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ABSTRAKT

NK buiiky vykazuji unikatni schopnost rozeznavat a zptisobit smrt nadorovych,
¢i virem infikovanych bunék bez predchozi senzitizace antigenem. Jejich funkce je
regulovana vyvazenymi signaly indukovanymi aktiva¢nimi a inhibi¢nimi povrchovymi
receptory pii interakci s ligandy cilové bunky. To mutZze byt ilustrovano na potkanim
receptoru NKR-P1B a jeho ligandu Clrb, které hraji mimo jiné zasadni roli v odpovédi
NK bunék na infekci potkanim cytomegalovirem (RCMV).

Béhem infekce RCMV cilova buiika snizuje expresi ligandu Clrb a tim snizuje
inhibi¢ni signél prendseny skrze NKR-P1B do NK buiiky, to v idealnim ptipadé vede k
aktivaci NK bunky a lyzi infikované buiiky. Nicmén¢, RCMV obsahuje gen pro falesny
povrchovy receptor — RCTL, ktery napodobuje Clrb, a tak napomaha uniku pied
imunitni odpovédi NK bun¢k. Zatimco tato unikova strategie byla zaznamendna
v kmeni potkantt WAG, ukéazalo se, ze NKR-P1B homolog z potkaniho kmene SD vaze
pouze Clrb a nerozeznava RCTL. Diky tomu je SD kmen méné citlivy k infekci RCMV.

Tato prace si klade za cil poodhalit molekularni zaklad NKR-P1B:Clrb receptor-
ligandového rozeznavani, pricemz vychazi z naSich diivéjSich Gspénych vysledki
ziskanych pro lidsky NKR-P1:LLT1 receptor-ligandovy par.

Ukazalo se, ze pro naslednou krystalizaci NK bunécnych receptori a jejich
ligandti je nejvyhodnéjSim rekombinantnim expresnim systémem produkce rozpustnych
extracelularnich domén téchto proteini v transientné¢ ¢i stabilné transfekované
HEK293S GnTI" lidské bunééné linii, jez poskytuje homogenni N-glykosylaci. Pro
zvySeni vytéZzku exprese rekombinantnich proteini byl optimalizovan transposonovy
doxycyklinem indukovatelny sav¢i expresni systém piggyBac v HEK293S GnTI

bunééné linii, a to za pouziti konstruktu pro rozpustny Clrb jako cilového proteinu.

KLICOVA SLOVA
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ABSTRACT

Natural Killer (NK) cells are an intensively studied part of immune system
possessing unique ability to recognize and induce death of tumor and virus-infected
cells without prior antigen sensitization. Their function is regulated by a fine balance of
signals induced by multiple activating and inhibitory cell surface receptors and their
interaction with the ligands present on the target cell. This can be illustrated on the
homodimeric rat inhibitory receptor NKR-P1B and its ligand Clrb which play, besides
other things, crucial role in the immunological response of NK cells to the infection
with rat cytomegalovirus (RCMV), one of the most studied NK cell function model in
rat model organism.

During RCMV infection the target cell downregulates cell surface expression of
Clrb, thus decreasing inhibitory signal transmitted through the NKR-P1B receptor to the
NK cell, which would ideally lead to NK cell activation and lysis of the infected cell.
However, RCMV carries a gene for “decoy” surface receptor — RCTL that mimics Clrb
and thus helps to escape the immunological response of NK cells. Moreover, while this
escape strategy was demonstrated in the WAG rat strain, it has been shown that the
NKR-P1B homologue from SD rat strain binds only Clrb and does not recognize RCTL.
Thus the SD rat strain is less susceptible to the RCMYV infection.

This research aims to elucidate the molecular basis of the NKR-P1B:Clrb
receptor-ligand recognition and is based on our previous successful results with
homologous human NKRP1:LLT1 receptor-ligand pair.

For protein crystallization of NK cell receptors and ligands, it was found out that
the best recombinant expression system for production of soluble extracellular domains
of these proteins is transiently or stably transfected HEK293S GnTI™ human cell line
possessing homogeneous N-glycosylation profile. To increase the yield of recombinant
proteins, we have optimized transposon-based doxycycline inducible mammalian cell
expression system piggyBac within HEK293S GnTI™ cell line using Clrb soluble

expression construct as the target protein.
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1 TEORETICKY UVOD

1.1 NKBUNKY

Buriky imunitniho systému, znamé jako ,,pfirozeni zabijaci® (NK buriky, z angl.
natural killer cells), byly objeveny v roce 1975 jako dalsi druh lymfocyt vedle B a T
bunék [1]. Jde o lymfocyty odvozené od kostni dfené, které sdileji spolecny ptivod s T-
bunikami. NK buiikky neexprimuji antigen-specifické povrchové receptory a obvykle
tvoti 10-15 % z celkového poctu cirkulujicich lymfocytd. Vzhledem k jejich Casné
produkci cytokini a chemokinti a schopnosti lyzovat cilové buniky bez piedchozi
senzitizace antigenem jsou NK buiiky rozhodujici soucasti nespecifického imunitniho
systému a piedstavuji prvni linii obrany proti infekénim agens [2]. NK buriky se podileji
na kontrole a zneSkodnovani né€kolika typii nddort, virovych a mikrobidlnich infekci
tim, ze omezuji jejich Sifeni a nasledné poskozeni tkani [3]. Nekteré vyzkumy poukazuji
na skutecnost, ze NK builkky maji také regulacni funkci a ze jsou zapojené do
vzajemnych interakci s dendritickymi bunikami, makrofagy, T-bunikami a endotelidlnimi
bunikami [4]. Poznavani funkci NK bunéénych receptord zaroven piedstavuje slibny
smér v imunoterapii nadorovych onemocnéni [5].

Imunitni odpovéd” NK bunék je regulovana jemnou rovnovahou aktivacnich a
inhibi¢nich signali, pfenasenych povrchovymi bunéénymi receptory. Na rozdil od B- a
T-lymfocytarnich antigennich receptori, NK bunécné receptory jsou kodovany
v zarodecné linii a neprochazeji somatickou rekombinaci [6]. NK buiiky rozpoznavaji
ostatni bunky v téle na zéklad¢ jejich povrchovych znakl, prostfednictvim kterych
dostavaji signaly aktiva¢ni nebo inhibi¢ni. O tom, jak NK buiika ve vysledku zareaguje,

rozhoduje pravé rovnovaha mezi témito signaly [7].

1.1.1 NK BUNECNE RECEPTORY

NK receptory patfi ke dvéma odliSnym strukturnim rodindm: imunoglobulinové
superrodiné (Ig) a k superrodiné receptorti podobnych lektinim C-typu (CTLR, z angl.
C-type lectin-like receptor) [8, 9]. U lidi jsou NK receptory téchto superrodin kodovany
jednak v genovém komplexu pro receptory leukocytti (LRC, z angl. leukocyte receptor
complex), ktery se nachazi u ¢lovéka na 19. chromozomu (na 7. u mysi) [10], a jednak
v NK genovém komplexu (NKC, z angl. natural killer gene complex) na chromozomu

12 (6. u mysi a na 4. chromozomu u potkana) [11, 12]. Obé zminéné superrodiny
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zahrnuji inhibi¢ni i aktivaéni receptory [13, 14].

1.1.2 ROZMANITOST ROZEZNAVANI NK BUNKAMI: SYSTEM NKR-P1:CLR

Zdravé bunky obecné exprimuji fadu inhibi¢nich liganda (a to véetné molekul
MHC-I), jejichZ exprese je ¢asto snizena pii patologické transformaci, infekci, nebo pii
bunééném stresu. Tento jev byva nazyvan ,missing-self rozpoznavani [15, 16]. Na
druhou stranu, vétSina aktivacnich ligandd je zdravymi builkami exprimovana jen
minimaln¢, ovSem byva silné zvySena béhem bunécné patologie. Tento jev je znam jako
tzv. ,,induced-self rozpoznavani [17]. Oba tyto jevy obvykle funguji zaroven a
prostiednictvim signalll od cilové buniky udrzuji rovnovahu mezi indukci NK bunééné
aktivace, Ci tolerance [17, 18].

Genova rodina NKC koduje pfiblizn€ 30 transmembranovych glykoproteint II.
typu. VSechny tyto proteiny se fadi k superrodiné CTLR [19]. Geny v NKC jsou
rozdéleny na KLR (lektinitm podobné receptory zabijecskych bunéek, z angl. Killer cell
lectin-like receptor) a geny CLEC (lektinové receptory C-typu, z angl. C-type lectin
receptor). KLR geny koduji molekuly exprimované na NK bunkach, zatimco CLEC
geny koduji molekuly exprimované na jinych typech bun¢k, naptiklad na dendritickych
bunikach (CLEC9A) a na myeloidnich bunkach (CLEC2B) [13]. Rodina KLR zahrnuje
receptory Ly49, NKG2D a CD94/NKG2A, které¢ vazou MHC-1 a MHC-I podobné
ligandy. KLR rodina rovnéZz zahrnuje receptory, které rozeznavaji od MHC-I odli§né
ligandy (napt. KLRGI, které rozpoznava E-kadherin) [20] a zaroven vazou CLEC2
kodované ligandy, které samy patii k rodiné CTLR [21]. Geny kodujici tyto CLEC2-
KLR ligand-receptorové pary jsou tedy geneticky spojeny v ramci NKC.

Jako ptiklad 1ze uvést mysi inhibi¢ni receptor NKR-P1D z rodiny KLR, ktery
vaze Clrb [14]. SniZzeni exprese Clrb b&hem genotoxického stresu spousti lyzi
zprostiedkovanou NK buitkami. Tato skutecnost tedy podporuje koncept na MHC-I
nezavislé kontroly zprostiedkované NK bunikami s pomoci NKR-P1 receptort [22, 23].
U clovéka je situace obdobna, lidsky NK receptor NKR-P1 rozeznava protein LLT1
(ligand z rodiny CLEC2) a snizuje jednak cytotoxicitu zprostiedkovanou NK bunkami,
jednak sekreci interferonu y [24 — 26]. Virova indukce exprese LLT1 na B burkach
poukazuje na roli NKR-PL:LLT1 interakce v regulaci imunitni odpovédi vuci
patogentim [27]. Lidsky aktivacni NK receptor NKp80 rozeznava AICL (rovnéz ligand

z rodiny CLEC2). Tento receptor-ligandovy par napomaha komunikaci mezi NK
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bunikami a monocyty. Ligand AICL je navic exprimovan na monokiny aktivovanych
lidskych NK buikach [21], jez rovnéz exprimuji NKp80, coz by mohlo umoziovat
autonomni kontrolu NK bunéénych odpoveédi [28, 29]. Pichled genové struktury
superrodiny CTLR je uveden v tabulce 1.

Tabulka 1: Genova struktura potkanich a lidskych Nkrpl pfibuznych genu a genu pro ligandy
podobné lektiniim C-typu.

Geny, jejichz transkripty u potkana jsou pfedmétem této diplomové prace, jsou v tabulce oznaeny
oranzové. Geny, jejichz transkripty u mysi a ¢lovéka jsou zminénym potkanim proteinim vyznamné

piibuzné také strukturné a funkéng, jsou oznaeny modie. Pievzato a upraveno z [12].

Rod Gen Pocet Exonii Velikost (kb) Genové ID

Nkrp1b (Klrbib/d); MGI107539 : 80782

Nkrpie (Klrb1-psl); MGI3624540 : 724020

Nkrp1g (KIrb1/1g); MGI96877 ; 100043861

Nkrplb (Kirblb); RGD1583688 § 678513

Nkrp1g (Klrb1/1d/1g); RGD1587563 . 689817

KLRF1 (NKp80); HGNC13342 . 51348

Clra (Clec2e); MGI13028921 . 232409

Clrc (Clec2f); MGI3522133 . 435921

Clre (Clec2-ps1) 3 13 (53)

Clrg (Clec2i); MG12136650 93675

Clri (Clec2-ps2) 5 29 (53)
CIrl (Clec2dl); RGD1564464 500331
CIr3 (Clec2d3); RGD1588731 689757
ClIr5 (Clec2d5a); RGD620070 113937
CIr7 (Clec2d7); RGD1587580 689800
CIr9 (Clec2d9a); RGD1306865 312745

Clr11 (Clec2d11a); RGD1563148 362447

CLEC2B (AICL); HGNC2053 5 175 9976

374443

CLEC2D1p (LOC374443)

CLEC2L (BACL); HGNC21969 5 211 154790
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Ptestoze jiz byla prokdzéna velkd fada funkcnich interakci mezi raznymi
NKR-P1 receptory a jejich Clr ligandy u mysi [30] a potkani [31], ¢i jejich homologti u
lidi [32], mnoho receptor-ligandovych interakci zlstava neznamych, stejné jako je
neznamou jejich funkce [12].

Tato diplomova prace je zaméiena na potkani receptor-ligandovy par
NKR-P1B:Clrb, a to pfedev§im na aspekty rekombinantni exprese téchto proteinti za
ucelem studia jejich struktury. Nejprve je ale tieba upfesnit teoretické pozadi strukturni
charakterizace téchto proteini. Nasledujici text bude tedy zaméten na potkani receptory
(a jejich ptipadné funkeni, genetické a strukturni srovnani s homolognimi proteiny u
¢lovéka a predevsim u mysi — ekvivalentni mysi ligand-receptorové pary jsou potkanim

velmi podobné).

1.1.3 PoTKANI NKR-P1B A CLRB

Potkani NK bunécny receptor NKR-P1B je disulfidicky vdzany homodimer
transmembranového typu II, jez obsahuje doménu podobnou lektinim C-typu (CTLD,
zangl. C-type lectin-like domain). Je to jeden ze ¢tyf potkanich NKR-P1 receptort
(vedle NKRP-1A, F a G). Potkani NKR-P1B je kddovan genem Nkrplb (tj. Kirblb
zrodiny KLR) v NKC genovém komplexu na centromernim konci NKC na 4.
chromozomu. Zde je uloZen i gen pro NKR-P1A, zatimco geny pro NKR-P1F a G jsou
ulozeny na telomernim konci (geny homolognich receptorti rodiny NKR-P1 jsou u mysi
uloZeny na chromozomu 6 a na chromozomu 12 u ¢lovéka). Potkani NKR-P1 zahrnuji
jak receptory aktivacni (NKR-P1A, NKR-P1F), tak receptory inhibi¢ni (NKR-P1B,
NKR-P1G) [22]. Transkripty vSech mysich Nkrpl geni byly nalezeny ve slezing,
brzliku, lymfatickych uzlindch a dalSich hematopoetickych tkanich, tedy v podstaté
vSude, kde se nachazeji NK bunky [33]. Inhibi¢ni role NKR-P1B byla v nedavném
vyzkumu potvrzena na Nkrplb deficientnim myS§im kmenu. Clrb NK bunécna inhibice
byla u tohoto kmenu zruSena a zdroveil byl tento kmen defektni v odmitani bunék
postradajicich Clrb, coz podporuje hypotézu na MHC I nezavislém ,,missing-self*

rozpoznavani Clrb in vivo [34].

Potkani receptor Clrb (Clrll, tj. produkt genu Clec2d11) zrodiny proteint

podobnych lektinim C-typu je, stejné jako jeho vazebny partner, transmembranovy
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protein II. typu. Clrb je exprimovéan ve vSech jadernych hematopoetickych bunkach a
nekterych nehematopoetickych buiikach napfic vétSinou tkani, vyjma mozku, ktery
postrada jak Clr, tak NNR-P1 expresi [22]. Exprese potkaniho Clrb inhibuje funkci NK
bun¢k skrz interakci s inhibi¢nim receptorem NKR-PIB (stejné¢ jako u mysSich
homologii; lidskymi homology pro tento par jsou NKR-P1A a LLT1). Inhibi¢ni povaha
zminéného ligand-receptorového paru byla pro Clrb potvrzena na mySi pomoci
specifické anti-Clrb monoklonélni protilatky 4A6, kterd po aplikaci blokovala inhibici
NK bunék [22]. Zda se, ze Clrb je zasadni povrchovy znak zdravych buné¢k, a to
vzhledem k tomu, Ze jej produkuji v podstaté vSechny jaderné hematopoetické buriky a
stejné tak embryonalni buiiky a dospélé kozni fibroblasty [23]. Ze se jedna o ,,znamku
zdravi“ podporuje i fakt, ze exprese Clrb je Casto snizena pii bunééné patologii, coz
zahrnuje hematopoetické tumory, ndkazu potkanim a mysim cytomegalovirem (RCMV,
zangl. rat cytomegalovirus; MCMV, zangl. murine cytomegalovirus) [35] a
genotoxicky a buné&ny stres [23]. Zajimavé je, Ze potladeni exprese se déje jak na
transkripcni, tak na translacni arovni. To naznacuje, Ze transkripéni, post-transkripéni a
post-translaéni mechanismy hraji dulezitou roli v expresi Clrb a tim i v regulaci NK

bunécné aktivity [23, 35].

