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Seznam pouzitych zkratek

CD

CDR

Da

DNA
IPTG
KIR
LGL
MHC
NCAM-1

NK buriky
NMR

absorbance latky pfi vinové délce 280 nm

,,absorbance units full scale®, pocet absorbacnich jednotek v rozsahu
zapisu

,cluster of differentiation®, diferencia¢ni skupina, oznaceni
povrchovych molekul

,,carbohydrate recognition domain®, sacharid rozpoznavajici doména
jednotka molekulové hmotnosti

deoxyribonukleova kyselina

isopropyl-thio-3-D-galaktosid

,Killer inhibitor receptors*, imunoglobulinové inhibi¢ni receptory
,large granuar lymphocyte®, velké granularni lymfocyty

»major histocompatibility complex*, hlavni histokompatibilni komplex
,,heural cellular adhesion molecule-1%, oznac¢eni adhezni molekuly
CD56 v nervove tkani

,hatural killer, pfirozen¢ zabijejici buriky

nukledrni magneticka rezonance, spektroskopie vyuzivajici interakce

atomovych jader s magnetickym polem



1 Teoreticky uvod

1.1 Imunitni systém, jeho slozky a funkce

1.1.1 Imunitni systém

vvvvvv

Jednou z nejdulezitgjsich funkci imunitniho systému je obrana proti infekénim
nemocem. Organizmus je neustadle vystavovan obrovskému mnozstvi infek¢nich
mikroorganizmq, jako jsou bakterie, viry a plisn€. Tyto mikroorganizmy zplsobuji
celou fadu nemoci — nékteré z nich jsou pomérné Casté a nepfili§ zavazné, jiné naopak

Nezalezi na tom, zda je infekce zplUsobena virem, bakterii nebo plisni, zda je
relativné neSkodna, ¢i naopak zavazna a kde piesné se v té€le nachazi. Spravné fungujici
imunitni systém musi byt schopen rozpoznat. co je pro organizmus bezpecné a co
nebezpecné. (Jiz je piekondn ndazor, Ze rozpoznava vlastni od ciziho. I vlastni bunky
mohou byt v nékterych pfipadech pro organizmus nebezpecné.) Nasledné se podili na
zajisténi tfi zakladnich procesii v organizmu - obranyschopnosti, homeostizy a

imunitniho dohledu. Ucgastni se i obnovy a regenerace postizené tkané.'

1.1.2 Slozky imunitniho systému

Buiiky imunitniho systému jsou pfitomny v celém organizmu, vznikaji a dozravaji
vSak v centralnich lymfatickych organech, napf. v kostni dreni. Imunitni reakce potom
probiha v perifernich lymfatickych organech, zejména ve slezin€, miznich uzlinach,
slizniéni lymfatické tkani. Builkami pfimo se ucastnicimi imunitni reakce jsou
lymfocyty, leukocyty, monocyty a tkanové makrofagy, buriky miznich uzlin a dalsi
pomocné buiiky — trombocyty, endotelie, Zirné buriky a fibroblasty.

Slozky imunity se podle zplUsobu rozpoznavani antigenu de€li na nespecifické a
specifické. Specifické rozpoznavaji antigeny pfimo prostfednictvim receptoru citlivych
na jednotlivé antigeny, nespecifické slozky tyto schopnosti nemaji.

Déale muzeme slozky imunity délit na humoralni a bunééné podle toho, zda se
v efektorové c¢asti imunitni reakce uplatiuji vice buriky nebo humoralni faktory.

Humoralni imunita je zaji§tovana soucastmi séra, tedy protilatkami a systémem



bilkovin nazyvanym komplement. V pfipadé bunééné imunity hraji vyznamnou roli
makrofagy, T lymfocyty, NK buiky (,natural killer'* — ,pfirozené zabijejici*) a
cytokiny - informaéni a regulaéni molekuly, které jsou NK buikami produkovany.

Obranna schopnost je v pfipad€ bunééné imunity nazyvana cytotoxicitou.

1.1.3 NK bunky

NK buiiky byly objeveny vroce 1975. Byly jako neadherentni, nefagocytujici
buriky zafazeny do skupiny lymfocytt (nositelé specifické imunity). Lymfocyty po
prvnim stfetnuti s cizorodou latkou zachovavaji dlouhodobé informace. Tyto informace
jsou uloZeny ve formé lymfocytarnich klont tzv. pamétovych bunék s dlouhou dobou
Zivota. Proto jsou lymfocyty schopné pii opakovaném stietnuti s tim samym antigenem
reagovat rychleji a intenzivnéji. NK burky ale nemaji antigenné specifické receptory,
jsou tak dulezitou soucasti nespecifické imunity.

Délenim na sedimenta¢nim gradientu se ukéazalo, Ze se morfologicky jevi jako velké
granularni lymfocyty (LGL), tj. lymfoidni bunky s bohatsi cytoplazmou, ve které se
nachazeji drobna cervena granula s azurofilnimi zrmy (granula obsahuji perforin a
granzymy), kompaktni jadro byvéa z jedné strany vchlipené.” > O vyvojové blizkosti
T lymfocytlh a NK bunék svédéi exprese spoleénych membranovych antigeni (CD34,
CD16) zejména v casnych vyvojovych stadiich. NK bunky se oddéluji od
T lymfocytarni linie.**

