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ABSTRAKT

NK buriky jsou fazeny mezi lymfocyty, které se ucastni primarni odpovédi imunitniho
systému na viry infikované a nadorové bunky. Soucasné produkuji cytokiny a zapojuji se
do tvorby sekundarni imunitni odpovédi spolu s T a B lymfocyty. Tato diplomova prace se
zabyva studiem struktury a interakce membranového receptoru Nkr-p1f spolu s ligandem
Clr-g. Receptor Nkr-p1f ma aktivacni funkci a je schopen zahadjit cytotoxickou funkci NK
bunék. Trojrozmérnd struktura byla vyfeSena u homodimeru Clr-g, ale jeho interakce
s receptorem dosud ne. Cilem prace bylo pfipravit produkéni vektor celé extraceluldrni
Casti receptoru Nkr-p1f a provést produkci Nkr-p1f a Clr-g v prokaryotickém expresnim
systému. Nasledné provést renaturaci a purifikaci protein( in vitro. Timto zplsobem
pripravené proteiny byly analyzovany elektroforeticky a hmotnostni spektrometrii. Jejich
interakce byla sledovana biofyzikalni metodou, povrchovou plasmonovou rezonanci

(SPR). Avsak interakce mezi nimi nebyla technikou SPR odhalena.

ABSTRACT

NK cells are ranked among lymphocytes, which are involved in primary immune responses
to virus infected and tumour cells. They produce cytokines at the same time and are
involved in the formation of secondary immune responses together with T and B
lymphocytes. This diploma thesis is engaged in the study of the structure and interaction
of the transmembrane receptor Nkr-p1f with its ligand Clr-g. This receptor Nkr-p1lf has
an activation function and is able to initiate the cytotoxic function of the NK cells.
The three-dimensional structure has been solved as a Clr-g homodimer, but its interaction
with the Nkr-plf receptor remains mysterious. The aim was to prepare an expression
vector coding the entire extracellular region of the receptor NKR-P1F and carry out the
production of the receptor Nkr-p1f and Clr-g in prokaryotic expression system,
subsequently renaturation and purification of the proteins in vitro. This way prepared
proteins were analyzed by electrophoresis and mass spectrometry. Their interaction was
studied with biophysical method, surface plasmon resonance (SPR). However,

the interaction between them was not revealed by SPR technology. (In Czech)
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1 LITERARNI UVOD

1.1. Imunitni systém

Termin imunita byl odvozen z latinského slova immunitas. Toto slovo mélo jako plvodni
vyznam ochranu senatord pred soudnim stihanim béhem jejich volebniho obdobi. Pozdéji
zaCalo dochazet k pouzivani tohoto slova i pro ochranu organismu pred nemoci,
konkrétné pred infekénim onemocnénim [1].

Imunitni systém ma zdkladni funkci pfi udrZovani homeostdzy organismu. Evoluci
trvalo pfiblizné 400 miliond let, neZ imunitni systém dosahl takové komplexnosti
a dokonce vysoké adaptivity jakou zname dnes [2], [3].

Jeho hlavni funkci je udrZovani integrity organismu rozeznavanim substanci
»Skodlivych” od ,,neSkodnych®, vnéjsiho i vnitfniho plvodu [3]. Imunitni systém se snazi
o udrzZeni integrity organismu nékolika svymi vyznaénymi schopnostmi. Dokaze priibéiné
odstranovat staré a pozménéné buriky diky odhalovani rdznych latek v nich vznikajicich.
Soucasné rozeznava tkané télu vlastni, proti kterym udrZuje toleranci. V neposledni fadé

také rozeznava a eliminuje patogenni mikroorganismy a jejich toxické produkty [1], [2].

1.2. Organizace imunitniho systému

Imunitni systém muZze byt rozdélen podle mnoha kritérii, napf. mize byt ¢lenén na slozku
humoralni a bunéénou, které se vzajemné dopliuji ve svych funkcich. Do humordlni ¢asti
patfi rGzné sérové proteiny a sekretované molekuly, napf. slozky komplementu,
protilatky. V bunécné ¢asti zase mlZeme najit rlzné druhy leukocytarnich bunék,
napf. DC, NK, T a B lymfocyty [2], [3].

Na zakladé mechanisml mize byt délen na nespecifickou (pfirozenou) a antigenné
specifickou (adaptivni) imunitu. Do obou imunitnich odpovédi se zapojuji leukocyty
i rozpustné latky (proteiny, molekuly) [2].

Evolucné starsi, prirozend imunita (nespecificka, vrozena), je povazovana za prvni
obranu organismu. Rozpozndva spole¢né znaky, strukturni i funkcni, rlznych skupin
mikroorganismU a patogen(. Je tvorena nejprve fyzikdlnimi a chemickymi bariérami
(pokozka, sliznice), ddle fagocytujicimi burikami, DC a NK burikami. Humoralni slozka je

zastoupena rdznymi sekretovanymi proteiny, chemokiny a cytokiny [1], [4].

12



Adaptivni imunita (specifickd), narozdil od imunity pfirozené, rozpozndvd patogeny
pomoci vysoce specifickych receptorli pro dané epitopy (konkrétni mista na antigenech;
antigenni determinanty). Za charakteristické vlastnosti této imunity jsou povaZovany
vysoka specifita pro rizné molekuly a schopnost si ,pamatovat”. To znamena, Ze mohou
efektivnéji reagovat na opétovné setkdni se stejnym antigenem. Hlavni komponentou
adaptivni imunity jsou lymfocyty T a B. T lymfocyty se dale déli na T, které cilené
cytotoxicky zabijeji buriky obsahujici dany antigen, a Ty, které expresi rlznych protein(
podporuji a ovliviuji ostatni slozky imunitniho systému. B lymfocyty sekretuji do obéhu
rozpustné protilatky [1], [2], [3]. Diky nutnosti aktivace lymfocytld se specifickd imunita
oproti nespecifické rozviji nejdfive po nékolika dnech od vstupu patogenu
do organismu [1].

Buniky imunitniho systému ve spojeni s pojivovymi a dalSimi bunikami vytvari rlzné
anatomické celky, jako jsou lymfatické organy a tkané. V primdrnich lymfatickych
organech (kostni dren, brzlik) dochazi ke vzniku, diferenciaci a maturaci pfislusnych
imunokompetentnich bunék. Vlastni imunitni reakce probihaji v sekundarnich
lymfatickych organech, napf. slezina, lymfatické uzliny, do kterych se buriky imunitniho
systému dostavaiji krvi a antigeny jsou volné nebo prezentovany na antigen prezentujicich

bunkach (APC) [2].

1.3. NK buriky a dals$i buiiky imunitniho systému
Vsechny bunky nachazejici se v krvi vznikaji postupnym vyvojem z pluripotentnich
kmenovych bunék kostni dfené (obr. ¢. 1, str. 14) za pomoci signalizace cytokiny
a kontakty se stromalnimi bufikami kostni dfené [3].

Leukocyty (bilé krvinky) tvofi podstatnou ¢ast imunitniho systému [2]. BEéhem dne se
v kostni dfeni vytvofi 7x10' leukocytl, ale podle potfeby se muze produkce
nékolikanasobné zvysit [3]. Kmenové burnky se mohou diferencovat na dvé rozdilné

skupiny, lymfoidni a myeloidni.
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Obr. €. 1: Pivod bunék imunitniho systému z pluripotentnich kmenovych buriek [2].

Do lymfoidni skupiny patfi NK buriky, T a B lymfocyty. NK buriky, které se podobaiji
T lymfocytlim, maji cytotoxickou funkci. T lymfocyty se vyviji hlavné v brzliku a déli se
na dvé populace, prekurzory pomocnych T bunék a prekurzory cytotoxickych T bunék,
ze kterych vznikaji diky rdznym signdlim pomocné nebo cytotoxické T lymfocyty. V kostni
dreni a vsekundarnich lymfoidnich organech dochdazi kvyvoji B lymfocytl, které
po setkani santigenem dokdZou produkovat protilatky. Cast lymfocytl vykazuje
po setkani s antigenem imunologickou pamét [2], [4].

Myeloidni skupina obsahuje jako zastupce monocyty, které se ve tkani preménuji
na dendritické buriky a makrofagy, a granulocyty (basofily, eosinofily, neutrofily).
Dendritické bunky mohou vznikat také pfimo z progenitoru. VSechny tyto burky jsou
soucasti prirozené imunity, produkuji tedy cytokiny a fagocytuji. VSechny druhy bunék

kromé granulocytl maji dalezitou funkci jako APC [2].

NK bunky
Pfitomnost bunék, které mohly spontanné cytotoxicky zabijet burky jiné, nejprve
komplikovala pribéh méreni rfady testd. Napftiklad u vyzkumu nadord se nemohla slaba
imunitni reakce zméfit, protozZe ji zastinila aktivita takovychto bunék [5].

V roce 1975 Kiessling, Klein a Pross popsali tento novy typ bunék, které se nachazeji

ve sleziné normdlnich mladych mysi. Dokazali, Ze tento typ bunék projevuje ,spontdnni“
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cytotoxické chovani in vitro, napf. proti bunécéné linii nakazené mysim leukemickym virem
Moloney. Navic mély jinou funkéni a povrchovou charakteristiku. Po odstranéni
monocytl, makrofagl a lymfocytl z organismu mysi doslo ke zvyseni aktivity zabijecskych
bunék. Svou morfologii pfipominaly malé lymfocyty, ale nedaly se zaradit ani mezi T, ani
mezi B lymfocyty [5], [6]. Stejny rok vySel ¢lanek od pana Prosse a Jondala, ve kterém
potvrdili vyskyt téchto bunék i u lidi [7].

Plivodné se domnivali, Ze pficina cytotoxické funkce ,spontannich” zabije¢skych bunék
je dand pfitomnosti pouze mysich leukemickych virovych antigen(l. Pfiznavali oviem,
Ze aktivita nemusi byt leukemicky specificka, ale muUZe byt zplsobena antigeny
na povrchu leukemickych bunék, které nejsou pfimo kddovany genomem viru [5]. Déle
popsali miru aktivity jako funkci genetickych faktor( [8].

Presna definice, kterd je jednoznacna jako u T a B lymfocytd, neexistuje. Ty jsou
popsany pomoci jejich specifickych receptorl TCR (T cell receptor) a BCR (B cell receptor).
Pfirozené zabijecské bunky (NKs) jsou charakterizovdny jako vrozené velké granularni
lymfocyty (LGLs; obr. €. 2, str. 16), které na svém povrchu produkuji ne zcela specifické
povrchové znacky CD16 a NKH-1 u lidi, NK-1.1 u mysi. OvSem nejvice specificka je pro tyto
buriky exprese receptord NCR (Natural Cytotoxicity Receptors), do kterych patti molekuly
NKp30 a NKp46, exprimované na klidovych i aktivovanych NK burikach. ProtoZe tyto
buriky na svém povrchu nenesou TCR a BCR, jsou charakterizovany jako tzv. ,nulové”
buriky [9], [10]. PGvodem jsou jim nejblize y6 T lymfocyty a iNKT (invariant Natural Killer).
Maji spoleénou produkci molekul, napf. CD2, CD7, CD90, IFN-y, perforinu
a granzymu [11].

Zprostiedkovavaji lyzi u bunék, kterym na povrchu chybi glykoproteinové receptory
. tfidy hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC 1) [12]. Navic také produkuji cytokiny
a Ucastni se na tvorbé adaptivni imunitni odpovédi, i kdyZz NK bunky jsou fazeny
do imunity pfirozené [13]. Charakteristicky rys NK bunék spocivd v jejich schopnosti
rozliSovat bunky, které podstupuji stresovou situaci (karcinogeneze, infekce viry,
vystaveni pUsobeni chemikalii, fyzické poskozeni), a zdravymi bunkami diky zarodec¢né

kodované sadé receptorti [14], [15], [16].
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Obr. €. 2: Typicky obrazek morfologie NK buriky [17].

1.3.1. Vyvoj a lokalizace NK bunék

Tvorba NK bunék probiha také z pluripotentnich CD34+ hematopoietickych kmenovych
bunék, které se ddale transformuji nalymfoidni progenitor a jsou vyvojové blizsi
T lymfocytlim [2]. Soucasné byly objeveny také populace bunék mimo kostni dren,
napt. v tonzilach, které by mohly byt nejcasnéjsSim prekurzorem ve vyvoji T a NK bunék
[17]. Maturace NK bunék je charakterizovana raznymi imunofenotypy, které se lisi expresi
povrchovych molekul [18]. Jednim z nejdulezitéjSich krokd v pradbéhu maturace
pro selektivni diferenciaci, maturaci a preZiti je pfitomnost receptoru pro IL-15 (IL-15R).
U mysi, které maji snizeny vyskyt tohoto receptoru, dochazi k maturaci malého poctu
NK bunék [19], [20]. Celkové je Sest nejdllezitéjsich cytokinl pro maturaci, aktivaci a Zivot
NK bunék, jako jsou IL-2, IL-12, IL-15, IL-18, IL-21 a IFN I. typu. Maturovana NK bunka ma
schopnost produkce IFN-y a cytotoxickou funkci [21].

Béhem vyvoje NK bunék musi dojit k ziskani povrchovych receptort v presné daném
poradi. U clovéka to neni zatim zcela jasné, ale poradi je pfiblizné nasledovné: nejprve
dochazi k expresi receptoru CD161, dale CD56, NKG2D, CD94/NKG2A, NKp46 a nakonec
KIR (Killer Immunoglobulin-like Receptor) a CD16 [18], [22]. U mysi je dand posloupnost
lépe prozkoumana. Nejprve jsou u nich produkovany receptory NK1.1, CD94/NKG2A
a NKp46, nasleduji je DX5 a Ly49, a cely proces je ukonéen pomoci expresi CD11b
a CD43 [23].
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Soucasti vyvoje NK bunék je i tzv. vzdélavani/licencovani, které zajistuje toleranci
ke tkanim télu vlastnich. K tomuto dé&ji dochazi pomoci rozpoznavani antigenl svého téla
(MHC glykoprotein I. tfidy) pomoci inhibi¢nich receptort NK bunék [24].

V neddvné dobé bylo také zjiSténo, Ze kromé klidovych a aktivovanych NK bunék
vznikaji také dlouho Zijici pamétové NK buriky [18], [25].

Vzhledem k jejich funkcim se NK bunky nachazi v lymfoidnich i nelymfoidnich tkanich.
Jejich funkce a lokalizace urcuje repertodr povrchovych receptorl [26]. Ve vétSiné
zastupuji pouze minoritni skupinu lymfocytli, napf. v lidské periferni krvi od 2 do 18 %
[27]. Jejich hlavni vyskyt je v krvi, slezing, plicich, jatrech a v délozni sliznici u téhotnych
zen. Z krve putuji do tkdni podle aktudlni potfeby [1]. Lidské NK bunky vydrzi v krvi

priblizné dva tydny [28]. U mysi jsou hodnoty podobné [29], [30].

1.3.2. Aktivace NK bunék

Nejprve bych se chtéla zaméfit na to, jakymi hypotézami se vysvétluje schopnost
NK bunék rozpoznavat cilové bunky, za které se povazuji virem infikované, nadorové
a stresované bunky. Obecné lze fict, Ze dochazi k aktivaci NK buriky, pokud signaly
z aktivacnich receptorl prevazi signaly inhibi¢ni.

Hypotéza ,,non-self recognition” postuluje, Ze NK bunky jsou schopny rozpoznavat
infekéni molekuly pomoci svych inhibicnich a aktivaénich NK receptor(, pfipadné Toll-like
receptort (TLR) [31], [32], [33].

Lze fici, Ze hlavni hypotéza rozpoznavani NK bunék se nazyva , missing self recognition”
(obr. ¢ 3, str. 18), kterd popisuje rozpoznani nedostateCného mnozstvi
MHC glykoproteint I. tfidy na povrchu bunék a také non-MHC molekul (,self” molekuly).
Ke sniZeni exprese téchto povrchovych molekul dochazi v pfipadé nadorové transformace
a infekce virem, kdyZz se burfika maskuje proti bunécné lyzi zprostfedkované
CD8" T lymfocyty. Burika se tak stava pro CD8" T lymfocyty neviditelna. V tomto okamZiku
prevazi mnozstvi aktivacnich signal( inhibi¢ni a dojde k lyzi cilové bunky. Zdravé bunky
s dostatecnym pocétem téchto ,self” molekul se vdZou na inhibiéni receptory NK bunék

a preziji [14], [34], [35].
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Dalsi hypotéza, , induced-self recognition” (obr. €. 3, str. 18), byla popsana na nadorové
transformovanych a infikovanych burikach. V téchto pripadech dochazi ke zvyseni exprese
nékterych ,self molekul, ligandl aktivacnich receptord. Timto dojde k prevaze

aktivacniho signalu a spusténi cytotoxického mechanismu NK bunék[35], [31].
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Obr. ¢. 3: Prehledné zobrazeni hypotéz rozpoznavani cilovych bunék

(Missing-self recognition, Induced-self recognition, Tolerance) [37].

1.3.3. Funkce NK bunék

NK bunky jsou efektorové lymfocyty pfirozené imunity kontrolujici defektni bunky
vlastniho organismu (nadorové bujeni, mikrobidlni infekce, ...) a omezuijici jejich Sifeni a
nasledné poskozeni tkané. Jsou zapojeny tedy do cytotoxické funkce, regulace imunitni
odpovédi a interakci s ostatnimi burikami. Ucastni se také imunoterapie, transplanta¢ni

imunity, autoimunity a zanéta.
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Cytotoxicka aktivita

To je zpusob, kterym NK bunka zabiji bunky cilové. Zatim byly popsany tyto mozZnosti
spusténi: pomoci cytotoxickych granuli obsahujicich granzymy a perforin, receptory smrti
a reakci zavislou na protilatkach.

Jak jiz bylo uvedeno, NK bunky jsou granuldrni lymfocyty, které obsahuji velké
mnozstvi cytotoxickych granuli obsahujicich perforin a proteasy granzymy [2]. Protoze
tyto bunky nemaji specifické receptory pro antigen, v imunitni odpovédi pouZivaji jiny
mechanismus, napf. nedostatek MHC glykoprotein( I. tfidy na povrchu vSech bunék
lidského organismu [36]. MHC glykoproteiny slouzi k rozliSovani télu vlastnich a cizich
¢i mutovanych proteinG. Lidské MHC glykoproteiny, nazyvané HLA molekuly, slouzi
k prezentaci antigenl (kratkych peptidd). MHC molekuly I. tfidy prezentuji peptidy
z proteind produkovanych burikou a MHC molekuly Il. tfidy peptidy z protein pohlcenych
burikou z okoli. Témito MHC molekulami burika prezentuje sv(j stav [4]. Pokud se
napr. nadorové bunky snazi zabrdanit rozpoznani T lymfocyty, dojde ke snizeni poctu
povrchovych MHC molekul I. tfidy, na které zareaguji NK bunky. Dojde k prevazeni
aktiva¢niho signalu na ukor signalu inhibi¢niho, NK burnka se aktivuje a vyloudi své
cytoplazmatické granule. Dvé ziejmé nejdllezitéjsi slozky cytoplazmatickych granul jsou
perforin a granzymy. Perforin vytvofi, vzavislosti na iontech vdapenatych,
v cytoplazmatické membrané cilové buniky multimerni komplexy, které daji vznik péram.
Granzymy (serinové proteasy) ndsledné prochdzi prostou difuzi dovnitfé buriky,
kde indukuji bunéénou smrt Stépenim protein dalezitych pro drZeni bunécné stability
a integrity DNA [36], [37], [38]. Lidsky granzym spousti bunécnou smrt mitochondridlni
cestou a mysi granzym kaspasovou [39], [40]. Vlastni NK bunky jsou chrdnény pomoci
nékolika pojistek: chaperonu kalretikulinu pfi vlastni syntéze, inhibitoru proteas PI-9
(Proteinase inhibitor 9) uvnitf burniky a proteasy katepsinu B na povrchu bunky [41], [42],
[43].

Druhd moznost cytotoxické aktivity je bunécna cytotoxicita zavisla na protilatkach
(ADCC, Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity). VétSina infikovanych bunék je
opsonizovana pomoci protilatek typu IgG. Aktivacni receptor CD16 (FcyRllla), ktery je
exprimovan na povrchu NK bunék, DC bunék, makrofagl a Zirnych bunék, se vaze s nizsi

afinitou na Fc ¢ast protilatek ze tfidy 1gG [35], [44], [45]. Pokud je vazba protilatek
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na antigen multivalentni, dochazi ke spusténi signalizaéni kaskady, ktera nasledné vyvola
cytotoxickou aktivitu NK bunék za pomoci perforinu a granzymu. K zesileni ADCC dochazi
pritomnosti dalSich aktivacnich receptora [46], [48].

Posledni moznost je pomoci receptor( smrti. Fas ligand (FasL), ktery se nachazi na NK
bunkach a T lymfocytech, se vaze na Fas receptor (FasR) exprimovany na cilovych burikach

a aktivuje drahu vedouci k apoptdze cilové buriky [39], [47].