Na strukturni trovni proteiny NKR-P1 a Clr patii ke skupiné¢ V superrodiny
lektinti C-typu. Lektiny C-typu jsou tfida glykoproteinti charakteristicka zavislosti na
iontech Ca?*, konzervovanymi disulfidicky spojenymi cysteiny a funkéni doménou pro
rozeznavani sacharidt [19, 36]. Proteiny NKR-P1 a Clr jsou oznacovany jako lektinim
podobné, nebot’ primarné vazou jiné proteiny a vykazuji atypickou konzervovanost ve
svych cysteinovych reziduich ve smyslu, ze pravdépodobné ztratily nckterd rezidua a
struktury dilezité pro koordinaci Ca®" iontf, a tak postradaji vysokou afinitu v Ca®*-
dependentni vazbé sacharidl (napiiklad mysi Clr a lidské LLT1 postradaji paty cystein
Vv jejich lektinim podobné doméng) [37]. Celkove se zda, ze v§echny NKR-P1 proteiny
sdileji strukturu podobnou jinym CTLD, coZ zahrnuje minimalné dva a helixy a dva
anti-paralelni B listy. Maji B jadro slozené z dlouhych anti-paralelnich B fetézci, které
formuje centralni pilit lemovany z jedné strany kratkym B fet€ézcem a z druhé strany 3
listem. Toto jadro je obklopeno dvéma az tfemi a helixy. Pravdépodobné vSechny mayji

tfi disulfidické vazby (kromé mysiho NKR-P1CBALB jez ma dvé). Porovnani vsech
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znamych NKR-P1 ektodomén odhalilo nejvyssi konzervovanost v oblasti -jadra, nizsi
v oblasti smy¢ek na povrchu CTLD, kde, jak se zda, nejdelsi smycka hraje zasadni roli
v ligandové specifité [38].

Ocekavana struktura potkaniho Clrb by méla byt podobnd jinym proteintim
z rodiny CLEC2. Pro ilustraci zde uvadim obrazek krystalové struktury mysiho Clrg
(Obr. 1) [39]. Nedavno publikované ¢étyii krystalové struktury lidského LLT1 (homolog
potkaniho Clrb) ziskané za riznych podminek ukézaly, ze jeho dimerni forma sleduje
klasicky zpiisob dimerizace CLEC2 receptord, stejny jako u lidského receptoru CD69,
jenz byl prvnim receptorem z CLEC2 rodiny se zndmou strukturou. Monomerni forma
vykazuje stejné sbaleni s vyjimkou polohy vngjsi ¢asti regionu dlouhé smycky (Obr. 2,

str. 17) [40].

Obr. 1: Struktura myS$iho Clrg. Clrg se objevuje Vv krystalové struktufe jako dimer slozeny
z podjednotek A a B, coz je zaroven obsah asymetrické jednotky. Na urovni sekundarni struktury mysi
Clrg formuji dva a-helixy, dva anti-paralelni B-listy a dvé disulfidické vazby (Cys92—Cys103, Cys120-
Cys202). Sbaleni je velmi podobné lidskému receptoru CD69 s typickym uspofadanim smycky v CTL

doméné. Pievzato z [39].
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monomer LLT1

(a)

147-160 .

S

(©) (d)

Obr. 2: Struktura lidského LLT1. (a) Struktury dimerni (LLT1_ D2, cyan) a monomerni (LLT1_mono,

oranzova) formy LLT1. Smycka je ve standardni dimerni pozici u LLT1 D2 (modrd) a je v opac¢né pozici
u  LLTI mono (nachova). (b) porovnani struktury LLTI D2 (cyan) s myS$im ortologem Clrg.
Disulfidické vazby jsou oznaeny Zlut€. (C) Detailni pohled na struktury smycky diskutované v (a). (d)
Elektrostaticky potencial povrcht LLT1 D2 (horni) a mysi Clrg (spodni; pohled z vrchu dimeru).
Prevzato z [40].

1.1.4 UNIKOVE STRATEGIE VIROVYCH INFEKCT

Objasnéni funkce a mechanismu imunitni odpovédi NK bunék b&éhem virové
infekce jiz bylo a je vénovano mnoho pozornosti. Dulezité informace o funkci NK
bunék pii potlacovani virovych infekci in vivo byly ziskany studiem infekce mySim
cytomegalovirem (MCMYV). U rezistentniho kmene mysi C57BL/6 (B6) NK bunécny
aktivacéni receptor Ly49H rozeznava virem kodovany protein m157-a exprimovany na
povrchu infikované buiiky. Vazba aktivacniho receptoru s virem kédovanym ligandem
nasledn¢ spousti NK cytolytické funkce a infikovand bunka je znicena [41, 42].
Pozorovany byly ovSem i virové strategie obchazejici tento typ nespecifické imunity.

Funkce zminénych aktivacnich a inhibi¢nich receptori mize byt ilustrovana na

potkanim inhibi¢nim receptoru NKR-P1B a jeho ligandu Clrb, které hraji zasadni roli
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v odpovédi NK bunék na infekci potkanim cytomegalovirem. Cytomegaloviry jsou
znamé tim, ze koduji nékolik genovych produkti, jejichz funkci je podlomit MHC-
dependentni imunitni rozeznavani. Infekce RCMV také vyrazné potlacuje expresi Clrb a
tim se nakazend bunka stava senzitivnéjsi k rozeznani a zabiti NK bunkami. Naproti
tomu genovy produkt potkaniho cytomegaloviru, lektinu podobny transkript C-typu
RCTL, s homologii k Clr ligandim NKR-P1 receptorii, funguje jako falesny ligand,
ktery chrani infikované bunky pfed NK zabijenim skrze interakci s NKR-P1B
inhibi¢nim receptorem.

Protein RCTL (z angl. RCMV C-type lectin-like) je exprimovan v druhé ¢asti
Casné a béhem pozdni faze replikaéniho cyklu tohoto viru. Jedna se o protein o velikosti
20 kDa obsahujici CTLD a sdilejici vyznamnou homologii s potkanimi i myS$imi Clr
molekulami [43] (z 50 % stejna aminokyselinova sekvence s mysim Clrb, ze 48 % s
mys$im Clrg, z 60 % s potkanim Clrb). Je pozoruhodné, ze také intron-exonova struktura
genu pro RCTL je podobna struktufe genti pro Clr, coz poukazuje na pravdépodobné
pfevzeti tohoto genu virem od hostitele béhem replika¢niho cyklu; mezi obéma geny
vSak existuji jisté rozdily — introny byly v genu pro RCTL zkraceny a region kodujici
intracelularni doménu byl zkracen a pozménén. Piedpoklada se, Ze tyto zmény vedou v
dusledku k moznosti regulace exprese a funkce RCTL nezavisle na Clrb. Pomoci
monoklonélni protilatky R3A8 (specifické pro RCTL a potkani Clrb) bylo zjiSténo, ze
infekce RCMV zplisobuje ztratu povrchové exprese Clrb, ktera by vedla k eliminaci
virem napadenych bunék NK lymfocyty. Ztrata fyziologického ligandu je ale rychle
nahrazena expresi RCTL ve form€ homodimeru; tento ndhradni ligand pfimo interaguje
s NKR-P1B a tak inhibuje NK buné&¢nou cytotoxickou aktivaci [44].

Geny pro NKR-P1B u jednotlivych potkanich kment vykazuji vy$s§i miru
alelického polymorfismu neZ ostatni izoformy NKR-P1. Vyznamné se liSi napt. alely
NKR-P1B u potkanich kmen SD, BN, F344, BS, PVG, WAG a TO. Identické jsou
NKR-P1BBSPVE g NKR-P1BWAC, od nichz se odliguji NKR-P1BRNKSDENF34 (1teré jsou
si vzajemné dosti podobné); NKR-P1BTO
Byla zkoumana interakce NKR-P1BSP a NKR-P1BWAC jednak s Clrb, jednak s RCTL.
Zatimco NKR-P1BWAC rozpoznaval jak Clrb, tak RCTL, NKR-P1B®P specificky vazal

se odliSuje od obou vyse uvedenych skupin.

pouze Clrb. Tento fakt vyrazné nasvédcuje hypotéze, ze alelicka divergence hlodav¢ich

NKR-P1 receptorit mtize byt dusledkem evoluce genomu hostitele pod selekénim
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tlakem ve snaze vyhnout se diskutované virové strategii a zaroven zachovat rozeznavani
Clrb pro toleranci organismu vlastnich bunék. Existence lektinim podobnych geni
v nékterych jinych virech zaroven naznacuje, ze by se mohlo jednat o obecnéji

rozsifenou strategii k obchazeni nespecifické imunity [35, 44].

1.2 REKOMBINANTNI EXPRESE PROTEINU

Zasadni otazkou pro odvétvi jako jsou biomedicina, farmaceuticky primysl,
imunologie a proteomika je ziskani dostate¢ného mnozstvi proteinii ve form¢ vhodné
pro dany ucel. Pro vétSinu uceli je ziskdvani proteinii z ptivodniho zdroje naprosto
nedostacujici. Je proto jasné, Ze produkci rekombinantnich proteind a jejimu zlepSovani
je stale vénovano mnoho Usili (a to hlavné s pfihlédnutim k ekonomickym aspektim
produkce proteinii pro farmaceuticky pramysl, kde rocni obrat za biofarmaka ¢ini vice
nez 50 miliard dolart) [45].

Pro rekombinantni expresi proteind, tedy postup, pfi kterém je pomoci vektoru
virového ¢i bakterialniho plivodu vnesen do produkéniho organismu gen cilového
proteinu, je nejprve tieba odpoveédét si na otazku, k jakému ucelu je protein vyzadovan
a jaké mé mit vlastnosti. Prokaryotické organismy maji velmi odliSny proteosynteticky
aparat oproti eukaryotim, coZ miiZze ¢asto vyustit v produkci nerozpustnych proteinil ve
form¢ inkluznich télisek. Ta je v nékterych piipadech mozZné s vysokym vytéZzkem
renaturovat a ziskat tak zna¢né mnoZstvi rozpustného proteinu pii zachovani pomérné
malych nakladt. Prokaryoty nejcastéji pouzivanymi pro rekombinantni expresi proteint
jsou bakterie Escherichia coli a Lactococcus lactis [46].

Eukaryotické expresni systétmy jsou vyrazné¢ rozmanitéjsi a diky
propracovangj$imu proteosyntetickému aparatu a posttranslaénim modifikacim mnohdy
prekonévaji obtize se Spatnym sbalovanim proteint, pfipadné jsou vyuzivany tam, kde
jsou konkrétni posttranslaéni modifikace Zadouci. Velmi roz§ifenymi organismy pro
eukaryotickou rekombinantni expresi jsou kvasinky rodu Saccharomyces cerevisiae a
Pichia pastoris. Jejich hlavni vyhodou je nenaro¢na kultivace a pomérmné vysoké
vytézky. Kvasinkovy proteosynteticky aparat ovSem poskytuje manosovou
hyperglykosylaci proteinil, coz je nejvétsi nevyhodou tohoto systému. Dalsi velmi
rozsifenou bunécnou linii pro rekombinantni expresi jsou hmyzi buiky, predné¢ od

Drosophila melanogaster odvozena bunécna linie S2. Tyto buiky opét nejsou piilis
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naro¢né na kultivaci a poskytuji proteiny s jednoduchou manosovou glykosylaci, coz
Z hmyzich linii ¢ini vhodny produkéni systém pro strukturni biologii [46, 47]. Dale stoji
za zminku pouziti Leishmania tarentolae, zastupce prvokt ze skupiny Protozoa.
Systémy vyuzivajici tyto buiiky poskytuji proteiny s glykosylaci podobnou glykosylaci
savCiho typu. Ve farmaceutickém primyslu se ve velkém pouzivaji expresni systémy,
zalozené na savCich bunécnych liniich. Jde pfedevsim o linii CHO, odvozenou od
primarnich bunék vajecniku kiecika ¢inského [48], linii NSO [49] odvozenou od mysiho
myelomu a v neposledni fadé€ i o linii HEK293 odvozenou od lidskych embryonalnich
ledvinnych bunék [50]. Obecné tedy neni mozné fici, Ze néktery z rekombinantnich
systémt je nejlepsi, nybrz jak vhodny je pro konkrétni aplikaci. Je ovSem mozné
konkrétni expresni systémy optimalizovat a hledat dalsi pristupy ke zvySeni vytézkid a

ke snizeni Casové, finan¢ni a materialni naro¢nosti rekombinantni produkce proteint.

1.2.1 SAVCI EXPRESNI SYSTEMY

Sav¢i bunééné linie jsou odvozeny od primarnich bunék piislusného organismu.
Tyto buiiky se ovS§em nemohou délit neomezené dlouho, proto jsou tzv. imortalizovany
a to bud ndhodnymi mutacemi, transformaci virovou DNA, nebo fuzi sjiz
imortalizovanou nadorovou burikou [51].

Jak jiz bylo uvedeno vyse, trzby z biofarmak ¢ini roéné kolem 50 miliard dolart.
V prehledu nejprodavangjSich biofarmak s naskokem vedou monoklondlni protilatky
(Obr. 3, str. 21). Tyto proteiny jsou obvykle produkovany pravé v liniich CHO a NSO, o
vyznamu savéich expresnich systémi proto neni pochyb [52].

Dtivody pro rozsiteni linie CHO proti jinym savéim systémim jsou v moZnosti
kultivace v bezsérovych médiich pii vysokych hustotach suspenznich kultur, ze kterych
je mozno ziskat vytézky mezi 2 a 6 g/l média. V roce 1989 bylo na této linii testovano
44 lidskych patogent — vétSina z nich se v CHO nereplikuje (véetné vird HIV, chiipky,
herpes virti a spalni¢ek). To déla z CHO pomérné robustni expresni systém s niz$im
rizikem kontaminace [53]. Diskutovanym problémem ohledné¢ CHO je glykosylace.
Ukézalo se, ze ruzné varianty glykosylacnich motivii ovliviiuji stabilitu a funkci
produkovanych proteinti, a také, ze neptirozené glykoformy mohou byt imunogenni. U
CHO bun¢k se jednd hlavné o terminalni galaktosa-a-1,3-galaktosovy epitop, u kterého

se prokazala imunogenita u ¢loveka [54]. Tento problém je mozno piekonat expresi
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Vv lidskych bunécnych liniich, kde na vyznamu stale vice nabyva linie HEK293 a od ni

odvozené varianty.

® Monoklonalni protilatky
m Hormony
= Ristové faktory
Fazni proteiny
B Cytokiny
m Krevni faktory
B Terapeutcké enzymy
B Rekombinantni vakciny

B Anti-koagulancia

Obr. 3: Diagram prodeje deviti nejprodavanéjSich biofarmak. Srovnani trzeb z deviti

nejprodavangjSich biofarmak, ¢isla jsou uvedena v miliardach dolarti. Zhruba jednu tfetinu tvofi
monoklonalni protilatky (mAb), nasledované hormony a rustovymi faktory. Spolecné tak prvni tfi

skupiny tvofi vice nez tfi étvrtiny celkového prodeje. Prevzato a upraveno [52].

1.2.2 EXPRESE PROTEINU V LINII HEK293

Prvni liska bunécnaé linie byla vyvinuta témét 20 let po CHO linii a to v roce
1970 Frankem Grahamem (v laboratofi Alexandera Van der Eba v Leidenu;
Holandsko). Byla odvozena od primarnich lidskych ledvinnych buné€k z potracenych
embryi. Imortalizace byla provedena transformaci adenovirovou DNA AdS sérotypu.
Samotna transformace byla provedena postupem vyvinutym Van der Ebem, tedy uzitim
chloridu vapenatého. Cislo 293 oznacuje &islo pokusu, ze kterého tato linie vzesla [55].

Od chvile, kdy wvznikla, si linie HEK293 drzi prvenstvi v pouziti pro
rekombinantni expresi proteinli mezi lidskymi liniemi. Byla vyvinuta fada variant

odvozenych od puvodni linie. Zde zminim nejpouzivanéjsi z nich:
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e HEK293N3S  byla vyvinuta pro  suspenzni rast ve  velko-
objemovych bioreaktorech [56].

e HEK293S byla adaptovana pro rist v bezsérovych podminkach [57].

e HEK293T je kultura stabilné¢ transfekovanad genem pro velky antigen
polyomaviru SV40 TAg. Tato kultura je vhodna pro transientni produkce, nebot’
diky zminénému genu umoziuje episomalni replikaci plazmidi s replikacnim
pocatkem SV40 [58].

e HEK293E je linie stabiln¢ transfekovana genem EBNAIt, tedy genem pro
nuklearni antigen 1 viru Epstein-Barrové. Ten umoziuje episomalni replikaci
plazmidu s replikaénim pocatkem oriP. Zaroven i tato kultura je upravena pro
bezsérovou kultivaci [59].

o HEK293S GnTIF  je upravena  tak, ze  postrada aktivitu
N-acetylglukosaminyltransferasy I (GnTI). To zajistuje homogenni manosovou

N-glykosylaci typu GIcNAc.:Mans (Obr. 4, str. 23) [60].

