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1 UVOD

NK buiiky neboli pfirozeni bunééni zabijeci jsou dulezitou soucasti imunitniho
systému organismu. Jejich specifickou vlastnosti je to, Zze dokazou rozeznat a
zneSkodnit nékteré nadorové buiniky a buiiky infikované virem bez jakéhokoliv
pfedchoziho signdlu. Jejich funkce je zavisla na aktivité povrchovych stimulacnich a
inhibi¢nich receptort, které se aktivuji interakci s ligandy na povrchu cilovych bunék.
Interakce lidského NK receptoru NKp65 aligandu KACL je velmi specifickd, coz
potvrzuje velmi vysoka afinita interakce, ktera je oproti jinym piibuznym komplexim
az 400x vyssi. O tomto komplexu je zatim zndmo jen malo informaci, ale je jisté, Ze se
ucastni imunitnich procest v kiizi, nebot’ KACL je produkovan vyhradné keranocyty.

Naplni této bakalaiské prace byla ptiprava rozpustné formy receptoru KACL za
pomoci rekombinantni exprese proteinil v lidskych embryondlnich ledvinnych buikéach
s homogenni glykosylaci (linie HEK293S GnTI). Protein byl nasledné charakterizovan
gelovou chromatografii a SDS elektroforézou. Spravné zapojeni ¢tyt cysteinli do dvou
disulfidickych mastkii bylo ovéfeno hmotnostni spektrometrii. S pfipravenym

proteinem KACL bylo zahdjeno strukturni studium metodou krystalizace proteini.

Klicova slova
Ptirozené zabije¢ské buiikky, HEK293 bunécnd linie, rekombinantni exprese, KACL,

NKp65, krystalizace

Key words
Natural cell killers, HEK293 cell line, recombinant expression, KACL, NKp65,

crystallization
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2 TEORETICKY UVOD

2.1 Imunitni systém

2.1.1 Hlavni funkce

Od pocatkt evoluce jsou organismy stale vystaveny utokiim jinych organismti.
Jednou z nejvétSich hrozeb je napadeni infekénimi mikroorganismy a viry.

Aby se jim zivoCichové ubranili, vyvinuli si propracované obranné zatizeni
znamé jako imunitni systém [1]. Nazev pochazi z latinského slova immunis, které
znamend nezucastnény. Pokud patogeny piekonaji fyzickou bariéru organismu, jsou
identifikovany jako cizi a postupné jsou zlikvidovany. Imunitni systém ma tfadu
vlastnosti podobnych nervovému systému. Témi zadsadnimi jsou schopnosti zaznamenat
podnét, reagovat na n¢j a pamatovat si ho.

O imunitni systém a jeho studium se lidé zajimaji uz od starovéké Ciny pies
starovéké Recko az dodnes [2]. Imunologickym pritkopnikem v historii byl Edward
Jenner roku 1798, ktery vytvofil vakcinu proti planym nestovicim. Od Sedesatych let
dvacatého stoleti se studium lidské imunity rozviji o stdle modernéjsi techniky
(imunochemie, rentgenova krystalografie, rekombinace DNA).

Imunitni systém patii k zakladnim homeostatickym mechanismiim organismu a
je délen na nespecificky (vrozeny) a specificky (ziskany) neboli adaptivni mechanismus
[3]. Nespecifické mechanismy jsou evolucné stars$i a jsou zalozeny na molekulach a
buiikach piredem piipravenych bojovat proti riznym patogentim.

Bunééné nespecifické systémy jsou zastupovany epitelidlni bariérou,
fagocytujicimi buitkami (makrofagy) a ptirozenymi zabijeci (NK bunky, natural killer
cells) [2,3]. Humoralni jsou reprezentovany interferony (INF), lektiny a sérovymi
proteiny. Tyto slozky v pfitomnosti Skodlivin reaguji béhem nékolika minut az hodin,
nemaji vSak imunologickou pamét. Opaéné tomu tak je u specifickych imunitnich
slozek. Specifické mechanismy jsou evoluéné mladSi (zndmé az u obratlovcll). Ze
slozek lze jmenovat protilatky produkované B-lymfocyty a antigenné specifické

receptory T-lymfocytd. Imunitni reakce téchto sloZek trva dny az tydny.

2.1.2 Buiky imunitniho systému
Bunék imunitniho systému je celd fada o rlznych strukturach a funkcich. Ptesto
maji fadu spolecnych rysi, jakym je naptiklad ptivod [4]. Nejznamé;jSimi zastupci jsou

bilé krvinky. VSechny tyto buiiky pochazeji z pluripotentnich kmenovych bunék kostni
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dien¢ [4]. Kmenové bunkky se délenim diferencuji do dvou linii, a to myeloidni a
lymfoidni (leukocyty) [3,4]. Z myeloidni linie vznikaji erytrocyty, makrofagy,
dendritické bunky, granulocyty a krevni desticky (trombocyty) [4]. Z lymfoidni pak B-
lymfocyty, T-lymfocyty a NK buiky [4]. Ty se vyvijeji v bunikach kostni diené a
dozréavaji v lymfoidnich orgédnech, jako jsou uzliny, slezina, Peyerovy plaky (sliznice
stteva) a brzlik [1]. Podrobné déleni kmenovych buné€k kostni diené je zndzornéno na

Obr. 1.

kmenovd burika

myeloidni
prekursor

lymfoidnl

megakaryocyt progenitor

G

neutrofil eosinofil  bazofil

Te | Ty B1 B2
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Obr. 1: Diferenciace bunék vznikajicich z kmenovych bunék kostni difené. Myeloidni linie

se déli na granulocyty (neutrofily, eozinofily, bazofily) trombocyty, erytrocyty, makrofagy a
dendritické bunky. Z lymfoidni linie vznikaji NK bunky a lymfocyty T, B [3].

2.1.3 T-lymfocyty

Povrch kazdého T-lymfocytu nese desitky tisic identickych, klonaln¢ unikatnich
receptorit [3]. Podle typu receptorii lze bunky rozdélit na bunky s receptory T-
lymfocyt (TCR, T-cell receptor) afy nebo vd [3]. Lymfocyty nesouci receptory typu yo
lze povazovat za menSinové, které se dokaZzou mnozit i mimo brzlik [3]. Imunologicky
vyznam téchto receptorti neni dosud zcela jasny [3]. Ze studii vyplynulo, Ze lymfocyty s
témito receptory rozeznavaji pomérné jednoduché latky, jako jsou aminy ¢i fosfoestery
alifatickych alkoholl, které vznikaji z nékterych potravin nebo jsou produkty

mikroorganismll [5]. Nékterymi vlastnostmi se lymfocyty s yd receptory podobaji NK
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buiikdm a ziejmé se uplatnuji pii obrané proti nékterym specifickym patogentim [3]. T-
lymfocyty s receptory aff jsou naopak vétSinové a u vétSiny savell konvencni [3]. Nesou
molekuly CD8 a CD4 (cluster of differentiation), pticemz molekuly CD8 reaguji
s glykoproteiny  hlavniho  histokompatibilniho  komplexu 1 (MHC, major
histocompability complex) (u Clovéka HLA I) a jsou prekurzory cytotoxickych T-
lymfocytt (Tc, cytotoxic T-cell) [3], které vznikaji po prezentaci antigenu v asociaci
s HLA I poté, co HLA I pfijal antigen z cytosolu antigen prezentujici buiiky [6]. Pokud
jsou tedy bunky infikovany virem, T¢ rozpoznaji svym receptorem piisluSny antigen ve
vazb¢é s HLA I a infikovanou buiiku zni¢i indukovanou apoptézou [6]. Molekuly CD4
interaguji s MHC gp II (u ¢lovéka HLA II) a jsou prekurzory pomocnych T-lymfocytt
(Tu, helper T-cell). Ty vznikaji v zavislosti na asociaci antigenu z buniky s HLA 11 [6].
V tomto ptipadé¢ se muze jednat o bakterialni infekci a vznikaji Ty dvou typl [6].
Prozanétlivé (Typ), které pomoci INF-y aktivuji makrofagy a je vyvolan zanét, a
pomocné (Twz), které aktivuji proliferaci a diferenciaci B-lymfocytli pomoci sekrece

IL4 (interleukin) [6].

2.1.3.1 NK-T bunky

Existuje mala ¢ast T-lymfocyti nesoucich znaky nalezené¢ u NK bunék, které
jsou nazyvany NK-T buiky (ratural killer T-cells) [2]. Zatimco s T-lymfocyty je
spojuje pritomnost TCR aff, s NK bunikami maji spolecné stimula¢ni a inhibi¢ni
receptory [3]. Tyto bunky jsou zdrojem cytokint, jako jsou naptiklad INF-y a 1L4, které
jsou potiebné pro funkci pomocnych T-lymfocytii [3]. Na rozdil od klasickych T-
lymfocytd, NK-T bunky interaguji s molekulou CDId prezentujici glykolipidy
mikrobialniho nebo vlastniho ptivodu [3]. Fyziologické funkce NK-T bunck zatim

nejsou zcela znamy [2].

2.2 Prirozeni bunécni zabijeci — NK bunky
2.2.1 Charakterizace NK bunék

Ptirozeni zabije¢i neboli NK buiiky (Obr. 2, str. 14) jsou zndmy jiz dlouhou
dobu jako soucést piirozené imunity [7]. Jejich specializaci je nespecifickd obrana
hlavné proti virim, mykobakteriim a nddorovym bunikdm [6]. Pfedstavuji okolo 10 %
lymfocyth v krvi, kde je 1ze identifikovat jako velké lymfocyty s Cervenymi granuly [8].
Diky tomuto vzhledu jsou fazeny mezi velké granularni lymfocyty [8]. Prekurzory NK
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bunck se nachazejici v kostni dfeni, fetalnich jatrech a brzliku [8]. Typickym markerem
pro NK buiikky je CDI16 receptor pro Fc fragment (fragment crystallizable)
imunoglobulinu (IgG) a adhezni molekula CD56 [8]. Pivodné byly popsany jako
lymfocyty se schopnosti rychle zabit nékteré nadorové, nebo virem napadené bunky, a
to bez jakékoliv stimulace, proliferace a diferenciace [3]. NK buiiky nemaji schopnost
specificky rozlisit antigeny tak, jako tomu je u T-lymfocytl, ale co se tyCe aktivity a
cytotoxickych mechanismu, jsou NK buiiky podobné T¢ [3,4]. Pfesto vétSinou dokazou

nadorové, ¢i virem infikované bunky odhalit a zneSkodnit [3,4].

e\ ]

Obr. 2: NK buika (vlevo) zneSkodiujici nadorovou buiiku. Fotografie pofizena

elektronovym mikroskopem [9].

Jedna predstava o identifikaci ,,cizich® bunék vychazi z poznatku, Ze nékteré
nadory na svém povrchu disponuji sacharidy, které zdrava bunka nema [3,4]. Na
povrchu NK bunék jsou lektinové receptory, které pevné interaguji se sacharidovymi
strukturami, tedy 1 s témi, které se nachazi na povrchu nddorové buiky. DalSim
zpusobem odhaleni a zneSkodnéni abnormdlnich buncék je identifikace snizeného
mnozstvi MHC gp I. NK buiika funguje tak, Zze normalni mnozstvi MHC gp I na
povrchu cilové bunky inhibuje cytotoxickou aktivitu NK bunky, ¢imz je bunka
neaktivni pi1 kontaktu se zdravymi bunkami s normalnim mnoZstvim MHC gp 1. Pokud
se ovSem objevi bunka s nizkym mnoZzstvim MHC gp I, inhibice NK bunky se
neuplatni, NK bunika se miiZze aktivovat a cilovou buiiku zneskodnit. SniZzenou expresi
MHC gp I se nakazend bunika maskuje pfed Tc lymfocyty, protoze ty se na bunky vazi

pomoci tohoto komplexu.



