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Abstrakty

ABSTRAKTY

Mysi receptory NK bunék patrici do rodiny NKR-P1 hraji roli v regulaci odpovédi
téchto bunék z hlediska jejich aktivace, inhibice a produkce cytokinid. Tato diplomova
prace se zabyva pripravou extracelularnich ¢asti aktivac¢nich receptori mNKR-P1A a
mNKR-P1C z mysiho kmene C57BL/6. Cilem bylo pripravit produkéni vektor obsahujici
kodujici sekvenci prislusnych casti obou receptorli, optimalizovat jejich produkci
v bakteriich E. coli a nalézt vhodny postup jejich renaturace a purifikace in vitro. Cisté
proteinové preparaty byly nasledné ovéreny a analyzovany hmotnostni spektrometrii a
rovnéZ znaceny fluorescencni znackou za ucCelem hledani ligandu na bunécnych
preparatech. V budoucim vyzkumu bude reSena struktura pripravenych proteinovych
preparatii a rovnéz budou pouzity khledani svych ligandi. Dané poznatky mohou

v budoucnu dopomoci k lepsimu pochopeni NK bunék.

Klicova slova: NK buriky, NKR-P1, mysi receptory, renaturace proteint, hmotnostni

spektrometrie, fluorescencni znaceni, znaceni bunék

Mouse NK cell receptors belonging to NKR-P1 family plays role in activation,
inhibition and cytokine secretion by these cells. Aim of this thesis is preparation of
extracellular parts of C57BL/6 mouse strain activating receptors mNKR-P1A and
mNKR-P1C. Production vectors with coding sequences of both proteins were prepared.
Next, optimization of production in E. coli was done and appropriate in vitro refolding
and purification protocol were developed. Purified proteins were characterized by mass
spectrometry and labeled by a fluorescent dye. Primary screening for potential ligand
was performed. Further work will involve structural characterization of the receptors

and identification of their ligands. These data may help to clarify the function of NK cells.

Keywords: NK cells, NKR-P1, mouse receptors, protein refolding, mass spectrometry,

fluorescent labeling, cell labeling
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Seznam pouZitych zkratek

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AcN
ADCC

APC
APS
BCR
BSA
CCR7
CD
CHS

CLP
Clr
CMV
CTL
CXCL6
CXCR6
DAMP

DAPI
DISC
DTT
EDTA
ELP
ESI
FA

FT
HEPES
HLA
CHS
ICR
Id2
IFN
IL
IPTG
ITAM

ITIM
KIR
LAK

LC
LFA-1

acetonitril

na protilatkach zavisla bunécna cytotoxicita (antibody-dependent cell
cytotoxicity)

antigen prezentujici bunika (antigen presenting cell)

proxodisiran amonny (ammonium persulfate)

B-bunécny receptor (B-cell receptor)

hovézi sérovy albumin (bovine serum albumin)

CC-chemokinovy receptor 7

diferenciacni skupina (cluster of differentiation)

haptenem indukovana kontaktni senzitivita (hapten-induced contact
sensitivity)

lymfoidni progenitor (common lymphoid progenitor)

s C-lektinem spojeny (C-type lectin related)

cytomegalovirus (HCMV - lidsky, MCMV - mysi, RCMV - krysi)

cytotoxicky T-lymfocyt (cytotoxic T-lymphocyte)

ligand chemokinového receptoru CXCR6 (C-X-C ligand 6)

C-X-C chemokinovy receptor typu 6 (C-X-C receptor 6)

molekularni vzory spojené s nebezpec¢im (danger associated molecular
patterns)

4',6-diamidino-2-fenylindol (4',6-diamidino-2-phenylindole)

smrt indukujici signalni komplex (death inducing signaling complex)
dithiothreitol, redukéni Cinidlo ((2S,3S)-1,4-dimerkaptobutan-2,3-diol)
kyselina ethylendiamintetraoctova

casny lymfoidni progenitor (early lymphoid progenitor)

ionizace elektrosprejem (electrospray ionization)

kyselina mravenci (formic acid)

Fourierova transformace (Fourier transformation)

kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova

lidsky leukocytarni antigen (human leucocyte antigen)

kontaktem vyvolana hypersenzitivita (contact-induced hypersensitivity)
iontové-cyklotronova rezonance (ion-cyclotron resonance)

inhibitor transkrip¢nich faktort (inhibitor of DNA binding 2)

interferon

interleukin

isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid

aktivacni motiv receptorli imunitniho systému zaloZeny na tyrosinu
(immunoreceptor tyrosine-based activation motif)

inhibi¢ni motiv receptorti imunitniho systému zaloZzeny na tyrosinu
(immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif)

imunoglobulinové receptory NK bunék (killer-cell immunoglobulin-like
receptors)

lymfokiny aktivované zabije¢ské bunky (lymphokine-activated Kkiller cells)
kapalinova chromatografie (liquid chromatography)

leukocytarni funkcné-asociovany antigen 1 (lymphocyte function-
associated antigen 1)



Seznam pouZitych zkratek

Lin

LLT1
MALDI

MHC
MPR
MS
NK
NKP
NKT
NLR
PAMP

PCR
PEN5
PMA
PMSF

PSGL-1
RAG
RCTL

RLR
SDS-PAGE

TAE

TCR

TE
TEMED
TFA
TGF
TLR
TNF

linie (lineage); Lint/~ vyjadfuje, e buiika ma/nema jasné dany smér
vyvoje

lectin-like transcript 1, ligand hNKR-P1A

desorpce/ionizace laserem za pritomnosti matrice (matrix-assisted laser
desorption/ionization)

hlavni histokompatibilni komplex (major histocompatibility complex)
receptor manozy 6-fosfatu (mannose 6-phosphate receptor)

hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)

prirozené zabijec¢ska burika (natural killer cell)

NK bunécny prekurzor (NK cell precursor)

NK-T-bunka (NK-T-cell)

NOD-like receptory (NOD-like receptors)

molekularni vzory spojené s patogeny (pathogen associated molecular
patterns)

polymerazova retézova reakce (polymerase chain reaction)

oznaceni epitopu PSGL-1

aktivator bunék (phorbol myristate acetate)

inhibitor proteaz fenylmethylsulfonyl fluorid (phenylmethylsulfonyl
fluorid)

P-selektinovy glykoproteinovy ligand 1 (P-selectin glycoprotein ligand-1)
rekombinacni aktivacni geny (recombination activating genes)

homolog rClr-b (RCMV C-type lectin-like)

RIG-like receptory (RIG-like receptors)

elektroforéza na polyakrylamidovém gelu v pritomnosti dodeclysiranu
sodného (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
oznaceni pufru vnémz se provadi RNA/DNA elektroforéza (Tris-base,
acetic acid, EDTA)

T-bunécény receptor (T-cell receptor)

pufr, v némz se uchovava rozpusténa plazmidova DNA (Tris-base, EDTA)
N,N,N',N'-tetramethylethan-1,2-diamin

kyselina trifluoroctova (trifluoroacetic acid)

transformujici riistovy faktor (transforming growth factor)

Toll-like receptor

nador nekrotizujici faktor (tumor necrosis factor)



Literarni ivod

1. LITERARNIi UGVOD

1.1. IMUNITNIi SYSTEM

Fyziologicka funkce imunitniho systému je poskytovat organismu ochranu pied
vnéjSimi patogeny, ale zaroven udrzovat jeho homeostazu likvidovanim odumfelych, ¢i
poskozenych bunék télu vlastnich. Jednd se o nesmirné komplexni systém sestavajici
z mnoha odliSnych populaci a subpopulaci bunék, které mezi sebou navzajem kooperuji.
Je obvyklé délit tento systém na evolucné starsi, antigenné nespecificky a evolucné
mladsi, antigenné specificky.

Antigenné  nespecificky  (vrozeny) se vyznacuje rozpoznavanim evolucné
konzervovanych cizorodych i télu vlastnich antigenii, k ¢emuz vyuziva Sirokou $kalu
rovnéZ evolutné konzervovanych receptordi, jako jsou TLR, NLR, RLR aj. Tyto
rozpoznavané signdly se oznacuji jako DAMP, nebo PAMP a miiZe se jednat antigeny

Hematopoeticka z vird, bakterii, parazitd, ¢i bunék
kmenova burika

Trombocyty télu vlastnich, napiiklad
2 " .
@ g&og fosfatidylserin pri detekci
T-lymfocyt Lymfoidni Do
progenitor} apoptotick}'lch télisek, ktera
< o rozpoznavaji makrofagy  a
/ pohlcuji je. Zbunék do vrozené
B-lymfocyt
¢ Monocyt / I
& . avné agocytujici un
/& hl fagocytuj bunky
R Al Bazofi (neutrofily a jejich tkanova forma

NK burika
makrofagy), zirné bunky, bazofily,

casti imunitniho systému patfii

V' 4

* eosinofily, NK bunky, ale také

Dendriticka @ Eosinofi Neutrofil antigen prezentujici bunky -

burika Makrofa s 7 v
o dendritické bunky.

Obrazek 1-1: Hematopoeza. Zjednoduseny model vyvoje bunék
imunitniho systému. Nejsou vyobrazeny bunécné prekurzory, ani

Jaktory dilezité pro vyvoj. zaloZen na rozpoznavani predem

Antigenné specificky je naopak

neurcenych antigenti pomoci svych antigenné specifickych receptort TCR (T-lymfocyty)
a BCR (B-lymfocyty). Velké specifity je dosaZeno pomoci zmény uspoiadani genii pro
tyto receptory (tzv. somatickd rekombinace genti), diky cemuz je produkovano ohromné
mnoZstvi jednotlivych T a B-bunéc¢nych kloni s rozdilnymi specifitami vii¢i nejriiznéjSim

antigentim.
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e

VSechny populace bunék imunitntho systému se vyviji v kostni dreni
z hematopoetickych kmenovych bunék, kde mohou dozrat (B-lymfocyty), nebo kostni
dirent opusti v raném vyvojovém stadiu a dozravaji v jinych ¢astech téla (T-lymfocyty v
thymu; NK bunky vsekundarnich lymfoidnich organech). Schéma tohoto vyvoje je
uvedeno na obrdzku 1-1 na strané 8. DileZitym mechanismem udrzujicim toleranci
k vlastnim antigenlim je pozitivni a negativni selekce T a B-lymfocytli, kterd zabranuje
dozravani autoreaktivnich klont téchto bunék. O toleranci k vlastnim tkanim se také
stara subpopulace regulacnich T-lymfocytd (T.g). Pravdépodobné tak cini sekreci

cytokind (IL-10 a TGF-B), ¢i bunéénym kontaktem s autoreaktivni butikou ",

1.2. NKBUNKY

NK buniky byly popsany uz v roce 1975 jako velké granularni buriiky. Jsou tieti hlavni
lymfoidni populace ™. Tvori 10-15% zcelkového mnoZstvi vkrvi cirkulujicich
lymfocytl. Jsou schopny rozliSit mezi normalnimi a abnormalnimi butikami, jako jsou
nadorové a virové infikované, a cytotoxicky je usmrtit®. Produkuji fadu dtleZitych
imunoregula¢nich cytokint ™. Zprostfedkuji rovnéZ mezibunéény kontakt dal$im
leukocytim, ¢imZ mohou aktivovat mechanismy adaptivni ¢asti imunitniho systému ©,

Nazev téchto bunék je zkratkou MHC . tidy
Cilova bunka

anglickych slov ,natural Kkiller cells
neboli ,prirozené zabijec¢ské bunky*. Na
rozdil od dalSich prislusnikli lymfoidni
linie (T a B-lymfocytd) nepotiebuji pro
uziti svych efektorovych  funkci

Sacharidova NK bunka

predchozi stimulaci a mohou vykonavat struktura NKR-P1

nebo CD69

tyto funkce nezavisle. Svymi receptor ;
yt vy ptory Obrézek 1-2 [° UPraveno, Zjednoduseny model procesu

rozpoznavaji na povrchu cilové bunky NK-bunééného rozpoznavani. NK burika ptijimd dva
.. . 3 . R druhy signadli: ,zabij“ (+) a ,nezabijej” (—). O konecném
pomeér ji exprimovanych antigend. NK diisledku rozhodne pomér téchto signdlil, pricemzZ signdl
buiika tak piijima urcité mnozstvi -~ [hibuetvorbusigndlu,+"
aktivacnich a inhibi¢nich signald. Je-li tento pomér ku prospéchu inhibi¢niho signalu, je
cilova buiika ponechdna Zit. Prevazi-li vSak aktivacni signdl, je cilova bunka cytotoxicky
usmrcena®, Tento mechanismus (obrdzek 1-2) slouzi jako ochrana pred
intracelularnimi parazity a mutacemi, protoZe pri téch se Casto vyskytuji abnormalné

exprimované antigeny, nebo naopak chybi.
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Mouse
@B KLRA (nh. Ly8) @0 W2 OB
D @ Colagen TR

! mu.nxem. L
SIGLEC-E D @ Siak acid WD
KLRG! "l @ Cadherins Wl
NKRF1-B.-00 @ Cir-b (OCILYIR

Naopak cytomegalovirus (CMV) zvySuje o m_.._ T

Castou strategii nékterych nadorti a
napriklad herpesvirt, je snizovani povrchové

exprese MHC glykoproteintt 1. trdy "L

Inhibitory
receptors

expresi homologii MHC 1. tfidy a tim se snazi

efektorové funkce NK buriky utlumit®, %3&':‘1:8:5:-'}' ' éﬂz&‘f&’&’,

CD11c-CD18)

Timto homologem je jeho DNA kédovany

I‘Iﬂd -2
- - €D70
CD16 B @ Immunoglabulin G

NKp46
(NCR1, MAR1) ' @ Viral hemagglutinins, ?
MCMV m157 (Ly49H),
H2-D (Ly48D)

virovy protein m157, ktery se vaZe jednak na

aktiva¢ni receptor Ly-49H (jeZ exprimuji
mySi C57BL/6), ale i inhibi¢ni Ly-491 -

u urcitych kment mysi exprimujicich m157

T Qa-1?

- Qa-12
@I HED, Raet, MULT-1

aE CcD22
@IMHC class Il molecules
(& ?
(s & ?

Jak jiz bylo freceno, k rozpoznavani NP D @ O

Activating receptors,
adhesion or costimulation
molecules

si tak virus ziska rezistenci .

antigent NK bunkam slouzi velké mnoZzstvi
povrchovych receptorli, které vSak nejsou NK cell
vytvareny somatickou mutaci, ale jsou

. ; ; . Obrazek 1-3 "": prehled znamych receptori a
kompletné kédovany DNA. NK buiky na jejich  ligandd, jex jsou  souddsti

rozdil od T a B-lymfocytl postradaji RAG »molekularniho zipu".

rekombindazy, které jsou zodpovédné za preskupovani gend a vzniku velkého mnozstvi
specifit T a B-bunéénych receptorii ' Tento receptorovy rozpoznavaci systém je ¢asto
oznacovan jako ,molekularni zip“ a je vyobrazen na obrdzku 1-3 ",

DalSim ptikladem jejich prisluSnosti do lymfoidni fady je sdileni cytotoxickych
mechanismi s CD8" cytotoxickymi T-lymfocyty (CTL), které téZ uZivaji granzymy a
perforin ['2,

Plvodni snaha Kklasifikace NK bunék na zakladé specifického povrchového antigenu
nebyla Uspésna, protoze NK bunécné receptory se nachazeji i na jinych bunkach
(napiiklad na ySTCR" T-lymfocytech a aktivovanych CD8% T-lymfocytech) a nemaji
proto specificky antigen'?. Za zatim nejspecifi¢téj$i marker je povaZovan receptor
NK1.1 na CD3~ NK bunkach mysi C57BL/6 (B6)". Dale jsou vyznamné expresi
molekuly CD56 a CD16, naopak neexprimuji CD3, ¢imZ se liSi od cytotoxickych
T-lymfocytéi a NKT bunék ™ 7. Obvykle jsou NK buriky definovany fenotypem CD16"
CD56% CD3". Exprese povrchovych molekul se v§ak méni v priibéhu vyvoje a podle
lokalizace a funkce bunék v téle. V organismu zastavaji nejen cytotoxické funkce, ale

rovnéZz regulacni; tyto funkce jsou rozebrany v kapitole 1.3.
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1.2.1. Vyvoj NK bunék

Obecné je za misto prvotni diferenciace NK bunék ozna¢ovana kostni drefi " '®.. Nen{
viak dodnes jasné, kde presné dochazi kjejich dal$imu vyvoji a maturaci '®. Nékteré
modely sméfuji vyvoj zejména do kostni drené """ '® dalsi model spiSe do sekundarnich
lymfoidnich organt . VSechny vsak déli tento proces do nékolika fazi, jez jsou specifické
vyskytem urcitych znakd.

Starsi model vyvoje NK bunék v kostni dreni odvodil ze studie provedené na mysim
kmeni C57BL/6 Yokoyama et al"®, ktery jej rozdélil do péti fazi, po¢inaje NK bunéénym
prekurzorem (NKP). Vprvni fazi je NKP charakteristicky expresi [(-podjednotky
receptoru pro IL-2 a IL-15 (tedy IL-2-IL-15Rf, neboli CD122); tento fakt plné souhlasi
s nezbytnost{ IL-15 b&hem rané faze vyvoje NK bunék . Prekurzory neexprimuji
receptor NK1.1 a CD49b (a, integrin parujici se s 1), na ktery lze vazat monoklonalni
protilatku DX5. Na zakladé predeslych udaji lze oznacit NKP jako CD122* NK1.1~
DX5~ % Bg¢hem druhé a treti faze NK burka ziska své specifické receptory NK1.1,
CD94-NKG2 a Ly49, stejné jako nékteré integriny (ay, CD49b a Mac-1). Ve ctvrtém
vyvojovém kroku zacne burika silné proliferovat a pak zakonc¢i sviij vyvoj v paté fazi, kdy
je schopna produkovat IFN-y, uplatnit své cytotoxické funkce a silné exprimuje Mac-1 a
CD43 18,

Novéj$i model podle Di Santa ™

ktery rovnéZ vychazi z mysiho modelu, g

v podstaté doplnuje a vylepSuje starsi HSC [ NKP l l iNK_ | [ maturovana NK burika |
s mensimi rozdily. Vyvoj NK bunék d&li  |oeee |, ] — ! —_—
do Sesti fazi (obrdzek 1-4) namisto péti, EE??D ' . [ :i
’ |
ale také na zdkladé exprese CDo4 _ >
TRAIL I:I
povrchovych molekul. NKP definuje ay E—
: . + + _ Ly49 ¥ >
- v , Mac-1 =
DX5~ bez exprese dal$ich povrchovych coa3 = ! ;
znakihT NK bunék. Vznik NKP Cytotoxicita | >~
(IFN-Y)

Z hematopoethkyCh kmenovyCh bunek Obrazek 1-4: Schéma zobrazujici dilezité antigeny

je dén rovnovéhou transkrlpénich v Sestifazovém modelu V},’VOie NK bunék podle
Di Santa [171, upraveno.

faktori E2A a HEB, které smeéiuji

lymfoidni prekurzor k vyvoji v T, nebo B-lymfocyt a jejich inhibitoru Id2, ktery dava

vzniknout NKP I""2", Tento proces je znadzornén na obrdzku 1-5 na strané 12 a je zavisly

{22 23]

na signalech zvenc Zaroven reprezentuje plasticitu (schopnost ménit své
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yzaméreni“ v pribéhu vyvoje) lymfoidnich
I;r?]rgﬁéc:/%ogﬂgtg prekurzord 'l Vdal$im vyvoji NK bunék se

rovnéz uplatiuji transkrip¢ni faktory GATA-3
Ikaros, PU.1 o1 vz
(regulace exprese CD11b, CD43, Ly49; duleZzity
pro produkci IFN-y maturovanou NK butikou),
IRF-2, T-bet (podobny ucinek) a

u maturovanych NK bunék pak MITF, MEF a

Casny lymfoidni
progenitor

CEBP-y, které jsou dtlezité pro spravnou

Lymfoidni produkci cytokin@i a cytotoxicitu #* #!, Tento
progenitor v s £ g s 37 4
v v model pripousti sekundarni lymfoidni organy

jako misto kone¢né maturace NK bunék "7,

1d2 Treti model popisuje zhlediska vyvoje NK
bunék kostni dren jako misto, kde se zrodi
pouze pre-NK bunky, které nasledné putuji do

sekunddrnich lymfoidnich orgdnt, kde dokonci
s [17; 26]

svlij vyvoj
bunika nejprve podstoupi dvoufazovy vyvoj

Hematopoetickda kmenova

vlivem ristovych faktort FL (ligand F1t3), KL a
interleukint 6 a 7 z CD34* CD122~ (pro-NK) na
CD34% CD122* (pre-NK), ktera je schopna se

B-lymfocyt  T-lymfocyt
. . . _ [27] s s
Obrazek 1-5: Vyvoj NK bunék z hlediska diferencovat po stimulaci IL-15"". Prvni fazi

fv s o [17], upraveno. P v . . . .
transkripénich faktori Vyvoj z péti, pro-NK buriky, charakterizuje fenotyp
lymfocytii je ddn rovnovdhou transkripcnich

faktorii (Cerné rdmecky) E2A, HEB a inhibitoru CD34% CD117~ CD94~, ptitemZ po stimulaci
142, ktery sméruje vyvoj k N burtkdm. vySe zminénymi faktory daji vzniknout pre-NK
burikdm (faze 2) s fenotypem CD34% CD117" CD94". V tomto stadiu jsou prekurzory
jesté znacné plastické a schopné presmyknout na jiny typ buriky (T-lymfocyty, myeloidni
DC) 8, Naopak ve fazi 3 uz nevykazuji plasticitu Zadnou. Rovnéz ztrati velké mnoZstvi
antigenti ptvodné sdilenych s ostatnimi vyvojovymi liniemi. Stale nejsou schopny
cytotoxicity, produkce IFN-y a neexprimuji vétSinu dtlezitych receptort. Jejich fenotyp
je CD34~ CD117% CD94". Ve ¢tvrté fazi je opét sniZena exprese CD117 a zvysuje se
exprese receptorti CD94/NKG2A a transkripéniho faktoru T-bet %, Problematika se zde
presouva k expresi dvou povrchovych molekul: CD56 a CD16. Vlidské krvi lze
identifikovat dvé subpopulace: CD56°"¢% CD16™3¢/~ a CD56™3¢ CD16°"*"¢ B, A¢koliv

NK buiika s fenotypem CD56"™"* se vyviji z CD56°"*" " je mo#ny i proces opaény %, a
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proto zlstava nejasné, ktera subpopulace tvori konecné stadium vyvoje, nebo jestli jsou

VyVvojove rovnocenné.

