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Seznam zkratek

AA
ADCC

AMK
APS
BNCs
CBB
CRD
DTT
GalNAc
GPI
HLA
IFN
IL
ITAM

ITIM

KIR
MHC
NCRs
NK
NKC
PAG
PRP-I
PSPB
SDS
THG

akrylamid

Antibody-dependent cellular cytotoxicity, buné¢néd cytotoxicita zavisld na

protilatkach

aminokyselina/y

ammonium persulfate

binucleate trophoblast giant cells, binuklearni obfi buiiky trofoblastt
Coomassie Brilliant Blue

carbohydrate recognition domain, sacharid rozpoznavajici doména
dithiothreitol

N-acetylgalaktosamin

glykosylfosfatidylinositol

Human Leukocyte Antigen, hlavni lidsky antigen

interferon

interleukin

immunoreceptor tyrosine-based activation motifs, aktiva¢ni
imunorecptoru zaloZeny na tyrosinu

immunoreceptor  tyrosine-based inhibitor motif, inhibi¢ni
imunorecptort zaloZeny na tyrosinu

Killer Inhibitory Receptor, inhibi¢ni receptor NK bun¢k

motiv

motiv

Major Histocompatibility Complex, hlavni histokompatibilitni komplex

Natural Cytotoxicity Receptors
natural killer, pfirozeny zabije¢
NK complex
pregnancy-associated glycoprotein
prolactin-related protein I
pregnancy-specific glycoprotein B
dodecylsulfat sodny

Tamm-Horsfalltv glykoprotein
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Teoreticka ¢ast
I. Uvod

1. Imunitni systém

Imunitni, endokrinni a nervovy systém se spolu podili na udrZovani stalosti
vnitfniho prostiedi organismu (homeostaze).! Zakladnim tukolem imunitniho systému je
nejen obrana organismu proti cizorodym latkam a mikroorganismim, ale také zneskodnéni
vlastnich bunék, které se zacaly chovat abnormalné a mohly by proto piedstavovat
nebezpedi.® Imunitni systém tak musi byt schopen rozligovat ,,cizi“ od ,,vlastniho®, resp.
Skodlivé od uZite€ného pomoci specifickych a nespecifickych mechanismi. Mezi zakladni
funkce imunitniho systému dale autotolerance (rozpoznavani a tolerovani vlastnich tkani) a

odstratiovani abnormalnich bungk - nadorovych, poskozenych aj.(imunitni dohled).?

1.1 Komponenty imunitniho systému

Hlavnimi sou¢astmi imunitniho systému jsou lymfaticka tkan a lymfatické orgéany.
Kazda z bunék imunitniho systému plni ur¢itou funkci, jejiz cilem je rozpoznat a reagovat
na jakoukoliv ¢astici télu cizi. Velka ¢ast buné€k je tvofena rozdilnymi typy bilych krvinek
- leukocyty, jenz se tvofi z pluripotentnich kmenovych bun€k v kostni dfeni. Z kmenovych
bun&k vychazi dvé zakladni linie - myeloidni a lymfoidni® (Obr.1, str.7).

Podstatnou ¢ast bunék, které vznikaji z myeloidni linie, jsou fagocytujici leukocyty
se schopnosti produkce cytokinli a prezentace antigenu T buiikdm. Patfi sem monocyty,
granulocyty, neutrofily i dendritické buriky. Tyto burky, které zasahuji vzdy stejnym
zplisobem a stejnou silou i po n€kolikandsobném setkani s danym antigenem,pracuji na
principu nespecifickych mechanism. ** Z lymfoidni linie diferencuji buiiky odpovédné za
specifické mechanismy imunity — lymfocyty B a T a dale NK buriky (z angl. natural killer
— pfirozeni zabijec¢i). Kazda specifickd imunitni burika je pfeduréena k rozpoznani pouze
jediného typu antigenu. Opakované setkani s antigenem vyvolava stale silngjsi a rychlejsi

imunitni odpovéd’. Jedna se o dlouhoZijici pamé&tové buiiky.'
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Obr.1: Buiiky imunitniho systému °

1.2 Membranové proteiny

Na povrchu bundk se vyskytuje celd fada jinych molekul.® Tyto povrchové
molekuly zprostiedkovavaji kontakt buriky s okolim, maji tlohu adhezni, signaliza¢ni,
transportni i rozpoznavaci.® Pfevaznou vétsinu komunikace butiky s vn&j§im prostfedim
maji na starosti membranové (glyko)proteiny.’ MiiZeme je rozdé&lit na integralni a periferni
membranové proteiny®, &i podle zpiisobu zakotveni v membrang. Membranové proteiny 1.
tfidy maji N-konec umistény extracelularné, samotnou lipidovou membranou prochézi ¢ast
hydrofobniho fetézce o délce kolem 20 aminokyselin a C-konec se nachézi v cytoplazmeé
(Obr.2a). Je to nejcast&jsi ptipad transmembranovych proteinti. Mén¢ béZznym typem je II.
tfida membranovych proteinti, kterdA ma C-termindlni ¢ast vné buiiky a N-konec je v
cytoplasmé (Obr.2b). Na rozdil od I. a II. tfidy se u III. typu vyskytuji proteiny, jenz
prochazi membranou vicekrat (vétSinou Ctyfikrat ¢i sedmkrat) (Obr.2c). Dalsi skupina
proteini je tvofena molekulami, které jsou na membran€ upevnény pomoci glykolipidové
kotvy. Polypeptidovy fetézec leZi v extracelularnim prostoru a na C-koncové AMK
(aminokyselina) je napojen glykosylfosfatidylinositol (GPI) (Obr.2e).?

(a) (b) (c) (d) (e)

Extracellular
or Luminal
HEERA S5 DAERMEREE ]

Lipid 7
bilayer .. .,

M

Jisvaderindi

Cytoplasmic

C
Obr.2: Druhy membrinovych proteini °
Vsechny slozky imunitniho systému spolu velmi uzce interaguji a vzijemné se

ovliviiuji pomoci adheznich molekul, tj. pfimym kontaktem, nebo rozpustnymi cytokiny.'
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2. NK buriky - pfirozeni zabijeci

NK butiky jsou vedle B a T lymfocytii jednim z typt bilych krvinek. Radi se do
skupiny lymfocytd, jenZ jsou nositeli specifické imunity. NK buriky patéi mezi velké
granularni lymfocyty.® Velmi rychle reaguji proti $kodlivinim a patogenim. Jejich ulohou
je obrana organismu b&hem virové infekce a vytvofeni resistence proti viram.'° NK buiiky
jsou dale znamé svoji schopnosti zabijet nadorové butiky. Toho je dosaZeno interakci mezi
ligandy na nadorové burice a mnoZstvim receptorii na NK lymfocytu. Membréana cilové
buriky je poskozena ptlisobenim perforini nebo indukci apoptézy. Vysledkem je uvolnéni
cytotoxickych granul NK bunék. Znalosti z novych studii o nddorovém bujeni a
protinadorové imunité jsou aplikovany v diagnostice a terapii malignit.?

