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1. Uvod

NK buniky jsou bunky imunitniho systému, které zprostiedkovavaji vrozenou
imunitu proti patogeniim a nadorim, aniZz by musely byt pfedem vystaveny antigenu.
Mohou tak zastavat okamzitou protivirovou obranu jiz béhem pocateéni faze pred
zahdjenim tvorby protilatek a pfed vyvojem specifickych cytotoxickych T-lymfocyti.
NK buniky maji na svém povrchu Sirokou $kalu inhibi¢nich a aktivacnich receptord,
Z nichz vyznamnou rodinu tvofi receptory C-lektinového typu, z nichz byla prvni
objevena praveé rodina NKR-P1.

Byly zde porovnavany rtzné zpusoby pfipravy dimerni formy mysiho NK
bunééného aktiva¢niho receptoru NKR-P1C. Dimerni rozpustna forma NKR-P1C byla
pfipravena rekombinantni expresi nejprve pomoci tranzietni transfekce bunééné linie
HEK?293 (human embryonic kidney 293) jako 1gG-Fc fuzni protein z n&jz bylo mozno
po afinitni purifikaci, $tépeni TEV protedzou a naslednou HPLC chromatografii ziskat
Cisty dimer NKR-P1C. Posléze byla optimalizovana i bakteridlni exprese v buiikédch
E. coli kmene BL-21 Gold v LB i v ZYP-5052 autoindukénim médiu, nasledna izolace

inkluznich télisek, renaturace a purifikace dimerniho proteinu.
Klicova slova:
NKR-P1C, lektin, receptor, dimer, HEK293, LB medium, ZYP-5052, inkluzni téliska

Key words:

NKR-P1C, lectin, receptor, dimer, HEK293, LB medium, ZYP-5052, inclusion bodies



2. Literarni uvod

2.1. Imunitni systém

Imunitni systém je vysoce specificky obranny systém, ktery rozpoznava, eliminuje a
zapamatovava si cizi makromolekuly a buiiky." Podili se na zachovéani celistvosti
Organismu.2 Jeho funkci je udrZzovani integrity organismu, ochrana proti patogeniim,
schopnost rozpoznat a eliminovat tkan¢ a buiiky, které byly poskozeny, infikovany nebo
usmrceny.

Funkce imunitniho systému se projevuje jako: obranyschopnost — imunitni systém
a jejich toxickym produktim; autotolerance — pii niz imunitni systém rozpoznava
vlastni tkané a udrzuje viéi nim toleranci; imunitni dohled — kdy imunitni systém

rozpoznava vnitini $kodliviny, pribézné odstranuje staré, poskozené a nekteré zmeénéné

(mutované) buiiky. 2

2.1.1. Druhy imunitnich mechanismi

Imunitni systém zajiStuje vzdjemnou provazanost mechanismd imunity antigenné
specifické (adaptivni) a nespecifické (neadaptivni, vrozené).”  Funkei imunitniho
systému vykonavaji humoralni faktory, nebo krevni buniky. Buiiky koluji v krevnim a
miznim obéhu a v ptipad¢ potieby vycestuji do tkané, kde je jich potteba. Nektere
buiiky imunitniho systému jsou usazeny ve tkanich a necestuji. Humoralni faktory jsou
soucasti krevniho séra, jsou to protilatky, krevni bilkoviny nazyvajici se komplement a
celd fada dalsich bilkovin, které se udastni v akutni fazi zan&tu.® Pisobi jako opsoniny,
tj. latky, které vazbou na mikroorganismus usnadni jeho pohlceni fagocytujicimi
buiikami.>® Podle toho, zda se v reakci vice uplatni humoralni faktory nebo buiiky,

se slozky imunity rozdé&luji na humoralni a bun&ené (tab. 1, str. 11).°
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Tab. 1: Srovnani humoralni a bunééné imunity.®

Humoralni Bunécna
Nespecifické Proteiny akutni faze, NK buiiky, neutrofilni
y leukocyty, monocyty,
slozky komplement ,
makrofagy
Specifické o
sy Protilatky T-lymfocyty, B-lymfocyty
Obrana proti
Obrana proti intracelularné zijicim
Hlavni P mikroorganizmim, u

extracelularné zijicim

funkce : .
mikroorganizmim

neutrofilti 1 obrana proti
extracelularnim org.,

zanétliva reakce

Nesrazliva krev, bioptické
vzorky tkani, eventudlné
jiné zdroje
(mozkomi$ni mok)

Sérum, plazma a jiné
tekutiny (sliny,
mozkomisni mok)

Material na
vysetieni

Specifické mechanismy reaguji na cizorodé struktury prostfednictvim vysoce
specifickych molekul, jako jsou protilatky pro humoralni slozky, nebo antigenné
specifické T-a B-lymfocyty, které se po diferenciaci do plazmatickych bunck stavaji
producenty protiléttek.z’3 Aktivuji se aZz po setkdni sdanym antigenem. Jejich
charakteristickym rysem je imunologicka pamét’, coz je ovlivnéni piedchozim setkdnim
se Skodlivinou. Jsou pomalejsi neZ mechanismy nespecifické, k rozvoji reakce je tieba
n&kolik dni az tydni.?

Nespecifické mechanismy jsou vrozené, a jsou evolu¢né star$i. Tvoti je humoralni a
bunééné slozky. Bunécné nespecifické systémy jsou reprezentovany fagocytujicimi
bunikami a pfirozené cytotoxickymi bunikami (NK bunky, ,,natural killer cells®).
Nespecifické slozky nemaji imunologickou pamét, na ptfitomnost Skodliviny reaguji

rychle (minuty).?
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2.1.2. Bunky imunitniho systému

Cast imunitniho systému je tvofena riznymi druhy bilych krvinek (leukocyty).”
Vsechny druhy leukocytli pochazeji z multipotentnich (univerzalnich) kmenovych
bunék, které jsou pfitomny v kostni dieni po cely ivot.>® Vlivem ruznych faktort
se jich cast diferencuje na ruzné typy leukocytt (obr.l1). Takto zplsobeny ubytek
kmenovych bun¢k je kompenzovan jejich délenim. Ve zralych stadiich se pak nachazeji

V krevnim ob¢hu, kde mohou ziistat, nebo vycestovat do tkang.*
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Obr. 1: Diferenciace riznych druhi leukocytii z kmenové buiiky.?

Z kmenové bunky vznikaji dvé zékladni linie — myeloidni a lymfoidni. Z myeloidni
linie vznikaji myeloblasty, z nichz dale vznikaji monocyty (cirkuluji v krvi a ve tkanich,
kde se diferencuji na makrofagy, jsou to dulezité antigen prezentujici buniky (APC,
»antigen presenting cells“) pro T-lymfocyty, jsou soucasti antigenné specifické &asti
imunitniho systému?) a t¥i druhy granulocytii: bazofily, eozinofily a neutrofily. Dalimi
druhy myeloidnich bun¢k jsou erytrocyty (Cervené krvinky) vyvinuté z erytroblasti a
megakaryocyty, které se diferencuji na trombocyty.2 Vsechny druhy myeloidnich bunék
tvoii zéklad nespecifické ¢asti imunitniho systému. VétSina je schopnéd fagocytozy a

jsou producenty cytokinﬁ.2
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Bunky z lymfoidni linie se diferencuji na NK buiky (velké granulédrni lymfocyty) a
na T- a B-lymfocyty (malé lymfocy‘[y).2 B-lymfocyty se vyvijeji v kostni dieni a
dokonceni vyvoje probihd az po setkani s antigenem v sekundarnich lymfoidnich
organech jako je slezina nebo lymfatické uzliny.”® T-lymfocyty se vyvijeji v brzliku
(thymus), nékteré subpopulace i mimo né&j. Brzlik opoustéji bud’ jako Th-prekurzory
pomocnych T-bunék nebo Tc-prekurzory cytotoxickych T-bunck, které se po setkani
s antigenem na povrchu APC diferencuji na zralé efektorové buiiky.? Po aktivaci tyto
buiky produkuji rozpustné mediatory zvané cytokiny, které aktivuji dalsi slozky

imunity, nebo samy sebe. Stavaji se z nich bunky cytotoxické nebo regulaéni.3

2.2. NK bunky

NK buiiky (natural killers) byly objeveny vroce 1975 a pojmenovany podle
schopnosti rychle rozpoznavat a zabijet nadorové a virové infikované buiiky in vitro,
bez predchozi stimulace, proliferace ¢&i diferenciace.>>® Nejdastdji se vyskytuji
v nelymfoidnich organech, jako jsou plice nebo jatra. Dale se nachazi v krvi, kostni
dfeni nebo ve sleziné a obcas se vyskytuji 1 v miznich uzlindch a v brzliku.
U normalnich jedinct tvoti NK bunky 10-15 % lymfocyta v periferni krvi a 1-2 %
lymfocytil nachazejicich se ve slezing.”®
NK buinky jsou velké granularni lymfocyty (LGL), které nejsou ani T- ani

1781 237 Na rozdil od T-lymfocyti
se NK bunky mohou vyvinout nezavisle na brzliku.*® Patii do systému nespecifické
imunity.? Pro vyvoj a rozsifeni NK bungk je dalezity interleukin 15 (IL15).%°

Miizeme je od cytotoxickych T-lymfocytii odlisit podle povrchovych antigenné
specifickych receptord a podle toho, ze NK buitkky nemaji imunologickou pamét’.z'7 NK
buiky mohu byt identifikovany podle nékterych charakteristickych diferenciacnich
antigenl (obr. 2, str. 14). Pro vSechny buniky NK jsou charakteristické molekuly CD16
(receptor pro Fc ¢ast protilatky) a CD56 a také to, Ze neexprimuji T-bunécny receptor
CD3 (TCR, ,,T-cell receptor-).3’
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Diferenciaéni antigeny leukocytt
vyjadiené na burikach NK
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0o 20 40 80 380 400
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Obr. 2: Antigeny vyjadfené na NK buiikach.’

2.2.1. Funkce NK bunék

NK buiiky jsou diky své cytotoxicité schopny zabijet nddorové buiiky, aniz by byl
hostitel pfedem danymi nadorovymi buiitkami zamérné imunizovan, tvoii tak dulezitou
slozku obrany pifed virovou infekci a nadory. Zabijeji builkky transformované,
infikované, pokryté vrstvou protilatek, transplantované & stresované buiiky.*"*! Jelikoz
NK buiiky reaguji, aniz by musely byt pfedem vystaveny antigenu, mohou zastivat
okamzitou protivirovou obranu jiz béhem pocatecni - latentni faze pied zahijenim
tvorby protilaitek a pied vyvojem specifickych cytotoxickych T-lymfocytd (CTL,
,.cytotoxic T-lymphocytes©).” NK buiiky maji i dileZité regulaéni funkce — jsou zdrojem
cytokinit IFN-y, IL-3, M-CSF a mnohych dal$ich. Tyto latky ovliviiuji diferenciaci
efektorovych Th bungk, ale také krvetvorbu (hematopoézu).?

