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Seznam pouzitych zkratek

ADCC cytotoxicka reakce zaloZena na protilatkach
(Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity)

bp pocet para bazi, jednotka délky fetézce DNA

BSA hovézi sérovy albumin

CD oznaceni povrchovych molekul leukocyti

CIr protein piibuzny lektinim C-typu (C-type lectin related)
CRD lektinova doména rozpoznavajici sacharid

(Carbohydrate-Recognition Domain)

CTLD doména podobna lektinim C-typu (C-Type Lectin-like Domain)

dd destilovany, deionizovany

DNA deoxyribonukleova kyselina

dNTP smés deoxynukleotidtrifosfati

DTT dithiothreitol

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova (Ethylenediamine tetraacetic acid)
EtOH ethanol

Fc fragment imunoglobulinu po §tépeni papainem

FeyRIII receptor III pro Fc ¢ast IgG

H-2 hlavni histokompabitilni mysi komplex

HLA hlavni histokompatibilni lidsky komplex (Human Leukocyte Antigen)
IFN interferon

IL interleukin

IgG imunoglobulin G

ITAM imunitni aktivaéni receptorovy motiv tyrosinového typu

(Immunoreceptor Tyrosin-based Activation Motif)
ITIM imunitni inhibi¢ni receptorovy motiv tyrosinového typu

(Immunoreceptor Tyrosin-based Ihibition Motif)

KIR zabijesky receptor imunoglobulinového typu
(Killer cell Imunoglobulin-like Rceptors)

LAK lymfokinem aktivované buriky

LB nazev média dle Luria-Bertaniho



LCR

MHC

NaAc
NK
NKC
NKD
NKR-P
NK-T
PCR
RCMV
RCTL

rpm
SDS
Tc
Th
TCR
TNF

Tris

komplex genti leukocytarnich receptort

mol.dm™

hlavni histokompatibilni komplex

(Major Histocompatibility Complex)

octan sodny

piirozeny zabije¢ (Natural Killer)

komplex genti NK bunéénych receptori (Natural Killer Complex)
NK buné¢éné doména

protein receptoru NK buriky (Natural Killer cell Receptor Protein)
ptirozené zabijeCské T buriky

polymerazova fetézova reakce (Polymerace Chain Reaction)
potkani cytomegalovirus (Rat cytomegalovirus)

potkani lektinim C-typu podobny genovy produkt

(Rat C-type Lectin-like gene produkt)

pocet ota¢ek za minutu

dodecylsulfat sodny

prekurzor cytotoxickych T lymfocytt (Cytotoxic T cell precursor)
pomocny T lymfocyt (Helper T Cell)

antigenni receptor T lymfocyti (T-Cell Receptor)

faktor nekrotizujici nadory (Tumor Necrosis Factor)
2-amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol

(trishydroxymethylaminomethane)
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Predmluva

NK (z angl. natural killer) buriky pfedstavovaly po mnoho let zdhadu, v poslednich
dobé dochazi k dramatickému obratu a NK buriky se zafazuji mezi hlavni pfedméty zajmu
imunologie.

NK buiiky jsou buriky imunitniho sytému, jenZ maji schopnost zabijet buriky se
snizenou expresi MHC molekul . tfidy (z angl. major histocompability complex).
SniZenou produkci téchto molekul se burky brani pfed napadnim cytotoxickymi
lymfocyty. SniZena exprese je vykazovdna predev$im u nadorovych bunék a viry
infikovanych bunék. NK buriky nemaji na svém povrchu zadné antigenné specifické
receptory. Disponuji v8ak receptory, pomoci kterych kontroluji povrchovou expresi MHC 1
jinych buné€k. Jednim z takovychto receptorti NK bunék je receptor INKR-P1B.

Poznatky o receptorech NK bunék nejsou zajimavé jen z védeckého hlediska, ale
mohou najit uplatnéni napiiklad pfi jiz zmifiované imunoterapii nékterych nadorovych
onemocnéni. Prvnim krokem k objasnéni nékterych taji tohoto receptoru by mohla byt
pravé tato bakalafska prace, jejimz hlavnim cilem bylo pfipravit rekombinatni
plasmid, ktery by kédoval receptor INKR-P1B. Ten by se mohl v dal$ich experimentech
pouZit na piipravu expresnich konstruktl, které by kédovaly €ast extracelularni domény
receptoru INKR-P1B. Nasledné by mohl byt vyuzit na ptipravu rekombinantniho proteinu,
ktery by po renaturaci a purifikaci mohl slouZit ke studiu vazebnych a strukturnich

charakteristik tohoto receptoru.



1. Literarni uvod

1.1. Imunitni systém

Imunitni systém patfi mezi nejdilezit&j$i homeostatické mechanismy organismu.
Jeho zékladni funkci je rozpoznavat S$kodlivé latky od neSkodnych, a tim chranit
organismus od cizich ¢i vlastnich potencionalné $kodlivych struktur jejich likvidaci. Tato
funkce se projevuje jako obranyschopnost, autotolerance a imunitni dohled ' .

Hlavni komponentou imunitniho systému jsou buiiky imunitniho systému
(imunocyty). VSechny krevni buriky, véetné riznych druht bilych krvinek (leukocyty)
tvoficich podstatnou ¢ast imunocytli, vznikaji z pluripotentnich kmenovych bunék
uloZenych v kostni dfeni. Z kmenovych bunék vznikaji dvé zékladni linie, a to myeloidni
a lymfoidni (obr. 1, str. 10). BE€hem vyvoje danych linii se kmenové buriky diferencuji na
progenitorové buriky, které postradaji schopnost dé&leni a sebeobnovovani .

Z myeloidni linie vznikaji buriky, které tvoti zaklad nespecifické (neadaptivni) ¢asti
imunitniho systému. U vétSiny té€chto bun¢k nalézame schopnost fagocytézy a produkce
cytokinil. Jedna se o monocyty, dale pak o tfi druhy granulocytt: neutrofily, eozinofily
a bazofily. Do této linie se také zafazuji dendritické buiiky vznikajici z monocytd,
erytrocyty a trombocyty, jejichZ hlavni funkce nesouvisi s imunitnim systémem.

Z lymfoidnich progenitorovych bunék se diferencuji B, T a NK buiiky. Vyvin B
lymfocyti probihd u lidi v kostni dfeni a dokonCuje se po stfetnuti s antigenem
v sekundarnich lymfatickych organech. Kone¢nym stadiem B lymfocyti jsou plazmatické
buriky, které produkuji protilatky. Hlavni ¢ast vyvinu T lymfocyti, jejichz nazev je
odvozen od mista dozravani, se odehrava v thymu ¢ili brzliku (z latin. thymus), kde

vznikaji prekurzory pomocnych T bunék (Ty) a prekurzory cytotoxickych T bungk (Tc) .
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Obr. 1: Diferenciace riznych druhii imunocyti z kmenové buriky. Pfevzato z [2].

Imunitni systém vyuZivd dvou zidkladnich mechanisml, a to neadaptivniho
(nespecifického) mechanismu a adaptivniho (antigenné specifického) mechanismu. Pro
obratlovce jsou oba uvedené mechanismy nezbytné a vzajemné spolupracuji.

Prvné zmiifiovany neadaptivni, téZ nespecificky, mechanismus je evoluéné starsi,
v uréité formé jej nalézame u viech mnohobunéénych organismi. Zakladni sloZky tohoto
mechanismu tvofi zejména bunéény a humordlni systém. Mezi bunééné slozky fadime
fagocytujici a pfirozené cytotoxické (NK) buiiky. Humoralni systém je reprezentovan

komplementovym systémem, interferony, lektiny a dal$imi sérovymi proteiny. Tyto
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molekuly a burkky, nemajici tzv. imunologickou pamét, jsou v organismu pfipravené
predem. Jejich reakce na spolecné strukturni nebo funkéni rysy Skodlivin je velmi rychla,
fadové probiha v minutach .

Oproti neadaptivnimu mechanismu je adaptivni mechanismus evolu¢né mladsi,
ptitomny az od obratlovci. VyuZiva tzv. imunologickou pamét’, kdy specifické molekuly
adaptivniho mechanismu (protilatky, antigenné specifické receptory T-lymfocyti) reaguji
na cizorodé¢ latky aZ po setkani s danym antigenem. Rozvoj imunitni reakce je pomale;jsi,

fadové nastava za nékolik dni aZ tydna .

1.2. NK buiiky

Tteti subpopulaci lymfocyti jsou NK (z angl. natural killer) buriky, které jsou
vyvojové bliz§i T lymfocytim nez B lymfocytim a diferencuji se spoleéné¢ sB a T
burikami z lymfoidni linie z pluripotentnich kmenovych bunék vyskytujicich se v kostni
dfeni. Oproti T a B lymfocytim NK buriky vykazuji absenci antigenné specifickych
receptoru, z tohoto diivodu se zafazuji mezi antigenné€ nespecifické (neadaptivni, vrozené)
obranné mechanismy imunitniho systému >.

NK buriky jako prvni charakterizoval Kiessling se spolupracovniky v roce 1975.
Nazvem NK buriky byly prvotné charakterizovany cytotoxické burky, které mély
schopnost zabijet nékteré nadorové builkky bez predchozi stimulace, proliferace
a diferenciace *.

Pivodné byla buné¢na aktivita NK popsana u mysi a lidi, pozd&ji byly tyto buriky
izolovany z mnoha dal$ich obratlovcl, véetné opic, potkant, kieckd, kocek, psi, ptaka
a ryb. NK buriky zastupuji 10-20 % vSech krevnich lymfocyti. Nachazeji se pfedevSim ve
slezing, kostni dfeni, jatrech, plicich, stfevech a rovnéz v periferni krvi 3,

Z morfologického hlediska jsou NK buriky velké granularni lymfocyty, z tohoto
divodu byvaji oznaovany zkratkou LGL (z angl. large granular lymphocytes).
Charakteristickymi rysy jsou velké, kulaté jadro, dale cytoplazma bohata na rtizné organely
(Golgiho aparat, mitochondrie, cytotoxické granule) s,

Hlavnim cytotoxickym nastrojem jsou cytotoxické granule obsahujici perforin
a granzymy. Perofin je monomerni, na Ca’* zavisly protein schopny vytvafet
homopolymerni cirkularni pory. Jsou znamy pfipady, kdy tyto péry mohou zcela

prodéravét membranu a zpusobit smrt buriky osmotickou lyzou. Granzymy jsou serinové
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proteasy , které na zakladé roz$t€peni riznych substratl spusti signalizaéni kaskady, které

v koneéném disledku vedou k apoptické smrti cilové buriky 2.

