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Viiv polymorfismu NKR-P1 na expresi receptorti Ly49 u hybridnich kmenu
mysi (C57BL/6 x Balb/c, F10-12)

Abstrakt

Ptirozené zabijeCské (NK) bunky tvoti subpopulaci velkych granuldrnich lymfocyti, které
zprostifedkovavaji spontanni imunitni odpovéd’ proti naddorovym a mikroorganismy infikovanym
bunkam a ptredstavuji tak dtlezitou soucast vrozené imunity. Na povrchu NK bunék je exprimovana
Siroka skala aktivaénich a inhibi¢nich povrchovych receptort, jejichz prostiednictvim NK bunky
rozpoznavaji abnormalni bunky; cytolyticka aktivita je regulovana na zékladé rovnovahy
aktivacnich a inhibi¢nich signalii. K nejvyznamnéj$im rodindm receptord mysich NK bunék patii
rodiny NKR-P1 a Ly49, které¢ spadaji do C-lektinové superrodiny receptort kodované
NK-genovym komplexem (NKC) na chromosomu 6 a zahrnuji jak aktiva¢ni, tak inhibi¢ni ¢leny.

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo ovéfit vliv polymorfismu Nkr-plc na expresi
receptortt Ly49 a zjistit, zda se clustery genti Ly49 a Nkr-pl lokalizované na opacnych koncich
NKC domény dédi nezavisle na sobé, ¢i zda je na potomstvo pienasena cela NKC doména. Dal§im
cilem bylo zmapovat vliv zminéného polymorfismu na cytotoxicitu NK bung¢k a rtst nadora.

Pro tento ucel byly pouzity mysi inbrednich kmenti C57BL/6 a Balb/c a jejich hybridi
10.-12. dcetinné generace. Genomy mysi zminénych kmend obsahuji navzajem odlisné formy genu
Nikr-ple (Nkr-p1cP®*°, Nkr-p1cP*P . Receptory kodované témito genovymi formami se pak odliguji
v aminokyselinové sekvenci a nasledkem toho i v reaktivité vici anti-NK1.1 monoklonalni
protilatce. C57BL/6 mysi jsou NK1.1 pozitivni, zatimco Balb/c mysi NK1.1 negativni. Hybridni
my$i mohou nést bud’ jednu, nebo ob& popsané alely. Pouzité mysi kmeny se lisi také v H-2 a Ly49
haplotypu.

Nasi laboratofi Slechténé hybridni mySi a mySi matefskych inbrednich kmenii byly
charakterizovany z hlediska exprese NK1.1 a MHC antigent H2-D” a H2-D? (FACS analyza),
z hlediska genové divergence Nkr-plc (PCR genotypizace) a z hlediska cytotoxické aktivity
(cytotoxicky test zalozeny na uvoliiovani °'Cr). Expresni analyza vybranych receptorti Ly49 byla
provedena technikou RT-PCR.

Bylo zjidténo, ze exprese Nkr-plc®"*

je vazana naexpresi Ly49l, zatimco exprese
Nikr-p1c®* je vazana na expresi Ly49d, Ly49f and Ly49h. To naznaluje, Ze clustery obou genovych
rodin se dédi spolecné a NKC doména je tedy na potomstvo pienasena jako celek. Dale bylo
zjisténo, Ze exprese NKR-P1C""° u hybridnich mysi ma za nasledek nariist cytotoxické aktivity NK
bung&k in vitro oproti hybridim exprimujicim NKR-P1C®"™*. Neni vsak dosud jasné, zda se jedna
o ptimy ucinek exprese NKR-P1C, nebo zda na pozorovany jev maji vliv spiSe dalsi receptory

(napt. Ly49). Objasnéni tohoto problému bude pfedmétem dalsiho studia.



Impact of NKR-P1 polymorphism on Ly49 receptors expression in hybrid
mouse strains (C57BL/6 x Balb/c, F10-12)

Abstract

Natural killer (NK) cells constitute the subpopulation of large granular lymphocytes which
mediate spontaneous immune response against infected, transformed or allogeneic cells and thus
represent an important component of the innate immunity. NK cells express a wide repertoir
of surface receptors which can be either activating or inhibitory and which mediate NK cell
recognition and regulation of cytolytic activity. NKR-P1 and Ly49 receptor families belong to the
most important murine NK receptors. Both NKR-P1 and Ly49 families are members of C-type
lectin-like superfamily of receptors encoded by natural killer gene complex (NKC) on chromosome
6 and include both activating and inhibitory members.

The aim of this diploma thesis was to elucidate the impact of Nkr-plc gene divergence
on Ly49 receptors expression and to find out whether the Ly49 and Nkr-p1 gene clusters (which are
localized on opposite ends of NKC) are inherited independently or whether the NKC domain is
inherited as a complex. The second research interest was to illustrate the influence of the above
mentioned divergence on cytotoxic activity of NK cells and tumor growth.

In this study, inbred mouse strains C57BL/6 and Balb/c and their F10-F12 hybrids were
used. The above mentioned mouse strains posses distinct Nkr-plc gene forms encoding
NKR-P1CP"¢ and NKR-P1C*"™* proteins differing from each other in amino acid sequence which
is responsible for binding of anti-NK1.1 monoclonal antibody. C57BL/6 mice are NK1.1-positive,
while Balb/c mice are NK1.1-negative. Hybrid mice can posses either one of above described
alleles or both of them. In the similar way, H-2 and Ly49 haplotypes of Balb/c and C57BL/6 mice
are also different.

Hybrid mice bred in our laboratory and inbred mice were characterized in terms of NKI.1
and MHC antigens (H2-D’ and H2-D?) expression and Nkr-plc gene divergence by FACS analysis
and PCR genotyping, respectively. *'Cr-release assay was performed to compare the cytotoxic
activity of different types of hybrids. The expression of selected Ly49 receptors was tested by
RT-PCR analysis.

Balb/c

It has been shown that there is a connection between Nkr-plc and Ly49! expression and

BL6

reciprocally between Nkr-plc™™® and Ly49d, Ly49f and Ly49h genes expression. These findings
suggest that Nkr-pl and Ly49 gene clusters are inherited together, that means that NKC domain is
probably transmitted as a complex. Expression of NKR-P1C®™ in hybrid mice is connected with
the increase of NK cell cytotoxicity in vitro, compared to hybrid mice which express
NKR-P1C*"™ However, it is not clear whether this is a direct effect of NKR-P1C expression,

or whether also another receptors (e.g. Ly49) take part in this phenomenon. (In Czech)
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1. SEZNAM ZKRATEK

Aminokyseliny jsou oznacovany standardnimi zkratkami podle doporuceni IUPAC.

ADCC

APC
APC
B
Balb/c
bp
Btk
B16F10
Bm
CCL
CD
cDNA

c-KIT

Clr

cpm

CRD
CTLD

CT-26
C57BL/6
D

DAPI12
ddH,O
DNA
dNTP
DR4, DR5
DTT

DX5

bunécna cytotoxicita zavisla na protilatkach proti cilové struktute (antibody
dependent cell cytotoxicity)

bunka prezentujici antigen (antigen-presenting cell)

allofykocyanin (allophykocyanin)

mysi MHC antigen H-2D”

inbredni mysi kmen (Bagg Albino)

pocet paru bazi (jednotka délky fetézce DNA, base pair)

rodina tyrosinkinas (Bruton's tyrosine kinase)

mys$i melanom syngenni pro kmen C57BL/6

B,-mikroglobulin

chemokin typu CC (CC chemokine ligand)

oznaceni povrchovych molekul leukocyti (cluster of differentiation)
komplementarni DNA vznikla reversni transkripci mRNA (complementary
deoxyribonucleic acid)

receptor pro rustovy faktor kmenovych bunék (SCFR, stem cell factor
receptor)

rodina receptort ptibuznych lektinGm C-typu (C-lectin related)

pocet radioaktivnich pfemén, radioaktivnich impulst za minutu (counts per
minute)

doména rozpoznavajici sacharid (carbohydrate-recognition domain)

lektinim podobna, resp. lektinova doména C-typu (C-type lectin-like domain,
C-type lectin domain)

bunécna linie mysiho kolorektalniho karcinomu syngenni pro kmen Balb/c
inbredni mysi kmen (C57 black 6)

my3i MHC antigen H-2D“

12 kDa protein aktivujici DNAX (DNAX-activating protein od 12 kDa)

dvakrat deionizovana voda (double deionised)

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

sm¢s deoxynukleotidtrifosfati (deoxynucleotide triphosphate)

apoptotické receptory ligandu TRAIL (death receptor)

dithiothreitol (dithiothreitol)

povrchovy marker mySich pfirozenych zabije¢skych bunék, CD49b



EDTA
FACS
Fas
FasL
Fe
FeyRIIT

FITC
FLT3L

FT

FTS

FW

F10, 11, 12
G-CSF
GM-CSF

gp

H-2
HEPES

HLA
H-MEMd

IFN- vy
Ig

IL
ILT
ITAM

ITIM

KARAP

kyselina ethylendiamintetraoctova (ethylenediaminetetraacetic acid)
fluorescencné aktivovana separace bunék (fluorescence-activated cell sorting)
apoptoticky receptor CD95

ligand apoptotického receptoru CD95

fragment molekuly protilatky (fragment, crystallizable)

nizkoafinni receptor pro Fc fragment imunoglobulinu G (Fc gamma receptor
type II)

fluorescein isothiokyanat (fluorescein isothiocyanate)

rustovy faktor pfirozenych zabijeCskych bun€k (Fms-like tyrosine kinase 3
ligand)

délici médium Ficoll-Telebrix

fetalni teleci sérum (FCS, fetal calf serum)

primy primer (forward primer)

10., resp. 11., 12. dcefinna generace

faktor stimulujici kolonie granulocyti (granulocyte colony stimulating factor)
faktor stimujujici kolonie granulocytl/makrofagi (granulocyte- macrophage
colony stimulating factor)

glykoprotein

tézky tetézec MHC glykoproteinu tiidy I

hlavni mysi histokompatibilni komplex
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina

(4-(2-hydroxyethyl)- 1-piperazineethanesulfonic acid)

hlavni lidsky histokompatibilni antigen (human leukocyte antigen)

kultivaéni médium; modifikace MEM média bez séra, s 10 mM piidavkem
HEPES

interferon vy

imunoglobulin

interleukin

imunoglobulinovy receptor LIR (Ig-like transcript, leukocyte immunoglobulin-
like receptor)

imunoreceptorovy tyrosinovy aktiva¢ni motiv (immunoreceptor tyrosine-based
activation motif)

imunoreceptorovy tyrosinovy inhibi¢ni motiv (immunoreceptor tyrosine-based
inhibitory motif)

protein asociovany s aktivacnimi receptory zabijeCskych bunék (killer

activating receptor associated protein)



KIR

Klra

Klrb1
KLRF1, G1

LAIR

LGL
LLT1

LRC
Ly49
mAb
MCMV
M-CSF
MEM
MHC
mRNA
NCR
NK
NKC
NKG2
NKR-P1
NK-T
NK1.1
Ocil
0OX40L
Pu

PBS
PCR
PE
PIR

PK136

zabije¢sky imunoglobulinovy receptor (killer cell Ig-like receptor)

alternativni nazev gent Ly49 (killer lectin-like receptor subfamily A)
alternativni nazev gent Nkr-pl (killer lectin-like receptor subfamily B1)
zabijeCsky lektinovy receptor podrodiny F1, resp. Gl (killer lectin-like
receptor subfamily F1, GI)

imunoglobulinovy receptor asociovany s leukocyty (leukocyte associated
Ig-like receptor)

velky granularni lymfocyt (large granular lymphocyte)

lektinovy transkript 1, ligand lidského receptoru NKR-P1A (lectin-like
transcript 1)

komplex gent leukocytarnich receptorti (leukocyte-receptor complex)

rodina receptori C-lektinového typu (lymphocyte antigen 49)

monoklonalni protilatka (monoclonal antibody)

mys$i cytomegalovirus (murine cytomegalovirus)

faktor stimulujici kolonie makrofagt (macrophage colony stimulating factor)
minimalni esencialni médium (minimum esential/Eagle medium)

hlavni histokompatibilni komplex (major histocompatibility complex)
mediatorova ribonukleova kyselina (messenger RNA)

receptory prirozené cytotoxicity (rnatural cytotoxicity receptors), Nkp
prirozeny zabije¢ (natural killer)

NK genovy komplex (NK-gene complex)

rodina C-lektinovych receptortt NK bunck (natural killer group 2)

receptorovy protein NK bunék 1 (natural killer cell receptor protein 1)

NK-T lymfocyty (natural killer T cells)

mys$i NKR-P1C, sérologicky marker pro identifikaci NK a NK-T bun¢k

lektin inhibujici tvorbu osteoklastii (osteoclast inhibitory lectin)

kostimulacni ligand

peptidovy fragment vazajici se s vysokou afinitou na molekuly MHC gp (high
affinity)

pufrovany fyziologicky roztok (phosphate buffered saline)

polymerasova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

fykoerytrin (phycoerythrin)

rodina imunoglobulinovych receptorti lymfocytd (paired immunoglobulin-like
receptors)

monoklonalni protilatka proti NK1.1 (NKR-P1C)
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Rae-1y

REV
RNA
RPMI

RT
RT-PCR

SCF
SDS
SHIP

SHP

SH2
SJIL
Src
ST1
Syk
TAE
Tan

Te, Ty, Treg

TN thymocyt

TNF
TRAIL

Tris
YAC-1
ZAP70

stresovy protein, ligand receptoru NKG2D (retinoic acid early inducible
protein 1y)

zpétny primer (reverse primer)

ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

kultivacni médium (Roswell Park Memorial Institute, dle instituce, kde bylo
médium vyvinuto)

reversni traskriptasa (reverse transcriptase)

PCR spojena s predchazejici syntézou c¢cDNA zmRNA pomoci reversni
transkripce (reverse trancription — polymerase chain reaction)

rustovy faktor kmenovych bunék (stem cell factor)

dodecylsulfat sodny (sodium dodecylsulphate)

inositol polyfosfat 5’-fosfatasa obsahujici doménu SH2 (SH2-domain-
containing inositol polyphosphate 5 ’-phosphatase)

proteinova tyrosin fosfatasa obsahujici doménu SH2 (SH2-domain-containing
protein tyrosin phosphatase)

doména vykazujici homologii s kinasami rodiny Src (Src homology)

inbredni mysi kmen

rodina nereceptorovych cytoplasmatickych tyrosinkinas

standardni komer¢ni dieta pro mysi (Velaz)

slezinna tyrosinkinasa (spleen tyrosine kinase)

Tris-acetatovy pufr s EDTA (7ris-Acetate-EDTA)

teplota nasedani primeri (annealing temperature)

cytotoxicky T lymfocyt (cytotoxic), pomocny T lymfocyt (helper), regulacni T
lymfocyt (regulatory)

thymocyt neexprimujici povrchové molekuly CD3, CD4 a CDS8 (wiple
negative)

faktor nekrotizujici nadory (tumour necrosis factor)

ligand apoptotickych receptort DR4 a DRS (TNF-related apoptosis-inducing
ligand)

tris(hydroxymethyl)aminomethan

mysi T lymfom senzitivni k cytotoxickému ptisobeni NK bun¢k

tyrosinkinasa zahrnuta v signaliza¢ni kaskad¢ vedouci k aktivaci cytotoxické

buiiky ({-chain associated protein of 70 kDa)
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2. LITERARNI UVOD

2.1. Imunitni systém

Imunitni systém je jednim ze zakladnich mechanismii slouzicich k udrzeni stalosti
vnitiniho prostfedi organismu (homeostdzy). Mezi hlavni funkce imunitniho systému patii
obranyschopnost (rozpoznavani a eliminace Skodlivin vnéjSiho piivodu, tedy patogennich
mikroorganismu a jejich toxickych metabolitll), imunitni dohled (rozpoznavani a prubézné
odstranovani starych, poskozenych ¢i mutovanych bun€k) a autotolerance (rozpoznavani

vlastnich tkani organismu a zachovani tolerance viici nim). [1]

21.1. Typy imunitnich mechanismu

RozliSujeme dva zékladni typy imunitnich mechanismt, a to mechanismy vrozené
(neadaptivni) a antigenné specifické (adaptivni). [1]

Evolu¢né star§i vrozené imunitni mechanismy jsou zaloZzeny na molekulach
a bunkach, které reaguji na strukturni ¢i funkéni znaky sdilené mnoha riznymi patogeny.
Slozky vrozené imunity jsou kimunitni odpovédi pfipraveny jiz pred samotnym
proniknutim Skodliviny do organismu a tvofi tak prvni linii obrany proti infekci;
na pritomnost Skodliviny reaguji fadové v minutdch. Vrozené imunitni mechanismy
postradaji imunologickou pamét’ — nejsou ovlivnény piedchozim setkanim se Skodlivinou
¢1 pozménénou bunkou. [1, 2]

Vrozend imunita je tvofena bunénymi a humorédlnimi slozkami. Mezi bunécné
slozky patti fagocytujici a ptirozené cytotoxické bunky, zatimco humoralni slozky zahrnuji
komplementovy systém, lektiny, interferony a dalsi sérové proteiny. [1, 2]

Evolu¢né mladsi antigenné specifické mechanismy reaguji na cizorodé struktury
prostfednictvim vysoce specializovanych molekul. Jedna se bud’ o protilatky produkované
B lymfocyty, jez pfedstavuji humoralni slozku adaptivni imunity, ¢i o antigenné specifické
receptory T lymfocyti, které predstavuji bunééné zprosttedkované mechanismy. Adaptivni
mechanismy se aktivuji teprve po setkdni s pfisluSnym antigenem; k plnému rozvoji
imunitni reakce dochdzi az po nckolika dnech az tydnech. Charakteristickym rysem
adaptivnich imunitnich reakci je imunologicka pamét’ — vytvotfeni populace pamétovych
bun¢k a schopnost rychlé proliferace specifickych lymfocyti pii opakovaném setkani

s danym antigenem. [1, 3]
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2.1.2. Bunky imunitniho systému

Zasadni roli ve fungovani imunitniho systému hraji rizné druhy leukocyti.
Pochazeji z pluripotentnich kmenovych bun¢k nachdzejicich se v kostni dfeni, jez se
pod vlivem specifickych faktort (cytokinil) diferencuji za vzniku dvou zakladnich linii
leukocytlh — myeloidni a lymfoidni (viz obr. 1 na str. 14). [1]

Z myeloidni linie vznikaji monocyty, tfi typy granulocyti (neutrofily, eosinofily
a basofily) a ¢ast dendritickych bunék. VSechny tyto buiky piedstavuji zakladni slozky
vrozené imunity, obvykle jsou schopny fagocytdézy a produkce cytokinii a dalSich
rozpustnych mediatori. Krom¢ toho nckteré znich (zejména dendritické bunky, ale
1 monocyty a makrofadgy) plsobi jako builky prezentujici antigen (APC, z angl. antigen
presenting cells) pro T lymfocyty, a tim propojuji vrozené a antigenn¢ specifické
mechanismy imunitniho systému. [1, 3]

Lymfoidni linie davé vznik B a T lymfocytim, NK bunikdm (pfirozenym zabijectim,
z angl. nature killer) a NK-T buinkdm. B lymfocyty se vyvijeji zpocatku v kostni dfeni
a pozdé¢ji v sekundarnich lymfoidnich organech, kde se po setkani s antigenem diferencuji
na plazmocyty produkujici protilatky. T lymfocyty, jejichz vyvoj je vazan na brzlik
(thymus), se déli do tii fenotypicky odlisSnych populaci. Hlavni funkci pomocnych
T bun¢k je produkce cytokinti, cytotoxické T¢ buiiky jsou schopné zabijet infikované ¢i
nadorové buiky, a regulacni neboli tlumivé Ty, buitky maji schopnost potlacovat aktivitu
jinych efektorovych T lymfocyti a branit tak vzniku autoimunitnich reakei. [1, 2, 3]

NK buiiky jsou na rozdil od B a T lymfocytl soucasti vrozené imunity; neexprimuji
antigenné specifické receptory a maji schopnost rychle a bez piedeslé sezitizace zabijet
abnormalni buiky. Zvlastnim typem leukocyti lymfoidni linie jsou NK-T bunky, které
spolu s bunéénymi receptory charakteristickymi pro T lymfocyty exprimuji na svém
bunééném povrchu také fadu receptorii charakteristickych pro NK buiiky (NKR-P1, CD56
u Cloveéka, CD49b umysi). NK-T lymfocyty maji dulezité regulacni funkce a jsou
vyznamnym zdrojem cytokinl. Jejich existence je jednou ze skuteCnosti svédc¢icich
o vyvojove piibuznosti NK bunék a T lymfocytt. [1, 2, 3, 4]

NK a T¢ buniky sdileji podobné cytotoxické mechanismy a aktivita obou téchto typl
bunék je do znacné miry komplementérni; zatimco T¢ lymfocyty rozpozndvaji infikované
¢i jinak poskozené builky na zaklad¢ pfitomnosti abnormalnich molekul, NK buiky je

rozliSuji na zaklad¢ absence povrchovych molekul béznych pro zdravé buiiky. [1]
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Obr. 1: Schéma diferenciace krevnich bunék z pluripotentnich kmenovych bunék kostni di‘ené. Vpravo

jsou uvedeny hlavni funkce jednotlivych typt bunék. [5]

2.2. NK buriky

2.2.1. Funkce NK bunék v organismu

Pfirozené zabijec¢ské buiikky neboli NK buinky (z angl. natural killer cells) byly
poprvé popsany v roce 1975, a to nezavisle na sobé Kiesslingem a Herbermanem. [6, 7]
Piivodné byly pojmenovany na zékladé jejich schopnosti spontdnné zabijet nddorové bunky
in vitro procesem oznacovanym jako ,,pfirozené zabijeni* — pfi prvnim kontaktu s cilovymi
buiikami bez nutnosti predchozi senzitizace. [8]

Posléze bylo zjisténo, Ze kromé¢ néadorovych bunék maji NK buiikky schopnost
rozpoznavat 1 transplantované, stresované nebo viry ¢i intracelularnimi bakteriemi
infikované builky a nasledn¢ mohou indukovat jejich lyzi, pficemz nadorovému bujeni
1 infekcim brani timtéZz mechanismem. [8, 9]