2.2.2. Bunécné rozpoznavani

Dlouho se nevédelo, jak NK bunky rozeznavaji abnormalni buiiky, kdyz nemaji
antigenn¢ specifické receptory.2 Nyni vime, ze na rozdil od vétSiny CTL bunky NK

rozpoznavaji a zabiji jak vlastni buiiky (autologni), tak alogenni nadory,” které maji
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na povrchu abnormalné malo MHC glykoproteina 1. tiidy (obr. 3); lidské MHC se
oznaduji jako HLA, mysi jako H-2 komplex.>*®® MHC glykoproteiny 1. tfidy jsou
slozeny ze dvou polypeptidovych fetézcli — dlouhého transmembranového fetézce a a
snim nekovalentné¢ asociovaného kratkého ftetézce [P, ktery se nazyva
B2-mikroglobulin.?** V fetézci a 1ze rozlisit tfi domény: dvé N-terminalni, a1 a oy, které
vytvareji vazebné misto pro peptidy. Tieti doména a3 a fam jsou strukturné podobné

. . , Lo 2
imunoglobulinovym doménam.

peptid

ptammaselbq LA
membrinal § L4 00Y | {SE4EE4E84LLY

cytoplazma

Obr. 3: Znazornéni struktury MHC glykoproteind 1. ‘[Fidy.2

MHC glykoproteiny 1 tfidy jsou pfitomny na vSech zdravych jadernych buiikach
organismu (na somatickych bunikach se primérné nachazi né€kolik desitek tisic MHC
molekul a na riznych druzich leukocytii — hlavnd APC — jests fadové vice).? Zakladni
funkci MHC gp I. je vazat peptidové fragmenty proteini produkovanych buiikou a
vystavovat je na bunécny povrch tak, aby byly potencidlné¢ rozeznatelné pro
T-lymfocyty (pomoci jejich antigenné specifickych receptortit TCR).?

Buniky s expresi MHC gp. I jsou pfed NK buitkkami chranény, ale pokud u téchto
bunék k expresi MHC gp. I nedochazi, jsou NK bunikou vyhledany a zniCeny. Tento
pfipad nastdva pravé u bunék infikovanych virem nebo nadorovych bunék, kde je
exprese MHC gp. I potlacena. Pro tento mechanismus NK bunééného rozpoznavani se

proto vzil nazev ,,missing-self* hypotéza (obr. 4, str. 16).2
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Obr. 4: Odpovéd NK bun¢k vyvolana chybéjicim MHC gp. I na povrchu cilovych
bunék.

a) interakce s normalni, autologni cilovou bufikou: NK butika piijme signal a jelikoz cilova
burika méa na svém povrchu vlastni MHC gp. I, nedojde k zabiti buiiky disledkem inhibi¢nich
signald

b) pokud cilové buniky maji snizené mnozstvi MHC gp. I disledkem virové infekce nebo
transformace, nedojde k vazbé inhibi¢nich receptori s NK burikou, ktera tak nema inhibované
cytotoxické mechanismy a vnima cilovou buiiku jako ,,missing-self” a dojde k zniceni cilové
bunky

C) pii alogenni transplantaci hostitelské NK buiky reaguji s buitkami darce, které maji cizi
,non-self“ MHC gp. 1., ve vétSiné pripadt u téchto cizich MHC gp. T molekul nedojde
k spravné funkci vSech inhibi¢nich receptorti na povrchu hostitelské buiky, coz vede kl1yze

alogennich bun&k."
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2.2.3. Cytotoxicita NK bunék

NK bunky se aktivuji interferony a a B, které jsou produkované riiznymi bunkami
imunitniho systému po virové infekci a zvySuji rezistenci normalnich bun€k na virovou
infekci. Interferony a a B inhibuji replikaci viru a v dosud neinfikovanych bunkach
navozuji antivirovy stav branici rozvoji infekce. Interferon o a v mensi mife i interferon
vy zvySuji cytotoxickou aktivitu NK bunék.”’ Na aktivaci se dale podileji receptory na
povrchu bunék, adhezivni molekuly a receptory cytokinﬁ.12 Napiiklad infikované
makrofagy produkuji aktivator NK bun¢k — IL-2. Po vystaveni IL-2 v tkanové kulture
ziskaji buiky NK vyznamnou schopnost zabijet bunky vSech typli néadorti, aniz
by poskozovaly vétSinu normalnich tkani. Tomuto jevu se fika zabijeCska aktivita
aktivovana lymfokiny (LAK). IL-2 kromé& toho, ze zvySuje cytotoxickou aktivitu,
pusobi také jako ristovy faktor a vyvolava hojné mnozeni NK bunék.?’

Hlavnimi cytotoxickymi nastroji NK bunék, které vyuzivaji i CTL aCD8"
T-lymfocyty, jsou cytotoxickd granula (specializované lysozomy) obsahujici protein

2,311 SR L e I
Po rozezndni poskozené bunky cytotoxicka

perforin a protedzy zvané granzymy.
granula migruji k plazmatické membrané v misté kontaktu obou bunék, fuzuji sni a
jejich obsah je uvolfiovan za piitomnosti Ca?* do uzké §térbiny mezi buiikami

(tzv. degranulace).?*®

Perforin vytvari v cytoplazmatické membrané pory, které
zpiisobuji prodéravéni membrany, coz miiZze vést az k smrti buiiky osmotickou 1}'Izou.2
Vétsinou jsou vSak tyto pory malé a slouzi k tomu, ze se jimi do poskozené bunky
dostanou granzymy, které pak $té€pi v cytoplazmé prekurzory proteaz ze skupiny kaspaz,
které se tim aktivuji. Kaspazy pak spusti kaskadu reakci, ktera vede k apoptotické smrti
buiiky.?

DalSim spoustécim mechanizmem cytotoxické aktivity NK bunck je systém
Fas-ligand (FasL), ktery patfi do rodiny receptori TNF molekul a vaze se na
»apoptoticky receptor Fas (CD95) pfitomny na povrchu mnoho riznych typt bunék.
Signaly, které se ptendseji pres receptor Fas do bunky aktivuji kaspazy, které spusti
kaskadu reakci, coz vede k apoptotické smrti cilové bunky. Tento mechanizmus neni
zavisly na pritomnosti Ca®" jontt.”™® Kromé cytotoxické aktivity NK buiiky vykazuji
I buné¢nou cytotoxicitu zavislou na protilatkach (ADCC). Cytotoxicka vykonna burika
zabiji cilovou buiku, jejiz povrch je pokryt navazanymi protilatkami.” Vazba cilové a

vykonné bunky a prevod signdlu se déje prostiednictvim povrchového bunééného
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receptoru, ktery se nachazi na cytotoxické vykonné buice a ktery vaze Fc oblast
imunoglobulinu 1gG. Tyto vykonné buiiky v ADCC se difive nazyvaly bufikami K
Jkiller cells*.” Vé&tsinu ADCC v obihajici krvi vyvolavaji NK buiiky a mal4 podskupina
T-lymfocytd, pomoci receptoru CD16, ktery specificky rozpoznava Fc fragment IgG.
Pti setkani s buiikou, kterd vaze na svém povrchu protilatky IgG, se imunocyty pomoci
CD16 navazi na Fc fragment téchto protilatek. To pak zplsobi agregaci receptord,
prenos signalti a degranulaci buiiky.””

Jako obrana proti cytopatickym virtim se nejvice uplatituji protilatky, které brani
infekci dalsich bungk.? Molekula kazdého Ig se sklada ze 4 fetézcl: dvou lehkych
fetézcl (L) a dvou tézkych fetézci (H), pricemz celd molekula Ig je tvoZzena dimerem
dvojice L a H fetézct (obr. 5). Podle typu a zastoupeni fetézcli vznikaji rizné tiidy Ig
(IgG, IgM, IgA, IgD a IgE). Lehké fetézce maji 220 AK a tézké tetézce 450-575 AK.
Urcité oblasti v Ig jsou variabilni (Vi a V), jiné jsou stalé (Cy a Cy). Jednotlivé oblasti
Ig jsou tvofeny smyckami o 60-70 AK, ohrani¢enymi intramolekularni —S—S— vazbou.

V molekule kazdého Ig jsou dvé vazebna mista pro antigen v oblastech Vya v Y

Obr. 5: Struktura molekuly imunoglobulinu.
Fab, fragment rozpoznavajici antigen; Fc, krystalizovatelny (téZ konstantni) fragment;

V, variabilni &asti a C, konstantni ¢asti lehkého (L) a tézkého (y) fetézce."’
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Na sliznicich se uplatiuji protilatky IgA blokaci adheze viru na mukozni epitel
(hlavni obrana proti respiratnim virim). V pfipad€, ze virus pronikne do krevniho
ob¢hu, uplatiiuji se neutralizacni protilatky IgM a nasledné IgG, ktery vznikd na dany
antigenni podmét po vytvoreni IgM. V komplexu s antigenem je schopen véazat
komplement (bilkoviny v kKrevni plazmé, které se aktivuji vazbou protilatky na antigen)

a lyticky narusit membranu cizorodé buflky.z’17

2.2.4. Receptory NK bunék

NK buitky maji na svém povrchu velké mnozstvi receptorti, které miizeme obecné
rozdelit na dva typy. Receptory, které stimuluji aktivitu NK bun¢k — aktivacni, nebo
receptory které tlumi aktivitu NK bunék — inhibi¢ni.>*® Viechny inhibi¢ni receptory NK
bunck maji ve své cytoplazmatické doméné jednu nebo vice kopii tzv. inhibiéniho ITIM
motivu (,,immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif<) se sekvenci: Ile/Val/Leu/Ser-
x-Tyr-x-x-Leu/Val, kde x ozna&uje jakoukoliv aminokyselinu."® Po navazani ligandu je
tyrosin z ITIM motivu fosforylovan prostfednictvim kindzy z rodiny Src, coz vede
k aktivaci fosfatazy SH2-domény; v zavislosti na daném receptoru to mohou byt
proteinové tyrosinové fosfatasy SHP1 nebo SHP2. Aktivace SHP1 a SHP2 vede
ke snizeni fosforylace riznych intracelularnich signalnich proteind, napi. FceRly,
ZAP70, Syk. Tyto aktivované cytoplazmatické fosfatazy asociuji S inhibi¢nimi
receptory a rusi signalizacni drdhy zahdjené stimulacnimi receptory asociovanymi
s protein-kinazami.>*®  Inhibi¢ni receptory NK bun¢k jsou dvojiho typu:
imunoglobulinové receptory a C-lektinové receptory. Nemaji univerzalni receptor, ktery
by byl schopen rozeznat vSechny izotypy a alelické formy MHC gp. 1, ktery je vysoce
polymorfni.z'20

Inhibi¢ni receptory patfici do imunoglobulinové skupiny se nazyvaji KIR (,killer
inhibitor receptors®). Doposud byly nalezeny jen na lidskych NK bunkach. Vytvari
velice rozmanité imunitni odpovédi, v zavislosti na konkrétnim patogenu. KIR jsou
kodovany v oblasti 150 kb na chromozomu 19q13.4 v komplexu genti pro receptory
leukocytdi (LCR). KIR rozpoznavaji rizné molekuly HLA 1. tiidy.*?* Dalsi inhibiéni
receptory z imunoglobulinové skupiny jsou LIR, resp. ILT (CD85). Jsou pfitomny na

povrchu riznych druht leukocyti a zfejmée pomahaji tlumit jejich ptiliSnou aktivitu.?
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Inhibi¢ni receptory C-lektinové skupiny jsou znamy jak u mysi (napf. skupina
receptorti Ly-49, NKR-P1), tak lidskych NK bungk (heterodimer CD94/NKG2A).>*
Jsou to multidoménové proteiny, na které se diky domén¢ CRD
(,.carbohydrate-recognition domain“) vazi sacharidy. Rada znich viak lektinovou
aktivitu ztratila a namisto sacharidii rozpoznévaji ligandy jiné povahy, zejména
proteiny.

