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SEZNAM ZKRATEK

ADCC - bunééna cytotoxicita zavisla na protilatce (Antibody-Dependent Cellular
Cytotoxicity)

AMK - aminokyselina

Amp - ampicilin

APS - peroxodisiran amonny

BCR - antigenni receptor B-lymfocyti (B-Cell Receptor)

BSA - hovézi sérovy albumin

CBBR - barva Coomassie Brilliant Blue R250

CD - oznaceni povrchovych leukocytarnich molekul (Cluster of Differentiation)

CRD - lektinova doména vazajici sacharid

CTLD - ,doména podobna lektinim C-typu“ (C-Type Lectin-like Domain)

DMSO - dimetylsulfoxid

DTT - dithiothreitol

EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova

EtOH - ethanol

Fc - fragment imunoglobulinu po §tépeni papainem

FeylIll - receptor III pro Fc ¢ast IgG

Fuc - fukosa

GalNAc - N-acetylgalaktosamin

GC - gelova chromatografie

GlIcNAc¢ - N-acetylglukosamin

GM-CSF - faktor stimulujici kolonie granulocyti a makrofagt

GPI - glykosylfosfatidylinositol

HEPES - 4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonova kyselina

HLA - hlavni histokompatibilni lidsky komplex (Human Leucocytes
Antigens)

HPLC - vysokoucinna kapalinova chromatografie

IFN - interferon

IL - interleukin

Ig - imunoglobulin

IP; - inositoltrisfosfat

IPTG - isopropylthio-B-D-galaktosid



ITAM

ITIM

KIR

LB
Man
MHC
MS
NK
NKC
NKT
PEG
PKC
PIPES
PMSF
PTK
RP-HPLC

SDS
SDS-PAGE
Tc

Tu

TCR
TEMED
TFA

Tet

Tricin

Tris

- imunitni aktivaéni receptorovy motiv tyrosinového typu (Immunoreceptor
Tyrosin-based Activation Motif)

- imunitni inhibi¢ni receptorovy motiv tyrosinového typu (Immunoreceptor
Tyrosin-based Inhibition Motif)

- zabije¢sky receptor imunoglobulinového typu (Killer Immunoglobulin
Receptor)

- médium (Luria-Bertani)

- manosa

- hlavni histokompatibilni komplex (Major Histocompatibility Complex)

- hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

- ,,pfirozen¢ zabijec¢ské buriky“ (Natural Killers)

- komplex genti NK bunék (Natural Killer Complex)

- ,pfirozené zabije¢ské“ T buriky

- polyetylenglykol

- proteinkinasa C

- 1, 4 — piperazindiethansulfonova kyselina

- fenylmethylsulfonylfluorid

- protein-tyrosinové kinasy

- vysokou¢inna kapalinova chromatografie na obracené fazi (Reversed
Phase)

- dodecylsulfat sodny

- SDS polyakrylamidova gelova elektroforéza

- cytotoxické T lymfocyty (cytotoxicity)

- pomocné T lymfocyty (helper)

- antigenni receptor T-lymfocytt (T-Cell Receptor)

- N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin

- trifluoroctova kyselina

- tetracyklin

- N-tris(hydroxymethyl)-methyl glycin

- tris(hydroxymethyl)aminomethan



PREDMLUVA

V laboratofi architektury proteind se jiz dlouho dobu zkoumaji pod vedenim Prof,
RNDr, Karla Bezousky, CSc leukocytarni antigeny. Lidsky homolog hCD69 a potkani
izoformy receptoru NKR-P1 patfi mezi receptory, na kterych byla jiZ provedena fada
vazebnych i strukturnich experimenti.

Podrobné poznani téchto molekul, jejich funkci a riznych vzajemnych interakci je
velice slozité, nicméné jejich dokonalé pochopeni by mohlo byt velmi uZite&né pfi boji proti

mnoha onemocnénim at’ virovym, autoimunitnim ¢i nadorovym.
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I. UVOD

1.1 IMUNITNI SYSTEM

Viechny organismy jsou neustdle vystavovany utokdm jinych organismi.
Zivotichové si proti svym predatorim vybudovali ohromné mnoZstvi obrannych
mechanismi. AvSak mnohem nebezpeéné€jsi je napadeni infekénimi mikroorganismy nebo
viry. Aby se jim Zivo¢ichové dokazali ubranit vyvinuli si dimyslné obranné reakce znamé

jako imunitni systém.'

I.1.1 Funkce imunitniho systému

Funkci imunitniho systému je udrZovani integrity organismu tim, Ze rozpoznava
»Skodlivé” od ,,neSkodného”, a chrani tak organismus proti $kodlivindm vné&jSiho ptivodu
(rozpoznani $kodliviny a ochrana pied jejim patogennim pisobenim), tato funkce se nazyva
obranyschopnost i vnitiniho pivodu tzv. imunitni dohled (prib&zné odstratiovani vnitfnich
$kodlivin napf. staré, poskozené &i n&které pozménéné buiiky). Imunitni systém také rozpozna
vlastni tkdné organismu a udrzuje vi¢i nim toleranci (schopnost rozpoznat a tolerovat tkané a

latky organismu vlastm').]

I.1.2 Druhy imunitnich mechanismu

Imunitni mechanismy lze rozdélit do dvou zakladnich kategorii: nespecifické a
antigenné specifické.

Nespecifické mechanismy jsou evoluéné star§i. Jsou obvykle u¢inné proti mnoha
patogeniim tim, Ze reaguji na strukturni nebo funk¢ni rysy jim spoleéné. Muzeme je rozdélit
na bun&&né a humoralni.' Bun&&né nespecifické systémy jsou reprezentovany fagocytujicimi
burikami a pfirozené cytotoxickymi butikami (NK buriky, Natural Killer cells ,,pfirozeni
zabijec¢i“). Humoralni slozky nespecifické imunity tvofi komplementovy systém, interferony,
lektiny a jiné sérové proteiny. Nespecifické slozky imunitniho systému reaguji rychle (fadové
minuty) na pfitomnost $kodliviny na rozdil od specifickych sloZzek imunitniho systému, které
potfebuji k aplnému rozvoji imunitni reakce nékolik dnti aZ t}"dnﬁ.2

Specifické mechanismy jsou evoluéné mlad$i (znamé aZz u obratlovci). Antigenné

specifické znamend, Ze reaguji na kazdou cizorodou strukturu prostfednictvim vysoce
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specifickych molekul, (protilatky, antigené specifické receptory), a aktivuji se aZ po setkani
s antigenem.

Patfi mezi né€ mechanismy humoralni (zaloZzené na protilatkach) a bunécné
zprostiedkované (zaloZené hlavné na T lymfocytech). Charakteristickym rysem specifické
imunity je tzv. imunologickd pamét.

U obratlovct jsou nespecifické i specifické mechanismy imunitniho systému velmi

duilezité a vzajemné spolu kooperuji.

1.1.3 Hlavni slozky imunitniho systému

Mezi hlavni slozky imunitniho sytému patfi lymfatické tkan€ a organy, buiiky
imunitniho systému (imunocyty) a molekuly imunitniho systému.

Lymfatické tkan€ a organy rozdélujeme na primarni, mezi které fadime kostni dfeni a
brzlik, a sekundarni, mezi které patii slezina, lymfatické uzliny a rozptylené lymfatické
tkan¢. V primarnich organech probiha vznik, zrani a diferenciace bun€k imunitniho systému,
zatimco sekundarni lymfatické tkané¢ a organy jsou mistem, kde probihaji hlavni faze
antigenné€ specifickych imunitnich reakci.

Buriky imunitniho sytému tvofi z velké ¢asti rizné druhy bilych krvinek (leukocyty).
VSechny druhy leukocytd vznikaji z pluripotentnich kmenovych buné€k, které jsou
charakteristické pfitomnosti adhezivni molekuly CD34. Z kmenovych bun¢k vznikaji dvé
zékladni linie myeloidni a lymfoidni (obr. 1).

Z myeloidni linie vznikaji monocyty , granulocyty a dendritické butiky.' Nékteré
z téchto bun€k jsou schopny fagocytdozy a mohou také ptisobit jako antigen prezentujici
buriky. Buriky myeloidni linie jsou zdkladem jak pro nespecifické tak pro specifické imunitni
mechanismy.

Mezi buriky lymfoidni linie patfi T lymfocyty, B lymfocyty a NK burky. Hlavni
centrum vyvoje T lymfocyti je brzlik, avSak nékteré subpopulace se vyviji mimo brzlik.
Z brzliku odchazeji dvé odlisné populace T lymfocyti, T, lymfocyty (cytotoxické) které maji
na svém povrchu receptor CD8 a Ty, lymfocyty s povrchovym receptorem CD4. Oba druhy T
lymfocyti se po setkani s antigenem na povrchu antigen prezentujici buiiky (APC) méni na
tzv. efektorové T lymfocyty. Ty lymfocyty se vyznaduji produkci cytokini, které se podileji
na regulaci jinych bun€k. T, lymfocyty se vyznacuji schopnosti cytotoxicky zabijet jiné
buiiky. Vyvoj B lymfocyti probiha v kostni dfeni a dokonéuje se setkanim s antigenem
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v lymfatickych organech. Kone¢nym stadiem diferenciace B lymfocyti jsou plazmatické
buriky, které produkuji protilatky. Cast B a T lymfocyti se m&ni na pamé&tové buriky. Tyto

buriky jsou zodpovédné za tzv. imunologickou pamét.
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Obr. 1: Diferenciace riznych druhi leukocytti z kmenové buiiky'.

1.1.4 Povrchové molekuly leukocyti

Vétsina déju probihajici v imunitnim systému je zavislda na mezibunénych
kontaktech. Tyto kontakty jsou zajistovany molekulami pfitomnymi jak na povrchu
leukocytt, tak na povrchu ostatnich bunéénych i nebunéénych struktur, které jsou pfitomny
v organismu. Ve vétSin¢ piipadech nepisobi tyto adhezivni molekuly jen jako pasivni
spojnice, ale po interakci s vazebnym partnerem pienasi do buriky signal, ktery informuje
buitku o uskutetn&né adhezi.> Na tento signal poté buiika aktivné reaguje.

Neékteré adhezivni molekuly jsou exprimovany neustale, jiné aZ po signalizaci jinym
receptorovym systémem ¢i vazbou cytokinu na jeho specificky receptor. Nékteré se vyskytuji
jen na leukocytech jiné i na jinych buiikach v organismu. Podle vyskytu téchto molekul l1ze
usuzovat na stupeni diferenciace, fyziologicky stav ¢i situaci ve které se burika nachazi.
Nebot' n€které molekulové struktury se vyskytuji na bunééném povrchu jen v ur€itych
konkrétnich situacich €i v ur¢itém stadiu vyvoje buiiky. Exprese téchto povrchovych molekul

neni samoziejm¢ omezena jen na buiiky imunitniho systému, ale je zdkladem celé fady
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jinych mechanismi probihajicich v organismu (bunéénad adheze, embryogeneze,
mutageneze, karcinogeneze, tkanova diferenciace atd.).

Vzhledem k velkému poétu téchto molekul se zavedlo tzv. CD nazvoslovi (z angl.
cluster of differentiation). Tento nazvoslovny systém odstrafiuje urity chaos, ktery vznikal
libovolnym pojmenovanim nové objevenych molekul naptiklad podle jejich funkce ¢i
struktury. Nazev je tvofen pismeny CD za kterymi nasleduje pofadové &islo molekuly
popiipad¢ dal$i znaky potfebné k odliSeni riznych izoforem. CD nazvoslovi neiika nic o
funkci ¢&i struktufe danych molekul, je to pouze inventurni systém.*

Povrchové leukocyty miizeme délit podle n€kolika hledisek. Za prvé podle zakotveni
proteinii v cytoplazmatické membrané (obr.2). U proteini Ltypu je N-terminalni ¢ast
lokalizovand extracelularn€, cytoplazmatickou membranou prochazi usek asi 20
hydrofobnich aminokyselin a C-termindlni ¢ast je lokalizovana intracelularné. Tento typ
membranovych proteind je nejbéZnéj$i. Méné béiny ILfyp ma C-termindlni ¢ast
lokalizovanou extracelularné a N-termindlni ¢ast intracelularné. U membranovych proteinid
HI.typu prochazi polypeptidovy fetézec membranou opakované (typicky napf.4x nebo 7x).
membranové proteiny IV.typu jsou k cytoplazmatické membrané zakotveny pomoci
glykolipidové ,.kotvy“, cely peptidovy fetézec je lokalizovan extracelularn€ a k C-koncové

aminokyseliné je pFipojen glykosylfosfatidylinositol (GPI).’

N-glykosidicky

vazane oligosacharidy

NH, COOH COOH
COOH NH.
Typ | Typ Ul Typ 1 Typ IV

Obr. 2: Druhy povrchovych proteinii.
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Povrchové molekuly leukocytii se déli podle jejich funkce do n€kolika skupin.

Déleni povrchovych molekul leukocytt podle jejich funkce

Antigené specifické receptory: TCR, BCR nachazeji se u B a T-lymfocytu.

Adhezivni molekuly: integriny, muciny, selektiny a jiné lektiny. Tyto molekuly se uplatiiuji
pii bunééné adhezi.

MHC-glykoproteiny: (z angl. major histocompatibility complex) u lidi ozna¢ovanych jako
HLA (z angl. human leukocyte antigens). MHC-glykoproteiny lze rozd¢lit na MHC L.t¥idy,
které jsou pfitomny na vSech builkkdch organismu a MHC ILtfidy, které jsou za
fyziologickych podminek pfitomny jen na burikach prezentujici antigen.

Fc-receptory: vazi Fc c&ast imunoglobulinovych molekul. Jednotlivé Fc-receptory jsou
specifické pro rizné izotypy imunoglobulin

Komplementové receptory (CR): vazi fragmenty sloZzek komplementu.

Povrchové enzymy: mnoho proteint jejichz extracelularni nebo intracelularni ¢ast vykazuje
enzymovou aktivitu.

Transportni proteiny: membranové pumpy, kanaly atd.

Daéle lze povrchové molekuly leukocyti délit do tzv. rodin nebo superrodin podle jejich
strukturni podobnosti. Toto déleni se provadi podle aminokyselinové sekvence molekul a

tudiz podle jejich podobného prostorového uspotadani polypeptidového fetézce.

Nejvyznamnéj$i superrodiny povrchovych leukocytt

Imunoglobulinovd rodina: BCR, TCR, vétsina Fc-receptori atd.

