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Vliv polymorfismu NKR-P1 na expresi receptorů Ly49 u hybridních kmenů 
myší (C57BL/6 x Balb/c, F10-12) 

Abstrakt 

Přirozené zabíječské (NK) buňky tvoří subpopulaci velkých granulárních lymfocytů, které 

zprostředkovávají spontánní imunitní odpověď proti nádorovým a mikroorganismy infikovaným 

buňkám a představují tak důležitou součást vrozené imunity. Na povrchu NK buněk je exprimována 

široká škála aktivačních a inhibičních povrchových receptorů, jejichž prostřednictvím NK buňky 

rozpoznávají abnormální buňky; cytolytická aktivita je regulována na základě rovnováhy 

aktivačních a inhibičních signálů. K nejvýznamnějším rodinám receptorů myších NK buněk patří 

rodiny NKR-P1 a Ly49, které spadají do C-lektinové superrodiny receptorů kódované 

NK-genovým komplexem (NKC) na chromosomu 6 a zahrnují jak aktivační, tak inhibiční členy.  

Hlavním cílem této diplomové práce bylo ověřit vliv polymorfismu Nkr-p1c na expresi 

receptorů Ly49 a zjistit, zda se clustery genů Ly49 a Nkr-p1 lokalizované na opačných koncích 

NKC domény dědí nezávisle na sobě, či zda je na potomstvo přenášena celá NKC doména. Dalším 

cílem bylo zmapovat vliv zmíněného polymorfismu na cytotoxicitu NK buněk a růst nádorů. 

Pro tento účel byly použity myši inbredních kmenů C57BL/6 a Balb/c a jejich hybridi 

10.-12. dceřinné generace. Genomy myší zmíněných kmenů obsahují navzájem odlišné formy genu 

Nkr-p1c (Nkr-p1cBL6, Nkr-p1cBALB/c). Receptory kódované těmito genovými formami se pak odlišují 

v aminokyselinové sekvenci a následkem toho i v reaktivitě vůči anti-NK1.1 monoklonální 

protilátce. C57BL/6 myši jsou NK1.1 pozitivní, zatímco Balb/c myši NK1.1 negativní. Hybridní 

myši mohou nést buď jednu, nebo obě popsané alely. Použité myší kmeny se liší také v H-2 a Ly49 

haplotypu.  

Naší laboratoří šlechtěné hybridní myši a myši mateřských inbredních kmenů byly 

charakterizovány z hlediska exprese NK1.1 a MHC antigenů H2-Db a H2-Dd (FACS analýza), 

z hlediska genové divergence Nkr-p1c (PCR genotypizace) a z hlediska cytotoxické aktivity 

(cytotoxický test založený na uvolňování 51Cr). Expresní analýza vybraných receptorů Ly49 byla 

provedena technikou RT-PCR. 

Bylo zjištěno, že exprese Nkr-p1cBalb/c je vázána na expresi Ly49l, zatímco exprese 

Nkr-p1cBL6 je vázána na expresi Ly49d, Ly49f and Ly49h. To naznačuje, že clustery obou genových 

rodin se dědí společně a NKC doména je tedy na potomstvo přenášena jako celek. Dále bylo 

zjištěno, že exprese NKR-P1CBL6 u hybridních myší má za následek nárůst cytotoxické aktivity NK 

buněk in vitro oproti hybridům exprimujícím NKR-P1CBalb/c. Není však dosud jasné, zda se jedná 

o přímý účinek exprese NKR-P1C, nebo zda na pozorovaný jev mají vliv spíše další receptory 

(např. Ly49). Objasnění tohoto problému bude předmětem dalšího studia. 
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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-p1c 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-p1c gene forms encoding 

NKR-P1CBL6 and NKR-P1CBalb/c 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  NK1.1 

and MHC antigens (H2-Db and H2-Dd) expression and Nkr-p1c gene divergence by FACS analysis 

and PCR genotyping, respectively. 51Cr-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.  

It has been shown that there is a connection between Nkr-p1cBalb/c and Ly49l expression and 

reciprocally between Nkr-p1cBL6 and Ly49d, Ly49f and Ly49h genes expression. These findings 

suggest that Nkr-p1 and Ly49 gene clusters are inherited together, that means that NKC domain is 

probably transmitted as a complex. Expression of NKR-P1CBL6 in hybrid mice is connected with 

the increase of NK cell cytotoxicity in vitro, compared to hybrid mice which express 

NKR-P1CBalb/c. 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 označovány standardními zkratkami podle doporučení IUPAC.  

 

ADCC buněčná cytotoxicita závislá na protilátkách proti cílové struktuře (antibody 

dependent cell cytotoxicity) 

APC buňka prezentující antigen (antigen-presenting cell) 

APC allofykocyanin (allophykocyanin) 

B myší MHC antigen H-2Db 

Balb/c inbrední myší kmen (Bagg Albino) 

bp počet párů bazí (jednotka délky řetězce DNA, base pair)  

Btk rodina tyrosinkinas (Bruton´s tyrosine kinase) 

B16F10 myší melanom syngenní pro kmen C57BL/6  

β2m β2-mikroglobulin 

CCL chemokin typu CC (CC chemokine ligand) 

CD označení povrchových molekul leukocytů (cluster of differentiation) 

cDNA komplementární DNA vzniklá reversní transkripcí mRNA (complementary 

deoxyribonucleic acid) 

c-KIT receptor pro růstový faktor kmenových buněk (SCFR, stem cell factor 

receptor)  

Clr rodina receptorů příbuzných lektinům C-typu (C-lectin related) 

cpm počet radioaktivních přeměn, radioaktivních impulsů za minutu (counts per 

minute) 

CRD doména rozpoznávající sacharid (carbohydrate-recognition domain) 

CTLD lektinům podobná, resp. lektinová doména C-typu (C-type lectin-like domain, 

C-type lectin domain) 

CT-26 buněčná linie myšího kolorektálního karcinomu syngenní pro kmen Balb/c 

C57BL/6 inbrední myší kmen (C57 black 6) 

D myší MHC antigen H-2Dd
  

DAP12 12 kDa protein aktivující DNAX (DNAX-activating protein od 12 kDa) 

ddH2O dvakrát deionizovaná voda (double deionised) 

DNA deoxyribonukleová kyselina (deoxyribonucleic acid) 

dNTP směs deoxynukleotidtrifosfátů (deoxynucleotide triphosphate) 

DR4, DR5 apoptotické receptory ligandu TRAIL (death receptor) 

DTT dithiothreitol (dithiothreitol) 

DX5 povrchový marker myších přirozených zabíječských buněk, CD49b 
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EDTA  kyselina ethylendiamintetraoctová (ethylenediaminetetraacetic acid) 

FACS fluorescenčně aktivovaná separace buněk (fluorescence-activated cell sorting) 

Fas apoptotický receptor CD95 

FasL ligand apoptotického receptoru CD95 

Fc fragment molekuly protilátky (fragment, crystallizable) 

FcγRIII nízkoafinní receptor pro Fc fragment imunoglobulinu G (Fc gamma receptor 

type III) 

FITC fluorescein isothiokyanát (fluorescein isothiocyanate) 

FLT3L růstový faktor přirozených zabíječských buněk (Fms-like tyrosine kinase 3 

ligand) 

FT dělící médium Ficoll-Telebrix 

FTS fetální telecí sérum (FCS, fetal calf serum) 

FW přímý primer (forward primer) 

F10, 11, 12 10., resp. 11., 12. dceřinná generace 

G-CSF  faktor stimulující kolonie granulocytů (granulocyte colony stimulating factor) 

GM-CSF  faktor stimujující kolonie granulocytů/makrofágů (granulocyte- macrophage 

colony stimulating factor) 

gp glykoprotein 

H těžký řetězec MHC glykoproteinu třídy I 

H-2 hlavní myší histokompatibilní komplex 

HEPES  4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonová kyselina  

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

HLA hlavní lidský histokompatibilní antigen (human leukocyte antigen) 

H-MEMd  kultivační médium; modifikace MEM média bez séra, s 10 mM přídavkem 

HEPES 

IFN- γ interferon γ 

Ig imunoglobulin 

IL interleukin 

ILT imunoglobulinový receptor LIR (Ig-like transcript, leukocyte immunoglobulin-

like receptor) 

ITAM imunoreceptorový tyrosinový aktivační motiv (immunoreceptor tyrosine-based 

activation motif) 

ITIM imunoreceptorový tyrosinový inhibiční motiv (immunoreceptor tyrosine-based 

inhibitory motif) 

KARAP protein asociovaný s aktivačními receptory zabíječských buněk (killer 

activating receptor associated protein) 
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KIR zabíječský imunoglobulinový receptor (killer cell Ig-like receptor) 

Klra alternativní název genů Ly49 (killer lectin-like receptor subfamily A) 

Klrb1 alternativní název genů Nkr-p1 (killer lectin-like receptor subfamily B1) 

KLRF1, G1 zabíječský lektinový receptor podrodiny F1, resp. G1 (killer lectin-like 

receptor subfamily F1, G1) 

LAIR  imunoglobulinový receptor asociovaný s leukocyty (leukocyte associated 

Ig-like receptor) 

LGL velký granulární lymfocyt (large granular lymphocyte) 

LLT1 lektinový transkript 1, ligand lidského receptoru NKR-P1A (lectin-like 

transcript 1)  

LRC komplex genů leukocytárních receptorů (leukocyte-receptor complex) 

Ly49 rodina receptorů C-lektinového typu (lymphocyte antigen 49) 

mAb monoklonální protilátka (monoclonal antibody) 

MCMV myší cytomegalovirus (murine cytomegalovirus) 

M-CSF  faktor stimulující kolonie makrofágů (macrophage colony stimulating factor) 

MEM minimální esenciální médium (minimum esential/Eagle medium) 

MHC hlavní histokompatibilní komplex (major histocompatibility complex) 

mRNA mediátorová ribonukleová kyselina (messenger RNA) 

NCR receptory přirozené cytotoxicity (natural cytotoxicity receptors), Nkp 

NK přirozený zabíječ (natural killer) 

NKC NK genový komplex (NK-gene complex) 

NKG2 rodina C-lektinových receptorů NK buněk (natural killer group 2) 

NKR-P1 receptorový protein NK buněk 1 (natural killer cell receptor protein 1) 

NK-T NK-T lymfocyty (natural killer T cells) 

NK1.1 myší NKR-P1C, sérologický marker pro identifikaci NK a NK-T buněk 

Ocil lektin inhibující tvorbu osteoklastů (osteoclast inhibitory lectin) 

OX40L kostimulační ligand 

pH peptidový fragment vázající se s vysokou afinitou na molekuly MHC gp (high 

affinity) 

PBS pufrovaný fyziologický roztok (phosphate buffered saline) 

PCR polymerasová řetězová reakce (polymerase chain reaction) 

PE fykoerytrin (phycoerythrin) 

PIR rodina imunoglobulinových receptorů lymfocytů (paired immunoglobulin-like 

receptors) 

PK136 monoklonální protilátka proti NK1.1 (NKR-P1C)  
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Rae-1γ stresový protein, ligand receptoru NKG2D (retinoic acid early inducible 

protein 1γ) 

REV zpětný primer (reverse primer) 

RNA ribonukleová kyselina (ribonucleic acid) 

RPMI kultivační médium (Roswell Park Memorial Institute, dle instituce, kde bylo 

médium vyvinuto) 

RT reversní traskriptasa (reverse transcriptase) 

RT-PCR PCR spojená s předcházející syntézou cDNA z mRNA pomocí reversní 

transkripce (reverse trancription – polymerase chain reaction) 

SCF růstový faktor kmenových buněk (stem cell factor) 

SDS  dodecylsulfát sodný (sodium dodecylsulphate) 

SHIP inositol polyfosfát 5´-fosfatasa obsahující doménu SH2 (SH2-domain- 

containing inositol polyphosphate 5´-phosphatase) 

SHP proteinová tyrosin fosfatasa obsahující doménu SH2 (SH2-domain-containing 

protein tyrosin phosphatase) 

SH2 doména vykazující homologii s kinasami rodiny Src (Src homology) 

SJL  inbrední myší kmen 

Src rodina nereceptorových cytoplasmatických tyrosinkinas  

ST1 standardní komerční dieta pro myši (Velaz)  

Syk slezinná tyrosinkinasa (spleen tyrosine kinase) 

TAE Tris-acetátový pufr s EDTA (Tris-Acetate-EDTA) 

Tan teplota nasedání primerů (annealing temperature) 

TC, TH, Treg cytotoxický T lymfocyt (cytotoxic), pomocný T lymfocyt (helper), regulační T 

lymfocyt (regulatory) 

TN thymocyt thymocyt neexprimující povrchové molekuly CD3, CD4 a CD8 (triple 

negative) 

TNF faktor nekrotizující nádory (tumour necrosis factor) 

TRAIL ligand apoptotických receptorů DR4 a DR5 (TNF-related apoptosis-inducing 

ligand) 

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan 

YAC-1 myší T lymfom senzitivní k cytotoxickému působení NK buněk 

ZAP70 tyrosinkinasa zahrnutá v signalizační kaskádě vedoucí k aktivaci cytotoxické 

buňky (ζ-chain associated protein of 70 kDa) 
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2. LITERÁRNÍ ÚVOD 

2.1. Imunitní systém 

Imunitní systém je jedním ze základních mechanismů sloužících k udržení stálosti 

vnitřního prostředí organismu (homeostázy). Mezi hlavní funkce imunitního systému patří 

obranyschopnost (rozpoznávání a eliminace škodlivin vnějšího původu, tedy patogenních 

mikroorganismů a jejich toxických metabolitů), imunitní dohled (rozpoznávání a průběžné 

odstraňování starých, poškozených či mutovaných buněk) a autotolerance (rozpoznávání 

vlastních tkání organismu a zachování tolerance vůči nim). [1] 

2.1.1. Typy imunitních mechanismů 

Rozlišujeme dva základní typy imunitních mechanismů, a to mechanismy vrozené 

(neadaptivní) a antigenně specifické (adaptivní). [1] 

Evolučně starší vrozené imunitní mechanismy jsou založeny na molekulách 

a buňkách, které reagují na strukturní či funkční znaky sdílené mnoha různými patogeny. 

Složky vrozené imunity jsou k imunitní odpovědi připraveny již před samotným 

proniknutím škodliviny do organismu a tvoří tak první linii obrany proti infekci; 

na přítomnost škodliviny reagují řádově v minutách. Vrozené imunitní mechanismy 

postrádají imunologickou paměť – nejsou ovlivněny předchozím setkáním se škodlivinou 

či pozměněnou buňkou. [1, 2] 

Vrozená imunita je tvořena buněčnými a humorálními složkami. Mezi buněčné 

složky patří fagocytující a přirozeně cytotoxické buňky, zatímco humorální složky zahrnují 

komplementový systém, lektiny, interferony a další sérové proteiny. [1, 2] 

Evolučně mladší antigenně specifické mechanismy reagují na cizorodé struktury 

prostřednictvím vysoce specializovaných molekul. Jedná se buď o protilátky produkované 

B lymfocyty, jež představují humorální složku adaptivní imunity, či o antigenně specifické 

receptory T lymfocytů, které představují buněčně zprostředkované mechanismy. Adaptivní 

mechanismy se aktivují teprve po setkání s příslušným antigenem; k plnému rozvoji 

imunitní reakce dochází až po několika dnech až týdnech. Charakteristickým rysem 

adaptivních imunitních reakcí je imunologická paměť – vytvoření populace paměťových 

buněk a schopnost rychlé proliferace specifických lymfocytů při opakovaném setkání 

s daným antigenem. [1, 3] 

12 



2.1.2. Buňky imunitního systému 

Zásadní roli ve fungování imunitního systému hrají různé druhy leukocytů. 