Lektiny obsahujici CRD muzeme rozdélit na dvé skupiny. Prvni jsou lektiny
vyskytujici se prevazné intraceluldrné v lumbalnich kompartmentech. Jejich funkei je
tfidéni glykoproteinii v sekrecnich cestach. Druha skupina zahrnuje takové lektiny, které
funguji mimo bunku a jsou tedy bud’ sekretované, nebo lokalizované na bunétném
povrchu v plazmatické membrané. Patii sem i lektiny C-typu, pro jejichz CRD je

typické, Ze pro vazbu sacharidd je nezbytna pritomnost Ca?* ionté. Vazba sacharidu

rrrrr
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endocytoza, nebo neutralizace patogentl.

Aktivaéni receptory postradaji intraceluldrni ITIM motiv a naopak Casto obsahuji
motiv ITAM (,,immunoreceptor tyrosine-based activation motif*) s charakteristickou
sekvenci  Asp/Glu-X-x-Tyr-x-x-Leu/lle-X-g)-Tyr-x-x-Leu/lle, kde x pfedstavuje
libovolnou AK.?*% NK buiiky exprimuji tii adaptorové proteiny obsahujici ITAM
motiv: FceRly, CD3( a DAP12, nazyvan také jako KARAP (,.killer activating receptor
associated protein®). Lidsky CD16 se mize vazat s FceRIly nebo CD3(, zatimco mysi
CD16 interaguje jen s FceRIy.'® Navazanim ligandu na aktivaéni receptory dojde
k fosforylaci tyrosinu v ITAM, ¢imz se aktivuji tyroSinové kinazy Syk a ZAP70
prostfednictvim SH2. Dojde ke kaskad¢ reakci, ktera zplisobi ptisun Ca®* dilezitych pro

aktivaci NK buné&k.1%%

Dal§im signalnim fetézcem vyskytujicim se u aktivacnich
receptorit NK buné¢k je DAP10, ktery nema ITAM motiv. Misto néj obsahuje pouze
kratkou sekvenci aminokyselin Tyr-x-x-Met. Tyrosin se fosforyluje, ¢imz se aktivuje
fosfataza SH2 a vytvoii se aktivaéni misto pro PI3 kinazu (fosfatidylinositol-3'-kinaza).
Ta déle aktivuje GTPazy z rodiny Rho a fosfolipazu C. Signaliza¢ni kaskada vede
k aktivaci NK buiiky.?? S DAP10 tvoii komplex napiiklad NKG2D**, nebo receptor
KIR se vaze v komplex s DAP12. Fosforylovany DAP12 pak vaze i protein tyrosin

kinazy ZAP70 a Syk.”
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2.2.4.1. Receptory rodiny NKR-P1

Rodina receptorit NKR-P1 (,,natural Killer receptor-protein 1“, CD161) kédovana geny

kirb (,,killer cell lectin-like receptor subfamily B*) zahrnuje aktiva¢ni i inhibi¢ni receptory

NK bun¢k C-lektinového typu.26 Geny pro receptory NKR-P1 se nachazi v NK

genovém komplexu (NKC) na chromozomu 6 u mysi, chromozomu 4 u potkant a

chromozomu 12 u lidi.2"?°

Lidsky NKR-P1 ma velmi stabilni genomickou organizaci a

v ramci dané¢ho druhu je nepolymorfni, na rozdil od NKR-P1 u hlodavct, jejichz

NKR-P1 receptory jsou vysoce polymorfni (obr. 6).30

rNKR-PlAf344rNKR_P1Awag

rNKR-P1Arnk rNKR-P1Apvg

rNKR-P1Bbs
rNKR-P1Bpvg
R rNKR-P1Asd
TNKK-F1bwag hNKR-P1
cNKR_PerKR-PlFf344
95
100 94
rNKR-P1Bto 100
64 100 98
rNKR-P1Bf344 100
100 85

100 100

rNKR-P1Bsd 100 100

100
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rNKR-P1Brnk 100 100
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mNKR-P1Cbalb 100
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mNKR-P1Cb6

mNKR-P1Ab6 mNKR -P1Gb6

mNKR-P1Bsjl

mNKR-P1Bbalb

6mNKR-Panod

mNKR-P1Asjl mNKR-P1Bb

mNKR-P1Abalb

Obr. 6: Rodokmen receptorit NKR-P1.

rNKR-P1Fsd

rNKR-P1Fwag

mNKR-P1Fbalb

67
mNKR-P1Fb6

mNKR-P1Fnod

rNKR-P1Gpvg

rNKR-P1Gwag

rNKR-P1Gda

Znazornéni piibuznosti receptori NKR-P1 pro potkana (r), my$ (m), kufe (c) a lidské (h)

receptory. Dvou az tfi pismenné zkratky za receptorem znac¢i kmeny hlodavcu. Cislo

u jednotlivych ,,v&tvi“ zna&i pravddpodobnost pribuznosti vyjadienou v %.%
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Potkani NKR-P1 bylo prvné identifikovano pomoci monoklonalni protilatky 3.2.3,
konkrétné se jednalo o aktivacni receptor NKR-P1A%, ktery se uziva i jako rozliSovaci
znak potkanich NK bunék.?® U mysi byly NK buiiky charakterizovany pomoci vazby
protilatky PK136 na tzv. NK1.1 antigen. Pozd¢ji bylo zjisténo, ze timto antigenem byl
mysi NK bunéény aktivacni receptor NKR-P1C a nékteré formy inhibi¢nich receptort
NKR-P1B/D.*

Homologni molekuly zndmé u mysi jsou aktivaéni NKR-P1A/C/F a inhibi¢ni
receptor NKR-P1D, jehoZ gen je alelou NKR-P1B.*2%** V/ riznych mysich kmenech je
znamo n&kolik alelickych forem NKR-P1B.** NKR-P1E je pseudogen (gen, ktery
Vv buiice jiZ neni pfepisovan, je vSak ptibuzny jinym, funkénim genﬁm).sz’?’4
Receptory NKR-P1F a NKR-P1B/D specificky rozpoznavaji a vazi ligandy z rodiny

genti Ocil/Clr (,,0steoclast inhibitory lectin/C-type lectin-related«).®**°

Jde o podobny
zpusob rozpoznavani jako u ,,missing-self hypotézy, kde je misto MHC gp I
rozpoznavana molekula Clr, ktera se vyskytuje na povrchu riznych bunék, ale u bun¢k
nadorovych je jeji povrchova exprese snizena.***° Ligand(y) pro NKR-P1C jsou zatim
neznamé.?" %

NKR-P1C (B6) je jeden z nejrozsitenéjSich povrchovych znaki NK a NKT bunék
mysiho kmene C57BL/6.24% Mysi NKR-P1C (MNKR-P1C), znamy také jako NK1.1
antigen, je disulfidickym mustkem spojeny homodimerni transmembranovy
glykoprotein typu Il (maji jediny transmembranovy helix a C-konec je vné buiky). Je
slozen z extracelularni domény podobné lektinim C-typu, kterd je spojena
dimerizacnim kr¢kem S transmembranovou ¢asti a cytoplazmatickou doménou.”®? Mysi

NKR-PIC receptor stimuluje NK bunky pfes FcRy molekuly, které prevadi signaly pro
FeyRIII (CD16) a pro FceRL.>" 8
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3. Cile prace

Ptiprava dimerni rozpustné formy lektinového receptoru NKR-P1C

rekombinantni expresi pomoci tranzietni transfekce bunécéné linie HEK293

Piiprava NKR-P1C proteinu renaturaci z inkluznich télisek exprimovanych
v bunikach E. coli BL-21 Gold kultivovanych v LB médiu s induktorem IPTG

Piiprava NKR-P1C proteinu renaturaci z inkluznich télisek exprimovanych
v bunikach E. coli BL-21 Gold kultivovanych v autoindukénim médiu ZYP-5052

Porovnani téchto zpisobl piipravy dimerni rozpustné formy lektinového

receptoru NKR-P1C
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4. Material

4.1. Pristroje a pomiuicky

Adhezivni podlozka na tfepacku Sticky Pad
Analyticka ultracentrifuga Proteomelab XL-I
Analytické vahy

Aparatura pro filtraci

Autoklav Varioklav 300/400/500 EP-Z
Automatické pipety Discovery
Automatické pipety Pipetman

Centrifuga Allegra X-22R

Centrifuga EBA 12 R

Centrifuga Universal 320R

Ctec¢ka mikrotitraénich desti¢ek Sunrise V 4.51
Dialyzacni stieva

Filtry pro sterilizaci 0,22 um

Filtry pro sterilizaci 0,22 um

Fotoaparat Cyber-shot DSC-W570 (16,1 MPix)
Hemocytometr

HPLC systém AKTAbasic

Inkubator CO; pro tkanové kultury, 18AIC
Kahan Fuego SCS

Kahan

Kolona Hitrap MabSelect SuRe

Kolona Q-Sepharose Fast Flow

Kolona Superdex 200 10/300 GL

Kolona s Talonem

Kolona Tricorn Source 15S 4.6/100 PE
Koncentratory Amicon

Lahve ctverhranné s prodySnymi vicky
Laminarni box Clean Air Techniek B.V.
Lednice 225 R (4 °C)

Magnetickd michacka MM 2A
Mikrocentrifuga MiniStar silverline
Mikroskop inverzni AE31

Mrazici box (-20 °C)

Mrazici box Ultra-low UDF-U53V (-80 °C)
pH metr ino Lab

New Brunswick Scientific, USA
Beckman Coulter, USA

AND, USA

Sigma-Aldrich, Némecko

H+P Labortechnik GmbH, Némecko

HTL, Polsko

Gilson, USA

Beckman Coulter, USA
Hettich, Némecko
Hettich, Némecko
Tecan, Némecko

Sigma Aldrich, Némecko
TPP, Svycarsko
Corning, Némecko
SONY, Japonsko
INCYTO, Korea
Amersham Biosciences, Svédsko
Sanyo, Japonsko
VERKON, CR

zavod Votice, CR

GE Healthcare, Svédsko
GE Healthcare, Svédsko
GE Healthcare, Svédsko
Merck, Némecko

GE Healthcare, Svédsko
Millipore, USA

Schott Duran, Némecko
PMV a Telstar company, Belgie
Calex, CR

Lab. piistroje Praha, CR
VWR, USA

Motic, Némecko

Calex, CR

Sanyo, Japonsko
Schoeller, Némecko
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Pipetovaci nastavec Midiplus

Plastik pro tkanové kultury

Predvazky KB1200-2

Souprava pro SDS-PAGE

Termoblok LS1

Termocykler 0,5 ml x 20

Termocykler 0,2 ml x 25

Termostat LS1

Ttepacka Orbi-Safe TS NetWise
Ttepacka Multitron Cell

Ultrazvukova sonda Sonoplus HD 3100
Ultrazvukova lazen Ultrasonic LC 30H
UV/Vis spektrometr UV2 Series

Varic¢

Vodni lazen

Vodni lazen TW2

Vortexovy mixér

Zdroj deionizované vody Milli Q
Zdroj napéti EC 250-90

Zdroj napéti PS 251-2

4.2. Chemikalie

Agar

Agarosa

Akrylamid

Ampicilin 100 mg/ml
APS

Azid sodny
Bromfenolova modf
BSA

Cystamine

Cysteamine

Coomassie Brilliant Blue R-250
Cinidlo dle Bradfordové
dNTPs, 10mM

DTT

EDTA

ExCELL293 médium
Ethanol

Biohit, USA

Corning, Némecko
Kern, Némecko
Bio-Rad, USA

VLM, Némecko
Techne, UK

Techne, UK

VLM, Némecko
Gallenkamp

Infors HT, Svycarsko
Bandelin, Némecko
Elma, Némecko
Unicam, UK

ETA, CR

Memmert, Némecko
Julabo, Némecko
VELP Scientifica, Italie
Millipore, USA

EC Apparatus Corporation, UK
Sigma-Aldrich, USA

Oxoid, Anglie

Sigma, USA

Sigma, USA

Biotika, SR

Serva, USA

Serva, USA

Lachema, CR

New England Biolabs, USA
Sigma, Némecko
Sigma, Némecko

Serva, USA

Bio-Rad, Némecko
Top-Bio, CR

Serva, USA

Jersey Lab Supply, USA
Sigma, USA

Lach-Ner, CR
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Freestyle F17 médium