Integrinova rodina: B1, B2, B3, B7 integriny

Lektinova (C-typu): selektiny a nékteré receptory NK bunék (NKR-P1, CD69 atd).
Komplement receptorovd rodina: CD21 (CR2), CD35 (CR1) atd.

Cytokinin receptorovd: receptory pro IL-2, IL-3, IL-4 atd.

Fibronektinovd: receptory pro IFN-y, IL-10 atd

Skupina TNF: Fas L, membranovy TNF atd.

Scavenger-receptorovd: CD5, CD6 atd.

MHC rodina: MHC gp.1, MHC gp. 11, CD1.
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Maucinovd rodina: CD34, CDA43 atd.
Glykosaminglykanovd rodina: CD44, CD138 atd.
Tyrosin-fosfatazovd: CD45, CD148
Glykolipidovd rodina: CD17, CD60 atd. ¢

Nékteré molekuly mohou vykazovat nékolik strukturnich podobnosti a zarovei

vvvvvv

funkce a struktura ktera je zodpovédna za tuto funkci.

1.2 NK BUNKY
I.2.1 Funkce NK bunék

NK butiky (natural killers cells) byly popsany teprve v roce 1975 jako lymfocyty ’,
které jsou schopny bez pfedchozi stimulace, proliferace a diferenciace zabijet nckteré
nadorové nebo virové infikované buiiky.

Jsou to velké granularmi lymfocyty, které se vyviji v kostni dfeni spole¢né
s ostatnimi lymfocyty z pluripotentnich kmenovych buné€k. Vyvojové jsou bliz§i T-
lymfocytim, tuto pfibuznost dokazuje nedavny objev T-lymfocyti, které nesou na svém
povrchu markery charakteristické pro NK buriky (NKR-P1). Tato skupina byla nazvana
NKT.?

NK buriky jsou stejné jako T.-lymfocyty zapojeny do cytotoxickych reakci, které jsou
namifené proti nadorové zménénym nebo virové infikovanym buitkdm. Produkci velkého
mnoZstvi cytokind maji také regulaéni vyznam pti specifické imunitni odpovédi, diferenciaci
bunék, bun&éné adhezi atd. Mezi nejdileZit&jsi cytokin produkovany NK butikami je INF-y,'
ktery stimuluje makrofagy k pfeméné na aktivovanou formu, ke zvySeni exprese MHC gp.II
a ksekreci IL-12, ktery je vyraznym diferenciaénim faktorem pro Tyl-lymfocyty a
inhibujicim faktorem pro vyvoj Tn2-lymfocyti.” Dalsi cytokiny produkované NK buiikami
jsou TNFa, B, které jsou nezbytné pii stimulaci (TNFa) ¢&i inhibici (TNFB) mitdzy, uplatiiuji
se také pfi zanétlivych procesech. Dadle jsou NK buiiky producenti tzv. faktord stimulujici
kolonie (CSF). Tyto faktory stimuluji diferenciaci monocytd (M-CSF), granulocyti (G-CSF)
a myeloidnich bun€k (GM-CSF). V neposledni fadé¢ se NK buiiky uplatiiuji pfi regulaci

autoimunitnich reakci.
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1.2.2 Princip bunéného rozpoznavani

NK buiiky exprimuji na svém povrchu receptory rozeznavajici MHC gp.1. Pokud se
NK buiika setka s burikou kterda ma na svém povrchu ,,normalni“ mnozstvi MHC gp.I
neaktivuje své cytotoxické mechanismy. V opaéném piipad€, kdy NK buiika nalezne na
povrchu zkoumané builky abnormalné malo MHC gp.I (n€které nadorové nebo virové
infikované buriky potlacuji exprese MHC gp.I) aktivuje své cytotoxické mechanismy a danou
buiiku zabije. Tato hypotéza se nazyva self missing' a vysvétluje jak imunitni systém dokaze

eliminovat buriky, které unikaji jeho pozornosti sniZzenou expresi MHC gp.1.

I.2.3 Receptory NK bunék

Interakce NK bunék s okolim je zprostfedkovana receptory umisténymi na jejich

povrchu. NK buiiky maji na svém povrchu dva zéakladni typy receptorti aktivaéni a inhibicni.

Aktivaéni receptory: Po interakci membranového receptoru s jeho ligandem dochazi
k pfenosu signalu do buiiky. Pfenos signalu probiha pomoci nabitych aminokyselin, které se
nachazeji v intracelularni ¢&asti receptoru. Tyto intracelularni ¢&asti jsou spojeny
s adaptorovymi molekulami jako jsou napt. DAP10, DAP12, které obsahuji imunoreceptorov
y tyrosin-vézajici aktivaéni motiv ITAM'' (Immunoreceptor Tyrosin-based Activation
Motif). Fosforylaci ITAM zajist'uji protein-tyrosin kinazy skupiny Src. Signalizace dale
probihd vyuzitim fosfatidylinositol-3-kinazy a PTK ZAP10 a SYK.

Dal$i moZnost pfenosu signalu je pomoci G-proteini asociovanym s receptory. Po
navazani ligandu se od receptoru odpoji G-protein tvofeny tfemi podjednotkami af}y. Na a
podjednotku se navaze GTP misto dosud navazaného GDP a dojde k disociaci na By a a-
GTP. Komplexy a-GTP a By se mohou vazat na jiné enzymy a ovliviiovat jejich aktivitu.

Mezi aktivacni receptory NK bunék patfi lidsky NKR-P1, CD69, NKG-2D, mysi
NKR-PA, CD69, skupina receptori zodpovédna za spontanni cytotoxicitu NK bunék NKp44,
NKp46, protilatkovy receptor CD16 ."2

Inhibiéni receptory: Specifické ligandy pro tyto receptory jsou MHC gp.I. Lidské
molekuly MHC se nazyvaji HLA (Human Leukocyte Antigen), ktery se déli na HLA-A, B, C
nazyvané klasické a HLA-E, F, G nazyvané neklasické.! Rada receptorii obsahuje ve své
intracelularni ¢asti imunoreceptorovy tyrosin vazajici inhibi¢ni motiv ITIM (Immunoreceptor
Tyrosine-based Inhibitory Motif). Na tento motiv se vazi protein-tyrosin-fosfatdzy skupiny
SHP1 a SHP2, které defosforyluji PTK a tim inhibuji pfenos signalu.
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Mezi klasické inhibiéni receptory NK bunék patii mysi molekuly Ly-49 a NKR-P1Ba
lidské KIR2DL, KIR3DL a NKG-2A."

Podle struktury délime receptory NK buné&k na dv¢ tzv. rodiny imunoglobulinovou a
C-lektinovou.

Receptory patiici do imunoglobulinové rodiny se nazyvaji KIR (Killer Inhibition
Receptors),'? dosud byly nalezeny pouze na lidskych NK buiikach. Déli se do dvou podrodin
v zavislosti na poctu imunoglobulinovych domén v extracelularni ¢asti molekuly. Prvni
podrodina obsahuje dvé (KIR2D) a druhd podrodina tfi (KIR3D) domény
imunoglobulinového typu. Ligandy pro tyto receptory jsou klasické molekuly HLA.

Proteiny C-lektinového typu byly poprvé identifikovany v 80. letech 20. stoleti."
Spole¢nym znakem této rodiny je tzv. CRD (Carohydrate Recognication Doman). Tato sa-
charid vazajici doména pottebuje ke své vazebné aktivité pfitomnost vapenatych ionti.
Prestoze je CRD pro vSechny proteiny této skupiny spoleéna, jeji pfesné charakterizace se u j
ednotlivych proteint li§i. Na zékladé homologie aminokyselinové sekvence 1ze

C-lektiny rozdélit do 7 odlisnych skupin.'

Déleni lektind C-typu do skupin dle homologie aminokyselinové sekvence

Proteoglykany

Transmembrdnové receptory Il.typu

Kolektiny

Selektiny

Lymfocytirni membrdnové antigeny Il.typu (sem patii také lektinové receptory NK
Bunék)

Manosové receptory makrofdgu

Voliné lektinové domény

Lektinové receptory C-typu jsou transmembranové proteiny Il.typu, na povrchu
bungk se zpravidla vyskytuji jako kovalentni dimery (homodimery).'® V extracelularni &asti,
ktera byva velmi &asto glykosylovana se nachazi CRD doména.'” Dale se protein sklada
zkr¢ku obsahujiciho cysteiny zodpovédné za dimerizaci, kratké transmembranové ¢&asti
(ptiblizné¢ 20AK), a intracelularni &asti slouzici k pfenosu signalu pomoci ITAM/ITIM
sekvence a asociovanych PTKas rodiny Src (Lyn, Fyk), adaptorovych molekul nebo
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G-proteini.'®

Geny kodujici lektinové receptory C-lektinového typu jsou umistény v tzv. NKC
genovém komplexu. U lidi se NKC vyskytuje na 12. chromosomu, u my$i na 6. a u potkanti
na 4. chromosomu. Porovnani lidského a mysiho NKC'® (obr.3).

Jak je vidét tak geny pro polymorfni receptory rodiny Ly-49 a NKR-P1 jsou umistény
stranou od monomorfnich gend pro CD69 a CD94. Do skupiny Ly-49 patfi 9 ptibuznych
¢lenti Ly-49A — Ly-491. Rodina receptorii Ly-49 plisobi inhibi¢né na bunéénou cytotoxicitu.
Tyto receptory se vyskytuji na povrchu mysich a potkanich NK bun¢k. Na povrchu lidskych
NK bunék nebyly zatim objeveny.*’

Obr. 3: Porovnani NKC, kédujiciho geny pro lektinové receptory C-typu.

Jak se zda jejich funkci u lidskych NK bunék pfevzaly KIRs viz. vySe. Jako dalsi byla
objevena rodina péti geni C-lektinového typu oznacenych jako NKG 2A-E.

Receptory NKG 2 se odlisuji v extracelularni a cytoplazmatické ¢asti. Tato rozdilnost
umoziiuje velkou variabilitu receptorti pro jejich ligandy. NKG 2 receptory jsou obvykle
spojeny s glykoproteiny oznaGovanymi jako CD94.2' Zda se, ¢ NKG 2 nemohou byt
exprimovany na bunééném povrchu bez ptitomnosti CD94. Funkce CD94 neni dosud zcela
jasna. JelikoZ intracelularni ¢ast CD94 je pfili§ kratkd a neobsahuje Zadnou signaliza¢ni

sekvenci, zda se, Ze napomaha transportu NKG 2 na povrch bunék.
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1.2.4 Cytotoxicka aktivita NK bunék

U NK bunék jsou znamy dva mechanismy cytotoxického u¢inku a to pfirozena
cytotoxicita, ktera se uskuteCiiuje bud’ ptes apoptoticky Fas ligand nebo lytickou cestou za
pfitomnosti vapniku, a dale buné¢na cytotoxicita zavisla na protilatce proti cilové struktufe
(ADCC). Po setkani NK buiiky s cilovou buiikou dochazi k interakci mezi povrchovymi
receptory obou bunék, zesileni vzajemné vazby a spusténi lytickych mechanismi. Cilova
buiikka po obdrZeni tzv. ,polibku smrti“ umird, NK buiika se od ni odpoutd a pokracuje
k dal$im cilim.

Na protildtkdch zdvisld bunécnd cytotoxicita (ADCC)

ADCC jako jediny z mechanismi vyuZivanych NK buiikami je soucasti specifické
adaptivni imunity. Setka-li se NK burika s buiikou, ktera je opsonizovana protilatkami tfidy
IgG dochazi ke spusténi této reakce. Na povrchu NK bunék se nachazi stimulacni nizkoafinni
receptor pro IgG CD16 (FcyRIII). Tento receptor se vaze na Fc &ast protilatek. CD16 byl
nalezen na vét$iné lidskych i my$ich NK bunék, na aktivovanych monocytech a povrchu T
bun¢k. Po navazani ligandu na CD16 dochazi k aktivaci PTKazy rodiny Src vazbou na
tyrosinové zbytky voblasti ITAM cytoplazmatické domény.”> Dale dochazi k aktivaci
fosfolipaz, stimulaci fosfatidilinositol-3-kinaz a indukci MAP kinasy, coZ vede ke zvySeni
hladiny intracelularniho vapniku”® ZvySena hladina Ca’* ma za nasledek spusténi
cytotoxickych mechanismii, vedoucich ke spusténi procesu apoptozy.

ADCC je dominantni aktivita protilatek v boji proti nadorové transformovanym
buiikam.**

Lyticka cesta zdvisld na vipenatych iontech

V cytoplazm¢ NK bunék se nachdzi velké mnozZstvi cytotoxickych granuli
(specializovanych lysozomti), které obsahuji protein zvany perforin a protedzy nazyvané
granzymy. Poté, co NK burika rozezna pomoci specializovanych povrchovych receptorti
poskozenou nebo jinak zménénou builku, putuji tyto cytotoxické granule k plazmatické
membrané, fuzuji sni a jejich obsah se vylije do uzké S$térbiny mezi obéma buiikami
(tzv.degranulace). @ Pory  vytvofené  perforinem v cytoplazmatické  membrané
(perforin je strukturné podobny C9 komplementovému proteinu)] vstupuji do nitra buiiky
granzymy. Ty nésledné v cytoplazmé $tépi prekurzory proteas ze skupiny kaspas, které se
tim aktivuji. Kaspasy ptsobi na dalsi proteiny v cytoplazmé, coZ vede ke spusténi celé fady

reakci vedouci k apoptotické smrti zasazené buiiky.”
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Pro¢ granzymy putsobi jen na cilovou buriku a neposkodi buiiky které ho sekretuji,
neni dosud zcela jasné. Jedno z moZnych vysvétleni je, Ze granzymy se vylucuji jako celek a
poté fiizuji s membranou cilové buiiky aniZ by poskodily buiiku efektorovou.

Fas-Fas ligandovd cesta (Fas-FasL)

Na povrchu NK bunék se nachazi protein zvany Fas ligand (FasL). Tento protein patfi
do skupiny TNF (Tumor Necrosis Factor) povrchovych molekul. FasL se vaZze na
apoptoticky receptor Fas (CD95),%® ktery je pfitomny na povrchu mnoha riznych bungk.
Vazbou na tento receptor se aktivuji kaskady reakci vedouci k apoptotické smrti buiiky. Na
povrchu NK buné€k se exprimuji celkem tfi zastupci apoptotickych receptori-TRAIL ligand,
TNF a jiz zminény FasL. Na povrchu NK bunék se také nachazi apoptoticky receptor Fas,
coZ umoiuje dileZitou zp&tnou regulaci NK bungk.”” Nékteré nadorové zménéné buiiky
vSak toho faktu vyuzivaji ve snaze vyhnout se Gtoku ze strany imunitniho systému, tim Ze na

svém povrchu exprimuji FasL a tim indukuji apoptézu u cytotoxickych bunék.

