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ABSTRAKT

NK bunky (z angl. natural killer cells, piirozené zabijecské buiiky) hraji klicovou roli
pfi rozpoznavani a ni¢eni nadorovych, infikovanych nebo jinak pozménénych bunck. Na
svém povrchu nemaji antigenné specifické receptory, proto je fadime mezi slozky
pfirozené imunity. K rozpoznéani cilovych bunék slouzi fada jinych povrchovych
receptorti. Inhibic¢ni receptory zajist'uji bunécnou toleranci, naopak aktivacni receptory
spousti cytotoxické mechanismy vedouci k apoptéze a tedy lyzi bunky. Diky této
vlastnosti jsou NK burky intenzivné studovany v souvislosti s imunoterapii nadorovych
onemocnénti.

Jednim z aktivacnich receptori je NKp80 rozpoznavajici svij ligand AICL. Oba
proteiny patti do rodiny receptor podobnych lektinim C-typu. Tento komplex se ucastni
nejenom piimé lyze malignich bun¢k myeloidniho charakteru, ale ma také dalezitou roli
V imunomodulaci zénétu.

Piedmétem této diplomové prace je ptiprava receptoru NKp80 a jeho ligandu AICL.
Receptor NKp80 byl piipraven V linii lidskych embryonalnich ledvinnych bunék
(HEK 293S GnTI"). Byly pfipraveny stabilné transfekované linie produkujici protein
NKp80 konstitutivné nebo indukovatelné. Zapojeni disulfidickych mistki a obsazeni
N-glykosyla¢nich mist proteinu NKp80 bylo ovéteno hmotnostni spektrometrii. Dale byl
optimalizovan postup Mgr. Jifiho Nového na pfipravu ligandu AICL v expresnim
systému E. coli, ¢imz se zvysila rozpustnost ptipraveného proteinu.

Byly nasazeny krystalizaéni pokusy pro NKp80, AICL a komplex NKp80:AICL.
Béhem krystalizace byly ziskany krystaly proteinu NKp80.

KLICOVA SLOVA

NK burika, NKp80, AICL, imunoreceptor, HEK293, stabilni buné¢na linie



ABSTRACT

NK (natural killer) cells play a key role in recognition and elimination of tumour,
infected or altered cells. They do not possess any antigen-specific receptors on their
surface, therefore they are classified as part of innate immunity. Recognition of target cell
is based on other surface receptors. Inhibition receptors assure cell tolerance, by contrast
activation receptors trigger cytotoxic mechanisms leading to apoptosis and thus to cell
lysis. Thanks to this characteristics, NK cells are intensively studied in connection with
tumour immunotherapy.

One of the activating receptors is NKp80 recognising its ligand AICL. Both proteins
belong into C-type lectin-like family. Complex is involved not only in direct lysis of
malignant myeloid cells, but plays a crucial role in immunomodulation of inflammation.

Objective of this master’s thesis is expression of receptor NKp80 and its ligand AICL.
Receptor NKp80 was prepared in human embryonic kidney cell line (HEK 293S GnTI").
Stable cell lines expressing NKp80 protein in constitutive or inducible way were
prepared. Formation of disulfide bonds as well as occupation of sites predicted for
N-glycosylation in NKp80 protein was verified by mass spectrometry. Furthermore, the
preparation of AICL described by Mgr. Jifi Novy in E. coli expression system was
optimised, which led to increased solubility of protein.

Crystallization trials for NKp80, AICL and complex NKp80:AICL were set up.
Crystals of NKp80 were obtained.
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1 TEORETICKY UVOD

1.1 IMUNITNI SYSTEM

Imunita je primarné definovana jako schopnost organismu odolavat nemocem [1]. Je
zajistovana Sirokym souborem bunék a tkani, tedy imunitnim systémem. Jeho klicovou
roli je rozpoznani cizich a télu vlastnich bunék [2]. Obranyschopnost organismu tak
neznamena pouze schopnost ubranit se vnéjsim patogentm, ale také schopnost tolerovat

bunky télu vlastni.

1.2 PROTINADOROVA IMUNITA

Role imunitniho systému pii vzniku rakoviny byla ovéfena u imunodeficientnich mysi,
které byly nachylnéjsi ke vzniku a rychlejsimu ristu nadoru [3, 4]. Imunitni systém
dokaze identifikovat a znicit malign€ transformované buiiky béhem procesu nazyvaného
imunitni dohled. Ugastni se ho slozky piirozené i ziskané imunity a je mechanismem pro
potlaceni vzniku naddort. Na druhou stranu vSak bylo zjisténo, ze imunitni systém miize
vlastni a chrani je.

Dvoji roli imunitniho systému, tedy chranici organismus (angl. host-protective) nebo
podporujici rist nadoru (angl. tumor-promoting), oznacuje anglicky vyraz
immunoediting [5]. Vysvétluje zpracovani malignich bunék imunitnim systémem tak, ze
dojde K jejich eliminaci (4sp€$ny imunitni dohled), je ustanovena rovnovaha a bunky
jsou imunitnim systémem tolerovany nebo imunitnimu systému uniknou a dojde k jejich
proliferaci.

Schopnost vycestovat do mista nadoru, rozpoznat a zabit nadorové bunky maji
predevSim NK bunky (z angl. natural killer cells, pfirozené zabijec¢ské burky, pfesnéjsi
pojmenovani by vSak mélo byt pfirozeni zabijaci) a n€které subpoputace T-lymocyti,
jako jsou T-lymfocyty podobné NK buiikam (NKT bunky), cytotoxické T-lymfocyty (Tc)
nebo ydT-lymfocyty [5]. Protoze invaze nadoru do okolnich tkani byva spojena se
zanétem, Ucastni se imunitni odpovédi také makrofagy a dendritické buiiky. DuleZitou
roli hraje také produkce interferonu gamma (INFy), ktery stimuluje imunitni systém

k odpovédi.
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1.3 FUNKCE PRIROZENYCH ZABIJAKU

Protinadorové imunity se Gcastni jak bunky specifické imunity, nékteré¢ T-lymfocyty,
tak i bunky nespecifické imunity, NK buiky [6]. I kdyz jsou NK bunky, jako ostatni
bunky specifické imunity, odvozené od lymfoidniho prekurzoru, tak na svém povrchu
nenesou antigenné specifické receptory. Proto je fadime do nespecifické imunity. NK
buiikky nesou na svém povrchu fadu receptoril, diky kterym jsou schopné rozpoznat a
znic¢it nejen nadorové, ale také infikované nebo jinak abnormalné se chovajici bunky.

Za abnormalni je povazovano napfiklad vystavovani velmi malého mnozstvi
MHC gp | (glykoprotein hlavniho histokompatibilniho komplexu I. t¥idy, z angl. major
histocompatibility complex glycoproteins class I), ktery je pfitomny na vSech jadernych
bunkach a télo podle n€j pozna, Ze se jedna o bunky, ke kterym je tieba zachovat toleranci
[7]. Rakovinné buriky se snazi uniknout pozornosti imunitniho systému tak, Ze expresi
MHC gp I potlacuji. Pro NK bunky v§ak MHC gp I pfedstavuji inhibi¢ni signal zajist'ujici
autotoleranci, proto je tento ,,chybé&jici (z angl. missing-self) fenotyp aktivuje [8]. Dalsi
moznost, jak aktivovat NK buiiky je prostfednictvim alterovanych (z angl. altered-self)
nebo bunkam nevlastnich (z angl. non-self) povrchovych znaki, objevujicich se v reakci
na bunécny stres nebo vyvolany infeket.

NK buiikky nesou na svém povrchu také Fc receptor CD16, diky némuz mohou
rozpoznat buiiky opsonizované protilatkami [9]. Tento zptsob aktivace NK bunék se
nazyvd cytotoxickd reakce zavisla na protilatkdch (z angl. antibody dependent
cell-mediated cytotoxicity, ADCC).

Po rozpoznani je NK buiika schopna v cilové buiice vyvolat apoptdzu a tim ji znicit,
aniz by vyvolala zanét v okolnich tkanich [10]. K tomu slouzi dv¢& hlavni cesty. Prvni je
zaloZzena na exocytoze cytotoxickych granulich obsahujicich perforin, ktery naruSuje
bunéénou membrinu, a umoziuje vstup do builky dal$im granulim obsahujicim
granzymy. To jsou serinové proteasy s riiznou substratovou specifitou. Pravé granzymy
vyvolavaji v buiice apoptozu. Druhd cesta je zalozené na aktivaci apoptdzy srze interakci
se zastupci skupiny TNF (faktor nekrotizujici nadory, z angl. tumor necrosis factor)
receptortl [11]. Ty se nachazejici na povrchu cilové bunky jsou aktivovany ligandem na
povrchu NK bunék, ¢imz se spousti apoptotickd kaskada. Konkrétnim piikladem je
receptor Fas a jeho ligand FasL.
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1.4 NK BUNECNE RECEPTORY

Na povrchu lidskych NK bunék se nachazi mnozstvi receptorti s riznymi funkcemi.
Typickymi povrchovymi znaky charakterizujicimi NK bunék jsou molekuly CD56 a
CD16. Ze strukturniho hlediska patii povrchové molekuly mezi receptory podobné
lektinim C-typu (z angl. C-type lectin-like receptor, CTLR) a receptory patiici mezi
imunoglobuliny [12]. Zastupci obou skupin jsou na Obr. 1, str. 14. V obou téchto
skupinach najdeme receptory jak aktivacni, tak inhibi¢ni. NK bunééné receptory jsou
kodované v lidském genomu ve dvou klastrech. Geny pro imunoglobulinové receptory
jsou ulozeny na chromosomu 19q13.4 v LRC (z angl. leukocyte receptor complex),
lektinim C-typu podobné receptory jsou na chromosomu 12p13.1 v NKC (z angl. natural
killer complex) [13].

CTLR obsahuji charakteristickou strukturni doménu CTLD (z angl. C-type lectin-like
domain) [14]. Ma strukturu dvojité smycky stabilizované disulfidickymi mustky. Prvni
smycka tvofi vnitini ¢ast domény. Obsahuje Ctyfi cysteiny, vysoce konzervované napii¢
CTLD, které tvoti dva disulfidické mustky (se zapojenim C1-C4 a C2-C3). U dlouhé
formy CTLD je jest¢ jeden disulfid (CO-CO") v prodlouzené N-termindlni casti.
Disulfidické zapojeni dlouh¢ CTLD tak lze popsat jako C1-C2, C3-C6, C4-C5. Druha
smy¢ka je variabilni a neni tak konzervovana. Ugastni se vazby s ligandy. Klasické CTLR
vazi sacharidové ligandy (napf. receptor vazici manosu, MBP z angl. mannose binding
protein). Tato vazba je zavisla na pfitomnosti vapenatych iontd. Nékteré receptory
obsahujici CTLD jsou vsak schopné vazat proteinové ligandy (napt. CD161) a vazba
navic nemusi byt zavisla na pfitomnosti vapenatych iontd [15]. Takovymi receptory na
povrchu lidskych NK bungk jsou receptory rodiny NKG2 (z angl. natural-killer group 2,
NKG2A-F, heterodimer NKG2A, C, F/CD94), jejichz ligandy patii mezi MHC gp | nebo
zastupci rodiny NKRP1 (z angl. NK receptor protein 1), do které patii i studovany protein
NKp80 a podrobngji se ji vénuje Kapitola 1.5, str. 14. Struktura CTLR LLT1 je na Obr.
1A, str. 14,

Druhou strukturni skupinou jsou receptory pattici do imunoglobulinové nadrodiny.
Obsahuji jednu nebo vice imunoglobulinovych domén. Jadro domény tvoti 4 B-skladané
listy v antiparalelnim postaveni stabilizované disulfidovym mistkem a spojené
smyckami a dal§imi B-skladanymi listy [16]. Mezi imunoglobuliny na povrchu lidskych

NK bunék patii rodina receptortt KIR (z angl. killer cell immunoglobulin-like receptor),
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rodina receptori LIR (z angl. leukocyte Ig-like receptors, také LILR nebo ILR), rodina
receptorit NCR (z angl. natural cytotoxicity receptor) a také receptor CD16. Struktura
NCR NKp30 je na Obr. 1B.

Obr. 1 Zastupci dvou strukturnich rodin NK receptori. A Receptor podobny lektinim C-typu s
CTLD LLT1 (PDB kéd struktury 4QKG) s vyznacenymi disulfidy C75-C86, C103-C184 a C163-C176,
posledni cystein byl obnoven cilenou mutagenezi [17]. B Imunoglobulinovy receptor NKp30 (PDB kod
sturuktury 3NOI) [18].

1.5 RODINA NKRP1

Lidska rodina NKRP1 patii strukturné mezi CTLR [19]. Cleny této rodiny jsou
receptory NKR-P1A, NKp80 a NKp65. Jejich ligandovymi partnery, strukturné takeé
CTLR, jsou proteiny rodiny CLEC2 (z angl. C-Type lectin domain family 2) LLT1, AICL
a KACL. Ligand:receptorové pary NKp80:AICL a NKp60:KACL stimuluji NK
bunécénou cytotoxicitu, naopak NKR-P1A:LLT1 tlumi odpovéd’ NK bunék. Ligand-
receptorové pary jsou popsany v Tabulka 1, str. 15.

I kdyz jsou si tyto receptor:ligandové pary po strukturni strdnce velice podobné, sila
jejich interakce se vyrazné lisi. Vazba NKp80:AICL a NKR-P1A:LLT1 ma nizkou
afinitu, disociacni konstanta se pohybuje v fadu uM (ptesnéji 4 uM pro NKp80:AICL a
48 uM pro NKR-P1A:LLT1) [20, 21]. Naproti tomu interakce NKp65:KACL je

vysokoafinitni s disocia¢ni konstantou pfiblizné 1-10 nM [22].
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Tabulka 1 Clenové rodiny NKRP1 a jejich ligandy z rodiny CLEC2. Nazvy proteinil pouzivané
Vv této praci jsou vyznaéeny tuéné, dale jsou v tabulce uvedeny nékteré alternativni a bézné pouZivana

pojmenovani.
Receptor NKR-P1A NKp80 NKp65
(rOdina (z angl. natural killer cell (z angl. natural killer cell (z angl. natural killer cell
NKRPl) protein 1A) protein 80 kDa) protein 65 kDa)
KLRB1 KLRF1 KLRF2
Alternativni (zangl. killer cell lectin-like  (z angl. killer cell lectin-like  (z angl. killer cell lectin-like
nazev receptor subfamily B, receptor subfamily F, receptor subfamily F,
member 1), CD161 member 1) member 2)
Ligand LLT1 AICL KACL
(rodina (z angl. lectin-like (z angl. activation-induced (z angl. keratinocyte-
CLECZ) transcript 1) C-type lectin) associated C-type lectin)
CLEC2D CLEC2B CLEC2A
Alternativni
ndzev (z angl. C-type lectin domain  (z angl. C-type lectin domain  (z angl. C-type lectin domain
family 2, member D) family 2, member B) family 2, member A)
Ovlivnent NK INHIBICE AKTIVACE AKTIVACE

Signalizace probiha na zakladé fosforylace intracelularni domény, ke které dochéazi po

navazani ligandu. Doména asociuje s adaptorovymi proteiny, které spousti signaliza¢ni
kaskadu [23]. Receptory rodiny NKRP1 vsak nesleduji klasicky intracelularni motiv
ITAM (z angl. immunoreceptor tyrosine-based activating motiv), bézny pro aktivaci B a
T-lymfocyti. Motiv ITAM je charakteristicky dvéma aminokyselinovymi moduly YxxL
oddélenymi 6-8 aminokyselinami. Receptory NKp65 a NKp80 signalizuji do bunky
prostfednictvim hemITAM [24]. Tato doména obsahuje pouze jeden YxxL modul, je tedy
polovi¢ni. HemITAM receptoru je NKp65 spolecna s ostatnimi CTLR (motiv DGYxxL),
ale u receptoru NKp80 se odlisuje (anomalni motiv ERYxxL) [25]. Jelikoz NKR-P1A je
inhibi¢ni receptor, obsahuje atypicky motiv ITIM (z angl. immunoreceptor tyrosine-
based inhibitory motiv) [23].

