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1.LITERARNI UVOD

1.1 IMUNITNi SYSTEM

1.1.1 Funkce imunitniho systému

Imunitni systém je jednim ze zadkladnich homeostatickych mechanismt organismu, jehoZ
funkci je zachovani integrity organismu prostfednictvim rozpoznéni $kodlivin vnitiniho i
vnéjsiho plivodu a ochrany organismu proti témto $kodlivinam. Mezi projevy této funkce
patfi 1) obranyschopnost
(imunitni systém rozpoznava $kodliviny vnéjsiho plivodu a zprostiedkovava
ochranu organismu proti pathogennim mikroorganismim a toxickym
produktiim jejich metabolismu)
2) autotolerance
(imunitni systém zajist'uje toleranci vi¢i vlastnim tkdnim organismu)
3) imunitni dohled
(imunitni systém rozpoznava S$kodliviny vnitfniho plGvodu, napf. staré,

poskozené ¢i mutované buriky, a pribézné zajist'uje jejich odstrafiovani)®
1.1.2 Zakladni druhy imunitnich mechanismu

RozliSujeme dva zadkladni druhy imunitnich mechanismi, a to mechanismy nespecifické

(neadaptivni) a antigenné specifické (adaptivni).

Evolu¢né star§i nespecifické mechanismy jsou zalozeny na molekuldch a buiikach
reagujicich na strukturni ¢i funkéni rysy, které jsou spoleéné mnoha riiznym pathogentiim.
Nespecificka imunita je tvofena bunéénymi a humoralnimi slozkami. Bunééné nespecifické
systémy jsou piedstavovany fagocytujicimi burikami a pfirozené cytotoxickymi burikami,
zatimco humoralni slozky nespecifické imunity tvofi komplementovy systém, lektiny,
interferony a dal$i sérové proteiny. Charakteristickym rysem nespecifickych imunitnich

mechanismu je rychld reakce na pfitomnost $kodliviny a neexistence imunologické paméti



(tzn. Ze nespecifické slozky imunity nejsou ovlivnény predchozim setkdnim se

skodlivinou).'

Evolu¢né mladsi specifické mechanismy reaguji na cizorodé struktury prostfednictvim
vysoce specifickych molekul, jako jsou protilatky ¢i antigenné specifické receptory T
lymfocytt, a aktivuji se teprve po setkani s pfisluSnym antigenem. K plnému rozvoji
imunitni reakce dochazi az po nékolika dnech az tydnech a charakteristickym rysem téchto
reakci je imunologickd pamét. Mezi adaptivni mechanismy patfi humoralni mechanismy
zaloZené na protilatkdch a bunééné zprostfedkované mechanismy, které jsou zaloZeny

pfedev§im na T lymfocytech."

1.1.3 Buriky imunitniho systému (imunocyty)

z pluripotentnich kmenovych bunék kostni dfens. Cést t&chto bunék se pod vlivem
nejriznéjSich faktorti diferencuje na rizné typy leukocytt, pficemz vznikaji dvé zékladni

linie, myeloidni a lymfoidni ' (obr. 1 na str. 10).

Z myeloidni linie vznikaji monocyty, granulocyty (neutrofily, eosinofily, basofily) a
dendritické buriky; vSechny tyto buiiky jsou zadkladem nespecifické €asti imunitniho
systému, obvykle jsou schopny fagocytézy a produkuji cytokiny a dal$i rozpustné

mediatory, navic ptisobi jako APC buiiky (buiiky prezentujici antigen) pro T lymfocyty.

Z lymfoidni linie vznikaji NK buriky a dale lymfocyty B (jejichz koneénym diferencia¢nim
stadiem jsou plazmocyty produkujici protilatky) a lymfocyty T (které se déli na pomocné T
butiky Ty a cytotoxické T buiiky Tc). Cast B a T lymfocytt se v disledku setkani

s antigenem diferencuje v pamétové buriky zodpovidajici za imunologickou pamét’.!

Kromé vySe uvedenych bun€k pochazejicich z hematopoetickych kmenovych bunék hraji
v imunitnim systému dulezitou roli folikularni dendritické buriky (FDC), které stimuluji B
lymfocyty, a endotelidlni buiiky tvofici vystelku cév, které zprostfedkovavaji migraci

leukocyti z krevniho ob&hu do tkéni.!
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Obr. 1: Diferenciace krevnich bunék z pluripotentnich kmenovych bunék kostni

diené. V pravém sloupci jsou u jednotlivych druhd bun€k uvedeny jejich hlavni funkce.

Obrazek byl pievzat ze zdroje [2] a upraven.

1.2 NK BUNKY

NK buriky (pfirozené zabijeské buriky — natural killer cells) tvofi subpopulaci velkych
granularnich lymfocytii, charakteristickou pfitomnosti snadno barvitelnych azurofilnich
granul.® Spolu s B a T buitkami se diferencuji z lymfoidni linie pluripotentnich kmenovych
bunék nachéazejicich se v kostni dfeni.'! NK buiiky maji schopnost rozpoznavat buiiky
infikované viry nebo buriky nadorové a nasledné indukovat jejich lyzi, a to bez predchozi
senzitivizace nebo restrikce MHC.> Podstatnou skute¢nosti je, ¢ NK buiky bréani

nadorovému bujeni i infekcim timté% mechanismem.*

Indukce lyze cilovych bun€k NK burikami miiZze probihat dvéma zplsoby: jednak v
nepfitomnosti protilditek mechanismem oznaovanym jako pfirozend cytotoxicita, a
nasledné prostfednictvim bunééné cytotoxicity zavislé na protilatkach proti cilové struktute
(ADCC - antibody dependent cell cytotoxicity).” DuleZitym rysem obou téchto
cytotoxickych programi je skutecnost, Ze jejich iniciace zavisi na expresi molekul MHC
t¥idy I cilovymi buiikami.’ NK buiiky exprimuji na svém povrchu aktivaéni receptory, které

zprostfedkovavaji rozpoznani a lyzi cilovych bunék a jejichZ u¢inky mohou byt potlaeny
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vlivem inhibi¢nich receptorti rozpoznavajicich molekuly MHC tfidy I na povrchu cilovych
bungk.® Citlivost bundk vagi ptirozené cytotoxicité je tedy nepiimo uUmérnéa expresi
molekul MHC tfidy I cilovymi butikami®, coZ vysvétluje tzv. ,missing-self* hypotéza,
podle nizZ NK buriky prohledavaji tkdn€ a ovéfuji normalni expresi molekul MHC ttidy 1’
Nadorové buriky i nékteré buiiky infikované viry se totiZ brani napadeni T¢ burikami tim,
Ze potladuji povrchovou expresi MHC glykoproteind t¥idy 1.! Jestlize tedy NK buiiky tyto
molekuly, které jsou u zdravych bun€k vSudypfitomné, nenajdou (,,missing-self*), jsou

oprostény od negativniho vlivu molekul MHC tfidy I a cilovou buiiku zabiji.’

Hlavnimi cytotoxickymi nastroji NK bunék jsou cytotoxické granule obsahujici perforin a
proteasy oznacované jako granzymy, které §tépi v cytoplasmé cilové buriky prekurzory
proteas ze skupiny caspas. Aktivované caspasy spoustéji kaskadu reakci vedouci
k apoptotické smrti cilové buiiky. NK buriky jsou zdrojem cytokint IFN-y, IL-3 a dalsich.!
Dal$im moZnym cytotoxickym mechanismem je tzv. Fas-Fas ligand cesta. Na povrchu NK
bunék je exprimovan protein oznaCovany jako Fas-ligand (FasL), ktery se vaze na
apoptoticky receptor Fas (CD95) pfitomny na povrchu celé¢ fady riznych typi bunék.
Signaly ptenesené ptes receptor Fas do buriky aktivuji kaskddu reakci vedouci

k apoptotické smrti buriky.'

Zvlastnim typem lymfocytd jsou NK-T lymfocyty, které sice exprimuji T-bunétné
receptory (TCR), ale kromé toho také celou fadu stimulaénich i inhibiénich receptord
charakteristickych pro NK buiiky. NK-T lymfocyty maji dileZité regulaéni funkce a jsou
vyznamnym zdrojem cytokind."

1.3 RECEPTORY NK BUNEK

1.3.1 Inhibicni a aktivac¢ni receptory

NK burikky exprimuji na svém povrchu tfi typy receptori: aktivaéni, inhibiéni a

kostimulaéni. Efekt inhibiénich receptori zfejmé ptrevladd nad efektem receptorti

aktivaénich.*
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Utinek inhibiénich receptori je zprostiedkovan prostiednictvim motivu ITIM
(immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) v jejich cytoplasmatické doméné. Po
navazani ligandu je tyrosin ITIM motivu (Val/lle-X—X-Tyr—X-X-Leu/Val) fosforylovan
tyrosin kinasou z SRC rodiny a nasledné aktivuje dalsi fosfatasy, jako napt. SHP1, SHP2
nebo SHIP. Specifické cile téchto aktivovanych fosfatas dosud nejsou znamy, nicméné se
predpokladd, Ze inhibuji funkci NK bunék pferuSenim ranych fosforylaénich drah
odpovédnych za aktivaci NK bungk.*

Extracelularni domény aktivacnich a inhibi¢nich receptorii vykazuji zna¢nou podobnost,
ale aktivaéni receptory postradaji intraceluldrni ITIM motiv. Namisto néj vSak obsahuji
nabité transmebranové zbytky, jejichz prostfednictvim mohou asociovat se signalizaénimi
fetézci obsahujicimi ITAM motiv (immunoreceptor tyrosine-based activation motif). Mezi
tyto signalizaéni (adaptorové) molekuly se fadi napf. protein DAP12. Nasledkem
fosforylace tyrosinu ITAM motivu (Asp/Glu-X-X-Tyr-X-X-Leu/Ile-X.g)-Tyr-X-X-
Lew/Ile) je indukce cytotoxicity a produkce cytokint .*

