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Abstrakt

Pfirozeni zabije¢i neboli NK buiky jsou builky imunitniho systému,
zprostiedkovavajici vrozenou imunitu proti patogenim a nadortim, aniz by musely
byt pfedem vystaveny antigenu. Zastavaji tak okamzitou protivirovou obranu jiz
béhem pocatecni faze, tedy pred zahdjenim tvorby protilatek a pied vyvojem
specifickych cytotoxickych T-lymfocytd. Na svém povrchu maji NK buiiky Sirokou
Skalu inhibi¢nich a aktiva¢nich receptorq, jejichz vyznamnou rodinou jsou receptory
podobné lektinim C — typu, z nichz byla prvni objevena pravé rodina NKR-P1

(,,natural killer cell receptor - protein 1°).

Tato prace se zabyva pfipravou/studiem mysSiho NK bunééného aktivacniho
receptoru NKR-P1C a hledanim jeho vazebného partnera. Rozpustnd forma proteinu
NKR-PIC byla pfipravena rekombinantni expresi pomoci tranzientni transfekce
bunécéné linie HEK293 (human embryonic kidney 293) s divokou, ¢i jednoduchou
glykosylaci jako 1gG-Fc flzni protein, z né&jz bylo mozné po afinitni purifikaci,
Stépeni TEV proteasou a naslednou HPLC chromatografii ziskat cisty dimer
NKR-PIC. Dimernni forma proteinu byla nasledné vyuzita na strukturni studium
pomoci krystaliza¢nich pokusti. Na fuzni protein byl navazan protein A znaceny
fluorescen¢ni sondou DyLight 488. Timto komplexem byly znaeny mysi tkané a

bunééné linie za ticelem hledani ligandu.

Klicova slova:

NKR-P1C, receptor, HEK293, proteinova krystalografie, rekombinantni exprese,
protein A, ligand



Abstract:

Natural killer or NK cells are immunocytes that mediate innate immunity against
pathogens and tumors without pre-exposition to the antigen. They are holding rapid
antiviral defense during the initial phase of immune response, before starting the
production of antibodies and the development of specific cytotoxic T —lymphocytes.
On the surface of NK cells is expressed wide range of inhibition and activation
receptors. Important family of those receptors are C — type lectin like from which the

family of NKR — P1 ("natural Killer cell receptor - protein 1") was discovered first.

Diploma thesis deals with the preparation/study of mice NK cell activation
receptor NKR-P1C and searching for its binding partner. The soluble form of the
protein NKR-P1C was prepared by recombinant expression using the transient
transfection of HEK293 cell line (human embryonic kidney 293) with wild type or
homogenous glycosylation as 1gG — Fc fusion protein, from which was it possible to
obtain pure dimer of NKR P1C, after process of affinity purification, TEV protease
cleavage and HPLC chromatography. The fusion protein was bound to protein A
labeled with a fluorescent probe DyLight 488. Mice tissues and cell lines were
labeled by this complex for purpose of seeking ligand.

Key words:

NKR-P1C, receptor, HEK293, protein crystallography, recombinant expression,
protein A, ligand
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1. Literarni uvod

1.1. Imunitni systém

Imunitni systém je jeden ze zakladnich homeostatickych systémi organismu [1].
Je vysoce specificky, rozpoznava, zapamatovava si a eliminuje cizi bunky a
makromolekuly nebo bunky, které byly poskozeny, infikovany ¢i usmrceny [2].
Imunitni systém udrzuje integritu organismu, jeho funkci je: obranyschopnost —
rozpoznava Skodliviny z vnéjSku, chrani organismus proti patogennim
mikroorganismiim a jejich toxickym produktim; autotolerance — imunitni systém
rozpoznava tkané vlastni a udrzuje vaci nim toleranci; imunitni dohled — systém
rozpoznava vnitini Skodliviny a pribézné odstrafiuje staré, poskozené a mutované

bunky [1].

Imunitni systém muizeme rozd¢lit na evolucné starsi ¢ast ,,nespecifickou neboli
»headaptivni® imunitu, kterd nemé imunologickou pamét’ — prezentuji ji fagocytujici
a cytotoxické bunky, do kterych spadaji i NK bunky (natural killer cells) [1, 3]. Tuto
imunitu maji prakticky vsichni zivocichové, na ptitomnost skodliviny reaguji béhem
nékolika minut [1]. Vyvojové mladsi ,antigenné specifickd — adaptivni cast
imunitniho systému je vysadou obratlovcil, aktivuje se az po setkdni s danym
antigenem. K rozvoji reakce je tfeba n€kolik dni az tydnu. Charakteristickym rysem
specifické imunity je imunologickd pamét, coz je schopnost urychlené odpovédi

Vv piipadé opétovného setkani s danym patogenem [1, 3].

1.1.1.Bunky imunitniho systému

Cast imunitniho systému je tvofena riiznymi druhy bilych krvinek — leukocyty [1].
Vsechny druhy leukocytii pochazeji z univerzalnich — pluripotentnich kmenovych
bun¢k, které¢ jsou ptitomny v kostni dieni po cely zivot [1, 4]. Vlivem rtznych
faktori se nekteré bunky diferencuji na rizné druhy leukocyti (obr. 1, str. 12).
Ubytek kmenovych bunék zptsobeny diferenciaci je kompenzovan jejich délenim.
Ve zralych stadiich se nachazeji v krevnim ob¢hu, kde mohou zlstat, nebo

vycestovat do tkané [5].
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Obr. 1: Diferenciace riznych druhti leukocyt z kmenové bunky [1]

Vznikaji 2 hlavni linie — myeloidni a lymfoidni. Z lymfoidni vznikaji NK buiky
(velké granularni lymfocyty) a rizné typy T- a B-lymfocytt (malé lymfocyty) [1].
Dokon¢enti jejich vyvoje probiha az po setkani se s antigenem, po aktivaci produkuji
rozpustné medidtory zvané cytokiny, které aktivuji dalsi slozky imunity, Stavaji se
z nich bunky cytotoxické nebo regula¢ni. [4]. Z myeloidni vznikaji tfi druhy
granulocyti (neutrofily, eosinofily, bazofily). Dale vznikaji monocyty (cirkuluji
v krvi a ve tkadnich, zde se diferencuji na makrofadgy, coZ jsou dlleZité antigen
prezentujici buiiky (APC, ,,antigen presenting cells®) pro T-lymfocyty, jsou soucasti
antigenné specifického imunitniho systému) [1]. VSechny tyto druhy myeloidnich
bun¢k tvoii zdklad nespecifické casti imunitniho systému. Vé&tSina je schopna
fagocytdzy, jsou producenty cytokind. Dal§imi druhy myeloidnich bunék jsou
erytrocyty (Cervené krvinky) vyvinuté z erytroblastii a megakaryocyty, diferencujici
se na trombocyty [1].
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1.2. NK bunky

NK bunky (natural killer cells) byly popsany uz vroce 1975 jako velké
granularni lymfocyty, patfici do systému nespecifické imunity [4]. Vyviji se v kostni
dfeni a nachazi se v perifernich lymfoidnich tkanich a krvi [6, 7]. Pro vyvoj a
rozSiteni NK bunék je dulezity interleukin 15 (IL15) [8]. NK buiiky tvoii 10 — 15 %
lymfocyti v periferni krvi a 1 — 2 % lymfocytt nachazejicich se ve sleziné [9, 10].
NK buiiky byly pojmenovany podle schopnosti rychle rozpoznavat a cytotoxicky
usmrcovat nadorové a virov¢ infikované bunky in vitro bez piedchozi stimulace,
proliferace ¢i diferenciace [1, 11, 12]. Diky tomu, ze reaguji, aniz by musely byt
predem vystaveny antigenu, mohou zastdvat okamzitou protivirovou obranu jiz
béhem pocatecni (latentni) faze pred zahdjenim tvorby protilatek a pred vyvojem
specifickych cytotoxickych T-lymfocytd (CTL = cytotoxic T-lymphocytes) [9].
Produkuji fadu dulezitych imunoregula¢nich cytokint, které maji vliv na jiné

bunécné kompartmenty imunitniho systému [13].

1.2.1.NK bunéc¢né rozpoznavani

NK buiiky nemaji antigenné specifické receptory, rozeznavaji a zabijeji buiiky
jak vlastni (autologni), tak alogenni nadory, jeZ maji na svém povrchu abnormalné

malo MHC glykoproteint 1. tfidy (obr. 2, str. 14) [1,9].

MHC glykoproteiny I tfidy jsou pfitomny na vSech zdravych jadernych buinkach
organismu [1]. Buiky s expresi MHC gp. I jsou pied NK bunikami chranény, pokud
vSak u téchto bun¢k nedochazi k expresi MHC gp. I, jsou NK buiikou vyhledany a
zniceny. U bunék infikovanych virem nebo nadorovych bunék je exprese MHC gp. I
potlacena [14]. NK buiiky tedy svymi receptory rozpoznavaji pomeér exprimovanych
antigenti na povrchu cilové builkky. Pomér téchto aktivacnich a inhibi¢nich signalt

udava, zda je bunka usmrcena, nebo ponechéana nazivu [15].
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Obr. 2: Model procesu NK-bunééného rozpoznavani, upraveno dle [7].

Normélni cilova buiika je pfed zabitim NK buiikou chranéna, jelikoz pfijimany
signal od aktivacnich ligandl (+ ,,zabij*) je vyvaZeny s inhibi¢nim signalem
(- ,,nezabijej), ktery interaguje s vlastnimi MHC molekulami 1. tfidy. Pokud ma
cilova buika v dasledku transformace ¢i infekce snizené mnozstvi MHC gp. I,
nedojde k vazbé inhibi¢nich receptori s NK buiikou. Ta potom nema inhibované
cytotoxické mechanismy a dojde K lyzi bunky (tzv. ,,missing-self hypotéza). Pfi
transformaci ¢i infekci také muze dojit k expresi stimulac¢nich ligandt, kdy je
inhibi¢ni signdl mnohondsobné piekonan aktivaénim signalem (tzv. ,,induced self*
hypotéza) a dochazi k lyzi buiky.

Podobnym ptipadem je tzv. ,,non-self** hypotéza, kdy pfi alogenni transplantaci
hostitelské NK bunky reaguji s bunkami darce, které maji cizi (,,non-self)
MHC gp. L. Ve vétsing pripadt u téchto cizich MHC gp. I molekul nedojde k spravné
funkci vSech inhibi¢nich receptori na povrchu hostitelské buiky, pfevazi tak

aktivacni signdly, coz vede k lyze alogennich bun¢k. Tento mechanismus slouzi jako
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ochrana pfed intracelularnimi parazity a mutacemi, protoze se pii nich casto

vyskytuji abnormalné exprimované antigeny, nebo naopak chybi [7, 16].

1.2.2.Cytotoxicita NK bunék

Buniky imunitniho systému po infekci produkuji interferony a a 3, které inhibuji
replikaci viru, navozuji antivirovy stav branici rozvoji infekce a zvysuji cytotoxickou
aktivitu NK bunék [1, 9]. Na aktivaci NK bunék se podileji i adhezivni molekuly a
receptory cytokint [17]. IL-2 je aktivatorem NK bunék (produkuji ho infikované
makrofagy a NK buiky samy po aktivaci produkuji velmi mnoho IL-2), které
po jeho vystaveni v tkdnové kultufe ziskaji schopnost zabijet buiiky vSech typt
nadord, aniz by poSkozovali normalni tkan. Tento jev se nazyvé zabijecska aktivita
aktivovana lymfokiny — LAK (lymfokine-activated killer aktivity). IL-2 dale zvysuje
cytotoxickou aktivitu, ptsobi jako rustovy faktor a vyvolava hojné mnozeni NK
bun¢k [1, 9]. NK bunky sdileji cytotoxické mechanismy s CD8+ cytotoxickymi
T-lymfocyty, které téZ vyuzivaji granzymy (serinové proteasy) a perforin [4, 18, 19].
Perforin vytvaifi v cytoplazmatické membrané pory, jez zplsobuji prodéraveni
membrany, které mize vést az k smrti bunky osmotickou lyzou [1]. Tyto pory jsou
vSak vétSinou malé a jejich prostfednictvim se do poSkozené builky dostanou
granzymy [1]. Granzymy $tépi v cytoplazmé prekurzory proteas ze skupiny kapas,
které se tim aktivuji a spusti kaskadu reakci, kterd vyvold apoptotickou smrt bunky

(obr. 3A, str.16) [1, 20].

Dalsi strategii je exprese nckterych membranovych cytokinti indukujicich
bunécnou smrt. Jde o systém Fas — Fas-ligand (FasL), ktery patii do rodiny receptorti
TNF molekul. Vaze se na ,,apoptoticky receptor” Fas (CD9S5) pfitomny na povrchu
mnoha riznych typi bunék. Tyto ligandy aktivuji kapasy a dojde k apoptdze bunék.
Ackoliv Fas neni exprimovny cilovymi buitkami, NK bunky jeho expresi indukuji
sekreci IFN-y a nasledné tak spousti apoptozu svym FasL (obr. 3B, str. 16)
[1, 20, 21].

