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Abstrakt

Ptirozené cytotoxické bunky hraji zdsadni roli v nespecifické imunité. I bez antigenné
specifickych receptori na svém povrchu jsou schopny vykonné obranyschopnosti.
Rozeznavaji jak ,,cizi“, tak té€lu vlastni molekuly, respektive absenci t¢lu vlastnich molekul,
konkrétné MHC glykoproteint 1. tfidy, na povrSich cilovych bun¢k. Jsou schopny rozeznat
virem napadené a nadorové buiky v organismu. Pokud dojde ke kontaktu s bunikou nesouci
abnormaln¢ malo MHC glykoproteinti I. tfidy, je to pro pfirozenou zabije¢skou buiku
(,,natural killer cell“, NKC) signal, Ze tato bunka je napiiklad napadend virem. I bez
ptedchozi stimulace, proliferace a diferenciace NK burika spousti apoptozu cilové burky. Je
také schopna spustit zanétlivé reakce produkei chemokinl a cytokinti. Vysledna reakce je
vzdy souhrou aktivanich a inhibi¢nich signald, které bunka pfijimd ze svého okoli.
Nejnovéjsi vyzkumy ukazuji, ze cilend modulace NK bunék vede ke zmirnéni komplikaci pii
transplantaci kostni diené. Zaroven maji potencidl v imunoterapiich, napf. pii lécbé
autoimunitnich onemocnéni. Z tohoto diivodu jsou NK bunky velmi studovanou skupinou
bun¢k. Tato prace se zabyva produkci Clrb (,,C-type-lectin-related protein b*). Tento protein
je ligandem pro inhibi¢ni receptor potkanich NK buné¢k NKR-P1B. Pokud napadena buiika na
svém povrchu exprimuje Clrb, je schopna uniknout imunitni odpovédi. Vektor pro Clrb byl
pfipraven rekombinantnim zptisobem. Produkce proteinu probé¢hla v lidskych embryonélnich
buiikach ¢. 293 s jednoduchou glykosylaci (HEK293S GnTI"). Produkce proteinu v
monomerni form¢ byla ovéfena metodou SDS-PAGE, dale byl protein charakterizovan

pomoci analytické ultracentrifugace a proteinové krystalizace.
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Abstract

The Natural Killer (NK) cells play a vital role in the nonspecific immunity. They are
capable of efficient immunity reaction without any antigen specific receptors on their surface.
NK cells recognize non-self molecules and they also recognize their molecules serving as
health markers, and absence of these molecules such as MHC glycoproteins on the target cell
surface. The NK cells are able to recognize viral infection or tumor transformation in the
organism. If natural killer cell is in contact with a cell carrying an abnormally low MHC class
I glycoproteins, it will create a signal which informs the cell is infected with a virus. NK cells
trigger apoptosis of the target cell without prior stimulation, proliferation and differentiation.
They also promote inflammatory responses by the production of chemokines and cytokines.
The response is always the interplay of activating and inhibitory signals that the cell receives
from its surroundings. The latest research shows that the targeted modulation of NK cells
leads to less complications in bone marrow transplantation. They can be potentially used in
immunotherapy, e.g. in the treatment of autoimmune diseases. Therefore, NK cells are a
highly-studied group of cells. This thesis is focused on a production of Clrb (,,C-type-lectin-
related protein b*). This protein is a ligand of a rat inhibitory NK cellular receptor NKR-P1B.
If the cell expresses Clrb on its surface, it won’t be destroyed. Vector for Clrb was prepared
by recombinant cloning. We produced the protein in a human embryonic kidney 293 cells
with simple glycosylation (HEK293S GnTT"). Production of a monomeric form was verified
by SDS-PAGE. Protein was also characterized by analytical ultracentrifugation and

crystallization.
(In Czech)
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1. Teoreticky uvod

1.1. IMUNITNI SYSTEM

Dobfte fungujici, bezchybné rozliSujici imunitni systém je fundamentalni pro naSe
pfeziti. Spolu s termoregulaci patii k zdkladnim homeostatickym mechanismim.
Zjednodusen¢ se da fict, ze hlavni funkci imunitniho systému je rozpoznat, co je pro télo
vlastni a co cizi (Skodlivé) a nasledné tyto cizi latky z téla eliminovat, ¢i neutralizovat. Tuto

funkci imunitniho systému mtzeme rozdélit do tfech podkategorii:
*obranyschopnost - rozpoznani Skodlivin, ochrana pfed patogeny a jejich toxiny
eautotolerance - tolerance vlastnich tkani

*imunitni dohled - odstranéni vlastnich starych nebo poskozenych bun¢k

Déle miZeme imunitni systém rozdélit z hlediska mechanismu zasahu. A to na
vyvojove starsi vétev imunity nespecifické, ¢ili vrozené a na imunitu specifickou, adaptivni.
Nespecifickd imunita je vlastni vSem mnohobunéénym organismim. Je zalozena na
fagocytujicich buiikach, ptirozené cytotoxickych buiikach (,,natural killer cells", NKC).
Humoralni slozkou nespecifické imunity je komplementovy systém, lektiny, interferony a

dalsi sérové proteiny.

Specifickd imunita ma opét svou humoralni cast - protilaitky a bunécnou
cast - zaloZzenou na B-lymfocytech a T-lymfocytech. Hlavnim rysem imunity specifické je jeji
schopnost ,,ucit se”“. Hovofime o takzvané imunologické paméti. Imunologickd pamét’ vznika
pfi styku lymfocytu B nebo lymfocytu T s antigenem, tyto buniky se pak diferencuji v tzv.
pamétové bunky, které se pti dalsim setkani se stejnym antigenem mohou, casto i po nékolika

letech, rychle aktivovat a u¢inn¢ zasahnout [1].

Prinikem specifické a nespecifické imunity jsou pfirozené cytotoxické T-lymfocyty
(,,natural killer T-cells", NKT), viz obrazek €. 1 na stran¢ 12. Tento termin byl poprvé pouzit
roku 1995, jako charakterizace podmnoziny mySich T-lymfocytl, které sdilely nckteré
charakteristiky s NK bunikami, zvlasté pak expresi NK 1.1 antigenu. S dal§imi vyzkumy na
tomto poli je jasné, ze charakterizovat vSechny NKT buiiky, jako struktury exprimujici
NK 1.1 antigen je zavad¢jici. Existuje totiz mnoho mysSich linii, jejichz NKT buiiky tento
znak neexprimuji [2]. Dalsi strukturou, kterou NKT bunky exprimuji, je naptiklad T-bunécny
receptor (,,T-Cell Receptor, TCR), coz je specificky receptor T-lymfocytd. Ty vSak misto
MHC glykoproteinit I. a II. tfidy, rozpoznavaji na povrSich cilovych bunék antigeny
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(glykolipidové nebo lipidové), navazané na receptor CD1d, coz je glykoprotein piibuzny
MHC glykoproteiniim I. t¥idy [3].
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Obrazek ¢ 1 - Buniky specifické a nespecifické imunity. MnoZina A zobrazuje buiiky vrozené imunity,

schopné rychlé reakce. MnoZina B pak zobrazuje adaptivni imunitu, jejiz reakce neni tak okamzita. Prinikem

techto dvou mnozin jsou NKT buiiky, které jsou prechodem mezi NK buitkami a T-lymfocyty (prevzato a
upraveno dle [4]).

1.1.1. Bunky imunitniho systému

Jak ilustruje obrazek ¢. 2 na strané¢ 13, vSechny buiikky imunitniho systému se
diferencuji zjednoho typu bunék, a to z pluripotentnich kmenovych bunék. Ty vznikaji

v kostni dieni. Dozravaji pak v primarnich nebo sekundarnich lymfatickych organech. Nové
vznikajici buniky délime do dvou linii - myeloidni a lymfoidni
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Obrazek ¢ 2 - Diferenciace jednotlivych typii bunék imunitniho systému (prevzato a upraveno dle [5]).

Z myeloidni linie se dale diferencuje megakaryoblast, ktery je velky cca 20-30 pum,
jeho dozranim v kostni dieni vznika megakaryocyt o velikosti cca 20-90 um. Fragmentaci
jednoho megakaryocytu vznikd az na 4000 krevnich desticek [6]. Proerythroblast se
diferencuje pies retikulocyt az na erythrocyt o velikosti cca 7 um. Z myeloblastu se
diferencuji tfi druhy bunék - eozinofily, bazofily a neutrofily. Tkaniovou podobou bazofilt
jsou zirné bunky, neboli mastocyty. Dal§im typem diferenciace bun¢k myeloidni linie jsou
monoblasty, které dozravaji v monocyty, ze kterych se nasledné odstépuji dve linie bungk,

makrofagy a dendritické buniky.

Co se tyCe lymfoidni linie bunck, zde jsou nejdilezitéjsi slozkou NK buiiky,

T-lymfocyty a B-lymfocyty [1].
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1.2. NK BUNKY
1.2.1. Objev NK bungk

Pted rokem 1970 byly lymfocyty klasifikovany do dvou tfid, bud’ jako T nebo B
lymfocyty. S objevem T-bunécného antigenu Thy-1 (jinak také CD90, z anglického ,,cluster of
differetation 90%) byly lymfocyty indukované po piedchozi aloimunizaci (imunizaci buiitkami
jiného jedince, napiiklad prinikem protilatek pfes placentu do plodu) zatazeny do tfidy
T-lymfocytd. Po zjisténi, ze neimunizované lymfocyty mohou zniCit protilatkou znacené
napadené bunky, se zvysil zajem o studium téchto efektorovych bunék.

V roce 1973 byl v laboratofi Ivana Roitta objeven novy druh bunék schopnych
zabijeni, pracovné nazvané jako ,,null* lymfocyty, které nezapadaly ani do tfidy T- lymfocytd,
ani do tfidy B-lymfocyti. Nésledujici rok byl ve spolupraci s Johnem Playfairem rozpoznan
neobvykly typ spontanni cytotoxicity, kdy ,,null“ buniky byly schopny usmrtit cilovou buiiku
bez ptedchozi imunizace a bez oznaceni protilatkami [7]. Ackoli byly funkéni vlastnosti
téchto bunék znamé jiz od 70. let, neexistoval zatim Zadny molekularni znak pro jejich

identifikaci [8].

Obrazek ¢ 3 - NK bunka vazici se na nadorové bunky. NK buika je zndzornéna zluté (prevzato a

upraveno dle [10]).

Roku 1975 Rolf Keissling se svymi kolegy ve Svédsku popsal podobnou piirozenou
cytotoxicitu. Svym pokusem demonstroval, ze lymfocyty izolované z neockované mysi,
respektive ze sleziny této mysi, mély schopnost usmrtit nadorové bunky. A to jak vlastni, tak
vlozené. Keissling pojmenoval tyto vykonné buiky ,,natural killer cells* (NKC, pfirozené

cytotoxické buiiky) [9], viz obrazek ¢. 3.
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1.2.2. Obecna charakterizace NK bunék

NK bunky zndmé také jako velké granularni lymfocyty, maji schopnost rozpoznavat
povrchové zmény, kterymi se odliSuji nadorové a virem infikované buiky od zdravych. NK
bunky vyuZivaji jiny rozpoznavaci systém nez cytotoxické T-lymfocyty. Hlavnim divodem
proc jsou tak studovany, je fakt, ze viry a nékteré bakterie se mnozi velice rychle a maji tak
potencial pfremoci jedince jest¢ nez adaptivni imunitni systém zacne plné fungovat, coz trva
az n¢kolik dni. Béhem této doby jsou pravé NK bunky ve spoluprici s interferony dilezité ke
zpomaleni $ifeni infekce. Interferony funguji jako antivirové proteiny limitujici schopnost
viru mnozit se v buiice. NK buiiky maji kapacitu rozpoznat a zabit virem infikované nebo

jinak stresované bunky [11].