1.3.2 MHC glykoproteiny tfidy |

Receptory NK bunék rozpoznavaji rizné formy MHC glykoproteint tfidy I. Za normalnich
podminek mohou byt na bunéénych povrsich exprimovany étyfi formy MHC glykoproteint
ttidy I, z nichZ nejbéznéjsi je trimolekularni komplex tvofeny t€Zkym H fetézcem, ktery
obsahuje vazebné misto pro peptidy, dile nekovalentné asociovanym [,-mikroglobulinem
(Bam) a peptidem py, ktery se s vysokou afinitou vaze na molekuly MHC tiidy I (tedy
komplex py-H-B,m). Kromé tohoto komplexu byly nalezeny tfi nestabilni formy H-Bom,
pu-H a H.® Funkci MHC glykoproteinii je vazba peptidovych fragmentii proteint
produkovanych, resp. pohlcenych buiikou, a jejich vystaveni na bunééném povrchu tak, aby
byly potencidlné rozeznatelné butikami imunitniho systému, pfedev§im T lymfocyty a NK
buiikami.! Lidské MHC molekuly se oznaduji jako HLA (human leukocyte antigen), jejich
myS$i homology se oznacuji jako H-2. Kromé klasickych MHC molekul existuji tzv.
»heklasické“ MHC molekuly, které se vyznacuji strukturni podobnosti klasickym
molekuldm, jsou vSak méné polymorfni a obvykle se specializuji na vazbu zvlastnich

ligandi.!
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1.3.3 NKC aLRC

Inhibi¢ni a aktivaéni receptory NK bun€k jsou kdédovany geny ve dvou genovych
komplexech, a to jednak NK genovém komplexu NKC, jednak v komplexu LRC
(leukocyte-receptor complex/cluster).®

Receptory kdédované LRC patfi do imunoglobulinové superrodiny. Pfikladem receptort
spadajicich do této skupiny mohou byt inhibi¢ni KIR receptory, obsahujici obvykle dvé
ITIM sekvence. Geny kédujici KIRs byly nalezeny u &lovéka, nikoliv viak u hlodavei.t
Dalsimi zastupci jsou receptory ILT, SIRP, PIR, LAIR nebo gp49, ¢i aktivaéni receptory
NKp44 a NKp46.

Geny NK-genového komplexu jsou lokalizovdny na myS$im chromosomu 6, potkanim
chromosomu 4 a lidském chromosomu 12p12-13.8 Receptory kédované témito geny jsou
lektinové receptory typu C, transmembranové proteiny typu II (C-terminalni konec vné
membrany) vykazujici sekvenéni homologii s lektiny C-typu (ndzev souvisi se zavislosti
jejich vazebné aktivity na pfitomnosti Ca>* jontd), které jsou exprimovéany jako dimery
spojené disulfidovymi mustky. V extracelularni doméné téchto receptort se vyskytuje Sest
cysteinovych zbytkl tvoficich intramolekularni disulfidové vazby, flexibilni spojeni mezi
transmembranovou doménou a extracelularni lektinovou doménou (CRD doménou)
zajistuje stonek.! Receptory kodované geny v ramei jednotlivych rodin se vyznacuji
vysokou vzdjemnou podobnosti (béznd je vice nez 80% identita aminokyselinové
sekvence). Piibuzné geny tvoii clustery oddélené od clusterd gent dalsich rodin.’ Jedinou
znamou vyjimkou jsou geny kédujici NKR-P1 a Clr (Ocil), které se nachazeji blizko sebe a
jsou navzajem promichany (angl. intertwined genes).’ Jejich organizace v centromerické

¢asti NK genového komplexu je naznacena na obr. 2.

Clra
A2m* Nkrptla Cirf Nkrpic Nkrpid Cirg Clrc Nkrp1f Cirb 69
- »

100 kb

Obr. 2: Organizace genu kédujicich NKR-P1 a Clr v centromerické ¢éasti NKC.
Uvedeny diagram se tykd mySiho kmene C57BL/6 (B6). Geny jsou zobrazeny v podobé

obdélnikd, Sipky naznacuji smér transkripce. Obrazek byl pievzat ze zdroje [7].
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e Ly49 rodina — je tvofena zatim 16 znamymi geny a pseudogeny (Ly49a-Ly49q)
identifikovanymi u mys$iho kmene C57BL/6.

e NKR-P1 rodina — u mysiho kmene C57BL/6 byly identifikovany ¢tyfi NKR-P1
transkripty (NKR-P1 A, C, D, F), viz dale. V lidském NK-genovém komplexu je
kédovana pouze jedna forma NKR-P1 (A), vykazujici 45% identitu
aminokyselinové sekvence s my$imi NKR-P1 transkripty.

e NKG?2 rodina a CD94 — pro expresi na bunééném povrchu a umoZznéni signaliza¢ni
funkce musi molekula rodiny NKG2 nejprve vytvofit heterodimer s molekulou
CD9%

e KLRFI1 — znam také jako NKp80, na rozdil od dalSich receptorti koédovanych geny
v NK genovém komplexu obsahuje cytoplasmatické tyrosinové zbytky, které nejsou

soudasti typické ITIM & ITAM sekvence.*

1.4 NKR-P1 A JEHO ISOFORMY

Receptor NK bun¢k NKR-P1 (NK cell receptor protein 1), také oznaovany jako CD161 ¢i
Klrbl (Killer cell lectin-like receptor subfamily B), reprezentuje skupinu lektinovych
receptori  C-typu s transmembranovou orientaci typu II exprimovanych v podobé
disulfidicky vazanych homodimert na povrchu vétsiny NK bunék a podskupiny T bungk.'?
Jako prvni byl popsdn aktivaéni potkani receptor NKR-P1A diky charakterizaci
monoklonalni protilatky mAb 3.2.3 rozpoznavajici tento receptor''; dale byly popsany
mySi a lidské NKR-P1, pfiCemZ se tyto receptory vyznaduji vysokou mezidruhovou

konzervovanosti.'°

Dosud bylo nalezeno pét isoforem mysiho receptoru NKR-P1 (mNKR-P1), a to NKR-P1
A/B/C/D/F'?, které jsou kodovany geny NK-genového komplexu v distalni &asti
chromosomu 6.° Ze sekvenéni analyzy téchto isoforem vyplyva, Ze soucasti
cytoplasmatickych domén vSech z nich je tzv. CxCP motiv (Cys-X-Cys-Pro) umoziujici

asociaci s tyrosinkinasou p56'°. V ptipadé aktivadnich receptori  (NKR-P1A/C/F)
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fosforyluje tyrosinkinasa p56ICk asociovana s cytoplasmatickou doménou receptoru
NKR-P1 tyrosin ITAM motivu, ktery je soucasti adaptorového (signaliza¢niho) proteinu
FcRy'® asociovaného s NKR-P1 prostiednictvim nabitého argininového zbytku v jeho
transmembranové doménd.’ Nasledkem je signalizaéni kaskada vedouci k indukci

cytotoxicity a produkeci cytokind.'”

V ptipadé inhibi¢nich receptori (NKR-P1B/D) hraje p56'* také dilezitou roli, a to pki
iniciaci inhibi¢niho signalu - zprostfedkovéava fosforylaci tyrosinu cytoplasmického ITIM
motivu receptoru NKR-P1, ¢imZ vytvofi vazebné misto pro SH2 doménu SHP-1 kinasy,

coz vede k defosforylaci a inhibici proximalnich kinas.'

Na rozdil od dalSich receptori kdédovanych geny NK-genového komplexu, které
rozpoznavaji molekuly hlavniho histokompatibilniho komplexu tfidy I (MHC tfidy I), mysi
receptory NKR-P1B/D a NKR-PIF, které jsou pfedmétem této prace, rozpoznavaji a vazi
specifické lektintim piibuzné molekuly (Clr).

Inhibiéni receptory NKR-P1B, resp. D specificky rozpoznavaji Clrb, zatimco aktiva¢ni
receptor NKR-P1F rozpoznava Clrg. Na rozdil od zbyvajicich dosud identifikovanych
ligandd NKC-koédovanych receptori nejsou Clrb a Clrg strukturné pfibuzné MHC
glykoproteinim; jednd se o cleny Clr rodiny, kterou tvofi lektinim pfibuzné
transmembranové proteiny typu II, blizce ptibuzné NKR-P1 molekuldm.’

Zatimco MHC glykoproteiny jsou vSudypiitomné, exprese Clr je omezena na epitelidlni a
mesenchymatické buiiky'? a dale dendritické buitky a makrofagy - mé tedy zvlastni
vyznam pro neadaptivni imunitu. Interakce NKR-P1 proteint s Clr jsou nezavislé na
molekulach MHC tiidy I (at’ uZ na povrchu cilovych ¢i NK bunék); zda se tedy, Ze tyto

interakce reprezentuji novou troveti regulace funkce NK bungk.’

Podle ¢lanku JR. Carlyla a kol.' (2006) se zd4, Ze v pipadé gent kodujicich mysi
receptory NKR-P1B a NKR-P1D se jedna pouze o dvé riizné alely téhoz genu, pfiCemzZ gen
pro NKR-P1B se vyskytuje u kmene mysi BALB/c a Swiss/SJL, zatimco gen pro
NKR-P1D se vyskytuje u kmene C57BL/6, z néjz vychazela tato prace.
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Obr. 3: Fylogeneticky strom zobrazujici srovnani koédujicich sekvenci cDNA
kodujicich NKR-P1 v riznych mySich kmenech a dile u potkana, ¢lovéka a kurete.
Znafeni kmeni my$i — B6 = C57BL/6, Sw/SJL = Swiss/SJL, BALB = BALB/c.
Bootstrapping (metoda randomizace znakl slouZici k vyjadfeni dlvéryhodnosti
vytvofeného fylogramu) s 1000 datovymi soubory byl proveden pomoci programu
PHYLIP. Délky vétvi fylogramu naznacuji podobnost mezi jednotlivymi cDNA, ¢iselné
hodnoty u jednotlivych uzli jsou tzv. bootstrap values (procento pravdépodobnosti, Ze se
ptislusny uzlovy bod vyskytne ve fylogramu v uvedené podob¢). NKR-P1G B6 transkript
byl pfedpovézen pro kmen C57BL/6. Obrazek byl ptevzat ze zdroje [14].