PiestoZze NK buriky nemaji antigenné specifické receptory, maji schopnost
rozpoznat a zabijet nddorové buiiky nebo buriky napadené virem a zaroveri se vyvarovat
poskozeni normélnich bunék vlastniho organismu.’® Aktivita NK bun&k je vyslednici
rovnovahy mezi pozitivnimi (aktivujicimi) a inhibi¢nimi (negativnimi) signély

"' Tzv. ,missing self“ hypotéza se snaZi

pochézejicich z membranovych receptoru.
objasnit signaliza¢ni mechanismus. Podle ni maji NK buriky za tkol rozpoznavat a
eliminovat vSechny butiky, které nedostate¢né vyluduji MHC molekuly 1. t¥idy. '? Takové
viry infikované ¢i nadorové buriky se brani utoku T lymfocytl pravé tim, Ze se snazi sniZit
produkci MHC I. molekul na svém povrchu. To vSak vede k aktivaci NK buné€k a k
zahdajeni imunitnich reakci. Na druhé strang, jestlize se receptory cilové buriky navazi na
MHC molekulu vlastniho organismu, za¢nou vysilat signély, jeZ inhibuji NK buriky a tim

chrani vlastni buiiky."

2.1 Funkce NK bunék v organismu

NK buriky maji mnoho rtiznych funkci v organismu. Mezi nejvyznamnéj$i patti
cytotoxicka aktivita, regulaéni funkce, obrana proti virim a infekcim a protinadorova
aktivita.

NK buiiky ni¢i ter€ové builky prostfednictvim mechanismi vyZadujicich pfimy
kontakt mezi NK burikou a cilovou burikou. Pfislusné cytotoxické mechanismy jsou
buné¢na cytotoxicita zavisla na protilatkach (Antibody-dependent cellular cytotoxicity —
ADCC), lyticka cesta zavisla na vapniku (Ca®") a mechanismus zprostfedkovany tzv.

receptory smrti.>"
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Vedle cytotoxického piisobeni NK bunék je tfeba upozornit také na jejich podstatny
regulaéni vyznam v imunitnim systému. Spoluprace NK bunék s ostatnimi komponentami
imunity je zprostfedkovana hlavn& prostfednictvim sekretovanych cytokini.® Cytokiny
produkované NK burikami v periferni krvi mohou mit dilezité funkce v délozni tkani.
Kromé svého vlivu na trofoblasty hraji také zasadni roli pti regulaci dal$ich typd déloznich
bunék.'® Na piikladu procesu tolerance ve vztahu matka-plod se ukazuje, jak je organismus
matky schopen uzZivit plod. Studie prokazaly, Ze béhem téhotenstvi se NK buriky v téle
matky tvoii ve zvySeném mnoZstvi. Embryonalni trofoblasty, tvofici kontakt mezi burikami
matky a plodu, exprimuji neklasické molekuly MHC L. tfidy, HLA-G, které slouzi jako
ligandy pro NK receptory a inhibuji NK buiiky. Tim je plod chranén pied poskozenim.'®!

Dalsi funkci NK bunék je jejich antivirové pisobeni. NK lymfocyty vyuZivaji
rozmanitych mechanismid na obranu proti virovym infekcim a existuji rizné popudy, které
spousti tuto antivirovou aktivitu.'® Poctem studii se zjistilo, Ze virem infikované buiky
aktivuji NK buriky k produkci IFNy. Nékteré viry indukuji expresi [L-12, tim je vyvoléna
produkce IFNy NK burikami a dochazi k napadani a niceni jinych infikovanych bungk."®
NK buriky zasahuji naptiklad proti herpesviru, chfipkovému viru, retrovirim, adenovirim
a mnoha dal§im.?

Na boji s abnormélnimi a nadorovymi builkkami se podili jak dendritické a
cytotoxické T buriky, tak i NK lymfocyty. Cytotoxické mechanismy, které umoziuji NK
butikdm ni¢it nddorové buriky, jsou cesta, pfi niZ se vyuZzivaji cytotoxické granule

s perforinem a granzymy, nebo navozeni apoptosy pfes receptory smrti.?

2.2 Receptory NK bunék

Reakce a kontakt NK bunék s okolim jsou zprostfedkovany fadou povrchovych
receptorti. NK buriky maji dva druhy receptorti. Interakce receptorti na NK burikach s
ligandy na cilové buiice jsou bud’ aktivaéni, které zpusobuji cytotoxickou reaktivitu NK
bunék, nebo inhibi¢ni vyvolavajici potlaceni cytotoxicity.”! Rozdélenim receptort podle
struktury ziskdvame receptory imunoglobulinové rodiny, zahrujici KIRs (z angl. Killer

Inhibitory Receptors), a receptory rodiny lektint C-typu.”?
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2.21 Inhibi¢ni receptory

Inhibi¢ni receptory obsahuji jeden ¢i vice imunoreceptorovych tyrosin vazajicich
motivil ITIM (z angl. immunoreceptor tyrosine-based inhibitor motif). Jedna se o sekvenci
I/VxYxxL/V. Inhibi¢ni aktivita téchto receptorti je z velké Casti dana interakci mezi
fosforylovanymi tyrosinovymi zbytky a cytoplasmatickymi efektory. Siganliza¢ni kaskada
je spusténa praveé fosforylaci tyrosinovych zbytkidi pomoci protein tyrosinovych fosfatas
SHP-1 SHP-2.”

