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SEZNAM ZKRATEK
ADCC cytotoxické reakce zaloZena na protilatkach
(Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity)
AUC analyticka ultracentrifuga
Bis-Tris bis(2-hydroxyethyl)imino-tris(hydroxymethyl)methan
BSA hovézi sérovy albumin (Bovine Serum Albumin)
CcD diferencia¢ni antigen (Cluster of Differentiation)
CTL cytotoxicky T lymfocyt (Cytotoxic T Lymphocyt)
CTLD doména podobna lektintim C-typu (C-Type Lectin-like Domain)
DC dendriticka burika (Dendritic Cell)
DLS dynamicky rozptyl svétla (Dynamic Light Scattering)
DMSO dimethylsulfoxid
DTT dithiothreitol
EDC 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova
ESI ionizace elektrosprayem (ElectroSpray Ionization)
FT-ICR iontové cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci
GVHD reakce $t€pu proti hostiteli (Graft-Versus-Host-Disease)
HEPES 4-(2-hydroxymethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
HLA hlavni lidsky (histokompatibilni) antigen (Human Leukocyte Antigen)
HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
(High Performance Liquid Chromatography)
HSQC Heteronuclear Single Quantum Coherence
IFN interferon
IL interleukin
IPTG isopropyl-p-D-thiogalaktopyranosid
ITAM imunitni aktivaéni receptorovy motiv tyrosinového typu
(Immunoreceptor Tyrosin-based Activation Motif)
ITIM imunitni inhibi¢ni receptorovy motiv tyrosinového typu

(Immunoreceptor Tyrosin-based Ihibition Motif)
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Predmluva

PREDMLUVA

Vyznamnou souc¢ésti imunitniho systému jsou NK buriky, které jsou schopné rozpoznavat
a zabijet nckteré naddorové a virem infikované buiky. Rozpoznani abnormalnich buné€k je
zprosttedkované receptory, které se nachazeji na povrchu NK bunc¢k. Mezi nejstarsi
anejznamej§i NK receptory patfi také mNKR-P1A a mNKR-P1C, které byly predmétem
studia mé diplomové prace. Ackoliv od objevu téchto receptorii uplynulo uz témet 20 let,
predstavuji i pfes intenzivni vyzkum velkou neznamou. Jejich struktura, vazebnd specifita,
fyziologicky ligand a funkce jsou zahalené rouskou tajemstvi.

Cilem diplomové prace bylo piipravit ¢ast extracelularni domény obou receptort
a charakterizovat je z hlediska stability, struktury a vazebné specifity.

Vysledky prezentované v diplomové praci nejsou jen novym poznatkem ve svété NK
bunék, ale kombinace uvedenych znalosti o struktufe a vazebné specifit€ miiZze najit uplatnéni

v klinické sféfe, napiiklad pfi navrhu glykomimetik a jejich pouziti v protinadorové terapii.
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1. PREHLED LITERATURY
1.1 NK buiiky a jejich pozice v imunitnim systému

V roce 1975 Kiessling et al. charakterizoval populaci lymfocytti, ktera byla schopna bez
pfedchozi stimulace zabijet buiiky nékterych nadorovych linii. Tyto lymfocyty byly na
zakladé své funkce oznaceny jako pfirozeni zabijeci, resp. NK buriky (z angl. Natural Killers)
[1]. Nekolik let byly NK buiiky situované na okraji zajmu vyzkumu a pro vétSinu imunologi
predstavovaly zédhadu. Zakladni principy a mechanizmy svéta NK bun€k se zacaly postupné
odkryvat az v 90. letech 20. stoleti a toto usili pfetrvavd dodnes. Zaroveii se zacinaji
objevovat snahy vyuzit jejich unikatnich vlastnosti v terapii nékterych onemocnéni.
V souc¢asné dobé se NK burky definuji jako
samostatna lymfoidni populace schopnéd zabijet
alogenni a nékteré autologni buiky, které
podlehly maligni transformaci, intenzivnimu
stresu, piipadné bakterialni nebo virové infekci.

Vyznamna je i jejich regulacni funkce, a proto se

Casto oznaCuji za jakousi spojku mezi
Obr. 1 Mikroskopicky obrdzek NK buriky [3]. pfirozenou a adaptivni imunitou [2]. NK buiiky
nemaji unikatni diferencia¢ni znak (nebo alespori neni Zadny doposud znam), protoZe jejich
povrchové molekuly jsou sdileny hlavné s T, ale i B lymfocyty a nékterymi burikami
myeloidni linie. 1 pfesto se &asto charakterizuji fenotypem CD3°CD16"CD56'CD161""
[2, 3]. Podle Lorenze Moretty by vhodnéjsimi diferencia¢nimi znaky byly receptory NKp46
a NKp30, které jsou na rozdil od CD16, CD56 a CD161 pro NK buriky vysoce specifické [4].
Z morfologického hlediska jsou NK buiiky velké granularni lymfocyty (obr. I) ajejich
morfologie je zavisla na stupni aktivace a maturace [2, 5].

NK buriky se diferencuji, podobné jako T a B lymfocyty, z lymfoidniho progenitoru. Na
rozdil od T aB lymfocyti je pro né charakteristickd absence antigenné€ specifickych
receptort. Principy rozpoznavani abnormalnich buné€k jsou v porovnani s T a B lymfocyty
mnohem komplexnéjsi [6]. V mnohych aspektech se podobaji T lymfocytim, naptiklad
s CTL (cytotoxicky T lymfocyt) sdileji stejné mechanismy cytotoxického zabijeni, a podobné
jako CTL a Tyl jsou i NK buriky vyznamnymi producenty IFN-y. Vyznamnym rozliSovacim
znakem v produkci cytokini je neschopnost produkovat IL-2. Plsobeni NK buné¢k a CTL

v imunitnim systému je navzajem komplementarni. Zatimco CTL rozpoznavaji na povrchu
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bun¢k komplex peptid-MHC I, cilem NK bunék jsou naopak buiiky s potlacenou expresi
MHC 1. Redukce exprese MHC 1 je charakteristicka pro ne€které nadorové a viry infikované
buiiky, které se timto mechanismem snazi vyhnout pisobeni CTL. Na rozdil od CTL jsou NK
buiiky schopny reagovat na pfitomnost abnormélni buiiky velmi rychle (v fadu minut), a to
bez ptedchazejici stimulace, proliferace a diferenciace jako je tomu u T lymfocyti. Pohotova
reakce na Skodliviny a konstitutivni exprese invariantnich NK receptorti je v imunitnim

systému stavi do role obranct prvni linie [2, 7, 8].

1.2 Anatomicka lokalizace, klasifikace a migrace NK bunék

NK buiky jsou distribuované po celém organismu, nachazeji se v lymfatickych i
nelymfatickych tkanich. Ze vsech lymfocyti predstavuji minoritni frakci, pfiCemz jejich
nejvetsi vyskyt byl pozorovan v plicich, jatrech aslezin€. Vyskyt v periferni krvi ¢loveéka
fluktuuje od 2 do 18 % z celkového poctu lymfocytd. Polocas Zivota maturovanych NK bunék
v periferni krvi mysi i ¢lovéka se pohybuje od 7 do 10 dnt1 [9, 10, 11, 12].

Na zékladé fenotypovych, funkénich a anatomickych atributd se NK buriky klasifikuji do
nékolika subpopulaci. Mysi NK buiiky se dé€li podle povrchové exprese CD11b a CD27 do
ttech subpopulaci, které se lisi distribuci v tkanich a intenzitou efektorovych funkci.
CD11b™'CD27" se nachazeji pfevazné vkostni dfeni a lymfatickych uzlinach,
CD11b*CcD27*! jsou hojné v krvi, slezing, plicich a jatrech, zatimco CD11b"CD27" jsou
pomé&mé homogenné distribuované po celém organismu. CD11b"CD27* a CD11b*CD27%!
vykazuji v porovnani s CD116®'CD27" vy3i cytotoxicitu [13, 14].

Lidské NK buiiky jsou rozde€lené na dveé subpopulace, které se lisi hlavné v efektorovych a
migra¢nich vlastnostech. Subpopulace CD56%™ exprimuje CD16 a perforin, vyskytuje se
ptevazné v periferni krvi aslezingé, a je vyrazné cytotoxicka s charakteristickou produkci
IFN-y po interakci s nddorovymi buitkkami in vitro. V lymfatickych uzlindich dominuji
CD56" " 5 charakteristickou absenci CD16 a intracytoplazmatického perforinu. Po stimulaci
produkuji IFN-y spolu s cytokiny IL-12, IL-15 a IL-18 [15, 16, 17].

Na migraci NK bunék do loZiska zanétu participuji rizné chemokinové receptory, u mysi
hlavné CCR2, CCRS, CXCR3 a CX3CRI1, u¢lov€éka pravdépodobné CXCR1 a ChemR.
Vstup NK buné¢k do lymfatickych uzlin z krve je zavisly na CD62L. Za homing NK bunék do

plic, sleziny a krve je zodpovédny receptor S1Ps [9, 18, 19, 20, 21].

11
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1.3 Regulace efektorovych funkci NK bunék

Intenzita a kvalita cytotoxické a cytokinové odpovédi NK bunék zavisi na cytokinovém
mikroprostfedi a interakci sburikami imunitniho systému, pfedev§im s DC (dendritické
buriky), T buitkami a makrofagy. U&innymi aktivétory efektorovych funkci NK bungk jsou
interferony I. typu, IL-12, IL-18 a IL-15 [22].

Na aktivaci NK bunék in vivo participuji do zna¢né miry DC, jak bylo demonstrovano na
pokusech s myS$imi a pozdé&ji i lidskymi NK buiikami. Pro aktivaci je potiebna pfitomnost
nékterych cytokint a zfejmé i pfimy kontakt s DC [23, 24, 25]. Po interakci maturovanych
DC s NK burikami dochéazi k formovani DC-NK bunééného kontaktu ozna¢ovaného také jako
stimulacni synapse. Vysledkem této interakce je polarizace DC a masivni sekrece IL-12 na
povrch NK buiiky. IL-12 se ukazuje jako kliCovy cytokin v indukci aktivace NK buiiky, ktera
je spojend se sekreci IFN-y azvySenim cytotoxicity [26,27]. NK buiiky mohou byt
aktivovany i IFN I. typu, které jsou hojné produkované hlavné plasmocytoidnimi DC
a mastocyty [28, 29]. Jiny mechanismus aktivace NK bunék je zaloZeny na Toll-like
receptorech TLR3 a TLRY, které rozpoznavaji evoluéné konzervované bakterialni a virové
struktury ozna¢ované jako PAMPy [30].

V lymfatickych wuzlinich muze dochazet ke stimulaci NK bun¢k ucinkem IL-2
produkovaného CD4" T lymfocyty, ktery se vaZe na vysokoafinni receptor pro IL-2
anasledn€ spousti signalizani kaskadu, ktera vede k NK bunécéné proliferaci, aktivaci
cytotoxickych mechanismu a produkci cytokind [31]. Na mySich modelech bylo prokazano,
Ze po infiltraci nadoru CD8" T lymfocyty a NK butikami, CD8" T lymfocyty poskytuji NK
butikdim pomoc neznamé povahy, ktera vede k aktivaci cytotoxickych mechanismi
a nasledné rejekci nadoru. Molekularni mechanismus této unikatni interakce zustava doposud
nejasny [32]. Aktivita NK bunék miZe byt regulovand i CD4'CD25" regulacnimi
T lymfocyty, pfedev§im jejich membranové vazanym TGF-P, ktery participuje na supresi
efektorovych funkci NK bunék a potladeni exprese aktivaéniho receptoru NKG2D [33, 34,
35].

Po aktivaci NK bunék dochézi Casto k recipro¢ni regulaci riznych bunéénych typi jako
DC, T lymfocyti, B lymfocyti a endotelidlnich bun¢k. Zakladni principy recipro¢ni regulace

NK bunék jsou popsané v nasledujici kapitole.
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1.4 Funkce NK bunék

NK buriky maji kromé schopnosti eliminovat n€které nadorové a viry infikované buiiky i
dilezitou ulohu v regulaci imunitnich reakci, kde vytvaii jakousi spojku mezi pfirozenou
a adaptivni imunitou. V soucasnosti se velky vyznam pfipisuje aloreaktivnim NK burikam, at’
uZ v boji proti nddorim nebo v prevenci jak rejekce tak GVHD (graft-versus-host disease) po
transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék. Zda se, ze NK buiiky maji vyznamné
postaveni i v reprodukci, dale v patogenezi autoimunit, astma a infekce HIV (obr. 2). Struény

piehled nékterych funkci NK bunék je uveden v nasledujicich odstavcich.

1.4.1 Protinadorova funkce
Viry Paraziti

Totopiasta gonds Schopnost NK  bunék
Toxopiasma cruzi
Leishmania . re W r r
- cytotoxicky zabijet né€které na-
Orgénové , .
Transplantace hematopoctickych transplantace dorové buiiky byla potvrzena

kmenovych buntk -~
Autoimunini POCEtNYmi studiemi na mysich

onemocném , . .
a potkanich modelech in vivo,

Nadory
/ ale i na mnohych lidskych
bunécnych liniich in vitro [2].

Reprodukce Astma

Principy rozpoznavani nado-

Obr.2 Znimé apredpokiidané funkce NK bunsk, O'-ch Punék jsou zaloZeny na

Upraveno podle [77]. piitomnosti nebo absenci né-

kterych ligandid NK receptort

(napfiklad potlacend exprese MHC I nebo zvySena exprese ligandi receptoru NKG2D
piipadné ligandu receptoru CD27) [36, 37, 38, 39].

Uloha NK bunék v pozici imunitniho dozoru byla dokumentovana na mnohych mysich
modelech se spontannimi i indukovanymi nadory. Naptiklad NK deficientni mySi jsou
v porovnani s neimunokompromitovanymi mySmi nachylné€j$i na sarkomy indukované
methylcholanthrénem [40]. KliCova funkce imunitniho dozoru mys$ich NK bunék byla
pozorovana v pfipadé riistu spontannich B lymfomi [41].

Protinddorovd funkce NK bun¢k ulidi je demonstrovana na jedincich simuno-
deficiencemi nebo dysfunkcemi NK buné€k [42]. Epidemiologické studie jasné dokazuji, Ze

sniZena aktivita NK bunék u lidi koreluje se zvySenou incidenci nddorovych onemocnéni [43].

13



Prehled literatury

1.4.2 Protivirova funkce

NK buriky jsou spolu sinterferony prvni linii vobrané proti virim. Z mySich
experimentalnich modeld je zfejmé jejich kliCové postaveni v obran€ proti viru Herpes
simplex 1, dale viru chfipky a poxviru Ectromelia [44]. Protivirovou aktivitu myS$ich NK
bun€¢k dokumentuje fakt, Ze jedinci s defekty nebo dysfunkcemi NK bun¢k, vykazuji vyssi
nachylnost k infekci MCMYV (mysi cytomegalovirus) [44, 45]. Dikazem je i exprese velkého
mnozZstvi decoy (,,maskovacich*) ligandd herpesviru v snaze vyhnout se ptisobeni NK bunék.
Znamym decoy ligandem je napiiklad potkani ligand RCTL potkaniho RCMYV, ktery
vykazuje homologii s ligandem Clr-b, coZ je ligand inhibi¢nich receptori NKR-P1D a
NKR-P1B [46].

Mechanismy rozpoznavani infikovanych buné€k se 1isi v zavislosti na pouZitém mySim
modelu. V piipade infekce C57/BL6 mysi herpesvirem MCMV, NK bunky selektivné
rozpoznavaji povrchovou molekulu m157 kdédovanou virem MCMYV prostiednictvim
receptoru Ly49H [47, 48]. V mySich kmenech s defektnimi Ly49H dochazi k interakci jinych
paru receptor-ligand, naptiklad u Ma/My mysi je to interakce mezi Ly49P a H-2D [49].

Epidemiologické studie s lidskymi jedinci s absenci nebo defekty NK bun¢k poukazuji na
vyznam NK bunék pfedev§im v obrané pfed infekcemi lidskymi herpesviry. Otazka, zda je
funkce NK buné€k v obrané proti virim redundantni nebo unikétni je v soucasnosti ptedmétem

diskusi mnohych imunologt [42].

1.4.3 Regulaéni funkce

NK buriky maji kromé schopnosti zabijet nékteré abnormalni buriky 1 vyznamnou
schopnost regulovat mnohé imunitni reakce a tim ovliviiovat spektrum procest v pfirozené
1 adaptivni imunité.

Vyznamné postaveni ma nedavno popsana interakce mezi DC a NK buiikami. Aktivované
NK buiikky mohou regulovat dva protichidné procesy uDC, a to maturaci DC
nebo cytotoxickou eradikaci imaturovanych myeloidnich DC [50, 51, 52, 53]. Imaturované
myeloidni DC maji potlaéenou expresi MHC I, a proto jsou senzitivni na pusobeni NK bunék.
Rezistenci k pisobeni NK bunék ziskavaji aZ po internalizaci antigenu, kdy dochazi
ke zvySeni exprese MHC 1 [54]. Mezi NK receptory zahrmuté do procesu rozpoznavani
aeliminace DC patii NKp30 a DNAM-1 [55, 56]. Predpoklada se, Ze likvidace
imaturovanych DC ma vyznam v regulaci homeostazy DC [50, 57]. Na druhou stranu NK
buriky participuji i na procesu maturace DC, a to sekreci TNF-a a IFN-y [58].
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NK buiiky maji krom¢ DC velky vliv i na adaptivni imunitu. Cytotoxicka likvidace
n¢kterych abnormalnich bunék potencuje prezentaci, ptipadn€ i crossprezentaci antigenu DC
anasledné mize vyvolat Tyl, Ty2 imunitni reakci nebo aktivaci CTL. IFN-y produkovany
NK butikami miiZe participovat na polarizaci CD4" T lymfocytti do Tyl linie. Pfedpoklada se,
Ze NK buiky maji vyznam v ochrané pfed nékterymi autoimunitnimi chorobami a to takovy,
Ze se podileji na supresi n€kterych autoreaktivnich T a B lymfocytt [59, 60, 61].

Po objeveni cytokinu CX3C, nazyvaného téz fraktalkin, se zjistilo, Ze NK buriky jsou
ziejmé€ zahmuté v patogenezi vaskulopatii a dysfunkci nékterych organt. Fraktalkin, ktery je
exprimovany na povrchu endotelidlnich bun¢k muiZze aktivovat NK buiiky, tim Ze se vaze na
receptor CX3CR1. Tato nechténa aktivace NK bunék je pro endotelialni buiiky letalni a mze
vyustit aZ v poskozeni cév [62].

Nedavno byla charakterizovand nova subpopulace tzv. dé€loznich NK buné€k
oznatovanych uNK (z angl. uterine natural killer), kterd zastdvd vyznamnou ulohu
v reprodukci. uNK osidluji endometrium délohy, kde iniciuji strukturdlni zmény a
angiogenezi produkci riznych proangiogennich faktort, napfiklad VEGF, PLGF a NKGS.
Diferenciace, aktivace a funkce uNK bunék jsou doposud zahalené rouskou tajemstvi. S jejich
objevem se zaroveii vynofuje otazka participace na neplodnosti a spontannich abortech [63,

64, 65].

1.4.4 Dalsi funkce NK bunék

NK buiiky jsou zodpov€dné za mnohé imunopatologické reakce. U pacientti s hepatitidou
typu B indukuji apoptosu hepatocytl, ¢imz pfispivaji k destrukci a amplifikaci zénétu
v jatrech [66]. NK buriky se davaji do souvislosti i s poskozenim  bun€k Langerahansovych
ostrivkl na mysich modelech diabetu indukovaného virem coxsackie B4 [67]. Dale se spojuji
s mnohymi zanétlivymi onemocnénimi jako artritida ¢i sarkoidéza [68, 69]. DalSim
negativnim aspektem je markantni u¢ast na dysregulaci imunitni odpovédi béhem septického
Soku [70, 71].

Mnohé studie poukazuji na vyznam NK bun€k v obran¢ proti protozoalnim parazitim
jako Leishmania, Plasmodium, Toxoplasma gondi a Trypanosoma hlavné v¢asnou produkci
IFN-y a néslednou aktivaci makrofagti [72, 73].

Dva protichtidné efekty NK bunék byli popsané u pacientt s infekci HIV. Interakce
aktiva¢niho receptoru KIR3DS1 s molekulou HLA-Bw4, ktera je exprimovana na povrchu

bunék infikovanych virem HIV, vede k eradikaci infikované buiiky a naslednému zpomaleni
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progrese infekce HIV [74, 75]. Na druhou stranu rozpustny peptid o sekvenci NH;-SWSNKS-
COOH, ktery se odstépuje z glykoproteinu gp4l viru HIV-1, indukuje na povrchu
neinfikovanych CD4" T lymfocytl expresi ligandu receptoru NKp44, ¢imz se stivaji CD4™ T
lymfocyty velmi senzitivni k pisobeni NK bun¢k. Vysledkem interakce s NK buiikou je
cytotoxicka eradikace neinfikovanych CD4" T lymfocytli, coZ pfispiva k dal$im masivnim

ztratam T lymfocytd [76].

1.5 Principy NK bunééného rozpoznavani

Narozdil od T a B lymfocytt, specifita NK bunék k cilovym buiikdm neni dana jednim
antigenné specifickym receptorem, ale je urena komplexnim repertoarem aktiva¢nich
a inhibi¢nich receptort, které jsou exprimované na povrchu kazdé NK buiriky [78]. Zatimco
aktivacni receptory indukuji efektorové funkce NK bunék, inhibi¢ni je naopak suprimuji.
Aktivace NK buiiky zavisi jak na expresi aktiva¢nich ainhibi¢nich ligandii na cilovych
burikéach, tak i na pfitomnosti receptorti specifickych pro exprimovany ligand a na dynamické
rovnovaze mezi aktivaénimi
a inhibi¢nimi signaly, které jsou
transmitované stimulovanymi NK
receptory [79, 80].
V soucasnosti jsou znamé tfi,
piipadn€ az ctyfi, strategie NK
bunééného rozpoznavani cilovych
bunek. Nejstar§i strategii je tzv.
missing-self recognition (obr. 3),

podle které NK buiiky detekuji

Missina-self induced-self |
ognition recognition | a nasledn¢ eliminuji buriky se sni-

Zzenou expresi MHC 1 [81].
Obr. 3 Aktivita NK buriky je urcena dynamickou rovno-

Snizena exprese MHC 1 je chara-
vahou mezi aktivacnimi a inhibicnimi receptory. K indukci P ]

efektorovych funkci NK buriky dochazi, kdyz ma cilova kteristick pro nekteré nadorové

burika snizenou expresi MHCI nebo naopak zvysenou @ VIICM infikované buiiky, které

expresi nékterych viastnich proteinii, ke které dochdzi € timto mechanismem snaZi vy-
ucinkem stresu, maligni transformace nebo virové infekce.  hnout plsobeni CTL. Molekuly

Upraveno podle [82). MHC I jsou ligandy nékterych
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inhibi¢nich receptori, aproto jejich nepfitomnost na cilové burice vyvolava absenci
inhibiénich signald v signalizaci NK buriky. Vysledkem je pokles signaliza¢nich prahu, které
musi byt pfekonané aktivaénimi signaly, aby doSlo k plné aktivaci NK burky [83, 84].
Samotna absence nebo snizend exprese MHC IvS8ak k aktivaci NK buriky resp. indukci
efektorovych funkci nepostacuje. Kromé potlacené exprese MHC I je potfebné, aby cilova
burika exprimovala na povrchu ligandy aktivacnich receptorii. A proto buiiky, které na svém
povrchu neexprimuji ani MHC I ani ligandy aktiva¢nich receptorti, nejsou NK burikami
eliminovany. Tento fakt je jednim z vysvétleni, pro¢ NK buriky neatakuji erytrocyty, pro které
je charakteristicka absence MHC I [82, 85].

Dal$i znamou strategii rozpoznavani cilovych bunék je induced-self recognition (obr. 3).
Podle této strategie NK buiiky rozeznavaji pomoci aktiva¢nich receptorti buiiky se zvySenou
expresi nékterych vlastnich povrchovych proteind. Pifedpoklada se, Ze tyto proteiny jsou
s velmi nizkou intenzitou exprimované na povrchu zdravych buné€k ake zvySeni jejich
exprese dochdzi udinkem stresu, maligni transformace nebo virové infekce. Typickym
piikladem jsou stresem indukované proteiny MICA a MICB, které rozpoznava aktivacni
receptor NKG2D [86, 87, 88, 89].

Dalsi anejméné prozkoumanou strategii rozpoznavani je infectious non-self. Princip
infectious non-self strategie je zaloZeny na rozpoznavani nékterych evolu¢né konzervovanych
struktur, které jsou sdilené mnohymi patogeny. Na rozpoznavani té€chto struktur, Casto
oznaCovanych jako PAMPy, participuji nékteré patogen-specifické receptory NK bunék.
Znamym piikladem je aktivaéni receptor Ly49H, ktery vaze protein m157 exprimovany
mySsim cytomegalovirem (MCMV) [90, 91, 92, 93].

Dalsi zptisob detekce cilovych bunék miiZze byt zprostiedkovany protilatkami. NK buriky
mohou pomoci povrchové molekuly CD16, coz je FcyRIII receptor, rozpoznavat burky
opsonizované protilatkami IgG. Interakce CD16 s Fc Casti IgG vede ke spusténi signaliza¢ni
kaskady, ktera rezultuje v indukci efektorovych funkci. Tento d€j se nazyva cytotoxické
reakce zavisla na protilatkach (ADCC) [2, 95].
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1.6 NK receptorova signalizace

Vyznamnym atributem NK receptorové signalizace jsou konzervované sekvence
aminokyselin, které se nachazi bud’ v cytoplazmatické ¢asti receptoru nebo jsou soucasti
adaptorové molekuly, ktera nekovalentn€ interaguje s receptorem.

