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Abstrakt

Soucésti imunitniho systému nejen ¢lovéka jsou tzv. NK bunky (z anglického natural
killer cells). Ukolem t&chto bunék, které jsou slozkou nespecifické imunity, je vyvolat
apoptozu u bunck télu vlastnich, které jsou hrozbou pro organismus (naptiklad bunky
napadené viry ¢i rakovinné buriky).

K rozpoznani cilovych bunék slouzi NK bunkdm povrchové receptory. Receptort je
dnes znama cela fada a jejich déleni vyplyva naptiklad z podobnosti jejich struktur, nebo
povahy signalu, ktery zprostfedkovavaji NK bunikam. Podle toho rozliSujeme receptory
aktivaéni a inhibi¢ni. Inhibicni receptory potlacuji NK bunéénou odpoveéd, zatimco
receptory aktivaéni tuto odpovéd’ vyvolavaji. Béhem kontaktu NK buiiky s jinou bunkou je
vysledné chovani NK bunky vzdy vysledkem urcité rovnovahy odpovédi receptorti
aktivac¢nich 1 inhibi¢nich.

Receptor NKp44 je imunoglobulinovy receptor. Tento receptor je mezi ostatnimi
receptory velmi ojedinély z mnoha hledisek, napfiklad i proto, ze je spojen jak s
aktivaénim, tak inhibicnim motivem. Ligandem tohoto receptoru je jaderny antigen
proliferujicich bunék (PCNA). PCNA je svorkovy protein dulezity mimo jiné béhem
replikace DNA, pii které ukotvuje ostatni proteiny replizomu.

Tato prace je zamétena na rekombinantni pfipravu receptoru NKp44 (protein PCNA byl
jiz pripraven diive) a studium vzdjemné interakce obou vazebnych partnert. Protein
NKp44 byl ptipraven rekombinantné v expresnim systému HEK293S GnTI'. Protein byl
pfipraven v riznych variantach faznich konstrukti (nékteré nesly mutaci a liSily se
orientaci Fc fragmentu IgG).

Z pripravenych konstrukti byl poté vybran nejvhodnéjsi kandidat, ktery byl pouzit pro
analyzu vazby mezi obéma vazebnymi partnery. K tomu byly vyuzity biofyzikalni metody
analyticka ultracentrifugace a mikrotermoforéza. Pomoci mikrotermoforézy byla
pozorovana urcitd interakce mezi proteiny, a¢ presnost ur¢eni disociacni konstanty
komplexu NKp44:PCNA byla v tomto pfipad€ velmi mala. Analyticka ultracentrifugace na

druhou stranu neprokazala interakci Zadnou.
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Abstract

Natural killer cells (NK cells) are part of the immune system in human and other
mammals. The task of these cells, which belong to the non-specific immunity, is to induce
apoptosis in other cells of the body that may represent a threat for the body (i.e., tumour or
virally infected cells).

NK cells have a variety of surface receptors to recognize their target cells. A number of
receptors are well-known today and they may be divided into groups based, e.g., on their
structural similarities or on the type of signal which these receptors present to NK cells.
Accordingly, we distinguish activation and inhibitory receptors. Inhibitory receptors inhibit
NK cell response, while activation receptors elicit this response. During NK cell contact
with another cell, the resulting NK cell behaviour is always the result of a certain balance
of activation and inhibitory receptor responses.

The NKp44 receptor is an immunoglobulin-like receptor. This receptor is very unique
among other receptors in many respects, for example because it is associated with both
activation and inhibitory motif. The ligand of this receptor is a proliferating cell nuclear
antigen (PCNA). PCNA is a clamp protein important, inter alia, during DNA replication, in
which it anchors other replisome proteins.

This work is focused on recombinant preparation of NKp44 receptor (PCNA protein
was already prepared earlier) and a study of interaction between both of these binding
partners. NKp44 was prepared recombinantly in the HEK293S GnTI expression system.
The protein was prepared in several variants of the fusion constructs (some carrying
mutation and differing in the orientation of the IgG Fc fragment).

The most suitable candidate was then selected from the prepared constructs and used to
analyze the binding between the two proteins. Biophysical methods of analytical
ultracentrifugation and microscale thermophoresis were used for this purpose. Some
interaction between proteins was observed by microscale thermophoresis, although the
accuracy of the determination of the dissociation constant of the NKp44:PCNA complex
was really very poor. On the other hand, analytical ultracentrifugation did not show any

interaction.
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Seznam zkratek

AA
APS

AUC
BSA
cPCR
dH,O
DOL
IFN-y
HLA
IPTG

ITAM
ITIM
ILC

IR

IPEI
MBP
MHC gp

MLL5

MST
NCR

NK
NKp30

NKp44

akrylamid (z anglického acrylamide)
peroxosiran amonny (z anglického ammonium persulfate)

analytickd ultracentrifuga (z anglického analytical ultracentrifuge)
hovézi sérovy albumin (z anglického bovine serum albumin)

PCR z bunéénych kolonii (z anglického colony polymerase chain reaction)
deionizovana voda

uspésnost znaceni (z anglického degree of labelling)

interferon vy

lidsky leukocytarni antigen (z anglického human leukocyte antigen)
izopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid (z anglického isopropyl
B-D-1-thiogalactopyranoside)

imunoreceptorovy aktivaéni motiv na bazi tyrozinu (z anglického
imunoreceptor tyrosine-based activation motif)

imunoreceptorovy inhibi¢ni motiv na bazi tyrozinu (z anglického
imunoreceptor tyrosine-based inhibition motif)

vrozené lymfoidni buiiky (z anglického innate lymphoid cells)
infracerveny (z anglického infrared)

linedrni polyethylenimin (z anglického linear polyethylenimine)

maltdzu vazajici protein (z anglického maltose — binding protein)
glykoprotein hlavniho histokompatibilniho komplexu (z anglick¢ého major
histocompatibility complex)

leukemicky protein smiSené linie (z anglického mixed lineage leukemia 5
protein)

mikrotermoforéza (z anglického microscale thermophoresis)

receptory piirozené cytotoxicity (z anglického natural cytotoxicity
receptors)

pfirozeny zabijak (z anglického natural killer)

receptor NK bunék o velikosti 30 kDa (z anglického natural killer cell
protein 30 kDa)

receptor NK bunék o velikosti 44 kDa (z anglického natural killer cell
protein 44 kDa; produkovany konstrukt: Q22—A188)



NKp44L izoforma proteinu MLLS, ligand receptoru NKp44 (z anglického NKp44

ligand)

NKp44M mutovana verze produkovaného NKp44 (konstrukt Q22—A188 s mutaci
C155S)

NKp46 receptor NK bunék o velikosti 46 kDa (z anglického natural killer cell
protein 46 kDa)

OE-PCR metoda PCR pro prodluzovéni ptesahujicich konct (z anglického overlap

extension polymerase chain reaction)

PCNA jaderny antigen proliferujicich bun¢k (z anglického proliferating cell nuclear
antigen)

PCR polymerdzova fetézova reakce (z anglického polymerase chain reaction)

PMSF fenylmethansulfonylfluorid (z anglického phenylmethanesulfonyl fluoride)

RFC replikacni faktor C (z anglického replication factor C, ¢asto také

oznacovaného jako clamp loader)

SDS dodecylsulfat sodny (z anglického sodium dodecylsulfate)

SDS-PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (z anglického sodium
dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

TEMED N,N,N’,N'-tetramethylethylendiamin

TRIC na teploté zavisld zména intenzity fluorescence (z anglického temperature

related intensity change)

(W/w) hmotnostni zlomek (z anglického weight/weight)
(W/v) hmotnostné-objemovy zlomek (z anglického weight/volume)
(v/v) objemovy zlomek (z anglického volume/volume)
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1 Uvod

1.1 Imunitni systém

Imunitni systém je jednim ze zdkladnich homeostatickych mechanizmi organismu. Jeho
ukolem je rozpoznani potencialni hrozby a jeji piipadna eliminace. Imunitni systém musi
jejich produkty, a pted jejich plisobenim organizmus branit. Na druhou stranu musi byt
schopen autotolerance, aby neposkozoval vlastni tkdn€. Zaroven také zprostiedkovava
imunitni dohled, tedy rozpoznava i vnitini Skodliviny, jako tfeba mutované bunky, které
pribézné odstraniuje. Nedilnou slozkou imunitniho systému jsou NK buiiky (z anglického

natural killer cells) [1].

1.2 NK bunky

1.2.1 Pavod NK bunék

NK bunky byly nejspiSe poprvé pozorovany dvojici Cudkowicz a Stimpfling v roce
1964. Zpocatku byly NK burky popisovany jako lymfocyty se spontanni reaktivitou vici
uréitym nadorovym bunikdm. Pozdé&ji, v sedmdesatych letech, byly popsény a odliSeny od
T a B lymfocyt. Samotny nazev ,,NK bunky* (resp. natural killer cells) pochazi také ze
sedmdesatych let (konkrétné zroku 1975) a byl zaveden vyzkumnym tymem Evy
Kleinové [2, 3].

NK buniky vznikaji diferenciaci z bunék kostni dfen¢ a morfologicky jsou fazeny mezi
velké granularni lymfocyty [4]. Misto maturace NK bunék bylo doneddvna predmétem
diskuze. Uvazovalo se o kostni dfeni ¢i sekundarnich lymfatickych organech, které se dnes
zdaji byt pravdépodobnéjSim mistem dozrani NK bunék [5, 6].

Narozdil od T a B lymfocytii u NK bun¢k nenajdeme antigenné specifické receptory.
Tim padem byly zafazeny do neadaptivni slozky imunitniho systému. Nedavno bylo na
zaklad€ novych studii navrZzeno fazeni NK bun€k do rodiny vrozenych lymfoidnich bunék
(ILC — zanglického innate lymphoid cells). ILC pfispivaji ke tkdnové homeostaze,
organizaci lymfoidnich tkdni a obrané proti infekcim [7]. Jiné studie zminuji napiiklad
schopnost NK bun¢k vyuZzivat imunologickou pamét’ ¢i vysokou specifitu NK receptort
vuci jejich ligandiim. Diky tomu, se dnes hovoii spiSe o tom, ze NK buiiky vytvareji

»evoluéni most* mezi imunitou neadaptivni a adaptivni [1, 8].
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NK burnky se vyskytuji primarné v periferni krvi a dale je nalezneme naptiklad v kostni
dfeni, slezin¢, lymfatickych uzlinach, ale i v organech jako jsou ledviny, plice, slinivka
bfisni nebo déloha. NK bunky navic migruji do zanétlivych tkéni a sekundarnich
lymfatickych organa, kde tvoii prvni obranu proti virovym infekcim [7]. U ¢clovéka tvori

NK buiiky az 15 % v téle cirkulujicich lymfocyti [9].

1.2.2 Uloha NK bunék

Ukolem NK bunék je rozpoznani a nasledna likvidace cilovych bungk, které jsou
uréitym zpusobem poskozené. Jde napiiklad o buiiky rakovinné ¢i virové infikované.
NK buiiky se podili i na obrané¢ proti patogeniim, jako jsou naptiklad bakterie. Unikatni
schopnosti téchto bunék imunitniho systému je pomérné specifické rozpoznani a lyze
bun¢k cilovych bez predchoziho kontaktu [10, 11]. Funkce téchto bunék imunitniho
systému tkvi zejména v jejich silné cytolytické aktivité. Aktivované NK bunky navic
produkuji cytokiny, které dale zprosttedkovavaji zanét, jednim z nich je teba interferon y
(IFN-y), stimuluji hematopoézu (krvetvorbu) a indukuji aktivaci a proliferaci granulocyti,
¢imz dale zesiluji zanétlivé odpovedi [7].

Samotna lyze cilovych bun€k probiha za vyuziti specidlnich exocytickych organel,
sekre¢nich lyzozoémi, nazyvanych také lyticka granula. Jsou to organely, které kombinuji
degrada¢ni funkci béznych lyzozoéml s moznosti podstupovat fizenou exocytdzu.
V sekre¢nich lyzozomech jsou uloZeny cytotoxické proteiny, jako granzymy €1 perforin.

Granzymy jsou proteazy a perforin je protein strukturné podobny komplementovému
proteinu C9 a podobné jako on je schopen vytvafet pory v cytoplazmatické membrané.
Tyto pory mohou prodéravénim membrany zapfi€init aZ smrt builkky osmotickym Sokem.
Pory jsou v8ak vétSinou pfili§ malé na to, aby byla cilova buiikka usmrcena timto zpisobem.
Slouzi pfedevsim pro vstup granzymi do buiiky. Ty maji za kol $tépit prekurzory protedz
zvanych kaspazy, ¢imZz dochéazi k aktivaci téchto kaspaz. Ty v cytoplazmé& Stépi dalsi
proteiny, ¢imz se spousti kaskada reakci vedoucich az k apoptotické smrti zasazené bunky.
Pfi rozpoznani cilové bunky NK buitka aktivuje polarizovanou exocytézu sekrecnich
lyzozémi. Proces vpraveni cytotoxickych molekul do cilové burnky se nazyva degranulace.

Béhem degranulace nejprve migruji sekrecni lyzozomy k mistu na membrané, kde jsou
buniky ve vzajemném kontaktu. Poté dojde k fuzi obou bunék a cytotoxické molekuly jsou

vpraveny uzkou S$térbinou do cilové bunky. Lytickd granula jsou sekretovana
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pravdépodobné jako celek, diky ¢emuz cytotoxické molekuly nenapadaji NK buiky [1,
12].

1.2.3 Rozpoznani cile NK bunkami

Cilové buiikky musi byt NK buitkami rozliSeny od bun¢k zdravych, aby nedochazelo
k atokiim na zdravé bunky. K tomuto ucelu slouzi NK buitkkdm povrchové receptory

oznacované jako NK receptory [1].

1.2.4 Receptory NK bunék

Dnes je znamo né¢kolik desitek téchto receptorti, mezi které patii receptory aktivacni,
inhibi¢ni, adhezni a cytokinové [13].

Déleni na aktivaéni a inhibi¢ni druhy receptort vyplyva z toho, jaké informace je na
zaklad¢é kontaktu receptoru s jeho ligandem piredana NK buiice. Ligandd pro aktivacni
receptory je cela fada. Jde o Siroké spektrum proteint, z nichZ nékteré nejsou jesté¢ zndmy.
Mezi znamé ligandy aktivacnich receptort patii napiiklad nckteré povrchové proteiny
exprimované buitkami infikovanymi virem, ¢i proteiny, jejichz zvysena exprese je spojena
s bunénym stresem nebo nddorovou transformaci. Signaly, kter¢ NK bunka obdrzi
z aktivacnich receptorti, stimuluji cytotoxickou odpovéd’ NK butiky. Inhibi¢ni receptory
jsou specifické pro MHC gp tfidy I (u clovéka také nazyvané HLA 1), coz jsou povrchové
glykoproteiny, jejichz ukolem je vazat peptidové fragmenty proteinii produkovanych
bunkou. Bunka tak inhibi¢nim receptorim déva najevo, ze neni nijak poskozena. Signal,
ktery NK burika od inhibi¢niho receptoru dostava, potlacuje cytotoxickou odpovéd’ [1].

Dojde-li ke kontaktu NK buiiky s jinou buiikou, mohou nastat tfi riizné situace (Casto se
hovoii o tzv. hypotézach), pro které se vzily anglické nazvy ,tolerance®, ,,missing-self* a
,induced-self*.

Stav oznaCovany ndzvem ,tolerance* nastavd, pokud ma NK buika vice signalu od
inhibi¢nich receptorti nez od receptort aktivacnich. V takovém piipadé je cilova builka
rozpoznana jako zdrava a nedochézi k aktivaci NK bunééné odpovédi.

Stav ,,missing-self* nastava ve chvili, kdy cilova buiika na svém povrchu nema MHC
gp tfidy I (nebo jich ma nedostatek). V takovém ptipad€ neméa NK bunka dostatek signdlu
od inhibi¢nich receptorti a dochazi k aktivaci jeji cytotoxické odpovédi.

Stav ,,stress induced-self™ nastava v situaci, kdy cilova buiika sice ma na svém povrchu

MHC gp ttidy I, ale zaroven je na jejim povrchu nadbytek ligandii pro aktiva¢ni receptory,
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napt. v disledku bunécného stresu. V takovém ptipad¢ dochazi také k aktivaci NK buiky
vlivem nadbytku aktivaéniho signdlu. Vysledna odpovéd NK bunky vzdy zavisi na
rovnovaze mezi signaly od aktivac¢nich a inhibi¢nich receptorti [13]. VSechny tyto situace

jsou znazornény na Obrazku 1.

A)

Imhibice MK bufiky

Aktivovana NK burika Nadorova bunika

B}

Aktivace NK bufky

Aktivovana NK bufika Nadorova bufika

Aktivace MK bufiky

Obrazek 1: Hypotézy ,tolerance®, ,,missing-self* a ,,induced-self* pro aktivaci NK
buiiky. A) Stav ,tolerance”. B) Stav ,missing-self*. C) Stav ,,induced-self‘. Pfevzato a
upraveno z [13].

1.2.4.1Receptory prirozené cytotoxicity

Jednou ze skupin NK receptort jsou tzv. receptory pfirozené cytotoxicity, oznacované
zkratkou NCR (z anglického natural cytotoxicity receptors). Tyto proteiny byly objeveny
v 90. letech a byly zatazeny do této skupiny kvili tomu, Ze jsou prostfednictvim kontaktu
s prislusSnymi ligandy schopny aktivovat NK buniku. Mezi tyto receptory fadime proteiny
NKp46 (NCR1), NKp44 (NCR2) a NKp30 (NCR3). Receptory NK buné¢k fazené do této
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skupiny jsou transmembranové proteiny typu I (tedy prochdzi pouze jednou pres
membranu a jejich C-konec je na intraceluldrni stran¢ membrany), maji jednu az dvé
extracelularni domény pro vazbu ligandu a patii do superrodiny imunoglobulinovych
receptorti. Transmembranova doména NCR obsahuje kladn€ nabitou aminokyselinu, ktera
muze interagovat se signalnimi adaptorovymi proteiny obsahujicimi imunoreceptorovy
aktivaéni motiv na bazi tyrozinu (ITAM - z anglického imunoreceptor tyrosine-based
activation motif) [14]. ITAM, podobné¢ jako imunoreceptorovy inhibi¢ni motiv na bazi
tyrozinu (ITIM — z anglického imunoreceptor tyrosine-based inhibition motif), tvoii
rozhrani receptorti s aktivatnimi a inhibi¢nimi signdlnimi cestami. Zatimco ITAM
mobilizuji aktivaci tyrozin kinaz, ITIM mobilizuji protikladné tyrozinové a inozitol—
lipidové fosfatdzy [15]. Vzhledem k tomu, Ze skupina receptori NCR byla vytvofena
diive, nez byly zndmy struktury téchto proteini, nevykazuji jednotlivé sem zatazené¢ NK
receptory piili§ dalSich podobnosti [14]. Naptiklad receptor NKp46 ma dv¢é extracelularni
imunoglobulinové domény, zatimco NKp30 a NKp44 maji pouze jednu. Receptor NKp44
je jako jediny ze zminéné trojice spojen s ITIM motivem [16]. Schematické zndzornéni

receptorit NCR je uvedeno na Obrazku 2.