Nukleotidové sekvence genti kédujicich receptory NKR-P1B, D a F spolu s pfifazenymi
aminokyselinovymi sekvencemi pfislusnych proteint jsou uvedeny v piilohové ¢ésti této

prace (ptilohy 1, 2 a 3).
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2.CiL PRACE

Cilem této bakalafské prace bylo:
e Na zakladé dostupnych literarnich udajii navrhnout oligonukleotidové primery
vhodné pro klonovani a amplifikaci isoforem B, D a F receptoru NKR-P1 mysich

ptirozenych zabijeéskych bunék

o Amplifikovat geny pro jednotlivé receptory NKR-P1B, NKR-P1D a NKR-P1F
pomoci PCR z cDNA ziskané piepisem RNA izolované ze slezin my$i kmene

C57/BL6

e Ligovat ziskané geny (PCR produkt) do vhodného klonovaciho vektoru a nasledné

izolovat plasmidovou DNA

o Ovéfit spravnost sekvenci ziskanych geni restrikéni analyzou a sekvenaci

e Sekvenci ziskaného insertu srovnat s bioinformatickymi databazemi
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3. MATERIAL

3.1 PRISTROJE A POMUCKY

Tab. 1: Seznam pouzitych pfistroji a pomticek s uvedenim jejich vyrobcu.

Analytické vahy

AND, USA

Automatické pipety

Gilson, USA

Automaticky termocykler

Eppendorf, Némecko

Centrifuga Allegra X-22R

Beckman Coulter, USA

Centrifuga VSMC-13

Shelton Scientific, USA

Centrifuga stolni Spectrofuge 16M

Edison, USA

Ledoval UBE 50-35

Ziegra, Némecko

Luminiscen¢ni analyzator LAS-1000 CH

Fuji photo film, Japonsko

Mrazici box (-20 °C)

Zannusi, Italie

Mrazici box (-80 °C) Bio Freezer

Forma scientific, USA

pH-metr ® 200

Beckman, Némecko

Predvazky HF-1200 G

AND, USA

Souprava pro agarosovou elektroforesu

Sigma, USA

Susic¢ka

Jouan, Francie

Termocykler Eppendorf, Némecko
Termostat BT 120M Lab. pfistroje Praha, CR
Trepacka VELP Scientifica, Italie
UV lampa UVGL-58 Science Company, USA
Vortex VELP Scientifica, Italie
Zdroj deionizované vody Milli Q Millpore, USA

Zdroj napéti BM 551 Tesla, CR

3.2 CHEMIKALIE

3.2.1 Primery pro PCR

mNKR-PIBD FW: 5°
mNKR-P1B_REV: 5°
mNKR-P1D REV: 5~
mNKR-P1F _FW: 5°
mNKR-P1F_REV: 5°

ACATATGGATTCAACAACACTGGTCTATGCA 3~
TAAGCTTAGGAGTCATTACTCGGGGTTTCAT 3~
TAAGCTTAGGAGTCATTACACGGGGTTTCAT 3~
ACATATGGACACATCAAAGGTCCATGGC 3~

TAAGCTTAGACATGTATCAGGGTCTTTTGGC 3~

NavrZené primery byly syntetizovany firmou Generi-Biotech v Hradci Kralové, CR.
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3.2.2 Enzymy

Tab. 2: Seznam pouzitych enzymi s uvedenim jejich vyrobct.

EcoRI

New England Biolabs, USA

Lysozym

Fluka, Svycarsko

Platinum Taq polymerasa

Invitrogen, USA

SuperScript' " III RT

Invitrogen, USA

RNAsa

Sigma, USA

3.2.3 Bakterialni kmeny

Escherichia coli, TOP10

3.2.4 Vektory

pCR® 2.1 - TOPO, 3.9 kb

3.2.5 Chemikalie

Invitrogen, USA

Invitrogen, USA

Tab. 3: Seznam pouzitych chemikalii s uvedenim jejich vyrobca.

Agar Oxoid, Anglie

Agarosa Jersey Lab Supply, USA
Bromfenolova modf Sigma, USA

BSA New England Biolabs, USA
Dimethylsulfoxid Sigma, USA

DNA Zebiik (100 bp) New England Biolabs, USA
dNTP Fermentas, Kanada

DTT Sigma, USA

EDTA Fluka, Svycarsko

Ethanol Lachema, CR
Ethidiumbromid Jersey Lab Supply, USA
Fenol Reactiva, Rumunsko
Glycerol Sigma, USA

Chlorid sodny Lachema, CR

Chloroform Lachema, CR

IPTG Sigma, USA

Kanamycin Jersey Lab Supply, USA

Kvasni¢ny extrakt

Imuna Pharm, CR

Kyselina octova

Lachema, CR

Octan sodny

Lachema CR

Siran hote¢naty Lachema, CR
Sacharosa Lachema, CR
Tris Serva, USA
Tris-Cl Serva, USA
Triton X-100 Sigma, USA
Trypton Oxoid, Anglie
X-Gal Serva, USA
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3.2.6 Roztoky a média

e Acetatovy pufr

3 M octan sodny, pH = 5,2

e Agarosovy gel 1%

0,5 g agarosy, 50 ml TAE pufru, 2 pl ethidiumbromidu

e EcoRI pufr
50 mM TrisCl (pH 7,5), 10 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 0,02% Triton X-100,

0,1 mg/ml BSA

¢ EP (lysis buffer)
0,5 ml 1 M TrisCl (pH 8,0); 0,1 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0); 7,5 g sacharosy; 100 mg
lysozymu; 10 mg pankreatické RNasy; 5 mg BSA; destilované voda do 50 ml

e LB agar
15 g agaru na 1000 ml LB média

e [.B agar s kanamycinem

100 pl kanamycinu na 100 ml LB agaru
e LB médium
1% bacto-tryptone; 0,5% kvasni¢ného hydrolyzatu; 1% NaCl; ddH,O

e LB médium s kanamycinem

70 pl kanamycinu na 100 ml LB média

¢ PCR pufr (Thermo Pol Buffer 10x)
10 mM KCI; 10 mM (NH4)2SO4; 20 mM Tris-HCL; 2mM MgSOq; 0,1%Triton-X100;
pH 8,8

¢ SOC médium
20 g bacto-tryptone; 5 g bacto-yeast extract; 0,5 g NaCl; 2,5 ml 1M KCI; ddH,0 do
1000 ml

e Stop roztok (loading buffer)

bromfenolova modf; 50% glycerol; ethanol; TE pufr

o TE pufr
10 mM TrisCl (pH 7,5 ); 0,5 mM EDTA

e TAE pufr
40 mM Tris; 20 mM CH5;COOH; 1 mM EDTA
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4. METODY
4.1 NAVRH A SYNTEZA OLIGONUKLEOTIDOVYCH PRIMERU

Oligonukleotidové primery byly navrzeny na zdkladé imunologickych publikaci
popisyjicich klonovani a sekvenovani mySich NKR-P1 receptori. Na zakladé
nukleotidovych sekvenci téchto receptorti uvedenych v pfilohach 1, 2 a 3 byly zvoleny
nasledujici primery slouZici pro amplifikaci jednotlivych receptorti:
e Pro mNKR-PIB
forward primer 5 ACATATGGATTCAACAACACTGGTCTATGCA 3~
reverse primer 5~ TAAGCTTAGGAGTCATTACTCGGGGTTTCAT 3~
e Pro NKR-P1D byl zvolen tentyz forward primer jako pro NKR-P1B,
reverse primer 5~ TAAGCTTAGGAGTCATTACACGGGGTTTCAT 3~
e Pro NKR-PIF
forward primer 5° ACATATGGACACATCAAAGGTCCATGGC 3~
reverse primer 5~ TAAGCTTAGACATGTATCAGGGTCTTTTGGC 3~

VSechny navrZené primery byly syntetizovany firmou Generi-Biotech v Hradci Kralové.

4.2 PRIPRAVA RNA Z MYSICH SLEZIN

RNA byla izolovana z mysich slezin, které byly laskavé poskytnuty z laboratofe MUDr.
Anny FiSerové, CSc. IThned po odbéru byly sleziny z my$i C57BL/6 zmrazeny a RNA
byla ziskdna pomoci kitu RNA blue (TOP BIO, Praha) dle navodu poskytnutého
vyrobcem. Postup je zaloZen na upravené metodé podle Chomczynského a Sacchi'.
Cistota a intaktnost ziskané RNA byla ovéfena denaturujici agarosovou elektroforesou

v pfitomnosti 5 % formaldehydu.
4.3 SYNTEZA cDNA
Syntéza cDNA byla provedena pomoci reversni transkriptasy SuperScript III (Invitrogen).

Smés 1 pl 50 uM oligo(dT)j2-15, 5 pl RNA (1pg/5 pl), 1 pul 10 mM smeési ANTP a 6 pl

sterilni destilované vody byla ve sterilni, nukleas prosté mikrozkumavce po dobu 5 minut

21



zahfivana na teplotu 65 °C a nasledné po dobu 1 minuty inkubovana na ledu. Obsah
mikrozkumavky byl kratce zcentrifugovan. Poté byl pfidan 1 pul 0.1 M DTT, 4 ul 5X First-
Strand Buffer™ (Invitrogen), 1 pl RNaseOUT ™ (inhibitor RNAs, Invitrogen) a 1 pl
SuperScript™ III RT (reversni transkriptasa, Invitrogen), reakéni smés byla opatrné
promichana, po dobu 5 minut inkubovéna pfi laboratorni teploté a poté po dobu 60 minut
pti teploté 50 °C. Reakce byla ukonéena zahfatim smési na 70 °C po dobu 15 minut. cDNA
byla pouzita jako templat pro PCR amplifikaci.