Pocházejí z pluripotentních kmenových buněk nacházejících se v kostní dřeni, jež se 

pod vlivem specifických faktorů (cytokinů) diferencují za vzniku dvou základních linií 

leukocytů – myeloidní a lymfoidní (viz obr. 1 na str. 14). [1] 

Z myeloidní linie vznikají monocyty, tři typy granulocytů (neutrofily, eosinofily 

a basofily) a část dendritických buněk. Všechny tyto buňky představují základní složky 

vrozené imunity, obvykle jsou schopny fagocytózy a produkce cytokinů a dalších 

rozpustných mediátorů. Kromě toho některé z nich (zejména dendritické buňky, ale 

i monocyty a makrofágy) působí jako buňky prezentující antigen (APC, z angl. antigen 

presenting cells) pro T lymfocyty, a tím propojují vrozené a antigenně specifické 

mechanismy imunitního systému. [1, 3] 

Lymfoidní linie dává vznik B a T lymfocytům, NK buňkám (přirozeným zabíječům, 

z angl. nature killer) a NK-T buňkám. B lymfocyty se vyvíjejí zpočátku v kostní dřeni 

a později v sekundárních lymfoidních orgánech, kde se po setkání s antigenem diferencují 

na plazmocyty produkující protilátky. T lymfocyty, jejichž vývoj je vázán na brzlík 

(thymus), se dělí do tří fenotypicky odlišných populací. Hlavní funkcí pomocných 

TH buněk je produkce cytokinů, cytotoxické TC buňky jsou schopné zabíjet infikované či 

nádorové buňky, a regulační neboli tlumivé Treg buňky mají schopnost potlačovat aktivitu 

jiných efektorových T lymfocytů a bránit tak vzniku autoimunitních reakcí. [1, 2, 3] 

NK buňky jsou na rozdíl od B a T lymfocytů součástí vrozené imunity; neexprimují 

antigenně specifické receptory a mají schopnost rychle a bez předešlé sezitizace zabíjet 

abnormální buňky. Zvláštním typem leukocytů lymfoidní linie jsou NK-T buňky, které 

spolu s buněčnými receptory charakteristickými pro T lymfocyty exprimují na svém 

buněčném povrchu také řadu receptorů charakteristických pro NK buňky (NKR-P1, CD56 

u člověka, CD49b u myši). NK-T lymfocyty mají důležité regulační funkce a jsou 

významným zdrojem cytokinů. Jejich existence je jednou ze skutečností svědčících 

o vývojové příbuznosti NK buněk a T lymfocytů. [1, 2, 3, 4] 

NK a TC buňky sdílejí podobné cytotoxické mechanismy a aktivita obou těchto typů 

buněk je do značné míry komplementární; zatímco TC lymfocyty rozpoznávají infikované 

či jinak poškozené buňky na základě přítomnosti abnormálních molekul, NK buňky je 

rozlišují na základě absence povrchových molekul běžných pro zdravé buňky. [1] 
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Obr. 1: Schéma diferenciace krevních buněk z pluripotentních kmenových buněk kostní dřeně. Vpravo 

jsou uvedeny hlavní funkce jednotlivých typů buněk. [5]  

2.2. NK buňky 

2.2.1. Funkce NK buněk v organismu 

Přirozené zabíječské buňky neboli NK buňky (z angl. natural killer cells) byly 

poprvé popsány v roce 1975, a to nezávisle na sobě Kiesslingem a Herbermanem. [6, 7] 

Původně byly pojmenovány na základě jejich schopnosti spontánně zabíjet nádorové buňky 

in vitro procesem označovaným jako „přirozené zabíjení“ – při prvním kontaktu s cílovými 

buňkami bez nutnosti předchozí senzitizace. [8] 

Posléze bylo zjištěno, že kromě nádorových buněk mají NK buňky schopnost 

rozpoznávat i transplantované, stresované nebo viry či intracelulárními bakteriemi 

infikované buňky a následně mohou indukovat jejich lyzi, přičemž nádorovému bujení 

i infekcím brání tímtéž mechanismem. [8, 9] 

Kromě cytotoxických účinků mají NK buňky i důležité regulační funkce. Ovlivňují 

funkci řady jiných typů buněk, např. makrofágů, B a T lymfocytů, dendritických nebo 

endoteliálních buněk. V průběhu imunitní odpovědi jsou významným zdrojem mnoha 

cytokinů (např. IFN-γ, GM-CSF, G-CSF, M-CSF, IL-5, IL-10, IL-13, TNFα) a chemokinů 

(CCL1, CCL3, CCL4, CCL5, CCL22, IL-8). Zásadní je však především jejich schopnost 

rychlé produkce IFN-γ a s tím související aktivace makrofágů a následné adaptivní 

imunitní odpovědi. [10, 11, 12]  
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Poslední důležitou úlohou NK buněk je exprese kostimulačních ligandů 

(např. CD40L nebo OX40L) jejichž prostřednictvím mohou NK buňky poskytovat B a T 

lymfocytům kostimulační signály, které jsou nezbytné pro efektivní aktivaci imunitní 

odpovědi. NK buňky tedy v tomto případě slouží jako spojka mezi vrozenou a adaptivní 

imunitou. [13] 

2.2.2. Diferenciace NK buněk  

NK buňky se spolu s B a T lymfocyty diferencují z lymfoidní linie pluripotentních 

kmenových buněk nacházejících se v kostní dřeni. Ta je zároveň hlavním místem vývoje 

NK buněk, neboť je bohatým zdrojem nezbytných cytokinů a růstových faktorů. [1, 14, 15] 

Vývoj NK buněk se odehrává ve dvou fázích (viz obr. 2 na str. 16). V rané fázi 

diferenciace se hematopoetické kmenové buňky přeměňují přes vývojový mezistupeň 

lymfoidního progenitoru na prekurzory NK buněk. K této přeměně dochází působením 

růstových faktorů SCF (c-KIT ligandu), IL-7 či FLT3L. Vzniklé prekurzory NK buněk 

zatím postrádají povrchové znaky charakteristické pro nezralé i zralé zabíječské buňky. 

Jako specifický marker však exprimují IL-2Rβ, společný β řetězec receptorů pro cytokiny 

IL-2 a IL-15, jejichž působením je v pozdější fázi vývoje iniciován vývoj zralých 

NK buněk. [14, 15, 16] 

V druhé fázi (fázi maturace) se z prekurzorů NK buněk přes stadium nezralých 

NK buněk vyvíjí plně funkční zralé NK buňky, k čemuž je nezbytné působení IL-2 či 

IL-15. Pro stadium nezralých NK buněk je charakteristická exprese povrchových molekul 

CD2 a NKR-P1. Nezralé NK buňky nejsou plně funkční a nedisponují dosud lytickým 

potenciálem. Ten je spojen teprve s expresí povrchových molekul CD49b (DX5) u myši, 

resp. CD56 u člověka. Maturace NK buněk je završena expresí MHC-specifických 

receptorů Ly49 u myši, resp. KIR u  člověka. [14, 16, 17, 18]  

Fetální NK buňky se mohou vyvíjet také v játrech, případně v prostředí brzlíku 

ze společného progenitoru NK buněk a T lymfocytů, jímž jsou CD34+ TN-thymocyty 

(z angl. triple negative thymocytes, CD3-CD4-CD8-). [14, 15, 19, 20] 

NK buňky představují přibližně 5-20 % lymfocytů v lidské periferní krvi, 5-7 % 

v lymfocytů v myší krvi a 2-5 % slezinných lymfocytů, shodně u myši i člověka. 

V relativně nízkých zastoupeních se vyskytují i v dalších hematopoetických tkáních (kostní 

dřeni, brzlíku a lymfatických uzlinách) a periferních tkáních (včetně jater, plic, pobřišnice 

a placenty). [3, 13, 14, 21] 
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Obr. 2: Schéma vývoje myších a lidských NK buněk. Jednotlivá vývojová stadia mohou být odlišena 

pomocí postupně exprimovaných povrchových znaků, které jsou vyznačeny na obrázku. Zelenými čarami je 

znázorněna míra exprese jednotlivých receptorů pro cytokiny a růstové faktory. [15] 

2.2.3. Morfologie a povrchové znaky NK buněk 

Morfologicky se jedná o subpopulaci velkých granulárních lymfocytů (LGL – 

z angl. large granular lymphocytes), které jsou charakteristické přítomností snadno 

barvitelných azurofilních granulí v cytoplasmě. LGL morfologie je typická 

i pro aktivované cytotoxické T lymfocyty. Od těch se však zralé NK buňky liší poněkud 

větší velikostí a tím, že neexprimují na své cytoplasmatické membráně sadu povrchových 

znaků typických pro T lymfocyty (tedy některý z receptorových řetězců T lymfocytů nebo 

molekulu CD3) nebo pro B lymfocyty (CD19, CD45R/B220, molekuly imunoglobulinů). 

[9, 12, 21] 

Mezi povrchové antigeny NK buněk patří například CD16 neboli FcγRIII 

(nízkoafinní receptor pro Fc část imunoglobulinu G), který je exprimován na 90 % lidských 

NK buněk a 50 % myších NK buněk. Charakteristickým znakem lidských NK buněk je 

povrchová molekula CD56, u myších NK buněk pak CD49b a NKp46. [12, 21]  

Lidské NK buňky jsou tedy charakterizovány jako CD3-/CD56+ buňky. Podle 

hustoty exprese CD56 se dělí do dvou subpopulací. CD56dim NK buňky koexprimující 

CD56 a CD16 mají především cytotoxickou funkci. CD56bright NK buňky jsou 
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charakteristické vyššími hladinami CD56 a absencí CD16 a jejich funkcí je zejména 

produkce IFN-γ a dalších cytokinů. [22]  

Myší NK buňky jsou charakterizovány jako CD3-/DX5+ (CD49b+) nebo 

CD3-/Nkp46+ buňky. NK buňky některých myších kmenů (C57BL/6, SJL) lze 

identifikovat také na základě exprese NK1.1. I u myší byly na základě různých 

charakteristik identifikovány fenotypicky odlišné subpopulace NK buněk. [23] 

Podle různé distribuce ve tkáních byly např. popsány jaterní NK buňky přítomné 

pouze ve fetálním stádiu a brzy po narození, které jsou charakteristické absencí exprese 

DX5 a většiny Ly49 receptorů. Jinou subpopulací jsou NK buňky vyskytující se v brzlíku, 

které jako charakteristický povrchový znak exprimují CD127, nenesou na povrchu 

molekulu CD16 ani většinu receptorů Ly49 a obdobně jako lidské CD56bright NK buňky 

vykazují sníženou cytotoxickou aktivitu a zvýšenou produkci cytokinů. [23] 

Podle míry exprese CD27 je rozlišována subpopulace CD27high NK buněk, které 

vykazují zvýšenou produkci cytokinů a jsou snáze aktivovány než subpopulace CD27low 

NK buněk, jejichž aktivace je přísně regulována vzhledem ke zvýšené expresi inhibičních 

receptorů Ly49C/I a KLRG1. [23, 24] 

2.2.4. Buněčné rozpoznávání a signalizace 

Cytolytická aktivita NK buněk je regulována prostřednictvím rovnováhy 

aktivačních a inhibičních signálů zprostředkovaných různými třídami receptorů přítomných 

na jejich povrchu. [25] Aktivační receptory umožňují rozpoznání a lyzi cílových buněk; 

aktivační signály zprostředkované těmito receptory mohou být nicméně potlačeny vlivem 

inhibičních receptorů rozpoznávajících molekuly hlavního histokompatibilního komplexu 

(MHC, z angl. major histocompatibility complex) třídy I na povrchu cílových buněk. [26]  

Hlavní funkcí MHC glykoproteinů je vazba peptidových fragmentů produkovaných 

či pohlcených buňkou a jejich následné vystavení na buněčném povrchu. Účelem je 

umožnit rozeznání těchto fragmentů buňkami imunitního systému, zejména T lymfocyty, 

které jsou obvykle schopné rozpoznat antigen pouze v komplexu s molekulou MHC. [1] 

Nejběžnější formou MHC glykoproteinů exprimovaných na buněčném povrchu je 

trimolekulární komplex tvořený těžkým řetězcem (H) obsahujícím vazebné místo 

pro peptid, nekovalentně asociovaným β2-mikroglobulinem (β2m) a peptidem pH, který se 

s vysokou afinitou váže na těžký řetězec. Vazba molekuly peptidu je obvykle nutná pro 
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udržení stabilní konformace molekuly MHC gp I. [26] Lidské MHC molekuly jsou 

označovány jako HLA, zatímco jejich myší homology jsou označovány jako H-2.  [1, 2] 

2.2.4.1. Princip NK buněčného rozpoznávání 

Jak se ukázalo v klíčové studii vedoucí k formulaci tzv. „missing-self“ hypotézy 

(hypotéza NK buněčného rozpoznávání na základě absence molekul organismu vlastních), 

citlivost buněk vůči přirozené cytotoxicitě je nepřímo úměrná expresi molekul MHC třídy I 

cílovými buňkami. [8, 27] Nádorové buňky i některé buňky infikované viry se totiž brání 

rozpoznání a napadení TC lymfocyty tím, že potlačují povrchovou expresi MHC 

glykoproteinů třídy I. [1] Jestliže tedy NK buňky tyto molekuly, které jsou přítomné na 

všech zdravých jaderných buňkách, nenajdou, jsou oproštěny od inhibičního vlivu 

receptorů rozpoznávajících molekuly MHC třídy I, čímž se zvyšuje pravděpodobnost zabití 

cílové buňky. Zároveň může vlivem stresu a poškození DNA dojít ke zvýšení exprese 

ligandů pro aktivační receptory NK buněk na povrchu pozměněné buňky. Souhrou těchto 

dvou skutečností je rovnováha mezi signály zprostředkovanými aktivačními a inhibičními 

receptory vychýlena ve prospěch aktivace NK buňky, což vede k usmrcení cílové buňky. 

[28, 29] Princip NK buněčného rozpoznávání je znázorněn na obr. 3. 

 

Obr. 3: Princip rozpoznávání cílových buněk NK buňkami na základě nepřítomnosti molekul MHC 

glykoproteinů třídy I. [29] 
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2.2.4.2. Signalizace prostřednictvím NK buněčných receptorů 

Dvěma základními funkčními typy receptorů NK buněk jsou receptory aktivační 

a inhibiční (viz obr. 4 na str. 20). Efekt inhibičních receptorů zřejmě obecně převládá 

nad efektem receptorů aktivačních. [8]  

Transmembránové domény aktivačních receptorů obsahují nabité aminokyselinové 

zbytky, jejichž prostřednictvím mohou receptory nekovalentně asociovat 

s transmembránovými signalizačními (adaptorovými) molekulami, např. DAP12 

(KARAP), FcεRIγ nebo CD3ζ. Součástí cytoplasmatických domén těchto signalizačních 

molekul je imunoreceptorový aktivační motiv ITAM (z angl. immunoreceptor tyrosine-

based activation motif), jehož sekvence je Asp/Glu-X-X-Tyr-X-X-Leu/Ile-X(6-8)-Tyr-X-X-

-Leu/Ile, kde X značí libovolnou aminokyselinu. Zahájení cytotoxické reakce závisí 

na aktivitě cytoplasmatických tyrosinkinas rodiny Src, které fosforylují tyrosiny motivu 

ITAM. Fosforylovaný ITAM aktivuje tyrosinkinasy Syk a ZAP70,  případně tyrosinkinasy 

rodiny Btk, které poté spouští kaskádu fosforylačních reakcí, jejichž následkem je indukce 

cytotoxicity a produkce cytokinů. [8, 28, 30, 31] 

Účinek inhibičních receptorů je vázán na přítomnost imunoreceptorového 

inhibičního motivu ITIM (z angl. immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) v jejich 

cytoplasmatické doméně. Sekvence motivu ITIM je Val/Ile/Leu/Ser-X-Tyr-X-X-Leu/Val. 

ITIM motiv je v jedné či více kopiích přítomen v sekvenci všech inhibičních receptorů NK 

buněk. Po navázání ligandu je tyrosin motivu ITIM fosforylován tyrosinkinasou ze Src 

rodiny, což vede k aktivaci některé cytoplasmatické fosfatasy (např. inositolfosfatasy SHIP 

nebo tyrosinfosfatas SHP1 a SHP2). Ta pak defosforylací proteintyrosinkinas (a následně 

snížením fosforylace řady intracelulárních signálních proteinů) přeruší dráhy signalizační 

kaskády, jež by jinak vedla k aktivaci cytotoxických mechanismů. [8, 30, 31, 32]  

Aktivita NK buněk může být kromě inhibičních a aktivačních receptorů regulována 

také prostřednictvím tzv. kostimulačních molekul, jejichž příkladem jsou molekuly CD27 

a CD28. Jejich interakcí s CD70, resp. CD80/CD86 na povrchu cílových (nádorových nebo 

dendritických) buněk dochází k aktivaci NK buněk. Takto aktivované NK buňky mohou 

proliferovat, produkovat cytokiny (IFN-γ a jiné), indukovat antigenně specifickou imunitní 

odpověď (poskytovat kostimulační signály T lymfocytům) a tvořit tak spojku mezi 

vrozenou a získanou imunitou, nebo nádorovou či dendritickou buňku zabít. [33, 34] 
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A                  B                                 C                          D                      E

Obr. 4: Mechanismus zahájení signalizace prostřednictvím inhibičních (A, B) a aktivačních (C, D, E) 

receptorů NK buněk. [8] 

2.2.5. Cytotoxické mechanismy NK buněk 

Indukce lyze cílových buněk NK buňkami může probíhat dvěma způsoby. Prvním 

z nich je tzv. přirozená cytotoxicita, která se uskutečňuje v nepřítomnosti protilátek buďto 

lytickou cestou závislou na přítomnosti Ca2+ iontů, nebo prostřednictvím apoptotického 

ligandu Fas. Druhým mechanismem je buněčná cytotoxicita závislá na protilátkách proti 

cílové struktuře (ADCC, z angl. antibody dependent cell cytotoxicity). [1, 35]  

Hlavními cytotoxickými nástroji NK buněk jsou granule obsahující perforin 

a serinové proteasy granzymy. Exocytosa granul, uvolnění cytotoxických proteinů a také 

polymerace perforinu závisí na přítomnosti Ca2+ iontů. Monomery perforinu se včleňují 

do cytoplasmatické membrány cílových buněk a jejich agregáty tvoří póry, jimiž do buňky 

vstupují granzymy. Ty v cytoplasmě cílové buňky štěpí prekurzory cysteinových proteas 

ze skupiny caspas. Aktivované caspasy spouštějí kaskádu reakcí vedoucí k nekrotické 

či apoptotické smrti cílové buňky. [18, 36, 37] 

Dalším možným cytotoxickým mechanismem je tzv. Fas-Fas ligandová cesta. 