Kromé cytotoxickych u¢inkt maji NK bunky i dilezité regula¢ni funkce. Ovliviuji
funkci tady jinych typt bunck, napi. makrofaglh, B a T lymfocytl, dendritickych nebo
endotelidlnich bunék. V pribéhu imunitni odpovédi jsou vyznamnym zdrojem mnoha
cytokinti (napt. IFN-y, GM-CSF, G-CSF, M-CSF, IL-5, IL-10, IL-13, TNFa) a chemokint
(CCL1, CCL3, CCLA4, CCLS5, CCL22, IL-8). Zasadni je vsak ptedevsim jejich schopnost
rychlé produkce IFN-y a s tim souvisejici aktivace makrofagii a nésledné adaptivni

imunitni odpovédi. [10, 11, 12]
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Posledni dutlezitou ulohou NK bunék je exprese kostimula¢nich liganda
(napt. CD40L nebo OX40L) jejichz prostiednictvim mohou NK bunky poskytovat B a T
lymfocytim kostimulacni signaly, které jsou nezbytné pro efektivni aktivaci imunitni
odpovédi. NK buiiky tedy v tomto ptipadé slouzi jako spojka mezi vrozenou a adaptivni

imunitou. [13]

2.2.2. Diferenciace NK bunék

NK buiiky se spolu s B a T lymfocyty diferencuji z lymfoidni linie pluripotentnich
kmenovych buné€k nachazejicich se v kostni dfeni. Ta je zdrovenl hlavnim mistem vyvoje
NK bunék, nebot’ je bohatym zdrojem nezbytnych cytokinti a ristovych faktori. [1, 14, 15]

Vyvoj NK bunék se odehrava ve dvou fazich (viz obr. 2 na str. 16). V rané fazi
diferenciace se hematopoetické kmenové buiky preménuji pies vyvojovy mezistupen
lymfoidniho progenitoru na prekurzory NK bunék. K této pfeméné dochazi plisobenim
rustovych faktort SCF (c-KIT ligandu), IL-7 ¢i FLT3L. Vzniklé prekurzory NK bunék
zatim postradaji povrchové znaky charakteristické pro nezralé i zralé zabijecské bunky.
Jako specificky marker vSak exprimuji IL-2Rp, spole¢ny B fetézec receptorti pro cytokiny
IL-2 a IL-15, jejichz pilisobenim je v pozdéjsi fazi vyvoje iniciovan vyvoj zralych
NK bun¢k. [14, 15, 16]

V druhé fazi (fazi maturace) se z prekurzori NK bunék pies stadium nezralych
NK bunék vyviji pln¢ funkéni zralé NK bunky, k ¢emuz je nezbytné plsobeni IL-2 ¢i
IL-15. Pro stadium nezralych NK buné¢k je charakteristicka exprese povrchovych molekul
CD2 a NKR-P1. Nezralé NK buiiky nejsou plné funkéni a nedisponuji dosud lytickym
potencidlem. Ten je spojen teprve s expresi povrchovych molekul CD49b (DXS5) u mysi,
resp. CD56 u clovéka. Maturace NK bunck je zavrSena expresi MHC-specifickych
receptorit Ly49 u mysi, resp. KIR u clovéka. [14, 16, 17, 18]

Fetadlni NK buiikky se mohou vyvijet také v jatrech, ptipadné v prostredi brzliku
ze spolecného progenitoru NK bunék a T lymfocytl, jimz jsou CD34+ TN-thymocyty
(z angl. triple negative thymocytes, CD3-CD4-CD8-). [14, 15, 19, 20]

NK bunky ptedstavuji pfiblizné 5-20 % lymfocyt v lidské periferni krvi, 5-7 %
v lymfocyti vmysi krvi a 2-5 % slezinnych lymfocytl, shodné u myS$i i ¢loveka.
V relativné nizkych zastoupenich se vyskytuji i v dalSich hematopoetickych tkanich (kostni
dfeni, brzliku a lymfatickych uzlinach) a perifernich tkanich (vcetné jater, plic, pobfi$nice

a placenty). [3, 13, 14, 21]
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Obr. 2: Schéma vyvoje mysich a lidskych NK bunék. Jednotlivd vyvojova stadia mohou byt odliSena
pomoci postupné exprimovanych povrchovych znakt, které jsou vyznaceny na obrazku. Zelenymi Carami je

znazornéna mira exprese jednotlivych receptorii pro cytokiny a rustové faktory. [15]

2.2.3. Morfologie a povrchové znaky NK bunék

Morfologicky se jedna o subpopulaci velkych granularnich lymfocytd (LGL —
z angl. large granular Ilymphocytes), které jsou charakteristické pfitomnosti snadno
barvitelnych azurofilnich granuli v cytoplasmé¢. LGL morfologie je typickd
1 pro aktivované cytotoxické T lymfocyty. Od téch se vSak zralé NK bunky 1iSi ponékud
vetsi velikosti a tim, Ze neexprimuji na své cytoplasmatické membrané sadu povrchovych
znakt typickych pro T lymfocyty (tedy néktery z receptorovych fetézcti T lymfocyti nebo
molekulu CD3) nebo pro B lymfocyty (CD19, CD45R/B220, molekuly imunoglobulint).
[9, 12, 21]

Mezi povrchové antigeny NK bunc¢k patii napiiklad CD16 neboli FcyRIII
(nizkoafinni receptor pro Fc ¢ast imunoglobulinu G), ktery je exprimovan na 90 % lidskych
NK bunék a 50 % mysSich NK bunék. Charakteristickym znakem lidskych NK bunék je
povrchovéa molekula CD56, u mysich NK bun¢k pak CD49b a NKp46. [12, 21]

Lidské NK buiiky jsou tedy charakterizovany jako CD3-/CD56+ buiiky. Podle
hustoty exprese CD56 se déli do dvou subpopulaci. CD56%™
CD56 a CDI16 maji piedeviim cytotoxickou funkci. CD56™™ NK buiiky jsou

NK bunky koexprimujici
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charakteristické vysSimi hladinami CD56 a absenci CD16 a jejich funkci je zejména
produkce IFN-y a dalSich cytokinti. [22]

Mysi NK buniky jsou charakterizovany jako CD3-/DX5+ (CD49b+) nebo
CD3-/Nkp46+ buitkky. NK bunky nékterych mysSich kmentd (C57BL/6, SJL) lze
identifikovat také na zaklad¢ exprese NKI1.1. I u mysi byly na zikladé¢ rtznych
charakteristik identifikovany fenotypicky odlisSné subpopulace NK bun¢k. [23]

Podle riizné distribuce ve tkdnich byly napt. popsany jaterni NK buiiky piitomné
pouze ve fetdlnim stddiu a brzy po narozeni, které jsou charakteristické absenci exprese
DXS5 a vétsiny Ly49 receptort. Jinou subpopulaci jsou NK buiiky vyskytujici se v brzliku,
které¢ jako charakteristicky povrchovy znak exprimuji CDI127, nenesou na povrchu
molekulu CD16 ani vétsinu receptorti Ly49 a obdobné jako lidské CD56™" NK buiiky
vykazuji snizenou cytotoxickou aktivitu a zvySenou produkei cytokini. [23]

Podle miry exprese CD27 je rozligovana subpopulace CD27"¢" NK bungk, které
vykazuji zvySenou produkci cytokinil a jsou sndze aktivovany nez subpopulace CD27"
NK bunék, jejichz aktivace je ptisné regulovana vzhledem ke zvySené expresi inhibi¢nich

receptori Ly49C/I a KLRGI1. [23, 24]

2.2.4. Bunécéné rozpoznavani a signalizace

Cytolyticka aktivita NK bunék je regulovana prostfednictvim rovnovahy
aktiva¢nich a inhibi¢nich signalii zprostiedkovanych riznymi tfidami receptori ptitomnych
na jejich povrchu. [25] Aktivacni receptory umoziuji rozpoznani a lyzi cilovych bunék;
aktivaéni signdly zprostfedkované témito receptory mohou byt nicméné potlaceny vlivem
inhibi¢nich receptori rozpoznavajicich molekuly hlavniho histokompatibilniho komplexu
(MHC, z angl. major histocompatibility complex) ttidy I na povrchu cilovych bun¢k. [26]

Hlavni funkci MHC glykoproteinti je vazba peptidovych fragmentt produkovanych
&i pohlcenych buitkou a jejich nasledné vystaveni na bunééném povrchu. Ulelem je
umoznit rozeznani téchto fragmentii buiitkami imunitniho systému, zejména T lymfocyty,
které jsou obvykle schopné rozpoznat antigen pouze v komplexu s molekulou MHC. [1]
Nejbéznéjsi formou MHC glykoproteinli exprimovanych na bunéném povrchu je
trimolekularni komplex tvofeny tézkym ftetézcem (H) obsahujicim vazebné misto
pro peptid, nekovalentné asociovanym ,-mikroglobulinem (f,m) a peptidem pg, ktery se

s vysokou afinitou vaze na tézky fetézec. Vazba molekuly peptidu je obvykle nutna pro
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udrzeni stabilni konformace molekuly MHC gp 1. [26] Lidsk¢é MHC molekuly jsou

oznacovany jako HLA, zatimco jejich my$i homology jsou oznacovany jako H-2. [1, 2]

2.2.4.1. Princip NK bunééného rozpoznavani

Jak se ukazalo v klicové studii vedouci k formulaci tzv. ,,missing-self* hypotézy
(hypotéza NK bunééného rozpoznavani na zdklad€ absence molekul organismu vlastnich),
citlivost bunék vici pfirozené cytotoxicité je nepiimo umeérné expresi molekul MHC tiidy I
cilovymi buitkami. [8, 27] Nadorové bunky i nékteré buiky infikované viry se totiz brani
rozpoznani a napadeni T¢ lymfocyty tim, Ze potlacuji povrchovou expresi MHC
glykoproteint tfidy 1. [1] Jestlize tedy NK bunky tyto molekuly, které jsou pfitomné na
vSech zdravych jadernych buiikach, nenajdou, jsou oprostény od inhibi¢niho vlivu
receptort rozpoznavajicich molekuly MHC tfidy I, ¢imz se zvySuje pravdépodobnost zabiti
cilové bunky. Zaroven mize vlivem stresu a poSkozeni DNA dojit ke zvySeni exprese
ligandl pro aktivacni receptory NK bunék na povrchu pozménéné buniky. Souhrou téchto
dvou skutecnosti je rovnovaha mezi signaly zprostfedkovanymi aktiva¢nimi a inhibi¢nimi
receptory vychylena ve prospéch aktivace NK bunky, coz vede k usmrceni cilové bunky.

[28, 29] Princip NK bunécného rozpoznavani je zndzornén na obr. 3.

Inhibicéni Aldivacni
receptor receptor
Mezabiji Zabiji
Melgiala Akdivacni
MHC ligand
tridy | 2
) Transformace e .
Zdrava I Madorova

burika

burika

Obr. 3: Princip rozpoznavani cilovych bunék NK buiikami na zikladé nepfitomnosti molekul MHC

glykoproteinu tridy 1. [29]
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2.2.4.2. Signalizace prostrednictvim NK bunéénych receptort

Dvéma zakladnimi funkénimi typy receptorit NK bunék jsou receptory aktivaéni
a inhibi¢ni (viz obr. 4 na str. 20). Efekt inhibi¢nich receptorti zfejmé obecné prevlada
nad efektem receptort aktivacnich. [8]

Transmembranové domény aktivacnich receptori obsahuji nabité aminokyselinové
zbytky,  jejichz  prostfednictvim  mohou receptory nekovalentné  asociovat
s transmembranovymi  signalizaénimi (adaptorovymi) molekulami, napt. DAPI12
(KARAP), FceRIly nebo CD3{. Soucasti cytoplasmatickych domén téchto signalizacnich
molekul je imunoreceptorovy aktivacni motiv ITAM (z angl. immunoreceptor tyrosine-
based activation motif), jehoz sekvence je Asp/Glu-X-X-Tyr-X-X-Leu/Ile-X.g)-Tyr-X-X-
-Leu/lle, kde X =znaci libovolnou aminokyselinu. Zahajeni cytotoxické reakce zavisi
na aktivité¢ cytoplasmatickych tyrosinkinas rodiny Src, které fosforyluji tyrosiny motivu
ITAM. Fosforylovany ITAM aktivuje tyrosinkinasy Syk a ZAP70, pfipadné tyrosinkinasy
rodiny Btk, které poté spousti kaskadu fosforylacnich reakei, jejichz nasledkem je indukce
cytotoxicity a produkce cytokint. [8, 28, 30, 31]

Utinek inhibi¢nich receptorii je vAzan na piitomnost imunoreceptorového
inhibi¢niho motivu ITIM (z angl. immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) v jejich
cytoplasmatické doméné. Sekvence motivu ITIM je Val/lle/Leu/Ser-X-Tyr-X-X-Leu/Val.
ITIM motiv je v jedné ¢i vice kopiich pfitomen v sekvenci vSech inhibi¢nich receptorit NK
bunék. Po navazani ligandu je tyrosin motivu ITIM fosforylovan tyrosinkinasou ze Src
rodiny, coZ vede k aktivaci nékteré cytoplasmatické fosfatasy (napf. inositolfosfatasy SHIP
nebo tyrosinfosfatas SHP1 a SHP2). Ta pak defosforylaci proteintyrosinkinas (a nasledné
snizenim fosforylace fady intracelularnich signalnich proteintl) pterusi drahy signaliza¢ni
kaskady, jez by jinak vedla k aktivaci cytotoxickych mechanismu. [8, 30, 31, 32]

Aktivita NK buné¢k mtze byt kromé inhibi¢nich a aktivacnich receptorii regulovana
také prostfednictvim tzv. kostimulacnich molekul, jejichz ptikladem jsou molekuly CD27
a CD28. Jejich interakci s CD70, resp. CD80/CD86 na povrchu cilovych (nadorovych nebo
dendritickych) bunék dochazi k aktivaci NK bunék. Takto aktivované NK bunky mohou
proliferovat, produkovat cytokiny (IFN-y a jiné), indukovat antigenné specifickou imunitni
odpovéd’ (poskytovat kostimulacni signaly T lymfocytim) a tvofit tak spojku mezi

vrozenou a ziskanou imunitou, nebo nadorovou ¢i dendritickou bunku zabit. [33, 34]

19



Cilova buika  pHC gp |

Ligand |
I‘* A B C D E
i Lydodd mm '@ el i
{‘\i”%f;-s: Lgagh NKG2D ~ NKGQCQ) )
OOK e | . -
\ng\}{ NKG2A Dapi2 bl | |1 | 0ap12 | bel | | { cDo4
ST T H-H+ H+ —— H-H+ Ht —— H—H+ H
|
Loo =R ?U'--b syKor P R
=5 S ZAPTO P B
= |

== ([}
o=

[k, receptar

NK bunka :
Inhikice Aktivace

Obr. 4: Mechanismus zahajeni signalizace prostirednictvim inhibi¢nich (A, B) a aktiva¢nich (C, D, E)

receptorit NK bunék. [8]

2.2.5. Cytotoxické mechanismy NK bunék

Indukce lyze cilovych bunék NK buitkami mize probihat dvéma zptisoby. Prvnim
z nich je tzv. pfirozena cytotoxicita, kterd se uskuteciiuje v neptitomnosti protilatek bud’to
lytickou cestou zavislou na ptitomnosti Ca®" iontd, nebo prostiednictvim apoptotického
ligandu Fas. Druhym mechanismem je bunécnd cytotoxicita zavisla na protilatkach proti
cilové struktute (ADCC, z angl. antibody dependent cell cytotoxicity). [1, 35]

Hlavnimi cytotoxickymi néstroji NK bun€k jsou granule obsahujici perforin
a serinové proteasy granzymy. Exocytosa granul, uvolnéni cytotoxickych proteini a také
polymerace perforinu zavisi na ptitomnosti Ca>" iontii. Monomery perforinu se v&lefiuj
do cytoplasmatické membrany cilovych bunék a jejich agregaty tvofi pory, jimiz do buiiky
vstupuji granzymy. Ty v cytoplasmé cilové buiiky §tépi prekurzory cysteinovych proteas
ze skupiny caspas. Aktivované caspasy spousteéji kaskadu reakci vedouci k nekrotické
¢i apoptotické smrti cilové bunky. [18, 36, 37]

Dalsim moznym cytotoxickym mechanismem je tzv. Fas-Fas ligandova cesta.
Na povrchu NK bungk je exprimovan protein oznaovany jako Fas-ligand (FasL, CD178),
ktery se vaze na apoptoticky receptor Fas (CD95) ptfitomny na povrchu celé fady riiznych
typt bunék. Signaly pfenesené pies receptor Fas do buiiky spoustéji (opét prostiednictvim
aktivace caspas) kaskadu reakci vedouci k apoptotické smrti bunky. [1, 36] Fas patii

do rodiny molekul, jejichZ soucasti je konzervovana intracytoplasmicka “doména smrti”;
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dalSimi ¢leny této skupiny molekul jsou naptiklad receptory DR4 a DRS, které pifenaseji
apoptoticky signal po navazani rozpustného ligandu TRAIL (ligand indukujici apoptosu
ptibuzny TNF). [37]

Spusténi ADCC je iniciovano setkanim NK buiiky s cilovou buitkou opsonizovanou
protilatkami tfidy IgG. Kontakt mezi bunikami je zprostfedkovan receptorem CDI16
(FcyRIII) exprimovanym na povrchu NK bunék. Tento receptor specificky rozpozna Fc
¢asti molekul IgG navazanych na povrchové antigeny cilové builky a navaZe se na né.
To vede k agregaci receptori a néslednému pieneseni signali aktivujicich cytotoxické

mechanismy. [1, 38]

2.3. Receptory NK bunék

Povrchové receptory pfirozenych zabijecskych bunék mohou byt klasifikovany
na zdkladé¢ dvou kritérii. Kromé jiz zminéného rozdéleni podle funkce na inhibicni,
aktivacni a kostimulaéni 1ze receptory rozdélit podle struktury na receptory
imunoglobulinové superrodiny a receptory superrodiny lektini C-typu. [8]

Mezi inhibi¢ni receptory se fadi rodiny lidskych imunoglobulinovych receptorti
KIR, ILT a PIR a také tada receptorti spadajicich strukturné do rodiny lektinovych
receptori C-typu, jejichz ptikladem mize byt vétSina mySich receptord Ly49 ¢i lidské
1 hlodav¢i receptory NKG2A/CD94, NKR-P1B/D nebo KLRGI. [39] Specifickymi ligandy
vetSiny inhibi¢nich receptorit NK bunék jsou MHC glykoproteiny tfidy I (vyjimkou jsou
napt. uvedené receptory NKR-P1B/D, viz dale). [28]

Podobné¢ 1 aktivacni receptory mohou byt imunoglobulinové ¢i lektinové:
mezi imunoglobulinové patfi napf. receptory pfirozené cytotoxicity NKp44 ¢i NKp46,
mezi lektinové se fadi napf. mysi receptory Ly49D/H/L, NKR-P1A/C/F nebo lidské
¢i hlodavéi NKG2D, NKG2C/CD94 a NKG2E/CD94. [39]

2.3.1. Receptory imunoglobulinové superrodiny

Receptory imunoglobulinové superrodiny jsou kodovany geny uloZenymi
v tzv. komplexu geni pro receptory leukocyti (LRC — zangl. leukocyte receptor
complex/cluster), ktery je u ¢lovéka lokalizovan na chromosomu 19q13.4, zatimco u mysi
na chromosomu 7. [40] Nejvyznamngj$i zastupce této superrodiny ptedstavuje rodina

lidskych receptortt KIR (z angl. killer cell immunoglobulin-like receptor). Dale sem patii
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napt. receptory ILT (zangl. immunoglobulin-like transcript), LAIR (z angl. leukocyte
associated immunoglobulin-like receptor 1) nebo FcRaRI. [41, 42]

Do superrodiny imunoglobulinovych receptort spadaji také tzv. receptory pfirozené
cytotoxicity (NCR, z angl. natural cytotoxicity receptors), mezi néz patii napi. NKp44
nebo NKp46. Tyto receptory jsou exprimovany na aktivovanych NK buikach a jejich
ligandy nejsou dosud znamy. [43]

Receptory KIR jsou exprimovany na NK bunkdch a cytotoxickych T lymfocytech.
Jsou to transmembranové glykoproteiny typu I, které jsou tvofeny dvéma nebo tfemi
extracelularnimi imunoglobulinovymi doménami, stonkem a cytoplasmatickou signaliza¢ni
doménou. Ta miize byt v zavislosti na funkénim typu receptoru bud’ dlouhd (pak obsahuje
1 nebo 2 motivy ITIM), nebo kratka, kterd ITIM motiv neobsahuje. Genova rodina KIR je
tvofena 15 geny a dvéma pseudogeny. [31, 41]

Inhibi¢ni KIR rozpoznavaji klasické molekuly MHC gp 1 — HLA-A, HLA-B
a HLA-C; aktiva¢ni KIR vSak tyto molekuly nevazi nebo je vazi jen s velmi nizkou
afinitou. To mlze souviset s evoluéni snahou o sniZeni rizika autoimunitnich reakei.
Receptory KIR byly identifikovany pouze u c¢lov€ka; jejich funkénimi homology
u hlodavct jsou lektinové receptory Ly49. [31, 41]

2.3.2. Lektinové receptory C-typu

Proteiny schopné vazat sacharidy (lektiny) hraji vyznamnou ulohu v nékolika
aspektech imunitni odpovédi; zprostiedkovavaji jak rozpoznani patogenu, tak
1 mezibunééné interakce umoznujici jeho eliminaci. [44]

Rada t&chto proteindi je soucasti rodiny Zivo&isnych lektinti C-typu, jejichZ nazev
souvisi se zavislosti jejich vazebné aktivity na ptitomnosti Ca** iontd. Vazbu sacharidu
umoziiuje tzv. doména rozpozndvajici sacharid neboli CRD (z angl. carbohydrate-
recognition domain), kterd ma unikatni globuldrni strukturu, jeZ byla nazvana CTLD
(Iektinova doména C-typu, z angl. C-type lectin domain). [44, 45]

Mezi lektiny C-typu vyznamné pro fungovani imuntitniho systému patii napf.
kolektiny, které zprostfedkovéavaji neutralizaci patogenu cestou aktivace komplementu,
mannosové receptory makrofagtli, které umoziiuji fagocytosu patogenniho mikroorganismu,
nebo selektiny, které hraji zédsadni roli v pocatecnich fazich zachycovani leukocyti

na endoteliich. [1, 44, 45]
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Receptory na povrchu NK bunék obsahuji domény, které vykazuji urcitou
homologii s typickymi lektinovymi doménami C-typu (CTLD), avSak funguji jinym
mechanismem. S nardstajicim poc¢tem c¢lentt rodiny lektind C-typu se totiz ukézalo,
ze ve skutecnosti nékteré z molekul obsahujicich CRD C-typu nemusi vazat ani sacharidy,
ani Ca®". Proto byl pro tento typ molekul zaveden obecn&j$i nazev ,lektinim podobna
doména C-typu* (angl. C-type lectin-like domain.) [44, 45]