1.3 Molekula CD69

Tato molekula byla poprvé identifikovana v roce 1986, roku 1993 klonovéana a
definovana jako receptor strukturné patfici do lektinové rodiny C-typu (obsahuje CRD
doménu s vazebnou schopnosti
zavislou na vapniku). Molekula
CD69 je povrchovy leukocytarni
receptor. Patti mezi
glykoproteiny II. tiidy.
V soucasné dobé je znam mysi
(mCD69), potkani (rCD69) a
lidsky (hCD69) homolog. Jeho

pritomnost byla zjist€éna nejen

CD69

Obr. 4: Pohled na obé podjednotky receptoru na NK burikéch, ale i na povrchu
CD69, ktery tvori nekovalentni dimer. T-lymfocytd a jinych bungk
hematopoetické fady (thymocyty, monocyty, neutrofilni granulocyty).?**%3!. N&kdy byva
oznaCovan jako ranné€ aktivacni antigen nebot’ jeho exprese je indukovana velmi brzo po

aktivaci bunék (24-48 hodin).*
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Na bunééném povrchu je molekula CD69 exprimovana v podobé disulfidicky

spojeného homodimeru o velikosti 28kDa az 32kDa (obr.4). Rozdilnost v molekulové

hmotnosti je dan rozdilnym stupném glykosylace na N-konci extracelularni ¢asti molekuly.

Gen pro molekuly CD69 je lokalizovan v NK genovém komplexu u ¢lovéka na 12. u

mys$i na 6. a u potkanii na 4. chromosomu.®® Intraceluldrni &ast obsahuje fosforylované

serinové zbytky spojené s G-proteiny.

I.3.1 Struktura molekuly CD69

Polypeptidovy fetézec lidské molekuly CD69 (kterym se zabyva tato prace) ktery ma
délku 199 aminokyselin (AMK) se sklada z intracelularni ¢asti o délce 40 AMK zbytky,

transmembranové ¢asti s 21 AMK zbytky a
extracelularni ¢asti sloZzené z kr¢ku o velikosti 21
AMK a globularni C-lektinové &asti o velikosti
117 AMK zbytki.** V této doméné jsou obsaZeny
dvé o-helikdlni struktury (al a a2) a dvé
antiparalelni  struktury  B-sklddaného listu
(BO,B1,82, P2’B3,84,85). Tato  strukturni
charakteristika je podobna i u ostatnich lektini C-
typu.”’

Retézce jsou vextraceluldrni  &asti
propojeny tfemi disulfidickymi mustky. Mistky
mezi Cys113-Cys194 a Cys173-Cys186 jsou
typické pro klasické lektiny C-typu. Treti
disulfidicky mustek je mezi Cys82-Cys96 (obr.5).
Molekula CD69 obsahuje jesté jednu molekulu
cysteinu na pozici 68. Tento cystein slouzi
k intermolekularnimu propojeni s dal$i molekulou
CD69. Jednotlivé strukturni ¢asti jsou mezi sebou
propojeny ¢tyfmi smyckami lokalizovanymi mezi

aminokyselinami 148-152, 158-162,169-171,177-

C173-C186

Obr. 5: Struktura CRD domény
proteinu CD69

Retézec v extracelularni ¢asti je
propojen tfemi disulfidickymu
mustky (vyznacené Sipkou).

180. Tyto smy&ky obsahuji potencialni ligandova vazebna mista.>
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1.3.2 Funkce molekuly CD69

Dojde-li k agregaci extracelularnich ¢asti receptoru pomoci specifickych ligandi, jsou
buriky exprimujici na svém povrchu molekulu CD69 aktivovany. Tyto buiiky za¢nou
proliferovat a plnit svou efektorovou funkci. Agregace receptoru CD69 na aktivovanych
lymfocytech vede ke stimulaci proteinkindzy A indukujici expresi gend pro IL-2, IFN-y a
TNF-a.®” Tato agregace zarovei vyvolava mobilizaci extracelularniho véapniku, ktery je
nezbytny pii zavéreéné fazi cytotoxické reakce lymfocyti. U cirkuluyjicich monocyti a
neutrofili exprimujici molekulu CD69 na svém povrchu vede agregace tohoto proteinu
k uvolnéni NO a degranululaci.3 8

Signaliza¢ni cesta vedena molekulou CD69 neni dodnes dostate¢n¢ zndma. Bylo
vSak zjisténo, Ze vazba pies CD69 u IL-2 aktivovanych NK buné€k vede k rychlé, selektivni
aktivaci PTK skupiny Syk. P#i aktivaci PTK skupiny Syk jsou dale potieba PTK ze skupiny
Src (kindza Lck). Obé tyto skupiny PTK jsou nezbytné k vyvolani cytotoxické aktivity NK

bunék.

I.3.3 Specifické ligandy molekuly CD69

Po objasnéni aminokyselinové sekvence receptoru CD69, bylo zjisténo, Ze tento
protein neni klasickou molekulou patfici do rodiny C-lektinového typu, nebot’ téméf postrada
konzervované aminokyseliny potfebné pro vazbu

Contact surface
with density A, CiCm vapniku a sacharidd (obr.6). Tato vazebna

doména byva oznaCovana jako doména podobna
lektinim C-typu, CTLD (C-type lectine-like
LS~ domain).> * U molekuly CD69 se bud’ jedna o
' L2 novy typ vazebné domény nebo molekula

rozpoznava jiné nez sacharidové ligandy.

]

CHCIM

Do dnes$ni doby byla navrZena cela fada
-3 potencialnich ligandd pro molekulu CD69, které
CD69 Lr" \cucn 1ze rozdé€lit do tfech skupin.

Obr. 6: Prepoklidani oblast Vidpnik. Po rozieSeni aminokyselinové
vazby sacharidovych ligandi na sekvence molekuly CD69, vazba Ca** nebyla
monomer CD69 ofekavana. AvSak na zdkladé experimenti
provedenych v laboratofi doc. Bezousky byla zjisténa u rekombinantné pfipravené CTLD

lidské molekuly CD69 vazba vapniku i riznych sacharidovych liganda.*’ Jako nejlepsi
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monosacharidovy ligand se ukazal N-acetylglukosamin a N-acetylgalaktosamin. Vazba
téchto monosacharidd byla vyznamn& ovlivnéna pfitomnosti Ca®*. Véapnik bylo moné
z molekuly odstranit pouze vysokymi koncentracemi chelataéniho ¢inidla nebo nizkou
hodnotou pH. Pfi odstranéni molekuly Ca®* vyznamné poklesla schopnost vazby
sacharidovych ligandi. Po opétovném pfidani vapniku se vysokoafinitni vazba opét
obnovila.*’

Vysledky posledni studie potvrdily jedno vazebné misto pro Ca®* na monomer s
K4~54 uM tvotené Aspl171, Glul85 a Glul87.

Sacharidy. Do dne$ni doby byla identifikovana celd fada nizko i vysokoafinitnich
ligandd pro molekulu CD69. Mezi nejvyznamnéj$i patii pfedevS§im N-acetylované
hexosaminy a struktury nesouci zaporny naboj. Z monosacharidovych hexosamini byla
zjisténa vazba GlcNAc a GalNAc s Kg~64 pM.*' U GalNAc byly nalezeny dvé vazebna
mista a pro GIcNAc tfi vazebna mista. Obé tyto mista jsou umisténa pravdépodobné
umisténa v blizkosti vazebného mista pro Ca®*. Pracovni skupina doc. Bezousky zjistila
velmi silnou vazbu vétvenych ligandi ovomukoidu s koncovymi GlcNAc na CD69." Na
zakladé¢ téchto vysledkii byly navrhnuty a nasledné pfipraveny ligandy ve formé
glykodendrimert na béazi polylysind ¢&i polyamidoaminii s riznym poétem koncovych
monosacharidovych struktur.

Latky proteinové povahy. V poslednich letech byl zahdjen vyzkum moZnych
proteinovych ligandii molekuly CD69. Bylo zji§téno, Ze molekula CD69 specificky vaze
nékteré proteiny tepelného Soku, napiiklad hsp60. Dale byla zjisténa specificka vazba
nékterych proteinti ze skupiny S-galektind.*

V posledni fad€¢ je nutné poznamenat, Ze fyziologicky ligand receptoru CD69 neni

dosud znam.

I.4 Molekula NKR-P1

Protein NKR-P1 byl poprvé charakterizovan v roce 1989 jako receptor potkanich NK
bunék.” Nalézime je téZ na monocytech a dendritickych buitkach.* Pozdgji byl také
objeven na specifické subpopulaci T.-lymfocytd, nyni nazvanych NKT buiiky.* Tyto NKT
buriky se vyskytuji zejména v jatrech a epiteliich. Protein NKR-P1 byl dale nalezen
na mySich a lidskych NK buiikdch. Na povrchu lidskych NK bunék byla zatim nalezena
pouze jedna izoforma NKR-P1A (majici asi 46 % homologie s potkani NKR-P1A), na
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potkanich NK buiikach byly nalezeny izoformy NKR-P1A, B, C a na mys$ich NK burikach
NKR-P1A,B,C,D, E, F.

1.4.1 Struktura a funkce molekuly NKR-P1

Molekula INKR-P1A patii mezi glykoproteiny II. tfidy, je disulfidicky spojeny
homodimer o relativni hmotnosti piiblizng 60 000.* Je 223 aminokyselin dlouh4, sklada se
z intracelularni Casti dlouhé piiblizn€¢ 50 aminokyselinovych zbytki, transmembranové &asti
o délce 40 AMK, kr¢ku 30 AMK a extracelularni &asti o velikosti pfiblizné sto AMK. 47

Dale byla molekularnim modelovanim a pfimymi vazebnymi experimenty
s radioaktivné znacenymi oligosacharidovymi ligandy receptoru NKR-P1 byla odhalena
existence vazebné drazky, ktera se rozprostira pfes celou vazebnou doménu.’’ Vazebna
drazka je pokryta nékolika aminokyselinami které se pfimo ucastni vazby sacharidi. Bylo
zjiSt€no, Ze 1 mald zména aminokyselin umisténych pfimo ve vazebné ryze mize mit za
nasledek opa¢nou funkci receptoru. Tak je tomu napiiklad u dvou riznych izoforem
receptoru NKR-P1A, B. Tyto dvé izoformy receptoru NKR-P1 maji 97 procent identickych
aminokyselin , ale opa¢nou funkci.*’

Intracelularni ¢ast obsahuje Cys-X-Cys-Pro aminokyselinovy motiv. Tento motiv
zajistuje asociaci s protein tyrosin-kinasy skupin Src.*®* P navazani ligandu na molekulu
NKR-PA dojde k aktivaci téchto kinas, nasledné zvySeni hladiny intracelularniho vapniku,
produkci TNF-a a k degranulaci lytickych granuli NK buiiky.

Bylo pozorovano, Ze mutantni linie NK bunék, ktera neexprimuje na svém povrchu
NKR-P1A nema schopnost zabijet nékteré nadorové transformované buriky. Poté co byla u
téchto bunék exprese tohoto proteinu opét obnovena, buiiky opét ziskaly schopnost zabijet
nadorové buriky. ** *° To ukazuje na velkou dileZitost tohoto receptoru pii obran¢ proti
nadorovym burikam.

Potkani NKR-P1B je daleko méné prozkoumany nez NKR-P1A. Ve své
cytoplazmatické Casti obsahuje ITIM motiv, ktery je asociovan s SHP-1 protein tyrosin
kinasou, tato kinasa inhibuje pfenos aktivaniho signalu.’’ NKR-PIB je tudiz inhibi¢ni
receptor NK bunék. >

Trojrozmérna struktura obou izoforem NKR-P1 nebyla dosud roziesena.
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1.4.2 Specifické ligandy molekuly NKR-P1

Molekula NKR-P1 patfi rodiny receptori C-lektinového typu tzn. jeho vazebna
aktivita je vyrazn€ zavisla na vapniku. Bylo objeveno, Ze potkani NKR-P1A skute¢né vaze
Ca®" a v jeho pritomnosti i n&které sacharidy.

Vazba Ca®* se viak na rozdil od ostatnich lektini vyznatovala neobyéejnou pevnosti.
V pocateénich monosacharidovych vazebnych testech s NKR-P1A a NKR-P1B nebyla
zji$téna rozdilnost ve vazb&é monosaharidovych ligandi. Bylo zjisténo pofadi inhibi¢ni sily
od ManNAc pies GalNAc, GIcNAc, Fuc, Man, Gal v tomto pfipadé¢ ma ManNAc nejvyS$si
inhibiéni aktivitu, Gal nejniz8i.*’ Zatim co hexosaminy ziskané de-N-acetylaci téchto
monosacharidii byly velmi chudymi ligandy, hydrofobni aglykon vyznamné zvysil vazbu
zvlaste¢ v piipad¢ beta-O-glykosidického spojeni. Afinity né€kterych hexosaminovych
oligosacharidii se vyznamné zvysili v porovnani s monosacharidy. Maximalni afinity bylo
dosaZeno na trovni chitotetraosy.>

Dale byly jako vysoko-afinitni ligandy pro receptor NKR-P1 identifikovany
monosacharidy a linearni oligosacharidové struktury. Tyto ligandy obsahuji oligosacharidové
sekvence rodiny krevnich skupin, gangliové rodiny a glykosaminoglykani.* Kromé& toho
byla také prokédzana interakce s povrchovymi oligosacharidy na nadorové transformovanych
burikdch. Tyto interakce jsou rozhodujici pro rozpoznani nadorovych bun€k a aktivaci
pfirozené zabije¢ské buriky.

