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Abstrakt:

Tato bakalarskd prace se zamétuje na pripravu rozpustné formy receptoru NKR-P1
(receptor lidskych ptirozené zabijecskych buné€k) a jeho ligandu LLT1. NK buniky hraji
klicovou roli v imunitnim systému, piicemz receptor NKR-P1 a jeho ligand LLTI1
jsou dualezitymi molekulami v regulaci jejich aktivity. Cilem této prace bylo exprimovat
a purifikovat tyto dva proteiny v rozpustné formé€. Prace popisuje uspéSnou produkci
a purifikaci rozpustné formy receptoru NKR-P1 a jeho ligandu LLT1.

Nasledné budou tyto proteiny vyuzity pro produkci specifickych nanoprotilatek,
které¢ budou oznaceny fluorescen¢nimi markery. Fluorescenéné znacené nanoprotilatky
umozni detailni studium interakci mezi NKR-P1 a LLT1 na urovni jednotlivych molekul
pomoci mikroskopie s vysokym rozliSenim zalozené na lokalizaci jedné molekuly. Tento
ptistup mize pfinést poznatky o mechanismech, kterymi NK buiiky rozpoznavaji cilové
buiiky, coz je dulezité pro vyvoj novych terapeutickych strategii v 1écbé rakovinnych

a autoimunitnich onemocnéni.

Klic¢ova slova:
NK buiiky, NKR-P1, LLT1, HEK293T, piggyBac



Abstract:

This bachelor's thesis focuses on the preparation of a soluble form of the NKR-P1 human
natural killer cell receptor and its ligand LLT1. NK cells play a crucial role in the immune
system, with the NKR-P1 receptor and its ligand LLT1 being important molecules in
regulating their activity. The aim of this work was to express and purify these two proteins
in a soluble form. The thesis describes the successful production and purification of the
soluble form of the NKR-P1 receptor and its ligand LLT1.

Subsequently, these proteins will be used for the production of specific
nanobodies, which will be labeled with fluorescent markers. Fluorescently labeled
nanobodies will enable detailed study of the interactions between NKR-P1 and LLT1
at the single-molecule level using super-resolution microscopy based on single-molecule
localization. This approach can provide insights into the mechanisms by which NK cells
recognize target cells, which is important for the development of new therapeutic

strategies in the treatment of cancer and autoimmune diseases.
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Seznam zkratek

AICL (z angl. activation-induced C-type lectin = aktivaci indukovany lektin typu C)
ATP (z angl. adenosine triphosphate = adenosin trifosfat)

CTLD (z angl. C-type lectin-like domain = doména podobna lektinim typu C)
CTLR (z angl. C-type lectin-like receptor = receptor podobny lektiniim typu C)
EDTA (z angl. ethylenediaminetetraacetic acid = ethylendiamintetraoctova kyselina)

FACS (z angl. fluorescence activated cell sorting = fluorescenci aktivované bunécné
tfidéni; pratokova cytometrie)

HPLC (z angl. high-performance liquid chromatography = vysokoucinna kapalinova
chromatografie)

IFNy Interferon gama
IL-2 Interleukin 2

IMAC (z angl. immobilized metal affinity chromatography = afinitni chromatografie
na imobilizovaném kovu)

ITAM (z angl. immunoreceptor tyrosine-based activating motif = imunoreceptorovy
aktivaéni motiv zavisly na tyrosinu)

ITIM (z angl. immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif = imunoreceptorovy
inhibi¢ni motiv zavisly na tyrosinu)

KIR (z angl. killer cell immunoglobulin-like receptor = imunoglobulinim podobné
receptory NK bun¢k)

LDS (z angl. lithium dodecyl sulfate = dodecylsulfat lithny)

LLT1 (z angl. lectin-like transcript 1 = transkript 1 podobny lektinu)

MHC (z angl. major histocompatibility complex = hlavni histokompatibilni komplex)
mRNA (z angl. messenger ribonucleic acid = mediatorova ribonukleova kyselina)
NK buiiky (z angl. natural killer cells = ptirozené zabijacké bunky)

NKC (z angl. natural killer gene complex = komplex genu ptirozenych zabijaki)

NKR-P1 (z angl. natural killer receptor protein 1 = receptor piirozenych zabijaki —
protein 1)



PTK protein tyrosin kinaza

rDNA (z angl. ribosomal deoxyribonucleic acid = ribozomalni deoxyribonukleova
kyselina)

UCOE (z angl. ubiquitous chromatin opening element = vSudypfitomny chromatin-
otevirajici element)
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2 Uvod

2.1 Zakladni charakteristika NK bunék

NK bunky (z angl. natural killer = ptirozeni zabijaci) jsou buiiky vrozeného imunitniho
systtmu odvozené¢ od lymfocytarniho progenitoru. NK bunky zprostiedkovavaji
cytotoxickou odpovéd a sekreci cytokinli stimuluji imunitni odpovéd’ dalSich slozek

adaptivniho imunitniho systému!.

Na rozdil od T- nebo B-lymfocyti, které patii do adaptivniho imunitniho systému,
NK bunky nemaji na svém povrchu receptory specifické pro antigeny, ale jsou vybaveny
Sirokym repertodrem inhibi¢nich a aktiva¢nich receptorti. Mechanismus cytotoxické
odpovédi NK bunék tak probihd na zakladé poruseni rovnovahy inhibi¢nich a aktiva¢nich

signald?.

Aktivaéni signal vznikd interakci aktivaéniho receptoru NK  buiky
s jeho ligandem na cilové bunce. Ligandy interagujici s aktiva¢nimi receptory NK bunék

jsou exprimovany na patogennich a stresovanych burikach®.

Inhibi¢ni signdl je tvofen interakci inhibi¢nich receptorii NK buiky s jejich
ligandy exprimovanymi na cilové bunce. Ligandy inhibi¢nich receptorii NK bunck
se fyziologicky vyskytuji na neposkozenych télu vlastnich buiikach. Pfi bunécném stresu
nebo pfi maligni transformaci buiiky dochazi k sniZeni exprese inhibi¢nich ligandii’.
Patologicky dochazi k expresi inhibi¢nich receptorti na rakovinnych buiikach. Expresi
inhibi¢nich receptord na malignich buiikdch muze dochazet k tniku pfed imunitni

odpovédi.

Studium mechanismt interakce NK receptort s jejich ligandy je klicové ve snaze
o zlepSeni imunoterapeutickych metod spojenych s rakovinou anebo autoimunitnimi

poruchami organismu.

2.2 Piehled hlavnich receptori NK bunék

2.2.1 Déleni podle funkce

Podle charakteru poskytovaného signalu jsou NK receptory dé€leny na aktivaéni

a inhibi¢ni receptory?.
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Aktivacni receptory

Obecnou  charakteristikou aktivacnich  receptori. je  pfitomnost sekvence
imunoreceptorového aktivacniho motivu zavislého na tyrosinu (ITAM, z angl.
immunoreceptor tyrosine-based activating motif). V kontextu imunitni odpovédi ITAM
spousti kaskadu enzymovych dé&ji, které vedou k aktivaci imunitni odpovédi buiiky*.
Pfi imunoreceptorové interakci dochéazi k aktivaci protein tyrosin kinazy (PTK)
z proteinové rodiny Src. Protein tyrosin kinaza je enzym, ktery prenasi fosfat z ATP
na tyrosin. Fosforylaci tyrosinu na ITAM vzniké vazebné misto pro SH-doménu proteind,
které spousti signaliza¢ni kaskadu proteinti z rodiny Syk a ZAP-70 vedouci ke zvySené

funkci t&chto enzyma?.

ITAM je sekvence aminokyselin nachazejici se na intracelularni stran¢ receptoru
imunitnich bunék. V ITAM se dvakrat opakuji sekvence tyrosinu a leucinu
nebo izoleucinu, které jsou oddéleny dvéma libovolnymi aminokyselinami. Sekvence
YxxL/I (kde Y je tyrosin, L je leucin, I je izoleucin a x znaci libovolnou aminokyselinu)
je oddélna Sesti aZ osmi libovolnymi aminokyselinami®. Obecny sekvenéni zapis
pro ITAM je néasledovny YxxL/I(x)s-sYxxL/I°.

Ptikladem aktiva¢niho receptoru je lidsky receptor NKp80 (z angl. natural killer
protein 80), ktery zprostredkovava aktivacni signal vedouci k cytotoxické odpoveédi skrz
interakci s aktivaci indukovanym lektinem typu C (AICL, z angl. activation-induced

C-type lectin) exprimovaném na cilové burice’.

Inhibicni receptory

Obecnou charakteristikou inhibi¢nich receptori je pfitomnost imunoreceptorového
inhibi¢niho motivu zavislého na tyrosinu (ITIM, z angl. immunoreceptor tyrosine-based
inhibitory motif). Vzajemna interakce inhibi¢niho receptoru s jeho ligandem na povrchu

cilové bunky vede k inhibi¢nimu signalu a potlaceni cytotoxické odpovédi NK buiiky.

Princip pifeneseni signalu pies ITIM je podobny ptfeneseni signalu pies ITAM.
V prvnim kroku stejné jako u ITAM dochazi k fosforylaci tyrosinu na ITIM na zakladé
stimulu interakce inhibi¢niho receptoru srozpoznanym ligandem. AvSak na rozdil
od ITAM u ITIM neni piesné jasné, jaka kinaza z rodiny Src odpovidé za fosforylaci.

Moznymi kandidaty uvedenymi v odborné literatuie jsou proteiny Lck a Fyn’.