4.4 PCR

PCR byla provedena v automatickém termocykleru s pouZitim primerd uvedenych
v odstavci 4.1 a Platinum Taq DNA Polymerasy (Invitrogen) s vyuzZitim technologie ,,Hot
Start, jejimZz principem je zablokovani aktivniho centra polymerasy proteinovym
inhibitorem, k jehoZ disociaci dojde aZ v okamzZiku prvé denaturace v termélnim cyklatoru.
Tento postup sniZuje uroven nespecifického nasedani primeru. Bylo provedeno 30, resp. 35
cykld PCR amplifikace podle standardniho protokolu dodévaného vyrobcem.'® SloZeni
smési pro PCR je uvedeno v tab. 4, termalni profil pro PCR amplifikaci NKR-P1B a NKR-
P1D je uveden v tab. 5, termalni profil pro PCR amplifikaci NKR-P1F v tab. 6.

Tab. 4: SloZeni smési pro PCR

Slozka |cDNA |PTP dNTPs | MgSOy | Pufr DMSO |ddH,0 |FW REV
Vil |1 0,5 1 4 5 3 31,5 2 2
PTP-Platinum Taq polymerasa , Pufr-Thermo Pol Buffer, FW-pfimy primer, REV- zpétny primer

Tab. 5: Termalni profil pro PCR (NKR-P1B/D)

Pocet cykll 1 35 35 35 1

Cas 2 min 30s 30s 1 min 10 min
Teplota 94 °C 94 °C 56 °C 72 °C 72 °C
Tab. 6: Termalni profil pro PCR (NKR-P1F)

Pocet cykli 1 30 30 30 1

Cas 2 min 30s 30s 1 min 10 min
Teplota 95 °C 95 °C 60 °C 72 °C 72 °C

Pozn.: PCR amplifikace byla provedena pfi teplotach nasedani primert 60 °C a 65 °C, k dalsi praci

byly pouzity pouze PCR produkty ziskané pti 60 °C.




4.5 DETEKCE PRODUKTU PCR POMOCi AGAROSOVE ELEKTROFORESY

5ul vysledné PCR smési bylo analyzovano elektroforesou v 1% agarosovém gelu pii 110-
130 V po dobu 30 minut. Jako fluorescenéni indikdtor DNA byl pouzit ethidiumbromid.
Standardem byl 100 bp DNA Zebiik. Detekce vzorkd pomoci UV lampy pfii 365 nm, gel

byl vyfotografovan pomoci videokamery a transiluminatoru pfi vinové délce 254 nm.
4.6 PURIFIKACE PCR PRODUKTU

Do mikrozkumavky s 25 ul PCR produktu bylo pfidano 35 ul TE pufru, 30 pl fenolu a 30
ul chloroformu. Smés byla kratce zcentrifugovana; po odebrani vodné faze byl pfidan 96%
ethanol a 5 pl acetatového pufru, roztok byl promichan pomoci vortexu a po 20 min
v mrazdku 20 min centrifugovan v pfedchlazené centrifuze (-10 °C, 22 000 rpm). Byl
odebran supernatant a pfidano 400 pl 70% ethanolu, obsah mikrozkumavky byl promichan
pomoci vortexu a centrifugovan 4 min pii —1 °C (15 000 rpm). Poté byl znovu odebran
supernatant a mikrozkumavka s peletou byla po dobu 15 min ponechéna v suSi¢ce. Po

pridani 10 pl sterilni dest. vody byl ziskany roztok pouzit k ligaci do klonovaciho vektoru.
4.7 LIGACE ZiSKANYCH GENU DO KLONOVACIHO VEKTORU

K ligaci do klonovaciho vektoru byla pouZita komeréné dodadvand sada TOPO TA
Cloning® Kit firmy Invitrogen (USA), pfi¢emz byl dodrZen protokol dodany vyrobcem.'”
Ligaéni smés o sloZeni uvedeném v tab. 7 byla po promichani inkubovana po dobu 5 min

pfi laboratorni teploté, uloZena na led a ihned pouzita k transformaci kompetentnich bunék.

Tab. 7: SloZeni ligani smési

Slozka PCR produkt Salt Solution | TOPO® vektor ddH,0
Objem [pl] 1 1 1 3

4.8 TRANSFORMACE KOMPETENTNICH BUNEK

K transformaci bylo vyuzito metody tepelného Soku. Ke kompetentnim buitkdm E. coli

(TOP10, Invitrogen) uchovavanym po rozmrazeni na ledu byly pfidany 2 pl ligaéni smési;
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po opatrném promichani byla smés po dobu 20 min inkubovana na ledu, nasledné zahiata
na vodni lazni na teplotu 42 °C po dobu 30 s (heat-shock) a ihned zchlazena na ledu.
K burikam bylo ptidano 250 pl S.0.C. média vytemperovaného na teplotu laboratofe, poté
byly buriky po dobu jedné hodiny inkubovany pfi teploté 37 °C. 100 pl transformované
bakterialni kultury bylo rozetfeno na LB-agarové misky s kanamycinem, 5 pl 1 M IPTG a
25 pl X-Gal rozpusténého v DMSO (0,09 mg/ pl) - blue-white screening. Misky
s bakterialni kulturou byly inkubovany do druhého dne pfi teplot€ 37 °C. Pomoci sterilnich
paratek byly vypichnuty bilé kolonie a pfeneseny do zkumavek s 1 ml sterilniho LB média

s kanamycinem. Zkumavky byly do dal$iho dne ponechany na tfepacce pfi teploté 37 °C.
4.9 MINIPREPARACE PLASMIDOVE DNA

Minipreparaéni ptiprava plasmidové DNA byla provedena metodou tzv. ,,Easyprepu podle
publikované metody .'® 0,8 ml bakterialni kultury bylo centrifugovano po dobu 30 s (6 000
rpm), byl odséat supernatant a peleta byla resuspendovéana v 30 pl EP pufru. Zkumavky se
suspenzi byly povafeny na vodni 1azni po dobu 90 s a 10 min inkubovany na ledu. Poté byl

jejich obsah centrifugovan pii 4 °C a maximalnich otackach (22 000 rpm) po dobu 10 min.

4.10 RESTRIKCNI ANALYZA

K 9 pl plasmidové DNA bylo pfidano 0,5 ul EcoRI a 1 pl pufru pro EcoRI. Reakéni smés
byla inkubovana 1 hodinu pfi 37 °C. Reakce byla zastavena pfidanim 2 pl stop roztoku
(vzorkového pufru pro agarosovou gelovou elektroforesu) a ziskané fragmenty DNA byly

podrobeny elektroforese na agarosovém gelu.

4.11 ANALYZA DNA FRAGMENTU ELEKTROFORESOU NA AGAROSOVEM
GELU

Elektroforesa byla provedena v 1% agarosovém gelu pfi 120 V, byla ponechana probihat
po dobu cca 30 minut. Jako fluorescenéni indikator DNA byl pouzit ethidiumbromid.
Standardem byl 100 bp DNA Zebtik, na gel byly dale jako standard naneseny 2 ul PCR

produktu . Detekce vzorkt v temnu pomoci UV lampy pti 365 nm.
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4.12 UCHOVANiIi BAKTERIALNICH KULTUR NESOUCICH POZADOVANY
PLASMID; PRIiPRAVA KULTUR PRO DNA SEKVENOVANi

Podle restrikéni analyzy byly identifikovany bakteridlni kultury Gspésné transformované
poZadovanym plasmidem. Cast kazdé z téchto kultur byla rozetfena na LB agarovou misku

k sekvenaci, zbytek byl smichan s glycerolem (20% obj.) a uchovéan v mrazaku pti -20 °C.

4.13 DNA SEKVENOVANI

Po identifikaci pozitivnich klond obsahujicich insert spravné délky (odst. 4.10, 4.11) byly
bakterie Escherichia coli kmene TOP10 transformované piisluSnym plasmidem rozetfeny
na Cerstvou misku obsahujici médium LB s kanamycinem a miska byla inkubovéana pies
noc pii 37°C. Druhy den byla miska s narostlymi koloniemi pfeddna do DNA sekvenaéni
laboratote MBU AV CR v.v.i. dr. Jiirgenu Felsbergovi, ktery zajistil ptipravu plasmidové
DNA s pouzitim purifikaéniho kitu firmy Genomed, a didle DNA sekvenovani insertl
v obou smérech zahdjené z mist specifickych primerti obsaZenych v klonovacim vektoru
(obr. 4 na str. 26), M13 forward a M13 reverse primeru. K sekvenovani byla pouzita
Sangerova dideoxynukleotidovd metoda v provedeni vhodném pro automaticky DNA

sekvenator firmy Applied Biosystems ABI Prism 3100.