NKp46 NKp44 NKp30
(NCR1/CD335) NCR2/CD336 NCR3/CD337
|Chromosom 19 6 6 |

Obrazek 2: Schematické znazornéni receptoriit NCR (NKp46, NKp44 a NKp30). NCR
je nesourodd skupina proteinti. Receptory maji rizny pocet imunoglobulinovych domén,
poji se sjinymi signalizacnimi adaptéry v transmembranovém tuseku, mohou mit
prostiednictvim ITAM a ITIM motiva rizny u¢inek na chovani NK bunky a geny pro tyto
proteiny jsou uloZeny na riznych chromozémech. Pievzato a upraveno z [16].
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1.2.4.1.1 Receptor NKp44

Receptor NKp44 byl objeven roku 1998. Jde o protein, ktery chybi na povrchu Cerstvé
izolovanych lymfocytl periferni krve, ale nachazi se na povrchu aktivovanych NK bunék.
NKp44 chybi u aktivovanych T lymfocyti i klonti T bun¢k. Vzhledem k tomu, ze NKp44
nebyl detekovan v zadné z ostatnich analyzovanych bunécnych linii, byl oznacen jako
prvni marker specificky pro aktivované lidské NK buriky [17]. Gen NCR2 kodujici NKp44
nebyl nalezen v genomu mysi, proto neni mozné pouzit mysi model pro studium tohoto
proteinu, jako je tomu u fady ostatnich receptortt NK bun¢k [18].

Rada ligandii tohoto receptoru je§té pravdépodobné neni znama. Mezi znamé ligandy
patii jaderny antigen proliferujicich bunek (PCNA — z anglického proliferating cell nuclear
antigen), ktery vyvolava po navazani na NKp44 inhibi¢ni uc¢inky na NK bunku. Aktivaéni
funkce tohoto receptoru je spojena s proteiny produkovanymi nékterymi nadory c¢i
buitkami nakazenymi virem HIV [19]. Dale je zndmo, Ze NKp44 je spojen s funkénim
rozpoznavanim nékterych subtypi chiipkového viru, obalkovych glykoproteinti viru
dengue a viru zapadonilské horecky ¢i hemaglutinin — neuraminidazy viru Sendai [18].
Jednim z ligandi NKp44 exprimovanych rakovinnymi bunkami je protein NKp44L
(NKp44 ligand). Tento ligand byl objeven diky screening testu za pouziti extracelularni
domény NKp44. Vysledek testu poskytl neobvyklou izoformu proteinu MLLS (z
anglického mixed lineage leukemia 5 protein; jedna se o jadernou lyzin methyltransferazu
2E). Tato izoforma je neobvykld svou C-koncovou sekvenci, ktera je nezbytna pro

lokalizaci MLLS5 na povrch bunky 1 pro vazbu receptoru NKp44 [20].

1.2.4.1.1.1 Struktura NKp44

Vytesit strukturu NKp44 se povedlo 5 let po objeveni tohoto receptoru, v roce 2003, po
jeho rekombinantni expresi v bakteridlnim expresnim systému E. coli. Protein byl
krystalizovan a jeho prostorova struktura objasnéna s pomoci rentgenové difrakce
s rozliSenim 2,2 A [21].

Jedna se o 44 kDa velky protein, jehoz extracelularni doména vykazuje sekvencni
podobnost s proteiny imunoglobulinové superrodiny. Extracelularni ¢ast receptoru NKp44
je tvofena 168 aminokyselinami, transmembranovy segment obsahuje 25 aminokyselin a
do intraceluldrniho prostoru zasahuje 63 aminokyselin. Imunoglobulinovd doména NKp44
je spojena s transmembranovou casti receptoru Usekem o 55 aminokyselinach, ktery

obsahuje tfadu mist N-glykosylace. Predpoklada se, ze pravé diky tomu je celkova
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molekulova hmotnost proteinu 44 kDa, a¢ by molekulovd hmotnost samotného fetézce
aminokyselin podle teoretického vypoctu odpovidala pouze 29 kDa.

Imunoglobulinova doména receptoru je tvoiena osmi vlakny, které tvofi takzvanou [3-
sendviCovou strukturu, tedy dvéma antiparalelnimi B-listy (po tfech a péti vldknech).
Oproti typické imunoglobulinové doméné¢, ktera obsahuje pouze jeden disulfidicky mustek,
zahrnuje tato doména u NKp44 navic i druhy disulfidicky mustek, ktery zfejmeé stabilizuje
smycku spojujici dva sousedni B-listy. Struktura imunoglobulinové domény NKp44 je
zobrazena na Obréazku 3.

Kladné nabitou aminokyselinou v transmembranovém segmentu je u NKp44 lyzin.
Prostiednictvim této aminokyseliny je pravdépodobné receptor spojen s dimerem proteinu
DAP12, ktery nese ITAM [21]. Diky tomuto spojeni se piedpoklddalo, ze NKp44 je
aktiva¢nim receptorem. Pozdéji vSak vyslo najevo, Ze tento receptor méa pravdépodobné na
NK buiiky nejen aktivaéni Gcinek, ale mize v zévislosti na vazbé s konkrétnimi ligandy
pusobit i jako inhibi¢ni receptor. Pro samotnou povrchovou expresi NKp44 je vsak
pfitomnost transmembranové molekuly DAP12 nesouci ITAM nezbytnd. Inhibi¢ni €inek
receptoru NKp44 se projevuje napiiklad pti vazbé ligandu PCNA, coZ zplsobuje spusténi

signalni drahy ptes rozhrani ITIM pfitomné v jeho vlastni intraceluldrni ¢asti [19].

Obrazek 3: Struktura imunoglobulinové domény receptoru NKp44. A) Hlavni fetézec
struktury imunoglobulinové domény NKp44 s vyznaenym charakteristickym druhym
disulfidovym mustkem (tyrkysova). B) Povrchové zobrazeni imunoglobulinové domény
NKp44 s vyznacenymi naboji (modrd — pozitivni naboj, cervend — negativni naboj).
C) Struktura imunoglobulinové domény NKp44 s barevnym oznacenim podle sekundarni
struktury proteinu (Cervend — P-listy, tyrkysova — o-helix, fialovd — smycky spojujici
ostatni utvary sekundarni struktury). Grafické zndzornéni bylo vytvofeno v programu
PyMol [22] dle struktury PDB ID 1HKF [21].
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1.2.5 PCNA, inhibi¢ni ligand pro NKp44

O PCNA, ligandu receptoru NKp44, mame dnes k dispozici mnohem vice informaci
nez o receptoru samotném, nebot’ tento ligand je molekulou, ktera se ticastni fady zivotné
dalezitych metabolickych déji. Objev PCNA byl uskutecnén v roce 1978, kdy byl tento
protein popsan jako antigen u pacientl s autoimunitni chorobou systémovy lupus
erythematodes. Poprvé byl tedy protein PCNA pozorovan v séru pacientll postizenych
timto onemocnénim [23]. O dva roky pozd¢ji, tedy v roce 1980, byl PCNA popsan
nezavisle na objevu z roku 1978 jako protein, jehoz exprese je zavisla na fazi bunééného
cyklu, a vyzkumnym tymem, ktery jej objevil, byl o dalsi dva roky pozdé&ji pojmenovan
jako cyclin [24, 25], s timto nazvem se vSak dnes jiZ nesetkavame.

O existenci a uloze PCNA se diky zminénym objevim hovofilo jiz v osmdesatych
letech, kdy byl tento protein pokladan za faktor nutny pro dostatecné pfiblizeni
polymerdzy 6 béhem replikace DNA [26, 27]. Pozdéji vyslo najevo, Ze PCNA neplni jen
funkci posuvné svorky béhem replikace DNA, ale mlize interagovat s celou fadou partnerd,
jiz jsou zapojeni v mnoha metabolickych dé&jich. PCNA se tak ucastni déja jako je
zpracovavani Okazakiho fragmentl, opravy DNA, remodelace chromatinu, methylace
DNA, regulace bunécného cyklu a dalSich [28]. Prostorova struktura tohoto trimerniho
proteinu byla vyfeSena diky krystalizaci a rentgenostrukturni analyze v roce 2004
s rozlisenim 2,6 A [29].

PCNA patii do proteinové rodiny tak zvanych posuvnych svorek. Do této rodiny patii
proteiny vétSinou prstencovitého tvaru, které mohou byt vazany na dvousroubovici DNA
prostfednictvim na sekvenci nezavislé interakce. DvouSroubovice DNA tak v tomto
komplexu prochazi stiedem prstencovitého proteinu. Vnitini primér svorkovych proteini
byva vrozmezi 30 az 35 A, diky ¢emuz mize DNA proteinovou strukturou volngé
prochéazet, aniz by jeji vazba vyvolavala sterické pnuti [30, 31]. Prvnim objevenym
proteinem z rodiny posuvnych svorek byla tak zvana B-svorka (anglicky B-clamp), obdoba
proteinu PCNA v organizmu E. coli [32].

PCNA, stejné jako tada dalSich proteinii rodiny posuvnych svorek, stimuluje syntézu
DNA diky svym interakcim s DNA polymerazami. Vysledkem tohoto piisobeni PCNA je
snizeni miry disociace primeru od templatové DNA [29]. PCNA béhem replikace tvoti
strukturu, kterd zejména kotvi proteiny replizOmu na svém mist¢ a je tak jednou
z nezbytnych komponent tohoto déje [33]. Mechanizmus, diky kterému se PCNA po
molekule DNA posunuje, zlstavd neobjasnén. Béhem pohybu PCNA po DNA vSak
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zustava zachovan uhel 30°, pod kterym je protein PCNA na nukleovou kyselinu vazan.
Konkrétni hel vazby PCNA na DNA je zfejmé nutny i pro spravnou funkci polymerazy d,
ktera je na svém misté ukotvena diky PCNA a piimo katalyzuje samotnou replikaci DNA.
Struktura prstence je kolem dvousroubovice DNA tvofena za spotfeby ATP pomoci
pentamerického proteinu nazyvaného replikacni faktor C (RFC, anglicky clamp loader

nebo také replication factor C) [32].

1.2.5.1Struktura PCNA

Prostorovou strukturu, jeZz zaujimad PCNA, nazyvame toroid [29]. Protein v nativni
formé tvoii homotrimer o molekulové hmotnosti 86 kDa [33]. Kazdy z monomerl je
slozen ze dvou podjednotek klinovitého tvaru. Podjednotky se skladaji ze dvou
antiparalelné uspotfadanych a-helixii, které jsou lokalizovany na vnitini strané toroidni
struktury PCNA, a jednoho B-sklddaného listu, ktery je na vngj$i strané¢ homotrimeru

PCNA. Struktura proteinu PCNA je znazornéna na Obrazku 4.

Obrazek 4: Struktura nativni formy PCNA. A) Struktura homotrimeru PCNA s barevné
odliSenymi monomernimi podjednotkami. B) Struktura PCNA s barevnym oznaCenim
podle sekundarni struktury proteinu (Cervena — B-listy, tyrkysova — a-helixy, fialova —
smycky spojujici ostatni Gtvary sekundarni struktury). Grafické znazornéni bylo vytvoieno
v programu PyMol [22] dle struktury PDB ID 1U7B [29].

Popsany strukturni motiv je zachovan i u ostatnich proteint z rodiny posuvnych svorek
(naptiklad u jinych organizmt), a¢ v jejich sekvencich jsou zna¢né rozdily. Prostor, kterym
DNA prochédzi, ma na svém povrchu tedy 12 o-helixii (4 o-helixy na kazdou ze tfi
podjednotek homotrimeru), které tvofi vnitini povrch PCNA [34].

Vnitini povrch toroidu nese bazické aminokyseliny lyzin a arginin, které maji kladny

naboj, a mohou tak vazat dvousroubovici DNA. Vazbu mezi molekulami PCNA a DNA
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zprostifedkovava jen 5 z 12 kladné nabitych aminokyselin na povrchu a-helixd umisténych

na vnitfnim povrchu PCNA [32, 34]. Interakce PCNA s DNA je znazornéna na Obrazku 5.

Obrazek 5: Interakce proteinu PCNA s molekulou DNA. Struktura proteinu PCNA
s vyznacenymi naboji (modra — pozitivni naboj, Cervend — negativni naboj) a molekulou
DNA (tmavé rizova) prochézejici skrz PCNA. DNA interaguje s 5 z 12 a-helix{ na vnitini
stran¢ povrchu PCNA, které nesou kladné nabité aminokyseliny. Grafické znazornéni bylo
vytvotfeno v programu PyMol [22] dle struktury PDB ID 5L7C [33].

1.2.6 Interakce PCNA s jinymi proteiny

Hlavnim interakénim mistem v molekule PCNA je interdoménova smycka pojici
ob¢ podjednotky monomeru PCNA. Jde o usek L121-E132, ktery je rozpoznavan fadou
interak¢nich molekul, mimo jiné i polymerazou 6. Mezi dalsi proteiny rozpoznavajici toto
misto patii naptiklad flap endonukleaza 1, p21 (inhibitor cyklin dependentnich kindz) nebo
ligdza 1. Tento pro interakci dilezity usek je vyznacen na Obrazku 6.

Dalsi dilezitou vazebnou sekvenci v PCNA je N-koncovy usek zahrnujici a-helixy na
vnitini stran€ toroidu. Tento Usek je soucdsti vazebného mista napiiklad pro cyklin D.
Neméné dilezitou sekvenci je 1 usek na C-konci PCNA, ktery je dileZity pro interakci
PCNA s polymerdzou & ¢i RFC. Oba useky jsou spolecné s interdoménovou smyckou
vyznaceny na Obrazku 6. Mnoho proteinti vazicich se na PCNA obsahuje bézny vazebny

motiv oznacovany jako PIP-box [28].
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Obrazek 6: Interakéni useky proteinu PCNA. Struktura trimeru proteinu PCNA
s vyznacenymi Useky (Cervené), které jsou dilezité pro interakci s proteiny, jejichz nazvy
jsou uvedeny u piislusnych usekt. Grafické znazornéni bylo vytvotfeno v programu PyMol
[22] dle struktury PDB ID 1AXC [35] a strukturniho popisu [28].

1.2.6.1Interakce NKp44 s PCNA

Protein PCNA byl prvnim objevenym ligandem receptoru NKp44. Inhibi¢ni plisobeni
proteinu PCNA na NK buiiky bylo vSak popsano jest¢ diive [14]. Po navazani PCNA na
NKp44 dochazi totiz k pfenosu signalu ptres ITIM motiv, lokalizovany v cytoplasmatické
¢asti proteinu NKp44, coz vyvolava inhibi¢ni ucinek na NK bunky [19]. Existuji sice i
studie, které hovoti o tom, Ze ITIM motiv receptoru NKp44 postrada aktivitu, ale pfevazna
fada publikaci, mimo jiné i publikace zminujici interakci NKp44:PCNA, toto tvrzeni jiz
vyvraceji [36].

Nadmérna exprese PCNA je spojena s rakovinnymi bunikami. Diky povrchové expresi
PCNA mohou zfejm¢ nddorové buiniky unikat imunitnimu dohledu. Stejného principu
vyuziva lidsky organizmus béhem prvniho trimestru t€¢hotenstvi. V tomto obdobi dochazi
ke zvySeni produkce PCNA. Diky tomu je plod chranén pfed utokem imunitniho systému
prostfednictvim NKp44:PCNA interakce [18, 19]. Béhem prvniho trimestru t€hotenstvi je
také na povrchu NK buné¢k exprimovan receptor NKp44 bez ptedchozi aktivace NK bun¢k,
ktera je v jinych ptipadech pro expresi NKp44 nutna [14].

A¢ byl protein PCNA uzce spojovan s nadorovym bujenim, fakt, Ze mize byt pfimym
ligandem receptoru NKp44, byl pomérné ptekvapujici. Exprese i ptisobeni PCNA byly
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puvodné povazovany za procesy, které se odehravaji pouze v bunééném jadie [14, 37].
Moznym mechanizmem vyskytu PCNA na bunééném povrchu se ukazuje byt kolokalizace
PCNA s HLA 1. tfidy. Na povrchu nadorovych bun¢k se podafilo nalézt komplex PCNA
s HLA 1. tfidy a povedlo se ovérit, ze tento komplex je rozezndvan receptorem NKp44,
vysledkem ¢ehoz je inhibice NK bunécné odpovédi. Otdzkou po tGspéSném experimentu
vSak zustalo, zdali je inhibi¢ni G€inek prostfednictvim NKp44 vyvolan proteinem PCNA,
nebo pouze komplexem PCNA s HLA 1. tiidy [19].

Interakce samotného proteinu PCNA s NKp44 se stala cilem nedavného vyzkumu,
béhem kterého byl receptor pfipraven ve form¢ 20 aminokyselin dlouhych peptidd,
u kterych byla sledovana mira interakce s proteinem PCNA. Vysledkem bylo nalezeni
fragmentu NKp44, pojmenovaného pep8 (aminokyseliny 57-76), ktery specificky vazal
PCNA a blokoval vazbu molekuly NKp44 na PCNA. Jeden z dalSich testovanych
fragmenti NKp44, pepl0 (aminokyseliny 67-86), také béhem experimentu interagoval
s molekulou PCNA. Fragment pojmenovany pepl0 v komplexu s PCNA vsak neblokoval
vazbu receptoru NKp44 na PCNA. Alesponi nékteré z aminokyselin (67-76) jsou tak
ziejmée soucasti vazebného mista NKp44 pro PCNA. Samotny peptid tvoieny pouze témito
10 aminokyselinami vSak PCNA nevézal [38]. Bliz8i strukturni popis interakce téchto

proteinl zatim k dispozici neni.

1.3 Teoreticky uvod k vybranym metodam

1.3.1 OE-PCR

Varianta PCR prodluZovéani pfesahujicich konct (OE-PCR — z anglického overlap
extension polymerase chain reaction) se pouziva pro spojeni dvou DNA fragmentt, ale
mimo jiné mizZe byt pouZita 1 pro vnaseni mutaci do DNA.

Béhem pracovniho postupu dochdzi ke spojeni dvou nebo vice DNA fragment diky
komplementarnim ptresahtim, které jsou vytvotfeny na koncich DNA vldken. Tato vldkna
ziskame pomoci prvni PCR reakce za pouziti primerd s urcitym piesahem. DuleZitym
krokem je tedy navrzeni primerd. Primery pro tento typ PCR maji presahy (doporucuje se
asi 20-30 part bazi), které jsou navzdjem komplementarni, diky ¢emuz se na sebe vldkna
DNA amplifikovand pomoci téchto primert vazi. Je také dulezité, aby rozdil v teploté

disociace primeru od templatu byl pro oba navrzené primery co nejmensi [39].
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Produkty prvni reakce se ve kroku druhém chovaji jako PCR primery (s rozdilem ve
velikosti oproti béznym PCR primeriim). Vldkna syntetizovana v prvnim kroku reakce mifi
na opacné strany od sebe. Diky tomu jsou k sobé ob& vldkna vézdna pouze kratkym
usekem, ktery je tvofen plivodnimi pfesahy DNA primerd. Ve druhém kroku tedy dochézi
k syntéze zbylych tisekii DNA za vzniku plnohodnotného dvouvldknového produktu [40].

Pokud pouzijeme jeden DNA templat, mizeme jej pomoci dvou nezavislych PCR
reakci rozdélit na 2 produkty (za pouziti FW a REV primerid v misté rozdéleni). Nasledné
mohou byt oba produkty pomoci OE-PCR spojeny, béhem ¢ehoZ muize byt do genu
zavedena pozadovana mutace. Pro Gspé$né vneseni mutace je zasadni spravné navrzeni
primert. Pokud béhem tohoto kroku vneseme mutaci do ¢asti obou primerti, které jsou pii
druhém kroku pouzity pro vzajemnou hybridizaci obou vldken, bude mutace pfitomna i ve

vysledném produktu. Schéma OE-PCR je znazornéno na Obrazku 7.