Z dtvodi limitované dostupnosti, nizké stability a vysoké ceny oligosacharidovych
derivatl, se zaCalo s experimenty s novou generaci vysoko afinitnich oligosacharidovych
ligandG pro NKR-P1. Tyto syntetické ligandy jsou zaloZeny na polyamidoaminové nebo
polylysinové kostie. >> *® V potate¢nim testovani téchto sacharidy pokrytymi dendrimery se
ukéazalo, Ze jsou velmi u€innymi ligandy pro receptor NKR-P1 in vitro. A dale byla

prokazana jejich protinadorova aktivita.
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I1. CILE DIPLOMOVE PRACE

e  Ptipravit proteiny hCD69 pro experimenty v laboratofi a pro experimenty pomoci NMR

spektroskopie
e  Piipravit zkracené formy proteinu hCD69

e  Pfipravit protein INKR-P1A, B pro vazebné experimenty a experimenty v laboratofi

° Provést vazebné studie proteinii hCD69, NKR-P1A, B, D, C a hNKR-P1 s vyuzitim

né€kolika riznych experimentélnich technik
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II1. PRISTROJE A CHEMIKALIE
II1.1 Pristroje

Analytické vahy
Automatické pipety
Centrifuga J-6M
Centrifuga J2-21
Centrifuga MPW-365

Centrifuga Z 382 K

Centrifuga stolni, Spectrofuge 16M
Ctetka desti¢ek — SAFIRE

Dialyza¢ni trubice (M; “cut off” 10000)
Filtry PVDF 0,22um

HPLC systém BioSys 510

Chladnicka

Chladnicka

Koncentratory Centriprep, Centricon, Microcon
Kolona Superdex 75 HR 10/30

Kolona Superdex 200 HR 10/30
Kolona Vydac-C4

Magneticka michacka MM 2A

Mrazici box (-80 °C) Ultra Low
Mrazici box (-20 °C)

pH metr ®200

Piedvazky HF1200G

Souprava pro elektroforézu

Souprava pro ultrafiltraci
Spektrofotometr SPEKTROMOM195D
Ttepacka Bigger Bill

Trepacka na Erlenmayerovy bariky

Ultrazvukova sonda Ultrasonic Homogenizer 4710
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A&D, USA

Gilson, USA
Beckman, USA
Beckman, USA
Mechanika Precyzyjna,
Polsko

Hermle, Némecko
Edison, USA
TECAN, Rakousko
Sigma, USA
Millipore, USA
Beckman, USA
Zanussi, Italie
Skandiluxe, Dansko
Amicon, USA
Pharmacia, USA
Pharmacia, USA
Dionex, USA
Laboratorni pFistroje
Praha, CR

Revco, USA

Zanussi, Italie
Beckman, USA
A&D, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

MOM, Mad’arsko
Thermolyne, USA
Gallenkamp Ltd., UK
Cole-Parmer Instrumen,
USA



. Vakuova odparka Speedvac

. Ultrazvukova lazen

. Vortexovy mixér

. Zdroj deionizované vody MilliQ
. Zdroj napéti EPS 500/400

I11.2 CHEMIKALIE

. Acetonitril
. Agar
. Akrylamid
. APS

. L-Arginin hydrochlorid
. Azid sodny

. Bacto-tryptone

. Bacto-yeast extract

. Bis-Tris

. Bromfenolova modf

. BSA

. Coomassie Brilliant Blue R-250
. Cystamin

. Cysteamin

. Cinidlo pro stanoveni dle Bradfordové
. Dihydrogenfosfore¢nan draselny
. DTT

. EDTA

. GalNAc

. Ethanol

. Glukosa

. GlcNAc

J Glycerol

. Glycin

. Guanidin hydrochlorid
. HEPES
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Jouan, Francie
KRAINTEK, Slovensko
VELP Scientifica, Italie
Millipore, USA
Pharmacia, USA

Merck, Némecko
Oxoid, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Oxoid, USA
Oxoid, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Serva, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Bio-Rad, Némecko
Lachema, CR
Fluka, Svycarsko
Fluka, Svycarsko
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Sigma, USA
Fluka, Svycarsko
Jersey Lab Supply, USA

Serva, Némecko



Hydrogenfosfore¢nan sodny
Hydroxid sodny
Chloramfenikol

Chlorid amonny

Chlorid draselny

Chlorid hofe¢naty
Chlorid sodny

Chlorid vapenaty

IPTG

Kyselina chlorovodikova
Kyselina octova
Kyselina trifluoroctova
B-merkaptoethanol
Methanol
NHS-rhodamin
N,N’-methylen-bis-akrylamid
PEG

PIPES

PMSF

SDS

S Sepharosa FF

Siran hote¢naty

Standard pro IEF
Standard pro SDS-PAGE

Scintilacni roztok

TEMED

TFA

Thiamin hydrochlorid
Tricin

Tris
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Lachema, CR
Lachema, CR
Jersey Lab Supply, USA
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Sigma, USA
Sigma, USA
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Sigma, USA
Lachema, CR
Pierce, USA
Sigma, USA
Fluka, Svycarsko
Sigma, USA
Sigma, USA
Jersey Lab Supply, USA
Amersham, UK
Lachema, CR
Serva, USA
Serva, USA
Amersham Bioscience,
USA

Serva, USA
Serva, USA
Fluka, §V}'lcarsko
Serva, USA
Jersey Lab Supply,
USA



II1.3 PUFRY A ROZTOKY

Sacharosovy lyzaéni pufr: 25 % sacharosa, 50 mM Tris, ] mM EDTA, 1 mM NaNj,

1 mM PMSF, 1 pg/ml leupeptin, 1 pg/ml pepstatin, pH = 8,0

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

TBS pufr: 10 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1 mM NaNj3, 10 mM CaCl,, pH = 7,4

PBS pufr: 10 mM Na,HPO,, 150 mM NaCl, 2 mM KCIl, 2 mM KH,PO4, pH = 7,4

Pufr s detergentem: 0,5 % N-octyl-B-D-glukopyranosid, 50 mM Tris, 100 mM NacCl,
1 mM NaNj3, 1 mM B-merkaptoethanol, 1 mM PMSF, 1 pg/ml leupeptin, 1 pg/ml
pepstatin, pH = 8,0

Promyvaci pufr: 0,5M guanidine. HCl, 50 mM Tris, 1 mM NaN;, 1 mM PMSF,
1 pg/ml leupeptin, 1 pg/ml pepstatin, pH = 8,0

Guanidinovy pufr: 7 M guanidin-HCI, 100 mM Tris, pH = 8,0

Renaturacni pufr pro protein CD69: 0,4 M arginin.HCl, 100 mM Tris, 9 mM
cysteamin, 2 mM cystamin, 2 mM EDTA, 1 mM NaN3;, 1 mM PMSF, 1 pg/ml leupeptin,
1 pg/ml pepstatin, pH = 8,5

Renaturaéni pufr pro protein NKR-P1: 50 mM Tris.HCI, 100 mM CaCl; 1 M
arginin.HCl, 3 mM cystamin, 9 mM cysteamin, 1 mM NaN3;, 1 mM PMSF, 1 uM
leupeptin, 1 uM pepstatin, pH = 8,5

TE pufr: 10 mM tris, 0,5 mM EDTA

TeA pufr: 50 mM Tetraethylamin, 150 Mm NaCl, 1 mM NaNj

Pufr pro 1. dialyzu: 0,5 M NaCl, 10 mM Tris, 1 mM NaNj3, pH=7,5

Pufr pro 2. dialyzu: 50 mM NaCl, 10 mM Tris, 1 mM NaNj3, pH = 7.5

Pufr pro gelovou chromatografii proteinu CD69: 10 mM Tris, 150 mM NaCl, 2 mM
CaCl,, 1 mM NaNs, pH=17,5

Pufr pro gelovou chromatografii proteinu NKR-P1: 10 mM PIPES, 50 mM NaCl, 1
mM NaN3, pH = 6,8

Pufr A pro ionexovou chromatografii proteinu CD69: 20 mM Tris.HCI, 15 mM NaCl,
1 mM NaN3;, pH =9,2

Pufr B pro ionexovou chromatografii proteinu CD69: 20 mM Tris.HC], 1 M NaCl,
1 mM NaN;, pH=9,2

Pufr A pro ionexovou chromatografii proteinu NKR-P1: 15 mM Tris. HCI, 15 mM
NaCl, 1 mM NaNj, pH = 8,5
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Pufr B pro ionexovou chromatografii proteinu NKR-P1: 15 mM Tris. HCl, 1 M
NaCl, 1 mM NaN3;, pH = 8,5

Mobilni f 4ze A pro RP-HPLC: 0,1 % kys. trifluoroctova

Mobilni faze B pro RP-HPLC: 95 % acetonitril, 5 % mobilni faze A

Pufr A pro ionexovou chromatografii v mocoviné: 15 mM citrat(Na), 50 mM NacCl, 5
mM EDTA, 8 M mocovina, | mM NaNj3, pH =4,5

Pufr B pro ionexovou chromatografii v mocoviné: 15 mM citrat(Na), 50 mM NaCl, 5
mM EDTA, 1 mM NaNj, pH =4,5

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE redukujici: 50 mM Tris, 12 % glycerol, 4 % SDS,
0,1 % bromfenolova modf, 2 % B-merkaptoethanol, pH = 6,8

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE neredukujici: 50 mM Tris, 12 % glycerol, 4 % SDS,
0,1 % bromfenolova modf, pH = 6,8

AA: 30 % akrylamid, 1 % N,N’-methylen-bis-akrylamid

Elektrodovy pufr: 10 mM Tris-HCI, 250 mM glycin, 0,1 % SDS, pH = 8,0

Barvici roztok pro SDS elektroforézu: 45 % MeOH, 10 % kys. octova, 0,25 %
CBB R-250

Fixaéni a odbarvovaci roztok pro SDS elektroforézu: 35 % EtOH, 10 % kys. Octova
Vyvijeci roztok pro barveni stfibrem: 37 % formaldehyd, 3 % K,COs3 a 0,001 %
Na;S,03

I11.3.1 Média

LB agar: 1,25 % agar v LB médiu
LB médium: 1 % bacto-tryptone, 0,5 % bacto-yeast extract, 1 % NaCl, pH =7,4

I11.3.2 Enzymy

DNAsa I (deoxyribonukleasa I) Sigma, USA
RNAsa I (ribonukleasa I) Sigma, USA
Trypsin Promega, USA

I11.3.3 Inhibitory

Pepstatin Sigma, USA
PMSF Sigma, USA
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e Leupeptin Sigma, USA

I11.3.4 Vektory

* pRSETB Invitrogen, USA

I11.3.5 Bakterialni kmeny

e Epicurian Coli® BL21-CodonPlus(DE3)-RIL: E. coli B F ompT hsdStB'mB")
dcm Tet" gal 1 (DE3) endA Hte Stratagene, USA

I11.3.6 Marker pro SDS PAGE

*  BSA 66 kDa, ovalalbumin 44 kDa, tripsinogen 24 kDa, lysosym 14 kDa
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IV. EXPERIMENTALNI CAST

IV.1 METODY PRI PRACI S BAKTERIALNIMI
KULTURAMI

IV.1.1 Transformace kompetentnich bunék

Expresni vektor byl transformovan do kompetentnich bun€k bakteridlniho kmene
Escherichia coli BL21-Gold (DE3).

Kompetentni buriky uchovavané pfi -80 °C byly pomalu nechany roztit na ledu.
Nasledné byl pfidan plazmid (0,3 pg / 100 pul bunék) a smés byla nechana inkubovat 20
minut na ledu. Poté byly bakterie vystaveny ptisobeni teploty 42 °C ve vodni lazni po dobu
45 sekund. A ihned uloZeny na led. Po jedné minut¢ inkubace na ledu bylo pfidano 1 ml LB
média bez antibiotik a smé&s byla nechana inkubovat 1 hodinu p#i 37 °C. Buiiky byly
odstfedény 2 min 2500 g, 20 °C. Pelet byl resuspendovan v 50 pl LB média bez antibiotik a
rozetfen vyzihanou sklenénou ty¢inkou na Petriho misku s tuhym agarovym LB médiem
s pfisluSnymi antibiotiky (Amp 50 pl/ml, Tet 12,5 pl/ml). Na misce byly bakterie ponechany
ptiblizn€¢ 24 hod pti 37 °C, do vytvofeni viditelnych kolonii. Pro dal$i pouziti byly misky
skladovany pfi teploté 4 °C.

IV.1.2 Optimalizace produkce a selekce produkéniho klonu

Pro ziskdni proteinli v maximalnim moZném mnoZstvi je nutné optimalizovat
podminky produkce. Parametry které byly sledovany pfi optimalizaci jsou doba kultivace a
koncentrace IPTG (induktor).

Po transformaci bakterialniho kmene bylo vybranymi koloniemi zao¢kovano 1 ml LB
média s pfisluSnymi antibiotiky. Suspenze byly nechdny inkubovat za intenzivniho tfepani
(240 ot/min), pti 37 °C ptes noc. Z kazdé kultury bylo setinovym objemem zao€kovéano po
4x 1 ml LB média s antibiotiky. Suspenze byly nechany inkubovat (240 ot/min, 37 °C),
inkubace probihala do doby neZ opticka denzita suspenze dosahla hodnoty pfiblizné 0,6
(méfeno jako absorbance buné¢né suspenze pti 550 nm). Poté byl do prvni zkumavky pfidan
IPTG do vysledné koncentrace 0,1 mM, do druhé zkumavky do koncentrace 0,5 mM a
tieti do 1 mM. Posledni zkumavka byla ponechdna bez IPTG jako negativni kontrola. Dale
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byly v8echny zkumavky inkubovany (240 ot/min, 37 °C). Po 2; 3,5; 5; 6 hodinach bylo
z kazdé zkumavky odebrano 100 pl suspenze.

Suspenze byly centrifugovany (16000 g, 2 min, 20 °C), supernantant odstranén a
pelet resuspendovan v 150 pl redukujiciho vzorkového pufru pro SDS elektroforézu. K
analyze na 15 % polyakrylamidového gelu bylo pouZito 10 pl vzorku.

Touto analyzou byly zji§tény optimalni podminky produkce a zarovei vybran nejlepsi
produkéni klon. Tento postup byl proveden jen pfi produkci proteinu INKR-P1. Optimalni
podminky produkce proteinu CD69 byly zjistény Mgr. Ondiejem Varikem.?

IV.1.3 Velkoobjemova produkce

Tisicinou objemu bakteridlni suspenze vybraného produkéniho klonu bylo
zaoCkovano 4 x 500 ml LB média s pfislusnymi antibiotiky. Bakteridlni kultury byly
inkubovény za podminek zji$ténych pfi optimalizaci produkce.

Ziskana bakterialni kultura byla odstfedéna 40 min pfi 2500 g, 4 °C. Pelety byly
resuspendovany ve 20 ml TES pufru a centrifugovany (900 g, 20 min, 4 °C). Supernantanty
byly opét odstranény a pelety byly pro dalsi pouZiti uchovan pfti -20 °C.