-15-

Klicové studie uvadi, ze NK bunky mohou zneSkodnit nékteré nadorové bunky
s chyb&jicim MHC gp I, ale uSetii stejné nadory exprimujici MHC gp I [10].

Tretim zplsobem identifikace nebezpetné bunky je detekce navazanych
protilaitek. Pokud se protilaitka navaze na povrch cilové bunky, mize byt jeji Fc
fragment rozeznan buiikami nesoucimi receptor pro Fc fragment protilaitek (CD16
receptor), jako jsou pravé NK buiikky nebo T¢ lymfocyty. Nasledné dojde k vypusténi
lytickych granul [8]. Ty obsahuji protein perforin, ktery vytvofi v cilové buiice otvory, a
dale granzymy, které aktivuji kaspazy (protein aktivujici apoptozu), ¢imz dojde
k usmrceni buiky [8]. Aktivita NK bunék se 1i§i mezi lidmi vSech vé€kovych kategorii a
jejich nizka aktivita mize byt spojena srozvojem infekci, které mohou u starSich

pacientll kon€it 1 umrtim [7].

2.2.1.1 Hlavni histokompatibilni komplex I

Molekula MHC gp I se skldda ze dvou nekovalentnich fetézct [11]. VEtsi Cast
tvoti a fetézec (44 - 47 kDa) a menSi ¢ast P,-mikroglobulin (12 kDa) [11]. Kazdy o
fetézec je ze tii Ctvrtin vné membrany, hydrofobni Cast je v bunééné membrané a
karboxy-koncové zbytky se nachazeji v cytoplazmé [11]. Casti a; a o, obsahuji vazebné
misto pro CD8 (T¢), PB,-mikroglobulin a o3 c¢ast jsou strukturné podobné
imunoglobuliniim [11]. Posledni ¢asti je antigenni peptid stabilizujici celou MHC
molekulu [11]. Tyto tfi ¢asti spolu tvofi heterotrimer. MHC gp I jsou v organismu

soucasti vSech jadernych bun¢k [3].

2.2.2 Receptory NK bunék

NK bunky exprimuji pestrou Skilou stimula¢nich a inhibi¢nich receptorii
regulujicich aktivitu NK bunék [12]. Stimulacni receptory rozeznavaji struktury
povrchu raznych typt bunék [3]. Signal poskytnuty témito receptory aktivuje
cytotoxické mechanismy NK bunky [3]. DileZitymi aktivatory NK bunck jsou INT-a a
INT-B, které jsou uvolovany leukocyty a fibroblasty [6]. Dalsim aktivatorem je IFN-y,
ktery je produkovan T-lymfocyty, NK buiikami a NK-T bunikami [3,6]. Interferony jsou
z téchto bunék uvolilovany v souvislosti s pozndnim infekce organismu [6].

Stimula¢nim receptorem je naptiklad Fc-receptor CD16 [3]. Pokud NK buika
narazi na buiiku opsonizovanou protilatkami IgG, navaze se pomoci receptoru CD16 na

jejich Fc fragmenty. Dojde k agregaci receptori, pfenosu signdlu a aktivaci
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cytotoxickych mechanismti. Tento pochod se nazyva cytotoxickd reakce zavisla na
protilatkach (ADCC, antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity). Inhibi¢ni
receptory rozeznavaji MHC gp 1. Pokud buiika dostane pfes tyto receptory signal,
cytotoxické mechanismy se inhibuji. Strukturné¢ se fadi mezi imunoglobulinové a
podobné lektinlm C-typu. Imunoglobulinové receptory jsou oproti C-lektinovym
pocetnéjsi. Spadaji mezi né¢ KIR (killer cell Ig-like receptors) a LIR (leukocyte inhibitor
receptors). KIR byly zatim nalezeny na lidskych NK bunkach. Jejich inhibi¢ni aktivita
je zalozena na asociaci s cytoplazmatickymi fosfatdzami ruSicimi signaliza¢ni drahy
zahajené stimula¢nimi receptory spojenymi s protein-kindzami. LIR jsou funké&né
podobné KIR. Ty jsou pfitomny na povrchu riznych leukocyti a ziejmé poméahaji
tlumit jejich pftiliSnou aktivitu. Inhibi¢ni receptory podobné lektinim C-typu jsou
pritomny u mysSich a lidskych bunék, u ¢lovéka jsou zastoupeny napt. né€kolika typy
heterodimernich receptori CD94/NKG?2.

Vysledné reakce NK bunck s jinou buiikou zavisi na pievaze stimulacniho ¢i
inhibi¢niho signdlu [3]. Pokud mé& bunka normalni mnozstvi MHC gp I, ptfevazi
inhibi¢ni signély. Pokud je na povrchu buitky malo MHC gp I, chybi néktery z izotyptl,
¢1 jsou molekuly pozménény tak, Ze nejsou inhibi€nimi receptory rozeznany, NK buika
se stimuluje a buiiku zneskodni (Obr. 3, str. 17).

Ke zneSkodnéni buiiky muze také dojit, pokud se na jejim povrchu objevi
zvySené mnozstvi ligandl aktivacnich receptori [3]. Takovymi jsou MICA a MICB
molekuly podobné molekule MHC gp I, které interaguji s NKG2D [8]. Ty se
v normalnich bunkach projevuji slabg, ovSem ve stresovanych a nadorovych bunkéach je

jejich mnozstvi neregulovano [8].

2.2.2.1 Receptory podobné lektinim C-typu

Skupina receptort obsahujicich domény podobné lektiniim C-typu (CTLD, C-
type lectin-like domain) je soubor transmembranovych bilkovin, ktery zahrnuje
inhibi¢ni a aktivaéni receptory NK bunék [13]. Lektiny C-typu pro vazbu
sacharidovych ligandli vyzaduji pfitomnost véapenatych iontli, ovSem receptory
obsahujici CTLD doménu nevaZzi ani véapnik, ani sacharidy, a to 1 pfes znacnou
sekvenéni 1 strukturni podobnost s lektiny C-typu. Pro CTLD je charakteristickd dvojita
smycka, ktera je stabilizovana pomoci disulfidickych mistki, a to dvéma az ¢tyfmi.
V potadi druhd smycka, nazyvéana jako oblast dlouhé smycky (long loop region), je

strukturné a evolu¢né flexibilni, ba nékdy mtze i1 chybét.
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Mezi CTLD receptory lidskych NK bunék patii naptiklad AICL a NKp8&O0,
KACL a NKp65, NKR-P1 a LLT1, CD94/NKG2 a NKG2D, CD69, KLRGI1 a dalsi
[12]. Z mySich NK bunéénych CTLD receptorti 1ze jmenovat NKR-P1 a Clr rodinu
receptort, CD69 nebo rozsahlou rodinu receptorit Ly49. Tyto geny jsou kdédovany v NK

genovem komplexu (NKC, natural killer receptor gene komplex).

Stimulaéni receptor Stimulaéni receptor Stimulacni receptor
je inhibovan neni inhibovan prevazuje nad inhibiénim
Defosforylace - Mnohonasobna
Aktivace a inhibice githece Aktivace  Nedostatujici
fosolizace

R -@

Stimulat":ni"-_ P
. .~ Inhibicni
receptor - .
receptor Vi inhibui
Ligand receptoru |rut5'; mMII-I{lZ”e I
NK buiiky MHC gp | tvorbu gp
N aIni buiik Virem nakazena 2
ormaini bunka biifika Buiika ve stresu
NK buiika neni NK buiika je NK buiika je
aktivni; cilova aktivni; cilova aktivni; cilova
buiika neni zabita buiika je zabita buiika je zabita

Obr. 3: Schéma funkce NK bunék v zavislosti na aktiva¢nich a inhibi¢nich receptorech.

A: Aktivacni receptor rozpozna ligand na cilové burce a aktivuje protein-tyrosin kinazy (PTK),
jejiz Cinnost je ovSem defosforylaci zablokovana inhibi¢nim receptorem, ktery rozpoznava
molekulu MHC gp 1. NK buika se nestimuluje a nezabije buiku, kterd je povaZovana za
zdravou.

B: Pii virové infekci mize byt exprese MHC gp I snizena nebo Uipln€ zruSena. Pfi pfipojeni
bunky a aktivaci PTK nemtize dojit k defosforylaci, protoze nedochazi k interakci inhibi¢niho
receptoru s MHC gp 1. NK burika je aktivni a cilovou buniku zniéi.

C: Pti infekci nebo nadorové transformaci miize dojit ke zvySeni mnozstvi aktivaénich ligandu,
které se vazi na aktivacni receptory NK bunky a je aktivovano i vétsi mnozstvi PTK. K interakci
inhibi¢niho receptoru s MHC gp I sice dojde, ovSem pievazuje aktivaéni signal a bunka je

zni¢ena. Pfevzato a upraveno z [11].
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2.2.3 Receptor KACL

Do NKC spada také nedavno charakterizovany gen CLEC2A (C-type lectin
domain family 2) kodujici receptor KACL (keratinocyte-associated C-type lectin) [12].
Z nazvu plyne, Ze je to daldi ¢len lidské CLEC2A rodiny CTLD receptori. KACL
transkripty byly vyhradné detekovany v lidské kuazi, v ostatnich tkanich jsou sotva
detekovatelné. S kazi asociovana mRNA exprese jasné odliSuje KACL od ostatnich
podobnych lidskych receptort, jako jsou AICL, LLT1 a CD69. Strukturné se jedna o
glykoprotein vyskytujici se jako homodimer o molekulové velikosti pfiblizné 32 kDa
v N-glykosylované formé&. Po deglykosylaci protein disponuje molekulovou velikosti
kolem 20 kDa. Je sloZen ze 143 aminokyselin. Retézec obsahuje &tyfi cysteiny, které
mezi sebou mohou tvofit disulfidové muistky.

Vedle KACL byl detekovan aktiva¢ni receptor NKp65 na povrchu NK bungk,
ktery se vaze s KACL, a to s velmi vysokou afinitou [12]. NKp65 je stejné jako KACL
receptor CTLD typu a strukturné se jedna téz o glykoprotein, jehoz molekulova velikost
v N-glykosylované¢ formé se pohybuje okolo 32 kDa. Molekulova velikost po
deglykosylaci €ini ptiblizné 24 kDa. Je slozen ze 169 aminokyselin, obsahuje Sest
cysteintl, které mohou tvofit disulfidové mistky podobné jako KACL. Oba tyto CTLD
receptory jsou kodovéany v lidském genovém receptoru NK bunék. Sekvence téchto
receptort a jejich konstruktt pripravenych v laboratofi Skolitele je znazornéna na Obr.

4, str. 19. Ve své praci jsem pracoval s konstruktem pTT28 KI.

