sekvenatoru 3130
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA) nebo 3130xl Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, USA). Vzorky byly ptipravovany do 0,2 ml PCR mikrozkumavek smichanim
10 ng plasmidové DNA na kazdych 100 bp sekvenované oblasti (plasmidovda DNA byla
rozpu$téna v ddH,O, koncentrace byla stanovena na spektrofotometru NanoVue Plus)
alul 5 puM roztoku bud’ ptimého, anebo reverzniho sekvenaéniho primeru. Roztok byl

ziedén ddH,O na 14 pl.

5.1.10. Velkoobjemova priprava plasmidové DNA

Kompetentni buiikky E. coli DH5a transformované danym plasmidem (viz. 5.1.6.)
byly inkubovany 16 hod pii 37°C. Poté bylo na kazdou Petriho misku s bakteridlnimi
koloniemi pipetovano 5 ml LB média, v némz byly bakterie resuspendovany a nasledné
ptevedeny do 0,5 1 LB média s patfiénym antibiotikem ve 2 | sterilni Erlenmeyerové barice.
Kultury byly tfepany v termostatované trepacce pii 37°C, 220 ot./min, po dobu 12 hod a
poté byly az do dalSiho zpracovani uchovany pii 4°C. Néasledovalo odstfedéni kultur pii
4000x g, 20 min, 4°C. Pelety byly resuspendovany v 20 ml TES pufru a rozdéleny do dvou
30 ml polypropylenovych zkumavek a centrifugovany pii 16000x g, 20 min, 4°C.
Supernatant byl slit a pelety byly dale ihned zpracovany anebo skladovany pii -20°C.

Pro izolaci plasmidové DNA bylo vyuzito komerc¢né dostupné soupravy
PureLink™ HiPure Plasmid DNA Maxiprep Kit s pomoci upraveného postupu vyrobce.
Peleta v 30 ml polypropylenové zkumavce byla resuspendovana v 9 ml kompletniho
roztoku R3, bylo pfidano 9 ml roztoku L7 a smés byla opatrné¢ promichana otocenim

zkumavky 10x. Po 5 min inkubaci bylo pfiddno 9 ml roztoku N3 a smés byla opatrné
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promichana otocenim zkumavky 10x. Smés byla centrifugovana pii 19000x g, 10 min pfi
20°C. Pii nedostatecném odd¢leni supernatantu od sraZeniny byla centrifugace opakovana.
Supernatant byl nanesen na kolonu ekvilibrovanou 30 ml roztoku EQI. Nasledovalo
promyti 2x 30 ml roztoku W8 a poté eluce 15 ml roztoku E4 do cisté 30 ml
polypropylenové zkumavky. K eluatu bylo pfiddno 10,5 ml IPA a smés byla dikladné
protiepana a centrifugovéna pii 19000x g, 30 min, 0°C. Supernatant byl opatrné slit
a peleta byla oplachnuta 5 ml 70% (v/v) ethanolu. Néasledovala centrifugace pii 19000x g,
5 min, 0°C. Supernatant byl opatrné odstranén, peleta byla dosuSena ve vakuové odparce
a nasledn¢ rozpusténa v 1 ml ddH,O.

Kolony dodéavané s timto komerénim kitem byly bézné recyklovany pro opakované
pouziti. IThned po eluci DNA byly promyty 1 M HCI a skladovany v 1 M HCI pii 4°C. Pred
pouzitim byly kolony dikladné promyty ddH,O dokud nebylo pH eluatu neutralni, poté
byly ekvilibrovany 30 ml roztoku EQIl. VSechny potiebné roztoky byly standardné
pripravovany podle slozeni deklarovaného vyrobcem (viz. 4.7.2.) a pied pouzitim

filtrovany pies 0,22 um PVDF filtr [71].

5.1.11. Stanoveni koncentrace DNA

Koncentrace a Cistota DNA byly stanoveny spektrofotometricky. V ptipade
velkoobjemové pfipravy plasmidové DNA byla zméfena absorbance roztoku
300x zfedéného ddH,O pfi vinové délce 260 a 280 nm. V piipadé nizkych koncentraci
DNA znizkoobjemové pfipravy plasmidové DNA, naStépenych inzertl nebo
linearizovanych vektor byl nefedény roztok méten na spektrofotometru NanoVue Plus.
Koncentrace DNA byla vypocitana z empirického vztahu, podle kterého ma roztok
dvouvlaknové DNA o koncentraci 50 pg/ml absorbanci rovnou 1. Pomér Ajeo/Azso je
u ¢ist¢ DNA roven pfiblizn¢ 1,8 a Cistota pfipravené DNA se obvykle pohybovala kolem
této hodnoty. Pro transfekci vsak byla s uspéchem pouzita i DNA s pomérem A js0/A2s0

pouze 1,5.

5.1.12. Cilena mutageneze

Pro cilenou mutaci aminokyseliny v sekvenci daného konstruktu bylo pouzito
metody PCR s prodluzovanim ptesahujicich usekti (overlap extension PCR; OE PCR),
ktera zahrnuje pouziti dvou po sob¢ nasledujicich PCR reakci [72]. Nejprve byly navrzeny

sekvenéné komplementarni oligonukleotidy (dale jen mutacni primery) tak, aby byly
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minimalné 25 bp dlouh¢ a aby jejich teplota disociace byla v intervalu mezi 50°C a 60°C.
Tyto mutaéni primery obsahovaly oblast pozadované zmény v sekvenci DNA proti
nativnimu stavu a to uprostied oligonukleotidového fetézce. Pro prvni PCR bylo do dvou
0,5 ml PCR zkumavek pipetovano 30 pl ddH,O, 5 pl PCR pufru (10x koncentrovany),
1,5 ul 10 mM dNTP, 1,5 pl 0,1 M MgSO4 a 1 pl templatu (10 ng plasmidové DNA). Jako
templat byla pouzita plasmidovd DNA obsahujici sekvenci daného konstruktu, ve kterém
chceme vytvorit bodovou mutaci (v této praci vzdy pHLsec L2; konstrukt L2 je LLTI
Q72-V191). Do kazdé zkumavky pak bylo pipetovano po 5 pl 5 uM ptimého a reverzniho
primeru. PficemZ do prvni zkumavky byl pipetovan piimy primer konstruktu a reverzni
mutacni primer a do druhé zkumavky pak reverzni primer konstruktu a piimy mutacni
primer (viz. Obr. 7). Nakonec bylo do kazdé zkumavky ptidano 0,5 ul Deep Vent DNA
polymerasy, smés byla lehce promichana a centrifugovana. Zkumavky byly umistény
do tepelného cyklatoru s nasledujicim programem:

A. 5min - 94°C

B. 30 cykla: 30 s - 94°C; 30 s - 53°C; 1 min - 72°C

C. 10 min - 72°C

Se vzorky byla poté provedena preparativni agarosova elektroforéza (viz. 5.1.2.) a oba
produkty o piedpokladané velikosti byly extrahovéany z gelu (viz. 5.1.3.), kazdy do 30 pl
ddH;O.

a c
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Obr. 7: Schematické znazornéni prvni reakce v postupu PCR s prodluzZovanim presahujicich useki.
V prvni zkumavce probiha amplifikace (1) sekvence ohrani¢ené pfimym primerem konstruktu (a)
areverznim mutacnim primerem (b). Ve druhé zkumavce probiha amplifikace (2) sekvence ohranicené
reverznim primerem konstruktu (¢) a pfimym mutac¢nim primerem (d). Zména sekvence oproti nativnimu
stavu je zobrazena tu¢nym obdélnikem. DNA fetézce jsou orientovany pulenou Sipkou od 5° konce k 3’

konci [72].

33



Pro druhou PCR (viz. Obr. 8) bylo do 0,5 ml PCR zkumavky pipetovano po 15 ul
kazdého ze dvou produktii prvnich PCR, 5 ul 5 uM ptimého primeru konstruktu, 5 pl 5 uM
reverzniho primeru konstruktu, 5 pl PCR pufru (10x koncentrovany), 1,5 pl 10 mM dNTP,
1,5 ul 0,1 M MgSO,4. Nakonec bylo do zkumavky pfidano 0,5 pul Deep Vent DNA
polymerasy, smes byla lehce promichana a centrifugovana. Zkumavka byla umisténa
do tepelného cyklatoru s nasledujicim programem:

A. 5min - 94°C
B. 30 cyklt: 30 s - 94°C ;30 s - 58°C ;1 min - 72°C
C. 10 min - 72°C

Poté byla provedena preparativni agarosova elektroforéza (viz. 5.1.2.) a findlni produkt

o predpokladané velikosti byl extrahovan z gelu (viz. 5.1.3.) do 50 ul ddH,O.

— = -
g GD .. "
{3}¢
*A&.\cn
a
_____________________ L e e
— d
¢a+d
= .
e — e

Obr. 8: Schematické znazornéni druhé reakce v postupu PCR s prodluZovanim presahujicich tsekii.
Oba produkty prvni reakce jsou smichany, pomoci komplementarnich pfesaht hybridizuji a slouzi tak jako
pre-templat pro amplifikaci pomoci pfimého a zpétného primeru konstruktu. Zména sekvence oproti
nativhimu stavu je zobrazena tu¢nym obdélnikem. DNA fetézce jsou orientovany pulenou Sipkou od

5’ konce k 3’ konci [72].

Pro ligaci do linearizovaného vektoru bylo zapotiebi takto pfipraveny mutovany

inzert Sté€pit restrikénimi endonukleasami obdobnym postupem jako v odstavei 5.1.1.:
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do 1,5 ml mikrozkumavky bylo pipetovano 25 ul pfipraveného nestépeného inzertu, 3,5 ul
10x koncentrovaného NEBI pufru, 3,5 ul BSA (1 pg/ul) a 2 ul ddH,O. Nasledné bylo
piidano 0,5 pl enzymu Agel a 0,5 pl enzymu Kpnl. Smés byla promichana a ponechéna
inkubovat 1h pifi 37°C. Poté nasledovala tepelna inaktivace enzymu Agel pii 65°C,
20 min. Pro odstranéni restrik¢nich enzymii a nizkomolekularnich oligonukleotidii bylo
uzito soupravy JETQUICK Gel Extraction Spin Kit. Bylo postupovano podobné jako
pii extrakci z agarosového gelu (5.1.3.) stim, Zze nejprve bylo ke smési ve zkumavce
pfidano 300 pl roztoku L1, vznikly roztok byl dobfe promichan, aplikovan na kolonku
ze stejné soupravy a dale se postupovalo stejné jako v odstavei 5.1.3. Takto piipravené
Stépené mutované inzerty byly dale vyuzity pro ligaci do linearizovaného vektoru podle

5.14.

5.2. Prace s bunéénymi liniemi HEK293

Prace s bunénymi kulturami probihala v Cistém prostfedi mistnosti pro tkanové
kultury (Katedra biochemie, PiF UK), kterd byla pravidelné¢ uklizena a ozafovana
germicidni UV lampou. Veskeré zachdzeni s bunéénymi kulturami probihalo vyhradné

v ur¢eném boxu s lamindrnim proudénim podle zasad sterilni prace.

5.2.1. Pocitani bunécné hustoty pomoci hemocytometru

Buiiky byly pocitiny manudlné pomoci hemocytometru. Automatickou pipetou
bylo odebrano 20 pl rozmichané bunééné suspenze a v mikrozkumavce ziedéno smichanim
s 20 - 80 ul 0,4% roztoku trypanové modii v PBS-TK. Po 5 min inkubaci bylo 20 pl smési
pipetovano do hemocytometru. Zivé (prithledné) i mrtvé (modré) buiky byly spogitany
zvlast ve vSech deviti ¢tvercich, priimérnd hodnota pro jeden ¢tverec vynasobena faktorem
fedsni a faktorem 1.10* pak odpovidd bun&iné hustoté v jednotkach 10° ml™'; procento
zivych bunék (viabilita) odpovidd podilu poctu zivych bunék a souctu vSech bunék

vynasobeného stem.

5.2.2. Kaultivace bunécnych linii HEK293T, HEK293-6E a HEK293S
Bunééné kultury byly kultivovany v inkubatoru pii 37°C, 5% CO;, na Petriho
miskach nebo v ¢tverhrannych lahvich na tiepacce v kultivaénim médiu a subkultivovany

fedénim cCerstvym médiem tak, aby se jejich hustota pohybovala pfiblizné mezi
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0,2 az 4.10° ml"'. Bunééné linie HEK293T [73], HEK293-6E [47] a HEK293S GnTT (dale
jen HEK293S) byly kultivovany ve smési EXCELL293 média a F17 média v poméru 1:1
(dale jen Ex/F17). Po dosazeni 24 h genera¢ni doby u bunécné linie HEK293-6E bylo
ke kultivaénimu médiu p¥idavano antibiotikum G418 ve vysledné koncentraci 25 pg.ml™.
BéZzny postup udrzby zasobni kultury byl nasledovny: 2-3 dny po rozmrazeni
alikvotniho mnozstvi dosahly buiiky na 10 cm Petriho misce hustoty 2.10° ml”, byly
rozmichany 10 ml pipetou pomoci pipetovaciho nastavce a pfeneseny do celkem 75 ml
Ex/F17 média v 250 ml ¢tverhranné ldhvi s vickem s prodySnym 0,22 pm filtrem a tfepany
na orbitalni tfepacce (Orbit 1000, Labnet, USA) vybavené adhezivni podlozkou (Sticky
Pad, New Brunswick Scientific, USA) rychlosti 135 ot./min (rota¢ni primér 19 mm) uvnitt
CO; inkubatoru. Optimalni objem média je za téchto podminek 30-40% objemu lahve.
Tato kultura pak byla udrZzovana subkultivaci apouzivana k transfekci/produkcei

rekombinantnich proteind.

5.2.3. Zmrazovani bunéénych linii HEK293T, HEK293-6E a HEK293S

Pro zmrazeni bunék byla nejprve spocitdna hustota dané bun&tné suspenze,
centrifugovdna v 50 ml sterilnich zkumavkach pfi 200x g, 3 min aresuspendovana
v takovém objemu mraziciho média, aby vysledna hustota byla 5.10° ml™'. Mrazici médium
sestavalo z45% objemu pouzitého kultivaéniho média, z 45% cerstvého Ex/F17 média
a z 10% sterilntho DMSO pro tkanové kultury. Vysledna suspenze byla rozdélena po 1 ml
do kryozkumavek a v mrazicim kontejneru Mr. Frosty (kontrolovany pokles teploty
rychlosti 1°C za minutu) umisténa do mraziciho boxu (-80°C), kde byly zmrazené bunky

i nadale skladovany.

5.2.4. Rozmrazovani bunéénych linii HEK293T, HEK293-6E a HEK293S

Do 15 ml sterilni zkumavky bylo pipetovano 10 ml na 37°C piedehiatého
ExCELL293 média. Alikvot zmrazenych bunc¢k v kryozkumavce byl co nejrychleji
rozmrazen ve vodni lazni vyhfaté na teplotu 37°C a pfenesen do pfipraveného média.
Vyslednd suspenze byla jemné promichana a centrifugovana pii 200x g, 5 min.
Supernatant byl odstranén, builky resuspendovany v 10 ml Ex/F17 média a preneseny

na 10 cm Petriho misku.
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5.2.5. Transfekce bunééné linie HEK293T a HEK293-6E

Den pted planovanou transfekci bunééné linie HEK293T nebo HEK293-6E byla
urcena hustota predkultivované bunécné suspenze (viz. 5.2.1.). Potfebné mnozstvi bunééné
suspenze bylo centrifugaci pfi 200x g, 5 min zbaveno média a bunécnd peleta byla
resuspendovana v Cerstvém F17 médiu. Takto bylo pfipraveno typicky 200 ml bunécné
suspenze o hustoté 1.10° ml" v 1 | &verhranné lahvi. Takto piipravena kultura byla
kultivovéna na tfepacce za popsanych standardnich podminek (viz. 5.2.2.). V nésledujici
den planované transfekce méla pak pfipravena bundéna suspenze hustotu pfiblizng 2.10°
ml™. Pro transfekei bun&éné linie HEK293T i HEK293-6E bylo uzivano 1 pg plasmidové
DNA na 1.10° transfekovanych bun&k. Jako transfekéni &inidlo byl uZivan roztok IPEL Pro
bunécnou linii HEK293T byl zvolen hmotnostni pomér DNA:IPEI (w:w) 1:5, pro linii
HEK293-6E pak 1:4. Pro piipravu transfekéniho roztoku bylo ve sterilni zkumavce
zfedéno piislusné mnozstvi roztoku plasmidové DNA do PBS-TK. Tento roztok byl
sterilizovan filtraci pfes 0,22 pum filtr a byl pfidan patficny objem roztoku IPEI. Objem
PBS-TK byl volen tak, aby vysledny objem transfekéniho roztoku nebyl vétsi nez 10%
objemu produkéni kultury, standardné se pohyboval mezi 5-10 ml. Vysledny roztok byl
dikladné protfepan a inkubovan 5-10 min (béhem inkubace se roztok mirn¢ zakalil vlivem
tvorby komplexu DNA:PEI) a poté byl piidan k predpfipravené bundéné suspenzi. Ctyfi
hodiny po pfidani transfekéniho roztoku byla bunéénd suspenze zifedéna Cerstvym
ExCELL293 médiem na polovinu (typicky 400 ml o bun&éné hustoté 1.10° ml™). Produkce
probihala nasledujicich 5-7 dni, jako voditko pro ukonceni produkce byla sledovana
viabilita bun¢k, pokud klesla pod 70% zivych bun€k v suspenzi, produkce byla ukoncena.
Médium bylo centrifugovano pti 4000x g, 30 min, 4°C a nasledné zmrazeno a uchovavano

pii -20°C nebo ihned déle zpracovéno (viz. 5.3.1.).