Li§i se membranovymi antigeny, pfepisem nékterych genli, pdsobi absolutné
samostatné a na svoji ¢innost nepotfebuji dostavat signaly od jinych imunitnich bunék.
Vznikaji v kostni dfeni a vykazuji charakteristickou organovou distribuci, jejich aktivita
je nejvyssi v periferni krvi a pak postupné klesa v pofadi slezina, lymfatické uzliny,
jatra a kostni dreni. Nejsou obsazeny v thymu. NK buriky jsou kli¢ové pfi ochrané pied
cizorodymi prvky. Zabijeji bunky, které se snazi uniknout cytotoxickym T burikam tim,
ze potladuji expresi MHC glykoproteind I. tiidy na svém povrchu.’ NK buriky se spolu s
interferonovym systémem ucastni obrany organismu proti virim (rozpoznavaji a
zabijeji buniky nakaZené viry) i dal§$im mikrobialnim $kddcim. Vyznamné se uplatriuji v
protinadorovém dozoru a kontrole rozvoje metastaz. Na zasah NK bunék se ukazaly

citlivé leukemické buriky, buriky lymfoblastovych linii a také uréité typy normalnich



bun¢k, napiiklad embryonalni buriky a kmenové buiikky. NK buriky se ucastni také
reakce odmitnuti §tépu pfi transplantaci kostni diené.

Pokud NK buiika narazi na normélni buriku, pfechodné se na ni adheruje pomoci
fady nespecifickych adhezivnich molekul. KdyzZ po chvili NK receptory najdou MHC
molekuly, d4 to NK burice signal k odpoutani. Pokud v§ak MHC molekuly nalezeny
nejsou, aktivuji se cytotoxické mechanizmy a podeziela buiika je zabita.’ Vyjimeenymi
burikami, které na povrchu nemaji téméf zadné MHC glykoproteiny, jsou cervené
krvinky. Ty nejsou NK burikami napadany zfejmé proto, Ze jim chybi né€které dilezité
adhezivni molekuly.

Nejpresn€jsi identifikaci NK buné¢k umoznuje prikaz jejich specifickych
membranovych molekul. Z nich zfejmé nejdilezitéjsi je molekula CD56, ktera je
exprimovana na NK burikach a ¢aste¢né také na T lymfocytech. Molekula CD56 slouzi
jako adhezni molekula v homotypickych adheznich interakcich. Mimo hematopoetickou
tkan je bohat¢ obsaZzena v nervové tkani a je ozna¢ovana jako NCAM-1 (neural cellular
adhesion molecule-1). Pro prakticky pritkkaz je pouzivana kombinace 3 znaku a to CD3,
CDS56 a CDI16, ktery pfedstavuje nizkoafinni receptor pro Fc fragment IgG. Burky,
které jsou CD56+/CD16+/CD3-, jsou povazovany za NK buiiky.°

1.1.4 Receptory NK bunék

Zakladni rozdéleni receptord NK bunék je na aktivaéni a inhibiéni. Inhibi¢ni se dale
déli podle strukturnich skupin na imunoglobulinové (KIR — , Killer inhibitor receptors*)
a C-lektinové. Aktivaéni receptory jsou povrchové lektiny rozeznavajici nekteré

z obecné pritomnych struktur na povrchu bunék. Aktivuji NK burku k zakroku.

1.1.5 NKR-P1 receptor

NKR-P1 je receptor objeveny u potkanl pomoci protilatky rozpoznavajici
sacharidovou strukturu na povrchu NK bunék.” Precipitace protilatkou ukazala, Ze jde o
disulfidicky spojeny homodimer.® °* Na zakladé experimentd bylo zjisténo, Ze je NKR-
P1 transmembranovy protein II. typu a Ze jeho doména odpovida lektinovym doménim
C-typu.'” PHi daldim studiu provadéném u potkani byly postupné objeveny a
pojmenovany ¢tyfi homologni geny kédujici izoformy NKR-P1A, B, CaD.> ' !2
I v mikrodoménach lidskych zabijeéskych bunék byl nalezen aktivaéni receptor

NKR-P1A (CD161).



vvvvvv

hrajicich roli v aktivaci NK bunék Tento receptor je sloZzen z N-konce signalni
sekvence, transmembranové domény, extracelularni ligand-vazebné domény (fragment
DNA kodujici 101 aminokyselin, Wy s— Ka;s) a kratkého C-konce. "

V pocateénich experimentech byl rozpustny NKR-P1A produkovdn ve dvou
formach, jako extracelularni asti receptoru a sacharid rozpoznavajici domény.'’ Tyto
proteiny ale vykazovaly nizkou stabilitu. Na zakladé¢ dalSich studii a experimentl byly
za pouziti bakterialnich expresnich vektorti pfipraveny rekombinantni proteiny NKR-
P1A a NKR-P1B, izolovéana inkluzni téliska a v roztoku renatura¢niho pufru podrobena
dialyze. Nasledné ovéieni Gispé$nosti metody - stanoveni Cistoty a identifikace proteint
— bylo provedeno né€kolika metodami. Ukdazalo se, Ze tyto dva proteiny, lisici se ve své
stavbé pouze v 5 aminokyselinach, vydavaji rozdilné, protichidné signaly - aktivacni
(NKR-P1A) a inhibi¢ni (NKR-P1B).

Byly popsany vazebné experimenty s jejich rekombinantnimi ligand-vazebnymi
doménami. Byla potvrzena reaktivita NKR-P1A se sulfatovanymi disacharidy a
kyselymi sacharidy se zbytky sulfatd &i fosfatd.'* Kromé sacharidovych a hife finanéné
dostupnych ligandd maji stabilizujici ucinek 1 ligandy GlcNAc (N-acetylglukosamin)
nebo vapnik. Pfi vazbach s monosacharidovymi ligandy nebyly u izoforem A a B
nalezeny rozdily, velké odliSnosti se vSak potvrdily ve vazbach s oligosacharidy a
glykodendrimery. Pfitomnost glykodendrimerG maé stimulaéni ucinek na aktivaci

NKR-P1A. 1!