1. Krok - reakce Aa B

I
FW1 REV 1 Fw2 REV 2
\I/Reakce A \l/Reakce B
Produkt A Produkt B
s I —
2. Krok - reakce za pouZiti produktt A a B jako templatt
Produkt A
T REV 2 [
B I ——
FW1 \l/ Produkt B
a I
s I ——

Obrazek 7: Schéma priibéhu OE-PCR. Béhem prvniho kroku jsou vytvotfeny 2 produkty
(produkt A a produkt B), které nesou mutaci (zlutd) na svych vzajemné komplementarnich
koncich. Inzerce této mutace je mozné diky vneseni mutace do primert (REV 1 a FW 2),
které hybridizuji s templatovou DNA v misté, kde ma byt mutace vloZena. Ve druhém
kroku slouzi PCR produkty A a B jako primery pro druhou PCR reakci a je syntetizovan
zbytek genu.

1.3.2 Mikrotermoforéza

Mikrotermoforéza (MST — z anglického microscale thermophoresis) je biofyzikalni

metoda studia mezimolekulovych interakci zalozena na jevech zndmych jako termoforéza
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a na teploté zavisla zmeéna intenzity fluorescence (TRIC — z anglického temperature related
intensity change). Pomoci MST je mozné kvantitativné popsat mezimolekulové interakce.
Termoforéza vyuzivd pohybu molekul v pfitomnosti teplotniho gradientu a TRIC je
zhaSeni fluoroforu pii vystaveni teplotnimu gradientu. Pro vytvofeni teplotniho gradientu
se vyuziva infraerveny (IR — z anglického infrared) laser. Jev plsobici proti termoforéze
je difaze. MST méfeni vypovida o velikosti molekul, naboji, hydratacni vrstvé, konformaci
a ucincich TRIC. Tyto udaje se s vazbou dalsi molekuly odliSuji a méfeni se provadi
v fadé, ve které je v kazdém vzorku stejna koncentrace cilového fluorescencné znaceného
proteinu, ale koncentrace ligandu se méni (bézné se pouziva dvojkova fedici fada) [41, 42].

Vzorky jsou do MST pfistroje aplikovany v kapilarach. MST signal je poté vynesen do
grafu v zavislosti na koncentraci ligandu, ¢imz je ziskdna funkce vypovidajici o zavislosti
odezvy na davce ligandu. Z této funkce je mozno vypocitat disociacni konstantu pro
pozorovany komplex [43]. Schéma priabé¢hu MST signalu i graf zavislosti odezvy na davce

ligandu je na Obrazku 8.
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Obrazek 8: Schéma MST experimentu a jeho vyhodnoceni. Fluorescencni MST signal
detekovany v case je v normalizované formé vynesen pro vSechny kapilary obsahujici
riznou koncentraci ligandu (vlevo). Ze zacatku sledujeme pouze klidovou fluorescenci
pouzit¢ho vzorku. Poté je aplikovan teplotni gradient prostfednictvim IR laseru, ktery
pusobi po ¢as vyznaceny Sedym polem na obrdzku. Nahla zmeéna signalu je oznacovana
jako tzv. teplotni skok (anglicky T—jump) a obdobny jev po vypnuti laseru je oznaovan
jako inverzni teplotni skok (anglicky inverse T—jump). Jednotlivdi méfeni znézornéna
riznymi odstiny modré se vzajemné 1i$i koncentraci ligandu. Disociaéni konstanta K je
poté urcena ze zavislosti odezvy detektoru ve vybraném case pusobeni teplotniho gradientu
na koncentraci ligandu (vpravo). Pievzato a upraveno z [43].

MST experiment nevyzaduje imobilizaci ani jednoho z vazebnych partneri a

prostfednictvim této metody mohou byt charakterizovany interakce bez omezeni velikosti
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molekul ¢i druhu rozpoustédla. VéEtSinou je vSak nutné fluorescencni znaceni jednoho
zvazebnych partnerti [41]. MST piistroj Monolith NT.115 Pico (NanoTemper

Technologies, Némecko) je zobrazen na Obrazku 9.

Obrazek 9: MST pristroj. Monolith NT.115 Pico (NanoTemper Technologies, Némecko;
vlevo) a drzédk pro kapilary naplnéné vzorkem, ktery se vkladd do piistroje (vpravo).
Pievzato a upraveno z [43, 44].
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2 Cile prace

¢ Priprava proteinu NKp44 v expresnim systému HEK293

¢ Studium interakce receptoru NKp44 s jeho ligandem PCNA
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3 Material

3.1 Pouzité pristroje a vybaveni

Analyticka ultracentrifuga ProteomeLab XL-I (Beckman Coulter, USA)

Analytické vahy AND HA — 180M (A&D, Japonsko)

Centrifuga EBA 12R (Hettich, Némecko)

Centrifuga Allegra X —22R (Beckman Coulter, USA)
Elektroforetickd souprava pro agarosovou (Biokeystone, USA)

elektroforézu

Elektroforetickd souprava pro SDS-PAGE (Bio — Rad, Némecko)

Fluorimetr Tycho (NanoTemper Technologies, Némecko)

Indikatorové papirky pro orienta¢ni zjisténi pH (Lachema, CR)

Inkubator IR 5000 (LABsystem Praha, CR)

Inkubator MCO0-18 AIC (Sanyo, Japonsko)

Kapilary Monolith NT.115 Premium (NanoTemper Technologies, Némecko)
Kapilary Monolith NT.115 (NanoTemper Technologies, Némecko)
Kapilary Tycho NT.6 (NanoTemper Technologies, Némecko)
Kolona HiTrap Desalting Sephadex G-25 (GE Healthcare, USA)

Kolona HiTrap MabSelect SuRe 5 ml (GE Healthcare, USA)

Kolona HiTrap Talon 5 ml (GE Healthcare, USA)

Kolona Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare, USA)

Kolona Superdex 200 Increase 10/300 GL (GE Healthcare, USA)

Koncentrator Amicon Ultra (MWCO 10000) (Millipore, USA)

Laminarni box Labox BIO 126 (LABOX, CR)

Mikrocentrifuga Ministar Silverline (VWR, USA)

Mikrofiltr o velikosti pora 0,22 um (TPP, Svycarsko)

Mikrozkumavka 200 pl (Eppendorf, USA)

Mikrozkumavka 1,5 ml (Eppendorf, USA)

Mikrovlnna trouba OPTICOOK compact (Optimo Moulinex, Francie)

MST pfistroj Monolith NT.115 Pico (NanoTemper Technologies, Némecko)
Spektrofotometr DS-11 (DeNovix, USA)

Termoblok LS1 (VLM, Némecko)

Termocykler T100 (Bio — Rad, Némecko)

27



Ttepacka Celltron

Ttepacka HT Multitron Pro
Trepacka G24

Ultrazvukova sonda SONOPLUS
Vortexovy mixér

Zdroj napéti 251 -2

3.2 Pouzité chemikalie

Agar

Agaroza

Akrylamid

Ampicilin 100 mg/ml

Azid sodny (NaN3)

Barvivo GoodView 11

Deoxynukleotidovy mix (ANTPS) 10 mM
Dodecylsulfat sodny (SDS)
Fenylmethansulfonylfluorid (PMSF)
Hovézi sérovy albumin (BSA) 10 mg/ml
Chlorid hotecnaty (MgCl,) 100 mM
Izopropanol

Izopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid (IPTG)
Kvasni¢ny extrakt

Kyselina valproova

L-glutamin

Leupeptin 1 pg/ml

Lineérni polyethylenimin (IPEI) 25 kDa
Pepstatin 0,001 mg/ml

Peroxosiran amonny (APS)

Pluronic F-68

Standard pro agar6zovou elektroforézu 1 kb
Standard pro agar6zovou elektroforézu 100 bp
Standard pro SDS-PAGE
Tetramethylethylendiamin (TEMED)

(Infors HT, Svycarsko)

(Infors, Svycarsko)

(New Brunswick Scientific, USA)
(Bandelin, Némecko)

(Velp Scientifica, Italie)

(Sigma — Aldrich, USA)

(Oxoid, Anglie)

(Sigma — Aldrich, USA)
(Sigma — Aldrich, USA)
(Biotika, SR)

(Serva, USA)

(Ecoli, Slovensko)

(Top — Bio, CR)

(Jersey Lab Supply, USA)
(Thermo Scientific, USA)
(New England Biolabs, USA)
(New England Biolabs, USA)
(Lach — Ner, CR)

(Sigma — Aldrich, USA)
(ImunaPharm, SR)

(Sigma — Aldrich, USA)
(Sigma — Aldrich, USA)
(Sigma — Aldrich, USA)
(Polysciences, USA)
(Thermo Scientific, USA)
(Serva, USA)

(Sigma — Aldrich, USA)
(New England Biolabs, USA)
(New England Biolabs, USA)
(Thermo Fisher)

(Serva, USA)
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Tris (Sigma — Aldrich, USA)

Trypanova modft (Sigma — Aldrich, USA)
Tween 20 (NanoTemper Technologies, Némecko)
2-merkaptoethanol (Sigma — Aldrich, USA)

3.2.1 Pouzité enzymy

Emerald cPCR master mix (Thermo Scientific, USA)
Infusion enzym s reakénim pufrem (Biotool, Svycarsko)

Lysozym 100 mg/ml

Polymeraza QS5 s reakénim pufrem (New England Biolabs, USA)
Polymeraza Phusion s reakénim pufrem

Restrikéni endonukledza Agel HF 10 U/ul (New England Biolabs, USA)
Restrikéni endonukleaza Kpnl 5 U /ul (New England Biolabs, USA)
RNéza A 100 ng/ml (Lach — Ner, CR)

3.2.2 Pufry a roztoky

e Barvici roztok pro SDS-PAGE
(45 % methanol, 10 % kys. octova, 0,25 % Coomassie Briliant Blue R 250)
e Citratovy pufr
(100 mM citrat sodny, 150 mM NaCl, 10 M NaNs, pH 3,0)
e Elektrodovy pufr
(25 mM Tris, 190 mM glycin, 0,1 % (w/v) SDS, pH 8,3)
e ExCell 293
(komer¢ni médium, pred pouzitim doplnéno o L-glutamin o vysledné koncentraci 4 mM;
Sigma — Aldrich, USA)
e LB - médium
(1 % trypton, 0,5 % kvasni¢ny extrakt, 1 % NaCl, pH 7,4)
e MES
(20 mM MES, 100 mM NacCl, 10 mM NaNj3, pH 5,0)
e Mobilni faze pro gelovou permeacni chromatografii
(10 mM HEPES, 150 mM NacCl, 10 mM NaNs, pH 7,5)
e Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE
(35 % ethanol, 35 % kys. octova)
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e PBS pufr
(50 mM Na,HPOg4, 300 mM NaCl, 10 mM NaNj3, pH 7,5)
e PBS imidazol pufr
(50 mM Na,HPOy4, 300 mM NaCl, 10 mM NaNj3, 250 mM imidazol, pH 7,5)
e PBS-TK
(10 mM Na,HPOy4, 150 mM NacCl, 2 mM KCl, 2 mM KH,PO4, pH 7,0)
e Pufr 1 pro linearizaci plazmidi
(10 mM Bis Tris Propan — HCI, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT, pH 7.0; New England
Biolabs, USA)
e Roztok antibiotik pro transfekci HEK293 100X koncentrovany
(penicilin 1000 U/ml, streptomycin 100 pg/ml)
e Roztok IPEI
(10 mg/ml IPEI v PBS-TK)
e Roztok PMSF
(100 mM PMSF v ethanolu)
e Siran hore¢naty (MgSQOy)
(100 mM; New England Biolabs)
e TAE pufr pro agarosovou elektroforézu
(40 mM Tris, 20 mM kys. octovd, 1 mM EDTA)
e TES pufr
(10 mM Tris, 2 mM EDTA, 150 mM NacCl, 10 mM NaNj3, pH 8,0)
o Tris 6,8
(1,5 M Tris, pH 6,8)
o Tris 8,8
(1,5 M Tris, pH 8,8)
e Vzorkovy pufr pro agarosovou elektroforézu 5x
(30 % glycerol, bromfenolova modi v TAE)
e Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE 5x konc. neredukujici
(31,5 mM Tris, 10 % (v/v) glycerol, 1 % (w/v) SDS, 0,005 % (w/v) bromfenolova modr,
10 mM NaNjs, pH 6,8)
e Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE 5% konc. redukujici
(vzorkovy pufr pro SDS-PAGE 5x koncentrovany s 10 % podilem 2-merkaptoethanolu)
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3.2.3 DNA klony, plazmidy a primery pro PCR a DNA sekvenaci

3.2.3.1DNA klony

Gen NKp44 klon HG11550-M (Sino Biological, Cina)

3.2.3.2Plazmidy

Plazmid pHLsecFcHis

Plazmid pMAL-C2T — HRV — MBP-3C
Plazmid pTW5 — aFGF

Plazmid pTWS5 — p27

Plazmid pYD5

3.2.3.3Primery pro PCR

3.2.3.3.1 Primery pro klonovani do plazmidu pHLsecFcHis

e NKp44 A188 pHLsec FcHis REV
5" AACAGCACCTCCAGGGTACCTGCAGGGCCAGGG 3’
e NKp44_CI155S_FW
5" CCAGAGCTCTGTGCCT 3’
e NKp44_C155S_REV
5" AGGCACAGAGCTCTGG 3’
e NKp44_Q22 pHLsec_FW
5'CGTAGCTGAAACCGGTCAATCCAAGGCTCAGGT 3’

3.2.3.3.2 Primery pro klonovani do plazmidu pYD5

e NKp44 Q22 pYD5 FW
5" TTTTCAGGGCACCGGTCAATCCAAGGCTCAGGT 3
e NKp44 A188 pYD5 REV
5" AGGTCGGGGGATCAGGTACCTGCAGGGCCAGGG 3’

3.2.3.3.3 Sekvenacni a ostatni primery

e pTT FW
TGATATTCACCTGGCCCGATCTG
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e pTT_REV
GAGAGTGAGCCTTCCTGTAT

e pHLsec FW
GCTGGTTGTTGTGCTGTCTCATC

e pHLsec REV
GATAGTCTTCCACCACCGACCAC

e pTWSseq REV
GCGATACACCTATGCGACGAA

3.2.4 Bunééné kmeny a linie

Escherichia coli BL21(DE3)
Escherichia coli DH5a
Escherichia coli NEB 10
HEK293S GnTI'

3.2.5 Soupravy

Monolith Protein Labeling kit RED-NHS 2™ gen.

Nucleospin® gel and PCR clean-up
NucleoSpin® Plasmid
NucleoBond® Xtra Midi / Maxi

(Thermo Scientific, USA)
(Thermo Scientific, USA)
(New England Biolabs, USA)
(ATCC, USA)

(NanoTemper Technologies, Némecko)
(Macherey — Nagel, Némecko)
(Macherey — Nagel, Némecko)
(Macherey — Nagel, Némecko)
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4 Metody

4.1 Amplifikace DNA pomoci PCR

Polymerazova tetézova reakce (PCR — z anglického polymerase chain reaction) byla
pouzivana pro amplifikaci vybranych genti. Reakce byla provadéna v mikrozkumavkach
o objemu 200 pl, pfi¢emz objem reakcni smési €inil 20 pl. Reakéni smés vzdy obsahovala
templatovou DNA, primery pro dany gen, roztok dNTPs (deoxynukleotidtrifosfaty), Q5
polymerazu s pfislusSnym reakénim pufrem a pifipadné i enhancer. Do objemu 20 pl byla
reakéni smés doplnéna dH,O (deionizovanou vodou). Slozeni reakéni smési je popsano
v Tabulce 1. Polymerdza samotnd byla do reakéni smési pipetovana vzdy az jako posledni,
aby se minimalizoval Casovy interval, béhem kterého je roztok polymerdzy vystaven

laboratorni teploté

Tabulka 1: SloZeni reakéni smési pro PCR.

Chemikalie Mnozstvi

Templatova DNA 100 ng
Roztoky primert 2 ul

Roztok dNTPs 0,5 ul
Reakeni pufr pro Q5 polymerazu 4l
Enhancer pro Q5 polymerazu 4l

Polymeraza Q5 0,5 ul

dH,O Doplnéni reakéni smési do objemu 20 pl

Ptipravend reak¢ni smés poté byla asi 20 s centrifugovana za pouziti stolni centrifugy.
Zkumavka sroztokem byla umisténa do termocykleru. V prvnim kroku byla smeés
vystavena teploté¢ 95 °C po 3 min. V druhém kroku probihala denaturace smési pti 95 °C
po dobu 30 s, nasledné byla teplota sniZzena na teplotu vhodnou pro nasedani primera po
dobu 30 s. Teplota vhodné pro nasedani primert byla ur¢ena pomoci online kalkulatoru
New England Biolabs [45]. DalSim krokem byla polymerace DNA, kterd probihala 1 min
pii 72 °C. Druhy krok byl 20-30x opakovan.

Po uplynuti reak¢nich cykla byl zaveden jesté jeden polymeraéni krok, ktery probihal
Smin pfi 72 °C. Poté byl vzorek temperovan na teplotu 4 °C, pii které byl ponechan,

dokud nebyl vyjmut z termocykleru.
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4.2 Agarézova elektroforéza

Pro agar6zovou elektroforézu bylo ptipravovano 65 ml 1 %gelu. Agardza byla pridana
do TAE pufru a smés byla ptfivedena k varu v mikrovinné troubé po dobu 1 min. Po
ochlazeni roztoku na asi 50 °C, coz bylo rozpoznano subjektivné piilozenim dlan€ na sténu
banky, byly pfidany 3 pl barviva GoodView II, roztok byl promichan a ptelit do
predpiipravené elektroforetické formy. Do formy byl vlozen hieben. Po zatuhnuti gelu
bylo do rezervoart elektrod prevedeno ptislusné mnozstvi TAE pufru a gel byl pfevrstven
deionizovanou vodou. Poté byl vyjmut hieben. Objemy TAE pufru a deionizované vody
byly urCeny podle stitku na elektroforetické souprave.

Vzorky pro agarézovou elektroforézu byly pfipraveny smichanim vzorku
s analyzovanou DNA a vzorkovym pufrem. Vzorkovy pufr byl vzdy se vzorkem michan
v poméru vzorek:vzorkovy pufr = 4:1. Takto ptipraveny roztok DNA byl centrifugovan
stolni centrifugou po dobu 10 s.

Do prvni a druhé jamky gelu bylo pipetovano 5 pl standardii. Do nasledujicich jamek
byly pipetovany postupné vzorky o objemu 12 pl. Pokud elektroforéza slouzila déle pro
preparativni Ucely, byl pouZzit vzorek vSechen i za cenu jeho rozdéleni do vice jamek.

Pouzité standardy jsou na Obrazku 10.

bp  m(ng) m (ng)

-1517 45 jg
50

-1200 35 42
33

-1,000 95

- 900 21 128

- 800 24

- 700 21

- 00 18 4

- 500517 97 %

- 400 38

- 300 29 42

- 200 25

- 100 48
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Obrazek 10: Elektroforeogram standardi pro agarézovou elektroforézu (100 bp
vlevo; 1 kb vpravo). Standard 1 kb je vizualizovan v 0,8% agar6zovém gelu, 100 bp
standard je vizualizovan v 1,3% gelu. Levy sloupec hodnot vyjadiuje velikost v poctech
bazi, resp. kilobazi, pravy sloupec hodnot vyjadiuje hmotnost v nanogramech. Prevzato a
upraveno z [46, 47].