Obecnou vyhodou HEK293 bunéénych linii je jejich snadna transfekovatelnost, kdy
Ize snadno dosahnout nadpolovi¢ni a v nékterych ptipadech az takika 100% tspéSnosti
transfekce. Rekombinantni pfiprava proteind v téchto liniich s sebou ovSem nese
problém v podob& neuniformni glykosylace sav¢iho typu. Navazané oligosacharidy se
li§i v poctu zbytkli kyseliny sialové a fukosy, na nékterych glykosyla¢nich mistech
mohou oligosacharidy zcela chybét. Nehomogenni glykosylace byva problémem hlavné
pii proteinové krystalizaci, nebot” pfipraveny protein tak neni chemicky cCistou latkou.
Potize s nehomogenni glykosylaci je mozno feSit vice pfistupy. Je zndmo neckolik
endoglykosidas, které je mozno pouzit k deglykosylaci (napt. endoglykosidasa H, ¢i
protein-N-glykanasa F). Piestoze tyto enzymy deglykosyluji pomérné spolehlivé,
nevyhodou v jejich pouZiti je nutnost zavedeni dalSiho purifika¢niho kroku pro jejich
odstranéni ze vzorku. Jiny pfistup tkvi v pouziti kifunensinu, inhibitoru a-manosidasy,
pfi expresi proteinu. Kifunensin zabrani odstépeni manosové struktury a tim i nasledné
syntéze komplexnich oligosacharidi. Nevyhodou pouziti kifunensinu je jeho vysoka
cena [61].

Celkem elegantnim feSenim je zasah pfimo do bunécné glykosylacni kaskady, kdy
je vyfazen enzym N-acetylglukosaminyltransferasa I, jako je tomu u linie HEK293S

GnTIl™ (Obr. 4, str. 23). Takovéto linie poté poskytuji uniformni glykosylaci typu



-23-

GIcNAc2Mans, ktera je jednodussi, nez pii pouziti kifunensinu. Nevyhodou této linie

mohou byt nizsi vytézky zpiisobené neptirozenou glykosylaci.

ER

N-acetylglukosaminyl
\L transferasa |l
(

GnTIl)

Manosidasa
Manosyltransferasa

(GalT)

‘b Galaktosyltransferasa

N-acetylglukosaminyl
transferasa |
(GnTI)

‘L Sialyltransferasa

Manosidasa ll
| (vinsi)

Bl N-acetylglukosamin - @ Manosa () Galaktosa € Kyselina sialova

Obr. 4: Glykosyla¢ni kaskada v linii HEK293. Glykosyla¢ni kaskada u linie HEK293S GnTI" je
pferusena inaktivaci na misté¢ N-acetylglukosaminyltransferasy 1 (GnTI, cervené). To =zajistuje

homogenni manosovou N-glykosylaci typu GIcNAc;Mans. Pievzato a upraveno [62].

1.2.3 MOZNOSTI TRANSIENTN{ A STABILN{ TRANSFEKCE LIDSKYCH BUNECNYCH LINII

Transientni transfekce, nasledovana selekci na antibiotika, pfedstavovala tradicni
metodu pro zaclenéni DNA do genomu a vytvofeni stabilné produkujicich bunéénych
linii. Byl-li pokus vibec Gspésny, predstavoval casové narocnou praci v trvani 4 az 6
mésict. Ani tak ale ¢asto nebyly vytézky z téchto linii vysoké, nebot’ cilova DNA byla
do genomu vlozena nahodné [52].

Jednou strategii, jak urychlit proteinovou produkci a zaroven ziskat rozumna
mnozstvi proteinu, je vyhnout se selek¢nimu kroku provedenim pouze tranzientni
transfekce (bez selekce na antibiotika) vhodnym expresnim plazmidem. PouZzivani
suspenznich bunéénych linii a relativné levnych transfekénich ¢inidel (chlorid vapenaty
¢i linearni polyethylenimin, I1PEI), ¢ini ztohoto postupu metodu volby pro
rekombinantni expresi snadno produkovatelnych proteini a to v objemech od mililitra

az po stolitrové reakéni tanky. Hlavni nevyhodou této metody je vysokd spotieba
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plazmidové DNA. Na druhou stranu, ziskani dostatecného mnozstvi plazmidové DNA
ze suspenzi transformovanych E. coli neni v soucasnosti problém. U produkci pro
farmaceuticky primysl je vSak nutné, aby pouzivana DNA byla zcela distd, bez
endotoxind a jinych kontaminant. Dals$i nevyhodou je podstata tranzientni produkce,
tedy fakt, ze pouze ¢ast bunécné suspenze je transfekovana a Ze cela produkce je
piechodné. Na rozdil od stabiln¢ transfekovanych linii je tedy pro vyrobu dalsi Sarze
proteinu potieba cely postup zopakovat. Proto je pfi tranzientni transfekci vhodné
vyuzit néktery z pfistupti pro zvyseni produk¢ni ucinnosti, nebot’ samotna produkce je
zalezitosti pouze jednoho tydne az ¢trnacti dna [63]. Jednim pfistupem je pouziti anti-
apoptotickych proteint, napiiklad z bcl-2 rodiny, které vede k vyssi viabilité kultury a
tim k lepSim vytézkam. Dalsi pfistup je v regulaci bunécného cyklu, ktery mize byt
ovlivnén jak chemicky (napf. vinblastinem, kolchicinem, ¢i hydroxymocovinou), nebo
geneticky. Rovnéz kultivace s inhibitory methyltransferas a histondeacetylas (napf.
kyselina valproova a butyrat sodny) se vyrazné osvédcila ve smyslu zvySeni vytézki.
Tento vycet je jen piehled nejobvyklejSich postupti, existuje i fada dalSich; pro
optimalni produkci cilového proteinu je mozno tyto postupy v rizné mife kombinovat.
Ani to ale vzdy nezaruci dostate¢né mnozstvi cilového proteinu. Pro tyto pfipady a pro
ptipad potieby dlouhodobé produkce je mozné pouzit nékterou z metod tvorby
stabilnich linii [52].

Ze snahy ucinit ze stabilni transfekce ne zcela ndhodny proces vzeSlo hned
nékolik ptistupti, diky kterym lze dosahnout stabilné a vysoce produkujicich linii za
pomérné kratky ¢as. Pristup zaloZeny na rekombinasach vyuziva vysoce produkujiciho
klonu z linie, kterd jiz byla stabilné transfekovéna reportérovym genem. Tento gen je
ohrani€en sekvenci, kterou rekombinasa rozeznava a dokaze jej vymeénit za cilovy gen,
ktery je poté na tomto misté v genomu rovnéz silné transkribovan [64]. Jinym piistupem
je pouzivani upravenych virh, které vlozi cilovou DNA do genomu hostitelského
organismu. Tyto viry byly upraveny tak, aby se V hostitelském organismu
nereplikovaly. 1 tak ale piedstavuji jisté bezpecnostni riziko, coz spolu s omezenou
kapacitou pro prendSenou DNA (cca 10 kb) ¢ini jejich hlavni nevyhodu. Pro zvySeni
produkce je také mozno pouzit nékteré sekvence DNA, které, jsou-li ulozeny vedle
cilového genu, upravuji Gcinnost jeho transkripce (napf. element UCOE, zangl.

Ubiquitous Chromatin Opening Element) [65].
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Zajimavym a pomérné rychlym nastrojem pro tvorbu stabilnich linii je systém
piggyBac, ktery vyuziva enzymu transpozasy pro dopraveni cilovych genti do genomu

produkéniho organismu.

1.3  EXPRESNISYSTEM PIGGYBAC

Transpozon je semiparaziticky DNA element, ktery pouziva ,,cut-and-paste*
(vystfihnout a vlozit) mechanismus, kdy za pomoci enzymu transpozasy je konkrétni
sekvenci ohrani¢eny isek DNA vystifihnut z jeho momentalni lokace a vlozen do lokace
jing (Obr. 5, str. 26). Transpozon tak muze byt pouzit pro ptenos DNA do genomu
cilové bunky ¢i tkdn€ (za pouziti plazmidu ¢i virové DNA jako pfenaSece transpozonu
do hostitelské buiiky ¢i tkang) [66].

Transpozonu aktivné vyuziva systém piggyBac, jez se ukazal byt velice
efektivnim systémem nejen na poli stabilni rekombinantni exprese, ale i v medicinskych
aplikacich, kde mlze byt pouZit jako pfenase¢ genovych terapeutik, naptiklad pii 1é€bé
muskularni dystrofie [67], ¢i pro modifikace lymfocyti in vitro a in vivo za téelem
protinadorové terapie [68].

Transpozonovy systém piggyBac se v ptirodé v podstaté vyskytuje pfirozené a
byl prvné objeven na hmyzich buinikach Trichoplusia ni zrodu Lepidoptera pfi
propagaci bakuloviru, do kterého, jak bylo nésledné zjiSténo, byl vloZzen novy DNA
element. Bakulovirus s sebou nesl tento element (anglické ,,piggyback® znamena nést
na zadech; také ve vyznamu svézt se s né¢im); anglické ,,back* bylo zkraceno na ,,Bac®,
jako pfipominku nalezeni na bakuloviru a odtud tedy nazev piggyBac.

Pro vétSinu aplikaci jsou transpozon a gen pro produkci transpozasy oddéleny
mezi dva rizné plazmidy, kterymi je produkéni linie kotransfekovéana. Kultura je poté
selektovana na dvé rGznad antibiotika. KdyZ je piggyBac transpozasa transientné
exprimovana, vaze se na palindromatickou sekvenci TTAA, kde pierusi sekvenci a
odhali 3 hydroxylovou skupinu na obou koncich genu. To vyusti v hydrofilni atak
ptilehlé TTAA sekvence a je zformovana tzv. svorkova formace. Takto je transpozon
uvolnén z plazmidu. Transpozasa poté vyhledd dalsi TTAA sekvenci v genomu
hostitelského organismu a transpozon vlozi doprostied této sekvence. Takto je
transpozon prenesen do genomu, kde je op€t z obou stran obklopen sekvenci TTAA (je

tedy mozno ho za pouziti transpozasy znovu vystiithnout). Vyhodou tohoto systému
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oproti virovym vektorim je vétSi kapacita v ramci velikosti pfenaSeného genu a také
nizsi biologické riziko pii jeho pouzivani. Geny pienesené timto systémem také netrpi

tolik uml¢ovanim exprese, jako je tomu u virovych vektora [66].
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Obr. 5: Mechanismus systému piggyBac. piggyBac transpozasa se vaze na palindromatickou sekvenci
TTAA, kde pferusi sekvenci a odhali 3 hydroxylovou skupinu na obou koncich genu. To vyusti v
hydrofilni atak pfilehlé TTAA sekvence a je zformovana tzv. svorkova formace. Takto je transpozon
uvolnén z plazmidu. Transpozasa poté vyhleda dalsi TTAA sekvenci v genomu hostitelského organismu a
transpozon vlozi doprostied této sekvence. Takto je transpozon pienesen do genomu, kde je opét z obou
stran obklopen sekvenci TTAA (je tedy mozno ho za pouziti transpozasy znovu vystiihnout). Pfevzato a

upraveno [66].

V této diplomové praci byl pouzit systém piggyBac, jez je upraven tak, Ze
transpozon v sobé mimo expresni kazety nese také gen pro reversni tetracyklinovy

transaktivator (rtTA), ktery je produkovan konstitutivné. Po ptfidani doxycyklinu se
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rtTA vaze na element odpovidajici na tetracyklin (TRE, z angl. tetracycline response
element) v promotoru a indukuje expresi cilového genu [70]. Nami pouzity systém je
tedy indukovatelny doxycyklinem a produkci rekombinantniho proteinu Ize spustit, az

kdyz je na ni produkéni kultura ptipravena.
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CILE PRACE
Zavedeni a optimalizace expresniho systému piggyBac jako néstroje pro tvorbu
indukovatelnych stabilné transfekovanych linii HEK293S GnTI".

Produkce potkaniho NK bunécného receptoru Clrb ve stabilné transfekované

linii HEK293S GnTI".

Produkce potkaniho NK bunécného receptoru NKR-P1B ve transientné
transfekované linit HEK293S GnTI".

Krystalizace komplexu potkaniho NK bunécného ligand-receptorového paru

Clrb-NKR-P1B.
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3 MATERIAL

3.1  PRISTROJE A POMUCKY

0,1um centrifugacni filtry Ultrafree-MC
Autoklav Varioklav 400 E

Automatické pipety

Automatické pipety

Centrifuga Allegra X-22R

Centrifuga EBA 12R

Centrifuga Universal 320 R
Centrifugacni zkumavky Oak Ridge
Filtry pro sterilizaci 0,22 pm

Fotoaparat Cyber-shot DSC W570
Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit
High-Speed Plasmid Mini Kit
Hemocytometr

HPLC systém AKTA basic

Inkubétor CO2 MCO0-18 AIC

Inkubator IR 1500

JETQUICK Gel Extraction Spin Kit
Kahan Fuego SCS

Kolona Superdex 200 Increase 10/300 GL
Kolona HiTrap MabSelect Sure 5 ml
Kolona HiTrap Talon Crude 5 ml
Koncentratory Amicon Ultra (MWCO 10000)
Krystalizacni desticka (96 jamek)
Krystaliza¢ni robot Cartesian

Lahve ¢tverhranné s prody$Snymi vic¢ky
Laminarni box Clean Air

Laminarni box BIO 126
Mikrocentrifuga MiniStar silverline
Mikroskop inverzni AE31

Millipore, USA

HP Labortechnik GmbH, Némecko
Discovery HTL, Polsko
Pipetman Gilson, USA
Beckman Coulter, USA
Hettich, Némecko
Hettich, Némecko
Sigma, USA

TPP, Svycarsko

SONY, Japonsko
Geneaid, 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
Millipore, USA
Greiner, Némecko
Genomic Solutions, USA
P-Lab, CR

PMV, Nizozemi
LABOX, CR

VWR, USA

Motic, Némecko



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

pH metr @ 200

Pipetovaci néstavec Pipetus

Pipetovaci stanice Hydra

Plastik pro tkanové kultury

Predvazky KB1200-2

Robot Cartesian

Rotac¢ni vakuova odparka CentriVap DNA
Souprava pro agarosovou elektroforézu
Souprava pro SDS-PAGE
Spektrofotometr DS-11+
Spektrofotometr UV/VIS UV4-500
Termoblok LS1

Termocykler Techgene

Termocycler Rotor-Gene 2000
Ttepacka Orbi-Safe TS

Ttepacka Celltron

Ttepacka Multitron Cell

Vafi¢

Vodni lazen

Vodni lazen TW2

Vortexovy mixér

UV prosvécovaci lampa (300 nm)

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

ZymoPure Mix & Go E. coli Transformation Kit

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

VLM, Némecko

Techne, UK

Corbett Life Science, USA
Gallenkamp, UK

Infors HT, Svycarsko
Infors HT, Svycarsko
ETA, CR

Memmert, Némecko
Julabo, Némecko

VELP Scientifica, Italie
Ultra-Lum, USA
UVltec, UK

Millipore, USA
Apparatus Corporation, UK
Zymo Research, USA
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3.2

Infusion

ENZYMY

Q5 DNA polymerasa
Nhel HF
Pmel HF
RNAsa A

3.3 PUFRY PRO ENZYMY
CutSmart buffer
Infusion buffer

Q5 reaction buffer

3.4
E. coli DH5a.
E. coli Stbl3
HEK?293S GnTI

BUNECNE A BAKTERIALNI KMENY

3.5 VEKTORY
PB-T-PAF

PB-RN

PBase
pCT5_C2
pCT5_H4
pTW5sec_C2
pTW5_aFGF
pTWb5sec H4
pTW5 p27
pYD5_S1

Takara Bio, USA

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
Lach-Ner, CR

New England Biolabs, USA
Takara Bio, USA
New England Biolabs, USA

Invitrogen, USA
Thermo Fisher, USA
ATCC, USA

Prof. James M. Rini, Ph.D., University of
Toronto

Prof. James M. Rini, Ph.D., University of
Toronto

Sanger Institute, UK

Bc. Ondtej Skotepa, PiF UK, Praha

Bc. Ondtej Skotepa, PiF UK, Praha

Bc. Tereza Prokopova, PiF UK, Praha

Mgr. Edita Polachova, PiF UK, Praha

Mgr. Jan Blaha, PfF UK, Praha

Mgr. Edita Polachové, PiF UK, Praha

Mgr. Anna Dvorska, PfF UK, Praha



-32-

3.6  OLIGONUKLEOTIDY PRO PCR

pCT5_C2_inf FW 5- AGTTTGTACAGCTAGATGGGAGAACTGCTGC -3’
pCT5_C2_inf REV 5- CTGATCAGCGGGTTTTCACCCGTGGTGGTG -3’
pCT5_H4 inf FW 5- AGTTTGTACAGCTAGATGGGAGAACTGCTGC -3’
pCT5_H4_inf REV 5’- CTGATCAGCGGGTTTTCACCCGTGGTGGTG -3’
pCT5_seq FW 5’- TCAGATCGCCTGGAGACG -3’

pCT5_seq REV 5- GTGGGAGTGGCACCTTCC -3’