NK bunky tvoii cca 15% krevnich lymfocytd, jsou odvozeny od kostni diené,
morfologicky maji vzhled velkych granularnich lymfocytti. Funkéni NK buiiky nachézime ve
slezin€, dale v lymfatickych uzlindch, kde se nachazi nezralé NK bunky (distribuci NK bun¢k
v tkénich mysSi popisuje obrdzek €. 4 na strané 16) [11, 12]. Jak jiz bylo zminéno, normaln¢ se
NK buiiky vyskytuji v misté svého vzniku - v kostni dfeni, dale ve slezin€ a periferni krvi. Pii
zanétu jsou vSak chemicky atrahovany do mista tohoto zanétu [11]. NK buiiky nachézejici se
v lymfatickych uzlinach a thymu jsou fenotypové odlisné od NK bunék pochdzejicich z kostni
dfené. Dosud nebyla vyloucena alternativa, Ze se jednd pouze o builky pochazejici z kostni

drené, které byly dopraveny do orgédnu cirkulujici krvi [14].

Vétsina povrchovych antigeni rozeznavanych na povrchu NK bunék je spole¢na
T-lymfocytim a monocytiim/makrofagiim. Dle specifickych znakl byly objeveny 4 typy NK

bunék:
*CD16" a CD56%™ nachazejici se v periferni krvi

*CD16™ a CDVight které jsou prednostné piijimany do tkani diky své expresi L-

selektinu [15]
*mukosni NK produkujici IL-22 [16]

*délozni NK bunky, které¢ podporuji vaskularizaci v ¢asném téhotenstvi [17]

Pro charakterizaci NK bunék v lymfocytické linii se pouzivaji protilatky proti
antigenu CD16. CD16 mizeme také najit na povrchu neutrofild, nékterych makrofagi
a nékterych T-lymfocyti. CD16 je na NK buiikach exprimovan v transmembranové
podobé, na rozdil napiiklad od granulocytl, které pifipojuji CD16 molekuly na sviij
povrch pomoci glykoinositol fosfolipidové kotvy. Pfitomnost znakit CD16, CD56 a
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absence receptoru CD3 jasné ukazuje na fenotyp NK buné¢k [11].
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Obrazek ¢. 4 - Distribuce NK bunék v tkanich mysi. Osa y predstavuje procentualni zastoupeni NK
bunék v dané tkani vzhledem k celkovému zastoupeni lymfocytii. Na ose x jsou vyneseny dané organy a to v
poradi: A - brzlik, B - lymfocytarni uzliny, C - kostni dieii, D - slezina, E - periferni krev, F - jatra a G - plice
(prevzato a upraveno dle [13]).

1.2.3. Geny NK receptoru

Zasadni pro NK buiiky je velkd mira rezistence proti virovym infekcim, které je
docileno vysokou mirou polymorfismu genti kdédujicich receptory NK bunck. Tyto geny
muzeme rozdélit na aktivaéni a inhibicni. Jsou v genomu uloZeny jednak v genovém
komplexu pro receptory leukocytii (,,leukocyte receptor complex*, LRC), ktery se u ¢lovéka
nachazi na chromosomu 19q13.4, u mysi pak na chromosomu 7. Dalsi lokaci genli je NK
genovy komplex (,,natural killer receptor gene complex®, NKC), ktery u ¢lovéka najdeme na
chromosomu 12p13 a u mys$i na chromosomu 6. Receptory kédované v LRC spadaji do
imunoglobulinové rodiny, receptory kdédované NKC patii do rodiny receptori podobnych

lektintim C-typu [18].

1.2.4. Signalizace a aktivace NK bunék

NK buiiky zabezpecuji ¢asnou odezvu proti extracelularnim patogeniim (proti parazitu
nebo viru) a ochranu proti spontannim nadorim. Tato odpovéd’ neni pouze cytotoxicka, ¢imz

je mysleno cilené vyliti cytotoxickych granuli na povrch cilové bunky, ale také produkuji
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cytokiny a chemokiny. Pfi sledovani zneskodnéni nddoru NK buitkami se ukazalo, ze NK
buiiky nereaguji pouze ptes perforinovou reakéni cestu, ale také expresi Fas ligandu a expresi
receptoru indukujiciho apoptosu (,,Tumor necrosis factor- related apoptosis inducing ligand®,
TRAIL) [19].

Ackoli se NK ftadi do komponent vrozené imunity, sdili n¢které motivy spole¢né s
buiitkami fadici se do adaptivni imunity. Jsou zapojeny do celého imunitniho systému,
naptiklad pfes regulaci dendritickych bunék (,,dendritic cell", DC), makrofagii a dalSich
bunécnych typt [11].

NK buiiky mohou zahdjit Thl (,,T- helper type I*) bunécnou odpovéd” T-lymfocyt
diky své schopnosti aktivovat DC a také diky schopnosti produkovat interferon y (INF-y) .
Velmi dilezitym procesem je takzvany ,,priming*, diky kterému se NK bunky stavaji citlivé k
podnétim. Priming zahrnuje specifické interakce s dal§imi bunéénymi typy, jako napiiklad s

DC.

Aktivace NK bunék je vysoce regulovany proces, viz obrazek ¢. 5 na strané 18. Diky
aktivaci se NK buiiky mohou vazat na zacilenou buniku a reagovat zde svymi aktiva¢nimi
nebo inhibi¢nimi receptory s piislusnymi ligandy pfitomnymi na povrchu cilové bunky.
Pokud aktivaéni signaly pfevazi nad inhibi¢nimi, dojede k polarizaci sekre¢nich
cytotoxickych granuli a jejich ndslednému vyliti proti cilové bunice [19].

NK buiiky na rozdil od T a B lymfocytl nemaji pouze jeden aktivacni receptor, ktery
by tidil jejich aktivaci, namisto toho maji celou fadu receptorti, které mohou regulovat jejich
bunécnou odpoveéd. Tyto receptory rozpoznavaji poskozené bunky a dovoluji NK buiikdm
jejich zniceni. Zajimavé je, ze Cerstvé izolované klidové NK buiiky je mozno aktivovat
spusténim dvou a vice aktivacnich receptorti. Vyjimku tvoii nizkoafinitni Fc receptor
Fc yRIIla (neboli CD16), jehoz stimulace sama o sob¢ staci k aktivaci klidovych NK buné¢k
[21].
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Obrazek ¢ 5 - Procesy indukované NK burnkou. NK buiiky rozeznavaji rizné bunky vystavené stresu,
které mohou nebo nemusi byt opsonizovany protilatkami. NK aktivace spusténd timto rozpozndvacim procesem
vede k cilené bunécné lyzi, stejné tak jako k produkci riznorodych cytokinii a chemokini. NK buiiky jsou
schopny riznych typii  komunikace s dendritickymi bunikami (DC), véetné zahubeni nezralych dendritickych
bunek (iDC). Pomoci interferonu y (INF y) produkovaného NK burikou, popr. TNF jsou DC schopny podstoupit
diferenciaci. Temito biologickymi aktivitami se NK buiiky ucastni modulace imunitni odpovedi (prevzato a

upraveno dle [20]).

1.2.5. Cytotoxicita NK bunék

Cytotoxické T-lymfocyty (CTL) a NK bunky pouzivaji rizné mechanismy odstranéni
poskozenych bunék. Bud’ pfimou signalizaci zprosttedkovanou pies povrchové struktury,
nebo nepifimo pies cytokiny. Jak CTL, tak NK bunky obsahuji granula s proteiny, které
poskozuji napadenou buiiku, pokud jsou vylity pfimo na povrch napadené bunky. Ackoli CTL
a NK rozlisuji napadené bunky rozdiln¢, mechanismus zni¢eni je stejny, takzvany ,,polibek
smrti“. Principem je shluknuti lytickych granuli v misté kontaktu NK nebo CTL bunky a
napadené buiiky a néasledné vytvofeni imunologické synapse. Lytickd granula obsahuji pory
formujici protein perforin a také enzymy asiociované s granuly: granzymy, které jsou
sekretovany po rozpoznani cilové bunky. Perforin je monomerni protein schopny
polymerizace a tvorby port naptic membranou cilové buiiky. Tento proces se uplatiiuje az v

konecné fazi, ve fazi 1yze napadené bunky.

NK buiika se miize branit naptiklad jiz zminéné virové infekci produkci perforinu. Ten
je inaktivni, pokud se vyskytuje v granulech. Podléh4 konformacni aktivaci, kterd je zavisla
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na koncentraci Ca®" -iont. Perforin je schopen formovat homopolymery zaélenujici se do
membrany napadené bunky tak, Ze tvofi cirkuldrni pory o velikosti v priméru pfiblizné
16 nm. Dalsi ochranou je produkce interferonu 7y, ten aktivuje makrofdgy a napomahd

diferenciaci Th1 bunék, které také aktivuji makrofagy [11].

1.2.6. Receptory NK bunék

NK buiiky maji receptory, které rozpoznavaji MHC gp I na cilové buiice a pokud se
tomu tak stane, inhibuji svou cytotoxickou reakci. Pouzivaji fadu receptori pro identifikaci
napadenych bun¢k jako naptiklad CD2, CD69 nebo protilatky navazané na jejich Fc receptor
(CD16), ktery vaze protilatky navazané na cilové bunice a zprosttedkovava bunécnou
cytotoxickou reakei (,,Antibody-Dependent Cellular Cytotxicity”, ADCC), u které Fc receptor
na NK bunce rozpozna napadenou bunku cestou specifickych protilatek [9]. Mechanismus

reakci NK bun¢k popisuje obrazek €. 6 na nasledujici stran¢.

V prvnich fazich vyzkumu byly popsany 2 typy molekul. Byly nazvany souhrnné
inhibi¢ni receptory NK bun¢k (,,Killer Inhibitory Receptors®, KIR). Jedna skupina byla
identifikovdna jako membranové glykoproteiny s doménou C-lektinového typu, Ca’*
dependentni. Dalsi skupinou byla imunoglobulinova rodina. Nasledn¢ se vSak pftislo na to, ze
v kazdé skupin€ jsou zastoupeny jak aktivacni, tak inhibi¢ni receptory, takZe nebylo korektni
ob¢ skupiny nazyvat inhibi¢nimi receptory. V dnesni dob¢ délime receptory NK bunék do
skupin podle struktury (imunoglobulinové a podobné lektinim C-typu) a podle funkce

(aktivacni, inhibi¢ni, adhezivni, cytokinové, chemokinové typy) [11].

KIR i lektinové receptory se mohou vyskytovat v aktivacni nebo inhibicni formé.
Klicovym rozdilem je pfitomnost imunoreceptorového tyrosinového inhibi¢niho motivu
(,,immunoreceptor tyrosine inhibitory motifs", ITIM). Pokud je ITIM fosforylovan, celkova
aktivita NK bun€k se snizi. Na druhé strané KIR, kterym chybi ITIM, mohou asociovat s
molekulou DAP12 (adaptorovd molekula nesouci imunoglobulinovy inhibi¢ni motiv
odvozeny od tyrosinu), ktera je odvozena od fetézce TCR komplexu. DAP12 obsahuje ITAM
(,immunoreceptor tyrosine activation motifs*), které mu umoziuji fosforylovat a zvySovat

koncentraci protein tyrosin kinas, véetné kinasy ZAP-70 coz vede k bunééné aktivaci [11].
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Obrdazek ¢ 6 - Pribéh bunécné cytotoxicity zavislé na protilatkach (,, Antibody-Dependent Cellular

Cytotoxicity“, ADCC). Pri této reakci prevazi aktivacni signdly v NK burice, kterd nasledné poskozenou buiitku

zabije (prevzato a upraveno dle [22]).