2.2.3.1 Komplex receptori KACL-NKp65

Ze studii vyplyva, ze NKp65 navdzany na povrchu NK buiky je funkéni
aktivacni receptor stimulujici cytotoxicitu NK buiiky a sekreci prozanétlivych cytokind,
pokud interaguje s KACL [12]. Bunka nesouci KACL také stimuluje NK bunku k
produkci INF-y, pravdépodobné v ptitomnosti IL-12 nebo IL-18. Z experimentil
zkoumajicich moznosti interakce KACL s receptory NK bunék je ziejmé, ze KACL
dokdze interagovat pouze s receptorem NKp65, nikoliv s jemu podobnymi receptory
NKp80 nebo NKR-P1A. Zésadni je kinetickd stranka interakce téchto receptort.
Rozpustna forma NKp65 dokéaze vazat imobilizovany KACL vysokou rychlosti, naopak
odpojit se dokdze jen velmi pomalu. Diky tomu bylo mozno zméfit afinitu jejich
interakce, kterd je zhruba 400x vyssi neZ afinita interakce komplexu AICL-NKp80. Do

budoucna je vyzkum komplexu receptorit KACL a NKp65 zalozen na feSeni funkénich



-19-

disledkil pro vyuziti v 1é€bé koZnich chorob a zlepSeni hojeni ran.

KACL:
MINPELRDGRADGFIHRIVPKLIQNWKIGLMCFLSIHITTVCIIMIATWSKHAKPVACSGDWLGVR
DKCFYFSDDTRIWTASKIFCSLQKAELAQIDTQEDMEFLKRYAGTDMHWIGLSRKQGDSWK
WTIGTTFNGWFEIIGIGSFAFLSADGVHSSRGFIDIKWICSKPKYFL

pTT28 K1:
ITGATWSKHAKPVACSGDWLGVRDKCFYFSDDTREWTASKIFC

SLQKAELAQIDTQEDMEFLKRYAGTDMHWIGLSRKQGDSWKWTHGTTFNGWFEIIGHGSFA
FLSADGVHSSRGFIDIKWICSKPKYFLGTKHHHHHHHHG

NKp65:
MENEDGYMTLSFKNRCKSKQKSKDFSLYPQYYCLLLIFGCIVILIFIMTGIDLKFWHKKMDFSQ
NVEVSSLSGHNYLCPNDWLLNEGKCYWFSTSFKTWKESQRDCTQLQAHLLVIQNLDELEFIQ
NSLKPGHFGWIGLYVTFQGNLWMWIDEHFLVPELFSVIGPTDDRSCAVITGNWVYSEDCSSTF
KGICQRDAILTHRGTSGV

pTT28 P1:

ITGKFWHKKMDFSQNVVSSLSGHNYLCPNDWLLNEGKCYWF
STSFKTWKESQRDCTQLQAHLLVIQNLDELEFIQNSLKPGHFGWIGLYVTFQGNLWMWIDEH
FLVPELFSVIGPTDDRSCAVITGNWVYSEDCSSTFKGICQRDAILTHYGTSGVGTKHHHHHHH
HG
Obr. 4: Sekvence proteiniit KACL a NKp65 a konstruktia pTT28_K1 a pTT28_P1.

KACL (konstrukt K1) je znacen fialové, NKp65 (konstrukt P1) je znaCen zelené,
transmembranovy usek je znacen Cervené. Sekrecni signal, ktery je proteolyticky odstépen
béhem exprese proteinu, je znacen Sedé. V rizovych rameccich jsou vyznacena N-glykosylacni
mista, ve zlutych rameccich cysteiny tvotici disulfidové mustky. Oba konstrukty jsou opatfeny

histidinovou kotvou na C-konci.

2.3 Rekombinantni exprese proteint

Rekombinantni exprese proteind je proces, kdy mizeme za pomoci expresnich
systémtl vytvofit protein odvozeny od konkrétniho genu [14]. Tento protein pak lze
purifikaci oddélit od nezddoucich necistot, ¢imz je ziskan Cisty produkt. Sekvence
nukleotidd kodujici konstrukt proteinu, tzv. inzert, je upravena tak, Ze na koncich
inzertu se nachazeji restrikéni mista kompatibilni se zvolenym expresnim vektorem, do
n¢jz je s jejich pomoci inzert vloZzen. Expresnim vektorem rozumime nejcastéji plazmid
(kruhova molekula DNA). Jako expresni systém lze pouzit prokaryotické i1 eukaryotické

bunky.
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Z prokaryotickych bunék se nejcastéji pouziva E. coli [15]. Rekombinantni
exprese v téchto bunkéch je vyhodnd jak po Casové i finan¢ni strance, tak i nizkou
obtiznosti pifipravy [14-16]. Bohuzel, prokaryotické syst¢émy mnohdy selhavaji pfti
expresi spravné sloZzenych funkénich forem sav€ich proteinti z diitvodu neschopnosti
zavést v nich spravné post-translaéni modifikace, jako naptiklad pii produkci ptirozené
glykosylovanych proteinti [14-16]. Prokaryotické expresni systémy nejsou moc vhodné
pro eukaryotické geny [16]. Dlvodem je, Zze E. coli Casto rozpoznaji bilkovinné
produkty z eukaryotickych genti a zdegraduji je [16]. DalSimi diivody je jiz zminéna
neschopnost post-translacni modifikace nebo naroky na vyssi vytéznost [16].

Z tohoto divodu byly vyvinuty eukaryotické expresni systémy [15,16].
Z eukaryotickych bunék jsou nejCastéji vyuzivany kvasinky P. pastoris a S. cerevisiae,
hmyzi buiiky, lidské embryondlni ledvinné¢ buiky (HEK, human embryonic kidney
cells) a bunky vaje¢niku kiecika c¢inského (CHO, chinese hamster ovary cells) [15,16].
Nevyhodou téchto systémil oproti prokaryotnim je obtiznost prace, finan¢ni zatizeni a
zejména pomaly rist eukaryotnich bunék, z ¢ehoz plyne vyssi ¢asova narocnost [14,16].
Zejména u savCich bunék je tieba aseptické prace s bunkami a inkubace za
regulovaného pfisunu kysliku a oxidu uhli¢itého [14]. Naopak hlavnimi vyhodami
eukaryotnich expresnich systémi je ziskani produktu v nativni formé a zejména pak u
savCich vysoka vytéznost [14,15]. Vysoky vytézek produktu je dulezity napiiklad pro
vyzkum krystalové struktury [15].

2.4 Lidské embryonalni ledvinné bunky 293
Lidské embryonalni ledvinné bunky 293, zndmé pod zkratkou HEK, je bunétna

linie odvozena od lidskych ledvinnych bun¢k péstovanych ve tkanoveé kultute [17].
Linie byla vytvofena roku 1970 Alexem Van der Ebem, ktery ji kultivoval a Frankem
Grahamem, ktery provedl transformaci virové DNA adenoviru 5. Jako transfekéni
¢inidlo vyuzil fosfore¢nan vapenaty, zdrojem bunék byl zdravy, potraceny plod. Cislo
293 za zkratkou je z diivodu, ze tento Grahamiv pokus byl 293. v fadg€. Dulezité je, ze
tyto epitelidlni buniky jsou schopny provadét post-translaéni modifikace, ¢imz vznikaji
funk¢ni proteiny (spravné poskladani molekuly, glykosylace). Dnes existuje mnoho
riznych odvozenych linii HEK293.

Jako prvni lze zminit HEK293T bunécnou linii, ktera obsahuje velky tumorovy

T-antigen opiciho viru SV40 (simian virus 40), jenz mize zvysit replikaci vektora
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nesoucich virdlni poc¢atek replikace (tzv. episomalni replikace plazmidu) [18,19]. Dalsi
je HEK293S GnTI bunécna linie, postradajici aktivni N-acetylglukosaminyltransferasu
I (GnTI), ¢imz jsou veskeré proteiny, vyprodukované touto linii homogenné N-
glykosylovany [20]. A dale HEK293E bunécna linie, ktera je transformovana
nuklearnim antigenem 1 z viru Epstein-Barrové (EBNA1) [19,21].

Celkové HEK293 bunééné linie poskytuji robustni a spolehlivou platformu pro
expresi rozli¢nych proteint, véetné rozpustnych forem bunéénych imunoreceptort [19].
Tyto proteiny jsou pak vyuzitelné napiiklad pro zkoumani krystalové struktury,
hybridni screening souvisejicich molekul nebo biochemické testy [19]. Buiky se
kultivuji v suspenzi (Obr. 5) pfimo v ur¢eném kultivacnim médiu doplnéném o L-
glutamin. Inkubovany by mély byt pii 37 °C v 5% CO, atmosféfe [17].

| L

Obr. 5: Fotografie bunécéné linie HEK293. Fotografie byla staZzena ze stranek

http://www.ascentgene.com.
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3 CILE PRACE

e Ptiprava proteinu pomoci transfekce plazmidové DNA v HEK293S linii
e Purifikace pfipraveného proteinu pomoci chelataéni chromatografie a HPLC
e Charakterizace pfipraveného proteinu

e Strukturni studium KACL pomoci proteinové krystalizace
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4 MATERIAL

4.1 Pomicky a material

4-12% NuPAGE Bis-Tris gradient gel
Acetonitril

Adhezivni podlozka na ttepacku Sticky Stuff
Autoklav Varioklav 300/400/500 EP-Z
Automatické pipety Pipetman
Centrifuga Allegra X-22R

Centrifuga Universal 320R
Centrifugacni zkumavky Oak Ridge
Cystamin

Filtry pro sterilizaci 0,22 pm

Filtry Millipore Express 0,22 um
Fotoaparat Cyber-shot DSC-W570
Hemocytometr

Hmotnostni spektrometr Apex-Ultra
HPLC systém AKTAbasic

Injekéni mikrostiikacka

Inkubator 18 AIC, CO, pro tkanové kultury
Inkubéator IR 1500

Kahan Fuego SCS

Kolona s fritou Econo-column

Kolona Superdex 200 300/10 GL
Koncentratory Amicon Ultra, 10 000 MWCO
Lahve ¢tverhranné s prodySnymi vicky
Laminarni box BIO 126

Laminarni box Clean Air Techniek B.V.
Lednice 225 R (4 °C)

Magnetickd michacka MM 2A
Mikrocentrifuga MiniStar Silverline
Mikrokolonka MicroTrap

Mikroskop inverzni AE31

Mrazici box (-20 °C)

Invitrogen, USA

Merck, Némecko

Infors HT, Svycarsko

H+P Labortechnik GmbH, Némecko
Gilson, USA

Beckman Coulter, USA

Hettich, Némecko
Sigma-Aldrich, USA

Sigma, USA

TPP, Svycarsko

Millipore, USA

SONY, Japonsko
Sigma-Aldrich, USA

Bruker Daltonics USA
Amersham Biosciences, Svédsko
Hamilton, USA

Sanyo, Japosnko

LABsystem Praha, CR
VERKON, CR

Bio-Rad, Némecko

Amersham Biosciences, Svedsko
Millipore, USA

P-LAB, CR

LABOX, CR

PMYV, Nizozemsko

CALEX, CR

Laboratorni pristroje Praha, CR
VWR, USA

Michrom Bioresources, USA
Intraco Micro, CR

Zanussi, Italie
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Mrazici box Ultra-low UDF-U53V (-80 °C)
Nosi€¢ pro IMAC chromatografii Talon

pH metr 3310

Pipetovaci nastavec Midi plus

Plastik pro tkanové kultury

Predvazky KB1200-2

PureLink™ HiPure Plasmid DNA Maxiprep Kit
Robot Crystal Gryphon

Rotacni vakuové odparka SpeedVac DNA 110
Skener LiDE 210

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

Spektrofotometr UV/VIS UNICAM
Ttepacka Orbi-Safe TS NetWise

Ttepacka Multitron Cell

Ttepacka Celltron

UV prosvécovaci lampa

Vari¢

Vodni lazen WNE14

Vortexovy mixér

Zdroj deionizované vody Milli Q

Zdroj napéti PS 251-2

4.2 Chemikalie
Agar

Agarosa

Akrylamid
Ampicilin

APS

Azid sodny
Bromfenolova modf

BSA

Sanyo, Japonsko
Clontech, USA
Jenway, UK

Biohit, USA

TPP, Svycarsko
Kern, Némecko
Invitrogen, USA

Art Robbins Instruments, USA
Savant, USA

Canon, Japonsko
Biokeystone, USA
Sigma-Aldrich, USA
Bio-Rad, Némecko
Beckman, USA
Schéeller, Némecko
Infors HT, Svycarsko
Infors HT, Svycarsko
UltraLum, USA
ETA, CR