1.2.2. Licencovani NK bunék

Jak uz bylo receno, NK bunky rozpoznavaji svymi aktiva¢nimi a inhibi¢nimi receptory
pomér antigeni na povrchu cilové buniky. Pokud chybi inhibi¢ni (naptiklad MHC I
tridy), nebo naopak prebyvaji aktivacni signaly, bunka je cytotoxicky usmrcena. Tato
takzvana ,missing-self‘ hypotéza vsSak selhava v téch pripadech, kdy je exprese
inhibi¢nich molekul naopak zvysena. V takovém pripadé by NK buika nebyla schopna
cilovou buniku usmrtit. Zminénou strategii vyuziva napriklad cytomegalovirus, ktery je
v8ak NK bunikami tspésné likvidovan P2, Ukazuje se, Ze ve vyvoji NK bunék hraje
podstatnou roli takzvané licencovdni .,

Béhem maturace mize a nemusi byt NK burika vystavena télu vlastnim MHC I. tridy,
které rozpozna svymi inhibi¢nimi receptory. Takové ,setkani“ je dileZité pro funkci
téchto inhibi¢nich receptorli v budoucim rozpoznavani cilovych bunék. Pokud je jim NK
burika vystavena, ziska licenci a vyskytuje se jako ,typicka“ maturovana NK burka, jez
zabiji bunky s utlumenou expresi MHC I. tiidy. Neni-li vSak témto antigenim béhem
maturace vystavena, licenci neziska a vyznacuje se velice nizkou expresi inhibi¢nich
receptorii rozpoznavajici MHC ttfidy I. Béhem vyvoje NK buiiky tak vznikaji dvé
subpopulace, pricemz nelicencovany typ byl jeSté donedavna povaZovan za
imunologicky nevyznamny %4,

Licencovani je spojeno s aktivaci aktiva¢niho receptoru b&hem vyvoje . Studie
provedena na receptoru Ly49A mysi B10.D2 naznacila, Ze je v licencovani nezbytnd role
ITIM signaliza¢niho motivu P,

Licencované a nelicencované NK bunky se zhlediska svych efektorovych funkci
nelisi ®°. Po stimulaci in vitro vysokymi davkami IL-2 a IL-18, nebo PMA a ionomycinem
byly jejich odpovédi srovnatelné®* *¢ Oba typy jsou rovnéZ schopné produkovat ve
stejné mire IFN-y 1,

Rozdily se vSak projevuji béhem rozpoznavani. Jako priklad uvedme MCMV
napadenou buiiku exprimujici m157, ktery je homologem MHC glykoproteini I. tfidy a je
rozpoznavan aktivacnimi receptory Ly49C/I a inhibicnim Ly49H. Je-li NK bunka
licencovana (Ly49C/I" a Ly49H™), je jeji odpovéd slabd, protoZe signalizace skrze
inhibi¢ni receptor inhibuje cytotoxické funkce. Neni-li vsak inhibi¢ni Ly49C/1 pritomen,

burika je nelicencovana a exprimuje pouze Ly49H, pak dojde k silné odpovédi 2.
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Navzdory témto faktim maji MHC 1. tridy-deficientni mySi nereaktivni NK buriky. Jsou
tedy zifejmé udrZovany v klidu nezndmym mechanismem, ktery je rovnéz neznamo jak
prolomen v ptipadé virové infekce, kdy zatnou rozpoznavat MHC I. tridy v souladu

s ,missing-self“ hypotézou *"],

1.2.3. Pamét NK bunék

Imunitni pamét je povazovdna za schopnost T a B-lymfocytli, které diky svym
antigenné specifickym receptorim rozpoznavaji velké mnozZstvi antigenli, mohou
diferencovat se na pamétovou formu a napomahat tak rychlejsi a i¢innéjsi odpoveédi pii
dal$im vystaveni patogenu. Na této vlastnosti je vystaven i cely koncept o¢kovani 2,
Oproti tomu, receptorovy repertoar NK bunék je znacné omezen, protoZe neni vytvaren
V(D)J] rekombinaci z dtivodu chybéjicich RAG-rekombinaz "% Pfesto odpovéd malé ¢asti
populace NK bunék na opakované vystaveni antigenu nese zndmky adaptivni imunity a
to jak v reakci na hapteny, tak virové antigeny % *°!, Tyto idaje byly ziskany prevaZzné na
mySim modelu (C57BL/6 a BALB/c). Neni znamo, jestli se NK bunéc¢na pamét vyskytuje
i u jinych organismi ™', U lidi byly pozorovany NKG2C* NK buiiky jesté 60 dni po
infekci hantavirem ", coZ nazna¢uje moznou schopnost dlouhodobého prezivani takto
specifickych subpopulaci. Nicméné dikaz pro specifitu, nebo jejich Kklonalitu
neexistuje ",

Diikazy (u mysi) pro tuto schopnost byly ziskdny zejména na modelu haptenem-
vyvolané kontaktni senzitivity (CHS) a diky nékterych virovym antigentim. U CHS je
nositelem paméti zrejmé mala subpopulace (méné neZz 10 %) jaternich NK bunék
s fenotypem CD11b, CD90 a CD186 (CXCR6) ¥ **, P¥itomnost ligandu CXCL16, ktery se
vaZe na CXCR6 je nezbytna pro jejich preZiti. Tento ligand se vyskytuje v jaternich
rozpoznavaji MHC glykoprotieny I. tfidy. Z toho lze usuzovat, Ze licencované NK buriky
jsou mnohem efektivnéjsi v odpovédi na hapteny. Piesto se neprokazala piima spojitost
s vyskytem téchto receptori a paméti, protoze ty se mohou vyskytovat rovnéz na
slezinnych burikach, které viak pamét v odpovédi na hapteny nevykazuji ",

Indukce NK bunécné paméti v pripadé CHS probiha pravdépodobné nasledovné: do
pokoZzky proniknuvsi hapten se kovalentné navaZze na buinky a proteiny pojiva, kde se
také navaze na antigen-prezentujici bunky, které nasledné migruji do lymfatickych uzlin.
Tam jsou rovnéZ atrahovany NK buiiky, které zde rozpoznaji APC nesouci hapten **. Po

rozpoznani antigenu a s tim spojenou aktivaci migruji do jater, kde se usidli
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v sinusoidach v kontaktu s CXCL16. Po opétovném vystaveni haptenu migruji do
zasazenych mist a plni své efektorové funkce ",

Zdokumentovana je i pamét na virové antigeny, zejména mysi cytomegalovirus
(MCMV), jehoZz protein m157 rozpoznava receptor Ly49H (u mysi C57BL/6). Po
rozpoznani m157 antigenu receptorem Ly49H' NK burikami je u nich zaznamenana
velka klonalni expanze ", pricemz buniky pak pieZivaji nékolik mésicd. P¥i prenosu do
naivni mysi jsou tyto darcovské pamétové NK bunky asi desetkrat ac¢innéjsi, nez naivni
Ly49H" z hostitelské mysi 17,

V souladu s ptedchozimi fakty bylo zjisténo, Ze MCMV-pamétové NK buriky maji na
rozdil od naivnich NK bunék vétsi expresi receptoru Ly49H, ale ne ostatnich aktivacnich
receptorli. Zaroven byl jejich fenotyp vice podobny maturovanym NK buiikam, neZli
naivnim. Z tohoto Ize usoudit, Ze jejich pamét je nejspisSe dana posunem prahu citlivosti

na antigen - buniky s vy$$i expresi Ly49H se snadnéji aktivuji O,

1.3. FUNKCE NK BUNEK V ORGANISMU

NK bunky tvori v téle heterogenni populaci dvou dobre definovanych subpopulaci a
to CD56°7°" CD16™3¢/~ a CD56™¢ CD16°"¢"¢ ", Zastavaji v organismu vicero uloh, jiZ
urcuje pravé cetnost vyskytu téchto molekul (CD56 a CD16) na jejich povrchu -
z pohledu exprese téchto molekul o nich mluvime jako o svétlych (vysoka exprese), nebo
tmavych az negativnich (nizka az zadna exprese) *°. Tyto subpopulace jsou znazornény

na obrdzku 1-6.

Cytotoxicka NK burika (CD56™=v2) Regulaéni NK burika (CD565v¢!)
CD16sveta CD16tmava

IL-2/IL-15p

mava : I a svétla
CD56' P IL-2/L58 Chsg™*

KIR c-Kit

T+ KIR = | -selektin
+ CD94/NKG2 IL-10
; g @
! : GM-CSF @ v
oy +++ ADCC : °>vb + ADCC
v a FHHLAK Ny B % & +++ LAK
Nizka produkce cytokin(i +++ cytotoxicita : TNF-a/B + cytotoxicita
Obrézek 1-6 °°F UP™@e"°, gchematické znazornéni dvou hlavnich subpopulaci NK bunék s nejvyznamnéjS$imi

antigeny.
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VétSinovou subpopulaci (95 % v krvi a 85 % ve sleziné) tvori cytotoxické NK burky
s fenotypem CD56™*¢ CD16°¢%¢, které produkuji perforin a granzymy“®. Druhé
subpopulace je tvofena NK butikami s fenotypem CD56°" CD16™3¢/~ jez maiji spise

imunomodulaéni funkce a produkuji fadu cytokini .

Obé subpopulace ziejmé migruji i do odliSnych c¢asti téla. CD56°"¢1¢

exprimuji
L-selektin (CD62L) a chemokinovy receptor CCR7 umoZnujici jim migraci do
sekundarnich lymfoidnich organd. CD56™"¢ exprimuji LFA-1 a PENS5, ktera ve spojeni
s PSGL-1 umoziiuje naopak vazbu na CD62L.

CD16 se vyskytuje v riizné mire takika na v§ech maturovanych NK burikach . Oproti
tomu CD56 ma na NK bunkidch neznamou funkci - pravdépodobné se ucastni
mezibunééné komunikace. Jeji exprese viak dobfe koreluje s funkci NK buriky ©°,

Zarovedl je mozny presmyk zjedné této subpopulace (CD56°"*" CD16™*¢/~) na
druhou pod vlivem IL-2 z T-lymfocytid v lymfatickych uzlinach, kdy dojde ke zméné

fenotypu na CD56™"¢ 4 CD16°¢1¢ 29,

1.3.1. Cytotoxicka subpopulace

Cytotoxickou formu tvori asi 90 % zcelkového poc¢tu NK bunék a jsou
charakteristické fenotypem CD56™@"¢ CD16°"*", Exprimuji stfedné afinni receptor pro
IL-2 a reaguji na tento cytokin jen velmi slabé, neexprimuji c-Kit receptor tyrosin-kinazu.
Po stimulaci IL-2 vSak zvySuji své cytotoxické funkce v porovnani s druhou subpopulaci.

Jsou Spatnymi producenty imunoregulac¢nich cytokinti a to i po stimulaci monocytarnimi
[30]

cytokiny

o
\Granzymy

A\
o " Perforin o [ ‘Granzymy

\. ‘..‘—.—— Perforin

_' ~

‘ Mitochondrie, kaspazy
|APOPTOZA |APOPTOZA

Obrazek 1-7: Tri hlavni mechanismy usmrceni cilové buniky NK buinkou. Pokud cilové burice chybi obvyklé

antigeny (MHC L. tFidy aj.) je NK burika aktivovdna a usmrti cilovou buriku (A) 471 upraveno apoptézu miiZe navodit

vy g osr 1y . . 47], - Y ;s s, P
rovnéz skrze ,receptory smrti“ jejichZ expresi reguluje IFN-y (B) [47] UPTEVENO et moznosti je navazani Fc ¢asti IgG na

CD16 (C), jeZ spusti podobné cytotoxické funkce jako ty, jeZ jsou popsdny na obrdzku A..
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Své cytotoxické funkce mohou zprostredkovat nékolika mechanismy (obrdzek 1-7 na
strané 16): produkci perforinu a granzymi (a), interakci s ,receptory smrti“ (b), nebo
v zavislosti na protilatkach (c), kdy jsou schopny receptorem CD16 (FcyRIII) vazat Fc
¢ast IgG a tim aktivovat efektorové funkce (ADCC) %9,

Hlavni sloZzkou cytotoxickych granuli v cytoplazmé NK bunék jsou perforin, ktery
slouzi k tvorbé pérti v membrané a umoZiiuje granzymim dostat se do cilové buriky, a
granzymy (serinové proteazy), které se také mohou do bunlky dostat pomoci receptory
zprostiredkované endocytézy (napiiklad manézu 6-fosfat vazici receptor). Granzymy
zprostiedkuji smrt bunky piimo (Stépenim lamin a tvorbou zloml v ssDNA, jako
naptiklad granzym A), nebo nep¥imo (aktivaci, respektive $tépenim kaspaz) .

Druhou strategii této populace je exprese nékterych membranovych, ¢i rozpustnych
forem cytokini indukujicich buné¢énou smrt. Patfi mezi né TRAIL a FasL (CD95L). Tyto
ligandy aktivuji ,receptory smrti“ asociované s DISC doménou a kone¢nym dtisledkem je
aktivace kaspaz nasledovana apoptézou. Bunky produkuji TRAIL (¢len rodiny TNF)
jednak jako membranové vazany glykoprotein II. tfidy, nebo jako rozpustnou formu.
Jeho exprese se silné zvySuje po stimulaci IL-2 a IL-15. Ackoli receptor pro FasL (Fas)
neni konstitutivné exprimovan cilovymi buiikami, NK burnky jeho expresi indukuji

sekreci IFN-y a nasledné tak spousti apoptézu svym FasL ¥’

1.3.2. Regula¢ni subpopulace

Subpopulace regula¢nich NK bunék ma fenotyp CD56°*" a CD16™3¢/~. Tvot{ pouze
asi 10 % zcelkového poctu NK bunék a vyznacuje se produkci fady cytokinl (po
stimulaci monokiny), jako je zejména vyznamnd produkce IFN-y a dale TNF-a, TNF-§,
GM-CSF a IL-10. Diky této produkci jsou dtleZité v prvnich chvilich vniknuti patogenu do
organismu. Silné odpovidaji na stimulaci IL-2 (diky konstitutivni expresi vysokoafinniho
heterotrimerniho IL-2Rafly. je dostatecna pikomoldrni koncentrace), kterouzto
odpovéd také umoctiuje vazba ligandu na c-Kit receptor tyrosin-kinizu ®. Po této
stimulaci expanduji jak in vivo, tak in vitro, ale s nizkymi projevy cytotoxicity. Vyskytuji
se hlavné vlymfatickych uzlinach (desetinasobné vic, nez v krvi), kde mohou byt
aktivovany T-lymfocyty, jeZ produkuji IL-2.

Z hlediska receptorové vybavy exprimuji zejména CD94/NKG2 a méné nez 10 %
cytotoxické subpopulace exprimuje KIR receptory.

V této subpopulaci exprimuje jesté urcita ¢ast bunék molekulu CD8 (exprese je vsak

rizna u ¢lovéka, mysi a krysy). Obé sub-subpopulace maji srovnatelnou cytotoxickou
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kapacitu a schopnost produkce IFN-y, avSak pouze CD8  jsou schopny produkovat
cytokiny typu 2 %,

1.4. RECEPTORY NK BUNEK

Receptory ucastnici se NK-bunécného rozpoznavani lze délit podle dvou uhli
pohledu. Jednak podle funkce na inhibicni a aktivacni, nebo podle struktury na
C-lektinové a imunoglobulinové. Geny kd&dujici C-lektinové receptory se nachazi
v genovém komplexu zvaném NK receptorovy genovy komplex (NKC)¥¥ a geny pro

imunoglobulinové receptory v leukocytdrnim Ig-like receptorovém komplexu (LRC) %,

1.4.1. Signalizacni drahy spojené s NK receptory

Vsechny dosud popsané inhibi¢ni receptory NK bunék obsahuji ve své
cytoplazmatické c¢asti inhibi¢ni motiv zvany ITIM, ktery lze sekvencné popsat:
(I/V/L/S)-x-T-x-x-(L/V), kde x znaci libovolnou aminokyselinu a lomitko oddéluje
aminokyseliny, jeZ mohou na daném misté v sekvenci byt!"?. Po navazani ligandu na
receptor dojde k fosforylaci tyrosinu vITIM doméné fosfokindzami rodiny Src, coz
umozni funkce fosfatdz SHP-1 a SHP-2 a SHIP (ktera se procesu ucastni, zavisi na
receptoru) ®". Cilem této signalizace je zamezit uvolnéni Ca** zendoplazmatického
retikula, napriklad defosforylaci inositol trisfosfati na inositol bisfosfaty (SHIP), nebo
snizenim fosforylace dal$ich signalnich proteinti (SHP-1 a SHP-2) I'?,

Aktivacni receptory nemaji vlastni signaliza¢ni domény a jsou proto asociovany
s adaptorovymi proteiny majici ve své struktuire ITAM motiv (sekvence [D/E]-x-x-T-x-x-
[L/1]-x¢ g-T-x-x-[L/I]). Mezi tyto proteiny patfi napriklad DAP12, FceRI-y, CD3 a
¢ retézec ", Dojde-li k navazani ligandu na receptor, dojde k fosforylaci tyrosinu v ITAM
motivu a kinazy Syk a ZAP-70 dale umozni signaliza¢ni kaskadu vedouci mj. k uvolnéni

Ca** z endoplazmatického retikula, degranulaci a transkripénim déjim "2,

1.4.2. Ly49rodina

Jedna se o rodinu C-lektinovych transmembranovych proteint typu II. Geny kodujici
tuto rodinu se u mysi nachazi na chromozomu 6 a v jednotlivych kmenech se znacné lisi.
Nejlépe jsou popsany u kmene C57BL/6 a 129/]. Mimo mysi byly nalezeny i u koni. U
primati a jinych savcl (naptiklad kocka a pes), vcetné Clovéka byl nalezen pouze

nefunkéni pseudogen ['?, VétSina gend kéduje inhibi¢ni receptory s ITIM motivem, ale
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napriklad Ly49D a Ly49H jsou aktivacni receptory signalizujici pres DAP12 (ITAM
motiv). Aby mohlo dojit kjejich navazadni na MHC I. tridy, je nutnd pritomnost
libovolného peptidu vazaného na MHC 2,

U inhibi¢nich forem téchto receptori je jejich ucel ziejmy - ochrana pred
autoreaktivitou. Avsak v piipadé aktivacnich forem je situace slozitéjsi. Ly49D se ucastni
odhojeni alostépti kostni diené. Rozeznava MHC I. t¥idy H-2D¢ a aloreaktivitu NK bunék
spousti ve spojeni s ostatnimi Ly49 receptory rozpoznavajici dalsi alelické formy MHC L.
tridy %, Funkce receptoru Ly49H ve spojeni s MCMV uZ byla diskutovana v predchozim

textu - uplatnuje se tedy v ochrané proti virem napadenym bunkam.

1.4.3. KIRrodina

KIR receptory jsou rodina imunoglobulinovych transmembranovych proteint typu I,
Citajici 15 gentli a dva pseudogeny na lidském chromosomu 19q13.4 s obdobnou funkci
jakou méa Ly49 ', Podle po¢tu imunoglobulinovych domén v molekule proteinu se déli
na KIR2D (2 imunoglobulinové domény) a KIR3D (3 imunoglobulinové domény).
Zaroven mohou mit dlouhou (L) intracelularni doménu obsahujici 1 - 2 ITIM motivy,
nebo kratkou (S) bez ITIM, ale s lysinem v transmembranové ¢asti, ktery je zodpovédny
za asociaci s adaptorovym proteinem DAP12 (ITAM motiv) "2,

Ligandy inhibi¢nich forem jsou HLA-A, HLA-B a HLA-C. Ukazuje se, Ze KIR se
pravdépodobné ucastni nékterych autoimunitnich onemocnéni. Napriklad exprese
KIR2DS2 je spojena srevmatoidni artritidou® a KIR2DS1 se vznikem lupénky °°.
Naopak pozitivni roli ma KIR3DS1 ve spojeni s alelou HLA-Bw4, se kterym jedinci
nakaZeni virem HIV Ziji déle; KIR3DS1 pravdépodobné rozpoznava néktery
HIV-kédovany protein ',

Pocet gent kddujicich tyto receptory u jedince je rizny a v populaci jsou nejbézné;jsi
dva haplotypy, oznacované jako A, nebo B. Nicméné do dnesnich dnti bylo identifikovano
celkem 37 haplotpyli. RovnéZz byly nalezeny u krav, koni, a dokonce byly podobné
nalezeny i u mysi. Aktivacni a inhibi¢ni formy jsou kédovany vlastnimi geny a nejedna se

o produkty post-transkrip¢niho sestfihu "%,

1.4.4. CD94/NKG2 receptory

C-lektiny CD94 i NKG2 jsou transmembranové proteiny typu II. Koédujici geny se
nachazi u c¢lovéka na chromosomu 12p12.3 - p13.2 a chromosomu 6 u mysi. Silné

konzervovany CD94 je geneticky piibuzny ¢tyfem NKG2 geniim u clovéka (A, C, E a F;
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forma B je pouze sestfihovou variantou formy A) a tifem u mysi (A, C, E) "2, Na rozdil od
Ly49 a KIR tedy nedisponuji rozsdhlym polymorfismem ®°. Rozpoznavaji neprili§ bézné
MHC 1. tiidy, jako jsou HLA-E (¢lovék) a Qal (mys$) " Exprese téchto neobvyklych
ligandid je spjata s expresi béznych MHC I. tfidy a nepiimo tak mohou kontrolovat
expresi i téchto ostatnich MHC glykoproteint "%,

CD94 se miiZze na povrchu bunky vyskytovat jako kovalentni homodimer, nebo
heterodimer s NKG2A ¢i C. NKG2A obsahuje ITIM motiv a komplex CD94/NKG2A slouzi
jako inhibi¢ni receptory, na rozdil od CD94/NKG2C, ktery je asociovan s DAP12 a jedna
se tudiZ o aktivac¢ni receptory. Jejich exprese mize byt regulovana IL-15, TGF-f a
IL-12 "2, P¥i infekci lidskym cytomegalovirem (HCMV) dochazi kexpresi virového
proteinu UL40, ktery je podobny HLA-E a je tudiZ timto heterodimerem rozpoznavan
(podobny princip jako Ly49H u mysi), vtom miuZe spocivat jedna zfunkci tohoto

receptorového komplexu - ochrana pfed maskovaci strategii zminéného viru 2,

1.4.5. NKG2D receptor

Tento transmembranovy protein typu II byl popsan jako soucast rodiny receptori
NKG2. Od ostatnich ¢lent se vSak lisi - sekvencné a typem rozpoznavanych ligandii. Na
povrchu bunék se vyskytuje jako kovalentni homodimer *°. Jedna se tak vlastné o
samostatny receptor, ktery ani v ¢lovéku, ani mysi neni prakticky polymorfni. Je to
aktiva¢ni receptor ',

Komplex tohoto receptoru s adaptorovymi proteiny se u mysi a clovéka lisi.
Homodimer tvori dvé sestrihové varianty — dlouhy NKG2D-L a kratky NKG2D-S, pricemZ
dlouha varianta ve Clovéku asociuje pouze s DAP10, zatimco v mySich se vyskytuje
svazbou na DAP10 i DAP12. Aktivaci receptoru se spousti bunécné cytotoxické

mechanismy a v nékterych pripadech produkce cytokini M

. Rozpoznava antigeny
strukturné podobné MHC glykoproteiniim, ty ale nejsou kddovany geny v MHC genovém
komplexu s vyjimkou ligandt MICA a MICB %, a neslouzi k vazbé antigen ',

Jedna zjeho roli je nejspiSe v obrané proti virim. Lidsky a mysi cytomegalovirus
koduji proteiny, které znacné snizuji expresi nékterych jeho ligandl. Dale se podili na
regulaci proliferace cytotoxickych T-lymfocytl. Vyzkum vSak naznacuje, Ze ma

i vyznamnou roli v autoimunitnich onemocnénich "2,
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1.4.6. NKR-P1rodina

Doposud bylo identifikovano celkem sedm genii této receptorové rodiny: Nkrpla, b, c,
d, e, fa g\ Nachazeji se v NKC genovém komplexu u ¢lovéka na chromosomu 12 a
u mySi na chromosomu 6. Jejich exprese, ¢i pritomnost v genofondu se vSak znacné lisi
u ¢lovéka a hlodavci. Zatimco ti disponuji nékolika formami, ¢lovék exprimuje pouze
jednu a to NKR-P1A, nékdy oznacovanou pouze jako hNKR-P1 %, Jedna se o aktiva¢ni,
nebo inhibi¢ni transmembranové glykoproteiny typu II a strukturné o C-lektiny. Této
rodiné receptorli patri oznaceni CD161. Jednotlivé formy jsou popsany v nasledujicich

odstavcich.