1.2.5.1. Receptory C-lektinového typu

Receptory C-lektinového typu (,,C-type lectin receptors®, CTLR) byly zafazeny do V.
tiidy uvnitf multiformni oblasti lektinti C-typu. Tato skupina zahrnuje atypické lektiny C-
typu, které ztratily svou schopnost vazat sacharidy komplexaci s Ca?" ionty. Namisto toho
interaguji s proteiny jako se svymi pfirozenymi ligandy. Tyto atypické lektiny fadime mezi
transmembranové glykoproteiny II. typu. Obsahuji aminotermindlni cytoplasmatickou
doménu nasledovanou transmemranovou doménou s ,krékem® a extracelularni doménou
podobnou lektinu C-typu (,,C type lectin-like domain®“, CTLD). CTLD doména se sklada ze
dvou a helixi a dvou antiparalelnich B skladanych listti, které dohromady tvoii kompaktni
strukturu stabilizovanou dvéma, Castéji vSak tremi disulfidickymi mustky. Dal§im typickym
motivem je takzvany ,,WIGL* motiv (W-tryptofan, I-isoleucin, G-glycin, L-leucin), coz je

usek slozeny ze tii hydrofobnich aminokyselin formujici jadro CTLD.

Receptory C-lektinového typu obvykle formuji homo- nebo heterodimery spojené
disulfidicky. Tyto disulfidické mustky vznikaji v oblasti ,.kr¢ku®, tedy v misté spojujicim

transmembranovou doménu s extracelularni doménou [23]

1.2.5.2. Inhibi¢ni komplex NKR-P1B:Clrb

Rodina receptorit NKR-P1 (,,natural killer cell receptor- protein 1) byla pted vice jak
dvaceti lety viibec prvni popsanou receptorovou rodinou receptord NK bunék. Geny, které je

koduji, jsou sdruzeny v NK genovém komplexu (,,natural killer gene complex", NKC). Ten se
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u lidi nachazi na 12. chromosomu, u mysi na 6. a u potkana pak na 4. chromosomu [24]. Tato
rodina zahrnuje jak aktivacni, tak inhibi¢ni receptory C-lektinového typu. Prvnim z této
rodiny byl prozkoumany inhibi¢ni receptor NKR-P1C, ktery je stale znam pod svym
pivodnim jménem NK 1.1. Tento protein je v souasnosti Siroce vyuzivan jako znak pro
rozpoznavani mySich NK buné¢k. Tato receptorova rodina je zvlastni tim, Ze jako ligandy
rozpoznava jiné receptory C-lektinového typu (,,C-type lectin related receptor", Clr),

kodované clec2 geny [25].

Rodina Clr byla objevena béhem vyzkumu kostni morfogeneze, kdy byl popsan
genovy produkt, ktery byl pro svou schopnost inhibovat osteoklastickou formaci (pokud byl
exprimovan buiikami osteoblastu), popsan jako Ocil (,0steoclast inhibitory lectin®).

Receptorovy systétm NKR-P1:Clr se uz od pocatku svého objeveni potyka s
nedostatky v oblasti nomenklatur, a to jak v rdmci daného druhu: u mysi jsou tyto receptory
znamy jako NKI/NKI1.1, NKR-P1 (A-G) - coZ je nejbéznéj$i oznaceni, popiipad¢ jako
CD161 (nazev prevzaty z oznaceni lidskych gentll) a clec5b (odkazujici na nomenklaturu C-
lektinovych receptorti). Samotné Clr proteiny jsou exprimovany jako homodimery, v posledni

dobé¢ se ale také spekuluyje o vyskytu Clr jako heterodimeru [24].
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2. Cile prace

Cilem této prace byla ptiprava vektoru pTWS5_sec C2, obsahujiciho mutovanou formu
potkaniho receptoru Clrb, ligandu inhibi¢niho receptoru NKR-P1B, bez dimeriza¢niho krcku.
Déle produkce proteinu v  HEK293S GnTI- bunécné linii, jeho purifikace a nasledna

charakterizace pomoci deglykosylace, analytické ultracentrifugace a proteinové krystalizace.
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3. Material

3.1. POMUCKY A PRISTROJE

Analyticka ultracentrifuga Proteomelab XL-I

Adhezivni podlozka na tFepacku Sticky Pad

Analytické vahy

Aparatura pro filtraci

Autoklav Varioklav 400 E
Automatické pipety Discovery
Automatické pipety Pipetman
Centrifuga Allegra X-22R
Centrifuga EBA 12R

Centrifuga Universal 320R
Centrifuga 5415R

Centrifugac¢ni zkumavky Oak Ridge
Filtry pro sterilizaci 0,22 pm
Fotoaparat Cyber-shot DSC-W570
Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit
High-Speed Plasmid Mini Kit
HPLC systém AKTAbasic
Inkubator MCO-18AIC

Inkubator IR 5000

Kahan Fuego SCS

Kahan

Kolona Econo

Kolona Hitrap MabSelect SuRe
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Beckman Coulter, USA

New Brunswick Scientific, USA

AND, USA

Sigma, USA

H+P Labortechnik GmbH, Néemecko
HTL, Polsko

Gilson, USA

Beckman Coulter, USA

Hettich, Néemecko

Hettich, Nemecko

Eppendorf, Néemecko
Sigma-Aldrich, USA

Corning, Némecko

SONY, Japonsko

Geneaid, USA

Geneaid, USA

Amersham Biosciences, Svédsko
Sanyo, Japonsko

Flow Laboratories, USA
VERKON, CR

zavod Votice, CR

Bio-Rad, Némecko

GE Healthcare, USA



Kolona Superdex 200 10/300 GL GE Healthcare, USA

Koncentratory Amicon Ultra Merck-Millipore, USA
Lahve ¢tverhranné s prody$nymi vicky P-LAB, CR
Laminarni box Clean Air Techniek B.V. PMYV, Belgie
Lednice 225 R Calex, CR
Magneticka michacka MM 2A Laboratorni pristroje Praha, CR
Mikrocentrifuga MiniStar silverline VWR, USA
Mikroskop inverzni AE31 Motic, Némecko
Mrazici box (-20°C) Calex, CR

Mrazici box Ultra-low UDF-US3V (-80°C) Sanyo, Japonsko
Nosi¢ pro afinitni chromatografii Talon Clontech, USA

pH metr Jenway, UK
Parafilm M Ted Pella, USA
Pipetovaci nastavec Midiplus Biohit, USA

Plastik pro tkanové kultury Corning, Némecko
Piedvazky KB1200-2 Kern, Némecko

Rotaéni vakuova odparka SpeedVac DNA 110  Savant, USA

Souprava pro agarosovou elektroforesu Biokeystone, USA
Souprava pro SDS-PAGE Bio-Rad, Nemecko
Spektrofotometr DS-11 DeNovix, USA
Termoblok LS1 VLM, Nemecko
Termocykler Progene Techne, UK
Termocykler Techgene Techne, UK

Trepacka Orbi-Safe TS NetWise Gallenkamp, UK
Tiepacka Celltron Infors HT, Svycarsko
UV/Vis spektrometr UV2 Unicam, UK
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UV prosvécovaci lampa (300 nm)
UV prosvécovaci lampa (312 nm)
Varié

Vodni lazen

Vodni lazen

Vortexovy mixér

Zdroj deionizované vody

Zdroj napéti PS 251-2

3.2. CHEMIKALIE
Agar

Agarosa

Akrylamid

Ampicilin

Peroxosiran amonny
Azid sodny
Bromfenolova modf
BSA

Coomassie Brilliant Blue R-250
dNTPs, 10mM
Dithiothreitol

EDTA

ExCELL293 médium
Freestyle F17 médium
L-glutamin

GoodView

Kvasni¢ny extrakt
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Ultra-Lum, USA
UVltec, UK

ETA, CR

Memmert, Nemecko
Julabo, Nemecko
VELP Scientifica, Itdlie
Merck-Millipore, USA

Sigma, USA

Oxoid, Anglie

Sigma, USA

Sigma, USA

Biotika, SR

Serva, USA

Serva, US4

Lachema, CR

New England Biolabs, USA
Fluka Chemika, S'vycarsko
Top-Bio, CR

Serva, US4

Jersey Lab Supply, USA
Sigma, USA

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

Imuna Pharm, CR



Kyselina valproova

Linearni polyethylenimin 25 kDa
2-merkaptoethanol

MgSO4 pro PCR 100mM
Standard pro SDS-PAGE
Nosi¢ pro chromatografii Talon
PCR H20

Penicilin G, sodna sl

SDS

Standard pro SDS PAGE
Streptomycin sulfat

TEMED

Tris

Triton X-100

Trypanova modf

UltraPower

1kb DNA standard

100bp DNA standard

Ostatni béZné chemikalie (Cistota p. a.)

3.3. ENZYMY

Agel (5 U-pl'V

Deep Vent DNA polymerasa (2 U-pl)

KpnI (10 U-pl?)
T4 DNA ligasa (400 U-pl")

RNasa A (10 mg.ml ")

Sigma, USA

Polysciences, USA

Sigma, USA

New England Biolabs, USA
Fluka, USA

Clontech, USA

Top-Bio, CR

Duchefa Biochemie, Nizozemsko
Jersey Lab Supply, USA
Bio-Rad, Némecko

Serva, US4

Serva, USA

Roth, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma, USA

Ecoli, Slovensko

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA

Lach-Ner, CR

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

Serva, USA
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3.4. PUFRY PRO ENZYMY

NEBI1 pufr New England Biolabs, USA
Pufr G5 New England Biolabs, USA
Pufr pro T4 DNA ligasu Fermentas, Kanada

Pufr ThermoPol New England Biolabs, USA

3.5. BAKTERIALNI KMENY A BUNECNE LINIE
Z kompetentni E. coli DH50. Mgr. Jan Blaha, PFF UK, CR

HEK293S GnTI- CRL-3022 ATCC, US4

3.6. PLASMIDY
pTW5_sec_Cl1 Mgr. Jan Bléaha, PFF UK, CR

pTW5_sec_NitAB Mgr: Jan Bléha, PFF UK, CR

3.7. OLIGONUKLEOTIDY

rCIrbWAG_Y77_ FW
5" A4AAACCGGITACGCTGCTTGCCCGAGAAA 3’

rCIrbWAG_S195 REV
5" AAAAGGTACCGCTGTTAAGTCTGCTACAGCTC 3’

pTIT_FW
5" TGATATTCACCTGGCCCGATCTG 3’

pTWS _seq REV
5 "AAGCAGCGTATCCACATAGCG 3°

3.8. ROZTOKY A MEDIA

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

Freestyle F17 médium: zakoupeno hotové médium (Gibco Invitrogen, USA) a pted pouzitim

doplnéno o L- glutamin (vysl. konc. 4 mM) a Pluronic F-68 (vysl. konc. 0,1% w/v)
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HEPES pufr (pufr pro gelovou permeaéni chromatografii): 10mM HEPES, 150mM NaCl,
10mM NaNsz; pH=7,5