K vyhodnoceni vysledkt zaslanych ve formé uplnych chromatogrami (soubory .abl) byl
vyuZit voln€ dostupny program Chromas verze 1.45 (Griffith University, Southport,
Queensland, Austrélie). S jeho pomoci byl vytvofen textovy soubor, ktery byl poté
pfeloZzen do aminokyselinovych sekvenci pomoci programu Translate dostupného na
webové strdnce www.expasy.org. Ziskana sekvence s nejdel$im &tecim ramcem byla
zadédna do programu BLAST dostupného na webové strance www.ncbi.nlm.nih.gov.
Nakonec byly k aminokyselinovym sekvencim dohledany nukleotidové sekvence a bylo

provedeno srovnani experimentalni sekvence s nejblizsi sekvenci odeétenou z datab4zi.
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13 Revesse Primee. 0 © Hndin Kenl  Swl Gl Spot
o0Gs Gl NG 7T }é,&”i MY NG ATE AL N NGC TPG QYN SO0 AE TG GAY COA CPA
VP CTE AT OGN TTAD TG T PAN TGE T TG AE CAT GOU TR MK CTA GO GAT

X1 GogR1 Bx{ﬂl

G ACG GOC G0 MIT GIG CTG GAN TIC GEC CIEFRESESPRRRLNG (070 GAN TIE I
ZRT TG0 QGO QGU TN G GND TP AN OG0 G PIC CE CPr ANG MG

RV BaX 1 Nalll )Olol m)lul(m | A')la 1
AGN PAT GUN TCA AL TGH GG COE CTC GG TAT GUN TOT AGA GGG COC MAT TCG JCCC TAT
PTEE ATA GOT AGT GPG ML GOL GO GG CrC GEA SO MIA TCE COU GG TN MO UGG ATA

+

17 Pomoter M13Tarward {-20) Pimer
AGY GG G TAT AT CPON JOTG GO GRS GIT TTA CRA SO SO G POG GRN AW
\ TEN CTC ME ATA APE TN AGE [GAC GG CAG CAA ANT T GOGA GUA CT6 ACE TP PTG

/

Commonts for pCR®2.1-TOPO®
3931 nucleotides

LacZu fragment: bases 1-547
M13 reverse priming site: bases 205-221
Multiple cloning site: bases 234-357

T7 promoter/priming site: bases 364-383

M13 Forward (-20) priming site: bases 391-406
11 origin: bases 548.985

Kanamycin resistance ORF: bases 1319-2113
Ampicillin resistance ORF: bases 2131-2991
pUC origin: bases 3136-3809

Obr. 4 Schéma klonovaciho vektoru pCR®2.1-TOPO® véetné popisu dilezitych
sekvenci a sekvence polylinkeru. Na obrazku jsou vyznacena ob€ §t€pna mista EcoRI,
mista nasedani M13 forward a M13 reverse primeru a misto, kam se pfi ligaci vklada
PCR produkt. Plnymi Sipkami je vyznaen gen pro B-galaktosidasu (lacZa), pocatky
replikace (fl1 ori a pUC ori) a geny kédujici rezistenci na ampicilin a kanamycin.

Obrazek je pfevzat z firemniho manualu firmy Invitrogen, USA — zdroj [17].

26



5. VYSLEDKY

Na obr. 5 jsou uvedeny aminokyselinové sekvence amplifikovanych receptord NKR-P1B,
NKR-P1D a NKR-PI1F s vyznaéenymi odli§nostmi sekvence mezi jednotlivymi receptory,

ITIM sekvencemi a cysteinovymi zbytky tvoticimi disulfidové mustky.

: MDSTTLVYADLNLARIQEPKHDSPPSLSPDTCRCPRWHRLALKFGCAGLILLVLVVIGLC
: MDSTTLVYADLNLARIQEPKHDSPPSLSPDTCRCPRWHRLALKFGCAGLILLVLVVIGLC
: MD-TSKVHGNVKPFRCPGYKQASSPSFSPDACRCPHWHHLALKSGCAGLILLLLSLIGLS

m oW

: VLV-LSVQKSSVQKICADVQENRTHTTDCSVNLECPQDWLSHRDKCFRVFQVSNTWEEGQ
: VLV-LSVQKSSVQKICADVQENRTHTTGCSAKLECPQDWLSHRDKCFHVSQVSNTWKECR
: VLVRFLVQKPPIEKCSVAAQENRTELTGRSAILECPRYWHPHWNKCLFVSQISRPWAEGR
1 2
: ADCGRKGATLLLIQDQEELRFLLDSIKEKYNSFWIGLRFTLPDMNWKWINGTTFNSDVLK
IDCDKKGATLLLIQDQEELRFLLDSIKEKYNSFWIGLSYTLTDMNWKWINGTAFNSDVLK
DACSMEDAILLLIENKEELRFVONLIKGKEQLFFIGLKYVQKEKIWKWIDGSILNPNLLR
3

ITGDTENGSCASISGDKVTSESCSTDNRWICQKELNHETPSNDS
ITGVTENGSCAAISGEKVTSEGCSSDNRWICQKELNHETPCNDS
ITGKDKENSCAIISHTEVFSDSCSSDNHWICQKTLIHV

4 5 6

U w O w

o Ow

Obr. 5: Srovnani AMK sekvenci receptori NKR-P1B, NKR-P1D a NKR-PIF.
Cervené jsou vyznaGeny rozdily vaminokyselinové sekvenci, modfe ITIM sekvence
inhibi¢nich receptori NKR-P1B/D, Zzluté cysteinové zbytky tvofici disulfidové mistky
(C1-C2, C3-C6, C4-C5).

V prilohach 1, 2 a 3 jsou dale uvedeny nukleotidové sekvence vSech receptort s pfifazenou
aminokyselinovou sekvenci. Tyto sekvence byly vychozi pro navrh oligonukleotidovych

primert pro PCR amplifikaci jednotlivych receptort.

5.1 NAVRH PRIMERU, PCR AMPLIFIKACE, DETEKCE PCR PRODUKTU

Celkova RNA byla izolovana z 5 ks slezin ziskanych z laboratornich mys$i kmene
C57BL/6. Kontrola RNA gelovou elektroforesou prokéazala dobrou kvalitu prepardtu a
minimalni degradaci, bylo tedy moZné pfistoupit k provedeni RT-PCR reakci. Pied

samotnym provedenim PCR amplifikace byly navrZeny primery uvedené na obr. 6 na str.
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28. Teploty tani uvedené u sekvenci byly pro jednotlivé oligonukleotidové primery
vypo&itiny pomoci programu OligoCalc  dostupného na  webové  strance
http://www .basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html a odpovidaji specifické Casti
primeru a celému primeru. Do sekvence primerti byla vloZena $t€pna mista pro restrikéni
endonukleasy Ndel a HindIII.

Vzhledem ke shodujici se ¢asti aminokyselinové sekvence receptorit NKR-P1B a
NKR-P1D byl pro PCR amplifikaci genid kédujicich oba tyto receptory pouZit tentyZ ptimy

primer.

NKR-P1BD_FW: 5" ACATATGGATTCAACAACACTGGTCTATGCA 3’
31 bazi, T=57°C a 59°C

NKR-P1B_REV: 5" TAAGCTTAGGAGTCATTACTCGGGGTTTCAT 3’
31 bazi, T= 56°C a 60°C

NKR-P1D_REV: 5" TAAGCTTAGGAGTCATTACACGGGGTTTCAT 3’
31 bazi, T = 56°C a 60°C

NKR-P1F_FW: 5" ACATATGGACACATCAAAGGTCCATGGC 3’
28 bazi, T = 57°C a 60°C

NKR-P1F_REV: § TAAGCTTAGACATGTATCAGGGTCTTTTGGC 3’
31b, T=56°C a 60°C

Obr. 6: Primery pro PCR amplifikaci geni koédujicich receptory NKR-P1B/D/F.
primert), §t€pna mista pro restrikéni endonukleasy jsou podtrzena (u pfimych primert

Ndel, u zpé€tnych HindIII).

Ackoliv se jednalo o provedeni rutinniho a dobfe popsaného protokolu, nebyly PCR
amplifikace zcela bez problémi. V poc¢ate¢nim experimentu, kdy byla pouZita v laboratofi
béZzn€é pouzivand Deep Vent DNA polymerasa, dochdzelo pouze k amplifikaci velmi
malych mnozstvi DNA fragmentt odpovidajicich spiSe nespecifickym produktiim. Obavy,
zda problémy nejsou zptisobeny $patnou kvalitou nebo malym mnoZstvim pouZité RNA, se
nas$tésti nepotvrdily, a po pouziti Platinum Taq DNA polymerasy a techniky ,,Hot startu®

zacCaly byt na gelu pozorovany siln€j§i zony amplifikovanych DNA fragment.
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PCR byla provedena nejprve pii teplotich nasedani primerti 60 °C a 65 °C. Pfi téchto
teplotach vSak byla Uspé$na pouze amplifikace genu kédujiciho NKR-P1F. Proto bylo
nutno optimalizovat podminky PCR pro amplifikaci genl kédujicich zbyvajici dva

receptory a teplota nasedani primert byla sniZzena na 56 °C.

Vysledny produkt PCR byl detekovan pomoci agarosové elektroforesy (viz obr. 7 na str.
29, obr. 8 na str. 30). Velikost vzniklych PCR produktd byla uréena na zaklad€ srovnéni se
standardem (100 bp DNA Zebtik). Produkty se nachazely mezi fragmenty standardu o

velikosti 600 a 700 bp, coZ odpovidalo ocekavané velikosti produktl (681 bp v pfipadé
NKR-P1B/D, 663 bp v ptipadé¢ NKR-P1F).

1000

500

100

Obr. 7: Vysledek PCR reakce - fotografie agarosového gelu.

Teplota nasedani primert 56 °C. Drahy 1, 11, 12 - standard (100 bp DNA Zebiik, &isla
vedle Zebiiku zna¢i pocet pard bazi DNA fragmentl), drahy 7, 9 - ogekdvané PCR
produkty (dréha 7 NKR-P1D, draha 9 NKR-P1B), z fotografie je dobie patrna nespecifita.
Drahy 8, 10 — neuspé$na PCR amplifikace se star§i cDNA. Ve zbyvajicich drahich

nesouvisejici vzorky. Elektroforesa byla provedena v 1% agarosovém gelu.

29



1000

500

100

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Obr. 8: Vysledek PCR reakce - fotografie agarosového gelu.