34



Elektroforeticka aparatura byla pfipojena ke zdroji napéti. Elektroforéza probihala pii
200 V po dobu dostatecnou k rozdéleni jednotlivych vzorka a jejich frakei (asi 20 min).
Elektroforeogram byl vizualizovan pomoci ultrafialové (UV) lampy. Pokud Slo
o preparativni elektroforézu, byl pouzit slabsi zdroj zéafeni o delSich vinovych délkach, aby

nedoslo k poskozeni DNA ve vzorcich.

4.3 Separace DNA vzorkil z agarézového gelu

Po elektroforetické analyze DNA vzorkl, které mély byt dale pouzivany, byly tyto
vzorky preparovany z agar6zového gelu. Pro toto piecisténi vzorkd byla pouzivéna
komeréné dostupna souprava NucleoSpin® gel and PCR Clean-up (Macherey — Nagel,
Némecko) [48].

Pracovni postup se fidil navodem vyrobce. Cést agar6zového gelu obsahujici vzorek
byla vyfiznuta plastovym nozem a pfenesena do mikrozkumavky. Vyfiznuty kus gelu byl
zvazen a poté bylo pfidano 200 pl roztoku NTI na kazdych 100 mg gelu a vzorek byl
inkubovan pii teplot¢ 50 °C, pticemz byl kazdé 2 min michdn opakovanym otacenim
zkumavky dnem vzhiru. Po Gplném rozpusténi agar6zového gelu v pufru NTI byl vznikly
roztok nanesen po Castech (po 600 ul) na NucleoSpin® gel and PCR Clean-up kolonu,
kterda byla umisténa v mikrozkumavce. Vzorek byl centrifugovan pies kolonu 1 min pfi
11000 X g za laboratorni teploty. Takto byl postupné nanesen veskery vzorek na kolonu.
Roztok, ktery protekl kolonou, byl odstranén. Kolona byla promyta 600 pl pufru NT3,
k ¢emuz bylo vyuzito centrifugace za shodnych podminek jako pii nanaSeni DNA vzorku
na kolonu. Promyvaci krok byl jesté¢ jednou zopakovén, poté byla kolona vysuSena
centrifugaci opét za stejnych podminek jako v predchozich krocich. DNA byla z kolony
eluovdna 30 pl roztoku NE do nové pfipravené mikrozkumavky. Elu¢ni roztok byl pro
tento krok temperovan na 70 °C. Poté byl eluovany roztok opét nanesen na kolonu a byl
proveden jest¢ jeden elucni krok za pouziti tohoto roztoku misto pufru NE pro

minimalizaci ztraty vzorku.

4.4 Méreni koncentrace a Cistoty DNA

Koncentrace a Cistota DNA byly méfeny na spektrofotometru DeNovix DS-11, ktery
disponuje predpiipravenym modem pro meétfeni koncentrace i Cistoty DNA. Jako slepy

vzorek bylo vzdy pouzito rozpoustédlo, ve kterém byla DNA rozpusSténa. Pro samotné
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méfeni byl pouzit 1 pl roztoku DNA. Méteni kazdého vzorku bylo provedeno v tripletu a
koncentrace byla ur¢ena jako priimér ziskanych hodnot, pokud zadné z namétenych hodnot
nebyla piili§ odlehla. Pokud tomu tak bylo, méfeni bylo opakovano. Cistota vzorki byla
kontrolovéana z poméru absorbanci pii 260 a 280 nm. Vychyleni poméru téchto absorbanci

z intervalu 1,8-2,0 indikovalo znecisténi naptiklad RNA ¢i proteiny.

4.5 Vnaseni mutaci do DNA pomoci OE-PCR

Prvni krok OE-PCR byl proveden podle postupu pro amplifikaci DNA pomoci PCR
s tim, ze byly pouZity primery navrzené specialné pro tuto reakci. Pomoci téchto primerti
byla do genu vnesena zadana mutace. Timto postupem byly provedeny dvé PCR reakce,
jejichz produkty nebyly celé amplifikované geny, ale pouze dvé Casti sahajici svymi konci
k mistu mutace, kterou tyto produkty nesly na svych PCR ptesazich.

Pro druhy krok byly pouzity produkty z kroku prvniho jako templatovda DNA. Takto
ziskané templaty byly nejprve analyzovany pomoci agardézové elektroforézy, precistény
z gelu a byla zmétena jejich koncentrace. Poté bylo do mikrozkumavky o objemu 200 pl
pfeneseno takové mnozstvi roztoku obou templatovych DNA, které obsahovalo 15 ng od
kazdého templatu. Zbytek reakce byl namichan shodné s béZznou PCR reakci, jak je

uvedeno v Tabulce 1.

4.6 Linearizace plazmidt

Stépeni plazmidii probihalo pomoci restrikénich endonukledz v mikrozkumavce
o objemu 200 pl. Objem reakéni smési €inil 20 pl. Slozeni reakéni smési je popsano
v Tabulce 2. Restrikéni endonukledzy (Agel a Kpnl) byly do reakéni smési ptidavany vzdy
az jako posledni, aby se co nejvice zkratil ¢asovy interval, béhem kterého jsou enzymy
vystaveny laboratorni teploté. Po pfipraveni reakéni smési byl vzorek centrifugovén stolni
centrifugou asi 20 s.

Stépeni pomoci restrikénich endonukleaz Agel a Kpnl probihalo 1 hod pii 37 °C. Po
uplynuti inkubaéni doby byly vzorky okamzit€¢ analyzovany pomoci agardézové
elektroforézy, nebo zmraZeny. I v piipadé¢ zamraZeni vzorki byl po Stépeni piidan

vzorkovy pufr pro agar6zovou elektroforézu.
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Tabulka 2: SloZeni reak¢ni smési pro linearizaci plazmidu.

Chemikalie Mnozstvi
Plazmid urceny pro linearizaci 3ug
Agel HF 1l
Kpnl 2l
Pufr 1 2 ul
Roztok BSA 0,2 pl
dH,O Doplnéni reakéni smési do objemu 20 pl

4.7 Vneseni vektoru do linearizovaného plazmidu

4.7.1 Vlozeni genu pomoci reakce Infusion

Reakce Infusion byla provadéna v mikrozkumavkach o objemu 200 pl. Reakéni smés
¢inila 10 pl. Nejprve byl do zkumavky pfenesen takovy objem roztoku linearizovaného
plazmidu, ktery obsahoval 100 ng této DNA. Mnozstvi pouzitého inzertu bylo orientacné

uréeno pomoci vztahu 1,

__ bpyektorx

bpinzert - T (1)

kde bpinzers znaci pocet bazi inzertu (vkladaného DNA useku), bpyeror znaci pocet bazi
vektoru (linearizovaného plazmidu) a x zna¢i hmotnostni pomér inzertu a vektoru. Reakéni
smés dale obsahovala 2 pl Infusion reakéniho pufru a 0,5 pl Infusion enzymu, ktery byl
opét prfidan jako posledni. Do celkového objemu 10 pl byla reakéni smés doplnéna
deionizovanou vodou a centrifugovana asi 20 s stolni centrifugou. Reakce samotna
probihala pii 37 °C po dobu 30 min. Takto pfipraveny vektor nesouci vlozeny gen byl

nasledné pouZit k transformaci kompetentnich bunék.

4.8 Transformace kompetentnich bunék

Pro transformaci 50 pl suspenze kompetentnich bunék (E. coli NEB10, E. coli DH5a
nebo E. coli BL21 (DE3)) bylo pouzito 100 ng vektoru nesouciho dany gen. Pokud byla
transformace provadéna po vneseni inzertu do linearizovaného plazmidu, byl pouZit
vSechen ziskany plazmid obsahujici nové vlozeny gen. Do suspenze byl asepticky pienesen

roztok obsahujici 100 ng plazmidu a takto vznikld suspenze byla inkubovéna asi 10 min na
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ledu. Po uplynuti inkuba¢ni doby byl proveden tepelny Sok, béhem kterého byla suspenze
prosttednictvim temperované vodni 1azné zahtéata na teplotu 42 °C po dobu 45 s. Poté byla
zkumavka vracena na led na dalSich 5 min. Nasledné byl k takto transformovanym buiikam
pfidan 1 ml LB média a suspenze byla inkubovéana 1 hod pii 37 °C. Po inkubaci byla
suspenze centrifugovana 1 min pii 4000 X g za laboratorni teploty. Ze supernatantu byl
odebran 1 ml roztoku a ve zbylé kapaliné byla resuspendovana bunécna peleta. Vznikla
suspenze byla pfenesena na bakteriologickou kultiva¢ni misku, kde byla rozetfena po celé
plose sterilni hokejkou. Po vsaknuti kapaliny do pevného kultivaéniho média byla miska

oto¢ena dnem vzhiru a byla inkubovéna pii 37 °C ptes noc.

4.9 Zrychlena transformace kompetentnich bunék

Zrychlena transformace kompetentnich bunék byla provadéna podle postupu popsaného
jako transformace kompetentnich bun€k, ovSem nebyl provadén tepelny Sok ani hodinova
inkubace v 1 ml LB média. Po smichdni bunétné suspenze s roztokem obsahujicim
plazmid byla smés ponechdna 10 min na ledu a nésledné byla suspenze pfenesena na
bakteriologickou kultivaéni misku, kde byla rozetfena sterilni hokejkou. Inkubace
probihala stejnym zplisobem jako v pfipadé nezrychlené metody transformace

kompetentnich bunék.

4.10 Vypichovani bunéénych kolonii

Po inkubaci transformovanych bunck byly vybrany jednotlivé kolonie, které byly
zmisky vypichnuty. Vypichnuti kolonie spocivalo v setfeni narostlych bunék jedné
kolonie pipetovaci 3pickou (10 pl). Spicka s vypichnutymi koloniemi byla nisledn&
nasazena na pipetu a promyta opakovanym nasavanim a vypuzovanim 6 ul dH,O.
Vzniklych 6 ul suspenze bylo pouzito pro PCR zbun&énych kolonii. Spi¢ka byla
uschovana ve sterilni mikrozkumavce pro pozdé€jsi pouziti k nizkoobjemové piiprave

plazmidové DNA.

4.11 PCR z bunéénych kolonii

PCR z bunéénych kolonii (cPCR — z anglického colony polymerase chain reaction) byla
provadéna v mikrozkumavkach o objemu 200 pl. Reakéni smés €inila 20 pl. Pro tento typ
PCR byly vzdy voleny takové primery, které vymezovaly vkladany DNA tusek véetné mist,
ve kterych byla vklddana DNA spojovana s plazmidem. PCR z bunécnych kolonii tak
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slouzila jako prvni krok ovéfeni, podafilo-li se spravné vlozit pozadovany gen do

linearizovaného plazmidu. Slozeni reakéni smési je uvedeno v Tabulce 3.

Tabulka 3: SloZeni reakéni smési cPCR.

Chemikalie Mnozstvi
Bunécéna suspenze ziskana vypichnutim kolonie 6 ul
Emerald master mix 10 pl
Primer FW 2l
Primer REV 2 ul

Reakce probihala podle obdobného protokolu jako bézna PCR reakce s tim rozdilem, ze
prvni krok, denaturace pti 95 °C, neprobihal 3 min, ale 5 min. Ziskané PCR produkty byly

nasledné analyzovany pomoci agar6zové elektroforézy.

4.12 Nizkoobjemova priprava plazmidové DNA

Spi¢ka, kterou byla vypichnuta kolonie z agarové plotny, byla nasledné pouzita pro
nizkoobjemovou piipravu plazmidové DNA. Tato $picka byla umisténa do zkumavky se
Sroubovacim vi¢kem o objemu 50 ml, ve které byl pfipraveny roztok obsahujici 5 ml LB
média s pfidanym ampicilinem o koncentraci 100 pg/ml. Zkumavka byla uzaviena tak, ze
vicko nebylo upln¢ dotazeno, aby mohlo dochazet k vyméne plynti mezi zkumavkou a
okolim. Vicko bylo zajiSténo lepici paskou, aby bylo zabranéno jeho ztraté béhem trepani.
Takto pfipravena bunéénd suspenze byla inkubovéna ptes noc pifi 37 °C a 200 ot./min.
Izolace plazmidové DNA byla provedena pomoci komeréné dostupné soupravy
NucleoSpin® Plasmid (Macherey — Nagel, Némecko) [49].

Postup se tidil ndvodem vyrobce. Bunééna suspenze byla po inkubaci centrifugovana
pii 3900 X g po dobu 5 min. Supernatant byl odstranén a peleta byla resuspendovana
pipetou v 250 ul roztoku Al. Vznikld suspenze byla pievedena do mikrozkumavky
oobjemu 1,5ml a bylo pfidano 250 pl lyza¢niho roztoku A2. Smés byla promichana
opakovanym otaCenim zkumavky dnem vzhiru a poté inkubovana 5 min pfi laboratorni
teploté. Po uplynuti inkuba¢ni doby byla bunécné lyze zastavena ptidanim 300 pl roztoku
A3 a vzorek byl michadn stejnym zplsobem jako v pfedchozim kroku. Dostate¢né
promichani a zastaveni bunééné lyzy indikovalo vymizeni modrého zbarveni roztoku

lyzatu. Lyzat byl nasledné centrifugovan pti 11000 X g po dobu 5 min za laboratorni

39




teploty. Supernatant byl nanesen na pfipravenou kolonu NucleoSpin®. Kolona umisténa ve
sbérném rezervoaru byla centrifugovana pii 11000 X g po dobu I min za laboratorni
teploty. Tento krok byl opakovan, dokud nebyl veskery supernatant z ptfedchoziho kroku
nanesen na kolonu. Nasledoval promyvaci krok, béhem kterého bylo na kolonu naneseno
500 ul roztoku AW, ktery protekl kolonou pfii centrifugaci za stejnych podminek jako
v minulém kroku. Poté byla kolona promyta stejnym postupem za pouziti 600 pl roztoku
A4 a suSena centrifugaci pii 11000 X g po dobu 2 min za laboratorni telpoty. Eluce byla
provedena 50 pul roztoku AE, ktery byl pfedem temperovan na 70 °C. Poté byl eluovany
roztok opé€t nanesen na kolonu a byl proveden jesté jeden elucni krok za pouziti jiz jednou

proteklého roztoku pro minimalizaci ztraty DNA.

4.13 Sekvenovani plazmidové DNA

Sekvenace vzorkli byla provadéna ve vyzkumném centru BIOCEV odborniky
z Laboratofe sekvenace DNA. Do 200 pl mikrozkumavek bylo pipetovano vzdy takové
mnozstvi roztoku, které obsahovalo asi 100 ng DNA, 2 pl roztoku primeru (bud’ primeru
nasedajiciho na 5°-konec, nebo primeru nasedajiciho na 3‘-konec) a do celkového objemu
8 ul byla smés doplnéna dH,O. Takto ptipraveny vzorek byl spole¢né s privodkou odeslan
do Laboratofe sekvenace DNA. Po obdrzeni vysledné sekvence nukleotidii byla takto
ziskana data porovnana se sekvenci ocekédvanou pomoci online programu Clustal Omega

Multiple Sequence Alignment [50].

4.14 Velkoobjemova priprava plazmidové DNA

Nejprve byla provedena transformace kompetentnich bakterii E. coli DH5a zrychlenou
metodou transformace. Transformované buiky byly natfeny na bakteriologickou misku
s pevaym zivnym médiem a inkubovany pii 37 °C ptes noc. Dalsi den byly na misku
asepticky ptfeneseny 3 ml LB média, ve kterém byly bunétné kolonie resuspendovany
pomoci sterilni bakteriologické hokejky. Vznikla suspenze byla pienesena pipetou do
pfedem pfipraveného roztoku obsahujiciho 500 ml LB média s pfidanym ampicilinem
o vysledné koncentraci 100 pg/ml. Erlenmayerova baiika o objemu 2 1 s takto pfipravenym
vzorkem byla inkubovéna pies noc na tiepacce pii 37 °C a 200 ot./min. Buné¢na suspenze
byla poté odstiedéna pii 3900 X g po dobu 20 min za pokojové teploty. Supernatant byl
odstranén a peleta byla resuspendovéna v asi 20 ml TES pufru. Takto pfipravend suspenze

byla pievedena do 50 ml zkumavek se Sroubovacim vickem a centrifugovana za stejnych
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podminek jako v pfedchozim kroku. Supernatant byl odstranén. Izolace plazmidové DNA
byla provedena pomoci komerc¢né dostupné soupravy NucleoBond® Xtra Midi/Maxi
(Macherey — Nagel, Némecko) [51].

Peleta byla nejprve resuspendovana v 18 ml RES roztoku, do kterého byla predem
pfiddina RNaza A o vysledné koncentraci 0,1 mg/ml. Suspenze byla rozd€lena do dvou
zkumavek a do kazdé bylo pfidano 9 ml roztoku LYS. Roztok byl promichan opakovanym
otaCenim zkumavky dnem vzhiiru a inkubovan pii laboratorni teploté¢ 5 min. Po uplynuti
inkubace byl roztok neutralizovan 9 ml roztoku NEU a promichan stejnym zpiisobem jako
v minulém kroku. Smés byla centrifugovana pii 3900 X g po dobu 10 min za laboratorni
teploty. Supernatant byl filtrovan ptes filtr dodany vyrobcem a nanesen na pfedem
ekvilibrovanou kolonu (pomoci roztoku EQU). Naneseny vzorek DNA byl promyt 25 ml
roztoku WASH a eluovén do centrifugacni kyvety s €irymi sténami pomoci 15 ml elu¢niho
roztoku (ELU). Poté bylo ptfidano 10,5 ml izopropanolu pfedem temperovaného na -20 °C.
Precipitovand DNA byla z roztoku odstfedéna centrifugaci pii 4 °C a 20450 X g po dobu
30 min. Supernatant byl odstranén a peleta byla oplachnuta 15 ml 70% ethanolu. Ethanol
byl nasledné odstranén, peleta vysuSena a rozpusténa v 1 ml elu¢niho pufru. Elu¢ni pufr
pro tento ucel byl shodny s eluénim pufrem pouzivanym v nizkoobjemové piiprave

plazmidové DNA.

4.15 Produkce proteintl v bakterialnim expresnim systému

Pro tento ucel byly pouzivany bakterie E. coli BL21 (DE3). Bakterie byly
transformovany plazmidem nesoucim gen pro translaci pfipravované¢ho proteinu. Ziskana
suspenze transformovanych bunck byla nanesena na pevné zivné médium s ampicilinem
o koncentraci 100 pg/ml. Bakterie byly inkubovéany ptes noc pii 37 °C.

Dalsi den byla z bakteriologické misky vypichnuta 1 kolonie, kterou bylo ockovano
25 ml LB média s ampicilinem o koncentraci 100 pg/ml. Takto pfipravend suspenze byla
pfes noc inkubovéna pii 37 °C a 200 ot./min.

