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ABSTRAKT

NK burniky (z angl. natural Killer cells, ptirozené zabije¢ské bunky) hraji klicovou roli
Vv pfirozené imunité. Jejich tkolem je rozpoznédvat a eliminovat infikované, stresované
nebo maligné transformované buiky. K rozpoznani bunck slouzi fada povrchovych
receptortl. Pro eliminaci bunék slouZzi cytotoxické mechanismy, které vedou k indukci
apoptozy v cilové buiice. Jednim ze spoustécu cytotoxické reakce je receptor NKp30,
patiici spole¢né s NKp46 a NKp44 do rodiny NCR (z angl. natural cytotoxicity
receptors).

Tato prace popisuje piipravu receptoru NKp30 s piirozenou i s jednoduchou
glykosylaci Vv expresnim systému lidskych embryonalnich ledvinnych bunék 293
(HEK293). Bylo zjisténo, ze glykosylovany receptor NKp30 tvoii nekovalentni
oligomery. Mezi oligomery a monomery Vroztoku se ustavuje rovnovaha.
Oligomerizace je zavisla na glykosylaci, deglykosylovany protein oligomery netvofi.

Za tcelem deglykosylace byla pfipravena rekombinantni endoglykosidasa ENDO F;.
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ABSTRACT

NK cells (natural killer cells) play a key role in innate immunity. Their function is to
recognize and Kill infected, stressed or malignantly transformed cells. A range of
surface receptors promotes this recognition. Cytotoxic mechanisms, lead to induction of
apoptosis in the target cell. Receptor NKp30 is one of cytotoxic reaction triggers. It
belongs, with NKp46 and NKp44, to NCR (natural cytotoxicity receptors) family.

This work describes preparation of NKp30 receptor with natural and simple
glycosylation in expression system of human embryonic kidney cell line 293
(HEK293). It was found that glycosylated receptor NKp30 forms noncovalent
oligomers. Equilibrium is formed in solution between oligomers and monomers.
Oligomerization depends on glycosylation, deglycosylated protein doesn’t form
oligomers.

A recombinant endoglycosidase ENDO F; was prepared for purposes of

deglycosylation.
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1 TEORETICKY UVOD

1.1 IMUNITNI SYSTEM

Ukolem imunitniho systému je zajisténi obranyschopnosti, autotolerance a
imunitniho dohledu [1]. Pod zaji$ténim obranyschopnosti rozumime obranu proti
patogentim a toxickym patogennim produktiim, které pochdzi z vnéjSiho prostiedi. Dalsi
funkci je zajisténi tolerance k té€lu vlastnim bunikdm, coz je hlavni mechanismus pro
udrzeni homeostazy. Imunitni dohled znamend rozliSovani vnitinich Skodlivin, které
vznikaji v téle a musi byt eliminovany. Jednd se o odstranovani starych, apoptotickych

nebo jinak poskozenych bun€k a bun¢k, které prochazeji malignimi zménami.

1.2 NK BUNKY

Zvlastni misto v imunitnim systému maji NK bunky (z angl. natural Killer cells,
piirozené¢ zabije¢ské bunky, presnéji vSak pfirozeni zabijaci) [1]. Jsou to granularni
lymfocyty, které na svém povrchu nemaji antigenné specifické receptory. Netvoii tedy
soucast specifické imunity, jako ostatni buiiky odvozené od lymfoidniho prekurzoru, ale
jsou soucasti nespecifické imunity. Diky svym povrchovym molekulam jsou schopné

rozeznavat a nasledné eliminovat butiky, které se chovaji abnormalng¢.

1.2.1 FUNKCE

NK buiky eliminuji bunky, které na svém povrchu nesou abnormalné malo
MHC gp | (glykoprotein hlavniho histokompatibilniho komplexu I. tfidy, z angl. major
histocompatibility complex glycoproteins class 1) [2]. Za normalnich okolnosti jsou
MHC gp I pfitomné na vSech jadernych buiikdch. Diky nim télo pozna, Ze se jedna
0 télu vlastni buiiky a je nutné k nim zachovat toleranci. Buiiky prochazejici malignimi
zménami potlacuji exprest MHC gp 1, aby unikly pozornosti imunitniho systému. Pravé
tento fenotyp vSak rozpozndvaji NK buriky.

Pozornost NK bunék pfitahuji také proteiny, které nejsou na povrSich bunék
normalné pfitomné a objevuji se jako reakce na stres [2]. Jako bunéény stres rozumime
naptiklad poSkozeni DNA nebo virovou infekci. NK bunky jsou tedy schopné
eliminovat nakazenou bunku 1 s patogenem, ktery unikl vSem ostatnim slozkam

nespecifické imunity, jesté pted tim, nez se infekce stihne rozsifit.
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Aktivované NK builkky kromé piimé eliminace abnormalné¢ pozménénych bunék
produkuji fadu latek, které podporuji ostatni imunitni mechanismy [1]. Produkuji INFy
(faktor nekrotizujici nadory, z angl. tumor necrosis factor), 1L-3 (interleukin 3) a dalsi
latky dulezité pro modulaci imunitniho systému a pro rozvoj specifické imunitni reakce.

Burikami s podobnymi funkcemi jsou Tc lymfocyty (cytotoxické T lymfocyty) [1].
Maji podobnou stavbu i funkci, ale na svém povrchu nesou antigenné specificky TCR
(z angl. T-cell receptor), proto patii k adaptivnim imunitnim mechanismiim. NK bunky

dokazi eliminovat abnormalni buiiky, které unikly Tc lymfocytim.

1.2.2 CYTOTOXICKE MECHANISMY

Hlavnim cilem NK bun¢k je aktivovat v poskozené buiice jeji vlastni elimina¢ni
mechanismy [1]. Takovym mechanismem je apoptoza, kterou jsou NK bunky schopné
v cilové burce aktivovat.

Jednim ze zptsobu aktivace apoptotickych mechanismt je vyuziti fyziologického
systému ligand-receptor [2]. NK bunky aktivuji receptory ze superrodiny receptoru TNF
(receptory pro Fas, TNF a TRAIL). Po aktivaci tyto receptory vyvolavaji v bunce fadu
reakct, kterd ma za vysledek programovanou buné¢nou smrt.

Druhym zpsobem je vyuziti cytotoxickych granuli, které NK bunky obsahuji [2].
Utinky cytotoxickych latek obsazenych v granulich se vzdjemn& doplituji. Perforin
vytvori pory v bunééné membrané, aby skrze né¢ mohly do buiky proniknout granzymy,
které aktivuji apoptdzu.

NK buriky maji na svém povrchu také Fc receptor CD16 [1]. Diky nému se muize
navazat na bunky opsonizované protilatkami IgG, coz spusti kaskadu reakci vedoucich
k aktivaci cytotoxickych mechanismi. Tento zpisob aktivace NK bunék se nazyva

cytotoxicka reakce zavisla na protilatkach.

1.3 RECEPTORY NA POVRCHU NK BUNEK
Typickymi povrchovymi znaky NK bunék jsou molekuly CD16 a CD56. Kromé nich

se na povrchu NK buné¢k nachazi velké mnoZstvi molekul s rozdilnymi funkcemi.
Obecné je muzeme rozdélit na inhibi¢ni a aktiva¢ni. [3] Aktivace NK bun¢k je
kontrolovana rovnovahou mezi signaly z aktiva¢nich a inhibi¢nich receptort [4].

Ze strukturniho hlediska patii receptory na povrchu NK bunék mezi imunoglobuliny

nebo mezi receptory podobné lektinim C-typu (z angl. C-type lectin-like).
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Velky pocet receptori patii mezi imunoglobuliny [5]. Tzv. imunoglobulinova
nadrodina zahrnuje velké mnozstvi proteinit s riznymi fyziologickymi funkcemi.
Vsechny vsak ve své struktuie obsahuji jednu nebo vice imunoglobulinovych domén.
Jedna se o strukturu Shlavnim motivem B-skladaného listu. Jadro struktury tvofi
4 B-skladané listy Vv antiparalelnim postaveni. Tyto fetézce jsou spojené smyckami
s dalsimi B-sklddanymi listy, jejichz pocet se u raznych proteint 1isi. Celd doména ma
globulérni tvar. Struktura je navic stabilizovana disulfidovym miistkem mezi dvéma
cysteiny.

Na povrchu NK bun¢k je hned n¢kolik receptorui s imunoglobulinovou strukturou
[4]. Patii mezi né rodina receptort KIR (z angl. killer cell immunoglobulin-like
receptor), rodina receptort LIR (z angl. leukocyte Ig-like receptors, také LILR nebo
ILR), rodina receptort NCR (z angl. natural cytotoxicity receptor) a receptor CD16.

Druhou velkou skupinu tvoii receptory podobné lektinim C-typu (anglicky C-type
lectin-like) [6]. Charakteristickd CTLD (z angl. C-type lectin-like domains) ma
strukturu dvojité smycky stabilizované dvéma disulfidovymi mistky. Prvni ze smycek
tvofi vnitini ¢ast domény stabilizovanou dvéma disulfidovymi mustky. Druhd smycka je
variabilngjsi a ucastni se interakce s vapenatymi ionty a sacharidovymi ligandy. I kdyz
vSechny receptory podobné lektiniim C-typu obsahuji motiv CTLD, véazZi proteinové
ligandy. U nékterych navic neni vazba na ligand zavisla na piitomnosti vapenatych
iontt (napt. receptor NKG2D) [7].

Do skupiny lektinti C-typu nachazejicich se na NK bunkach patii receptory rodiny
NKG2 (NKG2A-F, heterodimer NKG2A, C, F/ICD94) [4]. Jejich ligandy jsou
glykoproteiny MHC I. Dalsimi zastupci jsou napiiklad ¢lenové rodiny NKRP1 (z angl.
NK receptor protein 1; NKRP1A, NKp65, NKp80) [8].

Ob¢ strukturni skupiny zahrnuji jak aktivacni, tak inhibi¢ni receptory. Piehled

aktivacnich a inhibi¢nich receptorli znazortiuje Tab. 1, str. 14.

1.3.1 INHIBICNI RECEPTORY

Inhibi¢ni receptory rozeznavaji rizné alelické formy MHC gp I [1]. Tim je zaji$téna
tolerance k télu vlastnim bunkam vykazujicim z hlediska struktury MHC gp I normalni
fenotyp. Pokud je na MHC gp I navazan abnormalni peptid, pochazejici naptiklad
z virového obalu, inhibi¢ni receptor se na n¢j navaze s mensi afinitou, nebo ho

nerozpozna vibec. Absence inhibi¢nich signalt pak mtze vést k aktivaci NK buriky.
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Nejvice inhibi¢nich receptori patii do rodiny KIR [9]. Tato rodina je velice
heterogenni a rozeznava velké mnozstvi MHC gp I. Déle jsou to receptory podobné
lektinim C-typu, naptiklad heterodimer CD94/NKG2A. Dals§i skupinou jsou
imunoglobulinové receptory LIR (z angl. leukocyte Ig-like receptors). Tyto receptory

najdeme také na B lymfocytech. Maji nizsi afinitu k MHC gp I neZ receptory KIR.

1.3.2 AKTIVACNI RECEPTORY

Ligandy aktivac¢nich receptorti jsou abnormalni proteiny vyskytujici se na buiikach
nakazenych virovou infekci nebo prochéazejicich malignimi zménami a také abnormalni
formy MHC gp 1, jako je mnaptiklad stresem indukovany protein MICA
(MHC class I-related chain A) [4].

Aktivaénimi receptory, které spoustéji bunécnou cytotoxicitu, jsou receptory KIR,
C-lektinové receptory (receptor NKG2D, ktery vaze protein MICA) a receptory
pfirozené cytotoxicity NCR (z angl. natural cytotoxicity receptor) [4]. Dale sem patii
také receptor CD16, ktery vaze Fc fragment protilatek. Reakci NK bunék tak mohou

spustit 1 buniky, které maji na svém povrchu navazanou protilatku.