Lektinové receptory C-typu jsou kddovany geny NK-genového komplexu (NKC),
ktery je lokalizovan na mySim chromosomu 6 a lidském chromosomu 12p12-13 (viz obr. 5
na str. 24). [40] Jedna se o transmembranové proteiny typu Il (C-termindlni konec je
lokalizovan na vné&jsi strané cytoplasmatické membrany) vykazujici sekvencni homologii
s lektiny C-typu. Na bunééném povrchu se vyskytuji ve formé dimerQ; obvykle se jedna
0 homodimery, byl vSak popsan i heterodimer proteint CD94 a NKG2. V extracelularni
doméné téchto receptort se vyskytuje Sest cysteinovych zbytkl tvoricich intramolekularni
disulfidové vazby, flexibilni spojeni mezi transmembranovou doménou a extracelularni
lektinovou doménou (CTLD doménou) zajistuje stonek. [8, 46]

Jednotlivé rodiny lektinovych receptorii sice navzajem sdileji obecné strukturni
rysy, ale pokud jde o identitu aminokyselinové sekvence, jsou ptfibuzné jen vzdalené
(pfiblizné 25 % identity). Receptory v rdmeci jednotlivych rodin se vyznacuji vysokou
vzajemnou podobnosti; béZznd je vice nez 80 % identita aminokyselinové sekvence.
Piibuzné geny tvofi clustery (shluky) odd€lené od clusteri genii dalSich rodin. Jedinou
znamou vyjimkou jsou geny kodujici NKR-P1 a Clr (Ocil), které se nachazeji blizko sebe
a jsou navzajem promichany. [8, 46]

Mezi lektinové receptory C-typu se fadi rodiny receptori NKR-P1 a Ly49, které
jsou popsany v podkapitolach 2.3.2.1 a 2.3.2.2. DalSimi ¢leny této superrodiny jsou
napiiklad receptory CD69, KLRF1, KLRGI (MAFA) nebo heterodimerni receptory
NKG2/CD9%. [8]
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Obr. 5: Srovnani lidského a mySiho NK-genového komplexu. Geny kodujici lektinové receptory jsou
lokalizovany na lidském chromosomu 12p13.1 a na mySim chromosomu 6. Stejnobarevnymi obdélniky jsou

vyznaceny rodiny gentl, které jsou ptitomny jak v lidském, tak v mySim genomu. [8§]

2.3.2.1. Rodina receptorti NKR-P1 a jejich ligandu Cir

Receptory NKR-P1 (z angl. natural killer cell receptor protein 1), také oznacované
jako CD161 ¢i KLRBI (z angl. killer cell lectin-like receptor subfamily B), ptedstavuji
rodinu integralnich membranovych proteint s transmembranovou orientaci typu II, jejichz
extracelularni domény sdileji strukturni rysy s lektiny C-typu. Nachazeji se v podobé
disulfidicky vézanych homodimert pfedevSim na povrchu NK bunck, ale také NKT
lymfocyt. [47] Jako prvni molekula zrodiny NKR-P1 (a zaroven jako vibec prvni
lektinovy receptor C-typu) byl popsdn aktivacni potkani receptor NKR-P1A pomoci
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monoklondlni protilatky 3.2.3 rozpoznavajici tento receptor [48]. Pozd¢ji bylo popsano
nekolik mysSich a jeden lidsky NKR-PI1, které se vyznacuji vysokou mezidruhovou
konzervovanosti. [47]

Vyznamnym c¢lenem rodiny receptori NKR-P1 je alloantigen NKI1.1 (mysi
NKR-PIC), ktery je pouzivan jako sérologicky marker k identifikaci NK a NKT bun¢k
mysSiho kmene C57BL/6 a nékterych dalSich kmenti. Bylo zjiSténo, Zze epitop antigenu
NK1.1 je sdilen produkty dvou riznych gent, Nkr-p1b a Nkr-plc. Diky skutecnosti, ze NK
buniky mySiho kmene Balb/c nereaguji s monoklonalni protilatkou PK136 proti NK1.1,
se ukazalo, ze oproti pivodnimu ptfedpokladu existuji vyznamné genetické odliSnosti
v genech Nkr-p1b a Nkr-plc mezi mySimi kmeny C57BL/6 a Balb/c. [47, 49]

V ptipad€ genl kodujicich mysi receptory NKR-P1B a NKR-P1D se jedné ziejmé
pouze o dvé rizné alely téhoz genu, pficemz gen pro NKR-P1B se vyskytuje u kmene mysi
BALB/c a Swiss/SJL. a NKR-P1D u mys$i kmene C57BL/6. [49]

Mysi kmene Balb/c exprimuji normalni funkéni receptor NKR-P1C. Sekvence genu
Nkr-pl1c®™¢, ktery tento receptor koduje, se vsak od sekvence genu Nkr-plc®0
ptitomného v genomu kmene C57BL/6 1i§i 25 minimalné jednonukleotidovymi zdménami,
jez vedou k odlisnosti aminokyselinové sekvence receptori obou mysich kment. Bylo
zjisténo, ze za nereaktivitu NK buné¢k mysi kmene Balb/c vii¢i monoklonalni protilatce
PK136 zodpovidd jedina zdanlivé konzervativni substituce Ser191Thr. [49] Rozdily
v expresi NK1.1 u mySich kmenti C57BL/6 a Balb/c a jejich hybridid byly vychozimi
charakteristikami pokusnych zvitat pouzitych pro tcely této diplomové prace.

U mysi bylo dosud popsano pét ¢lenti rodiny receptort NKR-P1 (mNKR-P1), a to
NKR-P1 A/B/C/D/F, které jsou kodovany geny Nkr-pla/b/c/d/f (alternativni nazev gent
Klrb1). Spolu s témito geny jsou v centromerické ¢asti NKC lokalizovany 1 geny Nkr-ple
a Nkr-plg, v jejich ptipad¢ se vSak ziejmé jednd o pseudogeny, jejichz funkcni transkript
nebyl identifikovan. [49, 50]

Ze sekvencni analyzy uvedenych receptorii vyplyva, Ze soucasti jejich
cytoplasmatickych domén je motiv o aminokyselinové sekvenci Cys-X-Cys-Pro, ktery
umoziiuje asociaci s tyrosinkinasou p56'*. Tato tyrosinkinasa pak fosforyluje tyrosin
motivu ITAM obsazeného ve struktuie adaptorovych molekul asociovanych s aktivaénimi
receptory (NKR-P1A/C/F), resp. tyrosin motivu ITIM obsazeného ve struktufe inhibi¢nich
recceptort. (NKR-PIB/D), a tim spousti signalizatni kaskddu vedouci k indukci

cytotoxicity a produkci cytokint, resp. k inhibici aktiva¢nich signalizacnich drah. [47]

25



V lidském NK-genovém komplexu se nachazi pouze jediny gen kodujici
NKR-P1A, jehoz ligandem je molekula LLT1 (z angl. lectin-like transcript 1); po interakci
s timto ligandem muZe dojit k inhibici cytotoxického pisobeni NK buniky. [51]

Na rozdil od ostatnich receptort kddovanych geny NK-genového komplexu, jejichz
ligandy jsou molekuly hlavniho histokompatibilniho komplexu tfidy I (MHC gp tfidy 1),
mysi receptory NKR-P1 rozpoznavaji a vazi specifické molekuly ptibuzné s lektiny
C-typu. Inhibi¢ni receptory NKR-P1B/D specificky rozpoznavaji Clrb, zatimco aktiva¢ni
receptor NKR-P1F rozpoznavéa Clrg. Jedna se o ¢leny Clr/Ocil rodiny (z angl. C-lectin
related/osteoclast inhibitory lectin), kterou tvofi lektinim podobné transmembranové
proteiny typu II, blizce ptibuzné NKR-P1 molekuldm. [28]

Zatimco MHC glykoproteiny jsou exprimovany prakticky na vSech jadernych
bunkach organismu, exprese Clr je omezena na makrofagy, epitelialni, mesenchymatické
a dendritické buiiky. Mé tedy zvlastni vyznam pro pfirozenou imunitu. Interakce NKR-P1
proteint s Clr jsou nezavislé na molekulach MHC ttidy I (at’ uz na povrchu cilovych ¢i NK
bunck); zda se tedy, ze tyto interakce reprezentuji novou uroven regulace funkce NK
bun¢k. Geny pro receptory Clr jsou lokalizovany spolu s geny pro NKR-P1
v centromerické ¢asti NKC. Na rozdil od jinych gentt v NKC netvoii oddélené clustry
(shluky) a jsou navzajem promichany (viz obr. 6). Shluk genl pro receptory a jejich
ligandy je tedy geneticky propojen a pienasi se na potomstvo jako celek. [28, 52, 53, 54]

AZm Nkrp1 Cde9 Cd94 Nkg2 Ly49
a cd fe d ac

Centromera
q Mysi chromosom 6 - NKC

NkrplaClrh Clrf NkrplgMkrplc Nkrpid Clrg Clrc/d/e MWkrp1f Clra Nkrple Clrb

Nkrpla clrh clrf Nkrplg Nkrplc Nkrplb Clrg  Clrd Clre Clrc Nkrpif Clra Nkrple Clrb
jj—ﬂ_‘i—j_mﬁ—ﬁ Balb/c Nkrp1-Clr/Qcil

Obr. 6: Organizace geni kodujicich NKR-P1 a Clr v centromerické ¢asti NK-genového komplexu.

V horni ¢asti obrazku je znazornén mysi NK-genovy komplex; geny kodujici hlavni skupiny receptorti jsou
schematicky naznaceny. Nize je pak znazornéno srovnani genového regionu Nkrpl-Clr/Ocil mysich kment

C57BL/6 a Balb/c. Geny jsou zobrazeny v podob¢ obdélniki, Sipky naznacuji smér transkripce. [49]
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2.3.2.2. Rodina receptorti Ly49

Mysi receptory Ly49 (z angl. [ymphocyte antigen 49) neboli KLRAT1 jsou hlavnimi
funkénimi receptory rozpoznavajicimi MHC glykoproteiny tiidy I. U lidi zastavaji
analogickou funkci receptory KIR, které jsou sice strukturné odlisné, ale vyuzivaji
identické signaliza¢ni drahy. Rodina mysich receptorti Ly49 tak mize poslouzit jako model
pro studium role této skupiny receptorti v regulaci imunitniho systému. [55, 56]

Jedna se o transmembranové glykoproteiny typu II vyskytujici se v podobé
disulfidicky spojenych homodimerii pfedevSim na mySich NK buiikach, ale také
na nékterych subpopulacich cytotoxickych T lymfocytl. Konkrétné jde o CDS8+
T lymfocyty s fenotypem pamétovych bunék, NKI1.1+ TCRaf (NKT) buiiky a NKI1.1+
TCRyd bunky. Exprese Ly49 na T lymfocytech se vSak v nékterych ohledech lisi
od exprese na NK buiikach; na T lymfocytech nedochéazi k expresi aktivacnich receptorti
Ly49D a Ly49H a exprese dalSich isoforem je také odliSna. Exprese Ly49 zde ziejmé
reguluje aktivaci T lymfocytd, nikoliv vSak jejich cytotoxicitu. [57, 58]

Repertoar receptort Ly49 exprimovanych na individuélnich NK bunkach zahrnuje
v naprosté vétSiné piipadd jak aktivacni, tak inhibi¢ni formy. Na povrchu vétSiny NK
bunck jsou exprimovany maximalné ¢tyfi rizné Ly49; buiiky nesouci vice nez pét isoforem
receptoru jsou pomérné vzacné. Toto pozorovani naznacuje, zZe geny pro receptory Ly49
jsou ziejme aktivovany ndhodné a s nizkou frekvenci. [55, 59, 60]

Extracelularni ¢ast aktivacnich i inhibi¢nich receptorii vykazuje vysokou homologii,
a to jak aminokyselinové sekvence, tak i prostorové struktury. Kazdy monomerni fetézec
receptoru je tvofen vazebnou doménou CTLD, jejiz konzervovand struktura sestava
ze dvou a-helixt a dvou antiparalelnich B-skladanych listli (viz obr. 7 na str. 28); tato
doména je stonkem tvofenym 25-75 aminokyselinovymi  zbytky  spojena
s transmembranovou a cytoplasmatickou doménou. Strukturni uspofadani receptort Ly49
je podobné uspofadani CRD domény Zzivo&isnych lektint, ale Ly49 nejsou Ca*"
dependentni a nevazi sacharidy. [58]

VétSina receptort Ly49 je inhibicni a jejich soucasti je motiv ITIM, jehoz
fosforylaci je zahajena klasickd signaliza¢ni drdha pocinajici aktivaci tyrosinfosfatasy
SHP-1. Aktivacni receptory Ly49 obsahuji v transmembranové oblasti kladné nabity
argininovy zbytek, ktery asociuje se signalnim proteinem DAP12 obsahujicim ve své
struktufe motiv ITAM. Ten zprostiedkovava pienos signdlu prostfednictvim fosforylace

o ’ s .0 v . v . sy roor ~_ s 2+
riznych substrati. Kromé toho aktivacni receptory indukuji intracelularni uvolnéni Ca
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a produkci cytokinl jako odpovéd na navazani specifickych ligandii — molekul MHC

glykoproteint tfidy 1. [61]

Cys232-Cys245

Cys145-Cys150 c

Obr. 7: Charakteristicka struktura CTLD (C-type lectin-like) domény receptoru Ly49A. Konzervovana
struktura domény je tvofena dvéma o-helixy vyznacenymi na obrazku oranzové a dvéma antiparalenimi
B-skladanymi listy, jez jsou vyznaeny modie. Ve struktufe jsou pfitomny Ctyfi mezifetézcové disulfidové
vazby (vyznacené zeleng). Vazba Cys163-Cys251 je unikatni pro rodinu receptord Ly49, ostatni disulfidové

vazby jsou invariantni vazby nachazejici se ve struktufe CTLD domén zivo¢i$nych lektini C-typu. [55]

Receptory Ly49 rozeznavaji polymorfni epitopy molekul H-2D, H-2K a H-2L, tedy
klasickych MHC glykoproteint tfidy I. Nékteré aktivacni receptory Ly49 vSak mohou
rozpoznavat také molekuly, které jsou exprimovany viry jako soucast strategie uniku pied
imunitnimi mechanismy a které jsou MHC glykoproteinim tfidy I podobné. Ptikladem
muze byt Ly49H, ktery specificky rozpoznava produkt genu m157 mysiho cytomegaloviru.
[30, 58] Ligandové specifity dosud popsanych receptorti Ly49 jsou shrnuty v tabulce 1
na str. 29. [57, 58, 61, 62, 63]

Polymorfismus genti hlavniho histokompatibilniho komplexu vede 1 k velké
ruznorodosti povrchovych molekul H-2, které jsou ligandy receptori Ly49. Pro odliSeni
jednotlivych forem téchto molekul se pouzivad oznaceni H-2A“. H-2 je obecné oznaceni
mySich MHC gp tfidy 1. Nasledujici velké pismeno koresponduje s genovym regionem,
v némz je lokalizovan gen pro dany MHC glykoprotein (tyto regiony jsou tii a znaci se D,
L nebo K). Horni index znaci haplotyp (soubor alel) vzorového inbredniho mysiho kmene,
do néhoz alela spadd. Napt. MHC haplotyp kmene C57BL/6 nese oznaceni b, MHC
haplotyp kmene Balb/c se znaci d. [2]

28



Tab. 1: Ligandy specificky rozpoznavané inhibi¢nimi a aktiva¢nimi receptory Ly49. Receptory, jejichz

ligandy nejsou dosud znamy, jsou oznaceny otaznikem.

Receptor | Efektorova funkce | Ligandy

Ly49A Inhibiéni H-2D’, H-2D“, H-2D", H-21
Ly49B Inhibiéni ?

Ly49C Inhibi¢ni H-2D’, H-2D“, H-2D", H-2K”, H-2K“, H-2K"
Ly49D Aktivagni H-2D, H-2D', H-2D¥’
Ly49E Inhibiéni ?

Ly49F Inhibiéni H-2D’

Ly49G Inhibi¢ni H-2D? H-2L¢

Ly49H Aktivaéni H-2D’, MCMV m157

Ly491 Inhibi¢ni H-2D", H-2K”, H-2KY, MCMV m157
Ly49] Inhibi¢ni H-2K"

Ly49K Aktivaéni ?

Ly49L Aktivacni H-2K"

Ly49M Aktivacni ?

Ly49N Aktivacni ?

Ly490 Inhibi¢ni H-2D°, H-2D“, H-2D", H-2L“
Ly49P Aktivagni H-2D’

Ly49Q Inhibi¢ni ?

Ly49R Aktivagni H-2D’, H-2D*, H-2L*

Ly49S Inhibiéni ?

Ly49T Inhibi¢ni ?

Ly49U Aktivacni ?

Ly49V Inhibi¢ni H-2D’, H-2D“, H-2K*
Ly49W Aktivaéni H-2D"H-2-K"

Rodina genti kodujicich receptory Ly49 je lokalizovana v NK-genovém komplexu na
telomerickém konci mysiho chromosomu 6 a je tvofena nejméné 23 Cleny (Ly49a-w,
alternativni nazev gend Klra), jejichz transkripty byly identifikovany. [58, 64] Tato genova
rodina zvolila jinou evolu¢ni strategii nez rodina genti koédujicich strukturné a funkéné
piibuzné NKR-P1. Zatimco geny pro receptory NKR-P1 vykazuji konzervovanost
genomické organizace, sekvenci a ligandovych specifit a jejich alelicky polymorfismus je
velmi omezeny, geny kodujici receptory Ly49 jsou extrémné polymorfni a evolu¢né
dynamické. Polymorfismus genti Ly49 ziejm¢ odrazi polymorfismus gent hlavniho
histokompatibilniho komplexu, které koduji ligandy receptorti Ly49. [53, 54]

Repertoary MHC-I specifickych Ly49 receptori NK bunék jsou pozoruhodné
variabilni; nicméné vykazuji také urcitou omezenou konzervovanost. Jedna se zejména
o tzv. rdmcové geny, které jsou konzervovany ve vSech znamych mySich Ly49 (ptipadné

lidskych KIR) haplotypech a tvoti jakousi kostru, v niz jsou lokalizovany variabilni pocty
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gent specifickych pro jednotlivé kmeny. U my$i jsou znamy 3 pary takovychto genil -
Ly49q-e, Ly49i-g, Ly49c-a. V jednotlivych mysSich Ly49 haplotypech se nachazi 8-21 gent
rozmisténych mezi témito kotvicimi pozicemi. [53, 64, 65] Haplotypy mySich kment

C57BL/6 a Balb/c jsou znazornény na obr. 8.
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Obr. 8: Organizace clusteru geni Ly49 - srovnani haplotypi mySich kmeni C57BL/6 a Balb/c.
Orientace a relativni rozsah genti jsou naznaceny smérem a velikosti trojuhelnikti. Geny jednotlivych
podrodin rodiny Ly49 jsou vyznaceny stejnou barvou, geny kodujici aktivacni receptory jsou oznaleny
hvézdickou. Pomér S:I:y, neboli pomér gentl pro stimulaéni receptory ku gentim pro inhibi¢ni receptory ku

pseudogentim, je u kmene Balb/c 1:6:1, u kmene C57BL/6 2:8:5. [53]

Prvnim charakterizovanym haplotypem Ly49 gent byl haplotyp C57BL/6, jehoz
cluster obsahuje 15 genti. Z nich pouze dva koduji stimulacni receptory (Ly49d, h), zatimco
8 genl kdéduje inhibicni receptory (Ly49a, ¢, e, f, g 1, j, q). Zbyvajici geny jsou
pseudogeny, tedy nekoduji funkéni proteiny. Stimulacni receptor Ly49H piimo interaguje
s produktem genu m157, ktery je kodovan v genomu mysiho cytomegaloviru (MCMYV)
a exprimovan na infikovanych bunkéch. Tato interakce je molekularni podstatou rezistence
C57BL/6 mysi vici infekei cytomegalovirem. [64, 66]

Nejmensi znamy mysi haplotyp Ly49 Balb/c je tvofen pouhymi osmi geny, a to Sesti
ramcovymi geny koédujicimi inhibicni receptory (Ly49a, ¢, e, g i, ¢) a jedinym genem
kodujicim aktivacni receptor (Ly49[). Ly49y je ziejmé pseudogen — dosud nebyl
identifikovan jeho transkript. Na rozdil od ostatnich zndmych haplotypi neobsahuje genom
Balb/c mysi zadné geny podobné Ly49h. Kmen Balb/c proto poslouzil jako nastroj
k identifikaci Ly49H jakoZzto receptoru zodpovédného za rezistenci mysi kmene C57BL/6
vuci infekci MCMV. [65, 67, 68]
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3. CILE PRACE
Cili predkladané diplomové prace bylo:

e ovefit vysledky analyzy exprese NKI1.1 (NKR-P1C) ziskané pomoci pritokové
cytometrie (FACS) PCR genotypizaci Nkr-plc u mysi inbrednich kmeni C57BL/6
a Balb/c a hybridii odvozenych od téchto dvou kmeni (10.-12. dcefinné generace),

e charakterizovat dopad genetickych zmén na funk¢ni aktivitu NK bunék a rist
nadort

e provést RT-PCR analyzu exprese genl Klra3, Kilra4, Klra6, Klra8 a Klral2, které
koduji receptory rodiny Ly49 (Ly49C, D, F, H, L), u jmenovanych inbrednich
1 hybridnich mysi,

e ovéfit, zda exprese vybranych receptorti Ly49 souvisi s expresi rozdilnych forem
receptoru NKR-P1C, a ziskat tak prvotni informaci o tom, zda se dédi samostatné
clustery jednotlivych genovych rodin nebo celda NKC doména,

e zjistit, zda se exprese receptori Ly49 1isi u zdravych myS$i a mysi, jimz byly

transplantovany buiiky syngennich nadorovych linii.
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4. MATERIAL

4.1. Pokusna zvirata

Pro ucely této prace byly pouzity mysi inbrednich kmeni C57BL/6 a Balb/c
(AnLab, CR) a dale hybridni mysi C57BL/6 x Balb/c 10., 11. a 12. generace ziskané
zamérnym piibuzenskym kfizenim pocinaje generaci F1 (MBU AV CR). Seznam zviiat
pouzitych pro genotypizaci a expresni analyzu je uveden v tab. 2. Pokusna zvifata byla
chovana pii teploté¢ 22°C, relativni vlhkosti 55 % a pfirozeném rytmu svétlo/tma a byla
krmena standardni komeréni dietou ST1 (Velaz, CR) ad libitum. Se zvitaty bylo zachazeno
dle zakona o ochrané zvifat proti tyrani (zakon ¢. 246/1992 Sb.).