ITIM je sekvence aminokyselin nachézejici se na intracelularni stran¢ receptoru

imunitnich bunék. Stejné tak jako ITAM 1 ITIM je sekvence aminokyselin v ur¢itém
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funk¢énim potadi. Sekvence pro ITIM je V/IxYxxL/V (kde V je valin, I je izoleucin a Y
je tyrosin)®. Srovnanim sekvence ITIM (V/IxYxxL/V) a ITAM (YxxL/I(x)s.s YxxL/I) jsou
patrna dvé fakta. ITIM je krat$i nez ITAM a také ITIM obsahuje oproti ITAM pouze
jeden tyrosin.

VétSinou je ITIM asociovany s SHP-1 nebo SHP-2 fosfatdzou, i kdyz v prvnim
popsaném piipad¢ to tak nebylo. Prvni popis ITIM byl uskute¢nén na zéklad¢€ pozorovani
rozeznani mysich B-lymfocytti NK bunikami. U mySiho modelu je ITIM spiazen s SHIP
fosfatazou®.

Dv¢ fosforylované ITIM oddé€lené ptiblizné 26 aminokyselinami poskytnou
vazebné misto pro SH-doménu SHP-1. SHP-1 navézand na fosforylovany ITIM
je aktivovana. Aktivovand forma SHP-1 defosforyluje guanin nukleotidovy vymeénny
faktor Vav-1 a zaroven dochézi k fosforylaci adaptorového proteinu Crk®. Fosforylovana
forma Crk je nasledné uvolnéna ze signalniho komplexu vytvoifeného béhem aktivace

imunitni odpovédi bunky. Souhra popsanych procesti vede ke vzniku inhibi¢niho signélu.

Ptikladem inhibi¢niho receptoru je lidsky NK receptor NKR-P1 (z angl. natural
killer receptor protein 1), ktery interaguje s receptorem LLT1 (z angl. lectin-like
transcript 1) exprimovanym na cilové buice’. Vzajemna interakce vede k inhibi¢nimu

signalu a potlaceni cytotoxické odpovédi NK buiiky.

2.2.2 Déleni receptoru podle struktury

Na zaklade¢ struktury jsou NK receptory déleny do dvou skupin, imunoglobuliniim
podobnych receptorii a receptorii podobnych lektiniim typu C!°. Skupina receptori
podobnych imunoglobulinim zahrnuje jak aktivacni, tak inhibiéni NK bunécné
receptory. Stejné tak skupina receptori podobnych lektinim typu C zahrnuje aktivaéni
1 inhibi¢ni NK bunééné receptory.

Imunoglobuliniim podobné NK receptory
Imunoglobulinim podobné receptory NK bunék (KIR, z angl. killer cell

immunoglobulin-like receptor) jsou transmembranové glykoproteiny exprimované
na NK buiikach a subpopulaci T-lymfocyt!!. Struktura KIR je tvofena dvéma nebo tiemi
extracelularnimi imunoglobulinim podobnymi doménami a intracelularni doménou
spojenou s ITIM nebo ITAMS®. Intracelularni doména mutize byt kratka nebo dlouhd
v ramci skupiny KIR. ITAM se vyskytuje na kratké intracelularni doméné KIR a prevadi
aktivacni signal. ITIM se naopak vyskytuje na dlouh¢ intracelularni doméné KIR
aprevadi inhibi¢ni signdl. Existuje 1vyjimka, KIR2DL4 je receptor s dlouhou

intraceluldrni doménou, ktera je sprazend s ITAM a poskytuje aktivaéni signal'2,
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KIR receptory rozpoznavaji ligandy hlavniho histokompatibilniho komplexu
(MHC, zangl. major histocompatibility complex) 1. tiidy'3, jejichz hlavni funkci
je prezentace antigenu na bunééné membran¢. Antigen prezentujici proteiny MHC L. tiidy
jsou exprimovany na kazdé zdravé buiice. Bunécna tolerance je zprostfedkovana vazbou

KIR inhibi¢nich receptorti na MHC I proteiny cilové bunky.

Virové infikovand nebo onkogenni bunka miize potlacovat expresi MHC I
proteinti. Potlacenim exprese MHC 1 proteinii prezentujicich antigen buiika unika
odpovédi imunitniho systému. Proces, kdy dochazi ke snizené expresi MHC I proteinti
na patogenni buiice a dojde ke spusténi cytotoxické odpoveédi NK buiiky, se oznacuje
pojmem ,,missing-self recognition®. ,,Missing-self recognition bylo pozorované

u imunitni odpovédi na n&které onkogenni buriky'?.

Receptory podobné lektiniim typu C

Receptory podobné lektinim typu C (CTLR, z angl. C-type lectin-like receptor)
jsou transmembranové receptory, pomoci kterych dochéazi k bunéénému rozpoznavani.
CTLR jsou strukturné podobné proteinové rodiné lektini C-typu. V ramci lektinti typu C
byly také popsany receptory podilejici se na imunitni odpovédi (napt. dektin 1).
Proteinova rodina lektint typu C stejné tak jako proteinova rodina proteinli podobnych
lektiniim typu C obsahuje typickou doménu podobnou lektinim typu C (CTLD, z angl.
C-type lectin-like domain). Avsak zptisob interakce receptoru s ligandem se u téchto dvou
proteinovych skupin lisi.

Interakce mezi lektiny typu C a jejich ligandy je na rozdil od interakce CTLR
ajejich liganddi zavisla na Ca®" iontech, kdy extracelularni doména lektin®i typu C tvoii
komplex receptor:ligand prostfednictvim Ca*" iontu a hydroxylovych skupin cukernych
jednotek ligandu. Nezavislost interakce CTLR receptoru na Ca®' iontech umoziuje
rozpoznani jak cukernych jednotek, tak proteinovych 1 lipidovych jednotek.
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Struktura CTLR je tvoiena extracelularni CTLD doménou, ktera je pfipojena
pres krcek k transmembranové doméné. Intracelularni doména obsahuje sekvenci ITIM
nebo ITAM. CTLD jetvorend dvéma a-helixy (al, @2), dvéma antiparalelné
uspofadanymi S-skladanymi listy, z nichz jeden je tvofen S0, f1 a B5 vlédkny, a druhy
B2, B3 a 4 vldkny, a tzv. ,,long loop* fetézcem, ktery odpovida oblasti mezi vlakny 2
a 83 (viz Obrazek 1)'°. | Long loop* oblast CTLD né&kterych CTLR miize vazat Ca>* ionty
a tak zprostfedkovavat interakci receptor:ligand a nebo se muize tcastnit doménového
presmyku. Pfi doménovém presmyku dochazi k interakei ,,long loop* oblasti dvou CTLD
domén a nésledné ke vzniku dimeru. Vznik dimeru byl popsan v krystalové struktuie
mysiho NKR-P1A, kde je ,Jlong loop* oblast vysunuta od centra CTLD domény'’.
Naopak v roztoku byla pozorovana sbalena konformace ,,long loop* oblasti pfispivajici
ke stabilizaci CTLD domény. AvSak hlavnimi stabiliza¢nimi prvky CTLD domény jsou

vysoce konzervované cysteinové pary (C1-C2 a C3-C4)°,

Obrazek 1: A) Diagram typické CTLD je tvofen dvéma a-helixy (znazornéno ¢ervenou
barvou) advéma  fB-skladanymi  listy  (zndzornéno  modrou  barvou).
Mezi aminokyselinovymi fetézci B2 af3 se nachazi tzn. ,long loop™ oblast,
ktera je kompaktn¢ sbalend. B) Struktura CTLD mySiho NKR-P1A v krystalu
s prodlouzenou “long loop* oblasti obsahujici a3-helix. Pevzato z reference!”.
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2.3 Receptor NKR-P1

Rodina NKR-P1 (z angl. natural killer receptor protein 1) obsahuje jak inhibi¢ni,

tak aktivacni proteiny exprimované na mysich, potkanich nebo lidskych NK bunkach.

U mysi byly popsany tfi hlavni podskupiny NKR-P1 receptorti: NKR-PIA,
NKR-P1B a NKR-P1C. Zatimco podskupiny NKR-P1A a NKR-P1C se podili na aktivaci
cytotoxické odpovédi NK buiiky, podskupina NKR-P1B m4 inhibi¢ni charakter!®.

U potkant byly popséany tfi hlavni podskupiny NKR-P1 receptori: NKR-PI1A,
NKR-P1B a NKR-P1F. Podobné¢ jako u mysi ma i potkani podskupina NKR-P1A
aktivacni charakter. Aktivacni charakter ma 1 potkani podskupina NKR-PIF.
Avsak potkani NKR-P1B m4 inhibi¢ni charakter'”.

V ramci lidské podskupiny NKR-P1 receptorti je nejvyznamnéj$i a nejlépe
popsany receptor NKR-P1. Tato prace se zabyva piipravou lidského NK bunééného
receptoru NKR-P1, proto bude text nize soustfedén pievazné na popis lidského proteinu
NKR-PI.

2.3.1 Struktura a funkce lidského NKR-P1

NKR-P1 je lidsky inhibi¢ni receptor exprimovany na NK buinikach. Nalezi
do transmembranovych proteini II. tfidy. NKR-P1 obsahuje cytoplazmatickou ¢ast,
transmembranovou ¢ast a extracelularni ¢ast, kterd je tvorend CTLD doménou ukotvenou

pies kréek na transmembranovou &ast proteinu'’.