Specifickymi ligandy inhibi¢nich receptori jsou molekuly MHC 1.** Lidské
molekuly MHC se nazyvaji HLA (Human Leukocyte Antigen)® a dé&li se na klasické
HLA-A, -B a —C a neklasické HLA-E, -F, -G.%* Piikladem lidskych inhibi¢nich receptort
jsou molekuly KIR2DL a CD94/NKG2A, mezi mys$i molekuly patfi NKR-PIB a
Ly49 272829

2.2.2 Aktivac¢ni receptory

Interakci aktivaéniho receptoru s ligandem dochazi k transportu signalu. Takovy
prenos signalu velmi zavisi na cytoplasmatickém imunoreceptorovém tyrosin vazajici
aktivaénim motivu ITAM (z angl. immunoreceptor tyrosine-based activation motif).>° Po
navazani ligandu se uskute¢riuje fosforylace tyrosinovych zbytkd v ITAM pomoci PTKas
z rodiny Src,”! coZ umoziuje iniciaci signalizagnich d&ja.*°

Mezi aktivani receptory patéi lidské receptory CD69, NKR-P1*? a
CD94/NKG2C*, a mysi receptor NKR-P1A

2.2.3 Receptory imunoglobulinové rodiny

Mezi imunoglobulinové receptory patii pfedevsim KIRs a NCRs (z angl. Natural
Cytotoxicity Receptors). NCRs jsou skupinou aktiva¢nich receptord, zahrnujici receptory
Nkp46 (lidsky i mysi), Nkp30 (lidsky a neexprimovany my$i pseudogen) a Nkp44 (pouze
lidsky).>* Receptory KIR jsou pouze lidskymi receptory a jejich ligandy jsou klasické
molekuly HLA-A, -B, -C.** Pro rozdily v transmembranovych, intraceluldrnich a
cytoplasmatickych doménéch existuji dva funkén€ rozdilné druhy KIRs — inhibi¢ni a
aktivaéni.® V zavislosti na po&tu imunoglobulinovych domén v extraceluldrni oblasti
molekuly dé€lime KIRs do dvou podrodin. Prvni skupina obsahuje dvé domény

imunoglobulinového typu — KIR2D, druha podrodina ma tfi takovéto domény — KIR3D.

10
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Podle délky cytoplasmatické domény se dale tfidi na KIR s dlouhym cytoplasmatickym
»ocasem® — KIR2DL, KIR3DL, které obsahuji inhibi¢ni motiv ITIM, a na KIR s kratkou
cytoplasmatickou doménou - KIR2DS, KIR3DS, jejichz soucasti je motiv ITAM, ktery jim
dava schopnost aktivovat.*® Tyto receptory jsou monomerické a jsou specifické pro celou

fadu molekul MHC I. tfidy.*

2.24 Receptory lektinové rodiny C-typu

Lektinové receptory C-typu jsou integralni membranové proteiny II. typu
vyskytujici se na povrchu NK bun€k. Geny kodujici tyto receptory jsou lokalizovany
v oblasti pojmenované jako NK komplex, NKC (z angl. NK complex).’” NKC se u lidi
vyskytuje na chromosomu 12, u my3i na 6. a u potkanti na 4. chromosomu.*® Zahrnuje
n€kolik rodin gend, které jsou exprimovany lidskym i myS$im organismem. Patéi sem
rodina Ly49, rodina NKR-P1 (u potkant, mysi i lidi), NKG2 (v lidském a potkanim
organismu) a rodina CD94 vyskytujici se pouze u lidi. >"*°

Rodina Ly49 se sklada nejméné z tfinacti ¢lenti Ly49A-J a Ly49-L, -O a -P, z nichz
nékteré obsahuji inhibiéni motiv ITIM v cytoplasmatickych doménéach.***! Jedna se o
homodimerni transmembranové glykoproteiny II. typu, které maji jak aktivaéni, tak i
inhibiéni funkce.*? Jejich ligandy pat¥i mezi molekuly H-2 t¥idy 1.*°

Dalsi rodinou receptorii lektini C-typu je skupina geni NKG2. Déli se na
extracelularni a cytoplasmatické domény, coz jim dava vysokou heterogenitu v signalnim
prenosu i ve vazbe ligandd. Na rozdil od disulfidcky vazanych homodimerid Ly49 NKG2
glykoproteiny tvoii disulfidicky vazané heterodimery s dal§imi glykoproteiny nazyvanymi
CD94.* Molekula CD94 je membranovy protein II. typu svelmi kratkou
intracytoplasmatickou ¢&asti, ktera neobsahuje signalizaCni sekvenci.** Navazanim
polypeptidu CD94 na specifické NKG2 isoformy vznika velka skupina funkén€ odlisnych
heterodimernich receptort.” Tyto receptory jsou vylutovany pfevazn& na povrchu NK
bungk a na CD8" T lymfocytech. Ukazuje se, Ze jejich ulohou je regulace imunitni
odpovédi a nieni infikovanych a nadorovych bun&k, tj. maji funkci cytotoxickou a
supresorovou.*® Ligandy pro CD94/NKG2 receptor jsou neklasické molekuly HLA-E tfidy

I. Avsak vazba receptor-ligand neni dosud plné znama.*

11
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3. Lektiny
3.1 Charakteristika lektint

V roce 1954 byl ve spojitosti se schopnosti rostlinnych aglutininGi rozeznavat
erytrocyty rtiznych krevnich skupin poprvé pouZzit nazev lektiny. Pochazi z latinského
slova legere znamenajici zvolit si.*’ Podle definice jsou lektiny proteiny, které jsou
schopné vazat sacharidy a dokazi shlukovat buriky ¢i precipitovat glykokonjugaty.*®
Lektiny nepatii mezi protilatky (nemaji imunoglobulinovou strukturu) a enzymy, jelikoz
vazbou na sacharidy neméni jejich strukturu.**® Schopnost lektini vazat sacharidy
pochézi z polypeptidového useku, z tzv. sacharid rozpoznavajici domény CRD (z angl.
carbohydrate recognition domain).*’ Lektiny se vyskytuji v bakteriich, rostlinach i
zZivociSich. Pisobeni zivocisnych lektini je velmi $iroké, nebot’ se u€astni bun&nych

interakci, transportu proteint i obrannych mechanismi. ¥

3.2 Lektiny C-typu

Rodina Zivo¢isnych lektinti C-typu obsahuje CRD doménu, jejiz aktivita je zavisla
na ptitomnosti Ca®* ionti v molekule. Z této skutecnosti byl odvozen i nazev lektiné C-
typu (z angl. Calcium-dependent lectins).’® Mnoho z CRDs lektint C-typu jsou aromatické
a alifatické hydrofobni AMK tvofici dvé hydrofobni jadra domény ve formé dvou a
helixt a t¥{ pard antiparalelnich B listd. Vazebné misto pro ligandy se nachazi v oblasti
variabilnich smy&ek a atom vépniku je ucastnikem vazby sacharidu.®® Skupina receptort,
ktera postrada useky pro vazbu vapniku, coZ zpisobuje neschopnost navazani sacharidu,
obsahuje tzv. CTLDs (z angl. C-type lectin-like domains). Tento druh domén je evolu¢né
odliSny od klasickych lektini C-typu a pfedpoklada se, Ze jeho funkce podléhaji jinym
mechanismim.”">2