Na povrchu NK buněk je exprimován protein označovaný jako Fas-ligand (FasL, CD178), 

který se váže na apoptotický receptor Fas (CD95) přítomný na povrchu celé řady různých 

typů buněk. Signály přenesené přes receptor Fas do buňky spouštějí (opět prostřednictvím 

aktivace caspas) kaskádu reakcí vedoucí k apoptotické smrti buňky. [1, 36] Fas patří 

do rodiny molekul, jejichž součástí je konzervovaná intracytoplasmická “doména smrti”; 
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dalšími členy této skupiny molekul jsou například receptory DR4 a DR5, které přenášejí 

apoptotický signál po navázání  rozpustného ligandu TRAIL (ligand indukující apoptosu 

příbuzný TNF). [37] 

Spuštění ADCC je iniciováno setkáním NK buňky s cílovou buňkou opsonizovanou 

protilátkami třídy IgG. Kontakt mezi buňkami je zprostředkován receptorem CD16 

(FcγRIII) exprimovaným na povrchu NK buněk. Tento receptor specificky rozpozná Fc 

části molekul IgG navázaných na povrchové antigeny cílové buňky a naváže se na ně. 

To vede k agregaci receptorů a následnému přenesení signálů aktivujících cytotoxické 

mechanismy. [1, 38] 

2.3. Receptory NK buněk 

Povrchové receptory přirozených zabíječských buněk mohou být klasifikovány 

na základě dvou kritérií. Kromě již zmíněného rozdělení podle funkce na inhibiční, 

aktivační a kostimulační lze receptory rozdělit podle struktury na receptory 

imunoglobulinové superrodiny a receptory superrodiny lektinů C-typu. [8]  

Mezi inhibiční receptory se řadí rodiny lidských imunoglobulinových receptorů 

KIR, ILT a PIR a také řada receptorů spadajících strukturně do rodiny lektinových 

receptorů C-typu, jejichž příkladem může být většina myších receptorů Ly49 či lidské 

i hlodavčí receptory NKG2A/CD94, NKR-P1B/D nebo KLRG1. [39] Specifickými ligandy 

většiny inhibičních receptorů NK buněk jsou MHC glykoproteiny třídy I (výjimkou jsou 

např. uvedené receptory NKR-P1B/D, viz dále). [28]  

Podobně i aktivační receptory mohou být imunoglobulinové či lektinové: 

mezi imunoglobulinové patří např. receptory přirozené cytotoxicity NKp44 či NKp46, 

mezi lektinové se řadí např. myší receptory Ly49D/H/L, NKR-P1A/C/F nebo lidské 

či hlodavčí NKG2D, NKG2C/CD94 a NKG2E/CD94. [39] 

2.3.1. Receptory imunoglobulinové superrodiny 

Receptory imunoglobulinové superrodiny jsou kódovány geny uloženými 

v tzv. komplexu genů pro receptory leukocytů (LRC – z angl. leukocyte receptor 

complex/cluster), který je u člověka lokalizován na chromosomu 19q13.4, zatímco u myši 

na chromosomu 7. [40] Nejvýznamnější zástupce této superrodiny představuje rodina 

lidských receptorů KIR (z angl. killer cell immunoglobulin-like receptor). Dále sem patří 
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např. receptory ILT (z angl. immunoglobulin-like transcript), LAIR (z angl. leukocyte 

associated immunoglobulin-like receptor 1) nebo FcRαRI. [41, 42]  

Do superrodiny imunoglobulinových receptorů spadají také tzv. receptory přirozené 

cytotoxicity (NCR, z angl. natural cytotoxicity receptors), mezi něž patří např. NKp44 

nebo NKp46. Tyto receptory jsou exprimovány na aktivovaných NK buňkách a jejich 

ligandy nejsou dosud známy. [43] 

Receptory KIR jsou exprimovány na NK buňkách a cytotoxických T lymfocytech. 

Jsou to transmembránové glykoproteiny typu I, které jsou tvořeny dvěma nebo třemi 

extracelulárními imunoglobulinovými doménami, stonkem a cytoplasmatickou signalizační 

doménou. Ta může být v závislosti na funkčním typu receptoru buď dlouhá (pak obsahuje 

1 nebo 2 motivy ITIM), nebo krátká, která ITIM motiv neobsahuje. Genová rodina KIR je 

tvořena 15 geny a dvěma pseudogeny. [31, 41] 

Inhibiční KIR rozpoznávají klasické molekuly MHC gp I – HLA-A, HLA-B 

a HLA-C; aktivační KIR však tyto molekuly neváží nebo je váží jen s velmi nízkou 

afinitou. To může souviset s evoluční snahou o snížení rizika autoimunitních reakcí. 

Receptory KIR byly identifikovány pouze u člověka; jejich funkčními homology 

u hlodavců jsou lektinové receptory Ly49. [31, 41] 

2.3.2. Lektinové receptory C-typu 

Proteiny schopné vázat sacharidy (lektiny) hrají významnou úlohu v několika 

aspektech imunitní odpovědi; zprostředkovávají jak rozpoznání patogenu, tak 

i mezibuněčné interakce umožnující jeho eliminaci. [44] 

Řada těchto proteinů je součástí rodiny živočišných lektinů C-typu, jejichž název 

souvisí se závislostí jejich vazebné aktivity na přítomnosti Ca2+ iontů. Vazbu sacharidu 

umožňuje tzv. doména rozpoznávající sacharid neboli CRD (z angl. carbohydrate-

recognition domain), která má unikátní globulární strukturu, jež byla nazvána CTLD 

(lektinová doména C-typu, z angl. C-type lectin domain). [44, 45] 

Mezi lektiny C-typu významné pro fungování imuntitního systému patří např. 

kolektiny, které zprostředkovávají neutralizaci patogenu cestou aktivace komplementu, 

mannosové receptory makrofágů, které umožňují fagocytosu patogenního mikroorganismu, 

nebo selektiny, které hrají zásadní roli v počátečních fázích zachycování leukocytů 

na endoteliích. [1, 44, 45] 
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Receptory na povrchu NK buněk obsahují domény, které vykazují určitou 

homologii s typickými lektinovými doménami C-typu (CTLD), avšak fungují jiným 

mechanismem. S narůstajícím počtem členů rodiny lektinů C-typu se totiž ukázalo, 

že ve skutečnosti některé z molekul obsahujících CRD C-typu nemusí vázat ani sacharidy, 

ani Ca2+. Proto byl pro tento typ molekul zaveden obecnější název „lektinům podobná 

doména C-typu“ (angl. C-type lectin-like domain.) [44, 45] 

Lektinové receptory C-typu jsou kódovány geny NK-genového komplexu (NKC), 

který je lokalizován na myším chromosomu 6 a lidském chromosomu 12p12-13 (viz obr. 5 

na str. 24). [40] Jedná se o transmembránové proteiny typu II (C-terminální konec je 

lokalizován na vnější straně cytoplasmatické membrány) vykazující sekvenční homologii 

s lektiny C-typu. Na buněčném povrchu se vyskytují ve formě dimerů; obvykle se jedná 

o homodimery, byl však popsán i heterodimer proteinů CD94 a NKG2. V extracelulární 

doméně těchto receptorů se vyskytuje šest cysteinových zbytků tvořících intramolekulární 

disulfidové vazby, flexibilní spojení mezi transmembránovou doménou a extracelulární 

lektinovou doménou (CTLD doménou) zajišťuje stonek. [8, 46] 

Jednotlivé rodiny lektinových receptorů sice navzájem sdílejí obecné strukturní 

rysy, ale pokud jde o identitu aminokyselinové sekvence, jsou příbuzné jen vzdáleně 

(přibližně 25 % identity).  Receptory v rámci jednotlivých rodin se vyznačují vysokou 

vzájemnou podobností; běžná je více než 80 % identita aminokyselinové sekvence. 

Příbuzné geny tvoří clustery (shluky) oddělené od clusterů genů dalších rodin. Jedinou 

známou výjimkou jsou geny kódující NKR-P1 a Clr (Ocil), které se nacházejí blízko sebe 

a jsou navzájem promíchány. [8, 46]  

Mezi lektinové receptory C-typu se řadí rodiny receptorů NKR-P1 a Ly49, které 

jsou popsány v podkapitolách 2.3.2.1 a 2.3.2.2. Dalšími členy této superrodiny jsou 

například receptory CD69, KLRF1, KLRG1 (MAFA) nebo heterodimerní receptory 

NKG2/CD94. [8] 
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Obr. 5: Srovnání lidského a myšího NK-genového komplexu. Geny kódující lektinové receptory jsou 

lokalizovány na lidském chromosomu 12p13.1 a na myším chromosomu 6. Stejnobarevnými obdélníky jsou 

vyznačeny rodiny genů, které jsou přítomny jak v lidském, tak v myším genomu. [8] 

2.3.2.1. Rodina receptorů NKR-P1 a jejich ligandů Clr 

Receptory NKR-P1 (z angl. natural killer cell receptor protein 1), také označované 

jako CD161 či KLRB1 (z angl. killer cell lectin-like receptor subfamily B), představují 

rodinu integrálních membránových proteinů s transmembránovou orientací typu II, jejichž 

extracelulární domény sdílejí strukturní rysy s lektiny C-typu. Nacházejí se v podobě 

disulfidicky vázaných homodimerů především na povrchu NK buněk, ale také NKT 

lymfocytů. [47] Jako první molekula z rodiny NKR-P1 (a zároveň jako vůbec první 

lektinový receptor C-typu) byl popsán aktivační potkaní receptor NKR-P1A pomocí 
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monoklonální protilátky 3.2.3 rozpoznávající tento receptor [48]. Později bylo popsáno 

několik myších a jeden lidský NKR-P1, které se vyznačují vysokou mezidruhovou 

konzervovaností. [47]  

Významným členem rodiny receptorů NKR-P1 je alloantigen NK1.1 (myší 

NKR-P1C), který je používán jako sérologický marker k identifikaci NK a NKT buněk 

myšího kmene C57BL/6 a některých dalších kmenů. Bylo zjištěno, že epitop antigenu 

NK1.1 je sdílen produkty dvou různých genů, Nkr-p1b a Nkr-p1c. Díky skutečnosti, že NK 

buňky myšího kmene Balb/c nereagují s monoklonální protilátkou PK136 proti NK1.1, 

se ukázalo, že oproti původnímu předpokladu existují významné genetické odlišnosti 

v genech Nkr-p1b a Nkr-p1c mezi myšími kmeny C57BL/6 a Balb/c. [47, 49] 

V případě genů kódujících myší receptory NKR-P1B a NKR-P1D se jedná zřejmě 

pouze o dvě různé alely téhož genu, přičemž gen pro NKR-P1B se vyskytuje u kmene myší 

BALB/c a Swiss/SJL a NKR-P1D u myší kmene C57BL/6. [49] 

Myši kmene Balb/c exprimují normální funkční receptor NKR-P1C. Sekvence genu 

Nkr-p1cBalb/c, který tento receptor kóduje, se však od  sekvence genu Nkr-p1cBL6 

přítomného v genomu kmene C57BL/6 liší 25 minimálně jednonukleotidovými záměnami, 

jež vedou k odlišnosti aminokyselinové sekvence receptorů obou myších kmenů. Bylo 

zjištěno, že za nereaktivitu NK buněk myší kmene Balb/c vůči monoklonální protilátce 

PK136 zodpovídá jediná zdánlivě konzervativní substituce Ser191Thr. [49] Rozdíly 

v expresi NK1.1 u myších kmenů C57BL/6 a Balb/c a jejich hybridů byly výchozími 

charakteristikami pokusných zvířat použitých pro účely této diplomové práce. 

U myši bylo dosud popsáno pět členů rodiny receptorů NKR-P1 (mNKR-P1), a to 

NKR-P1 A/B/C/D/F, které jsou kódovány geny Nkr-p1a/b/c/d/f (alternativní název genů 

Klrb1). Spolu s těmito geny jsou v centromerické části NKC lokalizovány i geny Nkr-p1e 

a Nkr-p1g, v jejich případě se však zřejmě jedná o pseudogeny, jejichž funkční transkript 

nebyl identifikován. [49, 50]  

Ze sekvenční analýzy uvedených receptorů vyplývá, že součástí jejich 

cytoplasmatických  domén je motiv o aminokyselinové sekvenci Cys-X-Cys-Pro, který 

umožňuje asociaci s tyrosinkinasou p56lck. Tato tyrosinkinasa pak fosforyluje tyrosin 

motivu ITAM obsaženého ve struktuře adaptorových molekul asociovaných s aktivačními 

receptory (NKR-P1A/C/F), resp. tyrosin motivu ITIM obsaženého ve struktuře inhibičních 

recceptorů (NKR-P1B/D), a tím spouští signalizační kaskádu vedoucí k indukci 

cytotoxicity a produkci cytokinů, resp. k inhibici aktivačních signalizačních drah. [47]  
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V lidském NK-genovém komplexu se nachází pouze jediný gen kódující 

NKR-P1A, jehož ligandem je molekula LLT1 (z angl. lectin-like transcript 1); po interakci 

s tímto ligandem může dojít k inhibici cytotoxického působení NK buňky. [51] 

Na rozdíl od ostatních receptorů kódovaných geny NK-genového komplexu, jejichž 

ligandy jsou molekuly hlavního histokompatibilního komplexu třídy I (MHC gp třídy I), 

myší receptory NKR-P1 rozpoznávají a váží specifické molekuly příbuzné s lektiny 

C-typu. Inhibiční receptory NKR-P1B/D specificky rozpoznávají Clrb, zatímco aktivační 

receptor NKR-P1F rozpoznává Clrg. Jedná se o členy Clr/Ocil rodiny (z angl. C-lectin 

related/osteoclast inhibitory lectin), kterou tvoří lektinům podobné transmembránové 

proteiny typu II, blízce příbuzné NKR-P1 molekulám. [28] 

Zatímco MHC glykoproteiny jsou exprimovány prakticky na všech jaderných 

buňkách organismu, exprese Clr je omezena na makrofágy, epiteliální, mesenchymatické 

a dendritické buňky. Má tedy zvláštní význam pro přirozenou imunitu. Interakce NKR-P1 

proteinů s Clr jsou nezávislé na molekulách MHC třídy I (ať už na povrchu cílových či NK 

buněk); zdá se tedy, že tyto interakce reprezentují novou úroveň regulace funkce NK 

buněk. Geny pro receptory Clr jsou lokalizovány spolu s geny pro NKR-P1 

v centromerické části NKC. Na rozdíl od jiných genů v NKC netvoří oddělené clustry 

(shluky) a jsou navzájem promíchány (viz obr. 6). Shluk genů pro receptory a jejich 

ligandy je tedy geneticky propojen a přenáší se na potomstvo jako celek. [28, 52, 53, 54] 

 

Obr. 6: Organizace genů kódujících NKR-P1 a Clr v centromerické části NK-genového komplexu. 

V horní části obrázku je znázorněn myší NK-genový komplex; geny kódující hlavní skupiny receptorů jsou 

schematicky naznačeny.  Níže je pak znázorněno srovnání genového regionu Nkrp1-Clr/Ocil myších kmenů 

C57BL/6 a Balb/c. Geny jsou zobrazeny v podobě obdélníků, šipky naznačují směr transkripce. [49] 
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2.3.2.2. Rodina receptorů Ly49 

Myší receptory Ly49 (z angl. lymphocyte antigen 49) neboli KLRA1 jsou hlavními 

funkčními receptory rozpoznávajícími MHC glykoproteiny třídy I. U lidí zastávají 

analogickou funkci receptory KIR, které jsou sice strukturně odlišné, ale využívají 

identické signalizační dráhy. Rodina myších receptorů Ly49 tak může posloužit jako model 

pro studium role této skupiny receptorů v regulaci imunitního systému. [55, 56] 

Jedná se o transmembránové glykoproteiny typu II vyskytující se v podobě 

disulfidicky spojených homodimerů především na myších NK buňkách, ale také 

na některých subpopulacích cytotoxických T lymfocytů. Konkrétně jde o CD8+ 

T lymfocyty s fenotypem paměťových buněk, NK1.1+ TCRαβ (NKT) buňky a NK1.1+ 

TCRγδ buňky. Exprese Ly49 na T lymfocytech se však v některých ohledech liší 

od exprese na NK buňkách; na T lymfocytech nedochází k expresi aktivačních receptorů 

Ly49D a Ly49H a exprese dalších isoforem je také odlišná. Exprese Ly49 zde zřejmě 

reguluje aktivaci T lymfocytů, nikoliv však jejich cytotoxicitu. [57, 58] 

Repertoár receptorů Ly49 exprimovaných na individuálních NK buňkách zahrnuje 

v naprosté většině případů jak aktivační, tak inhibiční formy. Na povrchu většiny NK 

buněk jsou exprimovány maximálně čtyři různé Ly49; buňky nesoucí více než pět isoforem 

receptoru jsou poměrně vzácné. Toto pozorování naznačuje, že geny pro receptory Ly49 

jsou zřejmě aktivovány náhodně a s nízkou frekvencí. [55, 59, 60]  

Extracelulární část aktivačních i inhibičních receptorů vykazuje vysokou homologii, 

a to jak aminokyselinové sekvence, tak i prostorové struktury. Každý monomerní řetězec 

receptoru je tvořen vazebnou doménou CTLD, jejíž konzervovaná struktura sestává 

ze dvou α-helixů a dvou antiparalelních β-skládaných listů (viz obr. 7 na str. 28); tato 

doména je stonkem tvořeným 25-75 aminokyselinovými zbytky spojena 

s transmembránovou a cytoplasmatickou doménou. Strukturní uspořádání receptorů Ly49 

je podobné uspořádání CRD domény živočišných lektinů, ale Ly49 nejsou Ca2+ 

dependentní a neváží sacharidy. [58]  

Většina receptorů Ly49 je inhibiční a jejich součástí je motiv ITIM, jehož 

fosforylací je zahájena klasická signalizační dráha počínající aktivací tyrosinfosfatasy 

SHP-1. Aktivační receptory Ly49 obsahují v transmembránové oblasti kladně nabitý 

argininový zbytek, který asociuje se signálním proteinem DAP12 obsahujícím ve své 

struktuře motiv ITAM. Ten zprostředkovává přenos signálu prostřednictvím fosforylace 

různých substrátů. Kromě toho aktivační receptory indukují intracelulární uvolnění Ca2+ 
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a produkci cytokinů jako odpověď na navázání specifických ligandů – molekul MHC 

glykoproteinů třídy I. [61]  

 

Obr. 7: Charakteristická struktura CTLD (C-type lectin-like) domény receptoru Ly49A. Konzervovaná 

struktura domény je tvořena dvěma α-helixy vyznačenými na obrázku oranžově a dvěma antiparaleními 

β-skládanými listy, jež jsou vyznačeny modře. Ve struktuře jsou přítomny čtyři meziřetězcové disulfidové 

vazby (vyznačené zeleně). Vazba Cys163-Cys251 je unikátní pro rodinu receptorů Ly49, ostatní disulfidové 

vazby jsou invariantní vazby nacházející se ve struktuře CTLD domén živočišných lektinů C-typu. [55] 

Receptory Ly49 rozeznávají polymorfní epitopy molekul H-2D, H-2K a H-2L, tedy 

klasických MHC glykoproteinů třídy I. Některé aktivační receptory Ly49 však mohou 

rozpoznávat také molekuly, které jsou exprimovány viry jako součást strategie úniku před 

imunitními mechanismy a které jsou MHC glykoproteinům třídy I podobné. Příkladem 

může být Ly49H, který specificky rozpoznává produkt genu m157 myšího cytomegaloviru. 

