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SEZNAM ZKRATEK
AA akrylamid
ADCC bunééna cytotoxicita zavisla na protilatce (,,antibody dependent cellular cytotoxicity*)
APS peroxysiran amonny (,,ammonium persulfate )
ATC antigen prezentujici buiika (,, antigen presenting cells )
bp par bazi (jednotka délky fetézce DNA, ,,base paire)
BSA hovézi sérovy albumin (,,bovine serum albumin *)
CBB R-250 barva Coomassie Brilliant Blue R-250
CD oznacéeni povrchovych molekul leukocytu (,, cluster of differentiation )
CHO bunééna linie z vaje¢niku kieéika ¢inského (,, Chinese hamster ovary )
rodina proteini obsahujicich podobny motiv jako lektiny typu C (,, C-type lectin
Clrb related b ), viz téz Ocil
CTLD doména podobna lektinim C-typu (,, C-type lectin-like domain *)
DAP12 12kDa protein aktivujici DNAX (,, DNAX-activating protein of 12 kDa *)
DMSO dimethylsulfoxid
DNA deoxyribonukleova kyselina (,, deoxyribonucleic acid *)
dNTPs smés deoxynukleotidtrifosfatl
DTT 1,4-dithiothreitol
ECL zesilena chemiluminiscence (,,enhanced chemiluninescence )
EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova
EXCELL293 komer¢ni kultivaéni médium
F17 komer¢ni kultivaéni médium
Fc ¢ast molekuly protilatky (,, Eragment crystallizable )
FceRly vysokoafinitni receptor pro IgE (,, Fc epsilon receptor type_| gamma chain *)
GAM sekundarni polyklonalni protilatka pti imunodetekei (,, goat anti mouse antibody )
HEK lidské embryonalni ledvinné bunky (,,human embryonic kidney )
HEPES kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova
vysokouucinna kapalinova chromatografie (,, high-performance liquid
HPLC Chromatography *)
HRP kienova peroxidasa (,, horseradish peroxidase )
IFN interferon
Ig imunoglobulin
imunoreceptorovy tyrosinovy aktiva¢ni motiv (,,immunoreceptor tyrosine-based
ITAM activation motif™)
imunoreceptorovy tyrosinovy inhibi¢ni motiv (,, immunoreceptor tyrosine-based
ITIM inhibitory morif*)
kbp jednotka délky fetézce DNA, 1000 bp (,,kilo base pair®)
KIR z_abij eéské receptory imunoglobulinové povahy (,.killer-cell immunoglobulin-
like receptors )
LB Luria Bertani médium
IPEI linearni polyethylenimin
mAb monoklonalni protilatka (,, monoclonal Antibody )
MES 2-(N-morpholino)ethansulfonova kyselina
glykoproteiny t¥idy I hlavniho histokompatibilniho komplexu (,,major
MHCgp |  histocompatibility complex type I glycoproteins*)
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NKC
NKR-P1B
NKT
Ocil
PBS
PCR
PVDF
RCMV
RCTL
SDS
PAGE
TAE
TBS

Te

TCR
TEMED
TES pufr
TEV

Th

TK

Tris

ptirozeny zabije¢ (,, natural killer*)

NK genovy komplex (,, natural killer gene complex™)

rodina C-lektinovych receptortt NK bunék (,, natural killer cell receptor - protein 1B )
NKT-lymfocyty (,, natural Killer T cells )

lektin inhibujici formaci osteoklasti (,, Osteoclast inhibitory lectin ), viz téz Clr
fosfatem pufrovany fyziologicky roztok (,, phosphate buffered saline )
polymerazova fetézova reakce (,, polymerase chain reaction *)
polyvinylidendifluorid

potkani cytomegalovirus

gen C-lektinového typu potkaniho cytomegaloviru (,,RCMV C-type lectin-like )
dodecylsulfat sodny

polyakrylamidova gelova elektroforéza (,, polyacrylamide gel electrophoresis *)
tris-acetatovy pufr s EDTA

Tris pufrovany fyziologicky roztok (,, Tris-buffered saline )

cytotoxicky T lymfocyt (,, T Cytotoxic cell )

T-bunéény receptor (,, T-cell receptor )

NNN'N'-tetramethylethylendiamin

pufr obsahujici Tris, EDTA a chlorid sodny

virus tabakové mozaiky (,, Tobacco Etch Virus )

pomocny T lymfocyt (,, T helper cell )

tkanové kultury

tris(hydroxymethyl)aminomethan



1. 0vVoD

Pfirozeni zabije¢i nebo-li NK bunky hraji dilezitou roli v nespecifické imunité
organismtu. Jejich jedinecnou schopnosti je zabijet nékteré nadorové a viroveé infikované
buiiky bez predchozi senzitizace antigenem. Tato prace se zabyva pripravou a studiem
komplexu potkanich NK buné¢nych inhibi¢nich receptord NKR-P1B (,,natural killer cell
receptor - protein 1B“) a jeho ligandem Clrb (,,C-type lectin-related ligand b*).
Pro rekombinantni pfipravu rozpustné formy téchto dvou lektinovych receptort
potkanich NK bunék byla pouzita tranzientni transfekce linie lidskych embryonalnich
ledvinnych bunék 293 s jednoduchou glykosylaci. Nativni formy receptorti -
disulfidicky vazané homodimery - byly pfipraveny jako nckolik riiznych typt fiznich
konstrukti s IgG-Fc (s pomoci vektori jako ApHLsec-FcHis ¢i pYDS5), které
po odstépeni TEV proteasou poskytuji ¢ist€¢ dimerni formu extracelularni ¢asti receptorii
bez afinitni kotvy. Komplex byl charakterizovan pomoci analytické ultracentrifugace.
Bylo zjisténo, Ze Iépe tvoii komplex dvojice INKR-P1B WAG a rClrb nez rINKR-P1B

SD a rClrb. Strukturni studium rClrb bylo zahajeno metodou krystalizace proteint.

Klicova slova:
NK burnka, HEK293, receptor, NKR-P1, Clrb, krystalizace
Keywords:

NK cell, HEK293, receptor, NKR-P1, Clrb, crystallization



2. TEORETICKY UVOD

2.1 Imunitni systém

Imunitni systém patii k zdkladnim homeostatickym mechanisméim organismu.’
Udrzuje celistvost organismu rozpoznavanim toho, co je pro nas Skodlivé a co neni,
at’ uz jsou skodliviny z vnéjsku (obranyschopnost) nebo se tvofi uvniti (autotolerance
a imunitni dohled).1 Nas obranny mechanismus mé evolu¢né starsi cast ,,nespecifickou*
nebo-li ,,neadaptivni“ vrozenou imunitu a vyvojové mladsi ,antigenné specifickou*
(adaptivni)."?* Ta pavodni je slozena zbundné a humoralni slozky. Nespecificky
bunéény systém je zaloZzen jak na fagocytujicich buinkach, tak na pfirozené
cytotoxickych buiikach, které prezentuji pfirozeni zabijeci tzv. NK bunky (,,natural
killers cells*).! Tuto imunitu vlastni takika viichni mnohobun&éni Zivogichové, dokazi
diky ni zni¢it $kodliviny béhem n&kolika minut."? Oproti tomu adaptivni
je vysadou obratlovci a aktivuje se az po setkani s antigenem, reaguje na cizorodé latky

. . y_ e . v, 1
velice specificky a zachovava si imunologickou pamét’.

2.1.1 Buiiky imunitniho systému’

VétSinu bunék imunitniho systému tvoii bilé krvinky (leukocyty), veskeré leukocyty
pochézeji z kmenovych bunék nalézajicich se v kostni dieni. Diky riznym faktorim se
diferencuji béhem svého zivota na rizné typy leukocyti (viz. Obr. 2.1, str. 10). Jejich
mensi mnozstvi se poté udrzuje délenim. Vznikaji dvé zdkladni linie: myeloidni
a lymfoidni. Pro tuto praci je dilezité, ze z lymfoidni €asti se diferencuji NK buiiky,
lymfocyty B a T. NK bunky jsou vyvojové blizsi lymfocytim T nez B.

2.1.1.1 T- lymfocyty

Hlavni roli T-lymfocytli je zprostfedkovat bunécné antigenné specifické reakce
¢1 imunitni  reakce sprotilétkou.1 Existuje jich nékolik typli na zakladé exprese
povrchovych molekul, sekrece cytokini a funké&nich vlastnosti.® Zakladnimi typy jsou
Th sCD4 receptory, jenz rozeznavaji bunky na zakladé interakce s MHC gp II
(glykoproteiny tfidy II hlavniho histokompatibilniho komlexu), s funkcemi pievazné
pomocnymi a regulacnimi a Tc s CD8 receptory, jenz rozeznavaji bunky na zakladé
interakce MHC gp |, s cytotoxickou funkci® Oba typy spolu spolupracuji, Th
lymfocyty ozna&i nakazené buiiky a Tc je zniéi.® Antigenni peptidy vazané v komplexu
s MHC glykoproteiny 1. ¢ilIl. tfidy na bunkach prezentujicich antigen jsou

u T-lymfocytl rozpoznavany pomoci svych TCR receptort (,, T-cell receptor“).1 Povaha
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antigenu urCuje vysledek dané reakce, kterym miize byt zaprvé rozvoj prevazné
bunécného (zéanéctlivého) typu odpoveédi zalozeného na subpopulacich Thl a Thl7

anasledné aktivaci makrofagl, neutrofili nebo Tc, nebo zadruhé spoluprace Th2

L 4 2

s B-lymfocyty pfi produkci protilatek.*

myeloidni prekurzor lymfoidni progenitor
Y Y Y Y Y Y Y Y Y

megakaryocyt [monocyt] [neutroﬂl] [eosinoﬂl] [ bazofil ] [euytroblast] [NK buﬁka] [pre-T] EEE

Y
dendriticka bunka
Y Y Y Y \ 4

trombocyty makrofag [erwrocyt ] [Tc (CDB+)] Th (CD4+)|

4

zralé efektrory

Y Y
[plazmatické buﬁka][ pamétova B bunka ]

Obr. 2.1: Diferenciace riznych druhiu leukocytii z kmenové buriky.

Vznikaji 2 hlavni linie — myeloidni a lymfoidni. Z lymfoidni vznikaji NK butiky a rizné typy
T- a B-lymfocytd. Z myeloidni vznikaji tfi druhy granulocytt (neutrofily, eosinofily, bazofily),
megakaryocyty, erytroblasty a dendritické buiiky."

2.1.1.2 NKT bunky

Prechodem mezi T-lymfocyty a NK buiitkami je zvlstni typ bunék NKT-lymfocyty.*
Diky TCR typu afy se podobaji T-lymfocytim, ale vlastni i stimulac¢ni ¢i inhibi¢ni
receptory charakteristické pro NK buiiky.! NKT-lymfocyty rozeznavaji komplexy
CDI1d s (glyko)lipidy mikrobialniho nebo vlastniho ptivodu.! Komplexy CD1d se velmi
podobaji MHC gp 1. tiidy, sklddaji se z podobného a transmembranového fetézce a fom,
jsou vSak mnohem méné polymorfni a vétSinou se specializuji na vazbu zvlastnich
ligandi.* Tyto buiiky jsou bohatym zdrojem cytokint a maji pravdépodobné dillezité

regulaéni funkce.’
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2.2 NK bunky

Ptirozeni zabijeCi nebo-li NK bunky jsou soucasti vrozeného imunitniho systému.
Jsou schopny urychlené zabijet cilové bunky infikované virem, nadorové i vystavené
stresu.® Morfologicky jsou to velké granularni lymfocyty, nemaji viak na rozdil
od T- a B-lymfocyta antigenn¢ specifické receptory.l NK bunky se vyviji v kostni dfeni

a nachazi se v perifernich lymfoidnich tkénich a krvi. 43

2.2.1 Buné¢né rozeznavani NK bunék

NK bunky rozezndvaji buiiky, jez maji na sobé abnormalné¢ malo MHC gp Lt
Nadorové buriky se totiz brani napadeni Tc buiikami (cytotoxické T-lymfocyty) tak,
7e potlatuji povrchovou expresi MHC gp 1.} Avsak jiné néstroje cytotoxicity maji NK

bunky do znacné miry komplementarni k Tc lymfocytﬁm.1

g PreZiti
Inhibicni ] ft

receptor Stimulacni
< aceptor’g receptor B
®s E Lo ~ T
Xy, MHC O “ASstimulacni ooo%o,' N
%% ) eplthidy [0 liigand ol
o © :)‘\ 4 u o 9o\ v
U ago / o%0 \‘. o U
s N~ Normalnl ; ‘[ '
m [ Transformace .b“nka / Transformace : '
: e e R a e |
c Ciinfekee St Ziinfekee i Vv
o “ Ochrana | U ‘ l\ '
i F '.,
‘ /CllOV:r | .’Gﬂové"
< \ 4 /
Nk unka’/ \ ‘.\h{—l‘/, /
Missing-self | Induced-self |
hypotéza hypotéza

Obr. 2.2: Rovnovaha mezi aktivacnimi a inhibi¢nimi signaly urc¢uje vyslednou odpovéd’
NK bunégk. ®

Normalni cilové bunky jsou chranény pted zabitim NK bunikami, pokud pfijimany signal
od aktiva¢nich ligandu je vyvazeny s inhibi¢nim, ktery interaguje s vlastnimi MHC molekulami
L. tfidy. Pokud diky transformaci ¢i infekci ztraci cilové bunky vlastni MHC molekuly tiidy I,
pak aktiva¢nim signalim dodanych do cilové bunky nevytvaii odpor inhibi¢ni signaly a dojde
klyzi buiiky (tzv. ,missing-self hypotéza). Transformace ¢i infekce mohou také vyvolavat
expresi stimulacnich liganda tak, Zze inhibic¢ni signal je mnohondsobné piekonan aktivacnim
(tzv. ,,induced-self“ hypotéza). Z mnoha vyzkuml vyplyva, Ze obé rozpoznavani funguji

v v , v oy v ] Ve s , r 5
soucasn¢, aby byla spravné rozliSena buiika napadena virem ¢i nadorova od zdravé.
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NK' buitky mohou piimo zptlisobit lyzi cilové buiky ¢i se podilet na regulaci,
napf. jsou vyznamni vyrobci interferonu 7y (IFNy), ktery ovliviiuje odpovéd
T-lymfocytii.” Avsak na rozdil od B- a T-lymfocytii nedominuje pouze jeden antigenni
receptor, ale vyslednou reakci uruje rovnovaha stimulac¢nich a inhibi¢nich receptora
na povrchu NK bungk.>’ Existuji dvé hypotézy (Obr. 2.2, str. 11) o tom, jak jsou bunky
nakazené virem Ci jinak transformované zniCeny NK buiikkou: prvni ptedpoklada,
ze nakazené bunky piijdou o své MHC glykoproteiny L.tfidy (znamé jako ,,missing-self*
hypotéza), a druhd tvrdi, Ze je vyvolana exprese stimulacnich ligandi tak siln4,
ze inhibi¢ni signal je mnohonasobné piekonan aktivacnim (tzv. ,,induced-self*

hypotéza).> "8

2.2.1.1 Glykoproteiny hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC gp)

MHC glykoproteiny 1. tfidy se nachézeji na vSech jadernych buiikach organismu
all. tridy za fyziologickych okolnosti jen na antigen prezentujicich bunkach
(APC - ,antigen presenting cells“, napf. dendritické bunky, B-lymfocyty a dalsi).>®
MHC gp L. tfidy se skladaji z transmembranového fetézce a, k némuz je nekovalentné
asociovan [, . mikroglobulin. o fetézec je slozen ze tii domén, dvé N-terminalni oy a oy
vytvaiejici vazebné misto pro peptidy.® Treti doména az a Pom jsou svou strukturou

. r . , 16
podobné doméndm imunoglobulinovym.