Skupina receptoru Zastupci Priklady ligandi
3 SULER CD94/NKG2A HLA-E
= (C-type lectin-like receptors)
(P}
> LIR LT HLA-A, B, C, E, F,
R= (leukocyte Ig-like receptors) G,CMV UL18
>Q
o) KIR3DL HLA-A, HLA-B
= KIR
= i ' in-
= (killer cgll immunoglobulin KIR2DL4 HLA-G
like receptor)
CTLR CD94/NKG2C,E HLA-E
> (C-type lectin-like receptors) NKG2D MICA, MICB
2 NKp30 B7-H6, BAT3
) NCR N NKp44L
§ (natural cytotoxicity receptor) P Hemaglitinin viru
= NKp46 chiipky
'S KIR
i (killer cell immunoglobulin- KIR2DS HLA-C
< like receptor)
Fc receptor CD16 IgG

Tab. 1 Piehled aktivaénich a inhibi¢nich receptorii na povrchu NK bunék
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1.4 RODINA RECEPTORU NCR

Rodina receptort NCR (z angl. natural cytotoxicity receptors) zahrnuje tii povrchové
molekuly, které se vyskytuji na povrchu NK bun¢k. NKp46 (také NCR1, CD335) a
NKp30 (také NCR3, CD337) jsou stale pfitomné na povrchu, téeti receptor NKp44 (také
NCR2, CD336) je exprimovany pouze u aktivovanych NK bunék [4, 10]. Jsou to
receptory schopné pii kontaktu se svymi ligandy pienést do buniky aktivacni signal a tim
spustit cytotoxické mechanismy. Ligandy se nachdzi na povrchu nadorovych nebo
virem infikovanych bunék. Spektrum ligandi NCR je Siroké. Zahrnuje molekuly
virového, bakterialniho a parazitdrniho pivodu a také stresem indukované molekuly
produkované v télu vlastnich buiikach. NK buiiky jsou schopné rozpoznat své ligandy
hned napoprvé, bez ptredchoziho setkani. Diky tomu umoziuji rychlé odstranéni
zasazenych bunck.

Ze strukturniho hlediska se jedna o transmembranové receptory s jednou (NKp44 a
NKp30) nebo se dvéma (NKp46) extracelularnimi imunoglobulinovymi doménami
[10], jak znazornuje Obr. 1. Pro pteneseni signalu asociuji s adaptorovymi proteiny.
Hlavnim aktivaénim motivem V intracelularni doméné adaptort je ITAM (z angl.
immunoreceptor tyrosine-based activation motif). Rreceptor NKp44 ma ve své
intracelularni doméné navic inhibi¢ni motiv ITIM (z angl. immunoreceptor tyrosine-

based inhibitory motif). Z hlediska funkce se navzajem dopliuji.

CcD3CCD3C

NKp46 NKp44 NKp30
(NCR1/CD335) NCR2/CD336 NCR3/CD337
Obr. 1 Schématické znazornéni receptoru z rodiny NCR [10]. Obrazek schematicky znazoriuje

receptory z rodiny NCR i s jejich adaptorovymi proteiny CD3(, FceRly a DAP12. Barevné ovaly
znazoriji extracelularni imunoglobulinové domény. Zelené je zndzornény aktivacni motiv ITAM
adaptorovych proteint. Jediné receptor NKp44 obsahuje vlastni intracelularni inhibi¢ni motiv ITIM,
znazornéno Cervene.
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NKp46 NKp44 NKp30

Obr. 2 Krystalové struktury receptori rodiny NCR. Zluté jsou znazornéné p skladané listy, fialové
a helixy, bile Gseky bez pravidelné sekundarni struktury. NKp46 ma PDB (z ang. Protein data bank)
oznaceni 1P6F [11], NKp44 ma PDB oznaceni 1HKF [12] a NKp30 ma oznaéeni 3NOI [13].

1.4.1 NKP46
Prvnim z identifikovanych ¢lenti rodiny NCR byl receptor NKp46 (téz NCR1) [4].

Geny pro tento receptor se nachazi na chromosomu 19 (19q13.42) v blizkosti geni pro
KIR, s nimiz sdili strukturni podobnosti [10]. Tento receptor tvoii dvé N-terminalni
imunoglobulinové domény (Obr. 2A), které jsou K cytoplazmatické membrané
ptipojeny krckem. Cytoplazmatickd doména postrada aktivacni motiv, ale diky kladné
nabitému argininu v transmembranové doméné asociuje s adaptorovymi proteiny CD3(
a FceRly [14]. Receptor NKp46 tvoii homodimery [15].

Ligandy receptoru NKp46 jsou hemaglutitiny a neuraminidasy nékterych virQ
z ¢eledi Orthomyxoviridae (chiipka A), Paramyxoviridae (Sendai virus, virus
Newecastelské nemoci) [16] a Poxviridae (ectromelia virus a virus vakcinie) [17]. Kromé
virovych proteinli rozeznava také vimentin exprimovany na povrchu bun¢k nakazenych
Mycobacterium tuberculosis [18] a také bunétné struktury Fusobacterium nucleatum
[19]. NKp46 se, stejné¢ jako NKp30, zapojuje i pfi boji s malarii, kdy rozeznava
Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein-1 (PfEMPL1), exprimovany na
povrchu nakazenych erytrocyti [20]. Mezi bunééné ligandy NKp46 patii heparin a
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heparansulfaty, vyskytujici se na povrchu nadorovych bun¢k [21]. Zatim
neidentifikovany ligand NKp46 je také exprimovan nékterymi zdravymi B-buiikami
Langerhansovych ostrivkli pankreatu, coz vede k eliminaci téchto bunék a k rozvoji

diabetu I. typu [22].

1.4.2 NKpr44

Dalsim receptorem z rodiny NCR je NKp44 (téz NCR2), ktery je pfitomny pouze na
povrchu aktivovanych NK bun¢k [4]. Tento receptor je kddovan geny nachazejicimi se
na 6 chromosomu (6p21.1). Jeho extracelularni ¢ast tvoii jedna imunoglobulinova
doména (Obr. 2B, str. 16) a krcek, ktery ji spojuje s transmembranovym regionem.
Intracelularni ¢ast obsahuje motiv ITIM (Obr. 1., str. 18), o kterém se myslelo, ze neni
funkéni [23]. Pozdéji bylo zjisténo, ze pouze nékteré ligandy jsou schopné vyvolat
bunécénou signalizaci skrze motiv ITIM. Diky lysinu v transmembranovém regionu
asociuje NKp44 s dimerem adaptorovych proteint DAP12, které ptenasi do bunky
aktivacni signaly.

Jednim z ligandd je PCNA (z angl. Proliferating Cell Nuclear Antigen) [24]. PCNA
je siln€ exprimovan rychle se mnozicimi builkami, tedy rakovinnymi nebo naptiklad
buiikami béhem prvniho trimestru embryonalniho vyvoje. PCNA je lokalizovan uvnitt
bunky, pokud je vSak produkovan ve velkém mnozstvi, nékteré molekuly se dostavaji
na povrch, kde tvori komplex s HLA I. Diky tomuto komplexu je PCNA prezentovan
NKp44. Signal, ktery NK burika dostane je inhibi¢ni [25]. Diky tomu je na jedné strané
zajiSténa imunitni tolerance v déloze, ale zaroven diky tomuto mechanismu unikaji
nadorové bunky imunitnimu dohledu [14].

NKp44 se vaze na hemaglutitiny a neuraminidasy nékterych vira z celedi
Orthomyxoviridae (chiipka A) nebo Paramyxoviridae (Sendai virus, virus Newcastelské
nemoci) [16]. Dalsim ligandem jsou glykoproteiny virové obalky horecky dengue a
zapadonilské horec¢ky [26]. Receptor NKp44 je schopny vazat také slozky bunécné
stény Mycobacterium tuberculosis [27].

Mezi bunécné ligandy NKp44 patii haparin a heparansulfaty a také NKp44L, které

jsou exprimované na nadorovych burkach [18, 26].
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1.4.3 NKpP30
Poslednim dosud znamym c¢lenem rodiny NCR je receptor NKp30 (téz NCR3).

Nachazi se na povrchu aktivovanych i neaktivovanych NK bunék. Receptor ma jednu
extracelularni imunoglobulinovou doménu (Obr. 2C, str. 16) spojenou S membranou
krékem. Transmembranovy region obsahuje nabity arginin, diky kterému asociuje
s adaptorovym proteinem CD3( tvoficim homodimer [28].

Vsechny tii receptory z rodiny NCR spolu uzce spolupracuji a vzajemné se dopliiuji.
Diky tomu jsou schopné aktivovat cytotoxické mechanismy NK bunék. Receptor
NKp30 ma vsak vysadni postaveni pii rozpoznavani a zabijeni nadorovych bunék [28].

Gen pro NKp30 je lokalizovan na Sestém chromosomu (6p21.3 [29]) V té€sné
blizkosti genu NKP44, odtud podobnost obou receptorti. Gen NKP30 se sklada
z n€kolika exonid (Obr. 3a). Béhem posttranskripénich modifikaci dochazi k sestiihu.
Diky né€kolika moznym alternativnim sestfihim (Obr. 3b) vznika Sest riznych isoforem
receptoru NKp30 [30]. Isoformy NKp30a a NKp30b ptsobi imunostimulacné, jsou
schopné aktivovat NK buiku, naopak isoforma NKp30c ptisobi imunosupresivné [31].

Ostatni isoformy zatim nebyly experimentalné charakterizovany.

a

[ s |

[ Exon2za | | Exonm | Exon dc

5 s [ =+ -
wepsoo [ Bxomt | | Exonza | Bxon2b | Exon [N
NKp30e _ Exon2a | Exon2b | Exon3 [ Exonde |
nepsor [ Bnond || Exon2a | Exon2b | Exon3 | Exonda |

Obr. 3 Schematické znazornéni struktury genu pro receptor NKp30 a varianty a alternativniho
sestiihu. a) struktura genu pro NKp30, b) alternativni sestiih, isoformy a, b jsou aktivni [14]
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Na Obr. 4 je aminokyselinova sekvence s vyzna¢enymi vyznamnymi astmi. Zluté
zvyraznéna  imunoglobulinovd  doména je  pfipojena  kratkou  sekvenci
Kk transmembranovému regionu. Zelené zvyraznéna ¢ast na pomezi extracelularni a
transmembranové Casti obsahujici 15 aminokyselin je oznaCovana jako kréek
(v angli¢tiné stalk domain). Svijj strukturni vyznam maji také asparaginy na pozicich
42, 68 a 121 [30]. Tyto asparaginy jsou N-glykosylovany. Délka krcku a glykosylaéni
stav receptoru NKp30 hraji velmi dulezitou roli pii interakci s ligandy [32].

MAWMLLLILIMVHPGSCALWVSQPPEIRTLEGSSAFLPCSFBIASQGRLAIGSVTWFRDEVVPGKE
VREGTPEFRGRLAPLASSRFLHDHQAELHIRDVRGHDASIYVCRVEVLGLGVGTGHGTRLVVEK
ERRPQECGAGTVEEERAGFYAVSFLSVAVGSTVYYQGKCLTWKGPRRQLPAVVPAPLPPPCGSSAH
LLPPVPGG

Obr. 4 Aminokyselinova sekvence NKp30 s vyzna¢enymi vyznamnymi ¢astmi [30, 32]. Signalni
peptid (1-18), extracelularni doména (19-135), Ig doména (19-128), kr€ek (angl. stalk domain, 129-143),
transmembranovy region (136-156), cytoplazmaticka doména (157-201), mista pro _ (42, 48
al121)

I pes to, ze se jedna o aktivacni receptor, existuji ligandy, které po navazani inhibuji
pfirozenou cytotoxicitu. Jedna se napiiklad o protein pp65 produkovany lidskym
cytomegalovirem [33]. Po navazani ligandu disociuje NKp30 od svych adaptorovych
proteind, coz zpusobi zablokovani aktiva¢nich mechanismi. Dalsim ligandem, ktery
blokuje cytotoxicitu NK bunék je hemaglutitin viru vakcinie. Jedna se o jeden
z mechanismu Viru jak uniknout imunitnimu systému [17].

Mezi aktivaéni ligandy patii P. falciparum erythrocyte membrane protein-1
(PFEMP1), exprimovany na povrchu erytrocytd nakazenych malarii [20]. DalSimi
aktiva¢nimi ligandy jsou heparin a heparansulfaty [21]. Tyto molekuly mohou slouzit
spise jako koligandy. | tady je pro vazbu velmi dulezita glykosylace receptoru. [34]

BAG-6 (z angl. BLC2-associated anthanogene 6, také Bat-3) je dal$im ligandem
NKp30. Jedna se o multifunkéni protein plnici funkei chaperonu, ktery mize mit podle
aktualnich fyziologickych pozadavki bunky riznou bunéfnou lokaci [35].
Membranova forma BAG-6 vyskytujici se na povrchu dendritickych bun€k nebo na
povrchu exosomu je aktivacnim ligandem pro NKp30 [36]. Naproti tomu rozpustna
forma BAG-6 (konstrukt o délce 250 aminokyselin, obsahujici aminokyseliny 686 az

936 z C-terminalni ¢asti) po navazani na receptor cytotoxicitu inhibuje [37].
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Dalsim ligandem je membranovy protein B7-H6, ¢len imunoreceptorové rodiny B7
(Obr. 5A). B7-H6 se vyskytuje pouze na povrchu nadorovych bunék, na zdravych
bunkach ho nenajdeme [38]. Strukturn¢ patifi mezi imunoglobuliny se dvéma
imunoglobulinovymi doménami. Vazby se tcastni koncova doména (N-terminalni),
vzdalengjsi od bunétné membrany. Tato doména je pro vazbu dostacujici, bez ohledu na
zbytek struktury [39]. Pfimé interakce se ucastni 12 aminokyselin NKp30 a
11 aminokyselin molekuly B7-H6 (Obr. 5B). Tvar rozhrani obou molekul je vysoce
komplementarni. Pfevazuji hydrofobni interakce, z rozhrani jsou vytlaceny vSechny

molekuly vody [40]. Sila vazby je zavisla na glykosylaci receptoru NKp30 a na aplnosti

kréku (Casti spojujici imunoglobulinovou doménu a transmembranovy region) [32].