[30, 58] Ligandové specifity dosud popsaných receptorů Ly49 jsou shrnuty v tabulce 1 

na str. 29. [57, 58, 61, 62, 63] 

Polymorfismus genů hlavního histokompatibilního komplexu vede i k velké 

různorodosti povrchových molekul H-2, které jsou ligandy receptorů Ly49. Pro odlišení 

jednotlivých forem těchto molekul se používá označení H-2Aa. H-2 je obecné označení 

myších MHC gp třídy I. Následující velké písmeno koresponduje s genovým regionem, 

v němž je lokalizován gen pro daný MHC glykoprotein (tyto regiony jsou tři a značí se D, 

L nebo K). Horní index značí haplotyp (soubor alel) vzorového inbredního myšího kmene, 

do něhož alela spadá. Např. MHC haplotyp kmene C57BL/6 nese označení b, MHC 

haplotyp kmene Balb/c se značí d. [2] 
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Tab. 1: Ligandy specificky rozpoznávané inhibičními a aktivačními receptory Ly49. Receptory, jejichž 

ligandy nejsou dosud známy, jsou označeny otazníkem. 

Receptor Efektorová funkce Ligandy 
Ly49A Inhibiční H-2Db, H-2Dd, H-2Dk, H-2Dp 
Ly49B Inhibiční ? 
Ly49C Inhibiční H-2Db, H-2Dd, H-2Dk, H-2Kb, H-2Kd, H-2Kk 
Ly49D Aktivační H-2Dd, H-2Dr, H-2Dsp2 
Ly49E Inhibiční ? 
Ly49F Inhibiční H-2Dd 
Ly49G Inhibiční H-2Dd, H-2Ld 

Ly49H Aktivační H-2Db, MCMV m157 

Ly49I Inhibiční  H-2Dk, H-2Kb, H-2Kd, MCMV m157 
Ly49J Inhibiční H-2Kb 
Ly49K Aktivační ? 
Ly49L Aktivační H-2Kk 
Ly49M Aktivační ? 
Ly49N Aktivační ? 
Ly49O Inhibiční H-2Db, H-2Dd, H-2Dk, H-2Ld 
Ly49P Aktivační H-2Dd 
Ly49Q Inhibiční ? 
Ly49R Aktivační H-2Db, H-2Dk, H-2Ld 
Ly49S Inhibiční ? 
Ly49T Inhibiční ? 
Ly49U Aktivační ? 
Ly49V Inhibiční H-2Db, H-2Dd, H-2Kk 
Ly49W Aktivační H-2Dd, H-2-Kk 

 

Rodina genů kódujících receptory Ly49 je lokalizována v NK-genovém komplexu na 

telomerickém konci myšího chromosomu 6 a je tvořena nejméně 23 členy (Ly49a-w, 

alternativní název genů Klra), jejichž transkripty byly identifikovány. [58, 64] Tato genová 

rodina zvolila jinou evoluční strategii než rodina genů kódujících strukturně a funkčně 

příbuzné NKR-P1. Zatímco geny pro receptory NKR-P1 vykazují konzervovanost 

genomické organizace, sekvencí a ligandových specifit a jejich alelický polymorfismus je 

velmi omezený, geny kódující receptory Ly49 jsou extrémně polymorfní a evolučně 

dynamické. Polymorfismus genů Ly49 zřejmě odráží polymorfismus genů hlavního 

histokompatibilního komplexu, které kódují ligandy receptorů Ly49. [53, 54]  

Repertoáry MHC-I specifických Ly49 receptorů NK buněk jsou pozoruhodně 

variabilní; nicméně vykazují také určitou omezenou konzervovanost. Jedná se zejména 

o tzv. rámcové geny, které jsou konzervovány ve všech známých myších Ly49 (případně 

lidských KIR) haplotypech a tvoří jakousi kostru, v níž jsou lokalizovány variabilní počty 
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genů specifických pro jednotlivé kmeny. U myší jsou známy 3 páry takovýchto genů - 

Ly49q-e, Ly49i-g, Ly49c-a. V jednotlivých myších Ly49 haplotypech se nachází 8-21 genů 

rozmístěných mezi těmito kotvicími pozicemi. [53, 64, 65] Haplotypy myších kmenů 

C57BL/6 a Balb/c jsou znázorněny na obr. 8. 

 

Obr. 8: Organizace clusteru genů Ly49 - srovnání haplotypů myších kmenů C57BL/6 a Balb/c.  

Orientace a relativní rozsah genů jsou naznačeny směrem a velikostí trojúhelníků. Geny jednotlivých 

podrodin rodiny Ly49 jsou vyznačeny stejnou barvou, geny kódující aktivační receptory jsou označeny 

hvězdičkou. Poměr S:I:ψ, neboli poměr genů pro stimulační receptory ku genům pro inhibiční receptory ku 

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

Prvním charakterizovaným haplotypem Ly49 genů byl haplotyp C57BL/6, jehož 

cluster obsahuje 15 genů. Z nich pouze dva kódují stimulační receptory (Ly49d, h), zatímco 

8 genů kóduje inhibiční receptory (Ly49a, c, e, f, g, i, j, q). Zbývající geny jsou 

pseudogeny, tedy nekódují funkční proteiny. Stimulační receptor Ly49H přímo interaguje 

s produktem genu m157, který je kódován v genomu myšího cytomegaloviru (MCMV) 

a exprimován na infikovaných buňkách. Tato interakce je molekulární podstatou rezistence 

C57BL/6 myší vůči infekci cytomegalovirem. [64, 66] 

Nejmenší známý myší haplotyp Ly49 Balb/c je tvořen pouhými osmi geny, a to šesti 

rámcovými geny kódujícími inhibiční receptory (Ly49a, c, e, g, i, q) a jediným genem 

kódujícím aktivační receptor (Ly49l). Ly49y je zřejmě pseudogen – dosud nebyl 

identifikován jeho transkript. Na rozdíl od ostatních známých haplotypů neobsahuje genom 

Balb/c myší žádné geny podobné Ly49h. Kmen Balb/c proto posloužil jako nástroj 

k identifikaci Ly49H jakožto receptoru zodpovědného za rezistenci myší kmene C57BL/6 

vůči infekci MCMV. [65, 67, 68] 
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3. CÍLE PRÁCE 
Cíli předkládané diplomové práce bylo: 

• ověřit výsledky analýzy exprese NK1.1 (NKR-P1C) získané pomocí průtokové 

cytometrie (FACS) PCR genotypizací Nkr-p1c u myší inbredních kmenů C57BL/6 

a Balb/c a hybridů odvozených od těchto dvou kmenů (10.-12. dceřinná generace), 

• charakterizovat dopad genetických změn na funkční aktivitu NK buněk a růst 

nádorů 

• provést RT-PCR analýzu exprese genů Klra3, Klra4, Klra6, Klra8 a Klra12, které 

kódují receptory rodiny Ly49 (Ly49C, D, F, H, L), u jmenovaných inbredních 

i hybridních myší, 

• ověřit, zda exprese vybraných receptorů Ly49 souvisí s expresí rozdílných forem 

receptoru NKR-P1C, a získat tak prvotní informaci o tom, zda se dědí samostatné 

clustery jednotlivých genových rodin nebo celá NKC doména, 

• zjistit, zda se exprese receptorů Ly49 liší u zdravých myší a myší, jimž byly 

transplantovány buňky syngenních nádorových linií. 

 

31 



4. MATERIÁL 

4.1. Pokusná zvířata 

Pro účely této práce byly použity myši inbredních kmenů C57BL/6 a Balb/c 

(AnLab, ČR) a dále hybridní myši C57BL/6 x Balb/c 10., 11. a 12. generace získané 

záměrným příbuzenským křížením počínaje generací F1 (MBÚ AV ČR). Seznam zvířat 

použitých pro genotypizaci a expresní analýzu je uveden v tab. 2. Pokusná zvířata byla 

chována při teplotě 22°C, relativní vlhkosti 55 % a přirozeném rytmu světlo/tma a byla 

krmena standardní komerční dietou ST1 (Velaz, ČR) ad libitum. Se zvířaty bylo zacházeno 

dle zákona o ochraně zvířat proti týrání (zákon č. 246/1992 Sb.). 

Tab. 2.: Seznam myší použitých pro genotypizaci a expresní analýzu.  

Myš Kmen Znaky Pohlaví Generace Linie a velikost nádoru
1 C57BL/6 x Balb/c B+D+ low ♂ 11. - 
2 C57BL/6 x Balb/c B+D+ neg ♀ 11. - 
3 C57BL/6 x Balb/c B+D+ neg ♂ 11. - 
4 C57BL/6 x Balb/c B+D+ neg ♂ 12. - 
5 C57BL/6 x Balb/c B+D- neg ♂ 11. - 
6 C57BL/6 x Balb/c B+D- neg ♂ 12. - 
7 C57BL/6 x Balb/c B+D- neg ♀ 12. - 
8 C57BL/6 x Balb/c B-D+ high ♂ 11. - 
9 C57BL/6 x Balb/c B-D+ high ♂ 12. - 
10 C57BL/6 x Balb/c B-D+ low ♂ 12. - 
11 C57BL/6 x Balb/c B-D+ low ♂ 12. - 
12 C57BL/6 B+D- high ♂ - - 
13 C57BL/6 B+D- high ♂ - - 
14 C57BL/6 B+D- high ♂ - B16F10 (1 x 0,4 cm) 
15 C57BL/6 B+D- high ♂ - B16F10 (0,8 x 0,7 cm) 
16 Balb/c B-D+ neg ♂ - - 
17 Balb/c B-D+ neg ♂ - - 
18 Balb/c B-D+ neg ♂ - 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 ♀ 10. - 
21 C57BL/6 x Balb/c B+D+ high ♀ 10. - 
22 C57BL/6 x Balb/c B+D- low ♀ 12. - 

Symbol B+/-, resp. D+/- značí, zda daný inbrední kmen či hybrid exprimuje nebo neexprimuje molekuly 

MHC gp H-2Db, resp. H-2Dd. Symboly high, neg a low se vztahují k expresi NK1.1 zjištěné pomocí 

cytometrické analýzy (FACS). High značí vysokou expresi NK1.1 (produktu genu Nkr-p1BL6), low značí 

sníženou expresi NK1.1 (a koexpresi produktů genů Nkr-p1BL6 a Nkr-p1Balb/c), neg značí NK1.1 negativní 

buňky (exprimující produkt genu Nkr-p1Balb/c, který nereaguje s monoklonální protilátkou proti NK1.1). 
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Pro sledování rozvoje melanomu B16F10 byly použity myši C57BL/6 a hybridní 

myši se stejným H-2 haplotypem (H-2Db+ H-2Dd–), pro sledování rozvoje karcinomu 

CT-26 byly použity myši Balb/c a hybridní myši s odpovídajícím H-2 haplotypem  

(H-2Db– H-2Dd+).  

Ke stanovení cytotoxické aktivity NK buněk byly použity zdravé myši obou 

inbredních kmenů a všech typů hybridů.  

4.2. Buněčné linie 

Pro účely této práce byla použita buněčná linie B16F10, což je myší melanom 

syngenní pro kmen C57BL/6, a dále buněčná linie CT-26, myší kolorektální karcinom 

syngenní pro kmen Balb/c. Jako cílová linie pro in vitro testy cytotoxicity lymfocytů 

s radioaktivním chromem 51Cr byla použita myší buněčná linie YAC-1 citlivá vůči 

cytotoxickému působení NK buněk. (American Type Culture Collection; Teddington, UK) 

4.3. Přístroje a pomůcky 

• Automatické pipety Labnet International, USA 

• Biologický bezpečnostní box Bio-II-A Telstar, Španělsko 

• Biologický bezpečnostní box BSB6A Gelaire, Austrálie 

• Blokový termostat AccuBlockTM Labnet, USA 

• Bürkerova komůrka k počítání buněk Meopta, ČR 

• Centrifuga Harrier 15/80 MSE, Velká Británie 

• Centrifuga Hermle Z233MK-2 Labnet International, USA 

• Centrifuga Hermle Z383K Labnet International, USA 

• CO2 inkubátor HeraCell 150 Jouan, Francie 

• Digitální fotoaparát Kodak EDAS 290 Kodak, USA 

• Lednice Zanussi, Itálie 

• Ledovač Zanussi, Itálie 

• Mikrotitrační destičky NUNC, Dánsko  

• Minicentrifuga Spectrafuge  Labnet International, USA 

• Mrazící box (-20°C) Zanussi, Itálie 

• Optický mikroskop Opton, Německo 

• Průtokový cytometr LSRII Becton-Dickinson, USA 
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• Předvážky 440-35N Kern, Německo 

• Scintilační počítač Microbeta Trilux PerkinElmer Wallac, Německo  

• Souprava pro agarosovou elektroforesu Sigma, USA 

• Termocykler XP Bioer, Čína 

• Transiluminátor UVT-20M Herolab, Německo 

• Transiluminátor Visi-BlueTM UVP, Velká Británie 

• Třídič buněk FACS Vantage SE Becton-Dickinson, USA 

• Vařič ETA, ČR 

• Vortex Labnet International, USA 

• Zdroj deionizované vody Elix 5 Millpore, USA 

• Zdroj napětí Biometra PP 3000 Biometra, Německo 

• Zdroj napětí Consort E844 Consort, Belgie 

4.4. Chemikálie 

4.4.1. Primery pro PCR  

Uvedené primery byly navrženy v Laboratoři přirozené buněčné imunity MBÚ AV 

ČR, v.v.i., s využitím softwaru Primer3 Input a byly syntetizovány firmou Generi-Biotech 

v Hradci Králové, ČR. 

• NKR-P1CBALB FW:  5´GAAAATGGCAGCTGTGCCA 3´ 

• NKR-P1CBL6 FW:  5´GAAAATGGCAGCTGTGCCT 3´ 

• NKR-P1CBALB/BL6 REV:   5´TGCTTTCAGAGTCCATGTGC 3´ 

• Ly49C FW:  5´ TTGTAGGCCAAGCAATGAAAC 3´ 

• Ly49C REV:  5´ TCAAGTTTAGATGGGCCATTG 3´ 

• Ly49D FW:  5´ AAAAAGCTCGCCTCAGAGTTC 3´ 

• Ly49D REV:  5´ CTCTGCCTGTGTGCTGTAAGT 3´ 

• Ly49F FW:  5´ GTGTTAAATACTGGTTCTGCTACCG 3´  

• Ly49F REV:  5´ CTCTTGCAGCTTTGTCTCTATTCAC 3´ 

• Ly49H FW:  5´ TCTTCTTGGAGCCTCTTAGGG 3´ 

• Ly49H REV:  5´ GCCTGTGTCTCGTGAAGAATC 3´ 

• Ly49L FW:  5´ TAAGTGCAGCACCACCACTC 3´ 

• Ly49L REV:  5´ TGTCTGAAGGAACCAGGAGC 3´ 
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Pro amplifikaci β2-mikroglobulinu byly použity standardní validované primery 

QuantiTect Primer Assay Mm_B2m_2_SG (Qiagen, Německo). 