1.3. Funkce NK bunék v imunitnim systému

Vykonavat imunitni dozor, rozeznavat a cytotoxicky zabijet nadorové buriky a viry
infikované buiiky jsou hlavnimi funkcemi NK bunék. D& se odehrava velmi rychle bez
pfedchozi stimulace, diferenciace a proliferace. Mechanismus rozeznavani abnormalnich
bun¢k vysvétluje ,, missing-self recognition“ hypotéza. Podle této hypotézy NK buiky
rozpoznavaji pfedev$im buriky, které maji na svém povrchu abnormalné¢ malo MHC
molekul . tfidy (z angl. major histocompability complex). Interakce mezi NK burikou
a cilovou buiikou, s potla¢enou expresi MHC glykoproteini 1 tfidy, vede k apoptdze
a nekroze cilové buiiky .

Hlavni histokompatibilni komplex je skupina geni, jejichz produkty zastavaji
zasadni ulohu v mezibunééném rozeznavani vlastniho od ciziho. U lidi je MHC, hlavni
histokompatibilni komplex, nazyvan HLA (z angl. human leukocyte antigen). Ten je
umistén na chromosomu 6. Homologické mys$i molekuly jsou ozna€ovany H-2 a nachazi se
na chromosomu 17. V obou piipadech je MHC organizovan do oblasti kodujicich dva
hlavni typy molekul MHC 2.

Poté, co je rozpoznana abnormalni burika, dochazi k aktivaci NK bunécné ¢innosti
na zéklad¢é pfevahy stimulaénich signali. NK buriky pouZivaji tfi druhy cytotoxickych
mechanismu. Cytotoxické granule, obsahujici jizZ zmiflovany perforin a granzymy, migruji
k plazmatické membrané v misté¢ kontaktu buné€k, fuzuji s membranou a jejich obsah je
uvolnén do uzké S$térbiny mezi buiikami. Tato Stérbina byva Casto oznaCovana jako
imunologicka synapse. Perforin vytvafi cirkularni péry o priméru 16 nm, které slouzi
k tomu aby se do buriky dostaly granzymy. Ty $t€pi v cytoplazmé prekurzory proteas ze
skupiny tzv. kaspas, ¢imz dochazi kjejich aktivaci. Kaspasy nasledn€¢ spusti sled
reakci, ktery kon&i apoptotickou smrti buiiky .

Druhym cytotoxickym mechanismem je cytotoxicka reakce zavisla na protilatkach
oznatovana ADCC (z angl. antibody-dependent cellular cytotoxicity) (obr. 2, str. 13), kdy
NK buriky na svém povrchu exprimuji specifické receptory CD16 a CDS56.
Charakteristicka molekula NK buiiky CD16 je FcyRIII receptor, ktery vaze Fc (konstantni
&ast protilatek) tfidy IgG '°. NK buiiky rozpoznavaji buitky opsonizované protilatkami
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IgG, vzhledem k vySe uvedené interakci Fc ¢asti IgG s receptorem CD16. Tato interakce
zpusobuje agregaci receptord, pfenos signalu a aktivaci cytotoxické reakce ADCC .
Molekula CD16 se nachazi i na povrchu neutrofild, makrofagli a nékterych T lymfocytu.
CD56 je neutralni adhezivni molekula imunoglobulinové skupiny. Molekuly CD16
a CD56 jsou v soucasné dob€ povaZzovany za vérohodné markery lidskych NK bunék, a to

i pres skutecnost jejich minoritniho vyskytu na T lymfocytech. .

VN
Cilova hm'\ka-"— (\ \‘,

.

Ligand —c

Protilatka - IgG— . U
CD16 —Q}

._—rl'1 !
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Zabiti

Obr. 2: Znazoméni ADCC. Pievzato ze [6].

Na zavér zmifiovanym, tfetim cytotoxickym mechanismem je Fas-Fas ligandova
cesta, kterou lze vysvétlit nasledujicim zptisobem. Na povrchu NK bunék se nachazi
protein zvany Fas-ligand, ktery patfi do rodiny TNF (z angl. tumor necrosis factor). Jako
ligand se vaze na apoptoticky receptor Fas, pfitomny na povrchu mnoha riznych bunék.
Signaly jsou vedeny pfes receptor Fas do buiiky a kaskadou reakci dochazi k apoptotické
smrti buiiky '.

Vedle ,likvida¢ni“ funkce maji NK buriky i regulacni funkce, at’ uz pozitivni ¢i
negativni. Pozitivni reakce je napfiklad podporovani imunitni reakce typu Ty; produkci
IFN-y. Vysledkem negativni regulace NK buné€k jsou rizna autoimunitni onemocnéni.
Regulaéni funkce jsou zprostfedkovany produkci cytokini. Mezi nejvice studované
cytokiny patfi interferony (IFN) a IL-2. Interferony a, B a y mohou zvySovat cytotoxickou
aktivitu NK bunék, pfi¢emz interferony a a p stimuluji aktivitu NK bun€k ve vétsi mife

nez IFN-y. Interferony nezpusobuji proliferaci NK bunék, ale zda se, Ze inhibuji NK
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bunécnou proliferaci, kterd je vyvoland IL-2. Na druhé strané IFN a IL-2 synergicky
zvy$uji cytotoxicitu NK bunék °.

1.4. Receptory NK bunék

NK buriky maji dva typy povrchovych receptord, které reguluji aktivitu NK bunék.
Jedna se o aktivacni a inhibi¢ni receptory. Aktivacni receptory stimuluji NK buriku v jeji
cyctotoxické aktivité, inhibi¢ni receptory naopak NK buriku v pouZiti cytotoxickych
mechanismu inhibuji. Vyslednéd reakce NK buriky po setkani s jinou buiikou je dana tim,
prevazi-li aktiva¢ni nebo inhibiéni signaly. Aktiva¢ni i inhibi¢ni receptory lze rozdélit do
dvou strukturnich skupin, a to imunoglobulinové rodiny a rodiny C-lektinového typu .

Mechanismus pisobeni aktivaéniho a inhibi¢niho receptoru je nasledujici. Po
interakci aktivacniho receptoru s ligandem dochazi k pienosu aktivaéniho signalu.
Stimula¢ni receptory jsou charakteristické kratkou cytoplazmatickou doménou bez signal
prenasejicich prvki. Nepfenaseji tedy signal samy, ale pomoci oblasti bohatych na nabité
aminokyseliny, lezici v transmembranové ¢asti receptoru. Prostfednictvim nabitych
zbytki, lokalizovanych v intracelularni ¢asti, nekovalentné asociuji s transmembranovymi
adaptorovymi proteiny, které jsou €asto potiebné pro jejich optimélni povrchovou expresi.
Vyznamné adaptorové, transmembranové molekuly jsou naptiklad DAP12, FceRly
a CD3(. Aktiva¢ni receptory obsahuji charakteristicky imunoreceptorovy tyrosin vazajici
aktivaéni motiv ITAM (z angl. immunoreceptor tyrosine-based activation motif). Jedna se
o sekvenci aminokyselin D/E-x-x-Y-x-x-L/I oddé€lenou 6-8 aminokyselinami od sekvence
YxxL/I (Asp/Glu-x-x-Tyr-x-x-Leu-lle-x¢.g-tyr-x-x-Leuw/Ile). K aktivaci NK bun€k dochazi
kaskadou fosforylagnich reakci °.

Vétsina dosud znamych inhibi¢nich receptorii obsahuje imunoreceptorovy tyrosin
vazajici inhibi¢ni motiv ITIM (z angl. immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif).
Tento motiv se sekvenci (V/I-x-Y-x-x-L/V) (Ile/Val/Leuw/Ser/-x-Tyr-x-x-Leu/Val), kde ,,x*
oznatuje libovolnou aminokyselinu, se vyskytuje v cytoplazmatické doméné téchto
receptori v jedné ¢i vice kopiich. Po navazani ligandu na povrchovy receptor je tyrosylovy
zbytek ITIM motivu fosforylovan pravdépodobné kinasou Src rodiny. Dojde
k aktivaci fosfatasy (SHP1) a dalsi fosfatasy jako SHP2 nebo SHIP1 (inositol polyfosfat
5’fosfatasa). Fosfatasy snizuji miru fosforylace riznych intracelulamich signalnich

proteini a tak je inhibovéna signaliza&ni kaskada °.
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Aktivacni i inhibi¢ni receptory jsou kodovany geny, které jsou uspofadany do dvou
odlisnych regionti: NK genovy komplex (NKC, z angl. natural killer complex) a komplex
receptort leukocyti (z angl. leucocyte-receptor complex) LCR komplex 6.

NKC jako prvni definoval Yokohama a kol. jako skupinu genli nachazejicich se

u my$i na chromosomu 6 ® Analogicky komplex byl u potkani lokalizovan na
chromosomu 4 a na lidském chromosomu 12p13.1. NKC kéduje vétSinou lektinové
receptory C-typu. Geny LRC se u lidi vyskytuji na 19q13,4, u my$i na chromosomu 7
a u potkand na chromosomu 1. Receptory imunoglobulinové rodiny jsou kédovany pravé
timto LCR komplexem ® °. Aktivaéni i inhibiéni receptory délime do dvou strukturnich

skupin na imunoglobulinové rodiny a rodiny C-lektinového typu.

1.4.1. Receptory C-lektinového typu

Lektinové receptory C-typu jsou transmembranové proteiny II. typu, majici
C-konec extracelularni a N-konec je lokalizovan v cytoplazmé. Jsou klasifikovany, na
zakladé¢ homologie aminokyselinové sekvence, jako V. skupina C-lektinové rodiny
z celkové sedmi odlisnych skupin. Lektiny 1ze definovat jako malé globularni bilkoviny se
sacharid rozpoznavajici doménou, neboli CRD doménou (z angl. carbohydrate-recognition
domain) o velikosti pohybujici se okolo 130 aminokyselin '°. Lektiny maji schopnost
specificky rozpoznavat a vazat sacharidy beze zmény jejich struktury. Oznaéeni C-lektiny
ziskaly na zékladé skutenosti, Ze jejich vazebna aktivita je podminéna pFitomnosti Ca*
ionti (z angl. Calcium type lectins). Klasické ligandy pro CRD domény jsou sacharidy
a vapnik.