IV.2 METODY PRI PRACI S PROTEINY

IV.2.1 1zolace inkluznich télisek

K rozmrazenému peletu bylo pfidano 20 ml sacharosového lyza¢niho roztoku ( na
pelet z 500 ml bakterialni suspenze) s piidavkem inhibitor proteaz (10 pM leupetin, 10 uM
pepstatin, 1 mM PMSF). Smés byla deset minut sonikovana sonika¢ni sondou na ledu, poté
byla zmraZena pfi -80 °C. Po tficeti minutach byla smés rozmraZzena ve vodni lazni a opét
deset minut sonikovana. Tento proces byl proveden celkem ¢tyfikrat. Do kazdé kyvety bylo
pfidano 400 pl 1M MgCl,, 2 pul DNA4sy (10 mg/ml) a 5 pl RNAasy (10 mg/ml).Smés byla
nechana inkubovat 30 min pfi laboratorni teploté. Dale byla smés sonikovana 15 minut na
ledu. Po sonikaci byla smés centrifugovana (12 000 g, 15 min, 4 °C). Ze supernantantu i
peletu byly odebrany vzorky na analyzu pomoci SDS PAGE.

Pelet byl resuspendovan v 15 ml pufru s detergentem. Byly pfidany inhibitory proteaz

o pfislusné koncentraci viz. vy$e. Smés byla patnact minut sonikovana na ledu. Poté byla
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centrifugovana (12 000 g, 15 min, 4 °C). Pelet byl resuspendovan ve 20 ml pufru bez
detergentu s pfislusnymi inhibitory proteaz. Smés byla opét patnict minut sonikovana na
ledu a poté centrifugovana (12 000 g, 20 min, 4 °C). Pro dikladné odstranéni detergentu ze
smési byl posledni krok opakovan dvakrat. Pro dalsi pouZiti byl pelet, obsahujici pfevazné

agregovanou formu rekombinantniho proteinu, zmrazen pti -20 °C.

IV.2.2 Solubizace inkluznich télisek

Prvnim krokem renaturace vyprodukovaného proteinu ve formé inkluznich télisek je
jeho solubilizace. Solubilizace se provadi nejéastéji pomoci denaturacnich ¢inidel (mocovina,
guanidin-HCI) nebo detergenty.

Inkluzni téliska byly rozpustény v 6 M guanidin-HCI pufru s 100 mM DTT (6 ml na
pelet z 500 ml bakteridlni kultury) resuspendovana pomoci vortexu, pipety a sonikacni
sondy. Smés byla nechana inkubovat 1 hodinu pfi teplot¢ 37 °C. Poté byla suspenze
centrifugovana (12 000 g, 20 min, 4 °C), supernantant obsahujici rozpustény protein byl

renaturovan metodou rychlého nafedéni. Pelet byl uschovan pti 4 °C pro dalsi solubilizaci

IV.2.3 Renaturace proteinu

Po solubilizaci proteinu nasleduje vlastni renaturace rekombinatniho proteinu
metodou rychlého nafedéni. Tento proces ptevede protein do nedenaturovaného stavu.

Optimalizaci sloZeni renatura¢niho pufru pro rekombinatni protein CD69 provedl jiZ
Mgr. Ondfej Vangk.?

Pro rekombinatni protein NKR-P1 byla optimalizace provedena Prof. RNDr. Karlem
Bezouskou, CSc.

Protein rozpustény pii solubilizaci byl pfikapavan do patifiéného renaturaéniho pufru
za stalého michani rychlosti 1 kapka za 2 sekundy. Nésledné byl renaturaéni pufr nechan
inkubovat 1 hodinu pfi laboratorni teploté za stalého michani. P¥i renaturaci rekombinatniho
proteinu CD69 se objevil bily zakal, ktery byl po inkubaci odsttedén (12000 g, 20 min, 4 °C).
Pfi renaturaci proteinu rNKR-P1 zikal nebyl pozorovan, tudiz nebyla nutnd centrifugace

renaturaéniho pufru s nakapanym proteinem
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I1V.2.4 Dialyza

Dialyza&ni trubice byly pfipraveny nasledujicim postupem: dialyza¢ni trubice o délce
50cm, byly povafeny 10 minut v 500 ml roztoku (2 % NaHCO;, 1 mM EDTA). Nasledn¢
promyty destilovanou vodou a povateny v TE pufru. Tyto pfipravené dialyza¢ni trubice byly
uchovany v TE pufru pti 4 °C.

U proteinu CD69 byl supernantant po centrifugaci pfeveden do dialyza¢nich trubic a
nechan dialyzovat pti 4 °C, 6 hodin za stalého michani proti dialyza¢nimu pufru 1. Poté byly
dialyza¢ni trubice s roztokem pievedeny do dialyza¢niho pufru 2, kde byly nechany
dialyzovat pfes noc za stalého michani pii 4 °C. Dialyza¢ni roztoky byly shodné pro oba

proteiny pouZivané v ramci této prace.

IV.2.5 Metody slouzici k zakoncentrovani proteinu

K zakoncentrovani zfedénych roztoki proteinti byly pouzity koncentratory Centriprep
a Centricon s membrénou propustnou pro molekuly M; < 10000. Pfed prvnim pouZitim byly
koncentratory promyty destilovanou vodou a poté stejnym pufrem ve kterym se nachazi
protein. Koncentratory byly uchovavany v destilované vodé obsahujici 1mM NaNs.
Koncentratory Centricon mohou byt vystavovany maximalni odstfedivé sile 5000 g,
Centriprep 3000 g.

Pro vétsi objemy zfedénych roztokl proteinu byly pouZity soupravy pro ultrafiltraci
s vloZenou membranou propustnou opét pro molekuly M, < 10000. Zde bylo misto odstfedivé

sily pouzito tlaku plynu.

IV.2.6 Stanoveni koncentrace proteinu dle Bradfordové

Pro stanoveni koncentrace proteinu byla pouZita technika dle Bratordové.’’ Stanoveni
bylo provadéno na mikrotitraénich desti€¢kach, do jamky byl o napipetovano 5 pl vzorku a
k nému bylo ptidano 200 pl &inidla. Smés byla nechana inkubovat 5 minut p#i laboratorni
teploté. Pro vylouceni nepfesnosti pipetovani byla stanoveni provadéna triplicitng. Stejnym

zplisobem byl pfipraven slepy vzorek, kde misto vzorku bylo napipetovano 5 ul vody.
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Kalibraéni pfimka byla pfipravena pomoci roztoki BSA o znime koncentraci
v rozsahu 0,05 — 0,5 mg/ml. Koncentrace proteinu byla stanovena spektrofotometricky,

méfenim pfi vinové délce 595 nm. Nasledné byly hodnoty odecteny z kalibra¢ni pfimky.

IV.2.7 Proteinova elektroforéza v polyakrylamidovém
gelu v pritomnosti SDS

Tato metoda je velmi &asto pouzivana pfi analyze proteind rizné velikosti. Pfi SDS
elektroforéze je vyuzito dvou druhid geli. Horni gel tzv. ,zaostfovaci“ mé nizSi pH
(pH = 6,8) a slouzi k zaostieni vzorku. Dolni gel tzv. ,rozliSovaci“ s vy$§im pH
(pH = 8,8), slouzi k samotné separaci proteini podle jejich molekulové hmotnosti.
Koncentrace dolniho rozliSovaciho gelu se voli podle ofekavané velikosti analyzovanych
proteint.

V této praci bylo pouzito 5 % zaostfovaciho gelu a 15 % rozliSovaciho gelu. Gely
byly pfipraveny jak je popsano v literature.>®

Pevné vzorky na SDS elektroforézu byly piipraveny resuspedovanim v redukujicim
pufru pro elektroforézu, kapalné vzorky byly nafedény v poméru 1:1 stejnym pufrem.
Nasledné byly vzorky pét minut povafeny a centrifugovany (14000 g, 5 min, 20 °C). Poté
byly vzorky naneseny do jamek zaostfovaciho gelu.

Elektroforéza probihala pfi konstantnim proudu 20-25 mA najeden gel a 16-26 V na
lcm gelu.

IV.2.8 Barveni polyakrylamidovych gelu

Barveni Coomasie Briliant Blue R-250

Polyakrylamidové gely byly po ukonéeni SDS elektroforézy ponechany ve fixa¢nim
roztoku na 10-15 minut. Nasledné byly gely ponofeny na 20 minut do barviciho roztoku,
ktery obsahuje Coomasie Briliant Blue R-250. Poté byly gely ponofeny do odbarvovaciho
roztoku aZ do vymizeni modrého pozadi. Gely byly uchovany v 1 % kyseliné octové.
Barveni stFibrem

Po ukonceni elektroforézy byly gely fixovany 3x30 min ve fixaénim roztoku,
nasledné oplachovany 20 min v 20 % EtOH a omyty 3x20 ml destilované vody. Nasledovala
Jedno minutova senzitizace v 0,02% roztoku Na,S;0;. Gel byl opét proplachnut 3x20 ml
destilované vody a inkubovan 30 min v roztoku 0,2 % AgNO;. Poté byl gel inkubovan ve
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vyvijecim roztoku pro barveni stfibrem do zviditeln€ni separovanych proteinti. Gely byly

opét uchovany v 1 % AcOH.

IV.3 CHROMATOGRAFICKE METODY

IV.3.1 Ionexova chromatografie

HPLC systém byl postupné promyt 1 M NaOH, 1 M AcOH a H,O nasledné byla
pfipojena kolona Q-sepharosy, nastaven pritok mobilni fize na 1 ml/min. Kolona byla
promyta 1 M NaOH a AcOH a H,0. Poté byla kolona promyta pufrem B pro ionexovou
chromatogafii, do ustaleni konduktivity a nasledné pufrem A pro ionexovou chromatografii
do ustaleni konduktivity. Oba pufry byly pfed pouzitim pfefiltrovany ptes PDVF membranu
0,22 pm.

Vzorek byl nanesen rychlosti 1 ml/min. Po naneseni vzorku byly kolona promyta
pufrem A pro ionexovou chromatografii a nasledné spustén linearni gradient do 50 % pufru
B pro ionexovou chromatografii za 30 min. SloZeni pufri pro ionexovou chromatografii
proteini CD69 a NKR-P1 bylo odli$né viz. seznam chemikalii. Po vyeluovani vzorku byla
kolona promyta 1 M NaOH, 1 M AcOH a H,O a uchovana v 20 % EtOH. Nachytané
frakce byly analyzovany pomoci SDS-PAGE. Detekce proteini byla provadéna
spektrofotometricky, méfenim absorbance pifi 280 nm. Pritok mobilni faze byl sledovan

vodivostnim detektorem.

IV.3.2 Chromatografie na obracené fazi

HPLC sytém byl promyt postupné¢ vodou, 1 M NaOH, 1 M kys. octovou, vodou,
mobilni fazi B pro RP-HPLC, mobilni fazi A pro RP-HPLC a byla pfipojena kolona Vydac-
C4 a prutok nastaven na 2 ml/min. Poté byl a kolona promyta 1 min pfi 100 % A, za 1 min
do 30% B, za 10 min do 50 % B, za 1 min do 100 % B, 1 min pfi 100 % B, za 1 min do
100 % A, 5 min pii 100 % A a tento cyklus byl opakovan celkem 3x. Vzorek pro reverzni
chromatografii byl pfed pouzitim okyselen pomoci TFA na pH = 2.

Po nastiiknuti vzorku byla kolona promyta pufrem A pro RP-HPLC a nasledné byl
spustén linearni gradient do 50 % pufru B pro RP-HPLC za 30 min. Po ustéleni byl spustén
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gradient do 100 % B za deset min. Kolona byla zakonzervovana v mobilni fazi B. Detekce
proteini byla provadéna spektrofotometricky, méfenim absorbance pii 280 nm.
Z nachytanych frakci byl odpafen acetonitril, vzorek byl zakoncentrovana a uchovén

pii -20 °C pro dalsi pouziti.

IV.3.3 Gelova chromatografie

Pii gelové chromatografii byla pouzita kolona Superdex 200. Systém byl vzdy promyt
vodou, 1 M NaOH, 1 M Kkys. octovou, vodou a pfislusnym pufrem pro GC. Prutok byl
nastaven na 0,4 ml/min a vzorek nepiekraCujici objem 150 pl byl nastfiknut na kolonu.
Jimané frakce byly podrobeny analyze pomoci SDS-PAGE. Kolona byla uchovana v 20
%EtOH.

Detekce proteini byla provadéna spektrofotometricky, méfenim absorbance pfi

280 nm.

IV.4 VAZEBNE EXPERIMENTY

IV.4.1 Naznaceni proteinu CD69 fluorescencni sondou

Pro naznaéeni proteinu CD69 bylo pouzito molekuly NHS-rhodaminu.
NHS-rhodamin je velmi €asto pouZivana molekula pro fluorescenéni znaceni proteinti, ma
exitaéni maximum pfi vinové délce 544 nm a emisni maximum pfi 576 nm. NHS-rhodamin
obsahuje N-Hydroxysuccinimidovou skupinu, ktera velmi u¢inné reaguje s amino skupinou
lysinu pfitomného v proteinu. Touto reakci vznika velmi stabilni amidova vazba. pH
optimum pro tuto reakci je v rozmezi 7 — 9.

NHS-rhodamin byl rozpustén ve smési DMSO : MeOH (1 : 1). MnoZstvi
rozpusténého NHS-rhodaminu bylo vypoéitano, tak aby pomér rhodamin:lysiny (pfitomny v
proteinu) byl 10:1, 5:1, 2:1, 1:1. Do vSech zkumavek obsahujicich rizné mnozstvi NHS-
rhodaminu bylo napipetovano pfislusné mnozstvi proteinu v TeA pufru. Reakéni smési byly
nechédna inkubovat pii laboratorni teploté. Po jedné, dvou a tfech hodinach inkubace bylo z
reakénich smési odebrano 2 x 20 pl vzorku. Prvnich 20 pl vzorku bylo zbaveno

nezreagovaného NHS-rhodaminu pomoci gelové chromatografie na koloné superdex 200.
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Druha &ast vzorku byla zbavena nezreagovaného NHS-rhodaminu pomoci dialyzy
proti TeA pufru.

Nasledné bylo vypocitano procento naznaceni daného proteinu.59 Podle vztahu (1.1).