NK buiiky vykazuji 1 bunénou cytotoxicitu zavislou na protilatkach (ADCC).
Cytotoxickd bunka zabiji buiiku cilovou, jez m4 na svém povrchu navizané

protilatky [9]. Prevod signalu se d€je prostfednictvim povrchového bunééného
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receptoru CD16, jez se nachazi na cytotoxické vykonné bunce a ktery vaze Fc oblast
imunoglobulinu 1gG. ADCC v krevnim obéhu vyvolavaji NK buiky a mala
podskupina T-lymfocyti. Pfi setkani s bunkou, kterd na svém povrchu vaze
protilatky IgG, se imunocyty pomoci CD16 navazi na Fc fragment téchto protilatek.
To zplisobi agregaci receptord, pienos signalu a degranulaci bunky (obr. 3C, str. 16)
[1,9].

Granzymy

Obr. 3: Tii hlavni mechanismy usmrceni cilové bunky NK burikou, upraveno dle
[20].

Pokud cilové bunce chybi antigeny (MHC 1. tfidy aj.) je NK buiika aktivovana a
usmrti cilovou bunku (A), apoptézu miiZze navodit také skrz ,,receptory smrti* jejichz
expresi reguluje IFN - y (B), tieti moznosti je navazani Fc ¢asti IgG na CD16 (C),
¢imz se spusti podobné cytotoxické mechanismy, jako ty, jeZ jsou popsany na

obrazku A.

1.2.3.Receptory NK bunék

NK bunky maji na svém povrchu velké mnozstvi receptorti. Mizeme je rozdélit
podle struktury ¢i funkce. Podle funkce d€lime receptory na aktivacni, které stimuluji
aktivitu NK bun¢k a inhibicni receptory, které aktivitu tlumi [11, 15, 22]. Receptory

rozeznavaji své ligandy a diky nim je signal veden dovnitt bunék [7]. Podle struktury

16



délime NK bunééné receptory na imunoglobulinového a C-lektinového typu [11,
15, 22]. Geny, které koduji C-lektinové receptory se nachazi v genovém komplexu
zvaném NKC (NK receptorovy genovy komplex) [18] a geny pro imunoglobulinové

receptory v LCR (leukocytarni Ig - like receptorovy komplex) [23].

1.2.3.1. Inhibicni receptory

Inhibi¢ni receptory rozpoznavaji MHC gp. I a tlumi cytotoxické mechanismy
NK buiiky, neexistuje vSak univerzalni receptor, ktery by byl schopen rozeznat
vSechny izotypy a alelické formy MHC gp. I, ktery je vysoce polymorfni [1, 24].
Vsechny dosud popsané inhibicni receptory NK bunék maji ve své cytoplazmatické
doméné jednu nebo vice kopii inhibi¢niho ITIM motivu (immunoreceptor tyrosine-
based inhibitory motif). Tento motiv obsahuje sekvenci: lle/Val/Leu/Ser-x-Tyr-x-X-
Leu/Val, kde X oznacuje jakoukoliv aminokyselinu [19]. Po navazani ligandu
na receptor dojde k fosforylaci tyrosinu v ITIM doméné prostiednictvim Kkinasy
z rodiny Src, coz vede k aktivaci fosfatas SHP-1, SHP-2 a SHIP (ktera se procesu
ucastni, zavisi na receptoru) [19, 25]. Cilem této signalizace je zabranit uvolnéni
Ca®* z endoplazmatického retikula, napiiklad defosforylaci inositol trisfosfati
na inositol bisfosfaty (SHIP), nebo snizenim fosforylace dalSich signélnich proteind
(SHP-1 a SHP-2) [19].

Mezi inhibiéni receptory patii KIR (Killer-cell immunoglobulin-like receptors)
transmembranové receptory typu I. Jsou kodovany v oblasti 150 kb na lidském
chromozomu 19q13.4 v komplexu genti pro receptory leukocytd (LCR). Udastni se
rozmanitych imunitnich odpovédi, v zavislosti na konkrétnim patogenu [19, 26].
Dal8imi inhibi¢nimi receptory z imunoglobulinové skupiny jsou LIR, resp. ILT
(CD85). Vyskytuji se na povrchu riiznych druhti leukocytl a zfejmé pomahaji tlumit
jejich pfilisnou aktivitu [1]. Inhibi¢ni receptory C-lektinové rodiny jsou znamy jak u
lidskych NK bunék (heterodimer CD94/NKG2A), tak u mysi (napf. skupina
receptort Ly-49 nebo NKR-P1) [1, 16].
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1.2.3.2. Aktivacni receptory

Aktivacni receptory nemaji vlastni signaliza¢ni domény, postradaji intracelulérni
ITIM motiv. Asociuji S adaptorovymi proteiny, které maji ve své struktuie ITAM
motiv (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) s charakteristickou sekvenci
Asp/Glu-x-x-Tyr-x-x-Leu/lle-x(6—8)-Tyr-x-x-Leu/lle, kde x piedstavuje libovolnou
aminokyselinu [19, 24]. NK bunky exprimuji tfi adaptorové proteiny obsahujici
ITAM motiv: DAP12, FceRIly a CD3C(. Lidsky CD16 se mlize vazat na FceRIy nebo
CD3{, zatimco mysi CD16 interaguje jen s FceRIy [19]. Dojde-li k navazani ligandu
na aktivacni receptor, dojde k fosforylaci tyrosinu v ITAM motivu a aktivaci
tyrosinové kinasy Syk a ZAP-70. Dojde ke kaskad¢ signaliza¢nich reakci vedoucich
k uvolnéni Ca?* z endoplazmatického retikula dialezitych k aktivaci NK bunék,
degranulaci a transkripénim déjam [19, 28]. Adaptorovy protein FceRly spojuje
receptor s y-fetézci protilatky IgE prostfednictvim receptoru CD16 a vaZe se na jejich
Fc fragment. Timto zptsobem dojde k pfeneseni signalu a nasledné degranulaci [1,
15].

Dal$im signalnim fetézcem, ktery se vyskytuje u aktivacnich receptorii NK
bun¢k je DAPI10, ktery nema ITAM motiv. Obsahuje pouze kratkou sekvenci
aminokyselin Tyr-x-x-Met [28, 29]. Tyrosin se fosforyluje, aktivuje se fosfatasa SH2
a vytvori se aktivaéni misto pro PI3 kinasu (fosfatidylinositol-3'-kinasa). PI3 kinasa
dale aktivuje GTPasy z rodiny Rho a fosfolipasu C. Kaskada signaliza¢nich reakci
vede k aktivaci NK bunky [28, 29]. S DAP10 tvoii komplex napiiklad NKG2D,
ktery slouzi jako obrana proti virim, podili se na regulaci proliferace cytotoxickych
T-lymfocytid. Vyzkum naznacuje, Ze NKG2D mé vyznamnou roli v autoimunitnich

onemocnénich [19, 28].

1.2.3.3. Rodina receptori NKR-P1

Jednou z prvnich popsanych rodin receptori na NK bunkach jsou NKR-P1
receptory (natural Kkiller receptor-protein 1, CD161), které byly poprvé objeveny
roku 1977 na mySich NK bunkach. Patfi sem aktivaéni i1 inhibi¢ni receptory NK
bun¢k podobné lektinim C — typu [30 — 32]. Geny pro receptory NKR-P1 se nachazi

v NKC genovém komplexu na chromozomu 6 u mysi, chromozomu 4 u potkant a
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chromozomu 12 u lidi [33, 34]. Jejich exprese, ¢i ptitomnost v genofondu se vSak

u ¢lovéka a hlodavet znac¢né lisi. Zatimco u hlodavci jsou geny NKR-P1 rodiny

zna¢né polymorfni, u ¢lovéka byl popsan pouze jeden gen NKR-P1 (obr. 4, str. 19)

[35, 36].

NKR-P1Af344
. 3% \KR-PLAwag

rNKR- P1Arnk

riKR-P1Apvg

rNKR-P1Bbs
rNKR-P1Bpvg rNKR-P1Fsd
-P1A
rNKR-P1Bwag FHKR-PlAsd i rNKR-P1Fwag
ANKR-PL o NKR-PIFf344
cNKR-P1
95
106 04
NKR-P1Bto 100 mNKR-P1Fbalb
64 166 98
rNKR-P10+344 12
100 85 67
166 100 mNKR - P1Fb6
rNKR-P1Bsd 160 100
100
A mNKR-P1Fnod
100
rNKR-P1Brnk - 160 108 rNKR-P1Gpvg
NKR-P1Cbal o
nNKR- alb 100 265
180
mNKR-P1Cb6 rNKR-P1Gwag
TNKR-P1AbE | mNKR-P1Gb6
MNKR - P1Bs § L rNKR-P1Gda

mNKR-P1Bbalb

mNKR-P1Bnod

mNKR-P1As; L mNKR - P1Bb6

mNKR-P1Abalb

Obr. 4: Evolu¢ni strom receptori NKR-P1 znazoriujici piibuznost receptort
NKR-P1 pro mys$ (m), potkana (r), kufe (c) a lidské (h) receptory. Dvou az tii
pismenné zkratky za receptorem oznaduji kmeny hlodavci. Cisla u jednotlivych

,,Vetvi“ znaéi pravdépodobnost piibuznosti vyjadienou v % [37].
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Doposud bylo u mysi identifikovano celkem sedm gent této receptorové rodiny:
NKR-P1A, B, C, D, E, F a G, u potkana byly doposud identifikovany geny
receptorové rodiny NKR-P1A, B, F a G [38].

NKR-P1A je aktiva¢ni receptor exprimovany jak u mysi, tak u potkant. Uziva
se 1 jako rozliSovaci znak potkanich NK bunék, prvné byl identifikovan pomoci
monoklonalni protilatky 3.2.3 [32, 35, 39]. Mysi receptor NKR-P1A® je jediny

receptor z této rodiny, u kterého je rozfeSena ¢ast jeho struktury- lektinovd doména

(obr. 5, str. 20)

Obr. 5: Trojrozmérna struktura
extracelularni lektinové domény
MNKR-P1A, upraveno podle [40,
41]. Struktura (A) feSena
krystalograficky,  struktura  (B)
pomoci MS, vVroztoku, li§i se

smyCkou (Sedd barva) ma pfi

riznych podminkach (v krystalu a
roztoku) rtzné polohy, coz muze
naznacovat jeji roli v rozpoznavani

ligandu.

U mysi byly NK bunky charakterizovany pomoci protilatky PK136, kterd se
vaze na tzv. NK1.1 antigen. Pozdé&ji bylo zjiSténo, ze timto antigenem byl mysi
bunécny aktivacni receptor NKR-P1C a nékteré formy inhibi¢nich receptort
NKR-P1B/D [38]. Z hlediska aminokyselinové sekvence je C-lektinova doména
NKR-P1C z 96 % shodna s NKR-P1B/D [42].

Dlouhou dobu nebylo ziejmé, jestli NKR-P1BBA8° 3 NKR-P1D®® nejsou jen
odlisné alelické formy téhoZ receptoru. Tuto domnénku podporoval i fakt, Ze sdili
stejny ligand — Ocil/Clr (osteoclast inhibitory lectin/C-type lectin-related), ktery je
identicky pro oba kmeny. Nakonec vSak bylo prokazéano, ze se skute¢né jedna o
odlisné receptory [38, 43]. Krom¢ NKR-P1B/D specificky rozpoznavaji a vazi
ligandy zrodiny Ocil/Clr jesté aktivacni receptory NKR-P1F. Tento zpisob
rozpoznavani je podobny jako u ,,missing-self* hypotézy, kde je misto MHC gp L.

rozpoznavana molekula Clr, jenz se vyskytuje na povrchu raznych buné€k, ale u
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nadorovych bun¢k je jeji povrchova exprese snizena [38, 43, 44, 45]. Receptoru
NKR-PIF je strukturné podobny inhibi¢ni receptor NKR-P1G, rozpoznava i ligandy
ze stejné rodiny Clr. NKR-P1E je ziejmé pseudogen [38, 46].

NKR-P1CP® je jednim z nejrozsitenéjSich povrchovych znakt NK a NKT bun¢k
myS$iho kmene C57BL/6 [34, 47]. My$i NKR-P1C (MNKR-P1C) je znamy také jako
NKI.1 antigen. Je to homodimerni transmembranovy glykoprotein typu II (ma jediny
transmembranovy helix a C-konec je vné bunky) spojeny disulfidickym mistkem. Je
slozeny z extracelularni domény podobné lektinim C-typu, kterd je spojena
dimerizacnim  kr€kem s transmembranovou ¢asti a  cytoplazmatickou
doménou [34, 47]. Mysi receptor NKR-PIC stimuluje NK bunky pies FcRy
molekuly, které prevadi signaly pro FcyRIII (CD16) a pro FceRI [48, 49, 50]. Kdyz
je tento protein zesitén monoklondlni protilatkou, dochazi u NK bunky k silné
produkci IFN-y [49]. Ligand(y) pro NKR-P1C jsou zatim neznamé, stejné jako jejich
struktura [33, 45].
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2. Cile prace

a.