Dalsi den bylo médium s narostlymi bakteriemi pouzito pro ockovani 500 ml LB média
s pfidanym ampicilinem. Suspenze byla inkubovéna v 21 Erlenmayerovych baikach za
stejnych podminek jako v minulém kroku. Béhem inkubace byly odebirany vzorky,
u kterych byla métfena optickd hustota pii vinové délce 600 nm. Ve chvili, kdy opticka
hustota v kyveté o optické draze 1 cm dosahla hodnoty asi 0,6, bylo do suspenze ptidano

takové mnozstvi IPTG, aby jeho vysledna koncentrace byla 0,5 mM. Po tomto indukénim
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kroku byla bunééna suspenze inkubovana jest¢ dal$i 4 hod. Susupenze byla nasledné
centrifugovdna pifi 3900 X g za pokojové teploty po dobu 25 min. Supernatant byl
odstranén a peleta byla resuspendovana v asi 20 ml TES pufru a opét odstiedéna za
stejnych podminek, jako v minulém kroku. Peleta byla poté bud'to okamzité¢ zpracovana,

nebo uchovana pii -20 °C.

4.16 Prace s bunécnou linii HEK293S GnTI

Prace s touto bunécnou linii probihala striktné asepticky ve specidlni mistnosti uréené
pouze pro praci stkdnovymi kulturami. VeSkerd manipulace s bunécnou linii byla
provadéna ve specidlnich boxech s laminarnim vzduchovym proudénim. Pro minimalizaci
rizika kontaminace byl pro kultivaci téchto bunc¢k vyhrazen specialni inkubétor

s atmosférou obohacenou 5 % CO».

4.16.1 Ur€éovani bunééné hustoty

Z bunécné suspenze bylo odebrano do sterilni mikrozkumavky 20 pl. Do zkumavky
bylo dale pipetovano 160 pl roztoku 0,4% trypanové modii rozpusténé v PBS-TK. Smés
byla promichana nasdvanim a vypuzovanim suspenze z pipety a nasledné byla ¢ast takto
pfipravené smési prenesena na hemocytometr. Pod mikroskopem bylo uréeno mnoZstvi
zivych bunék v hemocytometru. Celkové mnozstvi spocitanych bun€k bylo nésledné
vynasobeno objemovym faktorem 10000 a fedicim faktorem (pfi fedéni 20 pl suspenze
160 pl roztoku trypanové modii byl tento faktor 9). Ziskand hodnota udavala pocet bunék

v milionech na 1 ml suspenze. Podil zivych a mrtvych bunék byl pfepocten na procenta.

4.16.2 Kultivace linie HEK293S GnTI

Kultivace této bunécné linie probihala ve ¢tverhrannych lahvich s prody$nym vickem,
které umoznovalo vyménu plynti mezi lahvi a okolim. Lahve byly umistény v inkubatoru
s atmosférou obsahujici 5 % CO, pii 37 °C za neustalého tiepani o frekvenci 135 ot./min.
Pro kultivaci této bunécéné linie bylo pouZzivano komeréni médium ExCell293.

Subkultivace probihala jednou za 3—4 dny. Cést suspenze byla doplnéna &erstvym
kultiva¢nim médiem o takovém objemu, aby vyslednd bunétna hustota vzniklé suspenze
byla 2 miliony bunék/ml. Kultivaéni médium bylo pfedem temperovano na teplotu 37 °C.
Objem plivodni suspenze byl vZdy maximalné 10 % nov¢ vzniklého objemu. Lahve byly

vzdy plnény maximalné do 40 % svého objemu, aby mohlo dochazet k dostate¢nému
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provzdusnéni suspenze. Pokud byl objem ptivodni bunécné suspenze piili§ velky, byla tato
suspenze centrifugovana 5 min pii 95 X ga 21 °C a nasledn¢ resuspendovéna v piislusném

objemu Cerstvého kultivaéniho média.

4.16.3 Tranzientni transfekce linie HEK293S GnTI

Nejprve byl pfipraven roztok obsahujici dané mnozstvi DNA, kterou byla buné¢na linie
HEK293S GnTTI transfekovana. Mnozstvi DNA bylo vzdy navrZeno tak, aby na 1 milion
bun¢k byl pouzit 1 pg ptipravené DNA. Roztok DNA pro transfekci této bunééné linie byl
pripraven v pufru PBS-TK a obsahoval z 88 % (w/w) plazmid, kterym m¢la byt suspenze
transfekovana, z 10 % (w/w) plazmid pTWS5 nesouci gen pro inhibitor cyklin-
dependentnich kindz p27 a z poslednich 2 % (w/w) plazmid pTW5 nesouci gen pro aFGF
(kysely rustovy faktor fibroblasti, z anglického acidic fibroblast growth factor).

Suspenze byla nejprve odstiedéna za pokojové teploty pii 95 X g a 21 °C po dobu
5 min. Supernatant byl odstranén a bunécnd peleta byla resuspendovana v Cerstvém
kultivaénim médiu o takovém objemu, aby vyslednd bunécnd hustota byla asi 23,5
milionu bunék/ml. Kultivaéni médium bylo pfedem temperovdno na teplotu 37 °C. Poté
byl pfiddn DNA transfek¢ni mix, ktery byl pfipraven tak, aby po jeho pfidani byla bunécna
hustota v suspenzi 20 milionti bunék/ml. Thned poté byl do suspenze piidan roztok IPEI
(linearniho polyethyleniminu) v takovém mnoZstvi, aby hmotnostni pomér DNA:IPEI byl
1:5. Smés byla inkubovana 4 hod pfi 37 °C a 135 ot./min v atmosféfe obsahujici 5 % CO,.
Po uplynuti inkubaé¢ni doby byla suspenze 10 X zfedéna kultivaénim médiem, které bylo
pfedem temperovano na teplotu 37 °C. K suspenzi byla navic pfidana kyselina valproova
v takovém mnozstvi, aby jeji vyslednad koncentrace byla 2 mM, a takové mnozstvi roztoku
obsahujiciho antibiotika pro transfekci, které tvofilo jednu setinu celkového objemu

suspenze.

4.17 Purifikace proteinu

4171 Sklizeni bunééné kultury

Bunééna suspenze, jejiz buniky produkovaly pfipravovany protein, byla sklizena
pomoci centrifugace. V ptipad¢ extracelularni produkce byla suspenze centrifugovana pii
20450 x g po dobu 30—45 min za laboratorni teploty. Supernatant byl nasledné filtrovan
pomoci 0,22 um filtru. Ziskany filtrat byl bud'to uskladnén pii -20 °C, nebo okamzité
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purifikovan. Pfed samotnou purifikaci byl roztok nafedén v poméru 1:1 pufrem PBS a
ptecistén pomoci chromatografickych metod.

Bunécna suspenze, ve které byl pfipravovany protein produkovan intracelularné, byla
centrifugovdna pii 3900 X g po 20 min za laboratorni teploty. Odstfedéni probihalo
v 50 ml zkumavkach se Sroubovacim vickem. Peleta v kazdé ze zkumavek byla nasledné
resuspendovana vasi 40 ml pufru PBS. Bunétna suspenze byla homogenizovana
ultrazvukovou sondou. Homogenizace byla provadéna 4 X po 1 min za vykonu 40 W.
Béhem homogenizace byl vzorek chlazen ledovou lazni, ptfiCemz po prvnich dvou

minutach homogenizace byly ke vzorku ptidany roztoky shrnuté v Tabulce 4.

Tabulka 4: Roztoky pridavané béhem homogenizace bunécné suspenze pii izolaci
intracelularné produkovanych proteinii.

Roztok Ptidané mnozstvi
PMSF 400 pl
Leupeptin 40 pl
Pepstatin 40 pl
RNéaza 40 wl
MgCl, 2l
Lysozym 25 ul

Po dezintegraci byl lyzat centrifugovan pii 20450 X g po dobu 10 min za laboratorni
teploty. Supernatant byl filtrovan pomoci 0,22 um filtrti. Filtrat byl poté fedén v poméru

1:1 PBS pufrem a ptecistén pomoci chromatografickych metod.
4.17.2 Afinitni chromatografie

4.17.21 Chelatac¢ni afinitni chromatografie na koloné Talon

Kolona HiTrap Talon 5 ml (GE Healthcare, USA) byla pouZivana pro purifikaci
proteind s histidinovou kotvou. Na tuto kolonu byl vzorek nanesen pomoci HPLC systému
AKTA basic. Kolona byla nejprve ekvilibrovdna pufrem PBS. Nanaseni vzorku probihalo
za pritoku 5 ml/min. Kolona s nanesenym vzorkem byla za stejného pritoku promyta
pufrem PBS. Vzorek byl nasledné eluovan za pritoku 3 ml/min PBS pufrem s pfidanym

imidazolem. Pro eluci imidazolu byl pouzit pufr MES.
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4.17.2.2 Afinitni chromatografie na koloné MabSelect SuRe

Kolona HiTrap MabSelect SuRe 5 ml (GE Healthcare, USA) byla vyuzivdna béhem
purifikace proteint s Fc fragmentem lidského imunoglobulinu G (IgG), ktery ma vysokou
afinitu k proteinu A imobilizovanému ve zminéné kolon¢. Ekvilibrace, nanaSeni vzorku 1
promyvani probihaly obdobné jako v ptfipad¢ chelatacni afinitni chromatografie, s tim
rozdilem, ze pro vSechny tyto kroky byl pouzit pritok 4 ml/min. Eluce byla provedena
citratovym pufrem pii pritoku 3 ml/min. Eluovany roztok byl okamzité¢ neutralizovan
1,5 M roztokem Tris o pH 8,8, pficemz vysledna hodnota pH byla orientacné ovéfovana

pH papirkem.

417.3 Koncentrovani proteini pro gelovou permeacni
chromatografii

Roztok proteini ziskany po provedeni afinitni chromatografie byl pfed dalSim
purifikacnim krokem, gelovou permeacni chromatografii, koncentrovan tak, aby jeho
vysledny objem neptesahoval vyrazné¢ 500 ul. K tomuto ucelu byly vyuzivany
koncentratory Amicon Ultra (MWCO 10000) (Millipore, USA). Do koncentratori byl
pipetovan roztok obsahujici protein a souprava byla centrifugovana pii 3900 X g za
laboratorni teploty po dobu 5-10 min. Retenat byl promichan opakovanym nasatim vzorku
do pipety a jeho vypusSténim. Postup byl opakovan, dokud nebyl veSkery roztok zahustén

na pozadovany objem. Filtrat byl poté odstranén.

4.17.4 Gelova permeacni chromatografie

Pro tento typ chromatografie byla pouZivana kolona Superdex 200 10/300 GL (GE
Healthcare, USA), pfipadné kolona Superdex 200 Increase 10/300 GL stejného vyrobce.
Koncentrovany vzorek byl nejprve centrifugovan pii 20000 X g za pokojové teploty
10 min. Kolona byla ekvilibrovana mobilni f4zi a poté na ni byl pomoci nastfikové smycky
o objemu 2 ml nanesen vzorek. Gelovd permeacni chromatografie byla provadéna za
pritoku 0,5 ml/min. Frakce byly sbirdny pomoci automatického sbérace do

mikrozkumavek o objemu 1,5 ml.

4.17.5 Vyména pufru/odsolovani

Pro vyménu pufru, ve kterém byl protein rozpustén, byly vyuzivany kolony HiTrap

Desalting Sephadex G-25 (GE Healthcare, USA). Kolona byla nejprve ekvilibrovana
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pufrem, do kterého mél byt protein pfeveden. Pracovni postup byl totozny s postupem pfi

gelové permeacni chromatografii.

4.18 Méreni koncentrace proteint

Koncentrace proteinu byla méfena pomoci spektrofotometru DeNovix DS-11. Pro
meéfeni bylo vzdy pouzito 2,5 pl vzorku, jehoz koncentrace byla zjisStovéana proti slepému
vzorku (nejcastéji pufr HEPES). Hodnota koncentrace v mg/ml byla zjiSténa pomoci
prednastavené metody Prot 280 MW & Ext. Coef. Pomoci této metody byl spektrofotometr
schopen na zikladé¢ vlozenych udajii (molekulova hmotnost a teoreticky extinkéni
koeficient) vypocitat koncentraci z namétené absorbance roztoku pfi 280 nm. Hodnota
teoretického extinkéniho koeficientu a molekulovd hmotnost proteinu byly uréeny pomoci
online kalkul4toru ProtParam [52]. Teoreticka hodnota extinkéniho koeficientu byla uréena
za predpokladu, ze vSechny cysteiny v molekule daného proteinu jsou pfitomny
v oxidované formé. Méfeni koncentrace bylo provedeno vzdy v tripletu a koncentrace byla
uréena jako primér ziskanych hodnot, pokud zaddnd z naméfenych hodnot nebyla pfilis

odlehla. V opacném ptipadé bylo méfeni opakovano.

4.19 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Pro elektroforézu v polyakrylamidovéem gelu (SDS-PAGE - zanglického sodium
dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis) byl vzdy ptipraven gel, ktery se skladal
z gelu zaostfovaciho, kterym vzorek prochazel jako prvni, a gelu rozdélovaciho, ptes ktery
putoval vzorek po prichodu gelem zaostfovacim. Rozd€lovaci gel byl podle potieby
pripravovan v raznych koncentracich polyakrylamidu — 10 % nebo 15 %. Objemy
jednotlivych slozek vSech variant polyakrylamidového gelu jsou uvedeny v Tabulce 5.

Peroxosiran amonny (APS — z anglického ammonium persulfate) byl do smési ptidan
vzdy az jako posledni, nebot’ je iniciatorem polymerace gelu. Poté byl roztok promichan
pomoci automatické pipety a pipetovan do piipravené formy. Nejprve byl piipraven
rozdélovaci gel, ktery byl béhem tuhnuti pfevrstven deionizovanou vodou. Gel zaostfovaci
byl pfipraven az jako druhy a byl do n&j vloZen hieben. Hotové gely byly umistény do

elektroforetické vany, kterd byla po rysku naplnéna elektrodovym pufrem.
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Tabulka 5: SloZeni polyakrylamidovych geli pro SDS-PAGE.

Chemikalie Zaostrovaci gel 10% gel 15% gel
dH,O 0,7 ml 1,6 ml 0,9 ml
30% AA 0,25 ml 1,33 ml 2ml

1,5 M Tris pH 6,8 0,13 ml - -

1,5 M Tris pH 8,8 - 1 ml 1 ml
10% SDS 10 pl 40 pl 40 pl
10% APS 10 wl 40 pl 40 ul
TEMED 1,5 ul 2 ul 2 ul

(AA — smés obsahujici z 29,5 % akrylamid a z 0,5 % N,N’-methylen-bis-akrylamidu)

Béhem tuhnuti geldi byly proteinové vzorky pfipraveny na SDS-PAGE. Ke vzorkiim
o objemu maximaln¢ 16 pl byl pfiddn 5 X koncentrovany vzorkovy pufr tak, aby jeho
vysledny objemovy podil byl pétinovy (redukujici ¢i neredukujici) a vzorky byly po
10 min vystaveny teplot¢ 100 °C. Poté byly odstiedény pti 20000 X g pfi laboratorni
teploté po dobu 5 min. Takto pfipravené vzorky byly pipetovany do jamek v zaostfovacim
gelu. Do prvni jamky bylo pipetovano 5 pl standardu, jehoz elektroforeogram je uveden na

Obrazku 11.
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Obrazek 11: Elektroforeogram standardu pro SDS-PAGE. Uvedené hodnoty
znéazornuji velikosti vzorkl jednotlivych prouzki v kDa.

Elektroforéza probihala, dokud elektroforetické ¢elo nedoputovalo téméi ke spodnimu

okraji gelu. Poté byly gely vyjmuty a barveny pies noc v barvicim roztoku. K odbarveni
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gelt byl pouzit odbarvovaci roztok. Ke gelu bylo pfilito asi 30 ml odbarvovaciho roztoku,
ktery byl po asi 30 min vylit a nahrazen Cerstvym odbarvovacim roztokem. Tento krok byl
opakovan, dokud nebyl gel dostatecn¢ odbarven. V ptipad¢ potieby byly gely dale
skladovéany ve 20% ethanolu pfi teploté 6 °C.

4.20 Ovéreni sbaleni proteinu

Strukturni integrita produkovanych proteini byla zjiStovana prostfednictvim sledovani
zmén vnitini fluorescence tryptofanu a tyrozinu pii 330 a 350 nm, pficemz byl vzorek
vystaven teplotnimu gradientu. Experimenty byly provedeny na pfistroji NanoTemper
Tycho. Néahl¢ zmény fluorescence indikovaly pfechod mezi jednotlivymi stavy slozeni
proteinu pii dosazeni urcité teploty, tzv. inflexni teploty.

Experiment byl provadén vzdy v duplikdtu. Proteinovy vzorek byl nafedén na
ptisluSnou koncentraci a byly jim naplnény kapildry NanoTemper NT.6. Kapilary byly
umistény do pfistroje a méfeni bylo spusténo. Zména vnitini fluorescence byla sledovana
béhem plynulé teplotni zmény od 35 °C do 95 °C. Hodnota inflexni teploty byla uréena
jako prvni derivace (podle teploty) funkce ziskané zavislosti poméru zjisténé fluorescence

pfi 350 nm a 330 nm na teploté.

4.21 Fluorescencni znaceni proteinti pro MST

Vzorek proteinu pouzity pro meéfeni interakce s vazebnym partnerem byl nejprve
fluorescenéné znacen. K tomu byla pouZita souprava Monolith Protein Labelling Kit RED-
NHS 2™ Generation (NanoTemper Technologies, Némecko). Pracovni postup se Fidil
navodem vyrobce [53].

Znaceny protein byl nejprve nafedén na koncentraci asi 10 pM. Barvici roztok byl
pfipraven rozpuSténim NHS esteru fluorescencni sondy v 25 pl bezvodého DMSO. Smés
byla promichana pomoci automatické pipety. Takto pfipraveny barvici roztok byl
2 x fedén dodanym pufrem pro NHS znaceni. Z fedéného barviciho roztoku bylo odebrano
10 ul, které¢ byly v mikrozkumavce smichany s 90 pl roztoku proteinu. Smeés byla
promichdna a inkubovdna 30 min za pokojové teploty ve tmé&. Béhem inkubace byla
ekvilibrovana kolona B pomoci pufru, ve kterém byla méfena proteinova interakce
(HEPES). Po inkubaci byl roztok znaceného proteinu nanesen na ekvilibrovanou kolonu.
Poté, co se veskery vzorek vsaknul do kolony, bylo na kolonu pipetovano 550 pl mobilni

faze. ZnaCeny protein byl nasledné eluovan 450 pl pufru pouzitého béhem ekvilibrace.
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Koncentrace proteinu v tomto roztoku byla nasledn€ ur¢ena pomoci vztahu 2,

Az80—(4650%0,04)

c(M) = )

EproteinXd

ve kterém c(M) zna¢i molarni koncentraci znaceného proteinu, &,roein jeho molarni
absorp¢ni koeficient, d optickou drahu béhem méteni absorbance a A,g) a Ags0 absorbance
pii vinovych délkach 280 a 650 nm. Uspé&$nost znaceni (DOL — z anglického degree of

labelling) byla ur¢ena pomoci vztahu 3,

DOL = oso (3)

"~ 195 000M~1cm—1xc(M)

kde Ags9 znaci absorbanci pti 650 nm a ¢(M) molarni koncentraci proteinu.

4.22 Mikrotermoforéza

Fluorescencné znaceny protein byl podle pokyni programu NT.Control, pomoci kterého
byl obsluhovan MST pfistroj Monolith NT.115 (NanoTemper Technologies, Némecko),
fedén na koncentraci 5 nM. Takto nafedénym vzorkem byly naplnény 2 kapilary. Se
vzorkem v téchto kapilarach byl nejprve proveden tzv. pretest. Kapilary byly vlozeny do
pfistroje a pretest byl spustén. Béhem tohoto testovani bylo zjiSténo, jestli je fluorescence
vzorku dostate¢nd a zdali nedochazi k adhezi proteinu ke sténam kapilar.