Lektinové receptory C-typu se na povrchu bunék vyskytuji jako disulfidicky,
kovalentné, vazané dimery. V extracelularni ¢asti mivaji vétSinou né€kolik cysteinovych
zbytkd pomoci kterych tvofici disulfidové mistky. Jejich struktura se sklada z lektinové
CRD domény C-typu, dale obsahuje kréek variabilni délky, transmembranovou Cast
a kratky intracelularni fetézec &'

Mezi nejvyznamnéjsi zastupce receptorii C-lektinového typu patfi rodiny receptort
Ly-49, NKG2 a NKR-P1 (bude popsano niZe). Nejlépe charakterizovanou skupinou NKC
komplexu jsou geny kodujici rodinu receptori Ly-49. Extracelularni, ligand vazajici,
doména téchto receptori je nejlépe zfejma u mys$i, u kterych bylo charakterizovano

nejméné 24 geni a pseudogenti ‘2. Jsou znamé aktivaéni varianty (Ly-49d a Ly-49h) téchto

15



receptori, pfesto vétSina ¢lent této rodiny ma inhibi¢ni funkci. Aktivaéni varianty
receptori Ly-49 byly nalezeny také u potkani. Tyto formy maji v transmembranové
doméné kladn€ nabity arginin, ktery dovoluje interakci s negativné nabitym fetézcem
kyseliny asparagové proteinu DAP-12 nesoucim ITAM motiv. Nejvyznamnéj$i inhibiéni
varianty (Ly-49a, Ly-49c, Ly-49g, Ly-49i) v cytoplazmatické doméné obsahuji ITIM
motiv .

Také rodina receptori NKG2 je sloZena z aktiva¢nich i inhibi¢nich receptori. Do
této rodiny patfi nejméné Sest receptorit (NKG-2A az NKG-2F). Jedna se
o transmembranové proteiny II. typu. Aby doSlo k jejich expresi na buné¢ném povrchu
a mohla byt plnéna jejich funkce, musi tyto receptory dimerizovat s molekulou CD94.
Z této rodiny se vymyka receptor NKG-2D, nebot’ je jen omezené homologni s jinymi
molekulami NKG-2 (28% shoda aminokyselin lektini podobné domény). Oproti tomu
ostatni molekuly NKG-2 jsou vysoce pfibuzné (vykazuji 70% shodu) ®.

V poslednich letech byly identifikovany dal$i molekuly kédované NKC. Jedna se
o lidsky lektinim podobny transkript 1 oznaceny LLT1 (z angl. lectin-like transcript), dale
lidsky aktivaci indukovany lektin C-typu oznaceny AICL (z angl. activation-induced
C-type lectin) a nakonec mysi protein piibuzny C-lektiniim oznaceny Clr (z angl. C-lectin
related protein). Tyto molekuly tvofi dalsi rodinu receptori, ktera je strukturné piibuzna
molekule CD69. Dany receptor patii mezi prvni molekuly exprimované béhem aktivace

NK buiiky °.
1.4.2. Receptory imunoglobulinové rodiny

Zastupci receptori druhé strukturni skupiny jsou membranové receptory NK bunék
FcyRIIl a CD2, ale zejména receptory KIR (z angl. killer Ig-like receptor). Receptory
imunoglobulinové rodiny jsou kédovany LRC geny (z angl.leukocyte receptor komplex).
I. typu, maji tedy N-konec lokalizovany extracelularné. Receptory jsou charakterizovany
poctem imunoglobulinovych domén. Podle po¢tu extracelularnich Ig-like domén se
klasifikuji dvé podrodiny, a to KIR2D, obsahujici dvé domény imunoglobulinového typu,
zatimco KIR3D disponuje tfemi doménami. Receptory obou podrodin KIR jsou dale
charakterizovany délkou cytoplazmatické domény, jenz muze byt bud’ dlouha (L) nebo

kratkd (S) a souvisi s funkci receptoru. Receptory KIR s dlouhou cytoplazmatickou
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doménou (KIR2DL nebo KIR3DL) obsahuji ITIM motiv a jsou zodpovédné za inhibi¢ni
funkci téchto molekul. Receptory s kratkou cytoplazmatickou doménou (KIR2DS nebo
KIR3DS) tento motiv nemaji a vysilaji aktivaéni signaly prostfednictvim asociace nabitého
lysinového zbytku konzervovaného v transmembranovém useku s adaptorovym proteinem
DAPI12.

Neékteré receptory KIR maji specifické ligandy, kterymi jsou klasické molekuly
HLA (z angl. human leukocyte antigen). Byly nalezeny homology téchto receptort
u primati, avS§ak mySi nebo potkani homology, které by rozeznavaly H-2, zatim nebyly

identifikovany a jejich funkci u hlodavc tak pravdépodobné plni receptory rodiny Ly-49 *
14

1.4.3. Rodina receptori NKR-P1

Dals$i vyznamnou rodinou receptorit kdédovanou NKC je rodina NKR-P1. Receptory
NKR-P1 patti do strukturni skupiny lektind C-typu, jsou exprimovany jako disulfidicky
vazané homodimery na povrchu vétSiny NK buné€k a podskupiny T bunék .

NKR-P1 je oznaCeni pouZivané pro proteinovy receptor NK bun¢k ¢.1 (z angl.
natural killer receptor - protein 1), oznaCovany téz jako CD161 (z angl. cluster of
differentiation) nebo Klrbl (z angl. Killer cell lectin-like receptor subfamily B,
member 1).

NKR-P1 byl prvnim lektinovym receptorem nalezenym na povrchu NK bungk *°.
Tyto receptory byly identifikovany u mysi, potkant a €lovéka. Na mysich NK buiikéach se
vyskytuje pét ¢lend receptori z rodiny NKR-P1. Receptory NKR-P1A, C, F patfi mezi
aktiva¢ni varianty, obsahuji nabity transmembranovy usek, ktery je dilezity pro asociaci
s adaptorovou molekulou FceRIy. Naopak inhibi¢ni receptory NKR-P1B a NKR-P1D ve
své cytoplazmatické doméné obsahuji motiv ITIM 6 U potkant byly nalezeny t¥i proteiny
patfici do této rodiny, NKRP1-A a dva receptory s odliSnymi sekvencemi, které jsou
v databazi GenBank uvedeny pod oznacenim NKR-P1B, respektive U56936 a X97477.
U56936 narozdil od X97477 obsahuje ITIM motiv. Sekvence X97477 byla oznacena jako
NKR-P1D '® 7 Naproti tomu lidsky gen pro NKR-P1 byl nalezen pouze v jedné funkéni
formé a oznacuje se jako NKR-P1A. Srovnanim aminokyselin lidského a mySiho NKR-P1
byla zjisténa podobnost v 46% 2.
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U vSech hlodavéich receptori NKR-P1 se nachazi CxCP motiv, ktery byl také
lokalizovan v cytoplazmatickych doménach receptori CD4 a CD8, kde interaguje s protein
tyrosin kinasou rodiny Src — p56'°k. Lidsky receptor NKR-P1A tento motiv neobsahuje °.

Nedavno bylo zjist€no, Ze néktefi prislusnici této rodiny interaguji s molekulami
pfibuznymi lektinim C typu, ozna¢enych jako Clr (z angl. C-lectin related). Byly nalezeny
fyziologické ligandy pro mysi receptory NKR-P1B a rozeznavajici Clr-b a NKR-P1F
asociujici s Clr-g '°. Byl identifikovan rovnéz ligand pro lidsky receptor hANKR-P1, kterym
je LLT1 (z angl. lectin-like transcript) 2°. Fyziologické ligandy pro ostatni receptory rodiny
NKR-P1 dosud nebyly nalezeny °.

1.5. rNKR-P1B

Potkani receptor NKR-P1B je soucasti rodiny receptord NKR-P1, ktera se zafazuje
do superrodiny receptori C-lektinového typu. U potkani byly identifikovany tfi isoformy
rodiny NKR-P1, nesouci oznaceni A, B, D. INKR-P1B je homodimerni transmembranovy
protein II. typu o velikosti 50kDa, ktery je exprimovany pfedevsim na povrchu NK bunék,
ale i na povrchu NKT lymfocytt a aktivovanych CD8" lymfocytti. Intracelularni doména
obsahuje 43 aminokyselin, transmembranovy usek ma délku 23 aminokyselin
a extracelularni doména pozistava z 157 aminokyselin °.

Gen kodujici INKR-P1B se nachézi na 4 chromozomu (4q42), je souéasti NKC
komplexu a jeho nukleotidova sekvence je oznacend v databazi Genbank jako U56936.
Sekvence NKR-P1B je zna¢né konzervovana u ptakt, hlodavci a jinych savci véetné
&lovéka, coz podporuje hypotézu, Ze sehrava signifikantni ulohu v pfirozené imunité 2.

Protein NKR-P1B se zafazuje mezi inhibi¢ni receptory, nebot’ signaly, které NK
buiika pfes tento receptor dostane, participuji na utlumeni cytotoxickych mechanismi.
Inhibi¢ni funkce receptoru byla predikovana na zakladé¢ pfitomnosti charakteristické ITIM
sekvence v cytoplazmatické doméné tohoto receptoru, absence nabitych aminokyselin
v transmembranovém segmentu, mozZnosti exprese bez adaptorovych molekul a na zékladé
experimentii s intracelularnim influxem Ca®* 2.

Identifikace ligandi receptoru NKR-P1B je nezbytna pro pochopeni funkce a vlivu
tohoto receptoru na NK buriky. Na zékladé prvotnich vysledkid vyzkumu plivodné panoval
nazor, Ze tento receptor rozeznava piitomnost vapenatych ionti a sacharidové ligandy.

Dalsi vyzkum v oblasti NK receptord ukazal, Ze fyziologickym ligandem pro mysi receptor
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NKR-PI1B je protein rodiny Clr isoforma b, ktery je znamy také pod oznacenim Ocil
(z angl. osteoclast inhibitory lectin). Protein Clr patfi do rodiny C-lektinového typu, jeho
gen je souasti NKC komplexu a jeho exprese byla pozorovana na osteoklastech a téméft
viech hematopoetickych buiikach s vyjimkou erytrocyti >. Podobng jako u molekul MHC
[. tfidy bylo i v pfipadé Clr-b pozorovano markantni potlaceni exprese na nadorovych
bunéénych liniich, coZ podporuje tzv. MHC nezavislou ,missing-self recognition*
hypotézu .

Signifikantni homologii k ligandu rClr-b vykazuje C-lektinovy protein RCTL
(z angl. rat C-type lectin-like gene produkt), ktery je kodovany potkanim cytomegalovirem
RCMV (z angl. rat cytomegalovirus). Ve snaze vyhnout se cytotoxickému pusobeni NK
bunék byla u RCMV pozorovana unikétni strategie: vysledkem infekce RCMYV je potlaéeni
exprese rClr-b a na druhé strané vyrazna stimulace exprese RCTL, ktery interaguje
s NKR-P1B a nasledné navozuje inhibici cytotoxickych mechanismi NK bunék 2
Carlyle et. al. na zdkladé¢ uvedené strategie vysvétluje alelickou divergenci hlodavéich
NKR-P1 receptorti, kterd se podle jeho hypotézy vyviji pravé pod selekénim tlakem ve
snaze vyhnout se unikové strategii viru .