Tab. 2.: Seznam myS$i pouZitych pro genotypizaci a expresni analyzu.

Mys Kmen Znaky Pohlavi | Generace | Linie a velikost nadoru

1 | C57BL/6 x Balb/c | B+D+ low 3 11. -

2 | C57BL/6 x Balb/c | B+D+ neg Q 11. -

3 | C57BL/6 x Balb/c | B+D+ neg 3 11. -

4 | C57BL/6 x Balb/c | B+D+ neg 3 12. -

5 | C57BL/6 x Balb/c | B+D- neg 3 11. -

6 | C57BL/6 x Balb/c | B+D- neg 3 12. -

7 | C57BL/6 x Balb/c | B+D- neg Q 12. -

8 | C57BL/6 x Balb/c | B-D+ high d 11. -

9 | C57BL/6 x Balb/c | B-D+ high 3 12. -

10 | C57BL/6 x Balb/c | B-D+ low J 12. -

11 | C57BL/6 x Balb/c | B-D+ low ) 12. -

12 C57BL/6 B+D- high 3 - -

13 C57BL/6 B+D- high J - -

14 C57BL/6 B+D- high ) - B16F10 (1 x 0,4 cm)
15 C57BL/6 B+D- high | & : BI16F10 (0,8 x 0,7 cm)
16 Balb/c B-D+ neg 4 - -

17 Balb/c B-D+ neg 3 - -

18 Balb/c B-D+ neg 3 - CT-26 (1,1 x 0,6 cm)
19 Balb/c B-D+ neg ) - CT-26 (1,2 x 0,4 cm)
20 | C57BL/6 x Balb/c | B+D+ high Q 10. -

21 | C57BL/6 x Balb/c | B+D+ high | & 10. ]

22 | C57BL/6 x Balb/c | B+D- low Q 12. -

Symbol B+/-, resp. D+/- znac¢i, zda dany inbredni kmen ¢i hybrid exprimuje nebo neexprimuje molekuly
MHC gp H-2D’, resp. H-2D". Symboly high, neg a low se vztahuji k expresi NK1.1 zji§téné pomoci
cytometrické analyzy (FACS). High zna&i vysokou expresi NK1.1 (produktu genu Nkr-pI°-%), low znadi
snizenou expresi NK1.1 (a koexpresi produktii genti Nkr-pI®*® a Nkr-pI®*), neg zna&i NK1.1 negativni
buiiky (exprimujici produkt genu Nkr-p1%“"*, ktery nereaguje s monoklonalni protilatkou proti NK1.1).
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Pro sledovani rozvoje melanomu B16F10 byly pouzity mysi C57BL/6 a hybridni
mysi se stejnym H-2 haplotypem (H-2Db+ H-2D%), pro sledovani rozvoje karcinomu
CT-26 byly pouzity myS$i Balb/c a hybridni myS$i s odpovidajicim H-2 haplotypem
(H-2D"— H-2D"+).

Ke stanoveni cytotoxické aktivity NK bunék byly pouzity zdravé mysSi obou

inbrednich kmenii a vSech typt hybridu.

4.2. Bunééné linie

Pro ucely této prace byla pouzita bunétnd linie BI6F10, coz je myS$i melanom
syngenni pro kmen C57BL/6, a dale buné¢nd linie CT-26, mysi kolorektalni karcinom
syngenni pro kmen Balb/c. Jako cilova linie pro in vitro testy cytotoxicity lymfocytl
s radioaktivnim chromem °'Cr byla pouzita mys$i bundéna linie YAC-1 citliva vidi

cytotoxickému plisobeni NK bunék. (American Type Culture Collection; Teddington, UK)

4.3. Pristroje a pomucky

Automatické pipety

Biologicky bezpecnostni box Bio-II-A
Biologicky bezpecnostni box BSB6A
Blokovy termostat AccuBlock™
Biirkerova komirka k pocitani bun¢k
Centrifuga Harrier 15/80

Centrifuga Hermle Z233MK-2
Centrifuga Hermle Z383K

CO, inkubator HeraCell 150

Digitalni fotoaparat Kodak EDAS 290
Lednice

Ledovac

Mikrotitra¢ni desticky

Minicentrifuga Spectrafuge

Mrazici box (-20°C)

Opticky mikroskop

Prutokovy cytometr LSRII
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Labnet International, USA
Telstar, Spanélsko
Gelaire, Australie

Labnet, USA

Meopta, CR

MSE, Velka Britanie
Labnet International, USA
Labnet International, USA
Jouan, Francie

Kodak, USA

Zanussi, Italie

Zanussi, Italie

NUNC, Dansko

Labnet International, USA
Zanussi, Italie

Opton, Némecko
Becton-Dickinson, USA



e Predvazky 440-35N

e Scintila¢ni pocita¢ Microbeta Trilux
e Souprava pro agarosovou elektroforesu
e Termocykler XP

e Transiluminator UVT-20M

e Transiluminator Visi-Blue™

e Trtidi¢ bunek FACS Vantage SE

e Vaiic

e Vortex

e Zdroj deionizované vody Elix 5

e Zdroj napéti Biometra PP 3000

e Zdroj napéti Consort E§44

4.4. Chemikalie

441. Primery pro PCR

Kern, Némecko
PerkinElmer Wallac, Némecko
Sigma, USA

Bioer, Cina

Herolab, Némecko

UVP, Velka Britanie
Becton-Dickinson, USA
ETA, CR

Labnet International, USA
Millpore, USA

Biometra, Némecko

Consort, Belgie

Uvedené primery byly navrzeny v Laboratofi pfirozené bun&éné imunity MBU AV

CR, v.v.i., s vyuzitim softwaru Primer3 Input a byly syntetizovany firmou Generi-Biotech

v Hradci Kralové, CR.

NKR-P1CBALB Fwy:
NKR-P1CBL Fw:
NKR-P1CPAPPLO REV:

5"GAAAATGGCAGCTGTGCCA 3’
5'"GAAAATGGCAGCTGTGCCT 37
S'TGCTTTCAGAGTCCATGTGC 3’

e Ly49C FW: 5" TTGTAGGCCAAGCAATGAAAC 3’

e Ly49CREV: 5" TCAAGTTTAGATGGGCCATTG 3’

e Ly49D FW: 5" AAAAAGCTCGCCTCAGAGTTC 3’

e Ly49D REV: 5" CTCTGCCTGTGTGCTGTAAGT 3’

e Ly49F FW: 5" GTGTTAAATACTGGTTCTGCTACCG 3’
e Ly49F REV: 5" CTCTTGCAGCTTTGTCTCTATTCAC 3’
e Ly49H FW: 5" TCTTCTTGGAGCCTCTTAGGG 3’

e Ly49H REV: 5" GCCTGTGTCTCGTGAAGAATC 3’

e Ly49L FW: 5" TAAGTGCAGCACCACCACTC 3’

e Ly49L REV: 5" TGTCTGAAGGAACCAGGAGC 3’
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Pro amplifikaci B,-mikroglobulinu byly pouzity standardni validované primery

QuantiTect Primer Assay Mm_B2m_ 2 SG (Qiagen, Némecko).

44.2. Enzymy
e DNasal

e HotStarTaq"” Plus DNA polymerasa
e MultiScribe™ RT

e Proteinasa K

4.4.3. Protilatky

e anti-H-2D”-FITC (klon KH95)
e anti-H-2D-PE (klon 34-5-8S)
e anti-NK1.1-APC (klon PK136)

4.4.4. Chemikalie

e Agarosa

e Amphotericin B

e Azid sodny

e DNA zebtik (100 bp)

e dNTP

e Dihydrogenfosforecnan draselny
e EDTA

e Ethanol 96%

e Ethidiumbromid

e Fenol
e Ficoll® PM 400
e FTS

e Gentamycin

e HEPES
e H-MEMd
e Hydrogenfosfore¢nan sodny

e Hydrogenuhli¢itan sodny
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Roche, Némecko
Qiagen, Némecko
Applied Biosystems, USA

Qiagen, Némecko

BD Biosciences, USA
BD Biosciences, USA
UMG AV CR

Invitrogen, USA

Sigma, USA

Serva, USA

Fermentas, Kanada

Applied Biosystems, USA

British Drug Houses, Velka Britanie
Sigma, USA

Merck, Némecko

Sigma, USA

Fluka, Svycarsko

Sigma, USA

Gibco, USA

Lek, Pharmaceutical & Chemical Comp.,
Slovinsko

Sigma, USA

UMG AV CR

Lachema, CR

Lachema, CR



e Chloroform Merck, Némecko

e Chlorid draselny Lachema, CR

e Chlorid sodny Lachema, CR

e Chroman sodny (Na,’'CrO,) PerkinElmer Wallac, Némecko
e L-glutamin UMG AV CR

e Kyselina octova Lachema, CR

e 2-merkaptoethanol Sigma, USA

e 2-propanol Merck, Némecko

e Pyruvat sodny UMG AV CR

e RPMI-1640 Sigma, USA

e Scintila¢ni koktejl OptiPhase Supermix PerkinElmer Wallac, Némecko
e SDS Sigma, USA

e SYBR Safe Invitrogen, USA

e Telebrix N 380 Légiva, CR

e TRI” Reagent LS Sigma, USA

e Tris Lachema, CR

e Triton X-100 Sigma, USA

e Tirktv roztok Sigma, USA

e Zeclatina (cold water fish skin gelatin) Sigma, USA

4.4.5. Média a roztoky

e Agarosovy gel 1.5 % (w/v)
1,5 g agarosy; 100 ml TAE pufru; 3,5 pl SYBR Safe

e FT médium (délici médium Ficoll-Telebrix)
8 % Ficoll (w/v) a 68 % Telebrix (v/v) v poméru 24:10 (densita 1,085 g/ml)
e H-MEMd

Pfipraveno ze zéasobniho roztoku H-MEMd (10x nafedén tkdnovou vodou); pfidano
50 mg/dm’ gentamycinu; 10 mM HEPES; pH upraveno 7,5 % roztokem NaHCOs na
hodnotu 7,2
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HotStarTaq® Plus DNA Polymerasa

5 U/ul v pufru o slozeni 50 % glycerol (v/v); 20 mM Tris-HCI; 100 mM KCl;
I mM DTT; 0,1 mM EDTA; 0,5 % Nonidet® P-40 (v/v); 0,5 % Tween® 20 (v/v);
pH 9,0

Inkubacni pufr pro Dnasu I (High Pure RNA Isolation Kit, Roche, Némecko)

1 M NaCl; 20 mM Tris-HCI1; 10 mM MnCly; pH 7,0

Lyzaéni a vazebny pufr (High Pure RNA Isolation Kit. Roche, Némecko)
4,5 M guanidin-HCI; 50 mM Tris-HCI; 30 % Triton X-100 (w/v); pH 6,6

Lyzacni pufr pro izolaci genomové DNA z mysSich ocdskt

5 mM EDTA; 0,5 % SDS (w/v); 200 mM NaCl; 100 mM Tris-HCI; pH 8,0

PBS

137 mM NacCl; 2,7 mM KCl; 4,3 mM Na,HPOy; 1,4 mM KH,PO4; pH 7,0

PCR pufr (CoralLoad PCR Buffer 10X)

Obsahuje Tris-Cl; KCl; (NH4),SO4; 15 mM MgCl,; ¢inidlo pro nanaSeni na gel;

cervené a oranzové barvivo; pH 8,7 (vyrobce neuvadi presné slozeni pufru)
Promyvaci pufr I (High Pure RNA Isolation Kit, Roche, Némecko)

5 M guanidin-HCI; 20 mM Tris-HCI v ethanolu; pH 6,6

Promyvaci pufr II (High Pure RNA Isolation Kit, Roche, Némecko)

20 mM NaCl; 2 mM Tris-HCI v ethanolu; pH 7,5

RPMI-1640s 10 % FTS

Zasobni roztok RPMI-1640 5x nafedén tkaiovou vodou; dale ptidano:
2 mM L-glutamin; 1 mM pyruvat sodny; 0,05 mM B-merkaptoethanol; 10 % fetalni
teleci sérum (v/v); 0,05 g/dm’ gentamycin; 25 g/dm’ amphotericin B; pH upraveno
7,5 % roztokem NaHCOj na hodnotu ptiblizné 7-7,3

TAE pufr

40 mM Tris; 20 mM CH5;COOH; 1 mM EDTA

Tiirktiv roztok

Zasobni roztok 4x nafedén tkanovou vodou
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5. METODY

5.1. Transplantace nadorovych bunék

Casti mysi (viz tab. 2 na str. 32 v odstavci 3.1 Pokusné zvifata) bylo subkutanné
podano 0,1 ml bunééné suspenze nadorovych bunék melanomu B16F10 ¢i kolorektalniho
karcinomu CT-26 v PBS v poétu 1x10° bungk. Zvifata byla usmrcena po 10 dnech
od transplantace nadorovych bun¢k.

Pouzité nadorové bunky byly kultivovany v CO, inkubatoru pii teplot¢ 37 °C,
5% CO; a 100 % vlhkosti v kultivatnim médiu RPMI-1640 s2 mM L-glutaminem,
1 mM pyruvatem sodnym, 20 pM merkaptoethanolem, 10 % FTS a antibiotiky
(0,05 g/dm’ gentamycin, 25 g/dm’ amphotericin B). Kultury byly pasazovany
po 48-72 hodinach.

Mysim uréenym ke sledovani pocatecniho rozvoje nddort bylo ve véku 8-10 tydnli
vyse popsanym zptisobem inokulovano 1x10° nadorovych bunék. Poté byly mysi po dobu

23 dni pravideln¢ sledovany a byla zaznamenavana velikost nartistajicich nadort.

5.2. Analyza exprese NK1.1 a H-2D"" metodou FACS

Analyzu exprese povrchovych molekul metodou FACS provedl Mgr. Jan Richter.
K analyze exprese byly pouzity mysi slezinné mononukledrni lymfocyty, jejichz izolace je
popsana v odstavci 5.4.1. Buiniky byly resuspendovany v PBS s 0,02 % zelatiny z klize
studenovodnich ryb a 0,01 % azidu sodného. Fenotyp bunck byl uren pouzitim
monoklonélnich protilatek anti-H-2D’-FITC (klon KH95), anti-H-2D-PE (klon 34-5-8S)
a anti-NK1.1-APC (klon PK136), s nimiZ byly mononuklearni lymfocyty po dobu 30 minut
inkubovany na ledu. Vzorky byly analyzovany pomoci pritokového cytometru LSRII
(Becton-Dickinson). Ziskana data byla vyhodnocena pomoci softwaru FlowJo verze 6.1.1

(Tree Star, USA). [69, 70]

5.3. PCR genotypizace

Na trovni exprese mRNA nelze od sebe odlisit dv€ formy receptoru NKR-P1C
(NKR-P1CBAB 3 NKR-P1CPM) kodované geny Nkr-plc®* a Nkr-plc®°. K analyze
polymorfismu Nkr-plc byla tedy vyuzita genotypizace technikou polymerasové fetézové

reakce, pro niz byla jako templat pouzita genomova DNA izolovana z mysich ocask.
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5.3.1. lzolace genomové DNA z mysich ocasku

Konce mysSich ocaskli v délce pfiblizné 5 mm byly odebrany po usmrceni
pokusnych zvifat a ulozeny v -20 °C. Po rozmrazeni bylo ke kazdému vzorku umisténému
v mikrozkumavce pfiddno 200 pl lyzacniho pufru obsahujiciho 100 mM Tris-HCI,
5 mM EDTA, 0,5 % SDS, 200 mM NaCl a 40 pg proteinasy K. Mikrozkumavky byly
inkubovany v termobloku pifi 56 °C po dobu 4 hodin. Nasledné¢ byl enzym inaktivovan
desetiminutovou inkubaci pti 95 °C.

Poté bylo pfidano 50 ul 5 M roztoku NaCl, obsah mikrozkumavek byl promichan
pomoci vortexu a centrifugovan v predchlazené centrifuze (4 °C) po dobu 15 minut
pii 5000 x g. K supernatantu ptenesenému do cistych mikrozkumavek bylo pomalu
po stén¢ zkumavky pfilito 400 pl 96 % ethanolu a zkumavky byly centrifugovany 5 minut
pii 13000 x g a 4 °C. Poté byl odstranén supernatant a peleta DNA byla dvakrat promyta
500 pl 75 % ethanolu, ponechana kratce vyschnout na vzduchu v oteviené mikrozkumavce
a rozpusténa ve 30 pl sterilni destilované vody.

Vzorky genomové DNA byly uchovany v -20 °C a po nafedéni destilovanou vodou

(10x) byly pouzity jako templat pro PCR.

5.3.2. Polymerasova retézova reakce

Pro odliSeni dvou alel genu Nkr-plc byly pouzity nasledujici oligonukleotidové

primery:
e NKR-P1CBALB Fwy: 5"GAAAATGGCAGCTGTGCCA 3’
e NKR-P1CBEY® FW: 5'"GAAAATGGCAGCTGTGCCT 3’

e NKR-PI1CBAMBBLE REV: 5'TGCTTTCAGAGTCCATGTGC 3’

K reakci byla pouzita HotStarTag® Plus DNA polymerasa (Qiagen) vyuzivajici
technologie ,,Hot Start”. Principem této technologie je zablokovéani aktivniho centra
polymerasy proteinovym inhibitorem, k jehoz disociaci dojde az v okamziku prvni
denaturace v termocykleru. Tento postup snizuje uroven nespecifického nasedani primeru
(resp. brani prodluzovéani nespecificky nasednutych primert nebo primerovych dimert).
Enzym je inaktivni pfi laboratorni teploté, jeho funkcéni aktivita je obnovena kratkou
inkubaci pfti 95 °C.

PCR amplifikace byla provedena v automatickém termocykleru ve 30 cyklech podle

standardniho protokolu doddavaného vyrobcem polymerasy. [71]
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Reakéni smés pro PCR o objemu 20 pl byla pfipravena smisenim 13,9 ul ddH,O,
2 ul 10x koncentrovaného CoralLoad PCR pufru, 0,4 ul 20 uM vodného roztoku piimého
a zpétného primeru, 1,6 pul 2,5 mM smési dNTP, 0,1 pl HotStarTaq® Plus DNA
polymerasy a 2 pl templatové DNA v 0,2 ml sterilnich mikrozkumavkach.

K provedeni reakce byl zvolen nésledujici termalni profil:

1) Pocatecni denaturace: 95 °C, 5 min

2) 30 cyklt: denaturace 95 °C, 30 s — pfipojovani primerd (annealing) 57 °C, 30 s —
extenze 72 °C, 1 min

3) Konec¢na extenze: 72 °C, 10 min

4) Chlazeni: 4°C do vyjmuti zkumavek z termocykleru

5.3.3. Detekce produkti PCR pomoci elektroforesy v agarosovém gelu

20 pl vysledné PCR smési bylo analyzovéano elektroforesou v 1,5 % agarosovém
gelu (1,5 g agarosy, 100 ml TAE pufru) pti 100 V po dobu 10 minut a nasledné
pii 70 V po dobu 80 minut. Jako fluorescen¢ni indikator byl pouzit SYBR Safe v mnozZstvi
3,5 ul na 100 ml agarosového gelu. Spolecné s produkty PCR byl pro ovéteni specifity
reakce elektroforeticky separovan i délkovy standard (100 bp DNA Zebftik).

Detekce vzorki pobihala pomoci transiluminitoru (312 nm) a digitalniho
fotoaparatu tvoticiho soucdst dokumentaéniho a vyhodnocovaciho systému EDAS 290
(Electrophoresis Documentation and Analysis System, Kodak) v rezimu detekujicim
signaly SYBR Green. Vysledné fotografie geli byly upravovany a vyhodnocovany pomoci
softwaru Kodak MI.

5.4. Expresni analyza technikou RT-PCR

5.41. lzolace slezinnych mononuklearnich lymfocytu

Cerstvé odebrand mysi slezina byla pienesena do centrifugaéni zkumavky
obsahujici 5 ml kultivatniho média H-MEMd. Nasledn¢ byla homogenizovana na Petriho
misce pies sitko plastovym pistem, homogenat byl pienesen do centrifugacni zkumavky
amiska byla vyplachnuta dal$imi 5 ml média H-MEMd, které bylo poté ptidano
k homogenatu. Homogenat byl kratce centrifugovan (200 x g, centrifugace byla zastavena

thned po dosazeni pozadovanych otacek) za ucelem oddéleni hrubych castic vaziva.
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Ziskand bunécna suspenze byla prenesena do nové centrifugacni zkumavky
a centrifugovdna po dobu 5 minut pfi 200 X g. Po odebrani supernatantu byla peleta
resuspendovana v 10 ml H-MEMd média. Vznikld suspenze slezinnych bunck byla
navrstvena na 3 ml déliciho média FT (Ficoll-Telebrix) v centrifuga¢ni zkumavce a obsah
zkumavky byl centrifugovan po dobu 35 minut pfi 610 x g. Prstenec bun¢k na rozhrani byl
pomoci pipety odebran do nové zkumavky a doplnén do 10 ml médiem H-MEMd,
suspenze byla centrifugovana po dobu 5 min pii 420 % g. Peleta slezinnych lymfocytl byla
dvakrat promyta 5 ml H-MEMd média (centrifugace 5 min pii 200 x g) a resuspendovana
v 5 ml média.