Regulace imunitni odpovédi

NK bunky se zapojuji do rlznych imunitnich odpovédi dvéma zpUlsoby, mezibunécnym
kontaktem (vedoucim napft. k apoptdze) a sekreci cytokint. V produkci cytokind, jako jsou
napfiklad IFN-y (Interferon y), TNF-a, TNF-B (Tumor Necrosis Factor a, ), GM-CSF
(Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor), nezaostavaji za ostatnimi burikami.
Ovliviuji makrofagy, DC, T a B lymfocyty. Ovliviiovani je ale vzajemné. Diky tomuto
NK bunky spojuji, jak pfirozenou, tak i adaptivni imunitu [35], [48], [49], [50]. NK bunky
sekretuji kromé cytokin( také chemokiny, které urcuji jejich lokalizaci do zanicenych tkani
[51].

IFN-y slouzi k omezeni Sifeni infekce v organismu tim, Ze zvySuje produkci MHC
glykoproteinl a zesiluje aktivaci makrofagh a T lymfocytl [2], [52]. NK buriky produkuji
také IL-10, ktery ma pravé opacnou funkci k IFN-y [2]. Maturace DC je podporovana
produkci IFN-y a TNF-a [50]. Maturované DC produkuji IL-12, ktery zpétné pusobi
na NK buriky k produkci IFN-y [51], [50]. Kromé cytokinU na sebe NK a DC buriky pUsobi
také pfimym bunécnym kontaktem, kterym mohou indukovat maturaci a diferenciaci DC
(obr.¢. 4, str. 21) [53]. Ktomuto ovlivnéni dochazi zfejmé interakci mezi
receptor-ligandovym parem Clr-g/NKR-P1F [54], [55], [56]. DC slouZi jako antigen
prezentujici bunky, které stimuluji T lymfocyty. Timto je propojena pfirozend imunita

s adaptivni [50].
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Obr. ¢. 4: Interakce NK bunék a DC v periferni tkani
prostiednictvim mezibunécného kontaktu i produkce

cytokini [59].

Ostatni funkce

Pfi téhotenstvi se decidudlni NK bunky podileji na potlacovani materského imunitniho
systému vici plodu, ale zaroven musi chranit délohu a plod pred infekcemi. Soucasné
pomoci riznych ristovych faktord se zapojuji do podpory rlstu placenty [57], [58].

NK burniky mizeme také odhalit v souvislosti s rlznymi autoimunitnimi onemocnénimi.
Napriklad muZe dojit k vyvolani patologické cytotoxické reakce, naruseni regulace
imunitni odpovédi nebo dojde k vysoké expresi ligandl diky bunécnému stresu (Crohnova
choroba) [2], [59].

Plisobeni NK bunék pfi alergické reakci neni pfilis zndmé, ale jedna populace NK bunék
za stimulace cytokin( IL-4, IL-5 a IL-13 aktivuje B lymfocyty k produkci IgE, zatimco
populace druhd ma opacny ucinek. Igt se vdze na Fc receptory zirnych bunék, které se
timto signalem degranuluji a dojde k uvolnéni mediator( zanétu. Tyto mediatory spousti

zanét a zahajuji alergickou reakci [2], [60].

1.4. Receptory NK bunék a signalizace
Receptory NK bunék mohou byt déleny podle trech kritérii: funkcni, strukturni

a genetické.
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Z funkéniho hlediska muzZeme rozdélit receptory na aktivacni a inhibi¢ni. Aktivacni
receptor obsahuje vtransmembrdnové c¢asti nabitou aminokyselinu, pres kterou je
asociovan s adaptorovou molekulou, kterd obsahuje v intracelularni doméné motiv ITAM
(Immunoreceptor Tyrosin-based Activation Motif). Mezi aktivaéni molekuly patfi
napr. nékteré KIR, CD94-NKG2C, NKG2D, NCRs, NKp80 a NKp65. Inhibicni receptor
vintraceluldrni ¢asti obsahuje ITIM (Immunoreceptor Tyrosin-based Inhibition Motif)
aneni spjat sadaptorovou molekulou. Do inhibi¢nich receptorl patfi napf. KIR,
CD94-NKG2A, NKR-P1A; u mysi Nkr-p1b a Ly49 u mysi [14], [61].

Z pohledu strukturniho lze receptory NK bunék rozdélit na imunoglobulinové
a C-lektinlm podobného typu. Imunoglobulinové receptory jsou membranové proteiny
l.typu a patfi mezi né napfr. nékteré KIR, LIR, NCR. Receptory s doménou podobnou
lektindm C-typu jsou membranové proteiny Il. typu a patfi mezi né napr. Ly49, NKG2D,
CD94-NKG2, NKR-P1 [62], [63], [64].

Genetické rozdéleni souvisi se strukturou receptort. Receptory imunoglobulinové jsou
kodovany v sekvenci LRC (Leukocyte Receptor Complex). Receptory s doménou podobnou

lektintm C typu jsou kdédovany v sekvenci NKC (NK gene Complex) [65], [66], [67], [68].

1.4.1. Imunoglobulinové receptory NK bunék
Tyto receptory a nejenom ony obsahuji
imunoglobulinovou (lIg) doménu, kterd je tvorena
dvémi antiparalelné orientovanymi B-listy (Obr. €. 5,
str. 22). Kromé receptorli se lgdoména nachazi
i v mnoha dalSich proteinech s riznymi funkcemi [69],
[70].

Jak  jsem jiz uvedla wvySe v prehledu,

imunoglobulinové receptory NK bunék jsou kédovany

leukocytarnim receptorovym komplexem LRC, ktery se

Obr. €. 5: Struktura imunoglobulinové lidi

u nachazi na chromozomu 19, u mysi

domény [73].
na chromozomu 7 [71]. Obecné jsou to
transmembranové proteiny |. typu, coz znamena N-konec vné burky, C-konec uvnitf. Maji
rizny pocet Ig domén, dvé az ctyri, které jsou od cytoplazmatické domény oddéleny

krckem prochazejicim cytoplazmatickou membranou [69], [72].
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Lidsky LRC obsahuje tfi skupiny imunoglobulinovych receptor(: KIR, LILR a NCR. U mysi
byl popsan pouze receptor NKp46 z rodiny NCR [73], [74]. U rodiny KIR a LILR jsou
nejcastéjsi ligandy MHC glykoproteiny I. ttidy, které se u lidi nazyvaji HLA (Human
Leukocyte Antigen), a také na nich prezentované peptidy [73]. U receptori NCR (NKp30,
NKp44 a NKp46) jsou bézinymi ligandy virové a nadorové proteiny, napf. BAT3 a B7-H6
u hlavniho aktiva¢niho receptoru NK bunék, NKp30 [75], [76].

1.4.2. Receptory NK bunék s doménou podobnou lektintim C-typu

C-lektiny oznacuji skupinu receptort, které vazou sacharidy za pritomnosti vapenatych
iontd. Zkratka CTLR (C-Type Lectin-like Receptors) oznacuje skupinu receptor(, ktera
obsahuje CTLD (C-Type Lectin-like Domain). To znamend, Ze tyto receptory obsahuji
doménu podobnou C-lektinim, ale neobsahuji vazebnda mista pro vapenaté ionty.
Diky tomu nevazou sacharidy, ale jiny typ ligandu. V pfipadé KLR (Killer cell Lectin-like
Receptors) u NK bunék jsou ligandy proteinové molekuly [64], [77].

Struktura obecné CTLD (obr. C. 6, str. 23) se
sklddd ze dvou a-helixt, dvou antiparalelnich
B-fetézcd a smycky. Dva antiparalelni B-fetézce
vytvareji velmi konzervované B-jadro. Toto jadro
obsahuje WIGL motiv nalézajici se na B, Fetézci
a uddva hydrofobicitu této c¢asti struktury. Dale
obsahuje 4 konzervované cysteiny tvofici
disulfidové vazby vtomto usporadani: C1-C4
a C2-C3. CTLD sdelSi N-koncovou Ccasti vytvafi

vldsenku, kterd je stabilizovana dalsi disulfidovou

vazbou. Poté jsou zde disulfidové vazby v rozloZeni

Obr. €. 6: Struktura CTLD. Dva a-helixy, C1-C2, C3-C6 a C4-C5. Smycka ve struktuie by

dva B-listy, modfe smycka,

mohla slouzit k vazbé liganda [64], [78].

oranzoveé disulfidové vazby.
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Jsou to transmembranové receptory Il. typu, coz znamena C-konec vné buriky, N-konec
uvnitf. NK receptory obsahujici domény podobné C-lektinlm jsou kddovany genovym
komplexem NKC, ktery je lokalizovan u lidi na chromozému 6 (obr. €. 7, str. 24), u mysi na

chromozému 12 (obr. ¢. 8, str. 24) [79], [80], [81].

Human Chr.12

Obr. €. 7: Zobrazeni NKC u lidi na chromozému 12 [82].

AZm Nkrp1 Cd69 Cd94 Nkg2 Ly49
a cd fe d ac
Centromere
o\ Mouse Chr.6 -- B6 NKC
Nkrpla /Chfi Cid Mkerpig Nkiplc Nkrpid Clrg Clrc/die Nkplf Clra Nkrple  Clb

B6 Nkrp1-Ocil/Clr

Nkrpta C¥h  Cif Miplg  Nkpic  Nkrplb Cirg Clrd Clre Circ  Nkrpif Clra  Nkrple  Cirb

jj_ﬁj—j—iﬁﬁ—ﬂ BALB/c Nkrp1-Ocil/Clr

Obr. €. 8: Zobrazeni NKC u lidi na chromozému 6 [83].

Mezi tyto receptory patfi tfi rodiny: Nkr-p1, CD94/NKG2 a Ly49. Receptorova rodina
Nkr-p1 ma u mysi rodinu ligandl Clr [82]. U lidi je rodina NKR-P1 zastoupena pouze
jednim ¢lenem, NKR-P1A, ktery vaZze LLT1. Znamy ligand pro mysi rodinu CD94/NKG2 je
Qa-1, pro lidskou rodinu HLA-E. Oba ligandy patfi mezi neklasické MHC glykoproteiny
. tfidy. Posledni receptorova rodina Ly49 je pouze mysi, ktera ma znamé ligandy m157
(protein mysiho cytomegaloviru), H-2 (klasickd molekula MHC glykoproteinl |. tridy).

U lidi se nachazi skupina homolognich imunoglobulinovych receptora KIR [72], [81].
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Rodina NKR-P1 a CIr

Rodina receptort NKR-P1 obsahuje CTLD, ktera interaguje s rodinou ligandu Clr obsahujici
podobnou CTLD. Obé tyto rodiny molekul jsou kddovadny v NKC genovém komplexu
a vzajemné se prolinaji, jak je vidét na obr. €. 8 (str. 24) [68], [83].

Skupina NKR-P1 zahrnuje u mysi sedm zastupcl: Nkr-pla, Nkr-plb, Nkr-plc [84],
Nkr-p1d, Nkr-ple, Nkr-p1f [85] a Nkr-plg [86], ze kterych je Nkr-ple pseudogen [85].
U lidi jak jiz bylo feéeno, se vyskytuje pouze jeden zdstupce, NKR-P1A [87]. V tabulce
C. 1 (str. 25) jsou vypsany jejich znamé ligandy a typ receptoru. Rodina mysich ligand( Clr
zahrnuje osm clenl: Clr-a, Clr-b, Clr-c, Clr-d, Clr-e, Clr-f, Clr-g a Clr-h, z nichZ Clr-e je
povazovan za pseudogen [88], [67]. Obé skupiny genl jsou dost rozsifeny, i kdyz Nkr-p1
geny jsou konzervovany v priibéhu evoluce mezi hlodavci, vacnatci, primaty, ostatnimi
savci a ptaky [67]. SouCasné mizZeme nalézt rodinu Clr v organismech, jako jsou mysi,

krysy a ¢lovek [82], [89].

Tab. €. 1: Mysi a lidské receptory NKR-P1, jejich funkce a ligandy. Mysi ligandy u NKR-P1A a NKR-P1C nejsou
zatim znamy. NKR-P1E je pseudogen, proto nema svij ligand. Funkce oznadena jako + je aktivacni,

jako - inhibic¢ni. Tabulka prevzata a upravena [77], [85].

NKR-P1 A B C D E F G

funkce + - + - pseudogen | + -

ligand u mysi ? Clr-b | ? Clr-b Clr-c, -d, -g | ClIr-d, -g, -f
ligand u Clovéka | LLT1

Rodina Nkr-pl receptori se vyskytuje nejen na NK bunkach, ale i na povrchu
NKT bunék, T lymfocytl a dendritickych bunék [88], [90]. VSechny receptory jsou si ve své
aminokyselinové sekvenci velmi podobné, i kdyzZ jejich exprese je variabilni [91], [92].
U rodiny CIr se exprese také lisi, ale navic i lokalizace ve tkanich. Lze fici, Ze nejvice je
exprimovan Clr-b, ktery se vyskytuje vSude kromé mozku [89], [68]. Toto mnoiZstvi
a vSeobecné rozmisténi naznacuje, Ze slouzi k toleranci vlastniho organismu podobné jako
MHC glykoproteiny I. tfidy. Ostatni ligandy Clr jsou produkovdny méné v nékolika tkanich

najednou nebo v konkrétni tkani (Clr-d v oku) na rdznych bunécnych typech [89], [91].
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1.4.3. Signalizace pomoci receptort

Na povrchu NK bunék se nachdazeji aktivacni komplexy, které se skladaji
z transmembranovych aktivacnich receptor(i asociovanych skrz nabité aminokyseliny
v transmembranovych doménach s adaptorovymi molekulami [93]. Adaptorové molekuly
obsahuji rGzny pocet ITAM motiv(, DAP12 a FcRy jeden ITAM motiv, CD3C tfi ITAM motivy
na ftetézec [94]. Motiv ITAM je slozen ze sekvence aminokyselin
(D/E)XXYXX(L/1)XesYXX(L/1), kde Xeg oznacuje 6-8 rliznych aminokyselin a lomitka déli
aminokyseliny, které se v danych pozicich mohou nachdazet [95]. VSechny adaptorové
molekuly obsahuji vtransmembranové doméné zaporné nabity zbytek kyseliny
asparagové. Receptor, z dUvodu stabilni asociace receptor-adaptorovd molekula,
ma v transmembrdnové doméné zbytek opacné nabité aminokyseliny (lysin, arginin).

Pfi navazani ligandu na aktivacni receptor dochazi k aktivaci protein tyrosin kinasy
(PTK) z rodiny Src, ktera fosforyluje motiv ITAM v intracelularni doméné adaptorovych
molekul. Toto vede k aktivaci PTK rodiny Syk (Syk ¢i ZAP70). Nasledné jsou do signalizace
zapojeny dalsi transmembranové a cytosolické adaptorové molekuly a kinasy. Vysledek
vede k aktivaci efektorovych funkci bunky [94], [95].

Inhibi¢ni receptory neasociuji s adaptorovymi molekulami, ale ve své intracelularni
doméné obsahuji ITIM motiv. Tento motiv je definovan sekvenci (I/L/V/S)XYXX(L/V), kde X
znaci libovolné aminokyseliny a lomitka déli aminokyseliny, které se mohou v téchto
pozicich nachdzet. Pti navazani ligandu na inhibiéni receptor dochazi k fosforylaci tyrosinu
v motivu ITIM pomoci Src kinas. Nasledné diky tomu dochazi k aktivaci fosfatas SHP-1
a SHP-2, které defosforyluji intracelularni substraty PTK ucastnicich se aktivacni

signalizace NK bunék [14], [94], [95].

1.5. Interakce Nkr-p1fa Clr-g

Interakce proteini Nkr-p1f a Clr-g byla popsana v roce 2003 za pomoci bunécnych test(,
zahrnujicich BWZ.36 reportérové buriky nesouci fuzni receptory CD3{/Nkr-pif,
a tetramery Nkr-p1f [68]. Bylo odhaleno, Ze Nkr-plf interaguje nejenom sClr-g,
aleis Clr-c a Clr-d [86], [96]. A soucasné Clr-g interaguje nejen s Nkr-p1f, ale i s Nkr-plg
[86]. Pravdépodobny dlivod, pro¢ dochazi k této rozsifené vazebné specifité, je ten,

ze vmysi Clr podrodiné jsou konzervovany tfi argininy (u Clrg jich je pét) udilejici jim
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pozitivni povrchovy potencidl. Nkr-p1lf a Nkr-plg maji uprostfed svého receptoru
negativni povrchovy potencial, ¢imZz by mohlo dochdzet kvazbé na zdakladé
komplementarity povrchovych potenciall [68], [97].

V soucasné dobé mame k dispozici pouze krystalovou strukturu dimeru Clr-g (obr. €. 9,
str. 27) [97]. Ale rentgenova struktura se Casto liSi od skute¢ného rozloZeni proteinové
molekuly. Obecné se ale predpoklada, ze molekuly z rodiny Clr tvoti homodimery [68],
[79]. Ale zda jsou Nkr-pl také homodimery? Ve clanku z roku 1989, zabyvajicim se
aktivacnim receptorem na povrchu NK bunék, byl uveden SDS-PAGE gel, ktery zobrazoval
imunoprecipitat receptoru za redukujicich a neredukujicich podminek. Z toho usoudili, Ze
je to struktura dimerni o 60 kDa sloZend ze dvou 30 kDa retézcli [98]. O dva roky pozdéji
vySel ¢lanek, ve kterém porovnavali mysi a potkani NK buriky. Své poznatky shrnuli tak, Ze
jsou obé burniky podobné, ale nemaji Zadna data ohledné organizace molekul na
bunééném povrchu, protoze jesté neméli specifické mysi mAb [84]. O rok pozdéji vysel
dalsi potvrzujici ¢lanek homodimer( pracujici jiz s mySim Nkr-plc [99]. Existence
homodimer( Nkr-p1 byla u vSech téchto ¢lankd dokazana pomoci imunoprecipitace [98],
[84], [99]. Tato metoda funguje tak, Ze mAb navaze svij specificky Ag. Jedna molekula
mAb ma dvé ramena, mohla by podpofit nebo dokonce zplsobit umélou dimerizaci Ag, Ci
vlibec nedovolit vazbu Nkr-p1l v monomernim stavu. Toto potvrzuje ¢lanek z roku 2013

popisujici krystalovou strukturu NKp65 s ligandem KACL, ve které je v roztoku NKp65

Obr. ¢. 9: Rentgenokrystalova struktura mysiho Cir-g.

Podle vysledku lze fici, Ze tvori dimer [100].
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monomerni, ale na dimerni KACL se vazou dvé monomerni molekuly NKp65 [100].
Jedinymi strukturné charakterizovanymi molekulami u mysi mezi proteiny Nkr-p1 a Cir
jsou Nkr-pla, Nkr-plc a Clr-g. Také neexistuje Zddny model popisujici interakci nékterého
proteinu zrodiny Nkr-pl se svym ligandem. Momentdlné existuje jediny model
receptor-liganového paru. Homolog lidského Clr, protein KACL (Keratinocyte-Associated
C-type Lectin), s aktivacnim receptorem ptibuznym k rodiné Nkr-p1, NKp65 (obr. €. 10,
str. 28) [101], [100]. Jiz v roce 2003 bylo ozndmeno vytvoreni ko-krystalové struktury

Nkr-p1f s Clr-g a Nkr-p1d s Clr-b a pfijeti ¢lanku redakci. Do této doby ¢lanek nevysel [68].

KACL

Obr. €. 10: Struktura komplexu NKp65-KACL z rentgenostrukturni
analyzy. Interakce homodimerniho proteinu KACL se

dvéma monomernimi molekulami NKp65 [103].

Nkr-p1f je transmembranovy aktivaéni receptor, ktery je kddovany genem v NKC.
Aminokyselinova sekvence je vypsana na obr. ¢. 11 (str. 29). Extracelularni ¢ast tohoto
receptoru obsahuje doménu CTLD, kterd interaguje s proteinovymi molekulami [64].
V transmembranové doméné obsahuje nabitou aminokyselinu arginin, ktera dovoluje
receptoru interagovat s adaptorovou molekulou [94]. Navic intracelularni ¢ast neobsahuje
motiv ITIM, ale zahrnuje Lck vazebny motiv, ktery slouzi k vazbé kinasy. VSechny tyto
okolnosti potvrzuji aktivaéni funkci receptoru, i kdyz zatim nezname adaptorovou
molekulu. Cely fetézec obsahuje sedm cysteinu, které zfejmé vytvari tfi disulfidové vazby

a jeden volny cystein se zapojuje do dimerizace molekul.
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MDTSKVHGNV KPFRCPGYKQ ASSPSFSPDA CRCPHWHHLA LKSGCAGLIL
LLLSLIGLSV LVRFLVQKPP IEKCSVAAQE NRTELTGRSA ILECPRYWHP
HWNKCLFVSQ ISRPWAEGRD ACSMEDAILL LIENKEELRF VQNLIKGKEQ
LFFIGLKYVQ KEKIWKWIDG SILNPNLLRI TGKDKENSCA IISHTEVFSD
SCSSDNHWIC QKTLIHV

Obr. ¢. 11: Aminokyselinova sekvence Nkr-plf. Zelend barva oznacuje intraceluldrni cast, cerna barva
transmembranovou ¢ast a Cervend extraceluldrni ¢ast. Cervena extracelularni doména CTLD je

podtrZena. Podtrzena zelena Cast predstavuje Lck vazebny motiv. Modfe je oznacen arginin.