2.2.3 Receptory NK bunék

Existuji dvé rodiny NK bunéénych receptori délicich se podle struktury,
imunoglobulinovad superrodina a rodina C-lektinového typu.t’® Z pohledu bunécné
odpovédi se na povrchu nachézeji dva typy receptort, aktivaéni a inhibi¢ni." Receptory
na povrchu NK bunék rozeznavaji své ligandy a diky nim je signal veden dovnitf
bunék.”

Inhibi¢ni receptory rozpoznavaji MHC gp | a tlumi cytotoxické mechanismy NK
buiiky.! NK buiika viak nedokaZe rozeznat viechny riznorodé typy MHC gp I.*

Receptory C-lektinového typu tvoii zpravidla dimery spojené disulfidickymi
mﬁstky.8 Tato skupina byla nalezena jak u mySich NK bunék (napf. Ly-49),
tak u lidskych (heterodimer CD94/NKG2A), dokonce i u kufat (velice podobny
heterodimer CD94/NKG2).#?

Receptory imunoglobulinové rodiny KIR (,,Killer-cell Immunoglobulin-like

Receptors“) vytvai zpravidla pouze monomery."® Doposud byly nalezeny
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jen nalidskych NK bunkach. Jejich inhibi¢ni aktivita je zaloZena na asociaci
s cytoplazmatickymi fosfatdzami, které rusi signaly aktivac¢nich receptorii prendsené
pomoci protein kindz.*” KIR jsou pojmenovany podle poctu domén, pokud maji 3, tak
vlastni dlouhy cytoplazmaticky konec, jenz obsahuje tyrosin, ktery je ustfedni soucasti
inhibi¢éniho motivu ITIM, zatimco kratky fetézec se dvéma doménami ma potencialni
aktivaéni funkci.”®

Stimula¢ni receptory jsou schopny rozeznavat struktury na povrchu riznych typia
bundk (napf. proteini MHC).! Mnoho aktivagnich receptorii méa podobné extracelularni
domény jako inhibi¢ni bez motivu ITIM, avSak v transmembranové doméné obsahuji
aminokyselinové zbytky, diky kterym dokazi tvofit multimerni komplex s adaptorovymi
molekulami obsahujicimi imunoreceptorovy tyrosinovy aktivaéni motiv ITAM.®?
Diky témto signalim je NK bunka schopna se aktivovat a zahajit cytotoxickou odpoveéd
viigi cilové buiice." NK buiiky exprimuji nékolik adaptorovych proteini obsahujicich
ITAM, je to zejména membranovy protein DAP12, ktery muize byt fosforylovan a mize
komunikovat s protein tyrosin-kinasami Syk a ZAP-70, coz vede ke spusténi
signalizacnich kaskad a nésledné bunécné aktivaci. Dalsim dulezitym adaptorovym
proteinem je FceRy, ktery spojuje receptor s y-fetézci protilatky IgE prostiednictvim
receptoru CD16 a navaze se na jejich Fc fragment.® Timto zptisobem dojde k preneseni
signalu a nasledné degranulaci.' Takovéto aktivagni receptory se podili na d&ji zvaném

cytotoxicka reakce zavisla na protilatkach (ADCC).M*

2.2.4 Rodina receptori rNKR-P1

Jednou z prvnich popsanych rodin receptorti na NK bunkach jsou NKR-P1 receptory,
které byly poprvé objeveny roku 1977 na mysich buiikach.'®*® NKR-P1B
je disulfidicky vazany homodimer transmembranového typu II a obsahuje doménu
podobnou lektinim C-typu.* Potkani systém NKR-P1 — CIr je v porovnani s my§im
jeste rozmanitéjéi.11 Pocet receptorit je redukovan ze Sesti mySich NKR-P1 na ctyfi
potkani, zatimco pocet ligandi se zvysil z osmi na jedenact potkanich cir.t Geny
pro tyto receptory jsou sdruzeny v tzv. NK genovém komplexu (NKC), ktery se nachézi
na chromozomu 6 u mysi, obdobn¢ na chromozomu 4 u potkant a na 12. chromozomu
u lidi.** Proteiny, které koéduji jsou znaGeny jako NKR-P1A, NKR-P1B, NKR-P1F
aNKR-P1G." Prvni dva se nachazeji na centromernim konci NKC, druhé dva

na telomernim konci. KaZzdd dvojice sestdva zjednoho aktivaéniho (NKR-P1A,

NKR-P1F) a jednoho inhibi¢niho (NKR-P1B a NKR-P1G) receptoru.**** Geneticka
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vazba NKR-P1 a Clr umoziuje stabilni koevoluci funkéniho paru receptor — ligand
podobné specifity, tato funkce miiZze ovlivnit vyvoj odolnosti a citlivosti k patogenﬁm.“

Ackoli prvotni studie naznaCovaly vazbu vapniku, a myslelo se, ze NKR-P1 je
C-lektinového typu.'? Pozd&jsi analyzy vazbu nepotvrdily, proto se v souasné dobg

V literatufe zpravidla pise o domén¢ podobné lektintim C-typu CTLD.*?

2.2.5 Rodina receptoru Clr

Receptory rodiny NKR-P1B podobné C-lektinovému typu se nachazeji jak na NK
bunikach tak na NKT buiikach. Ligand pro inhibi¢ni mysi NKR-P1B a NKR-P1D
je inhibicni lektin osteoklastu Ocil nebo-li Clrb.** Jedna se o transmembranovy protein
Il. typu, ktery je podobny C-lektinim a je slozen z 207 aminokyselin. Vyskyt Ocil
na mysich nadorovych bunécnych liniich zabranuje buné¢énému zabijeni NK buitkami,
je tedy podobny MHC glykoproteinim Lt¥idy, hraje s inhibi¢nimi receptory hlavni roli
pfi jiné formé& ,missing-self* hypotézy.'* Aviak inhibice miZe byt blokovana
monoklonalnimi protilatkami (mAb) specifickymi pro Ocil.** Ligand je tvofen
na normélnich hematopoetickych buiikach (aZ na erytrocyty).* V soucasné dob& jsou
znamy dva mysi ligandy pro receptory rodiny NKR-P1, Clrb je ligand pro inhibi¢ni
NKR-P1B i NKR-P1D a Clrg jeligand pro aktivaéni NKR-P1F.*** U potkani
je znamo 10 ligandi receptort NKR-P1 rodiny a to napt. Clrll, jenZ mize interagovat
jak s inhibi¢nim receptorem NKR-P1B, tak s aktivaénim NKR-P1A. Avsak cislovani

pievysuje 10 (existuje i Clr11), nebot’ CIr8 je pouze fragment.'®

2.2.6 Zkoumany systém: NKRP1B WAG, NKRP1B SD, Clrb WAG, RCTL"

O cytomegaloviru je znamo, ze koduje nékolik genovych produkti, jejichz funkci
je rozvratit imunitni rozpoznavani zalozené na MHC. Jednim z gend potkaniho
cytomegaloviru (RCMV) je gen C-lektinového typu RCTL (,RCMV C-type
lectin-like*), ktery je homologni s Clr ligandy pro receptory NKR-P1. Velikost RCTL
je 20 kDa.!" Po odstran&ni Clrb z povrchu bungk napadenych virem RCMV zaujme jeho
misto faleSny virovy ligand RCTL imitujici Clrb, ¢imZ se virus brani NK bunécné
cytotoxické odpovédi. RCTL a Clr jsou v extracelularnich ¢astech homologni, u mysi
250 % smClrb, z 48 % s mClrg, u potkana dokonce z 60 % s rClrb (viz. Obr. 2.3,
str. 15). AvSak cytoplazmatickda doména byla zkracena a zménéna. Expresi RCTL lze

detekovat uz po tiech hodinach od infekce cilové buiiky.™
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Zavisi vSak na hostitelském inhibi¢nim receptoru rNKR-P1B a na jeho morfologii,
zdarozpozna Clrb od RCTL - tim se podstatné lisi potkani kmeny SD, BN a F344
od kmenti BS, PVG a WAG.™ Po priizkumu reakci na RCTL a Clrb bylo zjiiténo,
ze INKR-P1B WAG rozpoznava Clrb i RCTL, narozdil od rfNKR-P1B SD, které
je dokaze rozlisit - vaze pouze Clrb.*
rClrb-WAG MSAKKASQPMLNTTGSLQEGEMGKMFHGKCLRIVSPESPAKLYCCYGVIMVLSVAVVALS 60
RCTL ~  —===——mmmmmmmmmmmmo MAHEDYIRFASVDSNTKLYCCYVVIFLLTVVIITLS 36

rClrb-WAG VALSVKMTPQISTINTYAACPRNWIGVGKCFYFSEYASEWTFSQTFCKAQEAELAREDT 120
RCTL TILSAQRSIDPPIVHNYAICPKDWIGLTDTCYYFSNSTTNWTFAQTLCKGNNSNLAHFNT 96

rClrb-WAG EEELNFLSRYKGSFDYWIGLHRESSEHPWKWTDNTQYIYSLSIRGVERYAYLNDIGISSA 180
RCTL EEQYNFLSRYKGNFDYWIGIHRESSEHPWKWADNTTYNYSLSIRGVEKYAYLNDLGISSA 156

rClrb-WAG RVYADKRWSCSRLNSYSLQCKTPESPM 207
RCTL RVYADKRWSCSKS-TDSLRCQLCST-- 180

modfe konstrukt C1 (Valegs — Metyp7)
zelené konstrukt R2 (Hiss; a Thrig)

rNKRP1B-WAG MDTAVVYADLHLARTGEPKHKSPPSLSPDTCQCPRWHRLALKLGCACLILLVLSVIGLGV 60
rNKRP1B-SD MDTAVVYADLHLARTGEPKREPPPSLSPDTCQCPRWHRLALKLGCACLILLVLSVIGLGV 60

rNKRP1B-WAG LVLTLLOQKPLIQNSPADVOQE! RTKTTDSPTKLKCPKDWHSHQDKCFHVSQAPNTW.KSLA 120
rNKRP1B-SD LVLTLLQKPLIQNSPADVQENRTKTTDSPAKLKCPKDWHSHQDKCFHVSQTSITWKGSLA 120

rNKRP1B-WAG DCGGKGATLLLIQDQEELRFL LTKGKDRSFWIGLIYTLPDKNWKWI SSTLNSDVLSI 180
rNKRP1B-SD DCGGKGATLLLVQDQEELRFLRELTKRISSSFWIGLSYTLSDEKWKWI GSTLNSDALII 180

rNKRP1B-WAG FGDTKQ.SCASISQDKVLSESCDSDNLWICQKELKCECMC GS 223
rNKRP1B-SD TGDTEKDSCASVSQDKVLSESCDSDNIWICQKELKRESTC@DS 223

modfe konstrukt W1 (Valzg — Serz3)
zelené konstrukt S1 (Val;g — Seraps)

Obr. 2.3: Sekvence proteini rNKR-P1B konstrukti W1 a S1, rClrb konstruktu C1
a RCTL konstruktu R2.

Hnédé znafené aminokyseliny spousti kaskadu inhibi¢nich reakci, dale je znazornéna
transmembranova &ast, Vv konstruktech jsou znidzornéna potencialni mista [NEGIKOSYIGGE

a cysteiny zodpovédné za tvorbu disulfidickych mustkt a dimerizaci.

2.3 Expresni systém

V soucasnosti se pro rekombinantni expresi proteinli pouzivd mnoho expresnich
systémtli, od bakterii a kvasinek pfesrostlinné a hmyzi bunky az po savci
(napt. CHO - bunky z vaje¢niku kiecika c¢inského, HEK293 - lidské embryonalni
buiiky 293).2
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Bakterialni systémy jsou vyhodné z mnoha riznych dvodi, pifedevSim proto,
Ze exprese proteind v bakteriich (zejména Escherichia coli) je mnohem levnéjsi
arychlej$i neZ v eukaryotickych systémech.’®® Oproti tomu draz§i a pomalejsi
eukaryotické systémy jsou nezbytné pro zisk celé fady bilkovin, které vyzaduji

pro spravné skladani a funkci posttranslatni modifikace (napf. glykosylaci).la’zz'23

Dal§imi pouZivanymi bakteriemi jsou Bacillus subtilis, Helicobacter pylori a dalsi.'*%
Z kvasinek se nejéast&ji pouziva Saccharomyces cerevisiae a Pichia pastoris.?

Sav¢i bunky v suspenzni kultufe se neddvno ukdzaly pfi transientni transfekci
jako velice uzite¢né pro zisk rekombinacnich proteint. Pro tento Gcel jsou nejcastéji
pouzivany specidlné ptizpisobené bunééné linie HEK293 ¢i CHO.%?® Misto transientni
transfekce je sice s ohledem na vytézek vhodnéjsi tvorba stabilné transfekovanych linii,
ta je ale mnohem t&Z§i a Casové naroén&j$i.?? Oproti produkci v hmyzich buiikdch
infikovanych bakuloviry je transientni transfekce sav¢ich linii mnohem rychlejsi,
jelikoz neni potfeba ziskat rekombinantni virus.?*? Zatimco CHO buiiky jsou
standardem pro tvorbu stabilnich linii, pro transientni transfekci je pfednostné
pouzivana linie HEK293, a to jednak diky rychlé a levné transfekci bézné dostupnym
polyethyleniminem, a dale diky tomu, ze i kdyz jsou CHO bunky efektivné
transfekované, vytézek je pfi jejich transietni transfekci asto 2-5 krat niz§i ve srovnani
s PEI transfekovanymi HEK buiikami.??

U linie HEK293 (viz. Obr. 2.4) se bézn¢ pouzivaji 3 varianty: HEK293T, exprimujici
SV40 virovy T-antigen; HEK293E, exprimujici EBNA1 antigen a HEK293S GnTI

s jednoduchou a homogenni glykosylaci.24

Obr. 2.4: Buiiky HEK293 zachycené fluorescenénim mikroskopem.
(RNDr. Jan Svoboda, Mikrobiologicky tstav AV CR, v.v.i)


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0294350697815682
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2.4 Proteinova krystalografie

Proteinova krystalografie se rozvinula uz v druhé poloviné 19. stolet{.® V dnesni
dob& 1ze krystalizovat proteiny, nukleové kyseliny & viry i ribozomy.?® Spolednym
cilem strukturnich genomickych center je rozlusténi trojrozmérnych struktur
(napt. NKR-P1B SD na Obr. 2.5) pro co nejvice rekombinantnich proteini odvozenych
od znamych genomovych sekvenci.? Rentgenova krystalografie je hlavni metodou
pro zisk informaci o atomovém rozliSeni velkych makromolekul (> 35 kDa). K ziskani
kvalitnich krystalografickych dat jsou zapotiebi synchrotrony, citlivé rentgenové
detektory a dalsi?® Vyhody pouziti synchrotronového zafeni pro proteinovou
krystalografii bilkovin jsou rychly sbér dat, mohou se pouzit mensSi krystaly nez

v~ ’ wr o . . v SNSRI ’ 112 27
u béznych rentgenovych pfistrojl, existuje moznost méteni pii vice vinovych délkach.