IPTG

L-glutamin

Leupeptin

Glukoza

Glycerol

Chlorid sodny

Kanamycin

KH,PO,

Kvasni¢ny autolyzat
Kyselina octova

Laktoza

linearni PEI 25 kDa
2-merkaptoethanol

MgSO,

Na,HPO, . 12 H,0
(NH,4).SO,4

Nosi¢ pro chromatografii Talon
Nosi¢ Superdex 200 10/300 GL
Nosi¢ Q-Sepharosa Fast Flow
Nosi¢ Tricorn Source 15S 4.6/100 PE
Penicillin G Sodium
Pepstatin

PMSF

Protein-A-agaroza

SDS

Streptomycin sulfate
TEMED

Tetracyklin

Triton X-100

Tris

Trypanova modf

Trypton

Trypton N1

Ostatni bézné chemikalie:

Gibco Invitrogen, USA
Serva, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Penta, CR

Lach-Ner, CR
Lach-Ner, CR

Serva, USA

Chemapol, CR

Imuna Pharm, SR
Lach-Ner, CR

Roth, Némecko
Polysciences, USA
Sigma, USA

New Egland Biolabs, USA
Lach-ner, CR
Chemapol, CR
Clontech, USA

GE Healthcare, Svédsko
GE Healthcare, Svédsko
GE Healthcare, Svédsko

Duchefa Biochemie, Nizozemsko

Serva, USA

Sigma, USA

Sigma, USA

Jersey Lab Supply, USA
Serva, USA

Serva, USA

Lab scientific, USA
Serva, USA

Roth, Némecko

Sigma, USA

Oxoid, Anglie

Organo Technie, Kanada
Lach-Ner, CR
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4.3. Enzymy

RNAsa Serva, USA
DNAsa Fermentas, Kanada

4.4. Bakterialni kmeny a bunécné linie

E. coli DH5a RNDr. Marek Ingr Ph.D., PiF UK, Praha

E. coli BL21 Gold Stratagene, USA

HEK?293S GNTI Americka sbirka bunéénych linii (ATCC)
4.5. Vektory

pYD5 Dr. Yves Durocher, CNRC, Kanada

pET30 Mgr. Daniel Rozbesky, PiF UK, Praha

4.6. Roztoky a média

o AA: 29% akrylamid, 1% N,N’-methylen-bis-akrylamid
e Barvici roztok pro SDS-PAGE: 45% methanol, 10% kyselina octova,
0,25% CBB R-250
e Citratovy pufr: 0,1M NaCitrat, 0,15M NaCl, 10mM NaN3 pH = 3,0
e Dialyzaé¢ni pufr: 15mM Tris, 9mM NaCl, 1mM NaN3; pH = 6,0
e Elektrodovy pufr pro SDS-PAGE — 10x koncentrovany: 3% Tris, 14,4% glycin,
1% SDS, pH = 8,3
e ExCELL293 médium: zakoupeno hotové médium (Sigma, USA) a pied pouzitim
doplnéno o L-glutamin (vysl. konc. 4mM)
e Guanidinovy pufr: 6M guanidin, 100mM Tris-HCI, ImM NaN;, 10mM DTT,
pH = 8 + inhibitory proteaz: 1uM leupeptin, ImM PMSF
e [ Bagar: 1,5% agar v LB médiu
e LB médium: 1% trypton, 0,5% kvasni¢ny extrakt, 1% NaCl, pH = 7,4
» pouzité koncentrace antibiotik:
o tetracyklin 12,5 pg/ml (zasobni koncentrace 5 mg/ml)
o kanamycin 50 pg/ml (zasobni koncentrace 50 mg/ml)
e MES pufr: 20mM MES, 100mM NaCl, 10mM NaN3s, pH =5,0
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Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE: 35% ethanol, 10% CH3;COOH

PBS pufr: 50mM Na;HPO,4, 300mM NaCl, 10mM NaN3s, pH = 7,0

PBS pufr s imidazolem: 50mM Na;HPO,4, 300mM NaCl, 10mM NaNs,

250mM imidazol, pH =7,0

PBS-TK pufr: 10 mM Na,HPO,4, 150 mM NaCl, 2 mM KCI, 2 mM KH;PQy,

pH=7,0
Pufr pro ionexovou chromatografii A: 15mM Tris, 9mM NaCl, 1ImM NaNs,
pH =85
Pufr pro ionexovou chromatografii B: 15mM Tris, 1M NaCl, 1ImM NaNs3,
pH =85

Pufr pro gelovou permeaé¢ni chromatografii: 10mM HEPES, 150mM NaCl,
10mM NaNs, pH =7,5

Promyvaci pufr: 50mM Tris-HCI, 0,5M Guanidin-HCI, ImM NaNs;, pH = 8,0 +
inhibitory proteaz: 1uM leupeptin, ImM PMSF

Renaturac¢ni roztok: 50mM Tris, 100mM CaCl,, 1M L-arginin, 1ImM NaNs3,
pH =9,0

Sacharézovy pufr: 25% sacharoza, 50mM Tric-HCI, 1ImM EDTA, 1mM NaNj,
pH = 7,4 + inhibitory proteaz: 1uM leupeptin, 1uM pepstatin, ImM PMSF
Tritonovy pufr: 0,5%Triton X-100, 50mM Tris-HCI, 100mM NaCl, 0,1% NaNj3,
1mM 2-ME, pH = 8 + inhibitory proteaz: 1uM leupeptin, 1ImM PMSF

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE neredukujici — 2x koncentrovany: 100mM Tris,
20% glycerol, 4% SDS, 0,2% bromfenolova modt, pH = 6,8

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE redukujici — 2x koncentrovany: 100mM Tris,
20% glycerol, 4% SDS, 0,2% bromfenolova modt, 100mM DTT, pH = 6,8
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5. Metody

5.1. Rozmrazovani bunécné linie HEK293S
Do 15 ml sterilni zkumavky s vickem bylo pipetovano 10 ml na 37 °C piedehtatého
kultivaéniho média - byla pouzivana smés médii EXCELL293 a F17 v objemovém
poméru 1:1. Kryozkumavka alikvotu bun€k obsahujici 1 ml suspenze o hustoté
5.10°ml™ byla rychle rozmrazena ve vodni lazni vyhiaté na teplotu 37 °C a obsah
pifenesen do pripraveného média. Vyslednd suspenze byla jemné promichana
a centrifugovana pti 200 x g, 3 min. Supernatant byl odstranén a buiky resuspendovany

v 10 ml média a pfeneseny na 10 cm Petriho misku.

5.2. Suspenzni kultivace

Bunky byly rutinn¢ kultivovany v inkubatoru pii 37 °C, 5% CO, v EXCELL293/F17
(1:1) médiu a subkultivovany fedénim Cerstvym médiem tak, aby se jejich hustota
pohybovala pfiblizné mezi 0,2 a 2.10° ml* a to jak na Petriho miskéach, tak
ve ¢tverhrannych lahvich na tfepacce. BéZzny postup vypadal nasledovné: 2-3 dny
po rozmrazeni buiiky na 10 cm Petriho misce dosahly hustotu kolem 2.10° ml™, byly
rozmichany 10 ml pipetou pomoci pipetovaciho néstavce a ziedény Cerstvym médiem
1:3 na celkem 3 x 10 cm Petriho misky. Dalsi 2-3 dny poté byly bunky stejnym
postupem pievedeny do 75 ml média ve 250 ml ctverhranné ldhvi s vickem
s prodySnym filtrem a tfepany na orbitalni tfepacce (Orbit 1000, Labnet, USA)
vybavené adhezivni podlozkou (Sticky Pad, New Brunswick Scientific, USA) rychlosti
135 ot./min (rotacni primér 19 mm) uvnitf inkubatoru, optimalni objem média je
za téchto podminek 30-40 % objemu lahve. O dalsi 2-3 dny pozdéji byla suspenze
prenesena do 1000 ml ¢tverhranné lahve a zfedéna na 400 ml Cerstvym médiem a
jakmile bun&na hustota dosahla pozadované hodnoty pro transfekei (1-2.10° mI™), byla

provedena transfekce (viz 5.4) nebo byla suspenze subkultivovana dale.
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5.3. Pocitani bunék

Buniky byly pocitany manuédlné¢ pomoci hemocytometru. Bylo odebrano 20 pl
buné¢né suspenze, ktera se v mikrozkumavce smichala s 20 pl 0,4% roztoku trypanové
modii v PBS-TK a po 5min inkubaci bylo 20 pl smési pipetovano do hemocytometru.
Zivé (prohledné) i mrtvé (modré) buiiky byly spoéitany ve vech deviti &tvercich zvIast.
Tyto hodnoty byly sedteny, vynasobeny faktorem fedéni 2 a faktorem 1.10* a podéleny
poctem ctverc 9. Tato primérnd hodnota na Ctverec odpovidd bunécné hustoté
v jednotkach 10° mI™. Procento Zivych bun&k (viabilita) odpovida podilu po&tu Zivych

bun¢k a souctu vSech bunék vynasobeného stem

5.4. Tranzientni transfekce

U bungk rostoucich ve ¢tverhranné lahvi s prody$Snym vickem na tfepaccce byla
spocitana bunétna hustota a poté byl pomoci 25 ml pipety a pipetovaciho nastavce
odebran pozadovany objem suspenze. Buniky byly postupné centrifugovany v 50 ml
sterilnich zkumavkach s vickem pii 20 °C, 200 x g, 5 min. Supernatant byl odstranén a
pelet byl resuspendovan v takovém objemu média EXCELL293, aby vysledna buné¢na
hustota béhem transfekce byla 20.10° ml™, a preveden do ctythranné lahve ve které
bude produkce probihat.

Pro piipravu transfek¢éni smési bylo potiebné mnozstvi plasmidu (podle zvolené¢ho
celkového poctu bunék; 1 png DNA na 10° bun&k) sterilizovano filtraci pres 0,22 pm
filtr, ktery byl promyt 1 ml PBS-TK a dale bylo pfidano ptislusné mnozstvi roztoku PEI
(1 mg/ml, v hmotnostnim poméru DNA:PEI 1:5). Vysledny roztok byl dikladné
protfepan a inkubovan 25 min a poté byl piidan k pfipravené bunécéné suspenzi, ktera
byla nasledn¢ inkubovana po dobu 4 hodin na tfepacce v inkubatoru. Poté bylo
Kk suspenzi pfidano ExCELL293 médium o takovém objemu, aby vyslednd pocatecni
produkéni bunééna hustota byla 1.10° ml™, a dale byly pfidany 4 ml antibiotika
penicilin (1000 U/ml) a streptomycin (100 ug/ml). Produkce probihala nasledujicich
4-6 dni, kdy po 2-3 dnech byl pro dodani zivin do média pfidan trypton N1 do 0,5%
vysledné koncentrace. Voditkem pro ukonceni produkce je spocteni viability Zivych
bunék, kterd by neméla klesnout pod 70 %. Médium bylo centrifugovéano pii 4000 x g,

60 min, 4 °C. Médium bylo zmrazeno a uchovavano pti -20 °C nebo ihned zpracovano.
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5.5. Purifikace pomoci kolony HiTrap MabSelect SuRe

Po ptipojeni nizkotlaké kolony k HPLC systému byl nastaven tlakovy limit 0,3 MPa.
Kolona byla nejprve promyta 0,1M NaOH, destilovanou vodou a PBS pufrem (pH = 7)
0 prutoku 1 ml/min. Po promyti byl na kolonu aplikovan vzorek média prefiltrovany
pies 0,22 um filtr o rychlosti priitoku 5 ml/min. Po aplikovani veskerého vzorku byl
na kolonu opét piivadén PBS pufr dokud neklesla absorbance pozorovana pii 280 nm
na pavodni hladinu. Proteiny zachycené na koloné ptes Fc fragment byly eluovany
pomoci elu¢niho citratového pufru (pH = 3) za pratoku 1 ml/min a frakce byly sbirany
do zkumavek s vickem. Po eluci byla kolona i systém promyta nejprve kratce 0,1M
NaOH, potom PBS pufrem, destilovanou vodou a byla uchovavana v 20% ¢istém
ethanolu. Elu¢ni frakce byla zneutralizovana 1,5M Tris (pH = 8,8) na pH = 7
(vzhledem k pH elu¢niho pufru bylo ptidano 1/10 objemu frakce).