Clr-g je transmembranovy ligand pro Nkr-plf, ktery je kédovany genem v NKC.
V dopadu novych skutecnosti je nutné polozit si otazku, zda je Clr-g ligand nebo receptor.
Neddvno byly zjistény nové funkce tohoto receptor-ligandového paru, kjejichz
dostateénému pochopeni by mohla pfispét znalost struktury tohoto pdaru. Ve ¢lanku
z roku 2005 bylo napsano [56], Ze OCILRP2, coZ je produkt alternativné sestfizené mRNA
Clr-g kratsi o ctyfi aminokyseliny vintraceluldrni doméné, spolu s Nkr-p1f slouzi jako
kostimulacni signal pro bunécnou proliferaci T lymfocytl a produkci IL-2. Minuly rok se
zjistilo, Ze pti interakci OCILRP2 s NKR-P1F dochazi také k indukci zrani a diferenciaci DC
[54]. Clr-g je béiné povaZovan za ligand, ale v pfipadé OCILRP2 ma spiSe receptorovou
funkci, napf. pfi prenosu signalu do T lymfocytu [54], [56]. Aminokyselinova sekvence
(obr. €. 12, str. 29) spiSe prispivda tomu nazoru, Ze je to ligand, protoZe neobsahuje
ani ITIM motiv, ani nabitou aminokyselinu v intraceluldrni ¢asti pro interakci
s adaptorovou molekulou. Clr-g obsahuje Sest cysteinl, proto mlzZe tvorit maximalné tfi

disulfidové vazby.

MPDCLETGEK LFVHNMNAQC VQKPEEGNGP LGTGGKIVQG KCFRIISTVS
PVKLYCCYGV IMVLTVAVIA  LSVALSTKKT EQITINKTYA  ACSKNWTGVG
NKCFYFSGYP RNWTFAQAFC MAQEAQLARF DNEEELIFLK RFKGDFDCWI
GLHRESSEHP WKWTNNTEYN NMNPILGVGR YAYLSSDRIS SSRSYINRMW
ICSKLNNYNL HCQTPPV

Obr. ¢. 12: Aminokyselinova sekvence Clr-g. Zelend barva oznaCuje intraceluldrni ¢ast, Cernd barva

transmembranovou ¢ast a Cervend extracelularni ¢ast. Cervena extracelularni doména CTLD podtriena.
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1.5.1. VSeobecné strukturni znaky
Za pomoci sekvencniho alignmentu byl ziskan strom sekvencni ptibuznosti, na jehoz
zakladé byla vytvofena tato kapitola.

Sekvencné pribuzné molekuly Nkr-plf (BDCA2 [102], Klrgl [103], laminarin [104],
Nkr-pla pfi purifikaci vroztoku [105]) a Clr-g (laminarin [104], Ly49A pfi purifikaci
v roztoku [106], [107]) existuji jako monomerni. Zvlastni vlastnost ma mezi nimi BDCA2,
coz je molekula obsahujici C-lektinovou doménu vazajici sacharidy za pritomnosti
vapenatych iontd. Pfi dopravé tohoto proteinu z Golgiho apardtu na cytoplazmatickou
membranu vytvari ,,domain-swapped” dimery. V dimernim usporadani ztraci schopnost
vazby vépenatych iontd a tim i glykan. ,,Domain-swapped” dimer (obr. ¢. 13, str. 30) je
vytvoren propojenim monomerld skrz prodlouzené smycky [102]. Je zde teoretickd
moznost toho, Ze Clr-g nebo Nkr-plf, nebo oba dva mohou fungovat ve formé

monomeru.

Obr. ¢. 13: BDCA2 tvofrici ,domainswapped” dimer pomoci prodlouzenych

smycek [105].

Sekvencéné podobné molekuly, které obsahuji C-lektinové domény (DC-SIGN [108],
asialoglykoproteinovy receptor [109], langerin [110], [111]), tvofi oligomery pomoci
opakujicich se aminokyselinovych sekvenci a diky a-helikalni struktufe kréku. Diky tomuto
zpUsobu vytvari relativné velké oligomery: DC-SIGN homotetramer, asialoglykoproteinovy
receptor heterotetramer a langerin homotrimer [109], [111], [112]. U DC-SIGN (obr. ¢. 14,
str. 31) je jednotka opakovani tvorena pfiblizné z poloviny hydrofébnimi aminokyselinami

ajednim prolinem, ktery zpUsobuje helikdlni poruchy v retézci [112], [113].
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Toto usporadani, ale neni u Nkr-p1f a Clr-g pfilis pravdépodobné, protozZe ani jeden z nich

neobsahuji C-lektinovou doménu a nevazou vapenaté ionty.

Obr. €. 14: DC-SIGN tvorici homotetramer pomoci kréku. Poruchy v helikdInim

kréku jsou zplsobeny prolinem v kazdé jednotce opakovani [115].

Pfimo u krystalu homodimeru Clr-g se objevuje zajimavd komplementarita
povrchového elektrostatického potencialu spolu s Nkr-p1f (obr. ¢. 15, str. 31). Model
Nkr-p1f byl vytvofen homolognim modelovanim podle homodimeru Nkr-pla. Clr-g
ma prevazné pozitivni povrchovy potencidl, kromé negativni centrdlni kapsy. Nkr-p1f ma

negativni povrchovy potencidl, coZ usnadiiuje vlastni interakci mezi nimi [97], [114].

mcClir-g mNKR-P1F (model)

Obr. ¢. 15: Elektrostaticky potencial na povrchu Clr-g a na homolognim
modelu Nkr-p1f. Modra barva znadi pozitivni elektrostaticky
potencial. Cervena barva znadi negativni elektrostaticky potencial

[97].

Pfi vazbé ligandu na homodimer lidského NKG2D neni pfilis velkd strukturni, ani
nabojovd komplementarita. Ke zlepSeni ndboje muZe pfispivat N-glykosylace NKG2D

[115], [116]. N-glykosylace by mohla mit vyznam pfi interakci Clr-g a Nkr-P1f. Oba

31



proteiny maji jedno N-glykosylacni misto (Clr-g na 112. aminokyseling,
Nkr-p1f na 81. aminokyseliné).

Ke vzniku, stabilité a nasledné vazbé ligandl je dllezitad bud kovalentni vazba v oblasti
krcku (Nkr-pla [78], Clec9a [117], Klrgl v dimerni formé [103], Ly49A [106]), nebo
nekovalentni spojeni B-fetézci spolu s hydrofébni oblasti mezi doménami (NKG2A/CD94
[118], CD69 [119], KACL [82]). Také k tomu pfispiva podoba rozhrani mezi jednotlivymi
doménami (Clec9a). Vtomto pripadé je tézké posoudit, ktery zplisob spojeni funguje
u Nkr-p1f a Clr-g, pokud jsou dimerni.

Langerin, i kdyZ je to C-lektin, dokaZe vazat glykoproteiny i bez vapenatych iontd. Je to
vysvétleno flexibilitou prodlouzenych smycek [111]. Clec5, obsahujici CTLD, dokaze i bez
vapenatych iontl a vazebnych mist rozpoznavat virové glykoproteiny. Tento proces neni
uplné jasny, ziejmé je zpUsoben konformacni zménou homodimeru [120]. Pokud by to
platilo i u Nkr-p1f, byl by takto schopen reagovat na virové glykoproteiny.

Pomalu je odhalovana dulezitost pritomnosti kréku (celé extraceluldrni ¢asti proteinu)
pfi vazbé ligandu na receptor. Uskutecnéni vazby ligandu pouze na konstrukt celé

extraceluldrni ¢asti bylo pozorovano u Ly49C [106], NKp65 [100] a NKG2A/CD94 [121].

Obecné shrnuti strukturnich a vazebnych vlastnosti na zavér:
- monomerni molekuly
- nutnost pritomnosti struktury kréku pro tvorbu oligomer(
- pfitomnost kréku pro spravnou interakei s ligandem
- hydrofdbni oblasti zapojené do interakce s ligandem nebo do oligomerizace
- komplementarita povrchl zapojena do vazby ligandu a oligomerizace
- komplementarita povrchovych elektrostatickych potencial( zapojend do
interakce s ligandy
- N-glykosylace pro interakci s ligandy

- vazba glykoprotein(
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2 CILE PRACE

Pfriprava DNA konstruktu kédujiciho celou extraceluldrni ¢ast proteinu Nkr-p1f

Produkce celych extracelularnich casti proteini Nkr-plf a Clr-g v prokaryotickém
expresnim systému

o nalezeni vhodnych podminek produkce

o provést in vitro renaturaci

o purifikovat renaturované proteiny

o potvrdit identitu proteind pomoci hmotnostni spektrometrie

Charakterizace struktury obou proteind pomoci technik hmotnostni spektrometrie

(zapojeni disulfidovych mustk()

Studium interakce celych extracelularnich ¢asti Nkr-p1f spolu s ligandem Clr-g

o biofyzikalni technikou SPR
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3 MATERIAL

3.1 Pristroje a pomiticky
Analytické vahy AL 54
Automatické pipety
Biologicky termostat BT 120M (37°C)
Celulosova membrana (MWCO 10 kDa)
Centrifuga Avanti J-26 XP
Centrifuga Spectrafuge 16M
Centrifuga VSMC-13
Centrifugacni koncentratory Amicon Ultra
Dialyzacni trubice Spektra/Por
Eppendorfovy zkumavky (V=1,5mlaV=0,5 ml)
Filtr na plastovou injek¢ni stfikacku 22
Hmotnostni spektrometr FT-ICR SolariX XR™
HPLC systém BioSys 510
HPLC systém NGC Quest™ 10 Chromatography System

Chladnicka
Kahan

Kolona ENrich™ SEC 70 10x300
Kolona Peptid MicroTrap™
Kolona Protein I\/IicroTrapT'vI
Kolona PLRP-S BioHPLC 7,5x300
Kolona Superdex 75 HR 10/300
Kolona plnitelné: NiNTA a ionex

Magnetickd michacka MM 2A

Magnetickd michacka Stuart CB161

Monochromatorova &teka desti¢ek Safire?
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Mettler Toledo, USA
Gilson, USA

Lab. pfistroje Praha
Sigma-Aldrich, USA
Beckman Coulter, USA
National Labnet Co., USA
Shelton scientific, USA
Millipore, USA

Spektrum Laboratories, USA
Trefflab, Svycarsko

TPP, Svycarsko

Bruker, Némecko

Beckman Coulter, USA

Bio-Rad, USA

Zanussi, Italie

Laboratorni pfistroje Praha,
CR

Bio-Rad, USA

Michrom, USA

Michrom, USA

Agilent, USA

GE Healthcare, Némecko

GE Healthcare, Némecko
Laboratorni pfistroje Praha,
CR

Keison, UK

Tecan, Svycarsko



Mrazici box

Mrazici box (-80 °C) Bio Freezer
Napajeci zdroj EPS 500/400

Napajeci zdroj MP-250V

pH metr © 200

Ploténkovy varic

ProteON XPR36

ProteON Sensor Chip

Predvazky HF-1200G

Souprava pro agarosovou elektroforézu
Souprava pro SDS-PAGE elektroforézu
Souprava pro ultrafiltraci
Spektrofotometr DeNovix DS-11
Spektrofotometr DU-70

Termocyklér Mastercykler personal
Trepacka VSR

Trepacka na Erlenmeyerovy banky
Trepacka na zkumavky BigGer Bill
Trepacka na zkumavky thermomixer comfort
Ultrafiltracni membrana

Ultrazvukova lazen

Ultrazvukova lazen Sonorex

Ultrazvukova sonda Ultrasonic Homogenizer 4710

UV transiluminator
Vakuova odparka SpeedVac
Vortexovy mixér

Zdroj deionizované vody Milli Q

3.2 Chemikalie

Acetonitril (AcN)
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Elektrolux, Svédsko
Forma scientific, USA
Pharmacia, USA
Cleaver Scientific, UK
Beckman, USA
Sencor, Japonsko
Bio-rad, USA

Bio-rad, USA

AND, USA

Sigma, USA

Bio-Rad, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
DeNovix, USA
Beckman, USA
Eppendorf, Némecko
Grant Boekel, UK
Sanyo Gallenkamp Ltd., UK
Thermolyne, USA
Eppendorf, Némecko
Millipore, USA
KRAINTEK, Slovensko
Bandelin, Némecko
Cole-Parmer instrum. Co.,
USA

Uvitec, UK

Jouan, Francie

VELP Scientifica, Italie
Millipore, USA

Merck, Némecko



Agar

Agarosa

Akrylamid

Ampicilin

Azid sodny

Bacto-trypton

Bacto-yeast extrakt
Bromfenolova modf

BSA

Cystamin

Cysteamin

Coomassie Brilliant Blue R-250
Cinidlo pro stanoveni dle Bradfordové
Dihydrogenfosfore€nan sodny
Dihydrogenfosforecnan draselny
Dithiothreitol (DTT)

DMSO

DNA marker 100 bp, 1 kb

dNTPs

Dodecylsiran sodny

Dusiénan stfibrny

Ethanol

Ethidium bromid (EtBr)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethylmorfolin

Formaldehyd

Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit
Glycerol

Glycin

Guanidin-HCl

HEPES
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Oxoid, USA

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

Oxoid, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Serva, Némecko
Bio-Rad, USA
Lachema, CR
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
New England Biolabs, USA
Promega, USA
Jersey Lab Supply, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Geneaid, Taiwan
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA



High-Speed Plasmid Mini Kit
Hydrogenfosforecnan sodny
Chlorid hotecénaty

Chlorid manganaty

Chlorid rubidny

Chlorid sodny

Chlorid vapenaty

Imidazol

IPTG

Isopropanol

Jodacetamid (IAA)
Kanamycin (Kan)

Kyselina chlorovodikova
Kyselina mravenci pro LC-MS
Kyselina octova

Kyselina trifluoroctova (TFA)
L-arginin

Leupeptin

Markery pro SDS-PAGE

Geneaid, Taiwan
Lachema, CR
Lachema, CR
Lach-ner, CR
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR
Lach-ner, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR

Sigma-Aldrich, USA

Jersey Lab Supply, USA

Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Serva, Némecko

Sigma-Aldrich, USA

Prestained Protein Marker 7-175 kDa New England Biolabs, USA

Prestained Protein Marker 20-120 kDa Thermo Fisher Scientific,
USA

Unstained Protein Makrer 14,4-116 kDa Thermo Fisher Scientific,

Maxiprep Plasmid Kit
Methanol

Mocovina

MOPS
N,N’-methylen-bis-akrylamid
Octan draselny

Peroxodisiran amonny
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USA

Geneaid, Taiwan
Merck, Némecko
Serva, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA



fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF)
Q-Sepharosa

Redukovany glutathion
Sacharosa
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
SP Sepharosa

TEMED

Tetracyklin

Tris-HCl

Triton X-100

Trypton

Uhli¢itan draselny/sodny
Voda (LC/MS grade)

X-gal

a-kyanoskofricova kyselina
B-merkaptoethanol

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

3.3 Enzymy
Deep Vent™ DNA Polymerasa
DNAsa | (deoxyribonukleasa I)
Hindlll endonukleasa
Kpnl endonukleasa
Ndel endonukleasa
RNAsa | (ribonukleasa I)
Sacl endonukleasa
Smal endonukleasa
T4 DNA ligasa
Trypsin

Xbal endonukleasa
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Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR

Jersey Lab Supply, USA
Sigma-Aldrich, USA
Serva, Némecko
Jersey Lab Supply, USA
Jersey Lab Supply, USA
Sigma-Aldrich, USA
Oxoid, USA
Sigma-Aldrich, USA
Merck, Némecko

Life Technologies, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

New England Biolabs, USA
Sigma-Aldrich, USA

New England Biolabs, USA
Amersham Life Science, USA
New England Biolabs, USA
Sigma-Aldrich, USA

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

Promega, USA

New England Biolabs, USA



3.4 Vektory

pBluescript SK (+) [pBSSK(+)] Novagen, USA
PET-28b(+) Novagen, USA
pET-30a(+) Novagen, USA
NKRP1F-pcDNA3.1(+) Shanghai Generay Biotech, Cina

3.5 Primery pro PCR
Nkr-p1f FW (celd extracelularni ¢ast NKR-P1F) Generi Biotech, CR
5°-CGC CAT ATG CAA AAA CCA CCA ATA GAA AAATG-3’
Nkr-p1f REV (celd extracelularni ¢ast NKR-P1F) Generi Biotech, CR
5-GCA AGC TTT CAG ACA TGT ATC AGG GTC-3’

3.6 Bakterialni kmeny E. coli
BL21-Gold (DE3) E. coli B F- ompT hsdS(rg mg)dcm+ Tet" gal A(DE3) endA Hte
Stratagene, USA
NovaBlue endA1 hsdR17(rxi2 Miz') SupE44 thi-1 recA1 gyrA96 relAl lac
F'[proA*B" lacl®ZAM15::Tn10] (Tet?) Novagen, USA

3.7 Roztoky a pufry
Smés akrylamidu pro pfipravu SDS-PAGE gelli: 29 % akrylamid, 1 %
N,N’-methylen-bis-akrylamid
Barvici roztok pro SDS-PAGE gely: 0,25 % CBB R-250, 45 % methanol, 10% kyselina
octova
Cinidlo dle Bradfordové: komeréné dostupné od firmy Bio-Rad, USA
Dialyzacni pufr Clr-g, roztok 1: 25 mM NaH,P0O, . 2 H,0, 150 mM NaCl, 1 mM NaNs3,
pH 8,0
Dialyzacni pufr Cir-g, roztok 2: 25 mM NaH,PO, .2 H,0, 50 mM NaCl, 1 mM NaNs,
pH 5,7
Dialyzacni pufr Nkr-p1f: 10 mM Tris-HCI, 29 mM NaCl, 1 mM NaNs, pH 9,0
Elektrodovy pufr pro SDS-PAGE: 10 mM Tris-HCl, 250 mM glycin, 0,1 % SDS, pH 8,3

Ethylmorfolinovy pufr: 100 mM ethylmorfolin, pH 8,4
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Fosfatovy pufr pro SPR: 10 mM Na,HPO,4, 2 mM KH;,POy4, 2,7 mM KCl, 150 mM Nacl,
pH 7,5

Guanidinovy pufr pro solubilizaci inkluznich télisek: 50 mM Tris-HCl, 6 M
guanidin-HCI, 100 mM DTT, pH 8,0

Chromatograficky pufr A pro afinitni chromatografii Nkr-p1f: 10 mM Tris-HCl,
29 mM NacCl, 1 mM NaNs;, pH 9,0

Chromatograficky pufr B pro afinitni chromatografii Nkr-p1f: 10 mM Tris-HCl,
0,5 M imidazol, 29 mM NaCl, 1 mM NaNs, pH 9,0

Chromatograficky pufr A pro chromatografii proteinu Cir-g na reverzni fazi:
25 mM NaH,P0O, .2 H,0, 50 mM NaCl, 1 mM NaNs, pH 5,7

Chromatograficky pufr B pro chromatografii proteinu Clr-g na reverzni fazi:
98 % acetonitril, 0,07 % TFA

Chromatograficky pufr pro gelovou permeacni chromatografii Clr-g: 10 mM
Tris-HCI, 29 mM NaCl, 1 mM NaNs, pH 8,0

Chromatograficky pufr pro gelovou permeacni chromatografii Nkr-p1f: 10 mM
Tris-HClI, 29 mM NaCl, 1 mM NaNs;, pH 9,0

Ligacni pufr pro T4 DNA ligasu: komercéné dostupny od firmy Fermentas, USA

NEB1 pufr: komeréné dostupny od firmy New England Biolabs, USA

NEB2 pufr: komerc¢né dostupny od firmy New England Biolabs, USA

NEB4 pufr: komercné dostupny od firmy New England Biolabs, USA

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

PCR pufr pro Deep Vent DNA polymerazu: komeréné dostupny od New England
Biolabs, USA

Promyvaci pufr pro izolaci inkluznich télisek: 50 mM Tris-HCI, 100 mM NadCl,
1 mM B-merkaptoethanol, 1 mM NaN3s, pH 7,4

Pufr sdetergentem pro izolaci inluznich télisek: 0,5 % Triton X-100,
50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 1 mM B-merkaptoethanol, 1 mM NaN3, pH 7,4
Renaturacni pufr pro protein Clr-g: 20 mM Tris-HCI, 0,4M Arginin, 3 mM cystamin,
9 mM cysteamin, 1 mM NaNjs, pH 8,0

Renaturacni pufr pro protein Nkr-plf: 20 mM Tris-HCI, 0,4M Arginin,
3 mM cystamin, 9 mM cysteamin, 1 mM NaNs;, pH 9,0
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Sacharosovy lyzacni pufr pro izolaci inkluznich télisek: 25 % sacharosa,
50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 1 mM NaNs;, pH 7,4

Sacharosovy lyzacni pufr pro snadnou izolaci plazmidové DNA: 8 % sacharosa,
50 mM Tris-HCI, 40 mM EDTA, 1 mg/ml lysozym, pH 8,0

Sprejovaci pufr: 50 % MeOH

TAE pufr: 2 M Tris-HCl, 1 M kyselina octovd, 50 mM EDTA, pH 8,0

TFB | pufr: 0,03 M CH;COOK, 100 mM RbCl, 50 mM MnCl,, 10 mM CaCl,, 15 %
glycerol

TFB Il pufr: 10 mM MOPS, 10 mM RbCl, 75 mM CaCl,, 15 % glycerol

Vzorkovy pufr pro DNA elektroforézu: Gel Loading Dye Blue (6x), komercné
dostupné od firmy New England Biolabs, USA

2x Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE redukujici: 100 mM Tris-HCl, 4 % SDS, 0,2 %
bromfenolova modf, 20 % glycerol, 200 mM dithiothreitol, pH 6,8

2x Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE neredukujici: 100 mM Tris-HCI, 4 % SDS, 0,2 %

bromfenolova modf, 20 % glycerol, pH 6,8

3.8 Média

LB agar: 1,5 % agar v LB médiu

LB médium: 1 % trypton, 0,5 % kvasnicny extrakt, 1 % NaCl, pH 7,4
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4 METODY

4.1 Priprava produk¢nich vektoria pro celou extracelularni ¢ast

Nkr-p1f

4.1.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Z Ciny od firmy Shanghai Generay Biotech byl zakoupen vektor NKRP1F-pcDNA3.1(+)

obsahuijici cely gen NKR-P1F. Ke 4 ug tohoto plazmidu bylo pfidano 8 pl ¢isté destilované

vody do celkové koncentrace 0,5 pg/ul. DNA konstrukt pro celou extraceluldrni cast

Nkr-p1f byl pfipraven pomoci polymerdzové retézové reakce (PCR) se specifickymi

primery. Tyto primery obsahovaly mista pro restrikéni endonukleasy Ndel a Hindlll.