Geny pro receptory i jejich ligandy jsou u ¢lovéka ulozeny na chromosomu 12p13.1
v NKC a jsou vzdy n€kolik kilobazi od sebe, coz podporuje teorii o jejich genetické vazbe
a regulaci exprese na urovni transkripce [26]. Lokalizace genti na chromosomu je
znazornéna na Obr. 2, str. 16. Na NKC se nachazi také NK bunécny receptor CD69,
patiici do rodiny CLEC2, a NKG2D z rodiny NKG2 [20].
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NKR-P1A NKp80 AICL NKp65 KACL

u minln

KLRB1 CLEC2D KLRF1 CLEC2B KLRF2 CLEC2A 12p13
100 kb

J‘;__

Obr. 2 Znazornéni lokalizace genii pro receptory zrodiny NKRP1 a jejich ligandy na
chromosomu 12 [26]. Receptory a jejich ligandy jsou lokalizovany blizko sebe v orientaci ,,head-to-head*
(NKR-P1A:LLT1) nebo , tail-to-tail“ (NKP80:AICL, NKp65:KACL).

1.5.1 NKP80:AICL

Piedmétem této prace je rekombinantni piiprava a charakterizace komplexu
NKp80:AICL.

Aktivacni receptor NKp80 je exprimovan na povrchu NK bun¢k jako homodimer o
velikosti 80 kDa [27]. Nachazi se nejenom na povrchu NK bungk, ale minoritné také na
CD56" T-lymfocytech a na nékterych granularnich lymfocytech vykazujicich maligni
proliferaci. Jeho ligand, AICL, se vyskytuje pfedevsim na hematopoetickych burkach,
jako jsou makrofagy, granulocyty a po predchozi stimulaci TLR (z angl. toll-like
receptor) i na monocytech [20]. Pfirozena piitomnost AICL na myeloidnich bunikach
poukazuje na roli imunokomplexu NKp80:AICL v imunitnim dohledu nad bunikami
myeloidni leukémie. Ligand receptoru NKp80 byl nalezen také na nehematopoetickych
burikach a to na buiikach primarniho karcinomu jater [28].

Za urcitych okolnosti miize byt ligand AICL pfitomny i na povrchu samotnych NK
bunék [29]. V klidovém stavu maji NK bunky v Golgiho komplexu intracelularni zasoby
AICL. Po vystaveni piisobeni monokinti dochézi k rychlému vystaveni ligandu AICL na
bunéény povrch. Soucasné dochazi k utlumeni exprese receptoru NKp80. Takovato NK
burika se sama stava cilem pro cytotoxickou reakci zprostfedkovanou receptorem NKp80
na jiné NK burice. Jedna se tedy o autonomni regulaci NK bunécéné odpovédi zalozenou
na interakci receptoru NKp80 a jeho ligandu AICL.

Kromé ptimé cytotoxické odpovédi NK bunck vic¢i malignim myeloidnim bunkam
spousti interakce NKp80:AICL dalsi mechanismy modulujici imunitni odpovéd
organismu [20]. Buné¢ny kontakt zprostfedkovany timto imunokomplexem je velice
dialezity pro pribéh zanétlivé reakce. V rané fazi zanétu NK bunky aktivuji monocyty
[30]. Udrzeni zanétlivé reakce je podporovano sekreci prozanétlivych cytokin IFNy a

TNF obéma typy bun¢k, coz hraje dulezitou roli béhem chronické faze zanétu. NK bunky
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mohou prostiednictvim receptoru NKp80 aktivovat také efektorové T-lymfocyty [31].
Schopnost NK bun¢k komunikovat s monocyty a T-lymfocyty prostfednictvim NK
bunécného receptoru NKp80 tvoii dilezitou imunomodulacni drahu.

Kromé vystavovani ligandu AICL na povrch a tim umoznéni bunécné lyze
zprostiedkované receptorem NKp80 pii autoregulaci populaci NK bun¢k byl u malignich
bunék pozorovan opacny fenotyp. Myeloidni buriky nakazené herpes virem asociovanym
s Kaposiho sarkomem snizuji expresi AICL a tim se chrani pied cytotoxickou reakci NK
buné¢k [32]. Tlumeni exprese aktivacnich ligandii nebo vystavovani inhibi¢nich molekul
na povrchu je jednou ze strategii nddorovych bunék jak uniknout imunitnimu dohledu.

Vétsina CTLR, které jsou receptory NK bunék nebo jejich ligandy, obsahuje dlouhou
CTLD a m¢ly by tedy obsahovat Sest cystein. Vyjimku tvoii AICL, LLT1 a KACL.
Porovnani sekvenci je na Obr. 3. Ligand AICL obsahuje sedmy cystein na pozici 87, ktery
napii¢ CTLR neni konzervovany. Béhem ptedchozi prace v nasi laboratofi se Mgr. Jifimu
Novému podafilo zavedenim mutace C87S zvysit vytézek a stabilitu proteinu [33].
Proteinu LLT1 naopak na konzervované pozici cystein chybi. Pfidani cysteinu na pozici
176 (mutace H176C) vyrazné zvySuje vytézek produkce, jak zjistil béhem své prace Mgr.
Jan Blaha [34]. Dalsi vyjimkou je receptor KACL, ktery obsahuje pouze Ctyfi cysteiny.
Parovani tak neni naruseno, ale oproti béZnym tfem disulfidickym mistkiim obsahuje

pouze dva (jsou zachovany disulfidy v pozicich C1-C2 a C3-C6, pficemZ na pozici C6 je

Ctvrty cystein).
LLT1 73 AACPESWIGFQRKCEFYFSDDTKNWTSSQRFCDSQDADLAQVESFQELNFLLR-YKG-PSD 130
KACL 56 VACSGDWLGVRDKCFYFSDDTRNWTASKIFCSLQKAELAQIDTQEDMEFLKR-YAG-TDM 113
AICL 34 -LCPYDWIGFQNKCYYFSKEEGDWNSSKYNCSTQHADLTIIDNIEEMNFLRR-YKC-SSD 90
NKR-P1A 92 LNCPIYWQQLREKCLLFSHTVNPWNNSLADCSTKESSLLLIRDKDELIHTQONLIRDKAIL 151
NKp65 76 YLCPNDWLLNEGKCYWESTSFKTWKESQRDCTQLQAHLLVIQNLDELEFIQNSLKP-GHF 134
NKp80 113 VLCQSEWLKYQGKCYWEFSNEMKSWSDSYVYCLERKSHLLITHDQLEMAFIQKNLRQ-LNY 170
LLT1 131 HWIGLSR-EQGQPWKWING-TEWTRQFPILG---AGECAYLNDKGASSARHYTERKWICS 185
KACL 114 HWIGLSR-KQGDSWKWING-TTFNGWFEIIG---NGSFAFLSADGVHSSRGFIDIKWICS 168
AICL 91 HWIGLKM-AKNRTGQWVDG-ATFTKSFGMRG---SEGCAYLSDDGAATARCYTERKWICR 145
NKR-P1A 152 FWIGLNFSLSEKNWKWINGSFLNSNDLEIRGDAKENSCISISQTSVYSEYCSTEIRWICQ 211
NKp65 135 GWIGLYVTFQGNLWMWIDEHFLVPELFSVIGPTDDRSCAVITGNWVYSEDCSSTFKGICQ 194
NKp80 171 VWIGLNFTSLKMTWTWVDGSPIDSKIFFIKGPAKENSCAAIKESKIFSETCSSVEFKWICQ 231

Obr. 3 Srovnani ¢asti aminokyselinovych sekvenci nékolika CTLR. Ve srovnani jsou vyznaéeny
konzervované cysteiny, C87 proteinu AICL, H176 proteinu LLT1, F146 a G159 KACL. Ke srovnani byl
pouzit program ClustalW [33], sekvence proteinii byly ziskany z databaze UniProt [34] pod kédy QOUHP7
(LLT1), 6UVW9 (KACL), Q92478 (AICL), Q12918 (NKR-P1A), D3WOD1 (NKp65) A QINZS2
(NKp80).
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1.5.2 NKP65:KACL

Vyrazna exprese NKp65 byla detekovana na NK bunkach linie NK-92, coz jsou bunky
odvozené od NK bunééné¢ho lymfomu [37]. Ligandem NKp65 je KACL (z angl.
keranocyte-associated C-type lectin). Nachazi se téméf vyhradné na keratinocytech.
Vyskyt KACL naznacuje, Ze tato interakce hraje roli v imunitnim dohledu nad buitkami
ktze, koznich onemocnénich nebo béhem hojeni. Aktivace stimuluje u NK-92 bunék
produkeci prozanétlivych cytokinu a cytolytické mechanismy.

Struktura tohoto paru je na Obr. 4. Ligand KACL (na obrazku zelené) tvofi
nekovalentni dimer [38]. Ze znazornéni piistupného povrchu je ziejmy kontakt mezi

monomery KACL i mezi receptorem a ligandem.

Keratinocyt

NK-92

Obr. 4 Struktura NKp65:KACL. Struktura NKp65 je zobrazena modie, struktura nekovalentniho
dimeru KACL zeleng, PDB kéd 410P [39].

1.5.3 NKRP1A:LLT1

Receptor NKR-P1A je kromé NK bun¢k vystaven také na povrchu dal$ich lymfocyti,
jako jsou NKT bunék nebo Th17 lymfocyty [40, 21]. Ligandem tohoto receptoru je
LLT1, primarné exprimovany na aktivovanych lymfocytech a antigen prezentujicich
bunkach, jako jsou aktivované B-lymfocyty. Pfitomnost LLT1 na bunéném povrchu je
stimulovana IFNy, infekci virem HIV nebo virem Epstein-Barrové. Diivodem je povaha
receptor:ligandové interakce vyvolavajici inhibici cytotoxické odpovédi. Protoze jsou
receptor i jeho ligand pfitomné na mnoha typech bun¢k, nejsou fyziologické projevy této
interakce jednotné. Dochazi napiiklad k tlumeni zanétlivé reakce a je jednim

Z mechanismil zajisténi autotolerance. Nepfimym diisledkem je pak strategie malignich
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nebo virem infikovanych bunék, které se jeho prostfednictvim snazi uniknout pozornosti
imunitniho systému, jako je tomu v piipadé glioblastomu [41].

Struktura extracelularni ¢asti lidského LLT1 s mutaci H176C byla vyieSena a je na
Obr. 1A, str. 14 [42]. Prav¢ pridani Sestého cysteinu se ukazalo jako klicové pro produkci

dostatecného mnozstvi materidlu pro krystalizaci.

1.6 IMUNOTERAPIE NADOROVYCH ONEMOCNENI

Imunoterapie nadorovych onemocnéni piedpoklada vyuziti pfirozenych mechanismt
imunitniho systému proti nddorim. Snazi se obnovit a piipadné posilit reakci imunitnich
bunék proti nddortim, které si vyvinuly unikové strategie. V soucasné dob¢ je intenzivné
zkoumano n€kolik pfistupd k imunoterapii, jsou to protirakovinné vakciny, aktivace
adaptivnich imunitnich mechanismt, pouziti virdi ni¢icich nddory a modulace imunitni
odpovédi blokaci inhibi¢nich signalti rakovinnych bun€k nebo vytvoienim aktivacnich
signalu [43].

Podéni protirakovinnych vakcin dokéze v téle spustit dynamické procesy, které vedou
K ustanoveni imunitni rovnovahy. Pokud jsou vakciny podany preventivng, télo si vytvori
CD8" a CD4" T-lymfocyty schopné rozpoznat nadorové antigeny a piedejit tak vzniku
nekontrolovaného nadorového bujeni, jako je tomu napfiklad u lidského papilomaviru
[44]. Dalsi moznosti jsou vakciny zalozené na dendritickych bunkach, které jsou nejprve
odebrany pacientovy, in vitro kultivovany s cytokiny, nadorovymi antigeny a fragmenty
nadorovych bunc¢k a nasledné jsou jako zralé bunky aktivné prezentujici antigen
injektovany pacientovi, kde mohou odstartovat imunitni reakci [45].

Onkolytické viry jsou pfirozené nebo geneticky upravené viry s tropismem vici
nadorovym bunkam [46]. Maji schopnost inhibovat riist nadort a také aktivovat imunitni
systém. Tato terapie ma dobré vysledky v kombinaci s chemoterapii.

Dal$im ptistupem je aktivovani imunitni odpovédi zaloZené na antigenné specifickych
T-bunécnych receptorech (TCR). Z mista nadoru jsou odebrany T-lymfocyty, které na
svém povrchu sice maji TCR rozpoznavajici specificky nadorové buiiky, ale jsou uml¢ené
pisobenim nadorovych bunék [47]. EX vivo jsou aktivovany a injektovany zpatky
pacientovi. Dochazi tak k prolomeni tolerance a kreakci proti nadoru. DalSim
mechanismem je transfekce T-lymfocyti upravenymi TCR. Modifikované receptory

mohou byt TCR svysokou afinitou vi¢i nadorovému antigenu vystavenému na
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MHC gp Il nebo jsou to chimérni antigenné specifické receptory (CAR z angl. chimeric
antigen receptor) [48, 49]. Receptory CAR vznikaji fuzi variabilni domény protilatky, coz
je extracelularni ¢ast rozpoznavajici cilovy antigen, a konstantni domény TCR zajist'ujici
intracelularni signalizaci.

Modulace imunitni odpovédi probihd pfedevsim odstinénim inhibi¢nich signalt, které
jsou zprosttedkovany naptiklad receptory CTLA-4 nebo PD-1 [50, 51]. Ktomu se
v souc¢asné dobé pouzivaji predev§sim monoklondlni protildtky. Kromé blokace
inhibi¢nich signdlt lze také uméle vytvofit aktivacni signdly, napiiklad vystavenim
aktivacnich ligandt na povrch nadorovych bunék [52]. Pomoci terapeutickych proteint
je mozné zprostiedkovat ptimy bunétny kontakt lymfocytu a nadorové buiky a to
spojenim aktiva¢niho receptoru lymfocytu se specifickym nadorovym antigenem.
K tomu se vyuzivaji bispecifické protilatky nebo receptory [53].

Dulezitou ¢asti imunoterapie je vyuziti protilatek [54]. Protilatky slouzi predevsim
K cileni. Vyuzivaji se k blokovani povrchovych receptori nadorovych bunék
zodpovédnych za rist a proliferaci a tim tlumi rozvoj nadoru. Slouzi jako blokatory
inhibi¢nich receptort [55, 50]. Pti spojeni protilatky proti nadorovym antigenim a
aktivacniho receptoru je mozné vystavit na povrch nadorové buiiky aktivacni signaly,
které na ni chybi. Pfimo zprostfedkovavaji ADCC. V neposledni fad¢ se také vyuZivaji

pro specifické cileni cytotoxickych terapeutik.

1.6.1 IMUNOLECBA ZALOZENA NA NK RECEPTORECH

NK buiiky se ucastni imunitniho dohledu nad malignimi buikami a lze je vyuzit
vV imunolécbé zalozené na NK bunéénych receptorech a jejich ligandech.

Zajimavych terapeutickych vysledkt bylo dosazeno pfi aktivaci NK bun¢k chimérnimi
nebo fuznimi ligandy. Fazni protein obsahujici extracelularni doménu B7-H6 a fragment
protilatky 7D8 rozpoznavajici antigen CD20 na povrchu CD20" lymfoma je schopny
aktivovat bunéénou cytotoxicitu a je mozné ho vyuzit v 1é€bé chronické leukemie a
lymfomd [53]. Obdobné byl pro cileni efektorovych T bunék proti B7-H6" tumorim
pfipraven chimérni receptor NKp30 (chNKp30) [56]. Byla publikovana data o aktivaci
reakce NK bunék proti HER2* nadorovym liniim a to prostfednictvim fGzniho proteinu
AICL:HER2-scFv (aktivace pies receptor NKp80) a B7-H6:HER2-scFv (aktivace
pomoci NKp30) [52]. Dalsim piikladem je NKp80-Fc fuzni protein, ktery se ukazal jako

ucinna podpora pii 1é¢€bé akutni myeloidni leukémie [57].
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CIiLE PRACE

Ptiprava receptoru AICL dle prace Mgr. Jiftho Nového v expresnim systému
E. coli, optimalizace tohoto postupu a skladovacich podminek proteinu.

Rekombinantni exprese receptoru NKp80 v bunééné linii HEK293S s vyuzitim
tvorby stabilnich linii.