2 Cile prace

e Experimentalni nalezeni optimalniho protokolu pro poskladani a purifikaci
membranovych receptort NKR-P1A a NKR-P1B.
e Ovéfeni homogenity proteinovych preparatd. pfipravenych  podle

optimalizovaného protokolu.
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3 Materiadly a metody

3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

Akrylamid

L-arginin hydrochlorid (L-arginin-HCl)
Azid sodny (NaN3)

Coomassie Brilliant Blue R-250
Cystamin

Cysteamin

Deoxyribonukleasa (DN Asa)
Dithiothreitol (DTT)

Dodecylsulfat sodny (SDS)

Ethanol

fenylmetylsulfonyl fluorid (PMSF)
Glutathion oxidovany (GSSG)
Glutathion redukovany (GSH)
Guanidin hydrochlorid (Guanidin-HCI)
Hydroxid sodny (NaOH)

Chlorid sodny (NaCl)

Chlorid hote¢naty (MgCl,)

Chlorid vapenaty (CaCl,)

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)
Kyselina chlorovodikova (HCI)
Kyselina trifluoroctovéa (TFA)
Leupeptin

Oktylglukosid

Pepstatin

PIPES

Q-Sepharosa
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Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA

Serva, USA

Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA

Fluka, Svycarsko
Jersey Lab Supply, USA
Lachema, CR
Sigma, USA
Lach-ner, s.r.0., CR
Lach-ner, s.r.o., CR
Jersey Lab Supply, USA
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Fluka, Svycarsko
Lachema, CR
Lachema, CR
Sigma, USA

Serva, USA

Sigma, USA
Sigma, USA

Pharmacia, Svédsko



Ribonukleasa A (RNAsa A)
Sacharosa

Superdex 200HR

TES

Tris-HCl

Vsechny pouzité chemikalie byly nejvy$si komeréné dostupné cistoty, nejméné vSak

cistoty p.a.

Sigma, USA

Lach-ner, s.r.o., CR
Pharmacia, Svédsko
Sigma, USA

Jersey Lab Supply, USA

3.1.2 Pufry
PIPES 10 mM PIPES, 50 mM NaCl, 1 mM NaN3, pH 6,8
TES 10 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA, 150 mM NaCl, pH 8,0

3.1.3 Pristroje a pomucky
Analytické vahy

Automatické pipety

Centrifuga J2-21

Centrifuga Z 233 MK-2
Centrifuga Spectrofuge 16M
Centricon 10

Centriprep 10

Dialyzacni stfeva

Chladnicka

Kolona pro chromatografii na obracené fazi C-4
Kyveta do UV/VIS oblasti
Ledova¢ UBE 50-35

Magneticka michacka MM 2A
Mrazici box MDF-1155ATN

pH metr

Predvazky HF-1200G

Souprava pro elektroforézu
Spektrofotometr DU-70
Ultracentrifuga Optima LE-80K
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AND, USA

Gilson, USA

Beckman, USA

Hermle, Némecko
Edison, USA

Millipore, USA
Millipore, USA
Spectrum Laboratories, USA
Whirpool, USA

Vydac, USA

Beckman, Némecko
Ziegra, Némecko

Lab. Piistroje Praha, CR
Sanyo, Japonsko
Beckman, Némecko
AND, USA

Sigma, USA

Beckman, Némecko

Beckman, Némecko



Ultrazvukova sonda Ultrasonic Cole-Parmer Instrument Co., USA

Vysokotlaka sklenéna kolona Merck, Némecko
Zdroj deionizované vody Milli Q Millipore, USA
3.2 Metody

3.2.1 Produkce a priprava inkluznich télisek

Produkéni  klony bakterie FEscherichia coli kmen BL-21Gold (Stratagene)
transformované expresnimi plasmidy pETNKR-P1A a pETNKR-P1B byly zao¢kovany
do banék obsahujicich 500 ml ¢erstvého média a tfepany pies noc pii 37°C. Rano byly
kultury indukovany 1 mM IPTG a kultivace pokra¢ovala. Celkem kultivace trvala 24
hodin.

Média se vzrostlymi kulturami byla centrifugovana v centrifugacnich lahvich o
objemu 11, usazené bakterie promyty pufrem TES a umistény do 30 ml centrifuga¢nich
kyvet.

Bakterie byly resuspendovany sonikaci ve 20 ml sacharosového pufru (25 %
sacharosa v TES pufru). Po pfidani inhibitori proteas 1 uM leupeptinu a 1 yuM
pepstatinu byla suspenze celkem ¢tyfikrat zmrazena, rozmrazena v horké vodé a deset
minut sonikovana. Byl ptfidan 10 mM MgCl,, 10 U / ml DNAsy [ a 10 U / ml
RNAsy A. Kultura byla sonikovéna a centrifugovana.

Sedimentovany protein byl resuspendovan v20 ml TES pufru s0,1 %
oktylglukosidem. Suspenze byla sonikovana a centrifugovana. Precipitovany protein byl

promyt TES pufrem a suspenze byla opét sonikovana a centrifugovana.