Témét vSechny znamé inhibi¢ni receptory NK bun¢k disponuji jednim nebo vice
intracytoplazmatickymi motivy ITIM s konzervovanou sekvenci I/S/V/LxYxxL/V, kde x je
libovolna aminokyselina [96, 97]. Po navazani ligandu na inhibi¢ni receptor dochazi
k fosforylaci tyrosinu ITIM motivu protein-tyrosin-kinasami rodiny Src a k nasledné asociaci
s fosfatasami SHP-1 nebo SHP-2, které se preferenéné vazi na fosfotyrosin ITIMu
prostiednictvim svych SH-2 domén. Vysledkem uvedenych interakci je zvySeni aktivity
fosfatas a jejich nésledna ucast na pfimé nebo neptimé defosforylaci intracelularnich
signaliza¢nich proteini jako FceRly, ZAP70, Syk, PLCy1, PLCy2, Shc, LAT, SLP76 a Vav-1.
Dalsi znamou fosfatasou je inositol-fosfatasa SHIP, kterd participuje na defosforylaci
5’-fosfatu z fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfatu. Finalnim efektem defosforylace uvedenych
proteini a substratl je inhibice signalizaénich kaskad, které vedou k indukci efektorovych
funkci NK buriky (obr. 4) [98, 99, 100, 101].

CD16

NCR

KIR-S
KIR-L Act. Ly49 KIR-L
Inh. Ly49 hNKG2D CD94-NKG2C/E nh. Ly49

mNKG2D-L mNKG2D-S CD94/NKG2A

CD94/NKG2A

ITAM-bearing polypeptides
(CD3¢, FcRy, KARAP/DAP12)

Cytotoxicita Sekrece cytokinu

Obr. 4 NK receptorova signalizace. Znazornény jsou inhibicni receptory (Cervené) se specifitou
pro MHC I, ddle aktivacni receptory asociované s adaptory nesoucimi ITAM motiv (modre)
a aktivacni receptor NKG2D asociovany s adaptorem DAPI0 (zelené). Hvézdicka zndzorriuje

pFitomnost nabité aminokyseliny v transmembranovém segmentu. Upraveno podle [102].
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Signalizace nékterych aktiva¢nich receptori je zaloZena na asociaci s adaptorovymi
proteiny, které disponuji jednim nebo tfemi ITAM motivy s konzervovanou sekvenci
D/Ex7.8)D/ExxYxx(L/I/V)x(7YxxL/I/V [103]. NK buiiky exprimuji tfi adaptorové proteiny
obsahujici ITAM motivy, ato FceRly, CD3({ a DAP12 [104, 105, 106]. Dalsim znamym
adaptorovym proteinem je DAPI10, ktery vsak disponuje neklasickym ITAM motivem
s konzervovanou sekvenci YxxM [107]. VSechny uvedené adaptorové proteiny maji
v transmembranovém segmentu zaporné nabitou kyselinu asparagovou, ktera je zodpovédna
za elektrostatickou interakci a asociaci s aktiva¢nimi receptory, které maji v transmebranové
¢asti kladn€ nabity lysin nebo arginin. Po navazani ligandl na aktivacni receptory dochazi
k formovani oligomernich aktivaénich komplexu, coZ vede k aktivaci protein-tyrosin-kinas
rodiny Src (p56'* a p59™™), které fosforyluji tyrosiny na ITAM motivech. Na fosfotyrosiny
ITAM motivi se nasledné vazi protein-tyrosin-kinasy rodiny Syk (Syk a ZAP70), které se po
nasledné aktivaci zapojuji do signaliza¢ni kaskady. Vyznamnou tlohu v integraci a propagaci
signalu maji rlzné transmembranové a cytosolové adaptory jako LAT, SLP-76, 3BP2.
Napiiklad po fosforylaci adaptoru LAT dochazi ke kontaktu s PLCy a jeji nasledné aktivaci,
coZ vede ke spusténi dobfe prozkoumané signaliza¢ni kaskady. Dalsi spusténd signalizacni
kaskada zahmuje aktivaci malého G-proteinu Ras, nasledné serin/threonin-kinasu Raf, dale
protein-kinasu MEK, ktera fosforylacné€ aktivuje dalsi proteinkinasu ERK. Tato aktivovana
kinasa stimuluje dalsi kinasy, coz nakonec rezultuje v aktivaci transkripénich programii, které
vedou k indukci cytotoxicity a produkci cytokind [108, 109].

Signaliza¢ni kaskada spouSténa aktivacnim receptorem NKG2D, ktery nekovalentné
asociuje s adaptorem DAP10 (my§i NKG2D muze asociovat i s DAP12), se li§i od ITAM-
dependentnich signaliza¢nich drah. Jednim z rozdild je nezavislost na proteinkinasach rodiny
Syk, dale pouziti odlisnych isoforem signaliza¢nich proteind Vav a nakonec neschopnost
aktivovat sekreci cytokinu [110, 111].

Kazdopadné indukce efektorovych funkci NK buriky zavisi jak na expresi aktivaénich
ainhibi¢nich ligandi na cilovych burikach, tak na ptitomnosti receptorti specifickych
pro exprimovany ligand, stejn€ jako i na dynamické rovnovaze mezi aktivacnimi

a inhibi¢nimi signaly, které jsou transmitované stimulovanymi NK receptory.
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1.7 Cytotoxické mechanismy NK bunék
NK buiiky zabijeji cilové buiiky prostiednictvim dvou mechanismi. NejpouzZivan€j$im
mechanismem je exocytosa cytotoxickych granuli, tim druhym je mechanismus vyuZivajici

death receptory.

1.7.1 Exocytosa cytotoxickych granuli

Ke smrti cilové buriky indukované mechanismem cytotoxickych granuli, dochéazi velmi
rychle (do 5 minut), ¢imZ se zamezuje replikaci a dal§imu Sifeni potencialniho patogenu.
Mechanismus vyuzivé cytotoxické granule nachazejici se v cytoplazmé NK buriky [112, 113].
Soucasti cytotoxickych granuli je perforin a granzymy. Perforin je protein homologicky
komplementovému proteinu C9 apodobné€ jako on je schopny vytvafet v membrané
homopolymerni cirkularni pory s prumérem 15-16 nm [114]. Granzymy jsou serinové
proteasy, které spoustéji signaliza¢ni kaskadu vedouci k apoptose buriky [115].

Po rozpoznani cilové buriky dochézi k polarizaci mikrotubularniho systému NK buriky
anasledné migraci cytotoxickych granuli k plus konci mikrotubuli smérem ke kontaktu
s cilovou buiikou, ktery se oznacuje jako imunologicka synapse. Puvodné se piedpokladalo,
Zze po fuzi cytototoxickych granuli s cytoplazmatickou membranou NK buriky dochazi
kuvolnéni jejich obsahu vmist¢ imunologické synapse, a Ze perforin vytvaii
v cytoplazmatické membrané€ cilové buriky pory, ptes které se do cytoplazmy dostavaji
granzymy, které nasledné indukuji apoptosu. Tato hypotéza se vSak ukazala jako nespravna
[116]. V soucasnosti se pfedpoklada, Ze granzymy jsou spolu s perforinem internalizované
endocytdzou, na které participuje manosa-6-fosfatovy receptor [117] a aZ po internalizaci
dochézi v membrané endosomu k formovani poru, pies které se do cytoplazmy cilové buiiky
dostavaji granzymy. Granzym B nasledné aktivuje kaspasy, které spoustéji signalizacni
kaskadu vedouci k fragmentaci DNA, coZz vede ke smrti buiiky. Granzym A zase indukuje
apoptosu nezavisle na kaspasach tim, Ze generuje jednofetézcové zlomy v DNA a $tépi
laminy [118, 119]. Rezistence NK buiikky k perforinu a granzymim je dana jednak
membranoveé vazanym katepsinem B, ktery $tépi perforin a blokuje formovani péri na
membran€¢ NK buriky, ajednak inhibitory granzymu, které se oznacuji jako serpiny
[120, 121].
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1.7.2 Indukce apoptosy death receptory

Na povrchu NK buriky se mohou nachazet proteiny rodiny TNF, které po interakci s death
receptory indukuji apoptosu cilové buriky. Jednim z téchto proteinti je TRAIL znamy také
jako Apo2 ligand, coZ je transmembranovy protein II. typu s markantni expresi po stimulaci
IFN-y nebo IL-15. Doposud bylo charakterizovano pét receptori pro TRAIL a z toho dva,
TRAIL-R1 aTRAIL-R2, po navazani molekuly TRAIL spoustéji signalizacni kaskadu
vedouci k apoptose cilové buiky [122, 123]. Dal$im vyznamnym apoptickym proteinem,
ktery je po stimulaci IFN-y exprimovan na povrchu NK bunék, je Fas-ligand (FasL). Po
navazani FasL na death receptor Fas (CD95), ktery je pfitomny na povrchu riznych typt
bunék, dochazi opét ke spusténi signaliza¢ni kaskady, ktera vyustuje v apoptosu [124, 125].

1.8 Receptory NK bunék
V této kapitole podavam stru¢ny piehled nejznaméjsich receptorovych rodin NK bunék se

zamé&fenim na strukturu, signalizaci, ligandy a biologickou funkci jednotlivych receptori.

1.8.1 Rodina receptorii KIR
Lidské receptory KIR jsou transmembranové glykoproteiny 1. typu disponujici dvéma
nebo tfemi imunoglobulinovymi doménami v extracelularnim segmentu. Jejich exprese byla

pozorovana na povrchu NK bunék a na nékterych subpopulacich T lymfocytu.

d‘}
ovgf;g“ & 4@"; RN . & S

Obr. 5 Schematicka mapa lidského a mysiho LRC komplexu. Upraveno podle [131].

Vsechny KIR receptory patii do imunoglobulinové rodiny a podle po¢tu imunoglobulinovych
domén se déli na KIR2D a KIR3D. Imunoglobulinové domény jsou od transmembranového
segmentu oddé€lené krckem a jejich cytoplazmaticka doména je bud’ kratka nebo dlouha, coz
koresponduje s funkci receptoru. Inhibi¢ni receptory, ozna¢ované KIR2DL nebo KIR3DL
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maji dlouhou cytoplazmatickou doménu, na které se nachazi jeden nebo dva ITIM motivy.

Aktivaéni receptory, oznacované KIR2DS nebo KIR3DS, maji kratkou cytoplazmatickou

doménu ajejich signalizace zavisi na asociaci s ITAM nesouci adaptorovou molekulou

DAP12 [126, 127, 128].

Geny lidskych KIR receptorti jsou soucasti LRC komplexu (Leukocyte receptor cluster)

na chromozomu 19q13.4 (obr. 5). Doposud bylo identifikovano 15 lidskych KIR genti a2

pseudogeny. U myS$i byly na chromozomu X objeveny dva geny homologické lidskému

KIR3DL [129, 130].

Lidské KIR receptory rozpoznavaji molekuly HLA-A, -B a -C. Obecné plati, Ze receptory

D2

KIR2DL

D1

HLA-Cw3

Obr. 6 Struktura komplexu lidského receptoru
KIR2DL s ligandem HLA-Cw3.
podle [136].

Upraveno

KIR3DL rozpoznavaji alelické formy HLA-
A aHLA-B, zatimco KIR2DL rozpoznava
alelické formy HLA-C, které se lisi
aminokyselinami v al doméné na pozicich
77 a 80. Ackoliv je
HLA

interakce mezi
receptorem KIR a zavisla na
pfitomnosti peptidu ve vazebném Zzlabku
HLA, receptory nejsou schopné rozlisit, zda
je prezentovany peptid endogenni nebo
exogenni resp. vazba KIR na HLA nezavisi
na pozici a sekvenci prezentovaného peptidu
[132, 133, 134]. Receptory KIR se vazi na
HLA v misté, kde je peptid nejvic zanofeny
do vazebné¢ho Zlabku, tj. voblasti uko-
tvujicich aminokyselin (obr. 6) [135].
Aktivacni KIR receptory se na HLA
nevazi vibec nebo jen svelmi nizkou
afinitou. Predpoklada se, Ze tyto receptory
budou podobné jako aktivaéni receptory

Ly49 ziejm¢ vazat nefyziologické ligandy.
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1.8.2 Rodina receptoru Ly49

Multigenni  rodinu  Ly49  tvofi
diiV 4 transmembranové glykoproteiny II. typu,
¢ které jsou exprimované na povrchu

‘ mysich NK bungk a nékterych T lym-

N

focytl [137]. Receptory rodiny Ly49 jsou
disulfidicky véazané homodimery dis-

_ ponujici extracelularni CTLD doménou
Obr. 7 Struktura dimeru receptoru Ly49A.

Upraveno podle [136]. (obr. 7) ajejich hlavni funkci je roz-

poznavani MHC I, u mysi H-2K a H-2D.
Predpoklada se, ze ulohu mysich Ly49 pievzali u ¢lov€ka receptory rodiny KIR. Doposud
bylo identifikovano 14 genti mySich Ly49, které jsou soudasti genového komplexu NKC
nachézejiciho se na chromozoému €. 6 (obr. 8). Na lidském NKC s lokusem 12p12.3-p13.2 byl
objeven jeden pseudogen oznaceny Ly49L. Vysledkem pomémé rychlé evoluce receptorti
Ly49 je jejich silny polymorfizmus amarkantni variabilita vramci myS$ich kment.
K diverzifikaci receptori Ly49 piispiva i jejich monoalelicka exprese a pfeskupovani exond,
kde kazda doména, at’ uz cytoplazmatickd, transmembranova nebo ligand vézici, je kddovana

nezévislym exonem [138, 139, 140, 141].
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Obr. 8 Schematickd mapa lidského a mysiho NKC. Cernd tecka na konci mapy zndzorriuje

centromeru. Upraveno podle [131].
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Repertoar Ly49 je tvofen pfevazné inhibi¢nimi receptory, které maji v cytoplazmatickych
doménach ITIM motivy, ale i aktivaénimi receptory, napi. Ly49D a Ly49H, které
nekovalentné asociuji s ITAM nesouci adaptorovou molekulou DAP12 [142].

Velmi dobfe prozkoumana je interakce mezi inhibi¢nim receptorem Ly49A a jeho
ligandem H-2D° . Zjistilo se, Ze vazba Ly49A na H-2D® neni ovlivnéna peptidem v jeho
vazebném Zlabku. Strukturni analyza tohoto komplexu potvrdila, Ze Ly49A se vaze na dvé
mista H-2D¢ kompletné mimo vazebny zldbek resp., Ze Ly49A rozpoznava H-2D¢ jako
takovy, nezavisle na sekvenci peptidu [143, 144]. PiestoZe receptory rodiny Ly49 patii do
rodiny C-lektinli, vazebné pokusy s rekombinantnimi receptory a jejich ligandy ukazuji, Ze
vazba ligandu neni z4visl4 ani na pfitomnosti Ca®* ani na ptitomnosti sacharidu [145].

Zatimco hlavni funkci inhibi¢nich receptoru Ly49 je rozpoznavani molekul H-2, funkce
aktivacnich receptorti je neznama. Je pravdépodobné, Ze fyziologickymi ligandy aktiva¢nich
receptori Ly49 jsou patogenni proteiny, coZ potvrzuje aktivaéni receptor Ly49H
rozpoznavajici glykoprotein m157, ktery je kédovany my$im MCMV a exprimovany na
povrchu bun¢€k infikovanych MCMV [146, 147, 148, 149].

Ackoliv jsou lidské receptory KIR a mySi Ly49 strukturné odli$né, sdileji mnohé spolecné
atributy. Obé receptorové rodiny jsou kédované skupinou 10-15 gent, které vznikly genovou
duplikaci a byli diverzifikované genovou konverzi. K diversifikaci obou rodin pfispiva silny
polymorfismus a jejich monoalelicka exprese. Dalsi vyznamnou spolecnou vlastnosti je téméf

identicka funkce obou receptorovych rodin.

1.8.3 Rodina receptoriit CD94/NKG2

Receptory CD94/NKG2 jsou disulfidicky vazané heterodimery exprimované na povrchu
NK bunék ¢&lovéka a hlodavcl, 8 T lymfocytech a CD8" T lymfocytech. Receptory této
rodiny jsou transmembranové proteiny II. typu disponujici CTLD doménou. Zatimco CD9%4 je
invariantni ve v§ech heterodimerech (obr. 9), NKG2 mize byt zastoupen né€kterym z 5 ¢lent
oznacovanych NKG2A-F, s vyjimkou NKG2D [150, 151, 152]. Geny CD94 a NKG2 jsou
soucasti NKC komplexu, pficemz v lidském NKC jsou lokusy NKG24, -C, -E a -F a v mySim
NKG24, -C a -E. Pro lidsky NKG2F je charakteristickd absence extracelularni domény.
Receptor NKG2B je zase splicingovou variantou NKG2A [152, 153, 154, 155]. V porovnani
s receptory Ly49 aKIR je repertoar CD94/NKG méné polymorfni, coZ je ziejme¢ dané
omezenym polymorfismem jejich ligandd [156]. NKG2A/B maji dlouhou cytoplazmatickou
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Obr. 9 Struktura CD94. Upraveno podle
[136].

doménu obsahujici ITIM motivy, coZz ko-
responduje s jejich inhibi¢ni funkci. NKG2C a
-E jsou naopak aktivaéni receptory, které
asociuji s ITAM nesouci adaptorovou mo-
lekulou DAP12 [157].

Ackoliv je gen NKG2D soucasti NKC
komplexu, receptor NKG2D se neparuje
s CD94 avykazuje nizky stupefi homologie
s ostatnimi NKG2. Proto je charakterizovany
v samostatné kapitole.

CD94/NKG2A a CD94/NKG2C rozpozna-

vaji neklasické MHC Imolekuly, u ¢lovéka

HLA-E aumysi Qa-1. HLA-E i Qa-1 vazi

signélni (N-terminalni) peptidy pochazejici z biosyntetickych prekurzort klasickych MHC I, a

proto je moZno je povaZovat za jakési indikatory normalni exprese MHC 1. Na vazbé¢ ligandu

participuje jen NKG2, protoZze CD94 by nebyl schopny transmitovat signal z divodu absence

cytoplazmatické domény. Zajimavym atributem této receptorové rodiny je, Ze aktivaéni i

inhibi¢ni receptory rozpoznavaji stejné ligandy [158, 159, 160].

1.8.4 Receptor NKG2D

NKG2D je homodimerni aktivaéni receptor exprimovany na povrchu NK bunék, y6 T

lymfocytdt aCD8" T lymfocytl. Podobné jako piedchazejici receptory i NKG2D je

transmembranovy glykoprotein II. typu disponujici CTLD doménou (obr. 10) [161]. U mysi

e
JAXE

- - - .

Obr. 10 Struktura dimeru NKG2D. Upraveno

podle [136].

byly pozorované dvé isoformy receptoru
NKG2D, které se lisi pifitomnosti nebo
absenci 13 aminokyselin na N-terminalnim
konci. Isoformy vznikaji alternativnim
splicingem ali§i se v asociaci s adapto-
rovymi Delsi
oznacovanad NKG2D-L asociuje s DAP10,
kratsi

molekulami. isoforma

zatimco isoforma oznacovana

NKG2D-S je promiskuitnéj$i a muze
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asociovat jak s DAP10 tak i s DAP12. U lidi byla pozorovana jen delsi isoforma NKG2D-L.
Asociace sruznymi adaptorovymi molekulami ma za nasledek spusténi rGznych
signaliza¢nich kaskad (DAP10 aktivuje resp. zvySuje aktivitu protein-tyrosin-kinasy Syk
nebo ZAP-70, zatimco DAP12 aktivuje hlavné fosfatidylinositol-3-kinasu) [162, 163, 164].

NKG2D vaze rodinu ligandd, ktera vykazuje strukturni homologii s MHC 1. Ligandy
lidského NKG2D jsou MICA, MICB, ULBP1, ULBP2, ULBP3 a ULBP4, ligandy mysiho
receptoru jsou RAE-1a, RAE-1f8, RAE-1y, RAE-1{, RAE-1¢, H60 a MULT1. ULBPI, -2, -3
a -4 jsou lidskymi ortology mys$ich RAE1/H60/MULT1 molekul. VSechny ligandy maji al
a a2 doménu homologni s MHC I a ligandy MICA a MICB disponuji i a3 doménou. V jejich
struktufe absentuje jak B2-mikroglobulin, tak i1 peptid, ktery je u MHC Inavazany ve
vazebném zlabku [165, 166, 167].

Mnohé z uvedenych receptori jsou hojné exprimované na nadorovych a viry infikovanych
burikach, a proto receptor NKG2D hraje vyznamnou ulohu v protinddorové a protivirové
imunité€. To dokumentuje i pfitomnost velkého mnoZstvi sekretovanych ligandd v séru
onkologickych pacientt, které slouzi jako decoy (,,maskovaci) ligandy ve snaze neutralizovat
NK bunéénou odpoveéd [168].

1.8.5 Mysi receptory NKR-P1A a NKR-P1C a jejich postaveni v rodiné
receptori NKR-P1

Receptory rodiny NKR-P1 jsou homodimemi transmembranové proteiny II. typu patfici
do rodiny C-lektind. Jejich exprese byla pozorovana na NK burikach, NK-T lymfocytech
a n€kterych subpopulacich T lymfocyti. U mysi bylo doposud objeveno pét receptori této
rodiny, a to NKR-P1A, NKR-P1B, NKR-P1C, NKR-P1D a NKR-PIF [169, 170, 171].
Receptor NKR-P1C byl pivodné oznaéeny jako NK1.1 antigen a byl dlouho povaZovany za
diferenciaéni znak NK bun¢k v C57/BL6 mySich. Pro detekci NK buné€k se pouzivala
monoklonalni protilatka anti-NK1.1 znama také jako PK136 [172]. Pozdéji se zjistilo, Ze se
vaze i na jiné polymorfni receptory rodiny NKR-P1 v riiznych mys$ich kmenech. Geny rodiny
NKR-P] jsou soucasti NKC komplexu nachazejiciho se u mysi na chromosomu ¢. 6. Ortology
mysSich NKR-P1 gend byly objeveny u potkana i u ¢lovéka. Narozdil od hlodavci, kteti
disponuji n€kolika geny NKR-PI, u ¢lovéka byl urcen jen jeden nepolymorfni gen [173, 174].
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Inhibi¢ni funkce mySich NKR-P1B a NKR-P1D byla vyvozena z pfitomnosti ITIM
motivu v jejich cytoplazmatické domén€. Na druhou stranu absence ITIM motivu
a pfitomnost nabité aminokyseliny argininu v transmembranovém segmentu poukazuje na
aktivaéni funkci mySich NKR-P1A, NKR-P1C a NKR-PIF. Mysi NKR-P1C asociuje
s adaptorovou molekulou FceRIy azesitovani téchto receptori monoklondlni protilatkou
anti-NK1.1 vede k masivni produkci IFN-y. Asociace s FceRly aprodukce IFN-y po
zesitovani se predpokladd i u NKR-P1A a NKR-PIF [175, 176]. Dale byla pozorovana
interakce mysich NKR-P1C a NKR-PIB s protein-tyrosin-kinasou rodiny Src, ato p56°~.
Interakce byla zprostiedkovana prostiednictvim motivu CxCP v cytoplazmatické doméné
obou receptorti. Tento motiv byl pozorovan i v cytoplazmatické domén¢ koreceptori CD4
a CD8 [177].

Funkce a signalizace lidského receptoru NKR-P1A neni doposud dostateéné
prozkoumana. Pfedpoklada se, Ze cytoplazmatickéa ¢éast receptoru mize interagovat s kyselou
sfingomyelinasou (aSMasa), ktera spousti signaliza¢ni kaskadu prostfednictvim ceramidu,
které slouZzi jako druzi poslové [174].

Fyziologické ligandy mySich NKR-P1A a NKR-P1C nebyly doposud identifikovany. Byla
vSak pozorovana jejich vysoka afinita k n€kterym oligosacharidlim a spusténi signaliza¢nich
kaskdd vedoucich kindukci efektorovych funkci po interakci téchto oligosacharidovych
ligandl s receptory NKR-P1 [178]. Ligandy ostatnich isoforem myS$ich receptori NKR-P1
jsou jiz znamy. Receptory NKR-P1B a NKR-P1D vazi molekulu Clr-b, zndmou téz jako Ocil,
areceptor NKR-P1F vaze Clr-g, zndmou i jako OcilrP2. Uvedené ligandy jsou trans-
membranové glykoproteiny II. typu a jejich lokusy jsou soucasti NKC komplexu. Zatimco
Clr-b je hojné€ exprimovany na vSech hematopoetickych burikach sjadrem i na nékterych
nehematopoetickych buiikéch, Clr-g je preferenéné exprimovany na povrchu aktivovanych
NK bunék. Lidskym ortologem mysich Clr gent je LLT1, ktery je exprimovany na perifernich
hematopoetickych burikach [178, 180, 181, 182, 183].

Ackoliv mysi receptor NKR-P1C je znam uz vice nez 30 let, zistava spolu s NKR-P1A
neustale zahaleny rouSkou tajemstvi. Nejsou zndmy ani jejich ligandy, ani fyziologicka

funkce a ani struktura, ktera nebyla doposud vyfeSena pro Zadny receptor rodiny NKR-P1.
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1.9 Imunoterapeuticky potencial NK bunék

S postupnym odhalovanim zakladnich mechanismu svéta NK bunék se zacaly vynofovat
snahy vyuzit jejich unikatni vlastnosti v terapii n€kterych onemocnéni. UZ vroce 1982
Grimm et al. demonstroval, Ze periferni lymfocyty aktivované IL-2, ¢asto oznaCované
zkratkou LAK (lymphokine-activated killers), jsou schopné zabijet né€které lidské nadorové
linie [184]. Tento fenomén byl zprostfedkovan pfedevs§im NK burikami a CTL. Prvni klinické
pokusy s vyuZitim autolognich LAK v kombinaci sIL-2 zrealizoval Rosenberg na 25
pacientech v pokrocilém stadiu rakoviny [185]. Kombinace LAK s IL-2 se vSak ukazala jako
nepfili§ Gspésna a efekt nepiinaSely ani vys$§i davky vysoce purifikovanych LAK. Pozdé&jsi
prace ukazaly, Ze pfi¢inou nelspéchu byla IL-2 stimulovand expanze regulac¢nich
T lymfocytt, které pfimo inhibovaly efektorové funkce NK bunék a zprostiedkovavaly jejich
apoptosu mechanismem AICD (activation-induced cell death) [186].