Strukturni charakterizace proteinu NKp80 a komplexu NKp80:AICL
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3 MATERIAL

3.1 PRISTROJE A POMUCKY

Analyticka ultracentrifuga Proteomelab XL-I
Automatické pipety

Automatické pipety

Centrifuga Allegra X-22R

Centrifuga EBA 12R

Centrifuga Universal 320 R
Centrifugacni zkumavky Oak Ridge
Dialyzac¢ni trubice

Filtry pro sterilizaci 0,22 pm

0,1um centrifugaéni filtry Ultrafree-MC
High-Speed Plasmid Mini Kit
Hemocytometr

HPLC systém AKTA basic

Inkubator, CO2 MCO0-18 AIC
Inkubator IR 1500

JETQUICK Gel Extraction Spin Kit
Kahan Fuego SCS

Kolona Superdex 200 10/300 GL
Kolona Superdex 200 Increase 10/300 GL
Kolonka HiTrap Talon Crude 5 ml
Kolonka HiTrap Desalting

Kolona SP Sepharosa XL

Koncentratory Amicon Ultra (MWCO 10000)

Krystaliza¢ni desti¢ka (96 jamek)
Krystaliza¢ni robot Cartesian

Lahve ¢tverhranné s prodySnymi vicky
Laminarni box Clean Air

Laminarni box BIO 126

Mikrocentrifuga MiniStar silverline
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Beckman Coulter, USA
Discovery HTL, Polsko
Pipetman Gilson, USA
Beckman Coulter, USA
Hettich, Némecko
Hettich, Némecko
Sigma, USA

Sigma, USA

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

GE Healthcare, USA
GE Healthcare, USA
GE Healthcare, USA
GE Healthcare, USA
GE Healthcare, USA
Millipore, USA
Greiner, Némecko
Genomic Solutions, USA
P-Lab, CR
PMV, Nizozemi
LABOX, CR
VWR, USA



Mikroskop inverzni AE31

Mrazici box Ultra-low UDF-U53V (-80 °C)
Mr. Frosty mrazici kontejner
Nucleobond Xtra Maxi

pH metr ® 200

Pipetovaci nastavec Pipetus

Pipetovaci stanice Hydra

Plastik pro tkanové kultury

Predvazky KB1200-2

Robot Cartesian

Rotaéni vakuova odparka CentriVap DNA
Souprava pro agarosovou elektroforézu
Souprava pro SDS-PAGE
Spektrofotometr DS-11+
Spektrofotometr UV/VIS UV4-500
Termocycler Rotor-Gene 2000
Ttepacka Celltron

Ttepacka Multitron Cell

Vartic

Vodni lazen

Vodni lazen TW2

Vortexovy mixér

Ultrazvukova sonda Sonoplus
Ultrazvukova vodni lazen

UV prosvécovaci lampa (312 nm)
Zdroj deionizované vody Milli Q
Zdroj napéti EC 250-90 EC

Zobrazovaci systém Rock Imager 1000

3.2 CHEMIKALIE

Motic, Némecko

Sanyo, Japonsko

Nalgene, USA
Macherey-Nagel, Némecko
Beckman Coulter, USA

Hirschmann, Némecko

Art Robbins Instruments, USA

Sigma, USA

Kern, Némecko
Genomic Solutions, USA
Labconco, USA
Biokeystone, USA
Bio-Rad, Némecko
DeNovix, USA
UNICAM, UK

Corbett Life Science, USA
Infors HT, Svycarsko
Infors HT, Svycarsko
ETA, CR

Memmert, Némecko
Julabo, Némecko

VELP Scientifica, Italie
Bandelin, Némecko
P-Lab, CR

UVitec, UK

Millipore, USA
Apparatus Corporation, UK
Formulatrix, USA

100 bp DNA standard
1 kb DNA standard

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
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2-merkaptoethanol
Agar

Agarosa
Akrylamid
Ampicilin

APS

Azid sodny

Bromfenolova modf

Coomassie Brilliant Blue R-250

DNAsa

DMSO
Doxycyklin
EDTA

IPTG

L-arginin
L-glutamin
Leupeptin
Geneticin G418
GoodView Il
Kanamycin
Kvasni¢ny extrakt
Kyselina valproova
IPEI 25 kDa
N,N'-Methylenbisakrylamid
MgCl.

PCR H.0
Pepstatin

Pluronic F-68
PMSF

Puromycin
RNAsa A

SDS
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Sigma, USA

Oxoid, Anglie

Sigma, USA

Sigma, USA

Biotika, SR

Serva, USA

Serva, USA

Lachema, CR

Fluka Chemika, Svycarsko
Lach-Ner, CR
Finnzymes, Finsko
Serva, USA

Jersey Lab Supply, USA
Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Thermo Scientific, USA
Ecoli, Slovensko
Sigma, USA

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

Lach-Ner, CR

Top-Bio, CR

Thermo Scientific, USA
Sigma, USA

Thermo Scientific, USA
Serva, USA

Lach-Ner, CR

Jersey Lab Supply, USA



SyproOrange Thermo Scientific, USA

TEMED Serva, USA
Trypanova modf Sigma, USA
Ostatni bézné chemikalie (nejméné Cistoty p.a.) Lach-Ner, CR

3.3 KULTIVACNI MEDIA

ExCell 293 — komer¢ni médium (Sigma, USA), pied pouzitim doplnéno o L-glutamin
(vysledna koncentrace 4mM)

Freestyle F17 — hotové komer¢ni médium (Gibco Invitrogen, USA), pied pouzitim
doplnéno o L-glutamin (do koncentrace 4 mM) a Pluronic F-68 (do koncentrace 0,1%)
Expi 293 — hotové komeréni médium (Thermo Scientific, USA)

EXx/F17 — smés komerénich médii ExCell 293 a Freestyle F17 (v€etné vSech suplementt)
vpomérul ;1

Expi/F17 — sm&s komercnich médii Expi a Freestyle F17 (v€etné vSech suplementt)
vpoméerul @1

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

3.4 RozTOKY

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

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

Elu¢ni pufr pro TALON — 50mM NaHPO4, 300mM NaCl, 10mM NaNs,
250mM imidazol, pH=7,0

Guanidinovy pufr — 6M Guanidin-HCI, 10mM DTT, pH =8,0

MES - 20mM MES, 100 mM NacCl, 10mM NaN3, pH =5,0

Mobilni faze pro gelovou chromatografii — 10mM HEPES, 150mM NacCl,
10mM NaNs, pH =7,5

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

PBS — 50mM NazHPO4 , 300mM NaCl, 10mM NaNs, pH =7,0

PBS-TK — 10 mM NaxHPO4, 150mM NaCl, 2mM KCI, 2 mM KH2POg4, pH = 7,0
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Promyvaci pufr pro izolaci inkluznich télisek — 50mM Tris-HCI, 100mM NaCl,
1mM merkaptoethanol, 1mM NaNs, 1mM PMSF, 1uM pepstatin, 1uM leupeptin,
pH=7,4
Pufr pro agarosovou elektroforézu TAE — 40mM Tris, 20mM CH3COOH, 1mM
EDTA
Pufr A —10mM HEPES, 9mM NaCl, 1mM NaNs, pH = 6,8
Pufr B — 10mM HEPES, 1M NaCl, 1ImM NaNs, pH = 6,8
Pufr s detergentem pro izolaci inkluznich télisek — 0,5% (w/v) Triton X-100,
50mM Tris-HCI, 100mM NaCl, 1mM merkaptoethanol, 1ImM NaN3, 1mM PMSF,
1uM pepstatin, 1uM leupeptin, pH = 7,4
Renaturaéni pufr — 20mM HEPES, 1M L-arginin-HCI, 100mM CaClz, 1mM cystamin,
10mM cysteamin, ImM NaNs, 1ImM PMSF, pH = 6,8
Roztoky pro izolaci zasobniho mnoZstvi plasmidu:

RES — 50mM Tris-HCI, 100 pg/ml RNAsa A, pH = 8,0

LYS - 0,2M NaOH, 1% SDS

NEU - 3,1M CH3COOK, pH =5,5

EQ1 - 0,1M CH3COONa, 0,6M NaCl, 0,15% Triton X-100, pH =5,0

Wash — 0,1M CH3COONa, 825mM NaCl, pH =5,0

ELU — 100mM Tris-HCI, 1,25M NaCl, pH = 8,5
Roztok AA pro SDS PAGE — 29% akrylamid, 1% N,N’-methylen-bis-akrylamid
Roztok IPEI — 10 mg/ml IPEI v PBS-TK
Roztok trypanové modrii — 0,4% trypanova modf v PBS-TK
Sacharosovy lyza¢ni pufr pro izolaci inkluznich télisek — 25% (w/v) sacharosa,
50mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 1mM NaN3, 1mM PMSF, 1uM pepstatin,
1uM leupeptin, pH =7,4
Skladovaci pufr — 10mM HEPES, 150mM NaCl, 10mM L-arginin, 10mM NaNz3,
pH =55
TES pufr — 10mM Tris, 2mM EDTA, 150mM NaCl, ImM NaN3s, pH = 8,0
Vzorkovy pufr pro agarosovou elektroforézu — 30% glygerol, bromfenolova modft
v TAE
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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 NaNgs,
pH = 6,8

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE 5x konc. redukujici — k 900 pl 5% koncentrovaného

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

3.5 VEKTORY

pET30_AICL C87S Mgr. Jiti Novy, PiF UK, Praha
POPINTTGneo_NKp80 F1 Mgr. Jan Blaha, PfF UK, Praha
POPINTTGneo_NKp80_F1 Mgr. Jan Blaha, PiF UK, Praha
pCT5_NKp80_F2 Mgr. Jan Blaha, PfF UK, Praha

3.6 BUNECNE LINIE A BAKTERIALNI KMENY

E. coli DH5a Thermo Scientific, USA
E. coli BL21 Gold (DE3) Thermo Scientific, USA
HEK?293S GnTI ATCC, USA
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4 METODY

4.1 PRIPRAVA EXPRESNICH VEKTORU

4.1.1 TRANSFORMACE A VELKOOBJEMOVA PRODUKCE

Pro transformaci bylo pouzito 20 - 100 ng plasmidové DNA. Objem plasmidu
obsahujici pottebné mnozstvi DNA byl pfidan do 100 ul bunécné suspenze
Z-kompetentnich E. coli DH5a. Smés byla ponechana 10 min na ledu a nasledné
rozetiena na plotny s ampicilinem (ampicilin do koncentrace 100 ug/ml piidan do
zchladlého LB média piedem povafeného s 1,5% (w/v) agarem). Plotny byly umistény
do inkubatoru a ponechany pti 37 °C do druhého dne.

Druhy den byly kolonie rozetfeny v nékolika mililitrech LB média, které bylo
pteneseno do 2l Erlenmayerovy baniky s 0,51 LB média s ampicilinem (koncentrace
100 pg/ml). Smés byla ponechana na tiepacce pii 37 °C a 220 ot./min pies noc.

Kultura byla sklizena druhy den centrifugaci. Buné¢na suspenze byla rozdélena do
dvou 250ml kyvet a centrifugovana minimalné 30 min pfi 3900 x g, 20 °C. Nasledné byla
peleta resuspendovana ve 20 ml TES pufru. Suspenze z obou pelet byla spojena v jedné
50ml centrifugaéni kyveté a centrifugovana 20 min pti 3900 x g, 20 °C. Supernatant byl
odstranén. Takto vznikla peleta byla pouzita pro izolaci zasobniho mnozstvi DNA nebo

uchovana pii -20 °C.

4.1.2 1ZOLACE ZASOBNIHO MNOZSTVi PLASMIDOVE DNA

Pro izolaci plasmidové DNA byly pouzity komeréni kolonky ze soupravy Nucleobond
Xtra Maxi (Macherey-Nagel, Némecko). Peleta byla resuspendovana v 18 ml RES pufru
s ptidanou RNAsou. Nasledné byla suspenze pienesena do dvou piipravenych 30ml kyvet
typu Oak Ridge. Bakterialni buiiky byly lyzovany pfidanim 9 ml LYS pufru do kazdé
kyvety. Po 5 minutach byl lyzat neutralizovan ptidanim 9 ml NEU pufru. Nasledn¢ byly
kyvety centrifugovany pii 20000 x g, 20 °C, 10 min. Supernanant byl pfenesen pies
skladany filtra¢ni papir na ekvilibrovanou kolonu (nova kolona byla ekvilibrovana 25 ml
EQL1 roztoku, diive pouzita kolona byla promyta dH20, 15 ml elu¢niho pufru ELU, opét
dH20 a 2 x 25 ml pufru EQ1). Poté byla kolona promyta 25 ml Wash roztoku. Pro eluci
plasmidové DNA bylo pouzito 15 ml ELU roztoku. K eluované DNA bylo ptfidano
10,5 ml ptedchlazen¢ho (-20 °C) isopropanolu. Poté byl roztok centrifugovan, opét
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Vv kyvetach typu Oak Ridge, 30 min pii 16000 x g a 0 °C. Pokud nedoslo po 30 minutach
k vytvoreni viditelné pelety, centrifugace byla za stejnych podminek opakovana dalsich
30 min. Po odstranéni supernatantu byla peleta oplachnuta ptidanim 5 ml pfedchlazeného
(-20 °C) 70% ethanolu. Oplachnuta peleta s ethanolem byla centrifugovana 10 min pfi
16000 x g a 0 °C. Supernatant byl odstranén a peleta vysuSena ve vakuové rotacni
odparce CentriVap DNA (Labconco, USA). Plasmidova DNA byla rozpusténa v 1 ml

sterilni dH20 a pfenesena do ¢isté mikrozkumavky.

4.1.3 URCENI KONCENTRACE A CISTOTY PLASMIDOVE DNA

Koncentrace byla zméfena spektrofotometricky. Byla zméfena absorbance
300 x zfedéného roztoku (vyfedén dH20) pii 260 a 280 nm. Jako reference byla pouzita
dH20. K uréeni koncentrace byl pouzit empiricky vztah, ktery predpoklada, ze roztok
dvouvlaknové DNA o koncentraci 50 ug/ml ma pti 260 nm absorbanci rovnou 1. Cistota

byla dana pomérem absorbanci pii 260 nm a 280 nm, ktery je pro ¢istou dvouvlaknovou

DNA 1,8 -2,0.

4.1.4 AGAROSOVA EKTROFOREZA

Pro kontrolu istoty a kvality izolované plasmidové DNA byla pouzita elektroforéza
v 1% agarosovém gelu. Gel byl pfipraven rozvaienim 0,65 g agarosy v 65 ml TAE pufru.
Po zchladnuti byly do stale jesté tekutého gelu piidany 3 pl barviva GoodView Il (Ecoli,
Slovensko) pro vizualizaci DNA pod UV svétlem. Po zatuhnuti gelu byl do jamek
nanaSen vzorek DNA. Vzorek (10 — 20 ul) byl pfipraven smichanim potfebného mnozstvi
DNA (max. 1 ug), vzorkového pufru pro agarosovou elektroforézu tak, aby byl 10x
zfedény a potiebného mnozstvi dH20. Do jedné z jamek bylo pipetovano 5 ul standardu.
Elektroforéza probihala pii stejnosmérném napéti 200 V, 20 min. Gel byl vizualizovan

pod UV prosvécovaci lamnou (UVItec, UK) pii 312 nm.

4.2 MANIPULACE S LINII HEK293S GNTI-

4.2.1 URCENI BUNECNE HUSTOTY

K ur¢eni bunécné hustoty byl pouzit hemocytometr. Do mikrozkumavky bylo odebrano
20 pl bunécné suspenze, ktera byla natedéna 2 az 9 x 0,4% roztokem trypanové modri

v PBS-TK. Naredéna suspenze byla pipetovana do hemocytometru, kde byly spoéitany
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zivé (prihledné) a mrtvé (modré) buiky. Primérny pocet bunck v kazdém z deviti
velkych étvercti byl vynasoben fedénim a objemovym faktorem 1-10* piepoditan na podet
bun¢k v 1 ml. Podil mrtvych (modrych) bun¢k viici celkovému poc¢tu bunék vynasobeny

stem pak urcuje viabilitu.

4.2.2 ROZMRAZOVANI

Buné¢né kultury jsou uchovavany v kryozkumavkach pii -80°C. Takto zmrazené
alikvotni podily bun&né suspenze o objemu 1 ml maji bun&nou hustotu 5-10° b/ml.
Suspenze byla co nejrychleji rozmrazena ve vodni 1azni ptedehtaté na 37 °C a pfenesena
do 10 ml média ExCell 293. Centrifugaci (5 minut pii 95 x g, 21 °C) byly bunky
oplachnuty od supernatantu obsahujiciho kryoprotektant (10% DMSO). Buné¢na peleta

byla resuspendovana v 10 ml kultiva¢niho média a pienesena na 10cm Petriho misku.