3.2.2 Poskladani proteinu - refolding |. (2 varianty, pro NKR-P1A)

Inkluzni téliska byla rozpusténa v S ml roztoku obsahujiciho 6 M Guanidin-HCI pH
8.0 a 100 mM DTT. Vznikly roztok byl sonikovany na ledu , 1 hodinu inkubovan pfi
37°C a 30 minut centrifugovan v ultracentrifuze Beckman Optima LE-80K pii 45

tis.ot./min v rotoru 70.1 Ti (Beckman).
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Renaturacni pufr byl pripraven v objemu 2 x 500 ml a mél sloZeni pro variantu:

A: 50 mM Tris-HCI pH 8.5 + 1 M L-arginin + 5 mM EDTA + 5 mM GSH + 1 mM
GSSG + 0.5 mM PMSF + 1 uM leupeptin + 1 mM NaNj3

B: 50 mM Tris-HCI pH 8.5 + 1 M L-arginin + 5 mM CaCl, + 5 mM GSH + 1 mM
GSSG + 0.5 mM PMSF + 1 uM leupeptin + 1 mM NaNj;

Pufry byly zchlazeny v chladici mistnosti na 4°C a za stalého michani do nich byl
cca po 5 minutach ptikapavan po 0,5 ml roztok denaturovaného proteinu, do kazdého
z obou pufri tedy 2,5 ml. Vzniklé roztoky byly michany v chladu jesté cca 2 hodiny.
Poté byl do obou pfidan PMSF do 1 mM koncentrace. Nasledné byly roztoky pieneseny

do dialyzaénich trubic a byla zahajena dialyza proti 8 I nasledujicich pufri:

varianta A: 20 mM Tris-HCI pH 8.5 + 30 mM NaCl + 1 mM EDTA + 1 mM NaN;3;
varianta B: 20 mM Tris-HCI pH 8.5 + 30 mM NaCl + 1 mM NaN;

Pufry byly béhem dialyzy 2 x vyménény. Pufr obsahujici vysraZzeny protein byl
centrifugovan, prefiltrovan pfes celulozovou membranu a filtrat byl nanesen na kolonu
Q-Sepharosy ekvilibrovanou dialyza¢nim pufrem ve sloZeni: 20 mM Tris-HCI pH 8.5, 1
mM NaNj. Navazané proteiny byly eluovany gradientem NaCl od 19 mM do 1 M.

Frakce NKR-P1A z Q-Sepharosy FF obsahujici poZadované proteiny byly spojeny

a zkoncentrovany pomoci Centriprepu 10 a Centriconu 10 do celkového objemu 100 ul.

3.2.3 Poskladani proteinu - refolding L.

[zolovand inkluzni téliska byla rozpusténa v2 x 5 ml roztoku obsahujictho 6 M
Guanidin-HCI pH 8.0 a 100 mM DTT. Roztoky byly za stalého chlazeni sonikovany a
poté inkubovany pii 37°C 1 hodinu. Po dobu 30 minut byly centrifugovany
v ultracentrifuze Beckman Optima LE-80K pii 45 tis.ot/min vrotoru 70.1 Ti
(Beckman).

Byl pfipraven renatura¢ni pufr o objemu 2 x 500 ml o sloZeni: 50 mM Tris-HCI pH
8.5+ 1M L-arginin + 100 mM CaCl, + 9 mM GSH + 2 mM GSSG + ImM NaN3 + 1
mM PMSF + 1 uM leupeptin. Pufr byl zchlazen na 4°C.

Do piipraveného pufru byly postupné po kapkach a za stalého michani ptidavany

roztoky proteinli. Po pfidani veskerého mnozstvi roztoku proteint byly pufry jesté asi |
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hodinu michany v chladu a poté pfeneseny do dialyza¢nich stfev. Probéhla dialyza proti
8 L 15 mM Tris-HCI pH 8.5 + 24 mM NaCl + 1 mM NaNj3 Dialyza byla jednou
vyménéna.

Vzorek byl centrifugovan, filtrovan a protein se vychytaval na Q-Sepharose
ekvilibrované Tris-HCl pH 8.5 pufrem, vSe probihalo shodnym postupem jako
v predchazejici kapitole.

Frakce monomerniho NKR-P1A z Q-Sepharosy FF obsahujici poZadované proteiny
byly spojeny a zkoncentrovany pomoci Centriprepu 10 a Centriconu 10 do celkového
objemu 100 ul. Pfipraveny vzorek proteinu byl nanesen na gelové filtraéni kolonu
Superdex 200 10 x 280 mm. ekvilibrovanou 10 mM Herpes pufrem pH 7.5, 0.1 M NaCl
a 1 mM NaNj. Eluce proteinu byla sledovéana spektrofotometricky pfi 280 nm, frakce

byly sbirany manualné.

3.2.4 Poskladani proteint - refolding Il

[zolovana inkluzni téliska byla rozpusténa v 6 M Guanidin-HCl a 100mM DTT pH
8.0, roztoky byly sonikovéany, inkubovany a centrifugovany jako v predchédzejicim
protokolu. SloZeni renatura¢niho pufru bylo nésledujici: 50 mM Tris-HCI pH 8.5 + 0,5
M L-arginin + 50 mM CaCl, + 9 mM GSH + 2 mM GSSG + 1 mM NaN3 + | mM
PMSF + 1 uM leupeptin. Dalsi postup byl shodny s protokolem II. Proteinové frakce
z Q-Sepharosy byly spojeny, zkoncentrovany a poté naneseny na gelové filtra¢ni kolonu

Superdex 200. Eluce proteinu byla sledovana spektrofotometricky pii 280 nm.

3.2.5 Poskladani proteinti - refolding IV.

Izolovana inkluzni té€liska byla rozpusténa v2 x 5 ml roztoku obsahujictho 6 M
Guanidin-HCl a 100 mM DTT pH 8.0. Do vzniklych roztoki byly do koncentraci 1 uM
pfidany leupeptin a pepstatin. Roztoky byly sonikovany na ledu a poté inkubovany pfi
37°C 1 hodinu. Poté byly zakalené roztoky centrifugovany v ultracentrifuze Beckman
Optima LE-80K pfi 45 tis. ot./min v rotoru 70.1 Ti (Beckman) po dobu 30 minut.