Soucasné imunoterapeutické pfistupy zaloZené na NK buiikdch je mozno rozde¢lit do
n¢kolika skupin (obr. 11). Jednou z terapeutickych strategii je manipulace s inhibi¢nimi
a aktiva¢nimi receptory. Blokovani NK inhibié¢nich receptori monoklonalnimi protilatkami se
ukazuje Uspésné v preklinickych modelech terapie n€kterych leukémii a melanomd. Vyuzivaji
se hlavn¢ protilatky, které blokuji interakci inhibi¢nich receptori KIR2DLI1, 2,3 s jejich
ligandem HLA-C [187, 188]. Kli¢ové postaveni v eradikaci akutni myeloblastické leukémie
ma aloreaktivita NK buné€k u pacientti, ktefi se podrobili transplantaci hematopoetickych
kmenovych bun¢k. Aloreaktivni NK buriky se kromé eliminace leukemickych bunék podileji
na prevenci jak rejekce, tak GVHD (graft-versus-host disease). Nov¢€jsi techniky vyuZivaji
alogenni transplantaci ex vivo aktivovanych NK buné€k. DulezZitou ulohu ma vybér dérc,
ktery se realizuje genotypizaci a fenotypizaci inhibi¢nich KIR receptorti ve snaze zabezpedit
maximalni inkompatibilitu KIR receptorti darce s hostitelskymi HLA I [189, 190, 191, 192,
193].

Dalsi terapeuticka strategie vyuziva NK bunétné Fc receptory pro stimulaci ADCC [194].
Typickym ptikladem, ktery se pouziva v terapii nonHodgkinovych lymfomu, je rituximab,
coZz je chimérickd monoklondlni protilaitka se specifitou k antigenu CD20, ktery je
exprimovany na B lymfocytech a na vice neZ 90 % B lymfocyti nonHodgkinskych lymfom.
Mechanismus ucinku je zifejmé zprostiedkovany vazbou na FcyRIII receptory NK bunék
a naslednou reakci ADCC ptipadn€ i aktivaci komplementu [195, 196]. V terapii solidnich

nadord mohou najit uplatnéni bispecifické, ptipadné i trispecifické protilatky se specifitou
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Obr. 11 Imunoterapeutické pristupy zaloZené na NK burikdch.
Strategie manipulace mezi inhibicnimi a aktivacnimi NK receptory
(a, b), indukce apoptosy TRAIL-dependentnim mechanismem (c),
vyuziti NK bunécnych Fc receptoru pro stimulaci ADCC (d),
stimulace efektorovych funkci NK bunék vakcinami nebo farmaky
(e, g) a pristupy zaloZené na neutralizaci supresorit NK bunék ().

Upraveno podle [207].

k nddorovym antigenim
a k povrchové molekule
CD16 exprimované na
NK burnkach, makrofa-
zich a neutrofilech [197].
Potencial v imunoterapii
nadori ma i strategie
zalozena na indukci apo-
ptosy TRAIL-dependen-
tnim mechanismem a to
v pfipadé nadoru, které
ziskavaji (po chemote-
rapii) rezistenci k induk-
ci pfirozené apoptosy
[198]. Proto se mnoha
chemoterapeutika poda-
vaji v synergii s ruznymi
agonisty proapoptickych
receptorit (thApo2L/
TRAIL nebo DR-4 pii-
padné¢ DR-5 specifické
protilatky) [199].

V budoucnosti muze se-
hrat

vyznamnou ulohu zatim

v terapii nadord

pomém¢é neznama sub-

populace NK bunék tzv.

IKDC, ktera po premedikaci imatinibem a IL-2 exprimuje na povrchu molekulu TRAIL

anasledn€¢ indukuje v nadorovych burikdch apoptosu TRAIL-dependentnim mechanismem

[200, 201].
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Dalsi pfistup je zaloZeny na stimulaci efektorovych funkci NK bun€k vakcinami nebo
farmaky. Z vakcin mohou najit uplatnéni heat shock proteiny odvozené z melanomu
aznadoru tlustého stfeva [202], z farmak napfiklad thalidomid v terapii mnohocetného
myelomu, imatimib v terapii nadort traviciho traktu a histamin dihydrochlorid v terapii akutni
myeloblastické leukémie [203, 204, 205].

Jiné imunoterapeutické pfistupy by mohly byt zaloZeny na neutralizaci supresort
efektorovych funkci NK bunék. Cilem terapeutického zasahu by se tak mohly stat rozpustné
ligandy receptoru NKG2D, TGF-f, regulacni T lymfocyty, indolamin-2,3-dioxygenasa nebo
reaktivni intermediaty kysliku [206].

Mnoho z uvedenych terapeutickych ptistupt se v soucasnosti nachézi ve fazich klinického
testovani, nékteré se uz vice ¢i méné€ usp&Sné pouzivaji v kombinaci s konvenéni 1é¢bou
(chirurgické odstranéni, chemoterapie nebo radioterapie). Kazdopadné existuje redlna nad¢je,
Ze postupné detailni poznani mechanismd protinddorové imunity povede k formovani

raciondlnich a efektivnich terapeutickych postupt.
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2. CiL PRACE

= Rekombinantni piiprava receptori mNKR-P1A a mNKR-P1C, optimalizace

proteinové produkce a renaturace.

= Izotopové znadeni rekombinantnich proteint izotopem "N a ovéfeni poskladani

rekombinantnich proteini metodou proteinové NMR spektroskopie.
® VySetfeni biochemické a fyzikalné-chemické stability proteinti in vitro.
» Charakterizace velikosti a tvaru mNKR-P1A a mNKR-P1C metodami DLS a AUC.
= Vyzkum vazebné specifity obou proteind.

= Pokus o krystalizaci mNKR-P1A a mNKR-P1C.
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3. MATERIAL
3.1 Pristroje

Analyticka ultracentrifuga Proteome Lab XL-I

Analytické vahy AL54

Automatické pipety

Centrifuga Avanti J-26 XP

Centrifuga J-6M

Centrifuga Z 233 MK-2

Centrifuga Spectrafuge 16M
Centrifuga¢ni koncentratory Amicon Ultra
Detektor DLS Zetasizer Nano

Dialyza¢ni trubice Spektra/Por

Kolona Superdex 75 PC 3,2/30

Kolona Superdex 75 HR 10/30

Napajeci zdroj MP-250V

Hmotnostni spektrometr ULTRAFLEX III
Hmotnostni spektrometr APEX-Qe FTMS
HPLC systém BioSys 510

HPLC systém SMART

Magneticka michacka MM 2A

MicroTrap

Monochromatorova ¢tecka destiek Safire?

pH metr ®200

predvazky HF-1200G

PVDF membréany
Rentgenovy film Medix XBU

Scintilaéni detektor MicroBeta 1450 TriLux

Souprava pro elektroforézu
Souprava pro elektropfenos
Souprava pro ultrafiltraci

Spektrofotometr DU-70

Beckman Coulter, USA
Mettler Toledo, CR

Gilson, USA

Beckman Coulter, USA
Beckman Coulter, USA
Hermle, Némecko

Edison, USA

Millipore, USA

Malvern Instruments, UK
Spektrum Laboratories, USA
GE Healthcare, Némecko
GE Healthcare, Némecko
Major Science, USA

Bruker, Némecko

Bruker, Némecko

Beckman Coulter, USA
Pharmacia Biotech AB, Svédsko
Laboratorni pFistroje Praha, CR
Michrom, USA

Tecan, Svycarsko

Beckman Coulter, USA
AND, USA

Pall Corp., USA

Foma Bohemia, CR
PerkinElmer, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Beckman Coulter, USA
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e NMR spektrometr Bruker Avance 600 MHz Bruker, Némecko
Gallenkamp Ltd., UK
Thermolyne, USA
Beckman Coulter, USA
Sigma-Aldrich, USA

KRAINTEK, Slovensko

e Tiepacka na Erlenmeyerovy barky
e Trepacka na zkumavky BigGer Bill
e Ultracentrifuga Optima LE-80K

e Ultrafiltraéni membrany

e Ultrazvukova lazen

e Ultrazvukova sonda Ultrasonic Homogenizer 4710 Cole-Parmer Instrum. Co., USA
Jouan, Francie

VELP Scientifica, Italie

e Vakuova odparka Speedvac

e Vortexovy mixér

Zdroj deionizované vody MilliQ

Millipore, USA

3.2 Chemikalie
e Acetonitril Merck, Némecko
o Agar Oxoid, USA
e Akrylamid Sigma-Aldrich, USA

L-Arginin hydrochlorid

Sigma-Aldrich, USA

e Azid sodny Sigma-Aldrich, USA
e Bacto-tryptone Oxoid, USA
e Bacto-yeast extrakt Oxoid, USA

Bromfenolova modf

BSA

Coomassie Brilliant Blue R-250

Crystal screen, Crystal Screen 2, Index Screen
Cystamin

Cysteamin

Cinidlo pro stanoveni dle Bradfordové

DMSO

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Serva, Némecko

Hampton Research, USA

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Bio-Rad, Némecko

Jersey Lab Supply, USA

e DTT Sigma-Aldrich, USA
e EDC Sigma-Aldrich, USA
e EDTA Sigma-Aldrich, USA
e Formaldehyd Sigma-Aldrich, USA
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Glukosa

Glycin

Guanidin hydrochlorid
HEPES

IPTG

Kanamycin
B-merkaptoethanol
Mineralni ole;j

>N chlorid amonny
NHS-fluorescein
NHS-rhodamin
N,N’-methylen-bis-akrylamid
Peroxodisiran amonny
PIPES

Pyridin

Q-Sepharosa FF
Scintilaéni roztok
SDS

Sephadex G-15
Standardy pro SDS-PAGE
TEMED

Tetracyklin

Thiamin hydrochlorid
Thiosiran sodny

Tris

Triton X-100
Ustalovag

Vyvojka

Ostatni chemikalie

Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Jersey Lab Supply, USA
Serva, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Cambridge Isotope Lab., USA
Pierce, USA

Pierce, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

GE Healthcare, Némecko
GE Healthcare, Némecko
Jersey Lab Supply, USA
GE Healthcare, Némecko
Serva, Némecko

Serva, Némecko

Jersey Lab Supply, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Jersey Lab Supply, USA
Sigma-Aldrich, USA
Kodak, USA

Kodak, USA

Lachema, CR

Vsechny pouzité chemikalie byly v nejvyssi komeréné€ dostupné Cistote.
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3.3 Enzymy
® DNAsa I (deoxyribonukleasa I)
e Lysozym (Hen Egg White)
® RNAsa I (ribonukleasa I)

e Trypsin

3.4 Inhibitory proteas
e Leupeptin
e Pepstatin
e PMSF

3.5 Vektory
e pET-30a-(+)

3.6 Bakterialni kmeny

Sigma-Aldrich, USA
Jersey Lab Supply, USA
Sigma-Aldrich, USA
Promega, USA

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Novagen, USA

e [Epicurian Coli® BL21-Gold (DE3): E. coli B F ompT hsdS(tB" mB’) dem” Tet" gal

(DE3) endA Hte

3.7 Roztoky a pufry

Stratagene, USA

e Barvici roztok pro SDS elektroforézu: 45 % (v/v) methanol, 10 % (v/v) kyselina

octova, 0,25 % (w/v) CBB R-250

e Dialyzacni pufr: 15 mM Tris-HCl, 9 mM NaCl, 1 mM NaNj3, pH=8,5
¢ Elektrodovy pufr: 10 mM Tris-HCI, 250 mM glycin, 0,1 % (w/v) SDS, pH=8,3

e Fixacni a odbarvovaci roztok pro SDS elektroforézu: 35 % (v/v) ethanol,

10 % (v/v) kyselina octova

¢ Guanidinovy pufr: 6 M Guanidin-HCl, 10 mM DTT, pH=8,0
e HEPES pufr: 10 mM HEPES, 50 mM NaCl, 1 mM NaN3, pH=7,0

e Odbarvovaci roztok pro PVDF membrany: 45 % (v/v) methanol,

10 % (v/v) kyselina octova

e PIPES pufr: 15 mM PIPES, 50 mM NaCl, 1 mM NaN3, pH=6,8
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Promyvaci pufr pro izolaci inkluznich télisek: 50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl,

1 mM merkaptoethanol, 1 mM NaN3, pH=7,4

Pufr pro elektroprenos: 10 mM Tris-HCI, 150 mM glycin, 20 % (v/v) methanol,
pH=28,4

Pufr pro fluorescen¢ni znaéeni: 15 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1,9 M acetonitril,
1 mM NaNj3, pH=8,0

Pufr pro gelovou chromatografii: 15 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM NaNj,
pH=8,0

Pufr pro ionexovou chromatografii: 15 mM Tris-HCl, 1 M NaCl, 1 mM NaNj,
pH=8,5

Pufr pro separaci dimerti: 15 mM PIPES, 50 mM NaCl, 1 mM NaN3, pH=6,0
Pufr s detergentem pro izolaci inkluznich télisek: 0,5% (w/v) Triton X-100,

50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 1 mM merkaptoethanol, 1 mM NaN3, pH=7,4
Pyridinovy pufr: 50 mM pyridin-HCI, 50 mM NaCl, pH=6,0

Sacharosovy lyzaéni pufr pro izolaci inkluznich télisek: 25 % (w/v) sacharosa,
50 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 1 mM NaNj3, pH=7,4

Smés akrylamidu: 29 % (w/v) akrylamid, 1 % (w/v) N,N’-methylen-bis-akrylamid
TBS pufr: 10 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM NaN3;, pH=7,4

TBS+C pufr: 10 mM Tris-HC], 150 mM NaCl, 10 mM CaCl,, 1 mM NaNj3, pH=7,4
Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE redukujici: 50 mM Tris-HCI, 12 % (v/v) glycerol,
4 % SDS (w/v), 0,1 % (w/v) bromfenolova modf, 2 % (v/v) B-merkaptoethanol,
pH=6,8

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE neredukujici: 50 mM Tris-HCI,

12 % (v/v) glycerol, 4 % SDS (w/v), 0,1 % (w/v) bromfenolova modt, pH = 6,8

3.8 Média

LB agar: 1,25 % (w/v) agar v LB médiu

LB médium: 1 % (w/v) bacto-tryptone, 0,5 % (w/v) bacto-yeast extract, 1 %

(w/v) NaCl, pH = 7,4

M9 minimalni médium: 42 mM Na,HPOj,, 22 mM KH;,PO4, 8,6 mM NaCl,

18,7 mM NH4CIl, 2 mM MgSO4, 0,1 mM CaCl,, 22 mM glukosa, 1 mM thiamin-HCI
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4. METODY

Vétsina postupt uvedenych v metodické Casti byla zaloZena na dlouholetych zkuSenostech
pracovnikii Laboratofe architektury proteint, dale na laboratornim manualu [208] a

doporucenich vyrobcti n€kterych chemikalii a pfistroju.

4.1 Rekombinantni exprese proteinii

Rekombinantni proteiny mNKR-P1A a mNKR-PIC byli exprimovany v bakteridlnich
expresnich systémech s pouzitim expresniho vektoru pET-30a(+), ktery vyuziva T7 promotor.
Princip kontrolované a vysoce u¢inné exprese je zaloZen na specifickém rozpoznavani T7
promotoru bakteriofagovou T7 RNA polymerasou, kterA ma o mnoho vys§i aktivitu nez
bakteridlni RNA polymerasa. Pouzité bakteridlni expresni systémy meély gen pro T7 RNA
polymerasu integrovany v bakteridlni DNA za lac operatorem, ktery je negativné
kontrolovany lac represorem, coZ je produkt /acl genu. K indukci /ac promotoru se pouzival
analog laktosy isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid (IPTG), ktery se vaze na lac represor
a zabraniuje jeho vazb€ na operatorovou oblast. Vyhodou IPTG je jeho snadny transport do

bunék a skutecnost, Ze neni butikami metabolizovany.

4.1.1 Transformace kompetentnich bunék

Plasmidova DNA byla vnesena do bakterialnich bunék metodou transformace tepelnym
Sokem. Pouzité recipientni buriky byly uvedeny do stavu kompetence ucinkem chloridu
vapenatého a byly uskladnény né€kolik mésici pii teploté -70 °C.

K 200 pl kompetentnich bunék, které se nechaly postupné rozmrazit na ledové 1azni, bylo
pfidano 10 ng — 1 pg plasmidové DNA a smés byla inkubovana 15 — 30 minut na ledu. Dale
nésledoval tepelny Sok pifi 42 °C po dobu 50 sekund. Po tepelném Soku byly buiky
inkubovany 1 minutu na ledu, nasledn€¢ k nim byl pfidan 1 ml sterilntho LB média a
bakterialni suspenze se nechala inkubovat 1 hodinu pfi 37 °C. Potom byly buiiky odstfedény
pii 1 800 g po dobu 2 minut pfi laboratorni teploté€, sediment resuspendovan ve 100 pl LB
média a vznikla suspenze byla pomoci vyZihané a vychlazené sklenéné ty¢inky rozetfena po
povrchu LB agaru s pfisluSnymi antibiotiky v Petriho misce. Na negativni kontrolu
transformace se pouzily netransformované kompetentni buriky. Petriho misky s inokulovanym
LB agarem byly inkubovany pfi 37 °C po dobu 10-15 hodin, pfipadné aZ do vytvoieni
viditelnych bakterialnich kolonii.
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4.1.2 Selekce produkéniho klonu

Po transformaci kompetentnich bun¢k bylo osm bakterialnich kolonii asepticky pfeneseno
sterilnim paratkem do 1 ml LB média s ptisluSnymi antibiotiky a bakterie byly kultivovany
pii 37 °C a 220 ot./min do stacionarni faze. Potom byly dvé zkumavky, oznacené jako plus a
minus, obsahujici 1 ml sterilntho LB média s antibiotiky inokulovany 10 pl kultury
ve stacionarni fazi z jednoho transformanta a bunécna kultura byla nasledné kultivovana pii
37°C a220 ot/min. Pfi ODssg=0,7, ktera byla méfena spektrofotometricky, byla
u bakteridlnich kultur oznacenych jako plus provedena indukce proteinové exprese 1 mM
IPTG, po niz nasledovala kultivace pii 37 °C a 220 ot./min po dobu 2 hodin. Potom byly
buriky odstfed’ovany 10 minut pii S 000 g pti laboratorni teploté. Sediment byl resuspendovan
ve 130 ul redukujiciho vzorkového pufru pro SDS PAGE, suspenze byla povafena 5 minut na
vodni lazni a znovu odstfedéna pti 10 000 g po dobu 10 minut a laboratorni teploté. Dal$im
krokem byla SDS elektroforéza v 15% polyakrylamidovém gelu, pficemz se do jedné jamky
aplikovalo 10 pl z pfipraveného supernatantu. Pfitomnost exprimovaného proteinu byla
potvrzena komparaci elektroforeticky rozdélenych proteini mezi indukovanymi

a neindukovanym kulturami jednotlivych transformantd.

4.1.3 Optimalizace produkce rekombinantniho proteinu

Optimalizovanymi parametry byl jednak ¢as proteinové produkce, dale teplota produkce
a koncentrace induktoru IPTG.

Za ucelem prozkoumani kinetiky proteinové produkce bylo 50 ml LB média s pfislusnymi
antibiotiky inokulovano 0,5 ml stacionarni bakterialni kultury daného produkéniho klonu.
Bakterialni kultura byla kultivovana pii 220 ot./min a teploté¢ 37 °C do ODss5p=0,7, kdy se
uskute¢nila indukce proteinové exprese 1 mM IPTG. Daéle nasledovala kultivace pfi
220 ot./min a 37 °C, pfi¢emz byly z bakteridlni kultury odebirany vzorky o objemu 1 ml
v ¢ase 30 minut, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 a 24 hodin po indukci. Thned po odbéru byl 1 ml bakterialni
kultury odstfedén 10 minut pii 5 000 g pti laboratorni teploté a sediment nasledné uskladnén
pfi -20°C. Nakonec byly vSechny vzorky analyzovany SDS elektroforézou v
15% polyakrylamidovém gelu.

Pii zji§tovani vlivu koncentrace IPTG na proteinovou produkci, bylo 6 zkumavek s 1 ml
LB média s pfislusnymi antibiotiky inokulovano 10 pl bakteridlni stacionarni kultury Sesti
produk¢nich klond. Nasledovala kultivace pfi 220 ot./min a 37 °C do ODss0=0,7, kdy se
uskutecnila indukce proteinové exprese 0,01 mM, 0,1 mM, 0,3 mM, 0,5 mM, 1,0 mM
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a 5,0 mM IPTG. Dalsim krokem byla 2 hodinova kultivace pii 220 ot./min a 37 °C. Potom
byly z kazdé¢ bakterialni kultury pfipraveny vzorky pro elektroforézu analogickym postupem
jako v pfedchézejici kapitole a nakonec byly analyzovany SDS elektroforézou v 15% poly-
akrylamidovém gelu.

Pfi zjistovani vlivu teploty na produkci proteinu byly dvé zkumavky obsahujici 1 ml LB
média s pfislusnymi antibiotiky inokulované 10 pl bakterialni stacionarni kultury jednoho
produkéniho klonu. Nasledovala kultivace pti 220 ot./min a teploté 37 °C do ODss=0,7, kdy
se uskutecénila indukce proteinové exprese 1 mM IPTG. Dalsim krokem byla kultivace pfi
220 ot./min, pfi¢emZ jedna bakterialni kultura byla inkubovana pfi 37 °C a druha pti 30 °C.
Po dvou hodinach byly z bakteridlnich kultur ptipraveny vzorky pro elektroforézu, které byly

nasledné¢ analyzované SDS elektroforézou v 15% polyakrylamidovém gelu.

4.1.4 Velkoobjemova produkce proteint

Velkoobjemova produkce proteint byla realizovana nej¢ast€ji v 1 litru kultivaéniho média
s ptisluSnymi antibiotiky. Pro zajisténi dostate¢né aerace byl objem pouZzité Erlenmeyerovy
bailkky minimalné ¢tyfikrat vétsi nez objem média. Prvnim krokem byla inokulace
kultiva¢niho média setinou aZ tisicinou objemu stacionarni kultury produkéniho klonu. Daéle
nasledovala kultivace za intenzivniho tfepani pfi 220 ot./min a pfi teploté 37 °C. Ph
ODs50=0,7 byla indukovana proteinova exprese pomoci IPTG o optimalni koncentraci a na-
sledovala kultivace pfi optimalni teploté, za intenzivniho tiepani 220 ot./min po dobu, ktera

byla taktéz optimalni. Nakonec byla buné¢na kultura odstfedéna 10 minut pfi 5 000 g a 4 °C.

4.1.5 Zjisténi lokalizace exprimovaného proteinu

Rekombinantni protein muiZe byt obecné exprimovany do nerozpustnych agregati
oznaCovanych jako inkluzni t€liska, dale do cytoplazmy piipadné periplazmy, nebo do
kultivaéniho média. Pfed volbou purifikacni metody je proto nutné zjistit lokalizaci
exprimovaného proteinu. Tu je mozné uréit elektroforetickou analyzou frakci po diferenéni
centrifugaci bunééného lyzatu.

Vychozim materidlem pro analyzu byla bunéénd kultura po velkoobjemové produkci
proteinu, ze které bylo odebrano 200 pl. Odebrana bunécna kultura byla odsttedéna 10 minut
pfi 5000 g a laboratorni teploté¢. K 10 pl supernatantu bylo pfidano 10 pul 2 x koncentro-
vaného redukujiciho vzorkového pufru pro SDS-PAGE. Sediment byl resuspendovan v 200 pl

sacharosového lyza¢niho pufru, dale zmrazen na -80 °C, nasledné rozmraZen, posonikovan
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sonika¢ni sondou tfikrat po 30 sekundach s 30 sekundovymi pfestavkami na ledu a nakonec
op€t zmraZen a rozmraZen. Bunéény lyzat byl odstfedén 10 minut pii 15 000 g a laboratorni
teploté. K 10 pl supernatantu bylo pfidano 10 ul 2 X koncentrovaného redukujiciho vzor-
kového pufru pro SDS-PAGE asediment byl resuspendovan ve 130 ul redukujiciho
vzorkového pufru pro SDS-PAGE. Takto pfipravené vzorky byly povafeny 5 minut na vodni
lazni, déle odstfedény 10 minut pti 15 000 g a laboratorni teplot€, aplikovany na jamky gelu o
objemu 10 pl a nakonec analyzovany SDS elektroforézou v 15% polyakrylamidovém gelu.

4.1.6 1zolace a purifikace inkluznich télisek

Sediment z 1 litru kultivaéniho média z velkoobjemové produkce proteint byl re-
suspendovany v 20 ml sacharosového lyza¢niho pufru, do kterého byly pfidany inhibitory
proteas, a to leupeptin a pepstatin (findlni koncentrace 1 pM) a PMSF (finalni koncentrace
1 mM). Bunécna suspenze byla Ctyfikrat zmraZena na -80 °C a rozmraZena ve vodni lazni
pfi 40°C. Potom kni bylo pfidano 400 ul 1 M roztoku chloridu hore¢natého, 3 pl
DNAsy [ (100 U/ul) a 5 pl RNAsy I (10 mg/ml). Pfipravend smés se nechala inkubovat
30 minut pfi laboratorni teplot€. Bunéfna suspenze byla nasledné sonikovana pomoci
sonika¢ni sondy pétkrat po 30 sekund s 30 sekundovymi pfestavkami na ledu a potom byla
odstfedéna 15 minut pfi 15 000 g a 4 °C. Sediment byl resuspendovan sonikaci v 20 ml pufru
s detergentem spolu s inhibitory proteas aznovu odstfedén jako v pfedchozim pfipadé.
Nakonec byl sediment resuspendovan sonikaci v 10 ml promyvaciho pufru s inhibitory a opé&t
odstfedén jako v pfedchozim pfipad€. Finalni sediment tvofeny pfevazné agregovanou formou

rekombinantniho proteinu byl pro dal$i experimenty uchovan pti -20 °C.