Vsechny komponenty PCR (podle tab. ¢. 2, str. 42) byly pfidany do mikrozkumavky

umisténé na ledu. Pro dokonalé promichdni byla smés sto€ena 4 min pfi 10 000xg

a vloZena do termocykléru nastaveném na metodu podle tab. ¢. 3, str. 42.

Tab. €. 2: SloZeni PCR reak¢ni smési.

Tab. €. 3: Metoda PCR reakce.

Slozka v/ul Faze T/°C Doba trvani t | Pocet cykla
Deep Vent DNA polymerasa | 0,4 1 95 2 min 1

100 mM MgS0O, 1,5 2 95 30s 35

Pufr pro DNA polymerasu 5 45 30s

10 mM dNTP 2 72 1 min

5 uM RV primer 5 3 72 10 min 1

5 uM FW extracelular primer | 5

0,5 ng/ul templatova DNA 2

ddH,0 29

Ovéreni délky DNA ziskané pomoci PCR reakce bylo provedeno elektroforézou v 1%

agarosovém gelu (kap. 4.1.2).

4.1.2 Elektroforéza v agarosovém gelu
DNA migruje agarosovym gelem k anodé na zdakladé zaporné nabité kostry DNA.

Koncentrace agarosového gelu je vybirdna vzhledem k velikosti délenych fragmentd.
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Fragmenty jsou vizualizovany pomoci ethidium bromidu, ktery se zaclenuje do struktury
DNA a ultrafialovym svétlem je zviditelnovan. Spravna velikost je odhadovana pomoci
standardu DNA a pomoci programu GelAnalyzer.

Bylo pfipravovano 12 ul vzork(, ze kterych se 9 ul nandselo na agarosovy gel. K 10 ul
vzorku DNA se pfidavaly 2 ul vzorkového pufru (Gel Loading Dye 6x koncentrovany).
Pro odhad velikosti fragmentd se na agarosovy gel pridavaly 2 pl DNA standardu (100 bp
DNA Ladder 500 pug/ml).

Pro identifikaci fragmentl byl pfipraven 1% agarosovy gel, kdy bylo k 0,60 g agarosy
prfidano 60 ml 1xTAE pufru. Agarosa se v TAE pufru rozpousti zahfivanim. Po Uplném
rozpusténi agarosy a jejim nasledném zchladnuti bylo pfiddno 2,5 ul roztoku ethidia
bromidu o koncentraci 10 mg/ml, smés byla dikladné promichdna a nalita do pfipravené
formy. Pro vytvoreni jamek byl do ni umistén hreben. Po zatuhnuti, které se pozna
zménou barvy, byl hifeben vyjmut a gel prenesen do elektroforetické vany naplnéné

1xTAE pufrem. Elektroforéza probihala pfi 10 V/cm.

4.1.3 Ligace namnozeného useku DNA do vektoru pBSSK(+)
Pfi amplifikaci iUseku DNA byla pouzita Deep Vent DNA polymerasa, kterd vytvari tupé
konce. Proto pfi linearizovani vektoru pBSSK(+) pro ligaci byla pouZita restrikéni
endonukleasa tvofici tupé konce, Smal.

Podle tab. ¢. 4 (str. 43) byla vytvorena ligacni smés, kterd byla ponechdna pres noc pfi

laboratorni teploté.

Tab. €. 4: SloZeni ligacni smési pri ligaci inzertu

do vektoru pBSSK(+).

Slozka v/ul
Vektor pBSSK(+) (c= 1 pg/ul) 1
Inzert= PCR produkt 25
Smal 0,3
NEB4 pufr 2,5
20 mM ATP 1,5
T4 DNA ligasa (1 Weiss Unit/ul) | 0,5
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4.1.4 Bakterialni transformace klonovacich bunék

V tomto pripadé byla vyuZita technika ,Blue-white screening”, kterda rozeznava mezi
bunkami transformovanymi vektory srekombinantni DNA (bilé kolonie) a burnkami
transformovanymi samotnymi vektory (modré kolonie). Tyto buriky musi rlist na médiu
s chemickou latkou X-gal. Klonovaci buniky NovaBlue byly transformovany ligacni smési
metodou tepelného Soku.

K 5 ul plazmidové DNA o koncentraci pfiblizné 40 ng/ul bylo pfidéano 100 pl
rozmrazené suspenze bunék NovaBlue a inkubovano 20 min na ledu. Poté byl s bunkami
proveden tepelny Sok, ktery spocival ve vystaveni bunék teploté 42°C na 50 s. Nasledovala
inkubace bunék 1 min na ledu a pfidani 1 ml sterilniho LB média bez antibiotik. Nakonec
smés byla inkubovana jednu hodinu pfi 37°C.

Bunécna suspenze byla centrifugovana 5 min pfi 1800xg pii laboratorni teploté
na stolni minicentrifuze. Osmset pl supernatantu bylo odebrano a v jeho zbytku byla
peleta resuspendovana a asepticky nanesena na Petriho misku s LB agarem s ampicilinem
o findlni koncentraci 150 ug/ml. Pfed vlastnim nanesenim bylo do LB agaru vetieno 100 pl
roztoku X-gal o koncentraci 20 mg/ml a 100 ul 10 mM IPTG.

Petriho miska byla inkubovana pres noc pfi 37°C.

4.1.5 Izolace plazmidové DNA a jeji restrikce k ovéreni ligace

Osmi bakteridalnimi koloniemi bylo zaoc¢kovano osm sklenénych zkumavek obsahujicich
1 ml LB média s ampicilinem o koncentraci 150 ug/ml, které byly ndsledné ponechany
pres noc trepat pfi 220 otackach/min a teploté 37°C.

Bakterie narostly pouze v Sesti zkumavkach, proto bylo pracovano pouze s témito Sesti.
Jejich obsah byl prenesen do odpovidajicich mikrozkumavek, které byly nasledné
centrifugovany 10 min pfi 2 000xg. Pro snadnou izolaci plazmidové DNA byly pelety
po odebrani supernatantu resuspendovany ve 30 pl ledového sacharosového pufru,
inkubovany 10 min na ledu a nasledné 2-3 min povareny. Poté byl obsah mikrozkumavek
centrifugovan 1 min pfi 4 500xg a se supernatantem byla provedena restrikce restrik¢nimi
endonukleasami Hindlll, Kpnl a Sacl. Slozeni dvou restrikénich smési pro 6 vzorkd

je uvedeno v tab. ¢. 5 a 6 (str. 45).
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Tyto restrikéni smési byly inkubovany 1 hod pfi 37°C.

Tab. & 5: Slozeni prvni restrikéni smési pro 6 Tab. &. 6: Slozeni druhé restrikéni smési pro 6 ziskanych
ziskanych vzorki plazmidové DNA. vzorki plazmidové DNA. Stépeni endonukleasou
Stépeni endonukleasou Hindlll. Kpnl a Sacl.
Slozka v/ul Slozka v/ul
Plazmid pBSSK(+) s Nkr-p1f 9 Plazmid pBSSK(+) s Nkr-p1f 9
NEB2 pufr 1 NEB1 pufr 1
Hindlll 0,3 Kpnl 0,3
Sacl 0,3
BSA (10 mg/ml, 100x koncentrovany) |1

Po restrikci byla spravnost ligace ovérena elektroforézou v agarosovém gelu (podle

kap. 4.1.2), ale v koncentrovanéjsim gelu (1,5% gelu).

4.1.6 Opakovani postupu s plazmidy pET-28b(+) a pET-30a(+)

Nejprve byla provedena izolace plazmidové DNA z vétSiho objemu. 50 ml LB média
s ampicilinem o koncentraci 150 ug/ml bylo inokulovdno 50 pl bunécné kultury ¢. 3.
Tato kultura byla inkubovana pres noc pfi 37°C za tfepani 220 ot./min. Nasledné byla
provedena izolace plazmidové DNA pomoci kitu ,High speed plasmid mini kit protocol”.
Mérenim absorbance byla pfiblizné uréena koncentrace plazmidové DNA na 100 pg/ml
(30 pg).

Dale byla provedena restrikce plazmidové DNA (plazmid pBSSK(+) s inzertem pro celou
extracelularni ¢ast Nkr-plf) a plazmidd pET-28b(+), pET-30a(+) restrikénimi
endonukleasami Ndel, Hindlll. SloZeni dvou restrikénich smési pro jeden vzorek je
uvedeno v tab. €. 7 a 8 (str. 46). Tyto restrikéni smési (celkem tfi) byly inkubovany 1 hod
pii 37°C.

Po restrikci byly vzorky vizualizovany elektroforézou v agarosovém gelu (podle
kap. 4.1.2), ale v koncentrovanéjsim 1,5% gelu. Gel nebyl ofocen, ale rovnou pouzit
k izolaci fragment( z agarosového gelu pomoci ,Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit”.
Tyto fragmenty odpovidaly genu kédujicimu celou extracelularni ¢ast Nkr-plf,

rozStépenym plazmidlim pET-28b(+) a pET-30a(+).
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Tab. €. 7: SloZeni prvni restrikéni smési pro Tab. €. 8: SloZeni druhé a treti restrikcni smési lisici se typem

pavodni vzorek plazmidové DNA. plazmid. St&peni endonukleasou Hindlll

Stépeni endonukleasou Hindlll a Ndel. a Ndel.
Slozka V/ul SloZka V/ul
Plazmid pBSSK(+) s Nkr-p1f 22,5 Plazmid pET-28b(+)/pET-30a(+) 1
NEB2 pufr 2,5 NEB2 pufr 1
Hindlll 0,3 Hindlll 0,3
Ndel 0,3 Ndel 0,3

dH,0 8

Jak plazmidy pET-28b(+) a pET-30a(+), tak usek DNA, byly stépeny stejnymi restrikénimi
endonukleasami kvuli nasledné ligaci. Podle tab. €. 9 (str. 46) byly vytvoreny dvé liga¢ni
smési, kterd byly ponechany pfes noc pfi laboratorni teploté. Vektor pET-28b(+)
svloZzenou sekvenci pro celou extraceluldrni cast receptoru Nkr-plf byl nazyvan
pNkr-plfhis a vektor pET-30a(+) svloZzenou sekvenci pro celou extraceluldrni ¢ast

receptoru Nkr-p1f pNkr-p1f.

Tab. €. 9: Slozeni dvou ligacnich smési pfi ligaci inzertu
do vektort pET-28b(+) a pET-30a(+).

Slozka V/ul

Plazmid pET-28b(+)/pET-30a(+) | 30

Inzert 15

T4 ligacni pufr 5

T4 DNA ligasa (1 Weiss Unit/ul) | 1

Nasledné byla provedena bakteridlni transformace klonovacich bunék Nova Blue
liganimi smésmi podle kap. 4.1.4. V tomto pripadé nebyl pouzit ,Blue-white screening”
a misto antibiotika ampicilinu se pouzival kanamycin (do vysledné koncentrace 50 pg/ml)
a tetracyklin (do vysledné koncentrace 12,5 pug/ml). Dalsi den bylo inokulovano 6 kolonii
z LB agarové misky s koloniemi bakterii transformovanych plazmidy pNkr-pifhis do 6

sklenénych zkumavek s LB médiem s antibiotiky kanamycinem (do vysledné koncetrace

50 pg/ml) a tetracyklinem (do vysledné koncentrace 12,5 ug/ml). Stejny postup byl
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proveden i pro LB agarové misky s koloniemi bakterii transformovanymi plazmidy
pNkr-p1f. Celkem 12 sklenénych zkumavek s bunéénymi suspenzemi bylo inkubovano
do druhého dne pfi 37°C a tfepani 220 ot./min.

Z téchto dvanacti bakteridlnich suspenzi byla izolovdana plazmidova DNA a nasledné
Stépena restrikénimi endonukleasami Xbal a Hindlll pro ovéfeni spravnosti ligace podle
kap. 4.1.5. LiSily se pouze sloZenim restrikénich smési. Ty mély sloZzeni podle tab. ¢. 10

(str. 47).

Tab. €. 10: SloZeni dvou restrikénich smési pro pNkr-p1fhis/pNkr-p1f.
Slozka v/ul

Plazmidova DNA pNkr-p1fhis/pNkr-p1f 9

NEB2 pufr 1

Xbal 0,3
Hindlll 0,3
BSA (10 mg/ml, 100x koncentrovany) 0,3

Po restrikci byla spravnost ligace ovérena elektroforézou v agarosovém gelu (podle

kap. 4.1.2), ale v koncentrovanéjsim 1,5% gelu.

4.1.7 Méreni koncentrace plazmidové DNA izolované z vétsiho objemu
Pomoci vysledkl restrikéni analyzy byly vybrany vzorky pro velkoobjemovou produkci.

Do sklenénych zkumavek danych vzorka se zbytky bunécné suspenze byl pfidan 1 ml LB
média s antibiotiky kanamycinem (do vysledné koncentrace 50 pg/ml) a tetracyklinem
(do vysledné koncentrace 12,5 ug/ml). Dvé 100ml LB média se stejnymi antibiotiky byla
inokulovdna 500 pl z obou vzorkd bunéénych suspenzi. Nakonec byly ponechany pres noc
tfepat pti 220 ot./min a teploté 37°C.

Obé plazmidové DNA byly izolovany za pomoci soupravy ,Maxiprep Plasmid Kit"
a jejich koncentrace byla zmérena na pristroji DeNovix DS-11. Spravnost pfipravenych

plazmidd byla ovéfena sekvenaci, na kterou bylo odebrano 5 pul z kazdého vzorku.
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4.2 Rekombinantni exprese proteinii Clr-g a Nkr-p1f

Bakteridlni expresni systém je v praxi nejbéznéjsi systém pro expresi rekombinantnich
proteinl. Tento zplsob ma nékolik vyhod: jednoduchost, vyssi vytézek, finanéni a ¢asova
nenarocnost. Systém neumoZiuje posttranslaéni modifikace a je moZné exprimovat
proteiny pfiblizné do 150 kDa.

Exprese cilového genu, kddovaného vektorem (napf. pNkr-p1fhis, pNkr-p1f, pClr-g), je
spusténa vazbou T7 RNA polymerasy na T7 promotor. Tato T7 DNA polymerasa je
kéddovana v genomu produkénich bunék (u BL21-Gold (DE3)) a jeji exprese je regulovéna
lac operonem. V nepfitomnosti induktoru je transkripce zastavena vazbou lac represoru
na lac operon. Jako induktor transkripce T7 RNA polymerasy slouZzi analog laktosy,
isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid (IPTG), vazajici se na lac operon misto represoru. IPTG

je pouzivan z toho divodu, Ze je narozdil od laktosy nemetabolizovatelny a jeho hladina

nemusi byt ddle sledovana a doplfiovana.

4.2.1 Priprava kompetentnich produké¢nich bunék

Do 10 ml LB média s kanamycinem o vysledné koncentraci 50 pg/ml a tetracyklinem
o vysledné koncentraci 12,5 pg/ml bylo pfiddno 100 pl suspenze bakteridlnich bunék.
Toto LB médium bylo inkubovano do druhého dne pfi 37°C a 220 otackach/min.

Nasledny den bylo znocni kultury odebrdano 1,5 ml a timto mnozstvim bylo
inokulovdano 100 ml LB média s antibiotiky kanamycinem a tetracyklinem. P¥i inokulaci
bylo nutné zachovavat tento pomér. Kultura byla opét inkubovana pfi 37°C
a 220 otackach/min. Pfi OD=0,8 (A=600 nm) byla pfevedena do pfedem vychlazenych
sterilnich centrifugaénich kyvet a centrifugovana 15 min pfi 3 000xg a 4°C. Po odstranéni
supernatantu byla peleta resuspendovdna v 15 ml TFB | pufru a ponechana inkubovat
20 min na ledu. Poté byla suspenze odstfedéna 15 min pfi 3 000xg a 4°C. Resuspendace
takto ziskané pelety probéhla pomoci 4 ml pufru TFB Il. Pfipravena suspenze byla
rozdélena po 100 ul do oznacenych sterilnich vychlazenych mikrozkumavek. Kompetentni

buriky byly postupné zamrazovany, nejprve 2 hod pfi -20°C a poté aZ do poutZiti pfi -80°C.

4.2.2 Bakterialni transformace produkc¢nich bunék
Transformace produkénich kompetentnich bunék kmene E. coli BL21-Gold (DE3) pomoci

vektord ztab. ¢. 11 (str. 49) byla provedena metodou tepelného Soku, ktera je popsana
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v kapitole 4.1.4. Nebyla potreba jiz provadét ,Blue-white screening”. Jako antibiotika pfi
transformaci a ndasledné produkci byly pouzZity kanamycin do koncentrace 50 ug/ml
a tetracyklin do koncentrace 12,5 pg/ml.

Tti 100l rozmraZzené bakteridlni suspenze byly transformovany 0,5 pl 1,3 pg/ul pCir-g,
3 ul 0,2 pg/ul pNkr-pifhis a 3 ul 0,13 pg/ul pNkr-p1f. Soucasné byla provedena negativni

kontrola netransformovanymi kompetentnimi burikami.

Tab. €. 11: Plazmidové DNA pouZité pro transformaci bunék kmene E. coli BL21-Gold (DE3).

Zkratka Vektor Sekvence DNA v/ul
pNkr-plfhis | pET-28b(+) | Celd extracelularni ¢ast Nkr-p1f 3
pNkr-p1f pET-30a(+) | Celd extracelularni ¢ast Nkr-p1f 3
pClr-g Cela extracelularni ¢ast Clr-g 0,5

4.2.3 Testovani exprese
Nejprve byla testovana exprese pozadovanych proteind produkénimi burikami, coz
soucasné poslouzilo kvybrani produkéniho klonu pro velkoobjemovou expresi.
K testovani exprese byly vybrany Ctyfi nezavislé bakteridlni kolonie pro kazdy protein
ziskané bakteridlni transformaci. Témito koloniemi byly vidy zvlast inokulovany 2 ml
LB média se stejnymi antibiotiky o stejnych koncentracich jako v kapitole 4.3.1. Celkem
12 zkumavek bylo uzavieno a ponechano rust pres noc pfi 37°C a 220 ot./min.

Druhy den byl pfipraven dvojndsobny pocet sterilnich zkumavek s 1 ml LB média
s pfislusnymi antibiotiky. Pokazdé dvé zkumavky sLB médiem byly zaockovany
1% objemu (10 pl) zjedné noéni bakteridlni kultury. Tyto kultury byly inkubovany
pfi 220 ot./min a 37°C po dobu tfi hodin, nacez byla vidy jedna kultura ze dvou zkumavek
indukovana IPTG do koncentrace 1 mM a déle inkubovana za stejnych podminek po dobu
dalSich tfi hodin.

Poté byly kultury preneseny do mikrozumavek a centrifugovany 5 minut pfi 3 000xg
a laboratorni teploté. Po odebrani supernatantu byly pelety resuspendovany v 50 pul
1x vzorkového redukujiciho pufru, 5 minut povafeny a centrifugovany za stejnych

podminek. Tyto vzorky byly ndsledné analyzovdny pomoci SDS elektroforézy.
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4.2.4 SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
SDS-PAGE je elektroforéza v polakrylamidovém gelu v pritomnosti dodecylsiranu sodného
(SDS), ktery protein obaluje a udili mu zaporny ndéboj. Proteiny jsou separovany
na zakladé elektroforetické pohyblivosti zavislé na délce retézce, molekulové hmotnosti,
denaturaci proteinu a posttranslacnich modifikacich.