1.4.6.1. NKR-P1A

Tato forma je exprimovana jak v hlodavcich, tak v ¢lovéku, kde je nékdy nazyvan
pouze jako NKR-P1. Lidsky je z hlediska aminokyselinové sekvence ze 46 % homologni
s hlodavéim. Rovnéz se lisi v expresi a funkci. hNKR-P1A je exprimovan pouze urcitou
subpopulaci lidskych NK bunék a na piiblizné 25 %, preferenéné pamétovych, CD4" a
CD8* T-lymfocytech. Oproti tomu hlodavéi T-lymfocyty ziidka tento receptor exprimuji
a naopak je pfitomen na takika vsech jejich NK burikach 4, Fyziologicky ligand neni pro
myS$i ani krysi formu znam, avSak vyzkum naznacuje, Ze by se mohlo jednat o
sacharidové struktury ®*®, Ligandem lidského hNKR-P1A je protein LLT1. PakliZe tento
ligand interaguje s hNKR-P1A na povrchu NK bunék, utlumuji se jejich cytotoxické
funkce a sekrece IFN-y.
Naopak v pritomnosti TCR
na T-lymfocytech se
produkce IFN-y zvysuje *°,

mNKR-P1AP® je jedinym
zastupcem rodiny NKR-P1
u kterého je rozreSena cast
jeho struktury - lektinové
domény (obrdzek 1-8).

Jeho struktura se lisi

vkrystalu a  roztoku

zejména polohou chlopné
(0 brazek 1-8 %edy ﬁsek) Obrazek 1-8: Trojro_zmérné struktura extracelularni lektinové
! y ! domény mNKR-P1A [66: 671, upraveno Struktury byly FeSeny krystalograficky

ktera Vkrystalu slouzi (A) a pomoci NMR v roztoku (B). Smycka (Sedd barva) md pri riznych
) ) . podminkdch (v krystalu a roztoku) riizné polohy, coZ miiZe naznacovat jeji
k interakci s Vedle]SI roli v rozpozndvdni ligandu.
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molekulou. To naznacuje, Ze by mohla mit funkci v rozpoznavani ligandu ©° 7,

mNKR-P1A je spolu s mNKR-P1C a F aktivac¢ni receptor, bez vlastni ITAM signaliza¢ni
domény - obsahuje vSak nabitou aminokyselinu v transmembrionvé doméné (arginin),
pomoci které pravdépodobné interaguje s aktivatnim adaptorovym proteinem FceRly
obsahujicim ITAM (jak bylo popsano u mNKR-P1C)['% ® Lidsky NKR-P1A rovnéz
neobsahuje signaliza¢ni doménu, avSak ani argininovy zbytek!®d. Pravdépodobné
aktivuje svou cytoplazmatickou Casti kyselou sfingomyelinazu, jez je duilezita pro tvorbu
N-acyl-sfingosinu (ceramid), coZz je druhy posel ucastnici se indukce apoptdzy,

proliferace a diferenciace .

1.4.6.2. NKR-P1Ba D

Je rovnéZ oznacovan jako NK1.1 antigen (spolu s NKR-P1(, jejich C-lektinova doména
je z hlediska aminokyselinové sekvence z 96 % identicka), protoZe v mysim kmeni Sw se
na néj vaze monoklonalni protilatka PK136 "%, Naopak u my$i BALB/c se na NKR-P1B/C
tato protilatka nevaze. Ukazalo se, Ze je to z dlivodu substituce serinu (S191) za threonin,
kde tato substituce nejspi$e sniZi afinitu z ddvodu specifické O-glykosylace ©". NKR-P1B
i D jsou inhibi¢ni receptory s vlastni ITIM doménou "7,

Po dlouhou dobu nebylo jasné, jestli NKR-P1BBALB/¢ 3 NKR-P1DB® nejsou jen odli$né
alelické formy téhoz receptoru, coZ podporoval i fakt, Ze sdili stejny ligand - Ocil/Clr-b,
ktery je identicky pro oba kmeny B6 a BALB/c. Nakonec vSak bylo prokazano, Ze se
skute¢né jedna o odli$né receptory ",

Clr-b hraje ziejmé duleZitou roli protinadorové imunité. Jeho exprese je totiz velmi
¢asto sniZena na nadorovych burikach, jeZ jsou rozpoznavany NK butikami ", Zaroven
tento ligand, respektive jeho homolog, vyuziva krysi cytomegalovirus (RCMV) pro svou
ochranu. V napadené burice snizuje expresi rClr-b a na jeho ukor exprimuje protein
RCTL, ktery kéduje svou virovou DNA. JelikoZ RCTL rovnéZ interaguje s rNKR-P1B,

utlumi efektorové funkce NK buiiky a nenf zne$kodnén "%,

1.4.6.3. NKR-P1C

Casto nazyvan jako NK1.1, je viibec prvni identifikovany ¢len z této rodiny a je hojné
pouzivan jako specificky marker pro NK buiiky u mysich kment CE, B6, NZB, C58,
Ma/My, ST, SJL, FVB, kde se pro jeho detekci pouziva specifickd monoklonalni protilatka
PK136. Na rozdil od vySe jmenovanych mysich kmeni jej vSak nelze touto protilatkou
detekovat u kment BALB/c, AKR, CBA, C3H, DBA a 129 *"], Je exprimovan mimo jiné NKT

burikami a ¢asti T-lymfocytli. Neni zndm jeho fyziologicky ligand.
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Jedna se o aktivacni receptor s argininovym zbytkem v transmembranové casti, ktera
asociuje sadaptorovym proteinem FceRly, a signalizuje posléze prostiednictvim Syk
kinaz "®, KdyZ je tento protein zesitén monoklonalni protilatkou, dochazi u NK burky

k silné produkci IFN-y 2,

1.4.6.4. NKR-P1E,Fa G

NKR-P1E je zfejmé pseudogen a neni jak u BALB/c tak u B6 mysi piepisovan ",

NKR-P1F je aktivacni receptor exprimovany na vSech NK buiikach mysi C57BL/6, ale
ne na T-lymfocytech. Jeho aktivacni potencial je sporny, protoZe neovliviiuje ani
cytotoxicitu, ani expresi IFN-y. Je také exprimovan na krysich NK burikach ™., Jeho
ligandem je Clr-g, Clr-c a Ocilrp2 ©* 7,

NKR-P1G byl u mySi nejprve oznaCen za pseudogen, jeZ nema Zadnou znamou
signaliza¢ni sekvenci, ¢i interakéni oblast s adaptorovym proteinem "%, Ukazalo se ale,
7e je pritomen na NKR-P1D* a NKR-P1D~ NK burtikidch mysi C57BL/6. U krys je rovnéz
exprimovan u urcité subpopulace NK bunék. Je to inhibi¢ni receptor, strukturné

podobny NKR-P1F a rozpoznava i ligandy ze stejné rodiny: Clr-f, Clr-g a Clr-d/x ",
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2. CILE PRACE

» Priprava produkénich vektord.

= Optimalizace produkce a renaturace proteinti in vitro.

= (Charakterizace proteini hmotnostni spektrometrii.
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3. MATERIAL

3.1. PRISTROJE

Analytické vahy AL54-1C

Automatické pipety

Centrifuga J-6M

Centrifuga J-6M

Centrifuga Spectrafuge 16M
Centrifuga Z 233 MK-2

Centrifuga Z 383K

Centrifugacni koncentratory Amicon Ultra
Ctecka geldl G-Box

Dialyzacni trubice Spektra/Por
Hmotnostni spektrometr APEX-Qe FTMS
HPLC systém BioSys 510

Kapalinovy chromatograf Agilent 1200
Konfokalni mikroskop Olympus FV1000 SIM
Magnetickd michacka MM 2A
microHPLC systém Agilent 1200
Mrazici box na —80°C

PCR cyklator Mastercycler personal
pH metr 200

Predvazky HF-1200G

Saphire Microplate Reader

Souprava pro DNA elektroforézu
Souprava pro SDS-PAGE elektroforézu
Souprava pro ultrafiltraci
Spektrofotometr DU-70

Thermomixer comfort

Trepacka na Erlenmayerovy barky
Trepacka na zkumavky BigGer Bill
Ultracentrifuga Optima LE-80K
Ultrafiltra¢ni membrany
Ultrazvukova lazen Sonorex
Ultrazvukova lazen

Ultrazvukova sonda Ultrasonic Homogenizer 4710

Vakuova odparka Speedvac
Vortexovy mixér Zx3
Zdroj deionizované vody MilliQ

Mettler Toledo, CR

Gilson, USA

Beckman Coulter, USA
Beckman Coulter, USA
Edison, USA

Hermle, Némecko

Hermle, Némecko

Millipore, USA

Syngene, USA

Spektrum Laboratories, USA
Bruker Daltonics, Némecko
Beckman Coulter, USA
Agilent Technologies, Némecko
Olympus, USA

Laboratorni pristroje Praha, CR
Agilent, USA

Revco, USA

Eppendorf, Némecko
Beckman Coulter, USA

AND, USA

Tecan, §V}'Icarsko
Sigma-Aldrich, USA
Bio-Rad, USA
Sigma-Aldrich, USA
Beckman Coulter, USA
Eppendorf, Némecko
Gallenkamp Ltd., UK
Thermolyne, USA

Beckman Coulter, USA
Sigma-Aldrich, USA
Bandelin, Némecko
KRAINTEK, Slovensko
Cole-Parmer Instrum. Co., USA
Jouan, Francie

Scientifica, Italie

Millipore, USA
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3.2. CHROMATOGRAFICKE KOLONY

Kolona s reverzni fazi pro LC-MS

(velikost ¢dstic 3 um; velikost périi 200 A:

0,2 x 150 mm; nosi¢ MAGIC C18)
Kolonky MicroTrap s reverzni fazi
Q-Sephraosa

Superdex 200 HR 10/30

Superdex 75 HR 10/300

3.3. CHEMIKALIE

Michrom Bioresources, USA
Michrom Bioresources, USA
GE Healthcare, Némecko
GE Healthcare, Némecko
GE Healthcare, Némecko

Veskeré chemikdlie byly v Cistoté a kvalité dostacujici experimentiim.

2-merkaptoethanol

Acetonitril

Agar

Agarosa

Akrylamid

Azid sodny

Bacto-tryptone

Bacto-yeast extract
Bromfenolova modr

Chlorid horec¢naty

Coomassie Brilliant Blue G-250
Coomassie Brilliant Blue R-250
Cystamin

Cysteamin

Cinidlo pro stanoveni proteint podle Bradfordové

DAPI
Dihydrogenfosfore¢nan sodny
dNTP

DTT

EDTA

Ethanol

Ethidium bromid
Ethylmorfolin

Glycerol

Glycin

Guanidin-HCl

HEPES

Hovézi sérovy albumin (BSA)

Sigma-Aldrich, USA
Merck, Némecko
Oxoid, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Oxoid, USA

Oxoid, USA

Serva, Némecko
Lachema, CR
Serva, Némecko
Serva, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Bio-Rad, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR
Promega, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Merck, Némecko
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Jersey Lab Supply, USA
Serva, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
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Hydrogenfosforecnan sodny
Hydroxid sodny

Chlorid sodny

Chlorid vapenaty

IPTG

Isopropanol pro LC-MS
[sopropanol

Kanamycin

Kyselina chlorovodikova
Kyselina mravenci pro LC-MS
Kyselina octova

Kyselina trifluoroctova pro LC-MS
L-arginin-HCl

Mocovina

Mowiol
N,N’-methylen-bis-akrylamid
Oligo-(dT),q

Peroxodisiran amonny
Sachar6za

SDS

SDS-PAGE standardy

TCEP

TEMED (1,2-bis(dimethylamino)ethan)

Tetracyklin
TRI-reagent
Tris

Triton X-100

Voda pro hmotnostni spektrometrii

Ostatni chemikalie

3.4. ENZYMY

Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Fluka, §V}'Icarsko
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR

Fluka, §V}'Icarsko
Lachema, CR

Fluka, §V}'Icarsko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
New England Biolabs, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR

Jersey Lab Supply, USA
Serva, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Serva, Némecko
Jersey Lab Supply, USA
MRC, USA

Jersey Lab Supply, USA
Sigma-Aldrich, USA
J.T.Baker, USA
Lachema, CR

Pufry byly zpravidla doddvdny spolu s enzymem od stejného vyrobce, nebo je jejich

sloZeni uvedeno v ndsledujicim textu.

AspN

DNAsa l

GluC

HindlII restrik¢ni endonukleaza
Ndel restrikéni endonukleaza
RNAsa |

Superscript III RT

T4 DNA ligaza

Roche, §V}'Icarsko
Sigma-Aldrich, USA
Roche, §V}'Icarsko

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
Sigma-Aldrich, USA
Invitrogen, USA
Stratagene, USA
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Trypsin Roche, Svycarsko

3.5. INHIBITORY PROTEAZ

Leupeptin Sigma-Aldrich, USA
PMSF Sigma-Aldrich, USA

3.6. VEKTORY

= pET-30a-(+) Novagen, USA

= pCR2.1-TOPO Invitrogen, USA
3.7. Kity

» Alexa Fluor 488 Protein Labeling Kit Invitrogen, USA
» Alexa Fluor 568 Protein Labeling Kit Invtirogen, USA
* Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit Geneaid, Taiwan
= Geneaid Plasmid Maxi Kit Geneaid, Taiwan
* High-Speed Plasmid Mini Kit Geneaid, Taiwan
3.8. MEbpIA

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

3.9. ROZTOKY A PUFRY

Akrylamidova smés pro pripravu SDS-PAGE gelti: 29% (w/v) akrylamid;

1% (w/v) N,N’-methylen-bis-akrylamid

Barvici roztok pro SDS-PAGE: 45% (v/v) methanol; 10% (v/v) kyselina octova;
0,25% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250

Dialyzac¢ni pufr: 9 mM NaCl; 15 mM Tris-HCI; 1 mM NaN3; pH =9,0
Guanidinovy pufr na rozpusténi inkluznich télisek: 6 M guanidin-HCI;

100 mM Tris-HCl; 100 mM DTT; pH = 8,0

Chromatograficky pufr (gelova filtrace): 150 mM NaCl; 15 mM Tris-HCI; 1 mM NaNj5;
pH=9,0

Chromatograficky pufr (ionexova ch. pufr A): 9 mM NaCl; 15 mM Tris-HCl;
1mM NaN3; pH=9,0
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» Chromatograficky pufr (ionexova ch. pufr B): 1 M NaCl; 15 mM Tris-HCl;
1mM NaN3; pH=9,0

* Mocovinovy pufr na rozpusténi inkluznich télisek: 8 M mocCovina; 1 mM EDTA;
50 mM NacCl; 50 mM KH,PO,; pH =11,0

= (Odbarvovaci roztok pro gely z SDS-PAGE: 35% ethanol, 10% kyselina octova

= PBS: 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 10 mM Na,HPO,-2H,0; 0,2 mM KH,PO,; pH = 7,4

» Promyvaci pufr (izolace inkluznich télisek): 50 mM Tris-HCIl; 100 mM NacCl;
1 mM 2-merkaptoethanol; 1 mM NaNs; pH = 7,4

» Pufr pro $tépeni trypsinem a GluC: 50 mM ethylmorfolin-acetat; 10 % acetonitril;
pH =827

» Pufr s detergentem (izolace inkluznich télisek): 0,5% (w/v) Triton X-100;
50 mM Tris-HCI; 100 mM NacCl; 1 mM 2-merkaptoethanol; 1 mM NaNj3; pH = 7,4

» Sachardzovy lyzacni pufr (izolace inkluznich télisek): 25% (w/v) sacharoza;
50 mM Tris-HCl; 1 mM EDTA; 1 mM NaNgs; pH =7,4

» SDS-PAGE pufr: 10 mM Tris-HCl; 250 mM glycin; 0,1% (w/v) SDS; pH = 8,3

= Solvent A pro LC-MS: 0,2% (v/v) kyselina mravenci; 4% (v/v) acetonitril;
1% 2-propanol (v/v)

= Solvent B pro LC-MS: 0,16% (v/v) kyselina mravenci; 90% (v/v) acetonitril;
5% 2-propanol (v/v)

» TAE pufr: 2 M Tris-HCl; 1 M kyselina octova; 50 mM EDTA; pH = 8,0

* TE pufr: 10 mM Tris-HCl; 1 mM EDTA; pH=7,5

» Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE (neredukujici): 50 mM Tris-HCl; 12% (v/v) glycerol;
4% (w/v) SDS; 0,1% (w/v) bromfenolova modi; pH = 6,8

» Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE (redukujici): 50 mM Tris-HCl; 12% (v/v) glycerol;
4% (w/v) SDS; 0,1% (w/v) bromfenolova modf; 100 mM DTT; pH = 6,8

3.10. BAKTERIALNI KMENY

» BL21-Gold(DE3); Genotyp: E. coli BF~ompT hsdS

(rg mz) dem™ TetR gal A(DE3) endA Hte Stratagene, USA
* NovaBlue; Genotyp: E. coli endAl hsdR17(rg;, mi;,)

supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac F'[proA*B*

lacl9 ZAM15::Tn10] (Tet®) Novagen, USA
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4. METODY

VétSina metod dale uvedenych je zaloZena na dlouholeté zkusenosti nasi laboratote a

jejich ¢lenti s vyrobou rekombinantnich proteinti a také na metodickém manuéalu .

4.1. MOLEKULARNIi TECHNIKY

4.1.1. Izolace mRNA ze slezinnych bunék metodou TRI-reagent

Jedna se vpodstaté o fenol-chloroformovou extrakci zavislou na pH. Vzorek
homogenizovany v roztoku TRI-reagent se rozdéli po pridani chloroformu a centrifugaci
na dvé faze: organickou a vodnou. Vodna faze obsahuje RNA, ktera se nasledné vysrazi
izopropanolem a precisti. Organicka faze pak obsahuje DNA a proteiny, které se projevi
jako srazenina mezi faizemi. Divodem je rozdélovaci rovnovaha nukleovych kyselin mezi
vodnou a organickou fazi v zavisloti na pH. DNA je vtéto vodné fazi rozpustna pri
pH 7,5 -8 a RNA uZ pri pH 4 - 6. Fenol, kromé upravy pH, zajiStuje rovnéz denaturaci
proteint, které se tak snadnéji oddéli od nukleovych kyselin.

Neprodlené po usmrceni mysi byla slezina homogenizovana za stalého chlazeni na
ledu v1 ml roztoku TRI-reagent. Homogenat byl prenesen do sterilnich zkumavek a
inkubovan 5 minut pii 20 °C. Po inkubaci bylo do roztoku ptidano 200 pl chloroformu a
roztok byl peclivé promichan 15 sekundovym tirepanim. Nasledovala inkubace 10 minut
pri 20 °C a ihned poté centrifugace pri 12 000xg, 15 minut a 4 °C. Po centrifugaci byla
odebrana vrchni, vodna faze, na precipitaci RNA, do které bylo pridano 500 pl
izopropanolu. Roztok byl ponechan v klidu 10 minut pti 25 °C, aby doslo k vysrazeni
RNA. Poté nasledovala centrifugace pri 12 000xg, 8 minut a 25 °C. Supernatant byl
odebran a vzniklad sraZenina byla promyta 1 ml 75% ethanolu za pouZiti vortexu a
nasledné roztok centrifugovan pii 7 500xg, 5 minut a 25 °C. Supernatant byl opét
odebran a sraZenina byla ponechana na vzduchu, aby mirné vyschla, ne vSak zcela (hrozi
pak sniZeni rozpustnosti RNA). Po vyschnuti bylo pridano 50 pl supercisté sterilni vody
bez RNas a tento roztok byl inkubovan 15 minut p¥i 60 °C. Neprodlené poté byl roztok
RNA pouZit na cDNA syntézu.
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4.1.2. Syntéza First-strand cDNA

Syntéza cDNA zRNA vyuziva faktu, Ze Tabulka 4-1: Dvoukrokové slozeni reakéni smési

mRNA obsahuje na svém konci pro first-strand cDNA syntézu.

polyadeninové sekvence, které mohou byt Slozka smési Objem
y. v - , ligo-(dT),, 50 uM 1l
vyuzity na prisedani vhodnych 0ligo-{dT)y S0 H
o . T dNTP 10 mM 14l
komplementarnich primert, v tomto o -
¢ lzolovana RNA 5ul
pripadé deoxypolythymidinovych. Za ddH,0 (RNase-free) 6 Ul
pouZiti Superscript I11 Reverzni Inkubace 5 min. 65 °C a 1 min. na ledu
transkriptazy se pak mRNA prepiSe do, ~ 5x First-strand buffer 4l
k této RNA komplementarni, DNA molekuly, 6 _DTT 100 mM 1yl
, . M i . ¥ Superscript Il RT
ktera se nasledné pouzije pro PCR jako (zuo% u/w)lp Tul

templat.