3.7  KULTIVACNI MEDIA

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

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

Freestyle F17 Komeréni médium (Gibco Invitrogen, USA), pied pouzitim
doplnéno o L-glutamin (do 4mM koncentrace) a Pluronic F-68
(do koncentrace 0,1% w/v)

Ex/F17 Smés komerénich médii ExCell 293 a Freestyle F17 (doplnénych

ptisluSnymi suplementy) v poméru 1:1 (v/v)

3.8 ROzZTOKY

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

Eluéni pufr pro TALON: 50mM NaxHPO4, 300mM NaCl, 10mM NaNs, 250mM
imidazol, pH=7,0

LBamp: LB médium s ampicilinem o koncentraci 100 ug/ml

MES: 20mM MES, 100 mM NaCl, 10mM NaNs, pH =5,0

Mobilni faze pro gelovou chromatografii: 10mM HEPES, 150mM NaCl, 10mM
NaNsz, pH=7,5

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

PBS: 50mM NaxHPO4 , 300mM NaCl, 10mM NaNs, pH =7,0

PBS-TK: 10 mM Na2HPO4, 150mM NaCl, 2mM KCI, 2mM KH2PQO4, pH = 7,0
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Pufr pro agarosovou elektroforézu TAE: 40mM Tris, 20mM CH3COOH, 1mM

EDTA

Roztoky pro izolaci zasobniho mnoZstvi plazmidu:

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

LYS: 0,2M NaOH, 1% SDS
NEU: 3,1IM CH3COOK, pH =5,5

EQ1: 0,1M CH3COONza, 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" methylenbisakrylamid

Roztok IPEI: 10 mg/ml IPEI v PBS-TK

Roztok trypanové modii: 0,4% trypanova modi v PBS-TK
TES pufr: 10mM Tris, 2mM EDTA, 150mM NaCl, 1mM NaN3s, pH = 8,0

Vzorkovy pufr pro agarosovou elektroforézu: 30% glycerol, bromfenolovd modf

v TAE

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE 5x konc. neredukujici: 31,5mM Tris, 10% (v/v)
glycerol, 1% (w/v) SDS, 0,005% (w/v) bromfenolova modf, 10mM NaN3s, pH = 6,8

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

neredukujiciho vzorkového pufru bylo pfidano 100 pl 2-merkaptoethanolu

3.9 CHEMIKALIE

1 kb DNA standard
2-merkaptoethanol
Agar

Agarosa

Akrylamid

Ampicilin

APS

Azid sodny
Bromfenolova modi
Coomassie Brilliant Blue R-250
Combi PPP Master Mix
DMSO

New England Biolabs, USA
Sigma, USA

Oxoid, Anglie

Sigma, USA

Sigma, USA

Biotika, SR

Serva, USA

Serva, USA

Lachema, CR

Fluka Chemika, Svycarsko
Top-Bio, Ceska republika
New England Biolabs, USA
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Doxycyklin

dNTPs, 10 mM

EDTA

Ethanol pro UV spektroskopii
Geneticin G418

Good View Il

Isopropanol

Kvasni¢ny extrakt

Kyselina valproova
L-glutamin

IPEI 25 kDa
N,N'-Methylenbisakrylamid
PCR H20

Pluronic F-68

Puromycin

Q5 enhancer

RNAsa A

SDS

TEMED

Trypanova modft

Serva, USA

Top-Bio, CR

Jersey Lab Supply, USA
Lach-Ner, CR

Thermo Scientific, USA
Ecoli, Slovensko
Lach-Ner, CR

Imuna Pharm, SR
Sigma, USA

Sigma, USA
Polysciences, USA
Serva, USA

Top-Bio, CR

Sigma, USA

Serva, USA

New England Biolabs, USA
Lach-Ner, CR

Jersey Lab Supply, USA
Serva, USA

Sigma, USA
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4 METODY

4.1 PRIPRAVA EXPRESNICH VEKTORU

4.1.1 TRANSFORMACE A VELKOOBJEMOVA PRODUKCE

Buné¢na suspenze kompetentnich bakterii E. coli DH5a, piipadné Stbl3
(ptipravenych pomoci soupravy ZymoPure Mix & Go E. coli Transformation Kit a
umoziujicich rychlou transformaci bez nutnosti pouziti tepelného Soku) o objemu 50 pl,
byla na ledu smichéna s 20 az 100 ng pozadovaného plazmidu a inkubovana 20 minut.
Nasledné byla buné¢na suspenze natiena na Petriho misky s ampicilinem (ampicilin do
koncentrace 100 pg/ml byl ptidan do zchladlého LB média pfedem povarené¢ho s 1,5%
(w/v) agarem). Misky byly inkubovany pii 37 °C ptes noc.

Poté byly kolonie resuspendovany ve 2 ml LB média a vznikla suspenze pipetovana
do sterilni 21 Erlenmayerovy bainiky s 0,5 1 LB média s ampicilinem (o koncentraci
100 pg/ml). Suspenze byla za ttepani 220 ot./min inkubovana pii 37 °C ptes noc.

Nasledné byla kultura centrifugovana 30 minut pii 3900 x g, 20 °C. Bunécny pelet
byl resuspendovan ve 20 ml TES pufru. Suspenze poté byla opét centrifugovana v 50ml
zkumavce za stejnych podminek. Vznikly pelet byl bud’ pouzit pro extrakci plazmidové

DNA, nebo zmraZzen na -20 °C a pro ucel extrakce DNA pouzit pozdéji.

4.1.2 PRIPRAVA ZASOBNIHO MNOZSTV{ PLAZMIDU

Izolace plazmidové DNA byla provedena za pouziti komeréni soupravy
Nucleobond Xtra Maxi (Macherey-Nagel, Némecko). Pelet (viz kapitola 4.1.1) byl
resuspendovan v 18 ml RES pufru s pfidanou RNAsou (0,1 mg/ml) Smés byla poté
rozdélena do dvou 30ml kyvet Oak Ridge. Bakterie v suspenzi byly lyzovany pfidanim 9 ml
pufru LYS do kazdé kyvety. Lyzat byl neutralizovan ptidanim 9 ml NEU pufru po péti
minutach presné. Nasledujicim krokem byla centrifugace pii 20000 x g, pti 20 °C po dobu
10 min. Supernatant byl zfiltrovan ptes filtra¢ni papir na kolonu (kolonka byla ptedtim
promyta dH>O, nasledné 15 ml eluéniho pufru, opét dH20 a 2 x 25 ml pufru EQ1). Poté
byla kolona oplachnuta 25 ml Wash roztoku. Plazmidova DNA byla z kolonky eluovana
15 ml ELU roztoku. K roztoku DNA bylo pfidano 10,5 ml ptfedchlazeného (-20 °C)
isopropanolu. Poté byl roztok centrifugovan, v kyvetach Oak Ridge, 30 min pii 16000 X g a
0 °C. Supernatant byl odstranén a DNA pelet oplachnut 5 ml pfedchlazeného (-20 °C) 70%
ethanolu. Pelet s ethanolem byl centrifugovan 10 min pfi 16000 x g a 0 °C. Supernatant byl
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opatrn¢ slit a pelet vysusen ve vakuové rota¢ni odparce CentriVap DNA (Labconco, USA).
Plazmidovai DNA byla rozpus$tétna v 1 ml sterilni dH>O a pipetovana do Cisté

mikrozkumavky.

4.1.3 NiZKOOBJEMOVA PRIPRAVA PLAZMIDOVE DNA

Nizkoobjemovou piiprava plazmidové DNA byla provadéna pro identifikaci
pozitivnich kolonii (viz kapitola 4.2.2). Bakterie z kolonie byly sterilni pipetovaci
Spickou pieneseny do 5 ml LB média s ampicilinem (o koncentraci 100 pg/ml) a
inkubovany pifes noc pii 37 °C a 220 ot./min. Plazmidovd DNA byla z kultury
extrahovana pomoci komeréni soupravy Geneaid High-Speed Plasmid Mini Kit dle
navodu od vyrobce. Kultura byla centrifugovdna pii 16000 x g, bakterialni pelet byl
resuspendovan ve 200 pl roztoku PD 1. Nasledné bylo ptidano 200 pl roztoku PD 2 a
smés byla mirn¢ promichana. Po 2 min bylo pfidano 300 pl roztoku PD 3, smés byla
promichana a centrifugovana opét pii 16000 x g po 3 min. Supernatant byl nanesen na
kolonku a centrifugovan 30 s pii 16000 % g. Kolonka byla nésledné¢ promyta 400 pl
roztoku W1 a centrifugovana 30 s pfi 16000 x g. Poté byla promyta 600 pul roztoku
Wash (s pfidanym ethanolem) a centrifugovana za tychz podminek. Dale byla kolonka
vysuSena centrifugaci pti 16000 x g po dobu 3 min. DNA byla nasledné eluovana 50 pl
sterilni dH20 ptredehtéaté na 70 °C.

4.1.4 MERENI CISTOTY A KONCENTRACE PLAZMIDOVE DNA

Méfeni koncentrace a Cistoty plazmidové DNA bylo na spektrofotometru
(UV/VIS UV4-500, UNICAM, UK) provedeno nasledovné. Vzorek DNA byl nafedén
300 x v dH20 a jeho absorbance byla zmétena pii 280 a 260 nm za pouziti dH20 jako
slepého vzorku. Na ¢istotu vzorku bylo usuzovano z poméru hodnot Azeo/A2g0. R0OZtok
¢ist¢t DNA ma tento pomér roven 1,8. Odchylky od této hodnoty jsou zplsobeny
kontaminanty, napf. bilkovinami, ¢i RNA. Koncentrace vzorku byla spoctena z
empirického vztahu pro zavislost absorbance DNA pii 260 nm, ktera je v roztoku
dvousroubovice DNA o koncentraci 50 ug/ml rovna 1.

Druhy zplsob méfeni koncentrace a Cistoty spocival v pouZiti spektrofotometru
DS-11" (DeNovix, USA). Referenénim vzorkem byla sterilni dH20. Koncentrace a
Cistota vzorku byly odeéteny z displeje pfistroje, pfepocet z absorbance na koncentraci

vSak byl proveden dle stejného empirického vztahu.
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4.1.5 AGAROSOVA ELEKTROFOREZA

Za ucelem kontroly kvality a cistoty izolované DNA, poptipadé pro jeji
precisténi po $tépnych reakcich ¢i PCR, byla provedena elektroforéza v 1% agarosovém
gelu. Ten byl ptipraven povaienim 0,65 g agarosy v 65 ml TAE pufru. Po zchladnuti
byly pfidany 3 pl barviva Good View Il a smés byla nalita do aparatury pro
elektroforézu. Po ztuhnuti gelu byl do jamek nandSen vzorek (maximalné 20 pl)
smichany s 10x koncentrovanym vzorkovym pufrem pro DNA elektroforézu. Do jedné
jamky bylo nanédseno 5 pl standardu. Elektroforéza probihala pfi stejnosmérném napéti
200 V podobu 15-20 minut. DNA byla vizualizovana na UV prosvécovacce ¢i na

prosvécovacce s modrym svétlem (pro ucely izolace DNA).

4.1.6 EXTRAKCE DNA Z AGAROSOVEHO GELU

Extrakce z agarosového gelu byla provadéna komercni soupravou Geneaid
Gel/ PCR DNA Fragments Extraction Kit podle navodu od vyrobce. Do
mikrozkumavky s vyfiznutym vzorkem V agarosovém gelu bylo pipetovano 500 pl
roztoku DF. Smés byla rozpousténa pfiblizn¢ 10 minut pii 60 °C za obcasného
promichéni. Vzorek byl poté pipetovan do extrakéni kolonky umisténé ve sbérné
mikrozkumavce a centrifugovan 30 s pti 16000 x g. Kolonka byla promyta 400 ul
roztoku W1 a centrifugovana opét 30 s pti 16000 x g. Poté byla promyta 600 ul roztoku
Wash (s ptidanym ethanolem) a centrifugovana za tychz podminek. Dale byla kolonka
vysusena centrifugaci pti 16000 x g po dobu 3 min. DNA byla eluovana 50 pl sterilni
dH20 piedehiaté na 70 °C.

4.1.7 SEKVENOVANI DNA

Vzorky DNA byly sekvenovany v Laboratofi sekvenace DNA na pracovisti
Core facility - Genomika, Biocev, Primyslova 595, Vestec, 252 42. Sekvenace byla
provadéna na jednom ze tii pfistrojii, které ma laboratof k dispozici (¢tyikapilarni 3130
Genetic Analyzer, Sestnactikapilarni 3130xl Genetic Analyzer a dvacetictyikapilarni
3500 Genetic Analyzer od firmy Applied Biosystems). VVzorky pro sekvenovani byly
pfipravovany do 0,2ml PCR mikrozkumavek smichanim10 ng plazmidové DNA na
kazdych 100 bp sekvenované oblasti spoleéné¢ s 1 pl 5uM roztoku sekvenacnich

oligonukleotidl do celkového objemu § pl.
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4.1.8 STEPENI RESTRIKCNIMI ENDONUKLEASAMI

Plazmid PB-T-PAF byl §tépen restrik¢nimi endonukleasami Nhel HF a Pmel
HF. Potiebné mnozstvi plazmidu (obvykle 0,5 pg) bylo smichano v objemu 50 ul s 5 pl
reak¢niho pufru CutSmart, 1 pl kazdého z restrikénich enzymi (o zésobni koncentraci
10 U/ul) a sterilni dH20 do 50 ul. Smés byla inkubovana 1 hod pii 37 °C v termobloku.

Reakéni smés byla poté nanesena na agarosovy gel pro elektroforézu.

4.1.9 KLONOVANIPOMOCI ENZYMU INFUSION

Infusion reakce byla provadéna smichanim 100 ng Stépeného vektoru pCT5 a
20 ng PCR produktu (pCT5_C2_ Inf nebo pCT5 H4 Inf pro Infusion reakci, které byly
predtim izolovany z agarosového gelu) spolecné se 4 pl reakéniho pufru pro Infusion
(5% koncentrovany). Reak¢ni smés byla doplnéna sterilni dH20 do 20 pl. Nakonec bylo
pfiddno 0,2 pl enzymu Infusion a smés byla inkubovéna 40 min pi#i 37 °C. Reakéni

smési byly nasledn¢ transformovany bakterie E. coli Stbl 3.

4.2  POLYMERASOVA RETEZOVA REAKCE
Polymerasova fetézova reakce (PCR, z angl. polymerase chain reaction) byla
provadéna pro amplifikaci insertd pro naslednou Infusion reakci, nebo jako kontrola

uspésnosti Infusion reakce z kolonii narostlych po transformaci na agarovych miskach.

4.2.1 STANDARDNE PROVADENA POLYMERASOVA RETEZOVA REAKCE

Reakéni smés pro polymerasovou fetézovou reakci se standardné skladala
z 10 pl reakéniho pufru Q5, 10 pl roztoku Q5 Enhancer, 0,2 pl Q5 polymerasy (vzdy
pfidavana posledni), 1 pl dNTPs, 5 pl SuM roztoku obou piislusnych oligonukleotidli a
10 ng templatu (viz tabulka 2).

Reakce byla uskuteénéna v termocykleru s teplotnim programem nastavenym
nasledovné: 95 °C, 5 min; 30x (95 °C, 30 s; 52 °C, 30 s; 72 °C, 1 min); 72 °C 10 min.

Produkty byly nasledné piecistény izolaci z agarosového gelu po elektroforéze.

Tabulka 2: Ptehled templatti a oligonukleotidli pouzivanych pro PCR.