Obr. 2.5: Prvni vyieSena krystalova struktura rNKR-P1B SD.

Struktura kovalentniho dimeru rNKR-P1B. Cervené jsou znazornény p-listy, modie a helixy.”

2.4.1 Krystalizace

Prvnim a velice dilezitym krokem krystalografie je krystalizace proteinu. Rust
krystali makromolekul je zalozen na trpélivosti, vytrvalosti a diky velkému poctu

1. Molekuly se v krystalu uspofadavaji v pfesném

proménnych na ptistupu pokus-omy
pravidelném poradi (viz. Obr. 2.6, str. 18).”

Kurcovani pocatecnich krystaliza¢nich podminek uz nam dnes napomahaji
krystalografické databaze ¢i soupravy komercnich roztok.? Tyto soupravy jsou
dostupné pro vSechny krystalizacni metody, at’ pro visici ¢i sedici kapku, dialyzu,
5

a dalsi.? ZlepSeni mulzeme dosdhnout systematickou zménou, kdy meénime

vvvvvv

Jakmile se objevi i velice malé krystaly za¢ina zdlouhavy proces optimalizace,
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25

kdy se postupn¢ upravuji rizné faktory a hleda se optimalni podminka.

Obr. 2.6: Krystaly rClrb WAG (vlevo), rNKR-P1B SD (vpravo).

rClrb WAG, konstrukt s histidinovou kotvou, produkce v HEK293E s ptidavkem kifunensinu,
difrakce do 4 A; rNKR-P1B SD bez kotvy, produkce v HEK293S, difrakce do 2.3 A
(krystaly RNDr. Ondfeje Varka, Ph.D.).

Krystalizace bilkovin probiha ve dvou odlisnych, ale neodd¢litelnych krocich
(nukleaci a riistu krystali) tehdy, je-li systém v presyceném stavu.”®> Na nukleaci velice
zaleZi, nebot’ ndm dava zéklad uspotfadani celého krystalu.25 Z hlediska statistického
existuji formy kapalné faze, které lépe charakterizuji dané procesy.25 Ptesyceny stav
je nerovnovazny, mnozstvi proteinu je nad ramec limitu rozpustnosti, dosazeni
rovnovéhy se obnovi aZ vznikem pevnych &astic, jako jsou krystaly nebo precipitat.?®
U presycené¢ho stavu musi roztok sniZit schopnost rozpoustét bilkovinu, vztah
mezi rozpoustédlem a rozpusténou latkou musi podporovat vznik pevného skupenstvi,
napf. zménou pH, zménou chemické &innosti (pridani soli).” Pevna latka se nevyviji
spontanné pti prekroceni satura¢niho limitu, je tfeba dostat se do labilni oblasti, ktera je
idealni pro tvorbu krystaliza¢nich jader.25 Naopak v metastabilni oblasti probiha jiz jen

rust stdvajiciho krystalu (viz. Obr. 2.7).%

A & Oblast supersaturace =»

Obr. 2.7: Fazovy diagram

popisujici oblasti krystalizace
H 24

proteinu. Labilni oblast

Jedna se o zavislost

Koncentrace proteinu

koncentrace proteinu

na koncentraci srazedla.

Oblast nenasyceni

>
Koncentrace srazedla

Precipitacni oblast

Metastabilni oblast

K¥ivka rozpustnosti
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2.4.2 Faktory ovliviiujici krystalizaci %

Existuje mnoho faktort, které ovliviiuji krystalizaci proteinti, a mnoho z nich
jeshrnuto v Tab. 2.4. Ty mohou mit vliv na pravdépodobnost vyskytu krystald,
nukleaci, rychlost rstu krystaltt a nakonec i na velikost a kvalitu krystalu. Vliv pH
a teploty, ¢i koncentrace dalSich srdzedel jsou velice vyznamné. DalSim dulezitym
parametrem je koncentrace bilkoviny, u niz se mohou hodnoty li§it od 1 mg/ml
az do 100 mg/ml. Ostatni podminky mohou byt méné dulezité, ale Casto pravé hraji
rozhodujici roli. Pfitomnost nebo nepfitomnost ligandi ¢i inhibitordi, riznych soli
a pufrt, teploty nebo pritomnosti detergentt, to vse jsou relevantni ivahy. Mezi mén¢

dilezité parametry patii gravitace, elektrické a magnetické pole nebo viskozita.

Tab. 2.4: Faktory fyzikalni, chemické a biochemické povahy ovliviiujici krystalizaci®

Fyzikalni Chemické Biochemické
Teplota/ kolisani teploty pH Cistota proteinu
Povrch Typ srazedla Ligandy, inhibitory, efektory
Metodika Koncentrace srazedla Agregacni stav proteinu
Gravitace lontova sila Post-translacni modifikace
Tlak Specifické ionty Zdroj proteinu
Cas Stupen presyceni Proteolyza/hydrolyza

Vibrace (akustické viny)
Elektrostatické /magnetické pole
Dielektrické vlastnosti roztoku
Viskozita roztoku

Mira ustanoveni rovnovahy
Homogenita krystalizacnich zarodki

Reduktivni/oxidativni prostiedi
Koncentrace proteinu

lonty kovu

Neproteinové neclistoty
Detergenty

Chemické modifikace
Genetickd modifikace (mutace)
Vlastni symetrie proteinu
Stabilita proteinu

Isoelektricky bod

Historie a stafi vzorku

2.4.3 Metody krystalizace 2

Mezi

mikrodavek a dialyzacni metody. Nejpouzivangj$i metoda
je diftzni, kterd zahrnuje mj. metodu visici a sedici kapky
(viz. Obr. 2.8). V tomto ptipad¢ jsou kapky a rezervoar o vétSim
objemu v uzavieném systému, kde dochazi k difizi vodnich par
Z kapky obsahujici roztok proteinu do rezervodru, ve kterém je
ve vysoké koncentraci pfitomno srazedlo. V disledku snizeni

objemu kapky se zvySuje koncentrace proteinu Vkapce a

do pfesyceného stavu.

techniky krystalizace

V metodé

patfi difize par,

metoda

mikrodavek jsou proteiny piimo

Sedici kapka Visici kapka

Obr. 2.8: Schéma sedici
a visici kapky.

systém ptechazi

smichany
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s krystalizaénim ¢inidlem, které vytvaii piesyceny stav a ke krystalizaci dojde
po inkubaci. Oproti tomu pii dialyzatni metodé¢ neni krystaliza¢ni cinidlo pfimo
smichané s proteinem, ale Kk ptesyceni dochazi postupné diky vice koncentrovanému

roztoku oddéleného polopropustnou membranou.

2.4.4 Ockovaci techniky

Technika o¢kovani (,,seeding”) se pouziva v piipadech, kdy prvotni krystalizaéni
experimenty vedou ke vzniku krystalického precipitatu, mikrokrystalii resp. porusenych
krystali.**®" Oc¢kovani lIze s vyhodou pouZit jak ke zjisténi krystalizaénich podminek
vedoucich k ziskani prvnich krystald, tak i pro optimalizovani téchto podminek a zisk
vétSich a kvalitngjSich krystali. Jednou z pouzivanych metod je ,,cross-seeding”
(ockovani ptibuznym krystalem), kdy jsou jako krystalizacni zarodky pouzity krystaly
piibuzné molekuly. Dalsi metodou, ktera pouziva jiz pfedem narostlé krystaly je

30,31

tzv. ,streak seeding” (prouzkové ockovani). V této metodé se pracuje s vlaknem

(napf. koniskd zing ¢i koCi¢i vous), na kterém se zachyti fragmenty krystalll a pfenesou
se do predptipraveného krystalizacniho pokusu (kapky) jako krystalizacni zéarodky

takovym zpasobem, ze se tahem vytvoii cara, podél které pak rostou krystaly

30,31

proteinu.””*" Dalsi metody pouzivané k produkci jsou nazyvany ,microseeding” a

,,macroseeding”.30'31 Uvedené ockovaci techniky se lisi tim, Ze jedna jako krystaliza¢ni
zarodky pouziva mikrokrystaly neboli o¢kovaci roztok (,,seed stock™), kdy jsou krystaly
rozdrceny na malé Casti a ve druhé se na ockovani pouzivaji celé krystaly jako
tzv. makrozrna a pozoruje se, zda krystal vlozeny do nového krystalizacniho pokusu

(kapky) dale poroste.30’31
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3. CiLE PRACE

a. Ptiprava fuznich konstrukti receptord NKR-P1B a Clrb

b. Purifikace dimernich forem téchto receptort pomoci afinitni a HPLC
chromatografie

C. Charakterizace receptort biofyzikalnimi metodami

d. Strukturni studium rCIrb pomoci proteinové krystalizace
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4. MATERIAL
4.1 Pomucky a pristroje

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

Aparatura pro filtraci

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

Centrifuga Allegra X-22R

Centrifuga EBA 12 R

Centrifuga Universal 320R

Ctecka mikrotitraénich desti¢ek Sunrise
Filtry pro sterilizaci 0,22 pm

Filtry pro sterilizaci 0,22 pm

Fotoaparat Cyber-shot DSC-W570 (16,1 MPix)
Fotoaparat SP-500 UZ (6 MPix)
Fotograficky film MEDIX XBU
Hemocytometr

High-Speed Plasmid Mini Kit*

HPLC systém AKTAbasic

Inkubator, CO; pro tkanové kultury, 18AIC
JETQUICK Gel Extraction Spin Kit*
Kahan Fuego SCS

Kahan

Kolona Hitrap MabSelect SuRe

Kolona s Talonem

Kolona Superdex 200 10/300 GL
Koncentratory

Léahve ¢tverhranné s prodySnymi vic¢ky
Laminarni box Clean Air Techniek B.V.
Lednice 225 R (4 °C)

Membrana pro elektropfenos BioTrace
Mikrocentrifuga MiniStar silverline
Mikroskop inverzni AE31

Mrazici box (-20 °C)

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

Pipetovaci ndstavec Midiplus

Plastik pro tkanové kultury

Predvazky KB1200-2

PureLink "™ HiPure Plasmid DNA®*
Rotac¢ni vakuové odparka SpeedVac DNA 110
Souprava pro agarosovou elektroforézu
Souprava pro elektropienos

Souprava pro SDS-PAGE

Spektrofotometr NanoVue Plus

New Brunswick Scientific, USA
Beckman Coulter, USA
AND, USA

Sigma, USA

H+P Labortechnik GmbH, Némecko
HTL, Polsko

Gilson, USA

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

TPP, S'vycarsko
Corning, Némecko
SONY, Japonsko
Olympus, Japonsko
Foma Bohemia, CR
INCYTO, Korea
Geneaid, USA
Amersham Biosciences, Svédsko
Sanyo, Japonsko
Genomed, Nemecko
VERKON, CR

zavod Votice, CR

GE Healthcare, Svédsko
Merck, Néemecko
Tricorn, Svédsko
Millipore, USA

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

Pall Corporation, USA
VWR, USA

Motic, Néemecko

Calex, CR

Sanyo, Japonsko
Schoeller, Nemecko
Biohit, USA

Corning, Némecko
Kern, Nemecko
Invitrogen, USA
Savant, USA
Biokeystone Co, USA
Biometra, Nemecko
Bio-Rad, Néemecko

GE Healthcare, UK
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Termoblok LS1

Termocykler 0,5 ml x 20
Termocykler 0,2 ml x 25
Termostat LS1

Trepacka Orbi-Safe TS NetWise
Tiepacka Multitron Cell

UV/Vis spektrometr UV2 Series

UV prosvécovaci lampa (254/300/365 nm)

UV prosvécovaci lampa (312 nm)
Vaftic¢

Vodni lazen

Vodni lazenn TW2

Vortexovy mixér

Zdroj deionizované vody Milli Q
Zdroj napéti EC 250-90

Zdroj napéti PS 251-2

4.2 Chemikalie

Aditive Screen ™ — HR2 428
Agar

Agarosa

Akrylamid

Ampicilin 100 mg/ml

APS

Azid sodny

Bromfenolova modf

BSA

Coomassie Brilliant Blue R-250
DMSO

DNA marker 1 kb Plus GeneRuler
dNTPs, 10 mM

DTT

EDTA

ExCELL293 médium

Freestyle F17 médium
L-glutamin

GAM IgG protilatka konjugovana s HRP
GoodView

Kvasni¢ny extrakt

linearni PEI 25 kDa
2-merkaptoethanol

MgSO,4, 100 mM

Nosi¢ pro chromatografii Talon
PCR H;0

Penicillin G Sodium

Penta-His protilatka

Pluronic F-68

PPP master mix
Protein-A-agarosa

VLM, Nemecko
Techne, UK

Techne, UK

VLM, Nemecko
Gallenkamp, UK
Infors HT, Svycarsko
Unicam, UK
Ultra-Lum, USA
UVltec, UK

ETA, CR

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

EC Apparatus Corporation, UK
Sigma, USA

Hampton Research, USA
Oxoid, Anglie

Sigma, USA

Sigma, USA

Biotika, SR

Serva, USA

Serva, USA

Lachema, CR

New England Biolabs, USA
Fluka Chemika, Svycarsko
Finnzymes, Finsko
Fermentas, Kanada
Top-Bio, CR

Serva, USA

Jersey Lab Supply, USA
Sigma, USA

Gibco Invitrogen, USA
Sigma, USA

Abcam, UK

Ecoli, Slovensko

Imuna Pharm, CR
Polysciences, USA

Sigma, USA

New England Biolabs, USA
Clontech, USA

Top-Bio, CR

Duchefa Biochemie, Nizozemsko
Qiagen, Nemecko

Sigma, USA

Top-Bio, CR

Sigma, USA
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SDS

Streptomycin sulfate

Susené odtu¢néné mléko LAKTINO
Talon

TEMED

ThermoPol Reaction Buffer, 10 x konc.
Tris

Triton X-100

Trypanovéa modf

Trypton N1

Tween 20

Ustalovac

Vyvojka

Ostatni bézné chemikalie

4.2.1. Enzymy

Deep Vent DNA polymerasa
Endo Hf

Kpnl

RNasa A

T4 DNA ligasa

Xhol

4.2.2. Bakterialni kmeny a buné¢né linie

E. coli DH5a

HEK293S GnTI®

4.2.3. Vektory
pHLsec (1 pg/ul)
pHLsec-FcHis (1 pg/ul)
pYDS5 (1 pg/ul)

4.2.4. Primery pro PCR

FcHis_FW1
5 - GCACCT GAACTCCTGGGGGG - 3
FcHis_FW2

5-AAAAAAGGTACCCTGGAGGTGCTGTTCCAGGGCCCCGCACCTGAACTCCTGGGGGE -3

FcHis_ REV

Jersey Lab Supply, USA
Serva, USA

PROMIL, CR

Clontech, USA

Serva, USA

New England Biolabs, USA
Roth, Néemecko

Serva, USA

Sigma, USA

Organo Technie, Kanada
Sigma, USA

Kodak, USA

Kodak, USA

Lach-Ner, CR

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
Serva, USA

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA

RNDr. Marek Ingr, Ph.D., Praha, CR

Americka sbirka bunécnych linii
(ATCC)