4.2.3 KULTIVACE

Bunky byly kultivovany na 10cm Petriho miskach nebo ve c¢tverhrannych lahvich
s prody$nym vi¢kem umisténych na tiepaéce Celltron (Infors HT, Svycarsko) pii
135 ot./min v inkubatoru MCO0-18 AIC (Sanyo, Japonsko) pii 37 °C a 5 % COa.
Kultivaéni médium byla smés komercnich médii ECCELL293 a Freestyle F17 v poméru
1:1 (Ex/F17). Subkultivace byla provadéna kazdy 3.—4. den. Hemocytometrem byla
uréena bundéna hustota a rovnéz byla zkontrolovana piitomnost kontaminantd. Cast
suspenze byla poté doplnéna cCerstvym médiem tak, aby byla hustota
0,2:10° — 0,3-10° b/ml. Zarovet v§ak objem piivodni suspenze musel byt mensi nez 10 %
vysledného objemu. V opa¢ném piipad¢é byl potiebny objem suspenze centrifugovan
(5 minut pii 95 x g, 21 °C) a bunécna peleta byla resuspendovana v Cerstvém médiu.
Objem média ve ¢tverhranné lahvi neptesahoval 30 % - 40 % celkového objemu lahve,
aby bylo zabezpefeno optimalni provzdusnéni. Takto byly buniky kultivovany a

rozrustany az do dosazeni optimalni viability a poc¢tu bunék pro transfekci.

4.2.4 ZAMRAZOVANI

Objem média obsahujici potiebné mnozstvi bun€k byl centrifugovan (5 minut pfi
95 x g, 21 °C). Peleta byla resuspendovana tak, aby vysledna koncentrace byla 5-10° b/ml
a zaroven aby mrazici suspenze obsahovala 45 % ptvodni suspenze, 45 % cCerstvého

média Ex/F17 a 10 % DMSO. Mrazici suspenze byla pipetovana po 1 ml do

30



kryozkumavek, které byly nasledné v mrazicim kontejneru Mr. Frosty (Nalgene, USA)

umistény do mraziciho boxu s teplotou -80 °C.

4.3 PRODUKCE PROTEINU NKP80 Vv LINII HEK293S GNTI-

4.3.1 TRANSFEKCE

Bunééna suspenze HEK293S GnTI™ byla centrifugaci (5 minut pii 95 x g, 20 °C)
pievedena do &erstvého média ExCELL293, vyslednd hustota byla 23,5-10° b/ml.
K bunkam byl ptes 0,22 um filtr pfidan transfekéni mix DNA a PBS-TK. Mix obsahoval
takové mnozstvi DNA, aby na 1-10° bunék pfipadal 1 pg. Objem transfekéni smési byl
zvolen tak, aby po jejim pfidani byla vysledna koncentrace 20-10° b/ml. K bunééné
suspenzi byl kromé transfek¢niho mixu ptidan IPEL Pomér DNA a IPEI byl 1:3.

Transfekovana suspenze byla ponechana na 4 hodiny na tfepacce v inkubatoru
(135 ot./min, 37 °C a 5% CO>). Poté byla smés vyfedéna médiem ExCELL293 na
vyslednou hustotu 1-10° b/ml (v piipadé transientni exprese na 2-10° b/ml a navic byla

ptidana kyselina valproova do vysledné koncentrace 2 mM).

4.3.2 SELEKCE STABILNICH LINI{

V ptipadé tvorby stabilnich linii byla selekce antibiotiky zahajena 48 hodin po
transfekci. Byla spo¢itana bunééna hustota a bunky byly centrifugaci pievedeny do 30 ml
smési Ex/F17 ve 100ml c¢tverhranné lahvi. Koncentrace antibiotika byla pfedmétem
optimalizace. Kazdy tieti den byly bunky piepocitany a centrifugaci pievedeny do Cerstvé
smési Ex/F17 a byla opét pridana antibiotika.

Kdyz ptesly buiiky opét do faze rustu a dosahly 100% viability, bylo zamrazeno
nékolik alikvotnich podila.

4.3.3 PRODUKCE PROTEINU NKP80

Nasledné byly bunky kultivovany ve vétsich objemech (75 ml suspenze ve 250mi
lahvi, 150 ml v 0,51 lahvi, 300 ml v 1l lahvi) a hustotach (pocate¢ni hustota
1-:10° - 3-10° b/ml), ptipadné bylo piidano antibiotikum indukujici produkci proteinu.
Produkujici suspenze byly sklizeny (centrifugace ve 250ml kyvetach, 30 min, 4500 x g,
15 °C), pokud viabilita poklesla pod 30 %.
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4.4 EXPRESE PROTEINU AICL Vv E. coLlI

Exprese proteinu AICL probihala podle postupu, ktery popsal ve své diplomové praci
Mgr. Jiti Novy [33], ktery zaroven poskytl plasmidovou DNA pET30 AICL C87S
(c = 1,70 pg/ul, A260/A280 = 1,64).

4.4.1 KULTIVACE E. coOLI A PRODUKCE PROTEINU

K na ledu rozmrazené suspenzi kompetentnich bakterialnich bunék E. coli BL21 Gold
(DE3) 0 objemu 100 ul bylo pfidano 0,6 ul plazmidu pET30 AICL C87S (¢ = 1,70 pg/ul,
A260/A280 = 1,64). Smé&s byla ponechana 10 minut na ledu. Nasledné byl pfidan 1 ml
LB média a mikrozkumavka s buné¢nou suspenzi byla umisténa na 1 h do inkubatoru pti
37 °C. Mikrozkumavka byla centrifugovana (3 min pii 4000 x g, 20 °C). Ptebyte¢ny
supernatant byl odstranén. Bunétna peleta byla resuspendovana ve zbytku média a
rozettena na Petriho misku s kanamycinem (kanamycin do koncentrace 50 pg/ml pfidan
do zchladlého LB média predem povaieného s 1,5% (w/v) agarem). Plotny byly
ponechédny v inkubatoru pii 37 °C ptes noc.

Druhy den byly kolonie na plotn¢ rozetfeny s nékolika mililitry LB média. Vzniklou
suspenzi bylo zaockovano médium (vzdy 0,5 | LB média s kanamycinem do koncentrace
50 pg/ml ve sterilni 2l Erlenmayeroveé bance). Banky byly umistény na tiepacku (37 °C,
220 ot./min). Byla sledovana opticka denzita oproti ¢istému LB médiu jako absorbance
pfi 550 nm. Po dosazeni hodnoty optické denzity mezi 0,6 — 0,7 byla teplota snizena na
18 °C a zaroven byly kultury indukovany ptfidanim IPTG (vysledna koncentrace
0,5 mM).

Druhy den byly produkce centrifugovany ve 250ml centrifuga¢nich kyvetach (30 min
pii 3900 x g, 4 °C). Peleta byla resuspendovana ve 20 ml TES pufru a centrifugovana
v 50ml centrifugacni kyveté¢ 20 min pii 3900 x g, 20 °C. Supernatant byl odstranén.

Z téchto pelet byla ihned izolovéana inkluzni téliska nebo byla uchovana pii -20 °C.

4.4.2 1ZOLACE INKLUZNICH TEL{SEK

Kazda z pelet byla resuspendovana v 10 ml sachorosového lyza¢niho pufru. Bunky
byly rozbijeny ultrazvukovou sondou ve 30ml centrifugacnich kyvetach. Vzdy 3 x 30 s
za stalého chlazeni na ledu pti 40% amplitud¢€ a razech po 0,5 s.

Nasledovalo 4 x zmrazeni v -80 °C a rozmrazeni ve vodni 1azni na 37 °C.
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Do suspenze bylo piidano 200 ul 1 M MgClz, 10 ul DNAsy o koncentraci 10 U/ul a
2,5 ul RNAsy o koncentraci 10 mg/ml. Smés byla za nepfistupu svétla inkubovana 20 min
pfi laboratorni teploté. Nasledné byla rozbijena ptisobenim ultrazvuku jako v ptedchozim
kroku a nésledn¢ centrifugovana 10 min pti 8000 x g, 4 °C.

Po odstranéni supernatantu bylo k peletam p¥idano 10 ml pufru s detergentem. Po
resuspendovani byla suspenze opét rozbijena pisobenim ultrazvuku jako v pfedchozim
kroku. Nasledovala centrifugace 10 min pii 8000 x g, 4 °C.

Supernatant byl odstranén. K peletam bylo pfidano 10 ml promyvaciho pufru.
Nasledovalo rozbijeni ptisobenim ultrazvuku jako v ptedchozim kroku a centrifugace 10
minut pti 8000 x g, 4 °C.

Pelety s izolovanymi inkluznimi télisky byly uchovany v mrazaku pfi -20 °C.

4.4.3 IN VITRO RENATURACE

Peleta inkluznich télisek z 0,51 bakteridlni produkce byla rozpusténa ve
2 ml 6M guanidinového pufru s inhibitory proteas (1 mM PMSF, 1 uM leupeptinem a
1uM pepstatinem). Béhem rozpousténi byla zkumavka inkubovana v ultrazvukové vodni
lazni predehfaté na 40 °C. Také byla kazdych 10 min promichdvana vortexovou
micha¢nou. Takto byla inkluzni téliska rozpousténa po dobu alespon 2 hod.

Po rozpusténi byla smés rozdélena do dvou mikrozkumavek a centrifugovana 60 min
pti 39000 x g, 4 °C.

Supernatant byl za stalého michani po kapkach ptikapavan do 200 ml renatura¢niho
pufru pfedem vychlazeného na 4 °C. Renaturace probihala za stdlého michani a teploté
4 °C dalsich 60 min.

Renatura¢ni roztok byl pfenesen do dialyzaénich trubic. Trubice byly umistény do
nadoby s 8 I dialyza¢niho pufru. Dialyza probihala za stalého michani pii 4 °C pfes noc.

Druhy den byl protein purifikovan z dialyzatu.

4.5 PURIFIKACE PROTEINU

4.5.1 IONTOVE VYMENNA CHROMATOGRAFIE
Pro purifikaci in vitro renaturovaného proteinu AICL byla zvolena iontové vyménna

chromatografie s eluci linearnim gradientem NaCl.
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Pied provedenim iontové vyménné chromatografie byl roztok z dialyzaénich trubic
centrifugovan 10 min pii 4500 X g, 4 °C a nasledn¢ filtrovan pies dvojity filtracni papir.

K purifikaci byl pouzit HPLC systém AKTAbasic se spekrofotometrickym detektorem
o vlnové délce 280 nm a kolonka SP Sepharosa XL (GE Healthcare, USA) o objemu 1 ml.
Kolonka byla ptfed nanesenim vzorku promyta 0,5 M NaOH a 1 M HCI, ekvilibrovana
pufrem A, pufrem B a opét pufrem A. Nasledn¢ byl rychlosti 5 ml/min nanesen vzorek (z
diavodu malé kapacity kolonky vzdy po 70 ml). Po naneseni byla kolonka promyta pufrem
A. Byl nastaven 20min linearni gradient od 0 % pufru B (9mM NacCl) az po 100 % pufru
B (1M NacCl). Eluované frakce byly jimany do 1,5ml mikrozkumavek.

4.5.2 CHELATACNI CHROMATOGRAFIE

Konstrukty proteinu NKp80 obsahuji histidinovou kotvu, proto je mozné purifikovat
je zmédia diky afinit¢ k nosi¢i nabitému kobaltnatymi ionty. Pro chelata¢ni
chromatografii byly pouzity kolonky Talon (GE Healthcare, USA) o objemu 5ml a
HPLC systém AKTAbasic. Eluce probihala isokraticky 250 mM imidazolem v elu¢nim
pufru pro Talon.

Pted purifikaci byla buné€na suspenze centrifugovana minimalné 30 min pii 3900 x g,
15 °C. Supernatant byl filtrovan pies 0,22 um filtr. Zfiltrované médium bylo 2 % natedéno
PBS pufrem a nanaseno na kolonku Talon ekvilibrovanou rovnéz v PBS. Rychlost
nanaseni byla 5 ml/min. Po naneseni byla kolonka promyta PBS a protein byl eluovan

eluénim pufrem pro Talon rychlosti 2,5 ml/min.

4.5.3 SDS PAGE

Cistota jednotlivych frakci byla ovéiena elektroforézou v polyakrylamidovém gelu
Vv prostiedi dodecylsiranu sodného. Koncentrace rozdélovaciho gelu byla zvolena
s ohledem na ucel analyzy a velikost proteinu. Rozdélovaci gel byl pfevrstven vrchnim
zaostfovacim gelem. Slozeni geli vzdy pro jednu elektroforézu je popsano nize:

12,5% rozdélovaci gel: 1,265 ml dH20, 1,675 ml 30% AA, 1 ml 1,5M Tris (pH = 8,8),
40 ul 10% SDS, 40 ul APS a 2 ul TEMED

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

Zaostrovaci gel: 0,7 ml dH20, 0,25 ml 30% AA, 0,125 ml 1M Tris (pH =6,8),
10 ul 10% SDS, 10 ul APS a 1,5 ul TEMED.
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Do zaostifovaciho gelu byl zasunut hieben. Po zatuhnuti byl hfeben z jamek odstranén
a elektroforetickd skla s gelem umisténa do stojanku a do elektroforetické vany.
Aparatura byla naplnéna elektrodovym pufrem.

Ke vzorku proteinu (objem do 10 pul) bylo pfidano odpovidajici mnozstvi
5 X koncentrovaného vzorkového pufru (redukujiciho nebo neredukujiciho). Vzorky byly
povaieny 10 min ve vodni lazni. Nésledné byly centrifugovany 3 min pti 15000 x g a
20 °C. Vzorky byly naneseny do jamek. Prvni jamka byla vyhrazena pro standard
molekulovych hmotnosti. Elektroforéza probihala 55 min pti 200 V.

Po skonéeni elektroforézy byly gely barveny barvicim roztokem minimalné 30 min a
nasledné po dobu 2 x 20 min odbarveny odbarvovacim roztokem. V piipadé potieby byl

pridan jeste jeden odbarvovaci krok. Odbarvené gely byly naskenovany.

4.5.4 ODSOLOVANI

Pro odsoleni proteinti nebo pro jejich ptevedeni do jiného pufru byly pouzity Sml
kolonky HiTrap Desalting (GE Healthcare, USA). Kolonka i nastfikova smycka byly
pfipojeny k HPLC systém AKTAbasic a promyty pufrem, do kterého byl protein

prevadén. Tento pufr slouzil jako mobilni faze. Vzorek byl nanasen rychlosti 3 ml/min.

4.5.5 ZAKONCENTROVANT{

Proteiny byly zakoncentrovany na koncentratorech Amicon Ultra (MWCO 10000,
Millipore, USA). Vzorek proteinu byl v koncentratoru centrifugovan 5 — 10 min, podle
objemu a koncentrace vzorku, pii 3900 x g, 20 °C. Po centrifugaci byl obsah
koncentratoru promichédn automatickou pipetou, aby na dné koncentratoru nedoslo ke
srazeni proteinu. V piipadé vétsiho objemu vzorku byl z koncentratoru odstranén filtrat a

proces centrifugace byl opakovan.

4.5.6 GELOVA PERMEACNI CHROMATOGRAFIE

Pied nanesenim na kolonu byl vzorek zakoncentrovan na objem 300 — 500 pl. Pro
odstranéni vétsich agregati byl vzorek centrifugovan v mikrozkumavce 5 min pfi
15000 x g a 20 °C.

K HPLC systtmu AKTAbasic byla piipojena kolona Superdex 200 Increase
10/300 GL, piipadné Superdex 200 10/300 GL (ob&é GE Healthcare, USA). Kolona byla

ekvilibrovana mobilni fazi. Mobilni fazi byla promyta také Iml nastiikovd smycka.
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Chromatografie probihala izokraticky pfi pratoku 0,5 ml/min (Superdex 200 10/300 GL)
nebo 0,75 ml/min (Superdex 200 Increase 10/300 GL). Detekce byla spektrofotometricka

pti 280 nm. Jednotlivé frakce byly jimany automatickym sbéracem a dale analyzovany.

4.5.7 URCENI KONCENTRACE PROTEINU

Koncentrace proteinit byla zmétfena spektrofotometricky na pfistroji DS-11+
(DeNovix, USA). Jako blank byl pouzit elu¢ni pufr gelové chromatografie. Pro presnéjsi
vypocet koncentrace byla zadana relativni molekulovda hmotnost a molarni extink¢ni

koeficient proteinu predikovany z jeho aminokyselinové sekvence.

4.6 CHARAKTERIZACE PROTEINU

4.6.1 DIFERENCNI SKENOVACI FLUORIMETRIE

Pro méfeni dat diferenéni skenovaci fluorimetrii byl pouzit termocykler Rotor-Gene 2000
(Corbett Life Science, USA) snastavenym teplotnim gradientem 25 °C—95°C
a teplotnim krokem 0,5 °C za 30 s. Excita¢ni vlnova délka byla nastavena na 300 nm,
detekce probihala pti 570 nm. Jako fluorescencni barva byla pouzita SyproOrange
(Thermo Scientific, USA).