Memmert, Nemecko
VELP Scientifica, Italie
Millipore, USA
Sigma-Aldrich, USA

Oxoid, Anglie

Sigma, USA

Sigma, USA

Biotika, SR

Serva, USA

Serva, USA

Lachema, CR

New England Biolabs, USA
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Butyrat sodny

Coomassie Brilliant Blue R-250
Cinidlo dle Bradfordové

DMSO

DTT

EDTA

Ethanol 96 %

ExCELL293

F17

GoodView

IAA

L-glutamin

Kit pro krystalizaci Index HT
Kit pro krystalizaci JCSG+ Suite
Kvasni¢ny extrakt

IPEI 25 kDa

Pluronic F68

SDS

Standard pro agarosovou elektroforézu 1 kb
Standard pro SDS PAGE Pink protein ladder
TEMED

TFA

Tris

Trypanovéa modf

Trypton N1

Ostatni bézné chemikalie

4.3 Enzymy
Endo H¢

4.4 Bakterialni kmeny a buné¢né linie

Escherichia coli DH5a.
HEK293S GnTT

Sigma-Aldrich, USA
Sigma, USA

Bio-Rad, Némecko
Sigma, USA

Serva, USA

Jersey Lab Supply, USA
Lach-Nech, CR

Sigma, USA

Gibco Invitrogen, USA
Ecoli, Slovensko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma, USA

Hampton Research, USA
QIAGEN, Némecko
Imuna Pharm, CR
Polysciences, USA
Sigma, USA

Jersey Lab Supply, USA
New England Biolabs, USA
Central European Biosystems, CR
Serva, USA

Fluka, Svycarsko

Roth, Némecko

Sigma, USA

Oxoid, Anglie

Lach-Ner, CR

New England Biolabs, USA

Marek Ingr, Praha, CR
CRL-3022, ATCC, USA
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4.5 Vektory
pTT28 Y. Durocher, Montreal, Kanada

4.6 Plazmidové DNA
pTT28 Kl Barbora Mikulova, Praha, CR

4.7 Roztoky a média

4.7.1 Pufry a jiné roztoky

AA: 29% akrylamid, 1% N,N’-methylen-bis-akrylamid

Antibiotika: smés streptomycinu a penicilinu

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

EtMorpf pufr: 50mM 4-ethylmorfolin acetat, 0,2mM cystamin, 10% AcN. pH 8,2
LB médium: 1% trypton, 0,5% kvasni¢ny extrakt, 1% NaCl, pH 7,4; pouzita
koncentrace antibiotik: ampicilin 100 pg/ml

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

PBS pufr: 50mM Na,HPO,4, 300mM NaCl, 10mM NaNs, pH 7,0

PBS pufr s imidazolem: 50mM Na,HPO,4, 300mM NaCl, 10mM NaN3,

250mM imidazol, pH 7,0

PBS-TK pufr: 10mN Na,HPO4, 150mM NaCl, 2mM KCI, 2mM KH,PO,, pH 7,0
Pufr pro digesci trypsinem: S0mM NHsAc, 1 uM cystamin, 10% AcN, pH 7,0
Pufr pro gelovou chromatografii: 10mM HEPES, 150mM NaCl, 10mM NaN3,
pH 7,5

Roztok IPEI: 8 mg/ml IPEI v PBS-TK, pH 7,0

Roztok mobilni faze A: 0,2% FA; 2% IPA; 2% AcN v H,O

Roztok mobilni faze B: 0,16% FA; 10% IPA; 5% H,0 v AcN

TAE pufr (1x koncentrovany): 40mN Tris, 20mM CH3;COOH, 1mM EDTA, pH 8,3
TES pufr: 10mM Tris, 2mM EDTA, 150mM NaCl, 10mM NaN3s, pH 8,0
Vzorkovy pufr pro agarosovou elektroforézu: 30% glycerol, 1% bromfenolova modf,
70% TE pufr

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE neredukujici: 2x koncentrovany: 100mM Tris,



-27-

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

4.7.2 PureLink"™ HiPure Plasmid DNA Maxiprep Kit

Roztok R3: 50mM Tris-HCI, 10mM EDTA, 100 pg/ml RNAsa A, pH 8,0
Roztok L7: 0,2M NaOH, 1% SDS

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

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

Roztok E4: 100mM Tris-HCI, 0,1mM EDTA, 1,25M NacCl, pH 8,5

4.7.3 Kaultivaéni média

ExCELL293 médium: zakoupeno hotové médium (Sigma, USA), pted pouzitim
pfidan L-glutamin (vysledna koncentrace 4 mM)

F17 médium: zakoupeno hotové médium (Gibco Invitrogen, USA), pied pouZitim
pfidan L-glutamin (vysledna koncentrace 4 mM) a Pluronic F-68 (vysledna

koncentrace 0,1 %)



-08 -

5 METODY
5.1 Velkoobjemova priprava plazmidové DNA

5.1.1 Transformace a kultivace bakterialnich kultur

Alikvot bakteridlnich bunék Escherichia coli DHSa byl ponechan k volnému
rozmrznuti na ledu. K suspenzi bun¢k o objemu 200 pl byl ptfidan 1 pl plazmidu
pTT28 K1 (c = 2,78 pg/ml, Aseo/Azso = 1,62). V 1,5ml mikrozkumavce byla smés
ponechdana 30 min inkubovat na ledu. Poté byla mikrozkumavka ponoiena do vodni
lazné predehtaté na 42 °C pfesné na 1 min a nasledné umisténa zpét na led. Ke smési v
mikrozkumavce byl pfidan 1 ml LB média ptfedehiatého na 37 °C, zkumavka byla
promichdna a inkubovana 1 hod pii 37 °C v inkubatoru bez tiepani. Poté bylo suspenzi
ze zkumavky inokulovano 500 ml LB média s ampicilinem ve 21 Erlenmeyerovée bance.

Lahev byla umisténa na tfepacku, kde byla ponechana 16 hod pti 37 °C a 220 ot/min.

5.1.2 1Izolace plazmidové DNA [22]

Po inkubaci byl obsah ban€k centrifugovan v 250ml plastovych kyvetach po
dobu 30 minut pti 4500 x g, 4 °C. Supernatant byl slit, pelet resuspendovan ve 40 ml
TES pufru a suspenze byla rozdélena na 2x 20 ml do 30ml polypropylenovych
zkumavek typu Oak Ridge. Obsah zkumavek byl centrifugovan 10 minut pii 14 000 x
g, 4 °C. K izolaci plazmidové DNA byla pouzita komer¢ni souprava PureLink™ HiPure
Plasmid DNA Maxiprep Kit. Peleta v30ml polypropylenové zkumavce byla
resuspendovana v 9 ml R3 pufru. Nasledné bylo pfidano 9 ml L7 pufru a kyveta byla
promichdna nékolikanasobnym otoCenim. Po 5 ti minutach inkubace bylo ke smési
piidano 9 ml precipitacniho pufru N3 a smés byla opét promichana né¢kolikanasobnym
oto¢enim. Smés ve zkumavkéach byla 10 min centrifugovana pii 14 000 x g, 20 °C.
Béhem centrifugace byla piipravena komeréni kolona a kolona s fritou naplnéna
sorbentem (stejny jako v komer¢ni kolon€). Ty byly ekvilibrovany 30 ml ekvilibracniho
pufru EQIl. Na kolony byl nalit supernatant z polypropylenovych zkumavek,
nasledovalo promyti 2x 30 ml promyvaciho pufru W8 a nakonec eluce 15 ml elu¢niho
pufru E4 do 30ml cisté zkumavky. K eluatu bylo ptiddno 10,5 ml pfedchlazené¢ho
isopropanolu, smés byla promichéna a centrifugovana pii 20 000 x g, 30 min, 0 °C.
Supernatant byl slit, k peleté bylo pfidano 5 ml 70% (v/v) ethanolu a obsah zkumavky
byl centrifugovan pii 15300 % g, 5 min, 0 °C. Supernatant byl odstranén, peleta byla

vysuSena ve vakuové odparce a resuspendovéana v 1 ml sterilni dH,O.
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5.1.3 Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Cistota a koncentrace plazmidové DNA byla zjiiténa spektrofotometricky.
Plazmidova DNA byla ziedéna 300x v dH,O a byla zméfena absorbance roztoku pfi
260 a 280 nm. Koncentrace byla vypocitana dle empirického vztahu, kdy mé roztok
DNA pii absorbanci Ay = 1,0 koncentraci 50 pug/ml. Cistota byla uréena z poméru

Az60/Azso, ktery se u Cisté DNA rovna piiblizné 1,8.

5.1.4 Agarosova elektroforéza [23]

Gel pro agarosovou elektroforézu byl ptipraven z 0,65 g agarosy v 65 ml pufru
TAE a rozpuStén povafenim v mikrovinné troubé. Ke zchladlému roztoku (cca 50 °C)
byly pfidany 3 pl GoodView (fluorescencni DNA indikator). Gel byl nalit do vanicky
aparatury a byl ponechan zatuhnout spole¢né s hfebenem. Po zatuhnuti byl zalit 200 ml
dH,0. K elektrodam byl nalit TAE pufr (65 a 180 ml). Do jamek byly napipetovany
vzorky obsahujici jednu desetinu objemu vzorkového pufru pro agarosovou
elektroforézu. Do dalsi jamky byl pipetovan standard. Elektroforéza probihala po dobu
15 min pii 180 V. K vizualizaci DNA byla vyuzita fluorescence sledovana pod UV

lampou pii 312 nm.

5.2 Rekombinantni exprese proteini v bunéc¢né linii HEK293S

5.2.1 Rozmrazovani linie HEK293S

Alikvot zmrazené¢ bunécné suspenze HEK293S byl rozmrazen v 37 °C vodni
lazni a pfenesen do 10 ml kultivaéniho média ExCELL293 v 15ml sterilni plastové
zkumavce. Ta byla centrifugovana 5 min pi1 160 x g, 25 °C. Supernatant byl odstranén
a peleta bunck resuspendovana v 10 ml smési kultivaénich médii ExCELL293 a F17
(1:1). Suspenze byla pfenesena na 10cm Petriho misku. Petriho miska byla umisténa do

inkubatoru pfi teploté 37 °C a 5% CO..