A. Radu Aricescu, Oxford, UK
A. Radu Aricescu, Oxford, UK
Dr. Yves Durocher, Montreal, Kanada

S—TTTTTTCTCGAGTCAGTGATGATGGTGATGGTGATGATGGTGATGTTTACCCGG - 3'

pHLsec FW
5 -GCTGGTTGTTGTGCTGTCTCATC - 3
pHLsec REV

5'- CACCAGCCACCACCTTCTGATAG - 3
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4.2.5. Roztoky a média
AA: 29% akrylamid, 1% N,N’-methylen-bis-akrylamid
Citratovy pufr: 100mM citrat sodny, 150mM NaCl, 10mM NaN3 pH =3

EXCELL293 médium: zakoupeno hotové médium (Sigma, USA) a pfed pouzitim
doplnéno o L-glutamin (vysl. konc. 4 mM)

Freestyle F17 médium: zakoupeno hotové médium (Gibco Invitrogen, USA) a pied
pouzitim doplnéno o L-glutamin (vysl. konc. 4 mM), Pluronic F-68 (vysl. konc. 0,1%)

HEPES pufr = pufr pro gelovou filtraci: 10mM HEPES, 150mM NaCl, 10mM NaNg3;
pH=7,5

LB agar s ampicilinem: 1,5% agar v LB médiu, 100 pg/ml ampicilinu
LB médium: 1% trypton, 0,5% kvasni¢ny extrakt, 1% NaCl, pH = 7,4
L1, L2 roztoky: JETquick Gel Extraction Spin Kit (Genomed, Némecko)>

PBS pufr: 50mM Na,HPO,4, 300mM NaCl, 10mM NaNg3, pH =7,0

PBS pufr s imidazolem: 50mM Na,HPO,, 300mM NaCl, 10mM NaNs,
250mM imidazol, pH=7,0

PBS-TK pufr: 10mM Na;HPO,4, 150mM NaCl, 2mM KCI, 2mM KH,PQO,4, pH = 7,0

Pufry pro agarosovou elektroforézu:

e TAE pufr (1 x koncentrovany): 40mM Tris, 20mM CH3;COOH, 1mM EDTA
e STOP pufr: 30% glycerol, 1% bromfenolova modt, 70% TE pufr

Pufry pro imunodetekci:

e Blokovaci pufr pro imunodetekci: 3% BSA, 10mM Tris, 150mM NacCl,
pH=75

e ECL1: 25mM luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4-ftalazindion), 0,1M Tris,
pH=28,8

e ECL2:54mM H,0,, 0,1M Tris, pH =8,8

e Pufr pro inkubaci s primarni protilatkou (Anti-His) 1:1000: 3% BSA,
10mM Tris, 150mM NaCl, pH =7,5

e Pufr pro inkubaci se sekundarni protilatkou (G-anti mouse HRP) 1:2000:

5% odtuénéné susené mléko, 10mM Tris, 150mM NaCl, pH =7,5
e Transferovy pufr: 25mM Tris, 150mM Glycin, 10% (v/v) methanol, pH = 8,3

e TBS: 10mM Tris, 150mM NaCl, pH = 7,5

e TBS-Tween/Triton: 20mM Tris, 500mM NaCl, 0,05% (v/v) Tween 20,
0,2% (v/v) Triton X-100, pH=7,5



-26 -

Pufry k ,,Maxiprepu“ — PureLink™ HiPure Plasmid DNA (Invitrogen, USA)*:

Roztok E4 (elué¢ni pufr): 100mM Tris-HCI (pH = 8,5), 1,2 M NaCl

Roztok EQ1 (ekvilibraéni pufr): 0,1M octan sodny (pH = 5,0), 0,6M NaCl,
0,15% (v/v) Triton® X-100

Roztok L7 (lyzujici pufr): 0,2M NaOH, 1% (w/v) SDS
Roztok N3 (srazZeci pufr): 3,1M octan draselny, pH = 5,5

Roztok R3 (resuspendacni pufr): 50mM Tris (pH = 8,0), 10mM EDTA,
20 mg/ml RNasa A

Roztok W8 (myci pufr): 0,1M octan sodny (pH = 5,0), 825mM NaCl

Pufry k ,,Miniprepu“: High-Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid, USA) %

PD1, PD2, PD3, W1, WASH, Eluéni pufr

Pufry k SDS-PAGE:

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

Barvici roztok pro SDS-PAGE: 45% methanol, 10% kyselina octova,
0,25% CBB R 250

Elektrodovy pufr pro SDS-PAGE (10 x koncentrovany): 3% Tris,
14,4% glycin, 1% SDS, pH = 8,3

Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE: 35% ethanol, 10% CH3;COOH,
55% dH,0

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

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE redukujici (2 x koncentrovany): 100mM Tris,
20% glycerol, 4% SDS, 0,2% bromfenolova modi, 100mM DTT, pH = 6,8

TES pufr: 10mM Tris, 2mM EDTA, 150mM NaCl, 1mM NaN3;, pH = 8,0
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5. METODY

5.1 Delece pHLsec-FcHis_C1, pHLsecFcHis_W1, pHLsecFcHis_S1,
pHLsecFcHis_R2

PCR reakce byly provedeny podle protokolu Site-directed mutagenesis by overlap

extension using the polymerase chain reaction.*

5.1.1 PCR amplifikace I.

V 0,5ml PCR mikrozkumavkach bylo smichano vzdy 30,5 ul ddH,0, 5 ul reak¢niho
pufru Thermopol (10 x koncentrovany), 1,5 ul 10mM smési deoxynukleotid trifosfatl
(dNTPs), 1,5 pul 10mM MgSOy, 5 pul 0,5uM piimého primeru FcHis_FW1 a 5 ul 0,5uM
reverzniho primeru FcHis REV, 1 ul templatu (¢ =1 ng/ul ) a 0,5 ul Deep Vent DNA
polymerasy.

PCR probéhla v termocykleru, zvolen byl nasledujici termélni profil:
1) 1 cyklus: 5 min — 94 °C
2) 30 cyklid: 30 s —94 °C —> 30s—55°C — 1 min—72 °C
3)1 cyklus: 10 min —72 °C
4)1 cyklus: oo min — 4 °C; pii teploté 4 °C zistavaly zkumavky v termocykleru
do doby nez byly vyjmuty.
5.1.2 Agarosova elektroforéza

Vysledny produkt PCR byl analyzovan pomoci agarosové elektroforézy. Vzorek byl
pfipraven smichanim 5 pl PCR produktu a 1 pul STOP pufru.

Gel byl vyroben 1%, 0,65 g agarosy bylo doplnéno 65 ml 1x koncentrovanym TAE
pufrem do Erlenmeyerovy baiky. Dale byla suspenze povafena v mikrovinné troubé
po dobu 1,40 min. Promichany roztok byl zchlazen na teplotu pfiblizné 40 - 50 °C
abyly knému ptidany 3 pl roztoku GoodView fluorescencni DNA detekéni barvy.
Poté byla smés nalita do aparatury na elektroforézu, ptidan hiebinek a gel nechéan
ztuhnout. Gel byl pielit 200 ml dH,O, do prostoru elektrod byl nalit TAE pufr
dle navodu. Elektroforéza byla spusténa na 15 min., 220 V pti maximalnim proudu.

DNA fragmenty byly vizualizovany na UV prosvécovaci lampé pti 312 nm.

5.1.3 Izolace z agarosového gelu™
Cast gelu obsahujici na§ produkt byla vyfiznuta plastovym noZzikem, aby nedoslo

k poskrabani dna nadoby. Vyfiznuty produkt byl prenesen do piedem zvazené
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1,5ml mikrozkumavky. Extrakce DNA z gelu byla provedena pomoci soupravy
JETquick Gel Extraction Spin Kit (Genomed, Némecko) dle manualu dodavatele.
Na 100 mg gelu bylo pouzito 300 pul roztoku L1. Nakonec probéhla DNA eluce 50 pl
sterilni dH,O pfedem piedehiaté na 70 °C do Cistych zkumavek.

5.1.4 PCR amplifikace Il.

V 0,5ml PCR mikrozkumavkach byla smichana stejnd reakce jako u I. PCR
amplifikace, ale jako templat byl pouzit produkt z I. PCR reakce, jako pfimy primer byl
pouzit primer FcHis FW2 (5 ul 0,5 uM). Termalni profil byl stejny jako u I. PCR
amplifikace. Pti opakovani této reakce bylo ptidano 1,5 ul dimethylsulfoxidu (DMSO)

a pouze 29 ul ddH,0, coz vedlo K vys$simu vytézku reakce.

5.1.5 Restrikéni Stépeni plazmidu

V 0,5ml PCR mikrozkumavce probihala 20ul reakce =za piidavku 2
10 x koncentrované¢ho hovéziho sérového albuminu (BSA), 2 pl restrikéniho pufru 1,
3 -4 pg plazmidu (~ 1 pl), 14 pl ddH,0, 0,5 ul restrikéni endonukleasy Kpnl a Xhol.
Stépilo se pii 37 °C 30 - 60 min. Byla provedena agarosova elektroforéza (viz. 5.1.2)

a nasledn¢ izolace z gelu (viz. 5.1.3).

5.1.6 Restrikéni Stepeni PCR-produktu
Nejprve bylo 20 pl vzorku srazeno piidavkem 120 pl 100% ethanolu a5 ul 3M

octanu sodného s inkubaci min. 10 min v mrazicim boxu. Dal§im krokem byla
centrifugace, 15000 x g, 1 min. Supernatant byl opatrné¢ odstranén pipetou a peleta
oplachnuta 100 pl 70% ethanolu. Znovu probéhla centrifugace, supernatant byl opét
opatrné odsranén pipetou a sediment nechan vysusit na vzduchu pfii laboratorni teploté.
Nakonec byl pelet resuspendovan v 15 pl dH,0. Nasledn¢ byl pouzit stejny postup jako

u restrikéniho $tépeni plazmidu (viz. 5.1.5).

5.1.7 Ligace
Ligace prob¢hla jako 20ul reakce za pritomnosti 2 ul ligaéniho pufru, 1 ul ligasy T4
DNA ligasy, 5 ul roztoku plazmidu po restrikénim $tépeni, 12 ul roztoku PCR produktu

po restrikénim Stépeni. Reakce probihala 30 min pti pokojové teploté.
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5.1.8 Transformace I.

Kompetentni bakterie Escherichia coli kmene DH5a byly uchovavany pii-80 °C.
Po vyndéni z mraziciho boxu byly ponechiny roztit na ledu. K 150 pul bun¢k bylo
ptidano 20 pl vytvotfené ligacni smési. Nasledovala 30min inkubace na ledu. Dal$im
krokem byl tepelny Sok, kdy byla smés ponofena na 1 min do vodni 1azné, ktera m¢la
42 °C. Po minuté nasledoval okamzity navrat na led. Poté byl pfidan 1 ml sterilniho LB
média bez antibiotik a smés se inkubovala 30 min pii 37 °C. Po inkubaci byla smés
zcentrifugovéna 3 min pi1 3000 x g. Supernatant byl slit a bylo ponechano piiblizné
100 pl, ve kterych byla resuspendovéana peleta. Tato suspenze byla poté napipetovana
na tuhy LB agar na Petriho misce, do které¢ho byl pfedem pfidan ampicilin (100 pg/ml).
Bakterie byly inkubovany 16 hod pii 37 °C v termostatu. Vyrostlé kolonie na misce
byly déle uchovavany v lednici pti 4 °C.

5.1.9 PCR z kolonii
Z kazdé misky bylo vybrano nékolik kolonii, které byly kazda resuspendovany v 6 ul

dH,O v 0,2ml PCR mikrozkumavce a $picka byla poté odhozena do 50ml zkumavek
svicky s 5 ml LB média s ampicilinem (100 pg/ml). Kultura ve zkumavkach byla
inkubovana na tiepacce 14 hod pti 37 °C a rychlosti 220 ot./min pro pozdéjsi izolaci
plazmidu (viz. 5.1.10). Dale bylo do 20ul PCR reakce piidano 10 pl 2x koncentrované
PPP PCR reakéni smési a 2 pl ptimého primeru pHLsec-FcHis_FW a 2 ul reverzniho
primeru pHLsec-FcHis REV.
PCR probéhla v termocykleru, zvolen byl nasledujici termalni profil:

1) 1 cyklus: 5 min — 94 °C

2)20 cykl: 30s—94 °C - 30s—-55°C — 1 min—72 °C

3)1 cyklus: 10 min — 72 °C

4)1 cyklus: co min — 4 °C; pfi teploté 4 °C zistavaly zkumavky v termocykleru

do doby nez byly vyjmuty.
Do nésledné agarosové elektroforézy jiz neni tieba ptidavat STOP puft.

5.1.10 ,,Miniprep* *

Izolace plazmidové DNA nebo-li ,,miniprep* probihala tak, Ze natfepana kultura byla
po 14 hod postupné odstiedéna v 1,5ml mikrozkumavkach po 30 s pti 15000 x g.
Supernatant byl vzdy slit do odpadni kadinky. Peleta byla resuspendovana na vortexu
po pridani 200 pul PD1 pufru (s pfidanou RNasou A) z komer¢niho kitu High-Speed
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Plasmid Mini Kit (Geneaid, USA). Dale bylo postupovano dle navodu z kitu. Poslednim
krokem byla eluce, kdy 50 ul dH,O pfedem ptedehiaté na 70 °C bylo nejprve 2 min

absorbovano na kolonce a poté 2 min centrifugovano do ¢isté zkumavky.

5.1.11 Ovéreni koncentrace pomoci Spektrofotometru NanoVue Plus

Koncentrace a Cistota plazmidi byla ovéfena pomoci Spektrofotometru NanoVue
Plus (GE Healthcare, UK), kde se mé&fi koncentrace v ng/ul a cistota diky poméru

absorbanci pfi 260 nm a 280 nm. Nanasi se 3 pl a jako reference byla pouzita dH,0.

5.1.12 Sekvenovani

Do 0,2ul PCR mikrozkumavky bylo napipetovano 5 - 10 ng plazmidu na 100 bp
celkové délky produktu (0,5 — 2 ul); 3,2 - 5 pmol piimého primeru (Tm = <50; 55> °C,
~ 1ul); a 12,5 pl dH,0. V Laboratoii sekvenace DNA PfF UK byla RNDr. Stépankou
Hrdou reakce doplnéna 6 pl sekvenac¢ni smési. Analyza byla provedena pomoci piistroje
Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems) s 16ti kapilarami. Pro ovéfeni spravnosti
celé sekvence byla zpravidla pripravena i druha sekvenaéni reakce, do které¢ byl vSak

misto piimého primeru piidan primer reverzni.

5.1.13 Transformace I1.

Lisi se od transformace I. pouze pouzitim mnozstvi bunék E. coli. K 0,5 ul plazmidu

bylo ptidano 50 pl E. coli kmene DH5a. Misky byly inkubovany 16 hod pti 37 °C.