Vzorek proteinu s fluorescenéni barvou byl ve 200ul PCR mikrozkumavce vyfedén na
vysledny objem 20 pl. Pfed méfenim termostability proteinu bylo nejdiive proméfeno
nekolik rGznych koncentraci proteinu a srizné¢ vyfedénou fluorescencni barvou.
Z vysledkti primarniho meéfeni byla vybrdna optimalni koncentrace proteinu (pro
minimalizaci jeho spotfeby pii méteni) a fedéni fluorescen¢ni barvy. Tuto optimalizaci
méfeni je nutné provést vzdy pro kazdy protein, protoZze schopnost véazat na sebe
fluorescenéni barvu se pro kazdy protein 1isi. Pro finalni méfeni termostability proteinu
v daném prostfedi bylo potiebné mnozstvi proteinu smichano s 1 ul SyproOrange
(10 az 100 x vytedéné dle optimalizace) a pufrem pro dané prostiedi (minimalné
polovina objemu smési). Reakéni smés byla umisténa do termocykleru s vyse popsanym
teplotnim programem. SloZeni jednotlivych métfenych smési, s cilem optimalizovat pH a

koncentraci soli je uvedeno v Tabulka 2, str. 37.
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Tabulka 2 SloZeni roztoki pro méfeni diferenéni skenovaci fluorimetrie. Na zakladé optimalizace
bylo do 20ul reakce pipetovano 8 pg proteinu AICL a 1 pl 20x zfedéné SyproOrange, jako reference byl
pouzit vzorek bez proteinu.

pH Sul Pufr

4,5 150 mM 200mM citrat
55 150 mM 200mM citrat
6,5 150 mM 200mM HEPES
75 150 mM 200mM HEPES
9,5 150 mM 200mM Tris
4,5 300 mM 200mM citrat
55 300 mM 200mM citrat
6,5 300 mM 200mM HEPES
7,5 300 mM 200mM HEPES

4.6.2 MERENI DYNAMICKEHO ROZPTYLU SVETLA

Me¢teni dynamického rozptylu svétla provedla a vyhodnotila RNDr. Katefina
Hofbauerova, Ph.D. (Fyzikalni ustav, MFF UK). K méfeni byl pouZit pfistroj Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., UK) s heliovo-neonovym laserem o vinové délce
633 nm. M¢feni probihalo v kifemennych kyvetach rozméru 0 objemu 40 pl, pii teploté
20 °C. Pted samotnym méfenim byl vzorek piefiltrovan pfes 0,1um centrifugaéni filtry
Ultrafree-MC (Millipore, USA). Takto byly odstranény prachové ¢astice, které by rusily
méfeni. Pro vyhodnoceni vysledkli byl pouzit software Zetasizer 6.2 (Malvern

Instruments Ltd., UK). Tabulka 3 popisuje sloZeni mé&fenych roztoki.

Tabulka 3 SloZeni roztoki pii méfeni dynamického rozptylu svétla.

Protein Koncentrace Pufr pH
1 AICL 0,6 mg/ml a(;rlr\]IIC\%/l HEPES, 150mM NaCl, 10mM 5.5
10mM HEPES, 150mM NaCl, 10mM

i Alct 06 mg/ml Nan3, 100mM L-Arginin 55
4 AICL 16 mgim L0 HEPES, 150mM Nacl, 0mM ;¢
5 NKp80_F2 1 mg/ml ig:llg/l HEPES, 150mM NaCl, 10mM ¢
6 NKp8O_F2:AICL 0,6 mg/ml h%”[\‘l';" HEPES, 150mM NaCl, 10mM
7 NKpBO_F2AICL  06mgml  LOMM HEPES, 150mM NaCl, 10mM ¢ ¢

NaNs3s, 50 mM citrat
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4.6.3 HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Mapovani disulfidickych mustki a obsazeni glykosylacnich mist Vv proteinovych
konstruktech NKp80 provedl Mgr. Michal Rostilek (MBU AV CR).

Vzorek byl §tépen trypsinem Vv oxidujicim prostiedi 200uM cystaminu. Stépeni
probihalo pies noc pii 37 °C. Peptidy byly vysuSeny a nasledné opét rozpustény ve smeési
0,5% kyseliny mravenci a 2% acetonitrilu. Rozpusténé peptidy byly odsoleny a nasledné
separovany HPLC systémem UltiMate 3000 (Thermo Scientific, USA). Pro odsoleni byla
pouzita kolona Acclaim C18 PepMapTM 100 (0,1x20 mm, prumér ¢astic 5 um, velikost
porit 100 A, Thermo Scientific, USA). Nésledng byly separovany na analytické koloné
s obracenou fazi Acclaim C18 PepMapTM 100 (0,1x150 mm, pramér ¢astic 3 pm,
velikosti pért 100 A, Thermo Scientific, USA) vyhtivané na 60 °C. Mé&feni hmotnostnich
spekter probihalo na FT-ICR hmotnostnim spektrometru SolariX XR 12T (Bruker
Daltonics, Némecko) v pozitivnim modu. K vyhodnoceni namétenych dat byly vyuZzity

programy DataAnalysis 4.2 a MSLinks.

4.6.4 SEDIMENTACNI ANALYZA

Sedimentac¢ni analyza byla provedena na analytické ultracentrifuze ProteomeLab XL-I
(Beckman Coulter, USA) metodou sedimentac¢ni rychlosti [58]. Vlastni méfeni i
vyhodnoceni provedl RNDr. Ondiej Vanek, Ph.D. Jako vzorek byl pouzit protein po
gelové permeacni chromatografii, jako reference byl pouzit pufr pro gelovou
chromatografii. Data byla sbirana pti 50000 ot./min a 20 °C. Bylo sniméano 150 snimkut
po 6 minutach pii vinové délce 280 nm. Do centrifugacnich kyvet bylo pipetovano 400 pl
roztoku proteinu o koncentraci (v pfipadé smési proteini o celkové koncentraci)
0,2 mg/ml. Za téchto podminek byl analyzovan protein AICL (pufr o pH 5,5), konstrukt
F2 proteinu NKp80 (pufr o pH 7,5) a ekvimolarni smés obou proteint pii obou hodnotach

pH. Vysledky byly vyhodnoceny s pouzitim programi Sednterp a Sedfit.

4.6.5 KRYSTALIZACE

Krystalizace proteini probihala v Henry Wellcome Building for Genomic Medicine,
University of Oxford, UK za pomoci Yuguanga Zhao, PhD. Na krystalizaci byly pouzity
prostiedky ziskané diky projektu BioStruct-X (PID 10915). Pro hledani optimalnich

krystaliza¢nich podminek byla zvolena metoda sedici kapky.
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Pied odjezdem na pracovisté v Oxfordu byl proveden prekrystalizaéni test [59] pro
urceni optimalni koncentrace, ve které budou proteiny nasazovany do krystaliza¢nich
kapek. Na pracovisti v Oxfordu byl protein zakoncentrovan na pozadovanou koncentraci
a zfiltrovan ptes 0,01 um centrifugacni filtry. Na 96jamkovou krystalizacni desticku
(Greiner, Némecko) bylo pipetovacim robotem Hydra (Art Robbins Instruments, USA)
pipetovano do rezervoaru 200 ul srazedla a nasledné robot Cartesian (Genomic Solutions,
USA) pipetoval krystaliza¢ni kapky (vzdy 100 nl srazedla a 100 nl zakoncentrovaného
proteinu). Desticka byla pevné pielepena folii a umisténa do automatizovaného
skladovaciho a zobrazovaciho systému Rock Imager 1000 (Formulatrix, USA) pti 20 °C
a pravidelné sledovana diky on-line pfistupu ptes Protein Information Management
System (PiMS).
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5 VYSLEDKY

Postup klonovani vybranych proteinovych konstrukti do expresnich vektorti neni
pfedmétem této prace. Vektory poskytl Mgr. Jan Bléha (pro konstrukty NKp80) a Mgr.
Jiti Novy (konstrukt AICL). Spravnost expresnich vektorl, stejné¢ jako pfitomnost
potifebnych regulacnich sekvenci byla ovéfena sekvenaci v Laboratofi sekvenace DNA,
PiF UK. Plasmid s ovéfenou sekvenci byl produkovan v Z-kompetentnich E. coli DH5a

[60] a nasledné byla izolovana plasmidova DNA.

5.1 PRIPRAVA PROTEINU AICL A OPTIMALIZACE JEHO
SKLADOVACICH PODMINEK
Protein AICL byl pfipraven podle postupu popsaného Mgr. Jifim Novym v jeho
diplomové praci [33]. Byl ptipraven Cisty proteinovy preparat (ovéfeno SDS-PAGE, Obr.
8, str. 43). Bohuzel, tento preparat se podafilo zakoncentrovat maximalné na 2 mg/ml,
nez se protein zacal viditeln¢ srazet, coz neni pro krystalizaci optimalni. Proto bylo
provedeno méfeni pomoci diferencni skenovaci fluorimetrie s cilem najit vhodnéjsi

podminky (pufr, jeho pH, iontovou silu), pfi které by byl protein stabilngjsi.

5.1.1 SEKVENCE PROTEINU AICL

Pro pfipravu proteinu byl pouZzit plasmid pET30 AICL C87S (¢ = 1,70 pg/ul,
A260/A280 = 1,64) s kanamycinovou rezistenci. Cystein v pozici 87 je mutovany na
serin. Mutaci tohoto lichého cysteinu se podatilo Mgr. Jifimu Novému zvysit vytézek
oproti  konstruktu s pfirozenou sekvenci. Proteinovy konstrukt ma délku
119 aminokyselin (S31 - H149) a predikovanou relativni molekulovou hmotnost 14 kDa.
Protoze se jedna o konstrukt produkovany v bakteriich, neobsahuje zadné oligosacharidy,
i kdyz jsou zde predikovana mista pro N-glykosylaci. Aminokyselinova sekvence AICL
je na Obr. 5, str. 41 [61].
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MMTKHKKCFIIVGVLITTNIITLIVKL TRDSQSLCPYDWIGFQIKCYYFSKEEGDWISSKYICSTQHAD
LTIIDNIEEMN FLRRYKIS SDHWIGLKMAKIRTGQWVDGATFTKSFGMRGSEGCAYLSDDGAATARCYT
ERKWICRKRIH

Obr. 5 Aminokyselinova sekvence AICL. Kurzivou znazornéné aminokyseliny nejsou soucasti
konstruktu, cytoplasmatickd doména, transmembranova ¢ast, dale konstrukt AICL (S31-H149), CLTD

(F42-R145), cysteiny, mutace - predikovana mista pro

5.1.2 PRODUKCE A PURIFIKACE KONSTRUKTU AICL

Pro produkci rekombinantniho proteinu AICL byl alikvot bakterii E. coli kmene BL21
(DE3) Gold transformovan plasmidem pET30 AICL C87S. Bakterie transformované
plasmidem byly pfes noc nechany nardst na Petriho misce s LB médiem s kanamycinem
a agarem. Druhy den byly bakteriemi z misky inokulovany celkem 31 LB média
s kanamycinem. Po dosazeni ODssg 0,710 byla indukovana produkce proteinu piidavkem
IPTG. Kultura byla ponechana pies noc pii teploté 18 °C a 220 ot./min. Pelety byly
sklizeny a pouzity pro izolaci proteinu.

Exprimovany protein neni rozpustny v cytoplasmé, ale agreguje a tvofi inkluzni
téliska. Izolaci proteinu tedy piedchazela izolace inkluznich télisek z bakterii. Pro rozbiti
bakterialnich bunék byla pouzita kombinace opakovaného mrazeni a pusobeni
ultrazvukovou sondou Vv lyzaénim pufru. Poté byla inkluzni téliska pfecisténa v pufru
s detergentem a v promyvacim pufru.

Nasledné byla inkluzni téliska rozpousténa v 6M guanidinovém pufru za soucasného
pusobeni ultrazvuku ve 40 °C vodni lazni. Po centrifugaci byl rozpustény (a denaturovany
protein) pfikapavan do renatura¢niho pufru s 1M L-argininem. L-arginin jako tzv.
,nhizkomolekuldrni chaperon* napomahé sbaleni do spravné konformace. Renatura¢ni
pufr byl poté odstranén dialyzou.

Dialyzat byl centrifugovan, zfiltrovan a nanesen na kolonku SP Sepharose XL. Byl
eluovan gradientem iontové sily, tedy zvySujici se koncentraci NaCl. Byl nastaven
20minutovy linearni gradient z pufru A (9mM NaCl) do 100 % pufru B (1M NacCl).
Typicky zaznam chromatografie je na Obr. 6, str. 42.
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Obr. 6 lontové vyménna chromatografie AICL po in vitro renaturaci. Kolonka SP Sepharose XL,
na kolonku byla nanesena pouze ¢ast (70 ml, ptiblizné 1/3) dialyzatu po renaturaci materialu z jedné 0,51
bakterialni produkce. V grafu je znazornén pribéh absorbance a rast konduktivity, ktery pfedstavuje
pribéh gradientové eluce.

Po iontové vyménné chromatografii byl vzorek zakoncentrovan. Béhem
zakoncentrovani vSak dochézelo v koncentratoru k tvorbé viditelnych sraZenin. SraZeniny
se zaCinaly tvofit pii koncentraci nad 2 mg/ml. Proto byl vzorek oproti béznému postupu
zakoncentrovan pouze na asi 1 ml. Pro gelovou permeacni chromatografii na koloné
Superdex 200 Increase 10/300 GL tak byla pouzita vétsi nastiikova smycka (2ml).
Typicky elu¢ni profil z gelové filtrace je na Obr. 7, str. 43.
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Obr. 7 Gelova permeacni chromatografie AICL po iontové vyménné chromatografii. Kolona
Superdex 200 Increase 10/300 GL

Po gelové permeacni  chromatografii  byla provedena  elektroforéza
Vv polyakrylamidovém gelu v prostfedi dodecylsiranu sodného (SDS PAGE). Vysledek
elektroforézy v redukujicim i neredukujicim prostiedi pro dv€ rizné bakteridlni produkce

je na Obr. 8. Z vysledk je patrné, Ze se podafilo ziskat ¢isty proteinovy preparat.

A B
M X Al A2 A3 A4 A5 A6 B1 B2 B3 B4 B5 B6 M A1l A2 A3 A4 A5 A6 B1 B2 B3 B4 B5 B6
260
260
E 2
72 4
52 52
42 42
34 34
26 26
e ——— e ————— e a— -

Obr. 8 SDS PAGE proteinu AICL. 15% gel, panel A je vysledek SDS PAGE V nereduk¢énim
prostiedi, panel B v redukujicim prostiedi; draha M obsahuje standard molekulovych hmotnosti, drahy
Al-A6 a B1-B6 obsahuji frakce z gelové permeacni chromatografie dvou riznych bakterialnich
produkci. Ocekéavana velikost produktu je 14 kDa.
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Koncentrace proteinu byla zméfena spektrofotometricky. Vytézek z jedné bakterialni

pelety (0,5 1 produkce) byl piiblizné 1 mg.

5.1.3 OPTIMALIZACE SKLADOVACICH PODMINEK

Diferen¢ni skenovaci fluorimetrie (DSF) je metoda pro urceni teplotni stability
proteinu v riznych podminkach [62]. Protein se se zvySujici teplotou rozbaluje a tim
odhaluje svoje hydrofobni jadro, na které se vaze fluorescenéni barva, coz Ize detekovat
jako narast fluorescence. Vysledkem je zavislost narstu fluorescence na teploté,
predstavujici kiivku tani proteinu. Diky této metod¢ lze rychle analyzovat velky pocet
podminek (pufr, jeho pH ¢i iontovou silu) a nalézt tak optimalni podminky, ve kterych
bude dany protein nejstabilnéj$i. Obecné také plati, ze proteiny s vyssi teplotou tani
krystalizuji ochotnéji nez proteiny s nizsi teplotou. Takto 1ze naptiklad porovnat Sance na
vykrystalizovani nékolika konstruktti jednoho proteinu.

Protoze se protein AICL pfi zakoncentrovani srazel, pokusili jsme se metodou DSF
najit podminky, ve kterych by byl protein stabilné;si.

Slozeni pufr pro méfeni teplotni stability je v Tabulka 2, str. 37. Kromé téchto vzorkt
byly naméteny kiivky tani i pro dalsi pufry (s pH 5,0, 6,0 a 7,0, vZdy se 150mM 1 300mM
NaCl). Vysledky méteni vSak sleduji stejny trend a kopiruji kiivky na Obr. 9, str. 45,
proto je jejich uvadéni nadbytecné.