5.6. Gelova permeacni chromatografie

Frakce byly zakoncentrovany pomoci centrifugacnich koncentratori Amicon
S membranou propustnou pro molekuly o Mr < 10000, v centrifuze pii 4000 x g a 20 °C
na objem do 200 pl. Pfi skladovani jsou koncentratory naplnény vodou, aby membrana
nevysychala a uchovavany v lednici pii 4 °C. K HPLC systému byla pii prutoku
0,5 ml/min destilované vody ptipojena kolona Superdex 200 10/300 GL, a byl nastaven
tlakovy limit 1,5 MPa. Kolona byla promyta destilovanou vodou, 1M NaOH, opét
destilovanou vodou a pufrem pro gelovou permeacni chromatografii. Vzorek ptipraveny
zakoncentrovanim frakei byl aplikovan na ekvilibrovanou kolonu a byly jimany frakce.

Kolona i systém byly po promyti uchovavany ve 20% ¢istém ethanolu.

5.7. Stépeni TEV proteazou

Do frakci ziskanych z gelové permeacni chromatografie byla pro odstépeni Fc
fragmentu z fuzniho proteinu ptidana TEV proteaza (1ug/pl) v mnozstvi odpovidajicim
1/100 hmotnosti fazniho proteinu. Frakce byly dobfe promichany, kratce

zcentrifugovany a stépeni probihalo pfi 4 °C ptes noc nebo i nékolik dnd.
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5.8. Chelatacni chromatografie

Pro chelataéni chromatografii byl pouzit kobaltnatymi ionty nabity nosi¢ (TALON®™
Metal Affinity Resin, Clontech, USA), ktery na sebe pies histidinovou kotvu navazal
TEV proteazu. Do frakci byl pfidan nosi¢ v mnozstvi 1 ml na 5 mg proteinu a byl
inkubovan na tiepacce pii 110 ot./min, 30 min za laboratorni teploty a nasledné
zcentrifugovan. Frakce byly odpipetovany do ¢isté zkumavky s vickem a byla k nim
ptidana protein A agaroza pro navazani odstépeného Fc fragmentu. Po aktivni inkubaci
15 minut na tiepacce a centrifugaci byly frakce znovu piepipetovany do Cisté zkumavky
s vickem. Pro vyvazani TEV proteazy z nosi¢e byl k nému napipetovan PBS pufr
s imidazolem, zcentrifugovan, odpipetovan supernatant a piecistén PBS pufrem,
destilovanou vodou, MES pufrem, znovu destilovanou vodou a skladovan v 20%
ethanolu. Fc fragment byl z protein A agarézy uvolnén eluci citratovym pufrem a po
zcentrifugovani odpipetovan. Protein A agaréza byla promyta 0,1M NaOH, PBS

pufrem, destilovanou vodou a uchovavana v 20% ethanolu.

5.9. SDS elektroforéza 39

Pro ptipravu dvou 15% separa¢nich gelti bylo pipetovano: 1,8 ml ddH20, 4 ml AA,
2ml 1,5M Tris o pH = 8,8, 80 ul 10% SDS, 80 ul 10% APS a 4 ul TEMED.
Zaostfovaci gel byl pfipraven pipetovanim 1,4 ml ddH20, 0,5 ml AA, 0,25 ml
1M roztoku Tris 0 pH = 6,8, 20 ul 10% SDS, 20 ul 10% APS a 3 ul TEMED.

Vzorky pro SDS elektroforézu byly pfipraveny v redukujicim a neredukujicim
prostiedi.  Redukujici ~ vzorek byl  pfipraven  smichanim  supernatantu
s 2x koncentrovanym redukujicim vzorkovym pufrem v poméru 1:1, neredukujici
vzorek smichanim supernatantu s 2x koncentrovanym neredukujicim vzorkovym
pufrem vpoméru 1:1. Nasledn¢ byly vzorky 5 min povafeny a odstiedény
pii 18000 x g, 5 min za laboratorni teploty. Z takto pfipravenych vzorkd bylo na gel
nanaseno 10 pl vzorkti a 5 pg standardu. Elektroforéza probihala pii napéti 200 V
po dobu 50 min. Nasledn¢ byly gely obarveny 20 min v barvici lazni na tiepacce a poté

odbarveny v odbarvovaci lazni do tiplného odbarveni pozadi gelu.
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5.10. Transformace bakterii

Kompetentni bunky E. coli kmen BL21 Gold uchovavané pii -80 °C byly
rozmrazeny stanim na ledu. K témto bunkam bylo piidano 5 pl plazmidu pET30
s vlozenou sekvenci NKR-P1C. Nasledovala 30 min inkubace na ledu. Poté byla smés
ponoiena na 1 min do vodni 1azné o teploté 42 °C a ihned umisténa zpét na led. Dale byl
pfidan 1 ml sterilniho LB média a smés byla inkubovana 45-60 min pii 37 °C. Nasledné
byla smés odstfedéna pfi 1500 x g, 5min a vétSina supernatantu byla odstranéna.
Ve zbyvajicich cca 100 ul supernatantu byl pelet resuspendovan a nanesen na Petriho
misku obsahujici LB agar, do kterého byly ptidany odpovidajici antibiotika — tetracyklin
(12,5 pg/ml) a kanamycin (50 pg/ml). Bakterie byly inkubovany 16-24 hod pii 37 °C.

Misky s narostlymi koloniemi byly uchovavany v chladniéce pti 4 °C.

5.11. Kultivace bakterii a produkce NKR-P1C

Do 50ml zkumavky s vickem obsahujici 10 ml LB media bylo z Petriho misky
pieneseno nékolik kolonii a pfidano pfislusné mnozstvi kanamycinu (50 pg/ml) a
tetracyklinu (12,5 pg/ml). Zkumavky byly inkubovany na tfepacce pii 220 ot./min,
37 °C po dobu 15 hodin. Nasledn¢ byla provedena inokulace 4 x 0,5 1 LB média
s kanamycinem a tetracyklinem 4 x 2 ml no¢ni kultury. Kultury byly inkubovany na
tiepacce pii 220 ot./min, 37 °C do optické hustoty (Asso) cca 0,7. Nasledné bylo piidano
50 pl induktoru IPTG (do vysledné koncentrace 0,1mM). Produkce probihala za tfepani
pfi 220 ot./min, 37 °C po dobu 3 hod. Poté bylo médium odstfedéno pii 4000 x g,
10 min, 4 °C a diferen¢né byla zméfena hmotnost pelety.

Do pfipraveného autoindukéniho média (viz. 5.12) byly pfidany 2 ml no¢ni kultury a
kultura byla inkubovana na tiepacce pii 220 ot./min, 37 °C po dobu 20 hodin. Poté bylo

médium odstiedéno pti 4000 x g, 10 min, 4 °C a diferen¢né byla zméfena hmotnost pelety.
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5.12. Autoindukc¢ni médium40

Tab. 2: Roztoky pro piipravu autoindukéniho média ZYP-5250.

trypton

kvasni¢ny autolyzat

destilovana voda

(NH.).SO,
KH.PO,
Na,HPO, . 12 H,0

destilovana voda

glycerol
glukéza
laktoza

destilovana voda

5009

16,59
34049
90,09
225 ml

25049
2549

10,09
73 ml

Dale bylo pfipraveno 100 ml IM MgSO, a vSechny roztoky byly sterilizovany

v autoklavu a dal$i prace probihala steriln¢ v lamindrnim boxu.

Tab. 3: Autoindukéni médium ZYP-5250.
Y
20x NPS
50x 5250
1M MgSO,

464,0 ml
25,0 ml
10,0 ml
0,5ml

Kanamycin
Tetracyklin

500 pl
1,25 ml
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5.13. Izolace inkluznich télisek

Pelety bakterii byly resuspendovany v sachar6zovém lyzac¢nim pufru (20 ml pufru
na 1 | média) s inhibitory proteaz. Tato bunécna suspenze byla 4x zmrazena na -80 °C a
nasledné rozmrazena v ultrazvukové vodni lazni. Do suspenze bylo pfidano 400 ul
1M MgCl,, 30 ul DNAsy (10 U/ul), 2,5 pul RNAsy (20 mg/ml). Tato smés byla
inkubovana 30 min pfi laboratorni teploté. Smés byla sonikovana ultrazvukovou sondou
5 x 30 sekund s prestavkou 30 sekund na ledu a odstfedéna 15 minut pti 8000 x g, pfi
teploté 4 °C. K peletam byl ptidan tritonovy pufr (20 ml pufru na 1 | média) s inhibitory
proteaz, resuspendovan sonikaci a zcentrifugovan 15 min pii 8000 x g, 4 °C.
Supernatant byl odebran a pelety byly resuspendovany v promyvacim pufru (10 ml
pufru na 1 1 média) s inhibitory proteaz a centrifugovany jako v pfedchozim ptipadé.
Tyto pelety obsahovaly pievazné agregovanou formu proteinu, tzv. inkluzni téliska.

Byly uchovavany pti -20 °C.

5.14. Rozpusténi inkluznich télisek

Pomoci pipety a vortexu byla inkluzni téliska resuspendovana v guanidinovém pufru
S inhibitory proteaz v poméru 2 ml pufru na 500 ml produkéniho média. Roztok byl
inkubovén 1 hodinu pfi 40 °C na vodni lazni a nésledné centrifugovan pii 15300 x g,

20 °C po dobu 45 minut. Supernatant byl pouzit pro renaturaci proteinu.

5.15. Renaturace proteinu#142

Pro renaturaci bylo pouzito 200 ml renatura¢niho roztoku na 500 ml produkéniho
média. Renaturacni roztok byl vychlazen v chladové mistnosti a tésné pied renaturaci
byl pfidan PMSF do 1mM koncentrace. Dale byl pfipraven 1 ml cysteaminu a 1 ml
cystaminu o takovych koncentracich, aby po nakapani téchto roztokd do celého objemu
renaturacniho pufru byly jejich koncentrace 9mM pro cysteamin a 3mM pro cystamin.
Tyto roztoky byly pfikapany aZz po nakapani veSkerého denaturovaného proteinu,
protoze opacny postup by vedl k snizeni vytezku dimerniho proteinu. Do renatura¢niho

pufru byl za stdlého michani piikapadvan rychlosti pfiblizné 1 ml za minutu
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denaturovany roztok proteinu (supernatant po centrifugaci, viz 5.14.). Po renaturaci
veskerého proteinu byl po kapkach piikapan ptipraveny roztok cysteaminu a cystaminu.
Roztok byl dalsi 1 hodinu michan v chladové mistnosti. Nasledné byla v chladové

mistnosti béhem dvou dni provedena dvojita dialyza proti 2 x 10 | dialyza¢niho pufru.