4.1.7 Solubilizace inkluznich télisek

Inkluzni téliska byla pomoci vortexu aopakovaného pipetovani resuspendovana
v guanidinovém pufru (8 ml pufru/l g inkluznich télisek) a ihned byl pfidan leupeptin
a pepstatin do finalni koncentrace 1 uM. Zakaleny roztok byl inkubovan 1 hodinu p#i 40 °C na
vodni lazni a po inkubaci byl vycefen ultracentrifugaci po dobu 30 minut pifi 185000 g
a 20 °C. Supernatant byl potom pienesen do Cisté plastové zkumavky a okamzit€¢ pouZit na

renaturaci proteinu.
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4.2 Renaturace proteint

Renaturace proteinu (angl. refolding) je proces, pii kterém se neuspofadany polypeptidovy
fetézec svine do nativni konformace. Pfi pfiprav€ rekombinantnich proteinti z inkluznich
télisek je potfeba proteiny renaturovat in vitro. NejpouZivanéj$i metodou in vitro renaturace je
metoda rychlého nafedéni (z angl. rapid dilution), kdy se denaturovany protein pomalu
pfikapava do nadbytku pufru s vysokym obsahem tzv. nizkomolekularnich chaperonti (napt.
L-arginin). K parametrim, které ovliviiuji renaturaci daného proteinu patii koncentrace
nizkomolekularniho chaperonu, pomér sloZek redoxniho systému pufru, pH pufru, vysledna

koncentrace proteinu ¢i pfitomnost aditiv.

4.2.1 Optimalizace renaturace proteint

In vitro renaturace rekombinantnich proteint se realizovala metodou rychlého nafedéni
s vyuZitim L-argininu jako nizkomolekulédrniho chaperonu. Na zaklad€ bohatych zkuSenosti
v Laboratofi architektury proteini s renaturaci CD69, lidskych a potkanich ortolog NKR-P1,
byla pfipravena sada ¢tyf renaturacnich pufri obsahujicich Tris-HCI, L-arginin, cystamin,
cysteamin, chlorid vépenaty a azid sodny o sloZeni, které je uvedeno v Tabulce 1, kde c je
molarni koncentrace. Optimalizovanymi parametry byla koncentrace argininu, pomeér
redoxniho systému cysteamin k cystaminu a pH. Tfeba poznamenat, Ze naptiklad pomeér
cysteamin/cystamin rovny 10:2 znamend, Ze renaturacni pufr pfed renaturaci obsahoval
cysteamin o koncentraci 9 mM a cystamin o koncentraci 3 mM. Ke konverzi na pomér 10:2
doSlo az pfi samotné renaturaci redukci cystaminu ucinkem DTT, ktery byl soucasti

guanidinového pufru, v kterém byl protein solubilizovany.

Tabulka 1
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Pied optimalizaci renaturace byly renatura¢ni pufry oobjemu 100ml ochlazeny
v chladové mistnosti a tésn¢ pied renaturaci byl kroztokim pfidin PMSF do finalni
koncentrace 1 mM. Potom byly za neustdlého michani do renatura¢nich pufri pomalu
ptikapavany denaturované roztoky proteinl o rychlosti asi 1 ml/min. Celkové byl do 100 ml
renatura¢niho pufru nakapan 1 ml roztoku denaturovaného proteinu. Po renaturaci byly
roztoky v chladové mistnosti michany je$t€ hodinu a potom byly pfeneseny do dialyza¢nich
stiev a dialyzovany proti dialyza¢nimu pufru tak, Ze roztoky 1, 3 a 4 byly dialyzovany spolu
proti 6 1 dialyza¢niho pufru aroztok 2 byl dialyzovan proti 2 1 dialyza¢niho pufru s pH
upravenym na 9,0. Dialyza byla po 6 hodinach vyménéna a ukoncena po 10 hodinach.
Utinnost jednotlivych renaturaénich podminek byla vyhodnocena komparaci ploch eluénich
vrchold po gelové chromatografii na koloné€ Superdex 75 HR 10/30 a SDS elektroforézou za

redukujicich a neredukujicich podminek.

4.2.2 Velkoobjemova renaturace proteini

Celkovy postup byl analogicky jako v pfedchazejici kapitole stim rozdilem, Ze
velkoobjemova renaturace proteini byla uskute¢iiovana ve 400 ml renaturaéniho pufru
s optimalizovanymi podminkami a po renaturaci byl renaturaéni roztok dialyzovan proti 8 1

dialyza¢niho pufru.

4.3 Elektromigrac¢ni metody
4.3.1 Diskontinualni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pFitomnosti SDS
Diskontinualni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS byla
pouZivana k analytické separaci proteini s cilem ziskat pomémé spolehlivou informaci
o Cistot€ proteinu a jeho molekulové hmotnosti.
Nejdiive byl mezi skla elektroforetické jednotky nanesen separacni gel o sloZeni, které
vyjadfuje Tabulka 2 anasledné byl opatrné€ pievrstven vodou. Po zpolymerovani gelu byla
voda vylita, na jeji misto byl nanesen zaostfovaci gel o sloZeni znazoméném v Tabulce 2

a okamzité byl do gelu zasunut hieben.
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Tabulka 2

4,0 2,3 14
33 5,0 0,33
2,5 2,5 0,25

(pH=8,8) | (pH=8,8) (PH=6.8)
0,1 0,1 0,02
0,1 0,1 0,02
0,004 | 0,004 0,004

Po zpolymerovani zaostiovaciho gelu byl hieben vytahnut, jamky byly promyty
elektrodovym pufrem, dale byla sestavena elektroforeticka jednotka a do jamek gelu byly
aplikovany vzorky ur€ené na analyzu, pfipadn€¢ i standardy molekulovych hmotnosti.
Elektroforéza proteind na dvou gelech probihala pii 80 V a 25 mA pro zaostfovaci gel a
140 V a 50 mA pro separacni gel dokud celo elektroforézy neopustilo gel. Po ukonceni
elektroforézy byly gely ihned obarveny.

Pii barveni gelu roztokem Coomassie Brilliant Blue R-250 byl gel barven 15 minut v
barvicim roztoku pro SDS elektroforézu a potom odbarvovany v odbarvovacim roztoku do
odbarveni pozadi.

Pfi barveni stfibrem byl gel fixovany tfikrat 30 minut v roztoku 30% (v/v) ethanolu a 10%
(v/v) kyseliny octové. Dale nasledovala 10 minutova inkubace v roztoku 10% (v/v) ethanolu
a potom v destilované vodé po dobu 10 minut. Gel byl na 1 minutu vystaven plisobeni
roztoku 0,02% (w/v) Na;S,03, nasledné byl dvakrat proplachnut v destilované vodé po dobu
20 sekund ainkubovan 30 minut v Cerstvé pfipraveném roztoku 0,2% (w/v) AgNOs. Po
dikladném oplachnuti vodou byl gel vyvijen vesmési 0,037% (v/v) formaldehydu,
3% (w/v) K>CO3 a 0,001% (w/v) NaS,03; do optimélniho zabarveni. Potom byl gel okamzité
vloZen na 1 minutu do roztoku 4,5% (w/v) Tris a 25% (v/v) kyseliny octové a nakonec byl

uskladnén v 1% (v/v) kyselin€ octové.
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4.3.2 Elektroprenos proteinu na PVDF membrinu

Po elektroforetické separaci byl gel ekvilibrovan 10 minut v transferovém pufru. Na
spodni stranu kazety pro elektropfenos bylo vloZeno 6 kusu filtracnich papirkii nasycenych
transferovym pufrem, didle PVDF membrana o rozmeérech gelu, ktera byla pfedtim ponoifena
na minutu v methanolu, potom gel anakonec 6 kusi filtratnich papirki nasycenych
transferovym pufrem. Elektropfenos proteini z gelu na membranu probihal pfi proudové
hustoté 0,8 mA/cm?* gelu po dobu 1 hodiny. Po elektropfenosu proteinu byla membréna tiikrat
proplachnuta vodou, barvena 1 minutu barvicim roztokem pro SDS elektroforézu a nakonec

odbarvena odbarvovacim roztokem pro elektropfenos.

4.4 Chromatografické metody

Pfi purifikaci rekombinantné pfipravenych proteinti se hojné€ vyuZivaly chromatografické
metody, pfedev§im ionexova a gelova chromatografie.

Ionexova chromatografie se realizovala na koloné Q Sepharosy FF o rozmérech 1,0 x
6,0 cm, coz je silny anex obsahujici kvartérni amoniové soli navazané na zesitované agarose.
Na gelovou chromatografii byly pouzity kolony Superdex 75 HR 10/30 nebo Superdex 75
PC 3,2/30, které obsahuji zesitovany dextranovy gel. VSechny chromatografické separace
byly provadény na HPLC systému BioSys 510 nebo na mikropurifikaénim systému SMART.
Purifikované proteiny byly pfi gelové chromatografii eluované izokraticky, pfi ionexové byla
zvolena eluce linedrnim gradientem NaCl. Eluce proteinti byla monitorovana pritokovym
fotometrickym detektorem pfi 280 nm a jednotlivé frakce byly sbirdny manualné nebo
s pouZitim sbérace frakci. Po ukonceni chromatografické separace byl HPLC systém vcetné
kolony postupné promyt 0,5 M roztokem NaOH a 20% (v/v) roztokem ethanolu. Kolony byly
taktéz skladovany v 20% (v/v) roztoku ethanolu.

4.5 Metody slouzici k zahuSt’ovani proteini
4.5.1 Ultrafiltrace

Roztok proteinu po dialyze byl zahu$tovan na objem 30 ml pomoci ultrafiltrace.
Ultrafiltra¢ni membrana z PLGC celulosy o priméru 76 mm a s limitem 10 kDa byla vloZena
spravnou orientaci aktivni strany do soupravy pro ultrafiltraci. Zahustovani roztoku proteinu

probihalo pfi laboratorni teplot€, tlaku inertniho plynu (dusiku) 0,5 MPa a pomalého michani
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magnetickym michadlem. Ultrafiltraéni membrany byly uskladfiované v roztoku 1 mM azidu

sodného.

4.5.2 Zahust'ovani roztoku proteinii pomoci centrifuga¢nich koncentratort

Roztoky proteini byly zahu$tovany na objem 50 aZ 500 pl pomoci centrifuga¢nich
koncentratori Amicon Ultra s maximalnim objemem 15 nebo4ml a slimitem 10 kDa.
Roztok proteinu byl zahu$tovan v centrifuze s vykyvnym rotorem pii 2 000 g, teploté 20 °C
po dobu 10 aZ 15 minut. Po zahu$téni byl retenat promichdn opakovanym pipetovanim
a pfenesen do ¢isté mikrozkumavky. Centrifugacni koncentratory byly uskladnéné v roztoku

1 mM azidu sodného.

4.6 TCA precipitace

K roztoku proteinu byla ptidana 100 % (w/v) TCA do finalni koncentrace 10 % a sm¢s se
nechala inkubovat 30 minut pii teploté 4 °C. Po inkubaci byla smés odstfedéna 10 minut pti
20000 g a4 °C a sediment byl nasledné promyt vychlazenym acetonem. Potom byla smés
znovu odstfedéna 10 minut pii 20 000 g, 4 °C a sediment byl vysuSen pfi laboratorni teploteé.
Promyvani acetonem se zopakovalo je§t¢ dvakrat. Nakonec byl sediment resuspendovan

ve vzorkovém pufru pro SDS-PAGE o poZadovaném objemu.

4.7 Stanoveni koncentrace proteinii podle Bradfordové

Stanoveni koncentrace proteinti podle Bradfordové je velmi rychld a pomémé citliva
metoda kvantifikace proteini. Princip metody je zaloZzeny na vazbé barviva Coomassie
Brilliant Blue G-250 na bazické a aromatické aminokyseliny proteinu, pfi¢emZ po navazani
barviva na protein dochdzi k posunu absorpéniho maxima barviva z 365 nm na 595 nm.
Nevyhodou metody je zavislost na aminokyselinovém sloZeni stanovovaného proteinu
a rusivy vliv detergentt, které se Casto pouzivaji pii izolaci a purifikaci proteind.

Koncentrace proteini byla stanovovana spektrofotometricky na mikrotitracnich
destickach. K 5 pl roztoku proteinu bylo ptfidano 200 pl roztoku Coomassie Brilliant Blue
G-250. Smés byla nasledn€ promichéana a inkubovéna 5 minut pfi laboratorni teploté. VSechna
stanoveni byla provadéna triplicitn€, aby byly eliminovany chyby z pipetovani malych

objemu. MnozZstvi proteinu bylo stanoveno méfenim absorbance pfi 595 nm a od¢itanim
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z kalibra¢ni kfivky, ktera byla sestrojena pomoci sady standardi BSA v rozsahu koncentraci
0,1 az 0,5 mg/ml.

4.8 Fluorescen¢ni znaceni proteint

Pfipravené rekombinantni proteiny byly oznacené fluorescen¢nimi znackami. Protein
mNKR-P1A byl oznacen fluoresceinem, mNKR-P1C rhodaminem. Na znaceni byly pouzZity
N-hydroxysukcinimidové (NHS) estery fluorescen¢nich znacek, které v pH 7-9 ucinné€ reaguji
s primarnimi aminoskupinami (N-terminalni nebo aminoskupinou lysinu) za vzniku amidové
vazby a odsté€peni N-hydroxysukcinimidu.

Pfed samotnou reakci bylo nutné pievést proteiny do pufru, ktery neobsahoval Zadny
primarni amin. Proto byly oba proteiny dialyzou pfevedeny do 1,5 M karbonatového pufru
0o pH=9,0 a nasledné¢ byly zahustény na objem 200 pul. K200 pug proteinu byl pfidan
100 molarni nadbytek fluorescen¢ni znacky rozpusténé v 50 ul DMSO a reakéni smés byla
inkubovana 2 hodiny pfi teploté 45 °C na vodni lazni a nasledné 1 hodinu pfi laboratorni
teplot€. Reakce byla zastavena ptidavkem 50pul 1M roztoku Tris-HCl o pH=8,0 a
nezreagované fluorescen¢ni znacky byly odseparovany chromatograficky. Reak¢éni smés byla
nanesena na kolonu Sephadex G-15 orozmérech 1 x 30 cm ekvilibrovanou pufrem pro
fluorescenéni znadeni a proteiny byly izokraticky eluované timtéZz pufrem pfi prutoku
1 ml/min. Eluce byla sledovana pritokovym fotometrickym detektorem pii 280 nm a frakce
byly sbirany manualn€. Monodisperzita fluorescencné znaéenych preparati byla ovéfena
gelovou chromatografii na Superdexu 75 HR 10/30 a porovnanim elu¢nich profild fluore-

scenéné znacenych a neznacenych proteinu.

4.9 Sitovaci reakce

Oba rekombinantné pfipravené proteiny byly sitované heterobifunkénim ¢inidlem EDC,
coZ je asi nejznamé;jsi karbodiimid pouzivany v sitovacich reakcich. EDC je sitovaci ¢inidlo
onulové délce, které reaguje sprimarni aminoskupinou lysinu nebo N-terminlni
aminoskupinou N-koncové aminokyseliny a karboxylovou skupinou kyseliny asparagové
nebo glutamové. Optimalni pH reakce je 4,6-6,0.

Pied samotnou reakci byly oba proteiny pievedeny dialyzou do pyridinového pufru, ktery
neobsahoval Zadny primarni amin. ProtoZze pH pyridinového pufru bylo blizké k vypoctem

ur¢enému izoelektrickému bodu obou proteinti, byla za u¢elem kontroly monodisperzity a
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vylouceni zmény oligomerizace proteind provedena gelova chromatografie na Superdexu 75
HR 10/30.

Sitovaci reakce byly realizované v roztocich s koncentracemi proteinti 0,1 a 1,0 mg/ml,
pfiCemZ se na kazdou reakci aplikovalo 100 pg proteinu. Na negativni kontrolu byl pouzit
roztok s koncentraci 0,1 mg/ml. Sitovaci reakce byla pro kazdou koncentraci proteinu
provadéna v 200 a 1000 molarnim nadbytku EDC, ktery se rozpustil v pyridinovém pufru,
ajeho roztok o koncentraci 120 mg/ml byl okamzit¢ pifidan k roztoklim proteint. Po 6
hodinové inkubaci pfi laboratorni teploté bylo z kazdé reakéni smési odebrano 10 pl vzorku
a nasledné€ byla uskute¢néna analyza SDS elektroforézou v 15% polyakrylamidovém gelu.

Na separaci sitovanych dimerii byl pouZit mikropurifikaéni systém SMART. Reakéni
smes s roztokem proteinu o koncentraci 1,0 mg/ml byla zahusténa na vakuové odparce na
objem 40 pl a nanesend na kolonu Superdex 75 PC 3,2/30 ekvilibrovanou pufrem pro separaci
dimeru. Proteiny byly izokraticky eluované tim samym pufrem pii pratokové rychlosti
40 pl/min. Frakce byly sbirany automaticky sbéra¢em frakci po 80 pl a odseparované

kovalentni dimery byly analyzovany SDS elektroforézou v 15% polyakralamidovém gelu.

4.10 Vazebné experimenty
4.10.1 Vazebny test radioaktivné zna¢enych proteint s neoglykoproteiny a prirozenymi
glykoproteiny

Cilem tohoto vazebného testu bylo najit vhodny ligand, kterym by mohly byt pokryté
mikrotitra¢ni desticky v inhibiénich experimentech popsanych v nasledujici kapitole.

Prvnim krokem byla elektroforeticka separace vybranych 13 neoglykoproteini
a piirozenych glykoproteind v 10% polyakrylamidovém gelu. Testované latky byly nasledné
pfeneseny na PVDF membranu a obarveny barvicim roztokem pro SDS elektroforézu.
Vazebnd mista na PVDF membrané byla zablokovanad 4 hodinovou inkubaci s 2% BSA
v TBS+C pufru, po které nasledovala 12 hodinova inkubace s radioaktivné znacenym
proteinem v TBS+C pufru s mérnou aktivitou 83 kBq/ml pti teplot€¢ 4 °C. Radioaktivni
znadeni rekombinantnich proteinti Na'?’I podle protokolu Iodogen provedl Prof. RNDr. Karel
Bezouska, DSc. Po inkubaci byla PVDF membrana tfikrat promyta vychlazenym TBS+C
pufrem a vysuSena mezi dv€ma filtraénimi papiry. Potom nésledovala 24 hodinové expozice
rentgenového filmu Medix XBU v radiografické kazeté s intenzifikaéni destickou. Film byl

nakonec vizualizovan autoradiograficky ve fotokomofte.
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4.10.2 Inhibi¢ni vazebné experimenty na mikrotitrac¢nich destickach

Principem inhibi¢nich vazebnych experimentd je méfeni stupn¢ inhibice vazby
radioaktivn€é znaceného proteinu na B-D-GIcNAc, ktery je imobilizovany na mikrotitraéni
desticce. Testované sacharidové ligandy pfidavané do jamek mikrotitracni destic¢ky kompetuji
s imobilizovanym B-D-GIcNAc o vazebné misto radioaktivné znadeného proteinu. Cim je
afinita testovanych sacharidovych ligandii k rekombinantnimu proteinu vys$§i, tim mensi
mnozstvi proteinu zilstane navazané na destiCce. MnoZstvi radioaktivnitho proteinu
navazaného na destice je mozné detekovat scintilaénim detektorem.

Prvnim krokem bylo urdeni saturadni kfivky. Sest jamek 96 jamkové mikrotitratni
desticky bylo pokryto v dupletech 100 ul roztoku B-D-GIcNAc-BSA o koncentraci 10 pg/ml.
Po 12 hodinové inkubaci pti 4 °C byly jamky tfikrat promyté TBS+C pufrem a vazebna mista
na jamkach blokovana 130 ul 2% BSA v TBS+C pufru. Po 3 hodinové inkubaci pfi 4 °C byly
jamky opét tfikrat promyté TBS+C pufrem ado jedné jamky bylo naneseno 100 pl 30 x
zfedéného roztoku radioaktivné znaceného proteinu. Do ostatnich jamek bylo potom naneseno
100 pl roztoku znaceného proteinu v trojkovém tedéni. Po 2 hodinové inkubaci pii 4 °C byla
desticka tfikrat promyta TBS+C pufrem a ponechana vysusit pfi 37 °C. Potom bylo do kazdé
jamky naneseno 100 pl scintila¢niho roztoku, desticka byla prelepena lepici paskou a aktivita
navazaného proteinu byla zméfena scintilaénim detektorem MicroBeta 1450 TriLux.
Nasledné byla sestrojena satura¢ni kiivka, tj. zavislost aktivity navazaného proteinu na
relativni koncentraci proteinu naneseného do konkrétni jamky. Pro inhibi¢ni experimenty byla
za optimalni relativni koncentraci radioaktivné znaCenych proteini zvolena takova
koncentrace, pii které doslo k poloviénimu nasyceni imobilizovaného ligandu -D-GIcNAc.

Pfi samotnych inhibiénich testech se postupovalo analogicky jako pfi ur€ovani satura¢ni
kfivky s tim rozdilem, Ze do blokovanych a promytych jamek bylo naneseno nejprve 50 ul
inhibitoru v desitkovém fedéni s poc¢atecni koncentraci 2 mM a nasledné 50 pl radioaktivné
znaeného proteinu s dvakrat vétsi koncentraci neZz byla optimalni koncentrace urend ze
satura¢ni kiivky. Nakonec tedy bylo v kazdé jamce 100 ul roztoku s optimalni relativni
koncentraci radioaktivné znaceného proteinu a s desitkovym fedénim inhibitoru s pocatecni
koncentraci 1 mM. Po promeéfeni aktivity scintilaénim detektorem MicroBeta 1450 TriLux
bylo pro kazdou jamku vypocitano procento inhibice definované vztahem

A -4
P =100[1——"], (1)

max _Ap
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kde P; je procento inhibice vazby radioaktivné znacCeného proteinu v i-t€ jamce, 4; je
naméiend aktivita v i-t€ jamce, A4, je aktivita pozadi a A4, je maximalni naméfena aktivita.
Dale byla do grafu vynesena zavislost procenta inhibice na zaporném dekadickém logaritmu
koncentrace inhibitoru, jednotlivymi body byla proloZena sigmoida a v programu OriginPro 8
byl spoéitan inflexni bod, ktery odpovidal hodnoté —log ICsy.

4.10.3 Vazebné experimenty s fluorescen¢éné zna¢enymi proteiny

Transparentni 384 jamkova desticka byla pokryta v kvadrupletech spektrem
sacharidovych ligandd. Na negativni kontrolu byl pouZit BSA. Vazebna mista kazdé jamky
byla blokovana 50 pl 2% BSA v TBS+C pufru po dobu 3 hodin pfi 4 °C. Desti¢ka byla
nasledné tiikrat promyta TBS+C pufrem a do kazdé jamky bylo naneseno 20 pl ekvimolarni
smési fluorescenéné znacenych proteint tj. mNKR-P1A znaceny fluoresceinem a mNKR-P1C
znaceny rhodaminem. Po 2 hodinové inkubaci pii 4 °C byla desticka znovu tfikrat promyta
TBS+C pufrem aponechana vysusit pfi 37 °C. Potom byl komplex ligand-fluorescen¢né
znaeny protein rozdisociovan pomoci 0,1 M acetatového pufru s pH=4,2 obsahujiciho
150 mM NaCl, 0,1% oktyl-B-D-glucosid, 0,1% Triton X-100 a 0,1% 3-(benzyldimethyl-
amonio)-propansulfonat. Po 12 hodinové inkubaci byla na monochromatorové ¢tecce desticek

Safire’ naméfena intenzita fluorescence (Aex/Aem = 496/519 nm pro fluorescein-mNKR-P1A a

Aex/Aem = 546/577 nm pro rhodamin-mNKR-P1C).

4.11 Hmotnostni spektrometrie

Po vyvinuti mé&kkych technik ionizace v 80. letech minulého stoleti nasSla hmotnostni
spektrometrie vyznamné uplatnéni v proteomice. Tato fyzikalné-chemickd metoda poskytuje
informace o hmotnosti molekul, molekulovych fragmenti a o nékterych strukturalnich
aspektech proteind. Vyhodou hmotnostni spektrometrie je jeji citlivost, rychlost a také vysoka
rozliSovaci schopnost. V diplomové praci byla hmotnostni spektrometrie pouZita pro
identifikaci exprimovanych proteinti, dale pro uréeni jejich celkové molekulové hmotnosti,
ovéfeni homogenity a Cistoty proteinovych preparati a pro zjisténi lokalizace disulfidovych
vazeb.

Pfed stanovenim molekulové hmotnosti byly proteinové preparaty precistény a odsoleny
na Microtrapu, tj. malé kolon€ s obracenou fazi. Po naneseni vzorku na kolonu pomoci

Hamiltonovy stiikacky byla kolona dvakrét promyta roztokem 5 % acetonitrilu a 0,1 % TFA.
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Proteiny byly eluovany 50 pl roztoku 80 % acetonitrilu a 0,1 % TFA. Odsolené proteiny
byly potom ionizovany elektrosprayem (ESI) a hmotnost vzniklych iontli byla analyzovana na
FT MS analyzatoru s iontové cyklotronovou rezonanci (ICR). Méfeni provadé€l Mgr. Petr
Novak, Ph.D.

Pfi identifikaci rekombinantnich proteind byla prvnim krokem SDS elektroforéza
v 15% polyakrylamidovém gelu. Po obarveni gelu roztokem Coomassie Brilliant Blue R-250
byla zona odpovidajici potencidlnimu rekombinantnimu proteinu vyfiznuta skalpelem
arozkrajena na kostky o hran€¢ 1 mm, které byly nasledn€ 3 hodiny inkubovany pii
laboratorni teplot¢ se 100 ul N-ethylmorpholinoacetatového pufru pH=8,4 a 100 pl
acetonitrilu. Smes acetonitrilu a N-ethylmorpholinoacetatového pufru byla opatmé odebrana
pipetou a vysu$ené kousky gelu byly rehydratované 100 ul vody po dobu 5 minut. Potom byla
voda opatrné odebrana pipetou a kousky gelu byly inkubovany 5 minut ve 100 pl acetonitrilu.
Inkubace 100 pl acetonitrilu a rehydratace vodou se zopakovala celkove tiikrat. Potom byly
kousky gelu dosuseny na vzduchu pii laboratorni teploté, nasledné prevrstveny 35 ul
N-ethylmorpholinoacetatového pufru anakonec byl ksuspenzi pfidan 1 pl trypsinu
(0,1 mg/ml) a potom TFA do finlni koncentrace 1 %. Po 12 hodinové inkubaci pti 37 °C
byla smés 15 minut sonikovana a odevzddna Mgr. Danielu Kavanovi na MALDI-TOF
analyzu tryptickych $§tépt. Pfitomnost rekombinantnich proteinii byla potvrzena komparaci

nameétenych hodnot s databazi v programu Mascot.