5.2.2 Kultivace linie HEK293S

Po nékolikadenni kultivaci na Petriho misce byla hustota buné¢k v suspenzi cca
2.10° ml”'. Suspenze byla odebrana 10ml plastovou pipetou pomoci pipetovaciho
nastavce a smichana se vhodnym mnoZzstvim smési médii ExCELL293/F17 (1:1) v
hranaté lahvi opatiené vickem s prodySnym filtrem. Nasledné¢ byly buiiky kultivovany

v CO; inkubatoru na orbitalni tfepacce Celltron nebo v inkubované CO, orbitalni
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tfepacce Multitron Cell; ob¢ ttepacky byly opatfeny adhezivni podlozkou Sticky Stuft.
Frekvence otacek u tiepacek se upravovala v zavislosti na tom, jaké mnozstvi suspenze
bunék v médiu se trepalo a jaké lahve byly pouzity. Subkultivace byla provadéna vzdy
po 3 - 4 dnech kultivace, aby se hustota bunék v lahvi pohybovala mezi 0,2 a 4.10° ml™.
Bunky byly kultivovany v celkovém objemu 30 ml ve 100ml lahvich nebo v objemu 75
ml ve 250ml lahvich, protoZze optimdlni objem bunééné suspenze je 30 — 40 %
celkového objemu ldhve. Pro provedeni velkoobjemové produkce byly buiky
kultivovany ve 400 ml smési médii v 11 lahvi. Po dosaZeni potifebné hustoty byla

provedena transfekce plazmidové DNA do bunck.

5.2.3 Pocitani bunécné hustoty

Ke zjisténi bunécné hustoty byl pouzit hemocytometr a mikroskop. Nejprve bylo
automatickou pipetou odebrano 20 pl promichané bunécné suspenze z lahve,
v mikrozkumavce smichdno s 20 upl 0,4% trypanové modii v PBS-TK a smés
promichdna. Po S5min inkubaci bylo pipetou odebrano 20 pl a naneseno na
hemocytometr. Pod mikroskopem byly pomoci ¢tvercli spocitdny zivé a mrtvé buiiky.
Pro zjisténi bunééné hustoty byl celkovy pocet bunék v oblasti ¢tverci na
hemocytometru podélen poctem Ctvercl, vynasoben faktorem fedéni (2) a faktorem
1.10*. Bundtna hustota poté odpovidala jednotce 10° ml'. Ke zjisténi viability
(procento zivych bungk) se pocet zivych bunék podélil souctem zZivych a mrtvych bunék

a vynasobil stem.

5.2.4 Produkce proteini v HEK293S linii s transfekéni smési [15]

Po dosazeni ptfedpokladané hustoty suspenze bun¢k v 11 ¢tverhranné 1dhvi byly
buiiky spocitany pomoci hemocytometru (viz. 5.2.3). Poté bylo odebrano takoveé
mnoZstvi suspenze, které obsahovalo celkem 400.10° bundk. Potiebné mnoZstvi
suspenze bylo centrifugovano v 50ml sterilnich plastovych zkumavkéach po dobu 5 min,
200 x g, 25 °C. Supernatant byl slit a bunky resuspendovany v 16 ml média
ExCELL293, &¢mz vznikla bundéna suspenze o hustoté 25.10° ml . Pro transfekci
bun&éné linie HEK293S byl pouzit pomér 1 pg plazmidu na 1.10° bungk. K transfekci
byl pouzit plazmid pTT28 KI1, ktery pfedem piipravila Barbora Mikulova (c = 2,78
png/pl, Azeo/Azgo = 1,62). Jako transfekcni €inidlo byl pouZit linearni polyethylenimin 25

kDa. Hmotnostni pomér DNA:IPEI byl 1:4. Ptiprava transfekéni smési spocivala ve
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ziedéni 144 pl roztoku plazmidu ve 3,66 ml PBS-TK a tento roztok byl pomoci injekéni
stiikacky a 0,22um filtru sterilizovan. K plazmidu bylo piidano 200 pl IPEI (¢ = 8
mg/ml) tak, aby byl zachovan jiz zminény pomér DNA:IPEI. Transfekéni smés po
piipravé méla objem cca 4 ml. Po protiepani byla transfekéni smés ponechdna 5 min
inkubovat. Béhem inkubace se ve smési vytvotil komplex DNA:IPEI (zakal). Po
inkubaci byla transfekéni smés pfidana k 16 ml suspenze bunék, ¢imz byla hustota
zfedéna na 20.10° ml”'. Suspenze ve 100ml &tverhranné sterilni lahvi s vickem
opatfenym filtrem byla ponechana 4 hod v inkubatoru pii 37 °C, 5% CO, za stalé¢ho
tfepani. Po 4 hod byla suspenze pfenesena do 11 ¢tverhranné 1dhve a dopInéna Cerstvym
médiem ExCELL293 na 400 ml a hustotu 1.10° ml™". Dale byly do suspenze ptidany 4
ml smési antibiotik streptomycinu a penicilinu. K suspenzi bylo po 24 hod piidano 10
ml 20% hydrolyzatu Trypton N1 (celkova koncentrace v médiu 0,5 %).

P11 jedné této transfekci byl plazmid pTT28 K1 v PBS-TK pfidan nedopatienim
piimo do bunétné suspenze s naslednym piidanim IPEI. NedosSlo tedy k ptipravé
pfedem inkubované transfekéni smési. Z divodu vysoké vytéznosti byl tento postup

vyuZit pti dalSich transfekcich.

5.2.5 Produkce proteini v HEK293S linii bez transfekéni smési
Vysoko-hustotni transfekce HEK293S linie bez ptipravy transfekéni smési
probihala podle téméf stejného postupu jako v €asti 5.2.4. Pro transfekci bylo pouzito
celkem 1250.10° bungk. Buiky byly stejnym zpisobem centrifugovany a
resuspendovany v 56 ml média ExCELL293. K této transfekci byla pouzita plazmidova
DNA pTT28 KI1(b) (c = 1,44 pg/ul, Azeo/Azso=1,33; viz 5.1.2 a 6.1). Roztok plazmidu
o objemu 860 pl byl ziedén 5,17 ml média ExCELL293, pomoci 0,22 pm filtru byla
smés sterilizovdna a pifenesena piimo do lahve s bunécnou suspenzi. K bunkdm
s plazmidem bylo pfidano 469 pl IPEI (¢ = 8 mg/ml) v poméru DNA:IPEI = 1:4.
Vznikla suspenze o objemu 62,5 ml a hustoté 20.10° mI”" byla ve 250 ml &tverhranné
lahvi inkubovana 4 hod, dalsi postup byl totozny s ¢asti 5.2.4. pouze s tim rozdilem, ze

tato smes byla navic doplnéna o SmM butyrat sodny.

5.3 Purifikace proteinii

5.3.1 Filtrace kultury
Po 5 - 7 dnech pribéhu produkce, kdy viabilita bunék klesla pod 70%, byla
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produkce ukoncena. Médium bylo centrifugovano ve 250ml plastovych kyvetach 60
min pi1 4500 x g, 4 °C. Nasledné byl supernatant filtrovan za sniZzeného tlaku ptes filtr
Millipore Express o velikosti porti 0,22 um. Zfiltrované médium bylo pteneseno do

¢istych plastovych lahvi a zmraZeno v -20 °C nebo ihned zpracovano.

5.3.2 Chelata¢ni chromatografie

Zfiltrované¢ médium bylo pieneseno do 21 Erlenmeyerovy banky a doplnéno
pufrem PBS v objemovém poméru 1:1. K této smési byl pridan nosi¢ pro chelatacni
chromatografit TALON nabity kobaltnatymi ionty. MnoZstvi nosi¢e na objem jedné
produkce o objemu 400 ml ¢inilo 2 — 3 ml. Suspenze byla tfepana 30 min pii 160
ot/min, 16 °C. Nasledn¢ byla suspenze pfenesena na kolonu Econo s fritou. Po
zachyceni veskerého nosice v koloné byla kolona promyta PBS pufrem. Po promyti
nasledovala eluce pomoci pufru PBS s 250mM imidazolem. Eluce byla provedena 4x 4

ml tohoto pufru.

5.3.3 Zakoncentrovani proteinu

Eluované frakce byly spojeny a zakoncentrovany pomoci koncentratort Amicon
Ultra 10000, které ptes membranu nepropusti molekuly o Mr > 10000. Koncentratory
s eluatem byly centrifugovany pii 4500 x g, 4 °C na objem < 200 ul. Mezi jednotlivymi
dopliiovani koncentratoru eluatem byla sledovdna frakce proSld pfes membranu
metodou Bradfordové, zda membrana neni poSkozend a proteiny nepropousti.
Koncentratory byly po pouziti vzdy doplnény dH,O, aby membréna nevyschla. Po
zakoncentrovani byl vzorek uchovan v mikrozkumavce v lednici (4 °C) do druhého dne,

kdy byl dale zpracovan.

5.3.4 Gelova permeacni chromatografie

HPLC systém byl nejprve promyt dH,O. Na HPLC systém byla napojena kolona
Superdex 200 300/10 GL o tlakovém limitu 1,5 MPa, uchovavana v 20% ethanolu. Cely
systém byl promyt opét dH,O, 1M NaOH a nakonec pufrem pro gelovou chromatografii
pti pritoku 0,5 ml/min. Pomoci injekéni stiikacky opatiené jehlou byla pufrem promyta
davkovaci smycka a nasledoval nastiik koncentrovaného vzorku na kolonu. Béhem
zhruba 50min programu byly jiméany frakce po 0,5 — 1 ml do mikrozkumavek. Po

skon¢eni chromatografie byla kolona promyta pufrem, dH,O a 20% ethanolem. Frakce
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v mikrozkumavkéch byly uchovavany pti 4 °C.

5.4 Charakterizace proteinu

5.4.1 SDS elektroforéza [24]

Nejprve byla sestavena souprava pro piipravu gelu. Byl pouzit délici 15%
polyakrylamidovy gel. Ten byl pfipraven z 2,7 ml dH,0, 6 ml 30% AA, 3 ml 1,5M Tris
pH 8,8, 120 ul 10% SDS, 6 ul TEMED a 120 pl APS. Zarovnavaci gel byl ptipraven z
2,1 ml dH,0, 0,75 ml 30% AA, 0,375 ml 1,5M Tris pH 6,8, 30 ul 10% SDS, 4 pl
TEMED, 120 pl neredukujiciho 1x koncentrovaného vzorkového pufru a 30 ul APS.
Tato mnozstvi roztokll jsou dostatecnd pro ptipravu tii geld. DéElici gel byl pomoci
automatické pipety nanesen mezi elektroforetickd skla a prevrstven dH,O, po ztuhnuti
gelu byla voda slita a byl pfidan zarovnavaci gel, do kterého byl zasunut hieben pro
vytvofeni otvorl pro vzorky. Neredukované vzorky byly pfipravovany smichanim 10 pl
vzorku s 10 pl 2% kone. neredukujiciho vzorkového pufru. Pro ptipravu redukovaného
vzorku byl pouzit 2% konc. redukujici vzorkovy pufr (neredukujici se 100mM DTT).
Vzorky byly 5 min povatfeny a kratce centrifugovany. Na gel bylo nanaSeno 10 pl takto
ptipravenych vzorka vedle 5 pl standardu Pink Protein Ladder (11 proteinit o Mr = 10-
175 kDa). Elektroforéza probihala 60 min pii 200 V. Poté byly gely barveny 30 min v

barvici 1azni a nasledné odbarveny.