Ptiprava fuzniho konstruktu receptoru NKR-P1C rekombinantni expresi pomoci

tranzientni transfekce bunééné linie HEK293T a HEK293S

Purifikace fuznich proteinm na HPLC afinitni a gelovou permeacni

chromatografii

Stépeni fuzniho proteinu a purifikace dimerni formy NKR-P1C (produkované

v HEK?293S) na HPLC afinitni a gelovou permeacni chromatografii
Strukturni studium pomoci proteinové krystalografie

Vytvoreni komplexu fuzniho proteinu NKR-P1C (produkovaného v HEK293T)

s fluorescen¢né znacenym proteinem A

Navazani komplexu na mysi tkané (fluorescen¢ni mikroskopie) a bunécné linie

(pratokova cytometrie)
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3. Material

3.1. Pomiicky a pristroje

8-kanalova pipeta Transferpette

96 jamkova desticka s kulatym dnem

Adhezivni podlozka na tiepacku Sticky

Pad
Analytické vahy

Aparatura pro filtraci

Autoklav Varioklav 300/400/500 EP-Z

Automatické pipety Discovery
Automatické pipety Pipetman
Centrifuga Allegra X-22R
Centrifuga EBA 12 R
Centrifuga Universal 320R
Ctecka mikrotitraénich desti¢ek
Sunrise V4.51

Filtry pro sterilizaci 0,22 pm
Filtry pro sterilizaci 0,22 pm
Hemocytometr

HPLC systém AKTAbasic

Inkubator CO, 18AIC

Kahan Fuego SCS

Kahan

Kolona Hitrap MabSelect SuRe
Kolona Superdex 200 10/300 GL
Koncentratory Amicon

Kryci skla 24 x 66 mm

Krystaliza¢ni screen JCSG+ Suite

Biohit, USA

TPP, USA

New Brunswick Scientific,
USA

AND, USA
Sigma-Aldrich, Némecko
H+P Labortechnik GmbH,
Némecko

HTL, Polsko

Gilson, USA

Beckman Coulter, USA
Hettich, Némecko
Hettich, Némecko

Tecan, Némecko

TPP, Svycarsko
Corning, Némecko
INCYTO, Korea
Amersham Biosciences,
Svédsko

Sanyo, Japonsko
VERKON, CR

zavod Votice, CR

GE Healthcare, Svédsko
GE Healthcare, Svédsko
Millipore, USA
Hirschmann Laborgerate,
Némecko

Qiagen, Holandsko

23



Krystaliza¢ni screen INDEX
Krystaliza¢ni screen MIDAS HT-96
Krystaliza¢ni screen MORPHEUS HT-96
Krystaliza¢ni desticka Intelli - Plate 96
Lahve ¢tverhranné s prody$nymi vicky

Laminarni box Clean Air Techniek B.V.

Lednice 225 R (4 °C)

Mikrocentrifuga MiniStar silverline
Mikroskop inverzni AE31

Mikroskop fluorescen¢ni Olimpus Cell"R

Mrazici box (-20 °C)

Mrazici box Ultra-low UDF-U53V

(-80 °C)

pH metr ino Lab

Pipetovaci nastavec Midiplus

Plastik pro tkanové kultury

Podlozni sklicka Supersoft plus
Pritokovy cytometr BD LSR 11
Predvazky KB1200-2

Robot Crystal Gryphon

Rotacni vakuova odparka SpeedVac 110
Souprava pro SDS-PAGE

Souprava PureLink HiPure Plasmid DNA
Spektrofotometr NanoVue Plus
Termoblock LS1

Ttepacka Orbi-Safe TS NetWise
Ttepacka Multitron Cell

UV/Vis spektrofotometr UV2 Series
Varic¢

Vodni lazen

Vodni lazen TW2

Hampton Research, USA
Molecular Dimensions, USA
Molecular Dimensions, USA
Art Robbins Instruments, USA
Schott Duran, Némecko
PMV a Telstar company,
Belgie

Calex, CR

VWR, USA

Motic, Némecko

Olympus Corporation,
Japonsko

Calex, CR

Sanyo, Japonsko

Schoeller, Némecko
Biohit, USA

Corning, Némecko
Thermo Scientific, USA
BD biosciences, USA
Kern, Némecko

Art Robbins Instruments, USA

Savant, USA
Bio-Rad, USA
Invitrogen, USA

GE Healthcare, UK
VLM, Némecko
Schoeller, Némecko
Infors HT, Svycarsko
Unicam, UK

ETA, CR

Memmert, Némecko

Julabo, Némecko
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Vortexovy mixér

Zdroj deionizované vody Milli Q
Zdroj napéti EC 250-90

Zdroj napéti PS 251-2

3.2. Chemikalie

Agar

Akrylamid

Ampicilin 200 mg/ml
APS

Azid sodny
Bromfenolova modi
BSA

Coomassie Brilliant Blue R-250
Cinidlo dle Bradfordové
EDTA

Endo F;

ExCELL293 médium
Ethanol

Freestyle F17 médium
Glycerol

Hoechst 33258-A

Konzervaéni olej Fluoroshield s DAPI

Kvasni¢ny autolyzat

Kyselina octova

L- Glutamin

Laktoza

Linearni PEI 25 kDa

NHS - DyLight 488

Nosi€ pro chromatografii Talon

PCR H,O

VELP Scientifica, Italie
Millipore, USA

EC Apparatus Corporation, Uk
Sigma-Aldrich, USA

Oxoid, Anglie

Sigma, USA

Biotika, SR

Serva, USA

Serva, USA

Lachema, CR

New England Biolabs, USA
Serva, USA

Bio-Rad, Némecko

Jersey Lab Supply, USA

Mgr. Jan Blaha a Barbora Kalouskova,

PiF UK, Praha

Sigma, USA
Lach-Ner, CR

Gibco Invitrogen, USA
Lach-Ner, CR

Gibco Invitrogen, USA
Sigma, USA

Imuna Pharm, SR
Lach-Ner, CR

Sigma, USA

Roth, Némecko
Polysciences, USA
Thermo Scientific, USA
Clontech, USA
Top-Bio, CR
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Penicillin G sodna stl
Protein A
Protein-A-agarosa
SDS

Streptomycin siran
TEMED

Triton X-100

Tris

Trypanova modf
Trypton

Trypton N1

Tween 20

Tissue Tek zmrazovaci roztok

Ostatni bézné chemikalie

Duchefa Biochemie, Nizozemsko
Sino Biological , Cina
Sigma, USA

Jersey Lab Supply, USA
Serva, USA

Serva, USA

Serva, USA

Roth, Némecko

Sigma, USA

Oxoid, Anglie

Organo Technie, Kanada
Sigma, USA

Sakura, Japonsko
Lach-Ner, CR

3.3. Bakterialni kmeny a bunécné linie

E. coli DH5a Life Technologies, USA

HEK293S GnTI Americka sbirka bunéénych linii
(ATCC)

HEK293T Dr. Radu A. Aricescu, University
of Oxford, UK

Slezinné butiky BALB/c a RNDr. Jakub Tomala, MBU AV CR,

C57BL/6 V.V

Nadorové linie 38C13, EL4 IL2
YAC-1, IC21, 471, LL2, CT26,

B16F10

RNDr. Jakub Tomala, MBU AV CR,

V.V.i.
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3.4. Vektory

pYDS5 Dr. Yves Durocher, CNRC,
Kanada

3.5. Roztoky a média

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

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

Citratovy pufr: 0,1 M citrat sodny, 0,15 M NaCl, 10m M NaNs, pH = 3,0

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

ExCELL293 médium: zakoupeno hotové médium (Sigma, USA) a pfed pouzitim
doplnéno o L-glutamin (vysl. konc. 4 mM)

FACS roztok: PBS-TK pufr (viz nize) + 2,5 mM EDTA

Freestyle F17 médium: zakoupeno hotové médium a pted pouzitim doplnéno o

L-glutamin (vysl. konc. 4 mM), Pluronic F-68 (vysl. konc. 0,1 %)

HEPES pufr = pufr pro gelovou filtraci: 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 10 mM
NaNs; pH =7,5

LB agar s ampicilinem: 1,5 % agar v LB médiu, 100 pg/ml ampicilinu
LB médium: 1 % trypton, 0,5 % kvasniény extrakt, 1 % NaCl, pH =7,4
MES pufr: 20 mM MES, 100 mM NaCl, 10 mM NaNs, pH =5,0
Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE: 35 % ethanol, 10 % CH3;COOH
PBS pufr: 50 mM Na,HPO,4, 300 mM NaCl, 10 mM NaNs;, pH =7,0
PBS pufr s imidazolem: 50 mM Na;HPO,4, 300 mM NaCl, 10 mM NaN3,

250 mM imidazol, pH=7,0
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PBS-TK pufr: 10 mM Na;HPO4, 150 mM NaCl, 2 mM KCI, 2 mM KH;POy,

pH=7,0

Pufry k soupravé PureLinkTM HiPure Plasmid DNA:

Roztok E4 (elué¢ni pufr): 100 mM Tris-HCI, 1,2 M NaCl, pH = 8,5

Roztok EQ1 (ekvilibraéni pufr): 0,1 M octan sodny, 0,6 M NaCl,
0,15 % (v/v) Triton X-100, pH =5,0

Roztok L7 (lyzujici pufr): 0,2 M NaOH, 1 % (w/v) SDS
Roztok N3 (srazeci pufr): 3,1 M octan draselny, pH = 5,5

Roztok R3 (resuspendacni pufr): 50 mM Tris, 10 mM EDTA,
20 mg/ml RNasa A, pH = 8,0

Roztok W8 (oplachovaci pufr): 0,1 M octan sodny, 825 mM NacCl,

pH =5,0

TES pufr: 10 mM Tris, 2 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1 mM NaNs, pH = 8,0

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

20 % glycerol, 4 % SDS, 0,2 % bromfenolova modf, pH = 6,8

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

4.1. Transformace

Kompetentni buiiky kmene DHS5a bakterie Escherichia coli byly ponechany
30 minut na ledu, aby pozvolna rozmrzly (byly uchovavany v -80 °C). K 150 ul
bunék bylo pfidano 1-2 pl plazmidové DNA (byl pouzivan jiz dfive pfipraveny
plazmid pYDS5, do n¢jz byla vloZzena sekvence NKR-P1C, nami znaceny jako
pYD5-N1, vice viz 5.1) a takto vznikla smés byla 30 min inkubovana na ledu.
Nasledné byl proveden tepelny Sok, kdy byla smés ponoiena do vodni 1azné o teploté
42 °C na 1 min a po uplynuti této doby byla smés ihned vracena na led. Poté byl
pfiddn 1 ml sterilntho LB média a smés byla inkubovdna 60 min pii 37 °C.
Nasledovala centrifugace 5 min p#i 3000 x g, supernatant byl skoro cely odstranén
ave zbylém mnozstvi (cca 100 pl) byla peleta resuspendovana. Suspenze byla
nanesena a rozetfena na Petrtho misku sLB agarem a pfiSlusSnym
antibiotikem — ampicilin (100 pg/ml). Bakterie byly inkubovany 16 hod pii 37 °C

v termostatu.

4.2. Izolace plazmidové DNA

Pro ptipravu zasobniho mnozstvi plazmidu byly kolonie narostlé na LB agaru
setfeny z Petriho misek s n¢kolika ml LB média a pteneseny do 2 | Erlenmeyerovy
bariky s 500 ml LB média s ampicilinem (100 pg/ml). Tato kultura byla inkubovana
na tfepacce po dobu 16 hod pii 37 °C a 220 ot/min. Nasledovala centrifugace
v 250 ml kyvetach, 15 min pii 4500 x g. Peleta byla resuspendovana v 30 ml TES
pufru na vortexovém mixéru a suspenze byla rovnomérné rozdélena do dvou 30 ml
polypropylenovych kyvet a znovu centrifugovana 15 min pii 4500 x g. Dalsi postup
byl proveden dle navodu v komeréni soupravé PureLink HiPure Plasmid DNA
(Invitrogen, USA) [51]. Po eluci bylo ptidano 10,5 ml piedchlazeného isopropanolu,
smés byla promichana a ponechana 30 min v lednici. Nasledovala centrifugace
30 min pii 4 °C a 15000 x g. Supernatant byl odstranén a bylo pfidano 5 ml 70 %
ethanolu na oplachnuti pelety DNA a znovu odstiedéno 15000 x g, 5 min pii 4 °C.

Supernatant byl odstranén a peleta byla vysuSena na rotacni vakuové odparce a
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nasledné rozpusténa v 1 ml dH,O. Nakonec byla zméfena koncentrace a Cistota na

spektrofotometru jako absorbance pii 260 a 280 nm.

4.3. Rozmrazovani bunécné linie HEK293S

Do 15 ml sterilni zkumavky s vickem bylo pipetovano 10 ml kultiva¢niho
média, které bylo predehtaté na 37 °C. Byla pouzita smés médii ExCELL293 a F17 v
objemovém poméru 1:1. Kryozkumavka s alikvotem bunék, ktery obsahoval 1 ml
suspenze o hustotd 5.10° ml™ byla rychle rozmrazena ve vodni lazni pfedehfaté na
teplotu 37 °C a obsah kryozkumavky byl ptenesen do pfipraveného média. Vysledna
suspenze byla promichana a centrifugovana pii 200 x g, 3 min. Od bunék byl
odstranén supernatant a bunky byly resuspendovany v 10 ml média a pfeneseny na

Petriho misku.