CTLD NKR-P1 je strukturné¢ podobna vysSe zminéné obecné struktuie CTLD
vyskytujici se u CTLR. AvSak CTLD NKR-P1 ma prodlouZenou ,,long loop* oblast,
ktera byla pozorovana v krystalu ve sbalené kompaktni formé. Spekuluje se, ze ,,long

loop* oblast ma zna¢ny podil na specifité receptorového rozpoznavani.
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NKR-P1 tvotfi homodimery prostfednictvim a1-helixt CTLD domén stejné jako
dektin-1 (viz Obrazek 2), ktery sdili s NKR-P1 podobnost aminokyselinové sekvence
CTLD domény pouze 32 %!'°. Homodimer NKR-P1 ma mensi dimeriza¢ni plochu
v porovnani s homodimerem LLT1, ktery dimerizuje prostfednictvim a2-helixit CTLD

domén. Mala dimeriza¢ni plocha mize byt stabilizovana skrze N-glykosylaci NKR-P1.

NKR-P1

Obrazek 2: Deglykosylovany homodimer NKR-P1 v krystalové formé. Interakci a1-
helixi CTLD domén NKR-P1 monomeru vznikd dimerni forma NKR-P1. Stejnym
zplsobem tvofi homodimery i dektin-1, ktery sdili s NKR-P1 podobnost
aminokyselinové sekvence CTLD domény pouze 32 %/,

2.4 Ligand LLT1

LLT1 je ligand k NK bun&nému lidskému receptoru NKR-P1°. Za fyziologického stavu
jereceptor LLT1 exprimovany na aktivovanych lymfocytech, antigen-prezentujicich
buiikdch a makrofazich. Fyziologickd exprese LLT1 je typickd 1 pro imunologicky
privilegované organy napiiklad na dendritickych builkdch v mozku nebo na buikéach
placenty!’. Patologicky je LLT1 exprimovan na malignich buiikdch glioblastomu,
bunkach rakoviny prsou, bunikach rakoviny prostaty a HPV-negativnich orofaryngealnim

karcinomu!”.
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Problémova je jak snizend exprese tak zvysSend exprese LLT1. Snizenéd exprese
LLT! na zminénych imunologicky privilegovanych organech miize byt pfi¢innou
autoimunitniho onemocnéni. Naopak zvySend exprese LLT1 mtze napomahat malignim
bunikam unikat pfed imunitnim systémem. Pochopeni funkce a struktury LLT1 ma z vyse

zminénych divodu velky vyznam pro terapeutické vyuziti.

2.4.1 Struktura LLT1

LLT1, stejné jako jeho receptor NKR-P1, je transmembranovy glykoprotein II. tfidy,
patfici do CTLR. N-konec proteinu LLT1 se nachdzi na intraceluldrni strang,
ktera je propojena  transmembranovou  casti o  velikosti 23 aminokyselin.
Tato transmembrdnova ¢ast na své extraceluldrni strané nese “kréek®. Na krcku

se nachazi CTLD typicka pro proteinovou rodinu CTLR.

CTLD proteinu LLT1 obsahuje ve své aminokyselinové doméné pét cysteinli
(Cys75, Cys86, Cys103, Cys184, Cys163). Interakci cysteinlt (Cys75-Cys86, Cys103-
Cys184) vznikaji disulfidické mustky, které stabilizuji CTLD!. Cys163 na CTLD
na pfirozend  exprimovaném LLT1  pravdépodobné usnadiiuje  agregaci'®.
V aminokyselinové sekvenci CTLD proteinu LLT1 se nachazi tfi asparaginy,
které mohou byt glykosylovany. N-glykosylace je obligatni pro tvorbu homodimert
LLT1?°. Homodimerni forma LLT1 je na rozdil od homodimeru NKR-PI
zprostiedkovana prostiednictvim  a2-helixi CTLD domén monomert LLT1
(viz Obrazek 3).

LLT1

Obréazek 3: Homodimer LLT1. Homodimer LLT1 je tvofen prostfednictvim interakce
a2-helixtt CTLD domén'®.
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2.5 Organizace genu pro proteiny LLT1 a NKR-P1

Na kratkém raménku 12. lidského chromozomu se nachazi komplex gent pfirozenych
zabijaka (NKC, z angl. natural killer gene complex) pro CTLR NK bunék?!. NKC kéduje
proteiny NKG2 rodiny, CLEC2D rodiny a NKR-P1 rodiny. Lidsky receptor NKR-P1 je
soucasti KLRB1 rodiny, kdezto jeho ligand LLT1 je soucésti proteinové rodiny
CLEC2D?*.

Zajimava je skutecnost, ze gen pro lidsky receptor NKR-P1 (KLRB1) se nachazi
v tésné blizkosti genu pro jeho ligand LLT1 (CLEC2D) (viz Obrazek 4). Zminéné
uspotadani v ramci NKC vsak neni jedine¢né. Gen pro receptor NKp80 (KLRF1) a gen
pro jeho ligand AICL (CLEC2B) se také vyskytuji v tésné blizkosti?2.

MICAA/B HLA-E HLA-E
Galectin-1

F 3 ® —
Y Y

NKRPIA  LLT1 DCAL1 CD69 NKp80 AICL NKp65 KACL MICL D94 NKG2D NKG2C NKG2A

Ll L CLEC2D CLECLT CLEC2C VIBR L cieczs o VLR CLEC2A CLECI12A P KLRDI S k( RK1 WM K| RC2 W KLRC1

NKR-P1rodina |jjjj CLEC2D rodina NKG2 rodina [ jiné

Obrazek 4: Schéma umisténi geniit pro NK receptory a jejich ligandy v ramci NKC
na chromozomu 12. KLRBI1 geny kodujici NK receptory jsou umistény v tésné blizkosti
viuci CLEC2D gentim kodujici ligandy ptisluSnych NK bunéénych receptort. Pievzato
z reference?’.

Gen pro NKR-P1 se nachazi u riznych druh na jiném chromozomu. Gen
pro mysi NKR-P1 je umistén na 6. chromozomu a gen pro potkani NKR-P1 se vyskytuje
na 4. chromozomu. Podobnost genové sekvence pro lidsky NKR-P1, mysi NKR-P1
a potkani NKR-P1 je znacn¢ zachovéna. Lidsky NKR-P1 ma procentualni shodu genové
sekvence s mySim NKR-P1 46-47 % a potkanim NKR-P1 46 %. Zajimava je sniZena
podobnost genové sekvence pro lidsky NKR-P1 a ostatnich CTLR NK bun&k?!.
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2.6 Interakce NKR-P1:LLT1

Interakce NKR-P1:LLT1 je doposud nejlépe popsanou interakei lidského NK
receptoru s jeho ligandem. Vyznam tvorby komplexu NKR-P1:LLT1 je nejvice patrny
pii regulaci imunitni odpovédi. Pievaha NKR-P1:LLT1 inhibi¢nich signala
nad aktiva¢nimi signaly NK bunky inhibuje cytotoxickou odpovéd NK buiky. Kromé
imunologické odpovédi interakce NKR-P1:LLT1 se podili i na udrZzeni homeostazy

pti rekonstrukci kostni tkéné.

V porovnani s jinymi NK bunéénymi receptory a jejich ligandy ma NKR-P1
nizkou afinitu ke svému ligandu LLTI1. Afinita je vSak zvySena klastrovanim
proteinovych komplexi NKR-P1:LLT]1 (viz Obrazek 5). Podjednotka homodimeru LLT1
interaguje bivalentné s podjednotkou NKR-P1'¢.

Obrazek 5: Deglykosylovany komplex NKR-P1:LLT1. Homodimer NKR-PI
(zndzornéno odstiny modré barvy) interaguje jednou svoji podjednotkou (znazornéno
svétle modrou barvou) s jednou podjednotkou homodimerem LLT1 (zndzornéno svétle
zelenou barvou). Homodimer LLT1 (znazornéno odstiny zelené barvy) soucasné

interaguje pomoci druhé podjetnotky (zndzornéno tmavé zelenou barvou) s dalSim
homodimerem LLT1'®,
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Byly popsany dvé formy interakce NKR-P1 s LLT1, primarni a sekundarni, které
jsou nezbytné pro efektivni zprosttedkovani inhibi¢niho signdlu. Primarni interakce
je shodna s interakci popsanou u komplexu NKp65:KACL a je zprostiedkovana Y201,
S199, K148 aR181 NKR-P1 podjednotky s E162, Y177, S129 a E179 podjednotky LLT1
dimeru (pismeno odpovida ptislusné aminokyseliné podle jednopismenového kodu, Cislo
odpovida poradi v aminokyselinovém fetézci)!®. Sekundarni interakce NKR-P1:LLT1
je zcela jedine¢na a je zprostiedkovana S199, D147 a R181 podjednotky NKR-P1 dimeru
s K169, R153 a N120 podjednotkou LLT1 dimeru'®.

2.7 Role NKR-P1:LLT1 v rakovinném bujeni a autoimunitnich
onemocnéni

Zvysena exprese LLT1 na cilovych bunikach pomaha buiikam unikat pied cytotoxickou
odpovédi NK bunék. Neni prekvapujici, ze z tohoto diivodu je pozorovana vyssi mira
exprese mMRNA pro LLT1 u n¢kterych typt rakovinnych bunék se snizenou expresi MHC
I, napiiklad u trojnasobné& negativni rakoviny prsou nebo rakoviny prostaty?*-*. Zvysena

exprese LLT1 byla popsana i u glioblastomu?.

Na druhou stranu snizena exprese LLTI1 potlacuje toleranci NK bunék
vuci organismu vlastnim buiikdm. Napfiklad snizend exprese LLT1 na bunikach placenty

miiZe vést k poskozeni plodu imunitnim systémem matky'”.

Pochopeni vzniku struktury komplexu NKR-P1:LLT1 a mechanismu vzniku
inhibi¢niho signalu je dulezité pro vyvoj imunoterapeutik. Jednou ze zkoumanych
mozZnosti regulace spravné tvorby komplexu NKR-P1:LLT1 je kompetitivni reakce

se specifickymi protilatkami.