5.2.6. Produkce rekombinantnich proteinii v prosti‘edi kifunensinu
Pro produkci proteini v bunéénych liniich HEK293T nebo HEK293-6E s vysoce
manosovou glykosylaci byl do vysledného produkéniho média 4 hodiny po transfekci

pridavan roztok kifunensinu tak, aby jeho koncentrace v produkénim médiu byla 1 pg/ml.
5.2.7. Transfekce bunécéné linie HEK293S

Bunécna linie HEK293S byla transfekovana ve vysoké bunééné hustoté [74]. V den

planované transfekce byla urc¢ena hustota predkultivované bunécné suspenze (viz. 5.2.1.).
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Potiebné mnozstvi bunécné suspenze bylo centrifugaci pii 200x g, 5 min zbaveno média
abunétna peleta byla resuspendovana v cerstvém ExCELL293 médiu. Takto bylo
pripraveno typicky 16 ml suspenze o bun&né hustotd 25.10° ml™ v 1 1 &tverhranné lahvi.
Pro transfekci bundené linie HEK293S bylo uZivano 1 pg plasmidové DNA na 1.10°
transfekovanych bunék. Jako transfekéni Cinidlo byl uzivan roztok IPEI pfi hmotnostnim
poméru DNA:IPEI (w:w) 1:5. Pro pfipravu transfekéniho roztoku bylo ve sterilni
zkumavce ziedéno prislusné mnozstvi roztoku plasmidové DNA do PBS-TK. Tento roztok
byl sterilizovan filtraci pfes 0,22 um filtr a byl pfidan patfi¢ny objem roztoku IPEI. Objem
PBS-TK byl volen tak, aby vysledny objem transfekéniho roztoku po pfidani
k predptipravené bun&éné suspenzi upravil bunéénou hustotu na 20.10° ml™”. Standardng
se vysledny objem transfekéniho roztoku pohyboval mezi 3-5 ml. Vysledny roztok byl
dikladné protfepan a inkubovan 5-10 min (béhem inkubace se roztok mirn€ zakalil vlivem
tvorby komplexu DNA:PEI) a poté byl ptidan k piedpfipravené bunééné suspenzi. Ctyii
hodiny po pfidani transfekéniho roztoku byla bunéénd suspenze ziedéna Cerstvym
ExCELL293 médiem na polovinu (typicky 400 ml o bun&&né hustot 1.10° ml™). Produkce
probihala nasledujicich 5-7 dni, jako voditko pro ukoncéeni produkce byla sledovana
viabilita bun€k, pokud klesla pod 70% zivych bun€k v suspenzi, produkce byla ukoncena.
Médium bylo centrifugovano pii 4000x g, 30 min, 4°C a nésledn¢ zmraZzeno a uchovavano

pii -20°C nebo ihned déle zpracovéno (viz. 5.3.1.).

5.3. Purifikace proteinii pomoci histidinové kotvy

5.3.1. Chelatacni chromatografie

Pro chelataéni chromatografii byl pouzit kobaltnatymi ionty nabity nosi¢
(TALON® Metal Affinity Resin, Clontech, USA), ktery byl pfedem promyt destilovanou
vodou a poté PBS. Médium z produkce bylo zfiltrovano pies 0,22 um filtr, byl pfidan PBS
pufr v objemovém pomeéru 1:1 a byla zkontrolovéana (a popft. upravena) hodnota pH na 7,0.
Do této smési byl pfidan nosic (typicky 2 ml na 400 ml produkéniho média) a suspenze
byla tfepana v 2 | Erlenmeyerovych bankach pii 140 ot./min, 1 hod, 16°C. Suspenze byla
aplikovana na kolonu s fritou (kolona Econo, Bio-Rad, Némecko), po zachyceni veskerého
nosi¢e byla nasledné¢ promyta PBS. Eluce byla provedena 4x 5 ml PBS s250 mM

imidazolem.
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5.3.2. Zkoncentrovani proteint

Eluéni frakce byly spojeny a zkoncentrovany pomoci koncentratort Amicon Ultra,
s membranou propustnou pro molekuly o M, < 10000, v centrifuze pfi 3000x g, 20°C
na objem 100-200 pl. Nové koncentratory byly pfed prvnim pouzitim promyty ddH,O,

mezi pouzitim byly naplnény ddH,O, aby membrana nevysychala.

5.3.3. Gelova permeacni chromatografie

HPLC systém byl promyt ddH,O a pii pratoku 0,5 ml/min byla pfipojena kolona
Superdex 200 10/300 GL, ktera byla promyta ddH,O, 1 M NaOH, opét ddH,O a pufrem
pro gelovou chromatografii. Vzorek pfipraveny zkoncentrovanim frakci z chelatacni
chromatografie byl aplikovan na ekvilibrovanou kolonu. Jimané frakce byly analyzovany
pomoci SDS-PAGE (viz. 5.4.2.) a frakce o dostate¢né Cistoté s obsahem stejného produktu

byly spojeny. Kolona 1 systém byly po promyti uchovavany ve 20% c¢istém ethanolu.

5.4. Charakterizace pripraveného proteinu

5.4.1. Stanoveni koncentrace

Koncentrace prec¢isténého proteinu byla orientatn¢ stanovena metodou dle
Bradfordové. Stanoveni bylo provedeno na 96ti jamkové desticce, k 5 pl roztoku proteinu
bylo vzdy ptidano 200 pl ¢inidla dle Bradfordové a smés byla ponechana inkubovat 5 min
za laboratorni teploty. Pomoci roztoki BSA v rozmezi koncentraci 0-1 mg/ml byla
sestrojena kalibra¢ni fada, stanoveni pfiblizné koncentrace proteinu bylo provedeno

vizualn€ porovnanim s kalibra¢ni fadou ¢i spektrofotometricky.

5.4.2. SDS-elektroforéza v polyakrylamidovém gelu [75]

Pro elektroforetickou separaci byl uzivan 15% polyakrylamidovy gel, ktery byl
ptipraven z 1,8 ml ddH,0, 4 ml 30% AA, 2 ml 1,5 M Tris pH 8,8, 80 ul 10% SDS, 80 pl
10% APS a 4 ul TEMED. Zaostfovaci gel byl pfipraven z 1,4 ml ddH,O, 0,5 ml 30% AA,
0,25 ml 1 M Tris pH 6,8, 20 ul 10% SDS, 20 ul 10% APS a 3 ul TEMED. Mnozstvi jsou
uvedena vzdy pro 2 gely. Neredukovany vzorek byl pfipraven smichanim 10 ul preparatu
s 10 ul 2x koncentrovaného neredukujiciho vzorkového pufru. Pro piipravu redukovaného
vzorku byl uzit redukujici vzorkovy pufr. Nasledné byly vzorky 5 min povateny a kratce

centrifugovany. 15 pl takto pfipravenych vzorkil se nanaSelo na gel spoleéné s 5 pg
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standardu. Elektroforéza probihala pti napéti 200 V po dobu 50 min. Gely byly barveny

15 min v barvici 1azni a nésledné odbarveny v odbarvovaci lazni.

5.4.3. Analyticka ultracentrifugace [54]
5.4.3.1. Metoda sedimentacni rovnovahy

Me¢éfteni bylo provedeno na analytické ultracentrifuze Proteomelab XL-1. Pro méfeni
byl pouzit roztok proteinu L2 H176C v pufru pro gelovou chromatografii o koncentraci
0,07 mg/ml a téhoz proteinu po deglykosylaci Endo H; o koncentraci 0,09 mg/ml. Do
Sestikomorové cely bylo pipetovano 110 pl proteinu a 130 upl pufru jako reference
(rotor An-50Ti, Beckman Coulter, USA). M¢feni probihalo postupné pfi
12-15-18-21-24-27-30000 ot./min, 4°C, 1. snimek poprvé po 30 hod, dalsi po 18 hod,
sedimentace vzorku byla sledovana pomoci absorbancni optiky pii 280 nm. Data byla
vyhodnocena pomoci programii Sedfit [76] a Sedphat [77], pfi€emZ hustota pufru
a parcialni specifické objemy proteinii byly predikovany ze znalosti sloZeni pufru, resp.
aminokyselinovych sekvenci proteinii v programu SEDNTERP [78]. M¢éfeni a jeho
vyhodnoceni provedl RNDr. Ondiej Vanék, PhD.

5.4.3.2. Metoda sedimentacni rychlosti

Pfi této metod¢ byla vyuzita dvoukomorova cela. Do jednoho sektoru bylo
pipetovano 400 ul roztoku proteinu o koncentraci 0,2 mg/ml, do druhého sektoru 400 ul
pufru jako reference. Méfeni probihalo ptfi 48000 ot./min, 280 nm, 20°C a bylo sbirano
80 snimkdi po 5 min. Pro méfeni roztoku proteinu o koncentraci 0,02 mg/ml bylo
postupovano stejné. Méfeni a jeho vyhodnoceni (viz 5.4.3.1.) provedl RNDr. Ondfej
Van¢k, PhD.

5.4.4. Hmotnostni spektrometrie - mapovani disulfidickych vazeb

Analyza zapojeni cysteinii do disulfidickych mustktl v pfipraveném proteinu byla
provadéna pomoci velice pfesného méfeni hmotnosti (m/z) peptidovych $tépii tohoto
proteinu v oxidativnim prostiedi. Vlastni prace probihala pod dohledem RNDr. Petra
Novaka, PhD. (Laboratoi charakterizace molekuldrni struktury, MBU AV CR, v.v.i.)

podle nasledujiciho protokolu.
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5.4.4.1. Gradientova SDS-PAGE v oxidativnim prostredi

Do 0,5 ml mikrozkumavky bylo pipetovano 10 pl (zhruba 10 pg) €istého preparatu
proteinu v pufru pro gelovou chromatografii. Volné sulthydrylové skupiny byly
alkylovany ptidavkem 2 pl 120 mM roztoku IAA (rozpusténém v 0,1 M EtMorf pufru,
pH 8,4), vzorky byly nasledné¢ 20 min inkubovany ve tmé¢ za laboratorni teploty.
K alkylovanému vzorku byly poté piidany 4 pl 5x koncentrovaného neredukujiciho
vzorkového pufru a 2 pul 1 mM roztoku cystaminu. Takto pfipraveny vzorek byl poté
inkubovan 1 min pifi 90°C, kratce centrifugovan a nanesen na komer¢ni gradientovy
polyakrylamidovy gel (4-12% NuPAGE Bis-Tris gradient gel, Invitrogen). Elektroforéza
probihala pfi napéti 200 V po 40 min. Gel byl poté barven 30 min v barvici lazni
anasledn¢ odbarven v odbarvovaci ldzni do uplného odbarveni pozadi gelu. Ptislusny
prouzek proteinu byl z gelu vyfiznut a nakrdjen na malé kosticky. V mikrozkumavce bylo
ke kouskiim gelu pfidano 250 ul 0,1 M EtMorf pufru, pH 8,4, 50 pul 1 mM roztoku
cystaminu ve stejném pufru a 200 pl AcN. Smés byla 10 min sonikovéana v ultrazvukové
lazni. Supernatant byl néasledné odstranén, tento postup byl opakovan do odbarveni gelu.
Poté byly kousky gelu oplachnuty 200 pl 100 uM roztoku cystaminu v ddH,O, smés byla
5 min sonikovana a supernatant odstranén. Nasledoval oplach 200 pl 100 uM roztoku
cystaminu v AcN, smés byla 5 min sonikovéana a supernatant odstranén. Tento oplach byl
opakovan. Posledni oplach byl proveden v 250 pl 0,1 M EtMorf pufru, pH 8,4, 50 ul 1 mM
roztoku cystaminu ve stejném pufru a 200 pl AcN, smés byla sonikovdna 5 min

a supernatant odstranén.

5.4.4.2. Deglykosylace denaturovaného proteinu

Nésledovala deglykosylace denaturovaného vzorku v gelu pomoci enzymu
Endo H¢. Ke kouskim gelu bylo pipetovano 8 ul ddH,O, 1 pl 10x koncentrovaného
reakéniho pufru Endo Hr a 1 pl enzymu Endo Hy. Smés byla inkubovéna 1 hod pii 37°C.
Supernatant byl poté odstranén a nasledovala stejnd procedura oplachii jako
v predchazejicim odstavci. Kousky gelu byly poté vysuseny na rotacni vakuové odparce

a byly skladovany piti -80°C nebo ihned zpracovany.
5.4.4.3. Digesce peptidasami

Dalsim krokem byla digesce proteinu v gelu vybranymi peptidasami — trypsinem,

ktery Stépi polypeptidovy fetézec na C-konci Lys a Arg a endopeptidasu AspN, kterd stépi
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vyluéné na N-konci Asp. Pro digesci trypsinem byl jeho zdsobni roztok (500 ng/ul)
50x ziedén pufrem o sloZeni: 50 mM NHsAc, 1 puM cystamin, 10% v/v AcN, pH 7.0.
Pro digesci endopeptidasou AspN byl jeji zasobni roztok (100 ng/ul) 20x zfedén vyse
uvedenym pufrem. Ke kouskiim gelu byl pipetovan ziedény roztok peptidas tak, aby byly
kousky celé ponofené - standardné 10 pl. Nasledovala inkubace ve vodni lazni pii 37°C

po dobu 8 az 12 hod. Vzorky byly poté zmrazeny pii -20°C nebo ihned zpracovany.

5.4.4.4. Extrakce peptidi

Supernatant po digesci peptidasami byl odebran do Cisté sbérné mikrozkumavky,
ke kouskiim gelu bylo pipetovano 50 pl 80% AcN, 0,1% TFA a sonikovdno 5 min,
supernatant byl poté odebran a pfidan do sbérné mikrozkumavky. Tento postup byl déle
opakovan nejprve s 50 pl 0,1% TFA a poté s 50 ul 40% AcN. Kousky gelu byly uschovany
a skladovany pti -80°C. Odebrané peptidové extrakty byly vysuSeny na vakuové rotacni
odparce téméf do sucha. Poté bylo do mikrozkumavky pipetovano 100 pl 0,1% TFA

a sonikovano 15 min.

5.4.4.5. Nabohaceni a odsoleni peptidi

Nabohaceni a odsoleni peptidii bylo provedeno pomoci komeréni mikrokolonky
s reverzni fazi MicroTrap (Michrom Bioresources, USA). Kolonka byla nejprve promyta
500 pul 80% AcN, 0,1% TFA. Tésn¢ pted nanesenim vzorku byla kolonka promyta 300 pl
0,1% TFA, nasledné byl nanesen vzorek (tedy 100 ul 0,1% TFA peptidového extraktu
z pfedchoziho kroku), poté byla kolona dvakrat promyta 500 pl 0,1% TFA. Nabohacena
a odsolend peptidova frakce byla eluovana 50 pul 80% AcN, 0,1% TFA a jiméana do Cisté
mikrozkumavky. Eluat byl v mikrozkumavce vysuSen na rotacni vakuové odparce

a uchovan pfti -80°C az do samotného MS méteni.

5.4.4.6. Hmotnostné spektrometricka analyza

Vlastni LC-MS analyzu provadél RNDr. Petr Novak, PhD. Ke vzorkim bylo
pipetovano 20 pul ddH20 a 30 pl 5% AcN, 1% kys. octové, sonikovano 10 min a roztok byl
pfenesen do specialnich vialek se septem. Vzorky byly umistény do automatického
vzorkovace ptipojeného k systému LC-MS. Kapalinovd chromatografie (WHPLC systém
Agilent 1200) na obracené fazi (kolona Magic C18) probihala s roztoky mobilni faze
o nasledujicim slozeni: roztok A (0,2% FA; 2% IPA; 2% AcN v H;0) a roztok B
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(0,16% FA; 10% IPA; 5% H>O v AcN). Nasttik vzorku €inil 5 pl. Zachycené peptidy byly
vymyty linearni gradientem pufru B od 1 do 45% za 30 minut 4 pl.min"'. HPLC systém byl
spojen s hmotnostnim spektrometrem (Apex-Ultra mass spectrometr, Bruker Daltonics).
Separované peptidy byly nabity pomoci ESI ionizace a detekovany pomoci FT-ICR
analyzatoru. Naméiené hodnoty m/z ziskanych peptidi byly déale analyzovany pomoci
specidlnich  programid  DataAnalysis 4.0  (Bruker  Daltonics) a  MSLinks
(http://www.ms3d.org/). Prakticky se jednalo o porovnani namétfenych hodnot m/z
s teoretickymi hodnotami m/z tryptickych nebo jinych $tépt se zohlednénim rtaznych

modifikaci (napf. ptitomnost disulfidického mustku nebo N-glykosylace) [79].