Tato SDS elektroforéza byla provadéna v 15% polyakrylamidovém délicim gelu
vzhledem k velikosti obou protein(. SloZeni zaostfovaciho a déliciho gelu je uvedeno
v tab. ¢. 12 (str. 50). SDS elektroforéza byla v této praci provadéna pro kontrolu velikosti

a Cistoty proteint béhem produkce, renaturace a purifikace.

Tab. €. 12: Slozeni 5% zaostifovaciho a 15% déliciho polyakrylamidového gelu. SloZeni pro jeden

gel.

Slozka 5% zaostrovaci gel | 15% délici gel
Vv/ml V/ml

H,0 0,68 1,1

30 % akrylamidovd smés 0,17 2,5

1,5 M Tris-HCl o pH 8,8 - 1,3

1 M Tris-HCl o pH 6,8 0,13 -

10 % SDS 0,01 0,05

10 % APS 0,01 0,05

TEMED 0,001 0,002

Nejprve byla pfipravena aparatura pro naliti geld. Mezi skla byl nalit 15% délici gel
a prevrstven destilovanou vodou, aby mohlo dojit k polymeraci bez pfistupu vzduchu.
Po zatuhnuti déliciho gelu byla voda odstranéna, skla jemné osusena filtra¢nim papirem
a na spodni vrstvu byl nalit zaostfovaci gel, do kterého byl vloZzen hfeben. Po zatuhnuti
gelu, kdy bylo vidét rozhrani mezi délicim a zaostfovacim gelem, byl hfeben vyjmut
avioZzen do sestavené elektroforetické aparatury s elektrodovym pufrem. Nasledné
byly naneseny vzorky a proteinovy standard molekulovych hmotnosti. Napéti

pro elektroforézu bylo nastaveno na 200 V, proud 15 mA pro zaputovani vzork( do gelu
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a 25 mA pro vlastni priibéh elektroforézy na jeden gel. Kdyz celo elektroforézy doputovalo
ke konci gelu, byla elektroforéza ukoncena.

Poté byly gely 15 minut barveny barvicim roztokem a ndasledné odbarvovany
odbarvovacim roztokem potfebnou dobu. Pokud i pfi dodrieni tohoto postupu nebyl
vidét zadny vysledek, bylo uskuteénéno jiné barveni, barveni stiibrem (podle tab. ¢. 13,

str. 51).

Tab. €. 13: Postup barveni gelu stfibrem.

Krok | Doba Slozeni roztoku
1 3x30 min Odbarvovaci roztok
30 % ethanol; 10 % CH3;COOH
2 10 min 20 % ethanol
3 10 min H,O
4 1 min 0,2 g/l Na,S,03
5 2x20's H,O
6 30 min 2 g/l AgNOs
7 10 s H,O
8 2-4 min 0,7 ml/I formaldehyd;
30 g/l K,CO3; 10 mg/l Na,S,03
9 1 min 50 g/l Tris-HCl; 25 % CH;COOH
10 - Uchovavaci roztok
1 % CH;COOH

Pfiprava vzorkd byla rozdilnd v zavislosti na skupenstvi vzorku (pevny vzorek nebo
kapalny) a na prostredi elektroforézy (redukujici a neredukujici prostredi). Obecné byly
nejprve vzorky 5 minut povareny a centrifugovany 5 minut pfi 5 000xg. Pevné vzorky byly
resuspendovany v 1x koncentrovaném vzorkovém pufru (v pfipadé redukujiciho prostredi
se 100 mM DTT) pro SDS elektroforézu. Ke kapalnym vzorkim bylo pfidadvano stejné
mnoiZstvi 2x koncentrovaného vzorkového pufru (v pripadé redukujictho prostiedi

s 200 mM DTT). Do jamky bylo nanaSeno maximalné 20-30 pl.
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4.2.4.1 SDS elektroforéza pro analyzu disulfidovych vazeb
Toto bylo pfipraveno pro identifikaci disulfidovych vazeb, proto aby nedoSlo k jejich
naruSeni béhem separace v polyakrylamidovém gelu, probihala SDS elektroforéza stejné
jako v kap. 4.2.4, ale za neredukujicich podminek.

To znamenalo pridavek roztoku cystaminu (organicky disulfid) do jednotlivych slozek
SDS elektroforézy. Do neredukujiciho vzorkového pufru, zaostfovaciho a separaéniho gelu
byl pfidan roztok cystaminu do 300 uM koncentrace. Do elektrodového pufru byl pfidan

roztok cystaminu do 100 uM koncentrace.

4.2.5 Hledani vhodnych podminek produkce Nkr-p1f

K nalezeni nejvhodnéjsich podminek pro produkci proteinu Nkr-plf bylo provedeno
testovani koncentrace induktoru IPTG, teploty a doby exprese. U proteinu Clr-g byl jiz
predpfipraven pfiblizny postup produkce, proto u tohoto proteinu optimalni podminky
nebyly hledany.

Podle vysledk( ztestovani exprese byl vybran vzorek pro hledani produkénich
podminek. Z pivodniho vzorku byla pfipravena nocni stacionarni kultura, ze které bylo
pfiddno 10 pl do 1 ml LB média bez antibiotik. Po tfech hodinach inkubace pfi 220 ot./min
a 37°C byla tato bakteridlni suspenze rozpipetovdna po 10 pl do 16 sklenénych zkumavek
obsahujicich 1 ml LB média se stejnymi antibiotiky do vySe udané koncentrace.

Po totozné kultivaci bylo osm vzorkd indukovdno ndsledujicimi koncentracemi IPTG:
2mM; 1 mM; 0,5 mM; 0,3 mM; 0,1 mM; 0,05 mM; 0,01 mM a 0 mM. Posledni vzorek
nebyl indukovan a sloufzil jako kontrola. Inkubace probihala za stejnych podminek dalsi tfi
hodiny.

Zbylych osm vzorkU bylo pouZito pro ovéfovani nejvhodnéjsi teploty a ¢asu produkce.
VSechny byly indukovany ve stejny ¢as do 1 mM koncentrace IPTG. U péti vzorkl
probihala kultivace pfi 37°C, ale liila se jeji délka: 1, 2, 3, 5 a 24 hodin. Dalsi dva vzorky se
liSily teplotou pfi produkci: 30 a 25°C. Pred indukci byly tyto vzorky ponechany 30 minut
vytemperovat na danou teplotu, indukovany IPTG a ponechany tfi hodiny produkovat
pfi dané teploté. Posledni vzorek slouzil jako druha kontrola.

VSechny kultury byly po produkci preneseny do plastovych mikrozkumavek,

centrifugovany 5 min pfi 5 000xg a laboratorni teploté, a analyzovany pomoci
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SDS elektroforézy v 15% polyakrylamidovém gelu v redukujicim prostfedi (podle

kap. 4.2.4).

4.2.6 Velkoobjemova produkce proteint

Pro kazdy protein byla produkce provedena v 1 | LB média s ptislusSnymi antibiotiky
rozdéleném po 500 ml do dvou dvoulitrovych Erlenmayerovych banék. Kazda
Erlenmayerova banka s LB médiem byla zaockovana 500 pl no¢ni stacionarni kultury.

Ziskané vhodné podminky produkce pro Nkr-pif byly pouZity pro velkoobjemovou
produkci. VSechny  ¢tyfi  banky zaockované bunécnymi suspenzemi  Nkr-pif,
s i bez polyhistidinové kotvy, byly inkubovany pfi 37°C a 220 ot./min do dosazeni OD=0,6
(A=550 nm). Vtuto chvili byly bunécné kultury indukovany k expresi pomoci IPTG
do finalni koncentrace 0,1 mM a produkce probihala 4 hodiny pfi 37°C a 220 ot./min.

Dvé bariky s LB médiem inokulované bunécnou kulturou Clr-g byly inkubovany pfi 37°C
a 220 ot./min do OD=0,6 (A=550 nm). Nasledné byly bunécné suspenze indukovany
k produkci Clr-g pomoci IPTG do finalni koncentrace 0,3 mM. Tato produkce trvala také
4 hodiny pti 37°C a 220 ot./min.

Bakteridlni suspenze byly poté centrifugovany 20 minut pfi 3 000xg a 4°C. Po odliti
supernatantu byly pelety zamrazeny na -20°C do té doby, neZ z nich byla izolovadna

inkluzni téliska.

4.2.7 Izolace inkluznich télisek
Nkr-p1f i Clr-g jsou pfi bakteridlni expresi produkovany do cytoplasmy jako inkluzni
téliska, tedy nerozpustné proteinové Gtvary.

Kazda peleta ziskana z 0,5 | LB média s pfislusSnymi antibiotiky byla resuspendovana
v sacharosovém lyzacnim pufru (25 ml sacharosového lyzaéniho pufru/peleta z1 | LB
média) spolu s inhibitory proteas (1 uM leupeptin a 1 mM PMSF). Takto pfipravené smési
byly Ctyfikrat zmrazeny na -80°C a znovu rozmrazeny pti 40°C, mezitim sonikovany
po dobu 30-ti s. Poté bylo k suspenzim bunék pfidano (na 25 ml sacharosového lyza¢niho
pufru) 500 ul 1 M roztoku chloridu hotec¢natého, 4 ul DNAsy | (100 U/ul) a 6 ul RNAsy |
(10 mg/ml). Tyto smési byly inkubovany 30 min pfi laboratorni teploté. Po uplynuti této
doby byly suspenze pétkrat 30 s sonikovany s 30-ti sekundovymi prestavkami na ledu

a nakonec centrifugovany 15 min pfi 10 000xg a 4°C.
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V druhém kroku byly pelety resuspendovdny v pufru s detergentem (25 ml pufru
s detergentem/peleta z 1 | LB média) se stejnym mnozstvim pridanych inhibitort proteas
jako v predchozim kroku. Resuspendace byla provedena pomoci tfikrat opakované
30-ti sekundové sonikace s palminutovymi prfestdvkami na ledu. Takto upravené suspenze
byly centrifugovany za stejnych podminek.

Nakonec byly sedimenty resuspendovany 30-ti sekundovou sonikaci v promyvacim
pufru (15 ml promyvaciho pufru/peleta z 1 | LB média) s inhibitory proteas. Smési byly
centrifugovany jako v ptedchozich krocich a vysledny sediment tvoreny inkluznimi télisky
byl uchovavan pfi -80°C.

V prabéhu izolace inkluznich télisek byly odebirdny vzorky, ze supernatant(
po centrifugaci a z vysledné pelety, se kterymi byla nasledné provedena SDS elektroforéza

v 15% polyakrylamidovém gelu (podle kap. 4.2.4).

4.3 Renaturace proteinti Nkr-p1fa Clr-g

Zmrazena izolovanad inkluzni téliska byla pomoci vortexu resuspendovéna v guanidinovém
pufru (4 ml guanidinového pufru/peletu inkluznich télisek Clr-g z1 | LB média;
8 ml guanidinového pufru/peletu inkluznich télisek Nkr-P1f z1 | LB média). Poté byla
inkubovana 40 min pri 40°C kvUli dplnému rozpusténi za ob¢asné sonikace. Nasledné byly
roztoky centrifugovany 15 min pfi 30 000xg a laboratorni teploté. Ziskané supernatanty
byly pouzity k renaturaci proteinli metodou rychlého nafedéni.

Pfi této metodé je roztok denaturovaného proteinu pomalu prikapavan
do mnohondasobné vétsiho objemu renaturaéniho pufru pti 4°C. Tento roztok obsahuje
vysokou koncentraci nizkomolekuldrnich aditiv (L-arginin), které napomahaji spravnému
sbalovani proteinu a brani agregaci. Od vlastnosti proteinu se odviji i sloZeni
renaturacéniho pufru. Spravnou renaturaci proteinu ovliviiuje také pH pufru a pomér
slozek redoxniho systému (cystamin:cysteamin).

U renaturace proteinu Clr-g a obou forem proteinu Nkr-p1f byla nejprve testovana
zména tfi parametrl: pH, pomér sloZzek redoxniho systému a koncentrace
nizkomolekularniho aditiva L-argininu. SloZeni jednotlivych testovanych renaturacnich

pufrd je vtab. ¢. 14 a 15 (str. 55). Pro toto testovani byly pfipraveny renaturacni pufry
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o objemu 50 ml a spolu se vzorky byly umistény do chladové mistnosti o 4°C kvdli
vytemperovani na danou teplotu.
Za stadlého michani byl 0,5 ml vzorku pfikapavan do 50 ml renaturaéniho pufru rychlosti

priblizné 1 kapka/s. Za stejnych podminek byly roztoky ponechany michat dalsi 2 hod.

Tab. €. 14: SloZeni testovanych renaturaénich pufri pro obé formy Nkr-p1f. Pufry 1-4 se lisi svym slozenim.

Pufr: 1 2 3 4

Tris-HCI 20mM

pH 8,5 8,5 9,0 9,0

L-Arginin | 1M 1M 1M 04M

NaN; 1mM

Redoxni 3 mM cystamin | 2 mM cystamin 3 mM cystamin | 3 mM cystamin

systém 9mM 10 mM cysteamin | 9 mM 9 mM cysteamin
cysteamin cysteamin

Tab. €. 15: SloZeni testovanych renaturaénich pufri pro Clr-g. Pufry 1-4 se lisi svym sloZzenim.

Pufr: 1 2 3 4

Tris-HCI 20 mM

pH 8,0 8,0 8,5 8,0

L-Arginin | 1M 0,4M 1M 1M

NaN; 1mM

Redoxni 3 mM cystamin | 3 mM cystamin 3 mM cystamin | 2 mM cystamin

systém 9mM 9 mM cysteamin | 9 mM 10 mM cysteamin
cysteamin cysteamin

Nasledné byly jednotlivé roztoky preneseny do dialyzacnich trubic a 6 hod dialyzovany
pfi 4°C v chladové mistnosti za stdlého michani proti 8 litrGm dialyzacniho pufru.
Po uplynulé dobé byl dialyzaéni pufr vyménén za novy a ddle dialyzovan 12 hod.

za stejnych podminek.
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Nejvyhodnéjsi sloZeni renaturacniho pufru pro dalSi renaturace bylo vybrano
za pomoci gelové permeacni chromatografie (podle kap. 4.5.1) na koloné Superdex 75
HR 10/300. Predevsim bylo porovnavano zastoupeni monomerniho proteinu a agregatu,
ale také cena sloucenin renaturacéniho pufru.

PFi opétovné expresi proteinu, byla inkluzni téliska rozpusténa v 500 ml vybraného
renaturacniho pufru. Pokud presto doslo pfi renaturaci nebo dialyze k agregaci proteind,

byl roztok centrifugovdn 15 min pti 14 000xg a 4°C kvuli zbaveni srazeniny.
4.4 Zakoncentrovani proteinového roztoku

4.4.1 Ultrafiltrace

Pro vétsi snizeni objemu roztok( byla pouZivana ultrafiltrace. Po probéhnuti dialyzy byl
vzorek koncentrovan pomoci ultrafiltrace na pfriblizné 20 ml. Po sestaveni aparatury
pro ultrafiltraci, byla tato aparatura naplnéna roztokem proteinu a pfipojena ke zdroji
inertniho plynu (dusiku). Nasledné byl roztok zahustovan za pomalého michani

pfes membranu s propustnosti do 10 kDa pod tlakem 0,3 MPa.

4.4.2 Koncentratory pro centrifugaci
Pro jesté vétsi zakoncentrovdni roztoku proteinu byly pouZity koncentratory
pro centrifugaci s limitem propustnosti 10 kDa. Roztok byl koncentrovan na pozadovany

objem opakované 20 min pfi 4 000xg a laboratorni teploté.

4.5 Purifikace proteinti Nkr-p1fa Clr-g
Rekombinantni protein Clr-g byl purifikovan nejprve gelovou permeacni chromatografii,
poté ionexovou chromatografii a nakonec chromatografii na reverzni fazi. Prvni dvé
metody nebyly v purifikaci Uspésné, proto byla vyuzivana chromatografie na reverzni fazi.
Pro purifikaci rekombinantniho proteinu Nkr-p1f bez polyhistidinové kotvy byly pouzity
vSechny vySe uvedené metody, ale Zadna neposkytovala dostate¢né mnozstvi a Cistotu
proteinu. Proto bylo pfistoupeno k purifikaci Nkr-p1f s polyhistidinovou kotvou pomoci
afinitni chromatografie, ktera byla mnohem uUspésnéjsi.

Tyto metody byly provadény na pfistrojich NGC Quest™ 10 Chromatography System
od firmy Bio-Rad a BioSys 510 od firmy Beckman Coulter.
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4.5.1 Gelova permeacni chromatografie

Tato metoda je zaloZena na ,molekulovém situ” tvoreném pory uvniti gelu umisténému
ve svislé koloné. Na ném jsou molekuly déleny podle své velikosti a tvaru. Mobilni faze
unasi konstantni rychlosti molekuly kolonou, ale mensi ¢astice pronikaji do pérd gelu
kolony a jejich prichod kolonou je oproti vétsim c¢asticim diky tomu zpomalovan.

Metoda gelové permacni chromatografie byla vyuZita k nalezeni nejvyhodnéjsiho
slozeni renaturacniho pufru (kap. 4.3). Pfitom byly proteiny separovany
na koloné Superdex 75 HR 10/300 pfti pritoku 0,4 ml/min.

Roztok proteinu po dialyze zbaveny pfipadné srazeniny byl zakoncentrovan
centrifuga¢nimi koncentratory na priblizné 900 pl. Pfed vlastnim nanasenim na kolonu byl
vzorek odstfedén 4 500xg 5 min za laboratorni teploty. Na kolonu byla nanasena

1/3 objemu roztoku proteinu.

4.5.2 Afinitni chromatografie Nkr-p1f s polyhistidinovou kotvou

Afinitni chromatografie umoznuje oddélit ze slozité smési urcitou skupinu proteind nebo
dokonce i protein jeden. Vtomto pfipadé byla pouzZita k proteinu pfipojend
polyhistidinova kotva, ktera vykazuje silnou interakci s imobilizovanymi ionty kovd (Ni%).
Po navazani je provedeno odmyti nenavazanych proteind a jinych necistot.
Polyhistidinova kotva je nakonec z vazby uvolnéna gradientem roztoku imidazolu.

Metoda afinitni chromatografie byla pouzita k purifikaci proteinu Nkr-p1f
s polyhistidinovou kotvou. Proteiny byly separovdny na plnitelné koloné od firmy
GE Healthcare se stacionarni fazi NiNTA.

Koncentrovanim roztoku Nkr-plf dochdzi ke ztratdm proteinu, proto byl roztok
po dialyze pfimo nandsen na kolonu. Nanos vzorku probihal pfiblizné 10 hod pfi pratoku
0,7 ml/min a poté byla kolona promyta chromatografickym pufrem pro afinitni
chromatografii A. Nakonec byl protein eluovan gradientem chromatografického pufru
pro afinitni chromatografii B s imidazolem pfi pratoku 1 ml/min. S jimanymi frakcemi byla
nasledné provedena SDS elektroforéza v 15% polyakrylamidovém gelu (kap. 4.2.4)

a méreni koncentrace proteint (kap. 4.5.4).
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4.5.3 Chromatografie Clr-g na revezni fazi

U chromatografie s obracenymi fdzemi je stacionarni fazi kapalina, kterd je vazana
na hydrofobnich &asticich, a mobilni fazi kapalina polarni. K nepolarni stacionarni fazi maji
vétsi afinitu latky méné poldrni (s hydrofobnimi oblastmi), které se kni na pocatku
zachycuji. Rostoucim gradientem koncentrace organického rozpoustédla postupné
dochazi k eluci proteintl z kolony.

Metoda chromatografie na reverzni fazi byla uplatnéna pfi purifikaci proteinu Clr-g.
Separace proteinl byla provedena na koloné PLRP-S BioHPLC 7,5x300 od firmy Agilent pfi
1 ml/min.

| pfi koncentrovani roztoku Clr-g dochdzi kagregaci proteinl, predevsim
v centrifugacnich koncentratorech. Proto byl pomoci ultrafiltrace proteinovy roztok
zakoncentrovan na 20 ml a prefiltrovan pres filtr na injekéni stfikacce. Vzorek byl nanesen
na kolonu, ktera byla nasledné promyta chromatografickym pufrem A. Protein byl
eluovan gradientem chromatografického pufru B s acetonitrilem. Proteiny v jimanych
frakcich byly vizualizovany pomoci SDS elektroforézy v 15% polyakrylamidovém gelu

(kap. 4.2.4) a nakonec byla zmérena i jejich koncentrace (kap. 4.5.4).

4.5.4 Stanoveni koncentrace proteinti metodou podle Bradfordové
Koncentrace proteinl byla stanovena diky kolorimetrické reakci, ke které dochazi
po smichani Cinidla Bradfordové s roztokem obsahujicim proteiny. Roztok Bradfordové
obsahuje barvivo Coomassie Brilliant Blue G-250 vazajici se na bazické a aromatické
aminokyseliny (R, F, P, W) proteinu. Pficemz dochazi ke zméné barvy z hnédé na modrou,
kterou lze sledovat spektrofotometricky pfi 595 nm.

Nejprve byly ptipraveny standardni kalibra¢ni roztoky BSA o rGznych koncentracich
(0 az 0,5 mg/ml) pro vytvoreni kalibra¢ni kfivky. Z namérenych absorbanci standardnich
roztokd byla odectena hodnota absorbance samostatného cinidla, vytvorena kalibracni
krivka a pomoci ziskané rovnice regrese vypocitany koncentrace z namérenych absorbanci
vzorkd.