5.1.14 ,,Maxiprep* *

Ptiprava zasobniho mnozstvi plazmidu nebo-li ,,maxiprep* probihala tak, ze kolonie
byly setfeny z misek hokejkou v nékolika ml LB média a pteneseny do 2l
Erlenmeyerovych ban€k s ptipravenymi 500 ml LB média s ampicilinem (100 pg/ml).
Kultury byly inkubovany na tiepaéce 16 hod pii 37 °C a 220 ot/min. Poté byly
centrifugovany v 250ml kyvetach 15 min pti 4500 x g. Pelet byl resuspendovan v 30 mi
TES pufru na vortexu a suspenze byla rozdélena po 15 ml do dvou 30mi
polypropylenovych kyvet a znovu centrifugovana 15 min pii 4500 x g. Pokracovalo se
dle navodu komeréniho kitu PureLink™ HiPure Plasmid DNA (Invitrogen, USA).
Pro eluci bylo pouzito 10,5 ml isopropanolu, promichano a nechano 0,5 hod srazet
v mrazni¢ce. Dal$im krokem byla centrifugace pti 15000 x g, 30 min pii 4 °C.
Po dekantaci supernatantu bylo piidano 5 ml 70% ethanolu na oplachnuti pelety DNA

a znovu odstiedéno pii 15000 x g, 5 min pii 4 °C. Peleta byla vysuSena na rotacni
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vakuové odparce a nasledné rozpusténa v 1 ml dH,0O. Poslednim krokem bylo zméfeni
koncentrace a ¢istoty na UV/Vis spektrometru UV2 Series (Unicam, UK). Vzorek byl
pfi stanoveni zfedén 300 x ddH,O. Absorbance byla méfena pii 260 a 280 nm.

5.2 Priprava proteinu pYD5 _C1, W1, S1 a pHLsec-AFcHis_C1, W1,
S1,R1

5.2.1 Kultivace HEK293S bunécné linie

5.2.1.1 Rozmrazeni bunéénych linii

Alikvot zmraZzenych bunék Vv kryozkumavce obsahujici 1 ml buné¢né suspenze
0 hustoté 5.10° mI? byl rozmrazen ve vodni lazni piedehiaté na 37 °C a ihned pfenesen
do 15ml sterilni zkumavky s vickem, v které bylo ptedem ptipraveno 10 ml smési médii
EXCELL293 a F17 vpoméru 1:1. Nasledovalo rychlé promichani a centrifugace
pii 200 x g, 5 min. Supernatant byl odstranén a buriky resuspendovany v 10 ml smési
médii a pteneseny na 10 cm Petriho misku. Po 2 - 3 dnech kultivace pti 37 °C, 5 % CO,

nasledovala prvni subkultivace (viz. 5.2.1.2).
5.2.1.2 Suspenzni kultivace

Bunky byly obvykle kultivovany v inkubatoru pii 37 °C, 5 % CO; v médiu
EXCELL293 aF17 vpoméru 1:1 a subkultivovany fedénim cCerstvym médiem tak,
aby se jejich hustota pohybovala p¥iblizng mezi 0,2 a 2.10° mI™ a to jak na Petriho
miskéach, tak ve Cctverhrannych I[dhvich na tfepacce. Standardni postup vypadal
nasledovné: 2-3 dny po rozmrazeni buiiky na 10cm Petriho misce doséhly hustotu
kolem 2.10° ml™, byly rozmichany 10ml pipetou pomoci pipetovaciho nastavce
a preneseny do ¢tverhranné lahve o objemu 100 ¢i 250 ml s vickem s prody$nym filtrem
do vhodného objemu kultiva¢niho média, tak aby vysledna buné¢na hustota stale lezela
V optimalnim rozmezi. Pfiblizné 1.10° bungk bylo ponechano na misce a doplnéno
nal0 ml Cerstvym kultivatnim médiem. Bunky v ldhvi byly tfepany na orbitalni
tiepaéce Multitron Cell (Infors HT, Svycarsko) rychlosti 180 ot./min., optimalni objem
média pro dobré michani bunék je 30 - 40 % objemu lédhve. Pro provedeni
velkoobjemové transfekce byla suspenze o dalsi 2 - 3 dny pozdé&ji ptenesena do 1000ml
¢tverhranné lahve a zfedéna na 400 ml Cerstvym médiem a jakmile bunécnd hustota
dosahla pozadované hodnoty, byla provedena transfekce (viz.5.2.3), nebo byla

suspenze dale subkultivovéna.
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5.2.1.3 Uréeni bunééné hustoty

K manualnimu pocitdni bunék slouzi hemocytometr. Nejprve se odebere 20 pl
bunécné suspenze ve sterilnim prostiedi laminarniho boxu a poté se k ni ptida 20 pl
0,4% roztoku trypanové modii v PBS-TK. Po fadném promichani se vznikld smés
piepipetuje mezi sklicka hemocytometru. Pod mikroskopem se poté spoctou zivé bunky
(pruhledné) a mrtvé (modré) v jednotlivych 9 ¢tvercich zvIast'.

potet bunék . 10*. fedéni

pocet Ctvercl
Redéni pouzivame 1:1, roztok je tedy zfedén 2 x. Ziskame tedy pramémy pocet bundk
V jednom &tverci v jednotkach 10° ml™.
Viabilita nebo-li procento Zivych bun¢k se spocte podle tohoto vzorce:

ocet zivych bunék
P y 100%

pocet Zivych + pocet mrtvych bunék

5.2.2 Expresni test

5.2.2.1 Transfekce ve 12ti jamkové desti€ce

Po spocitani bun¢k v zasobni kultufe byl odebran pfislusny objem suspenze tak,
aby byl ziskan dostate¢ny pocet bunék pro vybrany pocet transfekci. Odebrané bunky
byly zcentrifugovany pii 200 x g, 5 min v 15ml sterilni zkumavce s vickem. Peleta byla
resuspendovana v 7,5 ml média F17. Dale byla suspenze resuspendovana pipetou
a prenesena po 0,5 ml do jednotlivych jamek na desticce.

Plazmid byl nafedén na koncentraci 1 pg/ul do objemu 20 pl pufrem PBS-TK.
Pro dosazeni sterility smési bylo pfidano 20 pl chloroformu, ktery byl oddélen
centrifugaci pii 15000 x g, 3 min. Transfekéni smés poté byla namichana jako 1 pl
plazmidu (c = 1ug/ul), 46 ul PBS-TK a 3 ul 1IPEI (¢ = 1 mg/ml), tedy v poméru
DNA:PEI = 1:3 a zaroveii 1 pg plazmidu na 10° bun&k. Tato smé&s se poté inkubovala
5- 10 min. Nakonec byla smés ptidina k 500 pl bunék v jamkach a nasledovala
inkubace 4 hod pti 37 °C na orbitalni tiepacce. Poté bylo do kazdé jamky ptidano
450 pl média EXCELL a deska byla dale inkubovana za stejnych podminek po 72 hod.

5.2.2.2 SDS-PAGE *

Na polyakrylamidovou gelovou elektroforézu za pouziti dodecylsulfatu sodného
(SDS-PAGE) byl piipraven 15% separacni gel pipetovanim 1,8 ml ddH20, 4 ml
30% AA, 2ml 1,5M Tris o pH = 8,8, 80 ul 10% SDS, 80 ul 10% APS a 4 ul TEMED.
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Zaostfovaci gel byl pfipraven pipetovanim 1,4 ml ddH,O, 0,5 ml 30% AA, 0,25 ml
1M roztoku Tris o pH = 6,8, 20 ul 10% SDS, 20 ul 10% APS, 3 ul TEMED a 120 pl
1x koncentrovaného neredukujiciho pufru. Mnozstvi jsou uvedena vzdy pro 2 gely.
Vzorky pro SDS elektroforézu byly pfipraveny tak, ze médium z kazdé¢ jamky bylo
opatrn¢€ odebrano do mikrozkumavky, aby nedoslo k naruseni vrstvy pfilnutych bunék,
a odstiedéno pii 15000 x g, 5 min. Vzorky se ptipravily v redukujicim a neredukujicim
prostfedi smichanim 10 pl supernatantu s 10 pl 2 x koncentrovaného vzorkového pufru,
jednou s neredukujicim roztokem, podruhé s redukujicim. Zbylé bunky adherované
na desticku byly resuspendovany a pieneseny do Cisté mikrozkumavky,
zcentrifugovany, supernatant byl pifenesen do Ccist¢é mikrozkumavky a zmrazen.
Nasledné byly vzorky 5 min povareny a odsttedény pti 15000 x g, 5 min za laboratorni
teploty. 18 ul takto pfipravenych vzorkd se nanaselo na gel spoleéné s 5 pg standardu.
Elektroforéza probihala pii napéti 200 V po dobu 50 min. Pokud dal$im krokem
po skonceni elektroforézy nebyl elektropifenos proteini na membranu, byly gely
barveny 20 min v barvici lazni a nasledné odbarveny v odbarvovaci lazni do Gplného
odbarveni pozadi gelu. V tomto piripadé se gely nebarvily, postup pokracoval

elektropfenosem.

5.2.2.3 Elektroprenos proteinu na membranu

Gel zptedeslé SDS-PAGE byl zméten, podle jeho rozméri byla vystfizena
nitrocelulosova membrana, oba byly na 10 min ponofeny do pufru pro elektropienos.
Na aparaturu pro elektroptenos bylo vlozeno 5 filtracnich papird navlhéenych pufrem
pro elektropienos, poté membrana, gel a opét vrstva 5 vlhcenych filtra¢nich papirt; vse
bylo pfikryto vrchni ¢asti aparatury pro elektropienos, ktera byla nasledné upevnéna,
abyly zapojeny elektrody (v orientaci gel ke katod¢). Elektropfenos probihal
pfi 3,5 mA/cm? po dobu 50 min.

5.2.2.4 Imunodetekce

Membrana byla oplachovana 2 x po 10 min v TBS za laboratorni teploty. Poté byla
inkubovana 1 hod v blokovacim pufru (3% BSA v TBS), oplachovéna 2 % po 10 min
v TBS-Tween a 1 X po 10 min v TBS. Nasledovala inkubace membrany v roztoku
3% BSA v TBS s primarni protilatkou (Penta-His mAb, fedéni 1:1000) pies noc
pii 4 °C. Druhy den nasledovaly dva 10min oplachy v TBS-Tween a jeden 10min

oplach v TBS. Dalsim krokem byla inkubace membrany v 10% roztoku odtu¢néného
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suseného mléka v TBS se sekundarni protilatkou (Goat polyclonal to Mouse IgG Ab
konjugovana s HRP, fedéni 1:2000) po dobu 1 hodiny a oplachovana TBS-Tween
4 x vzdy po 10 min. Poté byla provedena chemiluminiscencni detekce v temné komoie.
Membrana byla umisténa na tvrdou podkladovou desti¢ku, 3 ml roztoku ECLI byly
bezprostiedné pied detekci smichany s 3 ml roztoku ECL2. Tato smés byla nalita
na pripravenou membranu na podkladové desti¢ce. Po minutové inkubaci byl roztok
slit, membréna osusena a i s podlozkou byla obalena do potravinové polyethylenové
folie, aby bylo zabranéno navlhceni fotografického filmu. Desticka s membranou byla
vlozena do fotografické kazety, prekryta fotografickym filmem, kazeta byla uzaviena
a byla provedena nejprve kratka expozice (0,5 - 2 min), poté jedna delsi (5- 10 min).
Fotograficky film byl vzdy po ukonceni expozice inkubovan ve vyvojce (dokud se
neobjevily prouzky a nedosahly pozadované vyraznosti, 2 - 5 min) a poté v ustalovaci

(cca 10 min). Nakonec byl film oplachnut pod tekouci vodou a ponechan uschnout.

5.2.3 Velkoobjemova produkce 2

Uvedeny postup je pti dodrzeni vzajemnych poméri objemu ldhve, objemu média,
buné¢né hustoty, mnozstvi plazmidové DNA a linearniho polyethyleniminu (IPEI)
pouzitelny pro rizné vysledné objemy produkce, jako naptiklad pro mnoZstvi
na 1 produkci ve 400 ml média v 1000ml lahvi, ktera byla provadéna nejcastéji. Buiky
rostouci ve 400 ml EXCELL293/F17 média v poméru 1:1 v 11 ¢&tverhranné lahvi
s prodysnym vickem na tfepaccce (viz. 5.2.1.2.) byly spocitany a poté byl odebran
objem suspenze odpovidajici 400.10° bunek. Buniky byly postupné zcentrifugovéany
ve 4 x 50ml sterilnich zkumavkéch s vickem pti 200 x g, 5 min. Bunéény pelet byl
resuspendovan v takovém mnozstvi Cerstvého média EXCELL293/ F17 v poméru 1:1,
aby vysledna bunécnd suspenze méla hustotu 20.10° ml™. Transfekéni smés byla
ptipravena smichanim plazmidové DNA s linearnim polyethyleniminem (25 kDa IPEI,
zasobni roztok o ¢ = 8 mg/ml) v hmotnostnim poméru 1:3, pficemz mnozstvi pouzité
DNA se odvijelo od poctu transfekovanych bunék — 1 pug DNA na 10° bungk. V pripadé
produkce ve 400 ml média bylo 400 pg DNA zfedéno do 1 ml PBS-TK pufru,
promichano a sterilizovano filtraci ptes 0,22 pm filtr injekéni stiikackou do Cisté
zkumavky. Poté bylo pfidano 150 pl zasobniho roztoku IPEI, smés byla intenzivné
protiepana, inkubovana 10 min a poté piidana k pfipravené bunécné suspenzi, ktera byla
nasledn¢ inkubovéna 4 hod na tiepacce v inkubatoru. Poté byla suspenze zfedéna médii

do 400 ml (vysledna bun&na hustota 1.10° ml?) a byly pfidany 4 ml antibiotik



-35-

penicilinu (1000 U/ml) a streptomycinu (100 ug/ml). Druhy den byl jako zdroj
dodate¢nych zivin ke kultufe pfiddn hydrolyzat Trypton N1 do vysledné
0,5% koncentrace (10 ml 20% TN1). Produkce probihala celkem 5 - 7 dni, pokud
viabilita kultury klesla pod 70 % zivych bunék v suspenzi, produkce byla ukoncena.
Kultura byla centrifugovana 1 hod pfi 4500 x g pfi laboratorni teploté. Odstiedéné
médium bylo pieneseno do cisté ldhve a uchovavano pii -20 °C nebo ihned dale

Zpracovano.

5.3 Purifikace proteint

5.3.1 Afinitni chromatografie

Prvnim krokem purifikace bylo zfiltrovani ziskaného média (400 ml) pies 0,22 um
filtr. Dale byl protein zachycen pomoci kolonky Hitrap MabSelect Sure 5 ml zapojené
na HPLC systému, v kolonce se nachazi protein-A-agarosa, na niZ se pomoci
Fc fragmentu zachyti chtény protein. Tlakovy limit kolony je 0,3 MPa. Kolona byla
nejprve promyta kratce 0,1M NaOH, destilovanou vodou a PBS pufrem (pH = 7)
pfti pratoku 1 ml/min. Filtrat média byl nanesen na kolonu pii 5 ml/min. a kolona byla
promyta PBS pufrem, dokud absorbance pii 280 nm neklesla na ptivodni hladinu. Eluce
byla provedena citratovym pufrem (pH = 3). Frakce byly jimané do zkumavek s vickem
s ptedem pfipravenym 0,5 ml Tris pufru o pH = 8,8 pro okamZitou neutralizaci frakci.
Promyti kolony bylo provedeno kratce 0,1M NaOH, dale PBS pufrem, destilovanou

vodou a nakonec 20% €istym ethanolem, v kterém byla uchovavana.