4.4.2. Enzymy  

• DNasa I Roche, Německo 

• HotStarTaq® Plus DNA polymerasa Qiagen, Německo 

• MultiScribeTM RT Applied Biosystems, USA 

• Proteinasa K Qiagen, Německo 

4.4.3. Protilátky 

• anti-H-2Db-FITC (klon KH95) BD Biosciences, USA 

• anti-H-2Dd-PE (klon 34-5-8S) BD Biosciences, USA 

• anti-NK1.1-APC (klon PK136) ÚMG AV ČR 

4.4.4. Chemikálie 

• Agarosa Invitrogen, USA 

• Amphotericin B Sigma, USA 

• Azid sodný Serva, USA 

• DNA žebřík (100 bp) Fermentas, Kanada 

• dNTP Applied Biosystems, USA 

• Dihydrogenfosforečnan draselný British Drug Houses, Velká Británie 

• EDTA Sigma, USA 

• Ethanol 96% Merck, Německo 

• Ethidiumbromid Sigma, USA 

• Fenol Fluka, Švýcarsko 

• Ficoll® PM 400 Sigma, USA 

• FTS Gibco, USA 

• Gentamycin Lek, Pharmaceutical & Chemical Comp., 

  Slovinsko 

• HEPES Sigma, USA 

• H-MEMd ÚMG AV ČR 

• Hydrogenfosforečnan sodný Lachema, ČR 

• Hydrogenuhličitan sodný Lachema, ČR 
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• Chloroform Merck, Německo 

• Chlorid draselný Lachema, ČR 

• Chlorid sodný Lachema, ČR 

• Chroman sodný (Na2
51CrO4) PerkinElmer Wallac, Německo 

• L-glutamin ÚMG AV ČR 

• Kyselina octová Lachema, ČR 

• 2-merkaptoethanol Sigma, USA 

• 2-propanol Merck, Německo 

• Pyruvát sodný ÚMG AV ČR 

• RPMI-1640 Sigma, USA 

• Scintilační koktejl OptiPhase Supermix PerkinElmer Wallac, Německo 

• SDS Sigma, USA 

• SYBR Safe Invitrogen, USA 

• Telebrix N 380 Léčiva, ČR 

• TRI® Reagent LS Sigma, USA 

• Tris Lachema, ČR 

• Triton X-100 Sigma, USA 

• Türkův roztok Sigma, USA 

• Želatina (cold water fish skin gelatin) Sigma, USA  

4.4.5. Média a roztoky 

• Agarosový gel 1,5 % (w/v) 

 1,5 g agarosy; 100 ml TAE pufru; 3,5 μl SYBR Safe 

• FT médium (dělící médium Ficoll-Telebrix) 

8 % Ficoll (w/v) a 68 % Telebrix (v/v) v poměru 24:10 (densita 1,085 g/ml) 

• H-MEMd 

 Připraveno ze  zásobního roztoku H-MEMd (10x naředěn tkáňovou vodou); přidáno 

50 mg/dm3 gentamycinu; 10 mM HEPES; pH upraveno 7,5 % roztokem NaHCO3 na 

hodnotu 7,2 
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• HotStarTaq® Plus DNA Polymerasa 

 5 U/μl v pufru o složení 50 % glycerol (v/v); 20 mM Tris-HCl; 100 mM KCl; 

1 mM DTT; 0,1 mM EDTA; 0,5 % Nonidet® P-40 (v/v); 0,5 % Tween® 20 (v/v); 

pH 9,0 

• Inkubační pufr pro Dnasu I (High Pure RNA Isolation Kit, Roche, Německo) 

 1 M NaCl; 20 mM Tris-HCl; 10 mM MnCl2; pH 7,0 

• Lyzační a vazebný pufr (High Pure RNA Isolation Kit, Roche, Německo) 

 4,5 M guanidin-HCl; 50 mM Tris-HCl; 30 % Triton X-100 (w/v); pH 6,6 

• Lyzační pufr pro izolaci genomové DNA z myších ocásků 

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

• PBS 

 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 4,3 mM Na2HPO4; 1,4 mM KH2PO4; pH 7,0  

• PCR pufr (CoralLoad PCR Buffer 10X) 

 Obsahuje Tris-Cl; KCl; (NH4)2SO4; 15 mM MgCl2; činidlo pro nanášení na gel; 

červené a oranžové barvivo; pH 8,7 (výrobce neuvádí přesné složení pufru) 

• Promývací pufr I (High Pure RNA Isolation Kit, Roche, Německo) 

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

• Promývací pufr II (High Pure RNA Isolation Kit, Roche, Německo) 

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

• RPMI-1640 s 10 % FTS 

 Zásobní roztok RPMI-1640 5x naředěn tkáňovou vodou; dále přidáno: 

2 mM L-glutamin; 1 mM pyruvát sodný; 0,05 mM β-merkaptoethanol; 10 % fetální 

telecí sérum (v/v); 0,05 g/dm3 gentamycin; 25 g/dm3 amphotericin B; pH upraveno 

7,5 % roztokem NaHCO3 na hodnotu přibližně 7-7,3 

• TAE pufr  

 40 mM Tris; 20 mM CH3COOH; 1 mM EDTA 

• Türkův roztok 

Zásobní roztok 4x naředěn tkáňovou vodou 
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5. METODY 

5.1. Transplantace nádorových buněk 

Části myší (viz tab. 2 na str. 32 v odstavci 3.1 Pokusná zvířata) bylo subkutánně 

podáno 0,1 ml buněčné suspenze nádorových buněk melanomu B16F10 či kolorektálního 

karcinomu CT-26 v PBS v počtu 1x106 buněk. Zvířata byla usmrcena po 10 dnech 

od transplantace nádorových buněk. 

Použité nádorové buňky byly kultivovány v CO2 inkubátoru při teplotě 37 °C, 

5 % CO2 a 100 % vlhkosti v kultivačním médiu RPMI-1640 s 2 mM L-glutaminem, 

1 mM pyruvátem sodným, 20 μM merkaptoethanolem, 10 % FTS a antibiotiky 

(0,05 g/dm3 gentamycin, 25 g/dm3 amphotericin B). Kultury byly pasážovány 

po 48-72 hodinách.  

Myším určeným ke sledování počátečního rozvoje nádorů bylo ve věku 8-10 týdnů 

výše popsaným způsobem inokulováno 1x106 nádorových buněk. Poté byly myši po dobu 

23 dní pravidelně sledovány a byla zaznamenávána velikost narůstajících nádorů. 

5.2. Analýza exprese NK1.1  a H-2Db/d metodou FACS  

Analýzu exprese povrchových molekul metodou FACS provedl Mgr. Jan Richter. 

K analýze exprese byly použity myší slezinné mononukleární lymfocyty, jejichž izolace je 

popsána v odstavci 5.4.1. Buňky byly resuspendovány v PBS s 0,02 % želatiny z kůže 

studenovodních ryb a 0,01 % azidu sodného. Fenotyp buněk byl určen použitím 

monoklonálních protilátek anti-H-2Db-FITC (klon KH95), anti-H-2Dd-PE (klon 34-5-8S) 

a anti-NK1.1-APC (klon PK136), s nimiž byly mononukleární lymfocyty po dobu 30 minut 

inkubovány na ledu. Vzorky byly analyzovány pomocí průtokového cytometru LSRII 

(Becton-Dickinson). Získaná data byla vyhodnocena pomocí softwaru FlowJo verze 6.1.1 

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

5.3. PCR genotypizace 

Na úrovni exprese mRNA nelze od sebe odlišit dvě formy receptoru NKR-P1C 

(NKR-P1CBALB/c a NKR-P1CBL6) kódované geny Nkr-p1cBalb/c a Nkr-p1cBL6. K analýze 

polymorfismu Nkr-p1c byla tedy využita genotypizace technikou polymerasové řetězové 

reakce, pro niž byla jako templát použita genomová DNA izolovaná z myších ocásků. 
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5.3.1. Izolace genomové DNA z myších ocásků 

Konce myších ocásků v délce přibližně 5 mm byly odebrány po usmrcení 

pokusných zvířat a uloženy v -20 °C. Po rozmrazení bylo ke každému vzorku umístěnému 

v mikrozkumavce přidáno 200 μl lyzačního pufru obsahujícího 100 mM Tris-HCl, 

5 mM EDTA, 0,5 % SDS, 200 mM NaCl a 40 μg proteinasy K. Mikrozkumavky byly 

inkubovány v termobloku při 56 °C po dobu 4 hodin. Následně byl enzym inaktivován 

desetiminutovou inkubací při 95 °C.  

Poté bylo přidáno 50 μl 5 M roztoku NaCl, obsah mikrozkumavek byl promíchán 

pomocí vortexu a centrifugován v předchlazené centrifuze (4 °C) po dobu 15 minut 

při 5000 × g. K supernatantu přenesenému do čistých mikrozkumavek bylo pomalu 

po stěně zkumavky přilito 400 μl 96 % ethanolu a zkumavky byly centrifugovány 5 minut 

při 13000 × g a 4 °C. Poté byl odstraněn supernatant a peleta DNA byla dvakrát promyta 

500 μl 75 % ethanolu, ponechána krátce vyschnout na vzduchu v otevřené mikrozkumavce 

a rozpuštěna ve 30 μl sterilní destilované vody.  

Vzorky genomové DNA byly uchovány v -20 °C a po naředění destilovanou vodou 

(10x) byly použity jako templát pro PCR. 

5.3.2. Polymerasová řetězová reakce 

Pro odlišení dvou alel genu Nkr-p1c byly použity následující oligonukleotidové 

primery: 

• NKR-P1CBALB FW:   5´GAAAATGGCAGCTGTGCCA 3´ 

• NKR-P1CBL6 FW:   5´GAAAATGGCAGCTGTGCCT 3´ 

• NKR-P1CBALB/BL6 REV:   5´TGCTTTCAGAGTCCATGTGC 3´ 

K reakci byla použita HotStarTaq® Plus DNA polymerasa (Qiagen) využívající 

technologie „Hot Start“. Principem této technologie je zablokování aktivního centra 

polymerasy proteinovým inhibitorem, k jehož disociaci dojde až v okamžiku první 

denaturace v termocykleru. Tento postup snižuje úroveň nespecifického nasedání primeru 

(resp. brání prodlužování nespecificky nasednutých primerů nebo primerových dimerů). 

Enzym je inaktivní při laboratorní teplotě, jeho funkční aktivita je obnovena krátkou 

inkubací při 95 °C. 

PCR amplifikace byla provedena v automatickém termocykleru ve 30 cyklech podle 

standardního protokolu dodávaného výrobcem polymerasy. [71]  
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Reakční směs pro PCR o objemu 20 μl byla připravena smísením 13,9 μl ddH2O, 

2 μl 10x koncentrovaného CoralLoad PCR pufru, 0,4 μl 20 μM vodného roztoku přímého 

a zpětného primeru, 1,6 μl 2,5 mM směsi dNTP, 0,1 μl HotStarTaq® Plus DNA 

polymerasy a 2 μl templátové DNA v 0,2 ml sterilních mikrozkumavkách.  

K provedení reakce byl zvolen následující termální profil: 

1) Počáteční denaturace: 95 °C, 5 min 

2) 30 cyklů: denaturace 95 °C, 30 s → připojování primerů (annealing) 57 °C, 30 s → 

extenze 72 °C, 1 min 

3) Konečná extenze: 72 °C, 10 min 

4) Chlazení: 4°C do vyjmutí zkumavek z termocykleru 

5.3.3. Detekce produktů PCR pomocí elektroforesy v agarosovém gelu 

20 μl výsledné PCR směsi bylo analyzováno elektroforesou v 1,5 % agarosovém 

gelu (1,5 g agarosy, 100 ml TAE pufru) při 100 V po dobu 10 minut a následně 

při 70 V po dobu 80 minut. Jako fluorescenční indikátor byl použit SYBR Safe v množství 

3,5 μl na 100 ml agarosového gelu. Společně s produkty PCR byl pro ověření specifity 

reakce elektroforeticky separován i délkový standard (100 bp DNA žebřík).  

Detekce vzorků pobíhala pomocí transiluminátoru (312 nm) a digitálního 

fotoaparátu tvořícího součást dokumentačního a vyhodnocovacího systému EDAS 290 

(Electrophoresis Documentation and Analysis System, Kodak) v režimu detekujícím 

signály SYBR Green. Výsledné fotografie gelů byly upravovány a vyhodnocovány pomocí 

softwaru Kodak MI. 

5.4. Expresní analýza technikou RT-PCR 

5.4.1. Izolace slezinných mononukleárních lymfocytů 

Čerstvě odebraná myší slezina byla přenesena do centrifugační zkumavky 

obsahující 5 ml kultivačního média H-MEMd. Následně byla homogenizována na Petriho 

misce přes sítko plastovým pístem, homogenát byl přenesen do centrifugační zkumavky 

a miska byla vypláchnuta dalšími 5 ml média H-MEMd, které bylo poté přidáno 

k homogenátu. Homogenát byl krátce centrifugován (200 × g, centrifugace byla zastavena 

ihned po dosažení požadovaných otáček) za účelem oddělení hrubých částic vaziva.  
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Získaná buněčná suspenze byla přenesena do nové centrifugační zkumavky 

a centrifugována po dobu 5 minut při 200 × g. Po odebrání supernatantu byla peleta 

resuspendována v 10 ml H-MEMd média. Vzniklá suspenze slezinných buněk byla 

navrstvena na 3 ml dělícího média FT (Ficoll-Telebrix) v centrifugační zkumavce a obsah 

zkumavky byl centrifugován po dobu 35 minut při 610 × g. Prstenec buněk na rozhraní byl 

pomocí pipety odebrán do nové zkumavky a doplněn do 10 ml médiem H-MEMd, 

suspenze byla centrifugována po dobu 5 min při 420 × g. Peleta slezinných lymfocytů byla 

dvakrát promyta 5 ml H-MEMd média (centrifugace 5 min při 200 × g) a resuspendována 

v 5 ml média.  

50 μl buněčné suspenze bylo přeneseno do zkumavky obsahující 0,95 ml Türkova 

roztoku. Po promíchání byl roztok aplikován na mřížku Bürkerovy počítací komůrky 

a buňky byly počítány pomocí světelného mikroskopu. K následné izolaci RNA pomocí 

kitu High Pure RNA Isolation Kit (Roche) bylo odebráno vždy 5 milionů buněk, k izolaci 

RNA pomocí TRI-Reagent byl použit vždy celý vzorek a zjištěný počet buněk posloužil 

pouze jako orientační hodnota pro pozdější ředění RNA. 

5.4.2. Izolace celkové RNA ze slezinných lymfocytů 

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

RNA ze vzorků 1-19 byla izolována s použitím kitu High Pure RNA Isolation Kit 

(Roche) dle manuálu poskytnutého výrobcem. [72] Všechny izolační kroky byly provedeny 

při laboratorní teplotě. 5 milionů slezinných mononukleárních lymfocytů ve sterilní 

mikrozkumavce bylo resuspendováno v 200 μl PBS. K suspenzi bylo přidáno 400 μl 

lyzačního a vazebného pufru, obsah mikrozkumavky byl 15 s promíchán pomocí vortexu 

a poté přenesen automatickou pipetou na skleněný filtr filtrační zkumavky vložené 

do sběrné zkumavky. Po centrifugaci (15 s, 8000 × g) byl odebrán filtrát ze sběrné 

zkumavky a na filtr s navázanými nukleovými kyselinami byla nanesena směs 

10 μl roztoku DNasy I a 90 μl inkubačního pufru pro DNasu I. Obsah zkumavky byl 

inkubován po dobu 15 minut při laboratorní teplotě. Účelem tohoto reakčního kroku bylo 

odstranění kontaminace vzorku zbytkovou genomovou DNA. Po ukončení inkubace bylo 

na filtr zkumavky naneseno 500 μl promývacího pufru I a obsah zkumavky byl 

centrifugován 15 s při 8000 × g. Poté byl vzorek stejným způsobem promyt 

500 μl promývacího pufru II. Nakonec bylo promývaní zopakováno s 200 μl promývacího 

pufru II, který byl odstraněn závěrečnou centrifugací po dobu 2 minut při 15000 × g. 
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Filtrační zkumavka byla ze sběrné zkumavky přenesena do sterilní mikrozkumavky a RNA 

byla uvolněna z filtru přidáním 50 μl sterilní, nukleas prosté, dvakrát destilované vody 

a centrifugací po dobu 1 minuty při 800 × g. Vodný roztok RNA byl uložen v -20 °C 

a posléze byl použit jako templát pro reversní transkripci. 

5.4.2.2. Izolace RNA s použitím činidla TRI-Reagent 

RNA ze vzorků 20-22 a také ze zbylých buněk ze vzorků 1-19, které nebyly použity 

pro výše popsanou izolaci pomocí High Pure RNA Isolation Kitu, byla izolována 

s použitím činidla TRI-Reagent podle manuálu poskytnutého výrobcem. [73] Postup je 

založen na modifikaci metody podle Chomczynského a Sacchi. [74] 

Peleta slezinných mononukleárních lymfocytů byla v mikrozkumavce 

resuspendována v 500 μl PBS. Suspenze byla centrifugována v předchlazené centrifuze 

(5 min, 4 °C, 2000 × g). Poté byl supernatant odsát do sucha, peleta byla resuspendována 

ve 100 μl PBS a buňky byly následně lyzovány přidáním 500 μl TRI-Reagent, činidla 

kombinujícího fenol a guanidin thiokyanát v monofázickém roztoku, které umožňuje 

efektivní inaktivaci RNas. 

RNA byla extrahována smísením buněčného lyzátu se 133 μl chloroformu. Směs 

byla promíchána pomocí vortexu, ponechána 15 minut stát při laboratorní teplotě a poté 

centrifugována 15 minut při 13000 × g a 4 °C. Horní vodná fáze obsahující RNA byla 

pomocí automatické pipety odebrána do čisté mikrozkumavky, smísena se stejným 

množstvím ledového isopropanolu, promíchána a ponechána při laboratorní teplotě 

po dobu 10 minut. Po centrifugaci (15 min, 4 °C, 13000 × g) byl odebrán supernatant 

a peleta byla dvakrát promyta 75 % ledovým ethanolem (k peletě bylo přidáno 

500 μl ethanolu a po uvolnění pelety ode dna mikrozkumavky pomocí vortexu následovala 

centrifugace po dobu 7 min při 13000 × g a 4 °C). Po druhém promytí byl automatickou 

pipetou odebrán supernatant a peleta byla ponechána vyschnout. Poté byla rozpuštěna 

v 20 μl dvakrát sterilizované vody pro RNA (10 minut v blokovém termostatu při 55 °C) 

a roztok RNA byl uložen v -20 °C; před dalším použitím byl 10x naředěn ddH2O. 