5.4.2 Stanoveni koncentrace [24]

Po zjisténi Cistoty a molekulové hmotnosti z elektroforézy byly stejné frakce
spojeny a zakoncentrovany na 0,5 ml (viz 5.3.3). Koncentrace proteinu byla orientatné
stanovena pomoci metody dle Bradfordové. Stanoveni bylo provedeno na 96-ti jamkové
desti¢ce, kdy byla vytvotena kalibra¢ni fada z roztokit BSA v koncentraCnim rozmezi
0 - 1 mg/ml. Ke standardnim vzorkiim BSA o objemu 5 pl bylo vzdy piidano 200 pl
¢inidla dle Bradfordové, smés byla automatickou pipetou promichana a ponechana 5
min inkubovat. K5 pl vzorku bylo pfidano stejné mnozstvi ¢inidla dle Bradfordoveé,
jako ke standardnim vzorkim, smés byla téz promichdna a ponechana inkubaci. Po
inkubaci byla vizualnim porovnanim odhadnuta koncentrace vzorku podle kalibra¢ni

fady.
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5.5 Deglykosylace proteinu

Nasledovala deglykosylace proteinu vroztoku o objemu 0,5 ml. K roztoku
v mikrozkumavce bylo pfidano 50 pl rozmraZzeného 10x konc. reakéniho pufru Endo
H¢. Dale bylo ptidano 0,5 pl enzymu Endo Hy. Smés v mikrozkumavce byla ponechana
pies noc inkubovat za mirného michani za laboratorni teploty. Druhy den byla
mikrozkumavka prenesena do inkubatoru a zde byla ponechdna inkubovat pii 37 °C po
dobu 2 hodin. Poté bylo odebrano ze vzorku 10 pl k provedeni SDS elektroforézy a

mikrozkumavka byla ponechana dalsi 2 hodiny v inkubatoru.

5.6 Hmotnostni spektrometrie - mapovani disulfidickych mistkii
Analyza cysteini zapojenych do disulfidickych mustkl v pfipraveném proteinu

byla provedena méfenim hmotnosti (m/z) peptidovych §t€pt z tohoto proteinu

v oxidativnim prostfedi. Vlastni praci provedl Mgr. Zden¢k Kukacka (Laborator

charakterizace molekuldrni struktury, MBU AV CR) dle nasledujiciho protokolu.

5.6.1 Gradientova SDS elektroforéza v oxidativnim prostredi

Do mikrozkumavky bylo pipetovano 10 pl proteinu v pufru pro gelovou
chromatografii a 2 pl 120mM alkylaéniho roztoku IAA. Vzorky byly ponechdny 20 min
inkubovat za tmy a laboratorni teploty. Ke vzorku do mikrozkumavky poté byly piidany
4 ul 5% konc. neredukujiciho vzorkového pufru a 2 pul 1mM roztoku cystaminu. Vzorek
byl po 1 min inkubace pfi 90 °C centrifugovan a nanesen na komercni gradientovy
polyakrylamidovy gel (4-12% NuPAGE Bis-Tris gradient gel). Elektroforéza probihala
po dobu 40 min, pifi napéti 200 V. Poté se gel barvil ptiblizn€ ptil hodiny v barvici 1azni
a nasledné byl zcela odbarven odbarvovacim roztokem. ProuZek proteinu byl z gelu
vytiznut a roziezdn na malé kosticky. Kosticky gelu byly v mikrozkumavce doplnény o
EtMorf pufr o pH 8,2. Po sonikaci byl supernatant odstranén a tento postup se opakoval
do odbarveni kouskli gelu. Nasledoval oplach roztokem cystaminu v dH,O a sonikace,
oplach roztokem cystaminu v AcN a sonikace. Posledni oplach byl opét v EtMorf pufru

o pH 8,2, nasledné sonikace a odstranéni supernatantu.

5.6.2 Deglykosylace denaturovaného proteinu
Deglykosylace byla provedena pomoci enzymu Endo Hy. Ke kouskiim gelu bylo
pipetovano 8 ul dH,O, 1 pul 10% konc. pufru Endo Hra 1 pl enzymu Endo H¢. Po 1 hod
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inkubace ve 37 °C byl odstranén supernatant a kousky gelu byly oplachovéany stejnym

zpusobem jako v predeSlém odstavci. Po oplachnuti byly vysuseny na vakuové odparce.

5.6.3 Digesce trypsinem

S gelem obsahujicim protein byla zahajena digesce trypsinem (Stépi
polypeptidovy fetézec na C-konci Lys a Arg). Zasobni roztok trypsinu byl 50x ziedén
pufrem pro digesci trypsinem. Pufr byl pfidadn v takovém mnozstvi, aby v§echny kousky
gelu byly ponofené. Nasledné byla provedena inkubace ve vodni 1azni predehtaté na 37

°C, 8 - 12 hodin.

5.6.4 Extrakce peptida

Supernatant byl odebran do Cisté mikrozkumavky. Gel byl sonikovan 5 min v 50
ul 80% AcN, 0,1% TFA a supernatant piidan do stejné¢ zkumavky jako predchozi.
Kousky gelu byly uschovany pii -80 °C. Odebrané supernatanty byly vysuSeny na

vakuové rotacni odparce. K susin€ bylo pfidano 100 pl 0,1% TFA a sonikovano 15 min.

5.6.5 Nabohaceni a odsoleni peptidi

K nabohaceni a odsoleni peptidt byla pouzita komer¢ni kolonka Micro Trap. Ta
byla promyta 500 pl 80% AcN, 0,1% TFA, poté byla promyta 300 ul 0,1% TFA a
nasledné byl nanesen vzorek (100 ul 0,1% TFA peptidového extraktu). Kolonka byla
dvakrat promyta 500 pul 0,1% TFA. Nabohacena a odsolena peptidova frakce byla
eluovana 50 pl 80% AcN, 0,1% TFA do Ccist¢é mikrozkumavky. Eluat byl
v mikrozkumavce vysuSen na rota¢ni vakuové odparce auchovan pi1 -80°C az do

samotného MS méfeni.

5.6.6 Analyza na hmotnostnim spektrometru [25]

Vlastni analyza byla provedena Mgr. Zdeiikkem Kukackou. Ptipravené vzorky
(vzorek + 20 ul dH,O a 30 pl 5% AcN, 1% kys. octové) ve vialkach byly umistény do
vzorkovace napojeného k systému LC-MS. Kapalinova chromatografie (WHPLC systém
Agilent 1200) s kolonou Magic C18 probihala s roztoky mobilni fdze o rizném slozeni
(roztok A, roztok B). Objem nastfiku na kolonu ¢inil 5 pl. Separované peptidy byly
nabity pomoci ESI ionizace a detekovany pomoci FT-ICR analyzitoru hmotnostniho

spektrometru Apex-Ultra. Naméfené hodnoty m/z ziskanych peptidi byly déle
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analyzovany pomoci specialnich programi DataAnalysis 4.0 a MSLinks pro sledovani

modifikaci jako jsou disulfidické mlistky nebo N-glykosylace.

5.7 Kirystalizace

Krystalizace proteinu byla provadéna v Laboratori strukturni biologie, BTU AV
CR, pod dohledem Mgr. Jana Blahy a Mgr. Jakuba Ptacka. Pomoci zde dostupného
pipetovaciho robota Crystal Gryphon byly provadény Sirokospektré krystalizacni
experimenty metodou difiize par sedici kapky nad rezervoarem.

Na 96-t1 jamkové krystalizani desticky Intelli-plate 96 bylo nejprve robotem
pipetovano 80 pl daného roztoku sraZedla z komeréni sady pro hledani vhodnych
krystaliza¢nich podminek. Sedici kapka byla vytvofena v prostoru nad rezervoarem
pipetovanim 150 nl roztoku srazedla a 150 nl roztoku proteinu. Desticka byla pielepena
kryci folii, ktera branila nekontrolovanému vysychdni krystalizanich experimentii a
zarovenl oddélila 96 krystaliza¢nich experimentii na desticce od sebe. Krystaliza¢ni
experimenty probihaly pfi 8 °C a jejich vyvoj byl sledovan pomoci optického

mikroskopu s polariza¢nim filtrem a digitalni kamerou, vzdy jednou za 7 dni.
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6 VYSLEDKY

6.1 Priprava zasobniho mnoZstvi plazmidu

Zasobni mnozstvi plazmidu pTT28 K1 bylo pfipraveno dle postupu uvedeného
v kapitole 5.1.2. Pfiprava plazmidu probihala paraleln¢ v dvojim provedeni. Nejprve
byly provedeny dvé transformace plazmidu pTT28 K1 do bunécné suspenze E. coli
DH5a tepelnym Sokem. Transformovanymi bakteriemi bylo nasledné inokulovano 2x
500 ml LB média v Erlenmeyerovych bankach. Po 16-ti hodinach kultivace byly kultury
sklizeny a nasledovala izolace plazmidové DNA, béhem niz byla porovndna uc¢innost
komeréné dodavané kolony (a) a kolony s fritou naplnénou volnym sorbentem (b).
Izolované plazmidy byly oznaceny jako pTT28 Kl(a) a pTT28 Kl(b). Na Obr. 6 je

zdznam agarosove elektroforézy, kde je zkontrolovana Cistota a celistvost plazmidi.

1 2 M

Obr. 6: Agarosova elektroforéza plazmidi pTT28 Kl(a) a pTT28 Kl1(b). V draze M je
DNA standard (viz 5.1.4), vdraze 1 je plazmid pTT28 Kl(a) a v draze 2 pTT28 Kl(b),

pripravené s pouzitim komerc¢ni resp. volné plnéné kolony.

V Tab. 1, str. 38 je uvedena vypocitana koncentrace a Cistota izolovanych
plazmidi (méfeni a vypocet viz 5.1.3). Cistota plazmidi byla niz§i nez optimalni
hodnota 1,8 - 2,0, kterd odpovida Cist¢ DNA. Pokud je Cistota plazmidu niz$i nez 1,8,
jedna se o kontaminaci bilkovinami z divodu vys$si absorbance pti 280 nm, ¢imz klesa
pomér absorbanci. Pokud je pomér vyssi nez 2,0, plazmid je kontaminovan RNA a

stoupd absorbance pii 260 nm.
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Tab. 1: Koncentrace a €istoty plazmidi mérenych spektrofotometricky.

plazmid koncentrace [mg/ml] Cistota (Az60/A2s0)
pTT28 Kl(a) 1,53 1,55
pTT28 Kl(b) 1,44 1,33

6.2 Produkce proteinu KACL v linii HEK293S

Transfekce plazmidu do bunék HEK293S GnTIT byla provedena dvéma
zpusoby liSicimi se ve zplsobu smiseni plazmidu s transfek¢nim c¢inidlem. Prvni
transfekce byla provedena v médiu obsahujicim 400.10° bungk s transfekéni smési
obsahujici plazmid, PBS pufr a IPEI, kter4 byla pfedem smichéna, 5 min inkubovana a
poté piidana k bunécné suspenzi. Tato produkce byla ukoncena po 6-ti dnech inkubace
za tfepani a ndsledné zpracovavana pod nazvem ,,produkce X”. Vytézek z této produkce
byl velmi nizky na to, aby s nim bylo moZzno provést nasledné pokusy. Dalsi transfekce
probihala za stejnych podminek, nedopatienim vSak doSlo k pfimému piidani
plazmidové DNA do suspenze bunck a naslednému pfidani IPEI, nikoliv inkubované
transfek¢ni smési. Po purifikaci bylo zjisténo, ze vytézek po tomto zplisobu transfekce
je mnohem vys$8§i, nez u predchozi produkce. Tato produkce byla zpracovana pod
nazvem ,,produkce A”. Nasledn¢ byl tento zptisob transfekce vyuzit pro dalsi produkci.
Tteti transfekce probihala v médiu o obsahu 1250.10° bungk. Transfekce probéhla tzv.
pfimym pfidanim - plazmid byl zfiltrovan pfimo do média s buiikkami a transfekéni
¢inidlo IPEI bylo pfidano ihned poté, neprobéhla tedy zadné pfedinkubace DNA s IPEL
Produkce probihala po 7 dni za stejnych podminek jako v pfedchozim ptipad€é. Béhem

naslednych zpracovani byla nazyvana ,,produkce B”.