Adss
¢’ x konc.proteinu(M)

x Fedicifaktorx100

(1.1)

¢’ = molarni extinkéni koeficient rhodaminu = 60 000 M c¢m™

Aug4 = absorbance znaceného proteinu pifi 494 nm.

IV.4.2 Inhibi¢ni vazebné experimenty

Principem inhibi¢nich vazebnych experimentii je meéfeni stupné inhibice vazby
proteinu na GIcNAc, ktery je navazany pomoci hydrofobnich interakci na mikrotitracni
desti¢ku. Rtzné sacharidové ligandy pfidané na mikrotitra¢ni desticku, kompetuji s GIcNAc
navazanym na polystyrenovou mikrotitraéni desticku o vazebné misto na CRD doméné
proteinu. Cim se pfidané sacharidové ligandy siln&ji va%i na CRD doménu proteinu, tim
slabsi je vazba GlcNAc navazaného na destice k této doméné a tudiZ tim méné€ proteinu
zlistane pritomno k detekci na desti¢ce. K témto experimentim byl pouZit protein znaceny

1'%, Toto zna&eni provadél doc, K. Bezouska, CSc.

pomoci

Mikrotitraéni desticky byly pokryty 100 pl GIcNAc-BSA na jamku. A nechany
inkubovat pfes noc pfi teploté 4°C. Po inkubaci byl GIcNAc vyjmut, desti¢ky promyty PBS a
do jamek mikrotitra¢nich desti¢ek bylo napipetovano 150 pl 2 % BSA jako blokavaciho
¢inidla a ponechany inkubovat 3 hod. pii 4 °C. Po inkubaci byl roztok BSA vyjmut desticky
opét promyty PBS a do jamek byly naneseny inhibitory o rtizné koncentraci. K inhibitorim
byl pfidan stejny objem radioaktivné zna¢eného proteinu. A desti¢ky byly nechany 2 hod.
inkubovat pfi 4 °C. Po inkubaci byly desti¢ky nékolikrat dukladné promyty PBS, nechany
vysusit pfi 37 °C do druhého dne. Do jamek vysuSenych desti¢kam bylo pfidano 100 pl
scintilaniho roztoku. A desti€ky byly zméfeny na B-counteru. Procento inhibice bylo

vypocitano podle vztahu (1.2)
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dpmexp —dpm
1 SPMew” CPMe: 1, 100
dpmmax - dpmpoz
(1.2)
dpme,, - diverzita za sekundy naméfena u experimentalnich vzorka
dpm j, - diverzita za sekundu pozadi

dompa - maximalni naméfena diverzita za sekundu

IV.4.3 Precipitacni experimenty

Do jamek mikrotitraéni destiCky byly pfidany ligandy o rizné koncentraci. K
témto ligandiim byl ptidan stejny objem radioaktivné znaceného proteinu. Smés byla nechana
inkubovat 1 hod. pfi teplot¢ 4 °C. Po inkubaci bylo ke smési pfidano 100 pl 20 %
polyetylenglykolu a nechano opét inkubovat 1 hod. pfi 4 °C. Nasledn¢ byly mikrotitracni
desti¢ky centrifugovany (2000 g, 20 min, 4 °C). Po centrifugaci byl supernantant odstranén.
Destic¢ky byly diukladné vysuSeny 37 °C pies noc. Do jamek bylo ptfidano 100 pl

scintilaéniho roztoku a desti¢ky byly zméfeny na - counteru.

IV.4.4 Metody primé vazby

Redukujici sacharidy pouzité vtéto studii byly pfeménény na pfisluSny B-D-
glycosylamin pouzitim metody dle Linkhosherstov.®> Tyto glycosaminy byly okamZitd
konjugovany s BSA.% BSA-konjugaty byly analyzovany pomoci MALDI hmotnostni
spektrometrie, SDS elektroforézy a kvantitativni sacharidové analyzy (Dionex systém).**

Oligosacharidové-BSA konjugaty byly naneseny do jamek mikrotitracnich desti¢ek a
inkubovany pfes noc v pfitomnosti 50 ul BSA neoglykoproteinu v TBS pufru pfi 4 °C.
Nasledné byly desticky pétkrat promyty TBS pufrem a pétkrat destilovanou vodou, vysuSeny
a uchovany pfi -20 °C pro dals$i pouZiti.

VysuSené desticky byly rehydratovany ve 100ul TBS pufru na jamku pies noc pii
4 °C. K rehydratovanym destickam byla pfidina smés fluorescenéné zna¢eného proteinu
NKR-P1A a rhodaminem znac¢eném proteinu hCD69 (1 pg kazdého ve 100 pul TBS pufru na
jamku). Desticky byly inkubovany 2 hodiny pfi pokojové teploté, nasledné promyty TBS
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pufrem a proméfeny na &teéce destiGek podle specifickych parametrti pro ob€ fluorescencni

sondy.5 ®

IV.4.5 Rovnovazna dialyza

Rovnovazna dialyza je u€inny nastroj pro zkoumani interakci mezi jednotlivymi
molekulami.

Pfi standartnim provedeni rovnovazné dialyzy se pouzivaji dva kompartmenty
oddélené membranou propustnou pro nizkomolekularni latky, jako jsou naptiklad
sacharidové ligandy receptori NK bun€k. Do prvniho kompartmentu se umisti protein o
znamé koncentraci (v naSem piipad€¢ receptor NK bun¢k NKR-P1A). Do druhého
kompartmentu se umisti latka (ligand) o znamé koncentraci, pro kterou je membrana
umisténd mezi kompartmenty propustnd. Ligand musi byt oznacen zpisobem umozZiujici
jeho rychlé a spolehlivé stanoveni.

Latka (ligand) umisténd v druhém kompartmentu difunduje skrz membranu, kde se
Cast vaZe na receptor a Cast zustava volna v roztoku. Diflize ligandu pfes membranu a vazba
na receptor probiha aZ do ustanoveni rovnovahy ligandu na obou stranach membrany. Po
ustaveni rovnovahy se zméfi koncentrace ligandu ve stejném objemu pufru odebraného
z obou kompartmentd. A na zakladé rozdilu koncentraci se uréi koncentrace tzv. volného a
vazaného ligandu.%

Pro idedlni piipad interakce jediného ligandu s homogenim vazebnym mistem,

miiZzeme pro matematické vyjadfeni vyjit z rovnovahy ©':

[L]+[s] e [LS]

L je koncentrace vazebnych mist receptoru

S je koncentrace sacharidového ligandu

1.3)
Asociacni konstantu takové rovnovahy lze vyjadfit jako:
Ka=:5 [,LS]
[S]volny X [L]voln)"
(1.4)
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Jestlize oznaCime koncentraci volného ligandu jako C a pocet molti vazaného ligandu na

jeden mol proteinu jako r potom plati Ze:

__ [slvazany
[L]

(1.5)
Jestlize se v molekule proteinu nachazi n vazebnych mist pak celkova koncentrace viech

vazebnych center je:

[L]= n x [Lkelkovy
(1.6)

Kombinaci téchto vzorct ziskame vztah pro vypocet volnych vazebnych center

C je koncentrace volného ligandu (1.7)

Tento vztah se pro usnadnéni vypoltu zpravidla uvazuje ve formé navrzené

Scatchardem jako linearni zavislost mezi r/Car

r/C=nK-rK
(1.8)
Scatchardiiv vynos ma tvar pfimky pouze za ptedpokladu jednoho typu vazebnych center.
Jestlize jsou vazebna centra heterogeni graf se zakfivuje.
Do dialyza¢nich mikrozkumavek bylo napipetovano 100 ul zkoumamého proteinu.
Kazda mikrozkumavka s proteinem byla ponofena do sklenénych, dvacetimililitrovych
lahvic¢ek s 10 ml TBS pufru. Membrana na dialyza¢ni mikrozkumavce musi byt v celém

svém povrchu ve styku s TBS pufrem, ktery je v lahvi¢kach.
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Nasledné byl do kazdé lahvi€ky obsahujici TBS pufr pfidan rizny objem radioaktivné
znafeného oligosacharidu, tak aby vkaZzdé lahvicce byla jind koncentrace znafeného
oligosacharidu. Smés byla diikkladné promychana a inkubovana 48 hodin pfi 37 °C.

Po inkubaci bylo z kazdé dialyza¢ni mikrozkumavky odebrano 3 x 10 pl vzorku.
Vzorky byly napipetovany do plastikovych méficich lahviéek do které bylo predem
odméfeno 2 ml scintilatniho roztoku. Dale bylo odebrano 3 x 10 pl vzorku ze
sklenéné lahvicky ve které probihala dialyza. Tento vzorek byl opét napipetovan do
plastikovych méficich lahvicek obsahujicich 2 ml scintilaéniho roztoku. Radioaktivita

v plastikovych lahvickach byla méfena na oddéleni radiologie.
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V. VYSLEDKY

V.1 PRIPRAVA MOLEKULY hCD69

V.1.1 Produkce proteinu hCD69

Pro bakteridlni rekombinantni expresy proteinu byl jako expresni vektor pouZit
plazmid pRSET B. Tento plazmid obsahuje selekéni marker, ktery udé€luje transformovanym
bakterialnim klontim rezistenci vici antibiotiku ampicilinu. Tento expresni vektor navic
nevna$i do exprimované molekuly dal$i aminokyselinové sekvence, které by bylo nutné dale
odstépit proteasou. Do tohoto vektoru byla vloZena sekvence kodujici protein hLMCD69,
odpovidajici koncovym 130 AMK z celkové sekvence lidského receptoru CD69 (obr.7).
Takto pfipraveny plazmid o koncetraci 1 pg/ul jsem obdrZel od Mgr. Daniela Kavana.

GQYTFSMPSDSHVSSCSEDWVGYQRKCYFISTVKRSWTSAQNACSEHGATLAVI
DSEKDMNFLKRYAGREEHWVGLKKEPGHPWKWSNGKEFNNWFNVTGSDKCV
FLKNTEVSSMECEKNLYWICNKPYK

Obr. 7: Aminokyselinova sekvence proteinu hCD69
Sekvence konstruktu hCD69 obsahuje 130 AMK, Zluté jsou vyznaeny cysteiny tvofici 3
disulfidické miustky

Takto pfipravenym plazmidem byl transformovan kompetentni bakterialni
kmen E.coli BL-21 (DE3) RIL, tento bakteridlni kmen nese rezistenci vuéi antibiotikiim
tetracyklinu a a chloramfenikolu. Transformace bakterialniho kmenu byla provedena
metodou tepelného Soku. Bakterie byly poté vysety na misky s agarovym LB médiem
obsahujicim antibiotika tetracyklin a ampicilin. Jako negativni kontrola byly na druhou
misku obsahujici také agarové LB médium vysety netransformované bakterie.

Na misce s transformovanymi bakteriemi vyrostlo asi 200 kolonii coZ potvrzuje
uspéSnou transformaci a dobré kompetentni schopnosti bunék. Negativni kontrola zistala
podle o¢ekavani prazdna.

Pomoci SDS PAGE byl nalezen nejvhodnéjsi producent za podminek, které byly
zjidtény jiz dtive Mgr. O. Vatikem®. protein byl produkovin bez indukce IPTG, doba
kultivace byla 15 hodin.
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Po vyhodnoceni gelu zSDS PAGE byl pro velkoobjemovou produkci vybran
produkéni klon K2 (Obr.8).

KI K2 K3 K4 KS K6 K7 K8 M

65 000 Da
45 000 Da

24 000 Da

hCD69
14 200 Da

Obr. 8: Hledani produkéniho klonu analyzou SDS-PAGE

Oznaceni K1-K8 jsou jednotlivé kolonie, které byly vybrany pro analyzu produkce proteinu.
M je marker pouZity pfi elektroforéze (viz. seznam chemikalii). Molekula hCD69 je pruh nad
proteinem o velikosti 14 200 Da.

Pro dokonalé provzdus$néni byla velkoobjemova produkce provedena ve Etyfech dvou
-litrovych baiikach, v kazdé z nich bylo maximalné 500 ml LB média s pfisluSnymi
antibiotiky (Amp 50 pl / ml, Tet 12,5 pl / ml).

Izolace inkluznich télisek byla provedena podle postupu popsaného v metodické ¢asti.
Dale bylo nutné protein izolovany z inkluznich t€lisek renaturovat.

Renaturace probihala metodou rychlého nafedéni do renatura¢niho pufru. Renaturacni
pufru obsahoval velké mnozZstvi L-arginin hydrochloridu jako molekularniho chaperonu, Tris
HCl pro udrZeni stilého pH a cysteamin/cystamin, které jsou nezbytné pro nastaveni
spravného redoxniho potencidlu, ktery je dulezity pro spravné pozvolné utvafeni
disulfidickych mistkti v molekule. VSechny parametry vytvafené latkami obsaZzenymi v
renatura¢nim pufru a koncentrace proteinu jsou velmi dileZité pro uspé$né sloZeni proteinu a

velky vytéZek renaturace.

V.1.2 Purifikace proteinu hCD69

K purifikaci proteinu bylo pouzito postupné n€kolik chromatografickych metod. Jako prvni

krok purifikace proteinu byla zafazena:
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Ionexovd chromatografie

Pro ionexovou chromatografii byla pouZita kolona Q-sepharosy ekvilibrovana v
pufru A pro ionexovou chromatografii proteinu hCD69 o pH = 9,2. Protein hCD69 jehoz
pl = 8,2 se pfi pH = 9,2 na kolonu Q-sepharosy nechyta, tudiZ je eluovan s ¢elem

A‘?:L ‘
18 M 1 F1 F2 F3 F4 F5 Fé
16 !
16 ~THCD69
. A hCD69
12 q/
S Obr. 10: Analyza frakci po ionexové
08 ¥ - chromatografii
I - V draze oznatené M je marker, &islo 1 je
66 N vzorek nx:mesen)" na kol(?nu. '
Oznateni F1-F6 jsou jednotlivé frakce
04 po ionexové chromatografii.
.
20 30 40

Cas min]

Obr. 9: Zaznam z ionexové chromatografie proteinu hCD69
Elu¢ni profil. Kolona sepharosa. Pritok mobilni faze 1 ml/min. Absorbance méfena pii
280 nm. Parametry kolony: 1,6 x 18 cm

Eluce ostatnich proteinti pfitomnych ve vzorku byla provedena linearnim gradientem
do pufru B pro ionexovou chromatografii proteinu hCD69. Délka gradientu byla 90 minut do
100 % pufru B. MnozZstvi eluovaného proteinu bylo sledovano spektrofotometricky méfenim
absorbance pfi 280 nm (obr. 9). Vzorky byly analyzovany pomoci SDS-PAGE. Pfi analyze
byl pouzit 15 % polyakrylamidovy gel
Vzorky oznacené F2-F5 byly zakoncentrovany a byly podrobeny dal$imu kroku purifikace.