Po pretestu bylo piipraveno 16 vzorkt, ve kterych byla vzdy koncentrace zna¢eného
proteinu 5 nM a koncentrace druhého proteinu klesala postupné od nejvyssi hodnoty
dvojkovou fedici fadou. Pro pfipravu téchto vzorkli bylo pouZito 16 mikrozkumavek
o objemu 200 pl. Do zkumavek 2—16 bylo pipetovano 10 pl pufru, ve kterém méfeni MST
probihalo. Poté bylo do prvni zkumavky pipetovano 20 pl roztoku neznaceného proteinu.
Z prvni zkumavky bylo odebrano 10 ul roztoku, které byly pfeneseny do zkumavky druhé.
Takto byly pfenaSeny davky po 10 pl az do posledni zkumavky, ze které bylo nakonec
10 pl roztoku odebrano tak, aby v kazdé zkumavce objem roztoku byl 10 pl. Timto byla

pfipravena dvojkova fedici fada. Schéma pipetovani je na Obrazku 12.
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‘ ‘ 10 pl pufr

20 pl ligand

Obrazek 12: Schéma pipetovani dvojkové fedici Fady pro MST experiment. Pievzato
a upraveno z [54].

Do kazdé zkumavky bylo poté pipetovano 10 ul roztoku znaceného proteinu
o koncentraci 10 nM. Pro dosazeni co nejvyssi piesnosti pipetovani byla pouzita technika
reverzniho pipetovani pro pipetovani znaCeného proteinu i reakéniho pufru. Takto
ptfipravené vzorky byly naneseny do kapilér, které byly umistény do zdsobniku. Ten byl

vlozen do MST pfistroje a méteni bylo spusténo.

4.23 Sedimentacni analyza

Tento experiment byl proveden pomoci metody sedimentacni rychlosti na analytické
ultracentrifuze ProteomeLab XL-I (Beckman Coulter, USA) v rotoru An50-Ti. Vlastni
méfeni 1 vyhodnoceni provedl RNDr. Ondiej Vanck, Ph.D. Do centrifuga¢nich kyvet bylo
pipetovano 400 pl roztoku proteinu. Jako reference byl pouzit pufr, ve kterém byl protein
rozpu$tén. Koncentrace roztoku jednoho ¢i vice proteinti byla vzdy urcena tak, aby
vysledna absorbance roztoku byla v intervalu 0,5-1. K vypoctu takové koncentrace byl
pouzit online kalkulator ProtParam, pomoci kterého byla vypoctena koncentrace proteinu,
ktera odpovidala absorbanci 1,0 [52]. Z tohoto udaje byla ur¢ena hledana koncentrace
méfeného proteinu.

Samotné méteni probihalo pti 48000 ot./min a 20 °C. Snimano bylo 200 snimkl po
dobu 3 min s pomoci absorban¢ni detekce pii 280 nm a s pomoci interferencni detekce.
Hustota a viskozita referencniho pufru a parcidlni specificky objem proteinu byly
predikovany pomoci programu Sednterp. Experimentalni data byla nasledné vyhodnocena

pomoci programu Sedfit metodou kontinudlni distribuce sedimenta¢niho koeficientu c(s).
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5 Vysledky

5.1 Priprava proteinu NKp44 prostrednictvim plazmidu
pHLsecFcHis

Pro produkci imunoglobulinové domény NKp44 byl na zdklad¢ dostupné védecké
literatury navrZzen expresni konstrukt Q22-A188 [55]. Cilem prace bylo piedevsim
studium interakce NKp44 a PCNA, nebylo tedy nutné produkovat protein cely. Na C-konci
navrzeného konstruktu tak chybély ¢asti NKp44 prochdzejici membranou a intracelularni
segment. Misto toho obsahoval konstrukt Fc fragment na C-konci v podobé lidského
imunoglobulinu IgG. Tento postup se v laboratofi osvédcil a Fc fragment tak zde nahradil
zbytek fetézce NKp44. Vzhledem k tomu, Ze konstrukt Q22—-A188 obsahoval jeden lichy
cystein, byla navrZzena i mutovana verze proteinu, kde byl lichy cystein 155 nahrazen za

serin. Navrhnuté verze expresnich konstruktl jsou znadzornény na Obrazcich 13—15.

ATGGCCTGGCGAGCCCTACACCCACTGCTACTGCTGCTGCTGCTGTTCCCAGGCTCTCAGGCACAATCCAAGGCTCAG

BEABGETEEGCCCTGGCCCTGCAGCCCCCATTGCCCTGGTGCCTGTGTTCTGTGGACTCCTCGTAGCCAAGAGCCTGG
TGCTGTCAGCCCTGCTCGTC

NKp44_Q22_pHLsec_FW NKp44_A188_ pHLsec_REV
5°CGTAGCTGAAACCGGTCAATCCAAGGCTCAGGT 3| 5° AACAGCACCTCCAGGGTACCTGCAGGGCCAGGG 3°
NKp44_C155S_FW NKp44_C155S_REV

5 (ECAGAGE (< GTGCCT > 5 HGGEACK T \SCTET6E 3

Obrazek 13: Navrh expresnich konstrukti NKp44 a NKp44 mutované verze — navrh
PCR primerii. Nejprve je uvedena nukleotidova sekvence NKp44, ve které je podtrzenim
vyznaCena imunoglobulinova doména, Cernd barva pisma znacli extracelularni cast,
cervenou barvou pisma je vyznacen transmembranovy Usek a zelené je vyznacen
intracelularni tsek. Cervené podbarveni textu oznatuje STOP kodon. Cast nukleotidii
pouzitych pro expresi NKp44 je vyznacena fialovym podbarvenim s bledé¢ modrymi okraji,
které¢ znazornuji ptfesahy pro primery uvedené ve spodni ¢asti obrazku. Primery pro
OE-PCR jsou podbarveny rizové a nasedaji v oblasti mutovaného tripletu. Bilou barvou je
ve fialovém poli oznacen triplet, TGT, kodujici lichy cystein. NKp44M (mutovana verze)
obsahuje misto tohoto tripletu triplet TCT, ktery koduje serin.
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TCCCTTCACAGCCACAGAACTCCACGCTCCGECCTGGCCCTGCAMMMNCTGGAGGTGCTGTTCCAGGGCCCCAAAT

CTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCC
CAAAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGA
CCCTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCA
GTACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAG
TGCAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAAC
CACAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGC
TTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGGCCACGCCTCCCG
TGCTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGT
CTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCT! CCGGGTAAA.

Obrazek 14: Navrh expresnich konstruktii NKp44 a NKp44M-DNA. Geneticky kod
celého produkovaného proteinu. Fialové je vyznacena ¢ast NKp44 amplifikovana pomoci
navrzenych primerd. Bilym pismem vyznaceny triplet zndzornuje triplet kodujici cystein,
ktery je v mutované verzi nahrazen tripletem TCT, ktery koduje serin. Zluté je zde
vyznaceno misto zasahu pro 3C protedzu, tmavé modré podbarveni znazornuje nukleotidy
zbylé z plazmidu a Sed¢ je podbarven Fc fragment. Zelenou barvou je zvyraznéna
histidinova kotva na konci Fc fragmentu a ¢ervené¢ STOP kodon.

MAWRALHPLLLLLLLFPGS

FAGARGAPESPSTIPVPSQPQNSTIRBGRAAPIALVPVFCGLLVAKSLVLSALLY
*

PANSTIRPGPALEVLFQGPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFN
WYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSR

DELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKATPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALH

NHYTQKSLSLSPGKHHHHHH*

Obrazek 15: Aminokyselinova sekvence NKp44 a NKp44M. Zde je znazornéna
sekvence aminokyselin NKp44, kde je fialové vyznacena produkovana cast. Podtrzena
pismena znaéici aminokyseliny tvofici imunoglobulinovou doménu NKp44. Cerny text
znazoriiuje extracelularni segment, Cerveny transmembrdnovy a zelené¢ je vyznacen
intracelularni isek NKp44. Nize na obrazku je aminokyselinovd sekvence celého
produkovaného konstruktu. Cast NKp44 je podbarvena fialové, misto zdsahu pro 3C
proteazu zluté, Fc fragment Sedou barvou, histidinovd kotva zelené a aminokyseliny
zanesené plazmidem modrou barvou. Cystein 155 vyznacen bilym pismem. V mutované
verzi je nahrazen serinem.
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Pozadovany fragment NKp44 byl amplifikovan pomoci PCR s vyuzitim klonu genu
NKp44 (Sino Biological, Cina), béhem které byla teplota nasedani primerti nastavena na
63 °C. Byly pouzity primery NKp44 Q22 pHLsec FW a NKp44 A188 pHLsec REV.

Pro vytvoreni mutované verze, NKp44M, byla provedena OE-PCR. V prvnim kroku
této PCR byly provedeny 2 PCR reakce za pouziti primerd NKp44 Q22 pHLsec FW
aNKp44 C155S REV s teplotou nasedani 63 °C (oznaceno pracovné jako V2A), druha
reakce byla provedena s primery C155S FW a NKp44 A188 pHLsec REV a teplotou
nasedani primert 65 °C (s pracovnim oznacenim V2B). Vysledek PCR reakci byl ovétfen

pomoci agardzové elektroforézy. Ziskany elektroforeogram je na Obrazku 16.

Obrazek 16: Elektroforeogram se vzorky po PCR reakcich. Elektroforéza probihala
v 1% agar6zovém gelu. PCR produkt ziskany pomoci primerd NKp44 Q22 pHLsec FW
a NKp44 A188 pHLsec REV byl oznacen jako V1, ofekavana velikost byla 537 bp. Jako
V2A byl oznacen konstrukt amplifikovany pomoci primerdt NKp44 Q22 pHLsec FW
aNKp44 C155S REV, jehoz ocekavana velikost byla 425 bp. Vzorek oznaceny V2B byl
amplifikovan pomoci primeri NKp44 C155S FW a NKp44 A188 pHLsec REV a jeho
ocekavana velikost Cinila 129 bp. M 1 kb znaci 1 kb standard a M 100 bp znac¢i 100 bp
standard.

Vzorky byly nasledné¢ vyfiznuty a piecistény z agarézového gelu, poté v nich byla
zmétena koncentrace DNA. Poté byl proveden druhy krok OE-PCR, ve kterém byly jako
templaty pouzity vzorky V2A a V2B, konkrétn¢ 15 ng od kazdého. Pro tuto reakci byly
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pouzity primery NKp44 Q22 pHLsec FW a NKp44 A188 pHLsec REV. Teplota
nasedani primert byla nastavena na 65 °C a vzorek byl pracovné oznacen V2C.

Pomoci restrikénich endonukledz byly Stépeny 3 ug plazmidu pHLsecFcHis. Vysledek
OE-PCR i linearizace plazmidu byl analyzovan pomoci elektroforézy, jejiz

elektroforeogram je na Obrazku 17.

Obrazek 17: Elektroforeogram vzorki po OE-PCR a linearizaci plazmidu
pHLsecFcHis. Elektroforéza probihala v 1% agar6zovém gelu. M 1 kb zna¢i 1 kb standard
a M 100bp zna¢i 100 bp standard. Do drdhy p byl pipetovan vzorek neStépeného
plazmidu, S$tépeny plazmid je oznaCen jako p*. Velikost S§tépeného plazmidu byla
ocekavana 5331 bp. Produkt OE-PCR stemplaty V2A a V2B za pouzZiti primerQ
NKp44 Q22 pHLsec FW a NKp44 A188 pHLsec REV byl nanesen do drahy V2C.
Ocekavana velikost ¢inila 501 bp.

Inzerty NKp44 a NKp44M byly vloZeny do linearizovan¢ho plazmidu pHLsecFcHis
pomoci Infusion reakce. Vzniklym vektorem byly nasledné¢ zrychlenou metodou
transformovany kompetentni bunky E. coli NEB10, které byly natfeny na bakteriologickou
misku s pevnym Zivnym médiem a pfes noc inkubovany pii 37 °C. DalSiho dne byly
vypichnuty nekteré z narostlych kolonii, se kterymi byla provedena cPCR. Pro cPCR byly
pouzity primery NKp44 Q22 pHLsec FW a pHLsec REV. Teplota nasedani primert
byla zvolena 65 °C. Vysledek byl analyzovan pomoci agardzové elektroforézy v 1% gelu.

Ziskany elektroforeogram je uveden na Obrazku 18.

54



Obrazek 18: Elektroforeogram vzorki po cPCR. Elektroforéza probihala v 1%
agar6zovém gelu. M 1 kb zna¢i 1kb standard a M 100 bp znac¢i 100 bp standard.
Ocekavana velikost obou cPCR produktii byla 1326 bp.

Po cPCR byla provedena nizkoobjemova pfiprava plazmidové DNA vzorki NKp44 i
NKp44M. Déle byla métena koncentrace DNA v obou vzorcich, pficemz bylo zjiSténo, ze
koncentrace DNA v roztoku NKp44 c¢inila 772,1 ng/ul a koncentrace DNA ve vzorku
NKp44M cinila 746,8 ng/pl.

Oba vzorky byly ptipraveny pro DNA sekvenaci za pouziti primeri pHLsec FW a
pHLsec REV a nésledné odeslany do Laboratofe sekvenace DNA. Po obdrzeni vysledkl
DNA sekvenace byla obdrzena sekvence porovnana se sekvenci pozadovanou.
Z experimentalnich dat vySlo najevo, Ze oba inzerty byly do plazmidi vlozeny Gspésné.

Sekvenovany plazmid byl tedy pouzit pro transformaci kompetentnich bun€k E. coli
DH5a, které byly natfeny na pevné zivné médium a ptes noc inkubovany pii 37 °C. Dalsi
den byly narostlé kolonie pouzity pro velkoobjemovou piipravu plazmidové DNA.
Nameétené koncentrace ziskané plazmidové DNA Cinily v pfipadé NKp44 2512 ng/ul a
v ptipadé¢ NKp44M 3851 ng/ul.

Pfipravenymi roztoky obsahujicimi vektory pro produkci obou verzi NKp44 byly
transfekovany bunééné suspenze HEK293S GnTI'. Produkce probihala v objemu 200 ml.
Po tydnu byla produkce sklizena centrifugaci a purifikovana. Prvnim purifikaénim krokem

byla afinitni chelata¢ni chromatografie na koloné¢ TALON.
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Eluované roztoky byly pomoci koncentratori Amicon Ultra (MWCO 10000)
koncentrovany tak, aby vysledny objem roztoku proteinu vyrazné nepiesahoval 500 pl.
Retenat byl purifikovan pomoci gelové permeacni chromatografie na koloné Superdex 200

10/300 GL. Ziskané chromatogramy jsou uvedeny na Obrazcich 19 a 20.

Absorbance pfi 280 n
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Obrazek 19: Chromatogram gelové permeacéni chromatografie NKp44
(pHLsecFcHis) za pouziti kolony Superdex 200 Increase 10/300 GL. Elu¢ni objemy
u chromatogramu ziskanych pfi purifikaci NKp44 a NKp44M neni moZné porovnat, nebot’
byly pouzity rtizné kolony. Velikost produkovaného konstruktu by méla byt 46045 Da.
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Obrazek 20: Chromatogram gelové permeacéni chromatografie NKp44M
(pHLsecFcHis) za pouziti kolony Superdex 200 10/300 GL. Elu¢ni objemy
u chromatogramti ziskanych pii purifikaci NKp44 a NKp44M neni mozné porovnat, nebot
byly pouzity razné kolony. Velikost produkovaného konstruktu by méla byt 46029 Da.
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Béhem gelovych permeacnich chromatografii byl eluat sbiran po frakcich. Elucni

objemy jednotlivych frakei, spolecné s namétenou koncentraci piislusné verze NKp44,

jsou uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 6: Elu¢ni objemy a koncentrace prisluSnych verzi NKp44 (pHLsecFcHis) ve
frakcich z gelovych permeacnich chromatografii.

NKp44 NKp44M
e Eluéni objem | Koncentrace —— Elu¢ni objem | Koncentrace
[ml] [mg/ml] [ml] [mg/ml]
1 8,81 0,090 1 8,26 0,028
2 8,83 0,100 2 9,26 0,093
3 9,33 0,129 3 10,26 0,181
4 9,83 0,078 4 11,26 0,674
5 10,33 0,074 5 12,26 0,541
6 10,83 0,133 6 13,26 0,286
7 11,33 0,189 7 14,26 0,090
8 11,83 0,265 8 15,26 0,024
9 12,33 0,282 9 16,26 0,021
10 12,83 0,246
11 13,33 0,251
12 13,83 0,168
13 14,33 0,098
14 14,53 0,043
15 15,53 0,000
16 16,08 0,006

Vybrané frakce byly analyzovany pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu.

Elektroforeogram ziskany analyzou produkovaného NKp44 je uveden na Obrazku 21 a

elektroforeogram ziskany analyzou NKp44M je na Obrazku 22.
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Obrazek 21: Elektroforeogram analyzy NKp44 (pHLsecFcHis). 10% polyakryl-
amidovy gel sjednotlivymi frakcemi z gelové permeacni chromatografie NKp44.
Produkovany protein NKp44 vcetné Fc fragmentu by mél byt velky 46045 Da.
Prostfednictvim disulfidické vazby mezi Fc fragmenty by mély vznikat dimery, jak vidime
v neredukujicim prosttedi. M zna¢i marker, F s pfislusSnymi Ccisly jednotlivé frakce
v redukujicim 1 neredukujicim prostiedi.
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Obrazek 22: Elektroforeogram analyzy NKp44M (pHLsecFcHis). 10% polyakryl-
amidovy gel sjednotlivymi frakcemi z gelové permeacni chromatografie NKp44M.
Produkovany protein NKp44 vcetné Fc fragmentu by mél byt velky 46029 Da. M znaci
marker, F s pfislusnymi ¢isly jednotlivé frakce v redukujicim i neredukujicim prostiedi.
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5.2 Priprava 3C proteazy

Pro Stépeni Fc fragmentu od NKp44 produkované bunkami HEK293S GnTI po
transfekci vektorem pHLsecFcHis byla ptipravena 3C protedza. Proteaza byla piipravena
ve fuzi s maltdézu vazajicim proteinem (MBP — z anglického maltose-binding protein).

Pro produkci této protedzy byl pouzit plazmid pMAL-C2T — HRV — MBP-3C [56]. Tim
byly transformovéany buiiky E. coli BL21(DE3), ve kterych byla protedaza produkovana.
Protein, produkovany intracelularné, byl po bunééné dezintegraci za pouziti ultrazvukové
sondy purifikovan pomoci afinitni chelatacni chromatografie na kolon¢ TALON.

Eluat byl redukovan pomoci 2-merkaptoethanolu o vysledné koncentraci 5 mM. Roztok
byl poté koncentrovan tak, aby jeho vysledny objem pfili§ neptesahoval 500 pl. Poté byl
tento roztok dale ciStén pomoci gelové permeacni chromatografie na kolon¢ Superdex

200 10/300 GL. Ziskany chromatogram je uveden na Obrazku 23.
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Obrazek 23: Chromatogram gelové permeacni chromatografie MBP-3C proteazy za
pouziti kolony Superdex 200 10/300 GL. Velikost produkované MBP-3C proteazy
odpovidéa 64327 Da.