4.12 Proteinova NMR spektroskopie

Proteinova NMR spektroskopie poskytuje cenné informace o struktufe a dynamice
proteini. Nejpouzivanéj§i technikou v proteinové NMR spektroskopii je mefeni
'H-">N HSQC spekter (z angl. Heteronuclear Single Quantum Coherence) proteinti znaenych
izotopem dusiku '°N. Rekombinantni proteiny oznadené izotopem dusiku N je mozné
vyprodukovat na miniméalnim médiu, kde jedinym zdrojem dusiku je ’NH4C1. Kazdy signal v
'H-1>N HSQC spektru reprezentuje N-H skupinu peptidovych vazeb nebo postrannich fetézci
nékterych aminokyselin. Kazda aminokyselina v polypetidovém fetézci s vyjimkou prolinu
tedy poskytuje jeden signal. Ve spektru jsou déle viditelné postranni Ne-He skupiny
tryptofanu, N6-H62 a NeHe2 skupiny asparaginu a glutaminu. Principidln€ jsou viditelné i
Ne-He skupiny argininu. 'H-BN HSQC spektra jsou Casto oznaCovana jako fingerprinty

proteinu, protoZe kazdy protein ma unikatni rozlozZeni signélti. Této techniky se ¢asto pouziva
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na ovéteni poskladani rekombinantniho proteinu, déle na vySetfeni stability proteinu in vitro
ptipadné na pozorovani dynamiky proteinu pfi titra¢nich experimentech neznacenych liganda.

'H-">N HSQC spektra v diplomové praci byla méfena za ucelem ovéfeni poskladani
rekombinantnich proteini mNKR-P1A a mNKR-P1C a kviili vySetfeni stability obou proteintl
in vitro. Spektra byla naméfena na spektrometru Bruker Avance 600 MHz, ktery byl
vybaveny kryosondou, na VSCHT ve spolupraci s Doc. Ing. Richardem Hrabalem, CSc. Na
méfeni byly pouzZity znagené proteiny '"N-mNKR-P1A resp. "’N-mNKR-P1C o koncentraci
0,34 mM resp. 0,21 mM. Proteiny byly pfevedeny do PIPES pufru a tésné€ pfed méfenim byla

k roztokiim proteind pfidana D,O do finalni koncentrace 10%.

4.13 Dynamicky rozptyl svétla

Principem metody dynamického rozptylu svétla (DLS), kterd je téz znama jako
kvazielasticky rozptyl nebo fotokorela¢ni spektroskopie, je méfeni svétla rozptyleného
molekulami studované latky v prubéhu ¢asu. Pokud by byla molekula stacionarni, mnoZstvi
rozptyleného svétla by bylo konstantni, ale protoZze molekuly studované latky v roztoku
difunduji Brownovym pohybem, existuji interference, které zpisobuji zmény intenzity
rozptyleného svétla. Cim se &astice pohybuji rychleji, tim rychleji se méni intenzita. Rychlost
téchto zmén je pfimo zavisla na difizi molekul, kterou ovliviiuje teplota, viskozita
rozpou§tédla a velikost molekul studované latky. Pokud jsou teplota a roz-
poustédlo konstantni, proménlivost intenzity rozptyleného svétla je ptimo iméma hydro-
dynamickému poloméru (R;) molekuly. Méfeni R, se realizuje porovnavanim zmeén
nahodného vzoru intenzity rozptyleného svétla v ¢ase a naslednym uréenim autokorelaéni
funkce, ktera se prevede na méfeni velikosti studované molekuly po zahrnuti vSech ostatnich
parametri ovliviiujicich signal, jako je teplota, viskozita rozpoustédla a vinova délka
laserového svétla.

Dynamicky rozptyl svétla byl pouZzit k ovéfeni monodisperzity proteinovych preparati a
na meéteni distribuce velikosti molekul. Méfeni se realizovalo v 45 pl kiemennych kyvetach
pti 18 °C na detektoru DLS Zetasizer Nano na Ustavu makromolekulami chemie, AV CR
ve spolupraci s Ing. Petrem Kolenkem. DLS byl méfen pii koncentraci proteind 0,1 mg/ml
v HEPES pufru.
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4.14 Analyticka ultracentrifuga

Analyticka ultracentrifuga (AUC) sestrojena Svedbergem v roce 1923 sehrala vyznamnou
ulohu v pocatcich studia makromolekul. Po pfichodu mnohem jednodussich technik, kterymi
bylo moZno uréovat molekulovou hmotnost makromolekul, se AUC téméf vytratila.
V poslednich letech vSak dochazi vlivem digitalizace a po¢itatového zpracovani dat k jejimu
znovuobjeveni, pficemZ velké uplatnéni nachazi v charakterizaci proteinovych komplexd,
proteinovych interakci, vazby ligandu na protein, ale i v urovani proteinové oligomerie a
zékladnich hydrodynamickych a termodynamickych parametrti.

V diplomové praci byly pouzity dvé metody AUC, ato metoda sedimenta¢ni rychlosti
ametoda sedimentaéni rovnovahy. Metoda sedimenta¢ni rychlosti byla pouZzita na urceni
sedimenta¢niho koeficientu a jinych hydrodynamickych parametrti a na odhad tvaru proteinti.

Sedimentacni koeficient s je definovany Svedbergovou rovnici,

u =M(1—Vp)=MD(l—vp)
o'r  N,f RT

; 2

kde u je radialni rychlost koncentra¢niho rozhrani, @ je uhlova rychlost rotoru, r je radialni
vzdalenost rozhrani od osy otac¢eni, M je molekulova hmotnost makromolekuly, » je parcialni
specificky objem makromolekuly, p je hustota rozpoustédla, Ny je Avogadrovo cislo, f je
frikéni koeficient, D je difuzni koeficient a R je molarni plynova konstanta. Princip metody
sedimentaéni rychlosti je nésledujici: Na roztok proteinu, ktery je umistény v sektoroveé
tvarované cele v rotoru AUC se aplikuje pomérné vysoké odstiedivé zrychleni. Po urcitém
¢ase dochazi k vytvofeni koncentraéniho rozhrani, které se pohybuje radidlnim smérem ke
dnu cely. Vystupem moderni AUC pfi méfeni sedimentaéni rychlosti jsou koncentracni
profily studované latky v radialnim sméru celého roztoku jako funkce ¢asu. DalSim krokem je
analytické nebo numerické feSeni Lammovy rovnice, coZ je parcialni diferencialni rovnice,
ktera popisuje sedimentaci adifizi makromolekuly v sektorové tvarované cele. Reseni
Lammovy rovnice a finalni ureni sedimenta¢niho a difdzniho koeficientu provadéji nékteré
vefejné dostupné programy jako Sedfit, Svedberg nebo Lamm.

Metoda sedimentaéni rovnovahy byla pouzita pro odhad molekulové hmotnosti
rekombinantnich proteint s cilem prozkoumat jejich oligomerii. Pii této technice se roztok

proteinu vystavi menSimu odstfedivému zrychleni neZ v pfipad¢ sedimentaéni rychlosti a
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vysledkem je opét sedimentace proteinli ke dnu cely. Proti zvySujici se koncentraci proteinu
na dné cely zacinad plsobit difuze a po urcitém ¢ase dochdzi k ustaleni rovnovahy mezi
sedimentaci adifuzi. Ve stavu rovnovéhy je distribuce koncentrace proteinu v radidlnim
sméru exponencidlni a invariantni v ¢ase. Naméfenymi daty se fituje exponencialni funkce
distribuce koncentrace proteinu v radialnim sméru a z ni se pfi znalosti ostatnich parametri
nasledné€ urcuje molekulova hmotnost proteinu.

Meéfeni sedimentacni rychlosti a sedimentaéni rovnovahy bylo realizované ve spolupraci
s Mgr. Ondfejem Vailkem v analytické ultracentrifuze ProteomeLab XL-I pouZitim absor-
ban¢ni a laserové interferenéni optiky arotoru AnSO0Ti. Vzorky proteint o objemu
120 a 420 ul byly pfed experimentem dialyzovany proti 2 litrtim HEPES pufru po dobu 12
hodin. Metoda sedimenta¢ni rychlosti byla provadéna pti 40 000 ot./min a 20 °C pomoci
dvoukanalového centerpiecu, do kterého bylo naneseno 400 pl retenéatu s koncentraci proteinu
0,4 mg/ml a 400 pl dialyzatu jako slepého vzorku. Absorbance byla méfena pti 300 nm
v 10 minutovych intervalech s radial step size 30 um. Celkové bylo nasnimano 50 zaznamu.
Pii metod€ sedimentacni rovnovahy byl pouZit Sestikanalovy centerpiece, do kterého bylo
naneseno 100 pl retendtu s koncentraci proteinu 0,1 mg/ml a 100 pl dialyzatu jako slepého
vzorku. M¢feni rovnovahy bylo provadéno pii 20 °C apii rychlostech 27 000, 30 000
a 33 000 ot./min. Absorbance byla méfena po 16 hodinach ustalovani rovnovahy pfi 295 nm
a radial step size 10 um. Hustota rozpoustédla a parcialni specificky objem rekombinantnich
proteini byly uréeny v programu Sednterp. Naméfend data byla nakonec analyzovana

v programu Sedfit.

4.15 Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie

Diferen¢ni skenovaci kalorimetrie (DSC) umoziiuje uréit termodynamické parametry
stability makromolekul z mnoZstvi tepla, které je uvolnéno nebo spotiebovano pfti tepelné
indukovanych konformacnich pfechodech. Pfi méfeni je kontinudlné zahiivana jak cela se
vzorkem, tak i referenéni cela, ktera je naplnéna pouze pufrem. Teplota se obvykle méni
v rozsahu 0-100 °C s gradientem 1 °C/min. Pokud dojde v cele se vzorkem k denaturaci
proteinu, kdy se ¢ast dodané¢ho tepla spotfebuje na naruSeni nekovalentnich vazeb, bude
teplota cely se vzorkem niZsi nez teplota referencni cely. Z rozdilu teplot mezi obéma celami,
ktery je zaznamenavan termoc¢lankem, je uréena dodate¢na energie, ktera je potiebna pro

vyrovnani teplot obou cel. Tato dodatecna energie je zaznamenavana. Vysledkem méfeni je
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termogram, ktery udava zavislost tepelné kapacity C, roztoku proteinu na teploté. Teplota
odpovidajici maximu termogramu je teplota tani 7,,, ktera charakterizuje teplotni stabilitu
proteinu. Pfi teploté tani 7,, je prave polovina molekul v denaturovaném stavu.

Cilem DSC bylo uréit zékladni termodynamické parametry pfipravenych proteinovych
preparati a ziskat informace o jejich stabilité ptipadné reverzibilit€é termalni denaturace.
Kalorimetrické méfeni bylo provedeno RNDr. Katefinou Hofbauerovou, Ph.D.
a RNDr. Vladimirem Kopeckym, Ph.D. na Matematicko-fyzikalni fakult¢ UK, pomoci

kalorimetru Model 6100 Nano II Differential Scanning Calorimetr.

4.16 Proteinova Kkrystalizace

Krystalizace proteini je empiricky proces zaloZeny na hledani fyzikalné-chemickych
podminek a parametri a jejich nasledné optimalizaci vedouci k produkci monokrystald
vhodnych pro rentgenovou strukturni analyzu. Strategie krystalizace spoc¢iva v pomalém
pievedeni roztoku proteinu do bodu tésné nad jeho limit nasyceni, kdy dochazi ke vzniku
malého mnozstvi krystaliza¢nich jader, ktera potom pokraduji v rustu. Klasické metody
krystalizace jsou zaloZené na zvySovani urovn€ nasyceni roztoku pouZitim vhodného
precipitaéniho ¢inidla (napt. (NH4)>SOs4, PEG) a dale na modifikaci pH, teploty, koncentrace
proteinu nebo typu rozpoustédla.

Krystalizace rekombinantnich proteini mNKR-P1A a mNKR-P1C byla provadéna na
Ustavu makromolekularni chemie AV CR, ve spolupraci s Ing. Petrem Kolenkem. Pro
pocatecni screening krystalizaénich podminek byla zvolena metoda sedici kapky (sitting drop
vapor diffusion) na 96 jamkovych desti¢kach a pro optimalizaci podminek byla zvolena
metoda visici kapky (hanging drop vapor diffusion) na 24 jamkovych destickach. Pro
pocatecni screening podminek byly zvoleny komeréné dostupné sady Index Screen, Crystal I
Screen a Crystal II Screen. Na silikonizovany povrch krystaliza¢nich desti¢ek byla nejprve
nanesena 0,4 pl kapka proteinu o koncentraci 10,0 mg/ml a potom bylo ke kapce proteinu
ptidano 0,4 pl mate¢ného roztoku z 80 pl rezervoaru. Cely objem kapky byl nasan Spickou
pipety, promichan anova kapka byla umisténa do stfedu desticky. Jamky krystalizaéni
desticky byly uzaviené a kompletni krystaliza¢ni desticka byla umisténa do bezotfesového
inkubatoru s teplotou 18 °C. Na pozorovani krystali byl pouzZit opticky mikroskop

s polariza¢nim filtrem.
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5. Vysledky

5.1 Uvod k vysledkiim

Aminokyselinové sekvence mNKR-P1A (GI:200059) a mNKR-P1C (GI:122065363) jsou
uvedeny na obr. 12. Vypocitand molekulova hmotnost konstruktu mNKR-P1A ma hodnotu
15991,80 Da a odhadnuty izoelektricky bod 4,77. Analogicky, molekulovd hmotnost
mNKR-P1C ma hodnotu 15 409,22 a izoelektricky bod 4,86. Konstrukty mNKR-P1A a
mNKR-PIC jsou sekvenéné¢ homologické z 85,7%. Porovnani sekvenci je znidzorn€no na

obr. 13.

mNKR-P1A

MDTARVYFGLKPPRTPGAWHESPPSLPPDAJJIRSHRSALKLSCAGLILLVVTLIGMSVLV
RVLIQKPSIEKCYVLIQENLNKTTDCSAKLECPODWLSHRDKCFHVSQVSNTWEEGLVDCDG
KGATLMLIQODOEELRFLLDS IKEKYNSFJJRYTL PDMNWKWINGS TLNSDVLKITGDTEN
DSCAAISGDKVTFESCNSDNRWICOKELYHETLSNYVGYGH

mNKR-P1C

MDTASIYLGLKPPRTLGAWHESPPSLPPDAJIRSHRLALKLSCAGLILLVLTLIGMSVLV
RVLVQKPSREKCCVFIQENLNKTTDCSVNLECPODWLLHRDKCFHVSQVSNTWEEGQADCGR

KGATLLLIQDOEELRFLLDS IKEKY'NS!-E:TLPDMNWKWINGTTFNSDVLKITGVTEN

GSCASILGDKVTPESCASDNRWICQKELNHETPSNDS

Obr. 12 Aminokyselinové sekvence receptori mNKR-PIA a mNKR-PIC. Intracelularni oblast
receptoru je zndzornénd Cervené, transmembrdanovy segment Cerné, extraceluldrni cdst modre a
sekvence pripravovanych konstrukti je zvyraznéna podtrienim. Zelenou barvou je dale vyznacen
motiv CxCP, ktery participuje na asociaci s protein-tyrosin-kinasou p56'*, fialovou barvou je
znazornén motiv WIGL, ktery je charakteristicky pro C-lektinovové NK receptory a Zlutou barvou

Jsou znazornény cysteiny, které by mély vytvaret disulfidové vazby.

55



Vysledky

10 20 30 40 50

FPEPEN IRV PP IR IRV IRV IR [P PR
mMNKR-P1A SAKLECPQDWLSHRDKCFHVSQVSNTWEEGLVDCDGKGATLMLIQDQEEL 50

mNKR-P1C SVNLECPQDWLLHRDKCFHVSQVSNTWEESQADCGRKGATLLLIQDQEEL 50

60 70 80 90 100
S I TP IS IRV PR PP [P VRPN IR
mMNKR-P1A RFLLDSIKEKYNSFWIGLRYTLPD INGSTLNSDVLKITGDTENDS 100
MNKR-P1C RFLLDSIKEKYNSFWIGLRFTLPDMNWKWINGTTENSDVLKITGVTENGS 100

110 120 130
R N I [ IR IR P I
mMNKR-P1A CAAISGDKVTFESCNSDNRWICQKELYHETLSNYVGYGH 139

mMNKR-P1C CASILGDKVIPESCASDNRWICQKRKELNHETPSNDS 135

Obr. 13 Porovnani aminokyselinovych sekvenci konstruktit mNKR-P1A a mNKR-PIC.

c¢cDNA obou receptori byla pfipravena technikou RT-PCR z RNA izolované ze slezin
B6/BL mysi. Izolaci RNA a RT-PCR provedl Vojtéch Zirek. DNA fragmenty kodujici
konstrukty mNKR-P1A a mNKR-P1C byly nésledn€ zaklonované do expresniho vektoru
pET-30a(+) mezi restrikéni mista pro Ndel a Hindlll. Sekvence expresnich vektoru
oznaenych jako pMNKRP1A a pMNKRPIC byla ovéfena DNA sekvenovanim. Uvedené
expresni vektory byly pfipraveny Prof. RNDr. Karlem Bezouskou, DSc.
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5.2 Rekombinantni exprese mNKR-P1A a mNKR-P1C
5.2.1 Transformace kompetentnich bunék a selekce produkénich kloni

Prvnim krokem v expresi mNKR-P1A a mNKR-P1C byla transformace kompetentnich
bun€ék BL21(DE3) Gold rekombinantnimi plazmidy pMNKRPIA a pMNKRPIC.
Kompetentni buriky byly transformovany metodou tepelného $oku podle postupu 4.1.1. Po
12 hodinové inkubaci vyrostlo na obou LB agarech s obsahem tetracyklinu a kanamycinu
v Petriho miskach asi 200 bakteridlnich kolonii. Na LB agaru, ktery slouzil jako negativni
kontrola, nevyrostly Zadné kolonie, ¢imz byla vylouc¢ena kontaminace.

Osm bakterialnich kolonii z jednoho LB agaru bylo asepticky pfeneseno do osmi 1 ml LB
médii s obsahem tetracyklinu a kanamycinu a bakteridlni kultury byly kultivovany pfi
220 ot./min a 37 °C do stacionarni faze. Déle nasledovala selekce produkénich klont podle
postupu 4.1.2. Exprese rekombinantnich proteind byla analyzovana SDS elektroforézou
v 15% polyakrylamidovém gelu a naslednou komparaci elektroforeticky rozdélenych proteinti
mezi indukovanymi a neindukovanym kulturami jednotlivych transformantt (obr. 14). Ve
vSech drahach elektroforeogramu oznacenych jako plus je viditelnd markantni zona v oblasti

15-16 kDa, ktera by méla odpovidat exprimovanému mNKR-P1A resp. mNKR-P1C.

A M 1+ 1- 2+

M
66 kDa—a -
45kDa—a __. — e -
29 kDa—amw . o

24 kDa—ean ‘a e -

14 kDa—...n'." -

H -

4+ M
66 kDa—amm - - o -
45 kDa—am g 5 -
29kDa—ap .. ‘
24 kDa—ms -+ -

e
L 4 '
Ll el g P . -

Obr. 14 Selekce produkcénich kloni mNKR-PIA (A) a mNKR-PIC (B). Draha M obsahuje
standardy molekulovych hmotnosti.
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Identifikace rekombinantnich proteind byla realizovana metodou peptidového mapovani.
Za timto ucelem byla zéna odpovidajici mNKR-P1A resp. mNKR-P1C v draze 1+ vyfiznuta
skalpelem, protein byl rozst€peny trypsinem podle postupu uvedeného v kapitole 4.11 a
odevzdany Mgr. Danielu Kavanovi na MALDI-TOF analyzu tryptickych §té€pt. Piitomnost
rekombinantnich proteini byla potvrzena komparaci nameéfenych hodnot s databazi v
programu Mascot. Hmotnostni spektra MALDI-TOF tryptickych fragmentli jsou znazornéna
na obr. 15. K producentim 1, 2, 3 a 4 byl pfidan sterilni glycerol do findlni koncentrace 15%
a bakteriaini kultury byly uchovany pti -80 °C.

] FLLDSIKEK (1092.6)
{ issem YNSFWIGLR (1155.6)
1 YTLPDMNWK (1167.6)
VTFESCNSDNR (1271.5)
LECPQDWLSHR (1383.7)
EKYNSFWIGLR (1412.7)
] WINGSTLNSDVLK (1446.7)
2 GATLMLIQDQEELR (1616.8)

. LECPQDWLSHRDK (1626.8)
ELYHETLSNYVGYGH (1781.8)
VTFESCNSDNRWICQK-ox. (1945.9)
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Obr. 15 MALDI-TOF hmotnostni spektrum tryptickych $tépi mNKR-P1A (modre) a mNKR-PIC
(Cervené). V pravém hornim rohu jsou zndzornény sekvence odpovidajici nékterym tryptickym

Stépum.
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5.2.2 Optimalizace produkce rekombinantnich proteinii

Cilem optimalizace proteinové produkce bylo zjistit, jak pfipravit maximalni mnoZstvi
proteinu za minimalni ¢as s vyuZitim minimélniho mnoZstvi finan¢nich prostfedki.
Optimalizovanymi parametry byl jednak cas proteinové produkce, dale teplota produkce
a koncentrace induktoru IPTG. Pfi optimalizaci se postupovalo podle kapitoly 4.1.3. Vliv
jednotlivych parametri na proteinovou produkci byl analyzovan SDS elektroforézou v 15%
polyakrylamidovém gelu (obr. 16).
A M os

66 kDa —§
45 kDa

29 kDa
24 kDa

14 kDa

E

Obr. 16 Optimalizace proteinové produkce. Optimalizace casu produkce mNKR-PIA (A) a
mNKR-PIC (B), optimalizace vlivu koncentrace induktoru IPTG na produkci mNKR-PIA (C)
a mNKR-PI1C (D), optimalizace teploty produkce mNKR-P1A (E) a mNKR-PIC (F).

Z elektroforeogrami, které znazoriiuji kinetiku produkce rekombinantnich proteind
(mNKR-P1A na obr. 164 a mNKR-P1C na obr. 16B), vyplyva, Ze oba proteiny se produkuji
uz po 30 minutach od indukce proteinové exprese. V ¢asovém intervalu od 2 do 8 hodin po
indukci je mnozZstvi proteinu v analyzovanych frakcich pfiblizn€ konstantni. Po 24 hodinach
od indukce dochazi k parcialni degradaci jak mNKR-P1A tak i mNKR-P1C.

Vliv koncentrace induktoru IPTG na proteinovou produkci je uvedeny na obr. 16C pro
mNKR-P1A ana obr. 16D pro mNKR-P1C. Pozoruhodné je, Ze k nejmarkantnéjsi expresi
rekombinantnich proteinti doslo u producentt, u kterych byla proteinova exprese indukovana
jen 0,01 a 0,1 mM IPTG.

Vysledky
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Vliv teploty na produkci proteini dokumentuji elektroforeogramy na obr. I6E pro
mNKR-P1A a 16F pro mNKR-P1C. Protein mNKR-P1A se produkuje pfibliZné€ se stejnou
intenzitou u pozorovanych producentli pifi obou teplotich. P#i teploté 30 °C jsou vsak
vbunééném lyzatu ve velké mife zastoupeny bakteridlni proteiny, které by mohly
komplikovat purifikaci rekombinantniho proteinu. Protein mNKR-P1C se intenzivnéji
produkuje pfi teploté 37 °C a v porovnani s produkei pfi 30 °C bunéény lyzat obsahuje mensi
mnozstvi bakteridlnich proteind.

Za optimalni ¢as produkce obou rekombinantnich proteini byly nakonec zvoleny 2
hodiny, za optimalni koncentraci induktoru IPTG byla zvolena koncentrace 0,01 mM a za

optimalni teplotu produkce teplota 37 °C.

5.2.3 Velkoobjemova produkce proteini a zjisténi jejich lokalizace

Velkoobjemova produkce proteint
1,4

—8— mNKR-P1A

byla realizoviana nejéastéji v1 li
—eo— mNKR-P1C M Jcaste) tru

1,24

LB meédia obsahujicim tetracyklin a

107 kanamycin. Pfi  ODss50=0,7 se

081 uskute¢nila  indukce  proteinové

88 0,6 exprese 0,01 mM IPTG. Bakterialni
0.4 kultura byla nasledné kultivovana pfi
024 220 ot./min a 37 °C po dobu 2 hodin.
00 -~ OO Po dobu submerzni kultivace pro-

¢ % T e 20(1 [mi:’o 003040 S0 Jucenti byla spektrofotometricky pfi

ODsso stanovena rustova kfivka

Obr. 17 Rastovd k¥ivka producenti mNKR-PIA . S,
(obr. 17) (pozn. zdUvodu ziskani

a mNKR-PIC stanovenda spektrofotometricky  pri
dostate¢ného poctu hodnot pro

submerzni kultivaci na LB médiu.
ristovou kiivku, byla v tomto ptipadé
bakteridlni kultura ponechana kultivovat az 4 hodiny po indukci proteinové exprese).

Dalsim krokem bylo zjisténi lokalizace exprimovaného proteinu, ktera byla urena
elektroforetickou analyzou frakci po diferen¢ni centrifugaci bunééného lyzatu. Pfi analyze se
postupovalo podle kapitoly 4.1.5. Elektroforeogramy znazortiujici lokalizaci exprimovanych
proteinli jsou znazormény na obr. 18, kde draha M obsahuje standardy molekulovych

hmotnosti, draha 1 pfedstavuje médium resp. supernatant po odsttedéni bunééné kultury

Vysledky
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pii 5000g, do drdhy 2 byl aplikovan
supernatant po odstfedéni desintegrovanych
bunék pii 15000g adraha 3 pfedstavuje
sediment po odstfedéni desintegrovanych bunék
pti 15000 g. Z elektroforeogramti vyplyva, Ze

mNKR-P1A se exprimuje ve formé€ neroz-

pustnych agregati oznacovanych jako inkluzni

téliska a mNKR-P1C se exprimuje jak ve formé

Obr. 18 Zjisténi lokalizace exprimovaného
mNKR-PIA (A) a mNKR-PIC (B) elektro- inkluznich télisek, tak i ve formé rozpustného

foretickou analyzou frakci po diferencni  proteinu lokalizovaného v cytoplazmé. ProtoZe

centrifugaci bunécného lyzdtu. pokusy o purifikaci (kombinace chromato-
grafickych technik) rozpustné formy mNKR-P1C selhaly, byly oba rekombinantni proteiny

izolovany vyhradn€ z inkluznich télisek.