SloZeni reakéni smési je uvedeno v tabulce 4-1. V prvnim kroku byl pripraven zaklad
reakéni smeési obsahujici izolovanou RNA, deoxyribonukleotidy (dNTP) a
oligodeoxythymidinové primery (oligo-(dT),,), kterym bylo umoZnéno se
komplementarné navazat na polyadenylované konce mRNA béhem inkubace. Podminky
této inkubace zahrnovaly zahtati smési na teplotu 65 °C po dobu 5 minut a nasledné
preneseni smési na 1 minutu na led. V druhém kroku byla do smési pridana nezbytna
Cinidla (First-strand pufr, DTT), nezbytnd pro provedeni reakce za pomoci
Superscript III Reverzni transkriptazy. Takto vznikla smés byla inkubovana 40 minut pii
50 °C a poté byla cela reakce zastavena zahratim na 70 °C po dobu 15 minut. Vznikla

cDNA byla ihned pouzita pro PCR.

4.1.3. Polymerazova iretézova reakce (PCR)

Metoda PCR byla pouzita pro zmnoZeni sekvenci kédujicich poZzadované proteiny,
pricemz byla zaroven zavedena restrikéni mista pro enzymy HindIll a Ndel, pomoci
kterych byla posléze sekvence zaklonovana do produk¢niho vektoru. JelikoZ sekvence
obou izotypli proteinu mNKR-P1C jsou v rozsahu pouzitych primeri stejné, byly tyto

primery pouzity pro zmnoZeni sekvenci obou izotypt.
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mMNKR-P1A Ndel
Forward primer: 5°' GC CAT ATG TCA ATA GAA AAA TGC TAT GTG - 3'

Reverse primer: 5' - GCA AGC TTA TCA GTG TCC ATA ACC CAC ATA GTT GCT - 3
Hindlll

Forward primer: 5' - CG CAT ATG TCA AGA GAA AAA TGC TGT GTG - 3'

Reverse primer: 5°'

GCA AGC TTA TCA GGA GTC ATT ACT CGG GGT - 3'
Hindlll

Obrazek 4-1: Primery pouzité pii PCR reakci. Vsekvencich jsou barevné vyznaceny mista Stépeni restrikénimi
endonukledzami Hindlll a Ndel.

Pro reakci byly pouZity primery, jeZ jsou uvedeny na obrdzku 4-1. SloZeni reakcni

smési je popsano v tabulce 4-2 a termalni profil pak v tabulce 4-3.

Tabulka 4-2: SloZzeni PCR reakc¢ni smési. Tabulka 4-3: Termalni profil PCR reakce.
Slozka smési Objem Faze Teplota Cas Pocet cyklt
10x PCR buffer, bez MgCl, 5 ul 1 94 °C 2 min 1
10 mM dNTP 1l 94 °C 30s
50 mM MgCl, 1,5 ul 2 50 °C 30s 30
FW primer 1ul 72 °C 1 min
RV primer 1ul 3 72 °C 4 min 1
cDNA 1 ul 4 4°C o 1
ddH,O (RNase-free) 39 ul
Platinum Taq DNA polymerase 0,2 pl

4.1.4. Zaklonovani sekvence kddujici protein do vektoru

Vyrobé produkéniho vektoru predchazelo zaklonovani sekvence Kkonstruktu do
vektoru klonovaciho, ve kterém byla sekvence namnoZena in vivo. Jako klonovaci vektor
byl pouzit pCR2.1-TOPO od firmy Invitrogen, ktery byl komer¢né dodan v kitu od téhoZ
vyrobce. Po namnoZeni byla vyStépena a prenesena do produkéniho vektoru. Pro
preneseni insertu do produk¢niho vektoru byly pouZity vloZené sekvence pro restrickni
endonukleasy HindIIl a Ndel.

V prvnim kroku byl linearizovan produk¢ni vektor pET-30a-(+) a vyStépen insert z
klonovaciho vektoru (TOPO), oboji restrik¢énim Stépenim endonukledzami HindIIl a
Ndel; sloZeni reakc¢nich smési je uvedeno v tabulce 4-4 na strané 33. Takto pripravené
vzorky byly umistény do termostatu na 3 hodiny do 37 °C. Po uplynuti této doby byla

provedena agarosova elektroforéza na 1,25% gelu (odstavec 4.5.2). Zgelu byly
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segmenty o prislusné délce izolovany pomoci kitu ,Gel/PCR DNA Fragments Extraction
Kit“ od firmy Geneaid. Izolované fragmenty byly nasledné pouZity do ligatni smési
v poméru alespont 1:2 (linearizovany vektor ku insertu) za pouZiti T4 DNA ligasy;
pricemz reakce byla inkubovana pres noc pti 16 °C a jeji sloZeni je uvedeno v tabulce 4-5.

Ligacni smés byla poté pouZita k transformaci kompetentnich bunék (odstavec 4.2.1).

Tabulka 4-4: Slozeni reakéni smési pro linearizovani pET-30a-(+) vektoru a vyStépeni sekvence proteinu z
TOPO vektoru.

Slozka smési Linearizace vektoru Vystépeni insertu
pET-30a-(+) (1 pg/pl) 10 pl -

TOPO vektor s insertem (1 pg/ul) - 20 ul

Ndel (20 000 U/ml) 0,5 ul 0,5 pl
Hindlll (20 000 U/ml) 0,5 ul 0,5l
NEBuffer 2 (10x%) 1,1 ul 2,1l

Tabulka 4-5: SloZeni liga¢ni smési pro ligovani
insertu do produkéniho vektoru pET-30a-(+).

Slozka smési Objem
Linearizovany vektor 5ul
Insert 11 ul
ATP (20 mM) 0,3 ul
Buffer T4 DNA Ligase 2 ul
T4 DNA Ligase 3,5 ul

4.2. REKOMBINANTNI EXPRESE PROTEINU

4.2.1. Transformace kompetentnich bunék

Buriky jsou do kompetentniho stavu uvedeny zpravidla dvojmocnymi ionty, které
membranu permeabilizuji a nasledné jsou skladovany v Cistém LB-médiu pri —80°C.
Pouzivad se napiiklad chlorid vapenaty (tedy Ca®"). Plazmidovd DNA je do bunék
vpravena metodou tepelného Soku.

Suspenze kompetentnich bunék byla ponechdna asi 30 minut na ledu, aby postupné
roztala. K suspenzi o objemu 200 pl bylo po rozmrazeni pridano 1 - 10 ng plazmidové
DNA a takto vznikla smés byla inkubovdna 30 minut na ledu. Nasledoval tepelny $ok,
ktery byl proveden pienesenim bunék na 50 sekund do 42 °C a bezprostredné poté na
1 minutu na led. Poté bylo do této suspenze pridano 800 pl ¢istého LB-média a smés byla

ponechana 1 hodinu v termostatu pri 37 °C. Nasledné byla smés centrifugovana pri
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3 000xg. Po centrifugaci bylo odebrano 800 pl ¢istého supernatantu a v jeho zbytku byla
peleta resuspendovana. Takto vznikla suspenze byla nanesena a rozetfena na Petriho

misku s LB-agarem a ptisluSnymi antibiotiky.
4.2.2. Selekce produkéniho klonu

Metoda slouzi k vybéru klonu produkujiciho poZzadovany protein.

Zkumavka s 2 ml LB-média a antibiotiky byla inokulovana 100 pl testované noc¢ni
kultury narostlé z jedné kolonie na Petriho misce. Vzorek byl nasledné inkubovan v
termostatu pii teploté 37 °C a rychlosti trepani 220 ot./min, az do dosazeni ODsz, = 0,7
(A =550 nm). V dalSim kroku byl 1 ml kultury prenesen do dalsi zkumavky, kde byla tato
kultura indukovana 0,1 mM roztokem IPTG a umisténa spolu s piivodni zpét do stejnych
podminek na 3 hodiny. Po uplynuti této doby byly suspenze centrifugovany pti 3 000xg
15 minut a 4 °C a pelety byly analyzovany reduk¢ni SDS-PAGE (kapitola 4.5.1).

4.2.3. Optimalizace produkce proteint

Optimalizace produkce byla provedena za ucelem zjiSténi nejvhodnéjsich podminek,
za kterych lze vyprodukovat co nejvétsi mnoZstvi proteinu. Pii optimalizaci byly
zkouSeny variace ti faktori: teploty, délky produkce a koncentrace induktoru (IPTG).

Koncentrace induktoru. Sest zkumavek obsahujicich LB-médium s antibiotiky bylo
inokulovano 10 pl produk¢ni kultury. Zkumavky byly umistény do tfrepacky pii 37°C a
220 ot./min do dosazeni optické density ODs5y = 0,7. Potom byla ve zkumavkach
indukovana produkce proteinti rozdilnou koncentraci induktoru, a to 0,01 mM; 0,1 mM;
0,3 mM; 0,5 mM; 1 mM a 5 mM IPTG. Zkumavky byly za stejnych podminek inkubovany
dalsi 2 hodiny. Poté byly vzorky stoceny pri 3 000xg 5 minut, 4 °C a analyzovany
metodou redukujici SDS-PAGE.

Teplota. Do dvou zkumavek bylo odméfeno 1 ml LB-média s antibiotiky a médium
bylo inokulovano 10 pl produkcni kultury. Zkumavky byly umistény do trepacky pri
37 °C a 220 ot./min do dosaZeni optické density ODssq = 0,7; kdy bylo pridano IPTG na
findlni koncentraci 1 mM. Poté byly zkumavky umistény do 30°C a 37°C na 2 hodiny.
Analyza vzorku (pelety) probéhla po centrifugaci 3 000xg 5 minut a 4 °C metodou
redukujici SDS-PAGE.

Délka produkce. Bylo pripraveno 9 zkumavek s 1 ml LB-média a antibiotiky. Kazda
byla inokulovdana 10 pl produkcéni kultury a umisténa do trepacky pii 37°C a

220 ot./min. do dosaZeni optické density ODssy = 0,7; kdy bylo pridano IPTG na finalni
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koncentraci 1 mM. V ¢asech 30 minut, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 a 24 hodin byla vZdy kultura
z jedné zkumavky odebrana k analyze, ostatni byly ponechany aZ do dalsiho odbéru.
Odebrané kultury byly centrifugovany 3 000xg 5 minut, 4 °C a bunécna peleta byla
zmrazena na —80°C aZ do analyzy, ktera byla provedena metodou redukujici SDS-PAGE

na 15% polyakrylamidovém gelu.

4.2.4. Urceni mista exprese proteinu

Urceni mista exprese je duleZité ovéreni predpokladu, Ze protein se skutecné
produkuje do inkluznich télisek, ktera jsou z bakterii nasledné izolovana.

Béhem produkce (kapitola 4.2.5) byly odebrany tfi vzorky - 1 ml kultury tésné pred
indukci exprese (ptred piridavkem IPTG), 1 ml kultury tésné pred ukoncenim produkce
(tzn. 3 - 4 hodiny po indukci) a treti bylo odebrano v objemu 100 pl ¢isté médium po
centrifugaci produkéni kultury.

Béhem izolace inkluznich télisek (kapitola 4.2.6) byly odebirany vzorky v objemu
100 pl vZdy po dokonceni izolace a centrifugaci v urc¢itém kroku - sacharézovy pufr, pufr
s detergentem a promyvaci pufr. Nakonec bylo odebrano cca 10 pl inkluznich télisek.

Vsechny vzorky byly pred zapocetim analyzy skladovany v —80 °C a po rozmrazeni

analyzovany reduk¢ni SDS-PAGE (viz odstavec 4.5.1).

4.2.5. Velkoobjemova produkce proteint

Produkce byla provedena zpravidla v dvoulitrové erlenmayerové bance s 1 litrem
LB-média, které bylo inokulovano 500 - 1000 ul stacionarni produké¢ni kultury a
inkubovano prti 37 °C, tfrepani 220 ot./min. do dosaZeni ODsz, rovné 0,7. Poté byla
exprese proteinu indukovana piidanim IPTG na kone¢nou koncentraci 0,1 mM a kultura
byla ponechana pfri stejnych podminkach jako vyse dalSi 3 - 4 hodiny. Po uplynuti této
doby byla kultura centrifugovana pti 6 000xg, 15 minut a 4 °C; supernatant byl odebran

a sediment zmrazen na —80°C aZ do zapoceti izolace inkluznich télisek.

4.2.6. Izolace inkluznich télisek

Sediment produk¢ni kultury z 1 litru média byl sonikaci resuspendovan v 20 ml
sacharozového lyzacniho pufru a ihned byly pridany inhibitory proteaz leupeptin (na
kone¢nou koncentraci 1 uM) a PMSF (na konec¢nou koncentraci 1 mM). Bunécna
suspenze byla poté 4x zmrazena v —80°C a rozmazZena ve 40 °C na vodni lazni za

obcasné sonikace. Nasledné bylo do suspenze pridano 400 pl 1 M roztoku MgCl,, 3 pl
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DNasy I (zas. roztok 100 U/ul), 5ul RNasy I (zas. roztok 10 mg/ml) a smés byla
ponechdna 30 minut inkubovat pti laboratorni teploté. Po skonceni inkubace byla smés
vidy 5x stridavé 30 sekund sonikovana a na 30 sekund uloZena do ledové tristé.
Nakonec byla smés centrifugovana pri 8 000xg, 15 minut a 4 °C.

Po centrifugaci byl supernatant odebran a sedlina resuspendovana sonikaci ve 20 ml
pufru s detergentem a inhibitory protedz jako v predchozim odstavci (leupeptin a
PMSF). Suspenze byla poté centrifugovana pri 8 000xg, 15 minut a 4 °C.

Jako v predchozim pripadé, byl supernatant po centrifugaci odebran a sedlina
resuspendovdna v 10 ml promyvaciho pufru sinhibitory protedz sonikaci a opét
centrifugovana jako v predchozim pripadé.

Po odebrani supernatantu byla sedlina, obsahujici prevdzné agregovanou formu

rekombinantniho proteinu, uchovavana v —80°C.

4.2.7. Rozpusténi inkluznich télisek

Vysledna sedlina z odstavce 4.2.6 byla pomoci vortexu a pipety resuspendovana ve
4 ml guanidinového pufru s inhibitorem proteaz leupeptinem na kone¢nou koncentraci
1 uM. Zakaleny roztok byl inkubovan 1 hodinu na vodni 1azni pti 40 °C. Proces inkubace
byl zakoncen centrifugaci v ultracentrifuze pri 185 000xg, 30 minut a 20 °C. Supernatant

byl ihned pouZit pro renaturaci proteinu, popsanou v odstavci 4.3.

4.3. RENATURACE PROTEINU

4.3.1. Optimalizace renaturace proteint

Pro optimalizaci renaturace byly navrZeny renautrac¢ni pufry, jejichz sloZeni je
uvedeno v tabulce 4-6 na strané 37 a byly pouzity pti optimalizaci vSech ti{ proteini.

Pufry se mezi sebou lisi rliznou molarni koncentraci L-argininu, pomérem cystaminu
a cysteaminu a pH. Diivod, pro¢ jsou v pufrech uvedeny odliSné poméry cystaminu a
cysteaminu vUcCi jejich uvedenym koncentracim je ten, Ze roztok denaturovaného
proteinu, ktery je do nich prikapavan je mj. 100 mM roztokem DTT z guanidinového
pufru, ve kterém byly rozpustény inkluzni téliska. Vlivem DTT se pak redukuje cystamin
na cysteamin a dosahne se tak vysledného poméru, ktery je také uveden v tabulce 4-6 na
strané 37.

Ptipravené pufry byly umistény do chladové mistnosti a bylo do nich priddno PMSF

na konec¢nou koncentraci 1 mM. Byly pripraveny v takovém objemu, aby na 1 ml roztoku
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denaturovaného proteinu byl renatura¢ni roztok o objemu 100 ml. Do takto
pripravenych roztokli byl nasledné za stdlého michani prikapavan roztok
denaturovaného proteinu rychlosti asi 1 kapka za sekundu. Po prikapani veskerého
proteinu byly roztoky ponechany michat dal$i hodinu ve stejnych podminkach.

Nasledné byly roztoky pireneseny do dialyzacniho stieva a v pripadé roztokii 1, 2 a 4

dialyzovany proti 6 litrim Tabulka 4-6: SloZeni renatura¢nich pufri.
dialyzacniho pufru o pH 8,5 a roztok Slozka 1 2 3 4
3 proti 2 litrim téhoZ pufru o pH 9,0. Tris-HCI 50 mM
Dialyzacni pufry byly po 6 hodinach CacCl, 100 mM
vyménény a dialyza pokracovala NaN; TmM
dal%ich 10 hodin. L-arginin 1M 1M 1™ 04 M
. e . cysteamin 9 mM 9mM 6 mM 9 mM
Nejvhodnéjsi renaturacni
cystamin 3 mM 3 mM 3 mM 3 mM
podminky byly poté vyhodnoceny Npomér 102 102 52 102
porovnavanim ploch piki pH 8,5 9.0 85 85
z chromatografie na koloné
Superdex 75 HR 10/300.

4.3.2. Optimalizace renaturace mNKR-P1C

Z diivodq, jeZ jsou uvedeny ve vysledcich, byla renaturace rekombinantniho proteinu
mNKR-P1C izotypu 1 optimalizovana v jinych renaturacnich roztocich, jejichZ sloZenti je
uvedeno v tabulkdch 4-7 a 4-8 na strané 38. Celkovy postup prace byl jinak zcela shodny
s postupem uvedenym v kapitole (4.3.1). Jedinou vyjimkou jsou renaturac¢ni roztoky H a
H* do kterych byl redoxni systém pridan az po predchozi renaturaci proteinu a to
vobjemu 1 ml, pomalym prikapanim za stilého michani. Prikapavany roztok meél
takovou koncentraci, aby v konecném objemu renaturacniho pufru byla koncentrace
cysteaminu 9 mM a cystaminu 3 mM.

Rovnéz byly vyzkouseny renaturaéni podminky zaloZené na publikaci C. Weie "),
Inkluzni téliska byla solubilizovana v 8 M mocovinovém pufru (pufr ,A“) s leupeptinem
(konec¢na koncentrace 1 pM) 2 hodiny pri 30 °C. Potom byl roztok ultracentrifugovan pri
185 000xg 30 minut a vsupernatantu byla zméfena koncentrace proteinti podle
Bradfordové. Supernatant byl pak naredén pufrem A na koncentraci 2 mg proteinu/ml a
potom byl ktomuto roztoku znovu ptidan pufr A, tentokrate s ptidanym redoxnim
systémem (9 mM redukovany glutathion; 3 mM oxidovany glutathion) v objemu 12,5x

vétSim nezZ je objem naredéného roztoku proteinu. Tento roztok byl inkubovan 24 hodin
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pri 15 °C. Po uplynuti této doby bylo pH roztoku upraveno 1 M HCl na pH 8,0 a ponechan
opét pti 15 °C 1 hodinu inkubovat. Vzorek byl poté dialyzovan jedenkrat proti 8 litrim

dialyza¢nimu pufru 12 hodin. Nasledovala chromatograficka analyza jako v kapitole 4.4.

Tabulka 4-7: SloZeni renaturacnich pufra s odliSnymi koncentracemi
cysteaminu a cystaminu pro optimalizaci renaturace mNKR-P1C

izotypu 1.
Slozka A B Cc D E

Tris-HCI 50 mM

CaCl, 100 mM

NaN, 1 mM

L-arginin 1M

cysteamin - 2mM 4 mM - 6 mM

cystamin - 2mM 2mM 3 mM 3 mM
N pomér - 3:1 5:1 0:2 7:2

pH 9,0 9,0 9,0 9,0 9,0

Tabulka 4-8: SloZeni modifikovanych renaturacnich pufri pro renaturaci mNKR-P1C izotypu 1.

Slozeni F F* G G* H H*
Ostatni slozky 50 mM Tris-HCI; 100 mM CaCly; 1 M L-arginin; 1 mM NaNj3;; pH 9,0
Redcfxnl cysteamlln/ cysteamlln/ glutathion  glutathion cysteam_ln/ cysteam_ln/
systém cystamin cystamin cystamin cystamin
Koncentrace

redox. 9 mM redukovana forma, 3 mM oxidovana forma

partnerti

10% glycerol - ano - ano - ano
Poznamka _ B B B redox. systém pfidan az

po predchozi renaturaci

4.3.3. Velkoobjemova renaturace

Renaturace velkého mnozstvi proteinu probihala stejné tak, jak je popsano
v odstavci 4.3.1 (pro mNKR-P1A a mNKR-P1C izotyp 2) a odstavci 4.3.2 (pro mNKR-P1C
izotyp 1) stim rozdilem, Ze protein byl renaturovan ve 400 ml renatura¢niho pufru,
jehoZ slozeni bylo jiZz experimentdlné optimalizovano. Tento objem roztoku byl poté

dialyzovan dvakrat proti 8 litriim dialyzacniho pufru.
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4.4. CHROMATOGRAFICKE METODY

Tyto metody byly pouzity kziskani cistého proteinu zrenaturacni smési. Pro

separace byl pouZit HPLC systém BioSys 510 a detekce pfi A = 280 nm.

4.4.1. Separace naionexu

Pfi  iontové vyménné, i

ionexové chromatografii dochazi 100 1 ’f--:
= ]
k separaci slozek smési na zakladé & g | J :
om 4
ndboje. V proteinu interaguji > ,,/ :
S o l
nabité aminokyseliny s casticemi & O el :
. - oy ., £ e '
ionexu nesoucimi rovnéz nabité ;,’_40 . /z !
skupiny. Slozky se nekovalentné ag /’ :
T 20 - ’
navazi na nosi¢ a k jejich postupné ™ L7 :
’ |
eluci pak dochazi na zakladé O S . . S S a
o L oo s P 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
vzristajici iontové sily - tedy X .
Cas [min]

kompetid iontd pufru se slozkami Obrazek 4-2: Gradient ionexové chromatografie. Graficky
Separované smési. Jedna se tak o zndzornény gradient pro ionexovou chromatografii.
gradientovou separaci, kdy je smés nandSena v pufru o nizké iontové sile a eluovana
pufrem o vysoké iontové sile, respektive postupné a spojité vzristajici iontové sile.