4.4. Suspenzni kultivace

Bunky byly kultivovany v inkubatoru pii 37 °C, 5 % CO, v EXCELL293/F17
médiu v poméru 1:1 a subkultivovany fedénim Cerstvym médiem tak, aby se jejich
hustota pohybovala v rozmezi 0,2 az 2.10° ml™ a to jak na Petriho miskéch, tak ve
¢tverhrannych lahvich na tfepacce. Standardni postup vypadal nasledovné: 2 — 3 dny
po rozmraZeni dosahly buitky na 10 cm Petriho misce hustoty kolem 2.10° ml™.
Buniky byly rozmichany 10 ml pipetou s pipetovacim néstavcem a ziedény cerstvym
médiem 1:3 na celkem 3 x 10 cm Petriho misky. Za dalsi 2 — 3 dny byly bunky
stejnym postupem pievedeny do 75 ml média v 250 ml ¢tverhranné lahvi s vickem s
prody$nym filtrem. Ttepany byly na orbitalni tfepaéce vybavené adhezivni
podlozkou rychlosti 135 ot./min (rotacni primér 19 mm) uvnitf inkubatoru. Za téchto
podminek je optimalni objem média 30 — 40 % objemu lahve. Za dalsi 2 — 3 dny byla
suspenze prenesena do 1 1 ¢tverhranné ldhve a zfedéna na 400 ml Cerstvym médiem,
po dosazeni pozadované hodnoty bun&éné hustoty (1 — 2.10° mI™), byla provedena

transfekce (viz 5.4) nebo byla suspenze subkultivovana dale.
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4.5. Pocitani bunék

Pomoci hemocytometru byly builkky pocitany manudlné, odebralo se 20 pul
bunécné suspenze, ktera se v mikrozkumavce smichala se 160 pl 0,4 % roztoku
trypanové modii v PBS-TK. Smés se nechala inkubovat 5 min a nasledné bylo 20 ul
smési pipetovano do hemocytometru. Buiiky byly spocitany, zivé (prithledné) 1 mrtvé
(modré) ve vSech deviti ctvercich zvlast. Hodnoty z kazdého Ctverce byly secteny,
vynasobeny faktorem 1.10%a faktorem fedéni 9 a podé&leny poétem &tverci 9 (faktor
fedéni se vykrati s poctem ctvercli). Tato primérna hodnota na Ctverec odpovida
bunécné hustoté v jednotkach 10° mI™. Viabilita, tedy procento zivych buné¢k

odpovida podilu poctu zivych bunék a souctu vSech bunék vynasobeného stem (%).

4.6. Tranzientni transfekce v bunécné linii 293S

Bunky rostouci ve ¢tverhranné lahvi s prodySnym vi¢kem na tfepaccce byly
spoCitany a byla urena bunécnd hustota. Pro vysokohustotni produkei (pocatecni
produkéni hustota ~ 2,0) bylo 800 — 1000.10° bun&k 293S postupng centrifugovéano v
50 ml sterilnich zkumavkach s vickem pfti 20 °C, 200 x g, 5 min. Supernatant byl
odstranén (slitim do odpadni kadinky) a pelet byl resuspendovan v takovém objemu
média F17, aby vysledna buné¢na hustota béhem transfekce byla 20. 10°mlta bunky
byly ptevedeny do ¢tythranné lahve ve které bude produkce probihat.

Pro pfipravu transfekéni smési bylo potfebné mnozstvi plasmidu (podle
zvoleného celkového poctu bunck; 2 pg DNA na 10° bun&k) smichano s 10 ml
PBS-TK a sterilizovano filtraci pies 0,22 um filtr do sterilni zkumavky. V dalsi
zkumavce bylo IPEI (10 mg/ml v hmotnostnim poméru s DNA 1:6) smichano
s 10 ml PBS-TK. Tato smés IPEI a PBS-TK byla pfimichana do sterilni zkumavky ke
smési DNA a PBS-TK. Vysledny roztok byl dikladné protfepan a inkubovan 5 minut
(dojde k lehkému zakalu) a poté byl pfidan k pfipravené bunééné suspenzi, ktera byla
nasledné inkubovana po dobu 4 hodin na tiepacce v inkubatoru pti 37 °C, 135 rpm.
Nasledné¢ bylo k suspenzi pfiddino ExCELL293 médium do vysledného objemu
400 ml (vysledna pocateeni produkéni bun&éna hustota byla 2.10° mlI™). Dale byly
pfidany 4 ml antibiotika penicilin (1000 U/ml), streptomycin (100 pg/ml) a 1,6 ml
kyseliny valproové (0,5 M VPA). Nasledujici den bylo pfidano 10 ml 20 %
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Tryptonu N1 (vysledna 0,5 % koncentrace TN1) pro dodani zivin. Produkce
probihala nésledujicich 4 — 6 dni. Pfed ukonCenim produkce byla spoctena viabilita
zivych bunék, kterd by neméla klesnout pod 70 %. Produkéni kultura byla
centrifugovana pii 4000 x g, 60 min, 4 °C. Médium bylo zmrazeno a uchovavano pii

-20 °C nebo ihned zpracovano.

4.7. Tranzientni transfekce v bunécné linii 293T

Podobny postup jako v 4.6 (tranzientni transfekce v bunécné linii 293S). Jednim
z rozdilu bylo, ze po spocteni bunc¢k 293T (produkéni hustota ~ 2,0) byly bunky
centrifugovany (20 °C, 200 x g, 5 min), supernatant byl dostranén a pelet byl
resuspendovan v 200 ml F17 média do 1 1 ¢tverhrannych lahvi s prody$Snym vickem.
Bynky byly tiepany na tiepacce v inkubatoru pti 37 °C, 135 rpm do druhého dne.
Nasledujici den byla k bunkam piidana transfekéni smés. Tato transfekéni smés byla
pfipravena obdobnym postupem jako v bod¢ 4.6, jen bylo pouZzito 1 ug DNA na 10°
bunck a pomér DNA: IPEI byl 1:3. Postup pfipravy trasfekéni smési zustal jinak
nezménén. Transfekéni smés byla ptidana k bunééné suspenzi a inkubovana po dobu
4 hodin na tfepacce v inkubatoru pii 37 °C, 135 rpm. Nasledujici prab¢h transfekce i

jeji ukonceni je shodné s postupem v bodé¢ 4.6.

4.8. Afinitni chromatografie

Nizkotlaka kolona HiTrap MabSelect SuRe byla ptipojena k HPLC systému a byl
nastaven tlakovy limit 0,3 MPa. Kolona byla promyta 0,1 M NaOH, destilovanou
vodou a PBS pufrem (pH =7) pfi prutoku 1 ml/min. Nasledné¢ byl na kolonu
aplikovan vzorek média, ktery byl prefiltrovany pies 0,22 um filtr. Rychlost pratoku
byla zvolena na 5 ml/min. Po naneseni veSkerého vzorku byl na kolonu opét
piivadén PBS pufr po dobu, dokud neklesla absorbance pozorovana pii 280 nm na
puvodni hladinu. Proteiny, které se zachytily na kolon¢ ptes Fc fragment byly
eluovany citratovym pufrem (pH = 3) o pratoku 1 ml/min. Frakce z eluce byly
sbirany do zkumavek s vickem. Po eluci byla kolona 1 systém promyta 0,1 M NaOH,

PBS pufrem, potom destilovanou vodou a nakonec 20 % Ccistym ethanolem, ve
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kterém byla i uchovavana. Elu¢ni frakce byla zneutralizovana 1,5 M Tris (pH = 8,8)

na pH = 7 (vzhledem k pH elu¢niho pufru bylo ptidano 1/10 objemu frakce).

4.9. ZKkoncentrovani proteinu

Elu¢ni frakce byly zkoncentrovany na centrifuze Allegra X-22R pii 4000 x g
pomoci koncentratori Amicon s membranou propustnou pro molekuly o
Mr <10 000 za laboratorni teploty na objem pfiblizn¢ 200 pl. Po pouziti byly
koncentratory umyty destilovanou vodou, V niz byly i uchovavany pfi teploté 4 °C v

lednici.

4.10. Gelova permeacni chromatografie

K HPLC systému byla za pratoku 0,5 ml/min destilované vody ptipojena kolona
Superdex 200 10/300 GL. Byl nastaven tlakovy limit 1,5 MPa a kolona byla promyta
nejprve destilovanou vodou, 1 M NaOH a opét destilovanou vodou. Potom byla
kolona pievedena do HEPES pufru pro gelovou permeaéni chromatografii.
Zakoncentrovany vzorek byl aplikovan na ekvilibrovanou kolonu a byly jimany
frakce. Kolona i systém byly po promyti destilovanou vodou uchovavany ve 20 %

¢istém ethanolu.

4.11. Stépeni TEV proteasou

Frakce ziskané z gelové permeacni chromatografie byly $tépeny TEV proteasou
(1 pg/ul) v mnozstvi odpovidajicim 1/100 hmotnosti fuzniho proteinu. TEV proteasa
odstépi Fc fragment od fazniho proteinu. Frakce byly dobie promichany, kratce
centrifugovany a §tépeni probihalo hodinu pii 30 °C a nasledné pies noc (i déle az do

dal$iho zpracovani) pii 4 °C.
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4.12. Chelatacni chromatografie

Pro chelatatni chromatografii byl pouzit nosi¢ Talon, ktery je nabity
kobaltnatymi ionty a vaze na sebe ptes histidinovou kotvu TEV proteasu. Do kazdé
frakce byl ptidan nosi¢ v mnozstvi 1 ml na 5 mg proteinu a byl inkubovan po dobu
30 minut na tfepacce pti 110 ot./min, za laboratorni teploty. Nasledné byl nosi¢
zcentrifugovan, frakce byly odpipetovany do Cisté zkumavky s vickem a byla k nim
pfidana protein A agarosa, kterd na sebe vaze odstépeny Fc fragment. Po aktivni
inkubaci 30 minut na téepacce a centrifugaci byly frakce opét piepipetovany do Cisté
zkumavky s vickem. TEV proteasa byla uvolnéna z nosi¢e pomoci PBS pufru
s imidazolem, nasledovala centrifugace a supernatant byl odpipetovan. Talon byl
precistén PBS pufrem, centrifugovan, supernatant byl odstranén, nasledovalo ¢isténi
destilovanou vodou, MES pufrem, znovu destilovanou vodou a skladovan byl v 20 %
ethanolu. Fc fragment byl z protein A agarosy vyvazan eluci citratovym pufrem a po
centrifugovani odpipetovan. Protein A agarosa byla promyta PBS pufrem,

destilovanou vodou a uchovavana v 20 % ethanolu.

4.13. SDS elektroforéza

Pro polyakrylamidovou gelovou elektroforézu (SDS-PAGE) [52] byl pfipraven
15 % separacni gel. Na piipravu 2 geld bylo pipetovano: 1,8 ml ddH20, 4 ml AA,
2ml 1,5M Tris o pH = 8,8, 80 ul 10 % SDS, 80 ul 10 % APS a 4 ul TEMED.
Nasledné byl pfipraven zaostfovaci gel, ktery ma mensi hustotu a nizs$i pH. Vzorek
proto rychleji migruje a nakumuluje se na rozhrani gell, ¢imz je zaji$téna vétsi
presnost déleni a lepsi rozliSeni v gelu separacnim. Zaostfovaci gel byl pfipraven
pipetovanim 1,4 ml dH,0, 0,5 ml AA, 0,25 ml 1 M Tris o pH = 6,8, 20 ul 10 % SDS,
20 ul 10 % APS a 3 pl TEMED. Takto ptipraveny gel byl vlozen do aparatury a byly
na n¢j naneseny vzorky.

Vzorky pro SDS elektroforézu byly pfipraveny v redukujicim a neredukujicim
prostiedi. Vzorek byl ptipraven smichanim s 2 x koncentrovanym redukujicim, nebo
neredukujicim vzorkovym pufrem v poméru 1:1. Nasledné byly vzorky 5 min
povafeny a centrifugovany pii 18000 x g, 5 min za laboratorni teploty. Takto

pfipravené vzorky byly nanaseny na gel v mnozstvi 10 pl vzorkli a 5 pg standardu.
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Elektroforéza probihala 1 hodinu pii napéti 200 V. Po skonéeni byly gely barveny
20 min v barvici 1azni na tfepacce a poté odbarveny v odbarvovaci lazni do uplného

odbarveni pozadi gelu.

4.14. Stanoveni koncentrace proteinti podle Bradfodové

Stanoveni koncentrace proteinti touto metodou je zalozeno na posunu
adsorp¢niho maxima (A = 465 nm) barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 (¢inidlo
dle Bradfordové), ke kterému dochazi pti adsorpci barviva na molekuly proteinu.
Po adsorpci ziska barvivo modrou barvu, zatimco nenavazané barvivo je hnédé. Diky
tomu lze stanovit koncentraci spektrofotometricky pti vinové délce 595 nm. Mira
absorbance je pii této vinové délce pfimo imérna koncentraci proteinu.

Koncentrace ptecisténého proteinu byla stanovena Vv 96 jamkové desticce.
Ke 200 ul ¢inidla dle Bradfordové, bylo vzdy pridano 5 ul standardu BSA
pro vytvoteni kalibra¢ni fady o koncentracich 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8;
0,9; 1,0mg/ml. Ke 200 pl c¢inidla dle Bradfordové bylo ptfidano 5 pl roztoku
proteinu a smés byla inkubovana 5-15 min za laboratorni teploty. Absorbance vzorkt
byla zmétena pii 595 nm cteCkou mikrotitracnich desticek Tecan Sunrise V 4.51.
Vynesenim hodnot do grafu a proloZenim rovnici linedrni regrese, lze vypocitat

koncentraci proteinu v paralelné zméteném vzorku.