U jednotlivych kmenii mysi alelicka divergence geni NKR-P1 zplsobuje rtiznou
reaktivitu NK bun€k vi€i monoklondlni protilitce PK136 (rozpoznavajici epitop na
povrchu receptoru NKR-P1B, historicky oznafovany jako tzv. NK1.1 antigen), ktera je
nejlépe pozorovatelna mezi kmeny B6 a BALB/c. Dochéazi k ni diky mutaci v jedné
aminokyselin¢ receptoru NKR-P1B, kdy je serin v pozici 191 (kmen B6) nahrazen
threoninem (kmen BALB/c, sekvence odpovidajici receptoru NKR-P1D). Nedochazi vsak
ke zmén¢ ligandové specificity (receptor NKR-P1B poiad vaze svijj ligand Clr-b). Velky
pocet alelickych forem jednotlivych kmeni je pravdépodobné pfi¢inou znacné
aloreaktivity NK bun€k mezi jednotlivymi kmeny.

Vyzkum jednotlivych alelickych forem tedy ukazal podstatny fakt, Ze isoforma D
receptoru NKR-P1 reprezentuje divergujici alelu genu receptoru NKR-P1B a ne jiny
specificky receptor, jak se pivodné myslelo. Tyto skutecnosti se povedlo odhalit skupiné
védci pod vedenim J. R. Carlyla. Jejich vysledky potvrzuji vyznamnou ulohu interakce
systémi NKR-P1 a CIr v ramci hranic jednotlivych kmenu, jako i jednotlivych druhu.

Proto I1ze o¢ekavat podobnost i u potkanu a jejich jednotlivych kmeni 2,
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2. Cil prace

= pripravit expresni vektor pro protein INKR-P1B
= ovéfit spravnost pripraveného plasmidu restrikénim Stépenim
= pripravit zasobni mnoZstvi plasmidu

= ovéfit nukleotidovou sekvenci pfipraveného fragmentu DNA sekvenaci
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3. Material

3.1. Pristroje a pomicky

Analytické vahy

Automatické pipety

Centrifuga Allegra X-22R

Centrifuga MPW-375

Centrifuga VSMC-13

Centrifuga Z 233 MK-2

Centrifuga stolni, Spectrofuge 16M
Chladnicka

JETQUICK Gel Extraction Spin Kit
JETQUICK Plasmid Purification Spin Kit
Ledova¢ UBE 50-35

Luminescentni analyzator LAS-1000 CH
Magneticka michacka MM 2A

Mrazici box (-80°C) Bio Freezer
Mrazici box (-20°C)

pH metr ® 200

Piedvazky HF-1200 G

Rota¢ni vakuova odparka

Souprava pro agarosovou elektroforézu
Spektrofotometr DU-70

Termocykler

Termostat BT 120M

Ttepacka

UV lampa UVGL-58

Vortexovy mixér

Zdroj deionizované vody Milli Q
Zdroj napéti BM 551
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AND, USA
Gilson, USA
Beckman Coulter, USA

Mechanika Precyzyjna, Polsko

Shelton scientific, USA
Hermle, Némecko
Edison, USA

Zanussi, Italie
Genomed, Némecko
Genomed, Némecko
Ziegra, Némecko

Fuji photo film, Japonsko
Lab pFistroje Praha, CR
Forma scientific, USA
Zanussi, Italie

Beckman, Némecko
AND, USA

Trigon, Francie

Sigma, USA

Beckman, Némecko
Eppendorf, Némecko
Lab.pFistroje Praha, CR
VELP Scientifica, Italie
Science Company, USA
VELP Scientifica, Italie
Millipore, USA

Tesla, CR



3.2. Chemikalie

* Agar

e Agarosa

* Ampicilin

* Bromfenolova modf
* BSA

e dNTP

* EDTA

e Ethanol

* Ethidiumbromid

* Fenol

* Glukosa

* Glycerol

* Chlorid sodny

e Chloroform

* Isoamylalkohol

* Isopropylalkohol

* Kvasni¢ny extrakt
* Kyselina octova

¢ Octan sodny (NaAc)
* Polyethylenglykol (PEG) M, = 8000
¢ Sacharosa

* Siran hofe¢naty
 Standard pro agarosovou elektroforézu
* Tetracyklin

* Tris

* Trypton

Vsechny pouzité chemikalie byly nejvyssi komeréné dostupné Cistoty, nejméné vsak Cistot

vvvvv
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Oxoid, Anglie

Jersey Lab Supply, USA
Biotika, SR

Sigma, USA

New England Biolabs, USA
Fermentas, Kanada
Fluka, Svycarsko
Lachema, CR

Jersey Lab Supply, USA
Reactiva, Rumunsko
Lachema, CR

Sigma, USA

Lachema, CR

Lachema, CR

Lachema, CR

Lachema, CR

Imuna Pharm, CR
Lachema, CR

Lachema, CR

Fluka, Svycarsko
Lachema, CR

Lachema, CR

New England Biolabs, USA
Lab scientific, USA
Serva, USA

Oxoid, Anglie



3.2.1. Enzymy

BstX I (10000 U/ml)

Dde 1 (10000 U/ml)

Deep Vent DNA polymerasa (2000 U/ml)
Hind III (20000 U/ml)

Klenowiv fragment

Lysozym

Nde I (20000 U/ml)

RNAasa A (10 mg/ml)

T4 DNA ligasa (5 U/ul)

T4 polynukleotidkinasa (10000 U/ml)
Xba I (20000 U/ml)

3.2.2. Bakterialni kmeny

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
Fermentas, Kanada

Fluka, Svycarsko

New England Biolabs, USA
Sigma, USA

Fermentas, Kanada

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA

* E coli: XL 1-BLUE STRAIN E. coli recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl
lac [F'proAB lacFZAM15 Tnl0 (Tet")]

3.2.3. Vektory

pRSET B (1 pg/pl)

3.2.4. Primery pro PCR

Reverzni primer pRSET BRE*62B2

"TAG TTA TTG CTC AGC GGT GGC AGC 3’

Piimy primer RNKRP1 FW M2

"TGG CTA AGT TAA AGT GCC CAA AAG AC3’

23

Stratagene, USA

Invitrogen, USA

Invitrogen, USA

Generi Biotech, CR



3.2.5. Roztoky a média

* LB agar: 1,5 % agar v LB médiu
- pouZité koncentrace antibiotik:
ampicilin 150 pg/ml ( zésobni koncentrace 150 mg/ml)
tetracyklin 12,5 pg/ml ( zasobni koncentrace 5 mg/ml)
¢ LB médium: 1 % trypton, 0,5 % kvasniény extrakt, 1 % NaCl, pH = 7,4
- pouzité koncentrace antibiotik:
ampicilin 150 pg/ml ( zésobni koncentrace 150 mg/ml)
tetracyklin 12,5 pg/ml ( zasobni koncentrace 5 mg/ml)
* Pufr pro T4 DNA ligasu - 1 x koncentrovany: 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 10 mM
DTT, 1 mM ATP, 25 pg/ml BSA, pH = 7,5 (Fermentas, Kanada)
* EP pufr: 10 mM Tris (pH = 8,0), 1 mM EDTA, 15 % sacharosa, 2 mg/ml lysozym, 0,2
mg/ml RNAasa, 0,1 mg/ml BSA
* NEB2 pufr: 10 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl,, 50 mM NaCl, 1 mM DTT, pH = 7,9
(New England Biolabs, USA)
* NEB3 pufr: 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, pH = 7,9
(New England Biolabs, USA)
* PCR pufr - Thermo pol, 1 x koncentrovany: 10 mM KCl, 10 mM (NH4),SO4, 20 mM
Tris-HCI, 2 mM MgSQq, 0,1 % Triton X-100, pH = 8,8 (New England Biolabs, USA)
* Roztok L1: NaClO4, octan sodny, TBE (Genomed, Némecko)
* Roztok L2: ethanol, NaCl, EDTA, Tris-HCI] (Genomed, Némecko)
* Roztok G1: 50 mM Tris-HCI (pH = 8,0), 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNAasa A
(Genomed, Némecko)
* Roztok G2: 200 mM NaOH, 1 % SDS (Genomed, Némecko)
* Roztok G3: guanidin hydrochlorid, octan sodny (Genomed, Némecko)
¢ Roztok GX: guanidin hydrochlorid (Genomed, Némecko)
* Roztok G4: ethanol, NaCl, EDTA, Tris-HCI (Genomed, Némecko)
* Gel pro agarosovou elektroforézu: 1 % agarosa v TAE pufru, 2 pl ethidiumbromid,
resp. 1,1 % agarosa v TAE pufru, 4 pl ethidiumbromid pro preparativni elektroforézu
* Pufr pro agarosovou elektroforézu - TAE pufr, 1 x koncentrovany: 40 mM Tris, 20
mM CH3;COOH, 1 mM EDTA
e STOP pufr: 50 % glycerol, bromfenolova modf, ethanol, TE pufr
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* TE pufr: 10 mM Tris-HCI, 0,5 mM EDTA, pH = 8,0
* Roztok I: 50 mM glukosa, 25 mM Tris-HCI (pH = 8,0), 10 mM EDTA
* Roztok II: 3 mM octan sodny, 10 % CH;COOH
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4. Metody %’

4.1. Fosforylace primeru

Pro fosforylaci ptimého primeru RNKRP1 FW M2 byla pouzita
T4 polynukleotidkinasa. Reak¢éni smés obsahovala nasledujici slozky: 42 pl ddH,0, 2 pl
0,1 mM primeru RNKRP1 FW M2 | 5 pl pufru pro T4 DNA ligasu (10 x koncentrovany)
a 1 pl T4 polynukleotidkinasy. Smés byla inkubovana po dobu 30 min pii 37°C.

4.2. Polymerasova retézova reakce (PCR)

Byla piipravena reakéni smés pro PCR obsahujici: 29,5 pl ddH,0, 1,5 pl 100 mM
MgSO4, 5 pl PCR pufru (10 x koncentrovany), 1,5 pl 10 mM dNTP, 6 ul 4 uM
fosforylovaného primeru RNKRP1 FW M2, 5 ul 5 pM reverzniho primeru pRSET
BRE*62B2, 1 ul templatu, 0,5 pl Deep Vent DNA polymerasy.

PCR reakce probéhla v automatickém termocykleru. Nastaveni programu PCR
reakce:

1) 94°C 2 min

2) 35 cykla: 94°C —30's, 52°C -30s, 72°C - 60 s

3) 72°C 10 min
Nasledné byla teplota sniZena na 4°C, az do té doby nez byl produkt z termocykleru

vyjmut.

4.3. Agarosova elektroforéza

Vysledny produkt PCR byl detekovan pomoci agarosové elektroforézy. K 2 ul PCR
produktu bylo pfidano 8 pul STOP pufru. Tato smés byla nanesena do jamky agarosového
gelu, do druhé jamky bylo vneseno 2 pl standardu. Elektroforéza probihala po dobu 30
min. PouZité napéti bylo120 V.