Templat Produkt Oligonukleotidy
Pro vloZeni inzertu H4 do pTW5_H4 pCT5_H4_Inf pCT5_H4 Inf FW
plazmidu pCT5 pCT5_H4_Inf_REV
Pro vloZeni inzertu C2do pTW5_C2 pCT5_H2_Inf pCT5_C2_Inf_FW

plazmidu pCT5 pCT5_C2_Inf REV
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4.2.2 POLYMERASOVA RETEZOVA REAKCE Z KOLONI{

Pro ovéfeni uspésnosti klonovani bylo z Petriho misky vybrano az dvanact
kolonii. Ty byly pomoci Spicky automatické pipety pieneseny do 20 pl reakéni smési
slozené z 10 pl roztoku Combi PPP Master Mix, 2 ul ptimého a zpétného
oligonukleotidu a 6 ul sterilni dH20. Stejnou $pickou bylo nasledné zaockovano 5 ml
LBamp média a kultura byla inkubovdna v 50ml plastové zkumavce s prodySnym
vickem pti 37 °C a 220 ot./min pfes noc. Kultura byla takto pfipravena pro
nizkoobjemovou piipravu plazmidové DNA. PCR reakéni smés byla umisténa do
termocykleru pfi teplotnim programu: 95 °C, 5 min; 20x (95 °C, 30 s; 54 °C, 30 s; 72
°C, 1 min); 72 °C 10 min. Vzorky PCR z kolonii byly posléze vyhodnoceny agarosovou

elektroforézou.

4.3  MANIPULACE S LINIf HEK293S GNTI

Manipulace s buné¢nymi liniemi probiha v mistnosti k tomu uréené. Mistnost je
pfes noc sterilizovana UV zéafenim a je klimatizovana na 21 °C. VeSkery plastik a
laboratorni nadobi pouzivané k manipulacim sbunéénymi liniemi je sterilni.
Manipulace s témito liniemi probihaji ve sterilnich laminarnich boxech. Veskera média

byla pfed pouzitim temperovéana na teplotu 37°C.

4.3.1 ROzZMRAZENI BUNECNE LINIE

Alikvotni podil bunééné suspenze HEK293S GnTI" uchovavany v -80 °C o
objemu 1 ml a bun&éné koncentraci 5-10° b/ml byl rozmrazen ve vodni lazni o teploté
37 °C. Cely objem suspenze byl pienesen do 10 ml ExCell 293 média. Suspenze v 50ml
sterilni zkumavce byla centrifugovdna 5 minut pfi 95 x g pii laboratorni teploté,
supernatant byl slit a bunéény pelet resuspendovan v 10 ml média ExCell 293. Takto
byly butiky oplachnuty a zbaveny 10% DMSO (ktery slouzi jako kryoprotektant).
Bunécna suspenze byla prenesena na 10cm Petriho misku a kultivovana pii 37 °C

Vv atmosfére 5% COa.

4.3.2 SUSPENZNI KULTIVACE
Linie HEK293S GnTI" byly kultivovany v inkubatoru MC0-18 AIC (Sanyo,
Japonsko) pifi 37 °C a za pfitomnosti 5% COz Vv kultivacni atmosféfe. Suspenze

kultivované ve ¢tverhrannych lahvich byly navic tfepany pti 135 ot./min.
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Buiiky byly po rozmrazeni kultivovany na Petriho misce v médiu ExCell 293. Po
ttech dnech byla kultura zkontrolovana pod mikroskopem kvuli zjisténi piipadné
kontaminace. Byla-li kultura v pofadku, byla resuspendovana a pienesena do 100ml
¢tverhranné lahve s prodySnym vickem ve 30 ml smési médii ExCell 293 a Freestyle
F17 v poméru 1:1 (Ex/F17).

Subkultivace byla provadéna po 3 — 4 dnech. Nejprve byla hemocytometrem
uréena bunééna koncentrace a zaroveh zkontrolovéna piipadnd kontaminace. Cast
puvodni suspenze byla poté ziedéna médiem Ex/F17 na pozadovanou koncentraci
(obvykle 0,2 — 0,3 - 10° b/ml). Byl-li objem pivodni suspenze uréené k nafedéni vétsi
nez 10 % vysledného objemu, byla tato suspenze nejprve centrifugovana 5 minut pii
95 x g a 21 °C. Supernatant byl slit a pelet resuspendovan v pozadovaném objemu
média Ex/F17. Objem bunécné suspenze ve ctverhranné lahvi pii kultivaci a produkci
nikdy neptfesahoval 30 — 40 % objemu lahve, aby bylo zajisténo dostate¢né

provzdusnéni.

4.3.3 URCENI BUNECNE KONCENTRACE

Pro ureni bunécné koncentrace bylo pipetovano 20 pl bunééné suspenze do
mikrozkumavky. Tento objem byl 2x az 9x nafedén barvicim roztokem 0,4% trypanové
modii v PBS-TK pufru. Obarvend suspenze byla pipetovana do hemocytometru. Pod
mikroskopem bylo Vv hemocytometru spoéteno mnozstvi zivych bunék. Celkové
mnozstvi bunék spoctené v hemocytometru bylo vyndsobeno fedicim faktorem a
objemovym faktorem 1 - 10* Takto byla ziskdna hodnota bun&né koncentrace
v milionech bun¢k na 1 ml suspenze. Podil zivych bunék na celkové mnozstvi bunék

(zivé a mrtvé) byl vynasoben stem; takto byla uréena viabilita kultury v procentech.

4.3.4 ZAMRAZOVANI BUNECNYCH LINI

Médium s potfebnym mnoZstvim bunék (tak, aby pozadovany pocet alikvotnich
podili obsahoval 1 ml zmrazovaci suspenze o bun&né koncentraci 5-10° b/ml) bylo
centrifugovano 5 minut pi1 95 x g a 21 °C. Pelet byl resuspendovan tak, aby obsahoval
45 % plvodniho média, 45 % cerstvého média Ex/F17 a 10 % DMSO. Tato suspenze
byla rozdélena do kryozkumavek po 1 ml. Zkumavky byly v mrazicim kontejneru Mr.

Frosty (Nalgene, USA) umistény do mraziciho boxu a skladovany pfi teploté -80 °C.
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4.4  PRODUKCE PROTEINU

4.4.1 TRANSFEKCE

Transfekce bunééné linie HEK293S GnTI' probihala vrezimu tzv.
vysokohustotni transfekce. Bunécnd suspenze obsahujici potiebné mnozstvi bunék byla
centrifugovédna 5 minut pti 95 x g a 21 °C. Pelet byl resuspendovan v médiu ExCell 293
tak, aby koncentrace bunék byla pfiblizné 23 - 10°b/ml a suspenze pienesena do
¢tverhranné lahve. Do této suspenze byl pfidan roztok DNA v PBS-TK (zfiltrovan pies
0,22um filtr), ktery obsahoval DNA v mnozstvi 1 pg na jeden milion bun¢k v suspenzi.
Objem transfekéni smési byl zvolen tak, aby vysledna bunécna koncentrace byla 20 -
108 b/ml. Poté byl ptidan roztok IPEI tak, aby pomér IPEI ku transfekéni DNA byl 1:3.
Transfekovana suspenze byla inkubovana 4 hodiny v inkubatoru pii podminkach
135 ot./min, 37 °C a 5 % CO,. Po uplynuti 4 hodin bylo k suspenzi pfidano pozadované
mnozstvi média ExCell 293 a vysledna bunécni koncentrace byla 1 - 10° b/ml (v
pfipadé transientni produkce byla koncentrace 2 - 10° b/ml a zaroven byla piidana

kyselina valproova do vysledné 2mM koncentrace).

4.4.2 VELKOOBJEMOVA TRANSIENTNI PRODUKCE

Bunécna suspenze byla dle postupu (4.4.1) transfekovana smési tii plazmidi
pYDS5_S1 (konstrukt pro fazni protein NKP-P1B s Fc fragmentem IgG [71]), pTW5p27
a pTW5_aFGF v hmotnostnim poméru 88:10:2. Byla pfidana kyselina valproova do
vysledné 2mM koncentrace, penicilin do vysledné koncentrace 10 U/ml a streptomycin
do vysledné koncentrace 1 pg/ml. Produkce probihala v objemu 400 ml média ExCell
293 v 11 ¢étverhranné lahvi za podminek 135 ot./min, 37 °C a 5 % CO,. Produk¢ni
kultura byla sklizena po 4 — 6 dnech, dokud viabilita neklesla pod 70 %. Sklizeni bylo
provedeno centrifugaci pii 4500 x g po dobu 1 hod pfi laboratorni teploté. Médium
s rekombinantnim proteinem bylo poté piefiltrovano pies 0,22 pm filtr do ¢isté lahve a

uchovavano pii -20 °C nebo ihned purifikovano.

4.4.3 PRODUKCE VE STABILNICH LINIICH

Transfekce stabilnich linii piggyBac byla provedena tfemi plazmidy pCT5 C2
nebo pCT5_H4, PB-RN a PBase v hmotnostnim poméru 8:1:1 [70, 72]. Selekce byla
zah4jena po 48 hodinach od transfekce. Bunécna suspenze byla prevedena do cCerstvého

média Ex/F17. Linie byla selektovana antibiotiky puromycinem o koncentraci 5 ug/ml a



-42 -

geneticinem o koncentraci 50 pg/ml. Poté, co béhem subkultivace za pFitomnosti
selekénich antibiotik kultura dosédhla viability nad 95 %, byly odebrany a zamrazeny
alikvotni podily a bylo mozno zah4jit produkci.

Produkce byla indukovana pfidavkem doxycyklinu do koncentrace 100 — 900
ng/ml. Pocatecni koncentrace a piipadné piidavky doxycyklinu béhem produkce byly
predmétem optimalizace (viz vysledkova cast). Produkce probihala obvykle 8 — 9 dnt
pfi pocate¢nich bun&enych koncentracich 1az2-10°b/ml v piislusnych lahvich a

objemech média Ex/F17.
45 PURIFIKACE PROTEINU

4.5.1 AFINITNI CHROMATOGRAFIE

Zfiltrované médium s rekombinantnim proteinem bylo naneseno na kolonku
HiTrap MabSelect Sure 5 ml (GE Healthcare, USA) zapojené na HPLC systému
AKTAbasic. Protein byl na kolonce zachycen pomoci protein-A-agarosy, ktera vaze Fc
fragment na fuznim rekombinantnim proteinu. Kolonka byla pfedem promyta PBS
pufrem o pH = 7,0 pii pritoku 2 ml/min. Po naneseni média (rychlosti 5 ml/min) byla
kolonka opét promyta PBS, dokud hodnota absorbance pfi 280 nm na detektoru neklesla
na puvodni hladinu. Protein byl eluovan citratovym pufrem o pH = 3,0 rychlosti
2,5 ml/min. Frakce byly jimany do 15 ml zkumavek s 5 ml 10mM Tris pufru o pH = 8,8
pro okamzitou neutralizaci kyselého pH elu¢niho pufru (jinak by mohlo dojit
K denaturaci proteinu). Kolonka byla poté promyta 0,IM NaOH, PBS pufrem,

destilovanou vodou a nakonec 20% ethanolem. Kolonka byla uchovavéna pti 4 °C.

4.5.2 CHELATACNI CHROMATOGRAFIE

Proteiny obsahujici histidinovou kotvu byly purifikovany na kolonce Talon
HiTrap 5 ml (GE Healthcare, USA) piipojené na HPLC systému AKTAbasic. Kolonka
byla pfedem promyta PBS pufrem o pH = 7,0 pii prutoku 2 ml/min. Médium
S proteinem bylo nafedéno PBS pufrem v poméru 1:1 Po naneseni média (rychlosti
5 ml/min) byla kolonka opét promyta PBS, dokud hodnota absorbance pii 280 nm na
detektoru neklesla na puvodni hladinu. Protein byl eluovan isokraticky 250mM
imidazolem v elu¢nim pufru pro Talon rychlosti 2,5 ml/min. Kolonka byla poté promyta
MES pufrem, PBS pufrem, destilovanou vodou a nakonec 20% ethanolem. Kolonka

byla uchovévana pti 4 °C.
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4.5.3 ZKONCENTROVANIPROTEINU

Purifikované proteiny byly zkoncentrovany pfed nanesenim na gelovou
permeaéni chromatografii anebo pro dosazeni vhodné koncentrace pro proteinovou
krystalizaci. Koncentrovani bylo provadéno pouzitim koncentratori Amicon Ultra
(MWCO 10000, Millipore, USA). Vzorek byl nékolikrat dle potieby v koncentratoru
centrifugovan po dobu 5 az 10 minut pii 3900 x g a laboratorni teploté¢. Mezi
jednotlivymi centrifugacemi byl vzorek promichan automatickou pipetou, aby

nedochazelo ke srdzeni proteinu naspodu koncentratoru.

4.5.4 GELOVA PERMEACNI CHROMATOGRAFIE

K HPLC syst¢ému AKTAbasic byla piipojena kolona Superdex 200 Increase
10/300 GL, (GE Healthcare, USA). Kolona a nastfikova smycka byly ekvilibrovany
mobilni fazi (pufr HEPES pro gelovou permeaéni chromatografii). Na kolonu byl
nanesen zkoncentrovany vzorek o objemu maximalné 300 pl. Chromatografie probihala
isokraticky pii pritoku 0,75 ml/min. Pribéh chromatografie byl sledovan zménou
absorbance na spektrofotometrickém detektoru pii vlnové délce 280 nm. Jednotlivé
frakce byly jimany automatickym sbéra¢em, pii nizkém mnozstvi proteinu byly frakce
jimany ru¢né¢ do mikrozkumavek. Kolona byla dlouhodobé uchovavana ve 20%

ethanolu.

4.5.5 STANOVENI KONCENTRACE PROTEINU

Koncentrace proteint byla stanovena spektrofotometricky pii 280 nm na pfistroji
DS-11+ (DeNovix, USA). Jako slepy vzorek byla pouzita mobilni faze gelové
chromatografie. Pro presnéjsi vypocet koncentrace byla do pfistroje zadana relativni
molekulova hmotnost a molarni extinkéni koeficient daného proteinu predikovany

Z jeho aminokyselinové sekvence.

456 SDS-PAGE
Cistota frakci ziskanych proteini byla ovéfovana  elektroforeticky
v 12,5% polyakrylamidovém gelu v prostfedi dodecylsiranu sodného. Gel se skladal

z vrchni zaostiovaci ¢asti a spodni rozdélovaci ¢asti. SloZeni gelu bylo nésledujici:

Rozdélovaci gel: 1,265 ml dH,0, 1,675 ml 30% AA, 1 ml 1,5M Tris (pH = 8,8),
40 1 10% SDS, 40 pl APS a 2 ul TEMED
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Zaostiovaci gel: 0,7 ml dH20, 0,25 ml 30% AA, 0,125 ml 1M Tris (pH = 6,8),
10 pl 10% SDS, 10 ul APS a 1,5 ul TEMED

Gel mezi elektroforetickymi skly byl umistén do aparatury pro elektroforézu,
naplnéné elektrodovym pufrem. Ze zaostiovaciho gelu byl vytazen hieben, tvofici
jamky pro vzorek a gel prevrstven elektrodovym pufrem.

Vzorek proteinu o maximalnim objemu 10 pl byl smichédn s redukujicim
5 x koncentrovanym vzorkovym pufrem. Vzorek byl umistén do termobloku o teploté
100 °C na cca 5 minut a nasledné centrifugovan 3 min ptfi 15000 x g a laboratorni
teploté. Proteinovy standard a vzorky byly oparné naneseny na gel. Elektroforéza
obvykle probihala 45 — 60 minut pfi stejnosmérném napéti 200 V.

Po skonceni elektroforézy byl gel pfemistén do nddoby s barvicim roztokem, kde
byl barven minimalné¢ 30 minut za pomalého michani na tfepacce. Odbarvovani
odbarvovacim roztokem probihalo obvykle minimalné ve tfech krocich po 30 minutach

za pomalého michani na tiepacce.

4.6 STEPENI TEV PROTEASOU

Fuzni protein INKR-P1B z konstruktu pYDS5_S1 byl po afinitni chromatografii
Stépen TEV proteasou. Fzni protein byl smichdn s TEV v hmotnostnim poméru 1:50.
Stépeni probihalo po dobu 1 hodiny pii 30 °C. Odstépeny Fc fragment byl nasledng
z roztoku odstranén afinitni chromatografii na kolonce HiTrap MabSelect Sure (4.5.1) a

eluat s cilovym proteinem jiman do zkumavky.

4.7 KRYSTALIZACE PROTEINU

Krystalizace proteinli byla provedena Mgr. Janem Bldahou v Henry Wellcome
Building for Genomic Medicine, University of Oxford, UK, za pomoci mistniho
pracovnika Dr. Yuguanga Zhao, PhD.
Pro krystalizaci byla zvolena metoda visici kapky. Roztoky proteini v HEPES pufru
(mobilni faze pro gelovou permeacni chromatografii) byly zkoncentrovany na
poZzadovanou koncentraci a zfiltrovany pifes 0,22 pum centrifugaéni filtry. Na
96jamkovou krystalizaéni desticku (Greiner, Némecko) bylo robotem Hydra (Art

Robbins Instruments, USA) pipetovano do rezervoaru 100 pl srazedla a nasledné robot
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Cartesian (Genomic Solutions, USA) pipetoval visici krystalizaéni kapky (100 nl
srazedla a 100 nl vzorku proteinu). Desticka byla umisténa do automatizovaného
skladovaciho a zobrazovaciho systému Rock Imager 1000 (Formulatrix, USA) pfi
20 °C, ptipadn¢ 0 °C, a pravideln¢ sledovana diky on-line pfistupu pies Protein

Information Management System (PiMS).
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5 VYSLEDKY

Studiem struktury potkanich NK receptorti se pracovni skupina pod vedenim Dr.
O. Vanka na Katedfe biochemie PfF UK zabyvé jiz dlouhodobé a nékteré predchozi
bakalaiské a diplomové prace popisovaly rizné pristupy k produkci téchto proteini.
Hlavni snahou v rdmci této prace byla rovnéz ptiprava potkanich receptorit NKR-P1B
Vv lidské bunécné linii HEK293S GnTI, ktera poskytuje homogenni glykosylaci, jez se
ukézala byt vhodnou pro proteinovou krystalizaci.