Drahy 1, 15, 16 - standard (100 bp DNA Zebftik, ¢isla vedle Zebtiku znaci pocet parl bazi
DNA fragmenti), draha 5 - NKR-P1F pii teploté nasedani primerd 60 °C, drdha 11 -
NKR-PIF pfi teploté nasedani primerd 65 °C. Ve zbyvajicich drahdch nesouvisejici

vzorky. Elektroforesa byla provedena v 1% agarosovém gelu.

5.2 PURIFIKACE PCR PRODUKTU

Vzhledem k tomu, Ze prvni pokus o ligaci geni kédujicich NKR-P1D a NKR-PIF byl
neuspésny, bylo nutno odpovidajici PCR produkty pfed dal§im pokusem purifikovat

postupem popsanym v odstavci 4.6.

5.3 LIGACE GENU DO KLONOVACIHO VEKTORU, TRANSFORMACE
KOMPETENTNICH BUNEK, IZOLACE PLASMIDOVE DNA

Geny ziskané PCR amplifikaci byly zaligovany do klonovaciho vektoru (TOPO vektor)
pomoci komeréné dostupné sady TOPO TA Cloning® Kit firmy Invitrogen'’, ktera
vyuziva série tzv. TA vektori obsahujicich koncovy nesparovany thymidylovy zbytek,
ktery se paruje s adenylovym zbytkem na konci PCR fragmentu vzniklym nespecifickou
adici provadénou vétSinou béZnych termostabilnich DNA polymeras. Pro vyrazné

urychleni ligaéniho procesu je navic u TOPO kitd na konci vektoru umisténa
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topoisomerasa I pochdzejici z viru Vaccinia, kterd jako DNA vazebny protein napoméha
zachyceni a G¢inné ligaci PCR produktu, coZ umoziiuje provadét ligaci pouze kratkou dobu
a s pouZitim nizké koncentrace amplifikovanych PCR fragmentt. Klonovaci kit teoreticky
vyZaduje pfitomnost Cistého DNA fragmentu; tato podminka byla splnéna v pifipadé
mNKR-P1F, nikoli vSak v ptipadé mNKR-P1B/D, kdy smé€s po RT-PCR amplifikaci
obsahovala n€kolik fragmentd (obr. 7 na str. 29). Nakonec vSak bylo rozhodnuto ligovat
celou tuto smés do cilového vektoru vzhledem k tomu, Ze pozadovany fragment se ve
smési vyskytoval jako majoritni. Takto pfipravenym vektorem byly metodou tepelného
Soku transformovany kompetentni buriky E.coli. K selekci bun€k, do nichZ byl Gspésné
vnesen plasmid (a tedy k odd€leni neproduktivnich transformant vzniklych napft.
uzavienim vektoru ,,do sebe®), byl vyuzit tzv. blue-white screening - selekce modrych a
bilych kolonii na médiu s chromogennim substratem, kterd je zaloZena na pferuSeni genu
pro enzym [3-galaktosidasu vloZenim insertu. Bakteridlni kolonie obsahujici insert tedy jiz
nejsou schopné produkovat enzymaticky aktivni galaktosidasu a jevi se na Petriho misce

s agarem jako bilé, kolonie obsahujici plasmid bez insertu jsou naopak modré.

V dal§im kroku pak byla u nékolika bilych (potencidln€ pozitivnich) kolonii ovéfovana
pfitomnost a velikost insertu restrikéni analyzou. Kolonie byly asepticky zaoCkovany do
LB média s kanamycinem (znadeni vzorki NKR-P1B 1.1 - 1.4, NKR-P1D 2.1 - 2.11,
NKR-PIF 3.1 - 3.10) a po nartstu bakteridlnich kultur do optimalni density byly tyto
kultury pouzity k mikropreparaci plasmidové DNA vyuzitim EP pufru. Izolovana
plasmidova DNA byla dale podrobena restrikénimu $§tépeni za uéelem identifikace vektort

nesoucich insert.

5.4 RESTRIKCNi ANALYZA, ANALYZA VZNIKLYCH DNA FRAGMENTU
AGAROSOVOU ELEKTROFORESOU

Vzorky plasmidové DNA izolované z jednotlivych klont transformovanych bunék byly
Stépeny pomoci restrikéniho enzymu EcoRI. Vzniklé DNA fragmenty byly poté
analyzovany agarosovou elektroforesou. Vektory nesouci spravné vloZeny inzert byly
identifikovany srovnanim velikosti DNA fragmentu se standardem, jimZ byl vzorek

odpovidajictho PCR produktu — jednalo se o plasmidy pochazejici z kolonii oznagenych
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1.1,1.2,2.7,2.9, 2.11 a 3.9 (viz obr. 9 na str. 32 a obr. 10 na str. 33). V ptfipad€ plasmidu
izolovaného z kolonie 2.5 doslo k vloZeni fragmentu DNA krat$iho neZ byla pfedpokladana
velikost insertu (nespecificky produkt PCR reakce, viz obr. 10 na str. 33), proto byla tato

plasmidova DNA z dalsi prace vyloucena.

- Ui

500

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Obr. 9: Vysledek restrikéni analyzy - fotografie agarosového gelu.

Dréha 1 - 100 bp DNA Zebfik (vyznaceny poCty bp fragmentl); drahy 2, 3, 4 - standard
(PCR produkty NKR-P1B, D, F); drahy 5-8 NKR-P1B (klony 1.1 - 1.4); drahy 9-12 NKR-
P1D (2.1 - 2.4); drahy 13-16 NKR-P1F (3.1 - 3.4). Spravné vloZeny insert - draha 5 (1.1) a
6 (1.2) - NKR-P1B.
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Obr. 10: Vysledek restrikéni analyzy - fotografie agarosového gelu.

Draha 1 - 100 bp DNA Zebiik (vyznafeny poéty bp né€kterych fragmentd); drahy 2, 3 -
standard (PCR produkty v pofadi NKR-P1D, F); drahy 4-10 NKR-P1D (klony 2.5-2.11);
drahy 11-16 NKR-P1F (klony 3.5-3.10). Spravné vloZeny insert - 2.7, 2.9, 2.11 (drahy 6, 8,
10 - NKR-P1F), 3.9 (draha 15 - NKR-P1F). V draze 4 je patrny fragment krat$i nez byla

predpokladana velikost insertu.
5.5 DNA SEKVENOVANI
Pro sekvenaci byly vybrany kolonie oznacené 1.1, 1.2,2.7,2.9 a 3.9.

Kone¢nym diikazem kvality ziskaného DNA fragmentu je teprve DNA sekvenovani, které
bylo provedeno jako placena sluzba v Laborato¥i DNA sekvenovani MBU AV CR v.v.i. dr.
Jirgenem Felsbergem. Plasmid ve formé bakteridlni kultury byl v této laboratofi
purifikovdn pomoci komeréné dostupného kitu a poté sekvenovan s pouZitim
dideoxynukleotidové metody provadéné na automatickém DNA analyzatoru ABI Prism
3100 firmy Applera. S pouzitim této technologie 1ze sekvenovat tiseky DNA o délce az
1000 bp, coz se jevilo pro mnou pouZité inserty o délce 700 bp jako dostacujici.
Sekvenovani bylo provadéno na obou vldknech s pouzitim M13 forward a M13 reverse

primeru; ob€ sekvence slouZzily jako duplicitni zdroj pro vytvofeni findlni sekvence insertu.
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Pro posouzeni kvality ziskané DNA sekvence byly nejprve dodané soubory vytiStény ve
formé ptivodnich chromatogramt. V pfipad€ klonti 2.9 a 3.9 byla ziskana velmi kvalitni
sekvence v celém rozsahu sekvenovaného DNA insertu. Sekvence za¢ina byt velmi dobie
itelnd asi 30 part bazi za mistem nasednuti primeru. Jeji prva ¢ast odpovida tedy
polylinkeru pouzitého vektoru pCR2.1-TOPO.

V misté 44. (2.9), resp. 67. (3.9) nukleotidu se nachéazi jedno z obou restrikénich mist
EcoRI (GAATTC) ohranicujici misto vkladani insertu, v misté 55., resp. 78. nukleotidu pak
neparové T pouzité pro ligaci DNA insertu. Nasleduje sekvence celého insertu, ktery je
presné 681, resp. 663 nukleotidd, nepocitame-li koncové nespecifické A pouzité pro ligaci.
V misté 737, resp. 730. nukleotidu je neparové A vektoru pouzité pro ligaci, v misté 743.,
resp. 736. nukleotidu se pak nachazi druhé misto EcoRI pouZité pro restrikéni analyzu. (viz

obr. 11 a 12 na str. 35).

Byly ziskany geny kédujici receptory NKR-P1D a NKR-P1F. Gen pro NKR-P1B se ziskat

nepodafilo, cozZ potvrzuje, Ze se tento gen u mysSiho kmene C57BL/6 (na rozdil napt. od

kmene BALB/c) nevyskytuje a Ze geny kodujici NKR-P1B a NKR-P1D predstavuji dvé

rizné alely téhoZ genu.'* Pouzitim primerd pro NKR-P1B byly ziskdny pouze geny

kédujici NKR-P1D, ovSem s fadou zasadnich mutaci zplisobenych zfejmé nasednutim

zpétného primeru pro NKR-P1B. Pro dalsi praci jsou vhodné nasledujici klony:

- NKR-PD: klon oznaceny 2.9, dosahujici 100% identity aminokyselinové sekvence

- NKR-PIF: klon oznaceny 3.9, s mutaci v lektinové doméné (T476C ... GTA (Val) —
GCA (Ala)), kterou bude pted dalsi praci pfipadné potieba opravit, a dal§i mutaci
C156T ... CTC (Leu) — CTT (Leu), kterd neméni kédovanou aminokyselinu

Pozn.: Cislovani nukleotidt se zde tyka sekvence vlastniho insertu (amplifikovaného
genu), na rozdil od pfedchozi strany, kdy byly &islovany nukleotidy celé sekvence

DNA fragmentu vzniklého $tépenim plasmidu.