Jako marker byl pouZit plasmid pRSET B nastépeny restrikéni endonukleasou Nde
I. Tento standard byl ziskan smichanim 10 pl plasmidu pRSET B, 26 ul Tris-HCI pufru
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(pH = 8), 4 ul NEB3 pufru, 1 pl enzymu Nde I. Tato smés byla inkubovéna pfi 37 °C 4
hod., po ukonéeni inkubace bylo pfidano 12 pl STOP pufru.

4.4. Srazeni PCR produktu

Ke zbylému produktu bylo napipetovano 5 pul 3 M NaAc (pH = 5,2) a 125 pul 100 %
EtOH. Smés byla ponechana srazet pii -80°C zhruba 2 hod. Nasledovala centrifugace
v pfedchlazeném rotoru po dobu 20 min pfi 12000 x g.

Kwvuli ziskani dostatecného mnoZstvi PCR produktu, jsem tento postup dvakrat

zopakovala.
4.5. Uprava inzertu restrikénim $tépenim

Vysledny produkt PCR reakce byl $t€pen pomoci restrikéni endonukleasy Hind III,
takto upraveny produkt byl dale pouzit pro ligaci. Restrikéni enzymy byly uchovavany pti
-20°C. Pro zachovani jejich aktivity byly pfi praci umistény do ledu. Ke srazeniné PCR
produktu bylo pfidano 34 pl ddH,O, dale 4 ul NEB2 pufru a 2 pl enzymu Hind III. Smés
byla inkubovana 3 hod pfi teploté 37°C.

4.6. Priprava linearizovaného plasmidu

Pro ligaci bylo potieba ziskat linearizovany plasmid pRSET B. Linearizace
probéhla v nékolika krocich.

1) Restrikéni $tépeni pomoci enzymu Nde 1.
K 1 pl plasmidu pRSET B bylo pfidano 16 pl ddH,O, 2 pl NEB2 pufru a 1,5 pl enzymu
Nde I. Smés byla inkubovana po dobu 3 hod pfi teploté 37°C.

2) Zarovnani Nde I mista Klenowovym fragmentem.
Byla pfipravena smés obsahujici 6 ul ddH,O, 1 ul NEB2 pufru, 3 pl 333 pM dNTP, 1 pl
Klenowova fragmentu a 20 pl linearizovaného plasmidu pRSET B (ziskaného krokem ¢&.1).

Navazala inkubace 15 min pfi 25°C a nasledné inaktivace 20 min pii 75°C.
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3) Sté&peni pomoci restrik&niho enzymu Hind II1.
Smés obsahujici 9 pl ddH,O, 1 pl NEB2 pufru, 1,5 pl enzymu Hind I a 30 pl
linearizovaného plasmidu pRSET B (z kroku ¢€.2) byla ponechana inkubovat 3 hod pfi
teploté 37°C.

4.7. Preparativni elektroforéza

Ke 40 pl ptfipraveného linearizovaného plasmidu pRSET B bylo pfidano 10 pl
STOP pufru. Do vzorkovaci jamky bylo ve vysledku aplikovano 50 pl roztoku.

Stejné mnozZstvi STOP pufru, tedy objem 10 pl, bylo také pfidano ke 40 pl
nastépeného PCR produktu, jenz byl Stépen pomoci restrikéni endonukleasy Hind III.
Takto pripraveny vzorek byl nanesen do jamky agarosového gelu. Nastépeny PCR produkt
bude nadéle oznaCovan jen insert.

Ke kontrole pfiblizného uréeni molekulové hmotnosti byl zvolen nenastépeny
plasmid pRSET B. 1 pl tohoto plasmidu byl napipetovan spolu s 2 pl STOP pufru a 5 pl
ddH,O0 do jedné ze vzorkovacich jamek.

Elektroforéza probihala po dobu 30 min nejdfive pii napéti 40 V, poté bylo napéti
zvySenona 80 V.

K vizualizaci byla vyuzZita fluorescence komplexu DNA a interkalovaného ethidium
bromidu pod osvétlenim dlouhovinnou UV lampou. Césti agarosového gelu obsahujici

linearizovany plasmid a insert byly vyfiznuty skalpelem a pfeneseny do mikrozkumavky.

4.8. Extrakce DNA z gelu pomoci kitu

K extrakci byl pouzit kit dodavany spole€nosti Genomed. Béhem extrakce DNA
z gelu pomoci kitu byl pfesné dodrZzen pracovni postup dodany vyrobcem. K vyfiznutym
vzorkim gelu bylo pfidano 900 pl roztoku L1 a vzorky byly ponechany inkubovat pii 50°C
po dobu 15 min. Vzorky byly napipetovany do pfislusnych kolonek vlozZenych
v mikrozkumavce a byla provedena centrifugace (12000 x g, 1 min). Nasledn€ byly
kolonky promyty 500 ul roztoku L2 a opét byla provedena centrifugace (12000 x g, 1 min).
Po odstranéni filtratu byla centrifugace provedena jest¢ jednou pro odstranéni zbytkd

roztoku L2. Vzorky DNA byly vymyty 50 ul ddH,O a odstfedény pii 12000 x g 2 min.
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4.9. Ligace

Pro ligaci byl pouzit insert a linearizovany plasmid ziskany v pfedchozim kroku.

SloZeni ligaéni smési: 6 pl ddH,0, 2 pul pufru pro T4 DNA ligasu, 2 pl linearizovaného

plasmidu, 10 pl insertu a 1 pl T4 DNA ligasy. Ligace probihala chladni¢ce pii 4 °C po
dobu 70 hodin.

4.10. Transformace expresniho vektoru do bunék

Transformace byla provadéna metodou tepelného Soku. Kompetentni buriky

uchovavané pii -80°C byly nejprve ponechany roztat na ledu.

150 pl téchto bunék bylo pfidano k liga¢ni smési, mikrozkumavka byla inkubovana
30 min na ledu.

Poté byla smés ponofena na 50 vtefindo vodni lazn€ o teplot¢ 42°C a ihned
uloZena zpétky na led.

Po 1 min byl pfidin 1 ml sterilniho LB média a smés byla inkubovéana
1 hod pti 37°C.

Transformované buriky byly odstfedény centrifugaci pfi 1500 x g 2 min.
Zachovano zhruba 100 pl supernatantu, ve kterém byly pelety resuspendovany.
Nesuspendované pelety byly nasledné naneseny na Petriho misku obsahujici tuhé
LB médium s antibiotiky (ampicilin a tetracyklin). Bakterie byly ponechany
inkubovat pii 37°C po dobu 16 hod. Misky s narostlymi koloniemi byly uskladnény
pfi 4°C v chladnicce.

Vybranych deset kolonii bylo nao¢kovano do 2 ml LB média s pfisluSnymi

antibiotiky a ponechano tfepat rychlosti 200 rpm pti 37°C pfes noc. Z takto pfipraveného

vzorku byl odebran 1 ml kultury, odstfedén pfi 12000 x g 5 min. Pelety byly uchovavany

v chladni¢ce pti 4°C.

Zbytkem kultury bylo zao¢kovano 10 ml LB média s pfisluSnymi antibiotiky,

nasledovalo tfepani ve sterilnich zkumavkach rychlosti 200 rpm pii 37°C pfes noc.

Bakterialni kultury byly ponechany v chladicim boxu, 4°C.
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4.11. Rychla izolace plasmidové DNA

Pelety transformovanych bun&k byly resuspendovany pomoci vortexového mixéru
ve 30 pl EP pufru (z angl. easy prep), suspenze byly ponechany 10 min na ledu a 5 min
povareny na vodni lazni. Suspenze byly odstfedény (3 min, 12000 x g).

4.12. Stépeni restrikénimi endonukleasami Hind III, Nde I

Do kazdé zkumavky bylo pipetovano: 10 pl supernatantu, 1 pl NEB2 pufru, 0,2 pl
enzymu Hind III a 0,2 pl enzymu Nde I. Roztoky byly ponechany inkubovat 3 hod pti
37°C. Nasledovalo ukonéeni $tépeni pfidanim 3 pl STOP pufru. Pro detekci byla pouZita
agarosova elektroforesa v délce trvani 30 min pii napéti 120 V.

Na zdkladé vysledkt restrikci, byly vybrany buiikky se spravné vnesenym

plasmidem.
4.13. Minipreperativni izolace plasmidové DNA

Vybrané bakteridlni kultury (uloZené v chladicim boxu) byly odstfedény
(12000 x g, 2 min). Pro izolaci byla pouZita komeréné¢ dostupnd sada spole€nosti
Genomed. Byl pfesné dodrZen navod k pouziti dodavany vyrobcem.

K peletam bylo pfidano 250 pl roztoku Gl, pelety byly resuspendovany pomoci
pipety. K suspenzi bylo pfidano 250 pl roztoku G2, smés byla opatrné promichana
a ponechana inkubovat 5 min pii laboratorni teploté. Poté bylo pfidano 350 pl roztoku G3,
smés byla opét opatrné¢ promichana a odstfedéna pfi 12000 x g po dobu 10 min.
Supernatant byl pfeveden do kolonky uloZené v mikrozkumavce, zcentrifugovan pfi
12000 x g 1 min. Do kolonky bylo dale pfidano 500 pl roztoku GX, roztok byl odstfedén
pii 12000 x g 1 min. Poté bylo do kolonky napipetovano 500 pl roztoku G4 a odstfedéno
pii 12000 x g 1 min.

Na konec byla plazmidovda DNA zkolony eluovana pomoci 75 pl ddH,O
odstfedénim 12000 x g 2 min. Supernatanty byly uchovavany zmrazené na -20°C.
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4.14. Kontrolni restrikéni Stépeni

Kontrolni restrikéni $t€peni expresniho vektoru bylo provedeno s dvojici enzymu
v pufru doporu¢eném pro zvolené enzymy:
e NdelaHind III
e BstX IaHind III
e XbalaHind III

Tt

Afl 1l Xbal Nde IBst XI Pvull Hind lli

Obr. 3 : Schéma vhodnych restrikénich endonukleas stépicich pRSET B s insertem rNKR-P1B

Byly pfipraveny roztoky obsahujici 0,2 pl jednotlivych enzymi a 1 pl NEB2 pufru,
k tfetimu roztoku bylo pipetovano jesté 0,2 ul BSA. K témto roztokiim bylo pfidano 10 pl
plasmidu. Smés obsahujici enzym BstX I byla inkubovéana 1 hod ptfi 55°C a 1 hod pii
37°C. Ostatni smési byly inkubovany 2 hod pii 37°C. Ukonceni $tépeni bylo provedeno
pfidanim 3 pl STOP pufru. Vzorky byly detekovany pomoci agarosové elektroforézy na
zakladé porovnani se standardem, ktery byl pipetovan v objemu 2 pl. Agarosova
elektroforéza probihala pfi napéti 120 V po dobu 30 min.