5.2.4 1zolace, purifikace a solubilizace inkluznich télisek

Izolace inkluznich télisek byla provadéna podle postupu uvedeného v kapitole 4.1.6.
Proces izolace byl monitorovan SDS elektroforézou v 15% polyakrylamidovém gelu.
Elektroforeogramy jsou uvedeny na obr. 19, kde draha M obsahuje standardy molekulovych
hmotnosti, draha 1 slouZici jako negativni kontrola znazoriiuje proteinovy obsah lyzatu
producenta, u kterého nebyla indukovana proteinova exprese, draha 2 slouZici jako pozitivni
kontrola znazortiuje proteinovy obsah lyzatu producenta po indukci exprese pomoci IPTG, do
drahy 3 byl aplikovan supernatant po promyvani inkluznich télisek sacharosovym lyza¢nim
pufrem, do drdhy 4 byl aplikovan supernatant po promyvani inkluznich télisek pufrem
s detergentem Triton X-100, draha S obsahovala supernatant po finalnim promyti inkluznich
télisek promyvacim pufrem a draha 6 pfedstavuje vyizolovana inkluzni téliska, resp. sediment
po promyti inkluznich télisek promyvacim pufrem.

Z uvedenych elektroforeogrami vyplyva, Ze pii izolaci inkluznich télisek proteinu
mNKR-P1C dochazelo k vyraznym ztratam jeho rozpustné formy do promyvacich pufru.
Pokusy o purifikaci rozpustné formy mNKR-P1C zpromyvacich pufri sérii chroma-
tografickych technik se vSak ukéazaly jako nelspé$né. Inkluzni téliska byla po izolaci

solubilizovana v guanidinovém pufru podle postupu uvedeného v kapitole 4.1.7.

Vysledky
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Obr. 19 Prubéh izolace inkluznich télisek monitorovany SDS elektroforézou v 15% poly-
akrylamidovém gelu. Izolace inkluznich télisek mNKR-P1A znazornéna na panelu A, mNKR-PIC na
panelu B. Popis jednotlivych drah je uveden v textu.

5.3 Optimalizace renaturace a purifikace rekombinantnich proteini
5.3.1 Optimalizace renaturace

In vitro renaturace rekombinantnich proteint byla realizovana metodou rychlého nafedéni
s vyuZitim L-argininu jako nizkomolekularniho chaperonu. Pfi optimalizaci renaturace bylo
postupovéano podle kapitoly 4.2.1. Optimalizovanymi parametry byla koncentrace argininu,
pomér redoxniho systému cysteamin k cystaminu a pH. SloZeni ¢tyf renaturaénich pufri
obsahujicich Tris-HCl, arginin, cystamin, cysteamin, chlorid vapenaty a azid sodny je uveden
v kapitole 4.2.1, v Tabulce 1, kde ¢ je molarni koncentrace. Po dialyze byl roztok proteinu
zahu$tén ultrafiltraci na objem 30 ml s vyuZitim ultrafiltraéni membrany z PLGC celulosy
opriméru 76 mm a s limitem 10 kDa. Potom byl roztok proteinu piefiltrovan pfes filtr
Whatman o priméru 25 mm a nasledné byl nanesen pifi prutokové rychlosti 1,0 ml/min na
kolonu Q-Sepharosy FF o rozmérech 1,0 x 6,0 cm ekvilibrovanou dialyza¢nim pufrem. Po
naneseni proteinu byla kolona promyta dialyza¢nim pufrem anavazané proteiny byly
eluovany linearnim gradientem NaCl od 9 mM do 1 M, ktery trval 60 minut. Eluce proteind
byla monitorovana prutokovym fotometrickym detektorem pii 280 nm a proteinové frakce
byly na zakladé Ajs jimany manudlné. Elu¢ni profily rekombinantnich proteint
renaturovanych pfi ¢tyfech riznych podminkach jsou znazomeény na obr. 20, kde ¢ je retencni
¢as a A je absorbance pfi 280 nm. V levém hornim rohu je uvedeno ¢islo pufru, v kterém

byl protein renaturovan. Proteinové frakce byly dale analyzované SDS elektroforézou.
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Obr. 20 Purifikace mNKR-P1A a mNKR-PI1C na Q-Sepharose FF. V levém hornim rohu elucnich

profilu je uvedeno Cislo pufru, v kterém byl protein renaturovany.
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5.3.2 Ovéreni homogenity proteinovych preparati SDS elektroforézou za redukujicich
a neredukujicich podminek

Proteinové preparaty po purifikaci na Q-Sepharose FF byly analyzovany SDS
elektroforézou v 15% polyakrylamidovém gelu za redukujicich a neredukujicich podminek.
Elektroforeogramy jsou zndzornény na obr. 21, piiCemz Cislo drahy je zaroven Ccislem
renaturacniho pufru, ve kterém byl protein renaturovany. Na elektroforeogramech je jasné
viditelny posun elektroforetické mobility za neredukujicich podminek zptisobeny vétsi
kompaktnosti molekuly, ktera byla dana zesitovanim disulfidovych vazeb. Vysledky SDS
elektroforézy zaroven vyvratily existenci kovalentniho dimeru mNKR-P1A a mNKR-PIC.

Z duvodu vysoké Cistoty vSech preparatii byla za finalni purifikani proces zvolena gelova

chromatografie.
reduk. nereduk. reduk. nereduk.
Awm 1 2 3 T 2 3 s B ‘M’ 1 2 3 & 1 2 3 4
66 kDa —wgp ,
45 kDa—Aq -«
* X

14 kDa

Obr. 21 Analyza preparati mNKR-PIA (A) amNKR-PIC (B) SDS elektroforézou
v 15% polyakrylamidovém gelu za redukujicich a neredukujicich podminek. Cislo drdhy je totozné

s Cislem pufru, v kterém byl protein renaturovany.

5.3.3 Finalni chromatografie na Superdexu 75 HR 10/30

Proteinové frakce zkolony Q-Sepharosy FF byly zahu$tény centrifugaénim
koncentratorem Amicon Ultra s limitem 10 kDa na objem 400 ul a byly naneseny na kolonu
Superdex 75 HR 10/30 ekvilibrovanou pufrem pro gelovou chromatografii. Proteiny byly
eluovany izokraticky pii prutokové rychlosti 0,4 ml/min. Eluce proteinii byla monitorovana
pritokovym fotometrickym detektorem pii 280 nm a proteinové frakce byly na zéklad€ Azgo
jimany manudlné. Eluéni profily rekombinantnich proteinii renaturovanych pii cEtyfech
ruznych podminkach jsou znazornény na obr. 22, kde ¢ je reten¢ni Cas a 4,49 je absorbance pti

280 nm.
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Obr. 22 Findlni chromatografie mNKR-P1A a mNKR-PIC na Superdexu 75 HR 10/30. V levém

hornim rohu elucnich profilu je uvedeno Cislo pufru, ve kterém byl protein renaturovany. Polohy

elucnich maxim odpovidaji proteinu o molekulové hmotnosti 31 kDa.
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Elu¢ni maximum preparati mNKR-P1A neni dobfe viditelné, protoZze mnoZstvi proteinu
naneseného na kolonu pfesdhlo limit detektoru. Profily elu¢nich maxim dokumentuji
monodisperzitu proteinovych preparatd a jejich poloha odpovida proteinu o molekulové

hmotnosti 31 kDa, coZ koresponduje dimeru mNKR-P1A a mNKR-P1C.

5.3.4 Analyza optimalizace renaturace astanoveni koncentrace proteinii podle
Bradfordové

Z gelové chromatografie, stejné jako z SDS elektroforézy za redukujicich
a neredukujicich podminek, vyplyva, Ze oba proteiny byly pravdépodobné renaturovany ve
viech &tyfech podminkach. Uginnost renaturace v jednotlivych podminkach byla
vyhodnocena porovnanim elué¢nich ploch vrchol. Numericka integrace elué¢nich vrcholu byla
zrealizovana v programu OriginPro8. Relativni velikost plochy eluéniho maxima proteinu
mNKR-P1A renaturovaného v renatura¢nim pufru 1 je 5,9, velikost plochy v pufru 2 je 6,1,
v pufru 3 je 6,2 av pufru 4 je 5,9. Analogicky, relativni velikost plochy elu¢niho maxima
proteinu mNKR-P1C v pufru 1 je 2,3, v pufru 2 je 2,4, v pufru 3 je 2,3 a v pufru 4 je 2,2. Ve
vSech 4 renaturaénich pufrech byl protein mNKR-P1A resp. mNKR-P1C renaturovan
piiblizné se stejnou uUCinnosti. Mensi odchylky mohou byt zplusobeny i manipulaci pfi
zahu$tovani roztoku proteinti a chromatografii. Za optimalni podminky renaturace obou
proteini byly zvoleny ekonomicky nejvyhodn€jsi podminky, které odpovidaly sloZeni
renatura¢niho pufru €. 4 tj. 50 mM Tris-HCl, 100 mM CaCl,, 0,4 M L-Arg, 9 mM cysteamin,
3 mM cystamin, ] mM NaN3; a pH = 8,5.

Nakonec byla ve vSech frakcich stanovena koncentrace proteinu podle Bradfordové a byl
uren celkovy vytézek proteinu. Z 1 litru bunééné kultury na LB médiu obsahujicim
tetracyklin a kanamycin bylo ziskéno 10mg proteinu mNKR-PIA a 6 mg proteinu
mNKR-PIC. Pii velkoobjemovych produkcich za optimélnich podminek apfi velko-
objemovych renaturacich za optimalnich podminek se vytézky z 1 litru bunééné kultury na

LB médiu pohybovaly okolo 21 mg pro mNKR-P1A a 17 mg pro mNKR-P1C.
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5.4 Ovéfeni homogenity proteinovych preparati hmotnostni spektrometrii
s iontové cyklotronovou rezonanci

Proteinové preparaty byly nejprve odsoleny na Microtrapu, tj. malé kolon€ s obracenou
fazi podle postupu uvedeného v kapitole 4.11. Odsolené proteiny byly potom ionizovany
elektrosprayem (ESI) a hmotnost vzniklych ionti byla analyzovani na FT MS analyzatoru
s iontové cyklotronovou rezonanci (ICR). Méfeni provadél Mgr. Petr Novak, Ph.D.

Hmotnostni spektra jsou znazornéna na obr. 23 a 24. Po dekonvoluci spekter byla
stanovena celkova hmotnost mNKR-P1A [M+H]" na 15 976,50 Da resp. nNKRP-1C [M+H]"
na 15 394,38 Da, coZ odpovida monoizotopické molekulové hmotnosti proteinu mNKR-P1A
resp. mNKR-PIC sabsenci iniciaéniho methioninu a po sparovani vSech 6 cysteint.

Hmotnostni spektra dale dokumentuji intaktnost a vysokou ¢istotu obou proteintl.

Intens.
x107 13+
122989146
12+
‘1332,29793

11+
'1453,32538

14+
44 '1142.11387

10+
1508 56627

1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 m/z

Obr. 23 Spektrum mNKR-PIA mérené ESI FT-ICR hmotnostni spektrometrii. Po dekonvoluci
spekter byla stanovena celkova hmotnost mNKR-P1A [M+H]" na 15 976,50 Da.

67



Vysledky

intens. |

x108 12+
'1283,78787
13+
0.8 '1185,11240
0.6 1+
'1400 40487
0.4
10+
144 '1540, 34486
'1100,53313
0.2
15+ 9
102723123 "1711,38039

0.0

1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 miz

Obr. 24 Spektrum mNKR-PIC merené ESI FT-ICR hmotnostni spektrometrii. Po dekonvoluci
spekter byla stanovena celkovd hmotnost mNKR-P1C [M+H]" na 15 394,38 Da.

5.5 1zotopové znaéeni rekombinantnich proteini

161 Cilem izotopového znaceni bylo
] [~=—mNKRP1A
1,4 [Z®—MNKRP1C ,e—>—** pfipavit rekombinantni proteiny
4 /
1,24 ./' - zna&ené dusikem '°N, které by mohly
0. / _// byt nislednd vyuwsity vNMR
/ e . .

83 o,a- PTG ./ ) Va analyzach. Znacené proteiny byly
06 ./ /- produkovany v 1 litru M9 mini-
04+ . /0/./ malniho média, kde jedinym zdrojem
0.2 /,/-{// dusiku byl "NH,CI. Ristova kfivka

] = '.:.:.‘-’ o 4
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Obr. 25 Rustova krivka producentu mNKR-PIA c e 1 iy _
prodit ? M9 miniméalnim médiu obsahujicim
mNKR-PIC stanovena spektrofotometricky pri sub- . .
tetracyklin a kanamycin
merzni kultivaci na M9 minimalnim médiu.
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je znazornéna na obr. 25. ProtoZe rustova rychlost producenti na M9 minimalnim médiu byla
vyrazn€¢ men§i neZ ristova rychlost producenti na LB médiu, byla bakteridlni kultura
kultivovana po indukci proteinové exprese po dobu 4 hodin. VSechny ostatni postupy, jako
izolace inkluznich télisek, velkoobjemova renaturace a purifikace byly provadény za
optimalnich podminek a standardnich postupd uvedenych v metodické ¢asti. Elu¢ni profily
purifikace znaCenych proteini na Q-Sepharose FF a elu¢ni profily findlni chromatografie na

Superdexu 75 HR 10/30 jsou zndzorn€ény na obr. 26.
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Obr. 26 Elucni profily "N-mNKRPIA a >N-mNKRPIC po chromatografii na Q-Sepharose FF
a Superdexu 75.

Homogenita zna¢enych proteinovych preparati byla ovéfena SDS elektroforézou v 15%
polyakrylamidovém gelu za redukujicich a neredukujicich podminek. Nakonec byly znacené
proteiny ptevedeny do PIPES pufru pomoci dialyzy, proteinové preparaty byly zahustény

centrifuga¢nim zahu$tovacem Amicon Ultra s limitem 10 kDa na findlni objem 350 pl a byla
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stanovena koncentrace proteini podle Bradfordové. Z 1 litru bunééné kultury na M9

minimalnim médiu obsahujicim tetracyklin akanamycin bylo ziskano 1,9 mg

N-mNKR-P1A a1,2mg "N-mNKR-P1C. Stupeii naznadeni uréeny pomoci ESI FT-ICR

hmotnostni spektrometrie byl vétsi nez 98% (hmotnostni spektra nejsou znazornéna).

5.6 Ovéreni poskladani proteinovych preparati NMR spektroskopii

'H-"*N HSQC spektra (obr. 27) byla naméfena na spektrometru Bruker Avance 600 MHz,
ktery byl vybaven kryosondou, na VSCHT vespolupraci s Doc. Ing. Richardem
Hrabalem, CSc. Na méfeni byly pouzity uniformné znacené proteiny N-mNKR-P1A resp.

N-mNKR-P1C o koncentraci 0,34 mM resp. 0,21 mM.
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Obr. 27 'H-PN HSQC spektra uniformné znacenych "N-mNKRPIA (cervené) a "N-mNKRPIC

(modre) dokumentuji, Ze oba proteiny jsou monodisperzni a kompaktné sfoldované.

Z disperze signali v 'H-">N HSQC spektrech vyplyva, Ze oba rekombinantni proteiny jsou
poskladané. V levé spodni ¢asti spektra jsou dobie viditelné signaly postranni Ne-He skupiny
tryptofant, v pravé horni ¢asti spektra jsou dobfe viditelné signaly N6-HO2 resp. NeHe2
skupiny asparaginu resp. glutamini. Pokud by rekombinantni proteiny nebyly poskladané,
vSechny signaly by byly lokalizované v centralni ¢asti spektra. Spektra dale dokumentu;ji
vysokou ¢istotu obou preparatl a podle Doc. Hrabala ze §itky spektralni ¢ary vyplyva, Ze oba

studované proteiny jsou za danych podminek v monomernim stavu.
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5.7 VySetreni biochemické a fyzikalné-chemické stability mNKR-P1A a
mNKR-P1C in vitro

Znalost stability je esencidlni podminka pfi dal$im studiu rekombinantnich proteint.
V diplomové préci byla stabilita mNKR-P1A a mNKR-P1C vySetfovana riznymi technikami.
Jednou z nich byla diferen¢ni skenovaci kalorimetrie, ktera byla pouZita za Géelem ziskani
informace o stabilité, pfipadné reverzibilit¢ termalni denaturace pfipravenych re-
kombinantnich proteinti. Kalorimetrické méfeni bylo provedené RNDr. Katefinou
Hofbauerovou, Ph.D. a RNDr. Vladimirem Kopeckym, Ph.D. na Matematicko-fyzikalni
fakult¢ UK pomoci kalorimetru Model 6100 Nano II Differential Scanning Calorimetr. Pfi
kalorimetrickém meéfeni byla teplota ménéna v rozsahu 5-90 °C s gradientem 1 °C/min.
Naméfené hodnoty byly analyzovany v programu DSCRun a CpCalc 2.2. Z termogramu,
ktery je zndzornén na obr. 28, vyplyva, Ze oba rekombinantni proteiny podléhaji ireverzibilni
termalni denaturaci s jednim endotermickym maximem. Teplota denaturace mNKR-P1A byla
Tm=69,1 °C a teplota denaturace mNKR-P1C byla Ty, = 71,6 °C. Uvedené hodnoty teplot
denaturace naznacuji, Ze mNKR-P1C je, i kdyZ nepatrné, stabilng&j$i neZ mNKR-P1A.

&}
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4: mNKR-P1A " mNKR-P1C

o o 2
1T v ¥ v 7

Cp (Kcal/K.mol)

Cp (Kcal/K.mol)

25 35 45 & 65 15 85 25 35 45 &5 65 75 85
Teplota ( °C) Teplota ( °C)

Obr. 28 Termogramy mNKR-P1A a mNKR-PI1C dokumentuji, Ze oba rekombinantni proteiny

podléhaji ireverzibilni termdini denaturaci s jednim endotermickym maximem.

Stabilita proteinovych preparati byla dale vySettovana NMR spektroskopii. Po naméfeni
'H-">N HSQC spekter prezentovanych v kapitole 5.6 byly proteinové preparaty uskladnény
pfi teploté€ 6 °C. Po 92 dnech skladovani byly proteiny znovu analyzovany NMR
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spektroskopii anaméfena 'H-'’N HSQC spektra byla porovndna s pavodnimi spektry.

Z ptekryvu spekter (obr. 29) vyplyva, Ze puvodni spektra a spektra namétena po 92 dnech

skladovani jsou téméf identicka. Mens$i odchylky jsou ziejmé zplsobeny rozdilnou teplotou

méfeni.
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Obr. 29 'H->N HSQC spektrum mNKR-PIA (nahore) a mNKR-PIC (dole). MéFeni bylo

zopakované po 92 dnech skladovani pri 6 °C a bylo naméreno téméy identické spektrum

(Cervené), coz potvrzuje dobrou stabilitu obou proteinu.
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Biochemicka stabilita, kterd do velké miry koreluje s Cistotou ziskanych proteinovych
preparati resp. s pfitomnosti proteasovych kontaminaci, byla vySetfovana SDS elektro-
forézou. Proteinové preparaty v pufru pro gelovou chromatografii o koncentraci 10,0 mg/ml
byly pfevrstveny mineralnim olejem, uskladnény v mikrozkumavkach a ponechany inkubovat
pii 37 °C. Po 7, 14 a 21 dnech byla provedena SDS elektroforéza v 15% polyakrylamidovém
gelu a byl pozorovan vznik degradac¢nich produkti nebo posun elektroforetické mobility viiéi
kontrole uchovavané pfi 6 °C. Elektroforeogramy jsou znézornény na obr. 30. Vznik
degrada¢nich produktl ani posun elektroforetické mobility v§ak nebyl pozorovan u zadného

preparatu, coz svéd¢i pro dobrou stabilitu obou preparati.

Am Kk 7 14 21 Bm kK 7 14 21
66k0aw* Cos L - ,

¥
oI

45 kDa —’ ‘

29 kDa—v . , w»

AT S
R P FEECA VIR N
P S ke R~ ]

Obr. 30 Vysetreni biochemické stability mNKR-PIA (A) a mNKR-PIC (B). Vzorky proteinu
byly inkubovany pri 37 °C a po skonceni inkubace byly vySetreny vuci kontrole uchovdvané

pri 6 °C. Doba inkubace ve dnech je uvedena nad jednotlivymi drahami.

Pfipravené rekombinantni proteiny vykazuji velmi dobrou rozpustnost. Oba proteiny byly
centrifugacnimi koncentratory Amicon Ultra zahustény v pufru pro gelovou chromatografii az
na koncentraci 40 mg/ml bez pozorované precipitace ¢i agregace. V tomto pufru byly
proteinové preparaty rutinné€ skladovany pti koncentraci 10,0 mg/ml.

Pfipravené proteiny nebylo mozné purifikovat chromatografii na obracené fazi na koloné
Vydac-C4, protoze pii podminkéach pouzivanych pfi této technice, tj. 40% acetonitril a pH=2
byla pozorovana markantni precipitace obou rekombinantnich proteint. Otazkou zistava, zda
byla precipitace zptisobena nizkym pH nebo pfechodem pfes izoelektricky bod.

Za ugelem prozkouméni vlivu Ca®* iontd na pfipravené rekombinantni proteiny, byly
mNKR-PIA a mNKR-PIC renaturovany v renaturanim pufru s optimalizovanymi
podminkami s absenci CaCl,. Béhem renaturace, purifikace a SDS elektroforézy finalnich
preparati za redukujicich a neredukujicich podminek nebyly pozorovany Zadné anomalie

oproti proteintim skladanym v pfitomnosti CaCl,.
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5.8 Fluorescen¢ni zna¢eni mNKR-P1A a mNKR-P1C

Cilem fluorescenéniho znaceni rekombinantnich proteinti realizovaného podle kapitoly
4.8 bylo ptipravit fluorescenéné znacené proteiny, které byly néasledn€ pouZity pii vazebnych
experimentech. mNKR-P1A byl oznafen fluoresceinem a mNKR-P1C rhodaminem.
Nezreagované fluorescen¢ni znacky byly od znaCenych proteini odseparované chroma-
tograficky. Reakéni smés byla nanesena na kolonu Sephadex G-15 o rozmérech 1 x 30 cm
ekvilibrovanou pufrem pro fluorescenéni znaceni a proteiny byly izokraticky eluované tim
samym pufrem pfi prutoku 1 ml/min. Frakce prvniho elu¢niho maxima znadzorméného na
chromatogramech na obr. 31, byly jimany manualné a dale analyzovany chromatografii na
Superdexu 75 HR 10/30. Poloha elu¢niho maxima znacenych proteini po chromatografii na
Superdexu 75 HR 10/30 byla téméf identickd s polohou eluéniho maxima neznacenych
proteint, ¢imZ se vylouéila degradace proteinu, piipadné vznik agregovanych forem pfi
fluorescenénim znaceni. Pfipravené fluorescencné znacené proteiny byly zahusténé na objem
400 pl a pouzité ve vazebnych experimentech.
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Obr. 31 Separace fluorescencné znacenych proteinii z reakcni smési na koloné Sephadex G-135.
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5.9 Vazebné experimenty

Cilem prvniho vazebného experimentu bylo ziskat zakladni piehled o vazebné specifité
pfipravenych rekombinantnich proteinu a najit vhodny ligand, kterym by mohly byt pokryty
mikrotitraéni desticky v naslednych inhibi¢nich vazebnych testech. Po elekroforetické
separaci neoglykoproteind, pfirozenych glykoproteini a BSA (obr. 32B), ktery slouzil jako
negativni kontrola, byly testované latky pifeneseny na PVDF membranu (obr. 324),
blokovany 2% BSA v TBS+C pufru ainkubovany sradioaktivné znacenymi proteiny
21.mNKR-P1A a '®I-mNKR-P1C. Po inkubaci nasledovala 24 hodinova expozice a nakonec
autoradiografickd vizualizace rentgenovych filmi. Autoradiogramy zndzornéné na
obr. 32C, D dokumentuji vazbu obou proteind na imobilizovany B-D-GIcNAc-BSA,
B-D-GalNAc-BSA, fetuin a ovomukoid. ProtoZe testované latky nejsou na PVDF membrané
distribuované rovnomeémé€ a nekteré jsou casteéné degradované, neni mozné na zakladé
intenzity z€ernéni rentgenového filmu semikvantitativné ur€it, ke které testované latce maji
znacené proteiny nejvetsi resp. nejmensi afinitu. Za vhodny ligand, ktery byl nasledné pouzit
v inhibi¢nich vazebnych experimentech, byl z divodu dostupnosti v laboratofi zvolen B-D-

GlcNACc-BSA, ktery byl ptipraveny Tomasem Semetiukem [209].

A 123456789111121314 B

.BSA 8. B-D-GIcNAc-BSA
. a-D-Glc-BSA 9. B-D-GalNAc-BSA
. B-D-Glc-BSA 10. Fetuin

. a-D-Gal-BSA 11. Transferin

. B-D-Gal-BSA 12. B-D-Lac-BSA

. o-L-Fuc-BSA 13. Heparin-BSA

. a-D-Man-BSA 14. Ovomukoid

NO L WN =

8 910 14

Obr. 32 Vazebny experiment radioaktivné znadenych mNKR-PIA a mNKR-PIC s neoglykoproteiny
a prirozenymi glykoproteiny. Testované latky (B) byly preneseny na PVDF membrdnu (A), inkubovany
s radioaktivné znacenymi proteiny a vizualizovdny autoradiograficky. Autoradiogram 'I-mNKR-PIA je

zndzornén na panelu C a autoradiogram " I-mNKR-PIC na panelu D.
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Dal§imi vazebnymi experimenty byly inhibi¢ni vazebné testy na mikrotitranich
destickach se spektrem sacharidovych inhibitori. Cilem experimentd, které byly realizované
podle kapitoly 4.10.2, bylo uréit hodnoty ICsg k jednotlivym inhibitorim.