4.15. Deglykosylace proteinu

Deglykosylace proteinu pYD5-N1 byla provedena pomoci enzymu Endo F1,
ktery byl pfipraven Mgr. Janem Blahou a Barborou Kalouskovou v ramci jeji
bakalarské prace. Endo F1 z Flavobacteria meningoseptica byla pfipravena jako
fazni protein s glutathion — S — transferasou ( byla zaklonovana do plazmidu pGEX3
a heterologné exprimovana v E.Coli BL21 Gold DE3), purifikovana byla dle [53].

K proteinu byl pfidan reakéni pufr G5 o ¢ = 0,5 mg/ml v poméru protein:G5 10:1.
Pufr G5 se do reakce ptidava pro upravu pH, které by se mélo pohybovat kolem

pH =5.5. Nasledn¢ byla k proteinu pfidaina Endo F; 0 ¢= 1 mg/ml, v molarnim
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poméru 10:1. Tato smés byla §tépena pii 37 °C po dobu 60 min. Deglykosylace byla
nasledné ovérena na SDS PAGE.

4.16. Odstranéni Endo F1 z proteinu

K deglykosylovanému proteinu byla pfidana Glutathion Sepharosa, ktera na sebe
vaze Endo F;. Na 3 mg proteinu bylo pouzito 100 pl nosice Glutathion Sepharosy.
Nasledovala inkubace na tfepacce 30 minut pii pokojové teploté. Centrifugovanim
proteinu byl oddélen supernatant, ktery byl piepipetovan do Cisté zkumavky. Protein
byl zkoncentrovan a byla provedena gelovd permeacni chromatografie a SDS
elektroforéza pro kontrolu, zda byla veSkera Endo F; odstranéna. Glutathion
Sepharosa byla promyta PBS s glutathionem, vzdy nasledovala inkubace 15 minut,
centrifugace a sliti supernatantu. Nasledovalo promyti PBS, destilovanou vodou a

nakonec 20 % ethanolem, ve kterém byla pti 4 °C uchovavana v lednici.

4.17. Krystalizace proteinu

Krystalizace proteinu je dileZita pro zjisténi jeho struktury, kdy se molekuly
Vv krystalu uspotadaji v pfesném a pravidelném potadi. Pro ur€eni pocatecnich
podminek napomdhaji soupravy komer¢nich roztokid. Piesto je vSak krystalizace
proteinu zaloZena na metod¢ pokus — omyl, jelikoZz ji ovliviiuje velké mnozstvi
proménnych, jako je napiiklad: pomér koncentrace srazedla a proteinu, teplota, pH,
aj. Pti tvorbé krystalu je prvni fazi nukleace, kdy dochazi k vytvofeni krystaliza¢niho
jadra, které potom udava uspotadani celého krystalu. Systém musi byt v pfesyceném
nerovnovazném stavu, kdy je mnoZzstvi proteinu nad ramec jeho rozpustnosti, po
ustanoveni rovnovahy dojde k vzniku pevnych ¢astic jako je krystal, nebo precipitat.
Je tieba dostat se do oblasti nukleace, ktera je idealni pro tvorbu krystalizacnich
jader, v metastabilni oblasti dale dochazi k riistu stavajiciho krystalu (obr. 6, str. 37)
[54].

Krystalizace probihala na BTU AV CR, v. V. i., pomoci robota Crystal Gryphon
bylo naplnéno vSech 96 jamek rezervoarii sadou srazedel. Pro krystalizaci byly
pouzité komer¢ni sady JCSG+ Suite, INDEX, MIDAS a MORPHEUS. Na
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krystaliza¢ni desticku Intelli-plate 96 bylo robotem napipetovano do kazdé pozice
ptislusné mnozstvi srazedla (200 nl, 150 nl a 100 nl). Nésledné byl robotem
pipetovan z mikrozkumavky deglykosylovany protein NKR-P1C (100 nl, 150 nl a
200 nl), tedy v poméru ke srazedlu 1:2, 1:1 a 2:1. Takto bylo piipraveno na kazdé
desticce 96 raznych 300 nl pokust typu ,sedici kapka“. Desky byly nakonec
ptelepeny specialni té€snici prihlednou folii, aby nedochédzelo k nezadoucimu
odpafovani a vysychani roztokli. Desky byly uchovavany v mistnosti s konstantni
teplotou 20 °C. Krystalizacni experimenty byly sledovany pomoci optického

mikroskopu s polariza¢nim filtrem minimaln¢ jednou za 14 dni.

A

supersaturace

oblast nukleace

krystalizace

koncentrace proteinu

metastabilni
oblast nenasyceni T oblast
kiivka rozpustnosti >

koncentrace srazedla
Obr. 6: Fazovy diagram popisujici krystalizaci proteinu, upraveno dle [54].

4.18. Fluorescencni znaceni proteinu A

Protein A byl rozpustén v 0,05 M kys. borité, pH = 8,0 do vysledné koncentrace
¢ =10 mg/ml. Z takto pfipraveného proteinu A byly odebrany 2 mg a napipetovany
do alikvotu ¢inidla NHS — DyLight 488 a inkubovany hodinu pfi pokojové teploté.
Separace piebyteéného ¢inidla a naznaceného proteinu A byla provedena gelovou
permeacni chromatografii na koloné Superdex 200 HR 10/300 GL s detekeci
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pii 280 nm v HEPES pufru. Vzorky byly uchovavany pii 4 °C v temnu — zkumavky
byly obaleny hlinikovou folii.

4.19. Vytvoreni komplexu znaceného proteinu A s fiznim
proteinem pYD5-N1

Fuzni protein se na protein A vaze prostfednictvim Fc fragmentu. Protein A
poskytuje 5 vazebnych mist, proto byl ke zna¢enému proteinu A piidan fuzni protein
pYD5-N1 v molarnim poméru 1:5. Nasledovala inkubace 10 minut a ovéteni vzniku
komplexu gelovou permeacni chromatografii.

Nasledné byl vzhledem k vysledkiim optimalizovan ¢as inkubace na 2 dny pfi
4 °C a mnozstvi piidaného fazniho proteinu bylo zvySeno do poméru 1:20, aby byl
fazni protein v nadbytku. Vznik komplexu byl ovéfen na gelové permeacni
chromatografii. Vzorky byly uchovavany pii 4 °C v temnu — zkumavky byly obaleny

hlinikovou folii.

4.20. Znaceni mySich tkani fuznim proteinem v komplexu
se znaCenym proteinem A a fluorescen¢ni mikroskopie

Ve spolupraci s Laboratofi bundéné biologie vedené doc. Janem Cernym Ph.D a
za pomoci Mgr. Valérie Grobarové Ph.D, jiz byly poskytnuty kryofezy mysi sleziny
a tenkého stfeva, bylo provedeno znaceni fuznim proteinem v komplexu
s proteinem A, ktery byl znaceny fluorescenéni zna¢kou DyLight 488. Mysi tkané
byly inkubovany v 3,8 % formaldehydu v PBS pufru, dale pak v 20 — 30 % sacharose
v PBS pufru a ponechany ve 4 °C v lednici pies noc. Nasledné byl na tkan¢ nanesen
zmrazovaci roztok Tissue-Tek a tkan byla zmrazena na suchém ledu. Poté byly na
kryostatu vytvofeny 10 nm tenké fezy a fixovany na podlozni skli¢ka Supersoft plus.

Na 5 sklicek obsahujicich vzdy 2 x fez sleziny a 2 x fez tenkého stfeva byl
nakapan 0,5 % Triton X-100 v PBS pufru a dale PBS pufr pro oplach. Pufr byl slit a
oplach PBS pufrem byl alesponi 5 % zopakovan pro kazdé sklicko. Nésledné bylo na
kazdé sklicko na tkan€ nakapano 200 pl 1 % BSA (blokovaci pufr) a 10 minut

probihala inkubace. Sklicka byla oznaena: negativni kontrola (inkubace pouze
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s pufrem), kontrola 1 (znaCeny protein A, ¢ = 0,1 pg/ml), kontrola 2 (znaeny
protein A, ¢=1,0pug/ml), vzorek 1 (fuzni protein v komplexu se znafenym
proteinem A, ¢=0,1pg/ml), vzorek 2 (fuzni protein v komplexu se znaenym
proteinem A, ¢=1,0pug/ml). Vzorky byly nafedény 1 % BSA na uvedené
koncentrace a po inkubaci byly napipetovany na tkdn€. Na negativni kontrolu nebyl
nanesen zadny vzorek. Vzorky byly zakryty hlinikovou f6lii a inkubovany 1 hodinu
pti pokojové teploté. Nasledovaly oplachy PBS pufrem, alespoil 5 x kazdé sklo a po
odstranéni PBS byla skla zakapana konzervacnim olejem Fluoroshield obsahujici
barvivo DAPI (barvi buné¢na jadra) a prikryta krycim sklickem. Vzorky byly zakryté
hlinikovou folii a dany do druhého dne do lednice pii4 °C. Nasledovala detekce

na fluorescen¢nim mikroskopu Olympus Cell*R.

4.21. Hledaniligandu na bunécnych liniich pomoci
priitokové cytometrie

Ve spolupraci s RNDr. Jakubem Tomalou (Laboratof nadorové imunologie, MBU
AV CR, v. v. i.), byly rozmraZzeny a rozpéstovany bun&né linie slezinnych bunék
(linie BALB/c a C57BL/6) a nadorové linie (38C13, EL4 IL2, YAC-1, IC21, 4T1,
LL2, CT26, B16F10). Tyto liniec byly pipetovany na 96 jamkovou destiCku
s kulatym dnem (kazda fada desticky pro jednu nadorovou linii A-H, slezinné bunky
na druhé desti¢ce A-B), byly centrifugovany 4 min, 1300 rpm, 4 °C a supernatant byl
odstranén. Pro blokaci bylo pro prvnich 8 jamek u kazdé linie pouzito 15 % mysi
sérum C57BL/6 0 objemu 20 pul a zbylé 4 jamky u kazdé linie byly blokovany
10 pg/ml nezna¢enym proteinem A o objemu 50 pl. Mysi sérum i protein A byly
fedény do pozadované koncentrace FACS pufrem. Nasledovala inkubace 30 minut,
centrifugace za stejnych podminek 4 min, 1300 rpm, 4 °C, po které bylo K liniim
piidano 50 pl vzorkid o ptipravenych koncentracich 0 pg/ml (kontrola), 0,1 pug/ml,
1,0 pg/ml a 10 pg/ml. Jako negativni kontrola byl nanesen vzorek znaceného
proteinu A (znacen fluorescen¢ni sondou DyLight 488) o uvedenych koncentracich
(Jamky 1-4), dale byl pipetovan komplex fuzniho proteinu pYD5-N1 se znacenym
proteinem A (jamky 5-8) a stejny komplex byl pipetovan i do jamek 8-12, které byly
pfedinkubovany neznaCenym proteinem A. Po dalSi 30 minutové inkubaci byl

proveden 2 x oplach FACS pufrem o objemu 200 pl. Po centrifugaci bylo k vzorkiim
39



pipetovano 100 pul FACS pufru a vzorky byly méfeny na pritokovém cytometru BD
LSR 1l (Centrum pro cytometrii a mikroskopii, MBU AV CR, v. v. i.). K buiikdim
bylo ptidano tésné pred analyzou fluorescencni barvivo Hoechst 33258-A pro uréeni
viability. Podle mnozstvi absorbovaného barviva Hoechst se urcuje populace
mrtvych bunék. Vysledna populace zivych bunék byla tedy vybrana jako Hoechst
negativni. Byla méfena fluorescence FITC (fluoreskuje ve stejné oblasti jako
DyLight 488), ktera ukazuje, zda doslo k vazb¢ na ligand, tedy na buné¢nou linii.
Tato odezva byla posuzovana jako procento FITC+ bunék ze vSech zivych (Hoechst

negativnich) bunek.
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5. Vysledky

5.1. Fuzni konstrukt NKR-P1C v plazmidu pYD5

V laboratofi Skolitele RNDr. Ondfeje Vailka, Ph.D. byl pro rekombinantni
expresi proteinit pouzivan jiz diive pfipraveny plazmid, pracovné oznac¢ovany jako
pYD5-N1. Zakladem je plazmid pYDS5 (obr. 7, str. 41), ktery poskytl Dr. Yves
Durocher, CNRC Montreal, Kanada. Plazmid byl upraven, aby obsahoval vhodna
klonovaci mista, diky kterym do né&j byla vlozena sekvence receptoru NKR-P1C z
kmene mysi C57BL/6 v rozmezi AK Q67 az S223.
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Obr. 7: Mapa plazmidu pYD5

Tento konstrukt nese pracovni oznaceni N1, které odpovida extracelularni ¢asti
NKR-P1C. Zahrnuje jak doménu podobnou lektinim C-typu, tak i dimerizaéni kréek
(obr. 8, str. 42). Plazmid obsahuje sekre¢ni signal, nasleduje Fc fragment lidského
IgG, sekvenci rozpoznavanou TEV proteasou a nami vlozeny usek receptoru

NKR-P1C. Vlastni konstrukt pYD5-N1 je tedy fizni protein, ktery mizeme rozstépit
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TEV proteasou (obr. 9 a 10, str. 42). Piiprava NKR-P1C jako fazniho proteinu s Fc
fragmentem lidského 19G, ktery pfirozené tvoii dimer, méla napomoci tvorbé dimeru

také jeho fuzniho partnera, NKR-P1C.