Calderon et al. ptipravili specifickou protilatku KW7.3.7 pro komplex NKR-
PI:LLT1. Protilatka KW?7.3.7 byla testovana na tfech riznych rakovinnych bunéénych
liniich NALM-1, Toledo, Raji. Byla pozorovdna zvySend sekrece IL-2 a IFNy T-
lymfocyty vii¢i v§em tfem druhtim rakovinnych bunéénych linii v pfitomnosti KW7.3.7
oproti pfitomnosti nespecifickych izotypt protilatek. Pfitomnost KW7.3.7 vedla

i ke zvySené cytotoxické aktivité NK bun&k vi¢i rakovinnym buiikdm?>.
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2.8 Metody selekce vazebnych domén

2.8.1 In vitro evoluce

Ribozomalni zobrazeni (z angl. ribosome display), zobrazeni pomoci faga (phage
display) nebo zobrazeni pomoci kvasinek (yeast display) jsou pouzivané pro izolaci
nebo syntézu protilatek ¢i jejich vazebnych domén. Spoleénym rysem zminénych
zobrazovacich metod je propojeni genotypu v podobé plazmidu kodujiciho gen

a fenotypu v podobé proteinu exprimovaného na povrchu ribozomu ¢&i buiiky?®.

Ribozomalni zobrazeni

Princip metody ribozomalniho zahrnuje vytvofeni terciarniho komplexu tvofeného
aminokyselinovou sekvenci, ribozomem a medidtorovou RNA (mRNA, zangl.
messenger RNA)*". Vytvoteni komplexu piedchazi nékolik krokti. Prvnim je transkripce
DNA z knihovny. DNA obsahuje promotor T7, specifické misto pro nasednuti ribozomu
(RBS, z angl. ribosome binding site) a nahodné mutovany gen. Nahodné¢ mutovany gen

vymezuje na 5" konci DNA F misto a na 3" konci ,,spacer*?®

. »,Spacer je misto na DNA
kédujici gen pro peptid, jenz neni predmétem naseho zdjmu, ale jeho existence

je nezbytna pro ribozomalni zobrazeni.

Transkripce DNA je spusténa nasednutim T7 RNA polymerasy na T7 promotor.
Transkripce probiha ve sméru od 5" konce ke 3" konci. Vytvofend mRNA obsahuje
smycky v oblasti za T7 mistem a na konci ,,spacer” mista. Smycky na RNA iniciuji
nasednuti ribozomu na RBS%. Translace probih4 ve sméru od 3" konce k 5" konci mRNA.
Kwvili absenci stop kodonu na mRNA probiha translace az do konce mRNA vlakna
a dochazi k vytvoteni terciarniho komplexu. Terciarni komplex je navic stabilizovan

pridavkem Mg** iontdi do reakéni smési®’.

Terciarni komplex se pomoci peptidového fetézce vaze na imobilizovanou
cilovou molekulu. Schopnost terciarniho komplexu se vazat na imobilizovanou cilovou
molekulu je dana povahou nahodn& mutovaného peptidu®. Nevéazané komplexy

jsou z reakéni smési odstranény promytim.

Nasledné pisobeni polyaminokarboxylové kyseliny (napt. EDTA) zptlisobi
disociaci ribozomalnich podjednotek a uvolnéni mRNA?®. Uvolnénd mRNA je zpétné
transkribovana do DNA. Pro zvySeni efektivity metody je cyklus (viz Obrazek 6)

opakovan nejméné ¢tyfikrat, néz miize byt vyslednd DNA pouzita pro jiné Gcely?!.
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uvolnéni mRNA z terciarniho ~ cilové molekuly

komplexu

Obrazek 6: Schéma ribozomalniho zobrazeni. V prvnim kroku dochéazi kin vitro
translaci ~ mRNA. Kvali absenci stop  kodonu  vznikd  komplex
mRNA:ribozom:aminokyselinova sekvence. V dalSim kroku se komplex selektivné vaze
na imobilizované cilové molekuly. Volné komplexy jsou odstranény z reakéni smeési
promytim. Nasledné plsobeni kyselinou polyaminokarboxylovou zplsobi disociaci
komplexu a uvolnéni mRNA, kterd je zpétn¢€ transkribovana do DNA. Ziskana DNA
je amplifikovéna.

Zobrazeni pomoci faga

Zobrazeni pomoci faga je metoda, kterd vyuziva Sirokou knihovnu bakteriofagi, virt
infikujici bakteridlni bunky, k selekci specifickych proteini. Knihovna bakteriofagti
je vytvorena umélym vnesenim oligonukleotidové sekvence do genomu bakteriofagu.

Pokud bakteriofagy infikuji bakterialni buniky, ty exprimuji vloZenou oligonukleotidovou
sekvenci na povrchu kapsidy viru®?. Povrchové proteiny mohou specificky vézat
na imobilizované ligandy, coz umoznuje identifikaci a selekci fagli s aminokyselinovou

sekvenci, ktera ma vysokou afinitu k cilovym ligandim (viz Obrazek 7)**3.
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Fagy vazané na ligandy jsou pak izolovany a pouzity k reinfekci bakteridlnich
bun¢k, coz vede k amplifikaci fagli obsahujicich zddané geny. Tento proces se Casto
opakuje v n¢kolika cyklech, aby se zvysila specificita a afinita vybranych bakteriofagti
k cilovym ligandim. Vysledkem je populace bakteriofagii, kterd exprimuje proteiny
s optimalizovanymi vlastnostmi pro konkrétni aplikace, jako jsou terapeutické protilatky

nebo enzymy pro biotechnologické vyuziti.

g EE E E 5 odstranéni nenavazanych fagd ‘ E
amplifikace specificky vazanych fagh E E E

E E p "1 eluce specificky vazanych fagh
e
' b

———--] | 000000000000
'\\OOOUDOCIUOQQQ

| odbér kolonii pro ELISA test |

Obrazek 7: Zobrazeni pomoci bakteriofagii. Na imobilizované cilové proteiny
jsou specificky véazany pouze nékteré fagy zknihovny. Specificky véazané fagy
jsou eluovéany a nasledn& amplifikovéany. Pfevzato a upraveno z reference’”
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Zobrazeni pomoci kvasinek

Zobrazovani proteinti na povrchu kvasinek je proces, pii kterém jsou kvasinky geneticky
modifikovany tak, aby na svém povrchu exprimovaly ndhodn¢ mutované proteiny.
Tento proces zac¢ina vlozenim DNA kédujici ndhodné mutovany protein do kvasinkové
bunky prostfednictvim vektoru. Vektor obsahuje genetickou informaci nejen o samotném
proteinu, ale také o sekvenci, ktera zajist'uje, Ze protein bude transportovan na povrch
kvasinkové bunky.

KdyZ je DNA vnesena do kvasinkové buiiky, zacne se transkribovat a ptekladat
do proteinu, ktery je poté transportovan na bunécny povrch pomoci sekvenci signalnich
peptida. Tyto peptidy zajist'uji, Ze protein projde pfes bunéénou membranu a ukotvi
se na proteinu bunécné stény kvasinky. Na povrchu kvasinky je protein prezentovan
ve své funkéni formé, coz umoziiuje jeho interakci s dal§imi molekulami®®. Cilovy protein
se vaze na ndhodn¢ mutovany protein, ktery je vystaven na kvasince. Vazané proteiny
jsou nasledn¢ fluorescenéné nebo magneticky znafeny a separovany pomoci
magnetického pole anebo fluorescencné aktivované bunééné separace (FACS, z angl.

fluorescence-activated cell sorting) neboli priitokové cytometrie (viz Obrazek 8)*°.

»» (o) "33,
e/

ﬁ konstrukce DNA knihovny transformace kvasinky

analyza aminokyselinové #: > o )o ﬁ
sekvence T e T @

prezentace cilené mutovaného

ﬁ proteinu
ﬁ N/
\
EO®
Trec LSEY cco ot (™
0C =227 st (X
selekce pomoci FACS vazba cileného proteinu

Obrazek 8: Zobrazeni pomoci kvasinek. Kvasinky jsou transformovany plazmidy se
sekvenci kodujici ndhodné proteiny. Ndhodn& mutovany protein je nasledné vystaven na
povrchu kvasinky. V pfitomnosti cilového proteinu dochédzi ke specifické vazbé.
Specificky vazané proteiny jsou fluorescenéné znaceny a analyzovany pomoci FACS.
Pfevzato a upraveno z reference’!.
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3 Cile prace

Cilem této bakalaiské prace byla pfiprava rozpustné formy extracelularni domény
lidského receptoru NK buiiky, NKR-P1, a jeho ligandu LLTI.
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4 Materialy

4.1 Chemikalie a bunécné linie

Plazmidy

PB-RB: laborator 204, katedra biochemie, PfF UK

pCVM _hyPBase: Wellcome Sanger Institute, Anglie

pTT28-L2: Mgr. Jan Blaha, Ph.D., laboratot 204, katedra biochemie, PfF UK
pUT7-H4: laboratot 204, katedra biochemie, PfF UK

Bunécne linie
HEK?293T: prof. A. R. Aricescu, Oxford, UK
Escherichia coli DH5a: Thermo Fisher Scientific, USA

Pufry a média

EQU pufr: 5-20 % ethanol, 1-10 % KCI; Macherey-Nagel, Némecko

EX-CELL 293: Sigma-Aldrich, USA; pfed pouZitim doplnéno o L-glutamin do vysledné
4mM koncentrace

HEPES pufr: 10mM HEPES, 150mM NaCl, 10mM NaN3, pH 7,5

HEPES pufr + 25mM imidazol: 10mM HEPES, 150mM NaCl, 10mM NaNj3, 25mM
imidazol, pH 7.5