Prvnim krokem bylo uréeni saturacni kiivky tj. zavislost aktivity proteinu navazaného na
imobilizovany B-D-GIcNAc-BSA na relativni koncentraci proteinu naneseného do jamek
mikrotitrani desticky. Cilem proméfeni satura¢ni kiivky bylo urcit optimalni koncentraci
radioaktivn€ znaCené¢ho proteinu pro nasledné inhibi¢ni experimenty. Satura¢ni kfivky jsou
znazorneény na obr. 33, kde ¢, je relativni koncentrace radioaktivné znaceného proteinu
aplikovaného do jamky mikrotitra¢ni desticky a A4 je jeho aktivita po navazani na ligand. Pro
inhibi¢ni experimenty byla za optimalni relativni koncentraci radioaktivné znacenych proteinti
zvolena takova koncentrace, pii které doslo k poloviénimu nasyceni imobilizovaného ligandu
B-D-GIcNAc-BSA. Pro oba proteiny byla za optimalni koncentraci zvolena 2430krat mensi

koncentrace neZ byla koncentrace zasobniho roztoku zna¢enych proteinti.
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Obr. 33 Saturacni kriivky "“I- mNKR-P14 a 'ZI- mNKR-PIC na imobilizovany -D-GlcNAc-BSA.

Po urceni satura¢ni kiivky byly provedeny inhibi¢ni vazebné experimenty se spektrem
inhibitori. Po proméfeni aktivity scintilaénim detektorem MicroBeta 1450 TriLux bylo pro
kaZzdou jamku vypocitano procento inhibice podle vztahu (1) a do grafu vynesena zavislost
procenta inhibice na zaporném dekadickém logaritmu koncentrace inhibitoru. Jednotlivymi

body byla proloZena sigmoida a v programu OriginPro 8 byl spo¢itan inflexni bod, ktery
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odpovidal hodnoté¢ —log ICso. Pro limitovany rozsah diplomové prace jsou uvedeny jen 2
grafické zavislosti procenta inhibice na zaporném dekadickém logaritmu koncentrace

inhibitoru znazornéné na obr. 34.

5| mNKR-P1A 1004 | "*’I-mNKR-P1C
B-D-GIcNAC 4 B-D-GIcNAC

80 1

60

% inhibice
% inhibice

404

204

-log ¢ -log ¢

Obr. 34 Sigmoidalni zavislost procenta inhibice radioaktivné znalenych proteinti na zdporném
dekadickém logaritmu koncentrace inhibitoru B-D-GIcNAc. Hodnota —loglCsy byla urcena

v inflexnim bodé sigmoidy.

Ze spektra analyzovanych inhibitord byla s dobrou reprodukovatelnosti ur¢ena hodnota
—log ICso jen u osmi. Z hodnot —log ICsy uvedenych v Tabulce 3 vyplyva, Ze nejlepSim
inhibitorem '*I-mNKR-P1A je inhibitor & 8 anejlep$im inhibitorem '*I-mNKR-PIC je
inhibitor ¢. 7. Zajimavym aspektem je rozdilna afinita k sialovym kyselindm, které se 1isi
polohou vazby na laktéozu. KaZzdopadné vSechny uvedené testované inhibitory je mozZno

povazovat za uc¢inné inhibitory receptoru 121 mNKR-P1A a 'I-mNKR-P1C.

Tabulka 3

GlcNAc
GalNAc 6,0 5,2
Sia o (2—3) Lac 6,3 6,5
Sia a (2—6) Lac 6,2 5,1
GalNAcB(1—4)GIcNAcB(1—4)ManNAc 7,7 6,8
GalNAcB(1—4)GIcNAc; 7,5 7,8
GalNAcB(1—4)GIcNAc,B(1—4)ManNAc 8,1 8,7
GalNAcB(1—4)GlcNAc,;B(1—4)ManNAc B(1—BSA) 8,2 8,1
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Vazebna specifita mNKR-P1A a mNKR-P1C byla dale studovana pomoci fluorescenéné

znacenych proteint. Vazebné experimenty realizované podle kapitoly 4.10.3 byly provadény

na transparentni 384 jamkové destiCce obsahujici spektrum imobilizovanych sacharidi ve

formé€ BSA konjugatd. Tyto sacharidy byly na zakladé strukturalnich vlastnosti rozdéleny do

8 modult, které jsou uvedeny v Tabulce 4. V pozici €. 1 kazdého modulu se nachizel BSA,

ktery slouzil jako negativni kontrola. Méfenym parametrem pii fluorescencnich vazebnych

experimentech byla intenzita fluorescence, kterd koreluje s afinitou proteinu k danému

sacharidu. Vysledky jsou v grafické podobé pro mNKR-P1A uvedené na obr. 35 a pro

mNKR-P1C na obr. 36. Analyza vysledkd a porovnani s vazebnou specifitou znamych

ortologld rodiny NKR-P1 i zasazeni vazebnych vysledki do $irSiho kontextu je uvedeno

v diskusi.

Tabulka 4

madeni | sacharidovy ligand - oznateni | sacharidovy ligand
1 BSA 1 BSA
2 BSA-0-D-Glc 2 BSA-Maltobiosa
3 BSA-B-D-Glc 3 BSA-Maltotriosa
4 BSA-o-D-Gal 4 BSA-Maltotetraosa
5 BSA-B-D-Gal 5 BSA-Cellobiosa
6 BSA-0-L-Fuc 6 BSA-Cellotriosa
7 BSA-B-L-Xyl 7 BSA-Chitobiosa
8 BSA-0-D-Man 8 BSA-Chitotriosa
9 BSA-B-D-Man 9 BSA-Chitotetraosa
10 BSA-B-D-GIcNAc 10 BSA-GalNAcB1,4GalNAc
11 BSA-a-D-GalNAc 11 BSA-GalNAcB1,4GalNAcB1,4GalNAc
BSA-GalNAcB1,4GalNAcP1,4GalNAc
12 BSA-B-D-GalNAc 12 1 4GalNAc
oznatenf } sacharidovy ligand oznadeni | sacharidovy ligand
1 BSA 1 BSA
2 BSA-GIcNAcB1,4GalNAc 2 BSA-GIcNAcB1,3GlcNAc(B1,4GIcNAc)
3 BSA-ManNAcB1,4GIcNAc 3 BSA-GIcNAcB1,3GlcNAc(B1,6GlcNAc)
4 BSA-ManNAcB1,4GalNAc 4 BSA-GIcNAcB1,4GIcNAc(B1,6GIcNAc)
5 BSA-GIcNACcB1,4GIcNAc 5 BSA-GIcNAcB1,3GIlcNAc(B1,4GlcNAc)
B1,4GalNAc (B1,6GIcNAC)
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BSA-ManNAcB1,1GlcNAc

6 B1,4GIcNAC 6 BSA-GalNAcB1,3GalNAC(B1,4GalNAc)
BSA-GIcNAcB1,4GIcNAc
7 | B14GIcNAGB L AGAINAG 7 BSA-GalNAcB1,3GalNAC(B1,6GalNAc)
BSA- ManNAcB1,4GlcNAc
8 B1,4GIcNACB1,4GIcNAC 8 BSA-GalNAcB1,4GalNAC(B1,6GalNAc)
9 BSA- ManNAcB1,4GIcNAc 9 BSA-GalNAcfB1,3GalNAc(B1,4GalNAc)
B1,4GIcNAcB1,4GalNAc (B1,6GalNAc)
BSA-ManP1,2GlcNAc
3 1 -
10 | 514Gl 0 | BSA-Manal,3Man(ol,6Man)
1 BSA-GalNAcB1-3Gal 1 BSA-ManB1,4GlcNAc(al,3Man)
( al,6Man)
12 BSA-GalNAcB1-3Gal 12 BSA-GIcNAcB1,4GIcNAcB1,4Man

ol-3Fuc

ol,3Man(al,6Man

“}-sacharidovy ligand oznaleni | sacharidovy ligand
1 BSA 1 BSA
2 BSA-M, 2 BSA-0-Sia
3 BSA-M, 3 BSA-GlcB1,4Galo2,3Sia
4 BSA-M, 4 BSA-GIcB1,4Galo2,6Sia
5 BSA-N, 5 BSA-GIcNAcB1,4GalNACA
6 BSA-N, 6 BSA-GIcNAcB1,4Galo2,3Sia
7 BSA-G, 7 BSA-GIcNAcB1,4Galo2,6Sia
8 BSA-G; 8 BSA-GlcNAc(al,3Fuc)B1,4Galo2,3Sia
9 BSA-G, 9 BSA-GIlcNAc(a1,3Fuc)B1,4Galo2,6Sia
10 BSA-G4F 10 BSA-GIcNAc(ol,2Fuc)B1,3Galo2,3Sia
11 BSA-G4 dendrimer 11 BSA-GIcNAc(01,2Fuc)B1,3Galo2,6Sia
12 BSA-G8 dendrimer 12 BSA-GalNAcB1,3Galal,3Fuc(02,6Sia
dznadeni | sacharidovy ligand oznaleni | sacharidovy ligand
1 BSA 1 BSA
2 BSA-S, 2 BSA-GalNAcB1,3UA
3 BSA-S, 3 BSA-GalNacB1,3UA(4S)
4 BSA-S, 4 BSA-GalNacB1,3UA(6S)
5 BSA-S3;N; 5 BSA-GIcNAcB1,4UA
6 BSA-S,N, 6 BSA- GIcNAcB1,4UA(2sulfate)
7 BSA-S;NG, 7 BSA-GIcNAc(6S) B1,4UA
8 BSA-S;NG; 8 BSA-GIcN(2S)B1,4UA(2S)
9 BSA-S;NG, 9 BSA-GIcN(2S)(6S)B1,4UA (2S)
10

BSA-GIcN(2S)(6S)a1,41doA(2S)

10| BSA-0-GalNAco2,6Sia o1 4GIN(2S)(6S)B1,4UA(2S)
11 | BSA-(a-GalNAco2,6Sia)y 11 z%‘?'Manal ,2Manal,3Manal,2Man
12 BSA-GalNAc(02,6Sia) 12 BSA-Manol,2Manol,3Manal ,3Man

B1,3Galol,3Fuc(02,6Sia)

ol,3Man(6P)
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Vysvétlivky:

G.: [(GalB1,4GIcNAcB1,2Manal,6)][GalB1,4GlcNAcP1,2Manal,3]Manf1,4GlcNacP1,4GIeNA,

G;: (Galp1,4GlcNAcB1,2Manal,6)][Galpl,4GIcNAcB1,2(Galp1,4GlcNAcB1,4)Manal,31Manf1,4GlcNac 1,4
GlcNAc

G4: [(GalB1,4GIcNAc B1,6)Galp1,4GlcNAcB1,2Manal,6]((GalB1,4GlcNAcB1,4) Galp1,4GlcNAcB1,2 Manal,3]
Manp1,4GlcNacB1,4GlcNAc;

G F: [(GalB1,4(Fucal,3)GlcNAcP1,6)Galp1,4GlcNAcB1,2Manal,6][(GalP1,4GlcNAcB 1,4)Galp1,4GlcNAcB 1,2 Manal,3]
Manf1,4GlcNacB1,4GlcNAc;

G4 dendrimer: [(GIcNAcBNH-CS-NH-CH2-CH2-NH-CO-CH2-CH2),-N-CH2-CH2-NH-COCH2-CH21],-N-(CH2)-NH2;
GalNACcA: uronova kyselina odvozena od N-acetylglukosaminu;

M,: (Manal,6Manal,6)Manal,3Manf1,4GlcNAcB1,4GIcNAc;

Mg: [Manal,3(Manal,6)Manal,6] Manal,3Manal,3 ManB1,4GlcNAcB1,4GIcNAc;

M,: [Manal,2Manal,3(Manal ,2Manal ,6)Manal 6] Manoal,2Manol,3Manal,3Man B1,4GlcNAcB1,4GIcNAc;

Ny: [(GlcNAcB1,2Manal,6)][GlcNAcB1,2Manal,3]Manp1,4GlcNacB1 4GIcNAG;

Nq4: [(GleNACcB1,6)GlcNAcB1,2Manal,6][(GleNAcB1,4)GIcNAcB1,2Manal,3]Manf 1,4GlcNacB 1,4GleNAc;

S;: [(Sia02,3GalB1,4GIcNAcB1,2Manal,6)][Siac2,3GalB1,4GlcNAcB1,2Man «l,3]Manf1,4GlcNacB1,4GlcNAc;

Ss. [(Sia02,3GalP1,4GlcNAcB1,2Manal,6)][Sia02,3Galp1,4GlcNAcB1,2(Siac2,3 Galf1,4GlcNAcP1,4)Manal,3]
Manf1,4GlcNacB1,4GIcNA;

S4: [(Siac2,3GalP1,4GlcNAcP1,6)Siao2,3GalB1,4GlcNAc B1,2Manal 6][(Siao2,3Galp1,4GlcNAcB1,4)Siac2,3
GalB1,4GlcNAcB1,2Manal,3] ManB1,4GlcNacB1,4GIcNAc;

SsN;: [(Siao2,3(GaINAcB1,4)Galp1,4GIcNAcB1,2Manal 6)][Siao2,3(GaNAcB1,4]GalB 1 4GIcNAcB1,2(Siao2,3
(GalNAcP1,4)Galf1,4GlcNAcB1,4)Manal,3] ManB1,4GlcNacB1,4GlcNAc;

S¢N,: [(Siaa2,3(GalNAcB1,4)Galf1,4GlcNAcB1,6)Siax2,3(GalNAcP1,4)Galp1,4GlcNAcB1,2Manal,6]
[(Siaa2,3(GalNAcP1,4)GalBl,4GIcNAcP1,4)Sian2,3(GalNAcB1,4)Galp1,4GlcNAcb1,2Manal,3] Man
B1,4GlcNacf1,4 GlcNAc

S;NG;: [(Sia02,3GalB1,4GlcNAcP1,3Galpl,4GlcNAcB1,2Manal,6)][Siax2,3GalB1,4GIlcNAcB1,3Galpl,4
GIcNAcB1,2Manal,3]Manf1,4GlcNacB1,4GIcNAc

S;NG;: [(Sia02,3GalP1,4GlcNAcP1,3 GalB1,4GIcNAcB1,2Manal 6)][Siao2,3GalB1,4GIcNAcB1,3GalB1,4 GlcNAcB1,2;
(Sia02,3Galp1,4GIcNAcB1,3Gal B1,4GlcNAcP1,4)Manal,3] ManP1,4GlcNacB1,4GIcNAc

SiNGy: [(Sian2,3GalB1,4GlcNAcB1,3Galp1,4GlcNAcB1,6)Siaa2,3Galp1,4GlcNAcB1,3Galp1,4GIcNAc
B1,2Manal,6][(Siaa2,3GalB1,4GIcNAcB1,3Galp1,4GlcNAcf1,4)Siax2,3Galp1,4GIlcNAcB1,3Gal f1,4 GlcNAc
B1,2Manal,3]Manp1,4GlcNacpl,4GIcNAc
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Obr. 35 Vazebnad specifita mNKR-PIA studovana fluorescencné znacenym mNKR-PI1A. Namérend

intenzita fluoresence koreluje s afinitou proteinu k sacharidium uvedenym v Tabulce 4.
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Obr. 36 Vazebna specifita mNKR-P1C studovana fluorescencné znacenym mNKR-P1C. Namérend

intenzita fluoresence koreluje s afinitou proteinu k sacharidim uvedenym v Tabulce 4.
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5.10 Sitovaci reakce

Cilem sitovacich reakci bylo pfipravit kovalentni dimer obou proteind a odseparovat ho
od monomeru pfipadné ostatnich oligomert.

Oba rekombinantné piipravené proteiny byly sitované heterobifunkénim cCinidlem EDC
podle kapitoly 4.9. Pifed samotnou reakci byly proteiny ptevedeny dialyzou do pyridinového
pufru, ktery neobsahoval zadny primarni amin. ProtoZe pH pyridinového pufru bylo blizké
k vypo¢tem uréenému izoelektrickému bodu obou proteinli, byla za uéelem kontroly
monodisperzity provedena gelova chromatografie na Superdexu 75 HR 10/30. Poloha
eluéniho maxima obou proteini v pyridinovém pufru byla identickd s polohou elu¢niho
maxima v pufru pro gelovou chromatografii, ¢imz byla vyloucena proteinova degradace,

agregace piipadné€ zmény oligomerizace.

AmM kK 1 2 3 a

66 kDa—mp
45 kDa —egf :

29 kDa—all A

il L LI Siadat

———

Obr. 37 Elektroforeticka analyza reakcni smési po zesitovani mNKR-PIA (A) a mNKR-PIC (B)

heterobifunkcnim sitovacim Cinidlem EDC. Popis drah je uveden v textu.

Po pfidani EDC k roztokim proteini byla reak¢éni smés inkubovana 6 hodin a potom
analyzovana SDS elektroforézou. Elektroforeogram reakénich smési mNKR-P1A je
znazornén na obr. 37, kde draha M obsahuje standardy molekulovych hmotnosti, do drahy
K byl aplikovan protein bez EDC jako kontrola, do dréhy 1 a 2 byla aplikovana reakéni smés
s koncentraci proteinu 0,1 mg/ml adrdhy 3 a4 obsahovaly reakéni smés s koncentraci
proteinu 1,0 mg/ml. Reakéni smés v drahach 1 a3 disponovala 200 molarnim nadbytkem
EDC, v drahach 2 a4 1000 molarnim nadbytkem EDC oproti latkovému mnoZstvi proteinu.
Po 6 hodinové inkubaci reakéni smési s EDC byla v obou roztocich pozorovana ¢astena

precipitace proteinu. Proto je i na elektroforeogramech viditelné mensi mnozstvi proteinu
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nez se oCekavalo. Precipitaci proteinu je mozZno
vysvétlit selhdnim pyridinového pufra¢niho
systtmu a naslednym posunem pH k izo-
elektrickym bodim proteinti po piidani EDC,
ktery pisobi jako silnd kyselina. Nizké pH

roztoku proteind je zarovell pfiinou ne-

efektivniho zafokusovani proteinovych zén pii

SDS elektroforéze. Kazdopadné, vznik dimera

Obr. 38 Elektroforeticka analyza frakci po

) intramolekularnim sitovanim byl pozorovan ve
chromatografické separaci sitovanych di-

mert a monomert mNKR-PIA (drahy 1, 2)
a mNKR-PIC (drahy 3, 4).

vSech podminkach, pfedeviim s koncentraci
proteinu 1,0 mg/ml.

Dalsim krokem byl pokus o chromato-
grafickou separaci monomeru a sitovaného dimeru. Monomer a dimer byly separované
zreakéni smési obsahujici protein o koncentraci 1,0mg/ml a EDC s200 molarmim
nadbytkem oproti latkovému mnoZstvi proteinu. Chromatograficka separace byla provedena
na kolon€ Superdex 75 PC 3,2/30 a mikropurifika¢nim systému SMART podle kapitoly 4.9.
Frakce odpovidajici eluénim maximdm byly analyzovany SDS elektroforézou a gel byl po
elektroforéze obarven stiibrem. Elektroforeogram znazornény na obr. 38 dokumentuje
uspésnost separace dimeru od monomeru. Sitované dimery mNKR-P1A a mNKR-P1C byly
nasledn¢ odevzdény na vazebné experimenty a na hmotnostn€ spektrometrickou analyzu,

kterd by méla upfesnit n€které strukturni aspekty mNKR-P1A.

5.11 Studium mNKR-P1A a mNKR-P1C metodami DLS a AUC

Cilem studia mNKR-P1A a mNKR-P1C metodami DLS a AUC bylo ziskat informace
o jejich velikosti, tvaru a nékterych hydrodynamickych parametrech.

Distribuce velikosti ¢astic metodou DLS byla méfena v roztocich proteinti o koncentraci
0,1 mg/ml v HEPES pufru pH teploté 18°C. Mé&feni bylo provadéno v Ustavu
makromolekularni chemie, AV CR ve spolupraci sIng. Petrem Kolenkem. Distribuce
velikosti mNKR-P1A a mNKR-P1C podle objemu (obr. 39) jsou relativn€é uzké a potvrzuji
monodisperzitu obou proteinovych preparati. Hydrodynamicky polomér mNKR-P1A nabyval
hodnotu Ry, = 2,110 nm a pro mNKR-P1C hodnotu R, = 2,004 nm, pfi¢emZ hydrodynamicky
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polomér je definovany jako polomér hydrodynamicky ekvivalentni koule, ktera ma za dané
teploty ve stejném disperznim prostfedi stejny frik¢éni koeficient. Po porovnéani stanovenych
hydrodynamickych polomérti s hydrodynamickym polomérem p#ibuzného proteinu CD69

[210], byl vytvoten piedpoklad, Ze se oba proteiny v roztoku nachazeji ve form& monomerda.

40 5 40 4
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Obr. 39 Distribuce velikosti mNKR-P14 a mNKR-PI1C podle objemu urcena pomoci metody DLS.

Mc¢feni sedimentaéni rychlosti a sedimentaéni rovnovahy bylo realizované ve spolupraci
s Mgr. Ondfejem Vaikem v analytické ultracentrifuze ProteomeLab XL-I pouZitim
absorban¢ni i laserové interferen¢ni optiky arotoru An50Ti. Sedimentacni profily obou
proteint jsou znazornény na obr. 40, kde r je radidlni vzdalenost od osy otaceni a A3g je
absorbance méfena pii 300 nm. Sedimentaéni koeficient byl z naméfenych hodnot vypocitan
vprogramu Sedfit 11.71. Ve vypoftu byla pouZita hustota pufru o hodnoté
p20=1,00107 g/cm® a parcialni specificky objem o hodnot& vy =0,7216 ml/g pro
mNKR-P1A a vy =0,7236 ml/g pro mNKR-P1C. Hustota pufru i parcidlni specificky objem
rekombinantnich proteind, ktery byl uren jako souclet parcidlnich objemd aminokyselin
dan¢ho proteinu, byly vypocitany v programu Sednterp 1.09. Zdanlivy sedimenta¢ni
koeficient uréeny metodou sedimenta¢ni rychlosti pfi teploté 20 °C a koncentraci proteinu
0,4 mg/ml byl pro mNKR-P1A stanoven na spo = 1,86 S a pro mNKR-P1C na sy = 1,80 S.
ProtoZze sedimentacni koeficient zavisi na koncentraci proteinu a na hustoté a viskozité
rozpousStédla, bylo potfeba zdanlivy sedimentaéni koeficient extrapolovat na nulovou
koncentraci proteinu a standardizovat podminky rozpoustédla na ¢istou vodu pii 20 °C. Po

konverzi byl sedimentaéni koeficient mNKR-P1A urcen na 5%, = 1,88 S a pro mNKR-P1C
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na s°w = 1,82 S. Déle byl z naméfenych hodnot uréen frikéni pomér fify, coZ je pomér
frik¢niho koeficientu dané ¢astice ke koeficientu fy, ktery by odpovidal této ¢astici v kulovém
anesolvatovaném tvaru. Frikéni pomér pro mNKR-P1A i mNKR-PIC byl stanoven na
fifo=1,28. Stokesiv polomér vypocitany ze sedimentaéniho koeficientu v programu
Sednterp 1.09 ma pro mNKR-P1A hodnotu Rs=2,09nm apro mNKR-PIC hodnotu
Rs =2,07 nm, coZ koreluje s hydrodynamickymi poloméry stanovenymi metodou DLS. Tvar
mNKR-P1A byl aproximovan Tellerovou metodou jako zplostély rota¢ni elipsoid (elipsoid,
ktery vznikl rotaci krat$i osy elipsy oznaCované jako b) sdélkami os 2a=5,27 nm
a2b=2,14 nm. Analogicky byl i tvar mNKR-P1C aproximovany Tellerovou metodou jako

zplostély rotacni elipsoid s délkami os 2a = 5,23 nm a 2b = 2,08 nm.

1,04
A" ] mNKR-P1A | A mNKR-P1C

1,0 .

—— y 1 T S —

62 64 66 68 70 82 64 66 68 70

r(cm) r(cm)
Obr. 40 Sedimentacni profily mNKR-P1A a mNKR-P1C naméyené metodou sedimentacni rychlosti
pFi koncentraci proteinu 0,4 mg/ml, teploté 20 °C a 40 000 ot./min za pouZiti absorbcni optiky

a rotoru An50Ti.

Metoda sedimentac¢ni rychlosti byla realizovana pfi koncentraci proteinu 0,1 mg/ml
v HEPES pufru, teplot¢ 20°C a tfech riznych rychlostech a to 27 000, 30000 a
33 000 ot./min. Po 16 hodinach ustalovani rovnovahy byla v cele se vzorkem v radidlnim
sméru proméfena absorbance pifi 295 nm. Koncentraéni profily obou proteind jsou
znazornény na obr. 41. Z naméfenych hodnot byly v programu Sedfit 11.71 vypocitany
molekulové hmotnosti proteini. Molekulova hmotnost mNKR-P1A urcena jako aritmeticky
prumér stanovenych molekulovych hmotnosti pii rychlostech 27 000, 30 000 a 33 000 ot./min
m¢éla hodnotu 15 848 +£ 201 Da, pro mNKR-P1C méla hodnotu 14 927 + 113 Da. Stanovené
molekulové hmotnosti dobie koreluji s teoretickymi molekulovymi hmotnostmi
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(15 991 resp. 15 409 Da pro mNKR-P1A resp. mNKR-P1C) a potvrzuji, Ze oba proteiny se za

danych podminek nachazeji v roztoku ve form¢ monomeru.

0,54 0,54
A | MNKR-P1A Ags | MNKR-P1C
] — 27 krpm 1 27 krpm
4 ——30 krpm
04 30krpm 04 —— 33 kpm

—— 33 krpm

0,3
02]

0,14

0,0 . ————7— 0,0 T T T T
5,90 5,95 6,00 6,05 6,10 6,45 6,50 6,55 6,60
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Obr. 41 Sedimentacni profily mNKR-PIA a mNKR-P1C namérené po 16 hodindch ustalovani

rovnovahy pri tfech riznych rychlostech. Hodnoty molekulové hmotnosti vypocitané v programu
Sedfit 11.71 koreluji s teoreticky vypocitanymi hodnotami a potvrzuji, Ze oba proteiny se za danych

podminek nachazi v roztoku ve formé monomeru.