A B

C Konec

Obr. 5 Komplex NKp30-B7-H6 [39] Zelena piedstavuje NKp30, zluta (okrova) B7-H6. A komplex
NKp30-B7-H6, B detail vazebného mista komplexu NKp30-B7-H6 s vysznaenymi aminokyselinami
ucastnicimi se kontaktu

Pravé interakce NKp30 - B7-H6 ma velky potencidl v 1é€bé rakoviny. Za timto
ucelem byl ptfipraven fizni protein obsahujici extracelularni doménu B7-H6 a fragment

protilatky 7D8 rozpoznavajici antigen CD20. Tento protein se vaze na receptor CD20,
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piitomny na povrchu CD20" lymfomi, a zarovei na receptor NKp30. Ma tedy
schopnost cilen¢ aktivovat cytotoxicitu NK bunék Vv tésné blizkosti nadorovych bunék
[41]. Obdobné pro cileni efektorovych T bun&k proti B7-H6" tumortim byl vyvinut
chimérni receptor NKp30 (chNKp30). Ten obsahuje extracelularni imunoglobulinovou
doménu NKp30, transmembranovy region optimalizovany pro povrchovou expresi a
aktiva¢ni intracelularni doménu tvofenou CD3( nebo CD28, ktera pienese signal do
bunky a nastartuje reakci. Modifikované T-bunky exprimujici chNKp30 jsou schopné
uc¢inng eliminovat nadorové burnky nesouci na povrchu receptor B7-H6 [42].

Pro aktivaci receptoru NKp30 je dilezita také oligomerizace. Receptor NKp30 ma
schopnost tvofit homooligomery, které maji vyssi afinitu k ligandu B7-H6. Formace
oligomerti zavisi na kr¢ku a pravdépodobné také na glykosylaci. Oligomerizace je
dalsim moznym mechanismem hrajicim roli pfi aktivaci NK bun€k pfes receptor

NKp30 [43].
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CiLE PRACE

Piiprava expresniho vektoru pro produkci extracelularni domény receptoru
NKp30

Produkce a nasledna purifikace glykosylované extracelularni domény receptoru

NKp30 v expresnim systému HEK293T a HEK293S GnTI

Studium oligomerniho stavu extracelularni domény receptoru NKp30 v zavislosti

na jeho glykosylaci

Ptiprava rekombinantni endoglykosydasy v expresnim systému E. coli
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3 MATERIAL

3.1 PRISTROJE A POMUCKY

Analyticka ultracentrifuga Proteomelab XL-I
Aparatura pro filtraci

Automatické pipety

Automatické pipety

Centrifuga 5415 R

Centrifuga Allegra X-22R

Centrifuga Spectrofuge 16M
Centrifuga Universal 320 R

Cte¢ka mikrotitraénich desti¢ek Sunrise
Filtry pro sterilizaci 0,22 pm
Glutathione Sepharose 4B

High-Speed Plasmid Mini Kit
Hemocytometr

HPLC systém AKTA basic

Inkubator, CO, MCO0-18 AIC
Inkubator IR 1500

JETQUICK Gel Extraction Spin Kit
Kahan Fuego SCS

Kolona Hitrap MabSelect SuRe

Kolona Superdex 200 10/300 GL

Koncentratory Amicon Ultra (MWCO 10 000)

Léahve ¢tverhranné s prodySnymi vic¢ky
Laminarni box Clean Air.

Laminarni box BIO 126

Mikrocentrifuga MiniStar silverline
Mikroskop inverzni AE31

Mrazici box Ultra-low UDF-U53V (-80 °C)
Nosi¢ pro chelatacni chromatografii TALON
NucleoBond Xtra Maxi Kit
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Beckman Coulter, USA
Sigma, USA

Discovery HTL, Polsko
Pipetman Gilson, USA
Eppendorf, Némecko
Beckman Coulter, USA
Edison, USA

Hettich, Némecko
Tecan, Rakousko

TPP, Svycarsko

GE Healthcare, USA
Geneaid, USA
Sigma-Aldrich, USA
GE Healthcare, USA
Sanyo, Japonsko
LABsystem Praha, CR
Genomed, Némecko
VERKON, CR

GE Healthcare, USA
GE Healthcare, USA
Millipore, USA

P-Lab, CR

PMV, Nizozemi
LABOX, CR

VWR, USA

Motic, Némecko
Sanyo, Japonsko
Clontech, USA

Macherey-Nagel, Némecko



pH metr ® 200 Beckman Coulter, USA

Pipetovaci nastavec Midiplus Biohit, USA

Plastik pro tkanové kultury Corning, Némecko
Predvazky KB1200-2 Kern, Némecko
Rotac¢ni vakuova odparka SpeedVac DNA 110 Savant, USA

Souprava pro agarosovou elektroforézu Biokeystone, USA
Souprava pro SDS-PAGE Bio-Rad, Némecko
Spektrofotometr NanoVue Plus GE Healthcare, UK
Spektrofotometr UV/VIS UV4-500 UNICAM, UK
Termocykler 0,5 ml x 20 Techne, UK

Trepacka Orbi-Safe TS Gallenkamp, UK
Ttepacka Celltron Infors HT, Svycarsko
Vafi¢ ETA, CR

Vodni lazen Memmert, Némecko
Vodni lazen TW2 Julabo, Némecko
Vortexovy mixér VELP Scientifica, Italie
Zdroj deionizované vody Milli Q Millipore, USA

Zdroj napéti EC 250-90 EC Apparatus Corporation, UK

3.2 CHEMIKALIE

100 bp DNA standard New England Biolabs, USA
1 kb DNA standard New England Biolabs, USA
2-merkaptoethanol Sigma, USA

Agar Oxoid, Anglie

Agarosa Sigma, USA

Akrylamid Sigma, USA

Ampicilin Biotika, SR

APS Serva, USA

Azid sodny Serva, USA

Bromfenolova modf Lachema, CR

BSA New England Biolabs, USA
Combi PPP master mix Top-Bio, CR
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Coomassie Brilliant Blue R-250
DMSO

dNTPs, 10 mM

EDTA

IPTG

L-glutamin

Leupeptin

GoodView Il

Kvasni¢ny extrakt
Kyselina valproova

IPEI 25 kDa
N,N'-Methylenbisacrylamid
MgSO 4, 100 mM

PCR H20

Pluronic F-68

PMSF

SDS

TEMED

Tris

Trypanovéa modf

Ostatni bézné chemikalie

3.3 ENzYMY

Agel (5000 U/ml)

Deep Vent DNA polymerasa (2 000 U/ml)
Kpnl (10 000 U/ml)

Lysozym

RNAsa A

T4 DNA ligasa (400 000 U/ml)

3.4 KULTIVACNI MEDIA

EXCELL293 — hotové komer¢ni médium (Sigma, USA), pied pouzitim doplnéno o

L-glutamin (vysledna koncentrace 4mM)

Fluka Chemika, Svycarsko
Finnzymes, Finsko
Top-Bio, CR

Jersey Lab Supply, USA
Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Ecoli, Slovensko

Imuna Pharm, SR
Sigma, USA
Polysciences, USA
Serva, USA

New England Biolabs, USA
Top-Bio, CR

Sigma, USA

Thermo Scientific, USA
Jersey Lab Supply, USA
Serva, USA

Roth, Némecko

Sigma, USA

Lach-Ner, CR

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

P-Lab, CR

New England Biolabs, USA



Freestyle F17 — hotové komeréni médium (Gibco Invitrogen, USA), pied pouzitim
doplnéno o L-glutamin (vyslednd koncentrace 4 mM) a Pluronic F-68 (vysledna
koncentrace 0,1%)

LB médium — 1% trypton, 0,5% kvasni¢ny extrakt, 1% NaCl, pH = 7,4

3.5 ROZTOKY
ATB —100x konc. roztok antibiotik (penicilin 1000 U/ml, streptomycin 100 ug/ml)
Barvici roztok pro SDS-PAGE - 45% methanol, 10% kyselina octova,

0,25% CBB R 250

Citratovy pufr — 100mM citrat sodny, 150mM NaCl, 10mM NaN3, pH =3

Citratovy pufr pro ENDO F; (10x konc.) — 0,5M citrat sodny, pH = 5,5

Elektrodovy pufr pro SDS-PAGE 10x  konc. — 0,25M  Tris, 1,9M glycin,
1% (w/v) SDS, pH =8,3

Elu¢ni pufr pro nosi¢ Glutathione Sepharose 4B — 20mM Tris, 150mM NaCl, 10mM
NaNs, 10 mM glutathion, pH = 8,0

Elu¢ni pufr pro nosi¢ TALON — 50mM Na,HPO,;, 300mM NaCl, 10mM NaNs,
250mM imidazol, pH =7,0

LBamp — LB médium s ampicilinem o koncentraci 100 pg/ml

MES — 20mM MES, 100 mM NaCl, 10mM NaN3, pH =5,0

Mobilni faze pro gelovou chromatografii ENDO F; — 40mM Tris, 100mM NacCl,
10mM NaN3 pH =75

Mobilni faze pro gelovou chromatografii NKp30 — 10mM HEPES, 150mM NaCl,
10mM NaN3 pH =75

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

PBS — 50mM Na,HPO, , 300mM NaCl, 10mM NaN3;, pH =7,0

PBS-TK — 10 mM Na,HPO,4, 150mM NaCl, 2mM KCI, 2 mM KH,PQO,4, pH = 7,0

Pufr A — 20mM Tris, 150mM NaCl, 10mM NaN3 pH = 8,0

Pufr pro agarosovou elektroforézu TAE — 40mM Tris, 20mM CH3;COOH, 1mM EDTA
Roztok akrylamidu pro SDS PAGE — 29% akrylamid, 1% N,N’-methylen-bis-akrylamid
Roztok IPEI — 10 mg/ml IPEI v PBS-TK

Roztok RNAsy A — 10 mg/ml RNAsy A, 10mM EDTA, 50mM TRIS

Roztok trypanové modii — 0,4% trypanova modf v PBS-TK
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TES pufr — 10mM Tris, 2mM EDTA, 150mM NaCl, 1mM NaNs, pH = 8,0

Vzorkovy pufr pro agarosovou elektroforézu — 30% glygerol, bromfenolova modf
v TAE

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE 5x konc. neredukujici — 31,5mM Tris, 10% (v/v)
glycerol, 1% (w/v) SDS, 0,005% (w/v) bromfenolova modf, 10mM NaN3 pH = 6,8
Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE 5x konc. redukujici — k900 pl 5x koncentrovaného

neredukujiciho vzorkového pufru (viz. vyse) je ptidano 100 ul 2-merkaptoethanolu

3.6 PUFRY PRO ENZYMY

NEB1 New England Biolabs, USA
Pufr pro T4 DNA ligasu New England Biolabs, USA
ThermoPol reakéni pufr New England Biolabs, USA
3.7 VEKTORY

pTWSsec NKp30° Mgr. Jan Blaha, PfF UK, Praha
pTWSsec linearizovany (Agel a Kpnl) Mgr. Jan Blaha, PiF UK, Praha
pGEX3-Endo F; Strubi, Oxford, UK

3.8 PRIMERY PRO PCR

NKp30_fw_15" AAAAACCGGTCTGTGGGTTTCTCAGCCG 3’

NKp30_rev_del 5S> TTTTGGTACCCCGAAGGAGGAGGACTGTACCAGCGCCC
AGCTGCGGATGTTCTT 3’

pTT FW:5 TGATATTCACCTGGCCCGATCTG 3’

pTW5seq REV: 5" AAGCAGCGTATCCACATAGCG 3’

3.9 BUNECNE LINIE A BAKTERIALNI KMENY

E. coli DH5a Mgr. Jan Blaha, PiF UK, Praha

E. coli BL21 Gold DE3 Mgr. Jan Blaha, PiF UK, Praha
HEK293S GnTI’ ATCC, USA

HEK293T Dr. Yves Durocher, CNRC,

Montreal, Kanada
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4 METODY

4.1 PRIPRAVA EXPRESNIHO VEKTORU

Prvnim zcili prace byla piiprava vektoru (plazmidu) obsahujiciho konstrukt
proteinu NKp30. Vektor, ktery poskytl Mgr. Jan Blaha ve formé bakterialni pelety, nesl
pracovni nazev pTW5sec NKp30'. Obsahoval konstrukt NKp30’, ale bylo nutné ho
modifikovat pomoci PCR. Modifikovany konstrukt byl vlozen do linearizovaného

vektoru pTW5sec, ktery také poskytl Mgr. Jan Blaha.