5.16. Ionexova chromatografie

Pro ionexovou chromatografii byla k HPLC systému pfipojena kolona naplnéna
nosi¢em Q-Sepharosa Fast Flow a syst¢ém byl promyt 1M NaOH, 1M HCI a
destilovanou vodou. Nasledovalo promyti nejprve pufrem B a poté pufrem A pro
ionexovou chromatografii. Na kolonu byl potom nanesen pti pritoku 5 ml/min cely
objem dialyzatu piedem zfiltrovaného pies 0,22 pum filtr. Promytim pufrem A
se odstranily necistoty. Pufrem B byla provedena eluce navazanych proteinii rychlosti
3 ml/min s gradientem 0-100 % B za 20 min. Frakce byly jimany do zkumavek
manualné. Kolona byla promyta 1M NaOH, 1M HCI a destilovanou vodou a
uchovavana v 20% ¢istém ethanolu.

Pro druhou ionexovou chromatografii byla pouzita kolona Tricorn
Source 15S 4.6/100 PE. Vzorek byl pro svlij maly objem nafedén malym mnozstvim
pufru A (10 ml). Postup je totozny jako u prvni ionexové chromatografie. Naneseni
vzorku na kolonu vsak bylo provedeno rychlosti 2 ml/min a eluce pufrem B probihala

30 min gradientem 0-50 %.

5.17. Stanoveni koncentrace proteinu43

Koncentrace piecisténého proteinu  byla orientané stanovena metodou
dle Bradfordové. Stanoveni bylo provedeno na 96ti jamkové desti¢ce, ke 200 pl Cinidla
dle Bradfordové bylo vzdy pfidano 5 pl roztoku proteinu a smés byla inkubovana
5-15 min za laboratorni teploty. Pomoci roztokii BSA v rozmezi koncentraci 0-1 mg/mi
byla sestrojena kalibra¢ni fada a absorbance vzorka pii 595 nm byla zméfena ¢teckou

mikrotitra¢nich desti¢ek Tecan Sunrise V 4.51.
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6. Vysledky

6.1. Fuzni konstrukt NKR-P1C v plazmidu pYD5

Pro rekombinantni expresi proteinit byl pouzivan Vv laboratofi Skolitele jiz diive
pfipraveny plazmid nesouci pracovni oznaceni pYDS5S-N1. Jeho zdkladem je plazmid
pYD5 (obr. 7, poskytl Dr. Yves Durocher, CNRC Montreal, Kanada), ktery byl upraven
tak, aby obsahoval vhodna klonovaci mista a byla do n¢j vlozena sekvence receptoru
NKR-P1C z kmene mys$i C57BL/6 vrozmezi AK Q67 az S223, nesouci pracovni
oznaceni konstrukt N1, kterd odpovida jeho extracelularni ¢asti a zahrnuje tedy jak
doménu podobnou lektinim C-typu, tak i dimeriza¢ni kréek (obr. 8, str. 38). Tento
plazmid obsahuje sekreéni signal, Fc fragment lidského IgG, sekvenci rozpoznavanou
TEV proteazou a nas vlozeny tisek NKR-P1C receptoru, vlastni konstrukt pYD5-N1 je
tedy fuzni protein, ktery lze rozstépit TEV proteazou (obr. 9 a 10, str. 38). Tato strategie
ptipravy NKR-P1C jako fuzniho proteinu s Fc IgG, ktery pfirozené tvofi dimer, méla
napomoci tvorbé dimeru také jeho fizniho partnera, NKR-P1C.
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Obr. 7: Mapa plazmidu pYD5.
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MDTASIYLGLKPPRTLGAWHESPPSLPPDACRCPRSHRLALKLSCAGLILLVLTLIG
MSVLVRVLVQKPSREKCCVFIQENLNKTTDCSVNLECPQDWLLHRDKCFHVSQVSN
TWEEGQADCGRKGATLLLIQDQEELRFLLDSIKEKYNSFWIGLRFTLPDMNWKWI
NGTTFNSDVLKITGVTENGSCASILGDKVTPESCASDNRWICQKELNHETPSNDS

Obr. 8: Sekvence MNKR-P1C. Barevné je zvyraznén transmembranovy tsek, konstrukt N1,

vV némz jsou zvyraznény Cysteiny a potencialni mista N-glykosylace.

METDTLLLWVLLLWVPGSTGAGSTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTV
LHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKASGAGSTTENLYFQGTGQKPSREKCCV
FIQENLNKTTDCSVNLECPQDWLLHRDKCFHVSQVSNTWEEGQADCGRKGATLL
LIQDQEELRFLLDSIKEKYNSFWIGLRFTLPDMNWKWINGTTFENSDVLKITGVTEN
GSCASILGDKVTPESCASDNRWICQKELNHETPSNDSGT

Obr. 9: Sekvence konstruktu pYD5-N1. Sekre¢ni signal, nasledujici ast sekvence odpovida
Fc fragmentu lidského 1gG, na néjZ navazuje sekvence, kterou rozpoznava , po ni

konstrukt N1, v némz jsou zvyraznény cysteiny a potencialni mista N-glykosylace.

GTGQKPSREKCCVFIQENLNKTTDCSVNLECPQDWLLHRDKCFHVSQVSNTWEEG
QADCGRKGATLLLIQDQEELRFLLDSIKEKYNSFWIGLRFTLPDMNWKWINGTTFN
SDVLKITGVTENGSCASILGDKVTPESCASDNRWICQKELNHETPSNDSGT

Obr. 10: Finalni produkt NKR-P1C po odstépeni Fc fragmentu TEV proteazou.

Predpoklada se, ze Cysll, Cysl2 a Cys25 v kréku jsou dimeriza¢ni. Cysteiny
Cys31 —Cys42, Cysh9 — Cysld7, Cysl26 — Cysl139 jsou spojené disulfidickymi
mustky.

6.2. Priprava proteinu expresi v bunécné linii HEK293

Pro transfekci byla nejprve spocitana bunécéna hustota Vv lahvich (1. lahev cca
4,0.10°ml™, 2.lahev cca 3,0.10° ml™) a piepotena na celkovy pocet bungk. Pro
transfekci bylo k dispozici 2100.10° bun&k (piiprava 4x 1 1 lahvi, kazda obsahuje objem
400 ml media). Byla provedena transfekce podle bodu 5.4. Zcentrifugované buiiky byly

resuspendovany v 93 ml ExCell293 média. Transfekéni smés byla pfipravena
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odebranim 646 pl plazmidu pYD5-N1 o koncentraci 3,25 ug/ml, prefiltrovana pies
0,22 um filtr, promyta 1 ml PBS a smichana s 10,5 ml PEL. Timto postupem bylo
dosazeno vysledného mnozstvi 20.10°bunék na mililitr. Po rozd&leni do 4 lahvi,
smichani transfekéni smési s buitkami a 4hod. inkubaci byly lahve doplnény na 400 ml
ExCell293 médiem a byly pfidany 4 ml antibiotik. Po 3 dnech byl piidan trypton N1
do 0,5% vysledné koncentrace a po nasledujicich 3 dnech byla produkce sklizena.
Viabilita bunék byla 94 % a bunécnd hustota se ve vSech lahvich pohybovala okolo

4.10° ml™,

6.3. Purifikace proteinu pripraveného v bunécné linii
HEK293

M¢édium bylo rozmrazeno a zfiltrovano ptes 0,22 pum filtr. Protein byl zachycen na
kolonce ,HiTrap mAb Select Sure” sprotein A agarézou postupem popsanym
v bod¢ 5.5. Eluce proteinu byla provedena citratovym pufrem o pH = 3. Protein byl nyni
v 10 ml tohoto pufru. Nasledovala neutralizace frakce a zakoncentrovani proteind
(popsano v kapitole 5.6). Vzorky byly nastfiknuty na kolonu Superdex 200 10/300 GL.
V prubéhu gelové permeacni chromatografie (GPC) (obr. 11) byla sledovana
absorbance pifi 280 nm. Ptred dal$im postupem bylo odebrano malé mnozstvi vzorku

na SDS elektroforézu (obr. 13, str. 41).
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Obr. 11: Gelova permea¢ni chromatografie pYD5-N1 (GPC).
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Separace probé&hla na koloné Superdex 200 10/300 GL, ¢isla znaéi jednotlivé frakce.

Frakce 1, 2 a 3 byly spojeny a $tépeny 30 pul TEV proteazy pies noc (viz 5.7).
Nasledovala chelata¢ni chromatografie s 200 pl chelata¢niho nosi¢e Talon a 200 pl
protein A agarozy postupem popsanym v bodé 5.8. Nasledné byla provedena dalsi
gelova permea¢ni chromatografie (GPC/TEV), kde mél byt jiz cisty protein
bez Fc fragmentu. Ze zaznamu GPC/TEV (obr. 12) je vSak vidét, Ze vétSina
Fc fragmentu nebyla odstépena od proteinu. Byla provedena SDS elektroforéza

postupem popsanym v bod¢ 5.9 (obr. 13, str. 41).
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Obr. 12: Gelova permeacni chromatografie pYD5-N1 po §tépeni TEV proteazou
(GPC/TEV).

Separace probé&hla na koloné Superdex 200 10/300 GL, ¢isla znaéi jednotlivé frakce: 2 a 3 je
stale nerozstépeny fuzni protein pYD5-N1, frakce 4 je dimer NKR-P1C bez Fc fragmentu,
frakce 5 je monomer NKR-P1C.
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Obr. 13: SDS-PAGE vzorkl zachycujici prabéh purifikace proteinu.

Vlevo jsou vzorky v redukujicim pufru (R) (az na vzorek 3 — omylem prohozen), vpravo jsou
vzorky v neredukujicim pufru (N) (vzorek 3 — prohozen).

1 — marker, 2 — vzorek z GPC, fazni protein (52 kDa v R) 3 — vzorek Fc fragmentu (pro
ustaleni pH bylo pfidano malé mnozstvi Tris), 4,5,6 — vzorky z GPC/TEV, 4 — frakce 2
(neodstépil se Fc fragment), 5 — frakce 4, je zde viditelny dimer (46 kDa v R),

6 — frakce 5 z gelové permeacni chromatografie, monomer (23 kDa v R)

Frakce 2 a 3 z GPC/TEV, byly spojeny a bylo zopakovano $tépeni TEV proteazou
ve vétsim mnozstvi, aby byl vSechen Fc fragment od proteinu odstépen. Na 1 ml bylo
pfidano 50 pl TEV protedzy a S$tépeni probihalo 5 dni pfi 4 °C. Chelata¢ni
chromatografie byla provedena s 1 ml TALONu a 1 ml protein A agarézy stejné jako
v pifedchozim piipadé. Nasledovala gelova permeaéni chromatografie GPC/TEV 2
(obr. 14, str. 42) a SDS elektroforéza (obr. 15, str. 42).
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Obr. 14: Gelova permeac¢ni chromatografie GPC/TEV 2 stépeného proteinu pYD5-N1.