V imunitnim systému hraji roli ochrancti pted patogeny dva druhy bunék — buriky
dendritické a Langerhansovy. Zaméfuji se na rozpoznani $kodlivin a jsou pfitomné v kazdé
tkéni a organu, kde pracuji na vztahu mezi vrozenou a adaptivni imunitou. V poslednich
letech bylo zjisténo, Ze existuji lektiny C-typu a lektinové receptory, které jsou hojné a
pfimo exprimovany na povrchu téchto antigen prezentujicich bunék. Proto jsou lektiny C-
typu dileité p¥i migraci dendritickych bunék, mezibunééném kontaktu,>® bun&ené adhezi i

pti specifickém rozpoznavani bungk pomoci sacharidovych ligandi.>*
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4. Glykoprotein PAG

Oboustranné propojeni mezi zarodkem a matkou je zaji§t€éno pomoci placenty.
Placenta slouZi k vyZivé embrya, dodava mu potiebné latky a minerédly, odvadi xenobiotika
a nepotiebné metabolity a zajistuje endokrinni funkce, pro které jsou duilezité¢ nékteré
glykoproteiny. Ty signalizuji vyvoj trofoblastu - vrstva perifernich embryonalnich bunék,
ze kterych je tvofena placenta. >

V roce 1982 byl glykoprotein B specificky pro téhotenstvi (PSPB, z angl.
pregnancy-specific glycoprotein B) isolovan z krali¢iho antiséra po podani davky extraktt
z kravské délohy. Pozdé&ji se podatilo isolovat i glykoprotein PAG (z angl. pregnancy-
associated glycoprotein). Podle analyz se jedna o stejnou molekulu. Glykoprotein PAG je
obsaZen v téle krav, ovci, vysoké zvéfe, koz, bizoni a americkych losi. Dale byl objeven

v placent& prasat a koni. >

4.1 Charakteristika glykoproteinu PAG

PAGs glykoproteiny pfezvykavcl tvoii rozsahlou proteinovou rodinu. V kravském
a ov¢im genomu bylo napocitano nejméné¢ 100 PAG genli. PAGs patfi do proteinové
rodiny aspartatovych proteinas, kam se také fadi Zalude¢ni enzymy pepsin, chymosin, a
katepsin E a D, a metabolické enzymy jako renin. Z divodii mutaci v aktivni ¢asti molekul
a proteolytické neaktivity se doSlo k zavéru, Ze kravské i ovéi PAGs jsou s nejvetsi
pravdépodobnosti neschopné proteinasové aktivity. Podle analyz na sekvenci aminokyselin
PAGs jsou na 60% homologni s rodinou pepsinogent.*®’

Kravské PAGs maji strukturu dvoulaloénych makromolekul se $térbinou
umoziiujici navazani polypeptidu o délce 7-8 AMK.*®* Molekulovd hmotnost
purifikovanych PAGs vykazuje velkou rozmanitost. Vypocitané udaje dosahuji 55 az 70
kDa, coz jsou mnohem vy$§i hodnoty nez je ofekavand molekulovd hmotnost jejich
proteinového jadra (37 kDa).8

Jak sam néazev napovida, PAGs jsou glykoproteiny podléhajici N- i O-glykosylaci.
Pfipojeni sacharidové slozky N-glykosylaci na &tyfi moZnd vazebnd mista vede k
vyraznému zvySovani ristu i heterogenity. Kromé glykosylace PAGs podléhaji také

posttranslaénim upravam jako je fosforylace. **°’
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4.2 Exprese glykoproteinu PAG

Binuklearni obti buiiky trofoblastu BNCs (z angl. binucleate trophoblast giant
cells) jsou charakteristickym rysem placenty pfezvykavct. Vyvijeji se z jednojadernych
bunék trofoblastu a mitosou se z nich stavaji buriky binuklearni. Po dozrani migruji
smérem k déloZznimu epitelu a spojuji se sjeho burikami. Vysledkem jsou hybridni
trojjaderné buriky, které uvoliiuji sva granula do basalni membrany délozni tkané. BNC
granula maji schopnost velmi specificky vazat n€které druhy lektind (Dolichos biflorus,
Vicia villosa a Wisteria floribunda aglutininy). Koncovy N-acetylgalaktosamin je
rozpoznavan témito lektiny. Vyskyt pomémé neobvyklych N-acetylgalactosaminyl
glykanu spojenych asparaginem, které se nachéazi na sekrec¢nich proteinech BNC bungk,
naznaCuje funkéni poslani této specifické glykosylace. Kravské BNC granula vazi
prevazné glykoprotein PAG a protein I sdruZeny s prolaktinem, PRP-I (z angl. prolactin-
related protein I).%%%

PAGs jsou hlavni sekre¢ni proteiny trofoblasti pfezvykavci. BNC buriky zasobuji
tyto proteiny v sekre¢nich vacécich a po fuzi s buitkkami délozni tkan€ matky je vylucuji do
matefského organismu.®' Od chvile, kdy je zarodek dostateéng blizko d&lozni stény, zakina
utvafeni placenty.”® Zasluhou pfenosu glykoproteinti PAG z trofoblastu do placentalniho
stromatu a cévniho ob&éhu matky je moZné rozeznavat proteiny v krvi matky b&hem

tehotenstvi. To hraje diileZitou roli v diagnostice tshotenstvi prezvykavci. >

4.3 Funkce glykoproteinu PAG

Existuji dvé hlavni hypotézy tykajici se funkce glykoproteinu PAG. Jedna mluvi o
PAGs jako o placentdlnich hormonech transportovanych do organismu matky
pravdépodobné Einnosti Zlutého téliska. Nékteré studie ukazuji, Ze PAGs dokézi zvysit
produkci prostanoidd, které vyrazné ovlivni fertilitu.5*>" Druha hypotéza pojednava o
podpofe imunologické tolerance vyvijejictho se plodu pomoci imunitniho systému
matky.”’