4.1.1 1ZOLACE ZASOBNIHO MNOZSTVi PLAZMIDOVE DNA

Pro izolaci plazmidové DNA z bakteridlni pelety byla pouzita komeréné dostupna
souprava NucleoBond Xtra Maxi [44]. Peleta byla rozmrazena a resuspendovana
v 10 ml RES pufru. Suspenze byla rozdélena do dvou kyvet typu Oak Ridge. Do kazdé
kyvety bylo piiddno 9 ml LYS pufru. Roztoky byly promichany a ponechany 5 minut
inkubovat. Po uplynuti inkubac¢ni doby bylo pfidano 9 ml neutraliza¢niho pufru NEU.
Po dukladném promichani nasledovala centrifugace pii 20000 x g, 20 °C, 10 min.
Nésledné byl supernatant aplikovan pies filtracni papir na ekvilibrovanou kolonu.
Kolona byla promyta 25 ml roztoku Wash. DNA byla eluovana 15 ml roztoku ELU do
¢istych kyvet typu Oak Ridge urcenych pro praci s DNA. K eluatu bylo pfidano 10,5 ml
isopropanolu o téploteé -20 °C. Nasledovala centrifugace 30 min pii 16000 x g a 0 °C.
Supernatant byl odstranén a peleta oplachnuta 5 ml 70% ethanolu pfedchlazeného
na -20 °C. Nasledovala centrifugace 10 min pfi 16000 x g a 0°C. Po odstranéni
Supernatantu byla peleta vysusena ve vakuové rota¢ni odparce SpeedVac. DNA byla

rozpusténa v 1 ml sterilni dH,O a pfedesena do mikrozkumavky.

4.1.2 MERENI KONCENTRACE A CISTOTY DNA

Cistota a koncentrace byla méfena spektrofotometricky. Vzorek byl 300 x nafedén
dH,O a byla zméfena absorbance pii 260 a 280 nm oproti dH,O. Koncentrace byla
vypocitdna z empirického vztahu, podle kterého ma roztok dvousroubovice DNA
o koncentraci 50 pg/ml absorbanci pii 260 nm rovnou 1. Cistota byla vypoéitana

z poméru Azeo/Azgo.
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4.1.3 ELEKTROFOREZA V AGAROSOVEM GELU

Agarosovy gel byl pfipraven rozvafenim agarosy v 65 ml TAE pufru. Pro pfipravu
1% gelu bylo pouzito 0,65 g agarosy, pro 1,5% gel 0,98 g agarosy. Do zchladlého, ale
ne zatuhlého, gelu byly pifidany 3 ul barviva GoodView Il. Ke vzorku DNA pro
elektroforézu byl piidan takovy objem vzorkového pufru pro agarosovou elektroforézu,
aby byl pufr 10x zfedény. Takto ptipravené vzorky byly po zatuhnuti gelu nanaseny do
jamek. Do jedné zjamek byl vzdy nanesen odpovidajici standard. Elektroforéza
probihala 20 min pfi napéti 180 V. Vysledek elektroforézy byl vizualizovan UV lampou
pfi 312 nm.

4.1.4 PCR

Izolovanda DNA byla pouzita jako templat pro PCR reakci, pii které byla
modifikovana sekvence konstruktu NKp30'. Smés pro PCR byla pfipravena
nasledovné: 10 pl templatu (plazmid pTW5sec NKp307), 5 ul ThermoPol reakéniho
pufru, 1,5 pul 0,1IM MgSOy4, 1,5 pl 10 mM dNTPs, 2,5 ul DMSO, 5 pul primer
NKp30_fw_1, 5 ul primer NKp30_rev_del, 19 pul PCR H,0O, 0,5 ul Deep Vent
polymerasy. Teplotni profil PCR reakce byl nastaven nasledovné:

5 min pii 94 °C

30 cykla: 30 s pti 94 °C, 30 s pti 60 °C, 1 min pii 72 °C

8 min pii1 72 °C

Nasledné byl vznik PCR produktu ovéfen agarosovou elektroforézou (viz. 4.1.3). Pro
dosazeni optimalnich vysledkti pii nésledné ligaci byla smés precisténa. Do
mikrozkumavky bylo pfidano 5 pl acetatového pufru (1/10 objemu smési). Déle bylo
pfidano 125 pl 100% ethanolu (2,5 nasobek objemu smési). Smés byla ponechéna
25 min pfi -20 °C. Nasledovala centrifugace 20 min 20000 x g pti 4 °C. Peleta byla
omyta 200 pl 70% ethanolu a centrifugovana 10 min 20000 x g pii 4 °C. Supernatant
byl odstranén a peleta vysuSena na rotacni vakuové odparce SpeedVac. Nasledné byla

rozpusténa v 15 pl sterilni dH,O.

4.1.5 STEPEN{ RESTRIKCNIMI ENZYMY

K 15 pl precisténého PCR produktu byly pfidany 2 pl 10x koncentrovaného roztoku
BSA, 2 ul 10x koncentrovaného pufru NEB1, 0,5 pl enzymu Kpnl a 0,5 pl enzymu
Agel. Reakéni smés byla inkubovéana 1 hod pii 37 °C a nasledné 20 min pii 65 °C. Pro
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kompletni inaktivaci a odstranéni enzymu byla pouzita souprava urcend pro izolaci
DNA z agarosového gelu JETQUICK Gel Extraction Spin Kit [45]. Bylo pfidano 300 pl
roztoku L1, roztok byl nanesen na kolonku a ta byla sto¢ena 1 min pii 16000 x g a
teplot¢ 20 °C. Na kolonku bylo naneseno 500 pl roztoku L2 a kolonka byla opét
centrifugovéana 1 min pii 16000 x g a teploté 20 °C. Kolonka byla vysuSena centrifugaci
1 min pii 16000 x g a teploté 20 °C. Kolonka byla pfemisténa do ¢isté mikrozkumavky
a bylo na ni naneseno 50 ul dH,O vody piedehiaté na 65°C. Nasledovala centrifugace

2 min pti 16000 x g a teploté 20 °C. Takto pfipraveny insert byl pouzity pro ligaci.

4.1.6 LIGACE

Do ligacni reakce byly pouzity 4 pl linearizovaného plazmidu pTWS5sec,
10 pl insertu, 2 pl 10x koncentrovaného pofru pro T4 DNA ligasu, 3 ul dH,O a1 ul T4
DNA ligasy. Reakce probihala 20 min pii 20 °C.

4.1.7 TRANSFORMACE

Po uplynuti inkubaéni doby bylo kligaéni smési pfidano 90 pl suspenze
bakterialnich bunék E. coli DH5a. Smés byla ponechana 30 min na ledu. Nasledoval
tepelny Sok ve vodni lazni 1 min pii 42 °C a rychlé zchlazeni na 0 °C. Bunky byly
revitalizovany pfidanim 1 mL LB média pfedehiatého na 37 °C a ponechany 30 min
Vv inkubatoru pfti 37 °C. Suspenze byla sto¢ena 1 min pii 5000 x g a 20 °C. Supernatant
byl odstranén a buniky resuspendovany ve zbytku LB média. Takto vznikla suspenze
byla nanesena na ptedehfatou plotnu s ampicilinem (LB médium pievatené s 1,5%
(w/v) agarem, po zchladnuti byl pfidan ampicilin do koncentrace 100 pg/ml). Soucasné
bylo na dalsi plotnu rozetfeno také 90 ul bunétné suspenze jako negativni kontrola.

Plotny byly ponechany v inkubdatoru pfi teploté 37 °C do druhého dne.

4.1.8 PCR z KOLONI{

Nisledujici den byla z kolonie narostlé na misce provedena PCR z kolonii. Spi¢kou
byla vypichnuta kolonie bakterii, ktera byla resuspendovana v 6 ul sterilni dHO.
Zaroven bylo $pi¢kou zaockovano 5 ml LBamp. Do reakce bylo ptidano 10 pl reakéni

smési Combi PPP Master Mix a po 2 pl primerd NKp30_fw_1 a pTW5seq_rev.
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Teplotni profil reakce byl nastaven nasledovné:
5 min pii 95 °C

20 cyklt: 30 s pti 95 °C, 30 s pti 54 °C, 1 min pti 72 °C
8 min pii 72 °C

Po PCR byla provedena elektroforéza v 1,5% agarosovém gelu.

4.1.9 1ZOLACE PLAZMIDOVE DNA

Kultura narostla pies noc (na tfepacce pii 37 °C a 200 ot./min) v 5 ml LBamp byla
postupné centrifugovana (vzdy 1 min pii 16000 x g a 20 °C) do jedné mikrozkumavky.
Plazmidova DNA byla izolovana pomoci soupravy High-Speed Plasmid Mini Kit [46].
K peleté bylo ptidano 200 pl roztoku PD1. Peleta byla resuspendovéana a nasledné bylo
ptidano 200 ul roztoku PD2. Peleta byla opatrné promichana a ponechana inkubovat
2 min. Nasledné bylo ptidano 300 pl roztoku PD3 a obsah zkumavky byl opét opatrné
promichén a stocen 3 min pii 16 000 x g a 20 °C. Supernatant byl nanesen na kolonku
ve sbérné zkumavce a opét sto¢en 3 min pfi 16000 x g a 20 °C. Na kolonku bylo
naneseno 400 pl Roztoku W1 a byla centrifugovana 30 s pti 16000 x g a 20 °C. Bylo
ptidano 600 pl Wash roztoku s ethanolem. Kolonka byla centrifugovana nejprve 30 s pii
16000 x g a 20 °C a pro vyprazdnéni sbéraci zkumavky jesté¢ 3 min pii 16 000 x g
a 20 °C, aby byla kolonka vysuSena. Plazmidova DNA byla eluovana 50 ul dH,O
predehiaté na 65 °C a centrifugovana do Cisté mikrozkumavky 2 min pii 16000 x g

a 20 °C. Cistota a koncentrace DNA byly zméfeny spektrofotometricky (viz. 4.1.2).

4.1.10 SEKVENACE

Byly pfipraveny dva vzorky pro sekvenaci. Do dvou 200ul PCR mikrozkumavek
bylo pipetovano 5 pl PCR H,0, 2 ul plazmidové DNA ziskané pii izolaci a vzdy po 1 ul
primeru (do jedné mikrozkumavky sekvenacni primer pTT FW a do druhé
pTW5seq_rev). Takto ptipravené vzorky byly odneseny na sekvenaci do Laboratoie
sekvenace DNA PiF UK.

4.1.11 VELKOOBJEMOVA PRODUKCE PLAZMIDU

Pro transformaci bylo smichano 5 pl plazmidu ziskaného pfi izolaci DNA (viz. 4.1.9)
se 100 pl bunécné suspenze Z-kompetentnich [47] E. coli DH5a. Smés byla po 10 min

na ledu rozetiena na plotny s ampicilinem (LB médium pievaiené s 1,5% (w/v) agarem,
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po zchladnuti byl piidan ampicilin do koncentrace 100 pg/ml). Na misku
s transformanty bylo pipetovano 5 ml LBamp a kolonie vném byly rozmichany.
Nasledné byla takto smés prenesena do ptipravené 2| Erlenmayerovy banky
s 0,5 | LBamp. Smés byla nechana na ttepacéce pii 37 °C a 200 ot./min do druhého dne.
Druhy den byla kultura sklizena. Suspenze byla centrifugovana ve dvou 250 ml
kyvetach 1 hod pii 3900 x g, 20 °C. Supernatant byl slit a kazda z pelet byla
resuspendovana ve 20 ml TES pufru. Suspenze byla ptenesena do jedné 50ml
centrifugacni kyvety. Ta byla centrifugovana 20 min 3900 x g, 20 °C. Peleta byla

pouzita pro izolaci zasobniho mnozstvi DNA (viz. 4.1.1).

4.2 PRODUKCE REKOMBINANTNICH PROTEINU

Pro produkci proteinu na zakladé sekvence vlozené do vektoru pTWS5sec NKp30'del
byla pouzita bun&na linie HEK293S GnTI" a HEK293T. K produkci ENDO F; za
pouziti vektoru pGEX3-Endo F; [48] byl pouzit expresni systém E. coli, konkrétné
kmen BL21-Gold (DE3).