Vzorek proteinu o nizkém obsahu soli, ultrafiltraci zahustény na objem cca 40 ml byl
nanesen na kolonu Q-Sepharosy (rozmeéry 2 x 13,5cm). Tato kolona byla pifedem
ekvilibrovana pufrem A. Poté byla zahajena separace linedrnim gradientem pufru B pri
pritoku 3 ml/min. Gradient je zndzornén na obrdzku 4-2.

Frakce byly jimany do zkumavek a pro nasledujici gelovou filtraci byly zahustény

v koncentratorech (Millipore).

4.4.2. Gelova filtrace

Jedna se o metodu chromatografie, pri které se déli slozky smési na zakladé rozdilné
velikosti a tvaru molekul. Kolonou rychleji prochazi vét$i molekuly, které nemohou
pronikat do péri castic, zatimco mensi do péri pronikaji, tim se zpomaluje jejich
prichod kolonou a eluuji se pomaleji.

Vzorek proteinu po predchozi separaci na Q-Sepharose a zahuStény na objem cca

500 pl, byl nanesen na kolonu Superdex 75 HR 10/300 (rozméry 1 x 30 cm) piedem

39



Metody

promytou elu¢nim pufrem pro gelovou filtraci. Nasledovala separace pri priitoku
0,4 ml/min. Frakce byly jimany do zkumavek a Cistota preparatu byla ovérena pomoci
metody SDS-PAGE.

4.5. ELEKTROMIGRACNI METODY

4.5.1. Diskontinualni SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Obecné tato elektromigracni metoda slouzi k separaci proteinti na zakladé jejich
elektroforetické pohyblivosti v elektrickém poli, jeZ je dana hlavné délkou peptidového
Fetézce, formé a stupni sbaleni proteinu a dalSich modifikacich. Separace probiha ve
vhodném gelu o urcité hustoté, kterd rozhoduje o efektivité separace pro dané velikosti
molekul. Pridavkem dodecylsiranu sodného (SDS) se prekryje vlastni naboj
proteinovych molekul a ty pak ziskaji ndboj imérny velikosti molekuly. Proteiny se tedy
pak separuji na zakladé velikosti.

Diskontinualni metoda vyuZziva navic dvou typt geli (polyakrylamidovych) o riznych
pH a hustotach, kdy v ridSim - zaostfovacim - dochazi k rychlejsi migraci, diky které se
vzorek nakumuluje na rozhrani gelli a to zajisti vétsi presnost déleni a rozliSeni v gelu
separacnim - hustSim.

, . , Tabulka 4-9: SloZeni geli pro elektroforetické déleni
Do vzorkovych jamek gelu, ktery gel p

proteini.
byl pripraven podle tabulky 4-9 byly Objem [ml]
naneseny vzorky vobjemu 10 pl Slozka smési 15% 5%

.. ; , separacni zaostiovaci
pripravené postupem uvedenym gel gel
v odstavcich niZe. Gel byl poté vloZen H,0 1.1 0.68
do pufru a bylo na néj privedeno 30% akrylamid 25 0,17
napéti 200 V. Po skonceni 1,5 M Tris-HCI 13 B
) . (pH 8,8) ’

elektroforézy byl gel barven 15 minut .

1M Tris-HCI ~ 013
barvicim roztokem s Coomassie (pH 6,8) ’
Brilliant Blue R-250 a poté odbarven 10% SDS 0,05 0,01
mnohocetnym promytim 10% APS 0,05 0,01

TEMED 0,002 0,001

odbarvovacim roztokem.
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Zpracovdni vzorkii

Tekuté vzorky byly v objemu 10 pl pridany do zkumavky, kde k nim bylo pridano 10 pl
2x koncentrovaného vzorkového pufru pro SDS-PAGE, centrifugovany 10 000xg
5 minut, laboratorni teploty a naneseny na gel.

K pevnym vzorkiim (pelety) o objemu cca 10 pupl bylo pridano 130 pl
1x koncentrovaného vzorkového pufru pro SDS-PAGE, centrifugovany 10 000xg
5 minut, laboratorni teploty a naneseny na gel.

Redukujici verze SDS-PAGE byla provedena tak, Ze vzorkové pufry obsahovaly DTT
(100 mM) a byly pired centrifugaci a po smiSeni se vzorky 5 minut povareny na vodni

lazni.
4.5.2. DNA elektroforéza na agarosovém gelu

Molekula DNA diky zapornému naboji fosfatovych skupin putuje k anodé€ a je proto
moZné ji elekroforeticky délit na gelu. Jako gel je obvykle pouZivan agarosovy, pricemz
jeho koncentrace se voli na zakladé délky analyzovanych fragmenti. Jelikoz délka
molekuly DNA je pfimo umérna poctu naboju na fosfatech, probiha separace na zakladé
délky molekuly. Pro splnéni tohoto predpokladu je vSak nutné délit linearni molekuly
DNA a vyvarovat se cyklickym (napriklad plasmidy), které zaujimaji strukturni
konformace a projevuji se na gelu jako odliSitelné frakce, i kdyZ se jedna o jednu a tutéz
molekulu. K detekci fragmenti DNA se pouZiva ethidium bromid, ktery je soucasti gelu a
béhem migrace molekul gelem se interkaluje do struktury DNA. Detekce pak probiha
pod UV osvétlenim, kdy ethidium bromid emituje viditelné svétlo.

Byl pripraven 1,25% agarosovy gel povarenim 0,5 g agarosy ve 40 ml TAE pufru. Po
zchladnuti roztoku na cca 50 °C byly do gelu piidany 2 pl nasyceného roztoku ethidium
bromidu a gel byl prenesen do nddobky na elektroforeticky gel, kde do néj byl vsazen
hieben na zformovani vzorkovych jamek. Po zchladnuti a ztuhnuti byl gel prenesen do
elektroforetické aparatury, prekryt vychlazenym TAE pufrem a byly naneseny vzorky.
Separace probihala pri napéti 90 V a nasledna detekce pod UV lampou.

Priprava vzorki. Na kazdych 10 pl vzorku byly pridany 2 ul 6x koncentrovaného
nanasSeciho pufru (6x loading buffer; komer¢né dodavany) a smichany. Vzorky byly poté

naneseny na gel.
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4.6. STANOVENI KONCENTRACE PROTEINU PODLE BRADFORDOVE

Stanoveni proteinii touto metodou je zaloZeno na posunu absorp¢niho maxima
barviva (A = 465 nm) Coomassie Brilliant Blue G-250, ke kterému dochazi po adsorpci
barviva na molekulu proteinu. To po adsorpci ziska vyrazné modrou barvu, zatimco
roztok nevazaného barviva je hnédy. Koncentraci tak Ize stanovit spektrofotometricky
pri vlnové délce 595 nm, priCemz mira absorbance pri této vinové délce je primo
umérna koncentraci proteinu ve vzorku. Pro stanoveni je rovnéZz vidy potieba pripravit
Fadu kalibracnich roztokt, z jejichZ absorbance (vynesené do grafu a proloZené linearni
regresi, priklad grafu je na obrdzku 4-3), 1ze vypocitat koncentraci proteinu v paralelné
zméreném vzorku.

Do 96 jamkové desticky byla priddna v objemu 5pl a duplikdtech sada Sesti
kalibrac¢nich roztokii BSA o koncentracich 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 a 0,5 mg/ml. Stejné tak
bylo do desticky pridano duplicitné 5 pl

o roztoku vzorku proteinu. Do vSech
0,6 jamek sroztoky bylo nakonec pridano
195 pl ¢inidla podle Bradfordové. Poté

fi 0.4 byly absorbance roztokii zméreny
v pristroji Saphire Microplate Reader pfi

o2 y = 0,7937x + 0,2035 vinové  délce  595nm.  Hodnoty
0.0 ] ] i . . absorbanci standardli byly zaneseny do

0 01 02 03 04 05 grafu, prolozeny linearni regresni

¢ [mg/ml] » ] ) ..
primkou a z rovnice regrese této primky
Obrazek 4-3: Priklad grafu s kalibra¢ni kiivkou pro

stanoveni koncentrace proteini podle Bradfordové. a vlastni absorbance vzorku, byla
Vpravé dolni &dsti grafu je zobrazena rovnice regresni
krivky, pomoci které Ize vypocitat koncentraci proteinu ve
vzorku z jeho zmérené absorbance. vzorku.

vypocitdna koncentrace proteinti ve

4.7. METODY HMOTNOSTNIi SPEKTROMETRIE

Hmotnostni spektrometrie je technika umoZnujici presné stanoveni molekulové
hmotnosti. Soudobé hmotnostni spektrometry sestavaji vidy ze ¢tyr zakladnich Casti:
iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru, detektoru a tidictho pocitace
zpracovavajiciho data. Castice (atom, molekula) ionizovand v iontovém zdroji je
usmérnéna skrze hmotnostni analyzator (umoZiujici ionty oddélit na zakladé jejich

hmotnosti) na detektor v zavislosti hlavné na svém nabojovém stavu a hmotnosti
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pomoci elektromagnetického pole, které ji pii priichodu bud zpomali, nebo zrychli.
Vysledna spektra tak udavaji intenzitu proudu castic dopadajicich na detektor v
zavislosti na poméru jejich hmotnosti k naboji (m/z).

Aby bylo moZné stanovit touto metodou velké organické molekuly (proteiny) jsou
zapotrebi mékké metody ionizace, protoZe tvrdé mohou molekulu rozstépit. Mezi tyto
mékké ionizacni techniky patfi napriklad ionizace elektrosprejem (ESI) a
ionizace/desorpce za pritomnosti matrice (MALDI).

K identifikacim proteinli se pouZiva napiiklad technika peptidového hmotnostniho
mapovani, také nazyvana jako peptidovy ,otisk prstu“ (anglicky peptide mass
fingerprint). Protein je v takovém pripadé nejprve Stépen specifickymi protedzami a
vysledné fragmenty jsou analyzovany na hmotnostnim spektrometru. Vysledkem
Stépeni specifickou protedzou je sada unikatnich peptidi charakterizujicich dany
protein - fingerprint.

Pied konec¢nou analyzou metodou LC-MS lze ovérit ziskané peptidy pomoci metody
MALDI-MS. Peptidy se v takovém pripadé nanesou na specialni tercik spolu s matrici, jiz
je obvykle kyselina 4-hydroxy-a-kyanoskoricova a necha se vykrystalizovat. Peptidy
s matrici jsou pak laserem odparovany a analyzovany na hmotnostnim spektrometru.
Metoda je vhodna pro orienta¢ni stanoveni, protoZe na rozdil od LC-MS se méii

neseparované peptidy ve smési.
4.7.1. Odsoleni vzorku

]elik()i pf‘i analyze hmotnostni Tabulka 4-10: Postup odsoleni vzorku pomoci kolony

./ . v 7 . MicroTrap.
spektrometrii je nezadouci
. Lo . Krok Roztok Objem Popis
pritomnost soli (iontil) a detergentt,
. e 1 10%FAV 55001 silné promyti kolony
je potreba vzorek precistit. K tomuto AcN
0,
UcCelu se pouziva chromatograficka 2 g%&'ﬁg\\l 500 pl promyti kolony

mikro kolona MicroTrap s reverzni 3 04%FA 250 4l ekvilibrace kolony

fazi, jiz je polymerni nosi¢. Na

Vzorek ;
s s sps e Ly 4 X 150 pl naneseni vzorku
stacionarni fazi této kolony se navaze proteinu
. , Lo . romyti (odsoleni
protein, ktery s touto fazi interaguje, 5 04%FA s00pl P yvzc()rku )
promytim se zbavi zbytkd pufri a 50% AcN eluce vzorku z
6 04%Fa  O0H kolony

soli a nasledné se eluuje organickym

rozpoustédlem (acetonitrilem). Takto ziskany vzorek lze pak pouZzit pro analyzu.
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Postup odsoleni vzorku touto metodou je shrnut v tabulce 4-10 na strané 43. Pro
kazdy ndasledné odsolovany vzorek je potreba zopakovat vSechny kroky v tabulce
uvedené. V pripadé vzorku byl z jeho zasobniho roztoku o koncentraci alespoii 1 mg/ml
odebran objem obsahujici 10 pg proteinu. Toto mnozZstvi bylo zfedéno na celkovy objem
150 pl roztokem 0,4% kyseliny mravenci. Takto pripraveny vzorek byl nanesen na

kolonu, odsolen a pouzit pro analyzu na hmotnostnim spektrometru.

4.7.2. Stanoveni monoizotopické hmotnosti proteini

Monoizotopickd hmotnost proteinu byla analyzovdna metodou primého vstupu.
Pouzity spektrometr vyuZivajici Fourierovu transformaci ve spojeni siontové
cyklotronovou rezonanci (FT-ICR) umoziiuje urcit jejich hmotnost proteinu s velkou
presnosti. Proteinové molekuly jsou ionizovany elektrosprejem a prlchodem pres
hexapdél a kvadrup6l usmérnény do ICR cely. ICR cela sestava ze statického
magnetického a oscilujiciho elektrického (excitacniho) pole, které nuti ionty rotovat po
urcitych orbitdch. Ty pak zplsobuji iontovou cyklotronovou rezonanci, ktera je
Fourierovou transformaci prevedena na hmotnostni spektrum. Monoizotopickou
hmotnost bylo moZné odecist diky velkému rozliSeni ziskanych hmotnostnich spekter.
Z téch byla odectena algoritmem SNAP, zaloZeném na funkci averagine ™,

Vzorek proteinu odsoleného podle postupu uvedeného v kapitole 4.7.1 byl nastriknut
do hmotnostniho spektrometru a ke stanoveni celkové hmotnosti proteinti bylo vyuZzito
metody ESI-FT-ICR.

4.7.3. Stanoveni disulfidickych miistkii

Ukolem této metody je pomoci vhodné kombinace protedz a nasledného méieni
LC-MS stanovit zda a jak se paruji cysteiny v molekule proteinu. Podstatou je zvolit
takové proteazy, které Stépi protein na useky obsahujici vZdy maximalné jeden cystein.
V praxi je vSak obtiZné najit jednu takovou proteazu a proto se voli jejich kombinace.

JelikoZ se =zarovenn jednd o charakterizaci proteini metodou peptidového
hmotnostniho mapovani, byla u ziskanych peptidii stanovena hmotnostni spektra
metodou MALDI s detekci metodou FT-ICR.

Vzorky proteini v mnozstvi 20 pug/vzorek byly naneseny na polyakrylamidovy
gradientovy gel (4 - 12 %) a nasledné byla provedena neredukujici SDS elektroforéza
v pritomnosti cysteaminu (300 uM ve vzorkovém pufru) pii napéti 200 V. Proteiny

v gelu byly vizualizovany barvicim roztokem s Coomassie Briliant Blue R-250. Mista
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Tabulka 4-11: Prehled pouZitych proteaz a reak¢nich smési. ,x“ znacf libovolnou aminokyselinu; ,*“ znaci misto
Stépent; stépnd mista jsou zapsdna z N-konce k C-konci.

Vysledna koncentrace proteazy v reakéni

Proteaza Mista stépeni smési
Trypsin XR*X nebo XK*x 10 ng/pl
Asp-N XE*X 5 ng/pl
Glu-C X*DX 5 ng/pl

v gelu, jeZ obsahovala dané proteiny, byla vytrezana, rozkrajena na kosticky a prenesena
do Ccistych zkumavek. Gel byl potom odbarven v 200pul smési (1:1) AcN a
ethylmorfolinového pufru (pH 8,5) sonikaci, pricemz tento proces byl realizovan
alespoin 3x, aby doslo kdtkladnému odbarveni gelu. Nasledovalo 2x promyti
s 10 minutovou sonikaci stiidavé 200 pul AcN a 200 pl H,0 a nakonec byl gel sonikovan
ve smési (1:1) AcN/H,0. Roztok byl odebran a gel zcela vysuSen vakuovou odparkou.
Nasledné bylo pristoupeno ke Stépeni proteazami, jak je uvedeno v tabulce 4-11.
Roztoky téchto proteaz byly pridany k vysusenym gellim v takovém objemu, aby ptresné
prekryly kusy gelu. Reakce byly inkubovany 12 hodin ve vodni lazni pti 37°C za
pritomnosti 300 uM cysteaminu. Na obrdzku 4-4 jsou schematicky vyobrazeny
proteolytické stépy proteinii vznikajici pri Stépeni témito proteazami.

Po uplynuti této doby bylo do reak¢nich smési pridano 15 pl roztoku 0,2% TFA v AcN

mNKR-P1A
L o= L 1 | 1] _ | _ ] [ (w1

A 74-84 8591 92-102 A 105-125 126-139  140-146 & 149-157 158-166  167-179 180-196 197-207 & 213-227
70-73 103-104 147-148 208-212

] et} | | | | | |l .
70-86 87-96 97-102 103-120 4 123-133 134-142 143-161 162-175 176-182 4 187-194 195-204 205-227
121-122 183-186

I [ [ | N I (I e e —
A 7380 8193 94-117 118-137 138-147 148-185 186-200 201-213 4 218-227
70-72 214-217

MNKR-P1C izotyp 1
]

L1 1 J! I | 11 _ 1 _ | | e i n
Ad 7484 85-102 i 105-124 A 126-139 140-146 & 149-157 158-166  167-179 180-196 197207 A 213-223
208-212

70-71a72-73 103-104 125 147-148
L] (. | I R N | (| . | |
70-86 87-96 97-102 103-120 121-133  134-142 143-161 162-175 176-194 195-204 205-221 [
222-223
[ I e e (e I D (e e .
A 73-80 81-93 94-117 118-137 138-147 148-185 186-200 201-213 A 218-223
70-72 214-217
mMNKR-P1C izotyp 2
[ N N (e N Y | I N N N S S | (e (e
Ak 74-84 8599 A 102-121 4 123-136 137-1434 146-154 155-163  164-176 177-193 194204 4 210-220
70-71a72-73 100-101 122 144-145 205-209
| __ N || | I N S (_l 8 = | |
70-93 94-99 100-117 118-130 131-139 140-158 159-172 173-191 192-201 202-218 [
219-220
[ I D S (e I D e I .
A 73-80 81-90 91-114 115-134 135-144 145-182 183-197 198-210 A 215-220
70-72 211-214
B[ Trypsin HE Asp-N EE Glu-C @ m Peptidy obsahujici pouze jeden cystein B Cystein

Obrazek 4-4: Schematické znazornéni $tépeni proteinu prislu$nymi proteazami. Cisla pod jednotlivymi tiseky
uddvaji délku proteolytického Stépu a vztahuji se ke kompletni sekvenci proteinu. KaZdy tsek, oddéleny od druhého
bilou ¢arou predstavuje jeden $tép.
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a zkumavky byly stoCeny. Supernatant byl odebran, nasledné byla provedena extrakce
vzniklych peptidi z gelli a to pridanim 100 pl 0,2% TFA v H,0 s desetiminutovou
sonikaci. Ktomuto objemu bylo priddno 100 pl AcN a smés byla opét 10 minut
sonikovana. Roztok byl poté odebran a prenesen do novych zkumavek. Tento postup,
pocinaje pridanim 100 pl 0,2% TFA v H,0 byl jesté alesponn 2x zopakovan. Nastiadany
extrakt byl poté odparen ve vakuové odparce.

VysuSeny sediment na dné zkumavky byl poté rozpustén v 10 pl roztoku 0,4%
kyseliny mravenc¢i v 50% AcN a doplnén na 200 pl solventem A urcenym pro odsoleni
vzorku. Takto ziskany roztok byl odsolen na koloné MicroTrap urcené pro peptidy a
vysledny odsoleny vzorek peptidd byl ovéren MALDI-MS a analyzovan metodou LC-MS.
Pro separaci peptidli na LC-MS byla pouZita kolona s reverzni fazi Michrom o rozmérech
0,2 x 150 mm na systému pHPLC Agilent 1200. Vystup z této kolony byl napojen na ESI
zdroj v hmotnostnim spektrometru.

Ziskana hmotnostni spektra a elu¢ni profily z LC-MS byly pouZity knalezeni

prislusnych peptidd, spojenych disulfidovymi miistky, pomoci software Links ",

4.8. FLUORESCENCNI ZNACENi REKOMBINANTNICH PROTEINU

Rekombinantni proteiny byly znaceny pomoci kit od firmy Invitorgen. Znaceni bylo
provedeno zcela v souladu s protokolem az na konecnou separaci. Ta byla provedena
gelovou filtraci na koloné Superdex 200 HR 10/30 s detekeci pri 280 nm v pufru PBS
s 1 mM NaNj3.

4.8.1. Znaceni bunék rekombinantnimi proteiny s fluorescencni znackou

Nasledujici postup znaceni byl laskavé poskytnut Doc. RNDr. Janem Cernym, Ph.D.
Tento protokol popisuje znaceni bunék prisedlych na sklicko, ¢i dno Petriho misky,
nikoli bunék v suspenzi. Uvedené objemy pridavanych roztoka se tykaji znaceni ve
standardni 6 jamkové desticce o rozmeérech 128 x 85,5 mm s plochou dna jamky
9,6 cm?, v niZ bylo umisténo vidy jedno skli¢ko s prisedlymi bunéénymi kulturami o
rozmérech 2 x 2 cm. Byly pripraveny celkem tii typy preparati: Negativni kontrola (K),
znaceni fixovanych bunék (F) a znaceni fixovanych permeabilizovanych bunék (Fp).

V prvnim kroku byla provedena fixace bunék vsech tii typl preparatd. K prisedlym
bunéénym kulturam, zbavenych ptivodniho média, byl pridan roztok 4% formaldehydu

v PBS v objemu 2 ml na dobu 30 minut. Poté byl roztok odebran a preparaty byly 3x
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promyty 2 ml roztoku PBS. Pouze preparaty Fp byly jeSté permeabilizovany roztokem
0,5% Tritonu X-100 v PBS po dobu 1 minuty a poté ihned 2x promyty roztokem PBS.
Nasledné byly vSechny fixované preparaty oSetieny proti nespecifické vazbé
10minutovou inkubaci v 1% BSA v PBS; roztok byl pak odebran. V dalsim kroku bylo
pristoupeno ke znaceni. Preparaty byly prevrstveny 50 ul roztoku fluorescencné
znaceného rekombinantniho proteinu v 1% PBS o koncentraci proteinu 100 ng/ml a
byly ponechany inkubovat 40 minut. Nakonec byly preparaty 3x promyty 2 ml roztoku
PBS a preneseny na sklicko se 40 ul smési Mowiolu a fluorescen¢niho barviva DAPI

(1 pg/ml). Preparat byl umistén do chladnic¢ky a tmy, aby nedoslo k fotolyze barviv.