6.3 Purifikace proteinu KACL

Po ukonc¢eni produkce bylo médium centrifugaci a filtraci zbaveno bunék a byla
s nim provedena chelatacni chromatografie. Nejprve byl k danému objemu média ptidan
stejny objem pufru PBS a 2 - 3 ml nosi¢e TALON. Ve 2l bankach byla smés 30 min
mirné¢ promichdvana na tfepacce. Béhem tfepani se volny protein reverzibiln¢ navazal
na nosi¢. Principem metody je interakce kobaltnatych iontii pevné navdzanych na
nosi¢i, na které se proteiny mohou véazat pomoci tzv. histidinové kotvy, ktera je
v ptipad¢ konstruktu K1 proteinu KACL tvofena osmi histidiny na C-konci proteinu.

Jako ekvilibra¢ni a promyvaci pufr byl pouzit PBS, k eluci byl pouzit PBS s 250mM
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imidazolem. Jimané frakce byly spojeny a zakoncentrovany na objem 150 - 200 pl.
Zakoncentrovany vzorek byl aplikovan v HPLC systému na kolonu Superdex
200 300/10 GL. Chromatografie byla monitorovana spektrofotometricky pii vlnové
délce 280 nm. Nasledné byla s posbiranymi frakcemi provedena SDS elektroforéza

v 15% polyakrylamidovém gelu.

6.3.1 Zpracovani vzorku z produkce X

Metodou gelové permeacni chromatografie bylo zjisténo, ze vzorek z produkce
X obsahuje zanedbatelné mnozstvi proteinu, coz naznacuje, ze transfekce nebyla ptilis
efektivni (obr. 7). Z retencniho objemu piku ve srovnani se znaAmym reten¢nim ¢asem
KACL, ktery se pohybuje kolem 16 ml 1ze uvazovat, Ze se pravdépodobné jedna o

kyzeny rekombinantni receptor.

0,05
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A (280 nm)
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Obr. 7: Chromatogram purifikace proteinu KACL zprodukce X. Zaznam z gelové
permeacni chromatografie proteinu KACL produkovaného v HEK293S linii na koloné

Superdex 200 300/10 GL. Cervena kiivka zna&i prab&h méfeni absorbance p¥i 280 nm. Béhem

méfeni nebyly jimany frakce z diivodu nizké vytéznosti.
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6.3.2 Zpracovani vzorku z produkce A

Pti provedeni gelové permeacni chromatografie se vzorkem z produkce A byly
sbirany frakce po 1 ml do mikrozkumavek, celkem bylo jimano 8 frakci.
Z chromatogramu (Obr. 8) je vidét, Ze vytézek proteinu zachyceny béhem chelatacni
chromatografie je oproti produkci X (obr. 7, str. 39) vysoky a pomérné cisty. Po
porovnani reten¢nich objemt (viz. 6.3.1) lIze téz uvazovat, ze se jedna o rekombinantni

receptor.
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Obr. 8: Chromatogram purifikace proteinu KACL zprodukce A. Zaznam z gelové
permeacni chromatografie proteinu KACL produkovaného v HEK293S linii na koloné
Superdex 200 300/10 GL. Cervena k¥ivka zna¢i priibéh méfeni absorbance pti 280 nm. Zluté

vybarvené oblasti predstavuji posbirané frakce.

Nasledn¢ byla provedena SDS elektroforéza (Obr. 9, str. 41; viz 5.4.1)
s frakcemi 54, 64, 7a, 84 Vv redukujicim a neredukujicim prostfedi. Pomoci standardu
byla odhadnuta velikost proteinu ptiblizn€ na 20 kDa. Teoretickd molekulova hmotnost
konstruktu K1 je okolo 16,5 kDa. Z tohoto vysledku lze usoudit, Ze jednotlivé frakce
mohou obsahovat protein KACL, ktery je pfitomen v riznych glykoformach a netvofi
kovalentni oligomery spojené disulfidickymi mustky. Jedna molekula KACL obsahuje

tfi potencionalni N-glykosylaéni mista (Obr. 4, str. 19).
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Obr. 9: 15% SDS elektroforéza frakci GC z produkce A. Fotografie elektroforetické analyzy
frakci 54 - 84 z gelové permeacni chromatografie produkce A. Vzorky jsou popsany Cisly dané

frakce, podle R a N rozd€leny na redukované a neredukované. M - proteinovy standard.

6.3.3 Zpracovani vzorku z produkce B

Chromatografické zpracovani vzorku z produkce B probihalo podobné jako u
vzorku z produkce A. Celkov€ bylo posbirano 9 frakci po 0,5 ml. V piipad€ tohoto
méfeni je z chromatogramu (Obr. 10, str. 42) podle retencniho objemu ziejmé, ze se
pravdépodobné také jednd o konstrukt KACL vysoké Cistoty.

S frakcemi 1p - 95 byla provedena SDS-PAGE v redukujicim (Obr. 11, str. 42) a
neredukujicim (Obr. 12, str. 43) prostiedi. Pomoci standardu byla v obou gelech
odhadnuta velikost proteinu na 19 - 20 kDa. Z analyzy je patrné, ze frakce 3 - 8p

obsahuji monomerni protein KACL opét v rizné glykosylovanych formach.
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Obr. 10: Chromatogram purifikace proteinu KACL zprodukce B. Zaznam z gelové
permeacni chromatografie proteinu KACL produkovaného ve vysoké hustoté HEK293S linie.
Pouzita kolona Superdex 200 300/10 GL. Cervena k¥ivka znaéi priibéh méfeni absorbance pii

280 nm. Ocislované zluté oblasti predstavuji posbirané frakce.
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Obr. 11: 15% SDS elektroforéza frakci GC z produkce B, redukujici prostredi. Fotografie
elektroforetické analyzy redukujicich frakei 1 - 95 z gelové permeacni chromatografie

produkce B. Vzorky jsou popsany c¢isly dané frakce, M - proteinovy standard.
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Obr. 12: 15% SDS elektroforéza frakci GC z produkce B, neredukujici prostiedi.
Fotografie elektroforetické analyzy neredukovanych frakei 1g - 9 z gelové permeadni

chromatografie produkce B. Vzorky jsou popsany ¢isly dané frakce, M - proteinovy standard.

6.4 Deglykosylace KACL

6.4.1 Stanoveni koncentrace frakci

Pfed deglykosylaci byla stanovena piibliznd koncentrace jednotlivych frakci
z gelové permeacni chromatografie. Koncentrace frakci 55 - 84 zprodukce A byla
zjiSténa v kazdé jednotlivé frakci zvlast, zatimco frakce 3p - 8g z produkce B byly
spojeny do dvou ¢asti Iy (frakce 35 - 4p) a Il (5 - 8p), které byly zakoncentrovany na
objem 0,5 ml. Koncentrace byla stanovena metodou dle Bradfordové pomoci fedici fady

BSA (viz 5.4.2).

Tab. 2: Koncentrace jednotlivych frakci z gelové permeacni chromatografie.

frakce koncentrace [mg/ml] frakce koncentrace [mg/ml]
Sa 0,53 Is 0,35

6a 1,15 115 0,45

Ta 0,88

8A 0,54

6.4.2 Deglykosylace frakei

Po zjisténi koncentrace byla s frakcemi provedena deglykosylace s pomoci
enzymu Endo H v nativnim prosttedi (viz 5.5). Frakce byly poté opét analyzovany
pomoci SDS elektroforézy. Na fotografiich se nachazeji elektroforetické gely se vzorky
S5a - 84 vredukujicim (Obr. 13, str. 44) a neredukujicim (Obr. 14, str. 44) prostiedi. Z

obou gell je zietelné, Ze vzorky 6 - 8 obsahuji deglykosylovanou formu proteinu KACL
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ocekavané molekulové velikosti 16 kDa a =zarovenn je patrné, Ze kompletné
deglykosylovany protein se nachézi pouze ve frakci 8. V jamkéch 5 - 8, kde byly
pipetovany deglykosylované formy, je také zietelné vidét enzym Endo Hy o velikosti

cca 96 kDa.

deglykosylované frakce
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Obr. 13: 15% SDS elektroforéza deglykosylovanych frakci z Produkce A, redukujici
prosti‘edi. Fotografie elektroforetické analyzy deglykosylovanych frakci 54 - 84 z produkce A.
Vlevo se nachazeji N-glykosylované a vpravo deglykosylované frakce.

deglykosylované frakce

kDa M 5 6 [{ 8 5 6 7 8
96 — — — —
42 WS
22 - et

- —
14 B =--

10,5
Obr. 14: 15% SDS elektroforéza deglykosylovanych frakci z produkce A, neredukujici
prosti‘edi. Fotografie elektroforetické analyzy deglykosylovanych frakci 5, - 84 z produkce A.

Vlevo se nachazeji N-glykosylované a vpravo deglykosylované frakce.

SDS elektroforéza deglykosylovanych frakci Ig a IIg z produkce B (Obr. 15, str.
45) v redukujicim 1 neredukujicim prostiedi. Z analyzy je ziejmé, Ze deglykosylace

v obou frakcich probéhla jen v omezené mite.
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Obr. 15: 15% SDS elektroforéza deglykosylovanych frakci z produkce B. Fotografie
elektroforetické analyzy deglykosylovanych frakei Ig a Ilg z produkce B. Vlevo redukované,

vpravo neredukované vzorky.

Deglykosylované frakce 64 - 84 z produkce A byly spojeny, zakoncentrovany na
cca 150 pl a precistény pomoci gelové permeacni chromatografie. Retencni objem
proteinu se znatelné zvysil z divodu snizeni molekulové hmotnosti, coz odpovida
uspesné deglykosylaci (Obr. 16, str. 46).

S posbiranymi frakcemi byla naposledy provedena SDS elektroforéza (Obr. 17,
str. 46). Nejvice homogenni a téméf kompletné deglykosylovana frakce 3 a 4 byly
spojeny, zakoncentrovany a pouzity pro krystalizaci, zbylé frakce byly podrobeny
hmotnostné spektrometrické analyze zapojeni disulfidickych mustkd a stavu N-

glykosylace.
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Obr. 16: Chromatogram deglykosylovaného proteinu KACL z produkce A. Ziznam z
gelové permeacni chromatografie deglykosylovaného proteinu KACL. Pouzita kolona Superdex
200 300/10 GL. Cervena kiivka znaéi pribéh méFeni absorbance pii 280 nm. Zluté vybarvené
oblasti pfedstavuji posbirané frakce.
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Obr. 17: 15% SDS elektroforéza deglykosylovanych frakci gelové chromatografie z

produkce A. Fotografie elektroforetické analyzy frakci 1 - 4 z gelové permeacéni
chromatografie deglykosylovaného proteinu KACL z produkce A. Vzorky jsou popsany Cisly

dané frakce, podle R a N rozdéleny na redukované a neredukované. M - proteinovy standard.
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6.5 Mapovani disulfidickych mustki proteinu KACL

K objasnéni disulfidové konfigurace vyprodukovaného proteinu byla pouZzita
hmotnostni spektrometrie. Pro mapovani byl pouzit preparat konstruktu K1 separovany
elektroforézou provedenou v oxidativnim prostiedi (viz 5.6.1 a dale), prouzky proteinu
byly z gelu vyfezany a Sté€peny trypsinem. Po extrakci, nabohaceni a odsoleni ziskanych
peptidi byla Mgr. Zdenkem Kukackou provedena LC-MS analyza (viz 5.6.6; [25]).
Ziskané vysledky (Obr. 18) dokazuji, ze se v proteinu skutecné nachéazi 4 cysteiny, které
spolu tvofi 2 disulfidické miistky. Zapojeni Cys15-Cys26 a Cys43-Cys124 (Obr. 19) je
v souladu s ptibuznymi proteiny, u kterych je v CTLD doméné disulfidické zapojeni

znamé (napt. CD69 €1 mClrg [26,27]).
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Obr. 18: Vysledky mapovani disulfidickych mustku v konstruktu K1 proteinu KACL.
Graf zobrazuje relativni porovnani souctu intenzit signald identifikovanych disulfidicky

spojenych peptida.