HEPES pufr + 250mM imidazol: 10mM HEPES, 150mM NaCl, 10mM NaN3, 250mM
imidazol, pH 7,5

LB médium: 10 g/l trypton, 5 g/l kvasni¢ny extrakt, 10 g/l NaCl, pH 7,4

LDS pufr: se zvySenym obsahem glycerolu, obsahuje dodecylsulfat lithny, pH 8,5;
Sigma-Aldrich, USA

LYS pufr: 0,1-5 % NaOH, 0,1-1 % dodecylsiran sodny; Macherey-Nagel, Némecko
MOPS pufr: 50mM MOPS, 50mM Tris baze, 0,1% SDS, ImM EDTA, 0,01-0,09% N,N-
dimethylformamid, pH 7,7; Sigma-Aldrich, USA

NEU pufr: 25-45 % CH3COOH/Na/K - 2 H,O; Macherey-Nagel, Némecko
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Octanovy pufr: 50mM octan sodny, 10nM NaN3, pH 4,0

PBS pufr: 50mM Na;HPOj4, 300mM NaCl, 10mM NaN3s, pH 7,0

PBS-TK pufr: PBS pufr pouzivany ve tkanové mistnosti; 10mM NaxHPOs,
150mM NaCl, 2mM KCI, 2mM KH>POys, pH 7.4; Sigma-Aldrich, USA

RES pufr: Macherey-Nagel, Némecko

WASH pufr: 5-20 % ethanol, 1-10 % KCl; Macherey-Nagel, Némecko

Antibiotika

Ampicilin: Carl Roth, Némecko

Blasticidin, 10 mg/ml: InvivoGen, Francie
Doxycyklin hydrochlorid: Duchefa, Nizozemsko

Puromycin, 10 mg/ml: InvivoGen, Francie

Jiné

2-merkaptoethanol: Sigma-Aldrich, USA

Broad Range Spectra Multicolor Protein Ladder: Thermo Fisher, USA
Ethanol, 96 %: Lach-Ner Ceska republika

Isopropanol: Lach-Ner, Ceska republika

IPEI: linearni polyethylenimin (25 kDa) 10 mg/ml; Polysciences, USA

4.2 Pristroje

Adhezivni podloZka na trepacku Sticky Pad, New Brunswick Scientific, USA
Analytické vahy, AND, USA

Automatické pipety, Gilson, USA

Centrifuga 5415 R, Eppendorf, Némecko

Centrifuga Allegra X-22R, Beckman Coulter, USA

Centrifugacni zkumavky Oak Ridge, Sigma-Aldrich, USA

Filtry pro sterilizaci 0,22 pm, TPP, Svycarsko

HPLC systém AKTAbasic, Amersham Biosciences, Svédsko

Inkubator CO2 MC0-18AIC, Sanyo, UK

27



Kahan Fuego SCS, WLD-TEC, Némecko

Kolona Superdex 200 10/300 GL (1 x 30 cm), Amersham Biosciences, Svédsko
Koncentratory Amicon Ultra, Millipore, USA

Lahve étverhranné s prody$nymi vi¢ky, P-LAB, CR

Laminarni box Clean Air, PMV, Nizozemi

Mrazici box (-20 °C), Zanussi, Italie

Mrazici box (-80 °C) MDF-U53V, Sanyo, Japonsko

Mrazici kontejner Mr. Frosty, Sigma Aldrich, USA

pH metr ® 240, Beckman Coulter, USA

Predvazky KB1200-2, KERN, Némecko

PureLink HiPure Plasmid DNA Maxiprep Kit, Invitrogen, USA
Trepacka Orbit 1000, Labnet, USA

Trepacka Orbi-safe TS NetWise, Schoeller, Némecko

UV prosvécovaci lampa, UltraLum, USA

VYodni lazen, Memmert, Némecko
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5 Metody

5.1 Transformace kompetentnich bunék

Pro transformaci plazmidy (pTT28-L2 a pUT7-H4) byl pouzit chemokompetentni kmen
bakterii Escherichia coli DH5a. Kompetentni bakterie byly pfed transformaci
uchovavany v mraznicce pfi teploté -85 °C. Bakterie byly rozmraZeny na ledové lazni.
K rozmrazenym bakteriim byl pfidan 1 pug plazmidu a smés byla inkubovana po dobu 20
minut. Soucasné byla predehiata LB-agarova plotna s piidavkem ampicilinu (100 pg/ml)
v inkubatoru pii 37 °C. Po 20 minutach inkubace byly transformované bakterie rozetieny
na teplou agarovou plotnu. Ta byla nasledné umisténa do inkubatoru na 16 hodin
pti 37 °C. Tato teplota je optimalni pro rist bakterii £. coli DH5a. Po inkubaci byla

plotna s koloniemi uchovavéna v lednici pii 4 °C.

5.2 Kultivace bakterii ve velkém objemu

Z Petriho misky byla Spickou odebrana kolonie transformovanych bakterii E. coli DH5a.
Odebrand kolonie byla pfenesena do 0,5 I LB média s ptidavkem 500 ul zasobniho
roztoku ampicilinu (100 mg/ml). Pro optimalni rGst transformovanych bakterii byla tato
suspenze tiepana na tiepacce pii 37 °C a 200 otackach za minutu po dobu 16 hodin.
Nasledné byly narostlé bakterie sklizeny a pouzity pro izolaci ptislusné plazmidové
DNA.

5.3 lzolace DNA

Suspenze bakterii uréena pro izolaci plazmidové DNA byla centrifugovéana pii 4000 x g
po dobu 10 minut. Supernatant byl slit a buné¢na peleta byla lyzovana podle navodu
pro velkoobjemovou ptipravu plazmidu pro transientni transfekci (NucleoBond Xtra
Maxi Kit) od vyrobce Macherey-Nagel. Peleta bun¢k byla resuspendovana ve 12 ml RES
pufru dodavaného vyrobcem. Pfidavkem 12 ml LY'S pufru byly buiiky lyzovany. Roztok
byl protfepan a ponechén pii laboratorni teploté po dobu 5 minut. Nasledné bylo pfidano
12 ml NEU pufru. Smés byla jemné promichéna nékolikerym ptevracenim zkumavky.
Roztok lyzovanych bun¢k byl nanesen na papirovou filtr vlozeny do kolony, kterd byla
promyta 25 ml EQU pufru. Z divodu zvysSeni vytézku ziskané plazmidové DNA
z roztoku byl papirovy filtr promyt 15 ml EQU pufru. Nasledné byl papirovy filtr vloZeny
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do kolonky odstranén. Kolonka byla promyta komeréné¢ dodavanym WASH pufrem.
Filtrat byl odstranén a kolonka byla vlozena do ¢isté zkumavky. Nésledné byla
plazmidovd DNA eluovana nanesenim 15 ml ELU pufru na kolonku a poté v eluatu
vysrazena piidavkem 10,5 ml isopropanolu; néasledovala centrifugace pii 20000 X g
po dobu 1 hodiny pfti 4 °C. Supernatant byl slit a peleta byla resuspendovana ve 4 ml 70%
ethanolu vychlazené¢ho na -20 °C. Roztok byl centrifugovan pti 15000 x g po dobu
10 minut pii 4 °C. Supernatant byl slit a peleta byla suSena po dobu minimalné 20 minut
pii laboratorni teploté. Plazmidovda DNA byla rozpusténa v 1 ml sterilni deionizované
vody.

Izolovand DNA pUT7-H4 byla rozpusténa ve filtrované ultra cisté vodé.
Spektroskopicky byla stanovena koncentrace a Cistota DNA. Pro ¢istou DNA je dan
v praxi pomér Azeso/A2s0=1,8 az 1,9. Pomér absorbanci mensi nez 1,6 indikuje moznou
pfitomnost proteintl, které hojné absorbuji pii vinové délce 280 nm kvili pfitomnosti

tryptofanu a tyrosinu. Naopak pomér vyssi nez 2,0 miize indikovat pritomnost RNA.

5.4 Tranzientni transfekce bunécné linie HEK293T

Z divodu nedostatku casu byla tranzientni transfekce provedena Mgr. Ondfejem
Skotepou, Ph.D., dle nasledujiciho postupu.

Pro vysokohustotni tranzientni transfekci bunék HEK293T bylo ze zasobni
suspenze odebrano 800 x 10° bungk v EX-CELL 293 médiu. Bun&nd kultura byla
centrifugovana pii 100 x g po dobu 5 minut a nasledné resuspendovana ve 34 ml média
EX-CELL 293. Do 11 ¢tythranné ldhve bylo pipetovano 6 ml plazmidové DNA (800 ug)
v PBS-TK, nasledné¢ 34 ml bunééné suspenze a 240 ul IPEI (10 mg/ml). Bunéénd hustota
tak ¢inila 20 x 10% bunék/ml. Lahev byla umisténa na orbitalni tiepacku na 90 minut
pti 37 °C, 135 rpm, 5% COx.

Suspenze transfekovanych bunék byla po inkubaci doplnéna na 400 ml EX-CELL
293 médiem a umisténa na tfepacku pii 37 °C, 135 rpm, 5% CO,. Kultura byla sklizena
po 6 dnech od transfekce.

5.5 Stabilni transfekce bunécné linie HEK293T

Stabilni transfekce bunééné linie HEK293T byla provedena s vyuZitim transpozasového
systému piggyBac. Nejprve byla pfipravena transfekéni smés smichdnim celkem 60 pg
plazmidi pUT7-H4, PB-RB a pCVM_hyPBase v hmotnostnim poméru 8:1:1,
ktery odpovida objemim 72,6 ul:19,2 ul:82 ul do celkového objemu 600 ul
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v PBS-TK. Smés plazmidi byla prefiltrovana ptes sterilni 0,22 um filtr a pro transfekci
bylo pouzito 300 ul roztoku, coz odpovida 30 ug plazmidové DNA (tedy 1 ug na 1 milion
transfekovanych bun¢k).