Mezi vyznamné ulohy glykoproteinti PAGs také patii jejich role jako proteinasy. Je
tézké vyloucit nedostatek enzymové aktivity s vyjimkou piipadi, kdy se v katalytickém
centru objevi inaktivni mutace. At tak ¢i onak, n€které PAGs dokéazi vazat peptidové
ligandy jako naptiklad pepstatin A. Tato schopnost interagovat s peptidy ¢i proteiny, aniz
by probéhla jejich hydrolyza, odrazi funkci glykoproteini PAGs. MoZna jsou transportnimi
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molekulami, nebo je jejich Stérbina vazajici substrat predeterminuje jako specifické
receptory. &

Molekula PAG byla rozpoznana na povrchu membran lidskych lymfocyta a
monocyti v periferni krvi. Podle jedné z mnoha studii frakce ziskana ze séra t€hotné matky
a bohata na PAG zakryva expresi Fc receptoru i detekci HLA-DR antigenu na povrchu
lidskych monocytid. Tato skute¢nost mize vysvétlit inhibici bunéénych funkei zavislych na
receptoru a navrhnout mechanismus sniZeni zanétlivych a imunologickych nemoci v

pritb&hu t&hotenstvi. ©
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IL. Cile bakalafské prace

e  Zjistit, zda PAG glykoprotein interaguje s lektinovymi receptory NKR-P1A, CD69,
NKG2D a DCL-1

e Sledovat vySe uvedené interakce pomoci modernich technologii sacharidovych arrayt
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Experimentalni cast

III. Material a pfistroje

1. Pristroje

384-jamkové desticky Pierce, USA

Analytické vahy AND, USA

Automatické pipety Gilson, USA

Centrifuga 2233 MK-2 Hermle, Némecko

Chladnicka Whirlpool, USA

Magnetickd michacka MM 2A Laboratorni pfistroje Praha, CR
Geigerova trubice Mini-Instruments Ltd., Velka Britanie
pH metr ®200 Beckman, USA

Piedvazky HF-1200G AND, USA

Pfistroj na méfeni flourescence Safire 2 Tecan-Schoeller Instruments, Rakousko
Souprava pro elektroforézu Sigma, USA

Souprava pro elektropfenos

Scientific Co., USA

Trepacka Grand Boekel VSR 23

VELP Scientifica, Italie

Vortexovy mixér

VELP Scientifica, Italie

Zdroj deionizované vody MilliO

Millipore, USA

Zdroj napéti EPS 500/400

Pharmacia, USA

2. Chemikalie

Akrylamid Serva, Némecko
APS Serva, Némecko
Azid sodny Sigma, USA
Bromfenolova modf Sigma, USA
BSA Sigma, USA
Coomassie Brilliant Blue R-250 Serva, Némecko
Dihydrogenfosfore¢nan draselny Penta, CR

DTT Fluka, Svycarsko
Ethanol Lachema, CR
Glycin Fluka, Svycarsko
HEPES Serva, Némecko
Hydrogenfosfore¢nan sodny Lach-Ner, CR
Hydroxid draselny Lachema, CR
Hydroxid sodny Lach-Ner, CR
Chlorid draselny Lachema, CR
Chlorid hofe¢naty Lachema, CR
Chlorid sodny Lach-Ner, CR
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Chlorid vapenaty Sigma, USA
Kyselina chlorovodikova Lachema, CR
Kyselina octové Lachema, CR
Kyselina trifluoroctova Lachema, CR
Methanol Lachema, CR
Nitrocelul6zova membréna (0.45 pm) Schleicher & Schuell, USA
SDS Serva, Némecko
TEMED Serva, Némecko
Tris Serva, Némecko
Ustalovad Kodak, USA
Vyvojka Kodak, USA

3. Roztoky a pufry

e Fixacni a odbarvovaci roztok pro AA SDS elektroforézu:
35% EtOH, 10% HAc
e Fixacni a odbarvovaci roztok pro nitrocelulozovou membranu:
45% MeOH, 10% HAc
e Barvici roztok pro SDS elektroforézu.
45% MeOH, 10% HAc, 0,25% CBB R-250
e PBS pufr: 10 mM NaHPOj, 150 mM NaCl, 2 mM KCl, 2 mM KH,PO4, pH = 7,4
o Transformacni pufr (TB):
10 mM HEPES, 55 mM MnCl,, 15 mM CaCl,, 250 mM KCI
pH upraveno pomoci KOH na 6,7 a ptidano 1,1% MnCl,
o FElektrodovy pufr pro SDS elektroforézu:
250 mM glycin, 10 mM Tris, 0,1% SDS, pH = 8,3
o Vzorkovy pufr pro SDS elektroforézu:
50 mM Tris-Cl pH = 6,8
100 mM DTT
2% SDS
0,01% bromfenolova modf
10% glycerol
o Pufr pro elektropfenos: 25 mM Tris pH = 8,3; 150 mM glycin, 20% methanol
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4. Dalsi materialy

Standardni sérové glykoproteiny, bovinni fetuin a lidsky transferin byly komeréni

preparaty dodané firmou SIGMA, a pouzité bez dalsi purifikace.

5. Vzorky PAG glykoproteinu

Vzorky PAG glykoproteini byly laskavé poskytnuty Dr. Karlem Klischem
z Medical School v Hannoveru, SRN. Tyto glykoproteiny byly extrahovany z
homogenizovanych hovézich placent a poté purifikoviny na zikladé¢ publikované
metody®'. Dle publikovanych vysledki putuje tento glykoprotein na SDS elektroforese ve

formé tii prouzkti o molekulové hmotnosti 56, 66 a 75 kDa.

IV. Pouzité metody
1. Desialylace glykoproteinovych vzorki

Vzorky pouzitych glykoproteind byly desialovany chemickou metodou s pouzitim
0.01 M kyseliny sirové zahtatim v kyselém prostfedi o pH 2.0 na 80 °C po dobu 1 hodiny.
Po skonceni reakce byly vzorky neutralizovany na pH 6.8 pomoci 1 M roztoku Tris-HCI
pH 8.0, a ptimo pouzity pro SDS elektroforesu, ligandovy blot, a glykoproteinové arraye.