Byl pfipraven renaturaéni pufr o objemu 2 x 500 ml a nasledujicim sloZeni: 50 mM
Tris-HCI] pH 8.5 + 1 M L-arginin + 100 mM CaCl, + 3 mM cystamin + 9 mM
cysteamin + 1 mM NaNj Ptipraveny pufr byl zchlazen v chladové mistnosti pti 4°C.

Do pufru o teploté 4°C byly ptidany inhibitory proteas | mM PMSF, 1uM leupeptin
a 1uM pepstatin. Za stalého michéni byly do pufri postupné€ po kapkach piidavany
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roztoky denaturovanych proteint. Po pfidani veskerého mnozstvi roztoku proteinu byly
pufry jesté asi 1 hodinu michany v chladu a poté preneseny do dialyzaénich stiev. Pufr
byl dialyzovan proti 8 L 15 mM Tris-HCI pH 8.5 + 20 mM NaCl + 1 mM NaNj Dialyza
byla jednou vyménéna.

Po dialyzach byl roztok proteinu nanesen rychlosti 8 ml / min na kolonu Q-
Sepharosy FF o rozmérech 1.6 x 14 cm ekvilibrovanou dialyzaénim pufrem. Po
naneseni vzorku byla kolona promyta dialyza¢nim pufrem, a navazané proteiny
eluovany gradientem NaCl od 9 mM do 1 M, ktery trval 120 min. Proteinové frakce

sledované pii A,go byly manudlné jiméany a dale analyzovany SDS elektroforesou.

Dalsi purifikace NKR-PIA a NKR-PIB proteinu chromatografii na obrdcené fazi a
gelovou chromatografii

Frakce z Q-Sepharosy FF obsahujici pozadované proteiny byly spojeny a okyseleny
koncentrovanou kyselinou trifluoroctovou (TFA) na pH 2.0. Tyto frakce byly nandSeny
na preparativni kolonu pro chromatografii na obracené fazi Vydac C-4 o rozmérech 10
x 250 mm, ekvilibrovanou 0,1 % roztokem TFA ve vodé¢. Po aplikaci vzorku byly
proteiny 60 min eluovany gradientem acetonitrilu od 30% do 50 %, eluce proteini byla
sledovana spektrofotometricky pti 280 nm.

Z proteint precisténych na obracené fazi byl odpafen acetonitril na rotacni vakuové
odparce, kysely roztok proteinu byl poté neutralizovan 1 M Tris-HCI pufrem pH 8.0 na
pH 6.8. Protein byl koncentrovan pomoci centrifugaé¢nich koncentratord Millipore na
vysledny objem 200 ul.

Piipraveny roztok proteinu byl nastiiknut na gelové filtraéni kolonu obsahujici
Superdex 200HR o rozmérech 10 x 280 mm ekvilibrovanou 10 mM PIPES pufrem pH
6.8 s 50 mM NaCl a 1| mM NaNj. Eluce proteinu byla sledovana spektrofotometricky
pfi 280 nm. Pik odpovidajici monodisperznimu proteinu eluovanému ve formé
nekovalentniho dimeru byl zakoncentrovan na 20 mg/ml, a uchovavan v elu¢nim pufru

v lednici.
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Ovéreni homogenity proteinovych prepardatii SDS elektroforesou za redukujicich a
neredukujicich podminek

Byly piipraveny 15 % SDS polyakrylamidové gely. Vzorky byly 5 min vafeny ve
vzorkovém pufru: 1. v pfitomnosti DTT (redukujici podminky), 2. bez pfitomnosti DTT
(neredukujici podminky). Gely byly obarveny barvivem Coomassie Brilliant Blue R-
250 a vizualn¢ hodnoceny.

V ptipadé neredukujicich podminek je vidét zietelny posun v elektroforetické
mobilité, ktery je zpusobeny vétsi kompaktnosti molekuly zesitované disultidovymi

mustky.

Ovéreni homogenity proteinovych preparatii hmotnostni spektrometrii s iontové
cyklotronovou resonanci

Vzorky proteini byly odsoleny na koloné s obracenou fazi. Byly ionizovany
technikou elektrospreje a hmotnost vzniklych iontd analyzovana na FT-MS analyzétoru
s iontové cyklotronovou resonanci. Tento experiment provadél zkuSeny operator

hmotnostniho spektrometru Mgr. Petr Pompach PhD.

17



4 Vysledky

4.1 Refolding I

Byla provedena chromatografie na Q-Sepharose pro porovnani uspé$nosti protokolu
s obsahem CaCl, a EDTA vrenaturaénich pufrech. Obé probihaly za shodnych
podminek.

Pufry obsahujici denaturované proteiny byly po centrifugaci a filtraci naneseny na
kolonu Q-Sepharosy. NKR-P1A byl eluovan ze sloupce Q-Sepharosy za vzrustajici
koncentrace NaCl (od 19 mM do 1 M). Spravné poskladanému proteinu odpovida 1.
monodisperzni pik. Ten je v pfipad€ pouziti CaCl, viditeln€ vyssi nez za pouziti EDTA,

prostiedi vapniku je tedy pro poskladéani proteinu vhodné;si.