5.3.2 Zkoncentrovani proteint

Eluce o objemu 20 ml byla zkoncentrovana pomoci koncentratort Amicon
s membranou propustnou pro molekuly o Mr < 10 000 v centrifuze Allegra X-22R
pfi 4500 x g pfi laboratorni teploté¢ na objem pfiblizn¢ 200 pl. Koncentratory byly

po pouziti fadné proplachnuty a naplnény dH,O a uchovavany pti 4 °C v lednici.

5.3.3 Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie byla provadéna na koloné Superdex 200 10/300
GL, ktera ma tlakovy limit 1,5 MPa. Nejprve byl promyt samotny HPLC systém
destilovanou vodou a poté byla pfi pratoku 0,5 ml/min pfipojena kolona, ktera takeé byla
promyta destilovanou vodou, 1M NaOH a nasledné¢ HEPES pufrem. Injek¢ni stiikackou

stupou jehlou byla promyta smycka pufrem a vytlaceny bubliny. Nasledné byl
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nastiiknut zkoncentrovany vzorek proteinu. Nasledovala izokraticka eluce v délce
odpovidajici objemu kolony, pii daném prutoku piiblizn¢ 1 hod, béhem niz byly
manualné jimany frakce do mikrozkumavek. Kolona byla promyta HEPES pufrem,

dH,0 a 20% ethanolem, v némz byla uchovavana.

5.3.4 Stanoveni koncentrace proteina *’

Koncentrace proteini  byla stanovena pomoci metody dle Bradfordové,
kdy na 96-ti jamkovou desticku bylo pipetovano 5 pl roztoku BSA o znamé koncentraci
v rozsahu 0-1 mg/ml jako kalibra¢ni fada, a do kazdé jamky bylo ptidano 200 pl ¢inidla.
Stranou na desku byl dan 1 pl naSeho proteinu a i k nému se piidalo 200 pl ¢inidla.
Reakce se nechala 5 min inkubovat a poté se bud orientacné¢ vizudlné porovnala
s kalibra¢ni fadou, nebo byla zméfena koncentrace na ¢teCce mikrotitracnich desti¢ek
Sunrise (Tecan, Rakousko) pfi 595 nm. Cistota proteinii byla ovéfovana pomoci

SDS-PAGE (viz. 5.2.2.2), kdy na gel bylo naneseno 5 pg proteinu.

5.3.5 Stépeni TEV proteasou

Fazni proteiny exprimované z plazmidu pYDS5 byly dale §tépeny TEV proteasou.
Pomér TEV proteasy (¢ = 1 mg/ml) a proteinu byl 1:50 a $té€peni probihalo v lednici
pti4 °C pies noc nékolik dni. Proteasa nesouci histidinovou kotvu byla z roztoku

odstranéna na nosic¢i Talon (viz. 5.3.6).

5.3.6 Chelatacni chromatografie

Dalsim krokem byla chelata¢ni chromatografie na nosi¢i Talon (Clontech, USA),
jenz obsahuje navazané kobaltnaté ionty. Mnozstvi pouzitého nosi¢e bylo 1 ml na 5 mg
proteinu. Suspenze byla né&kolikrat protfepand béhem 20 min pfi laboratorni teploté
anasledné zcentrifugovana. Poté byl supernatant piepipetovan do Cist¢ zkumavky
apridana protein-A-agarosa. pro navazani odstépeného Fc fragmentu. Stejnym
postupem jako snosi¢em Talon bylo postupovano i s nosi¢em protein-A-agarosa.
Po 20 min byla frakce pfepipetovana do Cisté zkumavky s vickem.

Nasledné byla provedena eluce TEV proteasy z nosi¢e PBS s 250 mM imidazolem.
Nosi¢ byl dale promyt MES pufrem, dH,O a uskladnén v 20% ethanolu v lednici
pti 4 °C. Fc fragment byl uvolnén z protein-A-agarosy citratovym pufrem (pH = 3)
a nosic¢ byl promyt 0,2M NaOH, PBS, dH,0 a uchovan v 20% ethanolu.
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Nakonec byl vzorek znovu zkoncentrovan pro gelovou permeacni chromatografii,
byla zméfena koncentrace proteinu a Cistota byla ovéiena SDS-PAGE (viz. 5.3.2 - 5.3.4,
5.2.2.2).

5.3.7 Deglykosylace proteinu rClrb

Protein rClrb byl deglykosylovan pomoci enzymu Endo Hf. Cela reakce byla sloZena
z pufru G5 pro Endo Hf, jenz byl 10x koncentrovany a do reakce bylo tedy pouzito
0,1 objemu reakéni smési, 2 pl enzymu Endo Hf a 120 pl proteinu o ¢ = 1,5 pg/ul.
Nasledovalo $tépeni pii 37 °C, 60 min.

5.4 Charakterizace proteinu - analyticka ultracentrifugace

5.4.1 Metoda sedimentaéni rychlosti

Mg¢teni bylo provedeno na analytické ultracentrifuze Proteomelab XL-I s rotorem
An-50Ti (Beckman Coulter, USA). Pro méteni rClrb byl pouzit roztok proteinu v pufru
pro gelovou chromatografii o koncentraci 43,0 uM, pro NKR-P1B WAG o ¢ = 49,5 uM,
pro NKR-P1B SD oc = 54,7 uM. Pfi této metod¢ byla vyuzita dvoukomorova cela
s optickou drahou 3 mm. Do jednoho sektoru bylo pipetovano 100 pl roztoku proteinu,
do druhého sektoru 100 pl pufru jako reference. Méteni probihalo pfi 48000 ot./min,
20 °C a sedimentace vzorku byla sledovana pomoci absorbanéni optiky pii 280 nm,
bylo sbirano 100 snimku s intervalem 3 min. Pro méfeni smési rNKR-P1B SD a rClrb,
NKR-P1B WAG a rClrb byly pouzity jednotlivé roztoky o koncentraci slozek smési
20 uM, jinak bylo vse provedeno stejnym zpisobem. Data byla vyhodnocena pomoci
programli Sedfit a Sedphat, pfiCemZ hustota pufru a parcidlni specifické objemy
proteinti byly predikovany ze znalosti sloZeni pufru, resp. aminokyselinovych sekvenci
proteini v programu SEDNTERP3®%94
RNDr. Ondfej Van¢k, Ph.D.

M¢éfeni a jeho vyhodnoceni provedl

5.5 Strukturni studium rCirb - Proteinova krystalizace

Krystalizace proteinu rClrb byla provadéna na Ustavu makromolekularni chemie
AV CR, V.v.i. za pomoci RNDr. Terezy Skalové, Ph.D. metodou visici kapky. Nejprve
byl namichan rezervoar 0 slozeni: 0,05M KH,PO,4, 20% PEG 8000, 1M Tris, ktery byl
poté napipetovan v mnozstvi 300 — 500 ul na dno krystaliza¢ni desti¢ky. Protein rClrb
o koncentraci 10 mg/ml nativni a 6 mg/ml deglykosylovany, byl nanasen na vicko

krystaliza¢ni desky v objemu 1 pl. Ke kapce byl ptidavan rizny pomér rezervoaru ¢i
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aditiva (Aditive Screen ™ - HR2-428, Hampton Research, USA), testovala se rovnéz
optimalni koncentrace proteinu jeho fedénim. Bylo zkouSeno i zaoCkovani malych
krystalkd pomoci techniky ,,mikroseeding”. Nakonec byla deska ulozena v inkubatoru
pii 18 °C. Po 14 dnech RNDr. Tereza Skalova, Ph.D. provedla vizualni kontrolu desek

pod mikroskopem.
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6. VYSLEDKY PRACE
6.1 Priprava a studium pYD5_C1, pYD5_W1, pYD5_S1

Ma studie za¢ina plazmidy pro rekombinantni expresi proteind jiz pfipravenymi
RNDr. Ondfejem Vankem, Ph.D. spracovnim oznaéenim pYD5 Cl1, pYD5 W1
apYD5_S1, kde konstrukt C1 odpovida Valgs - Metyy; useku receptoru Clrb (ligandu
potkaniho NKR-P1B), konstrukt W1 odpovida tiseku Valzg - Ser,y3 receptoru NKR-P1B
kmene potkana WAG a konstrukt S1 odpovida stejnému useku receptoru NKR-P1B
kmene potkana SD (Obr. 2.3, str. 15). Jejich zakladem je plazmid pYD5 (Obr. 6.2,
str. 40) poskytnuty Dr. Yves Durocherem (CNRC Montreal, Kanada), ktery byl upraven
tak, aby obsahoval vhodna klonovaci mista a byly do néj vlozeny konstrukty receptor.

Na nasledujicich obrazcich (6.1 a 6.2, str. 40) je popsan vektor pYD5 obsahujici
sekre¢ni signal, Fc fragment lidského IgG a sekvenci rozpoznavanou TEV proteasou.
Tyto konstrukty jsou tedy fuzni proteiny s Fc IgG, které lze rozstépit TEV proteasou.

Produkce receptorti jako fiznich proteintt napomaha vzniku jejich kovalentniho dimeru.

METDTLLLWVLLLWVPGSTGAGSTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMIS
RTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTV
LHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQV
SLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQ
GNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKASGAGSTTENLYFQ/GTGVKMTPQISTI
NTYAACPRNWIGVGNKCFYFSEYASIWTFSQTFCKAQEAELARFDTEEELNFLSR
YKGSFDYWIGLHRESSEHPWKWTDNTQYYSLSIRGVERYAYLNDIGISSARVYAD
KRWSCSRLNSYSLQCKTPFSPMGT

Obr. 6.1: Sekvence konstruktu pYD5_C1.

Nejprve sckrecni signal, poté Fc fragment lidského IgG, §tépici misto pro TEV proteasu, TG
a GT jsou aminokyseliny pfidané z klonovaciho mista a konstrukt rClrb Ves - Magz, kde jsou
zvyraznény cysteiny tvorici disulfidické miistky a mozna mista NEGIKOSYIEGE.

6.1.1 Priprava zasobniho mnozstvi plazmidu

Dané plazmidy byly pfipraveny v zasobnim mnozstvi ,,maxiprepem“** dle navodu
5.1.14, kdy nejprve nasledovala transformace tepelnym Sokem a po noci v termostatu

byly narostlé kolonie pifeneseny do Erlenmeyerovych banék a po 14 hod kultivaci byly
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kultury sklizeny. Na Obr. 6.3 jsou zaznamy agarosovych elektroforéz, kde je porovnana
Cistota, spravna délka a celistvost plazmidu. Nové piipravené plazmidy byly v poradku

V porovnani se starsi Sarzi plazmidu pYD5_C1, ktera uz jevi znamky degradace.
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Obr. 6.2: Mapa plazmidu pYD5.
Plazmid pYD5 obsahuje gen pro rezistenci na ampicilin, bakterialni a virovy pocatek replikace,

promotor cytomegaloviru, Fc fragment lidského IgG a $tépici misto pro TEV proteasu.

MI 1 2 3 M2 ML 1 2 3 04 5 M2

Obr. 6.3a: Kontrolni agarosova Obr. 6.3b: Kontrolni agarosova elektroforéza:
elektroforéza pYD5_C1: V draze M1 a M2 je marker. V draze 1 a 2

V draze M1 a M2 je marker. V draze 1 je pYD5_S1 (1- stary, 2- novy). V draze 3 a 4

je vzorek staré sarze plazmidu, v draze 2 a 3 je pYD5_W1 (1- stary, 2- novy). V draze 5

je nové piipraveny plazmid po ,,maxiprepu®. je pHLsec-FcHis _C1 (pfipraveny Mgr. Petrou

Celadovou).
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V Tab. 6.1 je zméfend koncentrace a Cistota plazmidi vyjadiena pomérem
absorbanci pfi 260 a 280 nm.* Cistota plazmidt je niZsi nez optimalni hodnota 1,8
odpovidajici ¢ist¢t DNA (pfi kontaminacich RNA stoupa absorbance k 2,0
a pfi kontaminaci bilkovinami stoupd absorbance pfi 280 nm atim klesd pomeér

absorbanci).

Tab. 6.1: Koncentrace a ¢istota plazmidi zméiené spektrofotometricky.

plazmid c[ng/pl] Az01280
pYD5_C1 1,16 1,57
pYD5_S1 2,22 1,56
pYD5 W1 1,59 1,54

6.1.2 Velkoobjemova produkce v HEK293S GnTI  linii

Pripravené plazmidy byly poté pouzity k transfekci (viz. 5.2.3). Bunky HEK293S
GnTI" byly rozpéstovany ve dvou 11 lahvich o objemu médii 400 ml, viabilitu mély
100%. Celkové mnoZstvi bun¢k bylo na ¢tyfi produkce pouZzito 1600 mil. Bunky byly
odstfedény ve ctyfech 50ml sterilnich zkumavkach s vickem 5 min pti 200 x g. Mezitim
byly pripraveny 4 transfekéni smési, bylo pouzito 402 pg plazmidd pYDS5S_C1,
pYD5 W1 a pYD5_Sl(koncentrace plazmidi uvedena v Tab. 6.1) a prefiltrovano
s 1 ml PBS-TK. Poté byly ke kazdé smési pfidany 2 ml IPEI o ¢ = 1 mg/ml v poméru
1:5. Nasledovala inkubace 10 min. Nakonec byly buiiky resuspendovany v 17 ml médii
EXCELL a F17 v poméru 1:1 a pfidana transfekéni smés. Vysledna hustota bun€k byla
20.10° bungk/ml. Po 4 hodinach byly ldhve doplnény do 400 ml ExCELL a F17 1:1
a ptidana antibiotika. Druhy den bylo pfidano 10 ml 20% Tryptonu N1. Po 6 dnech byla

produkce ukonéena.

6.1.3 Purifikace proteint

Nasledovala purifikace proteinii pomoci afinitni chromatografie na HPLC systému,
kdy byl protein nejprve zachycen pomoci kolonky Hitrap MabSelect Sure
s protein-A-agarosou, na niz se pomoci Fc fragmentu zachyti fazni protein. Kolona byla
promyta PBS pufrem a eluce probé&hla snizenim pH pomoci citratového pufru
(viz. 5.3.1).
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Obr. 6.4: Gelova permeacni chromatografie proteinu rClrb (z plazmidu pYD5_C1).

Chromatografie probihala na koloné Superdex 200 10/300 GL. Cervené je znazornén
chromatogram fuzniho proteinu po afinitni purifikaci. Prvni eluéni vrchol odpovida mrtvému
objemu kolony, agregatim. Druhy vrchol odpovida rClrb-Fc IgG fhznimu proteinu. Modfe
je znazornén chromatogram rClrb po $tépeni TEV proteasou a chelataéni chromatografii, eluéni

vrchol odpovida ¢istému dimeru rClrb.