2. Priprava a znaceni lymfocytarnich receptoru

V experimentech byl pouZit panel lidskych lymfocytarnich receptorti, jednalo se o
rekombinantni dimerické rozpustné formy téchto receptorii oznacované jako hNKR-P1,
hCD69, hNKG-2D, a hDCL-1. Tyto receptory byly pfipraveny podle publikované
metodiky®’, a zna¢eny isotopem jodu '*I s pouZitim Iodogenového protokolu®. Pro pouziti
v glykoproteinové arrayi byly lektiny znafeny pomoci NHS-fluoresceinu a NHS-
rhodaminu jak bylo popsano v bakalaiské praci Georgie Christofi®. Isotopové znatené
lektinové preparaty je potieba pouZit nejpozdéji do meésice od jejich oznaceni, zatimco
fluorescenéné znacené preparaty jsou dlouhodobé stabilni po zmraZeni pti -80°C v pufru
s obsahem 20 % glycerolu. Po rozmraZeni a nafedéni na cilové koncentrace mohou byt

takové preparaty pouzity i n€kolik let po jejich fluorescenénim znaceni.
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3. Sledovani vazby pomoci ligandového bilotu

Vzorky vySetfovanych glykoproteint (1 — 2 pg na drahu) jsou separovany pomoci
SDS elektroforesy ve 12% polyakrylamidovém gelu, a poté pieneseny na nitrocelulé6zovou
membranu elektropfenosem provadénym v Tris-glycinovém elektrodovém pufru
s obsahem 20% methanolu. Po pfenosu je membrana kratce promyta v destilované vod¢, a
pfenesené proteiny jsou vizualizovany Coomassie Briliant Blue R-250, a odbarvovany
kratce v 50% methanolu a 10% kyselin€ octové. Membréna je n€kolikrat promyta v PBS
pufru, a pfenesené obarvené proteiny dokumentovany s pouzitim bézného scanneru. Poté
je membrana blokovana nejméné 2 hodiny v PBS pufru s pfidavkem 2% BSA, pfenesena
do chladové mistnosti, a inkubovana s radioaktivné znaCenymi vzorky lektini (cca 100
kBq na pokus) vchladové mistnosti pfes noc. Nasleduje oplachnuti chladnym PBS
puferem 4 x 1 min, osuSeni membrany, a proméfeni intenzity radioaktivniho signalu
laboratornim monitorem s Geigerovou trubici series 900 mini-monitor (Mini-Instruments
Ltd., Velka Britanie). Podle intenzity zméfené fluorescence je poté stanovena expozice
autoradiografickou technikou v kazeté z pouzitim filmu Agfa CP-VB (Agfa-Gevaert N.V.,
Belgie) v expozi¢ni kazeté s intenzifika¢ni obrazovkou Wolf L-Plus (Sigma Laboratory
Supplies). Po exponovéani je film vyvolan 5 min v ochranném cerveném svétle vytvareném
filtrem Kodak GBX-2 (Sigma Laboratory Supplies) s pouzitim vyvojky Kodak Polymax
RT developer, a poté promyt a 5 min ustdlen v ustalova¢i Kodak Polymax RT fixer.
Vyvolany film je skenovén na standardnim scanneru, a zobrazen bez jakékoliv dalsi

elektronické manipulace.

4. Sledovani vazby technikou sacharidovych arrayu

Pro experiment se pouziva 384 jamkova (format 24 x 16 jamek) mikrotitra¢ni
desti¢ka CovaLink amino plate firmy Pierce (USA) s vickem obsahujici kovalentné vazané
aminoskupiny. Do ¢tvercovych jamek této destiCky o objemu cca 100 pl pipetujeme ve
formatu 3 x 2 vzdy Sest opakovani vySetfovanych latek zahrnujicich 90 pl BSA,
GalNAcy;3BSA, AGP, asialoAGP, THG, asialoTHG, PAG, a asialoPAG v koncentraci 10
mg/ml vpufru PBS, a dale 10 pl bifunkéniho ¢inidla DSS rozpusténého v DMSO
v koncentraci 5 mg/ml. Po dokonalém promichani obou komponent probiha imobiliza¢ni
reakce, jejiz ucinnost je monitorovana pomoci radioaktivné znacenych latek o zname

specifické aktivité. Po skonceni reakce jsou desky pétkrat promyty PBS, a blokovany
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v ptitomnosti 5% (50 mg/ml) BSA v PBS po dobu nejméné dvou hodin. Blokované desky
jsou opét pétkrat promyty pufrem PBS, a bud'to okamZité¢ pouZity pro vazebny experiment,
nebo vysuSeny a skladovany ptfi — 80 °C. Vlastni vazebny pokus zacind piidanim
fluorescen¢éné znacenych proteini (0.1 mg/ml) ve formé dvojic rozpustnych receptort,
znichZ jeden je znaCen pomoci fluoresceinu a druhy pomoci rhodaminu. Deska je
inkubovéna se znaCenymi receptory v lednici (4 °C) nejméné dvé hodiny, poté je pétkrat
promyta pufrem PBS, a navézané molekuly receptoru jsou disociovany a pievedeny do
roztoku ptfidavkem 100 pl 0.1 M sodno-acetatového pufru pH 3.5 po dobu nejméné dvou
hodin. Poté je intenzita fluorescence v jednotlivych jamkach méfena pomoci zafizeni
Safire 2 (Tecan) na zakladé¢ niZe uvedenych parametrii. Pro fluoresceinem znacené
proteiny byla méfena fluorescence na dné jamky (,,fluorescence bottom*), excitaéni vinova
délka byla 496 nm, emisni vinova délka 519 nm, Sifka excitatni $térbiny 5 nm, Sitka
emisni §térbiny 20 nm, citlivost méfeni (gain) 50, méfeni bylo ¢tyfikrat opakovano, ¢as
integrace signalu byl 40 ps, a méfeni probihalo pfi laboratorni teploté (27,5 °C). Pro
rhodaminem znacené proteiny byla téZ méfena fluorescence na dné jamky (,,fluorescence
bottom*) pfi excitatni vlnové délce 546 nm, emisni vilnova délka byla 577 nm, Sitka
excitaéni Stérbiny 5 nm, §itka emisni $té€rbiny 20 nm, citlivost méfeni (gain) 55, méfeni
bylo opakovano ¢tyfikrat, ¢as integrace signalu byl 40 us, méfeni probihalo pfi laboratorni
teploté (26.5 °C). Hodnoty intenzity fluorescence naméfené ve vSech Sesti jamkach byly
statisticky vyhodnoceny, a vysledek byl vyjadien jako primér Sesti zméfenych Ctvefic +

smérodatné odchylka.
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V. Vysledky

1. Sledovani reaktivity PAG glykoproteinu s lektiny NK bunék pomoci
techniky ligandovych blotu

Jako prva metoda pro sledovani interakce PAG glykoproteint s lektinovymi
receptory NK bunék byla vybrana metoda tzv. ligandového blotu s pfevrstvenim
elektroforeogramii znaCenymi receptory. Tato metoda vyuZiva elektropfenosu
sledovanych glykoproteini na nitrocelulosovou membrdnu po jejich separaci SDS
elektroforesou. Elektroptenos se provede v duplikdtu, jedna membrana je poté barvena
proteinovymi barvivy, zatimco druhd je blokovdna pomoci BSA, a poté pievrstvena
roztokem sledovaného lektinu znaceného radioaktivné. Po kratké inkubaci v chladové
mistnosti pfi 4 °C se provede promyti nezreagovanych lektinovych receptorti, poté je
membrana vysuSena, zabalena do ochranné folie, a vazba lektinli zviditelnéna pomoci
ptimé autoradioagrafie.