5.5. Kirystalizace proteint

Krystalizace pfipravenych proteinii probihala v Laboratori strukturni biologie,
UOCHB AV CR, v.v.i. pod dohledem RNDr. Ondieje Vanka, PhD., v Laboratori
strukturni analyzy biomakromolekul, UMCH AV CR, v.v.i. pod dohledem Ing. Jana
Dohnélka, PhD., a také v Henry Wellcome Building for Genomic Medicine, University of
Oxford, UK v ramci kurzu Workshop on mammalian expression technologies 2011 a
udélenému mezinarodnimu pftistupu (7rans-national access) k tomuto pracovisti

evropskou infrastrukturou P-CUBE (http://www.p-cube.ew/).

5.5.1. Automatizované hledani krystaliza¢nich podminek

Pro krystalizaci pfipraveného proteinového preparatu bylo nejprve potieba
z velkého spektra krystalizacnich podminek vytipovat ty nejslibnéjsi. K tomu bylo vyuzito
automatizovanych pipetovacich robotli, pomoci kterych bylo mozno uskutecnit velké
mnozstvi krystalizacnich experimentd v malych objemech nasazovanych kapek — tedy
s malou spotfebou proteinu. V téchto Sirokospektrych krystalizatnich pokusech byly
uzivany podminky z komeréné dodavanych optimalizac¢nich sad pro krystalizaci (Hampton
Research). Prace se lisila podle daného pracoviste.

V Henry Wellcome Building for Genomic Medicine bylo vyuzivano na miru
upravenych robotil (typu Cartesian, Genomic Solutions, USA) schopnych pfesné pipetovat
az 100 nl kapky. Sirokospektra optimalizace probihala metodou sedici kapky na 96ti
jamkovych krystalizacnich destickach (Greiner, Némecko). Nejprve bylo pomoci robota
Hydra 96 (4Art Robbins Instruments, USA) naplnéno vSech 96 komtirek pro rezervoar sadou

srazedel. Poté byla krystalizatni deska pienesena na robota typu Cartesian, robot si
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z pripravené mikrozkumavky odebral zhruba 9,6 pl proteinového preparatu a na kazdou
z 96 krystalizacnich pozic nad rezervoarem pipetoval 100 nl kapku. Poté robot odebral
z komurky rezervoaru 100 nl a pipetoval tento roztok ke kapce prepardtu nad danym
rezervoarem. Takto bylo na kazdé desticce pripraveno 96 riznych 200 nl krystalizacnich
pokust typu ,,sedici kapka®“. Aby nedochéazelo k nezddoucimu odpatfovani roztoki, byla
desticka nakonec ptelepena specidlni tésnici prihlednou folii. Krystalizacni pokusy byly
skladovany pii 21°C v automatizovaném skladisti s pravidelnou digitalni vizualizaci vSech
nasazenych krystaliza¢nich pokust, pfistupnou po internetu.

V Laboratori strukturni biologie probihala prace obdobn¢ s témito rozdily. Pomoci
zde uzivaného robota typu Crystal Gryphon (A4rt Robbins Instruments, USA) bylo do 96ti
jamkové krystaliza¢ni desticky Intelli-plate 96 pipetovano 200 pl roztoku rezervodaru,
sedici krystalizacni kapka byla vytvofena smichanim 200 nl proteinového preparatu
a 200 nl daného rezervoaru. Krystalizacni pokusy byly uchovavany pti 20°C. Krystaliza¢ni
experimenty byly sledovany pomoci optického mikroskopu s polarizacnim filtrem

minimaln¢ jednou za 14 dni.

5.5.2. Optimalizace krystaliza¢nich podminek

Dalsi optimalizace krystalizacnich podminek byla provadéna manudlné
v Laboratori strukturni biologie a to metodou sedici nebo visici kapky. Krystaliza¢ni
pokusy byly uchovavany pifi 20°C a sledovany pomoci optického mikroskopu
s polarizacnim filtrem minimalné jednou za 14 dni. Pro metodu sedici kapky bylo
pouzivano 96ti jamkovych krystaliza¢nich desticek (Intelli-plate 96), uzivany objem
rezervoaru byl 100 pl. Sedici krystalizani kapka byla standardné pfipravena smisenim
0,5 ul roztoku proteinu a 0,5 pl odebraného rezervoaru. Komurky s kapkami nad
rezervoarem byly nakonec pielepeny specidlni tésnici folii. Pro metodu visici kapky bylo
uzivano 24 jamkovych desek (EasyXtal), uzivany objem rezervoaru byl standardné¢ 300 pl.
Kapka byla standardné piipravena smisenim 1 pl roztoku proteinu a 1 pl odebraného
rezervoaru na stlaCenym vzduchem ocisténém sklicku Sroubovaciho uzavéru jamky.

Uzavér s kapkou byl poté tésné zasroubovan nad jamku s danym rezervoarem.

5.5.3. Mrazeni krystalu
Pro ptfenasSeni a uchovavani byly krystaly mrazeny v tekutém dusiku. Nejprve byla

prazdna vialka naplnéna, ponofena a vytemperovana v tekutém dusiku. Poté byl za pomoci
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nylonové smycky pfiméfenych rozmért vyloven krystal z dané kapky. Smycka byla ihned
umisténa do vialky naplnéné tekutym dusikem. Mrazeni krystali probihalo pod dohledem

Ing. Jana Dohnalka, PhD.

5.5.4. Testovani krystalii na proteinovou difrakci

Testovani krystall na proteinovou difrakci bylo uskuteénéno na difraktometru
Laboratore rentgenové difrakce na monokrystalech, FZU AV CR, v.v.i., a také
na difraktometru Laboratore strukturni biologie, BTU AV CR, v.v.i., vzdy pod odbornym
dohledem Ing. Jana Dohnélka, PhD.

5.5.5. Méreni krystalové difrakce

Meéfteni krystalové difrakce probihalo 24.-25. 11. 2011 na zdroji synchrotronového
zéteni BESSY II (Beamline 1 a 2, Helmholtz-Zentrum Berlin fiir Materialien und Energie
GmbH, Némecko) pod dohledem Ing. Jana Dohnélka, PhD. M¢feni probihalo pii 100 K,
energie rentgenového svazku byla 13 500 eV, resp. 0,918 A. Pro kompletni soubor
difrak¢nich dat bylo pofizeno 360 difrakénich snimki s expozici 2 sa Ap = 0,5° ve
vzdalenosti detektoru 288,06 mm, coz odpovida detekénimu maximu 2,5 A.

Krystaly které vyrostly v Henry Wellcome Building for Genomic Medicine,
University of Oxford, UK byly loveny, mrazeny a méteny Dr. Karlem Harlosem (STRUBI,
University of Oxford, UK). M¢feni krystalové difrakce probihalo 11. 3. 2012 na zdroji
synchrotronového zaifeni Diamond light source (Beamline 102; Harwell Science and
Innovation Campus, UK). Rentgenovy svazek mél vlnovou délku 0,97960 A. Soubor
difrakénich dat obsahoval 360 snimki s expozici 1 sa Ap = 0,5° s detekénim maximem

nastaveném na 2,05 A.

5.5.6. Zpracovani dat a FeSeni struktury LLT1

Ziskana data zpracovavala a model struktury LLT1 rafinovala RNDr. Tereza
Skalovéa, PhD. (Laborator strukturni analyzy biomakromolekul, UMCH AV CR, v.v.i.).
Fazovy problém byl vyfeSen metodou molekularniho nahrazeni s pomoci jiz vytfeSené

struktury homologniho mysiho receptoru Clrg (PDB: 3RS1; [80]).
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6. Vysledky

6.1. Navrh konstruktu receptoru LLT1

Az donedévna, nebyla pfiprava rozpustné formy receptoru LLT1 v bakteridlnim
expresnim systému popsana [29] a 1 v ramci pracovni skupiny Laboratore architektury
proteinit jsou zkuSenosti stimto postupem piipravy zcela Cerstvé [81]. Naproti tomu
z dostupné literatury zabyvajici se imunologii a funkci LLT1 na buné¢éné trovni je jiz delsi
dobu zfetelné, Ze pripravit tento receptor pomoci eukaryotické exprese, resp. savéich
bunéénych linii Ize, a to i v jeho rozpustné forme, naptiklad pomoci bunééné linie HEK293
[6,23]. Proto jsme se na zacatku pokusu o strukturni charakterizaci extracelularni domény
tohoto receptoru rozhodli postupovat pravé skrze rekombinantni expresi v linit HEK293.

Aminokyselinovy konstrukt receptoru LLTI, na ktery se tato prace soustiedila
predevs§im, nese pracovni oznaCeni L2, protoze je druhym v fadé jiz testovanych
konstruktd LLT1. Jak je patrné z popisu primarni sekvence na Obr. 9, konstrukt L2q7:.vi91
zahrnuje celou predikovanou C-termindlni lektinovou doménu receptoru LLT1 s kratkym
pfesahem do dimeriza¢niho kréku a cely C-terminalni Gsek. Dimeriza¢ni kréek nebyl
v tomto konstruktu zahrnut v souladu s pfedchozimi zkuSenostmi laboratofe Skolitele
s piipravou homolognich NK receptort. Zahrnuti kratké ¢asti dimeriza¢niho krcku a celé

C-terminalni sekvence vychazi ze znalosti krystalové struktury homologniho receptoru

MHDSNNVEKD I TPSELPANPGCLHSKEHS IKATL IWRLFFLIMFLT1IVC

GMVAALSAITRANCHQEPSVCLOAACPESWIGFORKCFYFSDDTKNWTSSO

RFCDSQDADLAQVESFQELNFLLRYKGPSDHWIGLSREQGQPWKWINGTE

WTRQFP I LGAGECAYLNDKGASSARHYTERKWICSKSD IHV

Obr. 9: Primarni sekvence LLT1. Receptor LLT1 miZeme rozdélit na N-terminalni intercelularni ¢ast (Zluté),
transmembranovou ¢ast (¢erven€), dimerizacni kréek (rizové), C-lektinovou doménu (zelené) a C-terminalni
cast (modie). V primarni sekvenci je svétle modrou zvyraznén navrzeny konstrukt s pracovnim oznacenim L2
(GIn 72 — Val 191), dale €ervenou vsechny cysteiny a fialovou predikovana mista mozné N-glykosylace.

Transmembranovy usek a C-lektinova doména byly predikovany algoritmem Globplot 2.3 [82].



CD69, ve které aminokyselinové zbytky téchto ¢asti spolu interaguji a maji tak strukturné
stabilizacni roli. DNA kodujici konstrukt L2 byla v dobé zapoceti mé diplomové prace
v Laboratori architektury proteinii jiz dostupna ve formé expresniho vektoru pHLsec 1.2
(ptipraveného mym Skolitelem), vhodného pro transientni transfekci bunék HEK293.
Protoze ale dosavadni zkuSenosti s expresnim vektorem pTT28 ukazovaly v porovnani
s vektorem pHLsec na moznost vyssich vytézki rekombinantniho proteinu, bylo v prvni

¢asti této prace rozhodnuto vlozit konstrukt L2 do expresniho vektoru pTT28.

6.2. Popis vektoru pTT28

Expresni vektor pTT28, laskavy dar od Dr. Y. Durochera (Montreal, Kanada), je
odvozeny od vektoru pTTS5, ktery vznikl upravou komeréniho vektoru pCEP4 [47].
Prokaryoticka oblast tohoto vektoru obsahuje bakteridlni pocatek replikace a gen
zodpovédny za rezistenci vici ampicilinu. Eukaryotickd oblast tohoto vektoru obsahuje
virovy replikaéni pocatek oriP, ktery umoznuje episomalni replikaci vektoru v buinikach
obsahujicich nuklearni antigen 1 z viru Epstein-Barrové (EBNA1). Zkracenou verzi tohoto
nukledrniho antigenu obsahuje naptiklad bunéénd linie HEK293-6E. Eukaryoticka
expresni kazeta je vybavena silnym cytomegalovirovym promotorem a adenovirovym
posilova¢em (,,enhancerem®), které zajiStuji zvySenou transkripci do mRNA.
Optimalizovand sekvence Kozakové v blizkosti translacniho pocatku usnadiiuje iniciaci
translace na ribosomu. Synteticky N-termindlni peptid zajiStuje bunéfnou sekreci
a C-termindlni histidinovd kotva snadnou afinitni purifikaci vyrobeného proteinu.
Originalni vektor pTT28 byl jiz diive v laboratofi Skolitele upraven tak, aby obsahoval
restrikéni mista Agel a Kpnl, kterd umoznuji snadné vlozeni inzertu mezi signalni peptid

a afinitni kotvu (viz. Obr. 10).

GCCACCATGGGAGAACTGCTGCTGCTCCTTCTGCTGGGGCTGCGGCTTCAGCTGAGTCTT
M GG E L L L L L L L 6L R L Q L S L

<Agel> <Kpnl>
GGAATTACCGGT INZERT GGTACC
G I T G G T K HH HH H H H H G STOP

Obr. 10: Okoli klonovaciho mista vektoru pTT28. Sekvence Kozakové (ohranicena svétle modrou

.....

¢ervenou Sipkou), histidinova kotva (Zluté€) a terminacni kodon (¢ervené).
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6.3. Priprava expresniho vektoru pTT28 L2

Jelikoz je sekvence inzertu v klonovacim misté vektort pHLsec i pTT28
ohrani¢ena sekvencemi pro restrikéni endonukleasy Agel a Kpnl (viz. Obr. 10, str. 47),
je prenos inzertl mezi témito dvéma vektory zna¢né usnadnén. Inzert L2 a linearizovany
vektor pTT28 s kompatibilnimi sekvenénimi pfesahy byly ziskany piisobenim restrikénich
endonukleas Agel a Kpnl na vektor pHLsec L2 a pTT28 C1 (obsahujici konstrukt C1 pro
krysi receptor Clrb). Smési DNA fragmentli byly separovany pomoci preparativni
agarosové¢ elektroforézy (viz. Obr. 11) a pozadované fragmenty byly z gelu extrahovany.
S takto ziskanym pfeciSténym inzertem L2 a linearizovanym vektorem pTT28 byla
pripravena liga¢ni smés s T4 DNA ligasou. Touto smési byly poté metodou tepelného Soku
transformovany bakterie E. coli DH5a, které byly posléze vysety na misku s LB agarem

obsahujicim ampicilin.

Obr. 11: Agarosova elektroforéza Stépeni pHLsec_ L2 a pTT28 Cl1. Na fotografii agarosové
elektroforézy je patrné uspésné vystépeni inzertu L2 (pfedpokladand velikost 369 bp) z plasmidu pHLsec L2
pomoci Agel a Kpnl a dale uspésna linearizace vektoru pTT28 C1 vystépenim inzertu C1 (predpokladana
velikost 438 bp) pomoci Agel a Kpnl. Vzorky v drahach jsou oznaceny nasledovné. Standard v bp (M),
nesouvisejici vzorek (1), St€pené pHLsec L2 (2), stépené pTT28 C1 (3), nestépené pTT28 C1 (4).

Na misce vyrostlo velké mnozstvi kolonii, selekce byla provedena se Sesti
vybranymi koloniemi pomoci PCR z kolonii podle postupu v odstavci 5.1.7., pii¢emz jako
pfimy primer byl pouzit oligonukleotid specificky pro konstrukt (L2 Q72 FW) a jako
reverzni primer oligonukleotid specificky pro vektor (pTT_REV). Pfedpokladana velikost
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amplifikovaného tseku DNA byla 411 bp. Vysledek agarosové elektroforézy PCR

z kolonii ukézal, Ze vSechny vybrané kolonie byly pozitivni (viz. Obr. 12).

M H4 1 H42 H43H4 4 H4 5H4 6 121 122 123124125126

1600
1400
1000

800

200

Obr. 12: PCR z kolonii. Fotografie agarosové elektroforézy PCR z kolonii. V draze ozna¢ené M je standard v
bp. Drahy oznacené H4 1 az H4 6 obsahuji nesouvisejici vzorky. Drahy oznaéené L2 1 az L2 6 obsahuji
vzorky Sesti vybranych klon E. coli DH5a transformovanych ligacni smési expresniho vektoru pTT28 L2,
predpokladana velikost amplifikovaného iseku DNA byla 411 bp. Pro dalsi praci byl zvolen klon z drahy L2 3

(€erveny obdélnik)

Klon oznaceny L2 3 byl pouzit pro nizkoobjemovou ptipravu plasmidové DNA
podle postupu v odstavci 5.1.8. Pripravend plasmidova DNA byla pteddna Laboratori
sekvenace DNA pro ovéteni spravnosti vlozené sekvence. Ziskana nukleotidova sekvence
inzertu byla porovnavana se znamou nukleotidovou sekvenci receptoru LLT1 v databazi
GenBank. Spravnost vlozeného inzertu byla potvrzena.