. NKR-P1A . NKR-P1A
Aaso o Ca? Ao " EDTA
0.6 0,6

0,4 0,4

0,2
i . 0.2
‘-\a b
0 20 40 t (min)

Obr. 1.: Eluce NKR-P1A na koloné Q-Sepharosy, protein byl
eluovan gradientem NaCl. (sledovano konduktometricky - horni
kfivka). Spodni kfivka zndzomuje koncentraci proteinu. Vlevo
protein piipraveny podle protokolu B za ptitomnosti Ca>*, vpravo
podle protokolu A v prostiedi EDTA. Eluce proteini byla
sledovana pratokovym spektrofotometrickym detektorem pii 280
nm s citlivosti 1 AUFS. Sipkou jsou oznaéeny frakce odpovidajici
poskladanému NKR-P1A proteinu.
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4.2 Refolding ll.

NKR-P1A byl eluovan ze sloupce Q-Sepharosy za vzristajici koncentrace NaCl (od
19 mM do 1 M koncentrace), 1. monodisperzni pik odpovidé spravné poskladanému
proteinu. K eluci agregovaného proteinu dochézi pii vyss$i koncentraci soli ke konci

chromatogramu. Eluce byla sledovana pfi 280 nm. Frakce byly sbirdny manualn¢.

Obr. 2.: Eluce NKR-P1A na koloné Q-Sepharosy za vzristajici
koncentrace NaCl. Spodni kfivka znazorniuje koncentraci proteinu,
horni kfivka je konduktometricky zaznam kvality pouZitého
gradientu. Eluce proteini byla sledovana pratokovym
spektrofotometrickym detektorem pti 280 nm (citlivost 1 AUFS).
Sipkou je oznadena frakce odpovidajici poskladanému NKR-P1A
proteinu.
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4.3 Refolding lil.

Spojené a zakoncentrované proteinové frakce z Q-Sepharosy byly naneseny na
gelové filtraéni  kolonu Superdex 200. Eluce proteinu byla sledovana
spektrofotometricky pifi 280 nm. Proteinové frakce z Q-Sepharosy byly spojeny,
zkoncentrovany a poté naneseny na gelové filtraéni kolonu Superdex 200. Eluce
proteinu byla sledovédna spektrofotometricky pii 280 nm. Vytézek obou proteinti byl
maly, dimery se eluovaly mezi 35. a 40. minutou, monomery potom mezi 40. a 45.
minutou. Mezi 18. a 25. minutou se v tzv. ,mrtvém objemu‘ eluovaly agregované, tedy
nespravné poskladané proteiny.

Refolding III. byl netspé$ny, po porovnani protokold ¢islo II. a III. 1ze jako divod
uvést niz8i koncentraci argininu (pouzit 0,5 M L-arginin oproti 1 M L-argininu

v protokolu II.) a CaCl, (pouzit 50 mM oproti 100 mM v protokolu IL.).

LI ¢
. . - J— i =3

Obr. 4.: Gelova  permeacni chromatografie na koloné
Superdex 200. Analyza proteinu poskladaného za riznych
experimentalnich podminek. Horni draha: 0,5 M L-arginin a 50
mM CaCl,. Spodni drgha: 1 M L-arginin a 100 mM CaCl,. Draha
pod obéma chromatogramy pochdzi z kontrolniho experimentu, pii
kterém byl na kolonu nastiiknut pouze elué¢ni pufr. Eluce proteinii
byla sledovana spektrofotometricky pii 280 nm s citlivosti 1
AUFS. Frakce byly jimany po | min. Jako prvni se eluovaly
agregované proteiny (18.-25. min), nasledovaly dimery (35.-40.
min) a monomery (40.-45. min).
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4.4 Refolding IV.

NKR-P1A byl eluovan ze sloupce Q-Sepharosy za vzristajici koncentrace NaCl (od
19 mM do 1 M koncentrace, délka trvani 120 min). Spravné poskladanému proteinu
odpovida 1. monodisperzni pik. K eluci agregovaného proteinu dochazi pti vyssi

koncentraci soli na konci chromatogramu. Tam je pik velice slaby, nespravné se

poskladalo jen malé mnoZstvi proteinu.

NKR-PIB byl eluovan za shodnych podminek, obsahoval vétsi objem nespravné

poskladanych agregati nez spravné poskladaného proteinu. Vytézek NKR-PIB byl

proto niz8i nez NKR-P1A.

NKR-biA

0.4 _

4. 3\ "‘ :

b ] AT I I
—~— 2 iy

o 30 40 * |

- FHming;

Obr. 5.: PreciSténi proteinii - eluce NKR-P1A (vlevo) a NKR-
P1B (vpravo) na koloné Q-Sepharosy FF. Proteiny byly
eluovany gradientem NaCl (sledovano konduktometricky - horni
kfivka). Eluce proteini byla sledovana  pratokovym
spektrofotometrickym detektorem pti 280 nm (citlivost 1 AUFS).
Spravné poskladanému preparatu odpovida pik na pocatku
gradientu (oznaCeno Sipkou), pik na konci chromatogramu
odpovidé agregovanému proteinu. Frakce byly sbirany manualn¢
dle znaceni.
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Ovéreni monodisperzity poskladanych preparatii gelovou chromatografii

Na eluci proteint sledované pfi 280 nm se potvrdila monodisperzita obou preparatg.
Proteiny se eluovaly pfi eluénim objemu odpovidajicim velikosti asi 30 kDa. Teoreticka
hmota téchto proteind, vypocitana z jejich aminokyselinovych sekvenci, je asi 15 kDa.
Oba proteiny se tedy v roztocich vyskytovaly pouze ve form¢ nekovalentnich dimert.

Vytézek NKR-P1B byl niz§i nez NKR-P1A, jak ukézala jiz pfedchozi analyza.