4.2.1 POCITANT BUNECNE HUSTOTY

Bunééna hustota byla pocitana pomoci hemocytometru. V mikrozkumavce bylo
smichano 20 pl odebrané bunécné suspenze se 160 pl roztoku trypanové modii. Po
5min inkubaci pfi laboratorni teploté byl vzorek smési nanesen do hemocytometru. Zivé
buniky jsou prihledné, mrtvé jsou modré. Nasledné jsou bunky spocitany. Pocet bunék
ve viech &tvercich vynasobeny faktorem 1-10* odpovida poctu bun&k v jednom ml

kutury.

4.2.2 KULTIVACE BUNECNE LINIE HEK293

Bunky HEK?293 byly kultivovany ve ¢tverhrannych lahvich v inkubatoru na tfepacce
Multitron Cell pti 37 °C, 135 ot./min a 5 % CO,. Jako kultiva¢ni médium byla zvolena
smes média ExCELL293 a Freestyle F17 v poméru 1:1. Vzdy po 3-4 dnech byla
zkontrolovana bun&cnd hustota a pfitomnost kontaminantli. Pokud byla kultura bez
kontaminanti, byla ¢ast odebrana do Cisté lahve a doplnéna Cerstvym médiem tak, aby
bun&éna hustota byla p¥iblizng 0,2-10° bunék/ml a zaroven aby pivodni suspenze byla
zfedéna Cerstvym médiem minimalné 10x. Timto zpGsobém byla suspenze kultivovana

a bunky rozristany az do dosaZeni pottebného poctu bunek pro transfekci.
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4.2.3 TRANSFEKCE LINIE HEK293T

Bun&éné kultura HEK293T kultivovana v objemu 200 ml obsahovala 482-10° bungk.
Suspenze byla po ¢astech centrifugovana 5 minut pii 200 x g a teploté 21 °C. Peleta
byla resuspendovéana v médiu Freestyle F17 a ptfenesena do 11 ¢tverhranné lahve. Objem
byl doplnén médiem Freestyle F17 na celkovych 200 ml. Lahev byla umisténa na
trepacku.

Transfek¢ni smés byla ptipravena s ohledem na nasledujici kritéria: hmotnostni
pomér DNA a IPEI byl 1:6 a na 1-10° bunck byly pouzity 2 pg DNA. Pottebné
mnozstvi DNA bylo vyfedéno do 5 ml sterilniho PBS-TK, odpovidajici mnozstvi
zasobniho roztoku IPEI bylo vyfedéno do 6,5 PBS-TK. Oba roztoky byly zfiltrovany
ptes 0,22 ul filtr do jedné 15ml zkumavky. Transfekéni smés byla inkubovana 10 min
pfi laboratorni teploté. Po uplynuti inkubac¢ni doby byl mix pfidan ke 200 ml bunécné
suspenze.

Takto transfekované buiiky byly ponechany 4 hod na tiepacce. Poté bylo do lahve
Kk bunikam pfidano 200 ml média ExCELL293 a 4 ml ATB.

Sesty den po transfekci byla kultura sklizena.

4.2.4 TRANSFEKCE LINIE HEK293S GNTI

Buné¢na kultura HEK293S GnTI™ kultivovana v objemu 200 ml obsahovala
710-10° bungk. Suspenze byla rozdélena do 4 50ml kyvet a centrifugovana 5 minut pfi
200 x g a teploté 20 °C. Pelety byly resuspendovany v médiu EXCELL293 tak, aby
vysledny objem po pieneseni do 250ml ¢étverhranné lahve byl 26 ml. Lahev byla
umisténa na ttepacku.

Transfekéni smés byla pfipravena tak, aby na 1-10° bungk ptipadal 1 pl DNA a
zérovenn aby pomér DNA a IPEI byl 1:3. Potfebné mnozstvi DNA a IPEI bylo
pipetovano k 9 ml média ExCELL293. Tato smés byla zfiltrovana pies filtr 0,22 um
pfimo k bunééné suspenzi.

Nasledovala inkubace 4 hod na tfepacce. Poté byla suspenze pienesena do
11 ¢tverhranné lahve a doplnéna médiem ExCELL293 na 400 ml. Byly pfidany 4 ml
ATB a 1,6 ml 0,5M kyseliny valproové. Lahev byla umisténa na ttepacku.

Sesty den po transfekci byla kultura sklizena.
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4.2.5 PRODUKCE ENDO F;

Pro produkci ENDO F1 byl vybran bakterialni kmen BL21-Gold (DE3). Pro
transformaci bylo v mikrozkumavce smichano 90 pul rozmrazené bunééné kultury
Z-kompetentnich [47] E. coli BL21-Gold (DE3) se 2 ul plazmidu pGEX3-Endo F;. Po
10 min inkubace na ledu byla transformaéni smés rozetfena na piedehiatou plotnu
s ampicilinem (LB médium ptevaiené s 1,5% (w/v) agarem, po zchladnuti byl pfidan
ampicilin do koncentrace 100 pg/ml). Miska byla umisténa do inkubatoru pii 37 °C pies
noc.

Byly pfipraveny 4 sterilni 21 Erlenmayerovy banky s 0,51 LBamp. Na misku bylo
pipetovano 5 ml média LBamp a kolonie v ném byly rozetfeny. Kazda Erlenmayerova
baitkka byla zaockovana 1 ml této suspenze. Banky byly kultivovany pii 37 °C,
200 ot./min. U jedné referen¢ni kultury byla sledovana optickd denzita pfi 600 nm
oproti ¢istétmu LB médiu. Po dosazeni optické denzity ptiblizné 0,8 byla tfepacka
s kulturami zchlazena na 22 °C. Zaroven bylo do kazdé banky pfidano 100 ul 1M IPTG.
Lahve byly ponechany na téepacce pii 22 °C, 200 ot./min pies noc.

Obsah kazdé z lahvi byl rozdélen do dvou plastovych kyvet a centrifugovan 20 min
pii 3900 x g, 20 °C. Kazda z pelet byla resuspendovana ve 20 ml TES pufru. Suspenze
z pelet ze stejné banky byly pfeneseny do jedné 50ml centrifugacni kyvety. Kyvety byly
centrifugovany 30 min pii 3900 x g, 20 °C. Supernatant byl odstranén. Pelety byly

zamrazeny.

4.3 PURIFIKACE PROTEINU

Pro purifikaci proteinii bylo vyuZito etikety vloZené za aminokyselinovou sekvenci
proteinll. Protein NKp30 ma histidinovou etiketu, proto byl pro jeho purifikaci pouzit
nosi¢ TALON [49] s navazanymi nikelnatymi kationty. Pro produkci z HEK293S GnTI
1 HEK293T byl pouzit stejny postup. ENDO F; ma za svoji aminokyselinovou sekvenci
vlozenou sekvenci glutathion S-transferasy, pro purifikaci byl pouzit nosi¢ Glutathione

Sepharose 4B.

4.3.1 PURIFIKACE PROTEINU NKP30

Kultura HEK293T nebo HEK293S GnTI byla Sesty den po transfekci sklizena. Byla
rozdélena do 250ml plastovych kyvet a centrifugovana 30 min pti 3900 x g, 15 °C.
Supernatant byl pouzit pro purifikaci proteinu NKp30.
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Supernatant byl pfefiltrovan a ptfeveden do 21 Erlenmayerovy baiky. Dale bylo
ptidano 400 ml PBS a cca 4 ml nosi¢e TALON. Baika byla umisténa na ttepacku Orbi-
Safe TS a pti 140 ot./min ponechana inkubovat 1 hod. Roztok byl pifeveden do kolonky
s fritou. Nosi¢ TALON byl promyt piiblizn¢ 150 ml PBS. Nasledné byl protein eluovan
4 x 5 ml elu¢niho pufru pro TALON.

Po purifikaci byl roztok zakoncentrovan (viz. 4.4.1) a stakto zakoncentrovanym
vzorkem byla provedena gelova permeacni chromatografie (viz. 4.4.2).

Nosi¢ byl pro regeneraci promyt pfiblizné¢ 100 ml elu¢niho pufru pro TALON,
100 ml dH,0O, 100 ml MES pufru a 100 ml PBS. Dale byl pienesen do 50ml zkumavky

a uchovavan ve 20% ethanolu v lednici.

4.3.2 PURIFIKACE ENDO F;
Pro purifikaci ENDO F; byla rozmrazena jedna ze 4 pelet. Peleta byla

resuspendovana ve 40 ml pufru A. Ksuspenzi byly ptidany 4 mg lysozymu,
50 ul RNAsy A (o koncentraci 10 mg/ml, v roztoku s 10mM EDTA a 50mM TRIS),
4 ul 10mM leupeptinu, 400 pul 200mM PMSF a 800 pul 0,5M EDTA. Bunééna suspenze
byla ponechdna 15 min inkubovat pfi laboratorni teploté. Smés byla 4 X sonikovana,
vzdy 1 min pii 40% amplitudé a razech po 0,5 s. Mezi jednotlivymi cykly byla kultura
uchovavana 5 min na ledu. Po sonikaci byla suspenze centrifugovana 20 min pfi
20000 x g.

Supernatant byl pfes 0,22 pum filtr zfiltrovan do €isté 50ml zkumavky. K filtratu byl
pfidain 1 ml nosic¢e Glutathione Sepharose 4B. Roztok byl inkubovan 1hod za
neustalého pievraceni a promichévani. Po inkubaci byl roztok nanesen na kolonku s
fritou. Nosi¢ byl promyt ptiblizn¢ 200 ml pufru A. ENDO F; byla eluovana 4 x 5 ml
elu¢niho pufru pro Glutathione Sepharose 4B.

Po purifikaci byl roztok zakoncentrovan (viz. 4.4.1) a stakto zakoncentrovanym
vzorkem byla provedena gelova permeacni chromatografie (viz. 4.4.2).

Nosi¢ Glutathione Sepharose 4B byl pro regeneraci promyt jesté asi 100 ml elu¢niho
pufru pro Glutathione Sepharose 4B, 100 ml pufru A a 100 ml dH,O. Nosi¢ byl

prenesen do Cisté mikrozkumavky a uchovavan ve 20% ethanolu v lednici.

35



4.4 MANIPULACE S PROTEINY
V nasledujici ¢asti jsou popsany vSeobecné postupy prace s proteiny. Metody jsou
shodné jak pro NKp30 tak i pro ENDO Fj.

4.4.1 ZAKONCENTROVANI

Pro zakoncentrovani proteinti byly pouzity koncentratory Amicon Ultra (MWCO
10000). Koncentrator byl naplnén roztokem proteinu a nasledné centrifugovan pii
16000 x g a 20 °C. Doba centrifugace se odvijela podle objemu. Zhruba po 5-7 min
byla centrifugace vzdy ptrerusena a obsah koncentrdtoru byl promichan nasatim a
vypuzenim ze S$pi¢ky automatické pipety, aby se zabranilo srazeni proteinu. V piipadé
vétstho objemu vzorku byl do koncentratoru postupné dopliiovan a spolecné s tim
odstranovan pratok.

Po zakoncentrovani na pozadovany objem byl vzorek pienesen do mikrozkumavky.

Nasledné byl centrifugovan pii 3 min pii 16000 x g, 20 °C.

4.4.2 GELOVA PERMEACNI CHROMATOGRAFIE

Kolona Superdex 200 10/300 GL byla pfipojena k HPLC systému. Kolona byla
dlouhodob¢ uchovana ve 20% ¢istém ethanolu, proto bylo nutné ji ekvilibrovat. Kolona
byla promyta nejprve dH,O a nasledné mobilni fazi. Po promyti celého objemu kolony
byla mobilni fazi proplachnuta 1ml nastfikova smycka. Vzorek byl nanasen na

ekvilibrovanou kolonu. Byly jimény jednotlivé frakce, které byly dale analyzovany.

4.4.3 URCENI KONCENTRACE

U vzorkil byla zméfena koncentrace proteint dle Bradfordové [50]. Na mikrotitra¢ni
desticku bylo do jedné jamky pipetovano vzdy 5 ul vzorku a 200 ul ¢inidla dle
Bradfordové. Stejnym postupem byla vytvofena kalibracni zavislost, kdy jako vzorky
byly pouzity roztoky BSA o koncentraci 0,1 — 1 pug/pl. Po Smin inkubaci byla zmétena

absorbance pfi 595 nm.