V experimentu byly pouzity ¢tyfi rizné lektinové receptory lidskych NK bunék,
proteiny hCD69, hNKR-P1A, hNKG2D, a hDCL-1. Vysledek pro proteiny hNKR-P1A a
hNKG2D bylo obtizné odecist, protoZze dochazelo ksilné nespecifické vazbé na
nitrocelulosovou membranu, a na blotech bylo vysoké pozadi oproti signalu. V ptipadé
hDCL-1 nebyla Z4dnd vazba na vySetfované glykoproteiny pozorovana. P¥i pouZiti
proteinu hCD69 dochézelo k vazb¢ na nativni fetuin umistény ve draze 1, i kdyZ jeho
naslednou desialylaci se vazba signifikantné sniZila (pfi proteinovém barveni se ponékud
sniZila mobilita tohoto glykoproteinu — viz. obr. 3, draha 2). K vazb& na molekulu
transferinu putujici v draze 3 nedochézelo, stejné negativni byl i desialovany transferin
v draze 4. Zajimavy vysledek byl ziskén pro sledovany glykoprotein PAG (obr.3, draha 5 a
6): lektinovy receptor hCD69 pravdépodobné reagoval pouze s nejmensi formou tohoto
glykoproteinu o velikosti 56 kDa, a reaktivita se vtomto pfipadé¢ naopak zvysila po
desialylaci. Zbyvajici molekularni formy PAG glykoproteinu o velikosti 75 kDa a 66 kDa

reagovaly pouze slab¢.
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Obr.3: Reaktivita nékterych standardnich proteini krevniho séra, a PAG
glykoproteinu s lektinem NK bunék hCD69. V jednotlivych drahach byly separovany
nasledujici vzorky: M, marker, 1, fetuin nativni, 2, fetuin desialovany, 3, transferin nativni,
4, transferin desialovany, 5, PAG nativni, 6, PAG desialovany, pieneseny na
nitrocelul6zovou membranu, a membrana byla barvena Coomassie Brillian Blue R-250
(panel A), nebo blokovana BSA a pievrstvena znatenym NKR-P1A proteinem, po jehoZ
odmyti byla reaktivita detekovana autoradiograficky (panel B). -

2. Vazba zkoumanych glykoproteint na polystyrenové desticky

Technika sacharidovych arrayi je moderni rychla technika meéfeni protein —
sacharidovych interakci, ktera je velmi reprodukovatelnd, vyZaduje pouze minimalni
mnoZstvi interagujicich sloucenin, a lze ji do rizné miry automatizovat. Proto se tato
technika stava stale popularnéjs$i v soucasném glykobiologickém vyzkumu. Aby bylo
mozno vysledky vazby lektinii na imobilizované sacharidy spravné vyhodnotit, je potieba
nejprve zjistit ucinnost imobilizace pfidanych sacharidovych ligandi na mikrotitraéni
desti¢ku. Za tim G¢elem jsou vétsinou imobilizované latky radioaktivné zna¢ené do znamé
specifické aktivity, a na zdkladé méfeni radioaktivity v jamkach po imobilizaci sacharidd
nebo glykoproteini a jejich promyti zjist'ujeme mnoZstvi navazanych liganda.

Vysledky téchto stanoveni jsou uvedené v piehledné podobé v tabulce 1. Panel
sledovanych latek byl ponékud pozménén zafazenim neoglykoproteinu GalNAc3;BSA, a
zaménou nereaktivniho transferinu za Tamm-Horsfalliiv glykoprotein lidské moci, ktery
obsahuje stejné Sd(a) sacharidové antigeny jako PAG, i kdyZ v mensi hustoté. Vysledky
testu imobilizace ukazuji, Ze jeji u€innost je zavisla jednak na chemickém charakteru

pouzitého glykoproteinu, jednak téz na koncentraci. Ve vSech ptipadech bylo nejlepsi
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udinnosti imobilizace dosazeno pii 1 pg pfidavané latky, a tato koncentrace byla potom téz

pouzita ve standardni sacharidové arrayi.

Tabulka 1. MéFeni u¢innosti imobilizace nékterych glykoproteini a neoglykoproteinii

na jamky polystyrénovych titrac¢nich desti¢ek Nunc384f

Latka ug latky navazané v jamkach po pfidani
0.1 pg 1 pg 10 pg
BSA 0.085 0.90 7.5
GalNAc;0BSA 0.082 0.85 7.2
Fetuin 0.050 0.54 4.5
Asialofetuin 0.053 0.60 5.5
THG 0.066 0.70 6.4
AsialoTHG 0.070 0.74 6.6
PAG 0.076 0.80 7.4
AsialoPAG 0.079 0.85 7.8

3. Sledovani reaktivity PAG glykoproteinu s lektiny NK bunék pomoci
sacharidovych arrayu

Po pfedbéZzném experimentu popsaném v Casti 4.2 byl proveden vlastni vazebny
test na sacharidové arrayi prezentované v destiCce Nunc384f. Vzhledem k tomu, Ze byl
pouzit panel 8 latek popsanych v Tabulce 1, a vzhledem k formatu desky 24 x 16, byly
pouzity dva fadky této desky, a jednotlivé latky byly aplikovany vzdy Sestkrat, tj. ve
formatu 3 x 2. Po dikladném zablokovani desky neaktivnim proteinem BSA, byly do
jamek pipetovany vzdy dva proteiny znafené pomoci fluoresceinu a rhodaminu, a byla
pouzita moZnost souasného méfeni obou fluorescenénich signalti vedle sebe. Na cely
pokus se tedy pouZily pouze &tyfi fadky z Sestnactitddkové desky, dva fadky na vySetfeni
vazby hCD69 a hNKR-P1A, a dva fadky na vySetfeni vazby hNKG2D a hDCL-1. Intenzita
vazby byla korigovana na stupeni pokryti desky (viz. 4.2), a vyjadfovana jako pg vazaného
receptoru na 1 pg imobilizovaného ligandu.