Nasledovala velkoobjemova ptiprava expresniho vektoru pTT28 L2 podle postupu
uvedeném v odstavci 5.1.10. Cistota a mnozstvi pfipravené plasmidové DNA byla uréena

métfenim absorbance pii vinové délce 260 nm a 280 nm, vysledky jsou shrnuty v Tab. 1.

Tab. 1: Vysledek velkoobjemové pripravy expresniho vektoru pTT28_L2.
Vzorek A260 A280 C [l,lg/lll] A260/A280

pTT28 L2 0,290 0,160 4,35 1,81

6.4. Priprava rozpustné formy LLT1
Konstrukt L2 byl produkovan metodou transientni transfekce bunécéné linie

HEK293-6E. Standardné bylo transfekovano 400 ml suspenzni kultury v 1 1 ¢tverhranné
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lahvi na tfepatce o podate¢ni bun&éné hustoté 1.10°.ml™” podle postupu popsaného
v odstavci 5.2.5. Sest dni po transfekei bylo produkéni médium sklizeno a naprodukovany
protein byl purifikovan pomoci chelata¢ni chromatografie zaloZzené na principu reverzibilni
interakce histidinového postranniho fetézce s Co”" ionty imobilizovanymi na agarosovych
kulickach. Vyhoda této metody spocivad v jeji vysoké specifité, diky které je mozno
v jednom kroku odstranit vétSinu necistot ze vzorku (proteiny se na nosi¢ vazi
prostiednictvim osmi histidinli své C-koncové kotvy). Ekvilibraénim a promyvacim
pufrem byl PBS, pufrem pro eluci PBS s 250 mM imidazolem, jak je popsano v odstavci
5.3.1.

Frakce ziskané vtomto purifikacnim kroku byly spojeny a preparat byl
zakoncentrovan do mens$iho objemu — standardné 100 - 150 pl, aby mohl byt aplikovan do
systému vysokoucinné kapalinové chromatografie s pfipojenou kolonou Superdex 200

10/300 GL. Pro gelovou permeac¢ni chromatografii byl tento systém ekvilibrovan v pufru

0,4
0,3 -
o 02
0,1 4
0,0 T T I T T I
0 3 6 9 12 15 18 21 24
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Obr. 13: Chromatogram purifikace konstruktu L2. Zaznam gelové permeacni chromatografie konstruktu
L2 produkovaném v HEK293-6E linii na kolon¢ Superdex 200 10/300 GL, ukazuje na pritomnost velkého
mnozstvi agregovaného konstruktu L2 ve frakcich 1 az 3. OranZové je znazornén prubch absorp¢niho

zaznamu pii 280 nm. Modré oblasti pak znaci Sest zachycenych frakei (rozliSeny Cisly 1 az 6).
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o slozeni 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 10 mM NaNj pH 7,5. Prib&h chromatografie
byl monitorovan métenim absorbance pii 280 nm.

Chromatogram na Obr. 13, str. 50 ukazuje vysledek posledniho purifikaéniho kroku
pripraveného konstruktu L2, béhem kterého bylo posbirano celkem 6 frakei (vyznaceno
v chromatogramu ¢isly 1 az 6). Jelikoz mrtvy objem uzit¢tho HPLC systému je piiblizné
8 ml, je zabsorban¢niho zdznamu patrné ze frakce 1 az 3 obsahuji Céstice s velkym
hydrodynamickym objemem. V rdmci pracovni skupiny mého skolitele, kde jsou stejnou
expresni a purifikacni metodou pfipravovany i dal$i lektinové receptory NK-bunék
podobné receptoru LLT1, byl takovy vysledek ojedinély pro konstrukt L2. Proto miizeme
usoudit, ze se nejednalo o béhem chelatacni chromatografie nespecificky zachycené
soucasti kultivaéniho média ¢i jiné proteiny sekretované bunécnou linii, naopak s velkou
pravdépodobnosti Slo o agregaty Spatn¢ sbalené¢ho konstruktu L2. Frakce 4 az 6 pak

odpovidaji predpokladanému reten¢nimu objemu pro sbaleny globularni konstrukt L2.

M 2N _ 4N SN__6N 2R 4R SR 6R

17 =

Obr. 14: 15% SDS-PAGE frakci gelové permeacni chromatografie L2. Fotografie elektroforetické analyzy

frakci 2, 4, 5 a 6 z gelové permeacni chromatografie konstruktu L2. Je patrné ze vSechny frakce obsahuji
konstrukt L2 (teoreticka hmotnost proteinu je 16 kDa, ta je vSak dale zvySena glykosylaci - 2 predikovana N-
glykosylacni mista). V neredukujicim prostiedi je pak patrna ptimes vyssiho oligomerniho stavu - dimeru, ktery
se v redukujicim prostfedi rozpadd na monomerni konstrukt L2. Vzorky v drahach jsou oznaceny ¢islem dané

frakce a rozliSeny na neredukujici (N) a redukujici (R) ¢ast; draha M obsahuje proteinovy standard v kDa.
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Nasledna SDS-PAGE provedena s frakcemi 2, 4, 5 a 6 (viz. Obr. 14, str. 51)
ukézala v neredukujicich podminkach na pfitomnost pravdépodobné vyssich oligomernich
stavii konstruktu L2, které se v redukujicim prostfedi rozpadaji na ¢éastice o hmotnosti
predpoklddaného monomerniho konstruktu L2. Protoze konstrukt L2 obsahuje ve své
primarni sekvenci jeden lichy cystein, je mozné, ze doSlo k nespravnému vzniku
disulfidickych miustkl a ke vzniku $patné sbalenych kovalentné spojenych castic. Frakce 4
az 6 byly spojeny a zakoncentrovany pro dalsi analyzu.

Vytézek konstruktu L2 byl pfiblizné 0,5 mg z litru produkéniho média, do tohoto
mnozstvi jsou zapocitany pouze frakce gelové chromatografie neobsahujici agregaty

konstruktu L2.

6.5. Mapovani disulfidickych vazeb rozpustné formy LLT1

Seznam vsech identifikovanych a piirazenych hodnot m/z je uveden v piiloze 10.1.

Pochyby o spravném sbaleni konstruktu L2, které mohlo byt zplisobeno ptitomnosti
lichého cysteinu v lektinové doméné respektive nespravnym utvoienim disulfidickych
mustkl,, jsem se snazil objasnit uzitim hmotnostni spektrometrie jako techniky pro
mapovani disulfidickych spojeni v proteinu. Postup prace je uveden v odstavci 5.4.4.
Princip spociva v pfesném méfeni hmotnosti (m/z) peptidickych $tépti daného proteinu
v oxidativnim prostiedi. Pfi¢emz piesnost méfeni musi byt takova, aby byly rozliSitelné
peptidy s oxidovanymi a redukovanymi cystickymi zbytky. Dva peptidy kovalentné
spojené disulfidem jsou hmotnostnim spektrometrem zaznamenany jako jedna castice o
hmotnosti souctu obou peptidi. Dekonvoluované monoisotopické hodnoty m/z jsou pak
identifikovany na zaklad€ porovnani s in silico vytvorenymi peptidovymi §tépy.

Na zdkladé¢ porovnani s vyfeSenymi strukturami homolognich C-lektinovych
receptori.  NK-bun€k (hCD69, mClrg) bylo predikovano disulfidové usporadani
C-lektinové domény receptoru LLT1 jako:

= Cys75-Cys 86
* Cys 103 -Cys 184
* Cys 163 —lichy neparovy cystein.
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Obr. 15: Vysledky mapovani disulfidickych vazeb v konstruktu L2. Panel A — Graf zobrazujici relativni
porovnani souctu intenzit signald identifikovanych disulfidicky spojenych tryptickych §tépa. 100% odpovida
souctu vSech indentifikovanych cystickych peptidi. Do souétu byly zahrnuty disulfidicky spojené peptidy
identifikované s chybou mensi 3 ppm. Disulfidickd konfigurace, ktera je ve shod¢ s predikci je zvyraznéna
zelenym obdélnikem. CAM — karboxyamidomethyl (znac¢i volné sulfhydrilové skupiny ptiivodné v proteinu).
Panel B — Diagram znazornujici pokryti primarni sekvence identifikovanymi peptidy. Zde zobrazeny diagram
ukazuje 100% pokryti pfi Stépeni konstruktu L2 trypsinem. Zelené jsou zobrazeny peptidy identifikované

s chybou mensi 3 ppm, €ervené s chybou mezi 3 a 5 ppm.



Pro mapovani disulfidickych vazeb byl preparat konstruktu L2 elektroforeticky
separovan a vyfiznuté casti gelu byly Stépeny enzymy trypsinem nebo AspN.
Deglykosylovana, odsolena a nabohacend frakce peptidi pak byla zméfena v systému
LC-MS s FT-ICR detektorem. Pii Stépeni trypsinem i1 AspN dosazeno 100% pokryti
primarni sekvence identifikovanymi peptidy. Ziskané vysledky (viz. Obr. 15, str. 53)
ukézaly na nehomogenni disulfidickou konfiguraci konstruktu L2. Tento vysledek
je v naprosté neshod¢ s ptfedpokladem a ukazuje na problémy pii sbalovani proteinu,
zpusobené nejspise neparovym cysteinem 163. Ve shod¢ s predpokladem je pouze zhruba
2 az 10% vzorku. Vedlejsim vysledkem hmotnostné spektrometrické analyzy bylo zjisténi,

ze obé predikovana N-glykosylaéni mista — Asn 95 a Asn 147 jsou skutecné

glykosylovéna.

6.6. Cilena mutageneze konstruktu L2

}0 %0 ?0 ?0 ?0

rolrb-WAG 17T YARCPRNWIGYGHEKCFYFSEYASHWTFSQTFCKAQEAELARFDTEEELNFLSRYKGS--FD135
mClrg 82 YARCSENWIGYGNKCFYFSGYPENWIFAQAFCMAQEAQLARFDNEEELIFLERFKGD--FD147
ALLTI T2 QARCPESWIGFQRECFYFSDDTKNWT S SQRFCDSQDADL.AQYESFQEINFLLEYEGP--SD130
ATICL 33 -SLCPYDWIGFQHNKCYYFSKEEGDWNSSKYNCSTQOHADLT IIDNIEEMNFLERYKCS——SD920

hCDES 82 YSSCSEDWYGYQRKCYFISTVYKRSWI SAQNACSEHGAT LAY IDSEKDMNFLKRYAGR--EE140
miVER-P1A 91 KILECPODWLSHRDECFHY SQVSHTWEEGLYDCDGEGATIML. TQDOEELRFITIDSTEEKYHS151
mifER-FP1C 91 HLECPODWLLHRDECFHYSQVSHTWEEGQADCGREKGATLLLIQDOEELRFITDSTKEKYNS15h1

rWHERPIE-WAE 91 KLECPEDWHSHQDKECFHYSQAPNTWNKSLADCGGEGATLLLIQDOQEEIRFLENITKEGKDES151
YINKRPIBE-5D 91 KLECPEDWHSHOQDKCFHYSQT S ITHKGS LADCGGEGAT LLLYQDOQEELRFLENLTERTISSS151

HLRF1 111 TYLCQSEWLKYQGKCYWF SHEME SWSDSYVYYCLERKESHLLITHDQLEMAF TQENLEQ-TLHY17 0
10 ?0 ?0 }00 }10 }20
rolrb-WAG 136 YWIGLHRES SEHPWKWTDNTQYN-YSLSTRGYER-—-YAYLNDIGISSARYYADKRWSCSR192
mClrg 148 CWIGLHRES SEHPWKWTHHNTEYN-HMHP ILGY¥GR-—-YAYLSSDRISSSRSYINRMWICSKZ204
ALLTI 131 HHIGLSREQG-QPWEWINGTEWT -EQFP ILGAGE - - -CAYLNDEGAS SBRMYTERKWICSKlB 6
ATICL 91 HHIGLEMAEN -RTGOWYDGATFT -KSFGMERGSEG - —-CAYLSDDGAATARCYTERKWICBRK146
hCDES 141 HWVGLEKKEPG-HPWKWSHGKEFN-HWFHYTGSDK-—-CYFLEKNTEVS SMECEKNLYWICHK196
mMIER-P1A 152 FWIGLRYTLPDMNWKWINGSTLNSDYLEITGDTENDSCAATSGDKYTFESCHNSDNRWICQKE21?2
mifER-FP1C 152 FWIGLRFTLPDMNWKWINGT TFNSDYLKITGYTENGSCASTLGDKYTPESCASDHEWICQKZ212

YNERPIE-WAG 152 FWIGLNYTLPDENWEWINS STLNSDYLSIFGDTKQHNSCAS ISQDEYLSESCDSDNIWICQKEZ212
YWKRPIBE-5D 152 FWRIGLSYTLSDEKWEWINGSTLNSDALNITGDTEKDSCASYSQDKYLSESCDSDNIWICQK212
HLRF1 171 YWIGLHNFTSLEMTWIWYDGSP IDSKIFF IKGPAKENSCARATKESKTIFSETCSSYFEWICQY231

Obr. 16: Porovnanim primarnich sekvenci homolognich C-letinovych receptori NK-bunék. Na obrazku je
zobrazeno sekvenéni porovnani lektinovych domén receptort NK-bun¢k. Je patrné, Ze lze vyjma receptorti
rClrb-WAG, mClrg a LLT1 v lektinové doméné nalézt 6 cysteinti na konzervovanych pozicich v primarni
sekvenci téchto receptord. Sekvence receptoru LLT1 je podbarvena raZové. Cysteiny jsou podbarveny zelené.
Histidin 176 v primarni sekvenci receptoru LLT1 je podbarven fialové. Pismena: h (human), m (mouse) a r (rat)

oznacuji ptivod danych receptorti; WAG a SD - oznaceni kment potkana [28].
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V dalsi fazi této prace jsem se snazil vyfesit problém sbalovani konstruktu L2 pfi
expresi v savcich HEK293 buiikach. Z vysledki mapovani disulfidickych vazeb vyplynulo,
ze neparovy cystein 163 nejspise interferuje pii tvorbé predikované nebo asponi jednotné
disulfidové konfigurace. Porovndnim primarnich sekvenci homolognich C-letinovych
receptori NK-bun¢k lze ukazat, ze lektinova doména téchto receptorti obsahuje na Sesti
konzervovanych pozicich cysteiny (viz. Obr. 16, str. 54). Vyjimkou jsou napf. receptory
rClrb-WAG a mClrg, které ve své primarni sekvenci postradaji dva z konzervovanych
cysteind. Zvlastni vyjimkou je pak receptor LLT1, ktery ve své primarni sekvenci postrada
pouze jeden z konzervovanych cysteini — a to na pozici 176, kde je namisto cysteinu
histidin.

Na zaklad¢ této sekvencni analyzy jsem se rozhodl pokusit se zamezit interferenci
neparového cysteinu 163 pii sbalovani proteinového konstruktu jednak jeho nahrazenim za
serin anebo obnovenim zapojeni cysteinu 163 do disulfidické vazby nahrazenim histidinu
v pozici 176 za cystein. Cilena mutageneze zminénych aminokyselin byla provedena
metodou PCR s prodluzovanim piesahujicich Gsekli podle postupu uvedeném v odstavci
5.1.12.

Pro zaménu cysteinu 163 za serin byl v prvni PCR amplifikovan jednak tisek mezi
piimym primerem konstruktu L2 Q72 FW a navrzenym reverznim mutacnim primerem
L2 C163S REV a také tUsek mezi navrzenym piimym mutacnim primerem
L2 C163S _FW a reverznim primerem konstruktu L2 V191 REV. Jako templat byla uzita
plasmidova DNA pTT28 L2. Sekvence vSech uzitych primerd jsou uvedeny v odstavci
4.6. Tyto amplifikované Gseky byly po preciSténi pomoci agarosové elektroforézy spojeny
ve druhé PCR a amplifikovany pomoci pfimého a reverzniho primeru konstruktu L2
(viz Obr. 17, str. 56). Ziskany mutovany inzert L2 C163S byl upraven pomoci enzymu
Agel a Kpnl a pomoci T4 DNA ligasy vnesen do linearizované¢ho vektoru pTT28. Touto
smesi byly poté metodou tepelného Soku transformovany bakterie E. coli DH5a, které byly
posléze vysety na misku s LB agarem obsahujicim ampicilin.V pfipadé¢ zdmény
histidinu 176 za cystein bylo postupovano analogicky, jako muta¢ni primery byly uzity
L2 H176C FW alL2 H176C REV.