LB agar s Amp: 1,5% (w/v) agar v LB médiu, 100 pg.ml'! Amp

LB médium: 1% (w/v) trypton, 0,5% (w/v) kvasni¢ny extrakt, 1% (w/v) NaCl, pH = 7,4
MES pufr: 20mM MES, 100mM NaCl, 10mM NaN3z, pH=15, 0

PBS pufr: 20mM Na3;POs .12 H>0, 30mM NaH>PO4 .2 H,0, 300mM NaCl, 10mM NaN3,
pH=7,0

PBS pufr s imidazolem: 20mM Na3PO4 .12 H>O, 30mM NaH>PO4 .2 H>0, 300mM NaCl,
10mM NaN3, 250mM imidazol, pH =7, 0

PBS-TK pufr: 10mM Na;HPOj4, 150mM NaCl, 2mM KCI, 2mM KH>PO4, pH =7, 0
Pufry pro agarosovou elektroforézu:

* TAE pufr (1 koncentrovany): 40mM Tris, 20mM CH3COOH, ImM EDTA,
pH=8,3

» STOP puft: 30% (v/v) glycerol, 1% (w/v) bromfenolova modft, 70% (v/v) TAE pufr
Roztok IPEIL: 10 mg.ml-! IPEI v PBS-TK, pH =7, 0
Roztoky pro SDS-PAGE:
* AA: 29% (w/v) akrylamid, 1% (w/v) N, N’ -methylen-bis-akrylamid
* Barvici roztok pro SDS-PAGE: 45% (v/v) methanol, 10% (v/v) kyselina octova,
0,25% (w/v) CBB R-250
* Elektrodovy pufr pro SDS-PAGE (10x koncentrovany): 3% (w/v) Tris,
14,4% (w/v) glycin, 1% (w/v) SDS, pH =8, 3

* Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE: 35% (v/v) ethanol, 10% (v/v) kyselina
octova, 55% (v/v) dH,O

* Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE neredukujici (4 X koncentrovany): 277,8 mM Tris-
HCI, 4.4% SDS, 44.4% (w/v) glycerol, 0.02% bromfenolova modt, pH = 6, 8

» Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE redukujici (2x koncentrovany): 100mM Tris,20%
(v/v) glycerol, 4% (w/v) SDS, 0,2% (w/v) bromfenolovd modr, 100mM DTT,
pH=26,8
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Roztoky pro pripravu zasobniho mnoZzstvi plasmidové DNA:
*ELU: 100mM Tris, 1,25M NaCl, pH=28, 5
*EQ1: 0,1M CH3COOK, 0,6M NacCl, 0,15% (v/v) Triton X-100, pH =5
*LYS: 0,2M NaOH, 1% (w/v) SDS
*RES: 50mM Tris, I0mM EDTA, 5 mg.ml"! RNasa A, pH = 8
*WASH: 0,1M CH3COONa, 0,825M NaCl, pH =5
Roztoky pro minpreparaci plazmidové DNA: Geneaid, USA
Roztoky pro extrakei z gelu: Geneaid, USA
Roztoky pro precisténi PCR produkti: Geneaid, USA
Smés antibiotik: 10000 U.ml"! penicilin, 10000 pg.ml"! streptomycin
TAE pufr: 10mM Tris, 0,5mM EDTA, pH =8, 0

TES pufr: 10mM Tris, 2mM EDTA, 150mM NaCl, ImM NaN;, pH =8, 0
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4. Metody

4.1. PRIPRAVA VEKTORU pTW5_sec C2
4.1.1. Amplifikace insertu konstruktu C2 pomoci PCR

Polymerasovou fetézovou reakci jsem provedla v 0,5ml PCR mikrozkumavce. Piesné
sloZeni reak¢éni smési zobrazuje tabulka ¢. 1. Takto pfipravena reakéni smés byla nésledné
doplnéna PCR vodou do 50 pl. Teploty a ¢asy jednotlivych PCR reakci zobrazuje tabulka €. 2,

po skonceni cyklu byla smés chlazena.

Tabulka C. 1 - SlozZeni reakcni smési pro PCR reakci.

Cinidlo Zasobni koncentrace Pouzity objem
Thermopol pufr 10X koncentrovany Sul
Primer rCIrtbWAG Y77 FW 5 umol.I'! 5ul
Primer rCIrbWAG_S195 REV 5 umol 1! Sul
MgSO4 0,1 mol.1"! 1,5 pl
dNTPs 20 mmol.I"! 1,5 ul
Templat pTW5_sec Cl 1,25.10° pg.I'! 0,5 pl
Deep Vent DNA polymerasa 2.0.103U.I" 0,5 ul

Tabulka C. 2 - Teploty a casy probihani jednotlivych cyklii PCR reakce.

Cyklus Teplota cas
1 94 °C 5 min
2 (30X se opakuje) 94 °C 0,5 min
55°C 0,5 min
72 °C 1 min
3 72 °C 8 min
4 4°C 0
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4.1.2.Restrikce plasmidu

Pro restrikci byl pouzit plasmid pTWS5 sec NitAB, nesouci insert pro nitrilasu.
Restrikce byla provedena v 1,5ml mikrozkumavce, do niz byl napipetovan plasmid, roztok
BSA (1 pg.ul™), reakéni pufr NEB1, enzymy Agel, Kpnl a cela smés byla nasledné doplnéna
do 20 pl dH>0. Piesna mnozstvi reaktanti zobrazuje tabulka ¢. 3. Reakce probihala pti 37 °C

1 hod a nasledné byla tepeln¢ inaktivovana 20 min pfii 65 °C.

Tabulka C. 3 - Slozeni reakcni smési pro restrikci insertu z vektoru.

Reaktant Koncentrace objem
pTW5_sec NitAB 1,02 pg.pul! 1 ul
BSA 10X koncentrovany 2l
NEBI 10X koncentrovany 2l

Agel 5U-ul! 0,5 ul

Kpnl 10 U-l! 0,5 ul

dl:0 14l

4.1.3. Agarosova elektroforesa

Nestépeny a Stépeny plasmid s insertem pro nitrilasu pTW5 sec NitAB a PCR
produkt insertu konstruktu C2 byly vizualizovany pomoci elektroforesy v 1% agarosovém
gelu. Ten byl pfipraven uvarenim 0,65 g agarosy v 65 ml 1 X koncentrovaného TAE pufru. Po
zchladnuti gelu zhruba na 50 °C byly do gelu pfidany 3 pl fluorescenéni barvy Good View a
gel byl nalit do pfipravené aparatury pro agarovou elekroforesu s hiebenem. Po ztuhnuti gelu
byl gel pielit dH20, k elektroddm byl nalit 1X koncentrovany TAE pufr. Elektroforesa
probihala 20 min pfi napéti 200 V, poté nasledovala vizualizace pomoci prosvécovaci lampy

Ultra-Lum.

4.1.4. Izolace DNA z gelu

Pro extrakci DNA z gelu byl pouzit komerc¢ni kit Gel/PCR DNA Fragments
Extraction [26]. Z gelu byl vyfiznut linearizovany plasmid pTWS5_sec a amplifikovany insert
konstruktu C2. Gel s DNA byl vloZen do 1,5ml mikrozkumavky a ptelit DF pufrem tak, aby

na kazdych 100 mg gelu bylo pfiddno 300 pl pufru. Smés byla dikladné protfepana a
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rozpu$téna po dobu 10 min ve vodni lazni pti 50 °C. DF kolona byla vlozena do sbérné
zkumavky. Na kolonu byl aplikovan rozpustény gel v DF pufru. Smés byla centrifugovéana v
centrifuze EBA 12R (16000X g, 30 s). Filtrat byl vylit a na kolonu aplikovano 400 pl roztoku
W1, centrifugovéno za stejnych podminek. Filtrat byl slit a na kolonu aplikovano 600 ul Wash
pufru, kolona s pufrem byla inkubovana 1 min pii laboratorni teploté. Nasledna centrifugace
probé&hla pfi stejnych otackach po dobu 6 min. Supernatant byl slit. Kolonka byla pfendana do
nové mikrozkumavky. Na kolonu bylo aplikovano 500 pl na 70 °C ptedehiaté dH»O a kolona
se inkubovana 2 min za laboratorni teploty. Nasledné byla kolona centrifugovana (16000 X g,

2 min). Eluovand DNA byla uschovana v dH,O.

4.1.5. Restrikce insertu

PRC produkt byl Stépen pomoci enzyml Agel a Kpnl. Do reakce byl déle ptidan
NEBI puft, roztok BSA a 45 pl PCR produktu. Smés byla smichana v 1,5ml mikrozkumavce
a samotna reakce probihala po dobu 30 min za teploty 37 °C v termobloku. Po skonceni
reakce byla reakéni smés aplikovana na komeréné dodavanou kolonku pro extrakci DNA
(High-Speed Plasmid Mini Kit) [27]. Na reakéni smés byl aplikovan roztok L1, smés byla
centrifugovana v centrifuze EBA 12R (16000X g, 1 min), supernatant byl slit. Nasledné byl
na kolonku pipetovan roztok L2 a postup opakovan. Konecna eluce Stépené DNA byla
provedena dH>O opét predehiatou na 60 °C. Tato eluce byla provedena 2X 50 ul. Eluovana
DNA byla zkoncentrovdna na 60 pl na vakuové odparce SpeedVac. Piesné koncentrace a

objemy reaktantll zobrazuje tabulka ¢. 4.

Tabulka ¢. 4 - SloZeni reakcni smési pro restrikci PCR produktu.

Cinidlo Koncentrace objem
PCR produkt C2 22,5 ng.ul’! 45 ul
NEBI1 10X koncentrovany Sul
Kpnl 10 U.pl! 0,5ul
Agel 50 Iyt 0,5 pl
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4.1.6. Ligace insertu do vektoru

Bylo smichano 100 ng stépeného plasmidu pTW5 _sec se 100 ng Stépeného insertu v
prostiedi reakéniho pufru pro T4 DNA ligasu. Dale byla ptfidana T4 DNA ligasa a celd smés
byla doplnéna do 20 pl sterilni dH»,O. Reakce probihala 30 min za teploty 37 °C v

termobloku. Pfesné sloZeni ligani smési popisuje tabulka €. 5.

Tabulka ¢. 5 - Slozeni ligacni smési.