5.4.3. Syntéza cDNA – reversní transkripce 

Syntéza cDNA byla provedena pomocí reversní transkriptasy MultiScribeTM 

(Applied Biosystems) podle manuálu poskytnutého výrobcem [75]. Reakční směs byla 

připravena smísením 2 μl 10x koncentrovaného pufru pro reversní transkriptasu (10x RT 

Buffer, Applied Biosystems), 0,8 μl 100 μM směsi dNTP, 2 μl 10x koncentrovaných 
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náhodných oligonukleotidů (10x RT Random Primers, Applied Biosystems), 4,2 μl sterilní 

destilované vody, 1 μl MultiScribeTM reversní transkriptasy a 10 μl vodného roztoku RNA 

ve sterilní mikrozkumavce; příprava reakční směsi probíhala na ledu. Reakční směs byla 

inkubována v automatickém termocykleru po dobu 10 minut při teplotě 25 °C a poté 

120 minut při teplotě 37 °C. Reakce byla ukončena zahřátím reakční směsi na teplotu 

85 °C po dobu 10 minut. Připravená cDNA byla skladována při teplotě 4 °C a následně 

použita jako templát pro polymerasovou řetězovou reakci. 

5.4.4. Polymerasová řetězová reakce 

PCR byla prováděna v automatickém termocykleru s použitím následujících párů 

oligonukleotidových primerů: 

• Ly49C FW:  5´ TTGTAGGCCAAGCAATGAAAC 3´ 

• Ly49C REV:  5´ TCAAGTTTAGATGGGCCATTG 3´ 

• Ly49D FW:  5´ AAAAAGCTCGCCTCAGAGTTC 3´ 

• Ly49D REV:  5´ CTCTGCCTGTGTGCTGTAAGT 3´ 

• Ly49F FW:  5´ GTGTTAAATACTGGTTCTGCTACCG 3´  

• Ly49F REV:  5´ CTCTTGCAGCTTTGTCTCTATTCAC 3´ 

• Ly49H FW:  5´ TCTTCTTGGAGCCTCTTAGGG 3´ 

• Ly49H REV:  5´ GCCTGTGTCTCGTGAAGAATC 3´ 

• Ly49L FW:  5´ TAAGTGCAGCACCACCACTC 3´ 

• Ly49L REV:  5´ TGTCTGAAGGAACCAGGAGC 3´ 

Amplifikace cDNA s použitím primerů pro β2-mikroglobulin (QuantiTect Primer 

Assay Mm_B2m_2_SG, Qiagen), který je v buňkách exprimován konstitutivně, posloužila 

jako kontrola kvality použité cDNA a také jako standard pro normalizaci hodnot získaných 

denzitometrickou analýzou výsledků. 

K reakci byla použita HotStarTaq® Plus DNA polymerasa (Qiagen). PCR 

amplifikace byla provedena ve 30, resp. v případě Ly49F ve 33 cyklech podle standardního 

protokolu dodávaného výrobcem polymerasy. [71]  

Reakční směs o objemu 20 μl byla připravena smísením 13,9 μl ddH2O, 

2 μl 10x koncentrovaného CoralLoad PCR pufru, 0,4 μl 20 μM vodného roztoku přímého 
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a zpětného primeru, 1,6 μl 2,5 mM směsi dNTP, 0,1 μl HotStarTaq® Plus DNA 

polymerasy a 2 μl templátové cDNA v 0,2 ml sterilních mikrozkumavkách.  

K provedení reakce byl zvolen následující termální profil: 

1)  Počáteční denaturace: 95 °C, 5 min 

2)  30 (resp. 33) cyklů: denaturace 95 °C, 30 s → připojení primerů 60 °C, 30 s → 

extenze 72 °C, 1 min 

3) Konečná extenze: 72 °C, 10 min 

4) Chlazení: 4°C do vyjmutí zkumavek z cykleru 

5.4.5. Detekce produktů PCR pomocí elektroforesy v agarosovém gelu 

20 μl výsledné PCR směsi bylo analyzováno elektroforesou v 1,5 % agarosovém 

gelu při 100 V po dobu 10 minut a následně při 70 V po dobu 80 minut. Jako fluorescenční 

indikátor byl použit SYBR Safe v množství 3,5 μl na 100 ml agarosového gelu, délkovým 

standardem separovaným společně s PCR produkty byl 100 bp DNA žebřík. Detekce 

vzorků pobíhala pomocí transiluminátoru (312 nm) a digitálního fotoaparátu tvořícího 

součást dokumentačního a vyhodnocovacího systému EDAS 290 (Electrophoresis 

Documentation and Analysis System, Kodak) v režimu detekujícím signály SYBR Green. 

Výsledné fotografie gelů byly upravovány a vyhodnocovány pomocí softwaru Kodak MI. 

5.5. Sekvenování produktů polymerasové řetězové reakce 

Identita PCR produktů byla ověřena sekvenací. Vzorky pro sekvenaci byly 

připraveny polymerasovou řetězovou reakcí provedenou v objemu reakční směsi 100 μl, 

přičemž byl zachován stejný poměr všech reakčních složek, jaký je popsán výše 

v odstavcích 5.3.2. a 5.4.4. PCR produkty byly rozděleny elektroforesou v 1,5 % 

agarosovém gelu bez přídavku fluorescenčního barviva. Do jedné z jamek agarosového 

gelu bylo naneseno vždy 20 μl PCR produktu jako kontrola pro pozdější barvení 

fluorescenčním barvivem, do vedlejší velké jamky vytvořené slepením dvou zubů 

elektroforetického hřebenu bylo naneseno zbývajících 80 μl PCR produktu. Elektroforesa 

byla ponechána probíhat po dobu 2,5 hodin při napětí 70 V. Po ukončení elektroforesy byly 

dráhy obsahující kontrolní část vzorku a délkový standard vyříznuty z gelu a po dobu 15 

minut barveny v roztoku ethidiumbromidu (0,5 μg/ml). Po půlhodinovém odbarvení gelu 

ve vodě byly pásy gelu s kontrolou přiloženy k odpovídajícím neobarveným pásům gelu 

s PCR produkty pro sekvenaci. Obarvené fragmenty byly vizualizovány pomocí 
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transiluminátoru a z neobarveného gelu byly podle polohy zón na gelu s kontrolní částí 

vzorku vyříznuty úzké proužky gelu obsahující zóny amplifikovaných DNA fragmentů.  

Tyto proužky gelu byly spolu s oligonukleotidovými primery použitými pro 

amplifikaci předány k sekvenaci dr. Jürgenu Felsbergovi, CSc., do Střediska sekvenování 

DNA při MBÚ AV ČR, v.v.i., kde byla zajištěna příprava vzorků pro sekvenování 

a samotné sekvenování PCR produktů v obou směrech zahájené v místech nasednutí 

primerů. K sekvenování byla použita Sangerova dideoxynukleotidová metoda v provedení 

vhodném pro automatický genetický analyzátor ABI Prism 3130xl (Applied Biosystems, 

USA). 

K vyhodnocení výsledků zaslaných ve formě úplných chromatogramů byl využit 

volně dostupný program Chromas verze 2.01 (Griffith University, Southport, Queensland, 

Austrálie), s jehož pomocí byla získaná sekvence převedena do podoby textového souboru. 

Poté byla sekvence pomocí programu BLAST (dostupného na webové stránce 

www.ncbi.nlm.nih.gov) porovnána se všemi dostupnými myšími cDNA transkripty. 

5.6. Test cytotoxicity NK buněk (51Cr-release assay) 

Cytotoxická aktivita slezinných mononukleárních lymfocytů (izolovaných z myších 

slezin postupem popsaným v odstavci 5.4.1.) byla určena pomocí standardního in vitro 

testu cytotoxicity s radioaktivním izotopem chromu 51Cr. Princip tohoto testu spočívá 

v inkorporaci 51Cr do cílových buněk a jejich inkubaci s cytotoxickými buňkami, která má 

pak za následek lyzi cílových buněk a uvolnění 51Cr do supernatantu; ten se následně 

použije k detekci β záření. 

Efektorové buňky v kultivačním médiu RPMI-1640 byly aplikovány do jamek 

96-jamkové mikrotitrační destičky (3,2 × 105 buněk na jamku). Každý vzorek byl 

aplikován do pěti jamek. Poté bylo ke každému vzorku přidáno vždy 104 buněk cílových 

linií YAC-1 (YAC-1 -/-/-, YAC-1 -/+/+, YAC-1 -/-/+) kultivovaných v RPMI-1640 médiu, 

které byly 90 minut značeny Na2
51CrO4. Jako kontrola spontánního a maximálního 

uvolňování 51Cr do supernatantu byla použita samotná cílová linie kultivovaná v čistém 

médiu a cílová linie kultivovaná s přídavkem 10 % Tritonu X-100. 

Jednotlivé sublinie YAC-1 byly připraveny v Laboratoři přirozené buněčné imunity 

pro účely testování NK buněčného rozpoznávání. Buňky mateřské linie YAC-1 byly 

několikanásobně tříděny na základě exprese povrchových molekul H-2Db/H-2Dd/Rae-1γ 

s použitím třídiče buněk FACS Vantage SE. 
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 Po 3,5 hod inkubace při 37 °C, 5 % CO2 a 100 % vlhkosti bylo odebráno vždy 

0,025 ml supernatantu, k němuž bylo přidáno 0,1 ml scintilačního koktejlu (SuperMix, 

Wallac). Pomocí scintilačního počítače (Microbeta Trilux, Wallac) byla měřena 

radioaktivita. Cytotoxická aktivita buněk byla vyjádřena v procentech cytotoxicity podle 

následujícího vzorce: 

Cytotoxicita [%] = 100 x (cpmEF - cpmSPONT) / (cpmMAX – cpmSPONT), 

kde cpmEF značí uvolnění 51Cr po inkubaci s efektorovými buňkami  [cpm], cpmSPONT 

spontánní uvolňování 51Cr [cpm], cpmMAX maximální uvolňování 51Cr při lýze cílových 

buněk detergentem [cpm]. 

cpm – jednotka radioaktivity, počet radioaktivních impulzů za minutu (z angl. 

counts per minute) [76] 
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6. VÝSLEDKY 

6.1. Analýza exprese MHC molekul H-2Db a H-2Dd metodou FACS 

Prvním kritériem, na jehož základě byly charakterizovány hybridní myši použité 

v experimentu, byla exprese povrchových antigenů H-2. Myši inbredního kmene C57BL/6 

exprimují H-2Db, zatímco myši inbredního kmene Balb/c exprimují H-2Dd. Alely genů 

kódujících molekuly H-2 jsou exprimovány kodominantně, což znamená, že F1 hybrid 

inbredních kmenů s odlišným haplotypem exprimuje obě alely a na povrchu jeho buněk 

budou tedy přítomny molekuly H-2Db i H-2Dd. Hybridní myši dalších generací pak mohou 

být v daném genovém lokusu homozygotní či heterozygotní a exprimovat buďto jeden 

z těchto antigenů (odtud označení hybridů jako B+D-, resp. B-D+), nebo oba (B+D+).  

Měření exprese povrchových molekul průtokovou cytometrií, jehož ilustrativní 

příklad je uveden na obr. 9, provedl Mgr. Jan Richter. 

 

Obr. 9: Analýza exprese povrchových antigenů H-2Db a H-2Dd metodou FACS. Na horizontální ose je 

znázorněna intenzita fluorescence FITC konjugovaného s anti-H-2Db monoklonální protilátkou (odpovídá 

intenzitě exprese H-2Db), na vertikální ose je znázorněna intenzita fluorescence PE konjugovaného 

s anti-H-2Dd monoklonální protilátkou (odpovídá intenzitě exprese H-2Dd). Obr. A je příkladem analýzy 

H-2Dd pozitivních buněk, tedy buněk myší kmene Balb/c (B-D+ NK1.1) nebo hybridů B-D+ NK1.1 low či 

B-D+ NK1.1 high. Obr. B znázorňuje analýzu buněk exprimujících oba antigeny – tedy buněk 

heterozygotních hybridů B+D+ NK1.1 neg, B+D+ NK1.1 low či B+D+ NK1.1 high. Obr. C znázorňuje 

výsledek analýzy H-2Db pozitivních buněk, tedy buněk myší kmene C57BL/6 (B+D- NK1.1 high) nebo 

hybridů B+D- NK1.1 low či B+D- NK1.1 neg. 
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6.2. Analýza polymorfismu NKR-P1C 

6.2.1. Analýza exprese NK1.1 metodou FACS 

Analýza metodou FACS prokázala, že na rozdíl od NK1.1 pozitivních myší kmene 

C57BL/6 jsou myši kmene Balb/c NK1.1 negativní. Neexprimují totiž produkt genové 

formy Nkr-p1cBL6, který je rozpoznáván monoklonální protilátkou anti-NK1.1, ale produkt 

genové formy Nkr-p1cBalb/c, na nějž se tato protilátka neváže. 

Dřívější experimenty prováděné v Laboratoři přirozené buněčné imunity MBÚ AV 

ČR [69, 70] ukázaly, že hybridní myši 1. dceřinné generace (C57BL/6 x Balb/c, F1) jsou 

NK1.1 pozitivní, ačkoliv ve srovnání s inbredním kmenem C57BL/6 vykazují při měření 

pomocí FACS nižší intenzitu fluorescence. Výsledky cytometrického měření exprese 

NK1.1 znázorňuje obr. 10.  

V souvislosti s popsaným pozorováním byly myši kmene C57BL/6 označeny jako 

NK1.1 high (high expression of NK1.1), myši kmene Balb/c jako NK1.1 neg (NK1.1 

negative) a hybridní myši 1. dceřinné generace jako NK1.1 low (low expression of NK1.1). 

Toto označení na základě výsledků FACS analýzy bylo později rozšířeno i na další 

generace hybridních myší vykazujících patřičnou reaktivitu či nereaktivitu vůči anti-NK1.1 

monoklonální protilátce. 

 

Obr. 10: Exprese NK1.1 u myší inbredního kmene C57BL/6 (A), Balb/c (B) a hybridních myší C57BL/6 

x Balb/c 1. dceřinné generace (C) měřená pomocí FACS. Obrázek znázorňuje ilustrativní příklad 

prováděných experimentů. Exprese NK1.1 byla analyzována u živých lymfocytů/monocytů značených 

monoklonální protilátkou PK136. MFI značí střední intenzitu fluorescence (z angl. mean fluorescence 

intensity). [70] 
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6.2.2. Analýza genové divergence Klrb1c (Nkr-p1c ) – PCR genotypizace 

Gen kódující receptor NKR-P1C se u myší vyskytuje ve dvou odlišných genových 

formách. První z nich je alela Nkr-p1cBalb/c (podle nukleotidu na 3´ konci přímého primeru 

použitého k odlišení alel označovaná také jako alela A či Nkr-p1c(A)), kterou nesou myši 

inbredního kmene Balb/c, druhou pak je alela Nkr-p1cBL6 (označovaná také jako alela T či 

Nkr-p1c(T)), přítomná v genomu inbredního myšího kmene C57BL/6. Jak již bylo 

zmíněno, pouze produkt genu Nkr-p1cBL6 vykazuje reaktivitu vůči monoklonální protilátce 

anti-NK1.1 (PK136). 

Bylo zjištěno, že hybridní myši C57BL/6 x Balb/c (F1) dědí obě popsané alely genu 

Nkr-p1c. [69] Souvislost mezi přítomností jednotlivých forem tohoto genu a expresí NK1.1 

u inbredních kmenů myší a hybridů první dceřinné generace je znázorněna v tab. 3. 

Tab. 3: Vztah mezi distribucí forem genu Nkr-p1c a expresí NK1.1 u myší kmene C57BL/6, Balb/c a F1 

C57BL6 x Balb/c hybridů. Přítomnost či absence jednotlivých alel je vyznačena symboly +/-. [70] 

Nkr-p1c Myší kmen Exprese NK1.1 zjištěná FACS analýzou
Balb (A) BL6 (T) 

C57BL/6 Vysoká (high) - + 
Balb/c Negativní (negative) + - 

BL/6 x Balb/c F1 Nízká (low) + + 

Pro ověření výsledků získaných metodou FACS byla provedena PCR genotypizace 

Nkr-p1c u hybridů 11.-12. generace. Myši inbredních kmenů C57BL/6 a Balb/c byly 

použity jako kontrola (viz tab. 2 na str. 32).  

V případě myší uvedených v seznamu použitých zvířat pod čísly 20 a 21 nebyla 

genotypizace provedena, a to z toho důvodu, že v době konání experimentu nebyly v chovu 

k dispozici myši nesoucí požadované znaky (B+D+ NK1.1 high). Proto byly do pokusu 

zařazeny vzorky RNA myší s těmito znaky, které byly archivovány ze staršího 

experimentu; bohužel však již nebyly uchovány vzorky ocásků pro izolaci genomové 

DNA. Hybridní myši nesoucí znaky B+D+ NK1.1 high byly již nicméně v dřívějších 

experimentech v Laboratoři přirozené buněčné imunity po stránce výskytu jednotlivých 

alel genu Nkr-p1c poměrně dobře charakterizovány. Proto byly pro účely této práce 

v souladu s dřívějšími výsledky [77] považovány za Nkr-p1BL6 pozitivní a Nkr-p1Balb/c 

negativní. 