Na miskach vyrostly desitky kolonii, selekce byla provedena se tfemi vybranymi
koloniemi z kazdé misky pomoci PCR zkolonii podle postupu v odstavei 5.1.7.
s dvoutietinovou uspésnosti. Po jednom pozitivnim klonu pTT28 L2 C163S

apTT28 L2 H176C bylo uzito pro nizkoobjemovou piipravu plasmidové DNA podle
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postupu v odstavci 5.1.8. Pfipravena plasmidova DNA byla pteddna Laboratori sekvenace
DNA na sekvenaci. Ziskana nukleotidova sekvence inzertu byla porovnavéana se zndmou
nukleotidovou sekvenci receptoru LLT1 v databazi GenBank a potvrdila spravnost

sekvence inzertu s ptitomnou cilenou mutaci (viz. Obr. 18, str. 57).

A M C163S C163S H176C H176C
1 2 1 2

B L2 C163S L2 H176C

Obr. 17: PCR s prodluZovanim piesahujicich useki. Panel A ukazuje fotografii agarosové elektroforézy
produktd prvni PCR. Draha M obsahuje standard v bp. Dubletni drahy C163S 1 a 2 obsahuji amplifikované
fragmenty se zavedenou mutaci (C163S) a piekryvajicimi se useky — predpokladana velikost fragmentu
C163S 1 je 299 bp, C163S 2 pak 110 bp. Analogicky je tomu pro drahy H176C 1 a 2, ve kterych je
predpokladana velikost amplifikovaného fragmentu DNA 338 bp resp. 71 bp. Panel B ukazuje fotografii
agarosové elektroforézy produkti druhé PCR. Draha M obsahuje standard v bp. Kvartet drah L2_C163S a
L2_H176C obsahuje amplifikované spojené fragmenty prvni PCR ocekavané velikosti 384 bp.

Nésledovala velkoobjemovéa ptiprava expresnich vektori pTT28 L2 C163S
apTT28 L2 HI176C podle postupu uvedeném v odstavci 5.1.10. Cistota a mnoZstvi
piipravené plasmidové DNA byla urena méfenim absorbance pii vinové délce 260 nm

a 280 nm, vysledky jsou shrnuty v Tab. 2, str. 57.
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Tab. 2: Vysledek velkoobjemové pripravy expresnich vektori s mutovanym konstruktem L2.

Vzorek Aseo Asgy ¢ [ng/nl] Aje0/ Az
pTT28 L2 C163S 0,269 0,150 4,04 1,79
pTT28 L2 H176C 0,292 0,160 4,38 1,83

V priibéhu této prace bylo kvili spotiebé plasmidové DNA nutno velkoobjemou
ptipravu expresniho vektoru pTT28 L2 H176C opakovat. Vysledky dalSich takovych

ptiprav byly velmi podobné vysledku uvedenému v Tab. 2.
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Obr. 18: Sekvenacni ovéfeni mutovanych inzerti. Panel A ukazuje GspéSné ovéteni zavedeni cilené
mutace C163S zaménou guaninu za cytosin v kodonu TGT (Cys) => TCT (Ser). Panel B ukazuje Gispésné
ovéteni zavedeni cilené mutace H176C zaménou nukleotidit v kodonu CAC (His) => TGC (Cys). Spodni
¢ast obrazkt ukazuje pribéh sekvenaéniho chromatogramu piimého fetézce od 5° konce ke 3 konci. Horni
¢ast obrazku ukazuje prubéh stejného sekvenaéniho chromatogramu zaznamem nukleotidové sekvence a jeho
preklad do priméarni aminokyselinové sekvence ve spravném ctecim ramci. Kodony obsahujici mutaci jsou

zvyraznény oranZovym obdélnikem. Obrazky byly vytvofeny pomoci programu Chromas V 1.45.
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6.7. Priprava mutovanych forem receptoru LLT1

Produkce mutovanych konstrukti L2 C163S a L2 H176C byla provedena stejné
jako v pfipadé¢ konstruktu L2 (viz. 6.4.). Produkce probé¢hla v bunkdch HEK293-6E
(400 ml, pocateéni hustota 1.10°ml"), médium bylo sklizeno 6 dni po transfekci
a pfipraveny rekombinantni protein byl purifikovan nejprve chelatacni a nasledné gelovou

permeacni chromatografii podle vyse popsanych standardnich postupii.
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Obr. 19: Porovnani gelové permeacni chromatografie nemutovaného a mutovanych konstrukti L2.

Srovnani chromatogramti pfirozené¢ho konstruktu L2 (eranZové), mutovaného konstruktu L2 C163S (zelené€)
a mutované¢ho konstruktu L2 H176C (modfe). Je patrné, Ze konstrukt L2 C163S se nepodafilo piipravit.
Konstrukt L2 H176C naopak svym vytézkem a homogenitou piesahl pfirozeny konstrukt L2, na jehoz
chromatografickém zdznamu je patrna pfitomnost agregati. Chromatografie probihala na kolon¢ Superdex 200

10/300 GL a jeji prubéh byl monitorovan méfenim absorbance pti 280 nm.

Chromatogram na Obr. 19 ukazuje porovnani vysledkii posledniho purifika¢niho
kroku pfipravenych mutovanych konstruktd L2 C163S a L2 H176C a pfirozené¢ho
konstruktu L2. Tento vysledek ukazuje, Ze pokus o zamezeni interference neparového

cysteinu 163 pii sbalovani proteinového konstruktu jeho nahrazenim za serin dopadl
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neptiznivé. Vysledny vytézek konstruktu L2 C163S je prakticky zanedbatelny. Z toho
muzeme usuzovat, ze cystein na pozici 163 ma v celém konstruktu strukturné stabilizacni
roli, ajeho zdménou za serin je mutovany konstrukt L2 C163S destabilizovan
a degradovan uvniti bunék jeste pred vlastni sekreci do média.

Vysledek produkce mutovaného konstruktu L2 HI176C naopak naznacuje,
ze ,,navraceni® Sestého cysteinu do C-lektinové domény ma za nasledek jeji celkovou
stabilizaci. Finalni produkt vypad4d na chromatogramu homogenné, nebyly zaznamenany
agregované castice jako v pfipadé piirozeného konstruktu L[2. Vytézek produkce
konstruktu L2 H176C se standardné pohyboval kolem 3 mg/l produkce, coz je zhruba
Sestinasobny nartst oproti vytézku ptirozeného konstruktu L2 (cca 0,5 mg/l). Nasledna
elektroforetickd separace Ctyf nasbiranych frakci pokryvajicich hlavni vrchol gelové
chromatografie konstruktu L2 H176C ukézala, Ze preparat o piedpokladané velikosti
se nachazi ve vSech zminénych frakcich ve dvou formach (viz. Obr. 20). Pravdépodobné
sejedna o dvé razné glykoformy konstruktu L2 H176C, coz potvrdila SDS-PAGE
deglykosylovaného proteinu. Frakce byly proto spojeny a zakoncentrovany pro dalsi

analyzu.

32 "Q'?iﬂfe :

Obr. 20: 15% SDS-PAGE frakei gelové permeacni chromatografie L2 _H176C. Fotografie
elektroforetické analyzy ¢tyt frakci z gelové permeacni chromatografie konstruktu L2 H176C. Je patrné, zZe
ve vsech frakcich se nachazi pouze konstrukt L2 H176C (teoreticka hmotnost proteinu je 16 kDa, ta je vSak
dale zvysena glykosylaci - 2 predikovana N-glykosylaéni mista), pficemz se vyskytuje ve dvou riznych
elektroforeticky separovanych formach. Pravdépodobné se jedna o dvé rizné glykoformy téhoz proteinu.
Vzorky v drahach jsou oznaceny Cislem dané frakce a rozliSeny na neredukujici (N) a redukujici (R) ¢ast;

draha M obsahuje proteinovy standard v kDa.
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Kvuli spotfebé materidlu bylo nutno béhem této prace produkci konstruktu
L2 H176C opakovat. VSechny produkce a purifikace probihaly podle postupii popsanych
v odstavcich 5.2. a 5.3. v bunéénych liniich HEK293-6E, HEK293T nebo HEK293S.
Pro krystaliza¢ni ucely bylo také nutno deglykosylovat ¢ast preparadtu pomoci enzymu
Endo H;. Nasledujici chromatogram (viz. Obr. 21) ukazuje porovnani mezi produkci
konstruktu v buné¢né linii HEK293-6E s pfirozenou komplexni glykosylaci, HEK293S
s homogenni glykosylaci jednoduchého manosového typu a deglykosylovanym
konstruktem L2 H176C. Je patrné, ze s vysSim stupném omezeni glykosylace klesa
hydrodynamicky polomér castice konstruktu L2 HI176C aretencni objem na koloné

Superdex 200 10/300 GL roste.
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Obr. 21: Porovnani riznych glykosyla¢nich stavi konstruktu L2 H176C. Graf ukazuje porovnani
chromatogramti gelové permeacni chromatografie na koloné Superdex 200 10/300 GL konstruktu L2 H176C
produkovaném s pfirozenou komplexni glykosylaci v bunééné linii HEK293-6E (modie), s homogenni
glykosylaci v bunééné liniit HEK293S (zelen€) a tentyZ protein deglykosylovany pomoci enzymu Endo Hy

(oranzové). Je patrné, Ze s ubyvajici komplexnosti glykosylace se retencni objem zvysuje.

60



6.8. Mapovani disulfidickych vazeb mutované formy L2 H176C

Seznam vSech identifikovanych a priiazenych hodnot m/z je uveden v piiloze 10.1.

Pro objasnéni disulfidové konfigurace uspésné produkovaného konstruktu
L2 H176C s ptidanym cysteinem bylo analogicky jako v pfipadé ptirozeného konstruktu
L2 uzito hmotnostni spektrometrie. Postup prace je popsan v odstavci 5.4.4.

Preparat konstruktu L2 H176C byl elektroforeticky separovan a vyfiznuté casti
gelu byly Stépeny enzymy trypsinem nebo AspN. Deglykosylovand, odsolena
a nabohacena frakce peptidii pak byla zmétena v systému LC-MS s FT-ICR detektorem.
Pii Stépeni trypsinem bylo dosazeno 96% pokryti primarni sekvence identifikovanymi
peptidy, pii Stépeni AspN pak 100% pokryti. Shrnujici vysledkovy graf
(viz. Obr. 22, str. 62) ukazuje na homogenni disulfidickou konfiguraci konstruktu
L2 H176C, ktera je ve shod¢ s predpokladem na zékladé porovnani s jiz vyfeSenymi
strukturami homolognich receptord hCD69 a mClrg:

= Cys75-Cys 86
= Cys103-Cys 184
= Cys 163 —Cys 176.

Tento vysledek potvrzuje, ze zaména histidinu na pozici 176 za cystein obnovila
disulfidické spojeni s cysteinem 163, ¢imz byla stabilizovana lektinova doména a celkovée
byly odstranény problémy zpusobujici vyraznou nehomogenitu produkovaného konstruktu
receptoru LLT1.

Vysledky hmotnostné spektrometrické analyzy konstruktu L2 H176C také
potvrdily vysledek ptedeslé analyzy ptirozené¢ho konstruktu L2 v tom smyslu, Ze obé

predikovana N-glykosylacni mista — Asn 95 a Asn 147 jsou skute¢né glykosylovana.
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Obr. 22: Vysledky mapovani disulfidickych vazeb v konstruktu L2 _H176C. Panel A — Graf zobrazujici
relativni porovnani souctu intenzit signald identifikovanych disulfidicky spojenych tryptickych §tépa. 100%
odpovida souctu vSech indentifikovanych cystickych peptidi. Do souctu byly zahrnuty disulfidicky spojené
peptidy identifikované s chybou mens$i 3 ppm. Disulfidicka konfigurace, ktera je ve shodé s predikci je
zvyraznéna zelenym obdélnikem. Panel B — Diagram znazoriujici pokryti primarni sekvence
identifikovanymi peptidy. Zde zobrazeny diagram ukazuje 96% pokryti pii $t€peni konstruktu L2 H176C

trypsinem. Zelené jsou zobrazeny peptidy identifikované s chybou mensi 3 ppm.
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6.9. Analyticka ultracentrifugace

Analyzu vzorkli pomoci analytické ultracentrifugy ProteomeLab XIL-I metodami
sedimentacni rychlosti a sedimentacni rovnovahy a vyhodnoceni vysledkti provedl
RNDr. Ondiej Vanék, PhD.

Analyza pfirozen¢ glykosylovaného vzorku L2 H176C metodou sedimentaéni
rychlosti pti koncentraci 0,2 mg/ml provedena podle postupu popsaném v odstavci 5.4.3.2.
ukazala, Ze se protein pii této koncentraci v roztoku vyskytuje pfevazné ve formé
se sedimentacnim koeficientem 3,14 S odpovidajici nekovalentnimu dimeru a v minoritni

formé se sedimenta¢nim koeficientem 2,43 S odpovidajici monomeru.

0,12

0,2 mg/ml
0,104 |——0,02 mg/ml

0,08

0

~ 0,06
0,04

0,02

0,00 o /\

sed. koeficient [S]
Obr. 23: Metoda sedimentacni rychlosti - srovnani distribuce sedimentacniho koeficientu. Graf
ukazuje distribuci sedimentacniho koeficientu pfi analyze pfirozené glykosylovaného vzorku L2 H176C
metodou sedimentacni rychlosti pii dvou rtznych koncentracich proteinu — 0,2 mg/ml (oranZové)

a 0,02 mg/ml (modi‘e)

Pokus provedeny s 10x zfedénym vzorkem ukézal, Ze v této nizsi koncentraci nelze
rozliSit sedimentacni koeficient jednotlivych forem monomeru a nekovalentniho dimeru,

tento systém se patrné jiz dostavad do oblasti rovnovéhy obou forem s ,,rovnovaznym*
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sedimentacnim koeficientem 2,87. Obr. 23 na str. 63 ukazuje porovnani distribuce
sedimentac¢niho koeficientu v obou zminénych pokusech.

Pro studium vlivu glykosylace na tvorbu nekovalentniho dimeru konstruktu
L2 H176C byl podle odstavce 5.4.3.1. proveden sedimentacné rovnovazny experiment
s proteinem produkovanym v bunééné linii HEK293S (homogenni glykosylace)
a s proteinem deglykosylovanym pomoci Endo Hy. U proteinu s homogenni glykosylaci
byla uréena hmotnost 35494 Da + cca 500 Da, coz dobfe odpovid4 o¢ekavané hmotnosti
dimeru: 2x 15661 Da (= 31334 Da) + 2x 2 obsazenéd mista N-glykosylace HEK293S typu
(-GlecNAc,-Mans po 1217 Da) => 36191 Da, bez nadznaku pfitomnosti monomerni formy
proteinu. Pro deglykosylovanou formu proteinu byla ur¢ena hmotnost 32366 Da + cca 500
Da, coz opét dobie odpovidd ofekdvané hmotnosti dimeru deglykosylovaného Endo Hy
(32135 Da), bez naznaku pfitomnosti monomeru. Sedimentacni profil deglykosylované
formy je na Obr. 24.
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Obr. 24: Sedimentaéni profil deglykosylované formy L2 H176C. Roztok proteinu o koncentraci
0,09 mg/ml byl centrifugovan pii 12-15-18-21-24-27-30000 ot./min a jeho sedimentace sledovana pfi
280 nm jako zavislost absorbance na poloméru otaceni v rovnovaze pro dané otacky. Spodni ¢ast grafu

ukazuje na kvalitu modelu rovnovazné sedimentace vyjadienou odchylkou modelu od namétenych dat.
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6.10. Krystalizace mutované formy L2 H176C
Pokusy o krystalizaci konstruktu L2 H176C zapocaly v dubnu 2011 moji ucasti

na kurzu ,,Mammalian Expression Technologies® pofddaném evropskou infrastrukturou
P-CUBE v Henry Wellcome Building for Genomic Medicine, University of Oxford, UK.
Nejprve zde byla uspésné provedena produkce a purifikace konstruktu L2 H176C
ve vytézku priblizné 3 mg. Produkce probéhla v bunééné linii HEK293T [83] v pfitomnosti
kifunensinu (inhibitor o-manosidasy I), diky kterému maji produkované proteiny
zjednoduSenou vysoce manosovou glykosylaci. Purifikace prob¢hla standardnim zptisobem
popsanym Vv této praci. Pro gelovou permeacni chromatografii byl pouzit pufr o slozeni
10 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7,5. Frakce po gelové permeacni chromatografii
ovéten¢ SDS-PAGE byly spojeny a zakoncentrovany na 9,8 mg/ml. Polovina tohoto
koncentratu byla deglykosylovana ptfidavkem enzymu Endo H¢ [49] v hmotnostnim
poméru 1:200. S témito preparaty bylo podle postupu v odstavci 5.5.1. pfipraveno
672 sedicich 200 nl krystalizacnich kapek na sedmi 96ti jamkovych krystaliza¢nich
destickach (viz. Tab. 3). Jelikoz se jednalo o prvni krystaliza¢ni pokusy s timto proteinem,
byly jako krystaliza¢ni podminky uzity komerc¢ni optimaliza¢ni sady pro krystalizaci.
Vyvoj krystalizacnich experimenti mohl byt diky pravidelnému automatizovanému

fotografovani sledovan prostfednictvim internetu.