50 pl bunécné suspenze bylo pieneseno do zkumavky obsahujici 0,95 ml Tiirkova
roztoku. Po promichéni byl roztok aplikovdn na mitizku Biirkerovy pocitaci komirky
a bunky byly pocitany pomoci svételného mikroskopu. K nasledné izolaci RNA pomoci
kitu High Pure RNA Isolation Kit (Roche) bylo odebrano vzdy 5 milionti bunék, k izolaci
RNA pomoci TRI-Reagent byl pouzit vzdy cely vzorek a zjistény pocet bunék poslouzil
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5.4.2. lzolace celkové RNA ze slezinnych lymfocytu

5.4.2.1. Izolace RNA pomoci kitu High Pure RNA Isolation Kit (Roche)

RNA ze vzorkl 1-19 byla izolovéana s pouzitim kitu High Pure RNA Isolation Kit
(Roche) dle manualu poskytnutého vyrobcem. [72] VSechny izola¢ni kroky byly provedeny
pii laboratorni teploté. 5 miliont slezinnych mononuklearnich lymfocytti ve sterilni
mikrozkumavce bylo resuspendovdano v 200 pl PBS. K suspenzi bylo pfidano 400 pl
lyza¢niho a vazebného pufru, obsah mikrozkumavky byl 15 s promichan pomoci vortexu
apoté prenesen automatickou pipetou na sklenény filtr filtraéni zkumavky vlozené
do sbérné zkumavky. Po centrifugaci (15 s, 8000 x g) byl odebran filtrat ze sbérné
zkumavky a na filtr s navazanymi nukleovymi kyselinami byla nanesena smés
10 pl roztoku DNasy I a 90 pl inkuba¢niho pufru pro DNasu I. Obsah zkumavky byl
inkubovan po dobu 15 minut pti laboratorni teploté. Uéelem tohoto reakéniho kroku bylo
odstranéni kontaminace vzorku zbytkovou genomovou DNA. Po ukonceni inkubace bylo
na filtr zkumavky naneseno 500 pl promyvaciho pufru I a obsah zkumavky byl
centrifugovan 15 s pii 8000 x g. Poté byl vzorek stejnym zplsobem promyt
500 pl promyvaciho pufru II. Nakonec bylo promyvani zopakovano s 200 ul promyvaciho

pufru II, ktery byl odstranén zavéreCnou centrifugaci po dobu 2 minut pii 15000 x g.
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Filtra¢ni zkumavka byla ze sbérné zkumavky pienesena do sterilni mikrozkumavky a RNA
byla uvolnéna z filtru pfidanim 50 pl sterilni, nukleas prosté, dvakrat destilované vody
a centrifugaci po dobu 1 minuty pii 800 % g. Vodny roztok RNA byl uloZen v -20 °C

a posléze byl pouzit jako templat pro reversni transkripci.

5.4.2.2. Izolace RNA s pouzitim €inidla TRI-Reagent

RNA ze vzorkt 20-22 a také ze zbylych bun¢k ze vzorkl 1-19, které nebyly pouzity
pro vyse popsanou izolaci pomoci High Pure RNA Isolation Kitu, byla izolovana
s pouzitim ¢inidla TRI-Reagent podle manudlu poskytnutého vyrobcem. [73] Postup je
zalozen na modifikaci metody podle Chomczynského a Sacchi. [74]

Peleta slezinnych mononuklearnich lymfocytd byla v  mikrozkumavce
resuspendovana v 500 pl PBS. Suspenze byla centrifugovana v piedchlazené centrifuze
(5 min, 4 °C, 2000 x g). Poté byl supernatant odsat do sucha, peleta byla resuspendovana
ve 100 pl PBS a buiiky byly néasledné lyzovany ptidanim 500 pl TRI-Reagent, ¢inidla
kombinujiciho fenol a guanidin thiokyanat v monofazickém roztoku, které umoziuje
efektivni inaktivaci RNas.

RNA byla extrahovdna smisenim bunécného lyzatu se 133 ul chloroformu. Smés
byla promichana pomoci vortexu, ponechdna 15 minut stat pfi laboratorni teploté a poté
centrifugovéna 15 minut pii 13000 x g a 4 °C. Horni vodné faze obsahujici RNA byla
pomoci automatické pipety odebrana do cisté mikrozkumavky, smisena se stejnym
mnozstvim ledového isopropanolu, promichdna a ponechdna pii laboratorni teploté
po dobu 10 minut. Po centrifugaci (15 min, 4 °C, 13000 x g) byl odebran supernatant
apeleta byla dvakrdt promyta 75 % ledovym ethanolem (k pelet¢ bylo pfidano
500 pl ethanolu a po uvolnéni pelety ode dna mikrozkumavky pomoci vortexu nasledovala
centrifugace po dobu 7 min pii 13000 x g a 4 °C). Po druhém promyti byl automatickou
pipetou odebran supernatant a peleta byla ponechana vyschnout. Poté byla rozpusténa
v 20 pl dvakrat sterilizované vody pro RNA (10 minut v blokovém termostatu pii 55 °C)
a roztok RNA byl ulozen v -20 °C; pted dal§im pouzitim byl 10x natedén ddH,O.

5.4.3. Syntéza cDNA — reversni transkripce

Syntéza c¢cDNA byla provedena pomoci reversni transkriptasy MultiScribe™
(Applied Biosystems) podle manualu poskytnutého vyrobcem [75]. Reakéni smés byla
pfipravena smisenim 2 pl 10x koncentrovaného pufru pro reversni transkriptasu (10x RT

Buffer, Applied Biosystems), 0,8 pl 100 uM smési dNTP, 2 pl 10x koncentrovanych
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nahodnych oligonukleotidii (10x RT Random Primers, Applied Biosystems), 4,2 ul sterilni
destilované vody, 1 pl MultiScribe™ reversni transkriptasy a 10 pl vodného roztoku RNA
ve sterilni mikrozkumavce; piiprava reakéni smési probihala na ledu. Reakéni smés byla
inkubovana v automatickém termocykleru po dobu 10 minut pfi teploté 25 °C a poté
120 minut pfi teplot¢ 37 °C. Reakce byla ukoncena zahtatim reakéni smési na teplotu
85 °C po dobu 10 minut. Piipravena cDNA byla skladovédna pfti teploté¢ 4 °C a nasledné

pouzita jako templat pro polymerasovou fetézovou reakci.

5.4.4. Polymerasova retézova reakce

PCR byla provadéna v automatickém termocykleru s pouZzitim nasledujicich part

oligonukleotidovych primert:

e Ly49CFW: 5 TTGTAGGCCAAGCAATGAAAC3’
Ly49CREV: 5  TCAAGTTTAGATGGGCCATTG 3’

e Ly4d9DFW: 5" AAAAAGCTCGCCTCAGAGTTC 3’
e Ly49D REV: 5" CTCTGCCTGTGTGCTGTAAGT 3’

e Ly49F FW:
e Ly49F REV:

W

"GTGTTAAATACTGGTTCTGCTACCG 3’
"CTCTTGCAGCTTTGTCTCTATTCAC 3’

W

9]

"TCTTCTTGGAGCCTCTTAGGG 3’
" GCCTGTGTCTCGTGAAGAATC 3’

e Ly49H FW:
e Ly49H REV:

W

e Ly49L FW: 5 TAAGTGCAGCACCACCACTC 3’
e Ly49L REV: 5" TGTCTGAAGGAACCAGGAGC 3’

Amplifikace cDNA s pouzitim primerti pro B,-mikroglobulin (QuantiTect Primer
Assay Mm_B2m 2 SG, Qiagen), ktery je v buiikkdch exprimovan konstitutivné, poslouzila
jako kontrola kvality pouzit¢ cDNA a také jako standard pro normalizaci hodnot ziskanych
denzitometrickou analyzou vysledk.

K reakci byla pouzita HotStarTaq® Plus DNA polymerasa (Qiagen). PCR
amplifikace byla provedena ve 30, resp. v pripad¢ Ly49F ve 33 cyklech podle standardniho
protokolu dodavaného vyrobcem polymerasy. [71]

Reakéni smés o objemu 20 pl byla pfipravena smisenim 13,9 pl ddH,O,
2 ul 10x koncentrovaného CoralLoad PCR pufru, 0,4 pl 20 uM vodného roztoku piimého
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a zpétného primeru, 1,6 pl 2,5 mM smési ANTP, 0,1 pul HotStarTag® Plus DNA

polymerasy a 2 pl templatové cDNA v 0,2 ml sterilnich mikrozkumavkach.
K provedeni reakce byl zvolen nasledujici termalni profil:
1) Pocatecni denaturace: 95 °C, 5 min
2) 30 (resp. 33) cykli: denaturace 95 °C, 30 s — pfipojeni primert 60 °C, 30 s —
extenze 72 °C, 1 min

3) Konec¢na extenze: 72 °C, 10 min

4) Chlazeni: 4°C do vyjmuti zkumavek z cykleru

5.4.5. Detekce produkti PCR pomoci elektroforesy v agarosovém gelu

20 pl vysledné PCR smési bylo analyzovano elektroforesou v 1,5 % agarosovém
gelu pii 100 V po dobu 10 minut a nasledné pii 70 V po dobu 80 minut. Jako fluorescenéni
indikator byl pouzit SYBR Safe v mnozstvi 3,5 ul na 100 ml agarosového gelu, délkovym
standardem separovanym spole¢né¢ s PCR produkty byl 100 bp DNA Zzebiik. Detekce
vzorkd pobihala pomoci transilumindtoru (312 nm) a digitalniho fotoaparatu tvoticiho
soucast dokumentacniho a vyhodnocovaciho syst¢ému EDAS 290 (Electrophoresis
Documentation and Analysis System, Kodak) v rezimu detekujicim signaly SYBR Green.

Vysledné fotografie gelti byly upravovany a vyhodnocovany pomoci softwaru Kodak MI.

5.5. Sekvenovani produktu polymerasové retézové reakce

Identita PCR produkti byla ovéfena sekvenaci. Vzorky pro sekvenaci byly
pfipraveny polymerasovou fetézovou reakci provedenou v objemu reakéni smési 100 pl,
piicemz byl zachovan stejny pomeér vSech reakCnich slozek, jaky je popséan vyse
v odstavcich 5.3.2. a 5.4.4. PCR produkty byly rozdéleny elektroforesou v 1,5 %
agarosovém gelu bez pifidavku fluorescen¢niho barviva. Do jedné z jamek agarosového
gelu bylo naneseno vzdy 20 ul PCR produktu jako kontrola pro pozdéjsi barveni
fluorescen¢nim barvivem, do vedlejsi velké jamky vytvofené slepenim dvou zubt
elektroforetického hiebenu bylo naneseno zbyvajicich 80 pul PCR produktu. Elektroforesa
byla ponechédna probihat po dobu 2,5 hodin pii napéti 70 V. Po ukonceni elektroforesy byly
drahy obsahujici kontrolni ¢ast vzorku a délkovy standard vyfiznuty z gelu a po dobu 15
minut barveny v roztoku ethidiumbromidu (0,5 pg/ml). Po ptilhodinovém odbarveni gelu
ve vodé byly pasy gelu s kontrolou pfiloZzeny k odpovidajicim neobarvenym péasim gelu

s PCR produkty pro sekvenaci. Obarvené¢ fragmenty byly vizualizovany pomoci
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transiluminatoru a z neobarvené¢ho gelu byly podle polohy zon na gelu s kontrolni ¢asti
vzorku vyfiznuty uzké prouzky gelu obsahujici zony amplifikovanych DNA fragmentt.

Tyto prouzky gelu byly spolu s oligonukleotidovymi primery pouZitymi pro
amplifikaci predany k sekvenaci dr. Jiirgenu Felsbergovi, CSc., do Stiediska sekvenovani
DNA pii MBU AV CR, v.v.i., kde byla zajiiténa piiprava vzorkd pro sekvenovani
a samotné¢ sekvenovani PCR produktii v obou smeérech zahdjené v mistech nasednuti
primerti. K sekvenovani byla pouZita Sangerova dideoxynukleotidovd metoda v provedeni
vhodném pro automaticky geneticky analyzator ABI Prism 3130xl (Applied Biosystems,
USA).

K vyhodnoceni vysledkli zaslanych ve formé Uplnych chromatograma byl vyuzit
volné dostupny program Chromas verze 2.01 (Griffith University, Southport, Queensland,
Australie), s jehoz pomoci byla ziskané sekvence pievedena do podoby textového souboru.
Poté byla sekvence pomoci programu BLAST (dostupného na webové strance

www.ncbi.nlm.nih.gov) porovnana se vSemi dostupnymi mySimi cDNA transkripty.

5.6. Test cytotoxicity NK bunék (*'Cr-release assay)

Cytotoxicka aktivita slezinnych mononuklearnich lymfocyti (izolovanych z mysich
slezin postupem popsanym v odstavci 5.4.1.) byla uréena pomoci standardniho in vitro
testu cytotoxicity s radioaktivnim izotopem chromu >'Cr. Princip tohoto testu spo&iva
v inkorporaci *'Cr do cilovych bun&k a jejich inkubaci s cytotoxickymi buiikami, kterd ma
pak za nasledek lyzi cilovych bunk a uvolnéni °'Cr do supernatantu; ten se naslednd
pouzije k detekci B zafeni.

Efektorové bunky v kultivatnim médiu RPMI-1640 byly aplikovany do jamek
96-jamkové mikrotitraéni desticky (3,2 x 10° bunék na jamku). Kazdy vzorek byl
aplikovan do péti jamek. Poté bylo ke kazdému vzorku pfidano vzdy 10* bungk cilovych
linii YAC-1 (YAC-1 -/-/-, YAC-1 -/+/+, YAC-1 -/-/+) kultivovanych v RPMI-1640 médiu,
které byly 90 minut znateny Na,’'CrOs. Jako kontrola spontanniho a maximalniho
uvoliiovani *'Cr do supernatantu byla pouZita samotna cilova linie kultivovana v &istém
médiu a cilov linie kultivovana s pfidavkem 10 % Tritonu X-100.

Jednotlivé sublinie YAC-1 byly pfipraveny v Laboratofi pfirozené bunééné imunity
pro ucely testovani NK bunééného rozpoznavani. Bunky matefské linie YAC-1 byly
n&kolikanasobng t¥idény na zaklad® exprese povrchovych molekul H-2D”/H-2D%/Rae-1y
s pouzitim tfidi¢e bun€k FACS Vantage SE.
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Po 3,5 hod inkubace pii 37 °C, 5 % CO, a 100 % vlhkosti bylo odebrano vzdy
0,025 ml supernatantu, k némuz bylo pfidano 0,1 ml scintila¢niho koktejlu (SuperMix,
Wallac). Pomoci scintilaéniho pocitate (Microbeta Trilux, Wallac) byla méfena
radioaktivita. Cytotoxicka aktivita bunc¢k byla vyjadiena v procentech cytotoxicity podle
nasledujiciho vzorce:

2

Cytotoxicita [%] = 100 x (CmeF ) CpmSPONT) /( CpmMAx _ CpmSPONT)

EF o . 51 : : Sy . SPONT
kde cpm™ znaci uvolnéni ~ Cr po inkubaci s efektorovymi bunikami [cpm], cpm

spontanni uvoliiovani >'Cr [cpm], cpm™** maximalni uvoliiovani °'Cr pii lyze cilovych
bunék detergentem [cpm].
cpm — jednotka radioaktivity, pocet radioaktivnich impulzi za minutu (z angl.

counts per minute) [76]
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6. VYSLEDKY

6.1. Analyza exprese MHC molekul H-2D" a H-2D“ metodou FACS

Prvnim kritériem, na jehoz zéklad¢ byly charakterizovany hybridni mysi pouzité
v experimentu, byla exprese povrchovych antigenli H-2. Mysi inbredniho kmene C57BL/6
exprimuji H-2D’, zatimco mysi inbredniho kmene Balb/c exprimuji H-2D“. Alely gent
kédujicich molekuly H-2 jsou exprimovany kodominantné, coz znamenda, ze F1 hybrid
inbrednich kment s odliSnym haplotypem exprimuje ob¢ alely a na povrchu jeho bunék
budou tedy ptitomny molekuly H-2D” i H-2D?. Hybridni mysi dalsich generaci pak mohou
byt v daném genovém lokusu homozygotni ¢i heterozygotni a exprimovat bud’to jeden
z téchto antigend (odtud oznaceni hybridl jako B+D-, resp. B-D+), nebo oba (B+D+).

M¢éfteni exprese povrchovych molekul pratokovou cytometrii, jehoz ilustrativni

ptiklad je uveden na obr. 9, provedl Mgr. Jan Richter.
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Obr. 9: Analyza exprese povrchovych antigeni H-2D" a H-2D! metodou FACS. Na horizontélni ose je
znazornéna intenzita fluorescence FITC konjugovaného s anti-H-2D" monoklonalni protilatkou (odpovida
intenzité exprese H-2D"), na vertikalni ose je zndzornéna intenzita fluorescence PE konjugovaného
s anti-H-2D® monoklonalni protilatkou (odpovida intenzité exprese H-2D"). Obr. A je ptikladem analyzy
H-2D? pozitivnich bungk, tedy bunék mysi kmene Balb/c (B-D+ NK1.1) nebo hybridét B-D+ NK1.1 low &i
B-D+ NKI1.1 high. Obr. B zndzoriiuje analyzu bun€k exprimujicich oba antigeny — tedy bunck
heterozygotnich hybridd B+D+ NKI1.1 neg, B+D+ NKI1.1 low ¢i B+D+ NKI.1 high. Obr. C znazornuje
vysledek analyzy H-2D° pozitivnich bun&k, tedy bun&k mysi kmene C57BL/6 (B+D- NKI.1 high) nebo
hybridt B+D- NK1.1 low ¢i B+D- NK1.1 neg.
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6.2. Analyza polymorfismu NKR-P1C

6.2.1. Analyza exprese NK1.1 metodou FACS

Analyza metodou FACS prokazala, Ze na rozdil od NK1.1 pozitivnich mysi kmene
C57BL/6 jsou mysi kmene Balb/c NK1.1 negativni. Neexprimuji totiz produkt genové
formy Nkr-pI1c®*S, ktery je rozpoznavan monoklonalni protilatkou anti-NK1.1, ale produkt

Balb/c

genoveé formy Nkr-plc™™°, na néjz se tato protilatka nevaze.

CR [69, 70] ukazaly, Ze hybridni my3i 1. dcefinné generace (C57BL/6 x Balb/c, F1) jsou
NKI1.1 pozitivni, ackoliv ve srovnani s inbrednim kmenem C57BL/6 vykazuji pii méfeni
NK1.1 znazornuje obr. 10.

V souvislosti s popsanym pozorovanim byly mysi kmene C57BL/6 oznaeny jako
NKI1.1 high (high expression of NK1.1), mysi kmene Balb/c jako NK1.1 neg (NKI1.1
negative) a hybridni mysi 1. dcefinné generace jako NK1.1 low (low expression of NK1.1).
Toto oznaeni na zéklad¢ vysledki FACS analyzy bylo pozdéji rozSifeno 1 na dalsi
generace hybridnich mysi vykazujicich patiicnou reaktivitu ¢i nereaktivitu vici anti-NK1.1

monoklonalni protilatce.
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Exprese NK1.1

Obr. 10: Exprese NK1.1 u mysi inbredniho kmene C57BL/6 (A), Balb/c (B) a hybridnich mysi C57BL/6
x Balb/c 1. dcefinné generace (C) mérena pomoci FACS. Obrazek znazornuje ilustrativni piiklad
provadénych experimenti. Exprese NK1.1 byla analyzovana u zivych lymfocyti/monocytd znacenych
monoklonalni protilaitkou PK136. MFI znaéi stfedni intenzitu fluorescence (z angl. mean fluorescence

intensity). [70]
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6.2.2. Analyza genové divergence Kirblc (Nkr-plc ) — PCR genotypizace

Gen kodujici receptor NKR-P1C se u mysi vyskytuje ve dvou odlisnych genovych

forméach. Prvni z nich je alela Nkr-p1c®"*

(podle nukleotidu na 3" konci ptimého primeru
pouzitého k odliSeni alel oznaCovana také jako alela A ¢i Nkr-plc(A)), kterou nesou mysi
inbredniho kmene Balb/c, druhou pak je alela Nkr-p1c®“% (0znaGovana také jako alela T &i
Nkr-plc(T)), ptitomnad v genomu inbredniho mysiho kmene C57BL/6. Jak jiz bylo
zminéno, pouze produkt genu Nkr-plc®0

anti-NK1.1 (PK136).

vykazuje reaktivitu vii¢i monoklonalni protilatce

Bylo zjisténo, Ze hybridni mySi C57BL/6 x Balb/c (F1) dédi obé popsané alely genu
Nkr-plc. [69] Souvislost mezi pfitomnosti jednotlivych forem tohoto genu a expresi NK1.1

u inbrednich kmenti mysi a hybridt prvni dcefinné generace je znazornéna v tab. 3.

Tab. 3: Vztah mezi distribuci forem genu NKkr-plc a expresi NK1.1 u my$i kmene C57BL/6, Balb/c a F1
C57BL6 x Balb/c hybridi. Piitomnost ¢i absence jednotlivych alel je vyznacena symboly +/-. [70]

Mysi kmen Exprese NK1.1 zjisténa FACS analyzou Nkr-plc
Balb (A) | BL6 (T)
C57BL/6 Vysoka (high) - +
Balb/c Negativni (negative) + -
BL/6 x Balb/c F1 Nizké (low) + +

Pro ovéteni vysledkl ziskanych metodou FACS byla provedena PCR genotypizace
Nkr-plc u hybridit 11.-12. generace. Mys$i inbrednich kment C57BL/6 a Balb/c byly
pouzity jako kontrola (viz tab. 2 na str. 32).

V piipadé¢ mysi uvedenych v seznamu pouzitych zvifat pod Cisly 20 a 21 nebyla
genotypizace provedena, a to z toho diivodu, ze v dobé konani experimentu nebyly v chovu
k dispozici mysi nesouci pozadované znaky (B+D+ NK1.1 high). Proto byly do pokusu
zatazeny vzorky RNA mysSi stémito znaky, které byly archivovdny ze starSiho
experimentu; bohuZzel vSak jiz nebyly uchovany vzorky ocaskii pro izolaci genomové
DNA. Hybridni mysi nesouci znaky B+D+ NKI1.1 high byly jiz nicméné v diivéjsich
experimentech v Laboratoii pfirozené¢ bunécné imunity po strance vyskytu jednotlivych
alel genu Nkr-plc pomérné dobie charakterizovany. Proto byly pro Ucely této prace

VVVVVV [ Balbre
negativni.