Chromatografie na obrdcené fdzi

Vybrané frakce po ionexové chromatografie byly spojeny a zakoncetrovany.
Nasledn€é byly okyseleny pomoci TFA na pH = 2 a nastfiknuty na promytou kolonu
C4-Vydac ekvilibrovanou mobilni fazi A. Po naneseni vzorku byla kolona promyvana
pufrem A pro RP-HPLC. Eluce byla provedena acetonitrilem, spusténim linearniho

gradientu do 50 % pufru B pro RP-HPLC za 30 min.
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M F1 F2 F3 F4 FS F6 F7 F8

4 ¢ oF L

hCD6Y
- hCD69

Obr. 12: Analyza frakei po

08 - chromatografii na obricené
- B-x " fazi
06 = T M je marker, ,F1-F8 jsou frakce
sel 1 nasbirané po chromatografii na
obracéné fazi
30 40 50 >
Cas imin]

Obr. 11: Ziaznam chromatografie na obracené fazi.
Eluéni profil. Kolona C-4 Vydac, pritok mobilni faze 2 ml/min, Absorbance mefena
pii280 nm. Parametry kolony 1 x 25 cm.

Po ustaleni byl spustén gradient do 100 % B za deset min. MnoZstvi eluovaného
proteinu bylo sledovano spektrofotometricky méfenim absorbance pfi 280 nm Z jimanych
frakci byl odpafen acetonitril a vzorky byly podrobeny analyze SDS-elektroforézou na
15 % polyakrylamidovém gelu.

Frakce F1-F6 byly zakoncentrovany na objem cca 400 pl a dale pouZity pfi poslednim
purifikacnim kroku.

Gelovd chromatografie

Gelova chromatografie byla provedena na koloné¢ Superdex 200, podle postupu
popsaného v metodické ¢asti. Mnozstvi eluovaného proteinu bylo sledovano
spektrofotometricky méfenim absorbance p¥i 280 nm (obr. 13).

Pfitomnost proteinu ve frakcich byla ovéfena SDS-elektroforézou na 15 %

polyakrylamidovém gelu (obr. 14).
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Obr. 13: Zaznam gelové chromatografie
Eluéni profil. Kolona Superdex 200, pritok mobilni faze 0,4 ml/min. Absorbance
m¢éfena pii 280 nm. Parametry kolony 1 x 30 cm.

Frakce F1-F5 byly zakoncentrovany na koncentraci 10 mg/ml. Koncentrace byla

stanovena metodou dle Bradfordové viz. metodicka ¢ast.

V.2 PRIPRAVA ZKRACENE FORMY MOLEKULY hCD69

Mgr. Ondiejem Varikem byl pfipraveny dva konstrukty pracovné nazvané L1 a M1
pro expresy zkracené formy molekuly hCD69. Tyto molekuly obsahuji jen aminokyseliny,
které se vyskytuyji v CRD doméné proteinu. Transformaci bakterii a velkoobjemovou
produkci provedl Mgr. Ondfej Vané€k. Ja jsem se zabyval renaturaci a purifikaci proteini.
Oba tyto kroky probihaly podle stejného postupu jako pii pripravé klasické formy
rekombinatniho proteinu hCD69.

Konstrukty pro zkracené formy proteini hCD69 se li§i v pocatenich
aminokyselinach. Protein L1 narozdil od proteinu M1 ma na N-konci navic aminokyseliny
valin a serin. Porovnani aminokyselinovych sekvenci obou zkracenych forem proteinu
hCD69 (obr.15).
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VSSCSEDWY GYQRKCYFIS TVKRSWTSAQ CSEHGATL AVIDSEKDMN
FLKRYAGREE HWVGLKKEPG HPWKWSNGKE FNNWFNVTGS DKCVFLKNTE
VSSMECEKNL YWICNKPYK

SCSEDWYV CYFIS TVKRSWTSAQ NACSEHGATL AVIDSEKDMN FLKRYAGREE
HWVGLKKEPG HPWKWSNGKE FNNWFNVTGS DKCVFLKNTE VSSMECEKNL
YWICNKPYK

Obr. 15: Aminokyselinova sekvence zkricenych forem proteinu hCD69.
Prvni sekvence naleZi proteinu pracovné nazvanym L1, druhd sekvence patfi proteinu
pracovné nazvanym M1. Zluté jsou opét vyznageny cysteiny tvofici disulfidické mustky.

Pfi renaturaci a purifikaci zkracené formy proteinu nebyly zjistény Zadné odchylky v chovani

proteind. Oba tyto kroky probihaly shodn¢ jako v pfipad¢ klasické molekuly hCD69.

M L1 L2L3 MIM2M3 L4 LS L6 M4 M5 M6

Neredukujici podminky

Redukujici podminky

Obr. 16: SDS-PAGE zkricenych forem proteini hCD69.

M je marker, oznadeni L1-L3 jsou frakce po gelové chromatografii proteinu hCD69
pracovné oznaCeného L1 v neredukujicich podminkach, L4-L6 je tentyZz protein v
redukujicich podminkach. M1-M3 jsou frakce proteinu hCD69 pracovné oznageného
M1 v nereduk. podminkach a M4-M6 je tentyZ protein v redukujicich podminkach

Spravna renaturace proteini byla orientaéné zjisténa SDS-PAGE v redukujicich a
neredukujicich podminkach. Z vysledného gelu je jasné zietelny posun v redukujicich
podminkach obr.16.

Jako vysledek uspésné purifikace uvadim vysledek posledniho purifikaéniho kroku
( zaznam z gelové chromatografie a SDS elektroforézy) obr.17-18 u proteinu pracovné

nazvanym L1 a obr. 19-20 u proteinu M1.

Frakce ziskané z gelové chromatografie byly zakoncentrovany a uschovany pro dalsi pouZiti.
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Obr. 18: Analyza frakci po
gelové chromatografii zkracené
formy

proteinu hCD69 pracovné
nazvanym L1

M je marker, F1-FS5 jsou frakce
po gelové chromatografii
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Obr. 17: Zaznam gelové chromatografie zkricené formy proteinu hCD69
pracovné nazvanym L1
Eluéni profil. Kolona Superdex 200, pritok mobilni faze 0,4 ml/min. Absorbance méfena
pti 280 nm. Parametry kolony 1 x 30 cm
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Obr. 19: Zaznam gelové chromatografie zkracené formy proteinu hCD69
pracovné nazvanym M1

Elu¢ni profil. Kolona Superdex 200, pritok mobilni faze 0,4 ml/min. Absorbance
méfena pfi 280 nm. Parametry kolony 1 x 30 cm
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V.3 PRIPRAVA MOLEKUL rNKR-P1A a rNKR-P1B

V.3.1 Produkce proteinu rNKR-P1A a rNKR-P1B

Pro bakterialni expresy protein byl jako expresni vektor opét pouZit plazmid
pRSET B. Takto pfipraveny plazmid o koncetraci 1 pg/pl jsem obdrzel od Mgr. Luboslava
Mihoka. Pro transformaci byl pouZit stejny bakteridlni kmen jako v pfipad€ produkce
proteinu hCD69 (E.coli BL-21 (DE3) RIL).

K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8 K9 K10 K11 M

.......... 65000 Da

.......... 45 000 Da

.......... 24 000 Da
rNKR-P1A

.......... 14 200 Da

Obr. 21: Hledani produkéniho klonu analyzou SDS-PAGE proteinu NKR-P1A
Oznafeni K1-K11 jsou jednotlivé kolonie, které byly vybrany pro analyzu produkce
proteinu. M je marker pouzity pii elektroforéze (viz. seznam chemikalii). Molekula
rNKR-P1A je pruh nad proteinem o velikosti 14 200 Da.

Produkce probihala za podminek zjisténych Doc, RNDr Karlem Bezouskou, CSc.
Protein byl produkovan 16 hodin, bez pfedchozi indukce IPTG, ve ¢tyfech dvou-litrovych
barikach, v kaZzdé z nich bylo maximalné 500 ml LB média s pfislu§nymi antibiotiky (Amp
50 pl / ml, Tet 12,5 pl / ml).

Po produkci nasledovala analyza SDS-PAGE kterou byl nalezen nejvhodnéjsi
producent proteint. Pro ilustraci zde uvadim gel z SDS-elektroforézy pfi hledani producentac
proteinu NKR-P1A. U hledani producenta proteinu NKR-P1B byla situace obdobna. Izolace
inkluznich télisek byla provedena podle navodu v metodické &asti. Renaturace proteinu byla
provedena metodou rychlého nafedéni do renaturaéniho pufru pro proteiny INKR-P1A, B.
Optimalizace sloZeni renatura¢niho pufru byla provedena Prof, RNDr Karlem Bezouskou,
CSc.
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V.3.2 Purifikace proteini rNKR-P1A a rNKR-P1B

Pti purifikaci proteini rNKR-P1A a NKR-P1B bylo pouZito stejnych metod ve
stejném potadi jako pti purifikaci proteinu hCD69.

Ay | M FI F2 F3 F4 FS
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i 13X i
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1y ' Obr. 23: Analyza frakci po
S T , gelové chromatografii
08 proteinu rINKR-P1A
o6 | B S M je marker, F1-F5 jsou
A SR SN SR O S Jjednotlivé frakce po gelové
04 chromatografii
B!

40 50
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Obr. 22: Zaznam gelové chromatografie proteinu NKR-P1A
Elu¢ni profil. Kolona Superdex 200, prutok mobilni faze 0,4 ml/min. Absorbance méfena
pfi 280 nm. Parametry kolony 1 x 30 cm
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Obr. 24: Zaznam gelové chromatografie proteinu NKR-P1B
Elucni profil. Kolona Superdex 200, pritok mobilni faze 0,4 ml/min. Absorbance méfena
pii 280 nm. Parametry kolony 1 x 30 cm
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Roztoky a pufry pro tuto purifikaci jsou uvedeny v seznamu chemikalii. Jako vysledek

uspésné purifikace uvadim vysledek posledniho purifikaéniho kroku ( zdznam z gelové

chromatografie a SDS elektroforézy) obr. 22, 23.

Frakce obsahujici protein ziskané z gelové chromatografie byly zakoncentrovany a

uschovany pro dalS$i pouZiti.

V.4 VAZEBNE STUDIE

V.4.1 Inhibi¢ni vazebné experimenty

Inhibi¢ni vazebné experimenty byly provadény s proteiny INKR-P1B, rNKR-P1D, rNKR-

P1C a lidskym homologem NKR-P1.

Sacharidové struktury pouzité pfi inhibi¢nich studiich

Zkratka

DB
GGM(COO)
D

GGM
A34A
N34N
GM(COO)
GM(S03)
GM

A2
N3N

A3A
GalNAc
GlcNAc
N2
N3

N4

Struktura

GalNAcB1—>4(GalNAc),f1 »>4ManNAcB 1—>4benzyl

GalNAc(COO)B1—>4GIcNAcB1—4ManNAc
GalNAcB1—>4(GalNAc),f1—>4ManNAc
GalNAcpf1—>4GIcNAcB1—>4ManNAc
GalNAcB1—->3(GlcNAcp1—->4)GalNAc
GlcNAcB1—>3(GalNAcB1->4)GIcNAc
GalNAc(COO’)p1—>4ManNAc
GalNAc (SO3)p1—>4Man
GalNAcp1—>4ManNAc
GalNAcp1—>4GalNAc
GIcNAcB1->3GIcNAc
GalNAcp1—>3GalNAc
N-acetylgalaktosamin
N-acetylglukosamin
chitobiosa
chitotriosa

chitotetraosa
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Schopnosti téchto proteinu vazat sacharidové strukturni motivy bylo vyuzZito ke
sledovani inhibice této vazby jinymi sacharidovymi strukturami. Timto zptisobem méli byt
uréeny rizné sacharidové struktury, které se specificky vazi na tyto proteiny.

Pro inhibi¢ni experimenty byla zvolena molekula N-acetyl-D-glukosaminu
z pfedpokladané vysoké afinity k proteinim. Bylo sledovano procento inhibice vazby

N-acetyl-D-glukosaminu k CRD doméné proteinu riznymi sacharidovymi
strukturami véetné glykodendrimeri v zavislosti na jejich koncentraci. Nasledné¢ byla
vypoctena tzv. IC50 coz je pravé 50 % inhibice vazby proteinu na N-acetyl-D-glukosamin.