Tab. 3: Krystalizace konstruktu L2_H176C v Oxfordu I. Preparat byl modifikovan produkei v prostredi
kifunensinu nebo deglykosylovan pomoci enzymu Endo Hy, vysledna koncentrace preparatu byla 9,8 mg/ml

v pufru o slozeni 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7,5.

Stav glykosylace Sada pro krystalizaci
Crystal Screen HT
M * - ki . PEG/ION HT
anosova - Kiunensi Grid Screen PEG 6000
Index HT

Crystal Screen HT
Emerald Wizard Classic 1 a 2
Index HT
SaltRx HT

Deglykosylovano — Endo H¢ 1:200

Zhruba po jednom meésici naznaCoval vyvoj krystalizanich experimentl vétsi
nadéji ke krystalizovatelnosti preparatu s jednoduchou glykosylaci oSetfenou produkci

v prostiedi kifunensinu. Podminky ve kterych se objevoval mikrokrystalicky precipitat

65



(viz. Tab. 4) jsem se pokousel v Laboratori strukturni biologie, UOCHB, AV CR, v.v.i.
optimalizovat z hlediska koncentrace srdzedla, pH a ptfidané soli podle postupu popsaném
v odstavci 5.5.2. Pro tuto optimalizaci jsem pouzival jednak zbytek produktu z vySe
uvedeného kurzu (L2 H176C s vysoce manosovou glykosylaci, 9,8 mg/ml, 10 mM
HEPES, 150 mM NaCl, pH 7,5) a také protein L2 H176C s homogenni jednoduchou
glykosylaci produkovany v bunééné linii 293S (déle jen L2 H176C S), zakoncentrovany
na 13,8 mg/ml v pufru o sloZzeni 10 mM HEPES, 150 mM NacCl, 10 mM NaNjs pH 7,5.
Vyvoj krystalizacnich experimentil této optimalizace koncil nejlépe jako mikrokrystalicky

precipitat a nevedl k pouzitelnym proteinovym monokrystaltim.

Tab. 4: Krystaliza¢ni podminky, v nichZ se mésic od nasazeni objevoval mikrokrystalicky precipitat.
Uzity protein — L2 H176C s vysoce manosovou glykosylaci (kifunensin); vysledna koncentrace preparatu

byla 9,8 mg/ml v pufru o slozeni 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7,5.

Srazedlo Sul Pufr
25% PEG 3350 0,2 M NH4Ac 0,1 M HEPES, pH 7,5
25% PEG 3350 0,2 M MgCl, 0,1 M HEPES, pH 7,5
20% PEG 3350 0,2 M MgCl,
20% PEG 3350 0,2 M KCI
25% PEG 3350 0,2 M Na,HPO,

Béhem této doby byl v Laboratori strukturni biologie s proteinem L2 H176C_S
proveden také krystalizani experiment s komer¢ni sadou pro krystalizaci JCSG+ Suite
(QIAGEN, Némecko) podle postupu uveden v odstavci 5.5.1. V jedné z krystaliza¢nich
podminek tohoto pokusu byl po 14 dnech pozorovan rlst monokrystald, jez se
v polarizovaném svétle jevily barevné, coz obvykle odpovida krystallim proteinti, narozdil
od krystalu soli, které se vétSinou v polarizovaném svétle jevi jen jako bezbarvé (viz. Obr.

25, str. 67). Podminka méla toto slozeni:
= 40% PEG 300, 0,1 M citronan-fosfatovy pufr, pH 4,2.

Podle postupu uvedeném v odstavci 5.5.3. bylo pod dohledem Ing. Jana Dohnalka,
PhD. vyloveno a bez kryoprotekce zmrazeno v tekutém dusiku nékolik krystal o velikosti
zhruba 150 pm. Krystaly byly pfirostlé k podkladu, od kterého musely byt odfiznuty.
Nasledné byly pod dohledem Ing. Jan Dohnalka, PhD. otestovany na proteinovou difrakci
v Laboratori rentgenové difrakce na monokrystalech na mistnim difraktometru. Tento

pokus potvrdil, Ze se jedna o krystaly proteinu, difrakce v§ak byla detekovéna jen do 4 A.
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Obr. 25: Prvni pozorované monokrystaly konstruktu L2 H176C receptoru LLT1. Tyto krystaly
vyrostly po zhruba 14 dnech ze smési proteinu L2 H176C o koncentraci 13,8 mg/ml v pufru o slozeni
10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 10 mM NaN; pH 7,5 a podminky z komer¢ni sady pro krystalizaci JCSG+
Suite (Hampton Research, USA) o slozeni 40% PEG 300, 0,1 M citronan-fosfatovy pufr, pH 4,2. Snimek

je potizen v polarizovaném svétle. Métitko znazornuje vzdalenost 100 um.

Rast téchto krystald byl ve stejné podmince reprodukovan s rezervoarem
pfipravenym z chemikalii dostupnych v laboratofi (viz. 4.2). ProtoZe krystaly mély
v pokusech typu sedici kapka stale tendenci pfirtistat k podkladu, pokousel jsem
se reprodukovat tento pokus také v kapkach visicich. V obou typech krystaliza¢nich
pokusi se zarodky krystalii zacaly objevovat nejdiive po jednom tydnu a svou velikost
zvétSovaly piiblizné jeden mésic od nasazeni kapky (viz. Obr. 26, str. 68). Nejvétsi
(az 450 um) a nejkvalitngj$i krystaly byly stejné jako v ptfedeslém piipadé¢ vyloveny
z kapek a mrazeny bez kryoprotektantu v kapalném dusiku. Nésledné testovani krystalt
na difraktometru BTU, AV CR, v.v.i. pod dohledem Ing. Jana Dohnalka, PhD. poskytlo
proteinovou difrakci detekovanou do 3,5 A.

Difrakci krystald jsem méfil béhem 24.-25. 11. 2011 na zdroji synchrotronového
zateni BESSY II v Berling, experimentalni podminky jsou popsany v odstavci 5.5.5. Prace
probihala pod dohledem Ing. Jana Dohnélka, PhD. Vysledkem byly tfi kompletni soubory
difrakénich dat zméfené na dvou krystalech s nejsilnéjsi difrakci detekovatelnou az do

rozliseni 2,8 A (viz. Obr. 26, str. 68).
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Obr. 26: Krystaly konstruktu L2_H176C s homogenni glykosylaci a jejich difrakce. Fotografie sedici
(Panel A) a visici (Panel B) kapky s krystaly proteinu L2 H176C. Fotografie byly pofizeny v polarizovaném
svétle. Metitko znazoruje vzdalenost 200 um. Panel C ukazuje jednu z pofizenych difrakénich fotografii
téchto krystald zpracovanou v programu HKL [84]. Soustfedné kruZnice ohrani¢uji oblast difrakéniho
rozlieni v A. Zlutd a zelena koletka oznaluji Gplné nebo &aste¢né skvrny vramci celého souboru

difrakénich dat v souladu se zvolenou prostorovou grupou symetrie.
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Prestoze jsme v této fazi prace ziskali kvalitni difrakéni data konstruktu L2 H176C,
spekulovali jsme, Ze hlavnim faktorem tlumicim rentgenovou difrakci je pfitomnost
glykosylace. Tento fakt je Castym jevem v rentgenové krystalografii, i kdyZ samoziejmé
vzdy zalezi na usporadani oligosacharidu v krystalové mfizi. Proto jsem jesté v listopadu
2011 wvyuzil mezinarodniho piistupu (,,Trans-national access*) udé€leného evropskou
infrastrukturou P-CUBE, diky kterému jsem se mohl vratit do Henry Wellcome Building
for Genomic Medicine, University of Oxford, UK, pro nasazeni komer¢nich
optimalizacnich sad pro krystalizaci s deglykosylovanym konstruktem L2 H176C.

K preparatu L2 H176C S produkovaném v domadci laboratoti (1,8 mg proteinu
v 50 ul pufru 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 10 mM NaNs, pH 7,5) byly pfidany 2 g
enzymu Endo Hf. Smés byla ponechina inkubovat na ledu pfes noc (zhruba 20 hod).
Protoze se ve smési objevil jemny precipitat, bylo pfidano 50 pul 1 M roztoku L-argininu,
diky ¢emuz se precipitat rozpustil. Roztok byl dale vyfedén 25 ul ddH,O na kone¢nou
koncentraci 13,5 mg/ml. S takto pfipravenym roztokem konstruktu L2 H176C S bylo dle
postupu v odstavci 5.5.1. ptipraveno 576 sedicich 200 nl krystaliza¢nich kapek na sedmi
96ti jamkovych krystaliza¢nich destickach, pouzité¢ sady pro krystalizaci jsou uvedeny
v Tab. 5. Zhruba po dvaceti dnech se zacaly v podmince sady Index:

= 2 M (NH4);SO4, 0,1 M citrat sodny, pH 3,5

objevovat krystaly tvaru pravidelnych Sestithelnika (viz. Obr. 27, str. 70). Dr. Karl
Harlos krystaly zmrazil v tekutém dusiku s kryoprotekei 25% glycerolem. Dale proved]
11.03. 2012 stémito krystaly méfeni rentgenové difrakce na zdroji synchrotronového
zateni Diamond light source, UK. Celkem pofidil dva kompletni soubory difrakénich

fotografii s maximalni rozligenim 2,05 A (viz. Obr. 27, str. 70).

Tab. 5: Krystalizace deglykosylovaného konstruktu L2 H176C_S v Oxfordu II. Protein byl modifikovan
produkei v bunééné linii HEK293S a deglykosylovan pomoci enzymu Endo Hy, vysledna koncentrace

preparatu byla 13,5 mg/ml v pufru o slozeni 400 mM L-arginin, 4 mM HEPES, 120 mM NaCl, 4 mM NaNj.

Stav glykosylace Sada pro krystalizaci

Index HT
Crystal Screen HT
PEG/ION HT
Grid Screen PEG 6000
PACTpremier
PEGRx HT

Deglykosylovano — Endo H¢ 1:900
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Obr. 27: Krystaly deglykosylovaného konstruktu L2 _H176C_S a jejich difrakce. Fotografie krystalu v
sedici kapce (Panel A) a vyloveného tlomku (Panel B), na kterém byla métena difrakéni data — éerveny kiiz
ukazuje misto do kterého byl zamifen rentgenovy paprsek. Panel C ukazuje jednu z pofizenych difrakénich
fotografii téchto krystali zpracovanou v programu HKL [84]. Soustiedné kruznice ohranicuji oblast
difrakéniho rozligeni v A. Zlutd a zelena koledka oznaluji uplné nebo &asteéné skvrny vramci celého
souboru difrakénich dat v souladu se zvolenou prostorovou grupou symetrie. Cervena kolecka oznacuji

piekryvajici se nebo pfilis intenzivni difrakéni skvrny v tomto modelu.
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6.11. ReSeni struktury receptoru LLT1

VsSechna ziskana difrakéni data zpracovavala a prostorové modely vytvarela
a rafinovala RNDr. Tereza Skalova, PhD., Laborator strukturni analyzy biomakromolekul,
UMCH AV CR, v.vii. Fazovy problém byl vyfesen metodou molekularniho nahrazeni
s pomoci jiz vyieSené struktury ptibuzného mysiho receptoru Clrg [80].

V pfipad¢ difrakénich dat ziskanych z krystali konstruktu L2 HI176C S
s homogenni glykosylaci se ukazalo, ze se jedna o smésnou difrakci dvou krystalovych
miizek. Data se pfesto podafilo separovat. Tyto krystaly patii do hexagonalniho systému
s prostorovou grupou symetrie P63 V asymetrické jednotce téchto krystali se nachazi
nekovalentni dimer konstruktu L2 H176C. Prostorovy model vytvofeny na zakladé

uptfesnénych map elektronovych hustot je na Obr. 28.

CYs:163

4

CYS-10

CYS:75C

Obr. 28: Krystalograficky model struktury LLT1 I. Model byl vytvofen na zéklad¢ difrakénich dat
krystalti konstruktu L2 H176C_S s homogenni glykosylaci RNDr. Terezou Skéalovou, PhD. Obrazek ukazuje
asymetrickou jednotku krystalu — nekovalentni dimer. V obou podjednotkach jsou disulfidickd spojeni
vybarvena Zluté€ a znazornéna kulickovym modelem. U podjednotky vpravo jsou pak oznaceny konkrétni
cysticka spojeni (Cys75 — Cys86; Cys103 — Cys184; Cys163 — Cys176). Podjednotka vlevo je pak vybarvena
podle prvka sekundarnich struktur — svétle modi‘e a-helixy a fialové B-skladané listy. Obrazek byl vytvoten
v programu PyMOL 1.5.0.3 [85].
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Difrakéni data ziskand z krystali deglykosylovaného konstruktu L2 H176C S
ukdzala, Ze tyto krystaly patfi do trigondlniho systému s prostorovou grupou symetrie
P3,21 V asymetrické jednotce téchto krystalii se pfitom nachazi monomer konstruktu
L2 H176C. Prostorovy model vytvoifeny na zakladé¢ upfesnénych map elektronovych
hustot je na Obr. 29.

«CYS-103

Obr. 29: Krystalograficky model struktury LLT1 II. Model byl vytvofen na zaklad¢ difrak¢nich dat
krystalt deglykosylovaného konstruktu L2 H176C S RNDr. Terezou Skalovou, PhD. Obrazek ukazuje
asymetrickou jednotku krystalu — monomer. Disulfidickd spojeni jsou znazornéna Zluté kulickovym
modelem a participujici cysteiny jsou oznaceny (Cys75 — Cys86; Cysl03 — Cys184; Cys163 — Cysl176).
Obrazek byl vytvoren v programu PyMOL 1.5.0.3 [85].
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7. Diskuse

StéZejnim cilem této prace bylo rekombinantni expresi pfipravit rozpustnou formu
lidského receptoru LLT1. Metodou transientni transfekce lidskych embryondlnich
ledvinnych bunék 293 byla pripravena extracelularni ¢ast tohoto receptoru. Protein ale
z velké Casti agregoval a bliz§i analyza ukézala, ze produkt nema homogenni konfiguraci
disulfidickych miustkt. I kdyz je tento protein lidskymi buiikami béZn¢ vyrabén, je tieba si
uvédomit, Ze pfipravena byla zkracend forma tohoto receptoru, ktera jesté¢ navic zahrnuje
5 cysteind. Navic v transientné transfekovanych builkdch dochazi ke zvysené
nefyziologické turovni produkce tohoto proteinu. Tyto skuteCnosti mohou souviset
s problémy pii sbalovani proteinu vedouci k neocekdvané a nehomogenni disulfidické
konfiguraci. Spatné sbalené proteiny jsou pak nestabilni a agreguji. Podobného vysledku
dosahli i kolegové ze skupiny doktora J. Kamishikirya [29], kdyz pozorovali nestabilitu
aagregaci rozpustné formy receptoru LLT1 ziskaného renaturaci =z bakteridlnich
inkluznich télisek.

Srovnani primarnich sekvenci C-lektinovych receptori NK bunék ukézalo,
ze receptor LLT1 obsahuje ve své C-terminalni doméné neparovy cystein v evoluéné
konzervované pozici — cystein 163. Evolu¢né konzervovana pozice cystického partnera je
ale v primarni sekvenci LLT1 nahrazena histidinem 176. Tento poznatek vedl jednak
k netspéiné piipravé mutované formy receptoru LLT1 nahrazenim cysteinu na pozici 163
za serin a dale k Gspésné piipravé mutované formy nahrazujici histidin na pozici 176
za cystein.

Neuspésna piiprava mutované¢ho proteinu C163S naznacuje strukturné stabilizaéni
roli tohoto cysteinu. V naSem ptipadé piipravy zkracené formy receptoru LLT1 tento
neparovy cystein tvoii preferenéné disulfidicky mistek s cysteinem 184 dale pak
s cysteinem 75. Tim pravdépodobné dochazi k vytvareni metastabilni formy tohoto
receptoru, kterd se ,,aspésn¢‘‘ produkuje. V pripad¢ fyziologicé produkce tohoto receptoru
se domnivam, Ze jistou roli pfi sklddani hraje pfitomnost trasmembranového useku, ktery
muze napiiklad znemoznit odklon N-koncové casti C-termindlni domény a zamezit tak
tvorb¢ disulfidického miistku mezi cysteinem 163 a 184.