Do 96-ti jamkové mikrotitracni desticky byly napipetovany vzorky a standardni roztoky
v tripletech po 5 pl od kazdého, ke kterym bylo pfidano 200 pl ¢inidla Bradfordové. Velmi

koncentrované vzorky byly nejprve narfedény. Po 5 minutach stani za laboratorni teploty
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byla promérena absorbance pfi 595 nm pomoci monochromatorové ¢Etecky

mikrotitraénich desti¢ek Safire?.

4.6 Charakterizace struktury Nkr-p1f a Clr-g hmotnostni

spektrometrii

Hmotnostni spektrometrie (MS) je technika analytické chemie, kterd ma celkové Siroké
pouziti. VyuZiva se ke stanoveni hmotnosti ¢astic, zakladniho sloZeni vzorku a chemické
struktury molekul (peptidd, proteinl). Navic je mozné touto metodou identifikovat
bakterie a proteiny, u proteind urcit zapojeni disulfidovych mustki a dokonce
i posttransla¢ni modifikace. Toto je jen hruby vycet moZnosti hmotnostni spektrometrie.

Hmotnostni spektrometr sestava ze ¢tyr zdkladnich soucasti: iontovy zdroj, analyzator,
detektor a pocitac ke zpracovani vysledk.

Aby mohl byt analyt analyzovan, musi byt pfeveden do ionizovaného stavu v plynné
fazi. lonty jsou ze zdroje transportovany do analyzatoru iontovou optikou. Mékké
ionizac¢ni techniky jsou vhodné pro méreni proteind, protoze pfi ionizaci nedochazi k jejich
fragmentaci. Mezi né patfi ionizace za pfitomnosti matrice (MALDI) a ionizace
elektrosprejem (ESI). Hmotnostni analyzator rozdéluje ionty na zakladé jejich poméru m/z
(pomér hmoty a ndboje). V této praci byly vyuzity analyzdtory dva, analyzator doby letu
Castice (TOF) a analyzator poutzivajici iontové cyklotronovou rezonanci s Fourierovou
transformaci (FT-ICR). Hmotnostni spektrometr zakoncuje detektor, ktery sleduje prichod
a dopad iontd.

Béhem této prace byla hmotnostni spektrometrie pouzita k ovéreni pfitomnosti obou
proteinl, k méfeni intaktni hmoty proteind a k identifikaci disulfidovych mustkd.

Méreni na hmotnostnim spektrometru byla provdadéna RNDr. Danielem Kavanem,

Ph.D. a Mgr. Zderikem Kukackou.
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4.6.1 Odsoleni proteinti a méreni intaktni hmoty proteini

Pfed vlastnim odsolenim a mérenim, byly vzorky okyseleny a zredukovany. Z frakce 6
z afinitni chromatografie NKR-P1F byly odebrany dva vzorky po 20 pl a doplnény na 250 pl
0,1 % roztokem FA. Z frakce 5 z chromatografie Clr-g na reverzni fazi byly odebrany také
dva vzorky po 20 pl a doplnény na 500 pl 0,1 % roztokem FA. Dva vzorky, jeden Clr-g
a druhy Nkr-p1f, byly zredukovany pfidavkem roztoku 1 M TCEP do 100 mM koncentrace.
Tato jsme ziskaly Ctyti vzorky, ztoho dva zredukované, které byly 5 min sonikovany
a nakonec 5 min centrifugovany pfi 5 000xg za laboratorni teploty.

Dalsi postup prace se vzorky a s kolonou je uveden v tab. €. 16 (str. 60).

Tab. €. 16: Postup odsoleni proteinového vzorku pomoci kolony
MicroTrap. Zkratka AcN oznacuje acetonitril a zkratka FA

kyselinu mravenci.

Krok SloZeni roztoku V/ml
Promyti kolony 80 % AcN, 0,1 % FA | 2x 250 pl
Ekvilibrace kolony | 0,1 % FA 2x 250 pl
Naneseni vzorku vzorek po 250 pl
Promyti vzorku 0,1 % FA 3x 250 pl
Eluce proteinu 80 % AcN, 0,1 % FA | 50 pl
Uchovavani kolony | 50 % AcN 750 pl

Po odsoleni nasledovalo naredéni vzorku na polovinu sprejovacim pufrem a vlastni

méreni intaktni hmoty pomoci ESI-FTICR MS.

4.6.2 Identifikace zapojeni disulfidovych vazeb v proteinech
Proteiny obsahujici aminokyseliny s volnou sulfhydrilovou skupinou (C) vytvéreji vlivem
oxidaéniho pusobeni okolniho prostredi disulfidové vazby. Ty jsou dllezitym faktorem,
ktery ovliviiuje tercidrni a kvartérni strukturu, a stabilitu bilkovin. Diky tomu vyreseni
zapojeni disulfidovych vazeb u proteinl Nkr-plf a Clr-g pfispiva k ziskani jejich celkové
struktury.

Nejprve byla provedena se vzorky SDS elektroforéza v neredukujicim prostredi podle

kap. 4.2.4.1.
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Rezani a odbarveni gelu

Mista na polyakrylamidovém gelu obsahujici protein byla skalpelem vytiznuta a na Cisté
sklenéné podloZce roziezana na malé kosticky, které se skalpelem prenesly
do odpovidajicich mikrozkumavek.

Nasledovala sonikace az do odbarveni ve smési 100 pl ethylmorfolinového pufru
se 100 pl acetonitrilu. Tento roztok byl nékolikrat vyménovan, dokud nedoslo k uplnému
odbarveni, po kterém byly zkumavky centrifugovany 15 spfi 5 000xg a zbyly roztok
nad gelem odebran.

Pfed vlastnim S$tépenim proteasami bylo ke vzorkim pfidano nejprve 100 pl
100 % acetonitrilu a smési byly 5 min sonikovany. Po odebrani roztoku se ke vzorkim
ptidalo 100 pl 50 % acetonitrilu a sonikace byla opakovana. K uplnému vysuseni geld

doslo pomoci vakuové odparky.

Stépeni proteinti proteasou
Ke vzorkim s vysuSenym gelem bylo pfidavdno 30 pl 50 mM ethylmorfolinového pufru
o pH 8,5 s 10 % acetonitrilem a pfidanym trypsinem do konec¢né koncentrace 10 ng/pul.
Mikrozkumavky se vzorky byly inkubovany 30 min pfi 37°C a poté se prfidal dalSi roztok
proteasy tak, aby byly kosticky gelu ponofené. Takto oSetfené vzorky byly dale
inkubovany 10 hod pfi 37°C.

Extrakce peptidli z gelu

Po inkubaci byly mikrozkumavky se vzorky centrifugovany 15 s pfi 5 000xg a roztok
prenesen do mikrozumavek novych. Ztohoto roztoku byly pfipraveny vzorky
na MALDI-TOF MS méfeni. Ke gelim ve starych mikrozkumavkach bylo pfidano 60 .l 80 %
acetonitrilu s 0,1 % TFA a ndsledovala pétiminutova sonikace. Poté byly vzorky stejnym
zpusobem centrifugovany a roztok byl pfenesen do novych mikrozkumavek. Timto byly
extrahovany polarni peptidy. Ke geldm bylo dale pfidano 60 pl roztoku 0,1 % TFA.
Byla zopakovana sonikace, centrifugace a odebrani roztoku do novych mikrozkumavek.
Timto roztokem byly extrahovany nepoldrni peptidy. Nakonec bylo ke gellim pridano
60 ul 50 % acetonitrilu a byl zopakovan postup se sonikaci, centrifugaci a odebranim
roztoku. Timto krokem se extrahovaly pfipadné zbylé peptidy. Mikrozkumavky

s extrahovanymi smésmi byly koncentrovany na 10 ul vakuovou odparkou.
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Dale bylo do mikrozkumavek pfidano 240 pul 0,1 % TFA a vzorky byly 5 min sonikovany
a centrifugovany. Poté byly vzorky odsoleny podle kap. 4.8.1, ale s peptidovou MicroTrap

kolonkou. A po odsoleni byly vzorky sesuseny na 5 ul pomoci vakuové odparky.

Méreni na hmotnostnim spektrometru (LC-MS, MALDI-TOF)

Vzorky ziskané Stépenim proteinl proteasou byly vyuZity jednak pro potvrzeni proteing,
ale také kidentifikaci disulfidovych vazeb hmotnostni spektrometrii. Nejprve byla
pfipravena matrice, kterd vznikla smichanim 2 pl roztoku 0,1 % TFA s 80 % acetonitrilem,
s2 ul0,1% TFA a s 2 ul kyseliny a-kyanoskoficové. Na desticku pro MALDI-TOF méreni byl
nejprve nanesen 1 pl vzorku, ktery byl po odpafeni prevrstven 1 pl Cerstvé pfipravené
matrice. Po zaschnuti byla desticka predana k analyze.

Vzorky vyextrahované z gelu byly vyuzity pro identifikaci disulfidovych vazeb proteina.
K témto odparfenym roztokim byly v den analyzy pfidany 2 pl 80 % acetonitrilu s 0,1 %
TFA a vzorky 10 min sonikovany a centrifugovany 15 s pfi 5 000xg. Dale k témto vzorkim
bylo pfidano 25 pl 0,1 % TFA a opét stejnym zplisobem sonikovdny a centrifugovany.
V pfipad potreby byl vzorek naredén 0,1 % roztokem TFA. Témito roztoky byly naplnény
vialky a uzavieny septem. Tyto vzorky byly analyzovany metodou LC-MS. Peptidy byly
nejprve separovany kapalinovou chromatografii napojenou na nanoelektrosprej
hmotnostniho spektrometru.

V ptipadé identifikace disulfidovych vazeb byla ziskand data vyhodnocena programem
Data Analysis. Z tohoto programu byly vyexportovany informace o peptidovych signalech
do textového souboru, ktery byl vytvofen pro program Peak joiner, kde byla data
upravena, a pro program Xlinx, ve kterém byly analyzovany peptidy spojené disulfidovymi
vazbami.

Pokud se jednalo o identifikaci proteinu, byl pro vyhodnoceni ziskanych dat pouzit

program FlexAnalysis, Mascot ve spolupraci s databazi Swiss-Prot.

4.7 Charakterizace struktury NKkr-p1f a Clr-g za pomoci sekvencniho

alignmentu
Alignment slouZi jako zakladni nastroj pro serazovani pfibuznych sekvenci DNA,
obsahujicich podobné useky, které poukazuji na jejich sekvenc¢ni, strukturni nebo funkéni

pribuznost.
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Pro zjiSténi urcitych vSeobecnych strukturnich znakd, které by mohly platit pro vazbu
Nkr-p1f a Clr-g byl pouzit sekvencni alignment sekven¢né podobnych molekul se zndmou
strukturou. Nejprve byly vybrany ptibuzné aminokyselinové sekvence pomoci programu
BLAST zdatabdaze PDB a Swiss-Prot o minimalnim celkovém skoére, urcujicim
pribuznost, 50. Nasledné byl vytvoren strom sekvencni ptibuznosti (v kapitole 5.6.2
ve vysledcich, str. 81 a 82). Pro strukturni vlastnosti do literarniho Uvodu byly vybrany

sekvencéné pribuzné proteiny se znamou strukturou.

4.8 Studium interakce celych extracelularnich c¢asti Nkr-p1fs Clr-g
Interakce  monomernich forem celé extraceluldrni ¢asti  proteinu  Nkr-plf
(s polyhistidinovou kotvou) a Clr-g byla zkousena biofyzikalni technikou povrchovou

plasmonovou rezonanci (SPR).

4.8.1 Povrchova plasmonova resonance (SPR)

Povrchova plasmonova rezonance (SPR nebo také rezonance povrchovych plasmonu)
jerfazena mezi jednu znejrozvinutéjSich optickych detekénich technik. Povrchové
plasmony jsou hromadné excitované elektrony, které leZi narozhrani mezi vodi¢em
a izolantem. Vznikaji pfi dopadu paprsku linearné polarizovaného svétla na rozhrani dvou
prostiedi o odliSnych indexech lomu a pfi Uplném odrazu svétla. Pritom se vytvari
povrchova vina interagujici s povrchovymi plasmony kovové vrstvy za vzniku povrchové
plazmonové viny. PFi vzniku této posledni viny dochazi ke sniZeni intenzity odrazeného
svétla. Celd tato technika je tedy postavena na déji, pri kterém dochazi ke zméné dhlu
odrazu od tenké vrstvy kovu. Vyhody této metody jsou citlivost, ale analyt musi byt i tak
v nadbytku oproti ligandu, a moZnost sledovat kinetiku interakce v realném case.

Vlastni analyza probihda tak, Ze na povrchu senzorového Cipu (v tomto pfipadé
pokrytého tenkou vrstvou zlata) je imobilizovan jeden z vazebnych proteind (tzn. ligand;
Nkr-p1f pomoci polyhistidinové kotvy) a druhy partner (tzn. analyt) proudi kolem néj
ve vhodném pufru. Pokud dojde k vazbé analytu na ligand, zméni se tim index lomu
a nasledné i rezonancni Uhel odrazeného svétla. Vysledek je zobrazen jako zavislost
narustu signalu SPR na case. Jako pufr vazebného prostredi byl v mém pripadé pouzit

fosfatovy pufr.
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5. VYSLEDKY

5.1 Priprava produkcnich vektorii pro celou extracelularni cast
NKkr-p1f

Produkéni vektory pNkr-pifhis a pNkr-p1f byly pfipraveny béhem této diplomové prace.
Plazmid kddujici Clr-g (pClr-g) byl vyroben RNDr. Ondfejem Vankem, Ph.D..

5.1.1 Kontrola délky produktu PCR agarosovou elektroforézou

Fragment DNA kédujici celou extracelularni ¢ast byl ziskdn pomoci PCR se specifickymi
primery (podle kapitoly 4.1.1, str. 42). Pro ovéreni spravnosti délky fragmentu DNA byla
provedena agarosova elektroforéza v 1% gelu podle postupu v kapitole 4.1.2. Jak je vidét
zobr. ¢ 16 (str. 64), namnozeny Usek DNA ma velikost mezi 400-500 bp. Pomoci
programu GelAnalyzer byla vypocditana pribliznd velikost 478 bp. Obé tyto hodnoty
potvrzuji skute€nou velikost Useku genu kédujiciho celou extraceluldrni ¢ast Nkr-pilf,

468 bp, v€etné presahll s misty pro restrikéni endonukleasy.

Obr. ¢. 16: Fotografie gelu z agarosové elektroforézy vzorku
z vizualizace produktu PCR. M= DNA standard, 1=
PCR produkt (468 bp).
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5.1.2 Kontrola ligace ve vektoru pBSSK(+) agarosovou elektroforézou
NamnoZeny usek DNA z PCR byl ligovan do vektoru pBSSK(+) (kap. 4.1.3). Vektor byl dale
pouzit k bakteridlni transformaci klonovacich bunék NovaBlue (kap. 4.1.4). Na LB agaru
vyrostla pfiblizné stovka kolonii, znichz byly vybrany ty kolonie, které byly
transformovany vektorem s inzertem. Pro pfipravu nocnich kultur bylo vybrano 8 kolonii,
z nichz pres noc vyrostlo 6 kultur dale pouzitych pro izolaci vektort (kap. 4.1.5).

Spravnost ligace byla ovérfena agarosovou elektroforézou vzorkl z restrikéni analyzy
(kap. 4.1.5) tremi restrikénimi endonukleasami (obr. €. 17, str. 65). Vysledkem restrikéni
analyzy by mél byt fragment, vyStépeny z vektoru pBSSK(+), dlouhy v pfipadé Hindlll
535 bp (67+468 bp) a v pripadé Sacl a Kpnl 613 bp (145+468 bp). Vzorek 3 a 5 (nebo-li 9
a 11) maji inzert spravné ligovan. Velikost téchto fragmentld byla ovéfena iza pomoci

programu GelAnalyser.

bpM12 3 486 78 910112

Obr. €. 17: Fotografie gelu z agarosové elektroforézy
vzorku pro ovéreni spravnosti ligace. M= DNA
standard, 1-6= plazmidovda DNA Sstépena
Hindlll, 7-12= plazmidova DNA stépena Kpnl.

Podle vysledku restrikéni analyzy byla vybrana nocni kultura €. 3 (nebo-li 9) pro izolaci

plazmidové DNA z vétsiho objemu (50 ml).

5.1.3 Kontrola ligace ve vektorech pNkr-plfhis a pNkr-plf agarosovou
elektroforézou
S plazmidovou DNA (vektor pBSSK(+) sinzertem pro celou extracelularni ¢ast Nkr-p1if)

a s plazmidy pET-28b(+), pET-30a(+) byla provedena restrikéni analyza enzymy Ndel
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a Hindlll. Fragmenty odpovidajici inzertu a rozStépenym plazmiddm byly vizualizovany
agarosovou elektroforézou a nasledné extrahovany z gelu. Inzert byl nasledné ligovan
do plazmidd pET-30a(+) a pET-28b(+), se kterymi probéhla transformace klonovacich
bunék (kapitola 4.1.6).

Izolovana plazmidovd DNA byla Stépena restrikénimi endonukleasami Xbal a Hindlll
pro ovéreni spravnosti ligace inzertu do téchto plazmid(. Agarosova elektroforéza téchto

vzorku je zobrazena na obr. €. 18 (str. 66).

Obr. ¢. 18: Fotografie gelu zagarosové elektroforézy vzorku
pro ovéfeni spravnosti ligace. M= DNA standard, K28=
neStépenda plazmidovd DNA v pNkr-plfhis, 1-6=
plazmidova DNA pNkr-p1fhis Stépena Hindlll a Xbal, K30=
nestépena plazmidova DNA v pNkr-p1f, 1-6'= plazmidova
DNA pNkr-p1f Stépend Hindlll a Xbal.

Kromé vzorku 1, 2 a 6 plazmidové DNA pNkr-p1fhis jsou vSechny spravné rozstépené.
Vznikaji totiz stejné dlouhé fragmenty. U pNkr-pifhis fragment dlouhy pfiblizné 770 bp
a u pNKR-P1F 670 bp. Podle vysledku restrikéni analyzy byly vybrany dvé nocéni kultury,
vzorek tfi u obou plazmidovych DNA, pro izolaci plazmidové DNA z vétSiho objemu

(100 ml).

5.1.4 Méireni koncentrace a ovéieni sekvence plazmidi pNkr-p1fhis
a pNkr-p1f

Izolovana plazmidova DNA byla ziskana v celkovém objemu 0,5 ml od kazdého vzorku.
Vysledna koncentrace a celkové mnozstvi obou plazmidud je uvedeno v tab. ¢. 17 (str. 67).

Spravnost sekvence vektor( byla potvrzena DNA sekvenovanim.
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Tab. €. 17: Celkova koncentrace a mnoZstvi obou konstruktt.

c/ng.ul™ | m/pg
pNkr-p1fhis 198 99

pNkr-p1f 132 66

5.2 Rekombinantni exprese proteint Clr-g a Nkr-p1f

Aminokyselinové sekvence extracelularnich ¢asti obou proteind jsou uvedeny v kap. 1.5,
ale v tab. €. 18 (str. 67) jsou uvedeny dalsi dllezité udaje. Celd extracelularni ¢ast Nkr-p1f
s polyhistidinovou kotvou byla produkovana pro uchyceni na cip pfi povrchové

plasmonové resonanci (SPR) a Nkr-p1f bez polyhistidinové kotvy na ostatni pokusy.

Tab. ¢. 18: Teoreticka molekulova hmotnost (M,,) a izoelektricky bod (pl) produkovanych extracelularnich ¢asti

proteint Nkr-p1f a Clr-g. PolyHis= polyhistidinova kotva.

Nkr-p1f s polyHis Nkr-p1f Clr-g
M., 19,8 kDa 17,7 kDa 16,7 kDa
pl 8,18 7,60 8,92

Postup exprese a renaturace obou forem Nkr-plf se od sebe navzajem nelisil.
K rozdilim doslo aZ pti purifikaci téchto forem, pricemz purifikace formy Nkr-plf
bez polyhistidinové kotvy byla velmi obtiznd. Podminky exprese Clr-g byly podobné.
Pti renaturaci Clrg byla pouZita stejnd metoda, ale jiné sloZeni roztokd, a pfri purifikaci byly

vyuzity jiné metody. Ve je uvedeno v dalSim textu.