Cinidlo Koncentrace objem
pTWS5_sec 3,6 ng.ul! 6 ul

Insert C2 9,43 ng.pl’! 10,6 ul

Pufr pro T4 DNA ligasu 10X koncentrovany 1,7 ul

T4 DNA ligasa 400 U-pl-! 0,5 ul

4.2. TRANSFORMACE KOMPETENTNICH BAKTERII E.coli
TEPELNYM SOKEM

Jeden 100ul alikvot kompetentnich bakterii E. coli DH5a [28], které se uchovavaji pti
teploté -80 °C, byl ponechéan na ledu roztat. Po roztani byl ve sterilnim prostfedi lamindrniho
boxu rozdélen do dvou 1,5ml mikrozkumavek po 2X 50 pl. Do prvni zkumavky se byla
pfidana cela liga¢ni smés z ptedchoziho kroku, tedy 20 pl plasmidu pTWS5_sec C2. Do druh¢
zkumavky bylo piidano 20 pl sterilni dH,O. Zkumavky s bakteriemi byly ponechany 30 min
na ledu. Poté byly zkumavky pfendany do vodni lazné (42 °C, 1 min). Z l4zné€ byly zkumavky
pfendany opét na led. Do kazdé byl pipetovan 1 ml na 37 °C piedehiatého LB Amp média.
Nasledné byly bakterie spolu s predpfipravenymi LB Amp plotnami inkubovany (37 °C,
1 hod). Poté byly zkumavky s bakteriemi centrifugovany na centrifuze Universal 320R
(2500% g, 5 min, 25 °C). Supernatant byl ze dvou tfetin dekantovan. Ve zbytku LB média
byly buiiky resuspendovany a v laminarnim boxu vysety na plotny s LB Amp agarem. Plotny
byly pfeneseny do inkubatoru nastaveného na 37 °C, kde byly bakterie inkubovany pfes noc,

piiblizn¢ 15hod. Po této dobé byly vyjmuty a uskladnény v lednici pii 4 °C.
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4.3. PCR Z KOLONII

ProtoZze na plotné€ vyrostlo jen nékolik kolonii, byla provedena PCR z kolonii. Bylo
vybrano 5 kolonii, se kterymi se déale pracovalo. V laminarnim boxu byly jedna po druhé
pomoci automatické pipety kolonie nabrany a resuspendovany v 6 pl sterilni dH>O
napipetované do 200ul PCR zkumavky. Spicka byla poté vlozena do 15ml zkumavky s
vickem naplnéné 5 ml LB Amp média. Zkumavky byly inkubovany na tfepacce pfi teploté
37°C a pii 220 ot.min”!. Poté byly zkumavky uskladnény v lednici pii teploté 4 °C.

Do 200ul zkumavky s 6 pl vody byly dale ptidany 2 pl pfimého primeru pTT FW (o
koncentraci 5.10° mM) a 2 pl reverzniho primeru pTWS5 seq REV (o koncentraci
5.10 *mM) a 10 pl vlastnoruéné ptipravené reakéni smési, jejiz slozeni popisuje tabulka ¢. 6.
Smés byla vlozena do tepelného cyklatoru s nastavenym programem, ktery popisuje tabulka
¢. 7 na strané 35. Produky PCR z kolonii byly charakterizovany agarosovou elekroforesou,
postup provedeni se liSil od provedeni popsaném v pododdilu 4.1.3. jen v tom, Ze misto
fluorescencniho barviva Good View bylo pouzito barvivo UltraPower. Na 65 ml agarosového
gelu bylo pfidano 6,5 pl tohoto barviva. Z bakterialnich klont, které pii PCR reakci poskytly
produkt ocekavané délky odpovidajici vlozeni insertu C2 do vektoru pTWS5 sec, byla

izolovana plasmidova DNA, viz kapitola 4.4.

Tabulka ¢ 6 - SlozZeni reakcni smési.

Cinidlo Koncentrace ¢inidla objem

Pufr Thermopol 10X koncentrovany 12 ul

Deep Vent DNA polymerasa 2U0-ul! 1,2
MgSO4 0,1 mol.I"! 3,6 ul

dNTPs 10 mmol.I"! 3,6 ul
PCRvoda | - 39,6 ul
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Tabulka ¢. 7 - Pritbéh reakce PCR z kolonil.

Cyklus Teplota cas
1 94 °C 5 min
2 (20X se opakuje) 94 °C 30s
56 °C 30s
72 °C 1 min
3 72 °C 8 min
4 4°C 0

4.4. MINIPREPARACE PLASMIDOVE DNA

Z 5 ml suspenze, jejiz ptipravu popisuje kapitola 4.3., bylo odebrano 1,5 ml do 2ml
mikrozkumavky a centrifugovano v centrifuze 5415R (15000X g, 1 min), supernatant byl
slit. K peleté byl pipetovan dalsi 1,5 ml suspenze a postup byl opakovan jesté tiikrat. K
vysledné peleté¢ bylo pfidano 200 ul PD1 pufru obohaceného o 50 pl RNasy A (zasobni
koncentrace 50 mg.ml!), smés byla resuspendovana. Nasledné byl pfidan stejny objem PD2
pufru, mikrozkumavka byla lehce promichana a poté v klidu inkubovana 2 min pfi laboratorni
teploté. Ke smési bylo pipetovano 300 pl PD3 roztoku. Smés byla lehce promichéna a poté
centrifugovana (16000X g, 30 s). Supernatant byl nalit na PD kolonu umisténou ve sbérné
mikrozkumavce. Kolona se supernatantem byla analogicky centrifugovana. Supernatant byl
slit. Na kolonu bylo aplikovano 400 ul W1 roztoku. Nésledna centrifugace byla provedena
jako ve dvou piedchozich ptipadech. Supernatant byl slit. Na kolonu bylo pipetovano 600 pl
Wash pufru a opét centrifugovano. Pro celkové dosuseni kolony od moznych zbytkit Wash
pufru, byla kolona znovu centrifugovana (16000 X g, 5 min) bez ptidavku jakéhokoli ¢inidla.
PD kolona byla pfendéana do mikrozkumavky a plasmid byl eluovan 50 ul dH>O ptedehiaté na
70 °C. Po napipetovani vody na kolonu byla kolona inkubovana 2 min pii laboratorni teploté

a nasledné byla centrifugovéana (16000 X g, 2 min) [27].

Na spektrofotometru DS-11 byla zméfena koncentrace eluovanych plasmidi, jako

reference byla pouzita sterilni dH>O.
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4.5. SEKVENACE VEKTORU

Sekvenaci provedla RNDr. Stépanka Hrda v Laboratofi sekvenace DNA PfF UK
pomoci pristroje 3130 Genetic Analyzer. Z dat poskytnutych Laboratofi sekvenace DNA byla
vybrana kolonie, kterd neobsahovala Zadnou chybu v nukleotidové sekvenci vlozeného

insertu, ani pfilehlych oblasti plasmidu pTWS5_sec, se kterou se dale pracovalo (kolonie €. 1).

4.6. TRANSFORMACE BAKTERII

Transformace byla provedena se zadsobnim roztokem plasmidu ziskaného z kolonie
¢. 1, koncentraci 34 ng.ul'!. Jeden 50ul alikvot kompetentnich bakterii E. coli DH5a [28],
které se uchovavaji pfi teploté -80 °C, byl ponechan na ledu, aby roztil. Po roztani byl ve
sterilnim prostiedi laminarniho boxu rozdélen do dvou 1,5ml mikrozkumavek po 40 pl a
10 pl. Do prvni zkumavky se 40 pl byly pfidany 2 pl plasmidu pTWS5 sec C2 o koncentraci
34 ng.ul-!. Do druhé zkumavky bylo pfidano jako kontrola 5 pl dH>O. Zkumavky s bakteriemi
byly ponechdny na ledu po dobu 5 min. Nésledné byly bakterie asepticky vysety na 37 °C
predehiaté LB Amp plotny. Plotny byly pfeneseny do inkubatoru nastaveného na 37 °C, kde
byly inkubovéany po dobu 17 hod. Po této dob¢ byly vyjmuty a uskladnény v lednici pii 4 °C.

4.7. PRIPRAVA ZASOBNIHO MNOZSTVIi PLASMIDOVE DNA
4.7.1. Kultivace bakterii

Do 21 Erlenmeyerovych lahvi bylo v laminarnim boxu odméteno 500 ml sterilniho LB
Amp média. Z lahve bylo odpipetovano 5 ml do Petriho misky s koloniemi transformovanych
bun¢k. Bunky byly sklenénou ty¢inkou v médiu resuspendovany a bylo jimi inokulovéno
piipraven¢ médium v Erlenmeyerovych lahvich. Takto pfipravené lahve byly tfepany 14
hodin pfi 37 °C, s naslednym chlazenim pii 6 °C po dobu 3 hod, na 220 ot.min"!. Suspenze
byla nasledné centrifugovana v centrifuze Allegra X-22R (3900 X g, 30 min, 15 °C) ve 250ml
centrifugac¢nich kyvetach. Supernatant byl slit a peleta resuspendovana ve 20 ml TES pufru a

znovu centrifugovana, jiz ve zkumavce s vickem.
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4.7.2. 1zolace plasmidu z bunécné suspenze

Bakterialni peleta byla resuspendovana v 50ml zkumavce s vickem pomoci
vortexového mixéru v 18 ml RES pufru s pfidanou RNAsou A. Takto vznikld homogenni
bakterialni smés byla rozdélena do dvou 30ml centrifugacnich kyvet typu Oak Ridge. Ke
kazdé bylo nasledné pipetovano 9 ml LYS pufru, zkumavka byla zlehka promichana a
inkubovana 5 min pfi laboratorni teploté. Dale bylo do kazdé kyvety pfidano 9 ml
neutralizaéniho N3 pufru a opét zlehka, ale dikladn¢ promichédno. Smés poté byla
centrifugovana v centrifuze Allegra X-22R (20000X g, 10 min, 20 °C). V mezicase byly
piipraveny recyklované, komerc¢né¢ dodavané, kolony NucleoBond Xtra Maxi [29],
uchovavané ve 20% ethanolu. Ethanol byl dekantovan a kolona promyta dH>O a nasledné
dostatecnym mnozstvim elu¢niho roztoku (cca 20 ml). Do kolony byl vlozen papirovy filtr a
dale byla kolona ekvilibrovana i s filtrem. Kolona byla promyta 3 X 25 ml roztoku EQI. Po
centrifugaci byl supernatant aplikovdn na kolonu s filtrem a eluat se nechal prokapat. Po
prokapani celého objemu supernatantu, byla kolona promyta 25 ml Wash roztoku a az poté
byl papirovy filtr se zbytky bunécné srazeniny vyhozen. Nasledné byla 15 ml ELU roztoku
eluovana DNA do polypropylenovych centrifuga¢nich kyvet typu Oak Ridge. K eluatu bylo
pfidano 10,5 ml predchlazeného isopropanolu (-20 °C) a smés byla dikladné protiepana,
nasledné centrifugovana (16000X g, 30 min, 0 °C). Supernatant byl dekantovan a k peleté
pfidalo 5 ml 70% ethanolu ptedchlazené¢ho na -20 °C. Peleta byla v ethanolu omyta a
centrifugovana (16000X g, 10 min, 0 °C). Supernatant byl slit a peleta kratce vysuSena ve
vakuové odparce SpeedVac. Peleta byla néasledné resuspendovéna v 1 ml sterilni dH>O, Na
spektrofotometru UV2 byla poté pfeméfena koncentrace a Cistota plasmidové DNA. Méteni
byla provedena na jiz zminéném spektrofotometru UV2 tak, Ze jako reference byla pouzita
sterilni dH»O, vzorek plasmidu byl dH,O nafedén 300X a poté byla zméfena absorbance pfi
260 nm a 280 nm. Ziskané hodnoty byly pomoci aplikace pro empiricky prepocet zavislosti
absorbance a koncentrace (pokud absorbance dvouvldknové DNA pii 260 nm dosahuje
hodnoty 1, pak je jeji koncentrace ¢iselné rovna 50 pg.ml-! [30]). pievedeny v koncentraci a

Cistotu plasmidové DNA [31].