Zajimavou je sama piitomnost neparového cysteinu v okoli histidinu. Tato
skute¢nost by mohla u jinych proteini vzbuzovat dojem enzymaticky aktivniho centra, ale

u receptoru LLT1 nebyla zadna enzymatické aktivita dokdzana. Mutovanou formu C163S
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receptoru LLT1 se v savcich buiikach pfipravit nepodafilo, a i tato mutovand forma
pfipravend renaturaci inkluznich télisek ma stejné jako ptirozené LLT1 tendenci agregovat
[29]. Na zaklad¢ téchto fakti mizeme pouze spekulovat, Ze cystein 163 v blizkosti
histidinu 176 ma i bez vytvoteni disulfidického mustku jistou strukturné stabilizacni tlohu,
nelze vyloucit ani moznost koordinace vicemocného iontu.

Pfiprava mutovaného proteinu H176C byla naopak Usp&€$na. Mapovani
disulfidickych mustkii potvrdilo obnoveni disulfidického spojeni mezi cysteiny 163 a 176
a celkovou homogenni konfiguraci disulfidickych mistkl, kterd je v souladu s jiz
vyfeSenymi strukturami evoluéné¢ ptibuznych C-lektinovych receptori NK bunék
(napf. lidsky receptor CD69 nebo mysi Clrg). Celkové zvysSeni vytézku dale napovida, ze
obnoveni tretiho disulfidu stabilizovalo lektinovou doménu a byly tak odstranény
problémy pfi skladani proteinu v buiikach. Disulfidickd spojeni zmapovand hmotnostni
spektrometrii jsou pak potvrzena krystalografickymi strukturami glykosylované
1 deglykosylované formy mutované¢ho LLT1 (viz. Obr. 28 a 29, str. 71 a 72).

Podobnych vysledkti opét dosahli kolegové ze skupiny doktora J. Kamishikirya,
kdyz pozorovali nestabilitu a agregaci mutované formy C163S a naopak zvySenou stabilitu
mutované formy H176C. Pti studiu téchto mutantti pomoci CD spektroskopie také ukazali,
ze zaména histidinu na pozici 176 za cystein nema v porovnani s prirozenou formou LLT]I
zasadni vliv na zastoupeni prvkil sekundarnich struktur. A déale metodou povrchové
plazmonové rezonance ukazali, Ze mutovana forma receptoru LLT1 H176C rozpoznava
svij fyziologicky ligand NKRP1 bez zasadniho ovlivnéni K4 komplexu [29]. Z téchto
divodi nebyly strukturni dopady cilené mutageneze v této praci dale ovérovany.

Lidsky receptor LLT1 by mél vytvaret kovalentni dimer pomoci jednoho nebo obou
cysteinl v tzv. dimeriza¢nim krcku. JelikoZ pfipravena zkracend forma tohoto receptoru
neobsahuje dalsi volny cystein, nemtize kovalentni dimer utvaret. Vysledky sedimentacni
analyzy pomoci analytické ultracentrifugace ale ukazuji, Zze v roztoku se tato zkracena
forma receptoru vyskytuje v rovnovaze nekovaleniho dimeru a monomeru. Vysledky
ze sedimentacni rovnovahy dale ukazuji, Ze na tvorbu nekovalentniho dimeru nema vliv
stupen glykosylace proteinu.

Ptipravend mutovand forma receptoru LLT1 H176C byla GspéSné vykrystalizovana
a to ve dvou krystalovych formdch sriznym stupném glykosylace. Krystaly
glykosylovaného proteinu poskytovaly slabsi difrakci nez krystaly deglykosylovaného
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proteinu. Tato skuteCnost miize souviset s pfitomnosti respektive nepfitomnosti
oligosacharidd, ale také mize jit o rozdil na trovni krystalové symetrie.

Analyza difrakénich dat poskytla modely struktury rozpustné mutované formy
LLTI. V ptipadé glykosylovaného proteinu se v asymetrické jednotce nachazel
nekovalentni dimer (viz. Obr. 28, str. 74), v ptipad¢ deglykosylované¢ho pak monomer (viz.
Obr. 29, str. 75). Vysledky analytické ultracentrifugace ukazuji, Ze stupen glykosylace
neméd na tvorbu nekovalentniho dimeru v roztoku vliv, proto miZeme usuzovat, ze
oligomerii proteinu ovlivnilo chemické prostfedi krystalizacni podminky. Vyraznym
rozdilem obou podminek je pfitom slozka srazedla — v ptipad¢ deglykosylovaného
proteinu jim byl 2 M (NH4)2S0Ou, v ptipadé glykosylovaného 40% PEG 300.

Dalsi analyza ziskanych modeli struktur ukazuje (viz. Obr. 30, str. 78 a Obr. 31),
ze celkovy pribéh peptidové patete a zastoupeni prvkil sekundarnich struktur jsou podle

oc¢ekavani velice podobné s jedinou vyjimkou. Tu tvofi odlisné vedeni osmndcti-

Obr. 30: Porovnani monomeri LLT1 z jeho dvou krystalovych struktur. Porovnani je provedeno na
zéklad¢€ minimalnich vzdalenosti C, atomd homolognich aminokyselin. Model deglykosylované mutované
formy LLT1 je vybarven modie, glykosylované pak Zluté. Rozdilné vedena smycka (K144 — G161) je u
deglykosylované formy znazornéna zelené, u glykosylované ¢ervené. Schazejici aminokyseliny
(T149 — W151) jsou znazornény prerusovanou carou. Obrazek byl vytvofen v programu PyMOL 1.5.0.3
[85].
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aminokyselinové smycky K144 — G161 odpovidajici tzv. ,,long loop region* oblasti CTLD
(na Obr. 30, str. 75 a Obr. 31 odliSena cervené u glykosylovaného a zelené
u deglykosylovaného proteinu). Navic mapa elektronové hustoty deglykosylovaného
proteinu neposkytuje kompletni informaci o celé této smycce, 3 aminokyseliny
T149 - WI151 vni nejsou patrné (na Obr. 30, str. 75 a Obr. 31 naznaceno zelenou
pteruSovanou carou). To poukazuje na neuspotradanost tohoto Useku v krystalu a naznacuje
to flexibilitu celé smycky obdobné jako v pfipadé mysSiho receptoru NKRPI1A
(viz. Obr. 5a 6, str. 17 a 19).

Srovname-li ziskané krystalové struktury s prostorovym uspotfaddanim piibuznych
proteinu (viz. Obr. 32, str. 77), zjistime, ze pribéh ,,sporné* smycky ve struktufe proteinti
hCD69 a mClrg odpovidd prib&hu smycky v modelu dimerniho glykosylovaného

receptoru LLT1. To mize naznacovat, Ze tato smycka ma jistou konformacni volnost, ale

Obr. 31: Detail smycky K144 — G161 v krystalovych strukturach LLT1. Porovnani modeli
glykosylované a deglykosyované formy LLT1 je provedeno na zékladé minimalnich vzdalenosti C, atomu
homolognich aminokyselin. Model deglykosylované mutované formy LLTl je vybarven modfe,
glykosylované pak Zluté. Rozdilné vedend smycka (K144 — G161) je u deglykosylované formy zndzornéna
zelené, u glykosylované €ervené. Schazejici aminokyseliny (T149 — W151) jsou znazornény pierusovanou

carou. Obrazek byl vytvoren v programu PyMOL 1.5.0.3 [85].
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pii fyziologické interakci s vazebnym partnerem se usporadava do podoby zachycené ve
struktufe glykosylovaného LLTI. Z porovnani je dale patrné, Ze lektinovd doména
receptoru LLT1 je velice podobnd obéma vySe uvedenym receptorim. V monomerni
jednotce nachazime dva o-helixy a dva B-skladané listy. Srovnatelny je také celkovy
prubéh peptidové patefe a dimerizani rozhrani. Neni to vSak az tak ptekvapivé, nebot
vSechny tfi receptory nélezi do stejné CLEC2 rodiny genli v NKC genovém komplexu
(oblast chromozomu sdruZujici geny pro lektinové receptory NK buné¢k [12]).

Skupina doktora J. Kamishikirya také pomoci cilené mutagenze identifikovala
aminokyseliny receptoru LLT1 kli¢ové pro interakci sjeho fyziologickym ligandem
NKRPI1. Tyto miizeme rozd€lit na aminokyseliny pro interakci nezbytné (K169, R175,
R180 a K181) — jejich zdména zcela zrusila tvorbu komplexu, a na aminokyseliny interakci
podporujici (Y165 a N167) — jejich zaména tvorbu komplexu zeslabovala [29]. Obr. 33 na
str. 78 ukazuje, Ze se tyto aminokyseliny skute¢né¢ nachdzeji na piepokladaném
interak¢énim rozhrani receptoru LLT1 — tedy na opacné stran¢ nez by byl transmembranovy
usek, potazmo cytoplazmatickd membrana buniky. Ani jedna ztéchto aminokyselin se

nenachazi v oblasti konformacéné flexibilni smycky (K144 — G161).

Obr. 32: Srovnani krystalovych struktur receptori LLT1, hCD69 a mClrg. Na obrazku jsou porovnany
modely dimerni glykosylované formy LLT1 (zelena), dimerni formy hCD69 (fialova, PDB: 3HUP) a
dimerni formy mClrg (svétle modra, [80] PDB: 3RS1). Porovnani je provedeno na zadkladé¢ minimalizace

vzdalenosti C, atomli homolognich aminokyselin. Obrazek byl vytvoren v programu PyMOL 1.5.0.3 [85].
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LYS-181 :
ARG-180

Obr. 33: Detail vazebného mista receptoru LLTI1. Panel A a B ukazuji o 90° pooto¢eny model
glykosylované mutované formy receptoru LLT1 (modfe) se znazornénym ,,Connollyho* povrchem
(prasvitna Seda). Cervenymi sférami jsou znazornény aminokyseliny nezbytné pro interakci
s fyziologickym ligandem NKRP1 (K169, R175, R180 a K181), svétle zelenymi pak aminokyseliny
podporujici interakci s NKRP1 (Y165 a N167) [29]. Obrazek byl vytvofen v programu PyMOL 1.5.0.3
[85].
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. Shrnuti

Byla pfipravena a purifikovana extracelularni ¢ast lidského receptoru NK-bunék

LLT1, v podob¢ konstruktu oznaceného jako L2 (Gln 72 — Val 191).

Charakterizace konstruktu L2 ukazala nehomogenni zapojeni disulfidickych

mustkil a pfitomnost oligosacharidii u obou N-glykosyla¢nich mist.

Byl piipraven a purifikovan mutovany konstrukt L2 H176C (His 176 => Cys 176).
Charakterizace konstruktu L2 H176C potvrdila uspéSnou strukturni stabilizaci
obnovenim disulfidického mistku mezi Cys 163 a Cys 176 a pfitomnost

oligosacharidli u obou N-glykosyla¢nich mist.

Konstrukt L2 H176C s homogenni glykosylaci byl usp&$né¢ vykrystalizovan

v hexagonalnim krystalovém systému.

Struktura konstruktu L2 H176C s homogenni glykosylaci byla vyfeSena do

maximalniho rozligeni 2,8 A.

Deglykosylovany konstrukt L2 H176C byl uspésné vykrystalizovan v trigonalnim

krystalovém systému.

Struktura deglykosylovaného konstruktu L2 H176C byla vyfeSena do maximalniho

rozlideni 2,0 A.
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10. Prilohy

10.1. Hmotnostni spektrometrie — seznam identifikovanych peptidi

Nésledujici Ctyfi tabulky uvadi seznam vSech identifikovanych peptidi pfi
mapovani disulfidickych mistkii pomoci hmotnostni spektrometrie. Na kazdém tadku je
uvedena dekonvoluovana experimentdlni hodnota m/z v Da (Exp Mass), teoreticka
hmotnost identifikovaného peptidu v Da (Thr Mass), chyba ptifazeni v ppm (Err), ¢iselné
oznaceni useku daného peptidu v perspektivé konkrétniho konstruktu a piipadné
modifikace daného peptidu (Seq Num), primarni aminokyselinova sekvence
identifikovaného peptidu (Seq(s)), intenzita piku pfimo imérnd mnozstvi detekované latky
(Int. Sum) a retencni objem piku kapalinové chromatografie, ve kterém byl identifikovany

peptid eluovan (Ret.).

Pfirozeny konstrukt L2 stépeny peptidasou trypsinem — €ast 1/2

85

Exp Thr
Err  Seq Num Seq(s Int. Sum Ret.

Mass Mass 9 a(s)

:1515.7698 : 1515.7708 ; 0.6 : 57-69 YKGPSDHWIGLSR 1.35E+09
$1365.6423 { 1365.6438 1 1.1 i 77-85+1HexNAc WINGTEWTR 6.88E+08 :
§ 8724254 1 8724266 : 14 i 70-76 EQGQPWK 4.93E+08
: 2500.2349 ; 2500.2366 ; 0.7 : 113-118,86-101 KWICSK-QFPILGAGECAYLNDK 3.23E+08
: 856.4517 i 856.4528 : 1.2 : 119-126 SDIHVGTK 2.93E+08
:2372.1387 : 2372.1416 : 1.3 : 114-118,86-101 WICSK-QFPILGAGECAYLNDK 2.65E+08 : rt=19.02 :
: 2219.05 : 2219.052 : 0.9 : 70-85+1HexNAc EQGQPWKWINGTEWTR 2.14E+08 : rt=1862 :
: 2009.9427 : 2009.9456 : 1.4 : 119-135 SDIHVGTKHHHHHHHHG 1.24E+08 =028 :
:1224.6115:1224.6124 : 0.8 : 59-69 _ GPSDHWIGLSR 117E+08 : rn=11.77 :
:1838.8658 : 1838.868 : 1.2 : 1-16+1Cysteamin : ITGQAACPESWIGFQR 1.03E+08 r=15.80 :
: : g g o1 ' QFPILGAGECAYLNDK- _
£3499.6729 :3499.6775 1.4 i  86-101,1-16 ITGOAACPESWIGFOR 9.30E+07 rt—2242
$2397.1467 1 2397.1482 1 0.6 I 114-118,1-16 WICSK-ITGQAACPESWIGFQR 7.40E+07 rn=17.66 :
: ; ; ; WICSK- _ :
£3321.5513 : 3321.5559 1 1.4  114-118,34-56 FCDSODADLAQVESFOELNFLLR 6.70E+07 rt—2737
: 5 5 5 KWICSK- _ :
:3029.4937 : 3029.4976 : 1.3 | 113-118,86-107 OFPILGAGECAYLNDKGASSAR 6.70E+07 rt—1636
: ; ; : 86- ; :
:1813.8608 : 1813.8616 - 0.4 | 141,10 croamin QFPILGAGECAYLNDK 6.52E+07 rt—1743
12525.2402 12525.2432 1 1.2 1 113-118,1-16 1  KWICSK-ITGQAACPESWIGFQR 4.56E+07 rn=16.20 :
12525.2402 12525.2432 1 1.2 1 114-118,1-17 WICSK-ITGQAACPESWIGFQRK 4.56E+07 rn=16.20 :
: : D ia KWICSK- _ E
£3449.6465 : 3449.6509 | 1.3 | 113-118,34-56 FCDSQDADLAQVESFOELNFLLR 3.23E+07 rt—2567
: ; ; ; WICSK- _ :
;2901.4006;2901.4026; 0.7 114-118,86-107 OFPILGAGECAYLNDKGASSAR 2.37E+07 rt—1766
: : 5 : 34- _ :
:2763.2715: 27632756 1 15 go 10 ctoamin FCDSQDADLAQVESFQELNFLLR 211E+07 : 1=27.37 :
: : g ; ; KCFYFSDDTK- : g
:54355693 : 5435.5415 - 5.1 :  17-26,34-69  : FCDSQDADLAQVESFQELNFLLRYKG : 1.81E+07 : rt=24.64 :
: : : : : PSDHWIGLSR R K
:2886.2832 : 2886.2864 : 1.1 :  18-26,1-16 CFYFSDDTK-ITGQAACPESWIGFQR : 1.41E+07 : rt=19.54 :
11795.8671:1795.8688: 1 : 86-101+1CAM QFPILGAGECAYLNDK 1.38E+07 @ r=19.54 :