ITGATWSKHAKPVACSGDWLGVRDKCFYFSDDTRNWTASKIFCSLQKAELAQIDTQEDMEFL

1
KRYAGTDMHWIGLSRKQGDSWKWTNGTTFNGWFEIIGNGSFAFLSADGVHSSRGFIDIKWIC

SKPKYFLGTKHHHHHHHHG
Obr. 19: Vyznaceni disulfidickych mustka v sekvenci konstruktu K1 mapované pomoci
hmotnostni spektrometrie. Konstrukt K1 je znacen fialové, ve zlutych rameccich jsou cysteiny

tvorici mezi sebou disulfidické mustky (¢erné cary). Na konci konstruktu je histidinova kotva.
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6.6 Krystalizace proteinu KACL

Tieti a ctvrta frakce gelové permeacni chromatografie deglykosylovaného
preparatu konstruktu K1 proteinu KACL z produkce A byly pouZity pro krystalizaéni
experimenty. Frakce byly spojeny a na centrifuga¢nim koncentratoru zakoncentrovany
na 12 mg/ml - koncentrace byla urcena relativné metodou Bradfordové proti BSA jako
standardu. Protoze pouZité frakce nebyly kviili omezené deglykosylaci homogenni, byla
k zakoncentrovanému preparatu pted krystalizaci pfiddna Endo Hy v hmotnostnim
poméru 1:200. S takto pfipravenym proteinovym vzorkem byly provadény
Sirokospektré krystalizacni experimenty metodou s vyuZitim krystaliza¢niho robota a
komer¢nich sad srazedel (viz 5.7).

Zhruba po 14 dnech od nasazeni téchto experimentt byly v kapce obsahujici jako
srazedlo 0,1M Tris pH 8,5, 3M NaCl (Index HT - A12, Obr. 20) detekovany krystaly
tvaru malych jehlic az tramct o velikosti do 10 pm.

Krystalizace proteinu byla provadéna v Laboratori strukturni biologie, BTU AV
CR, pod dohledem Mgr. Jana Blahy a Mgr. Jakuba Ptacka.

[N

Obr. 20: Fotografie krystali vyprodukovaného proteinu. Fotografie byla potizena digitalni
kamerou na optickém mikroskopu, velikost krystalll se pohybuje v jednotkach az desitkach

mikrometra.
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7 DISKUZE

Cilem této bakalarské prace byla ptiprava lidského bunééného receptoru KACL
pomoci metody rekombinantni proteinové exprese. Exprese probihala transfekci
plazmidové DNA nesouci konstrukt kodujici KACL (pTT28 K1) do lidskych
embryonalnich ledvinnych bun€ék HEK293S GnTI'. Tato buné¢na linie postrada enzym
N-acetylglukosaminyltransferasu I, ¢imz je docileno produkce proteini s homogenni
N-glykosylaci. Pro transfekci byly pouzity 2 rtzné plazmidové DNA. Prvni, pro
produkci X a A, byla pfipravena Barborou Mikulovou. Druha plazmidova DNA byla
piipravena v ramci této prace a byla vyuzita pro produkci B. Vytézek druhé izolace
plazmidu nebyl ptili§ vysoky. Totéz lze fici 1 o jeho Cistot€, nebot’ pomer Ajeo/Azso byl
roven hodnoté 1,33. Jednim diivodem nizké Cistoty mohl byt fakt, Ze pro izolaci
plazmidové DNA nebyla pouzita komeréné dodavana kolona se zafixovanym nosicem,
ale kolona s fritou naplnénd sice stejnym, ale jiz recyklovanym nosi¢em. DalSim
divodem nizkého vytéZku mohly byt 1 samotné bakterie E. coli, do kterych byl plazmid
transformovan. Bakterie mohly byt naptiklad ve stresu z rozmrazeni, nebo z tepelného
Soku pii transformaci. Obvykle totiz po transformaci nasleduje selekce transformantfi na
misce s agarem, avSak v naSem piipad¢ byl tento krok z ¢asovych diavodii vynechan a
Cerstvé transformované bakterie byly rovnou pouzity k inokulaci média. I pfes ziskani
takovéto plazmidové DNA s nizkou koncentraci a Cistotou byl vytéZzek transfekce
pomérné piijatelny.

Po ukonceni produkce nasledovala purifikace proteinu. Diky histidinové kotve,
ktera je vnesena do vektoru pTT28 bylo mozné ziskat €isty protein pomoci chelata¢ni
chromatografie s pomoci komeréniho nosi¢e TALON nabitého kobaltnatymi ionty.
Eluce z nosice byla provedena imidazolem, ktery, co by volny ligand, vytésni pies
imidazolovy kruh histidinti vdzany protein z kolony. Po zakoncentrovani eluatii byla
provedena gelova permeacni chromatografie, pfi niz byla pomoci méfeni absorbance pti
280 nm sledovana mobilita proteinu. Z pozice elu¢niho vrcholu v chromatogramu lze
usuzovat na molekulovou velikost daného proteinu. Pozorovany elu¢ni objem
konstruktu K1 proteinu KACL je ptiblizn¢ 16,3 ml (Obr. 8, str. 40), coz u pouzité
kolony odpovida proteinu o velikosti ptiblizn¢ 40 kDa - je tedy pravdépodobné, ze dany
konstrukt tvofi nekovalentni dimer, coz by bylo v souladu s jiz publikovanymi udaji
[12].

Po nékolika transfekcich plazmidové DNA do bunék pomoci transfekéniho
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¢inidla IPEI bylo zjiSténo, ze pokud je pfipravena transfekéni smés skladajici se
z plazmidové DNA, pufru a IPEI, ktera se n¢kolik minut inkubuje a poté je pridana k
bunikam, je vytézek produkce mnohonasobné nizsi oproti transfekcei, kdy je plazmidova
DNA piimo pifidana k bunkam a nasledn€ doplnéna IPEI, bez jakékoliv inkubace. Toto
zjisténi dokazuji produkce X a nasledné produkce A a B. Postup pfi transfekci pro
produkci A byl na posledni chvili pozménén, kdy nedopatienim doSlo k pfipraveni
transfek¢ni smési bez pridani IPEI a tento nedostatek byl odhalen nasledné po ptidani
plazmidové DNA k bunikdm, ¢imz byl IPEI pfidan samotny bez inkubace spole¢né s
plazmidem. Vysledkem byl vysoky vytézek z produkce A oproti netispesné produkci X.
Pti produkci B byl postup piimého ptidani plazmidu a nasledné IPEI do bunék cileny a
z této transfekce byl vytézek téz piijatelné vysoky oproti ostatnim transfekcim
vyuZzivajicim inkubovanou transfekéni smés. Dlivodem neuspésnosti téchto transfekci
muze byt teorie, ze pii inkubaci je plazmidova DNA obalena IPEI tak silng, Ze vzniklé
komplexy (viditelné jako zdkal roztoku) jsou jiz ptili§ velké pro snadnou endocytézu a
vsttebani plazmidu do buiiky.

Frakce ziskan¢ z gelové permealni chromatografie byly analyzovany pomoci
SDS elektroforézy, a to v redukujicim i1 neredukujicim prostiedi. Z vysledk je patrné,
ze v neredukujicim prostredi se protein pohybuje rychleji nez v redukujicim, coz je
pravdépodobné zplisobeno tim, Ze se v proteinu nachazi disulfidické mustky, diky nimz
je vice sbaleny a jevi se jako mensi. V porovnani se standardem lze fici, Ze purifikovany
protein svoji velikosti odpovidd KACL konstruktu K1 a tvoii vicero glykoforem. Ze
sekvence konstruktu K1 je zfejmé, Ze obsahuje 3 mista N-glykosylace. Ve snaze zvysit
homogenitu ziskaného proteinu byla provedena deglykosylace pomoci enzymu Endo Hy
(endoglykosidasa H, fuzni). Z SDS elektroforézy deglykosylovanych frakci je patrné, ze
doslo ke snizeni molekulové hmotnosti pfiblizné¢ o 3 kDa na teoretickych 16,5 kDa,
avSak je evidentni, ze deglykosylace nebyla ani zdaleka uplna, a to 1 pfesto, ze
glykosylace tvofena v linii HEK293S GnTI je obvykle enzymem Endo H¢ dobie
odstépovana 1 za nativnich podminek. Je pravdépodobné, ze ncktera mista N-
glykosylace jsou u konstruktu K1 pro enzym Endo H; stericky nedostupna.

Disulfidick¢ mistky pfitomné v konstruktu KI byly mapovany pomoci
hmotnostni spektrometrie. Z relativniho porovnani naméfenych intenzit jednotlivych
cystickych peptidit (Obr. 18, str. 47) je ziejmé, ze Ctyii cysteiny obsazené v molekule
konstruktu K1 spolu skutecné tvoii dva disulfidické mustky, a to v ocekdvaném

uspofadani, jeZ je vsouladu s pifibuznymi CTLD receptory, u nichz je zapojeni
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disulfidickych mtstkti zndmo (napt. CD69 ¢i mClrg [26,27]). Zéaroveni z presné hmoty
jednotlivych peptida lze s jistotou urcit, Ze se skute¢né jednd o kyzZeny rekombinantni
receptor KACL.

I ptes neuplnou deglykosylaci byla s proteiny jak z produkce A, tak z produkce
B zahdjena proteinova krystalizace na krystaliza¢ni desticce o 96 jamkéach v riznych
podminkach metodou ,,sedici kapky*. Krystalizace byla provedena Mgr. Janem Blahou.
Z prvotnich pokust vyplynulo, Ze vyprodukovany protein je schopen krystalizace,
nicméné jak vhodnou krystaliza¢ni podminku, tak i ptipravu proteinu z hlediska jeho

homogenity, bude vhodné dale optimalizovat.
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8 ZAVER

Lidsky bunéény receptor KACL interagujici s NK receptorem NKp65 byl ve
vektoru pTT28 piipraven rekombinantni expresi v bunééné linii HEK293S
GnTI a byla provedena jeho purifikace.

Pomoci SDS elektroforézy byl ovéfen stav jeho N-glykosylace a protein byl
deglykosylovan enzymem Endo Hy.

Hmotnostni spetrometrii byly zmapovany disulfidické miistky mezi Ctyfmi
cysteiny, které konstrukt obsahuje, a dale potvrzeno obsazeni vSech tfi mist
N-glykosylace.

S vyprodukovanymi proteiny z UspéSné produkce A byla zahajena proteinova
krystalizace, byly ziskany prvni malé krystaly deglykosylovaného konstruktu
KI.
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