4.4.4 SDS PAGE

Cistota jednotlivych frakci z gelové chromatografie byla ovéfena elektroforézou v

polyakrylamidovém gelu v prostiedi dodecylsiranu sodného.
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Byl piipraven rozdélovaci gel pro separaci proteinti. Pro rtizné ucely byly pifipraveny
gely s riznou koncentraci polyakrylamidu:

12,5% gel: 1,265 ml dH,O, 1,675 ml 30% AA, 1ml 15M Tris (pH =38,8),
40 pl 10% SDS, 40 ul APS a 2 ul TEMED

15% gel: 0,9 ml dH,0, 2 ml 30% AA, 1 ml 1,5M Tris (pH = 8,8), 40 ul 10% SDS,
40 ul APS a 2 ul TEMED

18% gel: 0,5 ml dH,0, 2,4 ml 30% AA, 1 ml 1,5M Tris (pH = 8,8), 40 ul 10% SDS,
40 ul APS a 2 ul TEMED

Po zatuhnuti spodniho rozdélovaciho gelu byl pfipraven vrchni zaostiovaci gel
(0,7ml dH,O, 0,25ml 30% AA, 0,125ml 1M Tris (pH =6,8), 10 ul 10% SDS,
10 ul APS a 1,5 ul TEMED), do kterého byl zasunut hieben pro vytvoieni nanasecich
jamek. Po zatuhnuti vrchniho gelu byl hieben odstranén a skla s gelem byla umisténa do
stojanku a do elektroforetické vany. Vana i stojanek byly naplnény elektrodovym
pufrem.

Vzorky byly piipraveny smichanim malého mnozstvi vzorku (do 10 pl)
s odpovidajicim mnozstvim 5 X koncentrovaného vzorkového pufru. Nasledné byly
vzorky rozvaieny 10 min ve vodni lazni a centrifugovany 2 min pti 10000 x g a 20 °C.
Takto ptipravené vzorky byly nandSeny do jednotlivych jamek. Do prvni jamky byl
vzdy nanesen standard. Po naneseni vzorkll byla spusténa elektroforéza pii napéti
200 V po dobu 45-55 min (podle potieby, vzdy bylo sledovano ¢elo elektroforézy).

Po skonceni elektroforézy byly gely pfeneseny do misky a obarveny barvicim
roztokem (minimalné 30 min) a nasledné odbarveny odbarvovacim roztokem (2x20 min
nebo do uplného odbarveni téch ¢asti gelu, kde nebyly naneseny proteiny). Odbarveny

gel byl digitalizovan naskenovanim.

4.5 OVERENI ENZYMATICKE AKTIVITY ENDO F,

Enzymaticka aktivita ENDO F; byla ovéfena jak pro denaturovany i pro nativni
protein NKp30.

Pro deglykosylaci denaturovaného proteinu  bylo 10ul vzorku NKp30
(produkovaného linii HEK293S GnTI’) rozvafeno 10 min pii 100 °C s 1 ul 5% SDS. Po
vychladnuti bylo do zkumavky pipetovano 1,6 pl citratového pufru pro ENDO Fy, 1,4 pl
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dH,O a 2 ul roztoku ENDO F; o koncentraci 0,1 ug/ul (zasobni roztok byl tedy
10x ziedén). Reakcni smés byla ponechdna inkubovat 1 hod pti 37 °C.

Pro deglykosylaci nativniho proteinu bylo k 10 ul NKp30 (produkovaného linii
HEK293S GnTI") ptidano 1,6 ul citratového pufru pro ENDO Fy, 1,4 ul dH,O a 2 pl
roztoku ENDO F; o koncentraci 0,1 pg/ul. Reakéni smés byla ponechdna inkubovat
1 hodinu p#i 37 °C.

Po inkubaci byla provedena elektroforéza (viz. 4.4.4) v 18% gelu.

4.6 STUDIUM OLIGOMERNIHO STAVU NKP30

Pro studium oligomerniho stavu byly pouzity spojené frakce ¢. 2, 3 a 4 (piedstavujici
oligomerni stav NKp30, dale oznaCované jako oligomer) a spojené frakce ¢. 8 a 9
(pfedstavujici monomerni stav NKp30, dale oznacované jako monomer). Frakce
pochazeji z gelové permeacni chromatografie proteinu NKp30 produkovaného linii

HEK293S GnTI".

4.6.1 OPAKOVANE NASTRIKY

Monomer a oligomer byly oddélené zakoncentrovany (viz. 4.4.1) a se vzorky byla
provedena gelova permeacni chromatografie na koloné Superdex 200 10/300 GL
(viz. 4.4.2). Mobilni fazi byl v obou ptipadech pufr HEPES.

4.6.2 DEGLYKOSYLACE SPOJENYCH FRAKCT

Frakce ziskané po opakovaném nastiiku monomeru a oligomeru byly opét
zakoncentrovany (viz. 4.4.1). U oligomeru i monomeru byla zméfena koncentrace
proteinu (viz. 4.4.3) a celkovy objem. K proteinim byl piidan 10x koncentrovany
citratovy pufr pro ENDO F; tak, aby byl ve vysledném roztoku 1x koncentrovany. Déle
bylo do roztokl pfidano takové mnozstvi zasobniho roztoku ENDO F; o koncentraci
1 mg/ml tak, aby hmotnostni pomér ENDO F; : NKp30 byl 1 : 100. Reakéni smés byla
ponechéana inkubovat 1 hodinu pti 37 °C.

Po inkubaci bylo do obou zkumavek pfidano 100 pl nosi¢e Glutathione Sepharose
4B. Roztok byl za neustalého ptevraceni inkubovan 1 hodinu. Poté byly zkumavky
centrifugovany 5 minut pfi 200 x g, 20 °C. Supernatant byl pifenesen do dCistych

zkumavek a opét centrifugovan 5 minut pii 200 x g, 20 °C, znovu pienesen do Cistych
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zkumavek a centrifugovan 5 minut pii 20000 x g, 20°C a pienesen do ({isté
zkumavky. Takto byla odstranéna ENDO F; po deglykosylaci z roztoku.

K nosi¢i Glutathione Sepharose 4B byl pfidan 1 ml elu¢niho pufru pro Glutathione
Sepharose 4B a zkumavka byla centrifugovana 5 minut pii 200 x g, 20°C. Po
odstranéni supernatantu byl postup opakovan jeSté 2x. Regenerovany nosi¢ byl

uchovavan ve 20% ethanolu v lednici.

4.6.3 OPAKOVANE NASTRIKY DEGLYKOSYLOVANYCH FRAKCI
Deglykosylovany monomer a oligomer zbaveny ENDO F;, byl zakoncentrovan (viz.

4.4.1) a s deglykosylovanymi vzorky byla provedena gelova permeacni chromatografie
na kolon¢ Superdex 200 10/300 GL (viz. 4.4.2). Mobilni fazi byl v opét HEPES puft.

4.6.4 SEDIMENTACNI ANALYZA

Sedimenta¢ni analyzu provedl RNDr. Ondiej Vanék, Ph.D. na analytické
ultracentrifuze ProteomeLab XL-I metodou sedimentacni rychlosti [51]. Analyza
proteinu probihala pii 42000 ot./min a 20°C. Bylo sbirdno 150 snimkii po 5 min pfii
vlnové délce 280 nm. Jako reference byl pouzit HEPES puftr pouzity pfi gelové filtraci
proteinu. Hustota a viskozita pouzitého pufru, stejné jako parcialni specificky objem
analyzovaného proteinu byly predikovany za pomoci programu SEDNTERP [52] a
ziskana data byla nasledné vyhodnocena s vyuzitim programu SEDFIT [53].
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5 VYSLEDKY

5.1 PRIPRAVA EXPRESNIHO VEKTORU

Jednim z cilii prace bylo pfipravit vektor s vlozenou sekvenci pro konstrukt proteinu
NKp30 dlouhy 125 aminokyselin. Byl zvolen konstrukt obsahujici kompletni
extracelularni imunoglobulinovou doménu a navic i kompletni kréek, tedy sekvenci
spojujici imunoglobulinovou doménu s transmembranovym regionem. Nukleotidova
sekvence celého expresniho konstruktu je zndzornéna na Obr. 6, aminokyselinova pak
na Obr. 7. Pro vloZzeni konstruktu do plazmidu pTWS5sec byly pouzity restrikéni
endonukleasy Agel a Kpnl. V plazmidu je pied konstruktem vloZen sekre¢ni signal,
protein tedy buiika sekretuje do média. Sekrecni signdl je az na jednu aminokyselinu
odstranén. V plazmidu je také za konstrukt vlozena histidinovéd kotva, aby bylo pro
purifikaci mozné pouzit chelata¢ni chromatografii. Pfedikovana molekulovd hmotnost

proteinu bez glykosylaci je 15,4 kDa.

ATGGGAGAACTGCTGCTGCTCCTTCTGCTGGGGCTGCGGCTTCAGCTGAGTCTTG
GAATTREEEETCTGTGGGTTTCTCAGCCGCCGGAAATCCGTACTCTGGAAGGTTCCT
CTGCGTTCCTGCCGTGCAGCTTCAACGCGTCTCAGGGCCGTCTGGCAATCGGTAGC
GTGACCTGGTTTCGTGACGAAGTGGTTCCGGGCAAAGAGGTTCGTAACEEEABECC
GGAATTTCGTGGTCGCCTGGCACCGCTGGCGTCTTCTCGTTTCCTGCACGATCATCA
GGCGGAACTGCATATCCGTGACGTTCGTGGCCATGATGCGAGCATCTACGTTTGCC
GTGTTGAAGTTCTGGGTCTGGGCGTTGGTACTGGCAACGGCACTCGTCTGGTTGTGG
AGAAAGAACATCCGCAGCTGGGCEEEGCTGGTACAGTCCTCCTCCTTCGGGGTACC
CACCATCACCACCATCACCACCACGGGR

Obr. 6 Nukleotidova sekvence konstruktu NKp30. Start kodon, sekrecni signal, restrikéni misto pro
AGEl, vlastni konstrukt NKp30, EllCHCHMMONENGIMEI (ptvodni sekvence je GGTACC, tedy restrikéni
misto pro KpnI), PREBYTECNY TRIPLET, restrikéni misto pro Kpnl, histidinova kotva, §isJg kodon

ITGLWVSQPPEIRTLEGSSAFLPCSFNASQGRLAIGSVTWFRDEVVPGKEVRNGTPEFRG
RLAPLASSRFLHDHQAELHIRDVRGHDASIYVCRVEVLGLGVGTGNGTRLVVEKEHPQ
LGAGTVLLLRGTHHHHHHHHG

Obr. 7 Aminokyselinova sekvence konstruktu NKp30. Pozistatek sckreéniho signalu a
klonovaciho mista, vlastni konstrukt, histidinova kotva.

Plazmid, ktery poskytl Mgr. Jan Bldha, obsahoval triplet navic. Pro ziskani
spravného konstruktu NKp30 bylo tedy nutné sekvenci upravit. Plazmid byl nejprve
izolovan z bakterialni pelety. Cistota izolované DNA, dana pomérem Ag0/Azgo, byla

1,81. Koncentrace byla 10,42 pg-pl™. Plazmid byl pouZit jako templat do PCR reakce.
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Pti PCR reakci, byl pouzit dlouhy oligonukleotid NKp30 rev del, ktery naseda
nékolik nukleotidi pfed prebyte¢nym tripletem a nékolik za nim. Vznik PCR produktu
potvrdila elektroforéza v agarosovém gelu (Obr. 8A). PCR produkt byl vlozen do
linearizované¢ho plazmidu pTWS5sec a ligacni smési byly transformovany bakterie E.
coli kmene DH5a. Do druhého dne na misce s ampicilinem narostla jedina kolonie.
Bakteriemi z kolonie bylo zaockovano LBamp médium a byla provedena PCR
z kolonii, vysledek je na Obr. 8B. PCR zkolonii potvrdila pfitomnost konstruktu
V plazmidu. Proto byl plazmid izolovdm z LBamp média a vzorek byl poslan na
sekvenaci do Laboratofe sekvenace DNA PiF UK. Sekvenace potvrdila spravnou
orientaci konstruktu v plazmidu, pfitomnost vSech ¢&asti dulezitych pro produkci
Vv bunééné linii HEK293 a predev§im odstranéni piebytecného tripletu. Bylo tedy
pfipraveno  zasobni mnozstvi plazmidu. Koncentrace plazmidu  zjisténa
spektrofotometricky byla 2,61 pug/ul a Cistota dana pomérem Ago/Azgo byla 1,8. Jedna
se tedy o Cisty preparat DNA, coz je patrné i z elektroforézy (Obr. 8C). Tento plazmid
byl pouZzit pro transfekci bunék HEK293.