MDTASIYLGLKPPRTLGAWHESPPSLPPDACRCPRSHRLALKLSCAGLIL
LVLTLIGMSVLVRVLVOKPSREKCCVFIOENLNKTTDCSVNLECPQDWL

LHRDKCFHVSQVSNTWEEGQADCGRKGATLLLIQDQEELRFLLDSIKEK
YNSFWIGLRFTLPDMNWKWINGTTFNSDVLKITGVTENGSCASILGDKV

TPESCASDNRWICQKELNHETPSNDS

Obr. 8: Sekvence mMNKR-P1C, barvy znazorfuji intracelularni Cast,
transmembranovy tsek a konstrukt N1 (extracelularni ¢ast receptoru), ve kterém jsou

zvyraznény cysteiny a potencialni mista N-glykosylace, podtrzeny tsek kontruktu

N1 znazornuje oblast kréku.

METDTLLLWVLLLWVPGSTGAGSTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPK
DTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY

NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTT

PPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSL
SPGKASGAGSTTENLYFQGTGOKPSREKCCVEIOENLNKTTDCSVNLEC

POQDWLLHRDKCFHVSQVSNTWEEGQADCGRKGATLLLIQDQEELRFLL
DSIKEKYNSFWIGLRFTLPDMNWKWINGTTFNSDVLKITGVTENGSCASI
LGDKVTPESCASDNRWICQKELNHETPSNDSGT

Obr. 9: Sekvence konstruktu pYD5-N1 obsahuje sekrec¢ni signal, Fc fragment
lidského IgG po kterém nasleduje sekvence, kterou rozpoznava TEV proteasa, dale
navazuje sekvence konstruktu N1, v némz jsou zvyraznény Cysteiny a potencialni
mista N-glykosylace, AK TG/GT jsou klonovaci mista. Sekvence konstruktu

pYD5-N1 je ndmi oznacovana jako fuzni protein FP .

GTGOQKPSREKCCVFIQOENLNKTTDCSVNLECPQDWLLHRDKCFHVSQV
SNTWEEGQADCGRKGATLLLIQDQEELRFLLDSIKEKYNSFWIGLRFTL
PDMNWKWINGTTFNSDVLKITGVTENGSCASILGDKVTPESCASDNRWI
CQKELNHETPSNDSGT

Obr. 10: Produkt NKR-P1C po odstépeni Fc fragmentu TEV proteasou. Cysteiny
Vv oblasti krcku, tedy Cysl1, Cysl2 a Cys25 jsou dimeriza¢ni. Dalsi cysteiny jsou
spolu spojené disulfidickymi mustky, konkrétné Cys31 — Cys42, Cys59 — Cysl47,
Cys126 — Cys139.
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5.2. Priprava zasobniho mnozstvi plazmidu pYD5-N1

Kompetentni buiiky E. Coli byly transformovany plazmidem pYD5-N1 viz

kapitola4.1. Kolonie narostlé na agaru byly druhy den pieneseny do

Erlenmeyerovych ban¢k a po 16 hodindch kultivace byly buiiky centrifugovany.

Nasledné byla provedena izolace plazmidu podle bodu 4.2. Na spektrofotometru byly

zméfeny hodnoty absorbanci pii 260 a 280 nm (tab. 5.1) a nasledné byla spoctena

koncentrace DNA [55] a ¢istota plazmidu, kterou udava pomér absorbanci 260/280

nm (tab. 5.2). Optimalni hodnota ¢ist¢é DNA se pohybuje okolo 1,8. V piipadé

kontaminace RNA stoupa hodnota absorbance ke 2,0, pokud jde o kontaminaci

bilkovinami, pomér absorbanci 260/280 nm klesd pod optimalni hodnotu, jelikoz

ptitomné bilkoviny zvysuji absorbanci pti 280 nm.

Tab. 5.1: Naméfené hodnoty absorbanci.

plazm id Aoso Aogo
pYD5-N1 0,212 0,139
Tab. 5.2: Koncentrace a ¢istota proteinu.
plazmid C [ng/p] Aze01280
pYD5-N1 10,6 1,53
5.3. Purifikace proteinu pripraveného v bunécné linii
HEK293S

Tranzientni transfekci (4.6) bylo plazmidem pYDS5-NI transfekovdno celkem

1,64.10° bunék a provedena produkce v 800 ml média. Po nésledujicich 4 dnech byla

produkce sklizena. Viabilita bunék byla 87 % a buné¢na hustota se ve vSech lahvich

pohybovala okolo 4,3.10° mI™.
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Médium bylo zfiltrovano ptes 0,22 um filtr a naneseno na kolonku ,,HiTrap mAb
Select Sure™ s protein A agarosou postupem popsanym v bod¢ 4.8. Protein byl na
kolonce zachycen piec Fc fragment a nasledné eluovan citratovym pufrem
0 pH =3 a zneutralizovan. Nasledné byl protein zkoncentrovan (popsano v kapitole
4.9) a vzorky byly nastiiknuty na kolonu Superdex 200 10/300 GL (popsano
v kapitole 4.10). Béhem gelové permeacni chromatografie (GPC) byla sledovana
absorbance pti 280 nm (obr. 11, str. 44) Z uvedené produkce byl protein rozdélen na
celkem tfi nastiiky, jelikoz hrozilo riziko srazeni proteinu pii dalSim koncentrovani.

Zaznamy z GPC jsou obdobné, proto je uveden pouze jeden.

A 280
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Obr. 11: Gelova permeacni chromatografie pYD5-N1. Separace probéhla na koloné

Superdex 200 10/300 GL, ¢islem je oznac¢ena jimana frakce

Frakce z kazdé GPC byla stépena 90 ul TEV proteasy 1 hod pii 30 °C a nasledné
V lednici pti 4 °C pies noc (viz 4.11). Nasledovala chelata¢ni chromatografie s 500 pl
chelata¢niho nosice Talon a 500 pl protein A agarosy postupem popsanym v bod¢
4.12. Poté byla provedena dalsi gelova permeacni chromatografie (3 x GPC/TEV)
(obr. 12, str. 45). Zaznamy ze vSech GPC/TEV jsou obdobné, proto je uveden jen
jeden. Zde mél byt jiz Cisty protein bez Fc fragmentu, ze zaznamu je vSak vidét, Ze

cast Fc fragmentu nebyla odstépena od proteinu. Proto byly frakce 1 a 2 spojeny a
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bylo k nim ptidano znovu 400 ul TEV proteasy (spojeny byly nerozstépené fazni
proteiny ze vSech zdznami GPC/TEV). Nasledn¢ byla stejnym postupem provedena
chelatacni chromatografie s Talonem, protein A agarosou a nakonec GPC/TEV2
(obr. 13, str. 46). Ze vsech chromatografii byla provedena SDS elektroforéza
postupem popsanym v bodé 4.13 (obr. 14, str. 46 a obr. 15, str. 47).

A 280
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Obr. 12: Gelova permeacni chromatografie pYD5-N1 po §tépeni TEV proteasou
(GPC/TEV). Separace prob¢hla na kolon¢ Superdex 200 10/300 GL, ¢isla udavaji
jednotlivé frakce: 1 a 2 je stale nerozstépeny fizni protein pYD5-N1, frakce 3 a 4 je
dimer NKR-P1C bez Fc fragmentu, frakce 5 je monomer NKR-P1C.
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Obr. 13: Gelova permeacni chromatografie pYD5-N1 po druhém $tépeni TEV
proteasou (GPC/TEV2). Separace byla provedena na koloné Superdex 200
10/300 GL, frakce: 1 - 3 odpovidaji fuznimu proteinu pYD5-N1, frakce 4 - 6 je
dimer NKR-P1C bez Fc fragmentu.

250 *

Obr. 14: SDS elektroforéza z gelové permeacni chromatografie po Stépeni TEV
(GPC/TEV), R jsou vzorky v redukujicim pufru, N vzorky v neredukujicim pufru,
1 —frakce 3, 2 — frakce 4, 3 — frakce 5, 4 — odstépeny FC fragment
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Obr. 15: SDS elektroforéza z GPC/TEV2, R jsou vzorky v redukujicim pufru, N
vzorky v neredukujicim pufru,
1 — frakce 3, fazni protein, 2 — frakce 4, obsahuje dimer, 3 —frakce 5, obsahuje

dimer, 4 — frakce 6

Jelikoz TEV proteasy bylo pfiddno jiz dostatené mnozstvi a z SDS
elektroforézy je viditelné, Ze proteiny stale nejsou Cisté a jsou kontaminované Fc
fragmentem, byly frakce 3 — 5 z GPC/TEV a frakce 1 — 6 z GPC/TEV2 spojeny a
byla provedena afinitni chromatografie na kolonce ,,HiTrap mAb Select Sure* ktera
zachytila Fc fragment 1épe nez vsddkovou metodou. Byla sledovana absorbance pfi
280 nm. Pii prutoku naSeho proteinu, ktery se na koloné nezachytil, ale putoval
s mobilni fazi, byla pozorovana zvySena absorbance. Frakce byly jiméany do
zkumavky s vickem a naslednou eluci citratovym pufrem o pH = 3 byl z kolony
vyvazan Fc fragment (viz. 4.8). Nasledovaly dalsi gelové permeaéni chromatografie
(obr. 16, str. 48), které byly provedeny 3 X, zaznamy jsou obdobné, proto je uveden

pouze jeden, a SDS elektroforéza pro ovéteni Cistoty proteinu (obr. 17, str. 48).
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Obr. 16: Gelova permeacni chromatografie pYD5-N1 (GPC). Separace probéhla na
kolon¢ Superdex 200 10/300 GL, ¢isla znaci frakce 1 — 2 — dimer pYD5-N1,

3 — dimer pravdépodobné ve smési s monomerem, 4 — monomer
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Obr. 17: SDS elektroforéza proteinu pYD5-N1, R — znac¢i vzorky v redukujicim
pufru, N — v neredukujicim pufru, frakce 1 a 2 — dimer pYD5-N1 (46 kDa), frakce

3 — smés dimeru a monomeru, frakce 4 — monomer (23 kDa).
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Frakce, kde se dimer nachazel ve smési s monomerem, byly znovu
zkoncentrovany a byla provedena dalsi GPC a SDS elektroforéza (obr. 18 a 19,
str. 49).
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Obr. 18: Gelova permeacni chromatografie pYD5-N1 (GPC). Separace probéhla
na koloné Superdex 200 10/300 GL, ¢isla znaci frakce 1 — 2 — dimer pYD5-N1,

3 — monomer
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Obr. 19: SDS elektroforéza z GPC na obrazku 18, frakce 1, 2 — Cisty dimer, frakce 3

— smés monomeru a dimeru, R — v redukujicim pufru, N — v neredukujicim pufru.
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5.4. Deglykosylace proteinu a jeho krystalizace

Vsechny cisté dimerni frakce byly spojeny a byla u nich zmétfena koncentrace
metodou dle Bradfordové, ktera je popsana vbodé 4.14. Koncentrace byla
0,58 mg/ml v celkovém objemu 5,5 ml proteinu. Celkové mnozstvi piipraveného
proteinu bylo tedy 3,2 mg. Veskery protein byl deglykosylovan enzymem Endo Fq
postupem popsanym v bod¢ 4.15. Byla provedena SDS elektroforéza pro ovéteni,
zda byl vzorek deglykosylovan (obr. 20, str. 50).

S timto pfipravenym proteinem byl paralelné¢ deglykosylovan v druhé zkumavce
protein pYD5-N1 pfipraveny v roce 2012/13, na zac¢atku mého magisterského studia,
stejnym postupem a ktery byl prozatim nevyuzity. Koncentrace proteinu pYD5-N1
z predeslého roku (oznageni pYD5-N1") byla 0,35 mg/ml v celkovém objemu 7 ml,
celkem bylo tedy tohoto proteinu 2,45 mg.

Nasledné byla z proteinti Endo F; odstranéna postupem popsanym v kapitole 4.16.
a byla provedena gelova permeacni chromatografie, pro oddéleni ptipadnych necistot
(obr. 21, str. 51). U proteint byla zméfena koncentrace dle Bradfordové (viz. 4.14), a
proteiny byly zkoncentrovany do vysledné koncentrace 10 mg/ml. Konecné mnozstvi
proteinu pYD5-N1 bylo 3,0 mg a pYD5-N1" 2,1 mg. Deglykosylovany dimer byl

pouzity na krystaliza¢ni pokusy popsané v bod¢ 4.17.
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Obr. 20: SDS elektroforéza proteinu pYD5-N1 pted a po deglykosylaci, R — vzorky

Vv redukujicim pufru, N — vzorky v neredukujicim pufru, frakce 1 — dimer proteinu
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pYD5-N1, frakce 2 — dimer deglykosylovaného proteinu pYD5-N1, 3 — dimer
proteinu pYD5-N1", 4 — deglykosylovaného proteinu pYD5-N1"
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Obr. 21: GPC ¢istého dimeru po odstranéni Endo F;. Separace probéhla na koloné
Superdex 200 10/300 GL.