Pro produkci proteinu Clrb, ktery byl v ptedchozich pracich produkovan
transientné [73], jsme se rozhodli ustavit stabiln¢ produkujici linii zavedenim systému
piggyBac. Transientni produkce byla ve zminénych pracich sice UspéSnd, nicméné
Casoveé narotna a vytézky proteini pro nékteré pokusy nebyly dostatecné. Cilem
v zavedeni systému piggyBac byla jednak optimalizace produkénich podminek, ale
hlavn¢ vytvofeni jednotného a opakovatelného postupu, kterym by mohly byt stabilné
produkovany i dals$i proteiny, kterymi se v laboratofi zabyvame.

Pro optimalizaci produkénich podminek byly pouzity dva rGzné proteiny.
Prvnim byl zminény potkani ligand Clrb, jez se i pfi transientni expresi prokukuje
v pomémné vysokych vytézcich (az 2 mg/l média). Druhym pouzitym proteinem byl
lidsky NK bunécny receptor NKR-P1A, ktery se naopak transientné produkuje jen
velmi obtizné (0,2 mg/l média). Lidsky receptor byl také vybran nejen pro potieby
laboratote, ale i pro srovnani pouzitelnosti systému piggyBac pro rtizné se produkujici
proteiny.

Potkani receptor NKR-P1B byl pfipraven jiz zavedenym postupem transientni

produkce, jez poskytuje dostate¢né vytézky pro strukturni vyzkum.

5.1  SEKVENCE CILOVYCH PROTEINU

Tato prace navazuje na predeslé prace provedené na projektu feSeni struktury
potkanich NK bunéénych receptorti. V ramci feseni tohoto diplomového projektu tedy
nebyly tvofeny nové konstrukty cilovych proteinli; pro vytvofeni novych expresnich
vektorti byly pouzity pouze konstrukty, které jiz byly vytvoreny v laboratofi diive,

béhem predchoziho feseni projektu.
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5.1.1 SEkVENCERNKR-P1B

Pro produkci potkaniho NKR-P1B byl pouzit konstrukt pYDS5 S1, ktery je ur¢en
pro transientni produkci v lidské bunécné linii HEK293. Produkce proteinu pomoci
plazmidu pYDS5 poskytuje fuzni konstrukty s Fc fragmentem IgG. Fc fragment je mozné
odstépit TEV proteasou a ziskat tak pouze receptor, pficemz produkce receptoru ve
form¢ fazniho proteinu napomaha vzniku jeho kovalentniho dimeru [73].

Aminokyselinova sekvence konstruktu rNKR-P1B je uvedena na obrazku 6.

Sekvence rNKRP1B SD:

MDTA HLARTGEPKREPPPSLSPDTCQCPRWHRLALKLGCACLILLVLSVIGLGVLVLTLLQKPL
IQNSPADVQENRTK TTDSPAKLKCPKDWHSHQDKCFHVSQTSITWKGSLADCGGKGATLLLVQDQEEL
RFLRELTKRISSSFWIGLSYTLSDEKWKWINGSTLNSDALMITGDTEKDSCASVSQDKVLSESCDSDNIWI
CQKELKRESTCHDS

Konstrukt pYD5 S1:
METDTLLLWVLLLWVPGSTGAGSTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE
VKFENWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPR
EPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRW
QQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKASGAGSTTENLYFQGTGVQE.RTKTTDSPAKL KCPKDWHSH
QDKCFHVSQTSITWKGSLADCGGKGATLL LVQDQEELRFLR.LTKRISSSFWIGLSYTLSDEKWKWI.GSTLN
SDALIITGDTEK DSCASVSQDKVLSESCDSDNIWICQK ELKRESTCIDSGT

Findlni produkt po odsStépeni Fc pomoci TEV proteasy:

GTGVQENRTKTTDSPAKLKCPKDWHSHQDK CFHVSQTSITWKGSLADCGGKGATLLLVQDQEELRFLR
NLTKRISSSFWIGLSYTLSDEKWKWINGSTLNSDALNITGDTEKDSCASVSQDKVLSESCDSDNIWICQK
ELKRESTCHNDSGT

Obr. 6: Aminokyselinova sekvence rNKR-P1B S1. oznacené aminokyseliny spousti inhibi¢ni
kaskadu, cervené je znazornéna trans membranova ¢ast, modie je vyznacen konstrukt S1, oranzové misto

pro TEV proteasu, tmaveé zelené sekrecni signal. Dimerizacni cysteiny jsou oznaceny zluté a mista pro

potencialni N-glykosylaci oV

5.1.2 SEKVENCE RCLRB

Pro produkci potkaniho proteinu Clrb (aminokyselinova sekvence tohoto
proteinu je uvedena na obrazku 7 na strané 48) byl pouzit konstrukt C2. Ten byl jiz
Vv nasi laboratofi uspésn¢ transientné produkovan pomoci vektoru pTWS5_C2 [73]. Tento
konstrukt byl ze zminéného vektoru pienesen do expresniho vektoru pro systém
piggyBac a nasledné€ pouzit pro optimalizaci produkénich podminek. Nasledné byl tento

konstrukt pouzit pro proteinovou krystalizaci a to jak samostatné, tak v komplexu
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s potkanim NKR-P1B.

MSAKKASQPMLNTTGSLQEGEMGKMFHGKCLRIVSPESPAKLYCCYGVIMVLSVAVVALSVALSVKMT
PQISTINT
YSLQCKTPFSPM

Obr. 7: Aminokyselinova sekvence rClrb. Modie je vyznacen konstrukt Cl1, pouzity konstrukt
C2. Cervené je znazornéna trans membranové &ast, v konstruktech jsou znazornéna potencidlni mista N-

glykosylace (BlEONE) a cysteiny zodpovédné za tvorbu disulfidickych mistku (Zlutg).

5.2  PRIPRAVA EXPRESN{HO VEKTORU PCT5

Cilem klonovacich postupt bylo vytvofeni linearizovaného vektoru pCT5 (Obr.
8 a Obr. 9, str. 49) z puvodniho vektoru PB-T-PAF, jez v systému piggyBac hraje roli
transpozonu, tedy pienosového vektoru, do néjz je mozno vkladat cilové geny. Dal§im
cilem bylo vytvoreni konstruktu pCT5_C2, tedy piggyBac vektoru s genem pro potkani
Clrb a vytvoteni konstruktu pCT5 H4, tedy vektoru pro lidsky NKR-P1A. Tyto geny
byly po PCR amplifikaci vlozeny do vektoru reakci Infusion.

CAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGACGCCATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCAGCCT
e o o e e e
GTCTCGAGCAAATCACTTGGCAGTCTAGCGGACCTCTGCGGTAGGTGCGACAAAACTGGAGGTATCTTCTGTGGCCCTGGCTAGGTCGGA

pCT5seq FW
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CCGCGGTGGCGGCCATCACAAGTTTGTACAGCTAGCACCGGT ... 1077bp... GCCCGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCC
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GGCGCCACCGCCGGTAGTGTTCAAACATGTCGATCGTGGCCA CGGGCAAATTTGGGCGACTAGTCGGAGCTGACACGG
A A

I
bGH poly(A) signz

TTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAA
. ! . 1 . ! . 1 . ! . 1 . ! . 1 f
T T T T T T T T T T L] T T ] Ll T v T

AAGATCAACGGTCGGTAGACAACAAACGGGGAGGGGGCACGGAAGGAACTGGGACCTTCCACGGTGAGGGTGACAGGAAAGGATTATTTT
bGH poly(A) signal

Obr. 8: Detail MCS. Detail plazmidové sekvence mista pro klonovani (diskutované v Obr. 9, str. 48) se
zvyraznénym klonovacim mistem (Nhel; Pmel) pouzitym pro inserci cilovych genti pro Clrb a

NKR-P1A. Zelen¢ jsou zobrazena mista nasedani sekvenacnich oligonukleotid.
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Obr. 9: Mapa plazmidu PB-T-PAF, donoru plazmidu pCT5. Plazmid pCT5 vznikl vyjmutim genu pro
protein A zvektoru PB-T-PAF. Zelené Sipky (vpravo) zobrazuji pozice nasedani sekvenaCnich
oligonukleotidi. Mezi témito Sipkami na okraji polyA signalu lezi misto pro klonovani (MCS, z angl.
multiple cloning site). Gen pro ampicilinovou rezistenci (AmpR, Sedé¢ vlevo nahofe) je vyuzit pfi
produkci plazmidu v E. coli a gen pro puromycinovou rezistenci (PuroR, fialové, dole) je vyuzit pfi
selekei transfekovanych kloni v lidské bunééné linii. Velikost plazmidu PB-T-PAF je 7249 bp, velikost
vyjmutého segmentu je 1077 bp.

5.2.1 PRIPRAVA LINEARIZOVANEHO VEKTORU PCT5

Plazmid PB-T-PAF byl linearizovan restrik¢énimi endonukleasami Nhel HF a
Pmel HF. Z vychoziho plazmidu byl vyStépen segment genu pro protein A o velikosti
1077 bp. Stépeny vzorek byl nanesen do gelu pro agarosovou elektroforézu (Obr. 10,
str. 50). Po elektroforéze byl §tépeny plazmid extrahovan z gelu metodou popsanou

Vv kapitole 4.1.6 a dale pouzit pro Infusion inserci poZzadovanych gent Clrb a NKR-P1A.
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Obr. 10: Agarosova elektroforéza linearizovaného vektoru pCT5 (PB-T-PAF). Zleva: (1) DNA
standard, (2) tfi drahy rozdéleného stejného vzorku $tépeného pCT5 (PB-T-APF), (3) nelinearizovany
plazmid PB-T-PAF pro kontrolu §tépeni. Ve srovnani s kontrolni drahou ne$tépeného plazmidu je
zietelné, Ze $tépeni prob&hlo uspésné. Vystépeny segment ma v porovnani s DNA standardem velikost

ptiblizné 1000 bp, coz odpovida velikosti genu pro protein A, ktery mél byt vystépen (1077 bp).

5.2.2 PRiPRAVA VEKTORU PCT5_C2 APCT5_H4

Insert pro ptipravu vektoru pCTS5 C2 pro produkci proteinu rClrb systémem
piggyBac byl PCR amplifikovan za pouziti Q5 HF polymerasy, oligonukleotidi
pCT5 _C2 inf FW a REV. Templatem pro reakci byl konstrukt pTW5_C2, ktery byl
pfipraven Bc. Terezou Prokopovou Vramci jeji bakalarské prace [74]. Stejnym
zptisobem s prislusnymi oligonukleotidy byl pfipraven insert pro pCT5 H4 za pouziti
templatu pTWS5 _H4 (vytvofen Mgr. Janem Blahou). Produkty byly pfeciStény pies
agarosovy gel a vlozeny do linearizovaného vektoru pCT5 pomoci enzymové reakce
Infusion. Reakéni smési Infusion byly poté transformovany bakterie E. coli Stbl 3 (viz
kapitola 4.1.1) a inkubovéany do druhého dne. Z narostlych kolonii byla poté provedena
reakce PCR se sekvena¢nimi oligonukleotidy pro pCT5 (viz kapitoly 4.1.2-3 a 4.2.2).
Z pozitivnich kolonii byla provedena nizkoobjemova izolace plazmidu a vlozeni
pozadované sekvence bylo ovéfeno DNA sekvenaci. Sekvenace potvrdila spravnou
sekvenci vlozenych inserti pro oba vektory pCT5 C2 a pCTS5 H4. Sekvenaci ovéfené
plazmidy byly nasledné pouZity pro velkoobjemovou piipravu zdsobniho mnoZstvi

plazmidu (4.1.1).
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5.3  OPTIMALIZACE SYSTEMU PIGGYBAC

Zavedeni a optimalizace systému piggyBac bylo provedeno na konstruktu C2
pro potkani Clrb. Nasledné byly vysledky pouzity pro produkci lidského NKR-P1A,
konstruktu H4. Produkce obou proteini nasledné byly srovnany s vysledky dalSich
metod produkce, které byly pouzity v laboratoti diive. Pfiprava expresnich plazmidu je
popsana v kapitole 5.2.2.

Systém piggyBac je zalozeny na DNA transpozonech (viz kapitola 1.3).
Transientné¢ produkovany enzym transpozasa rozpoznava opakujici se useky
ohranicujici cilovy DNA fragment a je schopna tento fragment vlozit mezi ndhodna
TTAA mista na chromosomu. Zarovenn stim je do buiikky vloZzen gen pro reversni
tetracyklinovy transaktivator (rtTA), ktery je produkovan konstitutivné. Po pfidani
doxycyklinu se rtTA vaze na element odpovidajici na tetracyklin (TRE, z angl.
tetracycline response element) v promotoru a indukuje expresi cilového genu. Exprese
proteini je tak indukovatelna doxycyklinem.

Buiiky linie HEK293S GnTI' byly metodou vysokohustotni transfekce
kontransfekovany tfemi plazmidy (viz 4.4.3). Prvnim z plazmidl byl expresni vektor
pCT5 C2, ktery nese gen pro cilovy protein a TRE promotor, ohranicené TTAA
repeticemi. Plazmid rovnéz nese gen pro rezistenci na puromycin, ktery je pouzit jako
selekéni znak Gspésné transfekce. Druhy plazmid (PT-RN) nese gen pro induktor rtTA a
gen pro rezistenci na geneticin (rovnéz selekéni znak), ohrani¢ené TTAA repeticemi.
Poslednim plazmidem (PBase) byl expresni plazmid, nesouci gen pro hyperaktivni
piggyBac transpozasu. Ta je v bunikach produkovana transientné a jejim Ucéelem je
integrace transpozonii do genomu transfekované bunééné linie.

Selekce na puromycin (5 ug/ml) a geneticin (50 ug/ml) byla zahajena 48 hodin
po transfekci a stabilni linie byly péstovany po dva tydny do dosaZeni viability vyssi
nez 95 %. Poté bylo odebrano a zamraZzeno 5 alikvotnich podila.

Produkce probihaly v objemu 30 ml médii Ex/F17 ve 100ml ¢tverhrannych
lahvich. Nejprve bylo optimalizovano poc¢ate¢ni mnozstvi doxycyklinu pro indukci
produkce Vv rozsahu od 100 do 900 ng/ml (vybér téchto koncentraci byl zvolen na
zaklad¢ publikovanych dat [70]). Dalsim optimalizacnim experimentem bylo pfidavani
doxycyklinu v riznych ¢asovych intervalech (pouze na zacatku, ob den ¢i ob dva dny).

Po deviti dnech produkce byly bunécné suspenze sklizeny a purifikovany na
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kolonce Talon HiTrap (diky histidinové kotve, kterou konstrukt obsahuje). Eluat byl
nasledné zkoncentrovan na 100 pl a nanesen na kolonu Superdex 200 Increase 10/300
GL pro gelovou permeacni chromatografii. Vysledky produkci a purifikaci jsou

uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3: Optimalizace pocéateéni koncentrace doxycyklinu pro produkci rClrb v PB linii.
Mnozstvi proteinu bylo ureno integraci plochy pod kiivkou gelové permeacni chromatografie. Tabulka
je rozdélena na nékolik paneld sledujicich vliv pocatecni koncentrace doxycyklinu, poptipad¢ pfidavani
doxycyklinu v priibéhu produkce

Pocateéni Bunééna Viabilita
Doxycyklin  Puromycin  Geneticin bunééna hustota pri pri MnozZstvi proteinu
hustota sklizeni  sklizeni
ng/ml ug/ml ug/ml 10° b/ml 10° b/ml % Azgoml- 107
100 5 50 1 4,79 75 398,09
200 5 50 1 4,42 71 524,18
300 5 50 1 4,02 70 459,62
450 5 50 1 4,01 40 343,90
600 5 50 1 4,14 58 414,17
900 5 50 1 3,48 58 398,57
Jedna pocateéni
davka na 300 5 50 1 3,77 70 383,05
ng/ml.
Dva ekvivalenty
davky 300 ng/ml 5 50 1 4,12 63 407,36
ob dva dny.
Tti ekvivalenty
davky 300 ng/ml 5 50 1 4,08 68 392,10
ob den.