Frakce 1 je Cisty dimer, frakce 2 monomer.
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Obr. 15: Frakce vzorku z gelové permeacni chromatografie (GPC/TEV 2).
1 — marker, 2 — frakce 1, dimer (46 kDa v R), 3 — zakoncentrovana frakce 1 z GPC/TEV 2,
4 — frakce 2 je monomer (23 kDa v R), R — redukujici vzorkovy pufr, N — neredukujici

vzorkovy pufr

Ziskana frakce 1 z gelové permeacni chromatografie GPC/TEV 2 je dimerni forma
proteinu NKR-P1C vysoké ¢istoty 0 velikosti elu¢niho vrcholu Aggy = 0,11. Frakce byla
zkoncentrovana na 200 ul a metodou dle Bradfordové byla zméfena jeji koncentrace
(viz. 5.17), ktera byla 0,85 mg/ml. Frakce byla skladovana pti -20 °C.
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6.4. Priprava NKR-P1C proteinu renaturaci z inkluznich
télisek exprimovanych v bunkach E. coli BL-21 Gold

Pracovni postup pro ptipravu dimerni formy mNKR-P1C z prokaryotnich bun¢k byl
ptevzat z diplomové prace Bc. Davida Adamka (Katedra biochemie PfF UK, 2012). Byl
pouzit plazmid pET30, do kterého byla vlozena sekvence receptoru mMNKR-P1C
(obr. 16). Plazmid poskytl Mgr. Daniel Rozbesky (PiF UK, Praha).

SREKCCVFIQENLNKTTDCSVNLECPQDWLLHRDKCFHVSQVSNTWEEGQADCG
RKGATLLLIQDQEELRFLLDSIKEKYNSFWIGLRFTLPDMNWKWINGTTFNSDVL
KITGVTENGSCASILGDKVTPESCASDNRWICQKELNHETPSNDS

Obr. 16: Sekvence MNKR-P1C vlozena do plazmidu pET30.

Zvyraznény jSou cysteiny, prvni dvojice tvoii mistek sama se sebou, téeti cystein je zodpovédny
za tvorbu dimeru a zbylych Sest cysteint vytvaii tfi klasické intramolekularni disulfidické

mustky uvnitf lektinové domény s obvyklou strukturou zapojeni 1-2, 3-6 a 4-5.

Bunky E.coli BL21 Gold skladované pii -80 °C byly pozvolna rozmrazeny na ledu.
K buiikam bylo pfidano 5 pl plazminu pET30 s vlozenou sekvenci NKR-P1C a byla
provedena transformace podle bodu 5.10. S né€kolika koloniemi z Petriho misky byla
provedena kultivace do malého mnozstvi LB média (viz. 5.11) a kultura byla pies noc
inkubovana na tfepacce pii 220 ot./min, 37 °C po dobu 15 hodin. Nasledné byla no¢ni
kultura rozd€lena na 4x 2 ml pro produkce v 4x 0,5 1 LB média a zbylé 2 ml no¢ni
kultury byly pfeneseny do 0,51 namichaného autoindukéniho média (Al) podle bodu
5.12. Al médium vyuziva ,,autoindukce® proteinu bez nutnosti pfidani induktoru IPTG.
Bakterie vyuzivaji jako prvotni zdroj Zivin glukézu. Po jejim vyC€erpani vstupuje
do bun¢k laktéza, ktera indukuje expresi proteinu fizenou laktézovym operonem.
Kultury byly tfepany rychlosti 220 ot./min pii 37 °C. U kultury rostouci v LB médiu
byla sledovana opticka denzita pfi 550 nm. Pfi dosaZeni absorbance kolem 0,7 byl
ptidan induktor IPTG do kazdé lahve do vysledné koncentrace 0,1mM a od této doby
byla kultura tfepana dal$i 3 hod do sklizeni. Autoinduk¢ni médium bylo sklizeno
po 20 hodinach kultivace. Po zcentrifugovani byl odebran vzorek média a byla zvazena
hmotnost pelety (tab. 4, str. 44) a odebrano malé mnozstvi vzorku pro SDS
elektroforézu (obr. 17 a obr. 18, str. 44).
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Tab.4: Hmotnost pelety po sklizeni kultur

Produkce Objem produkce Hmotnost pelety
LB s IPTG 2,01 389
Al 051 48¢

Nasledn¢ byla provedena izolace inkluzi popsand v bodé¢ 5.13. Postupné byly
odebirany vzorky na SDS elektroforézu (obr. 17 a obr. 18). Byl odebran vzorek
sachar6zového pufru po vSech zmrazenich a centrifugaci, vzorek tritonového pufru
po centrifugaci, vzorek promyvaciho pufru po centrifugaci a troska pelety (inkluzi).

Vsechny vzorky byly pfipraveny v neredukujicim pufru.

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5
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4 |88
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Obr. 17: SDS-PAGE vzorkl zachycujici Obr. 18: SDS-PAGE vzorkt zachycujici
pribéh izolace inkluzi (LB) prubéh izolace inkluzi (Al)
1 — marker, 2 — LB medium po centrifugaci 1 — marker, 2 — sacharézovy puft,

bunek, 3 — sachar6zovy puft, 4 — tritonovy pufr, 3 — tritonovy puft, 4 — promyvaci puft,

5 — promyvaci pufr, 6 — pelet z inkluze 5 — pelet z inkluze

Inkluze byly zvéazeny (tab. 5), aby bylo mozné odhadnout mnozstvi renatura¢niho
roztoku.

Tab. 5: Hmotnost inkluznich télisek

Produkce Objem produkce Hmotnost inkluznich télisek
LBsIPTG 2,01 1,339
Al 051 3,399
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V dalsim kroku byla inkluzni téliska rozpusténa v guanidinovém pufru postupem
popsanym Vv bodé 5.14. Pro usnadnéni prace byla v tomto kroku polovina supernatantu
(pro LB medium s IPTG ipro Al medium) zmrazena na -20 °C pro piipadné dalsi
zpracovani. Dale byly zpracovavany inkluzni téliska pochéazejici z 1 | LB media s IPTG
pro néz bylo piipraveno 400 ml renatura¢niho roztoku. ProtoZze hmotnost inkluznich
télisek z produkce v Al mediu byla pfiblizné¢ 2,5x vétsi, bylo pfipraveno umérné
mnozstvi (1 litr) renaturaéniho roztoku, ackoliv bylo pracovano s mnozstvim inkluzi
vzniklych pouze z 250 ml produkéniho objemu. Byla provedena renaturace metodou
rychlého natedéni, kdy jako tzv. ,,nizkomolekularni chaperon® byl pouzit L-arginin.HCI
a nasledné byla provedena dialyza (viz. 5.15 a 5.16). Dialyza¢niho pufru bylo
ptipraveno celkem 40 litri. Kazdy renaturacni roztok byl dialyzovan proti 10 |
dialyza¢niho pufru po dobu 16 hod a po této dobé byly dialyza¢ni trubice pieneseny
do dalsich 10 1 dialyza¢niho pufru a ponechany dalSich 20 hod dialyzovat. Po ukonceni
dialyzy byly roztoky zfiltrovany nejdiive jen ptes filtraéni papir pro zachyceni
nejhrubsich necistot a poté pres 0,22 pum filtr. Roztoky byly postupné v celém svém
objemu naneseny na ionexovou kolonu naplnénou Q-Sepharézou FF (viz 5.17) a
pfi eluci pomoci NaCl byly jimany frakce. Pro produkci z LB media (obr. 19) byla eluce
bez gradientu pritokem 3 ml/min. U produkce z Al média (obr. 20) byl jiz proveden
gradient 20 min 0-100 % pufru B, pritok 3 ml/min. Diky gradientu je vidét lepsi
separace necistot. Ze vzorki byla provedena SDS elektroforéza (obr. 21, str. 46).

0,9 09

A280

i N\
0:6 \ 0:6 l

\ 5 \

- \ | A

\
343 J 1 Z; J 1 2 \__
750 800 850 90,0 95,0 100,0 Tess s e 675 685 695 205 7S
V(ml) V (ml)
Obr. 19: Ionexova chromatografie Obr. 20: Ionexova chromatografie
na koloné Q-Sepharézy FF (LB). na kolon¢ Q-Sepharozy FF (Al).
Eluce bez gradientu 3 ml/min. Eluce gradientem 0-100 % B, 20 min, pritok
3 ml/min.
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kDa 1 2R 3R 4R 2N 3N 4N

1 — marker,

66 s

2 —frakce 1 z LB media,
44 3 —frakce 1 z Al,
32 4 —frakce 2 z Al
14 R — v redukujicim pufru,
12 N — v neredukujicim pufru

Obr.21: SDS-PAGE vzorki z ionexové chromatografie.

Jelikoz vzorky byly v roztoku soli, po povafeni se srazely, do jamky 2R se ani nepodafilo
napipetovat vzorek. Z elektroforézy je vidét, ze renaturaci vznikl monomer (18 kDa), dimer
(36 kDa) i malé mnozstvi trimeru (54 kDa).

Nasledovala gelova permeacni chromatografie (GPC; obr. 22 a 23) a SDS
elektroforéza (obr. 24 a 25, str. 47). U vzorku frakce 2 po ionexové chromatografii (Al)
bylo pomoci gelové permeacni chromatografie zjisténo, ze neobsahuje mMNKR-P1C,

frakce byly pro jistotu ovéfeny na SDS elektroforéze (vysledky neuvedeny).
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20,

5,0 10,0 15,0 20,0 V(ml) 25,0 50 10,0 15,0 o V(m“ 250
Obr. 22: GPC eluatu z ionexové Obr. 23: GPC frakce 1 z ionexové
chromatografie (LB). chromatografie (Al).

V eluénim objemu dimeru (frakce 2 a 3) je
vidét horsi separace zptisobend prubeéhem

anexové chromatografie bez gradientu pufru B.
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Obr. 24: Vzorky z GPC chromatografie Obr. 25: Vzorky z GPC chromatografie
(produkce v LB) (produkce v Al)
1 — marker, 1 — marker
2 — frakce 1, 2 —frakce 1
3 — frakce 2 — obsahuje dimer (36kDa) 3 — frakce 2 — nejvétsi mnozstvi dimeru
4 — frakce 3 — nejvetsi mnozstvi dimeru (36 kDa)
5 — frakce 4 — monomer (18 kDa) 4 — frakce 3 — monomer (18 kDa)

R — v redukujici pufru, N — v neredukujicim pufru

JelikoZ proteiny nebyly stale ¢isté, byly vybrany frakce 2 a 3 z produkce v LB médiu
a frakce 2 z Al média ziskané z GPC. Ty byly nafedény do 10 ml pufru A a naneseny
na ionexovou kolonku Tricorn Source 15S 4.6/100 PE (viz.5.21.2). Eluce byla
provedena 30min gradientem pufru B 0-50 % o rychlosti pritoku 1 ml/min. Zaznam
z ionexové chromatografie z frakce 2 (LB), ziskané z piedeslé GPC (obr. 24) byl
obdobny, jako ionexova chromatografie pro frakci 3 (obr. 26, str. 48), ktera byla také
ziskana z predeslé GPC, proto neni uveden. Ziskané frakce dimerniho NKR-P1C
z ionexovych chromatografii proteinu produkovaného v LB médiu byly spojeny.
Spole¢né s frakci dimerniho NKR-P1C vzniklého produkci v Al mediu (obr. 27, str. 48)
byla provedena posledni GPC (obr. 28 a 29, str. 48).
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Obr. 26: Ionexova chromatografie 2 (LB). Obr. 27: Ionexova chromatografie 2 (Al).

Eluce 30min gradientem pufru B 0-50 %,

pratok 1 ml/min.

Eluce30min gradientem pufru B 0-50 %,

pritok 1 ml/min.
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Obr. 28: Kone¢ny vysledek z GPC
dimerni formy proteinu NKR-P1C

produkované v LB médiu.

Obr. 29: Koneény vysledek z GPC

dimerni formy proteinu NKR-P1C

produkované v Al médiu.

Z frakci zakoncentrovanych na 150 pl byla provedena SDS elektroforéza pro zjisténi

Cistoty proteini (obr. 30, str. 49).
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Obr. 30: SDS elektroforéza ze vzorku z GPC (obr. 28 a 29) ukazujici Cistotu dimerni
formy NKR-P1C produkovaného v LB médiu s IPTG a v Al médiu.