/ ) N -0 A . \ / ‘ N~V 15 .
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Obr. 6.: Ovéreni monodisperzity poskladanych proteiniit NKR-
P1A (vlevo) a NKR-P1B (vpravo) izolovanych na koloné¢ Q-
Sepharosy (obr. 5) gelovou chromatografii na sloupci Superdexu
200 HR. Proteiny byly po pfecisténi na Q-Sepharose
zakoncentrovany a naneseny v objemu cca 100 ul na kolonu
Superdex 200 HR o rozmérech 1 x 30 cm. Eluce proteini byla
sledovana pii 280 nm (citlivost 1 AUFS). Oba proteiny byly
z kolony eluovany ve formé monodisperzniho piku odpovidajicimu
dimernimu proteinu (asi 30 kDa). U takto ptipravenych proteint
byl minimalni obsah agregati (elu¢ni ¢as 15. — 20. min). Frakce
byly odebirany po 1 min.
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Ovéreni homogenity proteinového prepardtu SDS elektroforesou

Ovéfeni homogenity prepardtu NKR-P1A bylo provedeno SDS elektroforesou za
redukujicich a neredukujicich podminek. Redukujici podminky byly zajistény
povatenim vzorki s DTT. Za neredukujicich podminek je posun vzorkll zietelné;si,
elektroforeticka mobilita proteinu je tedy za téchto podminek vyssi. Je zplsobena veétsi

kompaktnosti molekuly, ktera je zesitovana disulfidovymi mistky.

M Rl R2 R3 R4 Nl N2 N3 N4

Obr. 7.: Analyza frakci NKR-P1A proteinu SDS elektroforesou
v 15% polyakrylamidovém gelu za redukujicich (vlevo) a
neredukujicich (vpravo) podminek. Analyzovany byly 4 rizné
frakce odpovidajici mondisperznimu piku po gelové filtraci (obr. 6,
vlevo). Marker molekulovych hmotnosti obsahoval 5 proteint:
hovézi sérovy albumin ( 65 kDa), ovalbumin (44 kDa), carbonic
anhydrasu (30 kDa), sojovy inhibitor trypsinu (20 kDa) a lysozym
(14 kDa). Jakoby dvojity vzhled separovanych zdn proteinti vznikl
pfi foceni gelu.
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Ovéreni homogenity proteinového prepardtu hmotnostni spektrometrii

Analyza hmotnostniho spektra byla provedena na FT-MS analyzatoru s iontové
cyklotronovou rezonanci. Touto metodou Ize dosahnout velké pfesnosti, chyba je mensi
nez 0,01 Da. M¢éfeni byla provadéna specializovanym operdtorem  hmotnostniho
spektrometru Mgr. Petrem Pompachem PhD.

Ziskand hmota posklddaného proteinu 15278,7 Da odpovida nativni hmoté

proteinu, obsahujici tfi disulfidové mustky a methionin na N-terminalnim konci.

= NKR-P1A (S-S)

1.

16278.7
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Obr. 8.: Spektrum NKR-P1A méfené FT-MS hmotnostni
spektrometrii na analyzatoru s iontové cyklotronovou rezonanci,
ziskané dekonvoluci spektra pikid rizné€ nabitych molekul proteinu.
Potvrzuje intaktnost molekuly poskladaného proteinu vcetné
spravného uzavieni disulfidovych mustkd.
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5 Diskuse

Aktivaéni receptor NKR-P1 potkana je jiz od svého objevu v roce 1989 povazovan
buné€k u hlodavci. I po objevu dalsich izoforem tohoto receptoru, NKR-PI1B, NKR-
P1D, a neddvno NKR-PIC, zlstdva jeho tradiéné studovana forma NKR-PI1A
kvantitativné nejvyznamnéj$i formou. Z hlediska identifikace ligandd pro jednotlivé
izoformy receptor NKR-P1 jsou zajimavé udaje ze studie Plihala a kol."' Uvadi zde, ze
zatimco aktivujici izoforma NKR-P1A i inhibujici izoforma NKR-P1B jsou obé
schopné véazat spektrum monosacharidu s pfiblizn€ stejnou afinitou, pouze NKR-PIA je
schopnd ucinné vazat vysokoafinitni formy sacharidovych ligandl, jako jsou
sacharidové dendrimery a jind glykomimetika. Pokracujici ligandové identitikaéni
studie provadéné v laboratofi prof. Bezousky, pouzivajici v posledni dobé& velmi
pokrocilé experimentalni techniky (spektrdlni metody, proteinova krystalizace, NMR
titracni experimenty), vyZaduji neustaly pfisun vysoce purifikovanych a velmi
stabilnich rozpustnych NKR-P1A a NKR-P1B receptorti. Pravé piipravé téchto proteint
jsem vénovala svoji bakaléafskou praci.

Dikladna optimalizace protokoli pro pfipravu rozpustnych forem NKR-PI1
receptort nebyla dosud provadéna. V Laboratofi architektury proteind na MBU AV CR
byly od pocatku 90. let minulého stoleti pouzivany postupy zaloZené na pfipravé
fuznich proteinti s bakterialnim proteinem specifickym pro maltosu, St€peni fuzniho
proteinu, denaturaci a nasledném posklddani cilového receptoru pomoci dialyzy.
PiestoZe tyto protokoly vedly k tvorbé€ biologicky (vazebné€) aktivnich receptorti, nebylo
mozné ziskat dostate€na mnozstvi stabilnich proteini potfebna pro strukturni studie. Ve
své bakalarské praci jsem proto vyuzila postup podle Kogelbergové a spol., kterd pro
ptipravu NKR-P1 proteinu pouzila pfikapavani roztoku denaturovaného proteinu do
renaturac¢niho pufru. Ten obsahoval jako nizkomolekularni chaperon L-arginin a mimo
jiné také redukovany a oxidovany glutathion.'* Ve své praci jsem se zabyvala dalgi
optimalizaci tohoto protokolu.