Z vysledku produkce Clrb v piggyBac stabilni linii je ziejmé, Zze produkce pies
cely rozsah pocate¢nich koncentraci doxycyklinu je podobna. Zda se, Ze pii vySSich
koncentracich doxycyklinu se sniZzuje viabilita a tento trend je sledovdn niZSim
kone¢nym mnoZzstvim proteinu. Opakované pfidavani doxycyklinu béhem produkéni
faze nema vyrazny vliv na vytézek, naopak tyto dal§i manipulace s produkéni linii jsou
Casoveé velmi naro¢né, mohou zpiisobit ptipadnou kontaminaci produkcni linie a kvali
vyssi spotfebé doxycyklinu je tento postup i ekonomicky nevyhodny.

Obdobné vysledky vychazi i z publikace [70], z niz jsme vychazeli. Z té
je také ztetelné, ze optimalni koncentrace doxycyklinu zavisi na povaze produkovaného
proteinu, piesto pro vétSinu z testovanych je jiz koncentrace 300 ng/ml dostatecna.

Dalsi moznou veli¢inou pro optimalizaci byla pocatecni bunécnd koncentrace a také
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vliv pfitomnosti selekénich antibiotik v médiu. Tyto pokusy provadéla Mgr. Barbora
Kalouskova v ramci své diplomové prace [75] na proteinu NKp80, kde jsou jeji
vysledky uvedeny v tabulce 4 na stran¢ 53; porovnani zde uvadim v diskuzi (str. 64).
Zaznam gelové permeacni chromatografie rClrb (provedené po afinitni
chromatografii) na kolon¢ Superdex 200 Increase 10/300 GL ziskaného z produkce ve
stabilni linii piggyBac ve srovnani s pribéhem chromatografie po jeho transientni
produkci [74] je uveden na obrazku 11, SDS-PAGE z jimanych frakci je na obrazku 12
na stran¢ 54. Porovnani vytézki z téchto produkci je zobrazeno graficky na obrazku 13
na stran¢ 54. Pro srovnani byly pouzity zdznamy z chromatografii produkci s nejvyssim

vytézkem v daném expresnim systému. Vytézky jsou vztazeny na 1 litr média.
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Obr. 11: Pribéh gelové permeacni chromatografie rClrb; srovnani stabilni a transientni produkce.
Modie: zaznam chromatografie rClrb produkovaného ve stabilni linii piggyBac. Zaznam je z produkce
indukované doxycyklinem pii koncentraci 200 ng/ml (Tab. 3, str. 52) ve 30 ml média. Vyska vrcholu je
0,415, eluéni objem 15,8 ml, plocha 0,524 A - ml. Cerné: zdznam chromatografie rClrb produkovaného
transientné ve 300 ml média [74]. Vyska vrcholu je 0,403, elu¢ni objem 16,0 ml, plocha 0,471 A - ml.
Plochy vrcholti byly pomoci molarnich absorpénich koeficientd pfi 280 nm piepocitany na vytézek v mg
a ten vztazen na 1 | produkéniho média. Vysledky tohoto srovnani jsou uvedeny na obrazku 13 na strané

53.
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Obr. 12: SDS-PAGE frakei Clrb v redukujicim prostiedi. Draha M: proteinovy standard. Drahy R1 —
R6: vzorky Clrb z jednotlivych frakei po gelové permeacni chromatografii; 12,5% AA.
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Obr. 13: Srovnani vytéZku rClrb z transientni a stabilni produkce v systému piggyBac. Plochy
vrcholit z gelové permeacni chromatografie (Obr. 11, str. 54) byly pomoci molarnich absorp¢nich
koeficientl pti 280 nm pfepocitany na vytézek v mg a ten vztazen na 1 I produkéniho média. Je ziejmé,

ze v ptipadé€ produkce rClrb byl vytézek produkce zvysen az desetinasobné.

Na zaklad¢ vysledkt z produkce rClrb byla provedena produkce lidského NKR-
P1A, abychom ovéfili pozitivni zvySeni vytézku 1 pro transientné obtizn¢ produkovany
protein. Transfekce expresnim vektorem pCTS5 H4 pro hNKR-P1A byla provedena
stejné jako u pCT5_C2, ktera je popsana vyse. Rovnez selekéni kroky byly provadény
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stejné. Produkce probihala v 75 ml Ex/F17 ve 250ml ¢tverhranné lahvi za nepfitomnosti
selekénich antibiotik pfi po¢ateéni bunééné koncentraci 2 - 108 b/ml. Indukce produkce
byla provedena doxycyklinem, ptidanym do koncentrace 450 ng/ml. Suspenze byla
sklizena po osmi dnech. Bun&na koncentrace pii sklizni byla 3,45 - 10° b/ml a viabilita
66 %. Zaznam gelové permeaéni chromatografie (provedené po afinitni chromatografii)
na koloné Superdex 200 Increase 10/300 GL pro hNKR-P1A produkované ve stabilni
linii piggyBac ve srovnani s prubéhem chromatografie po transientni produkci a
produkci ze stabilni linie pfipravené s pouzitim plazmidu pOPINTTGNeo s pasivni
integraci do genomu je uveden na obrazku 14. Porovnani vytézku z téchto produkci je
zobrazeno graficky na obrazku 15 na strané 56. Pro srovnani byly pouZity zaznamy
z chromatografii produkci s nejvyssim vytézkem v daném expresnim systému. Vytézky

jsou vztazeny na 1 litr média.
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Obr. 14: Pribéh gelové permeacni chromatografie hNKR-P1A; srovnani produkce ve stabilni linii
piggyBac, stabilni linii pPOPINTTGNeo a tranzientni produkce. Modie: zaznam chromatografie
hNKR-P1A produkovaného ve stabilni linii piggyBac. Zaznam je z produkce indukované doxycyklinem
pii koncentraci 450 ng/ml v 75 ml média. Vyska vrcholu je 0,155, eluéni objem 17,5 ml, plocha 0,170 A -
ml. Cerné: zaznam chromatografie hNKR-P1A produkovaného systémem pro tvorbu stabilnich linii
POPINTTGNeo v 800 ml média. Vyska vrcholu je 0,892, elu¢ni objem 17,2 ml, plocha 1,009 A - ml.
Oranzové: zaznam chromatografie hNKR-P1A produkovaného transientné ve 400 ml média. Vyska
vrcholu je 0,067, eluéni objem 17,3 ml, plocha 0,076 A - ml. Plochy vrcholti byly pomoci molarnich
absorpénich koeficientl pii 280 nm piepocitany na vytézek v mg a ten vztazen na 1 1 produkéniho média.
Vysledky tohoto srovnani jsou uvedeny na obrazku 15 na stran¢ 56. Transientni produkce a produkce

pomoci systému pPOPINTTGNeo byly provedeny Mgr. Janem Blahou.
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Obr. 15: Srovnani vytéZku hNKR-P1A z produkce ve stabilni linii piggyBac, stabilni linii
POPINTTGNeo a z transientni produkce. Plochy vrcholii byly pomoci molarnich absorpcnich
koeficientl pti 280 nm piepocitany na vytézek v mg a ten vztazen na 1 I produkéniho média. Je ziejmé,
ze vpripadé¢ produkce hNKR-PIA byl vytézek produkce zvySen az desetindsobné¢ ve srovnani

S transientni produkci a témét dvojnasobné ve srovnani s jinym systémem pro tvorbu stabilnich linii.

Z optimalizacnich experimenti a produkce proteind systémem piggyBac
vyplyva, Ze se nam zavedenim tohoto systému podatilo zvysit vytézky exprese proteinti
az desetindsobn¢ ve srovnani s transientni produkci a to jak u potkaniho Clrb, tak u
lidského NKR-P1A. Tento systém tak zatim predstavuje nejefektivnéjSi metodu

pfipravy rekombinantnich proteinii v nasi laboratofi.

5.4  PRIPRAVA PROTEINU PRO KRYSTALIZACNI EXPERIMENTY
Pro ucely krystalizace proteind rClrb a rINKR-P1B a jejich komplexu byly tyto

proteiny produkovany a purifikovany dle nasledujicich postupd.

5.4.1 PRODUKCE A PURIFIKACE RNKR-P1B

Potkani NK bunéény receptor NKR-P1B byl produkovéan transientné v lidské
buné&cné linii HEK293S GnTI. K produkci fuzniho konstruktu NKR-P1B s Fc
fragmentem IgG byl pouZzit plazmid pYDS_S1, kterym byla transientné transfekovana
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linie HEK293S GnTI postupem uvedenym v kapitole 4.4.1 za pouziti IPEI jako
transfekéniho c¢inidla. Produkce probihala dle postupu velkoobjemové transientni
produkce (4.4.2) ve tfech 11 ¢tverhrannych lahvich v celkovém objemu 1,21 média
Ex/F17. Po 6 dnech byla produkce ukoncena a buiiky sklizeny (4.4.2). Viabilita (V, %)
a bunécnad koncentrace (CC, miliony bun€k na mililitr) pfi sklizeni bun¢k ve tfech
produkcich byla a) V: 23 %, CC: 0,75; b) V: 25 %, CC: 1,25; ¢) V: 57 %, CC: 0,25.

Zfiltrované médium bylo purifikovano afinitni chromatografii na kolonce
HiTrap MabSelect Sure (4.5.1). Eluce byla provedena citratovym pufrem o pH 3,0.
Eluat byl jiman do 50ml zkumavky s 1 ml Tris pufru o pH 8,8 pro neutralizaci pH.

Eluovany fizni protein byl Stépen TEV proteasou (viz kapitola 4.6)
V hmotnostnim pomeéru 1:50. Celkové mnozstvi proteinu 55 mg (zméfeno na
Spektrofotometru UV/VIS UV4-500 UNICAM, UK) bylo smichano s 1,1 mg TEV
proteasy. Stépeni probihalo 1 hod pii 30 °C. Odstépeny Fc fragment byl nasledné
z roztoku odstranén na kolonce HiTrap MabSelect Sure. Eluat, tedy smés monomeru a
dimeru potkaniho NKR-P1B z konstruktu S1, byl jiman a nasledné zkoncentrovan dle
postupu uvedeného v kapitole 4.5.2 na objem 250 ul a nanesen na kolonu Superdex 200
Increase 10/300 GL pro gelovou permeacni chromatografii (4.5.3). Takto ziskany
protein byl nasledné pouzit pro proteinovou krystalizaci.

Zaznam prib&hu chromatografie je uveden na obrazku 16 na strané¢ 58. Pro
srovnani zde uvadim 1 zaznam chromatografie z diplomové prace Mgr. Anny Dvorske.
Ta ve své praci pouzivala kolonu Superdex 200 10/300 GL, ktera ma niz$i uc¢innost nez
mnou pouzita kolona Superdex 200 Increase 10/300 GL. Je zjevné, ze pouziti u€inngjsi
kolony ma veliky vliv na oddé€leni monomerni a dimerni frakce potkaniho NKR-P1B.
Zaroven je ziejmy vys$i vytéZzek dimerni formy z mnou provedenych produkci.
Pravdépodobnou pfi¢inou vyssiho vytézku dimerni formy muze byt purifikace bez
ptedchoziho dlouhodobého zmrazeni a nésledného rozmrazovani média (jako v piipade
zminéné prace), kdy by se dimerni forma moha rozpadat. Sebrané frakce dimerni a
monomerni formy byly nasledné analyzovany SDS-PAGE (Obr. 17, str. 58 a Obr. 18,
str. 59). Na zaklad¢ srovnani elektroforéz provedenych v neredukujicim a redukujicim
prosttedi lze fici, Ze frakce 1 az 4 obsahuji cistou dimerni formu receptoru, tj.

disulfidicky vazany homodimer extracelularni ¢asti receptoru INKR-P1B SD.
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Obr. 16: Gelova permeaéni chromatografie proteinu rNKR-P1B SD. Chromatografie probihala na
koloné Superdex 200 Increase 10/300 GL za detekce absorbance pfi 280 nm. Modie je znazornén
chromatogram rNKR-P1B po $tépeni TEV proteasou a afinitni chromatografii, elu¢ni vrchol odpovida
dimeru (14,2 ml, Ao = 0,867) a monomeru (15,7 ml, Az = 1,125). Cervené je zobrazen chromatogram
rNKR-P1B z prace Mgr. Anny Dvorské [73]. Posun v eluénim objemu je zpisoben srovnavanim prib&hu
gelové permeacni chromatografie provedené na dvou riznych kolonach (Superdex 200 10/300 GL a
Superdex 200 Increase GL 10/300).

Obr. 17: SDS-PAGE frakci NKR-P1B v neredukujicim prostfedi. Draha M: proteinovy standard.
Drahy N1 — N6: vzorky NKR-P1B z jednotlivych frakci po gelové permeaéni chromatografii; 12,5% AA.
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Obr. 18: SDS-PAGE frakci NKR-P1B V redukujicim prostiedi. Draha M: proteinovy standard. Drahy
R1 — R6: vzorky NKR-P1B z jednotlivych frakci po gelové permeaéni chromatografii; 12,5% AA.

5.4.2 PRODUKCE POTKANHO CLRB

Pro krystaliza¢ni experimenty zcela dostacovalo mnoZstvi rClrb konstruktu C2
vyprodukované béhem optimalizace systému piggyBac timto proteinem. Produkce a
purifikace jsou tak popsany V kapitole 5.3. Jednotlivé frakce rClrb byly smichany
dohromady a zkoncentrovany na pozadovanou koncentraci pro krystalizacni

experimenty.

55  KRYSTALIZACE PROTEINU

Veskeré krystalizaéni experimenty za pouziti protein, vyprodukovanych
V ramci této prace, byly provedeny Mgr. Janem Blahou v Henry Wellcome Building for
Genomic Medicine, University of Oxford, UK. Pro krystalizaci byla zvolena metoda

visici kapky s diftizi par.

5.5.1 KRYSTALIZACE RCLRB

Protein Clrb byl jiz v naSi laboratofi nékolikrat vykrystalizovan, avSak ani za
pouziti n€kolika riznych expresnich konstrukti i zplsobu pfipravy zadna z jeho
krystalovych forem dosud neposkytla difrakci dostacujici pro vyfeSeni jeho struktury
[73, 74]. Nejnadé€jnéjsi se jevil pravé konstrukt C2, velmi té€sné ohraniCujici CTLD
doménu. Za tucelem ziskani difrakénich dat o dostatecném rozliSeni byly proto
optimalizovéany dalsi krystaliza¢ni podminky. Nejvhodnéjsi se ukazala byt krystaliza¢ni
podminka, kdy bylo robotem pipetovano 100 nl vzorku Clrb o koncentraci 8§ mg/ml
v pufru HEPES (mobilni fadze pro gelovou permeacni chromatografii) smichaného

s endoglykosidasou Endo F1 v poméru 200:1. Tento zasobni roztok proteint byl

smichan se 100 nl roztoku 0,1M octanu sodné¢ho a 1M mravencanu sodného o pH = 5,0.
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Krystalizace probihala pii teploté 20 °C. Rust krystali byl sledovan diky on-line
ptistupu pies Protein Information Management System (Obr. 19).

Krystaly z této podminky byly zmrazeny v tekutém dusiku a nasledné byla
meéfena jejich rentgenova difrakce na zdroji synchrotronového zafeni Diamond Light

Source, UK. Namétena difrakéni data byla pouzita k feSeni krystalové struktury.

Obr. 19: Krystaly potkaniho Clrb. Krystaliza¢ni podminka: 100 nl vzorku Clrb (8 mg/ml) s
endoglykosidasou Endo F1 v poméru 200:1, ptfidano 100 nl roztoku 0,1M octanu sodného a 1M
mravencanu sodného o pH = 5,0. Krystalizace probihala pfi teploté 20 °C.

5.5.2 KRYSTALIZACE KOMPLEXU RCLRB-RNKR-P1B

Protein INKR-P1B byl také jiz v nasi laboratofi Gspésné vykrystalizovan a jeho
krystaly poskytly difrakéni data pro feSeni krystalové struktury o rozliSeni 2,3 A.
Hlavnim cilem vSak bylo pokusit se vykrystalizovat komplex receptoru s jeho ligandem,
tj. INKR-P1B:Clrb. Pro krystalizaci komplexu cilovych proteini byla Mgr. Janem
Blahou nasazena tada krystaliza¢nich podminek, z nichz nejvhodnéjsi se ukazala byt
krystaliza¢ni podminka, jeZ obsahovala v celkovém objemu 200 nl smés Clrb a
NKR-P1B v poméru 1: 1 o celkové koncentraci 15 mg/ml, 0,2 M NaCl, 0,1M octan
sodny, 20% PEG 20 000, pH = 5,0. Krystalizace probihala pii teplot¢ 20 °C. Rist
krystali byl sledovan diky on-line pfistupu ptes Protein Information Management
System (Obr. 20, str. 61).