4.8. PRODUKCE rClrb V BUNECNE LINII HEK293S

4.8.1. Urceni bunécné hustoty a viability bunék

Pro urceni hustoty bunék v suspenzi byl pouzit hemocytometr. Ve sterilnim prostiedi

lamindrniho boxu bylo odebrano 20 pl bunééné suspenze, k niz bylo ptidano 160 pl roztoku
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trypanové modii v PBS-TK, ¢imz byla buné¢na suspenze devétkrat naiedéna. Smés byla
pipetou promichana a pipetovana pod horni sklicko hemocytometru. Nasledn¢ byly vSechny
bunky v 9 ¢tvercich hemocytometru spocitany (zivé buiiky bezbarveé, mrtvé buiikky modré) a
vysledné ¢islo vynasobeno 1074, ¢imz vysledek odpovidal pocet milionti bun¢€k v jednom
mililitru suspenze. Dle nésledujiciho vzorce byla spocitana viabilita, tedy procento zivych

bunék v suspenzi:

V=(zivé buniky)/(Zivé buiiky + mrtvé buiiky).100

4.8.2. Vysokohustotni transfekce HEK293S bunécné linie

Bunééna linie HEK293S byla kultivovana ve ctverhrannych lahvich s prody$Snym
vickem na tfepacce Celltron v inkubatoru pfi 130 ot.min!, 37 °C, 5% CO> v ExCELL293
médiu a subkultivovany fedénim cerstvym médiem tak, aby se jejich hustota pohybovala
pfiblizné mezi 0,2 a 4.10° bunék.ml!. Bunétna suspenze HEK293S o objemu 400 ml a
hustoté 3,4.10° bunék.ml! byla ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu rovnomérné
rozdélena do Cétyfech 50ml zkumavek s vickem tak, aby vysledné mnozstvi buné¢k ve
zkumavkach bylo 400.10°, ty byly nasledné centrifugovany v centrifuze Universal 320R
(90X g, 5 min, 25 °C). Pelety byly po dekantaci resuspendovany v celkem 16 ml média
ExCell293 a spojeny do jedné 500ml ctverhranné lahve, ¢imZz bylo dosaZeno celkové
koncentrace 25.10° bunék.ml"!. Transfekéni smés byla piipravena piesné tak, jak popisuje
tabulka ¢. 8. Dulezité je dodrzet pomér 1 pg DNA na 1.10° bunék. Smés byla vyiedéna 2,5 ml
PBS-TK tak, aby po pifidani této smési k buikim se koncentrace bunék snizila na 20.106
bunék.ml-!. Tato smés byla zfiltrovana pomoci 0,22um filtru do bunééné kultury. Nasledovalo
pfidani 120 pl (1,2 mg) IPEI do kultury. Pomér celkové plasmidové DNA:IPEI byl 1:3.
Vysokohustotni transfekce probihala za tfepani po 4 hod a nésledné byla suspenze vyiedéna
médiem ExCell293 na 200 ml, do celkové hustoty 2.10° bunék.ml! s pfidavkem 1,6 ml 0,5M

kyseliny valproové (vysledna konc. 2mM) a 4 ml zasobniho roztoku antibiotik.

Tabulka ¢. 8 - Slozeni transfekcni DNA smési.

Plasmid Procentualni zastoupeni | Zasobni koncentrace Vysledny objem
pTW5 sec_ C2 88 % 9,5 pg.ul! 37,1 ul

PTW5p27 10 % 1,42 pg.pl! 28,2 ul
pTW5_oFGF 2 % 2,32 pg.pl! 3,44 ul
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4.8.3. Sklizeni transfekovanych bunék

Po sedmi dnech kultivace byly transfekované bunky s viabilitou 52 % a hustotou
1,42.10% bunék.ml! sklizeny. Suspenze byla centrifugovana ve 250ml centrifuga¢nich
kyvetach v centrifuze Allegra X-22R (4500X g, 60 min, 25 °C). Nasledn¢ bylo
centrifugované médium piefiltrovano pies 0,22 pum filtr pro odstranéni bunécnych zbytkd.

Zfiltrované médium bylo nafedéno roztokem PBS v poméru 1:1.

4.9. PURIFIKACE PROTEINU

4.9.1. Afinitni chromatografie

Prefiltrované médium bylo pfelito do 21 Erlenmeyerovych lahvi bez zabrusu s
pfidavkem 5 ml nosi¢e Talon, nabitého kobaltnatymi ionty. Lahve byly inkubovany na
tiepaéce OrbiSafe (130 ot.min!, 30 min). Mezitim byla kolona Econo proplachnuta cca 5 ml
PBS. Poté na ni bylo po ¢astech aplikovano sklizené médium s nosicem Talon. Po prokapani
celého objemu byl zachyceny protein eluovan z nosi¢e pomoci PBS s imidazolem. Bylo

zachyceno celkem 5X 5 ml eluatu.

Nosi¢ Talon byl regenerovan proplachnutim PBS pufrem s imidazolem, MES pufrem,

PBS pufrem, dH2O a 20% ethanolem, v némZz byl i skladovan v lednici pii 4 °C.

4.9.2. Zkoncentrovani proteinu

Koncentrovani bylo provedeno na koncentratoru Amicon, jehoz membrana je
propustnd pro molekuly s molekulovou hmotnosti mensi nez 10000 Da. Pied pouzitim byl
koncentrator proplachnut dH»O, poté naplnén eludtem proteinu a centrifugovan v centrifuze
Allegra X-22R (rotor 4250, 3900X g, 5 min, 21 °C). Po této dobé bylo metodou dle
Bradfordové, v 96ti jamkové desti¢ce, zkontrolovano, jestli membrana protein nepropousti.
Do tfech jamek bylo pipetovano 200 pl ¢inidla dle Bradfordové, do prvni jamky bylo
pipetovano pouze Cinidlo (reference), do druhé jamky bylo pfidano 5 pl koncentratu proteinu,
do tieti pak 5 pl filtratu. Po ovéfeni funkce membrany se pokracovalo v koncentraci proteinu,
a to do objemu < 500 pl. Vysledny roztok proteinu byl pfenesen do sterilni mikrozkumavky,

ktera byla centrifugovana na centrifuze EBA 12R (20000X g, 5 min, 21 °C).
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4.9.3. Gelova permeacni chromatografie

Purifikace proteinu probéhla na HPLC systému za pouziti kolony Superdex 200
10/300 GL [32]. Kolona je uchovavana ve 20% ethanolu, tudiz byla pied pouzitim promyta
nejdiive dH>O a nasledné HEPES pufrem. Pted aplikaci vzorku na kolonu byla také promyta
davkovaci smycka 10 ml HEPES pufru. Poté byl pomoci Hamiltonovy mikrostfikacky
aplikovan cely zkoncentrovany vzorek (370 pl) na kolonu. Priitok HEPES pufru kolonou byl
nastaven na 0,5 mlmin!. Bylo jimano celkem S$est frakci zhruba po 0,5 ml do

mikrozkumavek. Po skonceni byla kolona promyta HEPES pufrem a 20% ethanolem.

4.10. CHARAKTERIZACE PROTEINU

4.10.1. Méreni koncentrace proteinu

Koncentrace proteinu ve vzorcich byly stanoveny meéfenim absorbance pomoci
spektrofotometru DeNovix pifi vinové délce 280 nm. Jako reference pii métfeni byl pouzit
HEPES pufr. Koncentrace proteinu byla vypoctena ze zmétené hodnoty absorbance s pomoci
teoretického extinkéniho koeficientu 3,066 (vypocitan programem ProtParam na zékladé

primarni aminokyselinové sekvence proteinu [33]).

4.10.2. SDS-PAGE

Pro dalsi charakterizaci proteinu byla zvolena elektroforesa v 15%
polyakrylamidovém gelu. Polyakrylamidové gely byly pfipraveny smichanim dH»O, 30%
roztoku AA, Tris pufrt, 10% SDS, 10% APS a TEMED. Zaostiovaci gel se ve svém slozeni
od rozliSovaciho gelu lisil pouze v pH pouzitého Tris pufru. Piesné slozeni geli zobrazuje

tabulka ¢. 9 na strané 41.

Byly ptipraveny vzorky dvojiho druhu - v redukujicim pufru a v neredukujicim pufru.
Pouzity neredukujici pufr byl 4X koncentrovany. Redukujici pufr vznikl smichdnim 4 X
koncentrovaného neredukujiciho pufru s 0,2M roztokem dithiothreitolu v poméru 1:1, ¢imz
vznikl 2X koncentrovany redukujici pufr. Vzorky v neredukujicim prostiedi byly piipraveny
v 1,5ml mikrozkumavce smichanim 10 pl vzorku mnou pfipraveného proteinu s 2,5 pl
neredukujictho pufru. Protein v redukujicim prostfedi byl pfipraven pipetovanim 5 pl
redukujiciho pufru k 10 pl vzorku proteinu. Krom mnou pfipravenych vzorkd byly na gelu

analyzovany 1 vzorky deglykosylovaného proteinu rClrb konstruktu C2 (produkovaného takeé
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v HEK293S bunééné linii, transfekované vektorem, jehoz ptipravu popisuje kapitola 4.7.)
piipravené¢ Mgr. Janem Blédhou v Oxfordu. Tohoto deglykosylovaného proteinu bylo pouzito
pouze pétinové mnozstvi (2 ul). VSechny vzorky byly nasledné 5 min povaieny, poté 30 s
centrifugovany na centrifuze MiniStar a naneseny na gel spole¢né s 5 pl standardu pro SDS-
PAGE. Elektroforesa probihala 50 min pii napéti 200 V. Gely byly nasledné 30 min barveny v
barvici lazni a poté 1 hod v odbarvovaci lazni odbarvovany. Takto pfipravené gely byly

uchovany v dH2O.

Tabulka & 9 - Slozeni rozlisovaciho (RG) a zaostrovaciho (ZG) polyakrylamidového gelu.

5 Objem
Cinidlo
RG G
dH>0O 1,8 ml 2,1 ml
30% AA 4 ml 750 pl
1,5M Tris (pH=8,8) 2 ml
0,5M Tris (pH=6,8) - 375 ul
10% SDS 80 ul 30 ul
10% APS 80 ul 30 ul
TEMED 4 ul 4 ul

4.10.3. Deglykosylace proteinu

Deglykosylacni reakce byly pfipraveny celkem dvé. LiSily se jen hmotnostnim
pomérem enzymu Endo F1, ktery u prvni reakce €inil 1:100 a 1:50 u reakce druhé. Vzorek
pro prvni reakci byl pfipraven smichdnim 2,64 pg proteinu, 1l reakéniho pufru G5 pro Endo
F1 a 0,026 pg Endo F1. Tato reakce byla doplnéna dH»O tak, aby vysledny objem reakce byl
10 pl. Druha reakce, do které bylo ptfidano 0,053 pg Endo F1 byla také doplnéna na 10 pl
dH20. Vzorky byly centrifugovany na centrifuze MiniStar (30 s) a inkubovany v termobloku
(2 hod, 37 °C). Nasledné¢ bylo ke vzorkim piidano 0,5 ul 4X koncentrované¢ho
neredukujiciho pufru, vzorky byly 5 min povatfeny a poté 30 s centrifugovany. Vysledek
deglykosylace byl vizualizovan metodou SDS-PAGE.
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4.10.4. Sedimentacni analyza

M¢éteni bylo provedeno na analytické ultracentrifuze ProteomeLab XL-I s rotorem
An50Ti metodou sedimentacni rychlosti. Z této analyzy, jejimz vysledkem je sedimentacni
koeficient pozorované molekuly a ze znalosti jeji molekulové hmotnosti, 1ze ziskat informace
o tvaru a velikosti molekuly proteinu [34]. Toto métfeni a jeho vyhodnoceni provedl RNDr.