5.2.1 Bakterialni transformace a testovani exprese

Pti expresi proteind Nkr-p1f a Clr-g byla nejprve provedena transformace produkcnich
kompetentnich bunék kmene E. coli BL21-Gold(DE3) pomoci tepelného Soku podle
kap.4.1.4 a 4.2.2. Na vsech tfech Petriho miskdch vyrostlo dostate¢né mnoZzstvi
bakterialnich kolonii, se kterymi bylo dale pracovano. Na kontrolnim LB agaru nebyly
pozorovany zadné kolonie, z tohoto dlvodu bylo vylouceno znecisténi a potvrzena

spravnost pfipravenych kompetentnich bunék.
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Pro testovani exprese byly vybrany z kazdé misky ctyti bakteridlni kolonie, kterymi byly
inokulovany 2 ml LB média s pFislusnymi antibiotiky a inkubovany pres noc pfi 220 ot./min
a 37°C. S témito nocnimi stacionarnimi kulturami bylo dale provedeno testovani exprese,
jez je popsano v kap. 4.2.3. Exprese proteinl byla analyzovdna SDS elektroforézou v 15%
polyakrylamidovém gelu podle kap. 4.2.4. Na obr. ¢ 19 (str. 68) lze porovnavat
indukované a neindukované bakteridlni kultury. Drahy oznacené jako plus (+) byly

indukovany k expresi protein pomoci IPTG do koncentrace 1 mM.
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Obr. &. 19: Fotografie geld z SDS elektroforézy pouzité k vybéru produkéniho klonu. Gel (A) zobrazuje bakteridlni
klony pro produkci celé extracelularni ¢asti proteinu Nkr-p1f s polyhistidinovou kotvou. Gel (B) popisuje
bakterialni klony pro produkci celé extracelularni ¢asti proteinu Nkr-p1f bez polyhistidinové kotvy. Na gelu
(C) jsou bakterialni klony pro produkci celé extracelularni ¢asti proteinu Clr-g. Drahy oznacené znaménkem
plus (+) obsahuji indukované buriky. Drahy oznaéeni znaménkem minus (-) obsahuji neindukované buriky.
Ramecky zviditelnuji produkované proteiny Nkr-plf a Clr-g. Tyto vyznacené klony byly pouzity

k velkoobjemové produkci. M= proteinovy standard molekulovych hmotnosti.
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Pro nalezeni vhodnych podminek k velkoobjemové produkci proteinu Nkr-p1f byl
vybran klon Nkr-p1f bez polyhistidinové kotvy €. 2. K velkoobjemové produkci byly pouzity
klony €. 3 pro Nkr-p1f s polyhistidinovou kotvou, €. 4 pro Clr-g a jiz vySe zminény klon

Nkr-p1f, se kterym bylo provedeno testovani podminek produkce.

5.2.2 Hledani vhodnych podminek produkce Nkr-p1f
Vhodné podminky pro expresi proteinu Nkr-p1f byly hledany z divodu vyssich vytézkl
v kratSim Case. Byla zkouSena koncentrace induktoru IPTG, teplota a doba produkce podle
kap. 4.2.5. Vysledky byly vizualizovany pomoci SDS elektroforézy v 15%
polyakrylamidovém gelu podle kap. 4.2.4 (obr. €. 20, str. 69).

Pro velkoobjemovou produkci byly vybrany takové podminky, pfi nichz byl nami
produkovany protein jeden z nejvyraznéjsich, a ostatnich proteind bylo mensi mnozstvi,

vy

tyto podminky: 0,1 mM koncentrace induktoru IPTG a produkce 4 hodiny pti 37°C.
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Obr. €. 20: Fotografie gelti z SDS elektroforézy vzorkl z hledani vhodnych podminek produkce Nkr-p1f. Byly hledany
podminky produkce, jako jsou koncentrace induktoru IPTG, doba a ¢as produkce. M= proteinovy standard
molekulovych hmotnosti. tyr,qukce= doba produkce v hodinach pfi 37°C (1,2,3,5,24 hod). Tyroqukce= teplota pfi 3
hodinach produkce (25°C, 30°C a 37°C). cpr= koncentrace induktoru IPTG v mM. 0= neindukovand kontrola

pfi tfi hodinové inkubaci a 37°C.

5.2.3 Izolace inkluznich télisek po velkoobjemové produkci
Nalezené vhodné podminky pro expresi obou forem Nkr-pif (kap. 5.2.2) byly vyuZity
pfi velkoobjemové produkci (kap. 4.2.6). U druhého proteinu byly vyuZity jiné podminky
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produkce z protokolu exprese Clr-g. Kazdy protein byl produkovdan v1 | LB média
s prislusnymi antibiotiky. Nejprve byly bunécéné kultury inkubovany pfi 37°C a 220 ot./min
do dosazeni OD=0,6 (A=550 nm), kdy byla provedena indukce. Nasledné byly proteiny
produkovany 4 hodiny pti 37°C a 220 ot./min. Centrifugaci byly ziskany pelety, se kterymi
byla provedena izolace inkluznich télisek postupem uvedenym v kap. 4.2.7. Sacharosovy
lyzacni pufr spolu se sonikaci a mrazenim zpusobil rozbiti bunécnych stén bakterialnich
bunék. Membrany byly rozpustény pouZitim pufru s detergentem. K vymyti detergentu,
ktery by ddle vadil v jinych pokusech, byl pouzit vymyvaci pufr.

Béhem izolace byly odebirdny vzorky z kazdého supernatantu po centrifugaci a také
z konecné pelety. Pomoci SDS elektroforézy téchto vzorkl byla sledovana ucinnost izolace

u Clr-g a Nkr-p1f s polyhistidinovou kotvou (obr. 21, str. 70).

Clrg NKR P1F

1 2 4 2 3 4 M kDa
o= . = — - — — 66,2
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Obr. €. 21: Fotografie gelu z SDS elektroforézy vzorkd supernatanti
a pelety zizolace inkluznich télisek. M= proteinovy
standard molekulovych hmotnosti. 1-3= supernatant
z jednotlivych kroku izolace inkluznich télisek. 4= sediment
inkluznich  télisek. Vyznaceny proteiny o velikosti
odpovidajici proteinu Clr-g a Nkr-plf s polyhistidinovou

kotvou.

Z kontrolni SDS elektroforézy bylo zjisténo, Ze izolace inkluznich télisek u Nkr-p1f
probéhla uspésné, exprimovany protein byl nalezen pouze v sedimentu inkluznich télisek.
Izolace inkluznich télisek u Clr-g nebyla tolik G¢inna. Dochazelo k vymyvani proteinu
do supernatantu jiz v pribéhu izolace. Toto vymyvani bylo zanedbano, protoze by izolace

z téchto komplexnich proteinovych smési byla pfilis slozita.
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5.3 Renaturace proteinii Nkr-p1fa Clr-g

Po izolaci inkluznich télisek byly tyto proteiny renaturovany metodou rychlého natedéni
podle kap. 4.3. U renaturacnich pufri byla zkousena zména pH, pomér redoxniho systému
a koncentrace nizkomolekularnich aditiv, L-argininu. Vysledek zmény renaturacnich pufrd
byl vvhodnocen metodou gelové permeacni chromatografie.

Po probéhnuti dialyzy byly roztoky proteini zakoncentrovany pomoci ultrafiltrace
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Obr. €. 22: Elucni profily proteinu Nkr-p1f bez polyhistidinové kotvy (A) a proteinu Cir-g (B) sledovanych
pfi 280 nm metodou gelové permeaéni chromatografie na koloné Superdex 75 HR 10/300

lisici se renaturaénimi podminkami. Priitok mobilni faze byl 0,4 ml/min.
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a centrifugacnich koncentrator(l (podle kap. 4.4). Ze vzorku byla vidy 1/3 nandasena
na kolonu Superdex 75 HR 10/300. Testovani sloZzeni jednotlivych renaturacnich pufri pro
Clr-g a Nkr-p1f bez polyhistidinové kotvy je na obr. €. 22 (str. 71).

Z elucnich profila ziskanych gelovou permeacni chromatografii pro protein Nkr-p1f
bez polyhistidinové kotvy (obr. €. 22 A, str. 71) si Ize povSimnout, Ze je nejspi$ produkovan
prevaziné jako monomer (~17,7 kDa; v ¢ase cca 38 min), ale také jako dimer (~35,4 kDa).
Prvni chromatograficky vrchol patrné predstavuje agregovany protein a posledni vrchol jiz
Castecné rozpadly produkt. Z druhého grafu €. 22 B (str. 71), ktery zobrazuje elu¢ni profil
proteinu Clr-g, je mozné usoudit, Ze celd extracelularni ¢ast Clr-g se pravdépodobné
vyskytuje spiSe ve formé dimeru (~33,4 kDa; v ¢ase cca 25 min). Elu¢ni vrchol zastupuijici
monomer (~16,7 kDa; v ¢ase cca 40 min) a ¢astecné rozpadly produkt je zastoupen.

Pro renaturaci proteinu Nkr-plf byl vybran pufr ¢. 4, ktery sice nemd nejvyssi
monomerni elu¢ni vrchol, ale pouzije se pouze 0,4 M L-arginin. Pro renaturaci proteinu
Clr-g byl vybran pufr €. 2, ktery obsahuje monomerni i dimerni protein a také se snizi
koncentrace L-Argininu na 0,4 M. Koncentrace L-argininu byla snizovana z ekonomickych

ddvodd.

5.4 Purifikace proteinti

Po nalezeni vhodného sloZeni renaturacnich pufri (kap. 4.3 a 5.3) byla renaturace
proteinl zopakovadna v 500 ml. A nasledné byla hledéana pro oba proteiny odpovidajici
metoda purifikace. Bylo odhaleno, Ze gelovd permeacni chromatografie nevyhovovala.

Z tohoto dlvodu bylo vyzkouseno vice metod.

5.4.1 Afinitni chromatografie NKR-P1F s polyhistidinovou kotvou
Protoze se mi nepodafilo purifikovat protein Nkr-plf bez polyhistidinové kotvy
v dostateCném mnoiZstvi a Cistoté, bylo pfistoupeno k purifikaci pouze druhé formy
Nkr-p1f, proteinu s polyhistidinovou kotvou.

Pti purifikaci proteinu Nkr-p1f s polyhistidinovou kotvou bylo pfistoupeno k afinitni
chromatografii na pfistroji NGC Quest™ 10 Chromatography System od firmy Bio-Rad
(podle kap. 4.5.2). Kseparaci proteinl dochazelo na plnitelné koloné od firmy

GE Healthcare se stacionarni fazi NiNTA. Elu¢ni profil z afinitni chromatografie a fotografie
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polyakrylamidového gelu zelektroforézy vzorkl (podle kap. 4.2.4) je zobrazen

na obr. €. 23 (str. 73).
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Obr. €. 23: Elucni profil proteinu Nkr-p1f s polyhistidinovou kotvou ziskany afinitni chromatografii a fotografie
polyakrylamidového gelu z SDS elektroforézy vzorkt z afinitni chromatografie. Pritok mobilni faze byl
1 ml/min. Separace protein( probihala na plnitelné koloné se staciondrni fazi NiNTA. Shirané frakce
v pribéhu chromatografie jsou vypsany v horni ¢asti grafu. Frakce 4-8 obsahuje monomer proteinu. Na
fotografii gelu je oznacena frakce s nejvétSim zastoupenim proteinu. M= proteinovy standard

molekulovych hmotnosti.

Nkr-p1f s polyhistidinovou kotvou je mozné ziskat jiz pomoci afinitni chromatografie
v dostatecné Cistoté, jak je vidét z fotografie polyakrylamidového gelu na obr. ¢ 23

(str. 73).
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5.4.2 Chromatografie Clr-g na reverzni fazi

Po nékolika metodach purifikace celé extracelularni casti proteinu Clr-g byla vybrana
chromatografie na reverzni fazi (podle kap. 4.5.3). Separace proteint probihala na koloné
PLRP-S BioHPLC 7,5x300 od firmy Agilent pfi 1 ml/min a pfistroji BioSys 510 od firmy

Beckman Coulter.
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Obr. €. 24: Elucni profil proteinu Clr-g ziskany chromatografii na reversni fazi a fotografie polyakrylamidového
gelu zSDS elektroforézy vzork(i z chromatografie na reversni fazi. Separace proteinl probihala
na koloné PLRP-S BioHPLC 7,5x300 od firmy Agilent pfi 1 ml/min. Na prvnim grafu je zobrazen elu¢ni
profil spolu s gradientem chromatografického pufru B. Druhy graf je pouze vyfez prvniho grafu,
na kterém jsou vyznaceny shirané frakce. Frakce 5 obsahuje monomer proteinu, ktery je také vyznacen
na fotografii gelu. Ostatni frakce neobsahovaly proteinové molekuly. M= proteinovy standard

molekulovych hmotnosti.
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Eluéni profil chromatografie Clr-g na reverzni fazi s vyznaéenymi sbiranymi frakcemi
a fotografie polyakrylamidového gelu (podle kap. 4.2.4) téchto frakci jsou uvedeny
na obr. ¢. 24 (str. 74).

Clr-g bylo ziskdno v dostatec¢né Cistoté jiZ pomoci chromatografie na reverzni fazi, jak je
vidét z fotografie polyakrylamidového gelu na obr. ¢. 24 (str. 74), ale presto byla s ¢asti
frakce 5 (100 pl) provedena jesté gelova permeacni chromatografie (podle kap. 4.5.1), zda
je nutné frakci precistovat. Z grafu ¢. 25 (str. 75) je patrné, Ze spolu s monomerem jsou

ve frakci 5 ¢astecné pritomny i oligomery a rozpadové produkty. Bylo rozhodnuto,

Ze frakce ¢. 5 bude vyuZita i bez dalsiho precistovani.
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Obr. ¢. 25: Elucni profil Clr-g z gelové permeacni chromatografie. Byla pouZita kolona
ENrich™ SEC 70 10x300 a pritok 1 ml/min.

5.4.3 Stanoveni koncentrace proteinii metodou podle Bradfordové
Po purifikaci byly stanoveny koncentrace proteint Clr-g a Nkr-p1f v jednotlivych ziskanach

frakcich metodou podle Bradfordové (kap. 4.5.4). Nasledné ztoho byla vypoditana

mnozstvi protein(l ziskand z 1 | LB média (tab. ¢. 19, str. 76).

V tabulce jsou uvedeny koncentrace frakce 5 pro protein Clr-g a frakce 6 pro protein

Nkr-p1f, ve kterych bylo obsazeno nejvétsi mnozstvi daného proteinu.
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Tab. €. 19: Koncentrace proteinl v danych frakcich a jejich celkové mnozstvi
z1 | LB média. Uvedena koncentrace Clr-g byla ziskana z frakce 5.
Uvedena koncentrace Nkr-p1f byla mérena ve frakci 6, ale mnoZstvi

proteinu bylo urceno z frakce 3-8.

Protein Koncentrace frakci | MnoZstvi proteinu
c/mg.ml? m/mg

Clr-g 1,4 1,1

Nkr-p1f 1,0 6,5

5.5 Ovéreni totoznosti proteinti Nkr-p1fa Clr-g
Po purifikaci proteinu Clr-g chromatografii na obracené fazi a proteinu Nkr-p1f afinitni
chromatografii byly frakce 5 pro Clr-g a 6 pro Nkr-p1f odsoleny (podle kap. 4.6.1), aby
mohla byt hmotnostni spektrometrii, konkrétné mérenim presné intaktni hmoty ovérena
identita proteinli. Peptidové mapovani bylo provedeno na vyfiznutém prouzku z SDS
elektroforézy. V obou pfipadech doslo k potvrzeni totoznosti proteind, a proto bylo
pristoupeno k dalSim pokusim tykajicich se charakterizace struktury a interakce protein(.
Na obr. ¢. 26 a vtab. ¢. 20 (str. 76 a 77) je vypsano pokryti sekvence proteinu Clr-g
pomoci techniky MALDI-TOF. Obr. ¢. 27 a tab. ¢. 21 (str. 76 a 77) predstavuji to samé,
ale pro protein Nkr-p1f s polyhistidinovou kotvou. Jsou zde zobrazeny peptidy s presnosti

do 100 ppm a ty nejintenzivnéjsi byly ovéreny fragmentaci.

1 MSTKKTEQII INKTYAACSK NWTGVGNKCF YFSGYPRNWT FAQAFCMAQE
51 AQLARFDNEE ELIFLKRFKG DFDCWIGLHR ESSEHPWKWT NNTEYNNMNP
101 TILGVGRYAYL SSDRISSSRS YINRMWICSK LNNYNLHCQT PPV

Obr. &. 26: Pokryti sekvence proteinu Clr-g pomoci techniky MALDI-TOF. Cervené jsou oznaceny

potvrzené peptidy.

1 MGSSHHHHHH SSGLVPRGSH MQKPPIEKCS VAAQENRTEL TGRSAILECP
51 RYWHPHWNKC LFVSQISRPW AEGRDACSME DAILLLIENK EELRFVQNLI
101 KGKEQLFFIG LKYVQKEKIW KWIDGSILNP NLLRITGKDK ENSCAIISHT
151 EVFSDSCSSD NHWICQKTLI HV

Obr. €. 27: Pokryti sekvence proteinu Nkr-p1f bez polyhistidinové kotvy technikou MALDI-TOF.

Cervené jsou oznaceny potvrzené peptidy.
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Tab. ¢. 20: Potvrzené peptidy odpovidajici hmotnostnimu spektru proteinu Clr-g z MALDI-TOF. Tucné

oznacené peptidy byly ovéreny fragmentaci.

Rozsah m/z Sekvence peptidu Modifikace
peptidu
21-37 1995,8712 | NWTGVGNKCFYFSGYPR
29-37 1139,4959 | CFYFSGYPR
38-55 2101,9531 | NWTFAQAFCMAQEAQLAR Ox
56 — 66 1396,6549 | FDNEEELIFLK
56 - 67 1552,8207 | FDNEEELIFLKR
68 —80 1593,7880 | FKGDFDCWIGLHR
81-106 3089,3262 | ESSEHPWKWTNNTEYNNMNPILGVGR | Ox
89-106 2109,0024 | WTNNTEYNNMNPILGVGR Ox
89 -106 2124,9880 | WTNNTEYNNMNPILGVGR 2 Ox
107 - 114 974,4303 | YAYLSSDR
120-124 652,2999 | SYINR
Tab. & 21: Potvrzené peptidy odpovidajici hmotnostnimu spektru proteinu Nkr-pif

s polyhistidinovou kotvou z MALDI-TOF. Tucné oznacené peptidy byly ovéfeny

fragmentaci.
Rozsah peptidu | m/z Sekvence peptidu Modifikace
18-28 1267,6090 | GSHMQKPPIEK Ox
44 -51 888,3891 | SAILECPR
52-59 1183,4976 | YWHPHWNK Ox
52-59 1199,5032 | YWHPHWNK 2 Ox
102 -112 1279,6987 | GKEQLFFIGLK
119-134 1954,0107 | IWKWIDGSILNPNLLR Ox
122 -134 1510,7898 | WIDGSILNPNLLR
122 -134 1526,7804 | WIDGSILNPNLLR Ox
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5.6 Charakterizace struktury Nkr-p1fa Clr-g

5.6.1 Identifikace zapojeni disulfidovych vazeb v proteinech

Protein Nkr-p1f obsahuje 7 cystein(i, mél by vytvaret tfi disulfidové vazby a pres volnou
sulfhydrilovou skupinu by mohl dimerizovat. Toto je ovSem pouze dohad. Protein Clr-g
obsahuje 6 cystein(, které by mély vytvaret tfi disulfidové vazby. Pfesné zapojeni neni

znamo, ale podle literatury [64] byl vytvoren predpoklad zapojeni (tab. €. 22, str. 78).

Tab. ¢. 22: Zapojeni disulfidovych vazeb v proteinech Nkr-pif a Clr-g podle literatury. Uvedena jsou
pravdépodobnd zapojeni disulfidovych vazeb v proteinech. U Nkr-plf je navic vypsan také cystein

s volnou, do intramolekularni disulfidové vazby nezapojenou, sulfhydrylovou skupinou (-SH).

Nkr-p1f Clr-g
Predpokladané disulfidové vazby 48 - 59 17 -28

76 - 164 45 - 137

143 - 156 73-127
Cystein s volnou —SH skupinou 28 -

Pred vlastni analyzou zapojeni disulfidovych vazeb z peptidi byla nejprve zmérena
intaktni hmota proteind Nkr-p1f a Clr-g, kterd napovédéla pocet zapojeni disulfidovych
vazeb a jinych modifikaci. Nejprve byly celkem ctyfi vzorky z frakce 5 pro Clr-g a z frakce 6
pro Nkr-plf odsoleny a ndasledné polovina znich pro kontrolu zredukovana
roztokem TCEP pro rozpojeni disulfidovych vazeb (podle kap. 4.6.1). Z namérenych hmot
vyplyva, Ze molekula Clr-g obsahuje dvé disulfidové vazby, jednu volnou sulfhydrilovou
skupinu a jednu s navazanym cysteaminem. Pro molekulu Nkr-p1f byly zjistény tfi
disulfidové vazby, jedna sulfhydrilova skupina modifikovand cysteaminem a N-konec
zkracen o methionin (M).

Nasledné bylo zapojeni disulfidovych vazeb analyzovano dvéma zplsoby hmotnostni
spektrometrie, LC-MS a MALDI-TOF, podle kap. 4.6.2. Soucdsti toho byla neredukujici
SDS elektroforéza v 15 % polyakrylamidovém gelu na zakladé kapitoly 4.2.4.1 (obr. €. 28,
str. 79).
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Obr. ¢. 28: Fotografie gelu z neredukujici SDS elektroforézy vzork
proteind k identifikaci zapojeni disulfidovych mustkd. M=
proteinovy standard molekulovych hmotnosti. Vzorek
Nkr-p1f byl odebrdn z frakce €. 6 afinitni chromatografie.
Vzorek Clr-g z frakce ¢. 5 z chromatografie na reverzni fazi.
Drahy jsou oznaCené nanasenym objemem vzorku.
Oznacena cast gelu odpovidajici monomertm proteinud byla

nasledné vyriznuta.