Izolace genomové DNA i samotna genotypizace byla provedena podle protokola

rutinné pouzivanych v Laboratofi pfirozené bunééné imunity. Reakéni podminky (teploty
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nasedani oligonukleotidovych primer, pocet cykli polymerasové fetézové reakce,

koncentrace jednotlivych slozek reakéni smési), které jsou popsany v odst. 5.3.

vvvvvv

Vysledné produkty PCR byly detekovany pomoci elektroforesy v 1,5 %
agarosovém gelu. Fotografie geli jsou zobrazeny na obr. 11.A (Nkr-plc®™®*) a 11.B
(Nkr-p1c®*®).  Odpovidajici velikost amplifikovanych fragmenti DNA byla ovéfena
srovnanim s délkovym standardem, jimZ byl 100 bp DNA Zebiik. Identita PCR produkt

byla potvrzena sekvenaci.
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Obr. 11: Vysledek PCR genotypizace — fotografie agarosovych geli.. PCR amplifikace Nkr-plc™™* (A)
a Nkr-p1c®® (B) byla provedena ve 30 cyklech pfi teploté nasedani primerd 57 °C. V prvni drze zleva
100 bp DNA zZebtik, ¢isla vlevo od DNA Zebiiku znaéi velikost jeho vybranych fragmentl. Ve zbyvajicich
drahach byly analyzovany vzorky, jejichz Ciselné oznaceni odpovida Cislovani v seznamu myS$i pouzitych
v experimentu (viz tab. 2 na str. 32). Na obrazku jsou patrné zoény amplifikovanych fragmenti DNA
v o¢ekavané velikosti 238 bp. Pod jednotlivymi drahami je uvedeno, zda dania my$ exprimuje H-2D°
(symbol B), H-2D? (symbol D), ptipadn& oba tyto MHC antigeny, déle je vyznacena exprese NK1.1 (H—
high, L — low, N — neg) a pfisluSnost k inbrednim kmentim. Mysim €. 14 a 15 byly aplikovany nadorové

buiiky B16F10, mySim ¢. 18 a 19 nadorové buiiky CT-26.
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Vysledky genotypizace jsou shrnuty v tab. 4, z niz je patrné, ze hybridni mysi,
u nichz byla FACS analyzou zjiSténa vysoka exprese NK1.1 (NK1.1 high hybridi), nesou
gen Nkr-pI1c®® NK1.1 neg hybridi nesou gen Nkr-pI1c®”“ a u NK1.1 low hybridd byla

zjisténa pritomnost obou téchto genovych forem.

Tab. 4: Souhrn vysledkii PCR genotypizace. Tabulka vystihuje vztah mezi expresi NK1.1 a distribuci
jednotlivych forem genu Nkr-plc u mysi kmene C57BL/6 a Balb/c a hybridd téchto kmend. Pfitomnost ¢i
absence jednotlivych alel genu kodujiciho receptor NKR-P1C (Nkr-pl1c®"*, Nkr-pI1®*%) je vyznadena
symboly +/-, stejné jako exprese MHC antigentt H-2D"/H-2D".

Kmen H-2D"/H-2D° | Exprese NK1.1 (FACS) | Nkr-p1c®®® | Nkr-p1c®-°
C57BL/6 +/- High - +
C57BL/6 x Balb/c -/+ High - +
C57BL/6 x Balb/c +/+ High - +
Balb/c -/+ Neg + -
C57BL/6 x Balb/c +/- Neg + -
C57BL/6 x Balb/c +/+ Neg N -
C57BL/6 x Balb/c +/- Low - +
C57BL/6 x Balb/c -+ Low - +
C57BL/6 x Balb/c +/+ Low n +

6.3. Zavislost exprese vybranych receptori rodiny Ly49 na
polymorfismu NKR-P1C

Poté, co bylo zjisténo, jakym zpisobem dédi hybridni mysi jednotlivé alely genu
Nkr-plc, jsme chtéli ziskat pfedstavu o tom, zda se jednotlivé clustery genti pro lektinové
receptory NK bunék dédi nezdvisle na sob& nebo zda je NKC doména pienaSena
na potomstvo jako celek. Pro tento ucel byla analyzovana exprese genti Ly49 (Klra),
jez jsou lokalizovany na opacném konci NK-genového komplexu nez geny Nkr-pl (geny
Ly49 se nachazeji v telomerické ¢asti NKC, zatimco geny Nkr-pl v jeho centromerické
¢asti). Haplotypy genii Ly49 matetskych kment C57BL/6 a Balb/c, od nichz jsou odvozeny
studované hybridni mys$i, se navic od sebe navzajem znaéné lisi, a to jak poctem gend, tak
1 tim, které isoformy Ly49 tyto geny koduji (viz kap. 2.3.2.2, obr. 8 na str. 30).

Sledovali jsme zéavislost exprese vybranych gent Ly49 jednak na polymorfismu
genu Nkr-plc, jednak na expresi H-2D antigent, a to u mys$i obou matefskych linii
1 u vSech typi jejich hybridi.

Pro analyzu exprese geni kodujicich receptory rodiny Ly49 byla zavedena

a optimalizovana metoda RT-PCR spocivajici v izolaci celkové RNA, pouziti této RNA
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jako templatu pro reversni transkripci a ndsledné amplifikaci ziskané jednotetézcové cDNA

polymerasovou fetézovou reakci s vyuzitim primeri specifickych pro pozadované geny.

6.3.1. Navrh primeru pro PCR amplifikaci

Oligonukleotidové primery pro analyzu exprese receptort Ly49C/D/F/H/L
na urovni mRNA technikou RT-PCR byly navrZzeny v Laboratofi pfirozené bunécéné
imunity MBU AV CR. Knéavrhu primerd byl pouzit volné dostupny program
Primer-BLAST  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) vyuzivajici software
Primer3 Input. Sekvence navrzenych primerii jsou uvedeny v odstavci 4.4.1 na str. 34.
Nukleotidové sekvence, jez byly vychozi pro navrh primerd, jsou uvedeny v ptilohové ¢asti

prace spolu s velikostmi amplifikovanych fragmentt (Pfiloha 1).

6.3.2. lzolace celkové RNA pro RT-PCR analyzu

K izolaci RNA ze vzorkl 1-19 byla pouzita souprava High Pure RNA Isolation Kit
(Roche). Izolace pomoci této soupravy byla zvolena po pfedchozich zkusenostech s bézné
uzivanym izola¢nim cinidlem TRI-REAGENT, po jehoz pouziti bylo mnohdy nutné
ziskanou RNA pfecistit. Zminénd souprava umoziiuje ve srovnani sizolaci pomoci
TRI-REAGENT ziskat RNA lepsi Cistoty, 1 kdyZ za cenu ponékud nizsi vytéznosti.

RNA ze zbyvajicich vzorkl, které byly do experimentu zatfazeny dodatec¢né, a RNA

ze zbylé Casti vzorka 1-19 byla izolovana pomoci ¢inidla TRI-REAGENT.

6.3.3. Expresni analyza technikou RT-PCR

Reversni transkripce byla provedena spouZitim MultiScribe™  reversni
transkriptasy, kterda umoziuje kvantitativni piepis pouzité RNA; pouzity postup byl
v souladu s protokolem poskytnutym vyrobcem enzymu.

Kvalita ptipravené cDNA byla ovéfena PCR amplifikaci konstitutivné
exprimovaného kontrolniho genu pro ,-mikroglobulin (B,m). Tato amplifikace poslouzila
také k optimalizaci fedéni templatu pro dalsi reakce a v neposledni fad€ 1 k normalizaci
hodnot ziskanych pti denzitometrickém vyhodnoceni exprese jednotlivych receptor Ly49.

PCR amplifikace B,-mikroglobulinu byla provedena dle protokolu popsaného
v odst. 5.4.4 v metodické ¢asti prace. K amplifikaci byly pouzity standardni validované
primery QuantiTect Primer Assay Mm B2m 2 SG firmy Qiagen. Produkty reakce byly

analyzovany elektroforesou v 1,5 % agarosovém gelu (viz obr. 12 na str. 53) spolu
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s délkovym standardem (100 bp DNA zebiik) k ovéfeni velikosti amplifikovaného
fragmentu DNA.

Jako pozitivni kontrola pro analyzu exprese gent Klra4 (Ly49d), Kira6 (Ly49f)
a Kilra8 (Ly49h) a negativni kontrola pro analyzu exprese Kiral2 (Ly49l) poslouzily mysi
inbredniho kmene C57BL/6. Obdobné pak mysi inbredniho kmene Balb/c slouzily jako
pozitivni kontrola pro analyzu exprese Klral2? (Ly49[) a negativni kontrola pro analyzu
exprese zbyvajicich genll. Gen Klra3 (Ly49c), jenz je soucasti vSech dosud popsanych

mysich Ly49 haplotypt jako tzv. rdimcovy gen, byl pouZit jako vnitini kontrola.
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H2D"/D?| ++ —+ + " " " -
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Obr. 12: Vysledek PCR amplifikace kontrolniho genu (B,m) — fotografie agarosového gelu. Reakce byla
provedena ve 30 cyklech, Tan 60 °C. Prvni drdha zleva - 100 bp DNA Zebiik s uvedenymi velikostmi
vybranych fragmentii. Ve zbyvajicich drahach byly analyzovany vzorky, jejichZ Ciselné oznaceni odpovida
¢islovani v seznamu mys$i pouzitych v experimentu (viz tab. 2 na str. 32). Na obrazku jsou patrné zény
amplifikovanych fragmentl v ocekavané velikosti 143 bp. Pod jednotlivymi drahami je uvedeno, zda buiky
dané mysi exprimuji H-2D°, H-2D‘, piipadn& oba tyto MHC antigeny, déle je vyznaGena exprese NK1I.1
a prislusnost k inbrednimu kmeni. My$im ¢. 14 a 15 byly aplikovany nadorové buiiky B16F10, mysSim €. 18

a 19 nadorové bunky CT-26.

53



Vlastni analyze exprese gent Ly49 predchazelo n€kolik optimalizac¢nich reakci. Pro
nalezeni optimalni teploty nasedani primert (Tan, zangl. annealing temperature) byl
pouzit teplotni gradient. Vhodnd Tan pro vSechny amplifikované geny byla urcena jako
60 °C. Pro amplifikaci se ukazalo jako dostacujici pouziti 30 reakénich cykli (s vyjimkou
amplifikace fragmentu genu Ly49f, pfi niz musel byt pocet cykli zvySen na 33,
viz odstavec 6.3.3.3). Optimalni koncentrace primerti byla 400 nM.

Na nasledujicich stranach jsou na obr. 13 — 18 uvedeny vysledky RT-PCR analyzy
exprese jednotlivych genii Ly49. Experimentalni podminky vSech reakci byly popsany
vodst. 54.4. a 54.5 a jsou ve strucnosti uvedeny v popiscich jednotlivych obrazk.
Identita PCR produktli byla ovéfena sekvenaci. Vysledky jsou dale shrnuty v tabulce 5

na str. 61.
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6.3.3.1. Exprese genu Klra3 kodujiciho receptor Ly49C

Gen Klra3 (Ly49c) koduje inhibi¢ni receptor Ly49C, ktery specificky rozpoznava
molekuly H-2D?, H-2D“, H-2D*, H-2K”, H-2K“ a H-2K*.

Klra3 je jednim ze Sesti tzv. ramcovych gent, které jsou pfitomny ve vSech dosud
popsanych mysich Ly49 haplotypech. Vysledek ziskany expresni analyzou je v souladu
s touto skutecCnosti; z obr. 13 je patrné, ze tento gen je exprimovan jak u mysi obou
pouzitych inbrednich kment, tak i u vSech typd hybridi. Exprese genu Ly49c¢ tedy

poslouzila jako vnitini kontrola.

100

Vzorek [ 1 [2 [ 3[4 5] 678 ]9ofw]uufir2li3[14]15

H2D"/DY| ++ ++ - i T - -

NKI1.1 |low neg neg high low high high
C57BL/6

bp bp

1000 1000

100 100

Vzorek | 16 | 17 | 18 [ 19 ] 20 | 21 22

H2D"/D* —+ —+ ++ +-

NKI1.1 neg neg high low
Balb/c

Obr. 13: Analyza exprese genu Klra3 — fotografie agarosového gelu. Reakce byla provedena ve
30 cyklech, Tan 60 °C. Prvni draha zleva - 100 bp DNA zebiik. Oznaceni vzorkd v dalSich drahach odpovida
Cislovani v seznamu mysi pouzitych v experimentu (tab. 2 na str. 32). Na obrazku jsou patrné zony
amplifikovanych fragmentti DNA v o¢ekavané délce 345 bp. Pod jednotlivymi drahami je uvedeno, zda dana
my$ exprimuje H-2D°, H-2DY, ¢ oba tyto antigeny. Dale je vyznadena exprese NKI1.1 a prislusnost
k inbrednimu kmeni. My$im €. 14 a 15 byly aplikovany nadorové bunky B16F10, mySim €. 18 a 19 nadorové
bunky CT-26.
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6.3.3.2. Exprese genu Klra4 kédujiciho receptor Ly49D

Gen Klra4 (Ly49d) koduje aktivacni receptor Ly49D, jehoz ligandy jsou molekuly
H-2D%, H-2D" a H-2D"”.

Jak je patrné z obr. 14, gen Klra4 je exprimovan pouze u mysi inbredniho kmene
C57BL/6 a u téch hybridnich mysi, které s jmenovanym inbrednim kmenem sdileji expresi
NKI1.1 (Nkr-pl1c®. Témito hybridy jsou B-D+ NK1.1 high, B+D+ NK 1.1 high, B+D-

NKI1.1 low, B-D+NKI1.1 low a B+D+ NKI1.1 low. Mys$i kmene Balb/c ani zbyvajici
Balb/c

, gen Klra4 neexprimuji.

hybridi, kteti exprimuji pouze Nkr-plc
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Obr. 14: Analyza exprese genu Klra4 — fotografie agarosového gelu. Reakce byla provedena ve
30 cyklech pfi teploté nasedani primert 60 °C. Prvni dréaha zleva - 100 bp DNA zebiik. Ve zbyvajicich
drahach byly analyzovany vzorky, jejichz Ciselné oznaceni odpovida ¢islovani v seznamu myS$i pouzitych
v experimentu (viz tab. 2 na str. 32). Na obrazku jsou patrné zoény amplifikovanych fragmenti DNA
v o¢ekavané délce 312 bp. Pod jednotlivymi drahami je uvedeno, zda dani my§ exprimuje H-2D°, H-2D¢,
piipadné¢ oba tyto MHC antigeny, v dalSich fadcich je pak vyznacena exprese NKI1.1 a prisluSnost
k inbrednimu kmeni. My$im ¢. 14 a 15 byly aplikovany nadorové bunky B16F10, mySim €. 18 a 19 nadorové
buiiky CT-26.
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6.3.3.3. Exprese genu Klra6 kodujiciho receptor Ly49F

Gen Klra6 (Ly49f) koduje inhibi¢ni receptor Ly49F, ktery specificky rozpoznava
ligand H-2D“.

PCR amplifikace fragmentu genu Ly49f (Klra6) byla stejné jako v ostatnich
ptipadech provedena ve 30 cyklech. Pti detekci produktl reakce na elektroforetickém gelu
vSak byly v nékterych drahach (1, 9, 10, 11) pozorovany pouze velmi slabé zony
amplifikovanych fragmentt (viz obr. 15), které byly relativné dobte viditelné pouze pii
pieexponovani fotografie gelu.
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Obr. 15: Analyza exprese genu Klra6 — fotografie agarosového gelu. Reakce byla provedena ve
30 cyklech pfi teplot¢ nasedani primerd 60 °C. Prvni draha zleva - 100 bp DNA zebiik. Ve zbyvajicich
drahach byly analyzovany vzorky, jejichz Ciselné oznaceni odpovida ¢islovani v seznamu mySi pouzitych
v experimentu (viz tab. 2 na str. 32). Na obrazku jsou patrné zoény amplifikovanych fragmenti DNA
v o¢ekavané velikosti 431 bp. Pod jednotlivymi drahami je uvedeno, zda dana my$ exprimuje H-2D°, H-2D¢,
ptipadné oba tyto MHC antigeny, v dal§im fadku je pak vyznacena exprese NK1.1. V poslednim fadku je
uvedena pfislusnost k inbrednimu kmeni. MysSim €. 14 a 15 byly aplikovany nadorové buiiky B16F10, mySim

¢. 18 a 19 nadorové bunky CT-26.

57



Z tohoto diivodu byla se vzorky ¢. 1, 9, 10, 11 amplifikace zopakovana ve
33 reak¢nich cyklech a s pouzitim dvojndsobné koncentrace templatové cDNA, coz

umoznilo vznik dostate¢ného mnozstvi PCR produktu pozorovatelného na gelu (obr. 16).
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Obr. 16: Analyza exprese genu Klra6 — fotografie agarosového gelu. PCR amplifikace byla provedena ve
33 cyklech a s dvojnasobnou koncentraci templatové ¢cDNA oproti prvnimu experimentu (obr. 15). V prvni
draze zleva se vzdy nachazi 100 bp DNA Zzebfik, v ocislovanych drahach vzorky oznacené Cisly shodnymi
s ¢islovanim v seznamu mysi pouzitych v experimentu (tab. 2 na str. 32). V ostatnich neoznacenych drahach
byly analyzovany nesouvisejici vzorky.

Stejné jako gen Ly49d je i gen Ly49f exprimovan pouze u téch mysi, které
exprimuji NK1.1 (Nkr-p1c®*), tedy u mysi inbredniho kmene C57BL/6 a hybridnich mysi
se znaky B-D+ NKI1.1 high, B+D+ NK 1.1 high, B+D- NK1.1 low, B-D+ NKI1.1 low a
B+D+ NK1.1 low.

6.3.3.4. Exprese genu Klra8 kédujiciho receptor Ly49H

Gen Klra8 (Ly49h) koduje aktivadni receptor Ly49H, ktery kromé ligandu H-2D”
specificky rozpoznava také virovy ligand strukturné podobny molekuldm MHC gp I, jimz
je produkt genu m157 mysiho cytomegaloviru.

Stejné jako v pfedchozich dvou piipadech je gen Ly49h (Klra8) exprimovan pouze
BL6

u kment mysi exprimujicich NK1.1 (Nkr-plc
Nkr-p1c®* (viz obr. 17 na str. 59).

), nikoliv u mysi, které exprimuji pouze

Na fotografii elektroforetického gelu jsou kromé zény ocekavaného produktu ve
velikosti 566 bp patrné také zony dalSich produktd. Produkt v o¢ekavané délce a produkt,
ktery se ocekavané délce nejvice blizil, byly podrobeny sekvenovani. Bylo zjisténo, ze
kratsi amplifikovany fragment v délce 480 bp je ziejme produktem téhoz genu jako delsi
fragment (produkt alternativniho sestiihu RNA). V jeho sekvenci chybi oproti sekvenci
delsiho produktu usek o délce 86 bazi, zbytek sekvence je shodny a odpovidajici sekvenci

Klra8. Srovnani obou sekvenci je uvedeno v Ptiloze 2.
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Obr. 17: Analyza exprese genu Klra8 — fotografie agarosového gelu. Reakce byla provedena ve
30 cyklech pfi teploté nasedani primert 60 °C. Prvni dréaha zleva - 100 bp DNA zebiik. Ve zbyvajicich
drahach byly analyzovany vzorky, jejichz Ciselné oznaceni odpovida Cislovani v seznamu myS$i pouzitych
v experimentu (viz tab. 2 na str. 32). Na obrazku jsou patrné zony amplifikovanych fragmenti DNA
ve velikosti 566 bp a dva kratsi fragmenty DNA (del$i z nich ma velikost 480 bp a jedna se pravdépodobné
o produkt alternativniho sestfihu K/ra8). Pod jednotlivymi drahami je uvedeno, zda dand myS§ exprimuje
H-2D°, H-2DY, piipadné oba tyto MHC antigeny, v daldim fadku je pak vyznaGena exprese NKI.1.
V poslednim fadku je uvedena pfislusnost k inbrednimu kmeni. My$im €. 14 a 15 byly aplikovany nadorové

buiiky B16F10, mySim ¢. 18 a 19 nadorové buiiky CT-26.

6.3.3.5. Exprese genu Klral2 kodujiciho receptor Ly49L

Gen Klral2 (Ly49l) koduje aktivacni receptor Ly49L, ktery specificky rozpoznava
molekuly H-2K",

Na rozdil od ostatnich analyzovanych gent je gen Klral? exprimovan u mys$i
inbredniho kmene Balb/c, u NKI1.1 negativnich hybridd (hybridi nesoucich gen
Nir-p1c®¢) B+D+ NK1.1 neg a B+D- NK1.1 neg a také u hybridi koexprimujicich ob&
formy genu Nkr-plc, tedy B+D+ NK1.1 low, B+D- NK1.1 low a B-D+ NK1.1 low (viz
obr. 18 na str. 60).
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Podobné jako v pfedchozim ptipadé, i zde je mozné na snimku elektroforetického
gelu pozorovat dvé zony PCR produktt. Delsi produkt méa ocekavanou délku 341 bp a jeho
sekvence je shodnd s odpovidajici ¢asti sekvence Klral2. Druhd zona je smési tii kratSich

PCR produktd, které z ¢asovych divodi nebyly sekvenovany.
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Obr. 18: Analyza exprese genu Klral2 — fotografie agarosového gelu. Reakce byla provedena ve
30 cyklech pfi teploté¢ nasedani primerd 60 °C. Prvni draha zleva - 100 bp DNA zebiik. Ve zbyvajicich
drahach byly analyzovéany vzorky, jejichz Ciselné oznaceni odpovida ¢islovani v seznamu myS$i pouzitych
v experimentu (viz tab. 2 na str. 32). Na obrazku jsou patrné zoény amplifikovanych fragmenti DNA
ve velikosti 341 bp a dalsi krat$i fragment DNA. Pod jednotlivymi drahami je uvedeno, zda dand mys$
exprimuje H-2D", H-2D*, piipadné oba tyto MHC antigeny, v daldim fadku je pak vyzna¢ena exprese NK1.1.
V poslednim fadku je uvedena prislusnost k inbrednimu kmeni. My$im €. 14 a 15 byly aplikovany nadorové

bunky B16F10, mysim ¢. 18 a 19 nadorové bunky CT-26.

6.3.3.6. Shrnuti vysledki RT-PCR analyzy exprese Ly49

Z vysledkti shrnutych vtab. 5 na str. 61 je zfejma souvislost mezi expresi
Nkr-p1c®™ a Kiral2 (Ly49]) a podobn& mezi expresi Nkr-plc®*® a expresi gent Klra4
(Ly49d), Klra6 (Ly49f) a Klra8 (Ly49h).
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Exprese gent kédujicich molekuly MHC H-2D’, resp. H-2D? nema na expresi geni
kodujicich receptory Ly49 vliv.

Tab. 5: Vysledky analyzy exprese receptori rodiny Ly49 na drovni mRNA technikou RT-PCR.
V tabulce je uveden fenotyp jednotlivych mysich hybridd, resp. inbrednich kmenti (exprese H-2D antigent a
NK1.1), dale ptitomnost ¢i absence alel genu Nkr-plc a kvalitativni vyhodnoceni exprese (+) ¢i absence

exprese (-) mRNA jednotlivych receptor Ly49.