Prirozeny konstrukt L2 stépeny peptidasou trypsinem — ¢ast 2/2

Exp Thr
Err  Seq Num Seq(s Int. Sum Ret.
Mass Mass q a(s)
:13014.3823:3014.3813: 0.3 :  18-26,1-17  : CFYFSDDTK-ITGQAACPESWIGFQRK : 1.24E+07 n=17.91 :
13014.3823 :3014.3813: 0.3 : 17-26,1-16 : KCFYFSDDTK-ITGQAACPESWIGFQR : 1.24E+07 :
$1763.8516 : 1763.8538 1 1.2 : 1-16 ITGQAACPESWIGFQR 1.04E+07
: g : : i i QFPILGAGECAYLNDK- :
£3627.7678 :3627.7725 1.3 | 86-101,1-17 ITGOAACPESWIGFORK 6.31E+06 :
:1738.8457 { 1738.84731 0.9 i 86-101 QFPILGAGECAYLNDK 4.50E+06 :
: : : 5 86- :
$2343.1180: 234312231 15 10 10 ogieamin | QFPILGAGECAYLNDKGASSAR 4.06E+06 :
: : : Lo i ITGQAACPESWIGFQR- :
;4028.9316 é4028.9385 é 1.7 é 1-16,86-107 OFPILGAGECAYLNDKGASSAR 3.92E+06 :
i 705.3314 : 705.3319 : 0.8 : 108-112 5 HYTER i 3.86E+06 :
: : : g 34- g FCDSQDADLAQVESFQELNFLLRYKG :
; 4260.022 ; 4260.0278 : 14 | 69.1cysteamin PSDHWIGLSR | 3.53E+06 :
$1886.8511 : 1886.8456 2.9 ! 113-118,18-26 KWICSK-CFYFSDDTK 3.07E+06
$1886.8511 : 1886.8456 : 2.9 1 114-118,17-26 WICSK-KCFYFSDDTK 3.07E+06
: : : : i i ITGQAACPESWIGFQR- :
£4449.0854 : 4449.0918 | 1.4 ©  1-16,34-56 FCDSQDADLAQVESFOELNFLLR 2.57E+06 :
{ 764.4116 : 764.4128 | 1.6 113-118 KWICSK 2.15E+06
: z z z WICSK- :
.3515.6665 3515688 6.1 = 114-11877-101  \\\\GTEWTROFPILGAGECAYLNDK . LG6E+06 :
126533354 1 2653.3381: 1 i 113-118,1-17 KWICSK-ITGQAACPESWIGFQRK 1.58E+06 :
£2996.3677 :2996.3711: 1.1 i  1-26+1S_S i ITGQAACPESWIGFQRKCFYFSDDTK : 1.55E+06 :
: : : : 114- : : :
| 7113311 © 7118822 1 15 10100 creamin WICSK 1.49E+06 :
11948.9646 :11948.9702: 2.9 1  1-17+1CAM ITGQAACPESWIGFQRK 1.02E+06 :
: : : 5 114- : :
:1548.7621 - 1548.7666 - 2.9 156,10\ croamin WICSKSDIHVGTK 8.12E+05 :
: : : : : HYTERKWICSK- _ :
©3186.5488  3186.5503 : 0.5 | 108-118,86-101 OFPILGAGECAYLNDK 8.09E+05 rt—1604
: : g Do i ITGQAACPESWIGFQRK- _ :
:3868.8884 : 3868.9126 ; 6.2 :  1-17,102-118 GASSARHYTERKWICSK 7.56E+05 rt—2144
: : é : : KWICSK- : :
:4946.3975 : 4946.4028 | 1.1 : 113-118,34-69 : FCDSQDADLAQVESFQELNFLLRYKG 7.18E+05 : r=24.84 :
: : : : : PSDHWIGLSR N :
: ; ; 1-16,18- ITGQAACPESWIGFQR- :
13948.755413948.75951 1 | 33+lHexnAc CFYFSDDTKNWTSSQR 5-72E+05 : n=1922 :
: : : 5 KWICSKSDIHVGTK- :
:3490.7888 :3490.7725: 4.7 :  113-126,1-17 ITGOAACPESWIGFORK 3.86E+05 rt—2654
: : : : KCFYFSDDTK- _ :
©3038.7722°3938.7891 + 4.3 1 17-2634-56 L ohgopAD| AOVESFOELNFLLR 3.45E+05 rt—2654
: : g : i : FCDSQDADLAQVESFQELNFLLRYKG _
£4242.0313 :4242.0352: 0.9 ;  34-69+1CAM PSDHWIGLSR 3.39E+05 rt—2737
: g : : i i ITGQAACPESWIGFQRK- _ :
:4577.1841:4577.1865: 06 |  1-17,34-56 FCDSQDADLAQVESFOELNFLLR 298E+05 | M=26.94
Pfrirozeny konstrukt L2 $tépeny peptidasou AspN — ¢ast 1/2
Exp Thr
Err Seq Num Seq(s Int. Sum Ret.
Mass Mass 9 a(s)
2537.18 @ 2537.175 @ 2.3 1-22+1S_S ITGQAACPESWIGFQRKCFYFS @ 143E+09 @ rt=22.54
© 2652.201 © 03
© 1922914 - 06
: - 1036.495 © 1.3 :
2454267 1 2.3
1436.79 © 1.1
2539.19 @ 4.6
510.2199 : 1.6
2385.155 | 1.1
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Prirozeny konstrukt L2 $tépeny peptidasou AspN — ¢ast 2/2

Exp Thr
Err Seq Num Seq(s Int. Sum Ret.
Mass Mass q q(s)
| 2689215 : 2689.219 . 15 . 1-22+2Cysteamin : ITGQAACPESWIGFQRKCFYFS : G6.56E+06 : rt=18.30
: 3418.751 : 3418.755 : 1.2 41-69 : DLAQVESFQELNFLLRYKGPSDH 5 31 p .06 rt= 26.86
__________________________________________________________________ WIGLSR o T oo T
2654204 © 2654.217 | 4.9 123 ITGQAACPESWIGFQRKCFYFSD | 5.16E+06 . rt=22.42
F T T K -T2 M ERKWICSKS- T T
] ?’.“.‘f‘f;‘”il_f”__ff‘f‘_‘):?_l_z____?ﬁ ________ 40+1HexNAC DDTKNWTSSQRFCDSQDA _ : 322F*06 - n=17%5
1912.88 - 1912.869 - 5.6 9-23 ESWIGFQRKCFYFSD "L96E+06 - rt=0.40
: f - N “ESWIGFQRKCFYFSDDTKNWTSS - B -
| 8824.005 © 8823.994 1 1.2 110+?_éoét7£a-min+ QRFCDSQDA- © 153E+06 | rt=22.90
: R DA HoN AL - EQGQPWKWINGTEWTRQFPILGA - =22
___________M___________,_____ﬁ_____________________:____QE_QA_Y_L_NPKQA_S_S_ARHXT_"_L ____________________________
© 2640329 - 2640.331 - 0.8 39-61 - DADLAQVESFQELNFLLRYKGPS - 1.32E+06 . 1= 27.33
T T 111-119.24- ERKWICSKS- I T
;_ _3_1_3_?'_?2:‘_’_;_??_3_9:?2_1__;_?;? _______ 38tiHexNAC DTKNWTSSQRFCDSQ - 11°F*06 -~ m=226 -
- 2804241 2804245 . 17 . 123+2Cysteamin - ITGQAACPESWIGFQRKCFYFSD : B.85E405 . rt=18.30
TUERKWIGSKS. T
: : : © 111-119.62- DHWIGLSREQGQPWKWINGTEW ~
- 6967.353 - 6967.365 - 1.7 - 11011HexNAc | TRQFPILGAGECAYLNDKGASSA = O:66E+05 - rt=22.90
- S RANT .
: : : T ooitons  DKGASSARHYTERKWICSKS :
- 6967.353  6967.365 - 1.7 G902 - DHWIGLSREQGQPWKWINGTEW : 866E+05 © rt= 22.90
____________._______________________________________._,_______T_RQ'_:E’_”_-QAQEQAXL_'\_‘ _______ R S
1-2241CAM ITGOAACPESWIGFQRKCFYFS
: 50-69 ELNFLLRYKGPSDHWIGLSR
o L ECAYLN- - oo
:__3_91_?'_4_5;_?9_1?;?_1_5__;_?;31 ______ f’f‘_‘_’?ff’f’__l_l?_______P.KQAS.S}ARH.Y.T.ERKW!@S.K.S_______“_?f’_E_T‘??______ff‘__g_'_zf____
ERKWICSKS- -
3019411 £ 3019415 - 13 1 1_1__1_1_?_9_1_1_1_%9__________E_QAY':N_'?K_QAS$ARH_Y_T________fl_??_E_Jf?_E'_______rt____s_'_2_7___4
: T aaomis . DTKNWTSSQRFCDSQDA- :
522937 © 5229.38 © 2 ) © ERKWICSKSDIHVGTKHHHHHHH - 4.37E+05 ©  rt=23.60
: 135+1HexNAC i
© 2515129 - 2515116 . 53 : 2445 - Bfk_r\i\}\}iéféé_éﬁéb_s_éﬁ/&b'i/&ij\_/_ © A4.04E+05 | 1=30.35

Mutovany konstrukt L2_H176C stépeny peptidasou trypsinem — ¢ast 1/2

Exp Thr

Err Seq Num Seq(s Int. Sum Ret.
Mass Mass 9 q(s)
: 151577 : 1515771 : 06 : 57-69 YKGPSDHWIGLSR 7.08E+08 n=1153 :
: 2407.102 : 2407.106 : 1.8 ! 108-112,86-101 CYTER-QFPILGAGECAYLNDK 1.74E+08 rn=16.08 :
{ 872.4255 1 872.4266 i 13 : 70-76 EQGQPWK 1.48E+08 =237
: 856.4518 : 856.4528 : 1.1 : 119-126 SDIHVGTK 1.45E+08 n=0.67 :
¢ 1224612 - 1224612 - 0.8 - 59-69 GPSDHWIGLSR 1.44E+08 n=1173 :
: 1365.642 : 1365.644 . 1.6 : 77-85+1HexNAc WINGTEWTR 1.43E+08 n=13.23 :
: 1838.866 : 1838.868 : 0.9 ! 1-16+1Cysteamin ITGQAACPESWIGFQR 3.46E+07 rn=1584 :
: : g CFYFSDDTK- _ :
| 2886.283 : 2886.286 © 1.1 : 18-26,1-16 ITGOAACPESWIGFOR 326E+07 : rt1944
; ; ; ; ; WICSK- : :
. 3321552 : 3321856 - 12 : 1141183456  : Lonqonap| AQVESFQELNFLLR | S18E+07 rt—2721
: z ; z ; KWICSK- : :
| 3440647 : 3449.651 . 1.1 : 1131183456 | opqopapI AQUVESFQELNFLLR | S17E¥07 © n=2559 ;
: 1820.873 : 1820.875 : 1.1 : 1-16+1CAM : ITGQAACPESWIGFQR © 2.71E+07 n=18.22 :
© 2009.944 : 2009.946 : 0.9 : 119-135 SDIHVGTKHHHHHHHHG 2.41E+07 n=032
: : T CRYFSDDTK- o T :
: 3014.381 : 3014.381 : 0.3 : 18-26,1-17 ITGOAACPESWIGFORK 2.05E+07 rt—1802
; ; ; ; KCFYFSDDTK- _ ;
} 3014.381 : 3014.381 : 0.3 : 17-26,1-16 ITGOAACPESWIGFOR 205E+07 ;| rn=1802 f
{1795.867 : 1795.869 : 0.8 :  86-101+1CAM QFPILGAGECAYLNDK ¢ 1.67E+07 n=19.21 :
: 2745279 : 2745283 : 1.3 i  34-56+1CAM  : FCDSQDADLAQVESFQELNFLLR : 1.39E+07 rt=29.11
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Mutovany konstrukt L2_H176C stépeny peptidasou trypsinem — ¢ast 2/2

Exp Thr
Err Seq Num Seq(s Int. Sum Ret.
Mass Mass 9 a(s)
©2219.05 (2219.052 © 1 : 70-85+1HexNAc EQGQPWKWINGTEWTR ¢ LI14E+07 @ rt=1853
© 1813.861 : 1813.862 : 0.2 : 86-101+1Cysteamin : QFPILGAGECAYLNDK ! 7.79E+06
©1948.968 @ 1948.97 : 09 : 1-17+1CAM ITGQAACPESWIGFQRK . 5.49E+06
; ; : 17- ; ;
. 2373.05 © 2373.046 | 1.7 : 40,1Vt 1HexNAC | KCFYFSDDTKNWTSSQR © 4.56E+06
: 2397.146 : 2397.148 : 0.9 : 114-118,1-16 ©  WICSK-ITGQAACPESWIGFQR : 4.21E+06
: 1548.762 : 1548.767 : 2.8 : 114-126+1Cysteamin : WICSKSDIHVGTK i 2.64E+06
© 2763.272 1 2763.276 : 1.3 ! 34-56+1Cysteamin : FCDSQDADLAQVESFQELNFLLR : 256E+06
2018339 | 201835 61 @ 861124155 OF" LGAGECAYLNDKGASSARC 5 10E+06
: 2142.013 : 2142.011 : 0.9 : 108-112,114-126 :  CYTER-WICSKSDIHVGTK  : 2.06E+06
© 1763.853 : 1763.854 : 0.3 : .16 : ITGQAACPESWIGFQR ° 1.96E+06
; g ; g ] i ' QFPILGAGECAYLNDK- '
: 3499.672 : 3499.678 : 15 : 86-101,1-16 : ITGOAACPESWIGFOR : L62E+06
; ; 5 ; . . FCDSQDADLAQVESFQELNFLLR :
© 4242.031 © 4242035 1 0.9 i  34-69+1CAM YKGPSDHWIGLSR © 153E+06
| 2996367 | 2096371 14 :  126¢1Ss | || COACPESIIGFQRKCEYESD : ) 4ag+06
: : g L ] : ITGQAACPESWIGFQR-
: 3948755 : 394876 : 1.1 :1-16,18-33+1HexNAc : CFYFSDDTKNWTSSOR i 1.36E+06
© 2500.236 : 2500.237 : 0.2 : 113-118,86-101 : KWICSK-QFPILGAGECAYLNDK : 1.34E+06
: i : i : WICSKSDIHVGTK- é
: 3455.585 3455.579 1.7 114-126,18-33 CFYFSDDTKNWTSSOR 7.58E+05
1432.67 : 1432672 : 1.3 : 108-112,113-118 : CYTER-KWICSK i 4.31E+05
1432.67 : 1432672 | 1.2 ! 114-118,108-113 WICSK-CYTERK ! 431E+05

© 2535.198 : 2535201 : 1.1 : 108-113,86-101 : CYTERK-QFPILGAGECAYLNDK : 3.90E+05

Mutovany konstrukt L2_H176C stépeny peptidasou AspN

Exp Thr

Err Seq Num Seq(s Int. Sum Ret.
Mass Mass q q(s)

: : : : DDTKNWTSSQRFCDSQ- : : :
: : : 23-38,62- ! DHWIGLSREQGQPWKWINGTEW P :
: 8599.043 : 8599.011 : 3.8 118+1CAM . TRQFPILGAGECAYLNDKGASSA : 321E+06 | =879
: : : : : RCYTERKWICSK : o ;
: : : : : WICSKSDIHVGTK- : P :
3322.553 3322.529 7 114-126,94-110 ECAYLNDKGASSARGYT 5.32E+05 rt—2705
: 2454264 : 2454.267 : 1.3 : 41-61 . DLAQVESFQELNFLLRYKGPS : 3.34E+06 : rt=27.05 :
: 2537.171 : 2537.175 : 1.3 : 1-22+1S_S : ITGQAACPESWIGFQRKCFYFS : 2.83E+07 : rt=2242 :
1 2689.215 : 2689.219 i 1.3 : 1-22+2Cysteamin : ITGQAACPESWIGFQRKCFYFS : 7.32E+05 : rt=18.22
i 1436.789 : 1436.79 i 09 50-61 ELNFLLRYKGPS . TA2E+06 . rn=17.98
: : : ' 111-119,23- : ERKWICSKS- : o ;
~ 3440514 © 3440512 © 05 40+1HexNAc .  DDTKNWTSSQRFCDSQDA . 5.39E+05 © " t‘1746 :
i 3441515 : 3441.524 1 2.6 : 9-35+1Cysteamin ;ESW'GFQRKCJJIZF&Q’DDTKNWTSSQ 6.10E+05 : rt=17.46
. 1048967 . 194897 : 18 .  1-17+1CAM - ITGQAACPESWIGFQRK | 255E+05 © rt=16.87
: : : : : DDTKNWTSSQRFCDSQDADLAQ
: : : 23-49,77- : VESFQ- : o :
: 8089.652 : 8089.68 : 35 119+1Cysteamin | WINGTEWTRQFPILGAGECAYLN 2.84E+05 L 13.70 §
: : : : !  DKGASSARCYTERKWICSKS s :
:1036.494 | 1036.495 : 1.1 ‘: 41-49 : DLAQVESFQ © 1.39E+07 ! n=13.70
:510.2193 { 510.2199 i 1.1 46-49 ESFQ ! 854E+05 i n=1370
1 2009.944 : 2009.946 : 1 119-135 é SDIHVGTKHHHHHHHHG © 1.74E+06 i r=0.32
11922912 : 1922914 : 0.8 : 120-135 DIHVGTKHHHHHHHHG . L34E+07 : =032
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Svoluji k zaptjceni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadn¢ vedena evidence

vypujcovateld.

Jméno a prijmeni ., Datum ,
prij Cislo OP oo 7 Poznamka
s adresou vypujceni

89