Frakce ziskané v tomto purifika¢nim kroku byly spojeny a zkoncetrovany, aby mohl
byt vysledny preparat aplikovan na kolonu Superdex 200 10/300 GL. Pribéh gelové
permeacéni chromatografie (5.3.3) byl monitorovan méfenim absorbance pii 280 nm,
ptikladem je zaznam z gelové chromatografie rClrb na Obr. 6.4 znazornény cervenou
kfivkou (chromatogramy pro ostatni proteiny byly velmi podobné a nejsou zde
uvedeny).

Poté byly proteiny St€peny TEV proteasou ptes noc pii 4 °C. Dalsi ¢asti purifikace
je chelata¢ni chromatografie (5.3.6) zalozena na principu reverzibilni interakce
histidinového fetézce s Co?" ionty, diky niz byla TEV proteasa zachycena
na agarosovych kulickach prostiednictvim histidinové kotvy. Dale byl vzorek
inkubovan 20 min svolnou protein-A-agarosou, ¢imz byl zroztoku odstranén
Fc fragment. Timto byl ziskan ¢isty odstépeny dimer rClrb, ktery byl znovu piecistén

gelovou permeacni chromatografii (Obr. 6.4, modra kiivka).
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Mnozstvi ziskanych proteint je vidét z Tab. 6.2 a ¢istota z Obr. 6.5.

Tab. 6.2: Koncentrace pripravenych proteini zméi‘ené na ¢tec¢ce mikrotitracnich desti¢ek

protein cl[pg/pl] V [ul]
pYD5_C1 4,89 55
pYD5_S1 1,27 60
pYD5_W1 0,79 60
M1 2 3
—
66 kDa
44 kDa

20 kDa *

14 kDa -

Obr. 6.5: 15% SDS-PAGE analyza pripravenych receptoru.

Pro kontrolu cCistoty pfipravenych receptori byla provedena SDS-PAGE vV redukujicim
prostiedi. V draze M je marker, v drahach 1-3 jsou postupné proteiny rClrb (19 kDa),
NKR-P1B SD (23 kDa), NKR-P1B WAG (24 kDa).

Na Obr. 6.5 je vidét, ze predpokladana molekulova hmotnost v ptipadé NKR-P1B
proteinti neodpovida velikosti pozorované na elektroforéze, to mize byt zptisobeno tim,
ze NKR-PIB receptory obsahuji vyS$i pocet glykosylacnich mist a pfitomnost
oligosacharidi ovliviluje elektroforetickou mobilitu proteini smérem k vySSim
pozorovanym molekulovym hmotnostem. V draze 1 vidime dvé rtzné glykoformy

rClrb.

6.1.4 Deglykosylace rClrb

Po dalsi transfekci pYD5 C1 a purifikaci rClrb (5.2.3 a 5.3) byla provedena
deglykosylace proteinu pomoci enzymu Endo Hf (viz. 5.3.7). Odstranéni sacharidi a
tim zmensSeni velikosti proteinu mizeme pozorovat na Obr. 6.6 (str. 44). Bylo ziskano

120 pl deglykosylovaného proteinu rClrb o ¢ = 1,5 mg/ml.
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Obr. 6.6: 15% SDS-PAGE analyza deglykosylace rClrb.

V draze M je marker, v draze 3 a 6 je glykosylované rClrb (3 - v redukujicim pufru — 19 kDa,
6 - v neredukujicim pufru — 39 kDa); v draze 4 a 7 je deglykosylované rClrb (4 - v redukujicim
pufru — 17 kDa, 7 - v neredukujicim pufru — 34 kDa); v draze 9 je enzym Endo Hf (ktery je také

piitomen v drahach 4 a 7); v ostatnich drahach jsou nesouvisejici vzorky.

6.1.5 Analyza tvorby komplexu rClrb - NKR-P1B pomoci analytické
ultracentrifugy

Me¢éieni sedimentaéni rychlosti patfi mezi hydrodynamické techniky a je citlivé
k hmotnosti a tvaru makromolekul.* Proteiny rClrb a rNKR-P1B WAG, rClrb
arNKR-P1B SD byly pouzity pro pocateéni ovéfeni tvorby komplexu na analytické
ultracentrifugaci, kterou provedl RNDr. Ondiej Vanék, Ph.D. JelikoZ ultracentrifugace
probihala v malych koncentracich proteind, nebylo mozno s jistotou urcit vysledek.
Bylo vsak ziejmé, ze za danych koncentraci se slabé tvoii komplex mezi rClrb
arNKR-P1B WAG, oproti rClrb a NKR-P1B SD, kde se komplex netvofil. Tyto
vysledky jsou doloZzeny grafy distribuci sedimentacnich koeficientli danych proteinil
a jejich smési uvedené na Obr. 6.7 (str. 45) a Obr. 6.8 (str. 45).

Vysledkem méfeni na analytické ultracentrifuze je zavislost absorbance vzorku
na poloméru otaceni.*? Kyvety maji dva sektory, v jednom byl analyzovany vzorek
a proti nému byl umistén pufr z gelové permeacni chromatografie, v némz byl vzorek

i 42
rozpusten.
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Obr. 6.7: Distribuce sedimenta¢niho koeficientu pro rCirb, rNKR-P1B WAG a jejich
smés. Cervené je zndzornéno rClrb, modie rINKR-P1B WAG a &erné jejich smés. V oblasti

hodnot sedimentacniho koeficientu 4,0 S je zfejmé, Ze se tvofi jejich komplex.

2 3 4
sedimentacni koeficient [S]

Obr. 6.8: Distribuce sedimenta¢niho koeficientu pro rCirb, rNKR-P1B SD a jejich smés.

Cervené je znazornéno rClrb, zelené rINKR-P1B SD a &erné jejich smés.
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6.1.6 Krystalizace proteinu rClrb

Krystalizace proteini  byla provadéna na  Ustavu
makromolekularni chemie AV CR, v.v.i. Nejprve jsem se podilela
na optimalizaci krystalizace konstrukti rClrb pfipravenych
vedoucim této prace s plazmidy pTT28 apHLsecFcHis
produkovanych Vv linii HEK293E v piitomnosti kifunensinu
v deglykosylované (Obr. 6.9) i nativni formé (Obr. 6.10). Pokusy
probihaly metodou visici kapky sjiz dfive optimalizovanym
rezervoarem o slozeni 0,05M KH,PO,, 20% PEG 8000
(pH =3,9); 1M Tris 0 pH = 7,5. Testoval se vliv riznych aditiv

na rist krystal. Na 15ti jamkovou desku bylo naneseno 300 pl

rezervoaru. Do kapky bylo napipetovan 1 pl plazmidu, 1 pl

rezervoaru a 0,2 ul aditiva a desky byly uchovavany pii 18 °C

v termostatu. Byla pouzita komercni sada s 96 aditivy. Jejich

uspésnost pii tvorbé krystalu je uvedena v Tab. 6.3 (str. 47).

Nasledné byl v dal§im krystalizatnim pokusu jako aditivum
pouzit  40% aceton pro nativni protein a  BaCl,
pro deglykosylovany. Pouzitymi proteiny rClrb byly jiz mnou
vyrobené proteiny zplazmida pYDS5 Cl1 produkovaného
v HEK293S GnTI" apHLsec-FcHis C1 také péstovaného
v HEK293S GnTI" linii. Jelikoz proteiny byly hodné ziedéné,
bylo pouzito n¢kolik metod k jejich zahusSténi jako ptidavek
rezervoaru fedéného ddH,O, byly zkouSeny rizné poméry
protein : rezervoar : ddH,0. Cerstvé piipraveného rezervoaru
se na dno jamek pipetovalo 500 pl.

Nakonec vznikly krystaly rClrb z konstruktu
pHLsec-FcHis_C1 produkovaném v HEK293S GnTI linii
(Obr.6.11) o ¢ = 1,13 mg/ml, kdy podminkou byl pomér
2:2:0,2 protein:ddH,0 : rezervoar, pii pouziti metody
,microseeding s0,5ul rozdrcenych krystali z kapek,
kde vznikly krystaly za ptitomnosti 7% v/v 1-butanolu a 40% v/v
2,2,2-trifluoro-ethanolu z piedeslé krystalizace. Vznikly tenounké
desky.

Obr. 6.9: Krystaly
deglykosylovaného rClrb.
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Obr. 6.10: Krystaly nativniho|
rClrb.

Obr. 6.11: Krystaly nativniho
rClrb z plazmidu pHLsec-
FcHis_C1 a produkce

v HEK293S GnTI linii.
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Tab. 6.3: Aditiva, v nichZ vznikly krystaly.

Deglykosylované

Nativni

0,1 M chlorid barnaty dihydrat

1,0 M vinan draselno-sodny tetrahydrat
1,0 M citronan trisodny dihydrat

30% w/v kys.6-aminohexanova

1.0 M glycin

0,3 M glycyl-glycyl-glycin

1,0 M guanidin hydrochlorid

30% w/v sacharosa

30% w/v xylitol

30% w/v D-(+)-dihydrat trehalosy

30% w/v D-(+)-galaktosa

2,0 M NDSB-211

2,0 M NDSB-221

20% w/v benzamidin - hydrochlorid hydrat
30% w/v 1,6-hexanediol

50% w/v polyethylen glykol 400

50% v/v Jeffamine M-600®pH = 7,0

0,1 M spermidin

0,1 M mocovina

10% polyethylen glykol 3350

1,0 M NDSB-256

30% v/v (+/-)-2-methyl-2,4-pentandiol
50% w/v polyethylen glykol 400

30% v/v 1,4 dioxan

30% v/v ethanol

30% v/v 2-propanol

30% v/v methanol

40% v/v terc-butanol

40% v/v acetonitril

40% v/v amid kys. mravenci

40% v/v 1-propanol

5% v/v ethylacetat

40% v/v aceton

0,25% v/v dichloromethan

7% v/v 1-butanol

40% v/v 2,2,2-trifluoroethanol

40% v/v 1,1,1,3,3,3-hexafloro-2-propanol

Aditiva z Tab. 6.3 nam prozrazuji, ze krystaly nativniho proteinu rClrb rostou lépe

pievazné v pritomnosti organickych sloucenin, oproti deglykosylovanému proteinu,

kde jednozna¢nou tendenci nelze vysledovat. Nativni rClrb tvofi jehlice,

deglykosylovany protein tvofi spiSe ovalky, které nemaji idealné vytvofené hrany.
6.2 Delece ve vektoru pHLsec-FcHis

JelikoZz bylo dfive zjiSt€no, Ze pii produkci samotnych extracelularnich usekl
proteini rClrb a rNKR-P1B nelze ziskat Cisty dimer, byly vytvotfeny fizni proteiny
s Fc fragmentem 1gG. V diplomové praci Mgr. Petry Celadové se zjistilo, ze fuzni
produkty z plazmidu pHLsec-FcHis (Obr. 6.2.1, str. 48) Ize stépit 3C proteasou pouze
rClrb, urNKR-P1B

Nejpravdépodobnéjsi pii¢inou bylo to, Ze cysteiny zodpovédné za tvorbu dimeru

Vv ptipadé proteini ke Stépeni téméf nedochézelo.

rNKR-P1B se kiizem mylné provazaly s cysteiny tvoticimi dimer Fc fragmentu, protoze
v sekvenci fuznich konstrukti plazmidu pHLsec-FCcHis nasleduji tyto cysteiny blizko

Za sebou.
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EcoRI ]—[ HindIII ]—[Kuzak ]—[Sekreé'ni signal
=1 Agel ]—[ Inzert ]—[ ]—[3(? pmteasa]—l
F e e e

Obr. 6.2.1: Schéma plazmidu pHLsec-FcHis.

V potadi Kozakova sekvence, sekre¢ni signalni sekvence, §tépné misto pro 3C proteasu,
Fc fragment, . Dillezita $tépnd mista jsou pro enzym Agel,

pro enzym . Cela expresni kazeta je ukoncena §t€pnym mistem pro Xhol.

Nasim umyslem bylo odstranit z pivodnich vektorti (vyrobenych Mgr. Petrou
Celadovou) v oblasti Fc fragmentu 3 cysteiny, nebot’ pravé v této oblasti mohlo
dochazet mezi cysteiny ke kfizeni. Z Obr. 6.2.2 je vidét, ze deletovano bylo
13 aminokyselin. Zaroven byla pro Géinné&jsi purifikaci histidinova kotva prodlouzena

Z pavodnich Sesti na deset histidint.

pfed GTLEVLFQGPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS 60
po GTLEVLFQG-—=—=—=—=—=—-~ PAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVS 47
pred HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA 120
po HEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKA 107
pred LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP 180
po LPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQP 167
pred ENNYKATPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK 240
po ENNYKATPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK 227
pfed HHHHHH---- 246

po HHHHHHHHHH 237

Obr. 6.2.2: Srovnani pivodniho konstruktu Fc fragmentu a konstruktu po deleci.
Cervené je znazornéna delece 13 aminokyselin a4 piidané histidiny. Porovnano v programu
Clustalwz2.

6.2.1 Vytvoreni deletovaného Fc fragmentu

Prvnim krokem pfi pfipravé delece vektort byla PCR amplifikace zvolené DNA
sekvence. Jako templat pro PCR byl pouzit Mgr. Petrou Celadovou vytvofeny plazmid
pHLsec-FcHis_W1.
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Obr. 6.2.3: Celkovy Fc fragment

na agarosovém gelu.

V draze M je 1 kb marker. V draze 1
je PCR produkt s ptidavkem

10% DMSO, v draze 3 bez pridavku
10% DMSO, draha 2 je prazdna.
Velikost celkového konstruktu

3000 bp [EEe—

1000 bp
500 bp

Fc fragmentu je 720 bp.

Pouzité dvojice primerd jsou uvedeny v kapitole 5.1.1 a 5.1.4, jejich sekvence v sekci
4.2.4. Ptipravené produkty byly analyzovany agarosovou elektroforézou. Velikost
konstruktu 1 je 690 bp a celkového konstruktu Fc fragmentu je 720 bp, coz bylo
oveéfeno porovnanim s markerem (viz. Obr. 6.2.3). Bylo vyzkouseno, zda reakci PCR
ovlivni pfidavek 10% DMSO a z Obr. 6.2.3 je vidét, Ze prouzky produktu zlstavaly
stejné, jak po piidavku, tak bez n¢ho.

Fc fragment s deleci ziskany po PCR byl v dalsim kroku vlozen do 4 produk¢nich
vektora pHLsec-FcHis s inzerty — C1, W1, S1 a R2, které byly linearizovany
restrikénimi enzymy Kpnl a Xhol (Obr. 6.2.4). Témito enzymy bylo do plazmidu
vlozen také ptvodni Fc fragment. Vektor pHLsec-FcHis poskytuje bunkam

ampicilinovou rezistenci.

Obr. 6.2.4: Linearizace plazmidu pHLsec-FcHis s jednotlivymi inzerty.