Kmen H2D"/D? | Exprese NK1.1|—NKI-Pc Ly49

ABalb) TBL6)] C | D | F | H | L
C57BL/6 +/- High - + + |+ |+ | + | -
C57BL/6 x Balb/c -/t High - + + + + + _
C57BL/6 x Balb/c | +/+ High ) I R I I R R
Balb/c -/+ Neg + - + - - - 4
C57BL/6 x Balb/c +/- Neg + - + - - - +
C57BL/6 x Balb/c +/+ Neg + - + - - . +
C57BL/6 x Balb/c +/- Low + + + |+ | + + R
C57BL/6 x Balb/c -/t Low + + + 4 + + _
C57BL/6 x Balb/c | +/+ Low n T+ 1+ 1+ 1+ -

6.4. Vliv nadoru na miru exprese receptora Ly49

Ke zjisténi rozdild vexpresi jednotlivych receptori Ly49 mezi zdravymi
pokusnymi zvifaty a zvifaty nesoucimi syngenni nador byla relativné kvantifikovana
exprese mRNA téchto receptorti. Pouzity byly mysi inbrednich kmentt C57BL/6 a Balb/c.
Elektroforetické gely (obr. 13-18, str. 55-60) byly denzitometricky vyhodnoceny pomoci
programu Kodak Molecular Imaging. Ziskané hodnoty intenzit zéon amplifikovanych
fragmentil jednotlivych genti byly normalizovany vii¢i intenzité zo6n fragmentu kontrolniho
genu (Br-mikroglobulin).

Statisticka signifikance rozdili mezi srovnadvanymi skupinami (zdravé mysi
vs. my$i s nadorem) byla vyhodnocena s pouZzitim dvouvybérového Studentova t-testu,
v némz jsou za statisticky vyznamné povazovany rozdily sp < 0,05 (pozn.: hodnota p
udava, jaké chyby bychom se dopustili zamitnutim nulové hypotézy, ktera fika, ze
zkoumané¢ soubory dat nevykazuji statisticky vyznamné rozdily).

V expresi mRNA pro zkoumané receptory Ly49 nebyly nalezeny statisticky

signifikantni rozdily mezi zdravymi a nador nesoucimi zvifaty (viz tab. 6 a obr. 19

vvvvvv
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Tab. 6: Relativni kvantifikace exprese mRNA receptora Ly49.

Receptor Ly49 | Rel. intenzita exprese Ly49/p,-m (primér + SD)| Statisticka
(inbredni kmen) Zdravé mysi Mysi s nadorem vyznamnost
Ly49C (C57BL/6) 1,258 + 0,092 1,246 + 0,301 NS
Ly49C (Balb/c) 5,239+ 0,234 3,922 £ 0,673 NS
Ly49D (C57BL/6) 1,334 + 0,249 1,142 + 0,037 NS
Ly49F (C57BL/6) 0,647 £ 0,023 0,775 £ 0,078 NS
Ly49H (C57BL/6) 1,209 + 0,384 1,089 + 0,084 NS
Ly49L (Balb/c) 5,367 +0,211 4,025 + 0,695 NS

Vysvétlivky: SD — smérodatna odchylka (z angl. standard deviation), NS — nesignifikantni (z angl.
non-significant)

a [e)]
I

£
!

relativni intenzita exprese

Ly49C (BL6) Ly49C (Balb) Ly49D (BL6)

Ly49F (BL6)
DLy49/82m zdravé B Ly49/B2m nador |

Ly49H (BL6) Ly49L (Balb)

Obr. 19: Vliv nadorta na miru exprese receptori Ly49. Hodnoty intenzity exprese mRNA receptorti Ly49
byly normalizovany vici hodnotam intenzity exprese 3,-mikroglobulinu. Data piedstavuji primérné hodnoty
s vyznaenymi smérodatnymi odchylkami. Zadny z rozdilii mezi srovnavanymi skupinami pokusnych zvifat

nebyl s pouzitim dvouvybérového Studentova t-testu shledan statisticky vyznamnym.

6.5. Zavislost cytotoxické aktivity na expresi NKR-P1C a MHC
antigenti H-2D" a H-2D"

Hybridni mysi C57BL/6 x Balb/c byly podle exprese NK1.1 a H-2D antigenti
rozdéleny na 7 typt (viz vyse). Cytotoxicka aktivita NK bunék téchto 7 typt hybrida byla
porovnana s cytotoxickou aktivitou NK bunék mysi obou inbrednich matefskych linii.

Ke stanoveni cytotoxického pisobeni NK bunék byl vyuzit klasicky test zaloZzeny
na uvolitovani °'Cr. Jako cilové linie byly pouZity bunééné linie YAC-1 (mysi T lymfom
citlivy viigi cytotoxické aktivité NK bundk) tfidéné na zéklads exprese H-2D’, H-2D“

a stresového proteinu Rae-1y a znaené Na, 'CrOy, jako efektorové buiiky byly pouZity
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slezinné mononuklearni lymfocyty zdravych mysSi. Pomér efektorovych bunck vici
cilovym bunkam byl 32:1. Cytotoxicita byla méfena po 3,5 hodinach spolecné inkubace
efektorovych a cilovych bunék.

Vysledky stanoveni cytotoxické aktivity, které jsou souhrnem Sesti experimentd,
jsou uvedeny na obr. 20 na str. 64 (méfeni cytotoxického pisobeni NK bun¢k jednotlivych
hybrida proti riznym subliniim YAC-1) a na obr. 21 a tab. 7 na str. 65. Druhy jmenovany
obrazek byl vytvofen pro ziejméjsi zndzornéni zavislosti NK bunécné cytotoxicity na
expresi NKR-P1C""® a H-2D antigend. Statistickd vyznamnost zmén bunééné cytotoxicity
NK bunék byla vyhodnocena testem ANOVA s naslednym Bonferroniho mnohocetnym
srovnavanim mezi skupinami. Signifikantni zmény jsou shrnuty v tabulkach pfislusejicich
k jednotlivym grafim.

Z obrazki je patrné, Ze vyrazné vys$i miru cytotoxicity oproti matetskym kmenim
C57BL/6, Balb/c i oproti ostatnim typim hybridi vykazuji hybridi B+D+ NK1.1 high
pii pouziti jakéhokoliv typu cilovych bunék.

U hybridnich mysi s haplotypem H-2¢ (fenotyp H-2D’— H-2D%), ptivodng
odvozenych od mateiské linie Balb/c, se pfenosem NKC domény z linie C57BL/6 zvySuje
cytotoxicka aktivita proti H-2D? pozitivnim i H-2D? negativnim YAC-1 cilovym buitkam
exprimujicim zaroven stresovy protein Rae-ly, a to u hybridi homozygotnich
1 heterozygotnich v Nkr-p1c lokusu.

Naopak u hybridnich my$i s haplotypem H-2" (fenotyp H-2D’+ H-2D™),
odvozenych od matetské linie C57BL/6, se ziskdnim NKC domény od kmene Balb/c
funk¢ni aktivita proti jmenovanym cilovym liniim snizuje, opét u homo- 1 heterozygotd.

Tato pozorovani naznaluji, e exprese NKR-P1C"" s sebou nese aktivaéni funkci
nezéavisle na haplotypu H-2. Je vSak mozné, Ze v pozorovanych zavislostech hraji roli
idalsi receptory NK-genového komplexu; pravdépodobné se zdd zejména zapojeni
aktivacnich receptorit Ly49D a Ly49H, jejichz geny jsou lokalizovany v NKC doméné
my$i kmene C57BL/6.

Nejcitlivéj§imi cilovymi buiikami se ukazaly byt YAC-1 -/-/+, které na svém
povrchu nesou pouze stresovy protein Rae-1y, nikoliv viak molekulu H-2D. Tyto buiiky
byly nejudinn&ji zabijeny NK buitkami exprimujicimi NKR-P1C®"® bez ohledu na H-2
haplotyp. Na cytolytické aktivité¢ proti t€émto bunkdm se pravdépodobné podili také
lektinovy receptor NKG2D specificky rozpoznavajici Rae-1y.
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Obr. 20: Srovnani cytotoxické aktivity NK bunék mysi inbrednich kmenit C57BL/6 a Balb/c a hybridi

C57/BL6 x Balb/c. Znazornény jsou vysledky méfeni cytotoxicity po 3,5-hodinové inkubaci efektorovych

bungk s cilovymi liniemi YAC-1 (-/-/-, -/-/+, -/+/+) znaéenymi °'Cr. Pouzity pomér efektorovych bungk ku

cilovym bunkam byl 32:1. Hodnoty odpovidajici mySim Balb/c jsou v grafu vyznaeny bile, hodnoty

odpovidajici mysim C57BL/6 Sed¢, hodnoty odpovidajici hybridim modfe. Data pifedstavuji praimérné

hodnoty ze Sesti experimentl (3-10 mysi na skupinu) s vyzna¢enymi smérodatnymi odchylkami. Statisticky

vyznamné rozdily hodnocené testem ANOVA (s naslednym Bonferroniho viceCetnym porovnanim mezi

skupinami) jsou shrnuty v tabulkach vedle pfislusnych grafa. *... p < 0,05, **... p < 0,01, ***. .. p < 0,001,

H...NK1.1 high, L...NK1.1 low, N...NK1.1 neg, B...H-2D", D...H-2D*
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Obr. 21: Srovnani NK bunécné cytotoxicity mySi inbrednich kmenu C57BL/6 a Balb/c a hybridi
C57BL/6 x Balb/c. Grafy vlevém sloupci znazoriuji zavislost NK bunééné cytotoxicity proti riznym
subliniim YAC-1 na expresi H-2D antigent, grafy v pravém sloupci znazoriiuji zavislost NK bunééné
cytotoxicity proti riiznym subliniim YAC-1 na expresi NKR-P1CP™. Fenotyp inbredniho kmene C57BL/6 je
H-2D"+ H-2D- NKI.1 high, fenotyp kmene Balb/c je H-2D°— H-2D%+ NKI.1 neg. Signifikantni zmény

v cytotoxické odpovédi proti riznym cilovym buitkdm jsou shrnuty v tab. 7.

Tab. 7: Statisticky vyznamné zmény v cytotoxické odpovédi NK bunék proti riznym subliniim YAC-1.
Signifikance rozdild byla vyhodnocena testem ANOVA s naslednym Bonferroniho mnohoéetnym srovnanim

mezi skupinami. *... p <0,05, **... p<0,01, ***, .. p<0,001

YAC-1-/-/- vs YAC-1-/-/+ *ox
_ b _ d_ :
H-2D°+ H-2D° NK1.1 high VAG-/- ve YAG-J+/+ .
H-2D°+ H-2D% NK1.1 low | YAC-1-/-/- vs YAC-1-/+/+ *
H-2DP- H-2D% NK1.1 high | YAC-1-/-/- vs YAC-1-/-/+ wx
H-2D°- H-2D% NK1.1 low | YAC-1-/-/- vs YAC-1-/-/+ *x
YAC-1-/-/- vs YAC-1-/-/+ *
_ - H-2DY%
H-2Db- H-2D% NK1.1 neg VAC-A- vs YAG-J+/+ .
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6.6. Funkéni dopad exprese NKR-P1C na rozvoj nadoru

Pfimd tcast receptoru NKR-PI1C v protinadorové imunit¢ neni dosud plné
objasnéna. Z tohoto divodu byl sledovan vliv polymorfismu NKR-P1C na incidenci a
pocatecni rozvoj dvou typt nadorii: melanomu B16F10, ktery je syngenni pro inbredni
mys$i kmen C57BL/6, a kolorektalniho karcinomu CT-26, ktery je syngenni pro kmen
Balb/c. Rozvoj melanomu B16F10 byl sledovan na mySich s MHC haplotypem
odpovidajicim C57BL/6 (tedy H-2D"+ H-2D"-), které se lisily expresi isoformy NKR-P1C
(NKI.1 high, low, neg). Obdobné¢ byl rozvoj karcinomu CT-26 sledovan na mySich s MHC
haplotypem charakteristickym pro kmen Balb/c (H-2D’— H-2D+), které se opét lisily
expresi isoformy NKR-P1C. Z vysledkii méfeni znazornénych na obr. 22 je ziejmé, Ze
zména exprese NK1.1 u hybridnich mysi oproti matefskym kmenlim sniZzuje vyskyt a riist
obou typti nadorii. Ziskani isoformy NKR-P1C®"* y mysi s fenotypem H-2D"+ H-2D"
stejné jako ziskani NKR-P1CP“® u mysi s fenotypem H-2D’— H-2D“+ vyznamné oddaluje

rozvoj karcinomd.

4 B16F10
g
£ 3
S
=
Q 2
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T
=
« 1
2
0
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—+—B+D- high (BL6) -m-B+D- low B+D- neg
3 CT-26
~
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[=]
=
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B-D+ high —=B-D+ low B-D+ neg (Balb)

Obr. 22: Vliv exprese isoforem NKR-P1C na incidenci a poc¢ate¢ni rozvoj nadoru. Na hornim obrazku je
znazornén rozvoj melanomu B16F10, na dolnim rozvoj kolorektalniho karcinomu CT-26. V obou piipadech
bylo mysim subkutdnng inokulovano 10° nadorovych bunék a v nasledujicich 23 dnech byla méfena velikost

narustajicich nadori.
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7. DISKUSE

Pfirozené zabijeCské bunky predstavuji vyznamnou slozku protinadorové
a protiinfekéni imunity. Pro vykon svych efektorovych funkci jsou vybaveny fadou
povrchovych receptorovych molekul, jejichz prostfednictvim rozpoznavaji infikované,
nadorové transformované Ci jinak poskozené buinky. Pfirozené zabijeCské builky jsou
schopny rozlisit organismu vlastni a cizi molekuly na povrchu cilovych bunék; u mysi
slouzi k tomuto ucelu mimo jiné také lektinové receptory Ly49 rozpoznavajici MHC
glykoproteiny, receptor NKG2D, jehoz ligandem jsou stresem indukované proteiny Rae-1
Casto ptfitomné na povrchu nadorovych bunék, a receptory rodiny NKR-P1 (dosud byly
identifikovany pouze ligandy inhibicnich forem NKR-P1B, D a F). N¢které z gent
kodujicich receptory NK bunék jsou udrzovany (napt. NKG2D), jiné se vyvijeji
(napt. Ly49). Tato skutecnost ma pak za nasledek alelickou divergenci. Variabilita
receptorit NK bunck hraje dulezitou roli v rezistenci vici infekcim a nddortim. [79]

V této praci jsem se vénovala studiu genové divergence Nkr-pl a Ly49 u inbrednich
mysich kmentt C57BL/6 a Balb/c a jeji ulohy ve funkci NK bunék.

Mysi inbrednich kmentit C57BL/6 a Balb/c a 10.-12. dcefinné generace jejich
hybridti vyvinutych v Laboratofi pfirozené bunééné imunity MBU AV CR, které byly
pouzity v této praci, byly charakterizovany na zdkladé dvou fenotypickych znaki. Prvnim
z nich byla exprese NK 1.1, druhym pak exprese MHC molekul t¥idy I H-2D” a H-2D“.

Jak jiz bylo popsano v tvodu této prace, inbredni mysi kmeny C57BL/6 a Balb/c se
navzajem lisi v expresi NK1.1 (NKR-P1C). Diky skutecnosti, ze NK buiiky mySiho kmene
Balb/c nereaguji s monoklonalni protilatkou PK136 proti molekule NK1.1, bylo zjisténo,
ze oproti ptivodnimu predpokladu existuji mezi obéma mySimi kmeny vyznamné genetické
odlisnosti v genu Nkr-plc. Ty vedou k odlisnosti aminokyselinové sekvence NKR-P1C

CB ge 1i§f od sekvence NKI.1 antigenu

receptorit obou kment: sekvence NKR-PI
(NKR-P1CP") substituci n&kolika aminokyselin, z nichz jedini zdanlivé konzervativni
substituce S191T zptisobuje nereaktivitu vii¢éi mAb PK 136. [49, 53]

Exprese NK1.1 antigenu (NKR-P1C?"®) u hybridnich mysi C57BL/6 x Balb/c byla
v nasi laboratofi ptivodné testovana pomoci pratokové cytometrie. Ukazalo se vSak, Ze tato
metoda neni zcela jednoznacnd a interpretace jejich vysledkl je zejména v piipadé NK1.1

low hybridi koexprimujicich produkty gentt Nkr-pIc®® a Nikr-plc®™* pomémé

problematicka. K ovérovani vysledkii FACS analyz proto byla zavedena a optimalizovana
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metoda PCR genotypizace genu Nkr-plc spouzitim alelové specifickych primeri
umoziujici spolehlivou identifikaci obou genovych forem. Bylo zjisténo, ze hybridni mysi
prvni generace dédi obé popsané formy Nkr-plc a jsou NKI1.1-pozitivni, ackoliv jejich
reaktivita vici anti-NK1.1 monoklonalni protilatce je oproti C57BL/6 mySim sniZena. [69,
70, 77] Hybridni mysi dal$ich generaci mohou byt bud’to také heterozygotni (NK1.1 low),
nebo homozygotni, exprimujici Nkr-p1c®*® (NK1.1 high) nebo Nkr-p1c5*% (NK1.1 neg).

Mysi exprimuji dvé skupiny geni kodujicich MHC gp tiidy I: jednak jsou to vysoce
polymorfni geny ttidy Ia, jejichz produkty prezentuji peptidy T lymfocytim nesoucim TCR
typu of, jednak ponc¢kud méné polymorfni geny tfidy Ib, jejichz produkty jsou
rozpoznavany NK bunikami a T lymfocyty nesoucimi TCR typu yo. MHC gp tiidy I
se mohou vyskytovat ve tfech izotypech (D, K, L), jejichz geny jsou lokalizovany
v riznych genovych regionech na chromosomu 17. Kazdy ztéchto izotypi se muze
vyskytovat v nékolika genovych formach (alelach), jejichz soubor se piendsi na potomstvo
jako celek a je exprimovan kodominantng. Hybridi kmene C57BL/6 s haplotypem H-2°
a kmene Balb/c s haplotypem H-2¢ jsou tedy v prvni generaci heterozygotni a v dalsich
generacich pak exprimuji na svych bunikach bud’to jeden ze jmenovanych MHC antigent,
nebo oba. [2]

Na zéklad¢ popsanych charakteristik byly pouzité hybridni mysi rozdéleny podle
fenotypu na 7 typt (viz tab. 4 na str. 51). Fenotyp matef'ského inbredniho kmene C57BL/6
je B+D- NKI1.1 high, fenotyp inbredniho kmene Balb/c je B-D+ NK1.1 neg.

Je tfeba poznamenat, ze veSkera prace provadéna na hybridnich mySich méla
charakter predbéznych experimentli. Nové mysSi kmeny jsou standardné povazovany
za stabilni a geneticky homogenni teprve ve 20. generaci zamérného piibuzenského
ktizeni; u mysi pouzitych v této praci se jednalo o 10.-12. generaci. To znamena, Ze i mysi,
které byly shledany homozygotnimi v ndmi sledovanych znacich, mohly byt teoreticky
v popisovanych pozorovanich. Krom¢ toho jsou nékteré typy hybridi heterozygotni
i ve sledovanych znacich.

Hlavnim cilem ptfedkladané prace bylo ovéfeni zavislosti exprese vybranych
receptori Ly49 na polymorfismu NKR-PIC a nasledné ziskani prvotni piedstavy
o dédicnosti gent lokalizovanych v NK-genovém komplexu. Geny Ly49 byly pro tento
ucel vybrany ztoho divodu, Ze jsou lokalizovany na opa¢ném konci NK-genového

komplexu nez geny Nkr-pl. Geny Ly49 se nachazeji v telomerické ¢asti NKC, zatimco
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geny Nkr-pl v jeho centromerické Casti; mezi clustery genta téchto dvou rodin se nachéazeji
jeste lokusy dalSich genti, napt. CD69, CD94 a NKG2, jejichz exprese se vSak u pouzitych
mySich kment nelisi a ani u hybridnich mysi nebyly zjistény zmény [53, 78].

Ly49 haplotypy kment C57BL/6 a Balb/c vykazuji nékolik odliSnosti. Oba
haplotypy obsahuji Sest shodnych ramcovych gent spoleénych vSem dosud popsanym
mySim haplotypiim; jeden znich, Ly49c, byl v této praci pouzit jako vnitini kontrola.
Haplotyp Balb/c, oznaovany nékdy jako tzv. minimalni Ly49 haplotyp, obsahuje mimo
tyto rdmcové geny uz jen jediny gen Ly49l, kodujici aktivacni receptor. Oproti tomu
haplotyp C57BL/6 obsahuje 9 dalSich gend, znichz 4 koduji funkéni proteiny. [53]
Pro expresni analyzu byly v této praci vybrany geny Ly49d a Ly49h kédujici aktivacni
receptory a Ly49f kodujici inhibicni receptor.
se zdalo, Ze zavislost mezi expresi NKR-P1CEB*/NKR-P1CP*" a jednotlivych receptort
Ly49 neni zcela zfejma. Bylo vSak zjiSténo, ze obCasné odchylky byly zplsobeny pouze
chybnym vyhodnocenim exprese jednotlivych forem receptoru NKR-P1C metodou FACS.
Po zavedeni genotypizace Nkr-plc jako kontrolni metody bylo jiz dosazeno dobré korelace
mezi obéma sledovanymi znaky.