A B C
M1 X1 M1 X X X X X 1 M1X M2X X X X X 1 X

4 kb
3 kb
1
0,5 1 kb
0,4
0,5 kb
0,4 kb

Obr. 8 Elektroforéza v agarosovém gelu. V draze M je vzdy standard, X oznacuje prazdné drahy
nebo nesouvisejici vzorky A — V draze 1 je vzorek PCR produktu. PCR produkt ma velikost okolo 0,4 kb.
B — V draze 1 je vzorek PCR z kolonie. PCR produkt ma velikost okolo 0,5 kb. C — V draze 1 je vzorek
plazmidu po izolaci. Plazmid ma velikost okolo 4 kb, neni vyrazné fragmentovany a neobsahuje
kontaminujici RNA

5.2 PRODUKCE PROTEINU NKP30 Vv LINIIl HEK293T

Pro ziskani ptirozené glykosylovaného proteinu NKp30 byla transfekovana bunécna
linie HEK293T [54]. Tyto burky jsou schopné tvofit komplexni N-glykosylaci sav¢iho

typu, vysledny rekombinantni protein se tak svoji strukturou blizi svoji pfirozené formé.
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Celkem bylo transfekovano (viz. 4.2.3) 482-10° bunek, které byly pievedeny do
200 ml média Freestyle F17. Transfekéni smés byla nejprve inkubovana 10 min pfi
laboratorni teploté a pak byla ptidana k bunkam. Transfekované buiky byly inkubovany
4 hod na tfepacce pri bundéné hustoté 2,4-10° bunék/ml. Poté byl objem doplnén na
400ml ptidanim 200 ml média ExCELL293. Kultura byla sklizena Sesty den. Buiky

byly odstfedény centrifugaci, médium bylo zfiltrovano a pouzito pro purifikaci proteinu.

5.2.1 PURIFIKACE PROTEINU NKP30 z PRODUKCE V LINII HEK293T

Diky vlozené histidinové kotvé bylo mozné protein NKp30 purifikovat chelata¢ni
chromatografii za pouziti nosice TALON (viz. 4.3.1), ktery obsahuje ionty kobaltu.
Protein byl z nosi¢e uvolnén PBS pufrem s ptidavkem imidazolu. Po eluci byl roztok
proteinu zakoncentrovan (viz. 4.4.1) a nanesen na kolonu Superdex 200 10/300 GL
(viz. 4.4.2). Béhem izokratické eluce byly jimany jednotlivé frakce. Zaznam gelové

permeacni chromatografie je uveden na Obr. 9.

% LANE LI L D L DL DL DL DL DR R LD L L |
< o4l
03k
02k
01k [/
0.0
11213 4|5l8| 7|89
| I TR T N BN AU N A A Y A | | L le 0 5 1 4 1

O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
V. mi
Obr. 9 Zaznam gelové permeacni chromatografie proteinu NKp30 produkovaného v HEK293T
bunééné linii. Kolona Superdex 200 10/300 GL, izokraticka eluce. Modra linie pfedstavuje eluéni profil,
svislé cary oddéluji jednotlivé jimané frakce. Dva oddélené piky znamenaji eluci latek s rtznou
molekulovou hmotnosti. Modfe oznacené frakce ¢. 4 a 7 byly pouzity pro studium oligomerniho stavu
pomoci sedimentacni analyzy.
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Vysledek gelové permeacni chromatografie naznacuje, ze ve vzorku jsou ptiromné
¢astice s riznou molekulovou hmotnosti. Pro urceni, jestli se jedna o oligomery NKp30
nebo o jiny protein, ktery se kopurifikoval s NKp30 byl z frakci ¢. 3 az 8 byl odebran
vzorek pro analyzu SDS PAGE. Elektroforéza byla provedena ve 12,5% gelu, Obr. 10.

M R3 R4 R5 R6E R7 RS 3N 4N 5N 6N 7N 8N

97,0 kDa
66,0 kDa

45,0 kDa

30,0 kDa
4 e
.o - I .
- - —

20,1kDa

14,4 K03

Obr. 10 SDS PAGE proteinu NKp30, produkce v linii HEK293T. 12,5% gel, v draze M je
standard, 3-8 oznacuje Cislo frakce po gelové permeacni chromatografii (Obr. 9, str. 42), R oznacuje
pouzité redukujici prostfedi, N oznacuje neredukujici prostredi.

Z Obr. 10, je vidét, ze vzorky neobsahuji vyraznéj$i kontaminanty. Predikovana
molekulova hmotnost konstruktu NKp30 je 15,4 kDa. Prouzky vyssi molekulové
hmotnosti svédéi o glykosylaci proteinu (3 predikovana N-glykosylaéni mista) dva
vyrazngj$i prouzky naznacuji dvé pievazujici glykoformy. Rozostfeni prouzku je dano
pritomnosti komplexni glykosylace.

Na profilu gelové permeacni chromatografie (Obr. 9, str. 42) jsou vidét elucni
vrcholy, které reprezentuji ¢astice s riiznou molekulovou hmotnosti. Na vysledku SDS
PAGE (Obr. 10) je vsak jasné vidét, Ze se jedna pouze o jeden protein. Vrcholy
Sriznym retenénim objemem lze vysvétlit tvorbou oligomerd, které jsou vazany

nekovalentn¢ (Obr. 10, protein se chova stejné v redukujicim i neredukujicim prostiedi).

5.2.2 SEDIMENTACNI ANALYZA PROTEINU NKP30

Vzorky z frakce ¢. 4 (frakce obsahujici oligomer) a €. 7 (frakce obsahujici monomer)
z gelové permeacni chromatografie NKp30 produkovaného v linii HEK293T
s ptirozenou glykosylaci (Obr. 9, str. 42) byly podrobeny sedimenta¢ni analyze na
analytické ultracentrifuze (Obr. 11, str. 44).
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Obr. 11 Sedimenta¢ni analyza NKp30 produkovaného v HEK293T bunécéné linii. Frakce 4
(odpovidajici oligomerni form& NKp30, modra) a frakce 7 (monomerni forma NKp30, Cervena)
z gelové permeacni chromatografie byly analyzovany metodou sedimentacni rychlosti; graf zobrazuje
normalizovanou distribuci sedimenta¢niho koeficientu ¢astic pfitomnych v daném vzorku.

Zatimco monomerni frakce sedimentuje dle ocekavani jako jedina ¢astice s hodnotou
sedimentac¢niho koeficientu syw = 2,10 S odpovidajici hmotnosti monomeru (Obr. 11,
cervena kiivka), druhd frakce vytvaii v roztoku smés oligomerti, které disociuji na
monomer (Obr. 11, modra kiivka). V oligomerni frakci lze rozlisit Castice o sed.
koeficientu syow =2,07 - 4,1 - 8,9 a 12 S, z nichZ prvni odpovida monomeru NKp30 a
nasledujici by svou hodnotou sed. koeficientu mohly teoreticky odpovidat trimeru ¢i
tetrameru NKp30 (4,1 S), hexameru ¢i oktameru NKp30 (8,9 S) a napt. dodekameru
NKp30 (12 S); presnéjsi urceni stupné oligomerie by vyzadovalo znalost tvaru a

rowr

rozmé&ri sedimentujici ¢astice, které hodnotu sed. koeficientu také ovliviuji.
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5.3 PRODUKCE PROTEINU NKP30 Vv LINII HEK293S GNTI

Pro produkci proteinu NKp30 shomogenni glykosylaci manosového typu byla
zvolena bunééna linie HEK293S GnTI™ [55]. Tyto buiky nemaji funkéni
N-acetyl-glucosaminyltransferasu I, tedy enzym potifebny pro tvorbu komplexnich
N-glykosidu. Jejich glykosylace je jednoducha (Asn-GICNAC,-Mans). JelikoZ nedochazi
k fukosylaci, Ize glykosid odstépit endoglykosidasou ENDO F;.

Bylo transfekovano (viz. 4.2.3) 710-10° bundk. Transfekéni smés byla piidana pfimo
k bunéc¢né suspenzi. Buiiky byly transfekovany v objemu 35 ml, pfi buné¢né hustoté
20-10° bunék/ml. Po 4hod inkubaci na tfepadce byla bundéna suspenze prenesena do 1l
¢tverhranné lahve, doplnéna médiem ExCELL293 na objem 400 ml a byla pfidana
antibiotika a kyselina valproova. Kultura byla sklizena Sesty den po transfekci. Bunky

byly odsttedény centrifugaci, médium bylo zfiltrovdno a pouzito pro purifikaci proteinu.

5.3.1 PURIFIKACE PROTEINU NKP30 Z PRODUKCE V LINII HEK293 GNTI®

Postup pro purifikaci proteinu NKp30 byl stejny v piipadé produkce v linii
HEK?293S GnTI'. Byla pouzita chelata¢ni chromatografie na nosi¢i TALON (viz. 4.3.1).
Po purifikaci byl roztok proteinu zakoncentrovan (viz. 4.4.1) a nanesen na kolonu
Superdex 200 10/300 GL (viz. 4.4.2), zaznam izokratické eluce je zobrazen na Obr. 12,
str. 46.

45



A 80
o
[N
|
—
]

0,0
8|9

| 1 L | PR |
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
V. ml

Obr. 12 Zaznam gelové permeacni chromatografie proteinu NKp30 produkovaného v
HEK?293S GnTI" bunééné linii. Kolona Superdex 200 10/300 GL, izokraticka eluce. Modra linie
predstavuje elucni profil, svislé cary oddé€luji jednotlivé jimané frakce. Modrym pismem oznacené
frakce byly pouzity pro studium oligomerniho stavu proteinu NKp30 (viz 5.5). Frakce ¢. 2, 3 a 4
ptedstavuji oligomer, frakce ¢. 8 a 9 predstavuji monomer.

Na Obr. 13, str. 47 a Obr. 14, str. 47 je vysledek SDS PAGE. Z vysledku je patrné,
ze vzorek neobsahuje vyznamnéjsi kontaminanty. Opét se potvrzuje, Ze
chromatografické vrcholy Sriznym elu¢nim objemem (Obr. 12) predstavuji rizné
oligomerni stavy jednoho proteinu. Oligomery jsou nekovalentni, protoZe neni patrny
posun mezi SDS PAGE v redukujicim (Obr. 13, str. 47) a neredukujicim (Obr. 14,
str. 47) prostiedi.
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Obr. 13 SDS PAGE proteinu NKp30, produkce z HEK293 GnTI’, redukujici prostfedi.
18% gel, v draze M je standard, 2-9 oznacuje ¢islo frakce po gelové permeaéni chromatografii (Obr. 12,
str. 46), ze které byl vzorek odebran.
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Obr. 14 SDS PAGE proteinu NKp30, produkce z HEK293 GnTI', neredukujici prostiedi.
18% gel, v draze M je standard, 2-9 oznacuje Cislo frakce po gelové permeacni chromatografii (Obr. 12,
str. 46), ze které byl vzorek odebran.

5.4 PRODUKCE PROTEINU ENDO F; V BAKTERIALNIM KMENI
BL21-GoLD (DE3)

Pro produkci rekombinantniho proteinu ENDO F; byl zvolen bakterialni kmen
BL21-Gold (DE3). Bakterie transformované plazmidem pGEX3-Endo F; byly
kultivovany nejprve na LBamp médiu s agarem. Druhy den byly narostlé kolonie
resuspendovany a byly zaockovany celkem 2 1 LBamp média. Po dosazeni ODgo 0,824
byla kultura zchlazena na 22 °C a Produkce byla zapocata ptidavkem IPTG. Byly
odebrany vzorky pied indukci a pied sklizenim (Obr. 15, str. 48).
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Obr. 15 SDS PAGE proteinu ENDO F; béhem produkee. 12,5% gel, redukujici prostiedi, v draze
M je standard, N zna¢i neindukované, I indukované, Cislo oznaduje, ze které lahve byl vzorek odebran.

Na Obr. 15 jsou vzorky odebrané pied indukci a po indukci IPTG. V drahach
s oznacenim I (I1, 12, 13 a I4) je vidét velice vyrazny prouzek s molekulovou hmotnosti
okolo 55 kDa, ktery v drahach s oznacenim N (N1, N2, N3 a N4) neni tak vyrazny.
Tento prouzek piedstavuje ENDO F;. Pro purifikaci byla nasledné pouzita kultura
z lahve ¢. 1. Ze zbylych kultur bylo centrifugaci odstranéno médium a bakterialni pelety

byly uschovany pii -20 °C.

5.4.1 PURIFIKACE PROTEINU ENDO F;

Protein ENDOF; =zistavda po produkci v bakteriich. Pro jeho uvolnéni byly
bakteridlni buniky lyzovany plsobenim ultrazvukové sondy V prostiedi obsahujicim
lysozym, inhibitory proteas (leupeptin, PMSF), RNAsu A a EDTA. Lyzované buiky
byly centrifugovany a supernatant byl pouzit pro izolaci ENDO Fj.

Rekombinantni ENDO F; ma za svoji aminokyselinovou sekvenci vloZzenou sekvenci
glutathion S-transferasy, diky které je mozné vyuzit pro purifikaci nosi¢ Glutathione
Sepharose 4B, ktery ma afinitu ke glutathion S-transferase. Po eluci volnym
glutathionem byl roztok proteinu zakoncentrovan (viz. 4.4.1) a nanesen na kolonu
Superdex 200 10/300 GL (viz. 4.4.2). Béhem izokratické eluce byly jimany jednotlivé

frakce. Zaznam gelové permeacni chromatografie je na Obr. 16, str. 49.
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Obr. 16 Zaznam gelové permeacni chromatografie proteinu ENDO F1. Kolona
Superdex 200 10/300 GL, izokraticka eluce. Modna linie pfedstavuje elucni profil, svislé ¢ary oddéluji
jednotlivé jimané frakce. Vrchol s eluénim objemem okolo 12,5 ml pfedstavuje dimer, ktery se tvoii diky
glutathion S-transferase. Vrchol s elu¢nim objemem okolo 14,5 ml pfedstavuje monomer.