4.9, ZAHUSTOVANI PROTEINU

4.9.1. Ultrafiltrace

Po dialyze, kdy byl protein naredén ve velkém objemu, byla pouZita metoda
ultrafiltrace. Vzorek byl zahustén na objem cca 30 ml pomoci ultrafiltracni membrany z
PLGC celulosy o priméru 76 mm a propustnosti do 10 kDa. Membrana byla vloZena
lesklou, aktivni, stranou tak, aby byla tato strana ve styku se zahuStovanym roztokem.
Po naplnéni soupravy vzorkem zredéného proteinu byl do aparatury ptiveden dusik o

stalém tlaku 0,5 MPa. Zahust'ovani probihalo za laboratorni teploty a mirného michani.

4.9.2. Centrifugacni koncentratory

Pomoci centrifuga¢nich koncentratori Amicon Ultra s objemem 15 ml byly vzorky
proteinu zahustovany na objem 500 pl centrifugaci v centrifuze s vykyvnym rotorem pri

2 000xg a laboratorni teploté.
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5. VYSLEDKY

5.1. UvoD K VYSLEDKUM

Uvodem k vysledkiim je tieba zminit sekvence jednotlivych exprimovanych proteind.
Tyto udaje byly ziskany zwebové stranky UniProt® 8" a jsou uvedeny niZe na
obrdzku 5-1. Prehled diileZitych udajli o proteinech je uveden v tabulce 5-1 na strané 49.
Hmotnost redukovanych rekombinantnich proteint byla ziskana po redukci proteinu
redukcénim Cinidlem TCEP o koncentraci 30 mM po dobu 3 - 5 minut a teploté 65 °C.

Pro lepsi prehlednost a struc¢nost jsou v grafech a obrazcich rekombinantni proteiny
mNKR-P1C oznacovany jako mNKR-P1C1 (v piipadé mNKR-P1C izotypu 1) a
mNKR-P1C2 (pro mNKR-P1C izotyp 2). mNKR-P1A bude i nadale oznacovan stejné.

MNKR-P1A
10 20 30 40 50
MDTARVYFGL KPPRTPGAWH ESPPSLPPDA CRCPRSHRLA LKLSC
60 70 80 90 100
QKPS IEKCYVLIQE NLNKTTDCSA KLECPQDWLS
110 120 130 140 150
HRDKCFHVSQ VSNTWEEGLV DCDGKGATLM LIQDQEELRF LLDSIKEKYN
160 170 180 190 200
SFWIGLRYTL PDMNWKWING STLNSDVLKI TGDTENDSCA AISGDKVTFE
210 220
SCNSDNRWIC QKELYHETLS NYVGYGH
mNKR-P1C
10 20 30 40 50
MDTASIYLGL KPPRTLGAWH ESPPSLPPDA CRCPRSHRLA LKLS
60 70 80 90 100
QKPS REKCCVFIQE NLNKTTDESV NLECPQDWLL
110 120 130 140 150
HRDKCFHVSQ VSNTWEEGQA DCGRKGATLL LIQDQEELRF LLDSIKEKYN
160 170 180 190 200
SFWIGLRFTL PDMNWKWING TTFNSDVLKI TGVTENGSCA SILGDKVTPE
210 220
SCASDNRWIC QKELNHETPS NDS

. .o [80; 81 P PR . P
Obrazek 5-1: Sekvence proteint [ 1 Zelens zvyraznéna je intraceluldrni ¢dst, oranzové transmembrdnovd,

modre extraceluldrni kréek a cerné je zbyvajici extraceluldrni cdst molekuly pocinaje C-lektinovou doménou.
Podtrzenim jsou zvyraznény sekvence proteini, jimiZ se zabyvd tato diplomovd prdce. Oranzové podbarvené
aminokyseliny u sekvence mNKR-P1C (DCS) jsou soucdsti izotypu 1 tohoto proteinu, zatimco u izotypu 2 chybi.
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Tabulka 5-1: Dulezité idaje o exprimovanych proteinech. nxSS znamend disulfidovy miistek a nxSH redukovany
cystein, kde za n je dosazeno Cislo vyjadrujici jejich pocet v molekule.

Teoreticka monoizotopicka

Izoelektricky bod,

Protein hmotnost [Da] teoreticky (pl)
redukovany 18176,6170 (8xSH)
mNKR-P1A 4,76
oxidovany 18168,5544 (4xSS)
redukovany 17611,4335 (9xSH)
mNKR-P1C1 oxidovany 35204,7261 (4xSS v kazdé jednotce 4,94
y + 1xS88S intermolekulérni)
redukovany 17306,3653 (8xSH)
mNKR-P1C2 5,05
oxidovany 17298,3027 (4xSS)

5.2. PRIPRAVA KONSTRUKTU

5.2.1. Kontrola PCR amplifikace

Sekvence proteinli byla amplifikovana pomoci PCR reakce tak, jak je uvedeno
v kapitole 4.1.3. Pro ovéreni jeji spravnosti byla vysledna reakéni smés podrobena
elektroforetické separaci na 1,25% agarosovém gelu.

Na gelech vyobrazenych na obrdzku 5-2 je vidét, Ze amplifikace probéhla Uspésné. Je

tieba také zminit, Ze reakce byla vZdy provedena s jak neredénou, tak s 50x naredénou

CM1a

B v 3 3 1b 2a 2b

AWM 1a 16 2a 20

1000 bp P 1000 bp >

500 bp P
400 bp P

300 bp P
200 bp »

500 bp P
400 bp >

300 bp P
200 bp P

100 bp P 100 bp P

Obrazek 5-2: Snimky agarosovych gelt pouzitych ke kontrole spravné délky amplikonti. M oznacuje marker;
Cislo 1 slezinu 1; ¢islo 2 slezinu 2; ¢islo 3 cDNA poskytnutou O. Varikem; malym pismenem ,a” jsou oznaceny vzorky, kde
bylo v PCR reakci uZito neredéné cDNA, jako ,b“ vzorky, kde bylo uZito 50x zi'edéné cDNA. Gel A = mNKR-P1A, B =
mNKR-P1C izotyp 1, C = mNKR-P1C izotyp 2.
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cDNA, protoZe koncentrovana muze obsahovat inhibitory (z bunécného materialu),
které by ztézovaly reakci; takové vzorky jsou na obrdzku 5-2 (str. 49) oznaceny ,b"“ za
prislusnym cislem, zatimco vzorky neifedéné pismenem ,a“. V pripadé proteini mNKR-
P1A a mNKR-P1C izotypu 2 byla PCR reakce provedena s pomoci cDNA pripravené
zmRNA ze dvou riznych slezin (cDNA z prvni sleziny oznacena cislem 1 a druhé
¢islem 2), zatimco u proteinu mNKR-P1C izotypu 1 z cDNA poskytnuté Mgr. Ondiejem
Vainikkem (Cislo 3). Délky fragmentli zhruba odpovidaji délce 483 parti u mNKR-P1A,
471 part bazi u mNKR-P1C izotypu 1 a respektive 462 u mNKR-P1C izotypu 2. Divod
pritomnosti velkych fragmenti DNA na gelu mNKR-P1C izotypu 1 neni zndm a nebyly

dale analyzovany.

5.2.2. Restrikeni analyza

Pied tim, neZ byly vektory AmM WM A c1ec Bwvmwm A c2ct

TOPO a pET-30a obsahujici
L 10 000 bp P
sekvence prisluSnych
5000 bp > 10 000 bp »
rekombinantnich proteini 3000 bp | P
5000 bp P
podrobeny analyze sekvenaci a 3000 bp »

pouzity pro dal$i experimenty,

v s 1000 bp P
byla  provedena  restrikcni 1000 bp >

analyza. Ta by odhalila

500 bp P 500 bp b
pripadné nesrovnalosti v délce 400 bp B 400 bp P
300 bp P 300 bp »

vystépenych fragmentli, které 200 bp P
100 bp P

200 bp P

lze na zadkladé znalosti délek 100 bp P

vektoru a vloZené sekvence
Obrazek 5-3: Restrik¢ni analyza vektortit TOPO a pET-30a-(+)

proteinu predpovédét. se zaklonovanymi sekvencemi rekombinantnich proteinii. Gel A
zobrazuje restrik¢ni analyzu klonovacich vektort pCR-2.1-TOPO a
gel B restrik¢ni analyzu produkénich vektort pET-30a-(+). Drdha A
§tépen1’ soucdasné dvéma = mNKR-P14, C2 = mNKR-P1C izotyp 2 a C1 = mNKR-P1C izotyp 1.

Stépeni bylo ve vsech pripadech provedeno restrikcnimi
restrikénimi  endonukleazami endonukledzami HindIll a Ndel. Drdhy M obsahuji sekvence DNA o

imych délkdch.
Hindlll a  Ndel. Délky o 0onaene
vystépenych fragmenti priblizné odpovidaji 483 partim bazi pro mNKR-P1A (draha A),
471 partim bazi pro mNKR-P1C izotyp 1 (drdha C1) a 462 partim bazi pro mNKR-P1C

Obrdzek 5-3  znazorinuje

izotyp 2 (draha C2). Velké zény v horni Casti gelu odpovidaji zbytku TOPO vektoru
(~3,6 kb), resp. produkéniho vektoru pET-30a (~5,2 kb). Nasledna analyza vektori

sekvenaci potvrdila spravnost vloZenych sekvenci kddujicich vSechny tfi proteiny.
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5.3. PRODUKCE REKOMBINANTNICH PROTEINU

5.3.1. Selekce produké¢nich klont

Tato metoda se pouZiva k analyze bakterii, jeZ byly transformovany produkénim
vektorem (napi. pET-30a-(+)), protoZe odhali, zda bakterie skute¢né nesou tento
produkéni vektor a jsou schopny produkce rekombinantnich proteint. V principu se tak
stacionarni kultura rozdéli na dvé stejné casti nadale inkubované pri stejnych
podminkach, ale pouze v jedné (oznacené ,+“ na obrdzku 5-4) je indukovana exprese
proteini 1 mM IPTG, zatimco vdruhé casti nikoli - ta slouzi jako kontrola (na
obrdzku 5-4 oznaceny ,—"). Stanoveni bylo provedeno podle kapitoly 4.2.2. a kultury
byly nasledné analyzovany metodou redukujici SDS-PAGE na 15% gelu v redukujicim
prostredi.

Jak je vidét na elektroforeogramech na obrdzku 5-4, vSechny testované kultury
produkovaly protein - to naznacuji intenzivni zény na gelech v drahach oznacenych ,+°,
které se vSak nevyskytuji v drahach ,—“. Tyto zény odpovidaji velikostem proteint cca
18 kDa pro mNKR-P1A (obrdzek 5-4A) a 17 - 18 kDa pro mNKR-P1C izotyp 1 a 2
(obrdzek 5-4B a C). Na tomto obrazku je také vidét, Ze IPTG silné podporuje expresi
rekombinantniho proteinu na tkor ostatnich bakteriadlnich proteint, na jejichZ obvyklou
syntézu jiz dostatecné nepostacuje kapacita transkripniho a transla¢niho aparatu
buriky. VSechny zkouSené kultury tak byly produkéni a byly pouZity pro velkoobjemovou

produkci proteind.

A M - 1+ 1+ 1- 2+
66 kDa> $ — == ’
45kDa> --:'-L' ax —_— ——
— 1== ==
E
24 kDa b ' : 3

14 kDa » !‘ .-_ \'g‘&’n -g:g:

Obrazek 5-4: Analyza produkénich kultur s a bez indukce produkce proteini. Prislusné kultury oznacené éislem
(1 ¢i 2) byly analyzovdny bez indukce produkce proteinii (drdahy oznacené ,—") a s indukci produkce proteinii IPTG
(drdhy , +“). Jednotlivé elektroforeogramy odpovidaji proteiniim mNKR-P1A (A), mNKR-P1C izotypu 1 (B) a mNKR-P1C
izotypu 2 (C). Drdha M obsahuje proteinové standardy o zndmych hmotnostech.
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5.3.2. Optimalizace produkce rekombinantnich proteint

Hlavnim cilem optimalizace produkce proteini bylo vytézit co nejvétsi mnozstvi
proteini v co nejkrat$im case a s co nejnizs$imi naklady.

Mezi stanovovanymi parametry byly koncentrace induktoru (IPTG), teplota a délka
produkce. Pfi stanovovani optimalnich podminek produkce bylo postupovano podle
kapitoly 4.2.3. Odebrané vzorky byly nasledné zanalyzovany elektroforeticky, metodou
redukujici SDS-PAGE na 15% polyakrylamidovém gelu. Soucasné byla
spektrofotometricky stanovena rlstova Kkrivka produkcénich kultur jednotlivych
rekombinantnich proteint pti vinové délce 550 nm (obrdzek 5-6 strana 53).

Elektroforeogramy zobrazujici vliv koncentrace IPTG (obrdzek 5-5A pro mNKR-P1A a
5-5B pro mNKR-P1C izotyp 2) dokazuji, Ze pii koncentraci 0,01 mM IPTG nedochazelo
k prakticky Zadné produkci proteinu, zatimco pri koncentraci 0,1 mM IPTG byly jiz
proteiny produkovany silné. Je zjevné, Ze pri jeSté vyssich koncentracich (0,3 mM IPTG a
vyssich) se tato mira produkce jiZ nezvysuje, ani vyrazné neméni.

Vliv teploty na produkci proteini (obrdzek 5-5B pro mNKR-P1A a 5-5E pro
mNKR-P1C izotyp 2) je prakticky stejny jak pri 30 °C, tak pri 37 °C. S prihlédnutim

k témto faktlim je produkce za vyssi teploty casové vyhodnéjsi, protoze bakterie rostou

rychleji.
IPTG [mM] Teplota [°C] Cas [hodiny]
A ™ o0io1 03 05 1 5 30 37 CM7o05 1 2 3 4 5 6 8 24
E - - —a e .
66 kDa D a» * =x — ==
45 kDa b = - — o : g
24kDabww —
e G i e [ -—--—-——---g
o: g - 2
14kDa > @9 . ‘s
IPTG [mM] Teplota [°C] Cas [hodiny]
D wm7o0101 03 05 1 5 30 37 F M05 1 2 3 4 5 6 8 24
— T . - =
66 kDa P — - e =
45 kDa > = —_ — —— i
— E =
—
24 kDa b W ~ )
14 kDa » 40 - -

Obrazek 5-5: Analyza proteinového sloZeni bakterialnich kultur béhem optimalizace produkce proteini za
riuznych podminek. Optimalizace koncentrace IPTG [mM] je vyobrazena na gelech A (mNKR-P1A) a D (mNKR-P1C
izotyp 2), teploty [°C] na gelech B (mNKR-P1A) a E (mNKR-P1C izotyp 2) a délky produkce v hodindch na gelech C
(mNKR-P1A) a F (mNKR-P1C izotyp 2). Drdha M obsahuje proteinové standardy o zndmych hmotnostech.
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Z hlediska délky produkce (strana 52, obrdzek 5-5C pro mNKR-P1A a 5-5F pro
mNKR-P1C izotyp 2) je evidentné produkéniho maxima dosaZeno po trech az ¢tyrech
hodinach. Je zajimavé, Ze k mirné produkci proteinu dochazi uz béhem prvni ptilhodiny
po indukci IPTG. V pripadé Ctytriadvacetihodinové produkce se opét zacind zvySovat
exprese ostatnich bakterialnich proteint, ktera je vlivem IPTG v predchozich drahach

s daleko kratsi délkou produkce (0,5 - 8 hodin) znacné potlacena. Tyto proteiny jsou

nezadouci, protoZe by ztéZovaly 1,50 1
—— mNKR-P1A
proces purifikace. —O— mNKR-P1C1
s ) 1,259 —2—mNKR-P1C2
Na zakladé tohoto stanoveni
byly vybrany jako nejvhodngjsi 1,00
podminky produkce 0,1 mM IPTG, 0§ 0,751
o
teplota 37°C a délka produkce 0.50
3hodiny.  Jeliko?  podminky ’
produkce dvou izotypii mNKR-P1C 0,251
se ukazaly byt shodné, je 0,00 <w==tm . . . . . .
0 60 120 180 240 300 360 420 480
vyobrazena analyza optimalizace t [min]

Obrazek 5-6: Riistovd kiivka produké¢nich bakterialnich
kultur jednotlivych proteini v LB-médiu. Riistovd kfivka byla
mNKR-P1C izotyp 2. stanovena spektrofotometricky pri vinové délce 550 nm.

pouze projeden z nich a to

5.3.3. Urceni mista exprese rekombinantnich proteint

Aby nedochazelo ke ztratam proteinii béhem jejich izolace z bakterii, bylo potreba se
ujistit, zda se skute¢né proteiny produkuji do inkluznich télisek, ktera jsou z bakterii
nasledné izolovana. Béhem produkce proteint a izolace inkluznich télisek byly proto
vurcitych fazich odebirany frakce, které byly nasledné analyzovany na 15%
polyakrylamidovém gelu metodou redukujici SDS-PAGE. Postupovano bylo tak, jak je
uvedeno v kapitole 4.2.4.

Na obrdzku 5-7 na strané 54 jsou zobrazeny vysledné elektroforeogramy analyzy
vzorkl odebiranych béhem produkce rekombinantnich proteinti a izolace inkluznich
télisek z bunécnych kultur. Kvili velké podobnosti obou izotypi mNKR-P1C je
vyobrazena analyza pouze pro izotyp 2, protoZe dosaZené vysledKky jsou pro oba dva
izotypy v tomto pripadé prakticky stejné. Prvni dvé drahy na obou gelech ilustruji vliv
IPTG na bunéc¢nou kulturu, kdy v draze ¢. 1 (tésné pred indukci exprese) je vidét, Ze se
rekombinantni protein neprodukuje, zatimco v draze ¢. 2 (po indukci exprese 0,1 mM

IPTG) uz je vlivem induktoru potla¢ena exprese ostatnich bakterialnich proteinti na ukor
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rapidné zvysSené exprese rekombinantniho proteinu. Draha ¢. 3 (produkéni médium po
stoCeni bakterialni kultury) u obou rekombinantnich proteinti jasné ukazuje, Ze protein
neni produkovan do média. Rovnéz nedochazi ke ztratam pfii izolaci inkluznich télisek,
jak dokazuje analyza pouzitych izolacnich roztokG (drahy ¢ 4 -6; viz popisek
obrdzku 5-7). V drahach ¢. 7 je vidét, Ze protein je produkovan do inkluznich télisek,
protoZe pouze zde, s vyjimkou drah ¢. 2, se vyskytuje velkd zoéna odpovidajici
molekulovym hmotnostem rekombinantnich proteini (17 - 19 kDa). V drahach ¢. 7 se
rovnéZz nachazi dalsi vyrazné zény cca kolem 40 kDa. Ty byly analyzovany na
hmotnostnim spektrometru Mgr. Danielem Kavanem, PhD. a jedna se o bliZe neurceny
membranovy protein bakterii E. coli, ktery vSak diky své velikosti nevadi pfi nasledné
purifikaci rekombinantnich proteinli a ziejmé neni ani spravné renaturovan, protoze

v naslednych purifikacich pozorovan nebyl.

Awvm 1 2 3 4 5 6 7 Bm 1 2 3 4 5 6 7

66 kDa b W B = : = B
— i 5 -3
45kDa>v - ME : = ._.a
— — - - - —
24 kDa b W -

Obrazek 5-7: Lokalizace exprese rekombinantniho proteinu. Lokalizace exprese rekombinantnich mNKR-P1A (A)
a mNKR-PIC izotypu 2 (B). Popis drah: 1 - bakteridlni kultura pred indukci IPTG; 2 - bakteridlni kultura pred
ukoncenim kultivace; 3 - LB-médium po odsti‘edéni bakteridlnich bunék; 4 - sacharézovy pufr po odstiedeni; 5 - pufr
s detergentem po odstredéni; 6 - promyvaci pufr po odstredeni; 7- vzorek vysledného sedimentu - inkluznich télisek; M
- proteinové standardy o zndmych hmotnostech.

5.4. OPTIMALIZACE RENATURACE MNKR-P1A A MNKR-P1C 1zoTYPU 2

Renaturace byla provedena metodou rychlého natedéni in vitro, kdy se do velkého
objemu renatura¢niho roztoku pomalu prikapava roztok denaturovaného proteinu (asi
1 kapka za sekundu). Vtomto roztoku je obsaZen L-arginin, ktery funguje jako
nizkomolekularni chaperon, redoxni systém usnadnujici tvorbu disulfidickych mtstki a

dalsi slozky, které umoznuji spravné slozeni proteinu a stabilizuji pH.
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5.4.1. Separace na Q-Sepharose

Renaturace mNKR-P1A a mNKR-P1C izotypu 2 byla provedena tak, jak je uvedeno
v kapitole 4.3.1. Poté byly vzorky dialyzovany, zahustény ultrafiltraci a analyzovany
chromatograficky postupné na Q-Sepharose a Superdexu 75 HR 10/300. Z vyslednych
ploch piki ziskanych gelovou filtraci byly vybrany nejvhodnéjsi podminky renaturace.

Na obrdzku 5-8 jsou vyobrazeny v prekryvu chromatogramy ilustrujici separaci obou
proteini mNKR-P1A a mNKR-P1C izotypu 2 iontové vyménnou chromatografii na
Q-Sepharose. Cisla v zavorce vlevém hornim rohu kazdého chromatogramu odpovidaji

pufrim uvedenym v kapitole 4.3.1. Je ziejmé, Ze jednotlivé renaturacni podminky

010q  ——————i—— | ————— ) - 100
 NKRPIA() [FA1 [ _FA2_[i[Fas]i[FA4 ] J : v
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Obrazek 5-8: Chromatogram separace proteini na Q-Sepharose

t [min]

zdvorkdch uddvaji ¢islo pufru, v némz byl protein renaturovdn.

. Popisky krivek jsou v legendé na obrdzku. Cisla v
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neovliviiuji renaturaci obou dvou rekombinantnich proteini takika viibec - kfivKky jsou
v ramci jednotlivych rekombinantnich proteinii srovnatelné. Avsak oba rekombinantni
proteiny se znac¢né liS{ v uspéSnosti renaturace. Jak je vidét na chromatogramu
mNKR-P1C izotypu 2 za pikem s reten¢nim €asem cca 32 minut se nachazi Siroky pik
s maximem v cca 49 minutach. Vzhledem k elu¢nimu profilu se jedna o Spatné a nahodile
slozeny protein, cemuz odpovida i velka Sife a neostrost piku. U mNKR-P1A se tato
Spatné sloZena frakce vyskytuje rovnéz, avSak v mnohem mens$i mife (pik v cca
55 minuté). Spravné slozené proteiny tudiZ reprezentuji piky sretencnim casem
42 minut pro mNKR-P1A (frakce FAZ2), respektive 32 minut pro mNKR-P1C izotyp 2
(FC1). Jednotlivé frakce, jeZ jsou vyznaceny v chromatogramech na obrdzku 5-8 na

strané 55, byly nasledné analyzovany SDS-PAGE a tato analyza je popsana v nasledujici

kapitole.