4.15. Maxipreparace plasmidové DNA

® Prvnim krokem pii pfipravé zasobniho mnoZstvi plasmidu byla transformace
bakterii, ktera byla provddéna metodou tepelného Soku. Kompetentni burky
uchovavané pfi -80°C byly ponechany nejprve roztat na ledu. K 40 pl té€chto bun¢k
bylo pfidano 10 pl plasmidu. Smés byla inkubovana 1 hod na ledu. Poté byly burnky
vystaveny tepelnému Soku, ponofenim do lazné o teploté¢ 42°C na dobu 45 s a po

uplynuti asového useku byly ihned umistény zpét na led. Po 2 min byl pfidan 1 ml
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sterilniho LB média a vznikla suspenze byla inkubovana 1 hod pti 37°C na tiepacce
pti 200 rpm. Potom byly buriky odstfedény pti 1000 x g 3 min. Bylo odebrano 800
ul supernatantu, ve zbylém supernatantu byly vzniklé pelety resuspendovany.
Vznikla suspenze se pomoci vyZihané, vychlazené sklenéné ty€inky rozetiela po
povrchu LB agaru s pfisluSnymi antibiotiky v Petriho misce. Misky byly
inkubovany pifi 37°C pfes noc. Misky s vyrostlymi koloniemi byly dale
uchovavany pfti 4°C v chladnicce.

Na misku s vyrostlymi koloniemi bylo aplikovdno 5 ml sterilniho LB média,
vnémz byly burky resuspendovany pomoci bakteridlni klicky, suspenze byla
néasledné¢ pfenesena do 200 ml sterilniho LB média s pfislusnymi antibiotiky.
Bakterialni kultura byla ponechana rist na tfepacce pii 36°C a 200 rpm pies noc.
Poté byla odstfedéna pti 12000 x g 10 min a zmraZena pti -20°C.

K pelet¢ bylo pfidano 10 ml roztoku I, a dale byla resuspendovana pomoci
vortexového mixéru. Po pievedeni suspenze do kyvety byla provedena centrifugace
po dobu 10 min pfi 2300 x g a 4°C. K supernatantu v ¢isté zkumavce bylo ptidano
3,5 ml roztoku I obohaceného o lysozym (¢ = 5 mg/ml). Smés byla promichana na
vortexu a enzym byl ponechan pisobit 5 min pfi laboratorni teploté.

Ke smési bylo pfiddno 7 ml lyza¢niho rozotku (0,2 M NaOH v 1 % SDS). Smés
byla promichdna na vortexu a ihned pfevedena na led na dobu 10 min.

Poté bylo pfidano 5,2 ml roztoku II, smés byla promichdna na vortexu a pfevedena
na led. Po 10 min byla provedena centrifugace pti 12000 x g pfi 4°C po dobu 30
min. Supernatant byl pfenesen do ¢isté zkumavky.

K ziiskanému supernatantu bylo pfiddno 10 ml isopropanolu. Po 15 min stani pfi
laboratorni teploté byla provedena centrifugace pti 12000 x g po dobu 30 min.
Ziskany pelet byl omyt 70% EtOH a volné dosusen na vzduchu.

Po vyschnuti kyvety bylo pfidano 0,5 ml TE pufru a 10 pl RNAasyA
(c = 10mg/ml). Inkubace probihala 30 min pfi laboratorni teploté.

Daéle byla provedena extrakce v 0,5 ml smési fenol/chloroform (1:1), smés byla
promichana po dobu 30 s na vortexu a centrifugovana pii 12000 x g 5 min. Horni
vrstva byla odebrana do ¢isté zkumavky a dale zpracovavana.

K této vrstvé bylo pfidano 0,5 ml smési chloroform/isoamylalkohol (49:1), smés
byla promichédna na vortexovém mixéru a odstfedéna pii 12000 x g po dobu 5 min.

Opét byla odebrana horni vrstva.
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e Nasledovalo pfidani 50 pl NaAc (3 M, pH = 5,2) a 1250 ul 100 % Et OH. Roztok
byl promichan a uloZen na 30 min do mraziciho boxu pfi teploté -78°C. Poté byla
provedena centrifugace pfi 12000 x g po dobu 5 min. Supernatant byl odstranén,
peleta byla promyta 70 % EtOH a ponechana vyschnout v rota¢ni vakuové odparce.
Dale byla peleta resuspendovana ve 160 pl ddH,O.

e Poté bylo pfidano 40 pl 4 M NaCl a 200 pl 13 % PEG (Mr = 8000 g/mol), smés
byla ponechana srazet v chladni¢ce pfi 4°C, po dobu zhruba 60 hod. VysraZzena
smés byla odstfedéna pfi 4°C, 12000 x g po dobu 30 min, supernatant byl
odstranén a peleta byla resuspendovana ve 100 ul TE pufru.

e Didle byly extrahovany proteiny od plasmidové DNA a to postupné pomoci: 100 pl
fenolu, 100 pl smési  fenol/chloroformu a 100 pl  smési
chloroform/isoamylalkoholu. Smés byla vzdy promichana na vortexu, odstfedéna
pii 12000 x g po dobu 10 min. Po kazdé extrakci byla odebrana horni vrstva, ktera
byla nadéle zpracovavana.

e Na zavér bylo k horni vrstvé pfidano 10 pl NaAc (3 M, pH = 5,2) a 250 ul 100 %
EtOH. Smés byla promichéana, inkubovana pti teploté -78°C po dobu 30 min a
nasledné odstfedéna pii 12000 x g 5 min. Supernatant byl odstranén, peleta omyta
100 pl 70 % EtOH. Ethanol byl odstranén a peleta dosuSena v rotacni vakuové
odparce. Peleta byla resuspendovana v 300 pl TE pufru. Zasobni roztok plasmidu

byl uchovavan v mrazicim boxu pii -20°C.

4.16. Kontrolni restrikc¢ni Stépeni zasobniho roztoku plasmidu

Kontrolni restrikéni $t€peni bylo provedeno se zasobnim roztokem plasmidu
a s dvojici enzymt BstX I a Hind III, Nde I a Hind IIl. VZdy byl pfipraven roztok
obsahujici 2 pl ddH,O, 2 pl NEB2 pufru, 1 pl jednotlivych enzymii a 5 pl roztoku
plasmidu. Roztok obsahujici enzymy Nde I a Hind III byl inkubovan pfi 37°C po dobu 1
hod. Roztok obsahujici enzymy BstX I a Hind III byl inkubovan pifi teplot¢ 55°C pil
hodiny ve vodni lazni a nasledné pti 37°C dalsi 0,5 hod. Po inkubaci bylo pfiddno 5 pl
STOP pufru a vzorky byly naneseny na start agarosového gelu spole¢né se 4 pl markeru.
Elektroforéza probihala pti napéti 120 V po dobu 30 min.
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4.17. Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

Koncentrace DNA a jeji Cistota byla stanovena spektrofotometricky méfenim
absorbance vhodné zfedéného roztoku pii vinové délce 260 nm a 280 nm v kifemenné
kyveté s optickou délkou 1 cm. Na vypocet koncentrace byl pouzit empiricky vztah, podle
kterého je pomér Aje0/Asgo pro Cistou DNA roven piiblizné 1,8. Pokud je DNA znecisténa
proteiny bude tento pomér niZ§i vlivem vzristajici absorpce proteini pii vinové délce
280 nm. 5 pl plasmidu ziskaného z pfedchoziho kroku bylo nafedéno 1 ml ddH,O.
Nasledné byla zméfena absorbance roztoku pfi vinovych délkach 260 a 280 nm. Jako
srovnavaci vzorek byl pouzZit roztok 5 pl TE pufru v 1 ml vody.

4.18. Automatickeé sekvenovani DNA

Sekvenace byla provedena ve Stfedisku sekvenovani DNA na MBU AV CR, v.v.i.

Dr. Jiirgenem Felsbergem, CSc.
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S. Vysledky

5.1. Priprava expresniho vektoru

Priprava expresniho vektoru zahrnuje vloZeni poZadovaného fragmentu DNA —
insertu do vektoru, kterym je v tomto pfipadé plasmid. Insert byl pfipraven pomoci PCR
reakce. Pfi pfipravé insertu se vychézelo z plasmidu pRSET B, ktery obsahoval sekvenci
kodujici protein INKR-P1B v rozmezi aminokyselin Glug; — Lys;;s, tento plasmid byl
pouZit jako templat pro polymerazovou fetézovou reakci. Plasmid pRSET B obsahuje gen
bla zodpovédny za rezistenci vi¢i ampicilinu, kterd byla vyuzZita jako selek&ni marker.

Cilem této bakalafské prace bylo ziskat plazmid jako expresni vektor s vnesenou
sekvenci kdédujici pfesné vymezeny usek extracelularni ¢asti bunééného receptoru rNKR-

P1B, ktery zagina Alag a konéi Lys;;s, coZ je na obr. 4 znazornéno oranZovou barvou.

MDTAVVYADLHLARTGEPKREPPPSLSPDTCQCPRWHRLALKLGCACLILLV
LSVIGLGVLVLTLLQKPLIQNSPADVQEJJRTKTTDSPAKLKCPKDWHSHOQDK
CFHVSQTSITWKGSLADCGGKGATLLLVQDQEELRFLRJLTKRISSSFWIGLS
YTLSDEKWKWIJGSTLNSDALJITGDTEKDSCASVSQDKVLSESCDSDNIWIC
QKELKRESTAEDS

Obr. 4: Sekvence aminokyselin potkaniho receptoru NKR-P1B. Zelené intracelularni ¢ast,
¢ervené transmembranovy tusek, modie soutasny konstrukt rMINKR-P1B (RNKRP1B-
RG), oranzov¢ novy konstrukt rM2NKR-P1B, Zlut€ cysteiny tvofici disulfidické mistky,
I potencilni mista N-glykosylace.

Pomoci PCR reakce byl replikovan novy, zkraceny usek extracelularni ¢asti INKR-
P1B. Pfed samotnym provedenim PCR reakce byl navrzen ptimy primer RNKRP1 FW
M2, ktery bylo tfeba pfed pouZitim fosforylovat pomoci T4 polynukleotidkinasy. Diky
fosforylaci tohoto primeru zistane fosfatova skupina na 5° konci syntetizovaného fetézce
a phi ligaci umoZni spravné spojeni insertu s plasmidem. Déale byl pouZit univerzilni
reverzni primer pRSET BRE*62B2. Tyto primery vymezuji velikost PCR produktu.
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Pro ziskani dostate¢ného mnozZstvi inserti k dalsi praci byl cely postup PCR reakce
proveden dvakrat. Jako kontrola spravného provedeni byla pouZzita agarosova
elektroforéza. (obr. 5). Velikost PCR produktu byla uréena na zakladé porovnani
s markerem, nachazi se mezi fragmenty standardu o velikosti 409 a 540 bp, coZ odpovida

o¢ekavané velikosti 450 bp.