Pro stabilni transfekci bunék HEK293T bylo ze zasobni suspenze odebrano
30 x 10° bunék v EX-CELL 293 médiu. Bun&¢na kultura byla centrifugovana pii 100 x g
po dobu 5 minut a nasledné resuspendovana v 1,2 ml média EX-CELL 293.

Do jedné jamky na 6-jamkové desticce bylo pipetovano 300 ul transfekéni smési
plazmidové DNA, nésledné 1,2 ml bunécné suspense a 12 ul IPEI (10 mg/ml). Kladné
nabity IPEI interaguje se zdporné nabitou DNA, ¢imz usnadiiuje vazbu DNA na zaporné
nabitou bunécnou membranu a jeji nasledny piijem do bunky pinocytézou. Desticka byla
umisténa na orbitalni tfepacku na 90 minut pii 37 °C, 135 rpm, 5% CO».

Suspenze transfekovanych bunék byla po inkubaci ptelita do 100ml 4hranné 1ahve
a doplnéna EX-CELL 293 médiem na 30 ml a nasledn€ umisténa tfepacku na 48 hodin
pti 37 °C, 135 rpm, 5% CO..

Po dvou dnech byla k suspensi pridana selekéni antibiotika puromycin
a blasticidin, vzdy do koncentrace v suspenzi 5 ug/ml. Nasledné byla sledovana viabilita
a bunétna hustota transfekovanych bunék. Suspenze byla subkultivovana tak,
aby nedoslo k prertistani bunék nad hodnotu 4 x 10° bun&k/ml a pfi vyméné média byla
vzdy doplnéna selekéni antibiotika. Po ustileni rastu a déleni bunék cca jednou
za 24 hodin byla nyni uz selektovana bunécna linie zmrazena a ¢ast zasobni suspenze
nechéna rozriist v objemu 400 ml do bun&¢né hustoty 2 x 10° bunék/ml pro zahajeni
exprese proteinu.

Pro spusténi exprese proteinu NKR-P1 (konstruktu H4) byl do 400 ml stabilné
transfekované linie pfidan doxycyklin do celkové koncentrace 1 pg/ml. Kultura

byla sklizena po 6 dnech od zah4jeni exprese.

5.6 Sklizeni bunécné suspenze HEK293T

Kultura bun€ék HEK293 po tranzientni anebo stabilni expresi byla zpracovana stejnym
zptsobem. Suspenze byla centrifugovéana 30 minut pti 20000 x g. Supernatant obsahujici
sekretovany protein byl ziedén PBS pufrem v poméru 1:1 a ihned purifikovan,

nebo skladovéan v mraznicce pii -20 °C.
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5.7 Purifikace proteint

Purifikace proteinii byla provadéna pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC, z angl. high-performance liquid chromatography) na piistroji AKTA basic
metodou chelatac¢ni afinitni a gelové permeacni chromatografie.

Chelatacni afinitni chromatografie

Pro chelatacni afinitni chromatografii (IMAC, z angl. immobilized metal affinity
chromatography) byla pouzita kolona Indigo-NTA 5 ml obsahujici Ni?* ionty. Na tyto
ionty se selektivné reverzibilné vaze protein svou histidinovou kotvou na C-konci. Cely
program pro afinitni chromatografii byl nastaven na pritok 1 ml/min pfi maximalnim
tlaku 0,5 MPa. Pokud byla hodnota tlaku rovna O MPa byl urychlen pritok az
na 5 ml/min. Prabéh chromatografie byl detekovdn méfenim konduktivity a absorbance
pii vinové délce 280 nm.

Pfed nanesenim vzorku byla kolona Indigo-NTA 5 ml promyta HEPES pufrem.
Nasledné bylo na kolonu naneseno zfiltrované kultivaéni médium a kolona byla promyta
HEPES pufrem. Pro zvySeni Cistoty proteinu byla provedend piedeluce 50 ml HEPES
pufru s 25mM imidazolem a nasledné¢ opét HEPES pufrem. Po ustaleni hodnot
absorbance a konduktivity byla kolona Indigo-NTA nahrazena odsolovaci kolonou
HiPrep 26/10 Desalting, jenz byla také promyta HEPES pufrem.

Promyta kolona HiPrep 26/10 Desalting byla nasazena za kolonu Indigo-NTA
5 ml. Eluce proteinu s histidinovou kotvou byla provedena HEPES pufrem s 250mM
imidazolem pfimo do odsolovaci kolony, takze jimany protein byl uz zbaven imidazolu.
Imidazol kompetuje o vazebné misto na Ni*" iontech s histidinovou kotvou proteinu.
Eluovany protein byl jiméan do 15ml zkumavek.

Po skonceni prace byly kolony Indigo-NTA 5 ml a HiPrep 26/10 Desalting
promyty octanovym pufrem o pH 4,0, dH>O a pfevedeny do 20% ethanolu.

Koncentrovani proteinii

Pred gelovou permeacni chromatografii byl vzorek proteind koncentrovan na minimalné
0,5 ml pomoci koncentratoru Amicon Ultra. Roztok byl pfeveden na koncentrator
Amicon Ultra a néasledné centrifugovan po dobu 5 minut pii 4000 x g. Pokud objem
koncentrovaného roztoku presahoval 0,5 ml, byl roztok proteinu promichan Spickou
pipety a opét centrifugovan. Nésledné byl zkoncentrovany roztok proteinu preveden
pipetou do 1ml mikrozkumavky. Pfed nanesenim na kolonu byl vzorek centrifugovan pfti
20000 x g po dobu 5 minut, aby se odstranily agregaty a vétsi Castice, které by kolonu
mohly znecistit.
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Gelova permeacni chromatografie

Gelova permeacni chromatografie byla provadéna na koloné Superdex 200 10/300 GL.
Kolona byla promyta roztokem PBS pii max. pratoku 0,5 ml/min a max. tlaku 1 MPa.
Injekéni mikrostiikatkou typu Hamilton byl na systém HPLC AKTA basic nanesen
koncentrovany protein pies septum v Sesticestném nastfikovém ventilu. Frakce roztoku
proteinu byly jimany po Iml do mikrozkumavek automatickym sbéracem frakci.

Po ukonceni préace byla kolona ptfevedena do 20% ethanolu.

5.8 Charakterizace proteint

5.8.1 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostiredi LDS

Priprava vzorku pro LDS-elektroforézu

Pro ptipravu vzorku v neredukujicim prostredi byl pouzit 4x koncentrovany vzorkovy
pufr dodecylsulfatu lithného (LDS, z angl. lithium dodecyl sulfate). K 5 ul vzorku
proteinu bylo tedy ptidano 1,25 ul pufru LDS. Roztok byl umistén do termobloku
vyhtatého na 94 °C na 5 minut za G¢elem denaturace proteinu. Pro piipravu vzorku
v redukujicim prostiedi, byl do vzorkového pufru LDS piidan 2-merkaptoethanol

do koncentrace 5 %.

Priprava gelu pro LDS elektroforézu

Na zaklad¢é predpokladané velikosti proteinu (16-17 kDa) byl pro LDS elektroforézu
ptipraven 13,5% gel o tloust’ce 1 mm. Gel byl pfipraven dle navodu pro mPAGE Lux
Bis-Tris Gel Casting System (Merck, USA). Smichanim 3,3 ml rozdé€lovaciho roztoku
al,7 ml rozpoustédla v ztmavené 50ml konické zkumavce byl piipraven roztok
pro rozdélovaci gel. Roztok pro rozdélovaci gel byl promichdn nékolikerym otocenim
ztmavené 50ml konické zkumavky.

Dale byla sestavena sklenéna kazeta pro gel tak, Ze skla aparatury byla umisténa
do nalévaciho ramecku. Sestavena aparatura byla umisténa do UV prosvécovaci stanice
mPAGE Lux Curing Station. Na sklenénou kazetu byl Sml pipetou nanesen po rysku
pfipraveny rozdélovaci gel. Po okraje skel byl na rozdé&lovaci gel nanesen Sml pipetou
zaostfovaci gel. Mezi skla byl umistén hieben a nasledné byl gen polymerovan

pusobenim UV zafeni v prosvécovaci stanici.
LDS elektroforéza

Ptipraveny gel byl umistén do vodivostni aparatury, ktera byla doplnéna MOPS pufrem.
Do kazdé drahy gelu bylo pipetovano 5 ul pfipraveného vzorku a 5 ul standardu Broad
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Range Spectra Multicolor Protein Ladder. Elektroforéza byla spusténa na 40 minut pfi

200 V. Nasledné byl gel vyjmut a barven v barvici 1azni Coomassie.
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6 Vysledky

6.1 NKR-P1H4

Cilem této bakalafské prace je piiprava rozpustné formy konstruktu NKR-P1 H4.
Konstrukt NKR-P1 H4 se sestava z extracelularni domény receptoru NKR-P1, zbytku
sekre¢niho signdlu pro produkci v bunééné linii HEK293T, restrikéniho mista
pro pusobeni enzymi Agel a Kpnl a histidinovou kotvu specialn¢ navrzenou

pro purifikaci proteinu (viz Obrazek 9).