5.5. Priprava proteinu expresi v bunécné linii HEK293T a
jeho purifikace

Transfekce byla provedena podle bodu 4.7 v celkovém objemu 800 ml média
s mnozstvim 1,52.10° bungk. Po 4 dnech byla produkce sklizena. Viabilita bungk
byla 80 % a bunééna hustota se ve vsech lahvich pohybovala okolo 5,2.10° ml'1.

Médium bylo neseno na kolonku ,,HiTrap mAb Select Sure®, kde se nas protein
zachytil prostfednictvim Fc fragmentu. Bylo postupovano podle bodu 4.8 a eluce
pYD5-N1 byla provedena citratovym pufrem o pH = 3. Nasledovalo zkoncentrovani
proteinu (popsano v kapitole 4.9) a gelova permeacni chromatografie na koloné
Superdex 200 10/300 GL (popsano v kapitole 4.10), kdy byla sledovana absorbance
pii 280 nm (obr. 22, str. 52). Nasledné byla provedena SDS elektroforéza podle bodu
4.13 (obr. 23, str. 52). Ob¢ Frakce byly spojeny a byla zmétena koncentrace dle
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Bradfordové postupem popsanym v bodé 4.14. Celkové mnozstvi proteinu bylo

1,4 mg. Vzorek byl zkoncentrovan (popsano v kapitole 4.9) na koncentraci

4,5 mg/ml.
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Obr. 22: Gelova permeacni chromatografie pYD5-N1, separace probéhla na koloné

Superdex 200 10/300 GL.
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SDS elektroforéza fuzniho proteinu pYD5-N1 produkovaného

v bunécné linii HEK293T, R - v redukujicim pufru, N - v neredukujicim pufru,

Cisla znaci jednotlivé frakce nasbirané pti GPC (viz obr. 22).
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5.6. Tvorba komplexu fiizniho proteinu se znacenym
proteinem A

Nejprve byl ptipraven roztok 10 mg/ml proteinu A rozpusténim v1 ml 0,5 M
H3BO3; 0 pH = 8,5. Z tohoto mnozstvi byly 2 mg nastiiknuty na GPC (podle bodu
4.10) pro zjisténi velikosti piku — odezva absorbance pii 280 nm a
reten¢niho objemu. Gelova permeacni chromatografie byla provedena i se zndmym
mnozstvim (50 pg) fuzniho proteinu pYD5-N1. Dale byla vyzkousena vazba 50 ug
fzniho proteinu na protein A v molarnim poméru 5:1. Inkubace prob&hla 10 minut
pii pokojové teploté a byla provedena GPC. Zaznamy z GPC jsou zobrazeny na
obr. 24, str. 53.
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Obr. 24: Zaznamy z GPC fazniho proteinu, proteinu A a komplexu fizniho proteinu
S proteinem A. Ze zdznamu je viditelné, Ze tvorbu komplexu je tfeba zoptimalizovat,
aby byl vytvofen homogenni vzorek, tedy idedlné¢ jednotny pik Snavazanim S5ti

faznich proteinti na protein A prostiednictvim Fc fragmentu.

Dalsi 2 mg proteinu A byly pfidany do alikvotu ¢inidla NHS — DyLight 488
sondy a byly naznaceny podle postupu popsaného v bod¢ 4.18. Celé mnozstvi bylo
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nastiiknuto na kolonu Superdex 200 10/300 GL (obr. 25, str. 54). Nasledné byl takto

znaceny protein A pfidan k fiznimu proteinu v poméru 1:5 a dale v poméru 1:20,

kdy byl fazni protein v nadbytku. Inkubace probihala 30 minut pii pokojové teploté a

dal$i 2 dny v lednici, poté byla provedena GPC (obr. 26, str. 55).
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Obr. 25: GPC probéhla n koloné Superdex 200 10/300 GL. Separace znaceného

proteinu A od volného barviva DyLight 488.
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Obr. 26: GPC komplexu fazniho proteinu (FP) pYD5-N1 a proteinu A (znac¢eného
fluorescenéni sondou DyLight 488) v pomé&ru 1:5 a 1:20. Ze zaznamu je vidét, ze

bylo dosazeno vzniku velkého komplexu (frakce 2) FP a proteinu A.

5.7. Hledani ligandu na mysSich tkanich

Znaceni kryofezl tkani z mySi bylo provedeno v laboratofi bunééné biologie
vedené doc. Janem Cernym Ph.D, za pomoci Mgr. Valérie Grobarové Ph.D. Byly
znaceny kryotezy mysi sleziny a tenkého stfeva, podle postupu, ktery je popsany
v bod¢ 4.20. Ke kazdé tkani byla pfipravena negativni kontrola (inkubace pouze
s pufrem), dalsi negativni kontrola, tedy protein A naznaceny fluorescen¢ni sondou
DyLight 488 v koncentracich 0,1 pg/ml a 1,0 pg/ml. Poslednim vzorkem byl
komplex znaceného proteinu A a fizniho proteinu pYD5-NI1 taktéz v koncentracich
0,1 pg/ml a 1,0 pg/ml. Vzorky byly zméfeny na fluorescenénim mikroskopu
Olympus Cell*R (obr. 27, str. 56 a obr. 28, str. 57). Namétené odezvy jsou uvedeny
v tabulkach 5.3 a 5.4 (str. 56 a str. 57).
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Obr. 27: Vzorky na preparatu sleziny méfené na fluorescenénim mikroskopu
Cell"R, 488,

fluorescence = bunécna jadra barvena sondou DAPI, A —negativni kontrola (nic),

Olympus zelend = fluorescence sondy Dylight modra
B — protein A znaCeny DyLight 488 o c=0,1 pg/ml, C — protein A znaceny
DyLight 488 o c= 1,0 pg/ml, D — komplex fazniho proteinu pYD5-N1 se znacenym
proteinem A o c= 0,1 pg/ml, E — komplex fuzniho proteinu pYD5-N1 se zna¢enym

proteinem A o ¢ = 1,0 pg/ml.

Tab. 5.3: Odezvy fluorescence vzorkii navazanych na preparat sleziny.

komplex FP | komplex FP
vzorky na ; znaceny znaceny pYD5-N1a | pYD5-N1la
negativni . .
preparatu protein A, c | protein A, c znac. znac.
) kontrola . .
sleziny =0,2pg/ml | =1,0 ug/ml | proteinu A, | proteinu A,
c=0,1pg/ml | c=1,0 ug/ml
mira
2465 2687 2198 3000 2113
fluorescence
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Obr. 28: Vzorky na preparatu tenkého stfeva méfené fluorescenénim mikroskopem
Cell"R, 488,

fluorescence = buné¢na jadra barvena sondou DAPI, A —negativni kontrola (nic),

Olympus zelena = fluorescence sondy Dylight modra
B — protein A znaceny DyLight 488 o0 ¢=0,1 pug/ml, C — protein A znaeny
DyLight 488 o c= 1,0 pg/ml, D — komplex fazniho proteinu pYD5-N1 se znacenym
proteinem A o ¢= 0,1 pg/ml, E - komplex fizniho proteinu pYD5-N1 se znacenym

proteinem A o ¢= 1,0 pg/ml.

Tab. 5.4: Odezvy fluorescence vzorki navazanych na preparat tenkého stieva.

komplex FP | komplex FP
vzorky na
znaceny znaceny pYD5-N1a | pYD5-N1la
preparatu negativni ) )
protein A, ¢ | protein A, ¢ znac. znag.
tenkého kontrola ) .
=0,1 ug/ml | =1,0 ug/mi proteinu A, proteinu A,
stfeva
¢=0,1pg/ml | ¢=1,0 ug/mi
mira
1064 614 962 811 1098
fluorescence

Z tabulky 5.3 a 5.4 (a obrazku 27, 28) je viditelna velka fluorescence negativni

kontroly, coz vypovida o autofluorescenci samotnych preparati. Z vysledkt tedy
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nelze uréit, zda se pripraveny komplex vaze na néktery z preparati. Proto byla

zvolena jind metoda hledani vazebného partnera.

5.8. Hledani ligandu na bunéénych liniich priitokovou
cytometrii

Ve spolupraci s RNDr. Jakubem Tomalou (Laboratof nadorové imunologie,
MBU AV CR, v. v. i.), byl hledan ligand pro fuzni protein pYD5-N1 na bun&nych
liniich. Postup pfipravy je uveden v bod¢ 4.21. Vzorky pipetované na 96 jamkovou
desticku jsou wuvedeny vtabulce 5.5. Vzorky byly pipetovany V riznych
koncentracich pro kazdou bunéfnou linii. Seznam pouzitych bunéénych linii je
uveden v tabulce 5.6 (str. 59). Byly pouzité rizné nadorové linie a slezinné bunky
zmysi BALB/c a C57BL/6. Vzorky byly méfeny na pritokovém cytometru a
vysledky byly zpracovany do graft (obr. 29 a 30, str. 59 a 60).

Tab. 5.5: Vzorky nanesené na 96 jamkovou desticku o uvedenych koncentracich.
Protein A znaceny fluorescen¢ni sondou DyLight 488 slouZil jako negativni kontrola,
nasledujici vzorky komplexi jsou stejné, pouze pfi piipraveé byl u posledniho vzorku

zvolen blokovaci pufr s neznacenym proteinem A (pfedinkubace).

vzorky koncentrace [pg/ml]
protein A znaceny

fluorescenéni sondou
NHS - DyLigth 488

komplex fazni protein pYD5-N1
a znaceny protein A

komplex fazni protein pYD5-N1
a znaceny protein A
(pfedinkubace proteinem A)
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Tab. 5.6: Pouzité bunéné linie, tedy slezinné buiiky a nadorové linie. Na kazdou

bunécnou linii byly na 96 jamkové desticce navazany vzorky o rtznych

koncentracich uvedené v tabulce 5.5.

Slezinné burky

Nadorové linie

471 LL2 Lewis CT26
1 EL4 L2 L karci B16F1
BALB/c | C57BL/6 | SC13 YAC-1 | IC21 | Karcinom | -un& | karcinom | BL6FIO
lymfom | lymfom rsu karcinom | tlustého | melanom
P 2 stfeva
OIS 4 1B 5 1€ 5] 1D
é 10%4 g;;% é 10 7 ?;};% é 1073 TE% g 1077 2;;%
E §103‘ — g §

Hoechst 33268-A
i

Hoechst 33268-A

fite+
2,49%

Hoechst 33258-A

2D

Hoechst 33258-A

Hoechst 33258-A

Hoechst 33258-A

fitc+
1,90%

Hoechst 33258-A

Obr. 29: Vysledky prutokové cytometrie — vazba na slezinné buinky z kmene mysi

BALB/c. Pismena A — D oznacuji koncentrace vzorku A — 0 pg/ml, B — 0,1 pg/ml,

C — 1,0 pg/ml, D — 10 pg/ml. 1 — je negativni kontrola protein A, 2 — komplex FP

pYD5-N1 a znacené¢ho proteinu A, 3 — stejny vzorek ptipraven s piedinkubaci

neznacenym proteinem A.
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Z grafu je ziejmé, ze i kdyz se vzrastajici koncentraci je viditelna odezva i u
samotného proteinu A, nejde o odd€lenou populaci buné¢k jako pii pouziti komplexu
FP pYD5-N1(vzorek 2 a 3). Jelikoz je odezva odd€lené populace bunék viditelnd i u
vzorku 3, u kterého doslo Kk piedinkubaci proteinem A, lze piedpokladat, Ze jde o
specifickou vazbu fazniho proteinu pYD5-N1 na subpopulaci slezinnych bunék. Pro
jesté lepsi viditelnost specifity vazby byly vysledky pfevedeny do histogrami
(uveden histogram z 2A, 2D, 3D a 1D) (obr. 30, str. 60).

24 1004 P 1500 3D 1D
FITC-A subset FITC-A subset | FITC-A subset
1500 0.00% gl;ﬂ;:\ subset iy 1200 i
P 900 ’ —
1000

_ 300
] H
€ 1000 g g
2 3 3
o S so0 38 3
600
500

500

300 3004

0w 10 10 10 0 1wl 10’ 10 10 010 0’ 1t 10 0o i 10 1wt 10
FITC-A FITC-A FITCA FITC-A

Obr. 30: Histogramy vazby FP pYD5-N1 na slezinné bunky z kmene mysi BALB/c,
2A — kontrola bez ptidavku vzorku, 2D — komplex FP pYD5-NI1 se znafenym
proteinem A o koncentraci 10 npg/ml, 3D — vzorek komplexu (10 upg/ml)

s predinkubaci neznaenym proteinem A, 1D — znaéeny protein A (10 pg/ml).