Izolace genomové DNA i samotná genotypizace byla provedena podle protokolů 

rutinně používaných v Laboratoři přirozené buněčné imunity. Reakční podmínky (teploty 
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nasedání oligonukleotidových primerů, počet cyklů polymerasové řetězové reakce, 

koncentrace jednotlivých složek reakční směsi), které jsou popsány v odst. 5.3. 

v metodické části této práce, byly optimalizovány v rámci dřívějších experimentů. 

Výsledné produkty PCR byly detekovány pomocí elektroforesy v 1,5 % 

agarosovém gelu. Fotografie gelů jsou zobrazeny na obr. 11.A (Nkr-p1cBalb/c) a 11.B 

(Nkr-p1cBL6). Odpovídající velikost amplifikovaných fragmentů DNA byla ověřena 

srovnáním s délkovým standardem, jímž byl 100 bp DNA žebřík. Identita PCR produktů 

byla potvrzena sekvenací.  
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Obr. 11: Výsledek PCR genotypizace – fotografie agarosových gelů. PCR amplifikace Nkr-p1cBalb/c (A) 

a Nkr-p1cBL6 (B) byla provedena ve 30 cyklech při teplotě nasedání primerů 57 °C. V první dráze zleva 

100 bp DNA žebřík, čísla vlevo od DNA žebříku značí velikost jeho vybraných fragmentů. Ve zbývajících 

drahách byly analyzovány vzorky, jejichž číselné označení odpovídá číslování v seznamu myší použitých 

v experimentu (viz tab. 2 na str. 32). Na obrázku jsou patrné zóny amplifikovaných fragmentů DNA 

v očekávané velikosti 238 bp. Pod jednotlivými drahami je uvedeno, zda daná myš exprimuje H-2Db 

(symbol B),  H-2Dd (symbol D), případně oba tyto MHC antigeny, dále je vyznačena exprese NK1.1 (H –

high, L – low, N – neg) a příslušnost k inbredním kmenům. Myším č. 14 a 15  byly aplikovány nádorové 

buňky B16F10, myším č. 18 a 19 nádorové buňky CT-26.  
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Výsledky genotypizace jsou shrnuty v tab. 4, z níž je patrné, že hybridní myši, 

u nichž byla FACS analýzou zjištěna vysoká exprese NK1.1 (NK1.1 high hybridi), nesou 

gen Nkr-p1cBL6, NK1.1 neg hybridi nesou gen Nkr-p1cBalb/c a u NK1.1 low hybridů byla 

zjištěna přítomnost obou těchto genových forem. 

Tab. 4: Souhrn výsledků PCR genotypizace. Tabulka vystihuje vztah mezi expresí NK1.1 a distribucí 

jednotlivých forem genu Nkr-p1c u myší kmene C57BL/6 a Balb/c a hybridů těchto kmenů. Přítomnost či 

absence jednotlivých alel genu kódujícího receptor NKR-P1C (Nkr-p1cBalb/c, Nkr-p1BL6) je vyznačena 

symboly +/-, stejně jako exprese MHC antigenů H-2Db/H-2Dd. 

Kmen H-2Db/H-2Dd Exprese NK1.1 (FACS) Nkr-p1cBalb/c Nkr-p1cBL6 

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 + - 
C57BL/6 x Balb/c +/- Low + + 
C57BL/6 x Balb/c -/+ Low + + 
C57BL/6 x Balb/c +/+ Low + + 

6.3. Závislost exprese vybraných receptorů rodiny Ly49 na 
polymorfismu NKR-P1C 

Poté, co bylo zjištěno, jakým způsobem dědí hybridní myši jednotlivé alely genu 

Nkr-p1c, jsme chtěli získat představu o tom, zda se jednotlivé clustery genů pro lektinové 

receptory NK buněk dědí nezávisle na sobě, nebo zda je NKC doména přenášena 

na potomstvo jako celek. Pro tento účel byla analyzována exprese genů Ly49 (Klra), 

jež jsou lokalizovány na opačném konci NK-genového komplexu než geny Nkr-p1 (geny 

Ly49 se nacházejí v telomerické části NKC, zatímco geny Nkr-p1 v jeho centromerické 

části). Haplotypy genů Ly49 mateřských kmenů C57BL/6 a Balb/c, od nichž jsou odvozeny 

studované hybridní myši, se navíc od sebe navzájem značně liší, a to jak počtem genů, tak 

i tím, které isoformy Ly49 tyto geny kódují (viz kap. 2.3.2.2, obr. 8 na str. 30).  

Sledovali jsme závislost exprese vybraných genů Ly49 jednak na polymorfismu 

genu Nkr-p1c, jednak na expresi H-2D antigenů, a to u myší obou mateřských linií 

i u všech typů jejich hybridů. 

Pro analýzu exprese genů kódujících receptory rodiny Ly49 byla zavedena 

a optimalizována metoda RT-PCR spočívající v izolaci celkové RNA, použití této RNA 
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jako templátu pro reversní transkripci a následné amplifikaci získané jednořetězcové cDNA 

polymerasovou řetězovou reakcí s využitím primerů specifických pro požadované geny. 

6.3.1. Návrh primerů pro PCR amplifikaci 

Oligonukleotidové primery pro analýzu exprese receptorů Ly49C/D/F/H/L 

na úrovni mRNA technikou RT-PCR byly navrženy v Laboratoři přirozené buněčné 

imunity MBÚ AV ČR. K návrhu primerů byl použit volně dostupný program 

Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) využívající software 

Primer3 Input. Sekvence navržených primerů jsou uvedeny v odstavci 4.4.1 na str. 34. 

Nukleotidové sekvence, jež byly výchozí pro návrh primerů, jsou uvedeny v přílohové části 

práce spolu s velikostmi amplifikovaných fragmentů (Příloha 1). 

6.3.2. Izolace celkové RNA pro RT-PCR analýzu 

K izolaci RNA ze vzorků 1-19 byla použita souprava High Pure RNA Isolation Kit 

(Roche). Izolace pomocí této soupravy byla zvolena po předchozích zkušenostech s běžně 

užívaným izolačním činidlem TRI-REAGENT, po jehož použití bylo mnohdy nutné 

získanou RNA přečistit. Zmíněná souprava umožňuje ve srovnání s izolací pomocí 

TRI-REAGENT získat RNA lepší čistoty, i když za cenu poněkud nižší výtěžnosti.  

RNA ze zbývajících vzorků, které byly do experimentu zařazeny dodatečně, a RNA 

ze zbylé části vzorků 1-19 byla izolována pomocí činidla TRI-REAGENT. 

6.3.3. Expresní analýza technikou RT-PCR 

Reversní transkripce byla provedena s použitím MultiScribeTM reversní 

transkriptasy, která umožňuje kvantitativní přepis použité RNA; použitý postup byl 

v souladu s protokolem poskytnutým výrobcem enzymu.  

Kvalita připravené cDNA byla ověřena PCR amplifikací konstitutivně 

exprimovaného kontrolního genu pro β2-mikroglobulin (β2m). Tato amplifikace posloužila 

také k optimalizaci ředění templátu pro další reakce a v neposlední řadě i k normalizaci 

hodnot získaných při denzitometrickém vyhodnocení exprese jednotlivých receptorů Ly49. 

PCR amplifikace β2-mikroglobulinu byla provedena dle protokolu popsaného 

v odst. 5.4.4 v metodické části práce. K amplifikaci byly použity standardní validované 

primery QuantiTect Primer Assay Mm_B2m_2_SG firmy Qiagen. Produkty reakce byly 

analyzovány elektroforesou v 1,5 % agarosovém gelu (viz obr. 12 na str. 53) spolu 
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s délkovým standardem (100 bp DNA žebřík) k ověření velikosti amplifikovaného 

fragmentu DNA.  

Jako pozitivní kontrola pro analýzu exprese genů Klra4 (Ly49d), Klra6 (Ly49f) 

a Klra8 (Ly49h) a negativní kontrola pro analýzu exprese Klra12 (Ly49l) posloužily myši 

inbredního kmene C57BL/6. Obdobně pak myši inbredního kmene Balb/c sloužily jako 

pozitivní kontrola pro analýzu exprese Klra12 (Ly49l) a negativní kontrola pro analýzu 

exprese zbývajících genů. Gen Klra3 (Ly49c), jenž je součástí všech dosud popsaných 

myších Ly49 haplotypů jako tzv. rámcový gen, byl použit jako vnitřní kontrola.  
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Obr. 12: Výsledek PCR amplifikace kontrolního genu (β2m) – fotografie agarosového gelu. Reakce byla 

provedena ve 30 cyklech, Tan 60 °C. První dráha zleva - 100 bp DNA žebřík s uvedenými velikostmi 

vybraných fragmentů. Ve zbývajících drahách byly analyzovány vzorky, jejichž číselné označení odpovídá 

číslování v seznamu myší použitých v experimentu (viz tab. 2 na str. 32). Na obrázku jsou patrné zóny 

amplifikovaných fragmentů v očekávané velikosti 143 bp. Pod jednotlivými drahami je uvedeno, zda buňky 

dané myši exprimují H-2Db,  H-2Dd, případně oba tyto MHC antigeny, dále je vyznačena exprese NK1.1 

a příslušnost k inbrednímu kmeni. Myším č. 14 a 15 byly aplikovány nádorové buňky B16F10, myším č. 18 

a 19 nádorové buňky CT-26. 
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Vlastní analýze exprese genů Ly49 předcházelo několik optimalizačních reakcí. Pro 

nalezení optimální teploty nasedání primerů (Tan, z angl. annealing temperature) byl 

použit teplotní gradient. Vhodná Tan pro všechny amplifikované geny byla určena jako 

60 °C. Pro amplifikaci se ukázalo jako dostačující použití 30 reakčních cyklů (s výjimkou 

amplifikace fragmentu genu Ly49f, při níž musel být počet cyklů zvýšen na 33, 

viz odstavec 6.3.3.3). Optimální koncentrace primerů byla 400 nM.  

Na následujících stranách jsou na obr. 13 – 18 uvedeny výsledky RT-PCR analýzy 

exprese jednotlivých genů Ly49. Experimentální podmínky všech reakcí byly popsány 

v odst. 5.4.4. a 5.4.5 a jsou ve stručnosti uvedeny v popiscích jednotlivých obrázků. 

Identita PCR produktů byla ověřena sekvenací. Výsledky jsou dále shrnuty v tabulce 5 

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

Gen Klra3 (Ly49c) kóduje inhibiční receptor Ly49C, který specificky rozpoznává 

molekuly H-2Db, H-2Dd, H-2Dk, H-2Kb, H-2Kd a H-2Kk. 

Klra3 je jedním ze šesti tzv. rámcových genů, které jsou přítomny ve všech dosud 

popsaných myších Ly49 haplotypech. Výsledek získaný expresní analýzou je v souladu 

s touto skutečností; z obr. 13 je patrné, že tento gen je exprimován jak u myší obou 

použitých inbredních kmenů, tak i u všech typů hybridů. Exprese genu Ly49c tedy 

posloužila jako vnitřní kontrola. 
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Obr. 13: Analýza exprese genu Klra3 – fotografie agarosového gelu. Reakce byla provedena ve 

30 cyklech, Tan 60 °C. První dráha zleva - 100 bp DNA žebřík. Označení vzorků v dalších drahách odpovídá 

číslování v seznamu myší použitých v experimentu (tab. 2 na str. 32). Na obrázku jsou patrné zóny 

amplifikovaných fragmentů DNA v očekávané délce 345 bp. Pod jednotlivými drahami je uvedeno, zda daná 

myš exprimuje H-2Db, H-2Dd, či oba tyto antigeny. Dále je vyznačena exprese NK1.1 a příslušnost 

k inbrednímu kmeni. Myším č. 14 a 15 byly aplikovány nádorové buňky B16F10, myším č. 18 a 19 nádorové 

buňky CT-26. 
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6.3.3.2. Exprese genu Klra4 kódujícího receptor Ly49D 

Gen Klra4 (Ly49d) kóduje aktivační receptor Ly49D, jehož ligandy jsou molekuly 

H-2Dd, H-2Dr a H-2Dsp2.  

Jak je patrné z obr. 14, gen Klra4 je exprimován pouze u myší inbredního kmene 

C57BL/6 a u těch hybridních myší, které s jmenovaným inbredním kmenem sdílejí expresi 

NK1.1 (Nkr-p1cBL6). Těmito hybridy jsou B-D+ NK1.1 high, B+D+ NK 1.1 high, B+D-

NK1.1 low, B-D+ NK1.1 low a B+D+ NK1.1 low. Myši kmene Balb/c ani zbývající 

hybridi, kteří exprimují pouze  Nkr-p1cBalb/c,  gen Klra4 neexprimují. 
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Obr. 14: Analýza exprese genu Klra4 – fotografie agarosového gelu. Reakce byla provedena ve 

30 cyklech při teplotě nasedání primerů 60 °C. První dráha zleva - 100 bp DNA žebřík. Ve zbývajících 

drahách byly analyzovány vzorky, jejichž číselné označení odpovídá číslování v seznamu myší použitých 

v experimentu (viz tab. 2 na str. 32). Na obrázku jsou patrné zóny amplifikovaných fragmentů DNA 

v očekávané délce 312 bp. Pod jednotlivými drahami je uvedeno, zda daná myš exprimuje H-2Db, H-2Dd, 

případně oba tyto MHC antigeny, v dalších řádcích je pak vyznačena exprese NK1.1 a příslušnost 

k inbrednímu kmeni. Myším č. 14 a 15 byly aplikovány nádorové buňky B16F10, myším č. 18 a 19 nádorové 

buňky CT-26. 
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6.3.3.3. Exprese genu Klra6 kódujícího receptor Ly49F 

Gen Klra6 (Ly49f) kóduje inhibiční receptor Ly49F, který specificky rozpoznává 

ligand H-2Dd. 

 PCR amplifikace fragmentu genu Ly49f (Klra6) byla stejně jako v ostatních 

případech provedena ve 30 cyklech. Při detekci produktů reakce na elektroforetickém gelu 

však byly v některých drahách (1, 9, 10, 11) pozorovány pouze velmi slabé zóny 

amplifikovaných fragmentů (viz obr. 15), které byly relativně dobře viditelné pouze při 

přeexponování fotografie gelu.  
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Obr. 15: Analýza exprese genu Klra6 – fotografie agarosového gelu. Reakce byla provedena ve 

30 cyklech při teplotě nasedání primerů 60 °C. První dráha zleva - 100 bp DNA žebřík. Ve zbývajících 

drahách byly analyzovány vzorky, jejichž číselné označení odpovídá číslování v seznamu myší použitých 

v experimentu (viz tab. 2 na str. 32). Na obrázku jsou patrné zóny amplifikovaných fragmentů DNA 

v očekávané velikosti 431 bp. Pod jednotlivými drahami je uvedeno, zda daná myš exprimuje H-2Db,  H-2Dd, 

případně oba tyto MHC antigeny, v dalším řádku je pak vyznačena exprese NK1.1. V posledním řádku je 

uvedena příslušnost k inbrednímu kmeni. Myším č. 14 a 15 byly aplikovány nádorové buňky B16F10, myším 

č. 18 a 19 nádorové buňky CT-26. 
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Z tohoto důvodu byla se vzorky č. 1, 9, 10, 11 amplifikace zopakována ve 

33 reakčních cyklech a s použitím dvojnásobné koncentrace templátové cDNA, což 

umožnilo vznik dostatečného množství PCR produktu pozorovatelného na gelu (obr. 16). 
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Obr. 16: Analýza exprese genu Klra6 – fotografie agarosového gelu. PCR amplifikace byla provedena ve 

33 cyklech a s dvojnásobnou koncentrací templátové cDNA oproti prvnímu experimentu (obr. 15). V první 

dráze zleva se vždy nachází 100 bp DNA žebřík, v očíslovaných drahách vzorky označené čísly shodnými 

s číslováním v seznamu myší použitých v experimentu (tab. 2 na str. 32). V ostatních neoznačených drahách 

byly analyzovány nesouvisející vzorky. 

Stejně jako gen Ly49d je i gen Ly49f exprimován pouze u těch myší, které 

exprimují NK1.1 (Nkr-p1cBL6), tedy u myší inbredního kmene C57BL/6 a hybridních myší 

se znaky B-D+ NK1.1 high, B+D+ NK 1.1 high, B+D- NK1.1 low, B-D+ NK1.1 low a 

B+D+ NK1.1 low. 

6.3.3.4. Exprese genu Klra8 kódujícího receptor Ly49H 

Gen Klra8 (Ly49h) kóduje aktivační receptor Ly49H, který kromě ligandu H-2Db 

specificky rozpoznává také virový ligand strukturně podobný molekulám MHC gp I, jímž 

je produkt genu m157 myšího cytomegaloviru. 

Stejně jako v předchozích dvou případech je gen Ly49h (Klra8) exprimován pouze 

u kmenů myší exprimujících NK1.1 (Nkr-p1cBL6), nikoliv u myší, které exprimují pouze 

Nkr-p1cBalb/c (viz obr. 17 na str. 59). 