GELLLLLLLGLRLOLSLGITGGLLNCPIYWQQLREKCLLFSHTVNPWNN
SLADCSTKESSLLLIRDKDELIHTQNLIRDKAILFWIGLNFSLSEKNW
KWINGSFLNSNDLEIRGDAKENSCISISQTSVYSEYCSTEIRWICQKEL
TPVRNKVYPDSGTKHHHHHHAHG

Obrazek 9: Aminokyselinova sekvence rozpustné formy extracelularni domény
proteinu NKR-P1, konstruktu H4, s histidinovou kotvou. Fialové je vyznacen
sekrecni signal pro produkci proteinu, kde kurzivou je vyznacena Cast, ktera je béhem
produkce bunkou odstépena. Modfe je vyznacené restrikéni misto pro piisobeni Agel.
Zluté¢ je vyznalené misto pro puasobeni Kpnl. Cervené jsou vyznadena mista
N-glykosylace. jsou vyznaceny cysteiny, které se podili na vytvafeni
disulfidickych mustkli stabilizujicich extraceluldarni doménu proteinu. Zelené
je vyznacena histidinova kotva.

[zolaci plazmidové DNA z transformovaného bakterialniho kmene E. coli DH5«a
bylo ziskano 662 ug plazmidu pUT7 H4. Cistota plazmidové DNA byla
spektrofotometricky stanovena jako absorbance vodného roztoku plazmidové DNA
pii vinovych délkach 280 nm, 260 nm a 230 nm. Byl zjiS§tén pomér absorbanci Azs0/280 =
1,90 a Az60230 = 2,26.

Kotransfekei plazmidy pUT7 H4 (nesouci gen pro NKR-P1) spolu s plazmidem
pro tranzientni produkci piggyBac transpozasy (plazmid hyPBase) a plazmidem
nesoucim gen pro reversni tetracyklinovy transaktivator (plazmid PB-RB) byla Gspésné
stabiln¢ transfekovana bunécnd linie HEK293T wuzitim transpozasového systému
piggyBac. Selekce probihala po dobu 16 dnli na antibiotika puromycin a blasticidin.
Produkce byla spusténa pridanim doxycyklinu a kultura sklizena po 6 dnech pfi viabilité
bunck 99,5 %. Celkové bylo ziskdno 400 ml bunééného média obsahujiciho sekretovany
protein NKR-P1.
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Filtrované médium z exprese s pifidavkem PBS bylo purifikovano chelata¢ni
afinitni chromatografii (IMAC). Pro zvySeni Cistoty proteinu byla provedena piedeluce
pufrem s 25mM imidazolem s pikem v elu¢nim objemu 674 ml (viz Obrazek 10).
Nasledn¢ byla provedena eluce pufrem s 250mM imidazolem s pikem v elu¢nim objemu
701 ml (viz Obrazek 10).
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Obrazek 10: Chelataéni afinitni chromatografie proteinu NKR-P1 H4. Chromatogram
zobrazuje pribéh naneseni média po produkci proteinu NKR-P1, konstruktu H4
na kolonu indigo-NTA (oblast 50-600 ml), néslednou ptedeluci pufrem s 25mM
imidazolem (elu¢ni objem piku roven 674 ml) a eluci pufrem s 250mM imidazolem
(elu¢ni objem piku roven 701 ml). Absorbance byla méfena pti vinové délce 280 nm.

Ziskany roztok proteinu NKR-P1 byl koncentrovan na >0,5 ml a nanesen
na HPLC s pfipojenou kolonou Superdex 200 10/300 GL pro dalsi purifikaci. Protein
byl ptitomny ve frakcich 8-12 (viz Obrazek 11) s vytézkem uvedenym v Tabulce 1.
Celkové bylo ziskano 8,0 mg ¢istého proteinu NKR-P1.
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Obrazek 11: Gelova permeacni chromatografie proteinu NKR-P1 H4. Graf zobrazuje
pribéh purifikace NKR-P1 H4. Gelovd permeacni chromatografie byla provadéna
na kolon¢ Superdex 200 10/300 GL. Barevné vyznacena plocha zobrazuje frakce
obsahujici NKR-P1 H4. Jednotlivé frakce jsou oznacené Cisly 8-12. Absorbance byla
métena pii vinové délce 280 nm.

Tabulka 1: Tabulka vytéZku proteinu NKR-P1 H4 z frakci 8-12. V tabulce jsou
uvedeny jednotlivé objemy frakci (8-12) a koncentrace obsazeného proteinu NKR-P1 H4
v jednotlivych frakcich (8-12). Celkovy vytézek proteinu NKR-P1 ¢inil 8,0 mg
(coZ odpovida 20 mg/l bun&cné kultury).

¢. frakce V [ml] Ckr-p1 Ha [mg/ml] Mnkr-p1 Ha [ME]
8 1 0,50 0,50
9 1 1,10 1,10
10 1 3,10 3,10
11 1 2,80 2,80
12 1 0,51 0,51
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Frakce 8-12 byly analyzovany provedenim LDS elektroforézy v neredukujicim
prostiedi (viz Obrazek 12) a v redukujicim prostiedi (viz Obrazek 13). Ocekavana mol.
hmotnost konstruktu H4 rozpustné¢ formy extraceluldrni domény proteinu NKR-P1
(17557 Da) byla vypocitana podle aminokyselinové sekvence v programu ProtParam
(Obrazek 9). Produkovany protein obsahuje tfi mista N-glykosylace a tak bude jeho
pozorovand mol. hmotnost zvysena o cca 10-15 kDa v disledku ptirozené glykosylace
pritomné v lidské bunécné linii HEK293T.

Obrazek 12: Snimek gelu LDS elektroforézy proteinu NKR-P1 H4 v neredukujicim
prostiedi. Drahy jsou oznacené potfadim frakce (8-12), z které byl odebran protein
pro provedeni LDS elektroforézy. V levé €asti jsou uvedeny mol. velikosti standardu
proteint v kDa. Oc¢ekavana velikost produkované rozpustné formy NKR-P1, konstruktu
H4 je 17557 Da + cca 10-15 kDa diky pfitomnosti N-glykosylace. Prouzky pak
odpovidaji jednotlivym glykosylovanym formam proteinu.
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Obrazek 13: Snimek gelu LDS elektroforézy proteinu NKR-P1 H4 v redukujicim
prostiredi. Drahy jsou oznacené poradim frakce (8-12), z které byl odebran protein pro
provedeni LDS elektroforézy. V levé Casti jsou uvedeny mol. velikosti standardu proteint
v kDa. Ocekédvand velikost produkované rozpustné formy NKR-P1, konstruktu H4
je 17557 Da + cca 10-15 kDa diky ptitomnosti N-glykosylace. Prouzky pak odpovidaji
jednotlivym glykosylovanym formam proteinu.
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6.2 LLT1L2

Cilem této bakalaiské prace je ptiprava rozpustné formy konstruktu LLT1 L2. Konstrukt
LLTI L2 se sestava z extracelularni domény proteinu LLT1, zbytku sekre¢niho signdlu
pro produkci v bunééné linii HEK293T a histidinovou kotvu specialné navrzenou
pro purifikaci proteinu (viz Obréazek 14). Konstrukt LLT1 L2 obsahuje mutovany histidin
na cystein na pozici 1762°. Mutace byla vytvofena pro stabilizaci konstruktu tfetim
disulfidickym muistkem (viz Obrazek 14).

GELLLLLLLGLRLOLSLGITGQAAC PESWIGFQRKC FYFSDDTKNWTSS
QRF(UDSQDADLAQVESFQELNFLLRYKGPSDHWIGLSREQGQPWK
WINGTEWTRQFPILGAGEC AYLNDKGASSARC YITERKWIC SKSDIH
VGTKHHHHHHHHG

Obrazek 14: Aminokyselinova sekvence rozpustné formy extracelulirni domény
proteinu LLT1, konstruktu L2 s histidinovou kotvou. Fialové je vyznacen sekre¢ni
signal pro produkci proteinu, kde kurzivou je vyznacend ¢ast, kterd je béhem produkce
buiikou oditépena. Modie je vyznaGené restrikéni misto pro pisobeni Agel. Zluté je
vyznaéené misto pro pasobeni Kpnl. Cervené jsou vyznadena mista N-glykosylace.
jsou vyznaceny cysteiny, které se podili na vytvareni disulfidickych mustka
stabilizujicich extracelularni doménu proteinu. Zeleng je zvyraznéna histidinova kotva.

Izolaci plazmidové DNA z transformovaného bakteridlniho kmene E. coli DH5a bylo
ziskano 1,33 mg plazmidu pTT28 L2 kodujiciho rozpustnou formu extracelularni
domény proteinu LLT1, konstruktu L2 (viz Obrazek 14).

Tranzientni transfekci bunééné linie HEK293T plazmidem pTT28 L2 bylo ziskano
400 ml média obsahujiciho sekretovany protein, které bylo sklizeno pii viabilité bunck
99,6 %.

Filtrované médium zifedéné piidavkem PBS pufru bylo purifikovano chelata¢ni afinitni
chromatografii (IMAC). Pro zvySeni Cistoty proteinu byla provedena ptredeluce pufrem
s 25mM imidazolem s pikem v elu¢nim objemu 621 ml (viz Obrazek 15). Nésledné byla
provedena eluce pufrem s 250mM imidazolem s pikem v eluénim objemu 765 ml
(viz Obrazek 15).
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Obrazek 15: Chelatacni afinitni chromatografie proteinu LLT1 L2. Chromatogram
zobrazuje prabch naneseni média po produkci proteinu LLT1, konstruktu L2 na kolonu
indigo-NTA (oblast 50-500 ml), naslednou piedeluci pufrem s 20mM imidazolem (elu¢ni
objem piku roven 621 ml) a eluci pufrem s 250mM imidazolem (elu¢ni objem piku roven
765 ml). Absorbance byla métena pii vinové délce 280 nm.