Po SDS elektroforéze byla vyfiznuta oznacena ¢ast, provedeno Stépeni protein(i v gelu
trypsinem, izolace peptidli zgelu, odsoleni roztoki a ndsledné vlastni analyza
na hmotnostnim spektrometru FT-ICR SolariX XR™. Kone&né vysledky obou zplsobi
hmotnostni spektrometrie jsou uvedeny v tab. ¢. 23 (str. 80).

V extracelularni ¢asti Clr-g byla nalezena tato nejcastéjsi zapojeni: prvni cystein
s druhym, treti s patym a ctvrty s Sestym, i kdyZz mérenim intaktni hmoty byly odhaleny
pouze zapojeni dvé. Toto ziskané rozlozeni disulfidovych vazeb je pravdépodobné Spatné,
liSi se od ocCekavaného vysledku. U proteinu Nkr-plf byla zjisténa pouze ¢ast zapojeni
disulfidovych vazeb, a to druhy s tietim a Sesty se sedmym. | kdyzZ jich bylo prokazano
malo, potvrzuji prfedchozi predpoklad zapojeni disulfidovych vazeb narozdil od proteinu
Clr-g. Vysvétlenim tohoto stavu by mohl byt ,scrambling disulfidi“, kdy nedojde vlivem
okolnich podminek ke sprdvnému (nativnimu) zapojeni disulfidovych vazeb a sbaleni

proteinu.
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Tab. €. 23: Vysledky identifikace zapojeni disulfidovych vazeb proteini
Nkr-p1f a Clr-g. Disulfidové mustky oznacené kurzivou byly
nalezeny u velmi velkého poctu peptid(. Ty ostatni byly také
rozsitené, i kdyz méné. Preskrtnutd disulfidova vazba byla také

rozsirena, ale odporuje zjisténym datlm i teoretickym interakcim.

Nkr-p1f Clr-g
MALDI-TOF 48 - 59 17 - 28
143 - 156 45 -127
73-137
LC-MS 48 - 59 17-28
45 -127
28137

5.6.2 Sekvencni alignment
Postup sekvenéniho alignmentu je popsan vkap. 4.7. Tato metoda byla vybrana
pro zjisténi urcitych strukturnich vlastnosti sekvencné pribuznych proteint, které by tedy

mohly platit i u Nkr-p1f a Clr-g.
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Tyto stromy sekvencni pfibuznosti (obr. ¢. 29, str. 81 a 82) jsou zaméreny na oba
zastupce, Clr-g i Nkr-p1f. Jednotlivi zastupci byly popsany jejich jménem a organismem, ze
kterého pochdzi. Zelené oznacené proteinové molekuly maiji jiz uréenou strukturu. Proto
byly vybrany kporovnavani strukturnich vlastnosti. Cim vice jsou si dané proteiny

sekvencné podobné, tim je mezi nimi kratsi vzdalenost (soucet délek ramének mezi nimi).
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Obr. €. 29: Stromy sekvencni pfibuznosti vytvorené ze sekvencniho alignmentu pro proteiny Clr-g a Nkr-p1f.

homo pochazi zhomo sapiens sapiens, mus pochazi zmus musculus, rattus pochazi zrattus

norvegicus, macaca pochazi z macaca mulata, fowlpox pochazi z viru fowlpox. Sekvenéné podobné

proteiny maji nejmensi vzdalenost ramének mezi sebou.
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5.7 Studium interakce celych extracelularnich c¢asti Nkr-p1fs Clr-g

5.7.1 Povrchova plasmonova rezonance (SPR)

Interakce proteind Nkr-plf a Clr-g byla zkousena technikou povrchové plasmonové
rezonance (SPR; kap. 4.8.1). Ligandem imobilizovanym na senzorovém cCipu byl Nkr-p1f
pomoci své polyhistidinové kotvy. Analyt, tedy Clr-g, byl rozpustén ve fosfatovém pufru,
kterym byl omyvdn senzorovy Cip pfi vlastni analyze. Vysledny senzogram je uveden

na obr. €. 30 (str. 83).

sPRresponse/RU

-100 600

[

-20 -

t/s

Obr. ¢. 30: SPR senzogram pfi testovani interakce proteinu Nkr-p1f
s polyhistidinovou kotvou a proteinu Clr-g. Specificka interakce nebyla
prokazana. Popis prlibéhu senzogramu: pfed ¢asem 0 s byl ligand navazan
na Cipu a promyvan samotnym pufrem; v ¢ase 0s byl do pufru pridan
analyt; v ¢ase 120 s byl ¢ip opét promytan samotnym pufrem. Kfivka do 120

s je nazyvana asociac¢ni, po 120 s disociacni.

Pomoci SPR nebyla specifickd interakce proteini Nkr-p1f a Clr-g prokdzana. Dochazelo

pouze k interakci nespecifické a vazbé Clr-g na senzorovy Cip.

Méreni a vyhodnoceni bylo provedeno mnou a Mgr. Ladislavem Bumbou, Ph.D.
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6. DISKUZE

Proteinova interakce receptoru Nkr-p1f s ligandem Clr-g na bunécéné urovni byla poprvé
popsana v roce 2003 ve clanku doktora lizuky, Naidenka a Plougastela [68]. Princip
tohoto testu byla transfekce reportérové bunécné linie BWZ.36 chimerni cDNA, kterd
kdduje  cytoplazmatickou doménu  kostimulaéni molekuly CD3C fldzovanou
s transmembranovou doménou Ly49a a s extraceluldarni doménou Nkr-p1f, a nasledné
testovani stimulace bunék. Nejprve bylo zjisténo, Ze buriky nesouci tyto konstrukty
vykazuji stimulaci v dlsledku interakce s nadorovou bunécnou linii MC47 a 2PK.
Poté postupné pomoci téchto dvou bunéénych linii a rozpustnych tetramer( Nkr-p1f byl
odhalen jejich ligand, proteinova molekula Clr-g [68].

Molekularni mechanismus vazby téchto proteini nebyl dosud odhalen. Do této doby
byla popsana jen struktura dimerni molekuly Clr-g z mysiho kmene B6 [97], i kdyzZ jiz bylo
ozndmeno v roce 2003, Ze byl redakci prijat ¢lanek o krystalové strukture komplexu
Nkr-p1f s Clr-g a jejich mutaéni analyze [68]. BohuzZel dodnes ¢lanek jesté nebyl vydan.
Existuje jediny model lidského receptor-ligandového paru, ktery je k témto proteinim
homologni, a tim je dimerni molekula KACL, kterd vaze dvé monomerni molekuly NKp65.

Struktura a interakce proteinl Nkr-p1f s Clr-g byla studovana kvali tomu, aby doslo
k objasnéni a lepsSimu pochopeni funkce NK bunék, které hraji dilezitou roli
v protinddorové a antivirové obrané téla. Neni presné zndma funkce interakce téchto
proteinl. Vi se pouze to, Ze interakce OCILRP2, kratsi o Ctyfi aminokyseliny v intracelularni
doméné nez Clr-g, spolu s Nkr-p1f spousti mnoho déjli. Indukuji zrani a diferenciaci DC,
a slouzi jako kostimulacni signdl proliferace T lymfocytd a produkce IL-2 [54]. Proto by
tedy tyto proteiny mohly také hrat dalezitou roli pfi mezibunéénych kontaktech.

Cilem této prace bylo pfipravit DNA konstrukt pro extracelularni ¢ast proteinu Nkr-p1f
a spolu sjiz pfipravenym plazmidem pro extraceluldrni ¢ast proteinu Clr-g je vyuZit
k produkci proteinl v bakteridlnim expresnim systému. Nasledné proteiny renaturovat
za vhodnych podminek, predistit je vhodnou chromatografickou metodou a pomoci
hmotnostni spektrometrie ziskat zakladni informace o struktufe proteind. Nakonec také
otestovat jejich interakci pomoci povrchové plasmonové rezonance. Ziskana zakladni data

o strukture a interakci by mohla poslouzit podrobnéjsSimu zkoumani.
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Prvnim krokem diplomové prace byla amplifikace celé extracelularni sekvence Nkr-p1f
metodou polymerdzové retézové reakce (PCR) za wvyuziti specifickych primer(
obsahujicich sekvence pro restrikéni endonukleasy Hindlll a Ndel. Jako templat slouzila
komercéné pfipravena plazmidova DNA NKR-P1F-pcDNA3.1(+) od firmy Shanghai Biotech,
ktera obsahovala sekvenci pro cely gen NKR-P1F. Pfipravené fragmenty byly nejprve
ligovany do vektoru pBlueScript SK(+), se kterym mohla byt uskutecnéna bakteridlni
transformace klonovacich bunék NovaBlue kmene E. coli spolu s technikou ,,Blue-white
screening”. Tato metoda nam dovolila rozlisit mezi bakteriemi transformovanymi vektory
s rekombinantni DNA a bunkami transformovanymi samotnymi vektory.

Fragmenty byly nejprve ligovany do vektoru pBlueScript SK(+) z toho divodu, Ze ndm
nefungovalo Stépeni restrikéni endonukleasou Ndel na kraji sekvence, i kdyz néktefi
kolegové v laboratofi timto zplsobem udajné bez problému stépi. Pfi PCR byla pouzZita
Deep Vent DNA polymerasa, ktera vytvari u fragmentl DNA tupé konce. Po rozstépeni
vektoru pBlueScript SK(+) restrikéni endonukleasou Smal, také tvofici tupé konce, mohly
byt fragmenty do tohoto plazmidu ptfimo ligovany. Navic nam tento vektor umoznil
provést techniku ,Blue-white screening”. Dal$i mozZnosti kromé pouziti tohoto vektoru
by bylo prodlouzZeni specifickych primert, které by byly drazsi a soucasné by mohl nastat
problém s velmi rozdilnou teplotou tani celé sekvence a sekvence nasedajici v prvnich
cyklech PCR reakce.

| kdyZz nam bylo znamo, Ze mame kolonie s vektory obsahujici rekombinantni DNA,
nevédéli jsme, zda obsahuji spravnou DNA. Proto byla z osmi ndhodné vybranych kolonii
Ve dvou z nich byla ovérena pfitomnost spravné DNA. Po stfednéobjemové izolaci DNA
z jedné z téchto kultur bylo ziskano 70 pug plazmidové DNA.

Pfi metodé PCR byla do vektoru oligonukleotidovymi sondami vnesena mista
pro restikéni endonukleasy Ndel a Hindlll, ktera byla nyni vyuZita k restrikci fragment(
odpovidajicich extraceluldrni ¢asti Nkr-p1f. U proteinu Nkr-p1f byla potfeba forma s i bez
polyhistidinové kotvy kvuli budoucim pokusim, proto byly potfeba dva rizné vektory,
pET-30a(+) a pET-28b(+). Ty byly Stépeny stejnymi restrikénimi endonukleasami jako
produkt PCR a poslouzily k tvorbé plazmidl pNkr-p1fhis a pNkr-p1f. Stejnym zplisobem

vvvvvv
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Oba plazmidy byly izolovany velkoobjemové s vytézkem 99 pg pNkr-plfhis a 66 ug
pNkr-p1f. Spravnost sekvence byla potvrzena sekvenovanim, proto bylo mozné s témito
dvéma plazmidy a plazmidem pClr-g pokracovat expresi proteind. Toto pracovni schéma
pfipravy plazmidl obsahujicich sekvenci pro urcité proteiny je v laboratofi béiné
pouzivané, a proto podle ocekavani nenastaly zadné vyrazné obtize.

VSechny tyto plazmidy maji spolecné to, Ze obsahuji celou extraceluldrni doménu, tedy
i kréek. Tento kréek (stonek) rozdéluje lektinm podobnou doménu C-typu
a transmembranovou doménu. Posledni dobou zacind byt davan daraz na dlleZitost
pritomnosti kréku pfi vazbé ligandu na receptor, napf. u Ly49C [106], NKp65 [100]
a NKG2A/CD94 [121].

Pro vlastni expresi proteind Nkr-p1f a Clr-g byl vybran bakteridlni expresni systém diky
své casové a ekonomické nendrocnosti. Na druhou stranu, ale nedochazi
k posttranslaénim modifikacim, které mohou byt rozhodujici pro vytvofeni spravné
struktury a interakce mezi nimi. Jeden typ modifikace, N-glykosylace, se ukazuje
u nékterych clenl této proteinové rodiny dllezity (NKG2D [115], [116]), protoZe pfrispiva
ke zlepsSeni distribuce naboje a interakce s ligandem.

Po bakterialni transformaci produkénich bunék kmene E. coli BL21-Gold (DE3) vektory
pNkr-p1fhis, pNkr-p1f a pClr-g metodou tepelného Soku byla testovana rekombinantni
exprese proteinll +/- testem. Pomoci SDS elektroforetické analyzy v polyakrylamidovém
gelu byla potvrzena produkce vsech proteini v bakteridlnich kulturach indukovanych
roztokem IPTG. PFi probéhlych testech exprese vykazovaly vidy vsechny testované
bakterialni kolonie expresi nasich proteini. Proto bylo v pribéhu prace upusténo
od testovani kolonii pred kazdou dalsi produkci proteinli. Navsechny kroky produkce
a purifikace proteind byla pouzita kvizualizaci vysledkdi SDS elektroforéza
v 15% agarosovém gelu. Dale s vybranou neindukovanou bakteridlni kulturou Nkr-p1f
bez polyhistidinové kotvy byly hledany vhodné podminky pro velkoobjemovou produkci,
jako jsou koncentrace induktoru IPTG, délka a teplota produkce. Tyto podminky jsou
obvykle testovany z dlivodu zvyseni vytézku a zkraceni produkéniho ¢asu. Pro Clr-g nebyly
podminky hledany, nebot byl jiz postup produkce vypracovan dfive c¢lenem

nasi laboratore (Mgr. Ljubina lvanova).
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Dalsim krokem k ziskani proteinl byla velkoobjemova produkce za podminek, které
byly uréeny testovanim. Vysledky nékolika rGznych podminek produkce se jevily velmi
podobné a uspokojivé, proto byl ¢as produkce vybran podle Clr-g kvili zjednoduseni
a maximalnimu sjednoceni obou produkci. Pfi produkci proteinu Nkr-p1f se vyplatilo snizit
koncentraci induktoru IPTG zekonomickych dlvodl. Po centrifugaci ziskanych
bakteriadlnich kultur z nich byla izolovana inkluzni téliska, v jejichZ formé jsou tyto proteiny
produkovany podobné jako ostatni proteiny z této rodiny produkované v nasi laboratofi.

Nasledovala solubilizace a renaturace, pficemz bylo tfeba najit vhodné sloZeni
renaturacniho pufru, ktery dovoli proteinidm poskladat se do spravné rozpustné formy.
PFi renaturaci byla pouZita metoda rychlého naredéni, ktera se v nasi laboratofi pro tuto
skupinu protein(i pouziva s velmi dobrymi vysledky. Z tohoto divodu nebyla vyzkousena
jind technika. MnoZstvi pfitomnosti nezadoucich agregatt bylo zkoumano pomoci gelové
permeacni chromatografie, kterd odhalila mensi vliv sloZeni pufru na renaturaci Clr-g
a vétsi na renaturaci Nkr-p1f. Pro kazdy protein byl vybran nejvhodnéjsi renaturacni pufr,
coz znamena pufr ¢. 4 pro Nkr-p1f (nejvice dimerni formy a nizkd koncentrace argininu)
a pufr €. 2 pro Clr-g (nejvyssi zastoupeni monomerni formy). Pro dalsi experimenty je vsak
potfeba prevést protein do vhodnéjSiho pufru a vyssi koncentrace dialyzou
a koncentrovdnim na membranovych koncentratorech. Vtomto kroku dochazelo
k vysokym ztrdtdm obou proteinli, které precipitovaly jiz pti relativné nizkych
koncentracich (3 mg/ml).

Po nékolika metodach purifikace proteinu Clr-g byla vybrana chromatografie
na reverzni fazi, kterou nasledovala gelovd permeacni chromatografie. ProtoZze se mi
nepodafilo najit vhodnou metodu purifikace proteinu Nkr-p1f bez polyhistidinové kotvy,
ktera by poskytla véts$i mnoistvi proteinu o dostatecné Cistoté, byla provedena purifikace
Nkr-p1f s polyhistidinovou kotvou pomoci afinitni chromatografie. Z diivodu precipitace
Nkr-p1f s polyhistidinovou kotvou pfi vysSich koncentracich byl pfi afinitni chromatografii
poutzit zfiltrovany vzorek ihned po dialyze. Vytézek extracelularnich ¢asti rekombinantnich
proteinl z 1 | LB média se pro Clr-g rovnal 1,1 mg a pro Nkr-p1f s polyhistidinovou kotvou
6,5 mg proteinu.

Totoznost rekombinantnich proteind byla potvrzena hmotnostni spektrometrii

metodou mapovani peptidl. Nasledovalo méreni intaktni hmoty obou protein( technikou
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ESI-FT-ICR MS, pfi které byly ziskany hodnoty experimentdlnich molekulovych hmotnosti.
Z experimentalnich vysledkd byly u Clr-g prokazany dvé disulfidové vazby, jedna volna
sulfhydrylova skupina a jedna snavdzanym cysteaminem. Pro protein Nkr-plf byly
zjistény tfi disulfidové vazby a zbylad sulfhydrylova skupina modifikovdna cysteaminem.
JiZ tyto vysledky naznacdovaly Spatné zapojeni disulfidovych vazeb u proteinu Clr-g a tedy
i slozeni proteinu.

Presto byly pozice disulfidovych vazeb identifikovany. Nejdfive byly vzorky analyzovany
elektroforeticky v neredukujicim polyakrylamidovém gelu, poté byly proteiny vyriznuty
z gelu, rozstépeny trypsinem a po extrakci z gelu analyzovany technikami MALDI-TOF
a LC-MS. U proteinu Nkr-p1f byly sice spravné identifikovany tfi vazby, ale pouze jedna
z nich odpovidala obecné podobé lektinlm podobné domény C-typu [64].

Kvali zjisténi vzdalenosti mezi jednotlivymi aminoskupinami postranich fetézcl lysinQ
a N-konce protein mélo byt provedeno chemické sitovani, které se nepodafilo provést
z dlvodu sradzeni proteind béhem koncentrovdni a kratké dobé Zivota proteinu Nkr-p1f
(rychld degradace proteinu v roztoku). Proto nebyla tato metoda ani negativni vysledky
v této diplomové praci popisovana.

Interakce proteind Nkr-p1f a Clr-g byla testovana citlivou metodou, povrchovou
plasmonovou rezonanci (SPR), v prostfedi fosfatového pufru. Jako ligand byl na Cipu
pokrytém tenkou vrstvou zlata imobilizovan polyhistidinovou kotvou protein Nkr-pif.
Protein Clr-g fungoval jako analyt a byl umistén ve fosfatovém pufru. Technikou SPR
nebyla interakce mezi receptorem Nkr-plf a jeho ligandem Clr-g potvrzena.
Tento vysledek byl viceméné ocekavan, vzhledem k vysledk(im analyzy disulfid( a chovani
proteind pfi sitovani.

Vysledky charakterizace struktury a interakce téchto proteinl jsou zfejmé ovlivnény
pouzitou renaturaci. OvSiem nezname pfipad, kdy by byla pouZita jind funkéni technika
renaturace této skupiny proteinl. Navic bylo testovano vice sloZeni renaturacnich pufra
neZ je uvedeno v této praci, ale renaturace proteinl v nich dopadla stejné nebo hure.

PFisti postup nema smysl soustfedit na hledani pufrd pro metodu rychlého nafedéni,
ale spise vyzkouset renaturaci imobilizovaného proteinu na chromatografické koloné.
Pfipadné by bylo vhodné provést produkci i v jiném expresnim systému, ktery by dokazal

produkovat pfimo nativni protein. Bakteridlni expresni systém byl vSak zvolen také
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vzhledem ke konecnému cili celého projektu, kterym by méla byt kokrystalizace obou

proteinl, kterou by pripadné posttranslacni modifikace znaéné komplikovaly.
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7. ZAVER

Byly pfipraveny dva DNA konstrukty (pNKR-P1Fhis, pNKR-P1F), které koéduji celou

extracelularni ¢ast proteinu NKR-P1F

Byly vyprodukovany celé extracelularni casti protein NKR-P1F a Clr-g
v prokaryotickém expresnim systému
o byly nalezeny vhodné podminky pro expresi proteinu NKR-P1F a také
pro renaturaci proteint NKR-P1F a Clr-g
o renaturované proteiny byly purifikovany rlznymi metodami: afinitni
chromatografii pro NKR-P1F a chromatografii na reverzni fazi pro Clr-g

o nakonec byly proteiny potvrzeny hmotnostni spektrometri MALDI-TOF

Céste¢né zjisténé zapojeni disulfidovych mastk( pomohlo k charakterizaci struktur

obou proteint

Pomoci biofyzikdIni techniky povrchové plasmonové rezonance (SPR) nebyla zjisténa

interakce celych extraceluldrnich ¢asti proteinu NKR-P1F spolu se svym ligandem Clr-g
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