Ondfej Van¢k, Ph.D.

K méfteni byla pouzita dvoukomorova cela, kdy v jedné ¢asti byl pfitomen roztok proteinu o
objemu 400 ul a v druhé prislusny pufr jako reference o objemu 430 pl. Méteni probihalo pii
36000 ot.min™, 20 °C a sedimentace vzorku byla sledovana spektrofotometricky pii vlnové
délce 280 nm a zaroven i pomoci interferencni optiky. Méteni bylo provedeno se vzorkem
proteinu Clrb_C2 v HEPES pufru o vysledné koncentraci 0,25 mg.ml™" a bylo sbirano 150
snimkt po 10 min. Parcidlni specificky objem proteinu spole¢n¢ s hustotou a viskozitou pufru
byly predikovany pomoci programu SEDNTERP [35] a naméfend data byla vyhodnocena
pomoci programli SEDFIT a SEDPHAT [36, 37].

4.10.5. Krystalizace proteinu

Krystalizace pfipraveného proteinu probihala v Henry Wellcome Building for Genomic
Medicine, University of Oxford, UK pod dohledem Mgr. Jana Blahy. Prob¢hla zde i exprese
proteinu v HEK293S GnTT- linii a nasledné purifikace, ¢ast proteinu byla deglykosylovana a
po zkoncentrovani na 9,5 nebo 7 resp. 5 mg.ml! pro nativni, resp. deglykosylovany protein
byly nasazeny krystaliza¢ni experimenty, pfi¢emz bylo vyuzito specidlnich roboti schopnych
pipetovat kapky o objemech az 100 nl. Sirokospektré nasazeni optimalizaénich podminek
probihalo metodou sedici kapky na 96 jamkovych krystalizanich destickdch (Greiner,
Neémecko). Nejprve robot Hydra 96 (Art Robbins Instruments, USA) naplnil 96 rezervoara
sadou srazedel. Nasledovalo piemisténi krystalizacni destiCky na robota typu Cartesian
(Genomic Solutions, USA), ktery si ze zkumavky se odebral 9,6 ul proteinového preparatu a
do kazdé¢ krystaliza¢ni pozice nad rezervoarem pipetoval 100 nl kapicku. Poté robot odebral z
kazdého rezervodru stejné mnozstvi srazedla a pipetoval ho ke kapce preparatu. Tim bylo
pripraveno 96 podminek pro krystalizaci o objemu 200 nl. Pro zamezeni odparu srazedel byla
desticka prekryta specidlni folif. Krystalizacni pokusy byly uskladnény pii 20 °C v
automatizovaném skladisti, které zajiStuje pravidelnou digitadlni vizualizaci vSech
krystaliza¢nich podminek pfistupnych ke kontrole po internetu. Tyto experimenty probihaji za
podpory projektu Instruct - Integrating structural biology. Dosud byl pozorovan vznik krystalt
v krystaliza¢nich podminkach o slozeni: 12% w/v PEG 20000, 0,1 M imidazol, pH=7,0.
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5. Vysledky
5.1. PRIPRAVA VEKTORU

Na zaklad¢ porovnani krystalové struktury lidského hLLT1 L2 a aminokyselinové
sekvence konstruktu potkaniho rClrb_C1 byl navrZen konstrukt potkaniho inhibi¢niho ligandu
rClrb, tiprava spocivala ve zkraceni C- a N-termindlnich sekvenci, véetné tzv. ,.kréku®, ktery
obsahuje dimerizacni cystein. Nukleotidovou sekvenci rClrb a aminokyselinovou sekvenci
navrzeného konstruktu zobrazuje obrazek ¢. 7 a 8. NavrZeny insert byl amplifikovan, jak
popisuje kapitola 4.1.1., kde jako templat slouzil plasmid pTW5_sec C1 [38]. Ten je odvozen
od plazmidu pTTS3, ktery byl poskytnut Dr. Y. Durocherem z Ustavu biochemie a molekularni
mediciny montrealské univerzity, do né&jz byl pro zvyseni exprese genu v HEK293 bunécné
linii vloZzen promotor lidského cytomegaloviru, pro zvySeni stability vzniklé mRNA byl
plasmid obohacen o posttranskripéni regulaéni sekvenci WPRE (,,woodchuck
post-transcriptional regulatory element”). Dale byla pfiddna sekvence Kozakové, ktera
zabezpecuje translaci DNA na ribosomech. A jako posledni byl pro ukonceni transkripce genu
vloZen polyadenylacni signal [39].
ATGAGTGCCAAAAAGGCTTCCCAACCTATGCTCAATACCACAGGCAGCCTGCAGGAGGGAGAAATGGGTAAAAT
GTTCCATGGGAAATGTCTCAGAATCGTCTCCCCCGAATCTCCTGCTAAGCTTTACTGCTGCTATGGAGTGATCAT
GGTCCTCAGTGTAGCTGTAGTTGCTCTTTCTGTTGCTTTGTCAGTAAAAATGACACCACAGATCTCAACCATAAAT
ACCTACGCTGCTTGCCCGAGAAACTGGATTGGAGTTGGAAATAAATGTTTTTATTTTTCTGAATATGCAAGTAACT
GGACATTCAGCCAGACCTTCTGCAAGGCACAAGAGGCCGAGCTAGCACGATTTGACACCGAGGAGGAGCTGA
ATTTCTTAAGCAGATACAAAGGGAGTTTTGATTACTGGATCGGCCTGCACAGAGAGTCCTCAGAGCACCCTTGG
AAGTGGACAGACAACACTCAGTATAACTACTCGCTTTCCATCCGGGGAGTGGAAAGATATGCCTACCTGAACGA

CATCGGGATCAGCAGTGCCAGGGTCTATGCAGACAAAAGATGGAGCTGTAGCAGACTTAACAGCTATAGCCTC
CAATGCAAAACTCCTTTTTCTCCTATGTAG

Obridzek & 7 - Nukleotidova sekvence rClrb. Cerné je vyznacena intraceluldrni éast receptoru, modie

konstrukt C1, cervené konstrukt C2, podtrzenim jsou zvyraznény mista nasedani PCR oligonukleotidii.

MSAKKASQPMLNTTG SLQEGEMGKMFHGKCLRIVSPE SPAKIEENEEINEE
ISR < M TPQISTINTYAA CPRNWIGV GJIKCFYF SEYASWTF SQTF
CKAQEAELARFD TEEELNFLSRYKGSFDYWIGLHRE SSEHPWKWTDN TQYJY

SLSIRGVERYAYLNDIGIS SARVYADKRWSCSRLNSY SLQCKTPFSPM

Obrizek & 8 - Aminokyselinova sekvence rClrb. Cerné je vyznacena intraceluldrni cast, cervenym
podbarvenim transmembranovy usek, modre konstrukt C1, fialove konstrukt C2, Zluté cysteiny a rizové N-

glykosylacni mista.
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Insert byl dale stépen restrikénimi endonukleasami Agel a Kpnl a ligovéan do plasmidu
pTWS5 sec, ktery byl ptfipraven vystépenim zhruba 1000 pb velké sekvence pro nitrilasu z
plasmidu pTWS5 _sec NitAB a naslednym vlozenim 357 pb insertu pro Clrb. Spravnost
provedenych reakci byla ovétena agarosovou elektroforesou v 1% gelu, viz obrazek ¢. 9. Po
izolaci z gelu byl i PCR reakci produkt $tépen restrikénimi enzymy Agel, Kpnl. Enzymova
reakce byla zastavena zvySenim teploty z 37 °C na 65 °C, ¢imz se enzymy inaktivovaly.
Plasmid pTWS5_sec a amplifikovany insert byly ligovany v jeden plasmid, ktery nesl oznaceni

pTWS5 _sec C2, viz obrazek €. 10 na nasledujici strané.

Obrazek ¢ 9 - Agarosova elektroforesa plasmidu pTW5 sec NitAB a amplifikovaného insertu
konstruktu C2. Drdaha 1- 1kb standard, drdha 2- nestépeny plasmid pTW5 sec_NitAB, drdaha 3- Stépeny plasmid
pTWS _sec_NitAB, driha 4 a 5- amplifikovany insert C2, driha 6- 100pb standard. Cerveny obdélnik znact
amplifikovany insert (377 pb), Cerny obdélnik oznacuje linearizovany plasmid pTW5_sec.
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—— Agel (1238)

pTW5sec_C2

5382 bp

" KpnT (1505)

Obrazek ¢ 10 - Mapa vektoru pTWS _sec_C2.

Metodou rychlé transformace bylo transformovéno 50 pl kompetentnich bakterii
E. coli DH5a [28] na plotny s LB Amp médiem. Tyto plotny byly inkubovéany pies noc v
inkubatoru, nasledujici den byla z péti kolonii, které pfes noc vyrostly, provedena PCR z
kolonii, detailn€ji popséna v kapitole 4.3. Pomoci 1% agarosové elektroforesy, viz obrazek
. 11 na strané 46, byly identifikovany ty kolonie, které nesly plasmid obsahujici vlozeny
insert C2. Celkem Ctyfi z péti kolonii byly pozitivni na pfitomnost insertu. Ze vSech Ctyt
kolonii byla provedena minipreparace plasmidové DNA, jejiz postup popisuje kapitola 4.4.,
vytézky a Cistota plasmidii byly zjistény pomoci spektrofotometrie. Cistota DNA se pomé&fuje
pomoci poméru absorbanci méfenych pfi 260 nm a 280 nm pfiCemz Cistd DNA dosahuje
poméru 1,8. Pokud se Cistota plasmidu pohybuje pod hodnotnou 1,8 - znamena to, ze vzorek
je kontaminovan bilkovinami. To je zplUsobeno absorpci zafeni aromatickymi
aminokyselinami bilkovin. Pokud je pomér absorbanci vysSi nez 2,0 - tento vysledek
poukazuje na kontaminaci RNA, ktera absorbuje pii 260 nm [40]. Vyslednou koncentraci a

Cistotu zobrazuje tabulka ¢. 10 na nasledujici strané.

45



Obrazek & 11 - Agarosova elektroforesa PCR z kolonii. 1.k-5.k oznacuje kolonii daného cisla, M100 je
100pb standard. Tato elektroforesa byla provedena s fluorescencnim barvivem UltraPower, to jak je patrné z

obrazku, ovlivnilo jak mobilitu standardu, tak mobilitu DNA. Na pritomnost insertu v plasmidu vsak poukazuje

uz samotna pritomnost PCR produktu.

Tabulka ¢. 10- Finalni koncentrace plasmidii ziskanych minipreparaci.

Kolonie Koncentrace A260/280
1 34 ng.ul'! 1,60
3 34,5ng.ul’! 1,60
4 34,5 ng.ul'! 1,64
5 39,5ng.ul’! 1,50

Kolonie, které vykazovaly ptitomnost plasmidu pTW5 sec C2, byly poslany na
sekvenaci do Laboratofe sekvenace PiF UK. Vysledky prokéazaly, ze vSechny kolonie
obsahovaly insert pozadované délky a nukleotidové sekvence. Déle se pracovalo s kolonii
¢. 1. Z ni bylo postupem popsanym v kapitole 4.7. pfipraveno zasobni mnozstvi DNA.

Vytézek zobrazuje tabulka ¢. 11.

Tabulka €. 11 - Vytézek velkoobjemové piipravy plasmidu z kolonie €. 1.