Z vysledku na Obr. 9, str. 45 je patrné, Ze protein ma nizkou teplotni stabilitu (podle
prostiedi, ve kterém se nachazi, je to 50 — 55 °C). Kromé extrémnich hodnot pH, 4,52 9,5
(kdy se protein rychle rozbalil a fluorescence presdhla citlivost detektoru), jsou vysledky
pro dalsi hodnoty pH srovnatelné. V rozsahu pH 5,5-7,5 nedochazi k vyraznému
zlepSeni nebo zhorSeni stability. ProtoZe teoreticky izoelektricky bod proteinu je 8,53,
doufali jsme, Ze pH v kyselé oblasti napomlze rozpustnosti proteinu. Proto bylo jako
vybrano pH 5,5. Koncentrace NaCl a tedy iontova sila stabilitu AICL neovliviuji.
S ohledem na fyziologickou relevanci byla zvolena 150 mM NaCl. Navic byl do
skladovaciho pufru pifidan L-arginin do koncentrace 10 mM, ktery jako tzv.
,hizkomolekularni chaperon* napomaha stabilizaci proteinu. Vysledny skladovaci pufr
je tedy 10mM HEPES, 150mM NaCl, 10mM L-arginin, 10mM NaNz o pH 5,5. Tento

pufr neni uréeny jenom pro skladovani proteinu, ale také pro zakoncentrovani.
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Obr. 9 Diferen¢ni skenovaci fluorimetrie proteinu AICL. Protein AICL byl vyfedén do pufrt o
ruzném pH a koncentraci NaCl a byla k nému pfidana fluorescencni barva Sypro Orange. Graf znazoriuje
zavislost relativni fluorescence na teploté a zachycuje tak kiivku tani proteinu. Cerné je znazornén pufr o
pH 5,5 se 150 mM soli, ktery byl zvolen jako skladovaci.

Do procesu purifikace byl pfidan navic jesté jeden purifikacni krok. Po iontoveé
vyménné chromatografii byl protein za pomoci kolonky HiTrap Desalting (GE
Healthcare) pieveden do skladovaciho pufru. V ném byl zakoncentrovan (bez viditelné
agregace na koncentraci 4 mg/ml) a byla snim provedena gelova permeacni
chromatografie. Pfi ni byl jako mobilni faze opét pouzit skladovaci pufr. Pii téchto
podminkach byl protein zamrazen a pievezen ke krystaliza¢nim studiim do Henry

Wellcome Bulding for Genomic Medicine, University of Oxford.

5.2 EXPRESE A PURIFIKACE PROTEINU NKP80 A JEHO
HMOTNOSTN{ ANALYZA

ProtoZze bakterialni exprese ani transientni exprese v linit HEK293 nebyla uspésna, byl

konstrukt vlozen vektoru pOPINTTGneo. Tento plasmid umoziuje pfipravu stabilné

transfekovanych linii HEK293. Plasmid pro oba konstrukty poskytl Mgr. Jan Blaha.
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Plasmidy byla transfekovana linie HEK293S GnTI. Tato linie produkuje proteiny
s jednoduchou a odstépitelnou glykosylaci sav¢iho typu. Po selekci na geneticin probéhlo
nékolik produkci ve vétsim objemu. V piipadé konstruktu NKp80 F1 bylo mnozstvi
takto ziskaného proteinu 3,5 mg z 11 média, coz je dostatecné pro strukturni studie.
V piipadé konstruktu NKp80 F2 to bylo pouze 0,4 mg z 11 média. Proto byl tento
konstrukt vlozen do plasmidu pCT5, ktery byl pouZit pro tvorbu stabilnich linii s pouzitim
tzv. piggyBac systému (viz. 5.2.3 na str. 51).

5.2.1 SEKVENCE PROTEINU NKP80

Protein NKp80 je transmembranovy protein II. typu s cytoplasmatickou doménou na

N-konci [63]. Sekvence proteinu s vyznacenymi ¢astmi je na Obr. 10.

MODEERYMTLNVQOSKKRSSAQTSQLTFKDYSVTLHWYKILLGISGTVNGILTLTLISLILLVSQGVLLK
CQKGSCSNATQYEDTGDLKVNNGTRRNISNKDLCASRSADQTVLCQSEWLKYQGKCYWFSNEMKSWSDS
YVYCLERKSHLLIIHDQLEMAFIQKNLRQLNYVWIGLNFTSLKMTWTWVDGSPIDSKIFFIKGPAKENS

CAAIKESKIFSETCSSVFKWICQY

Obr. 10 Aminokyselinova sekvence proteinu NKp80. Kurzivou znazornéné aminokyseliny nejsou
soucasti konstruktu, cytoplasmatickd doména, transmembranova ¢ast, del$i konstrukt NKp80 F1
(Q64-Y232), kratsi konstrukt NKp80_F2 (S107-Y232), CLTD (Y121-G231)

Byly navrzeny dva konstrukty proteinu NKp80. Delsi varianta (konstrukt F1, Q64-
Y232, predikovana relativni molekulova hmotnost 21 kDa) obsahuje kromé& CTLD také
¢ast flexibilniho regionu, ktery ji spojuje S transmembranovou ¢asti. Kratsi varianta
(konstrukt F2, S107-Y232, predikovana relativni molekulova hmotnost 16 kDa)
obsahuje CTLD a pouze né€kolik aminokyselin navic. Aminokyselinova sekvence

konstrukti je na Obr. 11.

MGELLLLLLLGLRLOLSLGITGITGQGVLLKCQKGSCSHATQYEDTGDLKVNNGTRREISNKDLCASRS
ADQTVLCQSEWLKYQGKCYWFSNEMKSWSDSYVYCLERKSHLLI IHDQLEMAFIQKNLRQLNYVWIGL]]
FTSLKMTWTWVDGSPIDSKIFFIKGPAKESCAAIKESKIFSETCSSVFKWICQYGTHHHHHHHHG

Obr. 11 Aminokyselinova sekvence konstrukti NKp80. Sckrecni signal, ktery je odstépeny
béhem produkce, pozistatek klonovaciho mista, delsi konstrukt NKp80_ F1 (Q64-Y232), konstrukt
NKp80_F2 (S107-Y232), cysteiny, predikovana mista pro [NEGIJIKOSYIARI, histidinova kotva.
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5.2.2 PRODUKCE NKP80 VE STABILNI LINII TRANSFEKOVANE VEKTOREM
POPINTTGNEO

Vektor pOPINTTGneo nese gen rezistence proti geneticinu. Do vektoru byl
zaklonovan proteinovy konstrukt NKp80. Po transfekci dochazi nejprve k transientni
expresi obou proteint. Béhem bunééného d€leni vSak neni plasmid piedavan do dalsi
generace. Diky stalému selek¢nimu tlaku antibiotika dochézi k nahodné integraci do
chromosomu a to jak genu nesouciho rezistenci, tak i genu pro konstrukt proteinu NKp80,
ktery je v jeho tésné blizkosti. Selekci tak preziji jen ty buiiky, u kterych doslo k integraci.
Takto wvzniklé stabilni linie produkuji konstitutivné, kromé proteinu zajist'ujiciho
rezistenci, také protein NKp80_F1 nebo NKp80_F2.

Plasmidem pOPINTTGneo_ F1 byla transfekovana linie HEK293S GnTI". Druhy den
po transfekci byla zahajena selekce pfidanim geneticinu do koncentrace 50 pug/ml. Buiky
byly kazdy tfeti den pfepoCitdny a centrifugaci pifeneseny do cerstvého média
s antibiotikem. V prvni fazi selekce viabilita klesala. V dalsi fazi, po pfiblizné tiech
tydnech, zacala viabilita opét stoupat. Takto byly selektovany buiiky nesouci ve svych
chromozomech gen pro rezistenci k neomycinu a také gen pro konstrukt NKp80. Bylo
zamrazeno nékolik alikvotnich podilii umisténych do kryobanky na -80 °C.

Pro produkci proteinti byla bunétnad suspenze centrifugaci prevedena do 300 ml
Cerstvého média Expi/F17 a byl pfidan geneticin do koncentrace 50 pg/ml. Bunééna
hustota byla 0,8-10° - 1,5:10° b/ml. Kultura byla sklizena po 10 — 14 dnech, kdyz
viabilita klesla pod 30 %. Médium bylo pouzito pro purifikaci proteinti chelataéni
chromatografii na kolonce Talon. Po naneseni média zfedéného 1 : 1 pufrem PBS na
kolonku Talon byl protein eluovan elu¢nim pufrem s 250 mM imidazolem rychlosti
2,5 ml/min. Zaznam eluce pro proteiny NKp80_F1 a NKp80_F2 je na Obr. 12, str. 48. Jiz
ztéto chromatografie je patrné, ze se konstrukt NKp80_F1 produkuje Iépe nez
NKp80_F2.
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Obr. 12 Eluce proteinu NKp80_F1 a NKp80_F2 po chelataéni chromatografii.

Eluat byl zakoncentrovan na 300 — 500 ul, které byly naneseny na kolonu Superdex
200 10/300 GL. Byla provedena gelova permeac¢ni chromatografiec. Zaznam
chromatografie je na Obr. 13, str. 49.
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Obr. 13 Zaznam z gelové permeacni chromatografie NKp80 F1 a NKp80_F2. Kolona Superdex
200 10/300 GL. Kazdy z proteinti ma jiny elu¢ni objem, coz odpovida rizné molekulové hmotnosti.

S frakcemi z gelové chromatografie byla provedena SDS PAGE v 15% gelu. Vysledek

je na Obr. 14.
A B
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Obr. 14 SDS PAGE proteinu NKp80. 15% gel. Panel A piedstavuje elektroforézu proteinu
NKp80_F1, panel B proteinu NKp80_F2; v draze M je standard molekulovych hmotnosti, x oznacuje
prazdné drahy, drahy 1R-5R obsahuji frakce z gelové permeacni chromatografie v redukujicim prostiedi,
drahy IN-5N obsahuji frakce z gelové permeacni chromatografie v neredukujicim prostiedi. Ocekavana
velikost proteind (bez glykosylaci) je 21 kDa pro NKp80 F1 a 16 kDa pro NKp80 F2.

49



Z SDS PAGE na Obr. 14 je patrné, Ze protein NKp80 F2 tvoii nékolik prouzku, které
se od sebe mirn¢ 1isi velikosti, ale protein NKp80 F2 tvofi jen jeden prouzek. Oba
proteiny obsahuji nékolik predikovanych mist pro N-glykosylaci. Protein NKp80_F1 se
tedy vyskytuje v nékolika glykoformach, reprezentovanych rtiznymi prouzky, ale
NKp80 F2 tvoii pouze jednu glykoformu. Také je vidét nejspise vzajemna kontaminace.
Proto byly frakce opét zakoncentrovany a precistény gelovou permeacni chromatografii
na kolon¢ Superdex 200 Increase 10/300 GL s vyssi rozliSovaci schopnosti. Zaznam této

chromatografie je na Obr. 15.

§1-0 ! T g T X T : T ) T
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Obr. 15 Zaznam opakované gelové permeac¢ni chromatografie NKp80_F1 a NKp80_F2. Kolona
Superdex 200 Increase 10/300 GL.

S frakcemi po gelové filtraci byla opét provedena SDS PAGE, ktera je na Obr. 16,
str. 51.
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Obr. 16 SDS PAGE proteinu NKp80. 15% gel. Panel A predstavuje elektroforézu proteinu
NKp80_F1, panel B proteinu NKp80_F2; v draze M je standard molekulovych hmotnosti, x oznauje
prazdné drahy, drahy 1R-6R obsahuji frakce z gelové permeacni chromatografie v redukujicim prostiedi,
drahy 1N-6N obsahuji frakce z gelové permeacni chromatografie v neredukujicim prostredi.

Z vysledku SDS PAGE na Obr. 16 je ziejmé, ze se preparativné podafilo oddélit
kontaminanty a ziskat ¢isté frakce ¢. 1-3 NKp80 F1. Protein NKp80 F2 je Cisty.

Koncentrace proteini byla zméfena spektrofotometricky s prepoctem podle
molekulové hmotnosti a teoretického molarniho extink¢éniho koeficientu. V ptipadé
konstruktu NKp80 F1 bylo mnozstvi takto ziskaného proteinu 3,5 mg z 1 1 média, pro
konstrukt NKp80_F2 pouze 0,4 mg z 1 1 média.

5.2.3 PRODUKCE NKP80_F2 V PIGGYBAC STABILNT LINII

ProtoZze vytézek proteinu NKp80 F2 nebyl v linii vytvofené diky pOPINTTGneo
dostate¢ny pro strukturni studie, byla vytvofena nova stabilni linie na zaklad¢ piggyBac
(PB) expresniho systému.

PB systém je zaloZzeny na DNA transposonech, tedy mobilnich tsecich DNA [64].
Enzym transposasa rozpoznava opakujici se tseky ohranicujici DNA fragment a je
schopny tento fragment vlozit mezi ndhodna TTAA mista na chromosomu. Do
chromosomu buriky je navic vloZen gen pro reversni tetracyklinovy transaktivator (rtTA),
ktery je produkovan konstitutivné [65]. Po ptidani doxycyklinu se rtTA vaze na element
odpovidajici na tetracyklin (z angl. tetracycline response element TRE) v promotoru a
indukuje tak expresi cilového genu. Exprese proteinti Vtomto systému je tedy
indukovatelna doxycyklinem.

Bunky linie HEK293S GnTIl™ byly kotransfekovany tfemi plasmidy [64]. Prvni
z plasmidi (pCTS5) nese proteinovy konstrukt ohranieny kratkymi repeticemi a
kontrolovany TRE promotorem. Tento plasmid je nositelem rezistence na puromycin.

Druhy plasmid (PB-RN) nese induktor rtTA, také ohraniceny repeticemi. Soucasti
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plasmidu PB-RN je rezistence na geneticin. Geny pro rezistenci nesené t€émito plasmidy
jsou vzdy V blizkosti proteinového konstruktu. Oba geny jsou tak na zakladé
transposonového presunu integrovany do chromosomu. K integraci slouzi tfeti pomocny
plasmid (PBase), ktery nese gen pro hyperaktivni transposasu [66]. Timto plasmidem jsou
bunky transfekovany pouze transientn¢.

Selekce byla zahajena 48 hodin po transfekci. Buniky byly selektovany na puromycin
(5 ng/ml) a zaroven na geneticin (50 pg/ml). Poté, co se viabilita opét vratila na 100 %,
bylo zamrazeno nékolik alikvotnich podilt.

Pro indukci byly buiiky pifevedeny do dvou ¢étverhrannych lahvi (150 ml erstvého
média, bunéena hustota 1-10° b/ml). Byly zaindukovany doxycyklinem o koncentraci
300 ng/ml a 500 ng/ml. Po 7 dnech od indukce byly kultury sklizeny a protein byl
purifikovan diky histidinové kotvé nejdiive chelataéni chromatografii a poté gelovou

permeacni chromatografii, jejiz zaznam je na Obr. 17.

§ 0.3 J T v T J T v T v T
& — 500 ng/ml
| |— 300 ng/ml ﬂ ]
0.2+ =
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Obr. 17 Zaznam z gelové permea¢ni chromatografie NKp80_F2 produkovaného v PB lini. Kolona
Superdex 200 Increase 10/300 GL. Produkce indukovana 300 ng/ml a 500 ng/ml doxycyklinu.
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Vytézek pii indukci 500 ng/ml doxycyklinu a poc¢ateéni hustoté 1-10° b/ml jsou
ptiblizné 4 mg/l produkce. V porovnani s vytézkem pOPINTTGneo linie (0,4 mg/l) se
jedné o desetinasobek.

Protoze byl vytézek pti indukci 500 ng/ml vétsi nez pii 300 ng/ml, bylo ziejmé, ze
musi byt provedena optimalizace koncentrace indukcniho antibiotika. V malych
produkcich (30ml Ex/F17 média ve 100 ml ¢tverhrannych lahvich) byla optimalizovana
koncentrace doxycyklinu (od 500 ng/ml do 900 ng/ml) a navic po¢ate¢ni bunécna hustota
(od 1-10° b/ml do 9-10° b/ml). Také byl sledovan vliv piitomnosti selekénich antibiotik
na vytézek produkce. Po tydnu byly produkce sklizeny a z média byl purifikovan protein.
Vysledky zachycuje Tabulka 4.