5.4.2. Analyza frakci ziskanych na Q-Sepharose

Frakce ziskané separaci renaturacnich roztokli na Q-Sepharose, jeZ jsou vyznaceny
v chromatogramech na obrdzku 5-8 strané 55, byly nasledné analyzovany redukujici a
neredukujici SDS-PAGE na 15% polyakrylamidovém gelu, aby bylo urceno jejich sloZeni.
Vysledné elektroforeogramy jsou vyobrazeny na obrdzku 5-9 a dokazuji, Ze frakce jsou
sloZeny z exprimovanych rekombinantnich proteind a jsou pomérné cisté. Je také mozné
si povSimnout posunu z6n odpovidajicich rekombinantnim proteintim (17 - 19 kDa) za
redukujicich a neredukujicich podminek. Tento posun je zplsoben pritomnosti
disulfidovych vazeb v rekombinantnich proteinech v neredukujicim prostredi, které
umoznuji proteinu snadnéjsi prichod gelem diky vétsi soudrznosti molekul. Zaroven
bylo potvrzeno predchozi tvrzeni, Ze vSechny analyzované frakce jsou sloZeny

z prisluSného exprimovaného rekombinantniho proteinu, ale s prihlédnutim k elu¢nim

REDUKUJICI NEREDUKUJICI REDUKUJICI NEREDUKUJICI

A M IFA1 FA2 FA3 FA4!  IFA1 FA2 FA3 FA4! B M IFA1 FA2 FA3 FA4! IFA1 FA2 FA3 FA4!

66 kDa p w ity i
45 kDa » ! :

24 kDa P W

Wl
RS — ﬂ“

14 kDa b ~ i - -

Obrazek 5-9: Elektroforeogramy analyzy frakci z Q-Sepharosy. Oznaceni jednotlivych drah odpovidd frakcim
vyznacenym na obrdzku 5-8 na strané 55.
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profilim z obrdzku 5-8 na strané 55 se az na frakci FA2 pro mNKR-P1A (obrdzek 5-9A
str. 56) a frakci FC1 pro mNKR-P1C izotyp 2 (obrdzek 5-9B str. 56) u obou proteint
jedna o Spatné sloZené molekuly. Piitomnost dvou vyraznych zén hned nad sebou na
obrdzku 5-9B na strané 56 byla pravdépodobné zplisobena nedostatecnou inhibici

protedz a nebyly jiZ pri dalSich produkcich pozorovany.
5.4.3. Precisténi proteinovych preparatia gelovou filtraci

Pro konec¢né precisténi proteinovych preparatu byla zvolena gelova filtrace na koloné
Superdex 75 HR 10/300. Na této koloné uz byly separovany pouze vybrané frakce

z Q-Sepharosy obsahujici spravné slozené rekombinantni proteiny mNKR-P1A (frakce
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—— mNKR-P1A (2) /\
1,09 | —— mNKR-P1A (3)
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Obrazek 5-10: Chromatogram separace proteini na Superdexu 75 HR 10/300. Popisky kfivek se nachdzi v
legendé na obrdzku. Cisla v zdvorkdch uddvaji &islo pufru, v ném# byl protein renaturovdn.
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FA2, obrdzek 5-8 na strané 55) a mNKR-P1C izotyp 2 (frakce FC1, tentyZ obrazek).
Postupovano bylo tak, jak je uvedeno v kapitole 4.4.2.

Vysledné chromatogramy na obrdzku 5-10 na strané 57 dobfte ilustruji cistotu
preparatu ziskaného predchozi separaci na Q-Sepharose. Byl ziskan prakticky jediny pik,
jeZ reprezentuje jednotné sloZeny protein, cemuz opét napovida elu¢ni profil. Je také
ziretelné vidét, Ze ucCinnost renaturace mNKR-P1C izotypu 2 je asi polovi¢ni ve srovnani
s mNKR-P1A. Vytézky cinily zhruba 12 mg mNKR-P1A a 8 mg mNKR-P1C izotypu 2
z jednoho litru produkéniho média (stanoveno metodou podle Bradfordové).

Na zakladé vyobrazenych dat byly jako nejvhodnéjsi podminky renaturace pro oba
proteiny vybrany 1 M L-arginin, pH 9,0; 9 mM cysteamin a 3 mM cystamin, coZ odpovida

renatura¢nimu roztoku €. 2 z kapitoly 4.3.1.

5.4.4. Ovéreniidentity obou proteinii

Ve chvili, kdy byl ziskan Cisty proteinovy preparat na koloné Superdex 75 HR 10/300
byla ovéiena identita mNKR-P1A a mNKR-P1C izotypu 2 hmotnostni spektrometrii. Tou
byly stanoveny monoizotopické hmotnosti obou proteinti pfi zapojeni vSech
disulfidovych miistkl (nativni stav) na 18176,6566 Da pro mNKR-P1A (chyba 0 ppm) a
17306,4277 Da pro mNKR-P1C izotyp 2 (chyba 1,9 ppm). Uvedené hmotnosti velmi
presné souhlasi s teoreticky predpovézenymi monoizotopickymi hmotnostmi
produkovanych proteinovych retézct.

Byly také stanoveny jejich monoizotopické hmotnosti po redukci redukénim ¢inidlem
TCEP. Na obrdzku 5-11 na strané 59, je vyobrazeno hmotnostni spektrum mNKR-P1A
pro protein v nativnim stavu (horni spektrum) a pro redukci (dolni spektrum). Zaroven
je na jednom z pikl ukazan charakteristicky posun, jeZ byl zplisoben redukci, tedy
pritomnosti vodikovych atomi na thio skupinach cysteint oproti oxidovanému stavu.
Hmotnostni spektrum bylo naméreno i pro mNKR-P1C izotyp 2 se stejnym vysledkem.
Hmotnosti proteini po redukci ¢inily 18176,6566 Da u mNKR-P1A a 17306,4277 Da
u mNKR-P1C izotypu 2. Z rozdili hmotnosti oxidovaného a redukovaného stavu obou

proteint vyplyva, Ze ve své molekule kazdy obsahuje 4 disulfidové mustky.
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Obrazek 5-11: Hmotnostni spektrum nativniho a redukovaného mNKR-P1A. Spektra zobrazuji nativni protein
(nahore) a redukovany protein (dole). Sedé podbarvend oblast velkych grafii je v detailu vyobrazena v malém grafu
dole, kde je vidét posun téchto pikii mezi nativni a redukovanou formou proteinu.

5.5. OPTIMALIZACE RENATURACE MNKR-P1C1zoTYPU 1

Z diivodi modifikace Cys®® tohoto rekombinantniho proteinu cystaminem, nebylo

moZné renaturovat mNKR-P1C izotyp 1 metodou uvedenou v kapitole 4.3.1. Bylo proto

pristoupeno ksérii dalSich optimaliza¢nich experimentii majici za cil odstranit tento

problém.
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5.5.1. Analyza monomerniho mNKR-P1C izotypu 1

Jak jiz bylo feCeno v predchozim odstavci, pri renaturaci v pufrech uvedenych

v tabulce 4-6 na strané 37, dochazelo k vazbé redoxniho cinidla cysteaminu na jeden

z cysteind. Tato vazba byla experimentdlné dokdzana zmérenim hmoty oxidované a

redukované (za pouziti redukéniho c¢inidla TCEP) formy tohoto proteinu na

hmotnostnim spektrometru. Namérena spektra jsou vyobrazena na obrdzku 5-12.

Z téchto spekter byla odec¢tena hmotnost jednotlivych forem, ktera ¢ini 17678,3851 Da

pro nativni (oxidovanou) formu a 17611,4335 Da pro redukovanou formu. Z rozdilu

téchto hmotnosti a odecteni vodikovych atomii na thio skupinach cysteini (celkem 9)
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Obrazek 5-12: Hmotnostni spektra proteinu mNKR-P1C izotpyu 1, modifikovaného vazbou s cysteaminem,
pired a po redukci. Detaily jsou uvedeny v textu.
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redukované formy cCini absolutni hodnota rozdilu hmotnosti 76,0221 Da, coZ odpovida
molekulové hmotnosti oxidovaného cysteaminu a po pticteni chybéjiciho vodikového
atomu tedy celkem 77,0299 Da. Jak bylo posléze prokazano stanovenim disulfidickych
vazeb v proteinu (obrdzek 5-22 na strané 68), cysteamin se vaZe na Cys®®.

JelikoZ se zjevné jedna o nezadouci modifikaci, bylo potifeba zménit postup tak, aby
alespon dostatecné velka cast z celkového mnozstvi renaturovaného proteinu ziistala

bez této modifikace.

5.5.2. Optimalizace koncentraci redoxnich partnerid v renaturac¢nim pufru

V prvni fazi byly testovany rizné koncentrace a koncentratni poméry redoxniho
systému cysteamin-cystamin. Cely postup renaturace se tak od postupu, jeZ je uveden
v kapitole 4.3.1 lisil pouze v téchto bodech. SloZeni renaturacnich pufrd je popsano v
tabulce 4-7 na strané 38.

Vysledné chromatogramy ze separace téchto pufrli (A-E) na Q-Sepharose jsou
vyobrazeny na obrdzku 5-13. Elucni profily jsou odliSné, oproti renaturaci srovnatelného
mNKR-P1C izotypu 2 za podminek uvedenych v kapitole 4.3.1. Jak jiz bylo ovéreno na
tomto analogickém mNKR-P1C izotypu 2, piky s elu¢nim ¢asem 32 minut odpovidaji
spravné slozenému proteinu, zatimco velké piky s maximem okolo 48 minuty jsou
Spatné sloZené, nebo obsahuji agregaty. Tuto skuteCnost dokldda i analyza frakci
vyznacenych na obrdzku 5-13 metodou redukujici a neredukujici SDS-PAGE na 15% gelu,

jez je vyobrazena pro frakce ziskané renaturaci vroztoku A (kfivka A) na
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Obrazek 5-13: Analyza renaturaénich pufrt mNKR-P1C izotypu 1 na Q-Sepharose. Cisla v zdvorce v legendé
grafu odpovidaji ¢isliim renaturancich pufii z tabulky 4-7 na strané 38.
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obrdzku 5-14 na strané 62. V podstaté stejny M % %
pribéh byl pozorovan i pro ostatni  ggypap s

renaturatni roztoky (B-E), jen smenSim 45 kDa b

zastoupenim agregatt, které jsou  24kDabp

v neredukujici draze F2 na obrdzku5-14 -1

zietelné jako zony v horni ¢asti drahy. Dimer 14 kDa b ‘
vSak ve frakci spravné sloZeného proteinu
(F1) nevznikd a lze pozorovat pouze zénu ) ] ]
Obrazek 5-14: Analyza frakci mNKR-P1C
v oblasti 17 - 18 kDa odpovidajici monomerni izotypu 1 ziskanych separaci na
Q-Sepharose. jednd se o frakce krivky A

zobrdzku 5-13. U dalsich byl pozorovdn stejny
priibéh, jen s mensim zastoupenim agregadtii.

formé mNKR-P1C izotypu 1. JelikoZ tento
postup tedy neumoznil ziskani vétSiho
mnozstvi spravné slozeného proteinu, ba naopak zhorsil celkovy vytézek, bylo v druhé

fazi pristoupeno k jeho dalsi modifikaci.
5.5.3. Modifikace renatura¢ni metody

JelikoZ se uprava koncentraci redoxnich partnerd v renatura¢nim roztoku ukazala
jako nedostatecnd, bylo pristoupeno k dals$im modifikacim. Tyto modifikace byly
provedeny celkem tfi. Prvni byla zména redoxniho systému na alternativni -
redukovany a oxidovany glutathion. Druhou modifikaci byla renaturace proteinu
v renaturacnim roztoku bez redoxniho systému. Ten byl vSak posléze pridan piikapanim
smési cysteaminu a cystaminu na kone¢nou koncentraci 9 mM cysteamin a 3 mM
cystamin. Posledni zménou bylo sniZeni viskozity renaturacnich roztok, kvili snizeni
flexibility krcku rekombinantniho proteinu, pridanim glycerolu do jeho konecné
koncentrace 10 % (v/v). SloZeni a znacCeni zminénych modifikovanych renaturacnich
roztokd je shrnuto v tabulce 4-8 na strané 38.

Vliv provedenych modifikaci na renaturaci rekombinantniho proteinu je ukazan na
obrdzku 5-15 na strané 63. Na téchto chromatogramech je vidét, Ze zména redoxniho
systému zvysSila vytéZek spravné slozeného proteinu (ktivka G a G*) oproti predchozimu
cysteamin-cystamin (ktivka F a F*). Vysledek renaturace metodou pozdéjsiho pridani
redoxniho systému cysteamin-cystamin (krivky H a H*) v podstaté odpovida datim
ziskanym renaturaci v roztoku bez redoxniho systému (obr. 5-13 na strané 61, krivka A).
Vliv viskozity na UspéSnou renaturaci je zanedbatelny, protoZe pfi porovnani ucinosti
renaturace v renaturacnich roztocich s 10% glycerolem (ktivky F*, G* H*) a bez

glycerolu (krivky F, G, H) bylo dosazeno prakticky stejnych vysledkii.
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Obrazek 5-15: Analyza tspésnosti renaturace mNKR-P1C izotpyu 1 v modifikovanych renaturac¢nich pufrech
separaci na Q-Sepharose. Oznaceni jednotlivych frakci se tykd shodné oznacenych krivek.
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Nasledné byly prislusné frakce vyznacené na obrdzku 5-15 strané 63, ziskané separaci
na Q-Sepharose, podrobeny analyze metodou redukujici a neredukujici SDS-PAGE na
15% gelu. Tyto elektroforeogramy jsou vyobrazeny na obrdzku 5-16, kde popisky
jednotlivych drah odpovidaji frakcim vyznacenym na obrdzku 5-15 na strané 63. Je zde
vidét, Ze vSechny analyzované frakce obsahuji proteinovou slozku a v zavislosti na
renaturacnich podminkach se tvofi rovnéZz agregaty (vyrazné zony od 45 kDa vyse).

Zména redoxniho systému na glutathion nanestésti vedla ke stejnému vysledku jako
pfi renaturaci s cysteaminem a cystaminem - hlavni analyzovana frakce z renaturace za
pritomnosti glutathionu (obrdzek 5-16A na strané 64, draha G2 a G*2) obsahuje
prevazné monomerni mNKR-P1C izotyp 1 a tvori se malé mnoZstvi dimerniho proteinu
(na témze obrazku zéna mezi 24 kDa a 45 kDa odpovidajici velikosti dimerniho proteinu
cca 35kDa). Frakci G3 a G*3 tvori agregaty; G1 a G*1 malé mnoZstvi monomerniho
proteinu. Renaturace metodou za pritomnosti cysteaminu a cystaminu (obrdzek 5-16B
na strané 64) bez glycerolu neumoznila vzniku takika Zadného mnozstvi dimeru, avsak
v 10% glycerolu se jiZ dimer tvoril (frakce F*1). V ptipadé odloZeného ptidani redoxniho
systému cystamin-cysteamin (obrdzek 5-16C na strané 64) se dimer tvori jak
v pritomnosti 10% glycerolu, tak bez néj. Jak je vidét vdraze H1 v neredukujicim

prostredi, tento diemr tvoii cca 30 - 40 % z frakce.
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Obrazek 5-16: Elektroforeogramy analyzy frakci z Q-Sepharosy. Popisky jednotlivych drah odpovidaji oznaceni
frakci vyznacenych na obrdzku 5-15 na strané 63.
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Tato metoda tedy byla nakonec zvolena jako nejvhodnéjsi k ziskani dimerniho
mNKR-P1C izotypu 1, jeZ byl nasledné izolovan separaci na Superdexu 75 HR 10/300
(obrdzek 5-18 str. 66), kde se podarilo dimer oddélit od monomeru, coZ bylo potvrzeno
analyzou frakce dimerniho proteinu na hmotnostnim spektrometru (obr. 5-17). Celkova
nativni hmotnost dimerntho mNKR-P1C izotypu 1 byla stanovena na 35204,4478 Da a
redukovana (tedy jiZ monomerni formy) na 17611,5326 Da. Z rozdili hmotnosti je tak
patrné, ze celkovy pocet disulfidovych mistki v dimernim proteinuje 9, kde 4
disulfidové mistky naleZi kazdé podjednotce a jedna kovalentné tyto monomery vaze
skrze Cys® na obou molekuldch. VytéZek dimerniho mNKR-P1C izotypul ¢inil

z jednoho litru LB-média asi 1 - 2 mg.
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Obrazek 5-17: Hmotnostni spektra ziskana méienim vzorku, jez obsahoval dimerni mNKR-P1C izotyp 1.
V nativnim spektru se objevuje monomerni forma modifikovand cysteaminem (modie), monomerni forma vznikld
tvrdosti ionizace (zelené) a dimerni forma (Cervené). Nativni spektrum bylo dekonvoluovdno a ziskany pik
odpovddajici dimernimu proteinu je zobrazen v detailu.
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Obrazek 5-18: Separace dimerni a monomerni formy mNKR-P1C izotpyu 1 pomoci Superdexu 75 HR 10/300.
Jednotlivé piky jsou popsdny primo v grafu. Jednd se o separaci frakce F1 z obrdzku 5-16 na strané 64.

5.5.4. Renaturace mNKR-P1C izotypu 1 metodou podle C. Weie et al.

Namisto upravy ptivodniho zplisobu renaturace, jeZ je uveden v kapitole 4.3.1, byla
rovnéz vyzkousena jind metoda renaturace, a to podle C. Weie et al. ", Postup prace je
uveden v kapitole 4.3.2. Renaturac¢ni roztok s proteinem byl analyzovan separaci na
Q-Sepharose podle kapitoly 4.4.1.

Na obrdzku 5-19 je zobrazen vysledny chromatogram separace mNKR-P1C izotypu 1

renaturovaného vyse zminénou metodou na Q-Sepharose. Elu¢ni profil je obdobny jako
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0,24 4
L 60
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L 40
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Obrazek 5-19: Analyza uspésnosti renaturace mNKR-P1C izotypu 1 podle C. Weie et a na Q-Sepharose.
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i pri predchozich separacich tohoto proteinu na stejné koloné. Prvni je malo znatelny pik
s maximem kolem 29 minut (frakce W1 na obrdzku 5-19 str. 66). Druhy je pik
s maximem v 52 minuté (frakce W2 tentyz obrazek) a tieti v 76 minuté (frakce W3 na
témze obrazku).

Tento eluc¢ni profil by napovidal tomu, s prihlédnutim k predchozim (obrdzky 5-13
str. 61 a 5-15 str. 63), Ze naprosta vétSina proteinu agregovala, nebo je Spatné sloZena.
Proto byly jednotlivé frakce vyznacené naobrdzku 5-19 a strané 66 analyzovany
metodou redukujici a neredukujici SDS-PAGE na 15% gelu. Ziskany elektroforeogram se

nachazi na obrdzku 5-20. Je z nich ziejmé, Ze REDUKUJICI NEREDUKUJICI
‘w1 w2 w3l w1 w2 wsl

hlavni pik (frakce W2) obsahuje monomerni,

M

— —
dimerni a multimerni, ¢i agregovanou formu  66kDa " '

.

45 kDa »
mNKR-P1C izotypu 1. Frakce W1 obsahuje -

| ==
hlavné monomerni formu a nadéjné 24 kDa P
vypadajici frakce W3 i dimerni. AvsSak
-'- -

analyzou téchto tii frakci (W1-W3) na  414kpa ,,r

hmotnostnim spektrometru bylo prokazano,

Ze se jedna vesmés o $patné sloZené proteiny. Obrazek 5-20: Analyza frakei ziskanych
separaci na Q-Sepharose. Ndzvy drah
Tato metoda proto nebyla pouzita pro odpovidaji frakcim vyznacenym na obrdzku 5-19.

renaturaci a ziskdni dimerniho mNKR-P1C

izotypu 1.

5.6. STANOVENI DISULFIDOVYCH VAZEB V REKOMBINANTNiICH PROTEINECH

Disulfidové miistky jsou dtlezitou soucasti terciarni a kvartérni struktury proteind,
nebot’ tyto strukturu pomahaji stabilizovat. Vytvaii se mezi dvéma cysteiny oxidaci
jejich thio skupin, jeZ jsou v dostatecné vzdalenosti od sebe. Vzniklé, kovalentné vazané
cysteiny se také nazyvaji jako cystin.

V prvnim kroku byla smés ziskanych a odsolenych peptidii analyzovdna metodou
MALDI (kapitola 4.7.3), diky které byly stanoveny fingerprinty vSech tii proteinti. Na
obrdzku 5-21 na strané 68 je pro ilustraci vyobrazen jeden takovy fingerprint proteinu
mNKR-P1C izotypu 2 Stépeného trypsinem s prifazenymi aminokyselinovymi
sekvencemi k nejvyznamnéjsim pikiim v pravém hornim rohu. Ve spektru jsou viditelné
jak disulfidicky vazané peptidy (m/z 2840,3028 a 1308,6075), tak peptidy s volnymi
cysteiny (m/z 1899,8416 a 2250,9291). Toto je zplsobeno c¢astecnou fragmentaci
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1155,5946 YNSFWIGLR

1308,6075 CCVFIQENLNK

1494,7587 WINGTTFNSDVLK

S 4 1598,8748 GATLLLIQDQEELR

1726,9698 KGATLLLIQDQEELR

1899,8416 WICQKELNHETPSNDS

2250,9291 CFHVSQVSNTWEEGQADCGR
2840,3028 ITGVTENGSCASILGDK-VTPESCASDNR

1598.87519 1+

N
1155.59472 1+

Intenzita x 108
w

N
1197.60536 1+
1494.75999 1+
1726.96985 1+
1899.92137 1+

'2840.31279 1+

b— '2882.30847 1+

.__
 1824.90635 1+
r 1941.93141 1+
L 2250.93278 1+

1620.86018 1+
———"1640.88712 1+
— 1752.98675 1+

3

— 1308.60917 1+

e L

0 L
1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800

m/z
Obrazek 5-21: Hmotnostni spektrum trypsinovych $§tépi mNKR-P1C izotypu 2 ziskané technikou MALDI-FT-

s vz

ICR. V pravém hornim rohu jsou nékterym piktim prirazeny odpovidajici ¢dsti sekvence proteinu.