Koncentrace Aa260/280

9,5 pg.ul! 1,52
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5.2. PRODUKCE PROTEINU

Se zasobnim mnozstvim plasmidu pTWS5 sec C2 byla provedena transfekce
HEK?293S bunécéné linie, pfesny postup je zaznamendn v kapitole 4.8. Protein byl separovan z
média vsadkovou chromatografii pomoci nosice Talon a néasledné ptecistén na HPLC systému

pomoci gelové permeacni chromatografie. Bylo jiméno celkem 6 frakci. Eluci popisuje

obrazek ¢. 12.

1,8

1,6

1,4

1,2 4

A280

0,8 7

0,6

04
1213 4 6

0,2 7
T T T T T T T T T T T T T T T T ! I| =

a 1 2 3 4 5 & 7 8 9 1 31 12 33 14 15 16 17 1R 1% 20 217 22 23 24 35 ml

Obrazek ¢ 12 - Pribeh gelové permeacni chromatografie. Fialové usecky oddéluji jednotlivé frakce

Jjimané vzidy priblizné po 0,8ml.

5.3. CHARAKTERIZACE PROTEINU

Frakce 1 -6 byly nasledn¢ charakterizovany pomoci SDS-PAGE v redukujicim a
neredukujicim prostfedi. Vysledky zachycuji obrdzky €. 13 a 14 na nésledujici strané. Z
vysledki je patrné, Ze protein byl produkovan jako monomer, resp. Ze netvoii zadné
disulfidicky vazané oligomery. Frakce 3 byla deglykosylovdna rekombinantnim enzymem
Endo F1 po dobu 2 hod ve dvou riznych hmotnostnich pomérech Endo F1:protein. Vysledek

reakce byl opét vizualizovan pomoci SDS-PAGE, viz obrazek €. 15 na strané¢ 49.
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Obrazek ¢ 13 - SDS-PAGE proteinu rClrb_C2 v redukujicim prostredi. RI-R6 jsou vzorky frakci 1-6
z gelové permeacni chromatografie v redukujicim prostredi, M znaci standard pro SDS-PAGE, REndo je vzorek
proteinu, ktery byl pripraven a deglykosylovan Mgr. Janem Blihou na pracovisti Univerzity v Oxfordu v

redukujicim prostiedi.

Obrdazek ¢. 14 - SDS-PAGE proteinu rClrb_C2 v neredukujicim prostiedi. N1-N6 jsou vzorky frakci 1-6
z gelové permeacni chromatografie v neredukujicim prostiedi, M znaci standard pro SDS-PAGE, NEndo je
vzorek proteinu, ktery byl pripraven a deglykosylovan Mgr. Janem Bldhou na pracovisti Univerzity v Oxfordu v

neredukujicim prostredi

Aminokyselinové sekvence obsahuje celkem tfi potencidlni N-glykosyla¢ni mista, viz
obrazek ¢. 8 na strané 43. Jedno z nich se vSak nachazi v blizkosti cysteinu tvoticiho
disulfidicky mustek a neni pravdépodobné glykosylovano. Tento fakt byl potvrzen
deglykosylaci a naslednou vizualizaci metodou SDS-PAGE, jak zobrazuje obrazek ¢. 15, na
nadchazejici strané, kde spodni prouzek odpovidd zcela deglykosylovanému proteinu,
prostiedni proteinu s jednim obsazenym glykosylacnim mistem a vrchni prouzek se dvéma

misty.
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Obrazek ¢. 15 - SDS-PAGE deglykosylovaného proteinu rClrb_C2 v neredukujicim prostredi. M znaci
standard pro SDS-PAGE, E je enzym Endo F1, 1-6 jsou vzorky frakci 1-6 po gelové permeacni chromatografii,
E3b je deglykosylovana frakce 3 (v poméru protein:Endo F1= 100:1) a v draze E3a je deglykosylovana frakce 3
(v poméru protein:Endo FI1= 50:1).

Metodou sedimentacni rychlosti byl analyzovan vzorek proteinu rCltb C2 o
koncentraci 0,25 mg.ml!. Sedimentaéni data byla vyhodnocena metodou kontinualni
distribuce sedimentujicich Castic c(s) v zavislosti na jejich sedimentaénim koeficientu, a to jak
pro data ziskand méfenim absorbance pfi 280 nm, tak pro data z interferencniho optického
systému. V obou ptipadech bylo shodné pozorovano, ze se protein v roztoku vyskytuje ve
formé dvou castic se sedimenta¢nim koeficientem sow = 2,13 a 2,89 S, viz obrazek ¢. 16 na
nasledujici strané. To vzhledem k jeho molekulové hmotnosti (17046 Da — monomer,
34092 Da — dimer) dobfe odpovidd monomeru a dimeru, pravdépodobné ve stavu dynamické
rovnovahy. Z dat byla déle ziskana ptiblizna molekulova hmotnost, ktera ¢inila 21 a 33 kDa,
coz v ramci presnosti odhadu pomérné dobie odpovida skuteénym hmotnostem monomeru a
dimeru. Velikost molekuly byla stanovena pfiblizn€ na 2-3 % 5-7 nm pro monomer a 3-4 x 6-8
nm pro dimer, coz koreluje s velikosti molekul piibuznych receptori o znamé krystalové
struktute, napt. CD69 [11]. Méfeni a vyhodnoceni vysledkd provedl RNDr. Ondfej Vanék,
Ph.D.
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Obrazek ¢. 16 - Sedimentacni analyza rClrb_C2. Protein byl analyzovan pomoci analytické
ultracentrifugy metodou sedimentacni rychlosti v koncentraci 0,25 mg.ml-! pomoci absorbancni a interferencni
optiky. Na vertikalni ose jsou vyneseny normalizované hodnoty distribuce sedimentujicich cdstic o daném

sedimentacnim koeficientu.

S proteinem piipravenym v laboratoti Henry Wellcome Building for Genomic
Medicine University of Oxford bylo nasazeno Siroké spektrum krystaliza¢nich podminek. S
proteinovym preparatem v nativnim a deglykosylovaném stavu bylo paralelné¢ nasazeno
celkem 960 krystalizacnich kapek na deseti 96 jamkovych krystalizacnich destickach. Vyvoj
krystaliza¢nich experiment byl diky digitalni kontrole sledovan prostfednictvim internetu.
Dosud byl pozorovan vznik krystali nativniho proteinu v krystalizacnich podminkédch o
sloZeni: 12% w/v PEG 20000, 0,1 M imidazol, pH=7,0, viz obrdzek €. 17 na nasledujici

stran¢. Krystalizaci proteinu provedl Mgr. Jan Blaha.
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Obrazek ¢ 17 - Krystalizace rClrb_C2. Krystaly nativniho proteinu pozorovaného v krystalizacni
podmince o slozeni 12% w/v PEG 20000, 0,1 M imidazol, pH 7,0, vychozi koncentrace proteinového roztoku je
9,5 mg/ml (vlevo), resp. 7 mg/ml (vpravo).
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6. Diskuze

Prvnim cilem prace bylo pfipravit expresni vektor pro rekombinantni expresi
rozpustné extracelularni domény potkaniho receptoru Clrb. To se podatilo, ackoli ligace
vektoru byla omylem provedena pii 37 °C, pfiC¢emz spravné by méla probihat pii laboratorni

teploté. To ziejme vysvétluje jen n€kolik kolonii narostlych na LB Amp plotné.

Pro vneseni vektoru do bunék HEK293S GnTI- bunécné linie byl pouzit transientni
zpusob. To znamena, Ze buiikky nebyly schopny si vlozeny plasmid piedavat z generace na
generaci. Je tedy vyhodné, aby se buniky mnozily co nejpomaleji a byly odolné viic¢i apoptose.
Proto byl vektor vloZzen do bun¢k kotransfekci s plasmidy pTWS_sec p27 (kdédujici protein
p27) a pTWS5_sec aFGF (kodujici rastovy faktor z acidofilnich fibroblastl). Protein p27 je
inhibitorem cyklin dependentnich kinas, ty hraji velkou roli v bunééném cyklu. Na pocatku
bunécného cyklu je pomoci cyklin dependentnich kinas spuSténa kondensace chromosomd,
rozpad jadern¢ho obalu a tvorba déliciho vieténka. Po transfekci byla ke smési pfidana
kyselina valproova, ktera slouZzi jako inhibitor histondeacetylas. HEK293S GnTI" je bunécna
kultura, kterd postrada aktivitu N-acetylglukosaminyltransferasy I (GnTI). Veskeré proteiny

produkované touto linii maji homogenni manosovou N-glykosylaci [41].

Protein pfi gelové permeacni chromatografii putoval v eluénim objemu 16 az 19 ml,
coz ze zkuSenosti s receptory podobnymi lektinim C-typu mlze odpovidat jak dimeru, tak
monomeru rozpustné extracelularni domény, v zavislosti na jejim tvaru a interakci s matrici
kolony. Proto byla provedena sedimentacni analyza v analytické ultracentrifuze, kde se
skute¢né ukézalo, Ze protein tvofi v roztoku nekovalentni dimer, ovSem tato dimerizace je
zavisla na koncentraci proteinu — ve ziedénych roztocich se dimer bude pravdépodobné

rozpadat na monomer.

Na obrazku €. 15 na stran¢ 50 v draze E obsahujici kontrolni vzorek endoglykosidasy
Endo F1 neni patrny pouze jeden prouzek. To je pravdépodobné dané tim, ze enzym je
rekombinantné exprimovan ve formé fuzniho proteinu s glutathion-S-transferasou, ktera
slouzi jako afinitni znacka pro purifikaci enzymu. Dalsi viditelné prouzky o niz$i molekulové
hmotnosti jsou pravdépodobné proteolytické fragmenty fizniho proteinu pomalu vznikajici

pti dlouhodobém skladovani enzymu.

Z charakterizace proteinu deglykosylaci je patrné, Ze deglykosylace neprobéhla uplné.
Lepsich vysledk@i by mohlo byt pravdépodobné dosazeno, kdybychom prodlouzili reakéni
Cas, popiipadé navysili pomér Endo F1 v reakéni smési. Dale je z analyzy patrné, Ze jedno z
glykosylacnich mist neni obsazeno. Na zdklad¢ aminokyselinové sekvence predpokladame, ze
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se jedna o neklasické glykosyla¢ni misto NKC, kde je namisto obvyklého serinu ¢i threoninu
pritomen cystein. Glykosylace na tomto motivu vSak jiz byla n€kolika proteinech pozorovana,
mj. pravé napi. na extraceluldrni domén¢ lidského receptoru CD69 [42], ktery je receptoru
Clrb pomérné blizce ptibuzny. S vétsi pravdépodobnosti by tento fakt potvrdila charakterizace

pomoci hmotnostni spektrometrie.
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7. Z.aveér

Rekombinantni expresi v bunééné linii HEK293S GnTI- byl pfipraven konstrukt
potkaniho receptoru Clrb C2 a byla provedena jeho purifikace. Bylo potvrzeno Uspésné
odstranéni dimerizacniho cysteinu, protein se pii SDS-PAGE v neredukujicim prosttedi chova
jako monomer a netvoii disulfidicky vazané oligomery. Deglykosylace rekombinantnim
enzymem Endo F1 poukazala na obsazeni dvou ze tii teoretickych mist N-glykosylace.
Z méfeni sedimentacni rychlosti protein pomoci analytické ultracentrifugy vyplyva, ze protein
se vroztoku vyskytuje prevazné jako nekovalentni dimer. Byly ziskdny prvni krystaly

konstruktu C2 receptoru Clrb.
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