Tabulka 4 Optimalizace po¢ateéni bunééné hustoty a koncentrace doxycyklinu pro produkci
NKp80_F2 v PB linii. Mnozstvi proteinu bylo ur¢eno integraci plochy pod kiivkou gelové permeacni
chromatografie. Tabulka je rozdélena na nékolik paneli sledujicich vliv pocateéni koncentrace
doxycyklinu, po¢ateéni bunééné hustoty a ptitomnosti selek¢nich antibiotik na produkci.

. . _ PoGitetni  Bun€tnd - \4piie Mnozstvi
Doxycyklin Puromycin Geneticin  bunééna hustotapri .. ", :
hustota sklizeni pri sklizeni  proteinu
ng/ml ug/ml ug/ml 10° b/ml 10° b/ml % Ago'ml- 107
500 - - 3 10,2 76 15,94
700 - - 3 7,0 71 19,35
900 - - 3 7,9 70 28,37
500 - - 1 5,6 61 16,04
500 - - 3 10,2 76 15,94
500 - - 5 11,2 62 17,90
500 - - 7 10,1 0 15,39
500 - - 9 12,0 0 14,81
500 5 50 3 8,3 70 15,99
500 - 50 3 6,8 74 14,70
500 5 - 3 8,2 69 15,40

Z vysledki optimalizace je ziejmé, Ze nejvysSSich vytézkli bylo dosazeno pfi
koncentraci doxycyklinu 900 ng/ml. Koncentrace doxycyklinu navrzené pro optimalizaci
vychézeji z publikovanych dat, kde jiz pfi koncentraci 300 - 400 ng/ml bylo dosazeno
produkéniho maxima [64]. Zaroven z publikovanych dat vychazi, ze koncentrace
doxycyklinu je zavisla na exprimovaném proteinu a je tedy nutné ji vzdy optimalizovat.
Nejvhodnéjsi pocateéni bunééna koncentrace je 5-10° b/ml, ale rozdily ve vytézku jsou

minimélni (pokud navic vezmeme v uvahu, ze rozrust builky do této koncentrace
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vyzaduje Cas a Cerstvé médium). | s ohledem na ekonomicky aspekt proto byla pro
budouci produkce zvolena koncentrace doxycyklinu 900 ng/ml (ptipadné i vyssi, bude
pfedmétem dal$i optimalizace) a pocate¢ni hustota 1-10°-3-10° b/ml. Pfitomnost
selekénich antibiotik vytézek produkce neovliviiuje, je proto zbyte¢né je do produkei
pridavat.

Produkce konstruktu NKp80 F2 byla v PB linii uspé$na, vytézek byl oproti
pOPINTTGneo desetinasobny, tedy priblizn¢ 4 mg/l. Proto bude do vekrotu pCT5
zaklonovan i konstrukt NKp80 FI1.

5.2.4 HMOTNOSTNI ANALYZA NKP80

Hmotnostni analyzu proved] Mgr. Michal Rostilek (MBU AV CR). Peptidické §tépy
vzniklé po digesci trypsinem byly analyzovany pomoci LC-MS na FT-ICR hmotnostnim
spektrometru SolariX XR 12T. Touto analyzou bylo ureno zapojeni cysteini do
disulfidickych mustk a také obsazenost N-glykosyla¢nich mist.

Zapojeni v CTLD receptoru NKp80 odpovida klasickému CTLD motivu, tedy C1-C2,
C3-C6 a C4-C5 [14]. Konstrukt NKp80 F1 vsak obsahuje krom& CTLD také tii cysteiny
ve flexibilni domén¢. Na zaklad€ namétenych intenzit pro jednotlivé signaly 1ze odvodit
nejpravdépodobnéjsi zapojeni disulfidi v konstruktu NKp80_F1. Zapojeni C115-C126,
C143-C230 a C209-C222 sleduje motiv CTLD. Flexibilni doména v§ak obsahuje dalsi tfi
cysteiny. Podle naméfenych intenzit je mozné zapojeni C71-C76 i C76-C104 a to
S pfiblizné stejnou pravdépodobnosti. Z hlediska disulfidli tak neni pfipraveny protein
homogenni. V konstruktu NKp80 F2, ktery obsahuje cysteiny pouze v CTLD, je
nejpravdépodobnéjsi zapojeni C115-C126, C143-C230, C209-C222. Zapojeni je
schematicky znazornéno na Obr. 18, str. 55.

Dale byla mapovéana N-glykosylacni mista. Konstrukt NKp80 F1 obsahuje celkem pét
predikovanych mist pro N-glykosylaci. Z hmotnostni analyzy tryptickych §tépt vyplyva,
Ze obsazena jsou pouze mista N78, N92 a N177. Tato mista vSak nejsou obsazena vzdy a
protein tak tvofi nékolik né€kolik glykoforem, coz je patrné z SDS PAGE (Obr. 14A,
str. 49). Konstrukt NKp80_F2 obsahuje dvé predikovana mista, z toho je obsazeno pouze
jedno, N177. Tento protein tvoii jen jednu glykoformu (patrné z SDS PAGE Obr. 14B,
str. 49). Predikované misto N207 je atypické, aminokyselinova sekvence nesleduje

klasicky motiv pro N-glykosylaci, ale Asn-X-Cys. Asparagin s timto motivem je vSak
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N-glykosylovan napiiklad v CD69 [67], coz je receptor strukturné piibuzny a proto jsme

brali v tvahu moznost N-glykosylace tohoto mista.

Klasické zapojeni CTLD

| I
ITGQGVLLK C71QKGSC 76SN78ATQYEDTGDLKVNN92GTRRNo7ISNKDLC 104ASRSADQTVL! CI 115QSE

1
WLKYQGKZC120YWFSNEMKSWSDSYVY3(|7143LERKSHLLII}[DQLEMAFIQKNLRQLNYVWIGLN 177FTS

|
LKMTWTWVDGSPIDSKIFFIKGPAKEN 207S4$209AAIKESKIFSET5Clz2szVFKWI(’CzsoQYGTHHHHHHH

HG

Zapojeni disulfidii v konstruktu NKp80_F1

ITGSADQTVL'C; 1SQSEWLKYQGKZCI'|z&YWFSNEMKSWSDSYVYJC143LERKSHLLIIHDQLEMAFIQKNL
L

RQLNWWIGLNI77FTSLKMTWTWVDGSPIDSKIFFIKGPAKENzo784(;209AAIKESKIFSET5(|JzzzSSVFKWl

$C230QYGTHHHHHHHHG

Zapojeni disulfidt v konstruktu NKp80 F2

Obr. 18 Zapojeni disulfidech v klasické CTLD a v konstruktech NKp80 a obsazenost
N-glykosyla¢nich mist.

5.3 KompLEX NKP80:AICL

Po uspésné piipraveé obou proteinovych partnerti AICL i NKp80 nésledovala strukturni
charakterizace komplexu. S ohledem na povzbudivé vysledky pii produkci konstruktu
NKp80_F2 v PB a také na to, ze protein tvofi jen jednu glykoformu, byla méfeni
dynamického rozptylu svétla a sedimentacni analyza provedena na komplexu

NKp80_F2:AICL.

5.3.1 MERENI DYNAMICKEHO ROZPTYLU SVETLA

Meteni dynamického rozptylu svétla (z angl. dynamic light scattering, DLS) je
fyzikalni metoda, diky které 1ze urcit distribuci velikosti Castic v roztoku [68]. Svétlo
paprsku laseru je rozptyleno na ¢asticich pohybujicich se Brownovym pohybem a diky

tomu je detekovan rozptyl a fluktuace jeho intenzity. Na zaklad¢ téchto méfeni lze urcit
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velikost Castic a jejich relativni zastoupeni. Také 1ze urcit, zda vzorek obsahuje Castice
jednoho druhu, je monodisperzni, nebo Castice rizného druhu (typicky nepravidelné
agregaty) a je tedy polydisperzni.

Bylo zjisténo, ze monodisperzni roztoky proteinti ochotnéji krystalizuji a naopak
polydisperzita krystalizaci ztéZuje [69]. Protoze cilem této prace je krystalizace obou
proteint a piipadné také jejich komplexu, rozhodli jsme se méfenim DLS zjistit, zda jsou
naSe vzorky vhodné pro krystalizaci. Zajimal nas pfedev§im protein AICL, ktery mél
tendenci tvofit agregaty.

Me¢teni dynamického rozptylu svétla provedla a vyhodnotila RNDr. Katefina
Hofbauerova, Ph.D. (Fyzikalni tstav, MFF UK). Data byla naméfena na piistroji
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK).

Pted métenim byly vzorky piefiltrovany pies 0,1 um centrifugacni filtry, protoze tato
metoda je zvlaste citliva k vétsSim Casticim, které poskytuji signél s vétsi intenzitou (i kdyz
jejich relativni zastoupeni je mensi) a prachové Céstice by zkreslily vysledky. Méteni
probihalo pfi teplot¢ 20 °C v kiemennych kyvetach o objemu 40 ul. Nejprve byl
prométen protein AICL v n€kolika podminkach (koncentrace 0,6 mg/ml a 1,6 mg/ml, pH
5,5 nebo 7,5, 100mM L-arginin, 50mM citrat). Cilem bylo dal$i metodou ovétit, ve které
Z podminek ma protein optimalni chovani. Déle byl zmé&fen protein NKp80 F2 a také
komplex NKp80_F2:AICL (molarni pomér 1:1) pii hodnoté pH 5,5 a 7,5. Vysledky
meéfeni (polomér Castic, relativni polydisperzitu, relativni molekulovou hmotnost ¢astice)
zaznamenava Tabulka 5, str. 57. Grafické znazornéni distribuce intenzity ¢astic s riznym
polomérem pro AICL (méfeni ¢.2), NKp80 F2 (méfeni ¢.5) a komplexy pifi obou
hodnotach pH (méfeni ¢.6 a 7) je na Obr. 19, str. 57.
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Tabulka 5 Vysledky méfeni DLS p¥i 20 °C.

Protein Polomér+SD Pd MW<xSD
nm % kDa
1 2,098+0,3056 14,6 19,7£2,8 Monodisperzni
AICL 0,6 mg/ml, 10mM HEPES, 150mM NaCl, 10mM NaNs, pH = 5,5
2 2,184+0,2590 11,9 20,9+2.5 Monodisperzni
AICL 0,6 mg/ml, 10mM HEPES, 150mM NaCl, 10mM NaN3, 100mM L-arginin pH = 5,5
3 2,081+0,3447 16,6 18,7£7,5 Monodisperzni
AICL 0,6 mg/ml, 10mM HEPES, 150mM NaCl, 10mM NaNs, 50mM citrt pH = 5,5
4 2,067+0,5533 26,8 18,4+4,9 Polydisperzni
AICL 1,6 mg/ml, 10mM HEPES, 150mM NaCl, 10mM NaNs, pH = 7,5
5 2,115+0,2596 12,3 19,4459 Monodisperzni
NKp80_F2 1 mg/ml, 10mM HEPES, 150mM NaCl, 10mM NaNs, pt =75
_ 2,283+0,2613 11,4 23,2+7,7 Monodisperzni
NKp80_F2:AICL ¢ mg/ml, 10mM HEPES, 150mM NaCl, 10mM NaNs, pH = 5,5
7 NKp80_F2:AICL 2,151+0,3555 16,5 20,2+5,9 Monodisperzni

0,6 mg/ml, 10mM HEPES, 150mM NaCl, 10mM NaN3, pH = 7,5

Predikovana relativni molekulova hmotnost AICL je 14 kDa, NKp80 F2 (véetné jedné N-glykosylace) je 17,5 kDa.
Pd - relativni polydisperzita, MW — relativni molekulova hmotnost, SD - smérodatna odchylka.
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Obr. 19 Grafické znazornéni distribuce velikosti ¢astic dle intenzity. AICL (méfeni &. 2),

(méfeni ¢.5), NKp80_F2:AICL (méfeni &.6), NKp80_F2:AICL (méfeni &.7). Skupina &astic

A predstavuje malé molekuly, slozky pufru, skupina B jsou monomerni proteiny a skupina C jsou vétsi
agregaty.

Me¢teni ukazalo, Zze oba protein jsou monodisperzni (kromé AICL v koncentraci

1,6 mg/ml). Zaroven ve vSech vzorcich byla patrnd pfitomnost vétSich ¢astic, ovSem

Smalym relativnim zastoupenim. Vzorek AICL pii méfeni ¢.2 (0,6 mg/ml,

57



10mM HEPES, 150mM NaCl, 10mM NaN3, 100mM L-arginin pH = 5,5) m¢l nejmensi
relativni polydisperzitu. CimZ bylo potvrzeno, Ze tako podminka je vhodna jako finalni
skladovaci (koncentrace L-Argininu byla snizena na 10mM). Pfi téchto podminkach byl
také protein zakoncentrovan pro krystaliza¢ni pokusy.

Tvorba komplexu pozorovana nebyla. Predpoklddanym divodem je nizka
koncentrace. V roztocich komplexu nedochazelo k agregaci pii pH = 7,5 ani pH =5,5.
Z toho lez vyvodit, ze pokud pH lezi v tomto rozsahu, nemé na agregaci vliv a je vhodné

pro zakoncentrovani pted krystalizaci.

5.3.2 SEDIMENTACNI ANALYZA

Sedimenta¢ni analyza byla provedena metodou sedimentacni rychlosti [58]. Tato
analyza nam poskytuje Udaje o velikosti Castic a o jejich zastoupeni v roztoku. Na
makromolekuly v roztoku ptsobi velka odsttediva sila, diky které se za¢nou pohybovat
smérem ke dnu kyvety. Vroztoku se tak vytvofi rozhrani mezi roztokem
s makromolekulami a ¢istym pufrem. Pohyb rozhrani je sledovan sérii snimka a Ize tak
urcit sedimentacni koeficient (a dale pak velikost) dané makromolekuly.

Sedimentacni analyzu provedl na analytické ultracentrifuze ProteomeLab XL-I
(Beckman Coulter, USA) RNDr. Ondiej Van¢k, Ph.D. Proteiny byly analyzovéany pfi
koncentraci 0,2 mg/ml, v pfipadé komplexu se jednalo o celkovou koncentraci. Byl
analyzovan protein AICL (pufr o pH 5,5), NKp80_F2 (pufr o pH 7,5) a ekvimolarni smés
AICL:NKp80_F2 pti obou hodnotach pH (protoze jsou skladovaci podminky pro kazdy
protein jiné a pH by mohlo vazbu komplexu ovliviiovat).

Normalizovanou distribuci sedimenta¢nich koeficientd zobrazuje

Obr. 20, str. 59. Protein AICL ma pozorovanou hodnotu sedimentaé¢niho koeficientu
prepoctenou na standardni podminky (20 °C, ¢ista voda) Szow = 1,83 S, pro protein
NKp80_F2 pozorujeme Szow = 1,92 S. Na zakladé srovnani naméfené¢ho sedimenta¢niho
koeficientu a teoretické hodnoty odpovidajici sedimentaci Castice tvaru koule o stejné
molekulové hmotnosti 1ze odvodit, Ze oba proteiny se v roztoku nachazi ve formé
monomerd mirné protahlého tvaru o rozmérech cca 3-4 x 5-6 nm, coz odpovida
velikostem molekul pozorovanym ve znamych krystalovych strukturach
ptribuznych CTLD. Pro smés obou proteinti pozorujeme hodnotu sed. koeficientu

mezi hodnotami pro jednotlivé proteiny, té€7zsi castice svyS$Si hodnotou sed.
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koeficientu nevznika. Nedochazi tedy ke vzniku komplexu, pozorovana distribuce pouze
odrazi prekryv signall pro jednotlivé slozky smési proteini ve vzorku. Tento komplex
ma v§ak pomérné nizkou afinitu a proto pii nizkych koncentracich proteinti pouzitych pro

méieni nemusi byt pozorovatelny.

w

2 1.0 -
AICL pH 5.5

NKp80 F2 pH 7.5

AICL + NKp80 F2 pH 7.5

AICL + NKp80 F2 pH 5.5

0.8 -

0.6 -

0.4 -

0.2 -

0.0 . \ . .
1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

sed.koeficient, S

Obr. 20 Sedimenta¢ni analyza proteini AICL, NKp80 F2, NKp80 F2:AICL pfi pH 7,5 a 5,5.
Data byla sbirana pti 50000 ot./min a 20 °C, bylo snimano 150 snimkt po 6 minutach pfi vinové délce
280 nm. Graf zobrazuje normalizovanou distribuci sedimenta¢niho koeficientu ¢astic pfitomnych v daném
vzorku. Pozorované sedimentaéni koeficienty odpovidajici monomernim proteintim jsou szow = 1,83 S pro
AICL a spow=1,92 S pro NKp80 F2, distribuce smési odpovida prekryvu distribuci pro jeji jednotlivé
slozky, ke vzniku komplexu za pouzité koncentrace proteint nedochazi.