-log IC50
H

N

GalNAC GIcNAc N2 N3 N4 A2 N34N
B NKR-P1B BNKR-P1D

Obr.26: Srovnani 50 % inhibice riznymi sacharidovymi strukturami pro molekuly
rNKR-P1B a rNKR-P1D
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-log IC50

A34A N3N  A3A GM GGM D DB
'BmNKR-P1B BINKR-P1D

Obr.27: Srovnani S0 % inhibice riiznymi sacharidovymi strukturami pro molekuly
rNKR-P1B a rNKR-P1D

GIcNAC GalNAc ManNAc Man N3 N4

-log IC50
N W A O N © ©

-—

o

B hNKR-P1 BNKR-P1C |

Obr.28: Srovnini 50 % inhibice riznymi sacharidovymi strukturami pro molekuly
rNKR-P1C a hNKR-P1
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B hNKR-P1 mNKR-P1C |

Obr.29: Srovnani 50 % inhibice riznymi sacharidovymi strukturami pro molekuly
rNKR-P1C a hNKR-P1

58



V.4.2 Precipitacni experimenty

Pro precipitaéni experimenty bylo vyuZito tzv. molekularnich pravitek. Molekularni
pravitka jsou linearni molekuly obsahujici riizny pocet atomu uhliku. Na obou koncich
molekuly je umistén sacharid. Tento sacharid je vazan CRD doménou proteinu. Pii ur€ité

koncentraci proteinu a sacharidu dojde k zesiténi proteind pies molekuly obsahujici sacharid

a ke vzniku precipitatu. MnozZstvi precipitatu je nasledné zji§téno stanovenim radioaktivity.
125
L

Protein pro tyto experimenty je radioaktivné znaceny izotopem

Precipitovany protein rNKR-P1A [pg]

0,1 1 10

pomér ligand : receptor

Obr.30: Zavislost precipitovaného proteinu na poméru ligand : receptor

G8- (GlcNAc)oktadendrimer polyamidového typu, MS8- (GlcNAc)oktadendrimer
polylysinového typu, RO- molekuldrni pravitko sjednim spojovacim uhlikem, R2-
molekularni pravitko se dvéma spojovacimi uhliky, R4- &tyfi spojovaci uhliky, R6- 3est
uhlikt, R8- osm uhlikt, R10- deset uhlikd
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Obr.31: Zavislost precipitovaného proteinu na poméru ligand : receptor

G8- (GlcNAc)oktadendrimer polyamidového typu, RO- molekularni pravitko s jednim
spojovacim uhlikem, R2- molekularni pravitko se dvéma spojovacimi uhliky, R4- ¢tyfi
spojovaci uhliky, R6- $est uhlikti, R8- osm uhliki, R10- deset uhlikd, R12- dvanact
spojovacich uhlikt

V.4.3 Prima vazba

Pfimé vazebné experimenty byly provadény na polystyrenovych mikrotitraénich
destickach. Na kterych byly navazany struktury obsahujici sacharidové ligandy. Proteiny

rNKR-P1A a hCD69 byly oznaceny fluorescenéni sondou viz. experimentalni ¢ast.
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Obr.32: Glykodendrimery na bazi polyamidoamini

G4L

tNiJf‘
H

G8L

Obr.32: Glykodendrimery na bazi polylysini
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Obr.33: Struktura tzv. Comblike dendrimeru

Sacharidové struktury pouzité pii primych vazebnych experimentech

Zkratka Struktura

BSA Hovézi sérovy albumin
GlcNac N-acetylglukosamin
GalNAc N-acetylgalaktosamin
ManNac N - acetylmanosamin
Fuc Fukosa
N2 Chitobiosa
N3 Chitotriosa
N4 Chitotetraosa
A2 GalNAcB1—->4GalNAc
A3 GalNAcB1—>4GalNAcB1—>4GalNAc
A4 GalNAcB1—->4GalNAcB1—>4GalNAcB1—->4GalNAc
D GalNAcB1—>4(GalNAc),f1—>4ManNAc
DB GalNAcp1—>4(GalNAc),f1 »>4ManNAcf 1—»>4benzyl
MS8P Oktadendrimer na bazi polyamidoamini
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N2L Didendrimer na bazi polylysint

N4L Tetradendrimer na bazi polylysinti
NSL Oktadendrimer na bazi polylysint
Comp9 Comblike dendrimer s deviti koncovymi sacharidy ( GalNAc)
Compl0 Comblike dendrimer s deseti koncovymi sacharidy ( GalNAc)
Compl1 Comblike dendrimer s jedenacti koncovymi sacharidyGalNAc)
TriOVO Triovomukoid
TetraOVO Tetraovomukoid
PentaOVO Pentaovomukoid

NKR-P1, NHS-fluorescein

35000
30000 -
25000 -

20000 -

15000 -

10000 -

5000 - I I I I
_.lli_._l- i R

I.OI\OD\—

Intenzita fluorescence

Cislo I|gandu

Obr.34: Vysledek piimé vazebné studie s fluorescen¢né zna¢enym proteinem
rNKR-P1A
Jednotlivé sacharidové struktury pouZité pfi experimentu

1, BSA 7. N2 13.D 19. Comb9
2. GIcNAc 8.N3 14.DB 20. Combl10
3. GalNAc¢ 9. N4 15. M8 21. Combl1
4. ManNAc¢ 10. A2 16. N2 22. TriOvVO
5. Fuc 11. A 17. N4 23. TetrOVO
6. Man 12. A4 18. N8 24.PentOVO
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CD69, NHS-Rhodamine
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Obr.35: Vysledek primé vazebné studie s fluorescenéné znac¢enym proteinem hCD69
Jednotlivé sacharidové struktury pouZité v experimentu

1, BSA 7. N2 13.D 19. Comb9

2. GIcNAc 8. N3 14.DB 20. Comb10
3. GalNAc 9. N4 15. M8 21. Combl1
4. ManNAc 10. A2 16. N2 22. TriOvVO
5. Fuc 11. A3 17. N4 23. TetrOVO
6. Man 12. A4 18. N8 24, PentOVO

V.4.4 Rovnovazna dialyza

Metoda rovnovazné dialyzy byla provadéna podle postupu popsaného v metodické
Casti. Radioaktivn€ znacené oligosacharidy byly pfidany do dialyza¢niho roztoku az po
umisténi kompartmentu obsahujiciho protein do dialyza¢ni nadoby. Cely proces dialyzy trval
48 hodin pti 37 °C.
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Byly pouZity tfi radioaktivné znagené sacharidové ligandy

Radioaktivné znalené oligosacharidy pouZivané pfi rovnovazné dialyze

Zkratka Struktura
GIcNAc N-acetylglukosamin
TRIOVO Triovomukoid
D (COO) GalNAc (COO’)B1>4(GalNAc),f1—>4ManNAc

Rovnovazna dialyza, GicNAc

8000

7000 -
6000 -
5000 -
4000
3000 -
2000 -
1000 -

r/C

Obr.35: Vysledek rovnovazné dialyzy s proteinem rNKR-P1A, ligandem GlcNAc
r je pomér koncentraci vazaného ligandu ku koncentraci proteinu C je koncentrace volného

ligandu

Kq=2,1x10*M
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Rovnovazna dialyza, TRIOVO

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3

r

Obr.36: Vysledek rovnovazné dialyzy s proteinem rNKR-P1A, ligandem D COO"
r je pomer koncentraci vazaného ligandu ku koncentraci proteinu
C je koncentrace volného ligandu

Kq=7,1x10"°M

Rovnovazna dialyza, D COO-

r/iC

Obr.37: Vysledek rovnovazné dialyzy s proteinem rNKR-P1A, ligandem TRI OVO
r je pomér koncentraci vazaného ligandu ku koncentraci proteinu
C je koncentrace volného ligandu

Kq=5,5x10"M
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V1. DISKUSE

Cilem této diplomové prace bylo pfipravit protein hCD69 pro experimenty
v laboratofi a k analyze v laboratoti NMR spektroskopie na MU V Bmg. Diéle bylo potfeba
pipravit zkracené formy tohoto proteinu. Ob& tyto formy byly navrhnuty z divodi nizké
stability klasického proteinu hCD69. Navrhnuté zkracené formy proteinu hCD69 by méli
vykazovat vys$i stabilitu.

Dalsi cil této prace bylo pfipravit izoformy A a B potkaniho proteinu NKR-P1. Tyto
proteinu byly nasledné vyuZity k vazebnym experimentim a strukturnim studiim, v ramci
nasi laboratofte.

Pro bakteridlni expresi vSech vySe zmifiovanych proteind byl vyuZit expresni systém
kompetentnich bun¢k E.COLI BL-21 (DE3) RIL. Tento expresni systém byl ovéfen jiZ
drive. Déle byl pouzZit expresni vektor pRSET B. Pii vybéru nejlepsiho produkéniho klonu se
ukazalo, Ze buriky produkuji protein i bez predchozi indukce IPTG a to dokonce v mnoha
pfipadech jest¢ lépe. Jedno z moznych vysvétleni mize byt mutace laktosového operonu
v pouZitém plazmidu. Nebo pfitomnost laktosy v kultivanim médiu. Samotny induktor je ve
vySSich koncentraci pro bakteridlni buiiky toxicky coZ miZe byt piiinou niz$i produkce
proteinu.

Podminky pro kultivaci a renaturaci proteinu hCD69 byly pievzaty z optimalizace
provedené Mgr. O. Vaiikkem.

Podminky pro kultivaci a renaturaci proteini NKR-P1 byly pfevzaty z optimalizace
provedené Prof, RNDr Karlem Bezouskou, CSc. Renaturace obou produkovanych proteinti
byla provedena metodou rychlého nafedéni optimalizace renatura¢nich pufri byla provedena
Jiz diive.

K purifikaci vSech vySe zminénych proteini bylo pouZito tfi po sobé nasledujicich
chromatografii. Jako prvni byla zafazena ionexova chromatografie na Q-Sepharose. Protein
hCD69 se na koloné viibec nezachytil a byl eluovan s ¢elem. Protein NKR-P1 byl na kolon¢
zachycen a eluovan gradientem pufru o vyssi iontové sile.

Z diivodi vysoké stability proteini nebyla do purifikace zafazena denaturace
v mocoviné. Tento krok byl dfive zafazen do postupu, aby byly odstranény kontaminanty,
které zpiisobovaly nestabilitu purifikovaného proteinu. Tato nestabilita byla pozorovana pfi
interpretaci spekter z hmotnostni spektrometrie.

Jako druhy krok purifikace obou proteinti byla zafazena chromatografie na

obracené fazi a nakonec byla zafazena gelova chromatografie.
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Celkové mnozstvi ziskaného proteinu z kazdé produkce ( 2 litry LB média) je 10 mg
u proteinu hCD69. U zkracenych forem proteinu hCD69 je ziskané mnozstvi istého proteinu
stejné jako v pfipadé klasické formy.

U proteinu NKR-P1 je celkové mnoZstvi ziskaného purifikovaného proteinu z jedné
produkce ( 2 litry LB média) 8 mg.

Dale bylo s potkanimi receptory NKR-P1B, C &, D a s lidskym homologem receptoru
NKR-P1 provedeno nékolik vazebnych inhibi¢nich studii. Proteiny byly radioaktivné
oznateny izotopem '*’I. Protein NKR-P1C byl ziskan od Prof. B. Rolstad z Univerity v Oslu.
Monosacharidové struktury vybrané pro experimenty se na vSechny izoformy receptoru
NKR-P1 vézaly téméf stejné a to v pofadi GalNAc > GlcNAc > ManNAc > Fuc > Man.
Tyto vysledky potvrzuji piitomnost vazebného mista pro N-
acetylgalaktosamin , N-acetylglukosamin a N-acetylmanosamin na vSech zkoumanych
izoformach potkaniho receptoru NKR-P1 a lidském homologu NKR-P1.

Déale byla zkoumana inhibice chitobiosou, chitotriosou a chitotetraosou neboli
linedrnimi oligosacharidy obsahujici dva, tfi a &tyfi N-acetylglukosaminy vazané B1-4
vazbou. Bylo zjiSténo, Ze vazba té€chto ligandi k receptoru INKR-P1D je piiblizn¢ stejna,
k receptoru INKR-P1B stoupa afinita téchto ligandi se stoupajicim poctem N-
acetylglukosaminti v molekule. U molekuly rNKR-P1C je vazba chitobiosy a chitotriosy
naprosto stejnd, ale naopak vazba chitotetraosy je minimalni. Vazba téchto ligandu
k lidskému receptoru je vys$$i ve vSech pfipadech nez u potkanich izoformem receptoru
NKR-P1. U ostatnich ligandii pouZivanych v téchto experimentech je vazba k lidskému
homologu receptoru ve viech ptipadech vyssi neZ u potkanich forem.

Precipitaéni experimenty, které jsou analogii precipitace receptori na membranach
bunék, ktera je nezbytna pro jejich biologickou aktivitu (pfedani signdlu do nitra buiiky a
odpovéd na négj) sproteinem rNKR-P1A, byl stanoven jako nejlepsi ligand
G8 - (GlcNAc)oktadendrimer polyamidového typu. Druha nejlep$i molekula precipitujici
protein je tzv. molekularni pravitko obsahujici $est spojovacich uhliki. Naopak
M8 - (GlcNAc)oktadendrimer polylysinového typu nezpisobuje precipitaci v Zadném
pripadé¢.

Pii ptimych vazebnych experimentech s rNKR-P1A, byla zji§téna stoupajici afinita
ligandii GalNAcB1—->4GalNAc(A2) < GalNAcPB1>4GalNAcB1(A3)
< GalNAcB1>4GalNAcB1—>4GalNAcB1—>4GalNAc (Ad4). Dale byla zjisténa vysoka
afinita ligandt (D) GalNAcp1—>4(GalNAc),f1—>4ManNAc a
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(DB) GalNAcB1—->4(GalNAc),f1—>4ManNAcfB1—>4benzyl. Také byla potvrzena vazba
chitobiosy, chitotriosy a chitotetraosy.

Dale byla zjisténa vazba tzv. comblike dendrimerid s koncovymi deviti a deseti
GalNAc.

Pfi pfimych vazebnych experimentech s proteinem hCD69 byla zjist€na vazba
chitobiosy, chitotriosa a chitotetraosa v tomto poifadi. Také byla zjiSt€éna vazba TriOVO <
TetraOVO < PentaOvomukoidovych ligandi. Vazba tzv. Comblike dendrimeri na
protein hCD69 byla nulova.

Metoda rovnovazné dialyzy byla provadéna s proteinem rNKR-P1A a radiokativné
znatenymi sacharidy. U sacharidu GIleNAc byla zjisténa disocia¢ni konstanta
Kd = 2,1 x 10* M. U ligandu D COO" Kd = 7,1 x 10° M a u ligandu TRIOVO
Kd=55x10"M.

V navaznosti na tyto studie se otvira §iroké pole moznosti dal§ich vazebnych
experimentl s proteiny zkoumanymi v této praci. K rozieSeni riiznych strukturnich motivi
receptori by mohla pomoci naptiklad tvorba rtiznych mutantnich forem téchto proteinti
s naslednymi vazebnymi experimenty.

Koneénym cilem by pak bylo nalezeni ideédlniho ligandu aktivujiciho nebo

inhibujiciho NK buriky, pfes vazbu na tyto povrchové proteiny.
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VIL. SOUHRN

Bylo pfipraveno celkové mnoZstvi 10 mg rekombinantniho proteinu hCD69 ze 2 litrd LB
média. Tento protein byl vyuzit k experimentim NMR v Brné.

Bylo renaturovano a purifikovano stejné mnozstvi zkracenych forem proteinu hCD69. Tento

protein byl vyuzZit pro experimenty v laboratofi.

Bylo pfipraveno 8 mg proteinu INKR-P1A a stejné mnoZstvi proteinu INKR-P1B ze 2 litra
LB média. Tyto proteiny byly pouzity pii vazebnych experimentech v lalboratofi i v ramci

této diplomové praci.

Byly provedeny rizné vazebné experimenty s potkanimi receptory NK buné¢k NKR-P1A, B,
C, D s lidskym homologem receptoru NKR-P1 a s receptorem CD69.
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