5.12 Urceni lokalizace disulfidovych vazeb v mNKR-P1A a mNKR-P1C

Disulfidové vazby ve velké mife ovliviiuji fold proteinu a jsou vyznamnym stabiliza¢nim
prvkem proteinové struktury. Lokalizace disulfidovych vazeb v mNKR-P1A a mNKR-P1C
byla ur¢ena Mgr. Petrem Pompachem, Ph.D. Princip urceni lokalizace disulfidovych vazeb
byl zaloZen na $té€peni proteinu proteasami trypsin nebo Asp-N, dale na chromatografické
separaci peptidovych fragmenti na kolon€ s obracenou fazi a naslednou analyzou fragmentt
pomoci hmotnostni spektrometrie ESI FT-ICR [211].

U obou proteintt byly lokalizovany tfi disulfidové vazby (obr. 42) mezi Cys6/Cysl7,
Cys34/Cys122 a Cys101/Cysl14. Takovéto uspofadani disulfidovych vazeb, tj. parovani
prvniho cysteinu s druhym, tfetiho se Sestym a Ctvrtého s patym je charakteristické pro
proteiny rodiny C-lektint.
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Obr. 42 Lokalizace disulfidovych vazeb v proteinech mNKR-P1A4 a mNKR-PI1C byla

urcena peptidovym mapovanim Stépui pomoci hmotnostni spektrometrie ESI FT-ICR.

5.13 Krystalizace proteinti a rentgenova strukturni analyza

Krystalizace proteini mNKR-P1A a mNKR-P1C byla provadéna podle kapitoly 4.16 na
Ustavu makromolekularni chemie AV CR ve spolupraci s Ing. Petrem Kolenkem. Po&atecni
screening krystalizacnich podminek byl proveden komeréné dostupnymi sadami Index
Screen, Crystal I Screen a Crystal II Screen. Krystaly byly pozorovany v kapce, ktera byla
pfipravena smisenim 0,4 pl roztoku proteinu o koncentraci 10 mg/ml a 0,4 ul rezervoaru o
slozeni 0,4 M NH4H,PO4 a pH = 8,5 pro mNKR-P1A a 0,2 M CH;COONHj4, 0,1 M Bis-Tris,
25% PEG 3350 a pH = 5,5 pro mNKR-PIC. Krystalizaéni podminky pro oba proteiny byly
nasledn¢ optimalizovany za ucelem piipraveni monokrystal vhodnych pro rentgenovou
strukturni analyzu. Findlni optimalizované krystaliza¢ni podminky mNKR-P1A jsou dany
pouze 0,3 M NH4H,PO4, pH = 8,5 a 18 °C. Ptidani jakéhokoliv ¢inidla nebo aditiva zhor$ilo
kvalitu krystalti. Krystaliza¢ni podminky mNKR-P1C se doposud nepodatilo optimalizovat.
Krystaly mNKR-P1A o velikosti 200 pm i krystaly mNKR-P1C s neoptimalizovanymi

podminkami jsou znazornény na obr. 43.
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Obr. 43 Krystaly mNKR-PI1A (A) vyrostlée v podminkach 0,3 M NH,H,PO, pH=385 a 18 °C.
Krystalizacni podminky mNKR-P1C (B) se doposud nepodarilo optimalizovat.

Krystaly mNKR-P1A byly podrobeny rentgenové strukturni analyze, kterou zrealizoval
Ing. Petr Kolenko. Difrakéni data z krystalu mNKR-P1A byla naméfena na synchrotronu
BESSY v Berliné ajejich zpracovani v programu XDS potvrdilo, Ze krystaly jsou
meroedricky zdvojéatélé. Krystaly mNKR-P1A difraktovaly do rozliseni 2,3 A. Fazovy
problém byl vyfeSen metodou molekulového nahrazeni pouZitim struktury CD69 (pdb kéd
3CCK). Automaticka stavba modelu byla provedena za pouZiti programu ARP/wARP,
manualni Gpravy modelu pomoci programu COOT a upfesiiovani modelu bylo prubézné
provadéno pomoci programu PHENIX.REFINE. Kontrola kvality vysledného modelu byla
uskute¢néna programem MOLPROBITY.

Krystalova struktura mNKR-P1A je zndzornéna na obr. 44. Obsahem asymetrické
jednotky je dimer. Na rozhrani monomert byla lokalizovana PO skupina pochazejici
z krystaliza¢nich podminek, kterd participuje na mezifetézcovych interakcich a stabilizaci
dimeru (obr. 45). Struktura monomeru mNKR-P1A sestava ze tiech o-helixu (al, 02 aa3)
advou antiparalelnich p-listi. Disulfidové vazby jsou vytvofeny mezi Cys6/Cysl7,
Cys34/Cys122 aCys101/Cys114. Struktura mNKR-P1A vykazuje velkou podobnost
s extracelularni doménou lidského CD69, pficemZ nejzajimavéjSim atributem struktury
mNKR-P1A je smycka nebo chlopeni, ktera doposud nebyla pozorovana u zZadného

C-lektinového receptoru nachéazejiciho se na povrchu NK bunék. Unikétni chlopeni
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lokalizovana v useku Thr71 aZ Ser100 interaguje v krystalu s dal§i symetricky sdruZenou
molekulou mNKR-P1A. Obdobnd smycka pozorovand ve struktufe lidského CD69
lokalizovana v pozici Glu48 a Lys172 je na rozdil od smy¢ky mNKR-P1A stocend smérem
k extracelulari doméné CD69. Porovnani struktury mNKR-P1A a lidského CD69 v oblasti

smycky je znazornéné na obr. 46.

Obr. 44 Struktura mNKR-P1A rozieSend na viroveri rozliseni 2,3 A . Unikdtnim atributem struktury

Jsou chlopné lokalizované v useku Thr71 az Serl00.
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Obr. 45 Skupina PO/ nachdzejici se na rozhrani monomerii participuje na mezifetézcovych

interakcich a stabilizaci dimeru.

Obr. 46 Superpozice struktury mNKR-P1A (modre) a lidského CD69 (fialové) v oblasti chlopné.
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6. DISKUZE

Receptor mNKR-P1C znamy také jako antigen NK1.1 patii spolu s mNKR-P1A mezi
nejstar§$i a nejznaméjs§i NK receptory. Ackoliv od jejich objevu uplynulo téméf 20 let,
zustavaly aZ doposud zahalené rouskou tajemstvi. I pfes intenzivni vyzkum mnoha svétovych
laboratofi se je$té nikomu nepodafilo pftipravit rozpustnou formu téchto receptori a
charakterizovat je at’ uz vazebn¢ nebo strukturné€. Struktura nebyla aZ doposud vyfreSena pro
zadny receptor rodiny NKR-P1. A pravé tato diplomova prace pfedklada prvni poznatky
o rekombinantni pfipravé extracelularni domény mNKR-P1A a mNKR-P1C, dale dikazy o
jejich neobvyklé stabilité, rozsahlé poznatky v oblasti jejich vazebné specifity a nékterych
strukturnich aspektech a nakonec rozieseni struktury mNKR-P1A, kterd disponuje unikatnim
proteinovym foldem.

Proteiny mNKR-P1A a mNKR-PIC byly exprimovany v bakteridlnich buiikach
s pouZitim expresniho vektoru pET-30a(+), ve kterém byly zaklonované fragmenty DNA
kodujici extracelularni Casti receptori. Exprese mNKR-P1A a mNKR-P1C byla potvrzena
peptidovym mapovanim pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF. Dal§im krokem
byla optimalizace proteinové exprese, pfiCemz optimalizovanymi parametry byl jednak cas
proteinové produkce, dale teplota produkce a koncentrace induktoru IPTG. Elektroforetickou
analyzou frakci po diferencni centrifugaci bunééného lyzatu bylo zjisténo, Ze mNKR-P1A je
exprimovan do inkluznich télisek, zatimco mNKR-P1C do inkluznich télisek a ¢astecné i do
cytoplazmy. Pokusy o purifikaci rozpustné formy mNKR-P1C zcytoplazmy pouZitim
kombinace chromatografickych technik se ukazaly jako netspé&$né. Proto byly oba proteiny
izolovany a purifikovany vyhradné z inkluznich télisek. Disledkem tohoto postupu bylo, Ze
pfi izolaci inkluznich télisek mNKR-P1C dochazelo k nezanedbatelnym ztratdm proteinu do
promyvacich pufri, coZ se projevilo 0 19% niz$im vytéZkem v porovnani s mNKR-P1A. In
vitro renaturace rekombinantnich proteini byla realizovdna metodou rychlého natedéni
s vyuZitim L-argininu jako nizkomolekuldrniho chaperonu. Zajimavym aspektem
optimalizace renaturace je, Ze oba proteiny se renaturovaly pfibliZn€ se stejnou ucinnosti ve
vSech testovanych podminkach, které se lisily koncentraci L-argininu, pomérem
cysteamin/cystamin a pH. Tato vlastnost je pro rekombinantné pfipravované NK receptory
poméme atypicka, napiiklad lidské a potkani ortology NKR-P1, pfipadn¢ i ortology CD69
studované ve skupiné prof. Bezousky jsou na podminky renaturace vyrazné senzitivnéj$i. Za

optimalni podminky renaturace byly nakonec zvoleny podminky ekonomicky nejvyhodné;jsi,
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tj. obsahujici 0,4 M L-arginin. Po renaturaci byly oba proteiny purifikovany na koloné
Q-Sepharosy FF anésledné¢ na kolon€ Superdex 75 HR 10/30. Pfi velkoobjemovych
produkcich za optimélnich podminek apfi velkoobjemovych renaturacich za optimalnich
podminek se vytézky z 1 litru bunééné kultury na LB médiu pohybovaly okolo 21 mg pro
mNKR-P1A a 17 mg pro mNKR-P1C. Uvedené mnozZstvi je moZné vyrobit za 4-6 dni po
transformaci kompetentnich bun¢k. Vysoké Cistota proteinovych preparati byla potvrzena
hmotnostni spektrometrii FT-ICR. SDS elektroforéza za redukujicich a neredukujicich
podminek dokumentovala, Ze oba proteiny jsou homogenné akompaktné sfoldované.
Molekulovd hmotnost proteinovych preparati stanovend hmotnostni spektrometrii FT-ICR
potvrdila odstépeni iniciatniho methioninu z N-termindlniho konce a zformovani tfech
disulfidovych vazeb. Disulfidové vazby byly nasledn€¢ lokalizovany hmotnostné
spektrometrickou analyzou peptidovych fragmenti po $tépeni proteind trypsinem a Asp-N.
Uspofadani disulfidovych vazeb vmNKR-PIA amNKR-PIC je Kkonzistentni s
konzervovanym uspofddanim disulfidi, které je charakteristické pro proteiny rodiny
C-lektind, tj. parovani prvniho cysteinu s druhym, tfetiho se Sestym a ¢tvrtého s patym [212].

Za ucelem ovéfeni poskladani proteinovych preparati metodou NMR byly oba proteiny
izotopové znadeny izotopem dusiku "°N. Proteiny byly produkovédny na M9 minimalnim
médiu, kde jedinym zdrojem dusiku byl *NH4Cl. Po optimalizované produkci, renaturaci
a purifikaci bylo z 1 litru M9 minimélniho média ziskédno 1,9 mg N-mNKR-P1A a1,2 mg
>N-mNKR-P1C, coz piedstavuje 9 a 7% vytézku z 1 litru LB média. Disperze signald
z 'H-'>"N HSQC spekter potvrdila, Ze oba proteiny jsou kompaktné sbalené.

Oba rekombinantni proteiny disponuji vyjimeénou stabilitou a rozpustnosti. Teplota
denaturace mNKR-P1A o hodnoté Tn,=69,1 °C a mNKR-PIC o hodnoté T,,= 71,6 °C
stanovena diferencni skenovaci kalorimetrii je porovnatelna s né€kterymi preparity CD69
[210]. Na rozdil od preparati CD69 maji preparaty mNKR-P1A a mNKR-P1C velmi dobrou
dlouhodobou stabilitu, coz vyplyva z piekryvu 'H-'>N HSQC spekter ziskanych pfed a po
92 dnech skladovani pti 6 °C, a zaroveii i biochemickou stabilitu po 21 dnech inkubace pfi
37°C, coz vyplyva zSDS elektroforetické analyzy. Pozoruhodna stabilita mNKR-P1A
amNKR-PIC in vitro situuje oba proteiny do pozice kandidati pro potencidlni terapeutické
ucely.

Za u&elem prozkouméni vlivu Ca®’ jontdi na pfipravené rekombinantni proteiny byly
mNKR-P1A a mNKR-P1C renaturovany v renatura¢nim pufru s optimalizovanymi pod-

minkami a absenci CaCl,. Po dobu renaturace, purifikace a SDS elektroforézy finalnich
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preparati za redukujicich a neredukujicich podminek nebyly pozorovany zadné anomalie
oproti proteinim skladanym v p¥itomnosti CaCl,. Otdzka vlivu Ca** na vazebnou specifitu
a z toho vyplyvajici postaveni mNKR-P1A a mNKR-P1C v roding¢ C-lektind vSak zlstava
nezodpovézena.

Velikost a tvar obou proteinG byl studovin pomoci nékolika experimentu.
Hydrodynamicky polomeér ziskany z distribuce velikosti obou proteind, ktera byla urcena
méfenim dynamického rozptylu svétla, naznacuje, Ze se oba proteiny nachazely
ve studovaném roztoku ve formé monomeru. Tento fakt byl potvrzen méfenim sedimenta¢ni
rovnovdhy anaslednym vypoétem molekulové hmotnosti, kterda dobfe korelovala
s molekulovou hmotnosti proteinti v monomernim stavu. Dal$im dikazem potvrzujicim
monomerni formu obou proteind je Sitka spektralnich ¢ar na 'H-'’N HSQC spektrech. Tato
zjisténi ale nejsou konzistentni s vysledky gelové chromatografie, kde poloha elu¢nich maxim
odpovidala proteinu o molekulové hmotnosti 31 kDa, coz koresponduje s nekovalentnim
dimerem mNKR-P1A resp. mNKR-P1C. Tuto diskrepanci je moZno vysvétlit posunem
rovnovahy monomer-dimer v zavislosti na iontové sile, ktera byla pozorovana i v pfipadé
CD69 v diplomové praci Ondieje Vailka [213]. Tato domnénka je zaloZena na skutecnosti, Ze
proteinové preparaty mNKR-P1A a mNKR-PIC byly zkolony Superdex 75 HR10/30
eluovany pufrem, ktery obsahoval 150 mM chlorid sodny, zatimco méfeni dynamického
rozptylu svétla, sedimentaéni rovnovahy nebo 'H-'""N HSQC spekter bylo provadéno v pufru
s 50 mM koncentraci chloridu sodného.

Tvar molekuly mNKR-P1A byl na zakladé méfeni sedimentaéni rychlosti aproximovan
Tellerovou metodou jako zplostély rotaéni elipsoid s délkami os 2a = 5,27 nm a 2b = 2,14 nm.
Analogicky byl i tvar mNKR-P1C aproximovan Tellerovou metodou jako zplostély rota¢ni
elipsoid s délkami os 2a = 5,23 nm a 2b = 2,08 nm.

Dale byly s radioaktivné a fluorescen¢né znac¢enymi preparaity mNKR-P1A a mNKR-P1C
provedeny série vazebnych experimenti k sacharidovym ligandtiim. Zakladni vazebné
experimenty radioaktivn€ znacenych proteinti k neoglykoproteinim a pfirozenym glyko-
proteinim imobilizovanym na PVDF membrané prokazaly vazbu na B-D-GlcNAc-BSA,
B-D-GalNAc-BSA, fetuin a ovomukoid. V inhibi¢nich vazebnych experimentech na mikro-
titracnich destickach pokrytych B-D-GIcNAc-BSA byly s dobrou reprodukovatelnosti uréeny
hodnoty —log ICs jen u osmi inhibitort, kde nejlep$im inhibitorem proteinu '*I-mNKR-P1A
byl inhibitor &. 8 (Tabulka 3) a nejlepsim inhibitorem '*I-mNKR-P1C byl inhibitor &. 7
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(Tabulka 3). Zajimavym aspektem byla rozdilna afinita k sialovym kyselinam, které se liily

polohou vazby na laktézu. U obou proteini byla pozorovana vyssi afinita k sialovym
kyselinam s vazbou na laktézu o (2—3) v porovnani s vazbou a (2—6). Déle byla studovana
vazebna specifita fluorescenéné znaéenych proteind ke spektru sacharidii imobilizovanych na
mikrotitara¢ni desti¢ce ve formé BSA konjugatli. Tyto sacharidy byly na zékladé strukturnich
vlastnosti rozdéleny do 8 modult, které jsou uvedeny v Tabulce 4. Modul 1 byl tvoien
jednoduchymi sacharidy, ze kterych se na oba proteiny s nasledujici afinitou véazaly:
B-D-GlcNAc > B-D-GalNAc > o-D-GalNAc > o-L-Fuc. V Modulu 2, ktery tvofily neutralni
linedrni  homooligomery byla pozorovdana vazba na oligomery chitobiosy a
GalNAcP1,4GalNAc, pfiemZ se zvySujicim se poftem monomernich jednotek se afinita
k receptorim zvySovala. Na druhou stranu nebyla pozorovana vazba k oligomertim
maltobiosy a celobiosy, coz jasné dokumentuje specifitu receptorii k 2-acetamidosacharidim.
Vazebné experimenty s neutralnimi linearnimi heterooligomery, které jsou souc¢asti Modulu 3,
dokumentuji, Ze afinita receptori zavisi na délce fetézce heterooligomeru ana povaze
monosacharidové jednotky na neredukujicim konci. Afinita receptori Kk hetero-
oligosacharidiim se se zvétsujici se délkou fetézce zvySuje, coz dokumentuje klesajici afinita
GIcNACcB1,4GIcNACB1,4GlcNAc-B1,4GalNAc >  GIcNAcP1,4GIcNAcP1,4GalNAc >
GIcNAcP1,4GalNAc. Oba receptory maji vyssi afinitu k heterooligomerim, které maji na
neredukujicim konci GalNAc v porovnani heterooligomery disponujicimi GlcNAc.
Analogicka zavislost afinity na délce fetézce ana povaze monosacharidové jednotky na
neredukujicim konci byla pozorovana i u potkaniho ortologu NKR-P1A [214].

Afinita k jednodu$e vétvenym neutralnim oligomerim (Modul 4) je niZ§i nez u linearnich
oligomerd, coZ naznacuje, Ze mNKR-P1A a mNKR-P1C nemaji vesvé CTLD doméné
dostate¢né velkou ryhu pro vazbu vétvenych sacharidi. Z Modulu 5, ktery tvofi neutralni
komplexn¢ vétvené oligomery, byla pozorovana vazba s afinitou podobnou k Modulu 4 jen na
oligomery, které mély na neredukujicim konci GIcNAc, a to heptasacharid N; a nonasacharid
N4 (struktura je uvedena ve vysvétlivkach pod Tabulkou 4). Vyssi afinita byla pozorovéana
k dendrimeru G, ajeSt€¢ vysSi afinita k dendrimeru Gg, ktery méa v porovnani s Gy
dvojnasobny pocet antén. Vysokou afinitu k dendrimerim je mozné vysvétlit zna¢nou
prostorovou flexibilitou sacharidovych fetézcti. V Modulu 6 byla testovana afinita k nabitym
lineArnim a jednoduse vétvenym oligomerim. Byla pozorovana vazba na

GIcNACcB1,4GalNAcA, coz je sacharid, ktery ma na konci nabitou N-acetylgalakturonovou
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kyselinu. Oba receptory mély vyraznou afinitu k sialovym kyselindm, které byly vazané na
galaktosu vyhradné€ a (2—3) vazbou. Na druhou stranu afinita k sialovym kyselinam vdzanym
na galaktosu a (2—6) vazbou byla velmi nizka. Afinita ke komplexné€ vétvenym nabitym
oligomerim (Modul 7) je v porovnani s nabitymi linedrnimi a jednoduse vétvenym oligomery
niZ§i, coz opét poukazuje na ryhu ve struktufe proteind, ktera neni dostate¢né velka pro vazbu
vétvenych sacharidd. Nejvyssi afinita ze vSech testovanych latek byla pozorovana u Modulu
8, ktery tvofi nabité sulfatované oligomery odvozené od heparinu, dale chondroitinsulfat a
fosforylované tetra a penta mannosové oligomery. Nevyhodou téchto sacharidd je vysoka
cena anizka stabilita. Podobna specifita k sacharidim Modulu 8 byla pozorovana i u
potkaniho ortologu NKR-P1A [178].

Z vazebnych experimenti tedy vyplyvda, Ze mNKR-P1A a mNKR-P1C maji vysokou
afinitu k zaporné€ nabitym sacharidim, at’ uz sulfatovanym, fosforylovanym nebo sialovanym
(vyhradné s vazbou na galaktézu a (2—3)) a déle na sacharidy, které maji na neredukujicim
konci acetamidosacharid (GIcNAc nebo GalNAc). Afinita dale zavisi na délce oligomeru
a jeho vétveni. Na zavér vazebnych experimentd je moZno konstatovat, Ze vazebna specifita
mNKR-P1A a mNKR-P1C je podobna specifité potkaniho NKR-P1A.

Dalsim krokem byla krystalizace obou rekombinantnich proteint. Krystalizaéni podminky
mNKR-P1A byly optimalizovany a byly pfipraveny monokrystaly mNKR-P1A vhodné pro
rentgenovou strukturni analyzu. Na druhou stranu krystaliza¢ni podminky mNKR-P1C se
doposud optimalizovat nepodafilo.

Z namétenych difrakénich dat byla metodou molekulového nahrazeni vyfeSena struktura
mNKR-P1A do rozli$eni 2,3 A. Struktura mNKR-P1A, kterou vyfesil Ing. Petr Kolenko je
prvni znama struktura vrodiné NKR-P1. Jejim zékladem je fold do velké miry podobny
s foldem CTLD. Podobné¢ jako u CTLD se i vdoméné¢ mNKR-P1A nachéazeji dva a-helixy
(al a02) adva antiparalelni B-listy. Pfitomnost tfech disulfidovych vazeb zafad’'uje CTLD
doménu mNKR-P1A do tzv. dlouhych domén. V doméné¢ mNKR-P1A bylo pozorovano
propojeni al-helixu s B5 vlaknem prostfednictvim disulfidové vazby mezi Cys34/Cys122, coz
je jeden z nejkonzervovanéjsich rysi CTLD domény.

Obsahem asymetrické jednotky je dimer, coz vSak nevylucuje pfitomnost monomeru
v roztoku. mNKR-P1A se li§i od proteini s CTLD povahou interakci, které participuji na
zformovéni a stabilizaci dimeru. U vétSiny proteinti s CTLD je dimer stabilizovany pfedev§im

hydrofobnimi interakcemi postrannich fetézct a2 helixu a vodikovymi vazbami mezi 0
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vldkny. V krystalové struktufe mNKR-P1A zastdva tuto funkci PO4>  skupina, ktera byla
lokalizovana na rozhrani monomert.

Nejzajimavéj$im atributem struktury mNKR-P1A je smycka nebo chlopeni extendovana
z konzervované domény proteinu, ktera disponuje tfetim o3 helixem. Unikatni chlopeii
lokalizovana v useku Thr71 a Ser100 interaguje v krystalu s dal$i symetricky sdruzenou
molekulou mNKR-P1A. Chlopeii nebyla doposud pozorovana u Zzadného C-lektinového
receptoru nachazejiciho se na povrchu NK bun¢k. Podobna struktura v8ak byla pozorovana
v CTLD doméné¢ receptoru vazajiciho manozu, ktery se nachazi na povrchu makrofagu [215].
Funkce chlopné mNKR-P1A, jeji flexibilita, pfipadné participace na vazani sacharidu ztstava
nevyfeSena. Dal$i vazebné a strukturni aspekty mNKR-P1A amNKR-P1C budou
diskutovany v pfipravovanych ¢lancich.

Poznatky vyplyvajici z diplomové prace zaroven oteviraji spektrum mozZnosti pro dalsi
vyzkum téchto receptori. Zajimavym namétem miZe byt studium funkce a flexibility
pozorované chlopné¢ metodami NMR spektroskopie, dale lokalizace vazebného mista
kokrystalizaci proteinu s ligandem a néslednou rentgenové strukturni analyzou, nebo studium
afinity proteinu mNKR-P1A s deletovanou chlopni. Za pozornost by stalo i studium afinity
dimernich forem receptoru, které byly pfipraveny sitovanim pomoci EDC, nebo vyzkum
vazebné specifity k membranam nadorovych bun€k. Preparaty mNKR-P1A je dale mozné
pouzit na vyrobu protilatek proti tomuto receptoru. Protilatky proti mNKR-P1A, které
doposud neexistuji, by mohly byt nasledné aplikovany v detekci fyziologického ligandu
tohoto receptoru a mohly by tak poodhalit dal$i tajemstvi svéta NK bunék.

97



Souhrn

7. SOUHRN

Byla vyvinuta strategie pro rekombinantni pfipravu mNKR-P1A a mNKR-P1C.
Poskladani proteinovych preparatd bylo potvrzeno NMR spektroskopii.

Metodou dynamického rozptylu svétla, sedimentacni rovnovéahy a proteinové NMR
spektroskopie bylo zjisténo, Ze oba proteiny se nachazeji v roztoku ve formeé

monomeru.

Tvar mNKR-P1A a mNKR-P1C byl na zdklad¢ méfeni sedimentacni rychlosti

a Tellerovy aproximace odhadnut na zplostély rotacni elipsoid.

VysSetfeni fyzikalné-chemické a biochemické stability in vitro poodhalilo, Ze oba

proteiny disponuji vyjimecnou stabilitou.

Vazebné experimenty prokazaly, Ze mNKR-P1A a mNKR-P1C maji podobnou
vazebnou specifitu jako potkani NKR-P1A.

Byly nalezeny krystaliza¢ni podminky mNKR-P1A a Ing. Petrem Kolenkem byla
vyieSena struktura mNKR-P1A, ktera disponuje unikatnim proteinovym foldem.
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