Provedenim gelové permeacni chromatografie na HPLC na koloné Superdex 200
10/300 byly ziskany frakce 7-12 obsahujici protein LLT1 L2 (viz Obréazek 16 a Tabulka
2). Celkovy vytézek proteinu byl 13,7 mg.
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Obrézek 16: Gelova permeacni chromatografie proteinu LLT1 L2. Gelova permea¢ni
chromatografie byla provedena na kolon¢ Superdex 200 10/300. Barevné vyznafena
plocha zobrazuje frakce obsahujici LLT1 L2. Jednotlivé frakce jsou oznacené Cisly 9-13.
Absorbance byla métena pii vinové délce 280 nm.

Tabulka 2: Tabulka vytéZku proteinu LLT1 L2 z frakei 9-13. V tabulce jsou uvedeny
jednotlivé objemy frakci (9-13) a koncentrace obsazeného proteinu LLT1 L2
v jednotlivych frakcich (9-13). Celkovy vytézek proteinu LLT1 L2 ¢inil 13,7 mg (coz
odpovidé 34,2 mg/l bunécné kultury).

¢. frakce Vml] curi 2 [mg/ml] muri2 [mg]
9 1 0,56 0,56
10 1 3,90 3,90
11 1 6,10 6,10
12 1 2,70 2,70
13 1 0,40 0,40

Frakce 9-13 byly analyzovany provedenim LDS elektroforézy v neredukujicim prostiedi
(viz Obrazek 17). Oc¢ekavana mol. hmotnost rozpustné formy extracelularni domény

proteinu LLT1, konstruktu L2 (15667 Da) byla vypocitdna podle aminokyselinové
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sekvence v programu ProtParam (viz Obrazek 14). Produkovany protein obsahuje dvé
mista N-glykosylace a tak bude jeho pozorovana mol. hmotnost zvySena o cca 5-10 kDa

v disledku ptirozené glykosylace ptitomné v lidské bunécné linit HEK293T.

Obrazek 17: Snimek gelu LDS elektroforézy proteinu LLT1 L2 v neredukujicim
prostiedi. Drahy jsou oznacené potfadim frakce (9-13), z které byl odebran protein
pro provedeni LDS elektroforézy. V levé ¢asti jsou uvedeny mol. velikosti standardu
proteint v kDa. Ocekavana velikost produkované rozpustné formy LLT1, konstruktu L2
je 15667 Da + cca 5-10 kDa diky ptitomnosti N-glykosylace. Prouzky pak odpovidaji
jednotlivym glykosylovanym formam proteinu.

43



7 Diskuze

Blaha et al. popsali produkci NKR-P1 v tranzientné transfekované bunécné linii
HEK293T3¢ a produkci LLT1 vbunééné linii HEK293S GnTI" a bunééné linii
HEK293T?°. Mgr. Ondiej Skofepa, Ph.D. v ramci své diplomové prace optimalizoval
transpozasovy systém piggyBac pro stabilni produkci proteinu NKR-P1, konstruktu H4
v bunééné linii HEK293T. Tato stabiln¢ transfekovana linie HEK293T vsak nebyla
schopna produkce proteinu po zmrazeni a nasledném rozmrazeni. V laboratofi RNDr.
Ondfeje Vaika, Ph.D. byl do plazmidu pUT7 vlozen tzv. vSudypiitomny chromatin-
otevirajici element (UCOE, z angl. ubiquitous chromatin opening element) za G¢elem
zvyseni exprese a snizeni utiSovani genové exprese’’. V ramci této bakalaiské prace byl
pouzit piipraveny plazmid pUT7 obsahujici UCOE pro ptipravu stabilné transfekované
bunééné linie HEK293T exprimujici konstrukt H4 rozpustné formy NK bunécného
receptoru NKR-P1 a byla zopakovana tranzientni produkce proteinu LLT1 v bunééné
linii HEK293T.

Produkce a transfekce

Bylo pfipraveno dostatecné mnozstvi plazmidové DNA pUT7_H4 (662 ug), kterd koduje
extracelularni doménu proteinu NKR-P1, a plazmidové DNA pTT28 L2 (1,33 mg), ktera
koéduje protein LLTI.

Purifikace

Purifikace pomoci HPLC byla efektivni. Predeluce byla nezbytna pro zvySeni
Cistoty 1zolovaného proteinu. Pfi produkci mohlo dojit ke vzniku vedlejSich produkti
obsahujicich histidin ve své aminokyselinové sekvenci, ktery se mohl specificky vazat na
Ni’* ionty na kolong&. U¢innost piedeluce 25mM imidazolem a eluce 250mM imidazolem
dokladaji dobfe definované piky v chromatogramu pro NKR-P1 (viz Obrazek 10)
1pro LLT1 (viz Obréazek 15).

Gelova permeacni chromatografie rozdélila purifikovany protein na frakce 8-12
pro NKR-P1 a 9-13 pro LLTI1. Pfitomnost pouze jednoho jasné¢ definovaného piku
v chromatogramu pro NKR-P1 (viz Obrazek 11) a pro LLT1 (viz Obrazek 16) je dalSim
ukazatelem efektivni purifikace. Na zdkladé téchto chromatograml lze usuzovat,
ze v bunééném médiu nedoslo ke tvorbé agregatu proteinu NKR-P1 ani jeho ligandu
LLTI.
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Produkci a naslednou purifikaci bylo ziskano dostatecné mnozstvi receptoru
NKR-PI (8,0 mg) a jeho ligandu LLT1 (13,7 mg) pro dalsi vyzkum.

Pro charakterizaci pfipravenych proteinii byla provedena LDS elektroforéza
NKR-P1 v redukujicim a neredukujicim prostiedi a LDS elektroforéza LLT1 pouze

v neredukujicim prostredi.

LDS elektroforéza — NKR-P1

Srovnanim pozic pruhi na LDS gelu NKR-P1 v neredukujicim a redukujicim
prostiedi nepozorujeme patrné posuny pozic pruhii (viz Obrazek 12 a Obrazek 13).
Z tohoto lze usuzovat, ze byla pfipravena monomerni forma extracelularni domény
NKR-P1. V redukujicim i neredukujicim prostiedi pozorujeme ve vSech drdhach dva
pruhy, které se vyznamné odchyluji od predpokladané velikosti proteinu. Tato odchylka
je pravdépodobné zplsobend glykosylaci proteinu. Z aminokyselinové sekvence byla
predikovana tii N-glykosylacni mista (viz Obrazek 9). V programu NetOGlyc 4.0 byla
navic predikovana i dvé O-glykosyla¢ni mista. Glykosylaci lze ovéfit plisobenim
specifickych glykosylas na protein a naslednou SDS elektroforézou nebo uzZitim
hmotnostni spektrometrie.

Analyza LDS elektroforézou potvrdila vyssi zastoupeni glykosylovaného
NKR-P1 v prvnich frakcich (odpovida intenzivngj§imu pruhu v LDS gelu), coz je

dikazem efektivniho provedeni gelové permeacni chromatografie.

LDS elektroforéza — LLTI

Z LDS gelu je patrné, ze velikost pfipraveného proteinu se liSi od vypocitané
velikosti (viz Obrazek 17). ZvySena molekulova hmotnost proteinu je opét zplisobena
jeho posttranslacnimi modifikacemi, resp. glykosylaci. V sav¢ich buiikach, jako jsou
HEK?293T, casto dochazi k N-glykosylaci a vétSinou vznikaji komplexni nebo hybridni
N-glykany. Jeden N-glykan komplexniho typu mize zvysit hmotnost proteinu aZz o
3-5kDa®®. V aminokyselinové sekvenci extracelularni domény proteinu LLT1 existuji
dvé N-glykosylacni mista (viz Obrazek 14). Kromé& N-glykosylace je moZna
1 O-glykosylace proteinu. TudiZ na LDS gelu pravdépodobné pozorujeme dvakrat
N-glykosylovany protein (pruh o ptiblizné velikosti 25 kDa), jednou N-glykosylovany
protein (pruh o pfiblizné velikosti 20 kDa) a protein bez glykosylace (pruh o pfiblizné
velikosti 16 kDa). Pruh okolo 20 kDa je dvojity, to by mohlo naznacovat pfitomnost i O-
glykosylace ptfedpoveézené z aminokyselinové sekvence pomoci programu NetOGlyc 4.0.
Pro potvrzeni této teorie by vSak bylo nutné provést dalsi experimenty.
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Analyza LDS elektroforézou potvrdila vyssi zastoupeni glykosylovaného LLT]1
v prvnich frakcich, coz je rovnéz dikazem efektivniho provedeni gelové permeacni

chromatografie.

Vyznam produkce NKR-P1 a LLTI

Produkované proteiny budou pouzity v projektu podporovaném Grantovou agenturou
Ceské republiky. V ramci projektu budou proteiny pouZity pro tvorbu nanoprotilatek
vyzkumnou skupinou prof. Aria de Marca (Univerzita Nova Gorica, Slovinsko).
Nasledn¢ pouzitim fluorescencné znacenych nanoprotilatek bude vyzkumnou skupinou
Dr. Maria Brameshubera na Technické univerzité ve Vidni provedena mikroskopie
s vysokym rozliSenim zaloZen4 na lokalizaci jedné molekuly. Cilem projektu je detailngji
popsat zpuisob interakce NK bunécnych receptort a ligandi.
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8 Zaveér

V ramci této bakalarské prace bylo ziskano 662 pg plazmidu pUT7 H4 a 1,33 mg
plazmidu pTT28 L2. Expresi plazmidové DNA v transfekovanych bunécnych liniich
HEK293T byly vyrobeny rozpustné formy extracelularni domény NKR-P1 a LLTI.
Purifikaci bylo ziskano 8,01 mg NKR-P1 a 13,66 mg LLT1.
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