Na obr. 11 a obr. 12 na str. 35 se nachazi findlni zhodnoceni kvality klonovanych a
amplifikovanych DNA sekvenci. Z obrazkii jsou patrné vySe uvedené informace -
v plasmidu H2.9 se podafilo ziskat dokonale identickou kopii publikované sekvence
mysiho receptoru NKR-P1D, zatimco v pfipadé plasmidu H3.9 doSlo v pribéhu

amplifikace ke dvéma mutacim.
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NNNNNNNNNNNCTNGGNNNNNAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGCCCT'ACATATGGATT
CAACAACACTGGTCTATGCAGATTTAAACCTAGCCAGGATCCAAGAACCTAAGCATGATTCACCTC
CATCTCTTTCCCCAGACACCTGTCGGTGCCCTCGCTGGCATCGGTTGGCTCTGAAATTTGGCTGTG
CTGGCCTCATCCTTCTTGTGCTGGTCGTGATTGGACTCTGTGTCTTGGTGCTATCAGTACAAAAAT
CATCAGTACAAAAAATCTGCGCGGATGTTCAAGAGAACAGAACACATACAACAGGTTGTTCAGCTA
AGCTAGAGTGCCCACAAGACTGGCTTTCACACCGAGATAAGTGCTTTCACGTTTCTCAAGTTTCCA
ACACTTGGAAGGAATGTCGAATTGATTGTGATAAAAAAGGAGCCACTTTGCTGCTCATTCAAGACC
AAGAAGAACTGAGATTCCTACTGGACTCAATAAAGGAAAAATACAATTCATTTTGGATTGGACTAA
GTTACACATTAACAGACATGAACTGGAAGTGGATAAATGGCACAGCTTTCAATTCTGATGTACTAA
AAATCACTGGTGTCACTGAAAATGGCAGCTGTGCCGCCATCTCAGGAGAAAAAGTGACTTCTGAGG
GCTGTTCTTCAGACAACCGTTGGATCTGCCAAAAGGAACTAAACCATGAAACCCCGTGTAATGACT
CCTAAGCTTA.AGGGCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAG
AGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGA
CTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCG
TAATAGCGAANANGCCCNCANCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCNGAATGGNGAANGGNN
NCGCCCNGNAGCGNCNCNTNNANCNNNNNGGNGTNGNGGNNACNCGNNNNNNNNNNNCNACNNTNN
NNNCNCCCNNNNNNCCNNNNTTNNNNTNNNTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCNNNTNCCCNNNNN

Obr. 11: Vyhodnoceni kvality sekvence ziskaného DNA fragmentu - NKR-P1D.
(Sekvence plasmidu H2.9). Restrikéni mista EcoRI v plasmidu jsou vyznaéena zluté, T/A
nukleotidy v mist€ ligace insertu modfe. Zelen€¢ oznacené nukleotidy znaci sekvenci insertu
shodujici se s publikovanou sekvenci genu pro NKR-P1D, ktera byla pouzita jako vychozi
pfi navrhu primerti (viz ptiloha 2). Restrik¢éni mista pro Ndel a Hind III jsou podtrZena.

NNNNNNNNNNCGNNTGGGCCCTCTAGATGCATGCTCGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCA
GAATTCGCCCTJACATATGGACACATCAAAGGTCCATGGCAATGTAAAGCCATTTAGGTGTCCAGG
GTATAAGCAAGCATCTTCTCCATCTTTCTCCCCAGATGCTTGTCGGTGCCCACACTGGCATCATTT
GGCTCTGAAATCTGGCTGTGCTGGGCTGATCCTTCTTCTTTGAGCCTGATTGGACTCAGTGTCTT
AGTGAGATTCCTAGTGCAAAAACCACCAATAGAAAAATGCAGTGTGGCTGCTCAAGAGAACAGGAC
TGAACTAACAGGAAGATCAGCCATACTAGAGTGCCCGAGATATTGGCATCCACACTGGAACAAATG
TTTATTTGTTTCTCAAATTTCCAGACCTTGGGCAGAAGGTCGAGATGCCTGCTCTATGGAAGACGC
CATTTTGTTGCTCATTGAAAATAAAGAAGAACTGAGATTTGTGCAGAACTTGATAAAGGGAAAAGA
ACAGTTATTTTTTATTGGACTAAAATATGJACAGAAGGAGAAGATCTGGAAGTGGATAGATGGCTC
TATTTTAAATCCTAACCTATTACGAATCACTGGCAAGGACAAAGAAAACAGCTGTGCCATCATCTC
ACACACGGAAGTGTTTTCAGATTCTTGTTCTTCAGACAACCACTGGATCTGCCAAAAGACCCTGAT
ACATGTCTAAGCTTAJAGGGCGAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAGCTCGG
TACCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTC
CACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCA
CATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCNGGAAANNTGTCGTGNCAGCTGCATTAAT
GAATCGGCCNACGCGCGGGGNNANGNGNNTNGCGTANNGGGCNCTCTTNCNNTTCNNCNNNNNNNG
ANNCNCNNCNNNNGGNNNNNNGNNNNNNGNNNNNNGNNNNNNCNNNNNNNANGNNNNNNNNGNNNN
NNNNNNNNNNNNNGNNNNANNNNNNNNNAANNTNNNNGANNNAAAANGNNNNNNN

Obr. 12: Vyhodnoceni kvality sekvence ziskaného DNA fragmentu - NKR-PI1F.
(Sekvence plasmidu H3.9). Restrikéni mista EcoRI v plasmidu jsou vyznacena zluté, T/A
nukleotidy v misté ligace insertu modie. Zelené oznadené nukleotidy znaci sekvenci insertu
shodujici se s publikovanou sekvenci genu pro NKR-P1F, ktera byla pouZita jako vychozi
pfi ndvrhu primerd (viz pfiloha 3), mutace jsou oznaeny Cervené. Restrikéni mista pro
Ndel a Hind III jsou podtrzena.
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6. DISKUSE

Tato prace se zabyva popisem klonovani a amplifikace geni kdédujicich mysi lektinové
receptory NKR-P1B, NKR-P1D a NKR-PIF. Cile prace bylo dosaZeno pouze ¢aste€né —
podafilo se amplifikovat geny pro isoformy D a F, nikoliv v8ak pro isoformu B, coZ se zda
byt potvrzenim poznatku, Ze gen kodujici tuto isoformu se u mySiho kmene CS57BL/6,

z n&jZ se v této praci vychazelo, nevyskytuje.'*

Prvnim krokem prace bylo navrZeni vhodnych oligonukleotidovych primerti pro PCR
amplifikaci. Navrh primerd pro amplifikaci genu kddujiciho NKR-PI1F probéhl bez
problém?, pfi navrhu primert pro amplifikaci gend kodujicich NKR-P1B a D bylo nutno
pocitat se skute¢nosti, Ze sekvence obou receptord jsou si navzajem velmi podobné (coz
odpovidd domnénce, Ze se jedna o dvé alely téhoZ genu) a v ¢asti rozhodujici pro navrh
pifimého primeru dokonce shodné; proto byl pro amplifikaci obou genti pouzit tentyz pfimy
primer. Do obou pfimych primerid bylo vloZeno $t€pné misto pro restrikéni endonukleasu
Ndel a do vSech tii zpétnych primert §t€pné misto pro HindIIl. Na zaklad€ teoretickych
teplot tani (viz obr. 6 na str. 28) byla pro PCR amplifikaci zvolena teplota nasedani primert
53,5 °C a 56 °C. Pfi prvnim pokusu o amplifikaci byla pouZita v laboratofi b&zné
pouzivana Deep Vent polymerasa. V této fazi se bohuzel nepodafilo ziskat Zadné produkty
- doslo ke vzniku velkého mnoZstvi nespecifickych produkti a vytéZek pozadovanych
nizkou teplotou zvolenou pro PCR amplifikaci, nebo pouzitim Deep Vent polymerasy. Tato
polymerasa je oproti jinym sice relativné pfesna, ale ¢asto neposkytuje dostateény vytézek
pozadovaného produktu. Pti dal§im opakovani pokusu byla proto zvolena Platinum Taq
Polymerasa, teplota nasedani primerti byla zvySena na 60 °C a 65 °C a byla pouzita
technologie ,,Hot Start“ umoziiujici sniZeni urovné nespecifického nasedani primeru.
V pfipadé genu pro NKR-PIF bylo pfi obou pouzitych teplotich ziskdno dostatecné
mnozZstvi produktu; v pfipadé¢ geni pro NKR-P1B a D vSak bylo nutno jest€ jednou
optimalizovat podminky PCR a teplotu snizit na 56 °C pfi pouziti Platinum Taq
polymerasy; poté byly i v téchto pfipadech ziskany pozadované produkty.
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Pti klonovani ziskanych PCR produkti do plasmidového vektoru pomoci komeréni sady
TOPO TA Cloning® Kit firmy Invitrogen se nejprve vyskytly problémy s prochazejicim
datem expirace této sady. Pfi pouZiti nové sady byly jiZ ziskédny bakterie s insertem
obsahujicim gen pro NKR-P1B; zbyvajici dva PCR produkty bylo nutno pfed dal$im
opakovanim klonovani a transformace purifikovat. Poté byly i zde ziskdny bakterie

s pozadovanym insertem.