Z histogramu je vidét, ze v piipadé nulové odezvy se pik pohybuje v hodnotach
intenzity fadove 102, v piipadé specifické odezvy je viditelny dalsi vrchol s odezvou
jiz kolem 10*, zatimco u znageného proteinu A je vidét pouze zvySené pozadi
fluorecence, nikoliv dalsi vrchol znacici populaci bun¢k se specificky navazanym
faznim proteinem pYDS5-N1. Dalsi pozitivni odezva byla 1 u slezinnych bunck

kmene mysi C57BL/6 (obr. 31, str. 61).
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Obr. 31: Vysledky z pritokové cytometrie pro vazbu FP pYD5-N1 na slezinné

bunky jmene mys$i C57BL/6. 2A — kontrola bez ptidavku vzorku, 2D — komplex FP

pYD5-N1 se zna¢enym proteinem A o koncentraci 10 pg/ml, 3D — vzorek komplexu

0 ¢ = 10 ug/ml s piedinkubaci neznacenym proteinem A, 1D — 10 pg/ml zna¢eného

proteinu A (negativni kontrola).

U nadorovych linii nebyla pozorovana zadna vazba, aZ na linii 38C13, kde

dochazelo k posunu signalu celé bunétné populace (obr. 32, str. 61).

o 24 0’4 2D o4 3D 10 1D
< fite+ < 1 fite+ < 10°4 fitc+ « 10% fte+
2 0,003% @ 31.8% 2 6,76% 2 0,002%
& 8 & g
2 1074 2 107 E E
P
073 1074 ‘
o4 04
T ™
[T ' 10t 10°
2000
o0 24 LD 3D 1D
FITC-A subset FITC-Asubsst 15007 FITC-A subset FITC-A subsst
0,003% 1500+ 280% 6,55% i 0,002%
—_ —_ —
3000
1000
E E 1000 g g 1000
2000
500
500 -
1000 e
g b I T T T ° L] T T T T i T T T T ° bl I T T T
2 3 4 5
0 10 0’ 'y 10° o L 0 0’ 10° 10 10° 010 0 10 10
FITC-A FITC-A FITCA FITC-A

Obr. 32: Vysledky méteni z pratokové cytometrie vazby FP pYD5-N1 na nadorovou
linii 38C13. 2A — kontrola bez ptidavku vzorku, 2D — komplex FP pYD5-N1 se
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zna¢enym proteinem A o koncentraci 10 pg/ml, 3D — vzorek komplexu o koncentraci
10 pg/ml s ptedinkubaci neznacenym proteinem A, 1D — znaleny protein A

(negativni kontrola) o ¢ = 10 pg/ml.
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6. Diskuze

Jednim z cili mé diplomové prace byla piiprava dimerni rozpustné formy
mys$iho receptoru NKR-P1C. V nativni form¢ se receptory této rodiny NKR-P1
vyskytuji jako homodimery. Ke vzniku dimeru dochazi diky cysteinim v oblasti tzv.
kréku®  (popis sekvence je uveden v kapitole 5.1). Oblast kr¢ku spojuje
transmembranovou c¢ast proteinu a C-lektinovou doménu. Pfipravovany expresni
konstrukt proteinu NKR-P1C zahrnuje pouze extracelularni cast (vCetné oblasti
kréku) vlozenou do expresniho plazmidu pYDS5. Protein byl pfipraven rekombinantni
expresi pomoci tranzientni transfekce bunécné linie HEK293S ve fuzi s Fc
fragmentem lidského IgG, ktery podporuje dimerizaci proteinu. Diky sekre¢nimu
signalu IgG pfitomnému Vv plazmidu pYD5-N1 byl cely fazni konstrukt NKR-P1C
sekretovan do kultiva¢niho média, z n€hoz ho po oddéleni bunék centrifugaci bylo
mozno jiz snadno purifikovat. Purifikace proteinu zahrnovala afinitni chromatografii,
kdy byl protein navazan na nosi¢ protein A agarosu diky Fc fragmentu, gelovou
permeacni chromatografii a $t€peni TEV proteasou, kterd odstépi Fc fragment.
Nasledné je chelata¢ni chromatografii na nosici Talonu, ktery je nabity kobaltnatymi
ionty, TEV proteasa zachycena prostfednictvim své histidinové kotvy. Fc fragment je
opét navazan na protein A agarosu. Poté byl gelovou permeacni chromatografii
oddélen dimer od monomeru a mél by byt ziskan ¢isty dimerni protein. Zde nastal
problém, jak je vidét z obr. 12 (str. 45), kdy se rozstépila pouze zhruba polovina
z fizniho proteinu, prvni pik je tedy Stale nerozstépeny fuzni protein. Piic¢inou by
mohlo byt pouzivani TEV proteasy, kterou sami vyrabime v nasi laboratofi a tudiz
nemusela mit dostate¢nou aktivitu, jelikoz podle jiz provérenych postupi bylo dano
k proteinu dostate¢né mnozstvi TEV proteasy, St€peni probihalo hodinu pt#i 30 °C,
coz je optimalni teplota pfi které TEV proteasa $tépi a dale byl protein s TEV
proteasou ponechan vzdy jesté n€kolik dni v lednici pii 4 °C. Frakce, kde nebyl Fc
fragment odstépen byly proto spojeny a Stépeni bylo zopakovano stejnym postupem,
jen s vétSim mnozstvim TEV proteasy, aby byl rozstépen jiz vSechen fizni protein.
Do budoucna by bylo vhodné provést optimalizaci pouziti ndmi vyrdbéné TEV
proteasy, jelikoZ nadbytek mlze mit i negativni vliv, kdy po odstépeni veskerého Fc
fragmentu mize TEV proteasa zacit interagovat i s dal$imi ¢astmi proteinu. Dale
bylo ziejmé, ze je lepsi Cistit protein pies kolonku s protein A agorosou na HPLC
systému a nikoliv pouze vsadkové. Pti vsadkové metodé pravdépodobné nedoslo
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k dostate¢nému promichani nosiSe s roztokem proteinu, proto byly vzorky stale
obsahujici ptimés volného Fc fragmentu (obr. 13, str. 46) znovu pfecistény pies
kolonu s nosi¢em protein A agarosou a zde byl jiz zachycen vSechen volny Fc
fragment (obr. 16, str. 48). Nasledujici gelovou permeacni chromatografii byl jesté
1épe odseparovan dimer NKR-P1C od monomeru a byla ovéfena Cistota na SDS
elektroforéze. Pro ucely krystalizace byl protein vhodnéjsi deglykosylovany, proto
byl Kk proteinu pfidana enzym Endo F; a po deglykosylaci proteinu byl
prostiednictvim Glutathion Sepharosy enzym odstranén. Nasledné byly s proteinem
provedeny krystaliza¢ni pokusy, bohuzel se protein nepodatil dosud vykrystalizovat.
Jak je jiz zminéno v bod¢ 4.17, krystalizace je velice slozita, jelikoz ji ovliviiuje
znaéné¢ mnozstvi proménnych. Je nutné nastavit podminky tak, abychom se dostali
do oblasti nukleace, kde se vytvoii krystalizacni jadro a nasledné v metastabilni
oblasti krystal roste (obr. 6, str. 37). Idealni je ziskat jeden velky Krystal, u kterého se
vyzkousi, zda difraktuje a pokud ano, nasledné¢ je mozné zjistit strukturu proteinu.
V piipad¢ krystalizace NKR-P1C byl pozorovan pouze vznik precipitati, anebo
separace fazi, u které je moznost, Ze se jesté krystal pozdéji vytvoti (obr. 33, str. 65).
Separace fazi je relativn€ dobrym vychozim bodem pro vznik krystalu, proto by bylo

dobré se do budoucna zaméfit na podminky, ve kterych doslo k separaci fazi.

B

Obr. 33: Ukazka krystaliza¢nich kapek, A- vznik precipitatu, B- separace fazi

Druhou ¢asti mé diplomové prace bylo hledani ligandu s fiznim proteinem, ktery
byl pfipraven rekombinantni expresi pomoci tranzientni transfekce bunétné linie
HEK293T ve fuzi s Fc fragmentem, ktery umoziuje imunodetekci. Bunécna linie

HEK293S (pouzita pro piipravu dimerni formy NKR-P1C) a HEK293T se od sebe
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lisi formou glykosylace. Zatimco u linie 293S je pfitomna jednoducha manosova
glykosylace, ulinie HEK293T je piirozena, komplexni glykosylace. Pro ucely
hledani vazebného partnera je tedy dobré, aby byl protein produkovan v co
nejptirozenéjsi forme. Nasledné byl protein purifikovan afinitni chromatografii, kdy
byl navazan na nosi¢ protein A agarosu diky Fc fragmentu a pfecistén gelovou
permeaéni chromatografii. Pro naSe pokusy hledani vazebného partnera bylo
vyhodné, aby byl s fuznim proteinem vytvofen komplex, a proto byl prostfednictvim
svého Fc fragmentu navazan na protein A, ktery ma 5 vazebnych mist pro Fc
fragment. Vznikl tedy pomérné velky imunokomplex, u kterého piedpokladame
vyssi afinitu, resp. aviditu vic¢i hledanému ligandu, nez kdyby byl pouzit pouze
samostatny fuzni protein. Dalsi vyhodou komplexu s proteinem A je, Ze jsme mohli
fluorescenéné naznacit protein A (znacen fluorescencni sondou DyLight 488) a fuzni

protein byl tedy zachovan v nativni formé.

S takto pfipravenym komplexem bylo nejprve provedeno znaceni kryofezli mysi
sleziny a tenkého stieva a nasledné¢ byla sledovana mira fluorescence na
fluorescenénim mikroskopu. Bohuzel zpokusu nevzeSel Zzadny prokazatelny
vysledek, zda se komplex na tyto tkané vaze, jelikoz samotnd autofluorescence tkani
byla piili§ velka (viz obr. 27, 28 a tab. 5.3, 5.4, str. 56 a 57). Proto jsme navrhli jiny
postup, kdy zkusime na§ komplex navazat na bunécné linie a jeho vazbu sledovat
pratokovou cytometrii. Pro pokus byly vybrany slezinné¢ builkky z mysSich kmeni
C57BL/6 a BALB/c a 8 riznych nadorovych linii. Na kazdé linii byl méten znaceny
protein A jako negativni kontrola, ddle nd§ komplex fizniho proteinu se znacenym
proteinem A blokovany mysSim sérem a stejny komplex, ktery byl blokovan
neznacenym proteinem A. Tato predinkubace proteinem A byla provedena, abychom
mohli posoudit, zda je pfipadnd vazba na danou bunécnou linii specificka, jelikoz
protein A zablokoval mista, kam by se mohl komplex nespecificky véazat.
Nasledovalo méfeni na pratokovém cytometru, ze kterého vysledky ukazuji na
specifické odezvy u slezinnych bunék (obr. 29, 30, 31, str. 59 — 61), zatimco u
nadorovych linii nebyly pozorovany zaddné vazby komplext aZ na jednu linii a to
38C13 (obr 32, str. 61). U této nadorové linie doslo k posunu celé bunééné populace
doprava, tedy smérem k pozitivnimu signalu. U vzorkll znaceného proteinu A, tedy
negativni kontroly dochéazelo pouze k mirnému posunu, tudiz se nedostal do oblasti

pozitivni odezvy fluorescence. Oba vzorky komplexu maji pozitivni odezvy, proto je
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mozné, ze se na tuto nadorovou linii komplex specificky vaze, ale vzhledem k velmi
malym odezvam by bylo potfeba pokus zopakovat. Vysvétlenim, pro¢ se pohybuje
do pozitivni odezvy celd bunécnd populace, mize byt to, Ze nddorova linie je
homogenni populace, zatimco u slezinnych bun¢k se jedna o heterogenni populaci —
smés riznych lymfocytl 1 vlastnich bunék tkan¢ sleziny samotné. U slezinnych
bun¢k jsou vidét pozitivni odezvy fluorescence i u proteinu A, nejde vsak o
oddélenou populaci bunék jako u vzorkt znacenych komplexem (obr. 29, 30, 31,
str. 59 — 61), kde je odezva patrna ve formé oddélené bunééné subpopulace. Tato
odezva oddélené bunééné subpopulace je viditelna i u vzorku komplexu, ktery byl
predinkubovéan proteinem A. Lze tedy pfedpokladat, Ze u slezinnych bun¢k jde o
specifickou vazbu fizniho proteinu pYD5-N1 na doposud neidentifikovanou
bunécnou subpopulaci sleziny, pravdépodobné néktery z mnoha typl lymfocytd,
které se v ni pfirozené vyskytuji. Do budoucna by bylo dobré zjistit, na jaky druh

lymfocytt se tento komplex vaze.
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7. Zaveér

Rekombinantni expresi pomoci tranzientni transfekce bunécné linie HEK293S
byl ptipraven ¢isty dimerni mysi rozpustny protein pYD5-N1 v mnozstvi 5,1 mg.
S deglykosylovanym proteinem byly nasazeny krystaliza¢ni pokusy, bohuzel se

dosud nepodafilo protein vykrystalizovat.

Déle byl piipraven fuzni protein pYD5-N1 pomoci tranzientni transfekce
bunééné linie HEK293T v mnozstvi 1,4 mg. Nésledné byl vytvoten komplex fuzniho
proteinu s fluorescenéné znaCenym proteinem A (znafen fluorescencéni sondou
DyLight 488). Tento komplex byl pouzit k hledani vazebného partnera na mysich
tkanich (slezina a tenké stfevo) a na bunécnych liniich (slezinné butiky a nadorové

linie). Na slezinnych buiikach byla pozorovana specificka vazba fizniho proteinu.
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