1 — marker, 2 — dimerni NKR-P1C produkované v LB mediu s IPTG (36 kDa v R)

3 — dimerni NKR-P1C produkované v Al médiu (36 kDa v R)

R — vzorky v redukujicim pufu, N — vzorky v neredukujicim pufru

Pro zkoncentrované vzorky byla zméfena koncentrace metodou dle Bradfordové
na ¢te¢ce mikrotitra¢nich desti¢ek SUNRISE (viz. 5.22) pii vlnové délce 595 nm.
Z kalibra¢ni fady roztokid byla sestrojena kalibracni pfimka, zniZ byla zjisténa

odpovidajici koncentrace proteinti (tab. 6)

Tab. 6: Porovnani vytézku dimerni formy NKR-P1C produkované v bakterialnich bufikach:

Zpisob kultivace objem kultury koncentrace
dimerni NKR-P1C produkované
1000 ml 0,75 mg/ml
v LB médiu
dimerni NKR-P1C produkované
250 ml 0,80 mg/ml

v Al médiu
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7. Diskuze

Hlavnim cilem této prace byla pfiprava dimerni rozpustné formy mysiho receptoru
NKR-P1C. Receptory rodiny NKR-P1 se v nativni formé vyskytuji jako homodimery.
Pro tvorbu dimeru je dalezita oblast ,krcku* spojujici transmembranovou cast a
C-lektinovou doménu.”” Diky cysteinéim v kréku (obr. 31) dochazi k dimerizaci — oblast
kr¢ku je znazornéna rameckem (podrobny popis sekvence je uveden v kapitole 5.1).
Predpoklada se, ze dimerizace je zpusobena diky cysteinu C25 a cysteiny jdouci

Vv sekvenci po sob¢, tedy C11 a C12, tvoti disulfidicky mustek.

GTGIQKPSREKCCVFIQENLINKTTDCSVNLEJCPQDWLLHRDKCFHVSQVSNT
WEEGQADCGRKGATLLLIQDQEELRFLLDSIKEKYNSFWIGLRFTLPDMNW
KWINGTTENSDVLKITGVTENGSCASILGDKVTPESCASDNRWICQKELNHET
PSHDSGT

Obr. 31: Sekvence finalniho produktu MNKR-P1C z plazmidu pYD5 po $tépeni TEV

proteazou, rameckem je znazornéna oblast , kréku®.

Nejcastéjsi metodou v strukturni biologii je vyroba proteini bakterialni expresi
v Escherichia coli. Nicméng, prokaryotické expresni systémy nedokazi vzdy spravné
vytvafret slozené funk¢éni formy mnoha proteinti a proto je velké mnozstvi proteind
vyrdbéno v eukaryotnich expresnich systémech.* V této praci byly uvedeny vysledky
pfipravy proteinu z obou expresnich systémill. Sav¢i builky maji tu vyhodu, Ze maji
narozdil od bakterii slozity proteosynteticky aparat, coz vede k spravné expresi
posttranslaéné modifikovanych proteinti a jejich spravnému uspofédéni.45 V piipadé
bakterii byvaji rekombinantni proteiny Casto denaturovany ve form¢ inkluznich télisek,
které lze ale snadno izolovat. Protein, ktery je v téliscich obsazen, je vSak potieba
renaturovat. Ve spravné renaturaci proteinu byva casto problém, zvlast¢ kdyz ma
molekula proteinu vétsi mnozstvi cysteint, které maji vytvofit disulfidické m1°1stky.45

V mé praci jsem nejprve mNKR-P1C protein piipravila rekombinantni expresi
pomoci tranzientni transfekce bunécné linie HEK293. Standardni postup, kterym byly
purifikovany i jiné proteiny na stejném principu zahrnuje afinitni chromatografii, kdy je

protein oddélen diky navazani Fc fragmentu na nosi¢ protein A agardzu, gelovou
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permeacéni chromatografii a $t€peni TEV proteazou, ktera odstépi Fc fragment. Diky
chelata¢ni chromatografii na nosi¢i Talon, ktery je nabity kobaltnatymi ionty je TEV
protéza zachycena ptes svou histidinovou kotvu a Fc fragment je v dalsim kroku opét
navazan na protein A agarézu. Naslednou gelovou permeacni chromatografii, kde je
oddélen dimer od monomeru, by mél byt ziskan ¢isty dimerni protein. V tomto piipadé
nastal problém, jak je vidét z Obr. 12 (str. 40), kde dominantni pik je stale nerozstépeny
fuzni protein a pouze zanedbatelnd cast byla rozstépena. Pfi¢inou mohlo byt
nedostatecné mnozstvi pfidané TEV proteazy, nebo kratka doba $tépeni. Z frakci, kde
nebyl Fc fragment odstépen byl proto zopakovan stejny postup jen s vét§im mnozstvim
TEV proteazy, aby byl nyni rozstépen jiz vSechen fuzni protein a Stépeni pro jistotu
probihalo dels$i dobu (5 dni). Nadbytek TEV proteazy vSak muze mit i negativni vliv,
kdy po odstépeni veskerého Fc fragmentu muze protéza zacit interagovat i s proteinem.
Tyto vysledky vedly k zavéru, Ze je potfeba ud€lat optimalizaci mnozstvi a doby $tépeni
proteinu TEV proteazou. Byla snaha ptipravit zasobni mnozstvi vlastni proteazy, coz se
ale bohuzel i po né&kolika pokusech prozatim nepodafilo v takové Cistoté,
aby optimalizace mohla byt provedena (optimalizace a ptiprava TEV proteazy nejsou
soucasti této bakalarské prace).

U ptipravy mMNKR-P1C proteinu renaturaci z inkluznich télisek exprimovanych
v bunikach E. coli BL-21 Gold byla provedena kultivace v LB médiu, kde je nutna
indukce IPTG po dosazeni urcité optické hustoty bunék odpovidajici exponencialni fazi
ristu bakterialni kultury. Bylo vyzkouseno i autoindukéni médium, kde k indukci dojde
po ur¢ité dobé samovolng, kdyz bakterie v médiu spotiebuji veskerou glukozu, kterou
vyuzivaji jako primarni zdroj zivin (jelikoz je energeticky vyhodnéjsi nez laktdza) a
zacnou vyuzivat v médiu ptitomnou laktozu, coz vede k indukci exprese proteinu.

Po izolaci inkluzi a jejich rozpusténi byla provedena renaturace. Po nasledné dialyze
byl ocfekavan mnohem vétsi zékal zpusobeny agregaty obvykle vzniklymi
po refoldingu. Z SDS elektroforézy na obrazku 17 a 18 (str. 44) je vidét, ze inkluzi
nebylo pfili§ mnoho. I pfes to bylo ziskdno vétsi mnoZstvi inkluzi z autoindukéniho
média, kde byla navic kultivace provadéna pouze v % objemu na rozdil od LB média
S IPTG. Nicméne¢ je pravdépodobné, Ze se spise jednalo jen o vétsi mnozstvi biomasy a
mnozstvi inkluzi bylo srovnatelné - i produkci v Al médiu by bylo vhodné

optimalizovat. Po provedeni vSech preciStovacich procesi a gelovych permeac¢nich
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chromatografii byl ziskan dimerni protein NKR-P1C zobou kultivaénich médii
0 ptiblizné stejné koncentraci (tab. 7.). Vytézek proteinu z autoindukéniho média
vztazeny na kultivacni objem by vSak byl 4x vyssi, nebot’ kultivace byla provadéna jen

zkusmo v malém objemu Al média.

Tab.7: Porovnani vytézku proteinu mMNKR-P1C z riznych zpasobu piipravy:

) finalni objem vytézek
zpusob kultivace  objem kultury koncentrace

proteinu proteinu
Transfekce
2000 ml 0,85 mg/ml 200 pl 170 pug
v HEK293
Produkce v LB
_ 1000 ml 0,75 mg/ml 150 pl 112,5 ug
médiu
Produkce v Al
_ 250 ml 0,80 mg/ml 150 pl 120 ug
médiu

vvvvvv

muzeme Cisté hypoteticky fici, Ze pfi kultivaci v objemu stejném jako byla provedena

transfekce v bunééné linii HEK293 bychom méli ziskat alespon 1 mg proteinu.

Vytézky u bakterialni piipravy by vSak mohly byt patrné jesté vyssi. Jelikoz jiz
jiz dlouho zmrazeny atd.), byl proto dovezen z Mikrobiologického Ustavu AV CR,
V.V.i. nové pfipraveny stejny produkéni kmen E. coli BL 21 Gold. Byla provedena
transformace a kultivace v autoindukénim médiu. Po 16 hodinach byl odebran vzorek
inkluzi na SDS elektroforézu (obr. 32, str. 53) a byl porovnan s mnozstvim inkluzi
ziskaném pii produkci v nasem stavajicim produkénim kmenu E. coli BL 21 Gold, kde
bylo inkluznich télisek méné¢.

Pfi porovnani Cistoty pfipravenych proteint lze fici, Ze Cistota proteinu piipravené¢ho
pomoci transientni transfekce v bunéc¢né linii HEK293 je srovnatelna s ¢istotou proteinu
pfipraveného renaturaci z inkluznich télisek exprimovanych v bunkach E. coli BL-21

Gold kultivovanych v LB médiu s induktorem IPTG. Protein z kultivace v Al médiu je

vvvvvv
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optimalizace doby kultivace v Al médiu a hlavné dikladnym piecisténim inkluznich
télisek. Piisledovani rustu kultury lze vypozorovat, za jakou dobu bude v kultufe
nejvetsi pocet zivych bakterii. Tim Ize zjistit, kdy ziskdme nejvétsi mnozstvi inkluznich
télisek a kdy je jiz vhodné produkci ukoncit. Pokud bude kultura sklizena v dobé&, kdy
bude viabilita bunék vysokd, tim méné bude v médiu bunécného ,balastu” a tim
snadng&j$i bude Cisténi inkluzi pii izolaci proteinu a lepsi vysledna ¢istota.

Tato optimalizace bude provedena nad rdmec bakalafské prace a bude snaha
o0 pripraveni velkého mnozstvi proteinu NKR-P1C renaturaci z inkluznich télisek
exprimovanych Vv buiikach E. coli BL-21 Gold kultivovanych v autoinduk¢nim médiu

ZYP-5052 pro ucely proteinové krystalografie.

kDa
66
44

32

14
12

Obr. 32: Porovnani inkluzi.
1 — marker, 2 — inkluze z dovezenych produk¢nich kment,

3 — inkluze ze stavajicich produkénich kmenti (z nich byly ziskany vysledky)
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8.Zaveér

Byl pfipraven dimerni mys$i rozpustny protein NKR-P1C rekombinantni expresi
pomoci tranzietni transfekce bunécné linie HEK293 v mnozstvi 170 pug o relativné
dobré cistoté z celkem 21 produkce.

Protein pfipraveny renaturaci z inkluznich télisek a exprimovany v bufikach E. coli
BL-21 Gold kultivovanych v LB médiu s induktorem IPTG byl obdobné (istoty
v mnozstvi 112,5 pg. Toto mnozstvi bylo ziskano z 1 | kultury.

Protein kultivovany v autoindukénim médiu ZYP-5052 byl sice o néco horsi Cistoty,
ale vzhledem k objemu média, ve kterém byl produkovan, se tento postup jevi jako
nejlepsi pro piipravu MNKR-P1C. Timto postupem bylo ziskano 120 pg z celkem
250 ml bunééné kultury.
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