-1027 bp

-724 bp

- 540 bp
- 409 bp

- 166 bp

Obr. 5: Vysledek PCR reakce na agarosovém gelu. Draha B oznaduje produkt PCR, M marker.

Produkt PCR byl dale zakoncentrovan sraZenim. Pro spravnou orientaci pii ligaci
byl jeden konec ziskaného inzertu $t€pen pomoci restrikéni endonukleasy Hind III. Takto
ziskany fragment DNA predstavoval poZadovany insert o velikosti 380 bp.

Pro vlozeni poZadovaného fragmentu DNA do plasmidu je nutné tento vektor
roz§tépit restrikéni endonukleasou. Linearizovany plasmid pRSET B byl ziskan dle
postupu uvedeného v metodické Casti (odstavec 4.6.). Pii ptipravé linearizovaného

plasmidu se vychazelo z plasmidu pRSET B, ktery obsahoval sekvenci kédujici ¢ast
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extracelularni domény receptoru CD 69. Plasmid pRSET B byl nejdiive $tépen restrik¢ni
endonukleasou Nde I, pro tpravu 5" pfesahujiciho konce byl pouzit Klenowtv fragment.
Plasmid byl dale na$tépen restrikéni endonukleasou Hind III. Takto byly ziskany
kompatibilni konce pro ligaci linearizovaného plasmidu s insertem. Plasmid i1 pfipraveny
insert byl precistén preparativni elektroforézou a vyextrahovany z gelu. Poté nasledovala

vlastni ligace ziskaného linearizovaného plasmidu a insertu za pouziti T4 DNA ligasy.

CD69

Hind 1l 5 3
—
pRSET B
NKR-P1
S'h )
3 5 95 T4DNA
S 3 liga
. gaza
Ligace g
fosforylace fw primeru PRSET B
L e B ®—4—4
NKR-P1 / T

5 3 5 3
— —
3 5 3 5

pRSET B

Obr. 6: Schématické znazornéni procesu tiprav a nasledné ligace pRSET B a insertu INKR-P1B

Takto pfipravenym vektorem byly transformovany kompetentni bakterie E. coli XL
1-BLUE. Tento kmen nese rezistenci proti antibiotiku tetracyklinu. Transformace bakterii
byla provedena metodou tepelného Soku. Bakterie byly vysety na misky s LB agarem
obsahujici antibiotika ampicilin a tetracyklin. Buriky rostly zhruba 15 hodin. Coz se
ukazalo, byt pftili§ dlouhou dobou. Na misce vyrostlo kolem 170 kolonii, z nichz vétSina jiz
m¢éla kolem sebe patrné sekundami kolonie. Sterilnim paratkem bylo vybrano 10 ojedinéle
rostoucich primémich kolonii, které byly zao¢kovany do zkumavek s2 ml LB média
a pfislusnymi antibiotiky. Kolonie bakterii byly rozpéstovany do viditelného zakalu.

Bakterialni kultury byly rozdé€leny na dvé ¢&asti. Z prvni ¢asti byla izolovana

plasmidovd DNA vyuzitim EP pufru, plasmidovdi DNA byla S§tépena restrikénimi
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endonukleasami Nde I a Hind III. Tento krok slouzil k selekci bun€k. U spravné
transformovanych buné€k mélo dojit k v§tépeni vneseného insertu z plasmidu. Vysledky
byly detekovany pomoci agarosové elektroforézy (obr. 7). Pro dalsi praci byl jako spravny
vektor nesouci insert vybran plasmid pochézejici z kolonie 3. Pokud plasmidy insert

neobsahovaly, na agarosovém gelu se po vizualizaci neobjevily charakteristické prouzky.

Obr. 7: Selekce bunék nesoucich plasmid s insertem pomoci agarosové elektroforézy.
Draha M oznacuje marker, drahy 1-10 kolonie, ze kterych pochazely jednotlivé plasmidy.

Jako spravny plasmid nesouci insert byl identifikovan plasmid oznaéeny ¢islem 3.

Druhé ¢ast kultury byla ptevedena do 10 x 10 ml LB média obsahujiciho ptislu$na
antibiotika. Na zéklad¢ predchozi selekce byla z kultury &islo 3 izolovana plasmidova
DNA. Pro izolaci plasmidové DNA od zbytku bunécného obsahu bylo vyuzito tzv.

minipreparace, ktera byla provedena pomoci kitu firmy Genomed.
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5.2. Ovéreni spravnosti pripraveného vektoru restrikénim Stépenim

K ovéfeni spravnosti pfipraveného plasmidu bylo vyuZito Sté€peni stejnymi
restrikénimi endonukleasami, kterymi byla upravena koncova mista plasmidu pRSET B
1 insertu, tedy enzymy Nde I a Hind III. Nastépeny plasmid byl nanesen na agarosovy gel.
Pokud by plasmid obsahoval insert, objevil by se v oblasti 382 bp prouzek (obr. 8)

1027 bp-
724 bp-

540 bp-
409 bp-

166 bp-

Obr. 8: Kontrolni restrik¢éni Stépeni enzymy Nde I a Hind III. Draha M oznacuje
marker, draha 3 $tépeny plasmid pochézejici z kolonie &islo 3. Spravnost ptipraveného

plasmidu byla potvrzena prouzkem v oblasti 382 bp.
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Kontrolni restrikéni §tépeni bylo provedeno i s dal§imi enzymy — BstX I a Hind III,
dale s Xba I a HindIII. Stépici misto pro enzym BstX I je obsaZeno v sekvenci insertu,
$t&pici misto pro enzym Xba I je pritomné diky pivodnimu plasmidu pRSET B. Stépeni
pomoci restrikénich endonukleas BstX I a Hind III poskytuje fragment DNA
o velikosti 355 bp, na obr. 9 prouzek v draze 3a. Stépeni restrikénimi endonukleasami Xba

I a Hind III poskytuje fragment DNA o velikosti 422 bp, na obr. 9 prouzek v draze 3b.

M 3a 3b

Obr. 9: Kontrolni restrikéni $tépeni. Stépeni probihalo senzymy BstX I a Hind III
(drdha 3a), Xba I a Hind III (draha 3b). Velikost fragmenti DNA byla uréena na zakladé
porovnani s markerem (draha M). Spravnost pfipraveného plasmidu byla potvrzena

prouzkem v oblasti 355 bp (3a) a 422 bp (3b).

5.3. Priprava zasobniho mnoZstvi plasmidu

Prvnim krokem pfi ptipravé zasobniho mnozstvi plasmidu byla transformace
bakterii (E.coli, kmen XL 1-BLUE) metodou tepelného Soku. Bakterie byly vysety na
misky s LB agarem a antibiotiky ampicilinem a tetracyklinem. Na misce vyrostlo piiblizné

1000 kolonii. Tyto kolonie byly zaofkovany do LB média s piislusnymi antibiotiky.
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Plasmidovda DNA byla ziskana sledem reakci oznaovanych jako tzv. maxipreparace.
Postup je uveden v metodické ¢asti (odstavec 4.15.). Pro uréeni Cistoty a mnozZstvi ziskané
plasmidové DNA byla méfena absorbance pii vinové délce 260 a 280 nm. Naméiené
hodnoty jsou uvedeny v tabulce 1. Pomér Aj¢/Azso charakterizuje Cistotu plasmidové
DNA, hodnota 1,8 odpovida ¢ist¢é DNA. Ziskany roztok plasmidu mél pomér absorbanci
Are0/Azso roven 1,24 — pravdépodobné tedy doslo béhem izolace plasmidové DNA ke

kontaminaci proteiny.

Tabulka 1: Namérené hodnoty absorbance zasobniho roztoku plasmidu.

Aae0 A 230 Az60/A2g0

0,1475 0,1832 1,24

Byl pfipraven roztok plasmidové DNA o ¢ = 1,47 mg/ml, bylo ziskdno 0,4 mg
DNA.
Spravnost pfipraveného plasmidu byla potvrzena pomoci restrikénich §tépeni. Prvni

restrikéni $tépeni probihalo s enzymy Nde I a Hind III, které poskytuji fragment DNA

M a b

Obr. 10: Kontrolni restrikéni $tépeni I1. St&peni probihalo s enzymy Nde I a Hind III
(draha a), Bst XI a Hind III (draha b). Velikost fragmenti DNA byla uréena na zakladé

porovnani s markerem (draha M).
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o velikosti 378 bp (na obr. 10 draha a, str. 41). Druhé restrikéni $tépeni probéhlo
v ptfitomnosti enzymu BstX I a Hind III, tyto enzymy poskytuji fragment DNA o velikosti
355 bp (na obr. 10 draha b, str. 41).

5.4. Sekvenace insertu rNKR-P1B

Sekvence ptipraveného insertu INKR-P1B a ¢asti plasmidové DNA provedena Dr.
Jirgenem Felsbergem, CSc. (obr.11) odpovida sekvenci vychozi DNA oznadené jako
NM_173292 v databazi GenBank. Odlisnosti v tripletech bazi jsou patrné ve dvou usecich
CTN a TGT. Triplet CTN ma byt podle vychozi sekvence zapsan jako CTC. Ze zdznamu
automatického sekvenatoru nelze vydist, zda-li se jedna o triplet CTC nebo CTA. Oba
triplety koduji stejnou aminokyselinu leucin. Druhy lisici se triplet (TGT) je ve vychozi
sekvenci zapsan jako TGC a kdduje aminokyselinu cystein. Oba triplety v8ak opét koduji
stejnou aminokyselinu. Z vysledku je zfejmé, Ze v obou piipadech vzniklé mutace

neovlivni aminokyselinovou sekvenci proteinu.

B [T TGTTTACTTTAAGAAGGAGATATACATA

TGGCTAAGTTAAAGTGCCCAAAAGACTGGCATTCACACCAAGATAAATGC
TTTCATGTTTCTCAAACTTCCATCACTTGGAAGGGAAGTCTAGCTGACTGT
GGTGGAAAAGGAGCCACGTTGCTGIGTTCAAGACCAAGAAGAACTGAG
ATTCCTACGGAACTTGACAAAGAGAATAAGCAGCTCATTCTGGATTGGAT
TAAGTTACACATTGTCAGACGAGAAGTGGAAGTGGATAAACGGCTCGACT
TTAAATTCTGATGCATTAAACATCACTGGTGACACTGAAAAGGACAGCTG
TGCCTCCGTCTCACAGGACAAAGTGCTTTCTGAGAGCTGTGATTCAGACA
ATATATGGATCICAAAAGGAACTAAAATGAAAGCTTGGCTAAGTTAAAG
TGCCCAAAAGACTGGCATTCACACCAAGATAAATGCTTTCATGTTTCTCAAACT
TCCATCACTTGGAAGGGAAGTCTAGCTGACTGTGGTGGAAAAGGAGCCACGTT
GCTGCTCGTTCAAGACCAAGAAGAACTGAGATTCCTACGGAACTTGACAAAGA
GAATAAGCAGCTCATTCTGGATTGGATTAAGTTACACATTGTCAGACGAGAAG

Obr. 11: Zaznam nukleotidové sekvence pripraveného insertu rNKR-P1B a ¢asti
plasmidové DNA. Sedou plochou jsou oznadena mista nejistych sekvenci. Sekvence
CATATG obsahuje $tépici misto pro enzym Ndel a start kodon. CTN, TGT jsou
odli$nd mista od vychozi sekvence DNA. Triplet AAA je koncovd aminokyselina
(lysin). Triplet TGA pfedstavuje Stop kodon. Sekvence AAGCTT obsahuje Stépici
misto pro enzym Hind III.
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6. Diskuse

Tato bakalafska prace dopliiuje studie provadéné v Laboratofi architektury
proteinti, které se tykaji struktury a vazebnych vlastnosti receptord bun€k imunitniho
systému. Receptor potkanich NK bunék rNKR-PIB patfi mezi dlouhodobé studované
receptory C-lektinového typu nejen v pracovni skupin€ Prof. Bezousky.