Béhem gelové permeacni chromatografie byl eluat sbirdn po frakcich o objemu 1 ml.
Elu¢ni objemy jednotlivych frakei, spole¢né¢ s namétenou koncentraci piislusné frakce

MBP-3C proteazy, jsou uvedeny v Tabulce 7.
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Tabulka 7: Eluc¢ni objemy a koncentrace ve frakcich MBP-3C proteazy z gelové
permeacni chromatografie.

Frakce Elu¢ni objem [ml] Koncentrace [mg/ml]
1 8,20 1,300
2 9,20 4,394
3 10,20 1,907
4 11,20 0,534
5 12,20 0,459
6 13,20 0,619
7 14,20 1,307
8 15,19 2,038
9 16,19 1,114
10 17,19 0,947
11 18,19 0,350
12 19,19 0,537

Vybrané frakce byly analyzovany pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu.

Elektroforeogram s t€émito vzorky je uveden na Obrazku 24.
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Obrazek 24: Elektroforeogram analyzy produkované MBP-3C proteazy. 10%
polyakrylamidovy gel s jednotlivymi frakcemi z gelové permeacni chromatografie MBP-
3C proteazy. Velikost produkovaného konstruktu odpovida 64327 Da (bez N-glykosylace).
M znaci marker, F s ptislusSnymi Cisly jednotlivé frakce v redukujicim i neredukujicim
prostiedi.
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Frakce 7-10 byly smichdny a bylo k nim ptidano takové mnozstvi glycerolu, aby jeho
vysledna koncentrace byla 50 %. Takto byl pfipraven roztok MBP-3C proteazy

o koncentraci 0,67 mg/ml.

5.3 Stépeni proteinti pomoci 3C proteazy

Proteazou 3C mohou byt S§té€peny proteiny, které obsahuji zasahové misto pro tuto
protedzu, jako napiiklad proteiny produkované =za pouziti expresniho vektoru
pHLsecFcHis.

Samotné Stépeni probihalo pifi laboratorni teplot¢ minimaln€ 3 hod. Protedzy bylo
pridano takové mnozstvi, aby hmotnostni pomér proteazy a st€peného proteinu byl asi 1:5.

Stépeni konstruktu NKp44M produkovaného prostiednictvim vektoru pHLsecFcHis
bylo provedeno tak, ze bylo pipetovéno takové mnozstvi st€pené¢ho konstruktu (NKp44M
frakce 4), které obsahovalo asi 7 pg piisluSného proteinu (10,5 pl), ke kterému bylo
pridano 2,5 ul roztoku protedzy (tedy asi 1,675 pg protedzy). Smés byla ponechana pti
laboratorni teploté¢ pies noc a poté byl vysledek Stépeni analyzovan pomoci elektroforézy

v polyakrylamidovém gelu. Elektroforeogram je zndzornén na Obrazku 25.
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Obrazek 25: Elektroforeogram analyzy Stépeni NKp44M MBP-3C proteazou.
15% polyakrylamidovy gel s vysledky Stépeni konstruktu NKp44M (frakce 4). Konstruktu
by méla odpovidat 46029 Da (bez glykosylace), velikost MBP-3C proteazy 64327 Da,
velikost odstépeného Fc fragmentu 26814 Da a velikost odstépného NKp44M 19408 Da
(bez glykosylace). M znac¢i marker, 3C samotnou MBP-3C proteazu, 44M* znaci Stépeny
konstrukt NKp44M a 44M znaci nestépeny konstrukt NKp44M.
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5.4 Priprava NKp44 prostrednictvim plazmidu pYD5

Stejné konstrukty NKp44, které byly vlozeny do plazmidu pHLsecFcHis, byly vlozeny i
do expresniho vektoru pYDS5. Tento plazmid obsahuje také Fc fragment lidského IgG.
V tomto piipadé neni imunoglobulinova sekvence na C-konci, ale je umisténa na N-konci
produkovaného proteinu. Vyhodou takto produkovaného proteinu je, Ze nejprve vznika
béhem translace stabilni imunoglobulinovy Fc fragment, na ktery pozdéji navazuje protein,
jehoz gen byl do plazmidu pYDS5 vlozen. Diky tomu by mohla byt zvySena
pravdépodobnost, Ze produkovany konstrukt bude v prostorovém uspoiadani odpovidajici
nativnimu stavu. Namisto zdsahového mista pro 3C protedzu je v plazmidu pYDS5 pro
odstépeni Fc fragmentu zasahové misto TEV proteazy.

I v ptipad€ proteinové produkce prostfednictvim plazmidu pYDS5 byly pfipraveny dva
expresni vektory — NKp44 i jeho mutovand verze, NKp44M. Expresni konstrukty véetné

navrhnutych primeri jsou na Obrazcich 26-28.

ATGGCCTGGCGAGCCCTACACCCACTGCTACTGCTGCTGCTGCTGTTCCCAGGCTCTCAGGCACAATCCAAGGCTCAG

BEABGETEEGCCCTGGCCCTGCAGCCCCCATTGCCCTGGTGCCTGTGTTCTGTGGACTCCTCGTAGCCAAGAGCCTGG
TGCTGTCAGCCCTGCTCGTC

NKP44_Q22_PYD5_FW NKp44_A188_pYD5_REV
5" TTTTCAGGGCACCGGTCAATCCAAGGCTCAGGT 3°| 5" AGGTCGGGGGATCAGGTACCTGCAGGGCCAGGG 3’

Obrazek 26: Navrh expresnich konstrukti NKp44 a NKp44 mutované verze — navrh
PCR primerii. Nejprve je uvedena nukleotidova sekvence NKp44, ve které je podtrzenim
vyznaCena imunoglobulinova doména, Cernd barva pisma znali extracelularni cast,
cervenou barvou pisma je vyznaCen transmembranovy Usek a zelené je vyznacen
intracelularni tsek. Cervené podbarveni textu oznatuje STOP kodon. Cast nukleotidi
pouzitych pro expresi NKp44 je vyznacena fialovym podbarvenim s bledé¢ modrymi okraji,
které znazoriuji ptresahy primerd, které jsou uvedené ve spodni Casti obrazku. Bilou
barvou je ve fialovém poli oznaCen triplet, TGT, kodujici lichy cystein. NKp44M
(mutovand verze) obsahuje misto tohoto tripletu triplet TCT, ktery koduje serin.



GCCGGATCAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCACCTGAACTCCTGGGGGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCA
AAACCCAAGGACACCCTCATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGTGGTGGACGTGAGCCACGAAGACC
CTGAGGTCAAGTTCAACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTGCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGT
ACAACAGCACGTACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTG
CAAGGTCTCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAAAGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCA
CAGGTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGAACCAGGTCAGCCTGACCTGCCTGGTCAAAGGCTT
CTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGAACAACTACAAGACCACGCCTCCCGTG
TTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGAACGTCTT
CTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGAAGAGCCTCTCCCTGTCTCCCGGGAAAGCTA

GCGGAGCCGGAAGCACAACCGAAAACCTGTATTTTCAGGGCIICAATCCAAGGCTCAGGTACT TCAAAGTGT

Obrazek 27: Navrh expresnich konstrukti NKp44 a NKp44M-DNA. Geneticky kod
celého produkovaného konstruktu. Fialové je vyznafena c¢ast NKp44 amplifikovana
pomoci PCR. Bilym pismem vyznaceny triplet znazorfiuje triplet kodujici cystein, ktery je
v mutované verzi nahrazen tripletem TCT. Zluté je zde vyznaéeno zasahové misto TEV
protedzy, tmavé modré podbarveni zndzoriiuje nukleotidy zbylé z plazmidu, Sed¢ je
podbarven Fc fragment a ¢ervené STOP kodon.

MAWRALHPLLLLLLLFPGSQAQSKAQVLQSVAGQTLTVRCQYPPTGSLYEKKGWCKEASALVCIRLVTSSKPRTMAWTS
FAGARGAPESPSTIPVPSQPQNSTIRBGRAAPIALVPVFCGLLVAKSLVLSALLY
*

|

AGSTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGKASGAGSTTEN

LYFQGliQskAQVLQSVAGQTLTVRCQYPPTGSLYEKKGWCKEASALVCIRLVTSSKPRTMAWTSRFTIWDDPDAGFFT

C
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Obrazek 28: Aminokyselinova sekvence NKp44 a NKp44M. Nahoie na obrazku je
znazornéna sekvence aminokyselin NKp44, kde je fialové vyznacena produkovand cast.
PodtrZzend pismena znacici aminokyseliny tvofici imunoglobulinovou doménu NKp44.
Cerny text znazoriiuje extracelularni segment, Eerveny transmembranovy tsek a zelend je
vyznaena intracelularni ¢ast proteinu. NiZe na obrazku je aminokyselinovd sekvence
celého produkovaného konstruktu. Cast NKp44 je podbarvena fialové, misto zasahu TEV
proteazy zluté, Fc fragment Sedou barvou a aminokyseliny zanesené z plazmidu modrou
barvou. Cystein v mutované verzi nahrazen serinem je znazornén bilou barvou pisma.

Pro vytvoreni konstruktu kédujiciho mutovanou verzi NKp44 nebyla provedena OE-PCR,

ale pomoci nové navrzenych primerti byl gen pro tento protein ziskén reakci PCR, béhem
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které byl jako templat pouzit expresni vektor NKp44M pHLsecFcHis nesouci pozadovany
gen s mutaci, ktery byl pfipraven v pfedchozim bodu. Teplota nasedani primerQ
NKp44 Q22 pYD5 FW a NKp44 A188 pYD5 REV byla nastavena na 63 °C a pro
Stépeni plazmidu pYDS5 byly pouzity restrikcni endonukleazy Agel a Kpnl.

Dale probihala ptiprava produkénich vektord pYDS5 obdobnym zpiisobem, jaky byl
popsan v piipadé piipravy vektort pHLsecFcHis. Usp&snost byla ovéfena pomoci DNA
sekvenace a nasledn¢ byla provedena velkoobjemova piiprava plazmidové DNA, pomoci
které¢ byly ziskany roztoky obsahujici vektor pro produkci NKp44 o koncentraci DNA
2924 ng/ul a vektor pro produkci NKp44M o koncentraci 2831 ng/pl.

Ptipravenymi roztoky obsahujicimi vektory pro produkci obou verzi NKp44 byly
transfekovany bunécné suspenze HEK293S GnTI'. Produkce probihala v objemu 200 ml.
Po tydnu byl produkovany protein sklizen a purifikovan. Prvnim purifikacnim krokem byla
afinitni chelata¢ni chromatografie na kolon¢ MabSelect SuRe.

Eluované roztoky byly pomoci koncentratori Amicon Ultra (MWCO 10000)
koncentrovany tak, aby vysledny objem roztoku proteinu vyrazné nepiesahoval 500 pl.
Koncentrované roztoky eluatu byly nésledné CciStény pomoci gelové permeacni
chromatografie na kolon¢ Superdex 200 Increase 10/300 GL. Ziskané chromatogramy jsou

uvedeny na Obrazcich 29 a 30.
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Obrazek 29: Chromatogram gelové permeacni chromatografie NKp44 (pYDS5) za
pouziti kolony Superdex 200 Increase 10/300 GL. Velikost produkovaného konstruktu
by méla byt 47819 Da (bez glykosylace).
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Obrazek 30: Chromatogram gelové permeacni chromatografie NKp44M (pYDS5) za
pouziti kolony Superdex 200 Increase 10/300 GL. Velikost produkovaného konstruktu
by méla byt 47803 Da (bez glykosylace).

Béhem gelovych permeacnich chromatografii byl eludt sbirdn po frakcich. Elu¢ni
objemy jednotlivych frakei, spolecné s naméfenou koncentraci piislusné verze NKp44,

jsou uvedeny v Tabulce 8.

Tabulka 8: Elu¢ni objemy a koncentrace prisluSnych verzi NKp44 (pYD5) ve
frakcich z gelovych permeacnich chromatografii.

NKp44 NKp44M
S Elu¢ni objem | Koncentrace S Elu¢ni objem | Koncentrace
[ml] [mg/ml] [ml] [mg/ml]
1 8,45 0,184 1 7,99 0,457
2 9,45 0,284 2 8,99 1,507
3 10,45 0,253 3 9,99 0,604
4 11,45 0,409 4 10,99 2,067
5 12,45 0,029 5 11,99 0,336
6 13,45 0,016 6 12,99 0,015

Vybrané frakce poté byly analyzovany pomoci SDS-PAGE elektroforézy.
Elektroforeogram ziskany analyzou produkovaného NKp44 je uveden na Obrazku 31 a

elektroforeogram ziskany analyzou NKp44M je na Obrazku 32.
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Obrazek 31: Elektroforeogram analyzy NKp44 (pYDS). 10% polyakrylamidovy gel
s jednotlivymi  frakcemi z gelové permeacni chromatografie NKp44. Velikost
produkovaného proteinu NKp44 vcéetné Fc fragmentu by méla byt 47819 Da (bez
glykosylace). M znac¢i marker, F s pfisluSnymi ¢isly jednotlivé frakce v redukujicim i
neredukujicim prostiedi.
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Obrazek 32: Elektroforeogram analyzy NKp44M (pYDS5). 10% polyakrylamidovy gel
s jednotlivymi  frakcemi z gelové permeacni chromatografie NKp44M. Velikost
produkovaného protein NKp44M vcetné Fc fragmentu by méla Cinit 47803 Da (bez
glykosylace). M zna¢i marker, F s pfisluSnymi &isly jednotlivé frakce v redukujicim i
neredukujicim prostiedi.

5.5 Charakterizace interakce proteinit NKp44 a PCNA

Z produkovanych proteinil byl pro stanoveni interakce vybran fuzni konstrukt NKp44M
produkovany pomoci vektoru pHLsecFcHis (frakce 4). Jeho vazebny partner, PCNA, byl
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ptipraven jiz diive [57]. Interakce byla charakterizovdna pomoci biofyzikalnich metod
MST a AUC.

Pted charakterizaci interakce mezi zminénymi proteiny byla provedena analyza stavu
sbaleni proteinu. Byla sledovana zavislost zmény vnitini fluorescence obou proteinti na
teploté. Pro tento experiment byl pouzit pfistroj Tycho. Ziskané zavislosti jsou uvedeny na

Obrazku 33.
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Obrazek 33: Vysledné zavislosti zmény vnitini fluorescence proteini NKp44M
(pHLsecFcHis) a PCNA na teploté a derivace ziskané funkce. A) Hruba data namétena
pristrojem. B) Kiivky vytvofené vyhlazenim hrubych dat. C) Prvni derivace funkci z ,,B)“
podle teploty. Svislé cary znazoriuji pozici inflexnich bodl, resp. lokdlni minima a
maxima v 1. derivaci.

5.5.1 Charakterizace interakce NKp44 a PCNA pomoci MST

Pro tento experiment byly nejprve oba proteiny znaeny fluorescenéni sondou (pro

samotné méteni byl pak pouzit vzdy jen jeden z vazebnych partner nesouci fluorescencni
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znacku). Po znaceni proteinli byla zméfena jejich koncentrace a stupen UspéSnosti znaceni

(DOL). Ziskané hodnoty shrnuje Tabulka 9.

Tabulka 9: Koncentrace a uspéSnost znaceni proteini PCNA a NKp44M
(pHLsecFcHis) po jejich fluorescen¢nim znaceni.

Vzorek Uspésnost znaceni [%)] Koncentrace [pM]
NKp44M 24,6 2,24
PCNA 11,0 4,67

Znacené proteiny byly fedény dle pokynti na vyslednou koncentraci 5 nM a byl s nimi
proveden pretest. Vzorky byly nejprve analyzovany v kapilardch Monolith NT.115.
Vzhledem k vysoké mife adsorpce proteini ke kapildram byly dale pouzity kapilary
Monolith NT.115 Premium a do pufru, ve kterém byly proteiny rozpusStény, byl pfidan
Tween 20 v takovém mnozstvi, aby jeho vysledna koncentrace ¢inila 0,05 %. Vysledky

pretestu shrnuje Obrazek 34.
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Obrazek 34: Vysledky pretestu znacenych proteini NKp44M a PCNA. Pro kazdy
z proteinll je nejprve uveden pretest se vzorkem v kapilarach Monolith NT.115. Druhy
sken kapilar je pro oba vzorky proveden s ptidavkem 0,05 % Tween 20 a kapildrami
Monolith NT.115 Premium. Tmavé modré kiivka byla ziskdna méfenim pfed MST, svétle
modré byla ziskana provedenim pretestu po MST.
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Na zaklad¢ vysledki pretestu bylo zvoleno uspotadani experimentu, ve kterém byl
pouzit znaceny protein NKp44M fedény na vyslednou koncentraci 5 nM. NKp44M byl
titrovan neznaCenym proteinem PCNA. Nejvyssi koncentrace PCNA cCinila 40,56 uM
(1,205 mg/ml) a klesala dvojkovou fedici fadou v 16 vzorcich, kterymi byly pozdé&ji
naplnény kapilary pro samotny MST experiment. Do reakéniho pufru (HEPES puftr pouzity
pro gelovou permeacni chromatografii) byl pfidan Tween 20 o vysledné koncentraci
0,05 % a byly pouzity kapilary Monolith NT.115 Premium.

Samotné méifeni bylo provedeno v tripletu, pficemz kazda série vzorkli byla méiena
nejprve pii nizkém MST vykonu, poté se stfednim vykonem, a nakonec s nejvyssim
moznym nastavenim MST vykonu. Excitace fluoroforu byla béhem vSech méfeni
nastavena na 60 %. Pro vyhodnoceni byla vybrana série méfeni pfi nejvysSim mozném
vykonu MST. Pro vypocet K; byly pouzity ¢asové intervaly -1-0 s pfed a 1,5-2,5 s po

excitaci vzorku. Vysledek tohoto experimentu je uveden na Obrazku 35.
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Obrazek 35: Prubéh MST méieni vzorku obsahujicich NKp44M a PCNA. Data byla
sbirdna pii nejvyssim mozném vykonu MST a 60% sile excitace fluoroforu. Vzorky byly
naneseny v kapilarach Monolith NT.115 Premium a byl pfidan 0,05 % Tween 20. Casové
intervaly -1-0 s pted a 1,5-2,5 s po excitaci vzorku byly pouzity pro dalsi analyzu. Tyto
Casoveé useky jsou znazornény modrymi a razovymi sloupci.

Ziskana data byla vyhodnocena pomoci programu MO.Affinity Analysis. Pomoci
tohoto programu byla uréena normalizovana hodnota fluorescence (odezva detektoru) pro
kazdy vzorek — tedy pro kazdou koncentraci ligandu (PCNA). Tyto hodnoty byly vyneseny

do grafu a proloZzeny vazebnou kiivkou sigmoidniho tvaru, ze které byla vypoctena
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hodnota pro disociaéni konstantu pozorovaného komplexu (pro vazebny model o
stechiometrii 1:1). Graf je uveden na Obrazku 36. Hodnoty disocia¢ni konstanty komplexu

NKp44M:PCNA, urcené z jednotlivych méteni, jsou uvedeny v Tabulce 10.
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Obrazek 36: Zavislost podilu normalizovanych hodnot fluorescence na koncentraci

PCNA. Normalizované hodnoty fluorescence byly ziskdny zdaji namétfenych

v ¢asovych intervalech -1,0-0 s pted a 1,5-2,5 s po excitaci vzorkd. Rizné barvy kiivek a

bodi odpovidaji riznym meéfenim (experiment byl proveden v triplikatu), Sedé body

nebyly zahrnuty do vyhodnoceni, nebot’ se jevily jako pfili§ odlehlé.