Béhem purifikace byl odebran vzorek pro SDS PAGE z pelety a supernatantu po
lyzovani bunék a také z pritoku pii promyvani nosi¢e Glutathione Sepharose 4B pied
eluci ENDO F;. Vzorek pro SDS PAGE byl také odebran z frakci ¢. 2-5 z gelové
permeacni chromatografie (Obr. 16), vysledek je na Obr. 17, str. 50.
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Obr. 17 SDS PAGE proteinu ENDO F; béhem purifikace a po purifikaci. 12,5% gel, redukujici
prostiedi, v draze M je standard, v draze L je vzorek pelety po lyzovani bunék, v draze S je vzorek
supernatantu po lyzovani bun¢k, pouzity pro purifikaci, v drdze P je pritok pfi omyvani nosice
Glutathione Sepharose 4B pted eluci ENDO F;. Drahy oznacené 2-5 piedstavuji vzorky z jednotlivych
frakci po gelové chromatografii (viz. Obr. 16, str. 47).

Z elektroforézy (Obr. 17) je vidét, Ze vzorek odebrany z pelety po lyzovani bunék
(draha L), vzorek supernatantu (draha S) i vzorek prutoku pii promyvani nosice
Glutathione Sepharose 4B pted eluci enzymu (draha P) obsahuji ENDO F;. V piipadé
supernatantu, ze kterého byla ENDO F; purifikovana pomoci nosi¢e Glutathione
Sepharose 4B, je to zadouci. ENDO F; pfitomna v peleté¢ v§ak miize znamenat, ze ¢ast
proteinu byla $patné sbalena a zlstala v nerozpustnych inkluznich téliskach. Pfitomnost
ENDO F; v pritoku pfi omyvani nosi¢e Glutathione Sepharose 4B naznacuje, Ze byla
pravdépodobné prekrocena kapacita nosice.

Dale je z elektroforézy (Obr. 17) také patrné, ze frakce ¢. 2 az 5 neobsahuji zadné
vyraznéj$i neCistoty a zaroven vSechny obsahuji ENDO F;. Proto byly spojeny a
zakoncentrovany na 2 mg/ml a nasledné¢ vyfedény 100% glycerolem na vyslednou

koncentraci 1 mg/ml. Tento zasobni roztok ENDO F; je uchovavan pii -20 °C.

5.4.2 OVERENI ENZYMATICKE AKTIVITY ENDO F1 — DEGLYKOSYLACE
NKP30
Pro ovéfeni enzymatické aktivity ENDO F; byl denaturovan protein NKp30 a to jak
V nativnim, tak Vv denaturujicim prostfedi. Inkubacni doba reakce byla 1 hod a
hmotnostni pomér ENDO F;: NKp30 byl 1: 50. V ptipadé denaturovaného proteinu byl
vzorek proteinu NKp30 pted deglykosilaci 10 min vafen v prostiedi 0,5% SDS. Po
uplynuti inkuba¢ni doby byly vzorky analyzovany SDS PAGE, Obr. 18, str. 51.
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Obr. 18 Deglykosylace receptoru NKp30. 18% gel, redukujici prostiedi, v draze M je standard,
v draze Nat je deglykosylovany protein NKp30 v nativnim stavu, v draze Den je deglykosylovany
denaturovany protein NKp30, v draze Gly je glykosylovany protein NKp30.

Na Obr. 18 je jasné viditelny pokles molekulové hmotnosti v draze Nat. V nativnim
stavu se tedy podafilo protein NKp30 deglykosylovat, i kdyz stale je patrnych nékolik
prouzkil, coz znamena ze deglykosylace neni iplna. Pro dalsi pokusy by bylo vhodné
prodlouzit inkubacni dobu nebo pouzit vétsi mnozstvi enzymu. Také je mozné, Ze
ncékterd mista nejsou pro ENDO F; pfistupnd, takze protein nemlze byt uplné
deglykosylovan.

Zdrahy Den na Obr. 18 je patrné, Ze denaturovany protein se podafilo
deglykosylovat pouze z velmi malé casti. Enzymatickda aktivita ENDO F; je

pravdépodobneé citliva k denaturujicimu prostiedi.

5.5 STUDIUM OLIGOMERNIHO STAVU NKP30 PRODUKOVANEHO V
LINII HEK293S GNTI

Oligomerni stav proteinu NKp30 v zavislosti na jeho glykosylaci byl analyzovan
opakovanymi nastiiky na kolonu Superdex 200 10/300 GL. Vsechny gelové permeacni
chromatografie probihaly za stejnych podminek a za izokratické eluce.

Pro studium oligomerniho stavu byly spojeny frakce ¢. 2, 3 a 4 obsahujici oligomer a
frakce ¢.8 a 9 obsahujici monomer. Frakce byly ziskany pii gelové permeacni
chromatografii proteinu NKp30 produkovaného v bunééné linii HEK293S GnTI™ (Obr.
12, str. 46). Oligomer i monomer byly naneseny na kolonu Superdex 200 10/300 GL
(viz. 4.6.1), ziskané frakce byly spojeny a deglykosylovany (viz. 4.6.2).
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Deglykosylované  frakce byly opét naneseny na kolonu (viz. 4.6.3). Porovnani
ziskanych eluénich profila je uvedeno na Obr. 19, str. 52 a Obr. 20, str. 53.

Elu¢ni objemy proteinii o dané molekulové hmotnosti deklarované vyrobcem jsou
pouze orientacni, protoze na elu¢ni objem ma vliv také tvar molekuly, jeji interakce
snosi¢em a také stav kolony. Z téchto piibliznych dat je vSak ziejmé, Ze oligomer

obsahuje vyrazn¢ vétsi castice nez monomer.
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Obr. 19 Porovnani profili gelové permea¢ni chromatografie monomerni a oligomerni frakce
proteinu NKp30 produkovaného v linii HEK293S GnTI. Kolona Superdex 200 10/300 GL,
izokraticka eluce. Nastiik glykosylovaného proteinu NKp30 po purifikaci, glykesylovany oligomer,
deglykosylovany oligomer, glykosylovany monomer a deglykosylovy monomer. Svislé ¢ary oznacuji
typicky eluéni objem proteinti 0 dané molekulové hmotnosti deklarované vyrobcem [56].

O 2 4 6 8 10 12 14 16

Obr. 20, str. 53 nabizi detailn&jsi porovnani profilu gelové permeaéni chromatografie
nastiiku spojenych frakci. Osa y je ve stejném métitku, aby byly profily Iépe
porovnatelné.

Pti porovnani glykosylovanych a deglykosylovanych frakei (Obr. 20A, str. 53 a Obr.
20B, str. 53) je na profilu chromatografie patrny posun v retenénim objemu. Protein tedy
byl deglykosylovan, ¢imz se snizila jeho molekulova hmotnost a je eluovan pozd¢;ji.

Pfi porovnani glykosylovanych frakci (Obr. 20C, str. 53), je zfejmé, Ze pfi nastiiku

monomeru byly eluovany i molekuly odpovidajici oligomeru. Ve vzorku tedy doslo
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k oligomerizaci. Naopak pfi nastfiku oligomeru vidime maly chromatograficky pik
odpovidajici monomeru. Cast oligomert se tedy rozpadla na jednotlivé monomery. To
svéd¢i o dynamické rovnovaze mezi oligomery a monomery pfitomnymi v roztoku.
Pokud porovnavame deglykosylované frakce (Obr. 20D), vidime pouze vrcholy
odpovidajici monomeru. U deglykosylované frakce monomeru tedy nedoslo
k oligomerizaci (patrné také z Obr. 20B). V oligomerni frakci doslo ke kompletni
disociaci oligomerti na monomery (patrné také z Obr. 20A). Z toho lze vyvodit, Ze

formace oligomertl v roztoku je zavisla na glykosylaci receptoru NKp30.
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Obr. 20 Porovnani profili gelové permeagni chromatografie pfi nastfiku spojenych frakei.
Kolona Superdex 200 10/300 GL, izokratickd eluce. Glykosylovany oligomer, deglykosylovany
oligomer, glykosylovany monomer a deglykosylovy monomer. A porovnani glykosylovaného a
deglykosylovaného oligomeru, B porovnani monomeru a oligomeru, C porovnani glykosylovaného a
deglykosylovaného monomeru, D porovnani deglykosylovaného monomeru a oligomeru.
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6 DISKUSE

Cilem této prace bylo pfipravit piirozené a jednoduse glykosylovanou extracelularni
doménu lidského imunoreceptoru NKp30 a dale charakterizovat jeho oligomerni stav
Vv roztoku v zavislosti na jeho glykosylaci.

Vysledky opakovanych nastfikii monomeru a oligomeru (Obr. 20C, str. 53) ukazuji,
7e monomer ma tendenci tvofit oligomery a oligomer ma tendenci disociovat. Tato data
sveédCi o rovnovaze, kterd se ustavuje v roztoku proteinu. Rovnovaha vsak bude pomala,
protoze béhem fedéni pii gelové permeacni chromatografii nedochazi k Gplnému
rozpadu oligomeru. Pomér oligomeru a monomeru bude pravdépodobné zavisly na
koncentraci. Neni vSak ziejmé, jak velky vliv ma na formovani nebo rozpad oligomeri
zakoncentrovani pied nanesenim na kolonu.

Z vysledkli gelové permeacni chromatografie deglykosylovaného monomeru a
oligomeru (Obr. 20D, str. 53) je patrné, Zze dochazi k Gplnému rozpadu oligomeru a ve
vzorku je pfitomny pouze monomer. Vznikd ptedpoklad, ze deglykosylace proteinu
nebyla uplna, protoze pii oveéfovani enzymatické aktivity ENDO F; se protein NKp30
také nepodafilo deglykosylovat upIn¢ (Obr. 18, str. 51). I ¢aste¢na deglykosylace vSak
sta¢i na to, aby se oligomer rozpadl na monomerni jednotky. Lze se domnivat, Ze
nékteré glykosidy jsou hufe ptistupné jak pro ENDO F;, tak pro interakci s ostatnimi
jednotkami.

Monomerni a oligomerni frakce pfirozené glykosylovaného proteinu NKp30 byly
podrobeny sedimenta¢ni analyze. Vysledky ukazuji, ze pivodné oligomerni frakce
obsahuje také castice s mensi molekulovou hmotnosti, tedy mensi oligomery a také
monomer. Monomerni frakce naopak obsahuje téméf vyhradné monomer. To opét
svédéi o dynamické rovnovdze mezi oligomerem a monomerem, ktera se
pravdépodobné ustavuje velmi pomalu. Oligomerizace bude pravdépodobné také
zavisla na typu glykosylace, protoze srovnani vysledkli ziskanych opakovanymi
nastiiky jednoduse glykosylovaného proteinu a data ziskand sedimentacni analyzou
komplexné glykosylovaného proteinu se mirné lisi.

Pro tplnost dat bude vhodné v budoucnu provést sedimentacni analyzu 1 pro

jednoduse glykosylovany a deglykosylovany protein. Déle by bylo vhodné zjistit, jaky
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vliv na oligomerizaci ma koncentrace Vvzorku (pfipadné¢ zakoncentrovani pied
nanesenim na kolonu).

Ziskana experimentalni data jsou v souladu s n¢kterymi jiz diive publikované zavéry.
Podle nich mé glykosylovany protein NKp30 vyssi afinitu ke svému ligandu B7-H6
[32]. Afinitu receptoru NKp30 k ligandu B7-H6 také zvysuje jeho homooligomerizace
[43]. Zjisténi, ze formovani homooligomerd je zavislé na glykosylaci, je novym

poznatkem ve studiu biologie imunoreceptoru NKp30.
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ZAVER
Byl pfipraven expresni vektor pro produkci extracelularni domény receptoru

NKp30.

Byla pfipravena homogenné glykosylovana forma extracelularni domény

receptoru NKp30 v expresnim systému HEK293S GnTI'".

Byla pfipravena ptirozené glykosylovana forma extracelularni domény receptoru

NKp30 v expresnim systému HEK293T.

Bylo zjisténo, ze mezi oligomery a monomery receptoru NKp30 je dynamicka

rovnovaha.

Bylo zjisténo, Zze oligomerizace receptoru NKp30 je =zavisla na jeho

glykosylaénim stavu, oligomery tvoii pouze glykosylovany protein.

Bylo pfipraveno zasobni mnozstvi rekombinantni endoglykosidasy ENDO F;
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