PHi skladani NKR-P1A podle prvniho protokolu se ukézalo, Ze prostfedi Ca®* ma na
vyt€Zznost spravné€ poskladaného proteinu lepsi ucinky nez prosttedi EDTA. Jiz dfive

pfitom bylo prokazéano, Ze pfitomnost vysokych koncentraci vapenatych iontd je pro
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vazebnou aktivitu NKR-P1 receptoru nezbytna. V dalsich protokolech jsem tedy
vyuZzivala pfidavek CaCl, do renatura¢niho pufru a jeho koncentraci jsem zvysila. Jak
ukézal refolding III., vy3& koncentrace Ca*" ma pozitivni vliv na spravné poskladani
proteinu. Kdyz byla koncentrace Ca** v protokolu III. niZsi neZ v protokolu II., zvysil se
objem agregovaného proteinu a sniZil objem proteinu spravné poskladaného.
Koncentrace L-argininu mé pozitivnéjsi vliv v koncentraci 1 M, nez v 0,5 M. Pfestoze
je L-arginin latka velmi drah4, jevi se jeho pfitomnost v 1 M koncentraci pti skladani
NKR-P1A a NKR-P1B jako nezbytna.

Dilezitym krokem se zda byt pfidavani roztoku proteinu do renatura¢niho pufru
pred dialyzou. Je vhodné mit pufr dostateéné vychlazen a promichan. Piikapavat by se
m¢l protein po velmi malych objemech a za neustdlého michani pufru, ¢imz umoznime
dokonalej8i poskladani proteinu. Vyznamné je pro tvorbu nativniho a dobte
poskladaného proteinu také pridani proteinas do renaturacniho pufru.

Misto fyziologicky mnohem vhodnéj$iho glutathionu v oxidované a redukované
formé¢ jsem se v protokolu IV. rozhodla z finan¢nich divodli pouzit cystamin a
cysteamin. Ukazalo se, Ze tato zdména nema na poskladani viditelny vliv. Proto je pfi
realizaci dal$ich refoldingli mozno pouzit cystamin a cysteamin bez obav z moZnosti
horsich vysledku.

Pfi pouziti optimalizovaného protokolu IV. se podafilo ziskat asi 1 mg stabilniho a
dobfe poskladaného rozpustného receptoru NKR-P1A, u receptoru NKR-PIB byly
vytézky asi o polovinu niz§i. Gelova permeacéni chromatografie na kolon¢ Superdexu
200 potvrdila monodisperzitu ziskaného preparatu. Ten obsahoval jen minimalni
mnozstvi agregati a nespecifickych oligomerd. Tato metoda také umozZnila provést
odhad nativni molekulové hmotnosti exprimovanych receptori. Tyto se za nativnich
podminek ptekvapivé chovaly jako dimery o relativni molekulové hmotnosti vétsi nez
30 kDa. Presto lze na SDS elektroforéze pozorovat proteinovou podjednotku o velikosti
20 kDa. Tento udaj je vrozporu svelmi pfesnymi méfenimi pomoci hmotnostni
spektrometrie s iontové cyklotronovou resonanci. Pravdé€podobné souvisi s abnormalni
mobilitou pii SDS elektroforese, ktera je u ne¢kterych proteini pozorovana. Pokud byla
SDS elektroforesa provadéna za neredukujicich podminek, vykazovaly molekuly
proteinu vyrazné vy$§i mobilitu. Za téchto podminek se molekula receptoru nachézi

v kompaktnéj§im uspofadani, udrzovaném pomoci disulfidovych ,zesitovani“. [ za
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téchto podminek je zona separovaného proteinu homogenni, coz spolu s velmi pfesnymi
udaji hmotnostni spektrometrie potvrzuje spravné uzavieni vSech tfi disulfidovych
mustkd v molekule NKR-P1 receptora.

Na zakladé¢ vysledkt experimentd skladani a purifikace proteini NKR-P1A A NKR-
P1B jsem vyhodnotila nejvhodnéj$i podminky a postupy. Vytvofila jsem tak protokol
vhodny zejména pro NKR-P1A. Protein NKR-P1B lze také skladat timto postupem,
vytéznost je ale mnohem mensi neZ v piipadé NKR-P1A. Proto by bylo vhodné, aby byl
pro tento membranovy receptor protokol skladani dale optimalizovan. Piipravené
proteiny se ukézaly jako stabilni v dlouhodobych biochemickych testech pfi inkubacich
na 30 a 37 °C. Pii uchovani v lednici pii 4 °C je jejich stabilita také velmi dobra.
Ukazuji se tedy jako vhodné nejen pro ligandové identifika¢ni studie, ale i1 pro

strukturni experimenty jako je proteinova krystalizace a NMR.
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6 Vysledky

Byl optimalizovéan protokol pro skladani rekombinantnich receptorii piirozenych
zabije¢skych bunék potkana NKR-P1A a NKR-P1B.

Byly pfipraveny stabilni preparaty s dobrymi vytézky, které byly precistény
kombinaci chromatografii na ionexovych a gelovych permeacnich kolonach.

V nativnim prostfedi se rozpustné receptory jevi jako nekovalentni dimery,
obsahuji tfi disulfidové mustky. Béhem jejich pfipravy nedochdzelo k jejich
degradaci ani kontaminaci jinymi proteiny.

Protokoly optimalizované v mé bakalaiské praci jsou dale vyuzivany
v Laboratofi architektury proteind MBU AV CR  pro ligandové identifikaéni
experimenty a strukturni studie s pouZitim proteinové krystalografie a

vicedimenzionalnich NMR technik.
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