Tabulka 10: Hodnoty disocia¢ni konstanty komplexu NKp44M:PCNA.

Vzorek Disociacni konstanta [nM] Pfesnli)(s);lsltr:;g [dr: ;/([)]C iaCni
NKp44M:PCNA 1 607 +316
NKp44M:PCNA 2 197 + 139
NKp44M:PCNA 3 124 + 936

5.5.2 Charakterizace interakce NKp44:PCNA pomoci AUC

Sedimenta¢ni analyzu provedl na analytické ultracentrifuze ProteomelLab XL-I
(Beckman Coulter, USA) RNDr. Ondiej Vancék, Ph.D. metodou sedimentacni
rychlosti [58]. Data byla sbirana pii 48000 ot./min a 20 °C, bylo sniméno 200 snimkd po

3 min pfii vlnové délce 280 nm.
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Pro tento experiment byla pouzita opét mutovana forma proteinu NKp44 produkovana
pomoci vektoru pHLsecFcHis s neodstépenym Fc fragmentem. U vzorku PCNA byla pted
AUC experimentem provedena vymeéna pufru, nebot’ tento vzorek byl skladovan v pufru
s 10% podilem glycerolu. Oba proteiny byly nejprve analyzovany samostatné, poté ve
smési s moldrnim pomérem NKp44:PCNA odpovidajicim 1:1. Normalizovanou distribuci
sedimentacniho koeficientu zobrazuje Obrazek 38.

Protein PCNA ma pozorovanou hodnotu sedimenta¢niho koeficientu piepoctenou na
standardni podminky (20 °C, Cista voda) 5,9, = 4,92 S. Analyza oligomerniho stavu PCNA
byla provedena jiz diive a potvrdila nativni stav proteinu, tedy trimer [57]. Pro samotny
fuzni konstrukt proteinu NKp44M byla pozorovana hodnota sedimenta¢niho koeficientu
pfepoctena na standardni podminky s29, =5,10 S. Stejny vysledek, 520, =5,10S, byl
pozorovan i pro smes obou vazebnych partnerti, coz vyvratilo hypotézu o interakci mezi
témito proteiny ve smésném vzorku, kterd by se méla projevit ptitomnosti ¢astice s vyssi

hodnotou sedimenta¢niho koeficientu.

1.0 4 —— PCNA
MEpd4FcHis
PCNA + NKp44FcHis

Normalizovana c(s) distribuce

0 2 4 6 8 10

Sedimentaéni koeficient [S]

Obrazek 38: Distribuce sedimentacéniho koeficientu pro protein PCNA, NKp44M
(pHLsecFcHis) a smés obou proteinii v molirnim poméru 1:1. Graf zobrazuje
normalizovanou distribuci sedimenta¢niho koeficientu ¢astic pritomnych v analyzovaném
vzorku. Sedimentacni koeficient odpovidajici trimeru PCNA piepocteny na standardni
podminky je s59,=4,92 S, pro samotny NKp44M je s9,=5,10S a pro smés obou
proteind byla stejna hodnota urcena také s, = 5,10 S.
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6 Diskuze

Geny kodujici proteiny NKp44 a NKp44M byly amplifikovany a vlozeny do
prislusnych vektorti, kterymi byla transfekovana bunécna linie HEK293S GnTI'. V ramci
diplomové prace byly pro tento Gcel pouzity plazmidy pHLsecFcHis a pYDS5. Pomoci
obou téchto plazmidd byly produkovany proteiny ve formé fuzniho konstruktu s Fc
fragmentem lidského imunoglobulinu G (IgG). Produkované proteiny byly v ptipadé obou
téchto produkcnich vektorti produkovany sekretované do média. Nad ramec této prace
probiha jesté piiprava produkénich vektorti za pouziti plazmidi pTWS5 a pTWSsec. Tyto
vektory by produkovaly protein NKp44 (ptipadné NKp44M) bez Fc fragmentu. V ptipadé
plazmidu pTW5sec by Slo o sekretovanou produkci proteinu do média, zatimco v pfipadé
plazmidu pTWS5 by produkce probihala intracelularné.

Ptipravované konstrukty NKp44 vykazovaly ve vSech piipadech kromé produkce
NKp44M pomoci vektoru pHLsecFcHis urcitou miru agregace produkovaného proteinu,
jak je vidét na chromatogramech ziskanych béhem gelovych permeaénich chromatografii,
které jsou na Obrazcich 19, 29 a 30. Ztohoto diivodu bylo dodatecné pfistoupeno
k pripravé novych konstrukti pomoci vektort pTWS5 a pTWS5sec. Porovnani vytézki
proteinu NKp44 a NKp44M je uvedeno v Tabulce 11. Do tohoto porovnani byly zahrnuty
pouze ty proteinové frakce, ve kterych nebyly na zaklad€ dat ziskanych béhem gelovych
permeacnich chromatografii a SDS elektroforéz ptitomny agregaty. VSechny produkce
zahrnuté do porovnani vytézkl proteinti probihaly v objemu 200 ml bunécné suspenze
transfekované danym vektorem. Pro dal$i experimenty (AUC a MST) byl vybran konstrukt
NKp44M pHLsecFcHis.

Tabulka 11: Porovnani vytézki jednotlivych konstrukti NKp44 produkovanych ve
200 ml suspenze buné¢né linie HEK293S GnTI'.

Vzorek Celkovy vytézek [pg]
NKp44 (pHLsecFcHis) 804
NKp44M (pHLsecFcHis) 1701
NKp44 (pYD5) 691
NKp44M (pYD5) 2418

Konstrukt NKp44M produkovany pomoci plazmidu pHLsecFcHis vykazuje urCitou

miru sbaleni proteinu, jak ukazuje Obrazek 33. Na kiivce zavislosti poméru vnitini
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fluorescence pii 350 a 330 nm na teploté mizeme pozorovat vice inflexnich bodi, které by
mohly odpovidat denatura¢nim teplotdm Fc fragmentu a samotného NKp44M.

Diskutabilni vysledek piineslo sté€peni tohoto konstruktu pomoci MBP-3C proteazy, jak
je vidét na Obrazku 25. Ac¢ by velikost konstruktu MBP-3C protedazy méla byt vétsi nez
velikost konstruktu NKp44M, na elektroforeogramu se jevi jako témér stejné velké. Zde je
potfeba vzit v ivahu glykosylaci NKp44M. Jedno misto pro N-glykosylaci je na Fc
fragmentu a jedno na samotném konstruktu NKp44M. Bunécna linie HEK293S GnTI
zprostiedkovava glykosylaci ve formé oligosacharidu, ktery je slozeny ze dvou jednotek
N-acetylglukosaminu a péti jednotek mandzy (Asn-GlcNAc,-Mans). Kazdé z mist pro tuto
glykosylaci tak mtize nést oligosacharid o velikosti 843 Da. Protein NKp44M byl na rozdil
od MBP-3C proteazy, kterd byla produkovan v bakteridlnim produkénim systému E. coli
BL21(DE3), produkovan v bunééné linii HEK293S GnTI. V neredukujicim vzorkovém
pufru mizeme na Obrazku 25 pozorovat produkt Stépeni o velikosti asi 27 kDa, coz by
odpovidalo velikosti odstépeného Fc fragmentu. Tuto hypotézu potvrzuje i1 analyza
Stépenych produkti v neredukujicim prostiedi, kde Fc fragment pravdépodobné dimerizuje
prostfednictvim disulfidické vazby a tvofti tak na elektroforeogramu prouzek odpovidajici
dvojnasobné velikosti. Velikost odstépeného NKp44M by meéla Cinit asi 19 kDa. Na
elektroforeogramu pozorujeme jen slaby prouzek o velikosti asi 34 kDa. Vzhledem
k absenci pozitivni kontroly nepfineslo $tépeni MBP-3C protedzou jednoznacny vysledek.
Nelze proto vyloucit, Ze proteinovy konstrukt nesouci NKp44M je v naprostém poradku,
ale pfipravena MBP-3C protedza nevykazuje aktivitu (v minulosti vSak jiz byla tato
protedza v laboratofi vedouciho prace uspesné pfipravena a byla aktivni). Z tohoto divodu
byla bunécna linie HEK293S GnTI opét transfekovana vektorem NKp44M pHLsecFcHis.
Nové produkovany protein byl MBP-3C protedzou Stépen v redukujicim (5 mM 2-
merkaptoethanol) 1 neredukujicim prostfedi. Navic byl nyni pro ovéfeni aktivity MBP-3C
proteazy Stépen 1 vzorek pozitivni kontroly, ktery béhem prvniho pokusu o Stépeni fizniho
konstruktu NKp44M nebyl k dispozici. Pozitivni kontrolu tvofil konstrukt pfipraveny
pomoci vektoru pHLsecFcHis — R2 (homolog potkaniho receptoru podobného C-lektinim
pfipraveny ve formé, které je schopna rozpoznat sviyj ligand, ale dale neni schopna spustit
signalizaci). Tento protein byl jiz dfive pfipraven v laboratofi Skolitele. Vysledek Stépeni
byl analyzovan pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu. Elektroforeogram je

uveden na Obrazku 39 na nasledujici strané.
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Obrazek 39: Elektroforeogram analyzy Stépeni MBP-3C proteazou. 15%
polyakrylamidovy gel se vzorky NKp44M (pHLsecFcHis) a pozitivni kontroly ziskané
Stépenim MBP-3C proteazou (vSechny v redukujicim vzorkovém pufru). Velikost
produkovaného proteinu NKp44 vcetné¢ Fc fragmentu by méla byt 46029 Da (bez
glykosylace), velikost odstépeného Fc fragmentu 26814 Da, velikost odstépného
NKp44M 19408 Da, velikost MBP-3C protedzy 64327 Da a velikost fuzniho konstruktu
vzorku pozitivni kontroly 43062 Da (pfiCemz Fc fragment je zde stejny jako u
produkovaného NKp44M). M znaci marker, 4M znaci vzorky NKp44M (pHLsecFcHis),
3C znaci vzorky MBP-3C protedzy a + znaci vzorek pozitivni kontroly. Vzorky oznacené
hvézdickou byly stépeny MBP-3C protedzou, vzorky oznacené hvézdickou a pismenem R
byly $tépeny v redukujicim prosttedi (5 mM 2-merkaptoethanol)

Jak vyplyva z elektroforeogramu na Obrazku 39, MBP-3C protedza je aktivni
v redukujicim prostiedi. Vzorek pozitivni kontroly byl Gspésné §tépen stejné jako vzorek
NKp44M, po jehoZ Stépeni jiz nezbyl v analyzovaném vzorku pivodni fazni konstrukt.
I pfesto, Ze se podafilo ovéfit aktivitu protedzy, neni Upln€ jasné, jestli byl Stépenim
fuzniho konstruktu ziskdn pozadovany fragment NKp44M. Velikost pozorovaného
prouzku na elektroforeogramu na Obrazku 39 totiz nesouhlasi s o¢ekavanou velikosti
tohoto proteinu (19 kDa). Stépeni proteinu NKp44M za takovychto podminek vsak neni
vhodné, nebot’ by doSlo k redukci disulfidickych mistki v molekule proteinu. Pro Stépeni
vetsitho mnozstvi produkovaného fizniho konstruktu NKp44M bude protedza redukovana,
poté bude provedena vyména pufru tak, aby bylo odstranéno redukéni ¢inidlo z roztoku

protedzy, kterd bude ihned pouzita pro Stépeni.
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Vysledky MST experimentu ukazuji na pfitomnost interakce mezi piipravenymi
proteiny, ovSem je potieba vzit v ivahu nepiesnosti vysledki zptsobené prolozenim
experimentaln¢ ziskanych bodii vazebnou kiivkou. Hodnoty pfesnosti prolozeni jsou
uvedeny v Tabulce 10. Pokud jsou hodnoty disocia¢ni konstanty stanoveny z MST
experimentl v jinych ¢asovych intervalech od excitace nez 1,5-2,5 s, vysledky jsou velmi
odlisné. Vyhodnoceni stejného experimentu za pouziti ¢asového intervalu 9-10s po

excitaci vzorku je pro ilustraci uvedeno na Obrazku 40.
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Obrazek 40: Zavislost podilu normalizované hodnoty fluorescence na koncentraci
PCNA. Normalizované hodnoty fluorescence byly ziskdny zdaji namétfenych
v ¢asovych intervalech -1,0-0 s pted a 9,0-10,0 s po excitaci vzorkll. Rizné barvy kiivek a
bodi odpovidaji riznym meéfenim (experiment byl proveden v triplikatu), Sedé body
nebyly zahrnuty do vyhodnoceni. Pro porovnani byly vynechdny stejné body, které nebyly
zahrnuty do prvniho vyhodnoceni.

Pro porovnani byly z této analyzy vynechany stejné experimentalni body, které byly
vynechdny béhem prvniho vyhodnoceni. Ziskané hodnoty disocia¢ni konstanty spolecné

s hodnotami ziskanymi b&hem prvniho vyhodnoceni experimentu jsou uvedeny

v Tabulce 12 na nasledujici stran¢.
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Tabulka 12: Hodnoty disocia¢ni konstanty komplexu NKp44M:PCNA

Ceir , ., Piesnost uréeni
Pouzité Casové Disocia¢ni konstanta L
intervaly Vzorek [nM] disocia¢ni konstanty

[nM]
NKp44M:PCNA 1 607 + 316

-1,0-0s ]
21,5-2.5 NKp44M:PCNA 2 197 + 139
NKp44M:PCNA 3 124 +936
NKp44M:PCNA 1 421 +202

-1,0-0s ]
29.0-10.0 s NKp44M:PCNA 2 831 + 672
NKp44M:PCNA 3 749 + 650

Experimentalni data ziskand pomoci MST experimentu byla vyhodnocovana riznymi
zpusoby. Béhem dalsiho zpiisobu vyhodnoceni byly experimentdlni body ziskané béhem
jednotlivych méfeni tripletu v sérii primérovany. Primérovanymi hodnotami podila
normalizovanych hodnot fluorescence byla v zdvislosti na koncentraci ligandu (PCNA)
prolozena vazebna kiivka stejné jako v jednotlivych pifipadech vyhodnoceni na Obréazcich
36 a 40. Priklad tohoto typu vyhodnoceni experimentu je uveden na Obrazku 41. Tento
graf byl sestrojen za pouziti priméru bodl z druhé a tfeti série méfeni (zelené a modré
body na Obréazcich 36 a 40), pfi¢emz v tomto piipadé¢ Zadny experimentalni bod nebyl
v ramci vyhodnoceni vynechén.

Ani tento zplisob vyhodnoceni experimentu nepfinesl vysledek, ze kterého by mohla byt
jasné urcena hodnota disociacni konstanty. Stejné jako v pfedchozim piipad¢ vyhodnoceni
se vysledek pohybuje v fadu stovek nM v zavislosti na ¢asovych intervalech, ve kterych
byl pokus vyhodnocen. Uz jen z rozptylli podilii normalizovanych hodnot fluorescence,
které vznikly primérovanim hodnot pii jednotlivych pokusech vyplyva, Ze ziskany
vysledek nema pfilis velkou vypovédni hodnotu.

Vysledek MST experimentu neni jednozna¢ny, ale naznacuje moznost interakce mezi

studovanymi proteiny.
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Obrazek 40: Zavislost podilu normalizovanych hodnot fluorescence na koncentraci
PCNA. Normalizované hodnoty fluorescence byly ziskdny zdaji namétfenych
v ¢asovych intervalech -1,0-0 s pted a 1,5-2,5 s po excitaci vzorki. Béhem vyhodnoceni
byly vytvoieny priméry podilii hodnot normalizovanych fluorescenci ziskanych b&hem
druhé a tieti série méfeni triplikatu. Takto ziskané hodnoty podilti normalizovanych hodnot
fluorescence byly pro kazdou z koncentraci ligandu (PCNA) vyneseny do grafu a byla jimi
proloZena vazebna kiivka.

Analyza provedena pomoci AUC poukazuje na vysledek opacny, nez jaky byl ziskan
pomoci MST experimentu. Distribuce sedimentacnich koeficienti méfenych proteint
(NKp44M pHLsecFcHis, PCNA a jejich smés) na Obrazku 38 ukazuje tfi velmi podobné
piky. Jeden odpovidd méfeni samotného konstruktu NKp44, jeden odpovida samotnému
PCNA a posledni byl ziskdn méfenim smési obou proteinid. Pokud by spolu proteiny
interagovaly, byl by pravdépodobné pozorovan znatelné vyssi sedimentacni koeficient
vzniklého komplexu, ovSem distribuce pro smésny vzorek odpovidd pouze piekryvu
vrcholi pro jeji jednotlivé slozky. V distribuci Ize sice pozorovat mensi vrchol pti zhruba
8 S, stejné tak lze ovSem v distribuci pro samotné NKp44M pozorovat piitomnost mensiho
mnozstvi vyssich oligomerd, resp. agregatti (vrcholy pii 7 a 9 S), a tedy tento maly vrchol
u smeésného vzorku nemusi znamenat pfitomnost komplexu, ale pouze agregati NKp44M.
Tyto vysledky tedy spiSe vyvraci hypotézu interakce mezi pfipravenymi proteiny. Doposud
byla interakce mezi proteiny NKp44 a PCNA charakterizovana pouze metodou rezonance

povrchového plazmonu, pomoci které byla uréena disocia¢ni konstanta 3,4 nM [18].
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Jednim z rozdili mezi analyzami pomoci AUC a MST bylo fluorescenéni znaceni
NKp44M pro MST experiment. Znaceni bylo provedeno pomoci komeréné dostupné
soupravy Monolith Protein Labelling kit RED-NHS 2" Generation (NanoTemper
Technologies, Némecko). Takto vnaSena fluorescencni znacka se vaze na primarni aminy
znac¢en¢ho vzorku (tedy na lyzin a termindlni amin na N-konci proteinu). Neni piesné
znamo, jaka Cast domény NKp44 se ucCastni vazby sjeho ligandem, PCNA. Jedna
z publikovanych studii zabyvajicich se touto interakci vSak poukazuje na peptidovy usek
proteinu NKp44, ktery se velmi pravdépodobné vazby s PCNA tucastni [38]. Soucasti
tohoto peptidu je i jeden zbytek lyzinu. Nelze tak vyloucit, Ze pozorovana interakce je

ovlivnéna pravé fluorescenénim znacenim pripraveného proteinu.
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7 Zaver

Protein NKp44 se podafrilo ptipravit pomoci rekombinantni exprese za pouziti bunécné
linie HEK293S GnTT'. Byly pfipraveny rtizné vektory pro produkei tohoto receptoru, diky
¢emuz bylo exprimovano a purifikovano vice variant pozadovaného proteinu. Ze
ziskanych proteini byl vybran nejvhodnéj$i kandidat, fuzni konstrukt NKp44M
produkovany pomoci vektoru pHLsecFcHis, ktery byl pouzit pro dalsi experimenty.

Pro stépeni vybraného konstruktu byla pfipravena 3C proteaza ve form¢ fuzniho
konstruktu MBP-3C. Byla ovéiena aktivita této protedzy, pomoci které byl dale Stépen i
vzorek fizniho konstruktu NKp44M (pHLsecFcHis).

Piesvédcivé vysledky, které by pfinesly nové informace o vazb& ligandu PCNA na
receptor NKp44, se vSak ziskat nepodatilo. Objasnéni této interakce tak bude predmétem

dalsiho vyzkumu stejn¢ jako optimalizace produkce zminéného receptoru.
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