Vektor byl $tépen pomoci enzymli Kpnl a Xhol. V draze 4 a 6 je nesStépeny plazmid
pHLsec-FcHis _W1 a pHLsec-FcHis Cl1. Postupné je v drahach 1, 3, 5, 7 stépeny plazmid
pHLsec-FcHis_R2, pHLsec-FcHis_S1, pHLsec-FcHis _W1, pHLsec-FcHis_Cl1.
(Vystépeny inzert ma velikost 720 bp).
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6.2.2 PCR z kolonii

Ligaéni smési byly posléze transformovany bakterie E. coli kmene DHS5a.
Transformace byla provedena tepelnym Sokem a bakterie byly vysety na misky s LB
agarem obsahujicim ampicilin. Na miskach vyrostlo n¢kolik kolonii, dal$i postup byl

proveden podle odstavce 5.1.9. Na Obr. 6.2.4a je zobrazen vysledek PCR z kolonii,

na jejimz zakladé byly pro dal$i praci vybrany klony AC1, AWI1, AS1-1 a AS2-3.
Pro R2 byl pozdgji ziskan pozitivni klon AR2-1 az AR2-5 (Obr. 6.2.4b).
M 1 2 3 4 5 6

M 1 2 3 4 5 6

3000 bp 3000 bp

1000 bp
500 bp

1000 bp
500 bp

Obr. 6.2.5a: PCR z Kkolonii I. Obr. 6.25b: PCR zkolonii II.
Vdraze M je 1kb marker. V draze 1 V draze M je 1kb marker. Draha 1 je
je nesouvisejici vzorek. V draze 2 je vzorek prazdna. Drahy 2 az 6 jsou pozitivni
zZPCR zkolonii pro ACI, ve tieti pro AW1, kolonie pro pHLsec-AFcHis_R2.

ve Ctvrté a Sesté draze jsou kolonie z AS1.

Z vybranych klond byla pomoci soupravy JETQUICK Gel Extraction Spin Kit
(Genomed, Némecko) izolovana plazmidova DNA z agarosového gelu, ktera byla
predana RNDr. Stépance Hrdé do Laboratote sekvenace DNA PiF UK na sekvenaci.
Nukleotidové sekvence byly poté porovnavany se znamymi nukleotidovymi
sekvencemi pted deleci. Sekvenovani potvrdilo spravnost vSech plazmidt s delecemi.
Nasledné bylo pfipraveno zasobni mnozstvi vSech plazmida dle kapitoly 5.1.14.
Pro urceni Cistoty a mnozstvi ziskané plazmidové DNA byla zméfena absorbance

pii vinové délce 260 a 280 nm, vysledky jsou shrnuty v Tab. 6.4.

Tab 6.4: Koncentrace a ¢istota plazmida zméfené spektrofotometricky.

protein c[pg/pl] A 2601280
pHLsec-AFcHis_C1 3,33 1,73
pHLsec-AFcHis_ W1 2,01 1,97
pHLsec-AFcHis _S1 4,08 1,69

pHLsec-AFcHis _R2 5,31 1,73
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Po ,,maxiprepu® byly vytvofené plazmidy (Obr. 6.2.6) ov€ieny na agarosovém gelu
porovnanim s 1 kb markerem a zndmou velikosti plazmidu pTT28_L2 H176C

vytvorené¢ho Bc. Janem Blahou.

M 1 2 3 4 5

3000 bp

1000 bp
500 bp

Obr. 6.2.6: Kontrola plazmida pHLsec-AFcHis.
Draha M je marker. V draze 1 je kontrolni vzorek pTT28 L2 H176C, v drahdch 2 az 5 po sobé
nasleduji plazmidy pHLsec-AFcHis_C1, AW1, AS1 a AR2.

6.2.3 Expresni test plazmidi pHLsec-AFcHis

Zda a v jaké mite jsou suspenzni HEK293T buiky schopné produkovat studované
proteiny po transfekci pfipravenymi plazmidy, bylo zjistovano pomoci tzv. expresniho
testu. Z kultury narostlé do hustoty piblizng 2.10° mI™ bylo odebrano 7,5 ml suspenze
a zcentrifugovano. Bunécna peleta byla nasledné resuspendovéana v 7,5 ml média F17
arozdélena po 0,5 ml do kazdé jamky. Nasledovala transfekce podle odstavce 5.2.2.1.
Potfech dnech produkce byly odebrany vzorky =z média, zcentrifugovany
a ze supernatantu byly pfipraveny neredukujici a redukujici vzorky vpoméru 1 : 1
roztok : vzorkovy pufr.

Nasledovala SDS elektroforéza v 15% polyakrylamidovém gelu, elektropienos
proteinli na nitrocelulosovou membranu a imunodetekce pomoci primarni protilatky
rozpoznavajici sekvenci histidinové kotvy a sekundarni protilatky konjugované
s kfenovou  peroxidasou umoznujici naslednou chemiluminiscenéni  detekci
podle odstavct 5.2.2.2 - 4. S primarni protilatkou se membrana inkubovala pfes noc
a se sekundarni 1 hod.

Vysledkem tohoto postupu jsou fotografie pofizené béhem chemiluminiscenéni
detekce (Obr. 6.2.7, str. 52). Konstrukty AC1, AW1 se podle expresniho testu produkuji
pomérné dobfe, AR2 je produkovéno velmi slabé, konstrukt AS1 neni produkovan

vibec. U AC1 jsou vidét dva pruhy — dimerni a nejspiSe odStépeny monomerni
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Fc fragment, u AW1 vrchni prouzek je nejspiSe fhzni protein sloZzen z dimeru
a monomeru a niz§im prouzkem je dimer. U neredukujici prostfedi konstruktu AW1

muzeme také spatfit odStépeny monomerni Fc fragment.

Obr. 6.2.7 Expresni test AFcHis konstruktu.

Vzorky kultivacniho média byly rozdéleny pomoci SDS-PAGE, pfeneseny na nitrocelulosovou
membranu a vizualizovany pomoci imunodetekce protilatkami s naslednou chemiluminiscenéni
detekci. Obr. 6.2.7a je detekce po 2 min a Obr. 6.2.7b je detekce po 10 min. V draze 1 az 5 jsou
konstrukty v redukujicim pufru a v 6 az 10 v neredukujicim pufru. Draha 2 a 7 je konstrukt
AC1; 3 a8 AWI1;4 a9 je AS1; 5 a 10 AR2. V draze 1 pozitivni kontrola konstrukt Be. Jana
Blahy pTT28 L2 H176C. Monomery se pohybuji vrozmezi hodnot 17-27 kDa, dimery
34-43 kDa dle zaplnéni N-glykosyla¢nich mist.
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7. DISKUZE

Prvnim bodem mé prace byla purifikace uz dfive vytvotfenych plazmidi vektoru
pYDS5 receptori INKR-P1B SD a rNKR-PIB WAG a jejich fyziologického ligandu
rClrb. Nejprve jsem agarosovou elektroforézou ovéfila, zda jsou nove vzniklé plazmidy
v poradku, zda nejsou degradované a poté si vytvorila jejich zasobni mnozstvi.
Nasledovala transfekce v expresnim systému HEK293S GnTI™ linie, postup byl
optimalizovan (coz nebylo soucasti mé prace) oproti postupu Y. Durochera (Montreal,
Kanada), ktery zavedl postup, z ngho nase laboratof vychazela, s linii HEK293E.*

Nasledovala purifikace fiznich konstrukti. Vyska elu¢niho vrcholu pii prvni gelové
permeacni chromatografii se pro vSechny konstrukty pohybovala okolo absorbance
0,6 pti 280 nm, u pYD5_C1 byl na chromatogramu v mrtvém objemu kolony pozorovan
také vyrazny eluéni vrchol agregatl, u konstruktd S1 a W1 byly patrné pouze vrcholy
faznich proteint. Po §tépeni TEV proteasou byl vytézek zhruba tietinovy, coz ptiblizné
odpovidd hmotnostnimu poméru receptoru a Fc fragmentu ve fuznim proteinu. Jelikoz
musela purifikace téchto proteinti probihat pfes kolonku obsahujici protein-A-agarosu,
coz bylo velice zdlouhavé a nakladné, bylo by do budoucna dobré vnést do vektoru
pYD5 histidinovou kotvu, diky niz by bylo mozné zachytit fzni protein na nosici
Talon, coz je rychlejsi i levngj$i postup.

I kdyz bylo ziskané mnozstvi proteini mens$i nez 1 mg, byla provedena
ultracentrifugace s metodou sedimenta¢ni rychlosti pro jednotlivé konstrukty i pro jejich
smési. Tvorbu komplexu jsme mohli pozorovat u smési INKR-P1B WAG a rClrb. Tyto
vzorky byly dale poslany do Mikrobiologického ustavu AV CR, v.v.i. na pokusy
0 zmapovani disulfidi a sitovani komplexu (tzv. ,,cross-link®) obou smési pomoci
hmotnostni spektrometrie, av§ak vysledky doposud nebyly prukazné, coz bylo nejspise
zpusobeno omezenym mnoZstvim proteint.

Jednotlivé varianty proteinu rClrb, at'" glykosylované ¢i deglykosylované, byly také
pouzity na pokusy o Krystalizaci tohoto receptoru. Ugastnila jsem se Gispé&nych pokusi,
kdy vykrystalizoval konstrukt rCirb pochazejici z plazmidu pTT28 a tedy nesouci
histidinovou kotvu, ktery byl produkovan v linii HEK293E s piidavkem kifunensinu
do kultivacniho média - kifunensin je inhibitor a-manosidasy I a proteiny produkované
V jeho piitomnosti tak maji upravenou, zjednodusenou N-glykosylaci.?* Vychazeli jsme
z jiz diive optimalizovaného sloZeni srazedla - rezervoaru a pouzili jsme tidkou matici

aditiv slozenou z 96 roztokd. V Tab. 5.3 (str. 47) lze vidét, které z aditiv pomaha
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pii krystalizaci jaké formé proteinu rClrb. Diky tomuto pozitivnimu zjisténi byly
nasledujici krystaliza¢ni experimenty S mnou piipravenymi proteiny rClrb z plazmidu
pYD5 C1 a pHLsec-FcHis_C1 produkované v HEK293S GnTI™ linii s homogenni
glykosylaci provadény zapiidavku aditiva 0,IM hydratu chloridu barnatého
pro deglykosylovany protein a 40% acetonu pro nativni protein. Jelikoz proteiny byly
velice zfedéné, bylo vyzkouSeno n€kolik podminek, ve kterych jsme hledali ruzné
poméry proteinu Ku rezervoaru a ddH,0, vyzkouseli jsme také metodu ,,microseeding™.
Zatim se podafilo ziskat jen tenkovrstvé 2D krystaly z rClrb vyprodukovaného
v pHLsec-FcHis_C1 v podmince poméru 2 pl proteinu ku 2 pl ddH,O ku 0,2 pl
rezervoaru s ptidavkem 0,5 pl ockovaciho roztoku (tzv. ,seed stock™) z kapek,
kde vznikly krystaly za pfitomnosti 7% v/v 1l-butanolu a 40% v/v
2,2,2-trifluoroethanolu. Do budoucna bude snaha ziskat vétsi a Iépe usporadané
krystaly, které¢ by difraktovaly rentgenové zafeni a byly vhodné k vyieSeni prostorové
struktury rClrb receptoru.

Druhym hlavnim tkolem mé bakalaiské prace bylo provedeni delece ve vektoru
pHLsec-FcHis v oblasti Fc fragmentu, v némz bylo odstranéno 13 aminokyselin véetné
tiech cysteint. O této oblasti se piedpokladalo, ze dochazi ke kiizeni téchto cysteint
z Fc fragmentu s dimeriza¢nimi cysteiny NKR-P1 receptord, jelikoz Mgr. Petra
Celadova ve své diplomové praci narazila na problém pfi §tépeni pHLsec-FcHis fiznich
konstrukti 3C proteasou, kdy se u rodiny NKR-P1B nedal rozstépit cely fizni protein.
Pro zlepSeni purifikace byly také na C-konci konstruktu pfidany 4 histidiny pro siln&jsi
afinitu k nosici.

Nejprve byly navrzeny primery tak, Ze se odstraiiovala ¢ast Fc fragmentu
navazan¢ho piimo na inzertech oddé€lenych restrikénimi misty Agel a Kpnl,
ale po nékolika neuspésnych pokusech byly navrzeny nové primery pouze
pro Fc fragment, kdy se provedla delece ve dvou krocich. Primery byly navrzeny jako
dvojice na sebe postupné navazujicich oligonukleotidii, aby nedochéazelo K jejich
vnitinimu spojeni ¢i napojeni na jinou ¢ast plazmidu. Nova restrikéni mista byla Kpnl
a Xhol. Idealni teplota nasedani byla 55 °C. Ziskat zkraceny Fc fragment nebylo zcela
jednoduché, vzniklé prouzky PCR produkti byly velice slabé, proto byly vytvoreny
4 stejné reakce, jejichz produkt byl poté spojen. Dale byl nové vznikly Fc fragment
vlozen do linearizovanych plazmidi rozstépenych pomoci restrikénich enzymii Kpnl

a Xhol. Po tuspé$né piipravé vSech plazmidd, tedy pHLsec-AFcHis C1, pHLsec-
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AFcHis_W1, pHLsec-AFcHis S1 a pHLsec-AFcHis_R2, byly plazmidy poslany
na sekvenaci, ktera potvrdila tispéSnost delece u vSech plazmidi. Nasledujicim krokem
bylo vytvofeni zasobniho mnozstvi plazmidi pomoci komercénich kit
pro ,,maxiprep.*® Expresnim testem s imunodetekci jsme zjistili, Ze probiha produkce
vSech proteini mimo INKR-P1B SD. Vzorky média zexpresniho testu byly
analyzovany V redukujicim i neredukujicim prostfedi, posun po redukci odpovidajici
redukci dimerniho proteinu na monomer bylo mozno rozeznat. U rClrb byly
pozorovany 2 prouzky fuzniho proteinu v redukujicim prostfedi a 3 v neredukujicim,
je ziejmé, Ze nejmensSi prouzek je monomerni odStépeny Fc fragment, jelikoz jeho
mobilita se neméni pii redukei a 2 vrchni prouzky byly nejspiSe zredukovéany na jeden -
je tedy mozné, Ze vznika smés monomerniho a dimerniho fuzniho proteinu ¢i dochazi
k ¢astecné degradaci. U fuzniho proteinu NKR-PIB WAG nebyl zredukovan cely
prouzek, ¢ast zlstala nezredukovana, je vSak patrné, ze fizni protein tvoii Cisty dimer.
Dals§im postupem do budoucna je velkoobjemova transfekce v HEK293S GnTI' linii,
ktera se jiz kvuli nedostatku Casu Vv ramci této prace nestihla. Az teprve pii nasledné

purifikaci a $tépeni TEV proteasou zjistime, zda delece byla prospésna ¢i nikoli.



-56 -

8. ZAVER

e Potkani NK receptory rClrb WAG, rNKRPIB WAG, rNKRPIB SD
ve vektoru pYDS5 byly pfipraveny v expresnim systému HEKZ293S GnTI
linie a byla provedena jejich purifikace.

e Pomoci analytické ultracentrifugy metodou sedimentacni rychlosti byla
detekovana tvorba komplexu u smési rClrb a INKR-P1B.

e S pripravenymi proteiny rClrb byla provedena optimalizace krystaliza¢nich
podminek.

e Byly pfipraveny nové expresni vektory kodujici potkani NK receptory rClrb
WAG, tNKRPIB WAG, rNKRPIB SD a virovy protein RCTL ve vektoru
pHLsec-AFcHis.

e Produkce proteini z pHLsec-AFcHis plazmidi byla ovéfena expresnim

testem v HEK293T linii s naslednou imunodetekci.
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