Vysledek vazebného testu ¢tyf lidskych rekombinantnich NK receptori na

glykoproproteinovou array je uveden na obr. 4. Z vysledki je ziejmé, Ze s vyjimkou
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Obr.4: Sledovani vazby 4 lidskych lektinovych receptori na vybrany soubor
glykoproteinii s pouzZitim sacharidové arraye. Detailni popis experimentu je uveden

v textu a v metodické ¢asti.

receptoru hDCL-1 dochazelo k vazbé vSech tii ostatnich receptori na sledované
slouceniny, 1 kdyZ v rizné mife. Vazba receptori hCD69 a hNKR-P1A byla podobna,
s vyjimkou zvySeni vazby na desialovany PAG v pfipadé¢ receptoru hCD69. Vazba
receptoru hNKG2D sleduje podobny trend jako vazba hNKR-P1A, i kdyZ je patrna
kvantitativné pon€kud niZ§i vazba na GalNAcBSA neoglykoprotein, a naopak ponékud

vy$§i vazba na pfirozeny glykoprotein fetuin.
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V1. Diskuse

Obr.5: Struktura N-glykosidicky vazaného oligosacharidového Fetézce glykoproteinu
PAG®

Glykoprotein PAG plni n€kolik dulezitych tuloh, které se uplatiiuji v prubé¢hu
t€hotenstvi. Tato molekula miiZze podléhat specifické glykosylaci s naslednou dulezitou
imunoregula¢ni funkci béhem t€hotenstvi. Glykosylace proteinii je podstatnym rysem
regulace poloCasu Zzivota sérovych proteini. Glykany skoncovym GalNAc jsou
potenciondlnimi ligandy asialovanych glykoproteinovych receptori. Tento fakt je
vyznamny pro odstranéni asialovanych glykoproteini z krve.*

Poskytnutim vzorkd glykoproteinu PAG Dr. Karlem Klischem z Medical School
v Hannoveru mi bylo umozZnéno zahdjeni vypracovani této bakalafské prace. Cilem pak
bylo zkoumat ptipadné interakce PAG se ¢tyimi lektinovymi receptory: NKR-P1A, CD69,
NKG2D a DCL-1.

V samotné experimentalni Casti jsem se nejprve snazila zjistit, zda glykoprotein
PAG interaguje s lektinovymi receptory metodou pfevrstvovani blotd. Poté jsem pouzila
desti¢kovy vazebny test pro sledovani eventualnich interakci.

Pomoci techniky ligandovych bloti se ukézalo, Ze pouze né&které lektinové
receptory lidskych NK bun¢k reaguji se zkoumanymi glykoproteiny PAG. Reaktivita
proteinu hCD69 se zvySovala po desialylaci glykoproteinu. Tento lektinovy receptor
nejvice reagoval s formou glykoproteinu PAG o velikosti 56 kDa, ostatni dvé izoformy (75
kDa a 66 kDa) projevily slabsi vazbu. Receptory hNKR-P1A a hNKG2D se velmi

nespecificky vazaly na nitrocelulosovou membranu, a proto se nepodafilo ziskat

26



Identifikace ligandi glykoproteinu PAG Ljubina Ivanova
uspokojivé vysledky. U proteinu hDCL-1 byl resultat negativni, tj. nedochézelo k vazbé na
Zadnou formu sledovanych glykoproteint.

Glykoprotein PAG obsahuje tetraantenarni oligosacharidové fetézce nesouci
unikatni Sd(a) epitopy, které jsou pfipojeny na kostru glykoproteinu na ¢tyfech vazebnych
mistech. Lidsky Tamm-Horsfalliv glykoprotein také nese ve své struktufe Sd(a) antigen,
ale v mnohem mensi hustot¢ nez PAG. Vyssi reaktivity receptori s PAG ve srovnani
s THG ukazujici na dileZitou roli hustoty epitopu potvrzuji domnénku, Ze takova reaktivita
doopravdy prostupuje skrz Sd(a) epitop.

Sacharidové arraye prezentuji vysledky, z nichZ jsou patrné vazby receptori na
zkoumané glykoproteiny. Proteiny hNKR-P1A a hCD69 vykazuji podobné vysledky,
rozdil je vidét pouze v navySeni vazby hCD69 na desialovany PAG a silngj$i interakce
mezi hNKR-P1 a nativnim fetuinem. Receptor hNKG2D projevuje analogické tendence
jako proteiny hNKR-P1A a hCD69 s rozdilem vyssi vazby na nativni fetuin a niz$i vazby
na GalNAcBSA neoglykoprotein. Protein hDCL-1 neprokazal Zadnou interakci se
sledovanymi slou¢eninami.

Na zakladé dosud popsané sacharidové specifity receptoru CD69 lze piedpokladat
reaktivitu se zbytky B-glykosidicky vazanych GalNAc a s kyselinami sialovymi. V ptipadé
kyselin sialovych ovSem reaktivita je§té zavisi na typu vazby, receptor pfednostné reaguje
pouze s alfa 2-6 vézanou sialovou kyselinou. Tento druh reaktivity se potvrdil u jednoho
z vySetfovanych kontrolnich glykoproteinti u fetuinu. Znaeny NKR-P1A receptor
reagoval s nativnim fetuinem obsahujicim alfa 2-6 vazané kyseliny sialové, (obr. 3, draha
1), ale nereagoval s desialovanym fetuinem (obr. 3, draha 2), ani s nativnim transferinem
obsahujicim kyseliny sialové vazané alfa 2-3 vazbou. V pfipad¢ vySetfovaného PAG
glykoproteinu je jasné zfetelna reaktivita s desialovanou formou (obr. 3, draha 6), s nativni
formou PAG tento lektin pfili§ nereagoval. Pravdépodobné dochézelo k maskovéni

GalNAc epitopu na reaktivnim Sd(a) antigenu zbytku kyselin sialovych.
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VII. Zavér
Cilem této bakalaiské prace bylo sledovani moznych interakci glykoproteinu PAG
s lektinovymi receptory NKR-P1A, CD69, NKG2D a DCL-1. Pouzitim metod

pfevrstvovani blotid a sacharidovych arrayi se zjistilo:

e Nejvice reaktivni byl protein hCD69, ktery se siln€¢ véazal na desialovany PAG o
velikosti 56 kDa

e Proteiny hNKR-P1A a hCD69 maji podobné vazebné interakce se sledovanymi
slou¢eninami, rozdil je v navySeni vazby hCD69 na desialovany PAG a silngjsi
interakce mezi hNKR-P1A a nativnim fetuinem

e Receptor hNKG2D se vaZe na nativni fetuin, ale ma niZ$i afinitu na GaINAcBSA
neoglykoprotein oproti proteinim hNKR-P1A a hCD69

e Protein hDCL-1 neinteragoval s glykoproteinem PAG, ani s Zddnymi dal$imi

sledovanymi slou¢eninami
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