L

L L

b

cystickych peptidii pfi MALDI ionizaci ®4. Z tohoto diivodu je tato metoda nevhodna pro
primé urceni zapojeni disulfidii a je potreba pouzit kapalinovou chromatografii ve
spojeni s ESI-MS.

V druhém kroku bylo z dat ziskanych na LC-MS stanoveno zapojeni disulfidovych
miustki. To je schematicky znazornéno na obrdzku 5-22 pro vSechny tri proteiny, vCetné

mNKR-P1C izotypu 1, u kterého bylo treba urcit, kam se nejcastéji vaze jiz zminény

mNKR-P1A

Cys88 Cys94 Cys105 Cys122 Cys189 Cys202)M(Cys210

mNKR-P1C izotyp 1 - s vazanym cysteaminem

- C¥s74 I Cﬁs75 . C‘ 38 Cys94 Cys105 Cys122 Cys189 Cys202 Cys210

MNKR-P1C izotyp 1 - dimer

mMNKR-P1C izotyp 2

Cys91 Cys102 Cys119 Cys186 Cys199)mm(Cys207

Obrazek 5-22: Schematické znazornéni disulfidovych vazeb uvniti molekul jednotlivych rekombinantnich
proteinti. Cisla cysteinii odpovidajf jejich poradovym &isliim jako aminokyselin v celé sekvenci proteinu. Modrd dst
vyznacuje extraceluldrni krcek a Sedd zbytek molekuly véetné C-lektinové domény.
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cysteamin. Jak se potvrdilo, skute¢né se jedna o vazbu na Cys®, ktery slouZi k dimerizaci
mNKR-P1C izotypu 1. Zapojeni disulfidovych miustki vlektinové doméné vSech tii
rekombinantnich proteind (oranzova barva) odpovida zapojeni, které jiz diive zméril
Mgr. Daniel Rozbesky ve své diplomové praci ¥ a které je také predikovano na webu

UniProt 8% 81,

5.7. ZNACENi BUNEK REKOMBINANTNIMI PROTEINY S FLUORESCENCNI ZNACKOU

Rekombinantni proteiny, jejichZz priprava je popsana v této diplomové praci, maji
pochopitelné slouZit k dalsim vyzkumnym udcelim. Jednim z nich je hledani jejich
ligandu. Ackoli jeho samotna identifikace nebyla v ramci této prace provedena, byl
uskuteCnén screening vazby rekombinantnich proteini na heterogenni bunécnou
populaci z kostni diené mysi C57BL/6. Tento screening mél ukazat, jestli je potencialni
ligand pritomen na povrchu, ¢i uvnitt béZnych bunék.

Znaceni bylo provedeno tak, jak je uvedeno v kapitole 4.8 s tim, Ze mNKR-P1A byl
naznacen fluorescen¢nim barvivem Alexa Fluor 488 a mNKR-P1C izotyp 1 a 2 barvivem
Alexa Fluor 568. Rekombinantni protein mNKR-P1C izotyp 2 se vSak nepodarilo
naznacit.

Na obrdzku 5-23 na strané 70 jsou vradach vyobrazeny vzdy tii snimky jednoho
preparatu. V radé je vidy vyobrazen jako prvni (1) zeleny snimek urcujici na preparatu
lokalizaci mNKR-P14, jako druhy (2) Cerveny snimek, urcujici lokalizaci mNKR-P1C
izotypu 1 a jako treti (3) je vyobrazen prekryvny snimek ilustrujici kolokalizaci obou
rekombinantnich fluorescenc¢né znacenych proteinii. Modre jsou na tomto tietim snimku
vyobrazena jadra obarvend fluorescen¢nim barvivem DAPI. Vzhledem ke kontrole
(obrdzek 5-23A1, 2 a 3) je ziejma pritomnost fluorescen¢né znac¢enych rekombinantnich
proteini v preparatech na ostatnich snimcich (obrdzek 5-23B, C a D, vSechny snimky). Je
velmi zajimavé, Ze oba tyto znacené proteiny se nejspiSe vazi na stejnd mista (antigeny)
a silné kolokalizuji. Na snimcich oznacenych ,3“ se tak objevuje takika pouze Zluta, ktera
vznika prekryvem cerveného a zeleného snimku. Mezi permeabilizovanymi a
nepermeabilizovanymi bunéénymi preparaty neni zhlediska miry fluorescence
prakticky Zadny rozdil, coZ napovida, Ze potencidlni ligand je extracelularni. Pomérné
velka je mira autofluorescence, ale rozdil mezi znaCenym a kontrolnim preparatem je

znatelny. Jadra (obrdzek 5-23 na strané 70, snimky oznacené ,3“ modra barva)
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nevykazuji Zddné morfologické abnormality a v dobé fixace se tedy jednalo prevazné o

Zivé buniky bez znamek apoptozy.

Obrazek 5-23: Snimky bunéénych preparatt znacenych fluorescen¢né znacenymi rekombinantnimi proteiny
mNKR-P1A a mNKR-P1C izotypem 1. Série A zobrazuje znaceni nepermeabilizovanych bunék, série B znaceni
permeabilizovanych bunék a série C kontrolni prepardt bez pritomnosti rekombinantnich proteint, tedy
autofluorescenci. Snimky ,1“ zobrazuji zelenou fluorescenci (mNKR-P1A), ,2“ cCervenou fluorescenci (mNKR-P1C
izotyp 1) a 3" kolokalizaci predchozich dvou (1 a 2).
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6. DISKUZE

PiestoZe bylo Cleni receptorové rodiny NKR-P1 popsano jiz nékolik a jsou znamy
mnoho let, doposud nebyla rozreSena kompletni struktura Zadného z nich. Prvni krok
k rozieSeni struktury téchto proteinti podnikl v rdmci své diplomové prace® ¢len nasi
laboratore Mgr. Daniel Rozbesky ve spolupraci s Ing. Petrem Kolenkem, PhD. Podafrilo se
jim ziskat krystaly lektinové domény (Ser®® - His?2”) mys$iho mNKR-P1A (B6) a pomoci
rentgenové strukturni analyzy vytesili strukturu této domény aZ do rozlieni 1,7 A®®,
Ukazalo se, Ze struktura je velmi podobna lidskému hCD69. Rozdil oproti strukture
hCD69 je vsak u mNKR-P1A v oblasti Tyr!®® - Asp'®’, jeZ se vyznacuje chlopni, ktera
sméruje od zbytku molekuly, zatimco analogickd struktura u hCD69 je stoCena
k molekule. Zda je tento rozdil vjinak velmi podobnych strukturach téchto dvou
receptori (viz. obrdzek 1-8 na strané 21) zplisoben artefakty vzniklymi pti krystalizaci,
nebo se jedna o specifickou vlastnost struktury mNKR-P1A (¢i celé rodiny) ziistavalo
nejasné. Dal$i experimenty vSak ukazaly, Ze vroztoku je smycka naopak stoCena
k doméné. Tento rozdil mize byt dan specifickymi podminkami pti krystalizaci, nebo
zménami konformace pri vazbé ligandu, protoZe v krystalu slouZzila chlopen k interakci
s vedlej${ molekulou "),

Ackoli je rozieseni struktury lektinové domény mNKR-P1A bezesporu uspéch, byla
publikovana studie %, ktera popisuje odlisné konformace vazebné domény receptoru
Ly49 v pripadech, kdy byl tento receptor pripraven s extracelularnim krckem a bez
ného. Autofi popisuji jeho mozZnou cis a trans vazebnou aktivitu, ktera je zavisla pravé na
krcku, ktery tak neslouZi pouze ke spojeni domény s transmembranovou a intracelularni
casti, ale i jako dilezity prvek umoziujici tyto zmény konformace.

Na zakladé uvedenych skutecnosti bylo zamérem této diplomové prace pripravit celé
extracelularni ¢asti mysich proteinii mNKR-P1A a mNKR-P1C v bakteriich, jejich spravna
renaturace a urceni zadkladnich strukturnich ryst (disulfidové mistky). V konecném
disledku by se tak porovnanim struktur kratkych a dlouhych konstrukti mNKR-P1A a
mNKR-P1C méla dat potvrdit, ¢i vyvratit situace, ktera byla popsana u zminéného
receptoru Ly49. Jednou =ze stéZejnich otazek rovnéZz bylo, zda produkované
rekombinantni proteiny tvori kovalentni dimery (popf. multimery) skrze krcky, protoze
samotna lektinova doména byla ziskana pouze jako monomer.

Mediatorova RNA proteint byla ziskana ze slezin mySiho kmene C57BL/6, pfepsana

do cDNA, nasledné amplifikovana metodou PCR a zaklonovana do klonovaciho vektoru
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TOPO, ze kterého byla sekvence prenesena do produkéniho vektoru pET-30a-(+). [ kdyz
ptivodnim zamérem bylo ziskdni pouze dvou konstruktii a to sice mNKR-P1A a
mNKR-P1C izotypu 1, byla diky pouzitym primertim, kterymi neni mozné rozlisit
sekvenci dvou izotypli mNKR-P1C ziskdna i druha izoforma tohoto proteinu. Obé dvé
izoformy se li${ o tfi aminokyseliny, z nichZ jednou je cystein (Cys®®). U izoformy 1 bylo
predem jasné, Ze jeji neparovy cystein (Cys®®) se nemiize parovat intramolekularné a
musi proto bud’ zlistat v redukovaném stavu, ¢i byt zapojen ve vazbé napiiklad s druhou
molekulou a tvorit tak homodimer. Srovnani obou izoforem z hlediska struktury tak
miiZe byt v budoucim vyzkumu pfinosné, jelikoZ se jedna o ,prirodni mutaci“. Produkce
rekombinantnich proteinti probihala po transformaci bakteridlniho kmene E. coli
BL21-Gold (DE3) produkénim vektorem pET-30a-(+) podle predpokladu do inkluznich
télisek, které byly z bakterii nasledné bez obtiZi izolovany.

Renaturace proteinii metodou rychlého naredéni za pritomnosti 1 M L-argininu a
redoxniho systému cysteamin-cystamin byla optimalizovdna pii ¢tyrech podminkach
(tabulka 4-6 na strané 37) a probihala bez vyraznych problémi, stejné jako nasledna
purifikace na kolonach Q-Sepharosy a Superdexu 75 HR 10/300. Ve vSech ctyrech
renaturacnich roztocich byly jednotlivé rekombinantni proteiny renaturovany s takika
stejnou ucinnosti. Byly vSak pozorovany rozdily mezi G¢innosti renaturace mNKR-P1A a
mNKR-P1C. Oba izotypy mNKR-P1C se vyznacovaly vétsi mirou tvorby Spatné sloZenych
molekul. I pfesto bylo dosazeno velky vytézki, které ¢inily asi 12 mg mNKR-P1A a 8 mg
mNKR-P1C (obou izotyptli) na jeden litr produkéniho média. Pii nasledné analyze vSak
vySlo najevo, Ze oba dva izotypy mNKR-P1C jsou monomerni formy.

DalSim krokem tak byla analyza Cistych proteinovych preparati na hmotnostnim
spektrometru metodou ESI-FT-ICR. Hmotnosti mNKR-P1A i mNKR-P1C izotypu 2 presné
souhlasily s teoreticky predpovézenymi, avsak mNKR-P1C izotyp 1 se experimentalni a
teoretickou hmotnosti 1iSil o desitky kilodaltonii. Bylo tak pristoupeno u vSech tii
rekombinantnich proteinti kredukci c¢inidlem TCEP. U mNKR-P1A a mNKR-P1C
izotypu 2 se touto redukci zvysila hmotnost presné o 8 vodikovych atomi, coZ odpovida
zapojeni vSech cysteinli do intramolekularnich disulfidovych vazeb. Redukci mNKR-P1C
izotypu 1 ale doslo k vyraznému snizeni hmotnosti. Jak bylo nasledné zjisténo, tento
rozdil hmotnosti odpovida hmotnosti cysteaminu, jednoho z partnert tvoricich redoxni
systém v renaturacnich roztocich. Analyzou disulfidovych miistkii molekuly mNKR-P1C
izotypu 1 modifikované cysteaminem bylo prokazano, Ze cysteamin se vaZe na Cys®.

Bylo proto nutné metodu renaturace tohoto izotypu modifikovat tak, aby kvazbé
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nedochazelo, nebo se podarilo ziskat alespoii dostatetné velké mnoZstvi
nemodifikované formy.

Prvnim logickym krokem tak byla optimalizace koncentraci cysteaminu a cystaminu
v renaturacnich roztocich, vCetné renaturace vroztoku suplnou absenci redoxniho
systému. Vysledky vSak neprinesly poZadovany efekt a spiSe dochazelo k markantnimu
poklesu ucinnosti renaturace, pricemz v roztocich obsahujicich redoxni systém i nadale
dochazelo k modifikaci Cys® cysteaminem a v roztoku bez redoxniho systému prakticky
vSechen protein piesSel do formy agregatli. Pouhou optimalizaci koncentrace partnert
redoxniho systému tak nelze ziskat mNKR-P1C izotyp 1 bez modifikace cysteaminem.

Nasledné proto byly navrhnuty tfi dals$i dpravy renaturacniho protokolu. Prvni byla
zména redoxniho systému na redukovany a oxidovany glutathion, ktera sice zvysila
vytézek spravné slozeného rekombinantniho proteinu pri renaturaci, ale opét dochazelo
k modifikaci Cys®® tentokrate glutathionem. Druhou upravou byla renaturace v 10%
glycerolu, ktera méla za cil snizit flexibilitu kréku tohoto proteinu zvysSenim viskozity
renaturac¢niho roztoku. Krcek totiZ zfejmé nezaujima rigidni konformaci vii¢i doméné a
miiZze se tak volné pohybovat. Nedochazi proto nejspiSe tak castok efektivnimu
pribliZzeni Cys®® ke svému vazebnému partnerovi, coZ jej ¢ini nachylnéj$i k modifikaci.
Tato druha Uprava nezaznamenala vyraznéjSich uc€inkl pii renaturaci s glutathionem,
ale pri renaturaci scysteaminem a cystaminem jiZ dochazelo ke vzniku dimerniho
mNKR-P1C izotypu 1. Treti Gpravou renatura¢nich podminek, ktera se nakonec ukazala
byt nejefektivnéjsi, byla renaturace tohoto proteinu vrenaturacnim roztoku bez
redoxniho systému, ktery byl vSak nasledné pridan, aby usnadnil vznik disulfidovych
vazeb. Tato treti Uprava se ukazala byt srovnatelné ucinnou jak v roztoku bez glycerolu,
tak s nim. Z celkové frakce spravné sloZeného mNKR-P1C izotypu 1 z Q-Sepharosy bylo
mozno ziskat naslednou separaci na Superdexu 75 HR 10/300 asi 30 - 40 % tohoto
proteinu ve formé dimeru, coZ odpovida vytéZzku 1 - 2 mg dimeru z litru produkcéniho
média. Ani na této koloné vsSak nebylo mozné dimer zcela vypurifikovat. Byl slabé
kontaminovan monomerni formou modifikovanou cysteaminem. Diivodem, pro¢ nebyla
takto rozsahla optimalizace renaturace provedena i s glutathionem, ktery jevil dobré
vysledky renaturace, je jeho znacné vyssi financni narocnost oproti cysteaminu a
cystaminu.

[ tento dimerni mNKR-P1C izotyp 1 byl podroben analyze na hmotnostnim
spektrometru metodou ESI-FT-ICR. Vnaméfeném hmotnostnim spektru na
obrdzku 5-17 na strané 65 je mozné rozeznat piky odpovidajici tfem formam mNKR-P1C

izotypu 1. Tyto piky odpovidaji dimerni formé tohoto rekombinantniho proteinu a
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dvéma druhlim monomeru. Jednim z monomeri je cysteaminem modifikovana forma
proteinu (kontaminujici) a druhym je monomer vznikly rozstépenim dimeru pii ionizaci
a usmérnéni iontd do ICR cely. I pres mékkost pouzitého ioniza¢niho zdroje totiz mize
dojit k preruSeni této jediné kovalentni vazby parujici dvé velké molekuly mNKR-P1C
izotypu 1. Dilvodem nepomérné intenzity jednotlivych forem v hmotnostnim spektru je
pouzity hmotnostni spektrometr, ktery ma preferenci k proteiniim s nizsi hmotnosti
molekuly. Ziskand hmotnostni spektra tudiZz rozhodné nevypovidaji o kvantité
jednotlivych forem v ziskaném proteinovém preparatu. Dlikaz pritomnosti dimerni
formy mNKR-P1C izotypu 1 je dobie viditelny na dekonvoluovaném spektru na témze
obrazku a jeho hmotnost jiZ odpovidala teoreticky predpovézené. Z nasledného
stanoveni zapojeni cysteinti v disulfidovych mdstcich vyslo jasné najevo, Ze Cys®®
skute¢né slouz{ k parovani s Cys®® druhé molekuly. Tento cystein tudiZ s nejvétsi
pravdépodobnosti skutec¢né slouZzi ke kovalentni dimerizaci mNKR-P1C izotypu 1.

Zlstava otazkou, zdali i mNKR-P1A a mNKR-P1C izotyp 2 vytvari kovalentni dimery
tak, jako je pravdépodobné tvoii mNKR-P1C izotyp 1, ¢i jak se vSechny zminované
rekombinantni proteiny vyskytuji na povrchu bunék za fyziologickych podminek.
Ovéreni této hypotézy ztéZuje fakt, Ze pro mNKR-P1A neexistuje specificka protilatka a
mNKR-P1C izotyp 2 nelze odlisit od izotypu 1 kviili pozici tii chybéjicich aminokyselin u
izotypu 2, protoZe toto misto je pro protilatky Spatné dostupné. Pro budouci vyzkum by
proto bylo vhodné stanovit pomoci kvantitativni PCR miru zastoupeni mRNA pro
jednotlivé izoformy. Pokud je jejich pomérné zastoupeni dostate¢né vyrovnané, bylo by
mozné provést nativni elektroforézu sbunécnym lyzatem a detekovat tyto formy
protilatkou PK136 na gelu, kde by se dala priblizné odecist velikost molekul a z velikosti
z6n usoudit na prislusny izotyp.

Prvnim studii provedenou jiZ na Cistych pripravenych preparatech rekombinantnich
mNKR-P1Ay, mNKR-P1Cp izotypu 1 a mNKR-P1Cy izotypu 2, bylo stanoveni
disulfidovych mistkli v molekulach pomoci Stépeni specifickymi protedzami (Trypsin,
Asp-N, Glu-C) s naslednou analyzou na MALDI-FT-ICR (proteinovy fingerprint) a LC-MS.
Ackoli disulfidové mistky jevily ve vSech tfech rekombinantnich proteinech malou miru
scramblingu (chaotického zapojeni), ktera je pravdépodobné zplisobena nedokonalosti
renaturace in vitro, bylo mozné pozorovat vyrazny motiv, ktery je znazornén na obrdzku
5-22 na strané 68. Zapojeni disulfidovych mustkl v lektinové doméné odpovida tomu,
jez stanovil ve své diplomové praci Mgr. Daniel Rozbesky ®%, a jeZ je predikovano na

[80; 81

internetové strance UniProt pro oba proteiny I, S prihlédnutim k témto faktiim lze

stanovené zapojeni disulfidi oznacit jako pravdépodobné spravné.
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Pripravené rekombinantni proteiny jsou do budoucna urceny i pro vyzkum v oblasti
hledani jejich ligandu. Za timto ucelem byly rekombinantni proteiny naznaceny
fluorescencnimi barvivy Alexa Fluor. Nanestésti se ukazalo, Ze vlivem metodiky, nebo
pouzitého barviva dochazi ke zna¢nym ztratam proteinti. Vhledem k vysokym nakladim
spojenym se znaCenim, nebylo moZné znaceni zopakovat a identifikovat diivod téchto
ztrat. Celkové bylo ziskano jen asi 10 - 20 % znaceného proteinu z ptivodniho mnoZstvi,
jeZ bylo vloZeno do reakce, pricemz znaceny mNKR-P1C izotyp 2 se nepodarilo ziskat
vlibec. Toto malé mnozZstvi fluorescenc¢né znacenych mNKR-P1A a mNKR-P1C izotypu 1
vSak stacilo pro provedeni zakladnich fluorescen¢nich experimentd. Prvnim z nich byl
screening vazby na riiznorodé populace bunék diferencovanych z kostni direné mysi
C57BL/6. Ackoli se jedna o aktivaéni receptory a ligand na povrchu béZznych bunék nebyl
ocekavan, ukazalo se, Ze je presto na povrchu pravdépodobné pritomen. JelikoZ
preparaty byly oSetfeny proti nespecifické vazbé proteinem BSA, méla by byt
nespecifi¢nost vazby nizka. O to zajimavéjsi je, Ze mNKR-P1A a mNKR-P1C izotyp 1 na
preparatech vazebné kolokalizuji (obrdzek 5-23 na strané 70). Proto prozatim zlstava
nezodpovézenou otazkou, jestli sdili stejny ligand podobné jako NKR-P1B a NKR-P1D ],
nebo se jedna pouze o artefakty.

Ziskané extracelularni casti rekombinantnich proteini mNKR-P1A a obou izotypu
mNKR-P1C budou v nasledném vyzkumu pouzity k dalsim experimentd. Jelikoz znalost
trojrozmérné struktury proteinu je jednim z predpokladli k urceni jejich funkce, bude
velmi dilezité rozresit tuto jejich strukturu a porovnat ji s kratSimi konstrukty. Diliraz
bude kladen i na hledani ligandt téchto tii proteind, jez by rozsirily poznatky o NK

bunécném rozpoznavani.
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. SOUHRN

Byly pripraveny produké¢ni vektory pET-30a-(+) nesouci extracelularni kodujici
sekvence mNKR-P1A a obou izotypti mNKR-P1C.

Byly nalezeny vhodné podminky renaturace mNKR-P1A a mNKR-P1C izotypu 2 a
rovnéZ byla vyvinuta metoda renaturace mNKR-P1C izotypul jako dimerni

formy.

Na hmotnostnim spektrometru byly stanoveny presné hmotnosti purifikovanych

proteind, které presné odpovidaji teoreticky predpovézenym.

Byly stanoveny disulfidové mistky ve vSech tfech rekombinantnich proteinech

metodou LC-MS.

Rekombinantni proteiny mNKR-P1A a mNKR-P1C izotyp 1 byly chemickou cestou

opatieny fluorescencni znackou.

Inkubace fluorescentné znacenych rekombinantnich proteinli sbunécnymi

preparaty napovida, Ze mNKR-P1A a mNKR-P1C izotyp 1 vazebné kolokalizuji.
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