5.4 KRYSTALIZACE PROTEINU

Krystalizace proteini na pracovisti v Henry Wellcome Bulding for Genomic
Medicine, University of Oxford, UK byla umoznéna diky podpote z projektu BioStruct-X
(PID 10915). Nasazeni krystaliza¢nich kapek probihalo v za odborného dohledu
Yuguanga Zhao, PhD.

Pro urceni optimalni koncentrace pro krystalizaci byl proveden prekrystaliza¢ni test

[59]. Pro protein AICL to byly 4 mg/ml, pro komplex NKp80:AICL 8 mg/ml (celkova
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koncentrace proteinu ve smeési). Protoze mnozstvi NKp80 F2 (v dob¢ krystalizacnich
experimentl nebyl jesté¢ systém PB pIné optimalizovan) nebylo dostate¢né pro
samostatnou krystalizaci, byl samostatné nasazen pouze konstrukt NKp80 F1. Pro n¢j
byla uréena optimalni koncentrace 20 mg/ml. Navic byla k proteinu tésné¢ pred
krystalizaci ptidana 200 x koncentrovana endoglykosydasa F.

Proteiny byly v nizké koncentraci zmrazeny a piepraveny do Oxfordu. Krystaliza¢ni
testy byly nasazeny metodou sedici kapky. Vyvoj kapek byl sledovéan diky systému Rock
Imager 1000 (Formulatrix, USA) pfi 20 °C a on-line pfistupu pies Protein Information
Management System (PiMS).

Po dvou mésicich od nasazeni nepozorujeme vznik krystali v kapkédch komplexu
(NKp80_F1:AICL ani NKp80 F2:AICL). Krystaly nejsou pozorovatelné ani pro AICL.
Podatilo se ziskat krystaly pro NKp80 F1 hned v nékolika podminkach, jak je vidét na
Obr. 21, str. 61.

Pro vSechny podminky je spole¢ny citrat sodny, pH 5,5 a PEG 3350 (18% a 22%).
Krystaly z prvni fotografie (deska ¢. 606002, pozice F2). Byly vybrany pro difrakéni

méfeni na synchrotronu Diamond, Harwell, UK na jate 2016.
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Deska ¢., pozice 606002, F2 606002, E4

Objem proteinu (P) 100nlP 100nlP
Objem reservoaru (R) 100nIR 100nIR
Slozeni reservoaru, 0,1M citrat sodny, pH 5,5, 18 % 0,1M citrat sodny, pH 5,5, 18 % w/v
dalsi podminky w/v PEG 3350 + 20 nl 40% PEG 3350 + 20 nl 0,1M mocovina
pentaerythritol ethoxylat (3/4
EO/OH)

Deska ¢., pozice 6006002, F3 605258, G1
Objem proteinu (P) 100 nl P 200 nl P
Objem reservoaru (R) 100 nIR 100nIR
Slozeni podminky 0,1M citrat sodny, pH 5,5, 18 % 0,1M citrat sodny, pH 5,5, 22% wi/v
w/v PEG 3,350 + 20 nl 10% PEG PEG 3350
3350

e

Deska €., pozice 605265, C5 605265, G1
Objem proteinu (P) 100 nl P 100 nl P
Objem reservoaru (R) 100 nIR 100nIR
Slozeni podminky 0,1M citrat sodny, pH 5,5, 18% 0,1M citrat sodny, pH 5,5, 22% wi/v
w/v PEG 3350 PEG 3350

Obr. 21 Kapky s krystaly proteinu NKp80_F2. Fotografie krystal potizené systémem Rock
Imager 1000 (Formulatrix, USA) a podminky, ve kterych krystaly vyrostly.
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6 DISKUSE

Cilem prace bylo pfipravit proteiny NKp80 a AICL, strukturné je charakterizovat a
dozvédét se vice o receptor:ligandovém rozhrani, protoze krystalova struktura proteinti
ani komplexu neni dosud znama.

Ptiprava proteinu AICL probihala podle postupu uvedeného v diplomové praci Mgr.
Jitiho Nového [33]. ProtoZe vysledny proteinovy preparat mél nizkou rozpustnost a srazel
se, byla provedena diferencni skenovaci fluorimetrie s cilem optimalizovat slozeni pufru,
ve kterém se protein nachazi. Z vysledkt na Obr. 9, str. str. 45 je vSak patrné, ze protein
ma v rozmezi pH od 5,5 do 7,5 a pfi koncentraci NaCl 150mM nebo 300mM podobnou
stabilitu. Bylo zvoleno pH 5,5 s ohledem na to, Ze teoreticky isoelektricky bod proteinu
je 8,53 a tedy nizsi pH by mohlo napomoci i jeho rozpustnosti. Koncentrace NaCl byla
zvolena 150mM, protoze tato hodnota odpovida fyziologickym podminkdm. Navic byl
do pufru ptidan L-arginin do koncentrace 10mM. Tato latka se chova jako tzv.
,hizkomolekularni chaperon“ a muze tak stabilizovat protein v roztoku. Za téchto
podminek se podafilo protein zakoncentrovat na koncentraci 4 mg/ml, coz je zlepSeni
oproti pivodnim 2 mg/ml.

Protein NKp80 se nepodatilo pfipravit expresi v E. coli ani transientni expresi v
HEK293. Uspésna byla az produkce ve stabilnich liniich HEK293S GnTI. Prvnim
pouzitym systémem pro tvorbu stabilnich linii byl vektor pOPINTTGneo, ktery nese
rezistenci na geneticin. Diky selekénimu tlaku antibiotika dochazi k integraci genu
nesouciho rezistenci a s nim i expresniho konstruktu, ktery se nachazi v jeho tésné
blizkosti, do chromosomu bunék. I poté, co buniky béhem déleni o plasmid pfijdou, tak
diky této integraci produkuji cilovy protein. Produkce proteinu je konstitutivni, gen neni
regulovan promotorem reagujicim na piitomnost represoru ¢i induktoru. Vytézek
proteinu NKp80 F1 byl asi 3,5 mg/l bunécné produkce, coz ptedstavuje dostatecné
mnozstvi pro strukturni studie. Vytézek proteinu NKp80 F2 byl mnohem nizs§i, pouze
0,4 mg/l, coz neni dostatecné, proto byl pro jeho expresi vyuzit jesté dalsi systém pro
tvorbu stabilnich linii.

Rozdily ve vytézku exprese lze vysvétlit rozdilnymi konstrukty proteind, které jsou
znazornéné na Obr. 11, str. 46. Konstrukt NKp80 F1 obsahuje krom¢ CTLD jesté

flexibilni ¢ast, kterd spojuje CTLD s transmembranovym regionem. Tato ¢ast obsahuje,
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dle hmotnostni analyzy, dva N-vazané oligosacharidy. U konstruktu NKp80 F2 tvofi tuto
¢ast pouze nékolik aminokyselin a nenese N-glykosylaci. Piitomnost flexibilni domény a
jeji N-glykosylace by mohla hrat roli pfi stabilizaci proteinu a vysvétlit tak rozdilny
vytézek.

Pro ptipravu proteinu NKp80 F2 byly pouzity stabilni linie ziskané diky piggyBac
systému. Diky tomuto systému jsou geny pro studované proteinové konstrukty vnaseny
na do chromosomu buiiky jako transposony, tedy mobilni iiseky DNA. Tyto useky jsou
ohraniené repeticemi rozpoznavanymi transposasou. Soucasti transposonu je kromé
genu pro studovany protein a genu rezistence na selekcéni antibiotikum také promotor
odpovidajici na tetracyklin. DalSim vloZenym transposonem je gen pro produkci
reversniho tetracyklinového transaktivatoru a dalsiho selekéniho antibiotika.
Tetracyklinovy transaktivator je produkovany konstitutivné. Produkeci cilového proteinu
tak 1ze indukovat pridanim doxycyklinu, coz mize byt vyhodné, pokud se jedna o protein,
ktery bunku abnormélné zatéZuje nebo posSkozuje. Plasmidem nesoucim gen pro
transposasu jsou burnky transfekovany pouze transientné, protoze jeji exprese je potieba
pouze na zacatku.

I kdyZ jsou bunky selektovany na dvé riizna antibiotika (selekce pro produkovany
protein a jeSté pro transaktivator) a jsou tedy vystaveny vétSimu stresu, probihé rychleji
nez v pripadé pouziti pPOPINTTGneo (pouze dva tydny ve srovnani s étyfmi). Lze tedy
usuzovat, ze UspeéSnost integrace do chromosomu je vysS§i, neZ v systému
S pOPINTTGneo. Integrace neni nahodna, ale aktivni a cilena diky transposase a
repeticim ohranicujicim transposony.

Produkce proteinu NKp80 F2 byla optimalizovana z hlediska pocate¢ni bunécné
hustoty a koncentrace indukcniho antibiotika. Vhodna poc¢atecni hustota pro sedmidenni
produkce je 1-:10°- 3-10°% b/ml. Pro ziskani vyssi bunééné hustoty je viak nutné piidat
jesté jeden subkultivaéni krok, kdy jsou buiiky pfevedeny do nového média a jelikoz
rozdily ve vytézku nejsou vyrazné, neni to z ekonomického hlediska vyhodné. Vhodna
koncentrace doxycyklinu je 900 ng/ml. Z vysledki neni patrné, jestli jiz bylo dosazeno
produkéniho maxima. Doxycyklin vSak v téchto koncentracich neni pro buiky toxicky a
béhem dalSich produkci je mozné jeho koncentraci jesté zvysit. Zvolené koncentrace
vychézely z publikovanych dat, kde bylo maximalniho vytézku produkce dosaZeno jiz

s koncentraci 300 — 400 ng/ml [64]. Koncentrace indukéniho antibiotika se pro rtzné
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proteiny lisi, coz bylo timto potvrzeno. Pro kazdy nové produkovany protein v piggyBac
stabilni linii je tedy nutné provést optimalizaci a to v $ir§im rozsahu koncentraci. Vytézek
z proteinu NKp80_F2 z téchto linii je ptiblizn¢ 4 mg/1.

Piinosem této prace je také ovéfeni vyhodnosti piggyBac systému pro obtizné
produkovatelné proteiny, kterym je pravé konstrukt NKp80 F2. Tento protein se
nepodafilo piipravit expresi v E. coli ani v HEK293S GnTI" s vyuzitim transientni
transfekce a vytézky ze stabilni linie HEK293S GnTI pfi pouziti vektoru pOPINTTGneo
byly malé. Zavedeni piggyBac systému vytézek vyrazné zvysilo a umoznilo tak strukturni
studie. Tento systém tedy pfedstavuje alternativu pro dal$i ndmi studované proteiny, které
se dfive nedafilo produkovat, nebo jejich vytézky nebyly dostatecné.

Hmotnostné spektrometrickd analyza prokazala spravné zapojeni cysteinii v ramci
CTLD proteinu NKp80_F1 a NKp80_F2, tedy C115-C126, C143-C230, C209-C222.
V ptipad¢ proteinu NKp80 F1 dochézi jeste k parovani cysteinit ve flexibilni doméné.
Podle naméfenych dat je mozné zapojeni C71-C76 i C76-C104 a to s piiblizné stejnou
pravdépodobnosti. Nedochazi tak K tvorbé intermolekularniho dimeru pies lichy cystein
lezici mimo CTLD, jako je tomu napiiklad u receptoru CD69 [70]. Zapojeni cysteind ve
flexibilni doméné vSak nenarusuje zapojeni CTLD, coz svédc¢i o jeji stabilite.

CTLD doména obou konstruktii obsahuje dvé mozna mista pro N-glykosylaci. Jedno
Z nich obsahuje klasicky motiv Asn-X-Ser/Thr a podle hmotnostni analyzy je obsazené,
druhé je atypické s motivem Asn-X-Cys. Tento motiv nese N-vazané oligosacharidy
v receptoru CD69 [67]. I kdyz jsou si receptory CD69 a NKp80 strukturné podobné, neni
toto atypické misto v NKp80 glykosylované. Protein NKp80_F2, ktery dalsi predikovana
mista pro N-glykosylaci neobsahuje, tvoti pouze jednu glykoformu. Protein NKp80_F1
obsahuje jesté dalsi tfi mista ve flexibilni doméné, z nichZ pouze dvé€ jsou obsazené.
Celkové tedy obsahuje tfi mista pro N-vdzanou glykosylaci. Tato mista vSak nejsou
obsazena vzdy a protein tak tvofi n€kolik glykoforem, jak je patrné na SDS PAGE na
Obr. 16, str. 51.

Me¢teni dynamického rozptylu svétla prokdzalo, Ze protein AICL 1 NKp80 F2 jsou
pfevazné monodisperzni. Zaroven bylo potvrzeno, ze protein AICL v pufru o pH 5,5,
150mM NaCl a s ptidavkem L-argininu vykazuje nejmensi relativni polydisperzitu a Ze
tyto podminky jsou vhodné pro skladovani a zakoncentrovani pted krystalizaci. Tvorba

komplexu NKp80 F2:AICL pozorovana nebyla, coz lze ptisoudit nizké koncentraci
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proteind. Podobny vysledek poskytla i sedimentacni analyza. Tvorba komplexu nebyla
pozorovana, ale koncentrace proteinu byla opét nizsi nez disociacni konstanta tohoto
nizkoafinitniho komplexu. Analytickou ultracentrifugou byly pozorovany proteiny
vV monomernim stavu, coz potvrzuje shoda teoretickych sedimentacnich koeficientli
S témi namétenymi.

Vzorky proteinti byly v unoru 2016 pievezeny do Henry Wellcome Bulding for
Genomic Medicine, University od Oxford, UK, kde bylo za pomoci a odborného dozoru
Yuguanga Zhao, PhD. nasazeno mnozstvi krystalizacnich pokust. Byl pozorovan vznik
krystal proteinu NKp80 F1. Pro podminky, ve kterych byl protein nasazen ke
krystalizaci, je spole¢nd ptitomnost citratu, pH 5,5 a pfiblizné 20% PEG 3350. V dobé&
odevzdavani prace jesté nebyl znam vysledek métfeni rentgenové difrakce téchto krystali.

Dale byl nasazen ke krystalizaci samotny protein AICL, komplex NKp80_F1:AICL a
NKp80 F2:AICL. Krystaly vSak zatim nebyly pozorovany. Krystalizace komplexu je
problematicka, protoze rozpustnost NKp80 (15-20 mg/ml) a AICL (4 mg/ml) se vyrazné
1i8i. Je tedy obtizné ptipravit ekvimolarni smés. Ekvimolarni smés byla pfipravena v nizsi
koncentraci a komplex byl nasledné zakoncentrovan spoleéné. Piedpokladalo se, ze
tvorba komplexu by mohla protein AICL stabilizovat. I pies to v§ak béhem tohoto kroku
dochdazelo ke sraZeni, coZ vnasi nejistotu do sloZeni vysledného koncentratu. Koncentrace
proteinu ve vzorku komplexu pro krystalizaci byla 8 mg/ml.

Protein AICL pfipraveny bakterialni expresi v E. coli a in vitro renaturovany
Z inkluznich télisek ma nizkou rozpustnost i teplotni stabilitu. Oproti ptivodnimu postupu
se podatilo najit mirn¢ lepsi podminky, ale 1 pfes to se rozpustnost vi¢i NKp80 lisi.
Protein AICL obsahuje né€kolik predikovanych mist pro N-glykosylaci. Je proto mozné
ze strukture, kterd ma sice spravné poskladané disulfidy, chybi tento typ stabilizace.
Cestou pro krystalizaci komplexu je tedy ptiprava proteinu AICL v HEK293S GnTI, coz
se doposud nepodafilo (transientni exprese ani linie stabiln¢ transfekované
pOPINTTGneo nebyly uspésné). Nabizi se vSak moznost vyuziti piggyBac systému,
ktery se osvédcil naptiklad pro obtizné exprimovatelny protein NKp80 F2.
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ZAVER
Postup piipravy proteinu AICL a jeho skladovaci podminky byly
optimalizovany

S pouzitim vektoru pOPINTTGneo byly vytvofeny stabilni linie HEK293S
GnTI produkujici NKp80 F1 a NKp80 F2.

S vyuzitim piggyBac systému byla vytvoiena linie s doxycyklinem
indukovatelnou produkci NKp80 F2.

Tvorba komplexu NKp80_F2:AICL nebyla pozorovana dynamickym rozptylem
svétla ani analytickou ultracentrifugou.

Byly ziskany krystaly NKp80 F1.
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