Expresni analyza Ly49 technikou RT-PCR prokézala koexpresi Nkr-plcP*"*
a Klral2 (Ly49l) a obdobng i koexpresi Nkr-pl1c®® a genti Kira4 (Ly49d), Kira6 (Ly49f)
a Klra8 (Ly49h). Toto pozorovani naznacuje, ze NKC doména je ziejmé piendsena
na potomstvo jako celek. To je také v souladu s ptivodnim predpokladem; podle klasickych
Morganovych zakont dédi¢nosti jsou geny lokalizované na stejném chromosomu v genové
vazbé, kterd podminuje spoleCnou dédi¢nost znaki koédovanych témito geny.
Pravdépodobnost rekombinace je piimo Umérna vzdalenosti genli na chromosomu.
Clustery gent rodiny Nkr-pl a Ly49 se na chromosomu 6 nachéazeji pomérné blizko u sebe
(NK-genovy komplex tvofii usek cca 4,7 megabazi na tomto chromosomu), genovéa vazba je
tedy silnd a oba genové clustery se dédi spolecné. [81, 82]

Semikvantitativni PCR analyza neprokazala signifikantni vliv nadorového
onemocnéni na miru exprese gent kodujicich receptory Ly49. V expresi vSech testovanych
gentl s vyjimkou Ly49f byl u zvifat s nddorem zaznamenan mirny pokles, zadna z téchto
bylo zjisténo, ze na expresi geni Ly49 nema vliv exprese jednotlivych forem MHC

glykoproteint ani pohlavi pouzitych pokusnych zvitat.
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Receptor NKR-P1C ma aktivaéni funkci; jeho fyziologicky ligand vSak dosud nebyl
identifikovan a stejn¢ tak nebyla zatim objasnéna jeho role v protinadorové imunite.
Podle ¢lanku J. Carlyla a kol. zr. 2006 [49] existuje moznost, Ze NK buiniky mysi kmene
Balb/c by mohly mit sniZenou nebo poskozenou schopnost rozpozndvani cilovych struktur
prostiednictvim NKR-P1C. Substituce v sekvenci genu kodujiciho receptor NKR-P1C?"*
oproti odpovidajicimu genu v NKC doméné C57BL/6 mysi miize vést napiiklad ke ztraté
schopnosti rozpoznat sacharidové ligandy [69]. V piipad¢ receptori NKR-P1B a D mohla
byt schopnost rozpoznavani ovéfena testovanim vazby jejich ligandu Clr-b; podobné
pilotni experimenty byly provedeny s rekombinantnimi my3imi proteiny NKR-P1C?*
a NKR-P1CP™. Tyto pokusy prokazaly, ze rNKR-P1C®"** nevaze syntetické sacharidové
prototypové ligandy, které maji vysokou afinitu k INKR-P1CP™, [83]

Pro zjisténi, zda je aktivace cytolytického plisobeni NK bunck ovlivnéna expresi
odlisnych forem receptoru NKR-P1C, byly v naSem experimentu vSechny typy hybridnich
mysi charakterizovany z hlediska cytotoxicity NK bunck a vysledky cytotoxickych testa
byly porovnany s obdobnymi vysledky pro matetské inbredni linie C57BL/6 a Balb/c. Jako
cilové bunétné linie pro testovani cytotoxického plisobeni byly pouzity tfi typy mySiho
T lymfomu YAC-1, které se lisily v expresi H-2D? a Rae-1y.

U hybridnich mysi s haplotypem H-2¢ (fenotyp H-2D"— H-2Dd+), puvodné
odvozenych od matetské linie Balb/c, se pfenosem NKC domény z linie C57BL/6 zvySuje
cytotoxick aktivita proti H-2D? pozitivnim i H-2D? negativnim YAC-1 cilovym buitkam
exprimujicim zaroven stresovy protein Rae-ly, a to u hybridd homo- i heterozygotnich
v Nkr-plc lokusu. Cytotoxickd aktivita zde naristd v posloupnosti NKR-P1CBAMEC
(NK1.1 neg ) < NKR-P1CBA¥C NKR-P1CB (NK 1.1 low) < NKR-P1CB" (NK1.1 high).

Naopak u hybridnich my$i s haplotypem H-2" (fenotyp H-2D’+ H-2D%),
odvozenych od matetské linie C57BL/6, se ziskdnim NKC domény od kmene Balb/c
funk¢éni aktivita proti jmenovanym cilovym liniim snizuje, opét u homozygoti
1 heterozygotil; cytotoxickd aktivita vlivem genetickych zmén ve vySe popsané
posloupnosti klesa (viz obr. 20 na str. 64).

Tato pozorovani naznaduji, e exprese NKR-P1CP" s sebou nese aktivaéni funkci
nezavisle na haplotypu H-2. Je vSak mozné, Ze v pozorovanych zavislostech hraji roli
1 dalsi faktory; pravdépodobné se zda zejména zapojeni dals$i rodiny lektinovych receptort
Ly49, napt. Ly49D a Ly49F, jejich ligandem je H-2D?, nebo Ly49H, ktery specificky

rozpoznava H-2D’. Tyto receptory se vyznamnou meérou podileji na rozpoznavani
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vlastniho a ciziho, které hraje naprosto zasadni roli vregulaci funkce pfirozenych
zabije¢skych bunék. [58, 84]

In vivo experimenty sledujici incidenci a pocatecni rozvoj nadorti ukazaly, Ze
umysi s H-2¢ haplotypem (Balb/c) dochazi ziskdnim C57BL/6 NKC domény ke zlepSeni
rozpoznavani kolorektalniho karcinomu, jehoz buiniky nesou na svém povrchu antigen
H-2D“ [85], a tim je oddalen jeho rozvoj. Toto zjisténi koreluje s vysledky cytotoxickych
testi, kde byla zvysena cytotoxicka aktivita NK bungk proti H-2D? pozitivnim YAC-1
cilovym buiikam nalezena rovnéz u H-2D’- H-2D%+ mysi nesoucich NKR-P1CB™,
pripadng NKR-P1CP®"® a NKR-P1C®"™ (viz obr. 20 na str. 64, YAC-1 -/+/+). Tato

skutenost mize byt op&t piictena jak expresi NKR-P1CB-°

, tak 1 soucasné expresi
aktivaéniho receptoru Ly49D rozeznavajiciho H-2D".

Naproti tomu riist melanomu B16F10, ktery je H-2D? negativni, byl nejrychlejsi
u H-2D+ H-2D"- mysi exprimujicich NKR-P1CP™° a Ly49D. Soucasné vykazovaly tyto
bunkam. Ziskdnim NKC domény kmene Balb/c se zvysila jak rezistence vii¢i melanomu
BI16F 10, tak i cytotoxicita proti H-2D? negativnim cilovym buiikéam.

Nejcitlivéj§imi cilovymi buikami se ukazaly byt YAC-1 -/-/+, které na svém
povrchu nesou pouze stresovy protein Rae-1y, nikoliv vSak molekulu H-2D?. Tyto buiiky
byly nejuginngji zabijeny NK buitkami exprimujicimi NKR-P1CP"° bez ohledu na H-2
haplotyp. Na cytolytické aktivit¢ proti témto builkdm se pravdépodobné podili také
lektinovy receptor NKG2D specificky rozpoznavajici Rae-1y.

Vyrazné vyssi hodnoty cytotoxicity nez u inbrednich kmenti i ostatnich typt
hybrida byly ziskany pro hybridy H-2D’+ H-2D+ NKI.1 high, a to pfi pouziti viech typt
cilovych bunck. Vysoké hodnoty cytotoxické aktivity vSak neodpovidaly protinadorové
aktivite in vivo.

Ovéteni uvedenych hypotéz a blizsi charakterizace zapojenych mechanismti bude

pfedmétem dalSiho studia.
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8. ZAVER

Mysi inbrednich kmenti C57BL/6 a Balb/c a hybridni mysi 10.-12. dcefinné generace
odvozené od téchto dvou kmenti byly charakterizovany na zéklad¢ exprese H-2 antigenti
advou odlisnych forem receptoru NKR-P1C metodami pratokové cytometrie a PCR
genotypizace.

Expresni analyzou (RT-PCR) byla prokazina koexprese Nkr-plc®* a Klral2
(Ly49]) a obdobné i koexprese Nkr-plc® a gent Kira4 (Ly49d), Klra6 (Ly49f) a Klra8
(Ly49h). NKC doména se tedy, podle naseho puvodniho piedpokladu, pienasi na
potomstvo jako celek.

Pfenos NKC domény z inbredni linie C57BL/6 na hybridni mysi s haplotypem H-2¢
(odvozené od kmene Balb/c) zvy3uje in vitro cytotoxickou aktivitu proti H-2¢ pozitivnim
i H-2 negativnim cilovym buiikim. Naopak pfenos NKC domény kmene Balb/c
na hybridy s haplotypem H-2” (odvozené od kmene C57BL/6) snizuje funkéni aktivitu
proti obéma typim cilovych bunék.

Exprese NKR-P1CP™ s sebou nese aktivaéni funkci, nicméné svou roli mohou hrat
napf. i receptory Ly49D, F ¢i H, jejichz geny jsou pfitomny v genomu kmene C57BL/6
a nepiritomny v genomu kmene Balb/c.

In vivo experimenty sledujici incidenci a po€atecni rozvoj naddort ukazaly, Ze u mysi
s haplotypem H-2? (Balb/c) dochazi ziskanim C57BL/6 NKC domény ke snizeni vyskytu
a rstu nadort; stejny ucinek mé i prenos Balb/c NKC domény na mysi s haplotypem H-2”.

Relativni kvantifikace exprese mRNA neprokdzala statisticky vyznamné zmény
v expresi mRNA pro receptory Ly49 u mysi s nddorovym onemocnénim oproti zdravym

jedinctim.
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10. PRILOHY

Priloha 1 - Sekvence genu Kira pouzité pro navrh primert

Amplifikované ¢asti sekvenci jsou podtrzeny, casti sekvenci pouzité pro navrh primert

jsou oznaceny barevné (Cervené pfimy primer, modie zpétny primer).

Kira3 (Ly49C)

NM_010648.2
Délka amplifikovaného fragmentu: 345 bp

1 tgacgaggag gggcagaaaa tcatgaggtt gagtatcacc cggtggaaat ttagttccga
61 ctttcaattt tgaaactcgt aggagatcta aaccagaaaa cgccaacgtt tcagacaaat
121  tttccctcca ccagcatcac tccggtagag acacagactt cttgtactcc cacgatgagt
181 gagccagagg tcacttactc aactgtgaga cttcataagt cttcagggtt gcagaaacta
241  gtaaggcatg aggagactca agggcccaga gaagttggca acagaaagtg ttcagcaccc
301 tggcaactca ttgtgaaagc tcttggaatc ctctgtttcc ttcttcttgt aacagttgca
361 gtgttggcag taaagatttt tcagtataat caacacaaac aagaaatcaa tgaaactcta
421  aaccaccacc ataactgcag caacatgcaa agggctttca acttaaagga agaaatgttg
481 acaaataagt ctatagattg taggccaagc aatgaaactc tggaatatat caaaagagaa
541 caggacagat gggacagtaa aacaaagact gttttagatt cctcacggga cacaggcaga
601 ggtgttaaat actggttctg ctatagtact aaatgttatt atttcatcat gaacaaaacg
661 acatggagtg gatgtaaagc gaactgccag cattatagcg ttcccattct gaagatagaa
721 gatgaagatg aactgaaatt ccttcaacgc catgttattc cagagaatta ctggattgga
781  ttgtcttatg ataagaaaaa aaaggaatgg gcatggattg acaatggccc atctaaactt
841 gacatgaaaa taaggaaaat gaactttaag tctagaggat gtgtattttt atctaaagca
901 agaatagaag atattgactg taatattccc tactactgta tttgtgggaa gaaactggat
961 aaattccctg attaattttc caactagagt taaaggtaaa aatggaatga gttgatcctt
1021 attcgtttct tgtaataatt catgactcca acaaacaagt attttgatta cagaacatag
1081 tctcctgtga agagaaacaa agctgcaaga acattgggac tgtactctcc tatctatctt
1141 gacagaacag aggtcatttt ttatcctgtt ggagagagga cgcatctact cgggtgaatg
1201 ggcacgcttt gccctaaagc cttcagaatt gtgttctttc tgatttctta aactcccata
1261 aaactgaata aagagtcctc cctaaaataa ca

Kira4 (Ly49D)

NM_010649.2

Délka amplifikovaného fragmentu: 312 bp

1 caggtagagt cacagaaatc actcaaggac atattttaaa agagaacata ctctacatac
61 tcccaagatg actgaacagg aagacacttt ctcagctgtg agattccata agtcttcagg
121  gttgcagaac gagatgaggc tcaaggagac acggaagcct gaaaaagctc gcctcagagt
181  tccctggcag ctcattgtga tagctctcgg gatcctcatt tcccttcgac tggtaactgt
241  tgcagtgctt atgacaaaca tttttcagta tggtcaacaa aaacatgaac tgaaggaatt
301 tctaaaacac cacaataact gcagcatcat gcaaagtgac atcaacttga aggatgaact
361 gctgaaaaat aagtctatag agtgtaatct tctggaatcc ctcaacaggg atcaaaacat
421  actgtgtgat aaaaccagga ctgttttaga ttacttacag cacacaggca gaggtgttaa
481 agtatactgg ttctgttatg gtatgaaatg ttattatttc gtcatggaca gaaaaccatg
541 gagtagatgt aaacagagct gccagaattc cagcttaacc cttctgaaga tagatgatga
601 ggatgaactg aagttccttc agctcgtggt tccttcagac agttgctgga ttggattgtc
661 atatgataat aagaaaaaag attgggcatg gattgacaat cgcccatcta aacttgcctt
721 gaacacaacg aaatacaata taagagatgg aggatgtatg ttcttatcta aaactagact
781 agacaataat tactgtgatc aatcattcat ctgtatttgt gggaagagat tggacaaatt
841 ccctcattga ctctccagtg agtgttaaaa gt
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Kira6 (Ly49F)

NM._008464.2
Délka amplifikovaného fragmentu: 431 bp

1 caccaactct acagacaaat tttccctcac cagaatcact ccggtagaga cacagagaac
61 agacttcttg tactcccaca atgagtgagc cggaggtcac ttactcaact gtgagacttc
121  ataagtcttc aaggttgcag aaacttgtaa ggcatgagga gactcaaggg cccagagaag
181 ctggctacag aaagtgttca gtatgctggc agctcattgt gaaagctctt ggaatcctct
241 gtttccttct tcttataaca gttgcagtgt tggcagtaaa gatttttcag tatggtcaac
301 acaaccaaga aatccatgaa actctaaact accaccataa ctgcagcaac atgcaaagtg
361 atttcaactt aaaggaagaa atgttgacaa ataggtctat agactctagg ccaggcaatg
421  aacttctgga atccctcaac agagaacaga acagagggta cagtgaaact aagacagatt
481  tagattcctc acaggacaca gggacaggtg ttaaatactg gttctgctac cgtactaaat
541 gttattattt catcatgaac aaaaatacat ggagtggatg taaacagaac tgccagcatt
601 acagcttacc ccttgtgaag atagacgatg aaaatgaact gaaattcctt caattccagg
661  ttattccaga cagttactgg attggattgt catatgataa ggaaaaaaag gagtgggcat
721 ggattgacaa tggccaatct aaacttgaca tgaaaataag gaaaatgaac tttaagcctg
781 gaggatgtgt atttttatct aaaagaagac tagaagatac taactgtaaa aattcccact
841 actgtatttg tgggaagaaa ctggataaat ttcctcatta actttccacc aaagttaaag
901 aacatagact gctgtgaata gagacaaagc tgcaagagca ttgggactgt tctctggtat
961 ctaacttgca gaacagaggc catcttcctt cctgttggag acaggacaca tctactctgg
1021 +tgaaggggac cctttgccct aaagccttca gaattgtgtt ctttctgatt ttttaaactc
1081 ctataaaact aaataaagaa ccctcccctc ccccca

Kira8 (Ly49H)

NM 001101620.1

Délka amplifikovaného fragmentu: 566 bp

1 tttcttcttg gagcctctta ggggatacag accagtaaag gcccacatta ccccaattga
61 ggcatccatt ctttctaccg gcatcacttc agggtggaga cacaggacat attttttaaa
121  agaacatact ctacgtattc ccaagatgag tgagcaggag gtcactttcc caactatgag
181  attccacaag tcttcagggt tgaacagcca ggtgagactt gaggggactc agagatctag
241 aaaagctggc ctaagagtgt gttcagtccc ttggcagctc attgtgatag ctcttggaat
301 cctctgttcc cttcggctgg taattgttgc agtgtttgtg acaaagtttt ttcagtatag
361  tcaacacaaa caagaaatca atgaaactct caaccaccgc cataactgca gcaacatgca
421  aagggatttc aacttaaagg aagaaatgtt gacaaataag tctatagatt gtaggccaag
481 ctatgaactt ctggaataca tcaaaagaga acaggagaga tgggacagtg aaaccaagag
541 tgtttcagat tcttcacgag acacaggcag aggtgttaaa tactggttct gctatggtac
601 taaatgttat tatttcatca tgaataaaac tacatggagt ggatgtaaag cgaactgcca
661 gcattacagc gttcccattg tgaagataga agatgaagat gaactgaaat tccttcaacg
721 ccatgttatt ctagagagtt actggattgg attgtcatat gataagaaaa aaaaggaatg
781  ggcatggatt cacaatggcc aatctaaact tgacatgaaa ataaagaaaa tgaactttac
841 gtctagagga tgtgtatttt tatctaaagc aagaatagaa gatactgact gtaatactcc
901 ctactactgt atttgtggga agaaactgga taaattccct gattaacttt ccaaccagag
961  ttaaagaaca tagtctgctg tgaagagaaa caaagctgca agaacattgg gactgtcctc
1021 tcctatctat cttgacagaa cagaggtcat ttttctatcc tgttggagag aggacaaatc
1081 tactcaggtg aatgggcatg ctttgcccta aagccttcag aattgtgttc tttctgattt
1141 cttaaactcc cataaaactg aataaagagt ccccccta
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Kira12 (Ly49L)

NM_010646.1
Délka amplifikovaného fragmentu: 341 bp

1 cacagaaatc actcaaggac atattttaaa agagaacata ctctacatcc tcccaagatg
61 agtgagcagg aggtcacttt ctcagctgtg agattccata agtcttcagg gttgcagaac
121 cgggtgaggc ttgaggagac agggaagcct caaaaagctg gcctcagagt tccctggcag
181 ctcattgtga tagctctcgg aatcctcatt tcccttcgac tggtaattgt ctcagtgctt
241 gtgacaaaca tttttcagaa tagtcaacaa aatcatgaac tgcaggaaac tctaaactgc
301 cacgataagt gcagcaccac cactcaaagt gacatcaact tgaaggatga actgctgagt
361 tctacatcta tagagtgtag gccaggcaat gatcttctgg aatccctcca caaggaacag
421 aacagatggt acagtgaaac caagactttt tcagattcct cacagcacac aggcagaggt
481 tttgaaaaat attggttctg ttatggtata aaatgttatt atttcgtcat ggacagaaaa
541 acgtggagtg gatgtaaaca gacctgccag atttccagct tatcccttct gaagatagac
601 aatgaggatg aactgaagtt ccttaagctc ctggttcctt cagacagttg ctggattgga
661 ttgtcatatg ataataagaa gaaagattgg gcatggatta acaatggccc atctaaactt
721 gccttgaaca caatgaaata taatataaga gatggaggat gtatgttgtt atctaaaaca
781 agactagaca atgataactg tgataaatca ttcatctgta tttgtgggaa gagattggat
841 aaattccctc attgactctc cagtgagtgt
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Priloha 2 - Srovnani sekvence dvou PCR produkti vzniklych
amplifikaci fragmentu genu Ly49h

Pii PCR amplifikaci genu Ly49h vznikly tfi reakéni produkty rozdilné velikosti.
Dva znich, které se svou velikosti nejvice blizily o¢ekavané velikost produktu (566 bp)
byly sekvenovany. Na obr. 23 je vystup zprogramu BLAST, vnémz byly ziskané

sekvence obou produktl srovnany.

Score = 477 bits (E58), Expect = Le-139
Tdentities = ZEB/ZE8 (100%), Gaps = 0O/258 (0%)
Strand=Plus,Tlus

Query 1 TCTTCTTGGAGCCTCTTAGGGLATACAGACCAGTAAAGGCCCACATTACCCCAATTGAGE &0
frrerrrerrrerreerrrerrrerrrerrrrrrrerrrrrrrerrrrrrrerrrrrrnd
Ehijct 1 TCTTCTTGGAGCCTCTTAGGGCATACAGACCAGTAAAGGCCCACATTACCCCALATTCZAGE &0
Query  E1 CATCLC TACCGGCATCACTTCAGGGTGRAGLACACAGGACATATTTTTTALLLG 120
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct Bl CATCLC TCTACCGGCATCACTTCAGGGT FEAGACACAGCACATATTTTTTAALRA: 120

Query 121 AACATACTCTACGTATTCCCAAGATGAGTGAGCAGFAGGTCACTTTCCCAACTATGAGAT 120

Frerereererrrrerrrrer et et et e et
Sbjct 121 AACATACTCTACGTATTCCCAAGATGAGTGAGCAGFAGCTCACTTTCCCALCTATZAGAT 120

Query 181 TCCACRAGTCTTCAGGGTTCGAACAGCCAGGTCAGACTTGAGRFCACTCAGACGATCTAGRAL 240

Frrrerrerrrrrrerrrrerrrr et et ettt
Skjct 121 TCCACRAGTCTTCAGGGTTGAACAGCCAGGTCAGACTTGAGGGGACTCAGAGATCTAGRAL 240

Query 241 AAGCTGGCCTAAGAGTGT ZE2
FEEerrrrrrrerrrend
Sbhject 241 AAGCTGGCCTAAGAGTGT ZE2

Score = 411 bits (EZZ), Expect = Ee-119
Tdentities = EZEESEZEZZ (100%), Gaps = QFEEZ (0%)
Strand=Plus/ Plus

Query 345 TTTTTTCAGTATAGTCAACACARACAACAARTCARTCRARACTCTCARCCACCGCCATRAC 404
frrerrrerrrerreerrrerreerrrerrrrrrrerrrrrrrerrrrrrrerrrrrrnd
Sbjct 259 TTTTTTCAGTATAGTCAACACARACAACAAATCAATGRAACTCTCARCCACCGCCATRAAC 313

Query 405 TGCAGCAACATGCARAGCGGATTTCAACTTAAACGCAACGARATCGTTCGACARATALCGTCTATA 454

frrrerrerrrrrrerrrr et rrrrrer e et
Ebhjct 219 TGECAGCAACATGCARACGGCATTTCAACTTAAAGGAAGRRAATCETTGACRAMATAAGTCTATA 3272

Query 465 GATTGTAGGCCAAGCTATCGAACTTCTGCAATACATCARRAACACGARCACCACGLACGATCEEEACD LE4

Frererrererrrrerrererrr et rerrer e e e e e
Ebject 379 GATTGTAGGCCAAGCTATCGAACTTCTGCAATACATCRARRAACACGARCACCACGLACGATCGGAC 438

Query 525 AGTFRRACCAAGAGTGTTTCAGATTCTTCACCGAGACACAGGED 566
Frrerrrerrrerrrerrrerrrerrrerrrerrrerrrrnd
Sbjct 439 AGTFRRACCAACGAGTGTTTCAGATTCTTCACCGAGACACACGED 420

Obr. 23: Srovnani sekvenci amplifikatd fragmentu genu Ly49h. Query = fragment DNA o oéekavané
délce 566 bp, subject = kratsi fragment DNA vznikly zfejmé alternativnim sestfihem, v jeho sekvenci chybi

usek o délce 86 bp.
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Svoluji k zapiij€eni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla faddn¢ vedena evidence

vyptjcovatelt.
Jméno a piijmeni Cislo OP Datum vypujceni Poznamka
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