Pracovnim zamérem bylo pfipravit dostate¢né mnozZstvi expresniho vektoru pro
nasledujici rekombinantni expresi proteinu rNKR-P1B a navazujici strukturni a vazebné
studie. Cilem bylo ziskat takovy vektor, jenZ by obsahoval insert o sekvenci kodujici
protein rNKR-P1B v rozsahu aminokyselin Alagy — Lys;;s. V Laboratofi architektury
proteinti byly jiz dfive pfipraveny vektory obsahujici sekvenci kddujici podobny, ale delsi,
usek extracelularni ¢asti tohoto receptoru. Avsak proteiny ziskané z téchto vektori nebyly
dostate¢né stabilni, pravdépodobné obsahovaly nejen CTLD doménu, ale i tzv. kréek.
Mym tukolem bylo tedy vytvofeni vektoru, ktery by kdédoval pouze CTLD doménu
proteinu INKR-P1B. Sekvence aminokyselin Alagy — Lysy;s byla vybrana na zakladé
porovnani s proteinem CD 69, jehoZ struktura jiZ byla rozfesena .

Pro pfipravu expresniho vektoru byl pouzit plasmid pRSET B, ktery obsahoval
sekvenci kédujici ¢ast extracelularni domény receptoru CD 69. Tato sekvence byla do
plasmidu vloZena pomoci restrikénich endonukleas Nde I a Hind III. Protein CD 69 byl
pomoci téchto resktrikénich mist opét vystépen, takto byl ziskan linearizovany plasmid
pRSET B, ktery byl pfipraven k ligaci s novym insertem. Oba konce linearizovaného
plasmidu by po $té€peni restrikénimi endonukleasami obsahovaly jednovlaknové piesahy,
coz by mohlo zptisobit Spatnou orientaci vkladaného insertu béhem ligace. Proto byl konec
po Sté€peni enzymem Nde I zarovnan Klenowovym fragmentem, ten byl nasledné tepelné
inhibovan a az poté byl z linearizovaného plazmidu zcela odstranén protein CD 69
vyStépé€nim enzymem Hind III. Linearizovany plazmid tak obsahoval jeden tupy konec
a jeden s jednovlaknovym piesahem, ¢imzZ byla zaji§téna spravna orientace insertu béhem
ligace.

Insert byl pfipraven metodou PCR z ptivodniho vektoru kddujiciho delsi sekvenci
extracelularni domény proteinu rNKR-P1B (Glug; — Lys;is). Pfimy primer pouZity pro
metodu PCR bylo nutné pfed vlastnim provedenim PCR fosforylovat. Diky tomu byla na

5" koncich ziskaného insertu navazana fosfatovéa skupina, ktera nasledné umoznila ligaci
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s linearizovanym plasmidem. Bez pfitomnosti fosfatové skupiny by ligace pravdépodobné
vibec neprobéhla, nebo jen s malym vytézkem.

Piipravenym plasmidem byly transformovany kompetentni buriky E.coli kmen XL-
1 BLUE metodou tepelného Soku. Buriky tohoto kmene patfi k Siroce pouZivanym pro
klonovani a amplifikaci rekombinantni DNA. Kolonie se spravné transformovanym
plasmidem byly identifikovany restrikénim Stépénim jejich plasmidové DNA (ziskané
pomoci rychlé izolace) enzymy Nde I a Hind III. Pfi vyuziti této metody se jedna spiSe
o rozbiti bun€k a zpfistupnéni jejich obsahu, nez o skute¢nou izolaci plasmidové DNA.
Avsak tato metoda je velice rychla a dostupna, umoziuje rychlé orienta¢ni prozkoumani
vét§iho mnozstvi vzorkd.

Z vybrané kolonie byla izolovina DNA metodou tzv. minipreparace a spravnost
ptipraveného plasmidu byla ovéfena pomoci stejnych restrikénich endonukleas. Z vybrané
kolonie bylo pfipraveno zasobni mnozZstvi plasmidu. Ziskané mnozstvi 0,4 mg plasmidové
DNA lze povaZovat za dobry vysledek, nebot’ je dostaCujici pro provedeni mnoha
expresnich experimentii za u€elem piipravy proteinu a jeho dalSich studii. Dle pfedbézného
planu mél pfedpokladany vytézek Cinit zhruba 0,5 mg. Dale probéhlo ovéfeni nukleotidové
sekvence pripraveného fragmentu DNA sekvenci. Sekvenace mnou pfipraveného insertu
rNKR-P1B a ¢asti plasmidové DNA provedend Dr. Jiirgenem Felsbergem, CSc. (obr.11)
odpovida sekvenci vychozi DNA oznacené jako NM 173292 v databazi GenBank. Dle
zaznamu sekvenatoru jsou v sekvenci insertu pfitomny dvé bodové mutace nukleotidi, obé
v8ak neméni smysl Cteni pii prekladu do aminokyselin proteinu a tak lze pfipraveny
plasmid bez dalSich oprav pfimo pouzit k testovani exprese proteinu NKR-P1B v riznych

bakterialnich kmenech.
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7. Zavér

» podafilo se pfipravit expresni vektor pro ¢ast proteinu rINKR-P1B
v rozmezi aminokyselin Alagy— Lys;;s

= gspravnost pripraveného vektoru byla ovéfena restrikénim $tépenim
a DNA sekvenovanim

= byl pfipraven roztok plasmidové DNA o c¢ = 1,47 mg/ml, bylo
ziskano 0,4 mg DNA

45



8. Seznam citované literatury

1. Hoftejsi, V., Bartinkova, J.: Zaklady imunologie. Triton, Praha (2005)

2. Goldsby, R. A., Kindt, T. J., Osborne, B. A., Kuby, J.: Inmunology, 5th Edition.

W.H. Freeman and Company, New York (2003)

Robertson, M. J., Ritz, J.: Blood 76, 2421-2438 (1990)

Kiessling, R., Klein, E., Wigzell, H.: Eur. J. Immunol. 5, 112-117 (1975)

Trinchieri, G.: Adv. Immunol. 47, 187-376 (1989)

Yokoyama, W. M., Plougastel, B. F. M.: Nat. Rev. Immunol. 3, 304-316 (2003)

Male, D., Brostoff, J., Roth, D. B., Roitt, I.: Inmunobiology. Mosby, (2006)

Barten R., Trokar M., Haude A., Trowsdale J., Wilson M.J.: Trends Immunol.

22,52-57 (2001)

9. Lanier, L. L.: Annu. Rev. Immunol. 16, 359-393 (1998)

10. Wies, W. L., Taylor, M. E., Drickamer, K.: Immunol. Rev. 163, 19-34 (1998)

11. Bezouska, K.: Collect. Czech. Chem. Commun. 69, 535-563 (2004)

12. Backstrom, E., Kristensson, K., Ljunggren, H. G.: Scand. J. Immunol. 60, 14-22
(2004)

13. Kelley, J., Walter, L., Trowsdale, J.: PLoS Genet. 1, 129-139 (2005)

14. McQueen, K. L., Parham, P.: Curr. Opin. Immunol. 14, 615-621 (2002)

15. Lanier, L. L, Chang, C., Phillips, J. H.: J. Immunol. 153, 2417-28 (1994)

16. Appasamy, P. M., Kenninston, T. W., Brissete-Storkus, C. S., Chambers, W. H.:
Nat. Immun. 15, 259-268 (1996)

17. Li, J., Rabinovich, B. A., Harren, R., Shannon, J., Miller, R.G.: Int. Immunol. 15,
411-416 (2003

18. Aldemir, H., Prod’homme V., Dumaurier M-J., Retiere, Ch., Poupon, G., Cazareth,
J., Bihl, F., Braud, V. M.: Immunol. 176, 7791-7795 (2005)

19. lizuka, K., Naidenko, O. V., Plougastel, B. F. M., Fremont, D. H., Yokoyama, W.
M.: Nat. Immunol. 4, 801-807 (2003)

20. Rosen, D. B., Bettadapura, J., Alsharifi, M., Mathew, P. a., Warren, H. S., Lanier,
L.L.: J. Immunol. 176, 7796-7799 (2005)

21. Hao, L., Klein, J., Nei, M.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103, 3192-3197 (2006)

© NN W

46



22.

23.

24.
25.

26.

27.

28.
29.

Li, J., Rabinovich, B. A., Hurren, R., Shannon, J., Miller, R. G.: Int Immunol. 15
(3), 411-6 (2003)

Carlyle, J.R., Jamieson, A.M., Gasser, S., Clingan, C.S., Arase, H., Rulet, D.H.:
Proc. Natl. Acad. Sci., USA.101, 3527-32 (2004)

Mesci, A., Carlyle, J. R.: J. Immunol. Methods 10, 1016 (2007)

Voingt, S., Mesci, A., Ettinger, J., Fine, J. H., Chen, P., Chou, W, Carlyle, J. R.:
Immunity 26 (5), 617-27 (2007)

Carlyle, J. R., Mesci, A., Ljutic, B., Belanger, S., Tai, L. H., Rousselle, E, Troke, A.
D., Proteau, M. F., Makrigiannis, A. P.: J. Immunol. 176, 7511-7524 (2006)

Sambrook, J., Fritsch, E. F., Maniatis, T.: Molecular Cloning: a Laboratory Manual.
Cold Spring Harbor, New York (1989)

Warburg, O., Christian, W.: Biochem. Z. 310, 384-421 (1942)

Natarajan, K., Sawicki, M.W., Margulies, D.H., Mariuzza, R.A.: Biochemistry 39,
14779-14786 (2000)

47



Svoluji k zapijceni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadné vedena evidence

vypujcovatelu.

Tabulka 2: Seznam vypijcovateld
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