Krystal z této podminky byl zmrazen v tekutém dusiku a nasledn¢ byla méfena
jeho rentgenova difrakce na zdroji synchrotronového zafeni Diamond Light Source,

UK. Naméfena difrakéni data byla pouzita k feSeni krystalové struktury komplexu.



-61-

Obr. 20: Krystal potkaniho komplexu Clrb a NKR-P1B. Krystalizaéni podminka: v objemu 200 nl
byla smés Clrb a NKR-P1B v poméru 1 : 1 o celkové koncentraci 15 mg/ml, 0,2 M NaCl, 0,1M octan
sodny, 20% PEG 20 000, pH = 5,0. Krystalizace probihala pfi teploté 20 °C.

5.6  RESENI KRYSTALOVE STRUKTURY
Veskera ziskana difrakéni data zpracovavali (véetné tvorby a rafinace

prostorovych modeld) RNDr. Tereza Skalova, Ph.D. a Mgr. Jan Bléha.

5.6.1 RESENi STRUKTURY RCLRB

Struktura Clrb byla feSena v programu Morda. Fazovy problém byl vyfesen
metodou molekuldrniho nahrazeni pouZitim jiz vyfeSené struktury 3T3A (mysi
NKR-P1A). V asymetrické jednotce téchto krystalit se nachazi nekovalentni dimer
potkaniho Clrb konstruktu C2. Prostorovy model vytvofeny na zakladé upfesnénych
map elektronovych hustot je na Obr. 21, str. 62. Rozliseni krystalové struktury je
1,45 A. Struktura je dle odekdvani svym celkovym uspofddanim velmi podobnd

ptibuznym ligandiim z CLEC2 rodiny.
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Nekovalentni dimer potkaniho
Clrb, konstrukt C2

Obr. 21: Krystalograficky model struktury Clrb: Model byl vytvofen na zakladé difrakénich dat
krystaltt Clrb konstruktu C2 (s homogenni glykosylaci) RNDr. Terezou Skalovou, PhD. a Mgr. Janem
Blahou. Obrazek zobrazuje asymetrickou jednotku Kkrystalu, nekovalentni dimer. Disulfidicka spojeni
jsou vybarvena Zluté a znazornéna ty¢kovym modelem. Leva podjednotka je vybarvena na zakladé prvka
sekundarnich struktur (svétle modife a-helixy a fialové B-skladané listy, zluté disulfidické mustky).

Rozliseni struktury je 1,45 A. Obrazek byl vytvoren v programu PyMOL.

5.6.2 RESENI STRUKTURY KOMPLEXU RCLRB-RNKR-P1B

Struktura komplexu Cirb a NKR-P1B byla feSena v programu Morda. Fazovy
problém byl vyfeSen metodou molekularniho nahrazeni pouzitim jiz vyfeSené struktury
3FF8 (lidské KLRG v komplexu s E-kadherinem). V asymetrické jednotce téchto
krystalti se nachéazi nekovalentni dimer potkaniho Clrb konstruktu C2 a monomerni
jednotka kovalentniho dimeru potkaniho NKR-P1B, konstruktu S1. Prostorovy model
vytvofeny na zakladé upfesnénych map elektronovych hustot je na Obr. 22, str. 63.
Rozliseni krystalové struktury je 3,26 A. Ve struktuie komplexu Clrb a NKR-P1B je
v ramci asymetrické jednotky obsazen dimer Clrb ve stejném usporadani, jako vyse.
Z potkaniho NKR-P1B se v jedné asymetrické jednotce nachazi jen jedna doména
z jeho kovalentniho dimeru, druhd doména interaguje stejnym zptisobem S dimerem

Clrb v dalsi asymetrické jednotce.
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Asymetricka jednotka krystalové struktury
komplexu Clrb a NKR-P1B

Nekovalentni dimer
Clirb
konstrukt C2

monomerni jednotka
dimeru NKR-P1B
konstrukt S1

Obr. 22: Krystalograficky model struktury komplexu potkaniho Clrb a NKR-P1B: Model byl
vytvofen na zaklad¢ difrakénich dat krystald komplexu Clrb konstruktu C2 a NKR-P1B konstruktu S1
(oba proteiny s homogenni glykosylaci) RNDr. Terezou Skalovou, PhD. a Mgr. Janem Blahou. Obrazek
zobrazuje asymetrickou jednotku krystalu, nekovalentni dimer Clrb (Sedivé) v komplexu s monomerni
jednotkou kovalentniho dimeru NKR-P1B ( ). Disulfidicka spojeni jsou vybarvena Zzluté a

znazornéna ty¢kovym modelem. RozliSeni krystalové struktury je 3,26 A. Obrazek byl vytvofen v
programu PyMOL.
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6 DISKUSE

Hlavni naplni tohoto diplomového projektu byla piiprava dostate¢ného mnozstvi
potkanich receptori Clrb a NKR-PIB pro nasledné krystalizacni experimenty
provedené Mgr. Janem Blahou v Henry Wellcome Building for Genomic Medicine,
University of Oxford, UK.

Protein NKR-P1B v podobé¢ fuzniho konstruktu s Fc fragmentem IgG byl jiz
uspésné produkovan v ramci diplomové prace Mgr. Anny Dvorské [73]. Zminéné
predeslé produkce se ale potykaly s problémy, pfedev§im pak v purifika¢nich krocich
produkce NKR-P1B, kdy byly vytézky pozadované dimerni formy vyrazné nizsi, nez
vytézky monomerni formy NKR-P1B. Problém byl také v separaci frakci monomerni a
dimerni formy pii gelové permeacni chromatografii na kolon¢ Superdex 200 10/300
GL. RozliSeni eluénich vrcholii nebylo dostatecné a tento fakt vedl ke snizeni mnozstvi
Cisté dimerni formy NKR-PIB pro krystaliza¢ni experimenty. Purifikace NKR-P1B
Vv ramci tohoto diplomového projektu byla na zikladé ptredeslych vysledk upravena
jednak pouzitim G¢inngjsi kolony pro gelovou permeacni chromatografii Superdex 200
Increase 10/300 GL a jednak zrychlenim purifikacnich krokd. Purifikace tak byla
provedena co nejdiive po sklizeni produkéni kultury a béhem jednotlivych purifikacnich
kroki nebyl vzorek znovu zamrazen. Diky tomu se podaftilo ziskat dostate¢né mnozstvi
Cist¢ dimerni formy NKR-P1B, se kterou byla nasledné¢ provedena krystalizace
komplexu s Clrb. Srovnani prub&hu gelové permeacni chromatografie obou zminénych
postupll je zobrazeno na obrazku 16 na stran¢ 57.

Pro produkci proteinu Clrb, ktery byl v ptedchozich pracich rovnéz produkovéan
transientné [73], jsme se rozhodli ustavit stabiln¢ produkujici linii zavedenim systému
piggyBac. Cilem v zavedeni tohoto systému byla jednak optimalizace produkénich
podminek, ale hlavné vytvofeni jednotného a opakovatelného postupu, kterym by
mohly byt stabiln€ produkovany i dalsi proteiny, kterymi se v laboratofi zabyvame.

Ustaveni linie stabilné¢ produkujici Clrb bylo tUspéSné. Protoze je systém
piggyBac indukovatelny doxycyklinem, byl hlavnim pfedmétem optimalizace vliv
koncentrace doxycyklinu jako induk¢niho ¢inidla na vytéZzek produkce cilového
proteinu. Rozsah pocatecnich koncentraci doxycyklinu byl zvolen na zakladé publikace
[70], ktera se jiz touto problematikou zabyvala. Z vysledkti optimalizace stabilni

produkce Clrb (viz tabulka 3 na strané 51) v zavislosti na pfidavku doxycyklinu je



- 65 -

ziejmé, ze Vv rozsahu pocate¢nich mnozstvi doxycyklinu pouzitém pro optimalizaci, se
vytéZzek zasadnim zpusobem neméni. Pti vys$Sich koncentracich doxycyklinu je vsak
ziejmé snizend viabilita a zaroven stim klesd i vytéZzek produkovaného proteinu.
Ptidavani dalSich davek doxycyklinu béhem produkéni faze nezvysilo vytézky produkci
a lze ho tedy povazovat za zbyte¢né s piihlédnutim k tomu, Ze kazda dal$i manipulace
s produk¢ni kulturou s sebou nese riziko mozné kontaminace.

Na zaklad¢ vysledki z produkce rClrb byla provedena produkce lidského NKR-
P1A, abychom ovéfili pozitivni zvySeni vytézku 1 pro transientné obtizné
produkovatelny protein. Ustaveni linie stabilné produkujici NKR-P1A bylo rovnéz
uspeésné a i zde bylo pozorovéano vyrazné, az desetindsobné, zvyseni vytézku (srovnani
s transientni produkci je uvedeno na Obr. 14, str. 55 a Obr. 15, str. 56).

Dalsi moznou veli¢inou pro optimalizaci (mimo koncentrace doxycyklinu) byla
pocateni bunécna koncentrace a také vliv pfitomnosti selek¢énich antibiotik v médiu.
Tyto optimalizaéni pokusy provadéla Mgr. Barbora Kalouskova v ramci své diplomové
prace [75] na proteinu NKp80, kde jsou jeji vysledky uvedeny v tabulce 4 na stran¢ 53.
Ze srovnani s vysledky optimalizace produkce NKp80 vyplyva, ze optimalni pocatecni
koncentrace doxycyklinu je protein-dependentni. Zde je nutno zminit, ze NKp80 je
vedle lidského NKR-P1A také zastupcem proteini, které se transientn¢ v lidské
bunécné linii produkuji jen s velmi malym vytéZkem. Dale je ziejmé, Ze pocatecni
bunétna koncentrace neovliviiuje vytézek produkce zasadnim zplsobem. Produkci
proteint také neovliviiuje ptitomnost selek¢nich antibiotik puromycinu a geneticinu.

Ze ziskanych dat je tedy mozné shrnout nasledujici: pro proteiny, které se dobie
produkuji pfi transientni produkci, je v systému piggyBac dostacujici indukce jednou
davkou doxycyklinu na koncentraci 300 ng/ml pii pocateCni bunécné hustote
1-10°% b/ml. Pro proteiny, které jsou produkovany jen s malym vytézkem, je vhodné
mnozstvi doxycyklinu zvysit aZ na 900 ng/ml, stejné jako je mozné zvysit pocatecni
viabilitu a tim i dekompozici cilového proteinu proteasami uvolnénymi z mrtvych
bunék. Pii problémech svytézkem pro nové proteiny, produkované systémem
piggyBac, je tedy vhodné provést obdobnou optimalizaci alespon pro pocatecni
mnozstvi doxycyklinu. Obdobné vysledky vychazi i z publikace [70], zniz jsme

vychazeli. Z té je také zfetelné, ze optimalni koncentrace doxycyklinu zavisi na povaze
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produkovaného proteinu, pfesto pro vétsinu z testovanych je jiz koncentrace 300 ng/ml
dostatecna.

Z optimalizacnich experimenti a produkce proteind systémem piggyBac
vyplyva, Ze se nam zavedenim tohoto systému podafilo zvysit vytézky exprese proteint
az desetindsobné ve srovnani s transientni produkci a to jak u potkaniho Clrb, tak u
lidského NKR-P1A a NKp80. Tento systém tak zatim pfedstavuje nejefektivnéjsi
metodu piipravy rekombinantnich proteint v nasi laboratofi.

Pfipravena rozpustna extracelularni doména potkaniho receptoru Clrb a byla
uspesné  vykrystalizovana Vv deglykosylované formé jako nekovalentni dimer
v asymetrické jednotce krystalu. Ve zdroji synchrotronového zareni krystal poskytl
difrakéni data o rozliseni 1,45 A. Struktura, fe$ena RNDr. Terezou Skalovou Ph.D.,
jesté neni zcela hotova a model se bude nadale zptesiovat. Pozice postrannich fetézct
aminokyselin se tak jeste jisté budou ménit. Nicmén¢, zékladni kostra struktury jiz bude
pozménéna minimalng, a tak je uz nyni mozné fici, ze struktura potkaniho Clrb je velmi
podobna dalSim proteiniim zrodiny CLEC2. Krystalizovana dimerni forma sleduje
klasicky zptisob dimerizace CLEC2 receptort, stejny, jako je naptiklad u lidského
receptoru CD69 a LLT1. Clrb obsahuje v asymetrické jednotce dimer, protoze cystein,
zodpovédny za kovalentni dimerizaci neni v konstruktu C2 zahrnut. To naznacuje, Ze by
se mohlo jednat o formu, v jaké Clrb interaguje s receptory na bunééné membrang.
Struktura monomerni jednotky potom rovnéz typicky obsahuje dva o helixy, dva anti-
paralelni B listy a region dlouhé smycky. Tvorba nekovalentniho dimeru je v Clrb
zprostifedkovana skrz interakci a2 helixt.

Ve struktufe komplexu Clrb a NKR-P1B je vramci asymetrické jednotky
obsaZzen dimer Clrb ve stejném uspotfadani, jako je diskutovano vySe. Z potkaniho
NKR-P1B, které¢ zde bylo krystalizovano ve form¢é kovalentniho dimeru, se Vv jedné
asymetrické jednotce nachdzi jedna doména. Druhd doména je v rdmci krystalové
struktury symetricky sdruzena a interaguje s dimerem Clrb v dalsi asymetrické jednotce.
NKR-P1B rovnéz sleduje sbaleni CTLD a ve struktufe obsahuje dva o helixy, dva anti-
paralelni B listy a region dlouhé smycky, na rozdil od Clrb je vSak dimerizace
zprostiedkovana skrz oy helix. Podil dimerni formy NKR-P1B vii¢i monomerni formé je
pfi produkci tohoto receptoru jen velmi maly. Z toho divodu byl protein NKR-P1B

produkovan jako chimerni protein s Fc fragmentem IgG, ktery napomaha kovalentni
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dimerizaci skrz cysteiny v krckové oblasti proteinu. Tato oblast v krystalové struktuie
neni kvili flexibilité kr€kové oblasti viditelna.

Nedavno byla publikovédna struktura komplexu homolognich proteintt NKp65
s KACL [76]. Ve zminéné struktute homodimer KACL (homolog Clrb) interaguje
s monomerem NKp65 (homolog NKR-P1B) stejnym zpisobem, jakym interaguji v
nasem komplexu potkani receptory. Rozdil je v tom, ze NKR-P1B, je na rozdil od
NKp65 Vv krystalu ptitomen jako kovalentni dimer, ktery kazdou doménou interaguje
s jinym dimerem Clrb. Toto usporadani pak umoziuje fetézeni dimerti obou vazebnych
partnerti. Zde také vyvstava mysSlenka, Ze by toto fetézeni mohlo byt biologicky
relevantni formou zesilovani interakce mezi inhibi¢nim ligandem a receptorem NK
buiky. Zminéné uspotadani také neodporuje publikované struktuie komplexu NKp65 a
KACL, jen ji dopliiuje o dalsi doménu extracelularni ¢asti NK receptoru. Zde je ovSem
tieba fici, ze NKR-P1B tvofi pfirozené¢ dimerni formu jen velmi malo a je
pravdépodobné, ze formu dimeru méa na bunééné membrané jen maly podil téchto
receptord. To ovSem neodporuje piipadné biologické relevanci, kdy by fetézeni
probihalo jen v omezeném rozsahu nékolika malo molekul receptori a ligandd,
Vv opacném ptipad¢, kdy by tvorba dimert NKR-P1B byla pfirozené vysoka, si lze
pfedstavit, Ze by interakce byla takto zesilena az pfili§ a byla by tim porusena funkénost
rozeznavani NK bunéénymi receptory zaloZena na jemné rovnovaze mezi aktivaénimi a

inhibi¢nimi signaly.
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ZAVER

Za pouziti potkaniho Clrb, konstruktu C2 a lidského NKR-P1A, konstruktu H4
byl zaveden a optimalizovan expresni systém piggyBac jako nastroj pro tvorbu

indukovatelnych stabilné transfekovanych linii HEK293S GnTI".

Potkani NK buné¢ény receptor Clrb byl produkovan ve stabilné transfekované
liniit HEK293S GnTI a purifikovan v dostatecném mnoZzstvi pro proteinovou

krystalizaci.

Potkani NK bunéény receptor NKR-P1B, konstrukt S1 byl produkovén v
transientn¢ transfekované liniit HEK293S GnTI™ a purifikovan v dostate¢ném

mnozstvi pro proteinovou krystalizaci.

Byly ziskény krystaly Clrb, jez poskytly dostate¢nou difrakei. Difrakéni data
byla pouzita pro feSeni krystalové struktury Clrb.

Byly ziskany krystaly komplexu Clrtb a NKR-P1B, jez poskytly dostatecnou
difrakci. Difrak¢ni data byla pouzita pro feSeni krystalové struktury tohoto

komplexu.
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