K identifikaci bakteridlnich kolonii obsahujicich vektor se spravné vloZenym PCR
produktem byla pouZita dvojstuptiovd procedura - v prvnim kroku byl jako orientaéni
metoda pouZit tzv. blue-white screening (selekce modrych a bilych kolonii na médiu
s chromogennim substraitem zaloZend na piferuSeni genu pro enzym [-galaktosidasu
vloZenim insertu), ve druhém kroku byla pak u né€kolika vybranych kolonii provedena
kontrola pfitomnosti a velikosti insertu restrikéni analyzou. Tento krok byl nutny proto, Ze
pfi selekci v pfedchozim kroku mohly byt vybrany kolonie, u nichZ dosud nedoslo k uplné

expresi enzymové vybavy, nebo kolonie, do nichz byl vloZen nespecificky insert.

Na zaklad€ DNA sekvenovani bylo zji§téno, Ze sekvence genu amplifikovaného s pouZitim
primerd pro NKR-P1B odpovidé sekvenci genu kddujiciho NKR-P1D. Doslo zde ovSem ke
vzniku fady zésadnich mutaci zplsobenych zfejmé nasednutim zpétného primeru pro

NKR-P1B, ktery nebyl dostate¢né specificky.

Dale se podafilo ziskat dokonale identickou kopii sekvence mysiho receptoru NKR-P1D
publikované v bioinformatickych databazich, a také pro dal$i praci vhodnou molekulu
NKR-P1F, vniz vSak v pribéhu amplifikace doslo ke dvéma mutacim, z nichZz prvni
neméni kdédovanou aminokyselinu a druhd by v aminokyselinovém fetézci zplsobila
mutaci v lektinové doméné — zdménu plivodniho valinu za alanin. P¥iinou téchto mutaci

byla nepfili§ velka mira presnosti replikace, jiz se vyznacuje Platinum Taq polymerasa.

Dal$im krokem experimentti bude tedy pfedev§im oprava vzniklych mutaci, po niz bude
moZno pfistoupit k expresi proteinti kdédovanych amplifikovanymi geny. Ziskané proteiny
pak bude mozZno vyuzit ke strukturnim a nasledné i funkénim studiim, zejména ke studiu

interakce receptori NKR-P1D a NKR-P1F s jejich ligandy, molekulami Clrb a Clrg.
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7. ZAVER

Byly ziskédny geny kédujici mysi lektinové receptory NKR-P1D a NKR-P1F; gen
pro NKR-P1D vykazuje 100% shodu s udaji v bioinformatickych databéazich, gen
pro NKR-PIF obsahuje dvé mutace, znichZz prvni neméni kodovanou
aminokyselinu a druhd zplsobuje mutaci v lektinové doméné - tuto mutaci bude

pted dal§im pokra¢ovanim experimentalni prace nutno opravit.

Gen kodujici NKR-P1B se ziskat nepodafilo; toto zjisténi potvrzuje domnénku, Ze

se tento gen u kmene C57BL/6 nevyskytuje a odpovida mu zde gen pro NKR-P1D.
Po opraveni mutaci bude dal§i postup spocivat v expresi proteinii a jejich

naslednych strukturnich a funkénich studiich, zejména vyzkumu interakci

s molekulami Clr.
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Priloha 1 — Nukleotidova sekvence mNKR-P1B

>P27812]KRBBA_MOUSE Killer cell lectin-like receptor subfamily B member 1B allele
A - Mus musculus (Mouse); M77677

K nukleotidové sekvenci je pfifazena odpovidajici aminokyselinova sekvence.

atggattcaacaacactggtctatgcagatttaaacctagccaggatccaagaacctaag
M D S TTUL V Y A DL NIL A R I Q E P K
catgattcacctccatctctttecccagacacctgtecggtgecctecgetggecateggttyg
H b s p P S L S P DT CU R C P R W H R L
gctctgaaatttggctgtgctggectcatecttettgtgetggtecgtgattggactcectgt
A L XK F G ¢ A GL I L L VL VvV VI G L C
gtcttggtgctatcagtacaaaaatcatcagtacaaaaaatctgcgcggatgttcaagag
v L vV L. s v. Qg K S S v Q K I C A D V Q E
aacagaacacatacaacagattgttcagttaatttagagtgcccacaagactggctttca
N R TH T T D C S V NL E CP Q D W L S
caccgagataagtgctttcgtgtttttcaagtttccaacacttgggaggaaggtcaagct
H R D K CVF R V F Q vs N TWE E G Q A
gactgtggtagaaaaggagccactttgctgctcattcaagaccaagaagaactgagattc
b ¢ G R K GATUL L L I Q D Q E E L R F
ctactggactcaataaaggaaaaatataattcattttggattggactaaggttcacattg
L L. Db s I K E K Y N S F W I G L R F T L
ccagacatgaactggaagtggataaatggcacaactttcaattctgatgtactaaaaatc
P DM NW K W I NG T T VF N S D V L K I
actggtgacactgaaaatggcagctgtgcctccatctcaggagacaaagtgacttctgag
T G b T E NG S CA S I S G D K V T S E
agctgttctacagacaaccgttggatctgccaaaaggaactaaaccatgaaaccccgagt
s ¢ s T b N R W I C Q K E L N H E T P S
aatgactcctga
N D S -

Konce nukleotidovych sekvenci pouzité k navrhu primerd pro PCR amplifikaci:

TCCATCTACAATGGATTCAACAACACTGGTCTATGCA......
ATGAAACCCCGAGTAATGACTCCTGACTGTGAATCC
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Pfiloha 2 — Nukleotidova sekvence mNKR-P1D

>Q99JB4|KRBBB_MOUSE Killer cell lectin-like receptor subfamily B member 1B allele
B - Mus musculus (Mouse); AF342896

K nukleotidové sekvenci je pfifazena odpovidajici aminokyselinova sekvence.

atggattcaacaacactggtctatgcagatttaaacctagccaggatccaagaacctaag
M D s T T L VvV Y A DLNUIL AU RTI Q E P K
catgattcacctccatctctttececccagacacctgteggtgecctegetggecatecggttyg
H D S P P S L S P DT CR C P R W H R L
gctctgaaatttggctgtgctggectcatecttecttgtgetggtcgtgattggactcectgt
AL XK F G CAGUL I L L VL V V I G L C
gtcttggtgctatcagtacaaaaatcatcagtacaaaaaatctgcgcggatgttcaagag
v L v.. §S v Q K S S v Q K I C A D V Q E
aacagaacacatacaacaggttgttcagctaagctagagtgcccacaagactggctttca
N R TH T T G C sS A KL E C P Q D W L S
caccgagataagtgctttcacgtttctcaagtttccaacacttggaaggaatgtcgaatt
H R D K CPF HV S Q v S N T W K E C R I
gattgtgataaaaaaggagccactttgctgctcattcaagaccaagaagaactgagattc
b ¢ b K K GA TUL UL L I Q D Q E E L R F
ctactggactcaataaaggaaaaatacaattcattttggattggactaagttacacatta
L L D sS I K E K Y NS F W I G UL S Y T L
acagacatgaactggaagtggataaatggcacagctttcaattctgatgtactaaaaatc
T D M NW K W I NGTA AUPF N S D V L K I
actggtgtcactgaaaatggcagctgtgccgccatctcaggagaaaaagtgacttctgag
T G v T E N G S C A A I S G E K V T S E
ggctgttcttcagacaaccgttggatctgccaaaaggaactaaaccatgaaacccecgtgt
G ¢ s s D NRWTICO QI KEULNUHE T P C
aatgactcctga
N D S -

Konce nukleotidovych sekvenci pouzité k navrhu primert pro PRC amplifikaci:

TCCATCAACAATGGATTCAACAACACTGGTCTATGCA......
..... ATGAAACCCCGTGTAATGACTCCTGACTGCGAATCC
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Priloha 3 — Nukleotidova sekvence mNKR-P1F

>Q8VDI8KLRBF _MOUSE Killer cell lectin-like receptor subfamily B member 1F
DQ237931

K nukleotidové sekvenci je pfifazena odpovidajici aminokyselinova sekvence.

atggacacatcaaaggtccatggcaatgtaaagccatttaggtgtccagggtataagcaa
M D T S K VvV H G N V K P F R C P G Y K Q
gcatcttctccatctttctccccagatgettgteggtgeccacactggcatcatttgget
A S S P S F s P DACURCUPHWHHUL A
ctgaaatctggctgtgctgggctgatccttcttctcttgagectgattggactcagtgtce
L XK s 6 ¢ A GG L I L L L L S L I G L S V
ttagtgagattcctagtgcaaaaaccaccaatagaaaaatgcagtgtggctgctcaagag
L v R F L V. Q K P P I E K C S V A A Q E
aacaggactgaactaacaggaagatcagccatactagagtgcccgagatattggcatcca
N R T EUL T G R S A I L E C P R Y W H P
cactggaacaaatgtttatttgtttctcaaatttccagaccttgggcagaaggtcgagat
H W DN K CUL F VS Q I S R P WA E G R D
gcctgctctatggaagacgccattttgttgctcattgaaaataaagaagaactgagattt
A C s M E DA I L L L I ENKE E L R F
gtgcagaacttgataaagggaaaagaacagttattttttattggactaaaatatgtacag
vV Q N L T K 66 K E Q L F F I G L K Y V Q
aaggagaagatctggaagtggatagatggctctattttaaatcctaacctattacgaatc
K E K I w K W I D GG S I L N P N L L R I
actggcaaggacaaagaaaacagctgtgccatcatctcacacacggaagtgttttcagat
T G K D K EN S C A I I S HTE V F S D
tcttgttcttcagacaaccactggatctgccaaaagaccctgatacatgtctga
s ¢ S s D NHWTI COQIKTUL I H V -

Konce nukleotidovych sekvenci pouzité k navrhu primerti pro PRC amplifikaci:

ATGGACACATCAAAGGTCCATGGC ... GCCAAAAGACCCTGATACATGTCTGA
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Svoluji k zapijéeni této prace pro studijni ugely a prosim, aby byla fadn¢ vedena evidence

vypujcovateld.
Jméno a pfijmeni Cislo OP Datum vyptijceni Poznamka
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