Na fotografii elektroforetického gelu jsou kromě zóny očekávaného produktu ve 

velikosti 566 bp patrné také zóny dalších produktů. Produkt v očekávané délce a produkt, 

který se očekávané délce nejvíce blížil, byly podrobeny sekvenování. Bylo zjištěno, že 

kratší amplifikovaný fragment v délce 480 bp je zřejmě produktem téhož genu jako delší 

fragment (produkt alternativního sestřihu RNA). V jeho sekvenci chybí oproti sekvenci 

delšího produktu úsek o délce 86 bazí, zbytek sekvence je shodný a odpovídající sekvenci 

Klra8. Srovnání obou sekvencí je uvedeno v Příloze 2. 
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Obr. 17: Analýza exprese genu Klra8 – fotografie agarosového gelu. Reakce byla provedena ve 

30 cyklech při teplotě nasedání primerů 60 °C. První dráha zleva - 100 bp DNA žebřík. Ve zbývajících 

drahách byly analyzovány vzorky, jejichž číselné označení odpovídá číslování v seznamu myší použitých 

v experimentu (viz tab. 2 na str. 32). Na obrázku jsou patrné zóny amplifikovaných fragmentů DNA 

ve  velikosti 566 bp a dva kratší fragmenty DNA (delší z nich má velikost 480 bp a jedná se pravděpodobně 

o produkt alternativního sestřihu Klra8). Pod jednotlivými drahami je uvedeno, zda daná myš exprimuje 

H-2Db, H-2Dd, případně oba tyto MHC antigeny, v dalším řádku je pak vyznačena exprese NK1.1. 

V posledním řádku je uvedena příslušnost k inbrednímu kmeni. Myším č. 14 a 15 byly aplikovány nádorové 

buňky B16F10, myším č. 18 a 19 nádorové buňky CT-26. 

6.3.3.5.  Exprese genu Klra12 kódujícího receptor Ly49L 

Gen Klra12 (Ly49l) kóduje aktivační receptor Ly49L, který specificky rozpoznává 

molekuly H-2Kk. 

Na rozdíl od ostatních analyzovaných  genů je gen Klra12 exprimován u myší 

inbredního kmene Balb/c, u NK1.1 negativních hybridů (hybridů nesoucích gen 

Nkr-p1cBalb/c) B+D+ NK1.1 neg a B+D- NK1.1 neg a také u hybridů koexprimujících obě 

formy genu Nkr-p1c, 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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Podobně jako v předchozím případě, i zde je možné na snímku elektroforetického 

gelu pozorovat dvě zóny PCR produktů. Delší produkt má očekávanou délku 341 bp a jeho 

sekvence je shodná s odpovídající částí sekvence Klra12. Druhá zóna je směsí tří kratších 

PCR produktů, které z časových důvodů nebyly sekvenovány. 

 

Vzorek 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 
H2Db/Dd ++ ++ +- -+ -+ +- +- 
NK1.1 low neg neg high low high high 

      C57BL/6 

 
Vzorek 16 17 18 19 20 21  22 

H2Db/Dd -+ -+ ++  +- 
NK1.1 neg neg high  low

 Balb  /c   

O Anal xprese  Klra fotografie osové elu. Reakce byla provedena ve 

30 cyklech při teplot ní primerů 60 °C. První dráha zleva - 100 bp DNA žebřík. Ve zbývajících 

Z výsledků shrnutých v tab. 5 na str. 61 je zřejmá souvislost mezi expresí 

Nkr-p1cBalb/c a Klra12 (Ly49l) a podobně mezi expresí Nkr-p1cBL6 a expresí genů Klra4 

(Ly49d), Klra6 (Ly49f) a Klra8 (Ly49h). 

br. 18: ýza e  genu 12 – agar ho g

ě nasedá

drahách byly analyzovány vzorky, jejichž číselné označení odpovídá číslování v seznamu myší použitých 

v experimentu (viz tab. 2 na str. 32). Na obrázku jsou patrné zóny amplifikovaných fragmentů DNA 

ve velikosti 341 bp a další kratší fragment DNA. Pod jednotlivými drahami je uvedeno, zda daná myš 

exprimuje H-2Db, H-2Dd, případně oba tyto MHC antigeny, v dalším řádku je pak vyznačena exprese NK1.1. 

V posledním řádku je uvedena příslušnost k inbrednímu kmeni. Myším č. 14 a 15 byly aplikovány nádorové 

buňky B16F10, myším č. 18 a 19 nádorové buňky CT-26. 

6.3.3.6. Shrnutí výsledků RT-PCR analýzy exprese Ly49 
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Exprese genů kódujících molekuly MHC H-2Db, resp. H-2Dd nemá na expresi genů 

kódujíc

ýsl R

 hybridů, resp. inbredních kmenů (exprese H-2D antigenů a 

NK1.1),

rů Ly49.  

ích receptory Ly49 vliv. 

Tab. 5: V edky analýzy exprese receptorů rodiny Ly49 na úrovni m NA technikou RT-PCR. 

V tabulce je uveden fenotyp jednotlivých myších

 dále přítomnost či absence alel genu Nkr-p1c a kvalitativní vyhodnocení exprese (+) či absence 

exprese (-) mRNA jednotlivých recepto

Nkr-p1c Ly49 Kmen H2Db/Dd Exprese NK1.1
A (Balb) T (BL6) C D F H L 

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 + - + - - - + 
C57BL/6 x Balb/c +/- Low + + + + + + - 
C57BL/6 x Balb/c -/+ Low + + + + + + - 
C57BL/6 x Balb/c +/+ Low + + + + + + - 

6.4. Vliv nádorů ů y4

ů v expresi jednotliv h receptorů Ly m i av i 

 a aty neso ě kvantifikována 

exprese mRNA těchto receptorů. Použity byly myši inbredních kmenů C57BL/6 a Balb/c. 

 vyhodnoceny pomocí 

program

m se dopustili zamítnutím nulové hypotézy, která říká, že 

zkoum

 na míru exprese receptor  L 9 

Ke zjištění rozdíl ýc  49 ez zdr ým

pokusnými zvířaty  zvíř ucími syngenní nádor byla relativn

Elektroforetické gely (obr. 13-18, str. 55-60) byly denzitometricky

u Kodak Molecular Imaging. Získané hodnoty intenzit zón amplifikovaných 

fragmentů jednotlivých genů byly normalizovány vůči intenzitě zón fragmentu kontrolního 

genu (β2-mikroglobulin).  

Statistická signifikance rozdílů mezi srovnávanými skupinami (zdravé myši 

vs. myši s nádorem) byla vyhodnocena s použitím dvouvýběrového Studentova t-testu, 

v němž jsou za statisticky významné považovány rozdíly s p ≤ 0,05 (pozn.: hodnota p 

udává, jaké chyby bycho

ané soubory dat nevykazují statisticky významné rozdíly).  

V expresi mRNA pro zkoumané receptory Ly49 nebyly nalezeny statisticky 

signifikantní rozdíly mezi zdravými a nádor nesoucími zvířaty (viz tab. 6 a obr. 19 

na str. 62). Toto pozorování koresponduje i s dřívějšími předběžnými pokusy. 
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Tab. 6: Relativní kvantifikace exprese mRNA receptorů Ly49.  

Rel. intenzita exprese Ly49/β2-m (průměr ± SD) Receptor Ly49 
(inbrední kmen) Zdravé myši Myši s nádorem 

Statistická 
významnost 

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 

V ěrodatná gl. standard  nesignifik (z angl. 
n

ysvětlivky: SD – sm  odchylka (z an  deviation), NS – antní 
on-significant) 

0
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x

Ly49/β2m zdravé Ly49/β2m nádor

 

Obr. 19: Vliv nádorů na míru exprese receptorů Ly49.  Hodnoty intenzity exprese mRNA receptorů Ly49 

byly normalizovány vůči hodnotám intenzity exprese β2-mikroglobulinu. Data představují průměrné hodnoty 

s vyznačenými směrodatnými odchylkami. Žádný z rozdílů mezi srovnávanými skupinami pokusných zvířa

nebyl s použitím dvouvýběrového Studentova t-testu shledán statisticky významným.  

Hybridní myši C57BL/6 x Balb/c byly podle exprese NK1.1 a H-2D antigenů 

ěk myší obou inbredních mateřských linií. 

-2D  

a stresového proteinu Rae-1γ a značené Na2
51CrO4, jako efektorové buňky byly použity 

t 

6.5. Závislost cytotoxické aktivity na expresi NKR-P1C a MHC 
antigenů H-2Db a H-2Dd 

rozděleny na 7 typů (viz výše). Cytotoxická aktivita NK buněk těchto 7 typů hybridů byla 

porovnána s cytotoxickou aktivitou NK bun

Ke stanovení cytotoxického působení NK buněk byl využit klasický test založený 

na uvolňování 51Cr. Jako cílové linie byly použity buněčné linie YAC-1 (myší T lymfom 

citlivý vůči cytotoxické aktivitě NK buněk) tříděné na základě exprese H-2Db, H d
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slezinn

ější znázornění závislosti NK buněčné cytotoxicity na 

expresi

myší s haplotypem H-2d (fenotyp H-2Db– H-2Dd+), původně 

odvoze

ae-1γ, a to u hybridů homozygotních 

i hetero

e exprese NKR-P1CBL6 s sebou nese aktivační funkci 

nezávis

ně 

myší k

ké aktivitě proti těmto buňkám se pravděpodobně podílí také 

lektino

é mononukleární lymfocyty zdravých myší. Poměr efektorových buněk vůči 

cílovým buňkám byl 32:1. Cytotoxicita byla měřena po 3,5 hodinách společné inkubace 

efektorových a cílových buněk.  

Výsledky stanovení cytotoxické aktivity, které jsou souhrnem šesti experimentů, 

jsou uvedeny na obr. 20 na str. 64 (měření cytotoxického působení NK buněk jednotlivých 

hybridů proti různým subliniím YAC-1) a na obr. 21 a tab. 7 na str. 65. Druhý jmenovaný 

obrázek byl vytvořen pro zřejm

 NKR-P1CBL6 a H-2D antigenů. Statistická významnost změn buněčné cytotoxicity 

NK buněk byla vyhodnocena testem ANOVA s následným Bonferroniho mnohočetným 

srovnáváním mezi skupinami. Signifikantní změny jsou shrnuty v tabulkách příslušejících 

k jednotlivým grafům. 

Z obrázků je patrné, že výrazně vyšší míru cytotoxicity oproti mateřským kmenům 

C57BL/6, Balb/c i oproti ostatním typům hybridů vykazují hybridi B+D+ NK1.1 high 

při použití jakéhokoliv typu cílových buněk.   

U hybridních 

ných od mateřské linie Balb/c, se přenosem NKC domény z linie C57BL/6 zvyšuje 

cytotoxická aktivita proti H-2Dd pozitivním i H-2Dd negativním YAC-1 cílovým buňkám 

exprimujícím zároveň stresový protein R

zygotních v Nkr-p1c lokusu. 

Naopak u hybridních myší s haplotypem H-2b (fenotyp H-2Db+ H-2Dd–), 

odvozených od mateřské linie C57BL/6, se získáním NKC domény od kmene Balb/c 

funkční aktivita proti jmenovaným cílovým liniím snižuje, opět u homo- i heterozygotů. 

Tato pozorování naznačují,  ž

le na haplotypu H-2. Je však možné, že v pozorovaných závislostech hrají roli 

i další receptory NK-genového komplexu; pravděpodobné se zdá zejména zapojení 

aktivačních receptorů Ly49D a Ly49H, jejichž geny jsou lokalizovány v NKC domé

mene C57BL/6. 

Nejcitlivějšími cílovými buňkami se ukázaly být YAC-1 -/-/+, které na svém 

povrchu nesou pouze stresový protein Rae-1γ, nikoliv však molekulu H-2Dd. Tyto buňky 

byly nejúčinněji zabíjeny NK buňkami exprimujícími NKR-P1CBL6 bez ohledu na H-2 

haplotyp. Na cytolytic

vý receptor NKG2D specificky rozpoznávající Rae-1γ. 
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B+D+ H ***B+D- H 
B+D- L * 
B+D+ H ***B-D+ N 
B+D- L ***
B+D- N ** 
B-D+ L ***B+D+ H 
B-D+ H ** 

B+D- L B-D+ L ***

B-D+ N ***
B+D+ L ***B+D- H 
B+D- N ***

B-D+ N B+D+ H * 
B+D+ L ** B+D+ H 
B+D- N ** 
B+D+ L ** B-D+ H 
B+D- N * 

B-D+ N **B+D- H 
B+D- N * 
B+D- N * B+D+ H 
B+D+N * 

Obr. 20: Srovnání cytotoxické aktivity NK buněk myší inbredních kmenů C57BL/6 a Balb/c a hybridů 

C57/BL6 x Balb/c. Znázorněny jsou výsledky měření cytotoxicity po 3,5-hodinové inkubaci efektorových 

buněk s cílovými liniemi YAC-1 (-/-/-, -/-/+, -/+/+) značenými 51Cr. Použitý poměr efektorových buněk ku 

cílovým buňkám byl 32:1. Hodnoty odpovídající myším Balb/c jsou v grafu vyznačeny bíle, hodnoty 

odpovídající myším C57BL/6 šedě, hodnoty odpovídající hybridům modře. Data představují průměrné 

hodnoty ze šesti experimentů (3-10 myší na skupinu) s vyznačenými směrodatnými odchylkami. Statisticky 

významné rozdíly hodnocené testem ANOVA (s následným Bonferroniho vícečetným porovnáním mezi 

skupinami) jsou shrnuty v tabulkách vedle příslušných grafů. *… p ≤ 0,05, **… p ≤ 0,01, ***… p ≤ 0,001, 

H…NK1.1 high, L…NK1.1 low, N…NK1.1 neg, B…H-2Db, D…H-2Dd 
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Obr. 21: Srovnání NK buněčné cytotoxicity myší inbredních kmenů C57BL/6 a Balb/c a hybridů 

C57BL/6 x Balb/c. Grafy v levém sloupci znázorňují závislost NK buněčné cytotoxicity proti různým 

subliniím YAC-1 na expresi H-2D antigenů, grafy v pravém sloupci znázorňují závislost NK buněčné 

cytotoxicity proti různým subliniím YAC-1 na expresi NKR-P1CBL6. Fenotyp inbr e /6  

H-2Db+ H-2Dd– NK1.1 high, fenotyp kmene Balb/c je H-2Db– H-2Dd+ NK1.1 neg. Signifi ě  

v cytotoxické odpovědi proti různým cílovým buňkám jsou shrnuty v tab. 7.  

 

Tab. 7: Statisticky významné změny v cytotoxické odpovědi NK buněk proti různým subliniím YAC-1. 

Signifikance rozdílů byla vyhodnocena testem ANOVA s následným Bonferroniho mnohočetným srovnáním 

mezi skupinami. *… p ≤ 0,05, **… p ≤ 0,01, ***… p ≤ 0,001 

edního km ne C57BL  je

kantní zm ny

YAC-1-/-/- vs YAC-1-/-/+ ** 
H-2Db+  H-2Dd- NK1.1 high

YAC-1-/-/- vs YAC-1-/+/+ * 
H-2Db+ H-2Dd-  NK1.1 low YAC-1-/-/- vs YAC-1-/+/+ * 
H-2Db-  H-2Dd+ NK1.1 high YAC-1-/-/- vs YAC-1-/-/+ ** 
H-2Db-  H-2Dd+ NK1.1 low YAC-1-/-/- vs YAC-1-/-/+ ** 

YAC-1-/-/- vs YAC-1-/-/+ ** 
H-2Db- H-2Dd+ NK1.1 neg 

YAC-1-/-/- vs YAC-1-/+/+ * 
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6.6. Funkční dopad exprese NKR-P1C na rozvoj nádorů 

Přímá účast receptoru NKR-P1C v protinádorové imunitě není dosud plně 

objasněna. Z tohoto důvodu byl sledován vliv polymorfismu NKR-P1C na incidenci a 

počáteční rozvoj dvou typů nádorů: melanomu B16F10, který je syngenní  pro inbrední 

myší kmen C57BL/6, a kolorektálního karcinomu CT-26, který je syngenní pro kmen 

Balb/c. Rozvoj melanomu B16F10 byl sledován na myších s MHC haplotypem 

odpovídajícím C57BL/6 (tedy H-2Db+ H-2Dd–), které se lišily expresí isoformy NKR-P1C 

(NK1.1 high, low, neg). Obdobně byl rozvoj karcinomu CT-26 sledován na myších s MHC 

haplotypem charakteristickým pro kmen Balb/c (H-2Db– H-2Dd+), které se opět lišily 

expresí isoformy NKR-P1C. Z výsledků měření znázorněných na obr. 22 je zřejmé, že 

změna exprese NK1.1 u hybridních myší oproti mateřským kmenům snižuje výskyt a růst 

obou typů nádorů. Získání isoformy NKR-P1CBalb/c u myší s fenotypem H-2Db+ H-2Dd– , 

stejně jako získání NKR-P1CBL6 u myší s fenotypem H-2Db– H-2Dd+ významně oddaluje 

rozvoj karcinomů. 

 

Obr. 22: Vliv exprese isoforem NKR-P1C na in orů. orním obrázku je 

znázorněn rozv  T-2 V obou případech 

bylo myším subkutánně inokulováno 106 nádorových buněk a v následujících 23 dnech byla měřena velikost 

narůstajících nádorů. 

cidenci a počáteční rozvoj nád Na h

oj melanomu B16F10, na dolním rozvoj kolorektálního karcinomu C 6. 
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7. DISKUSE 
Přirozené zabíječské buňky představují významnou složku protinádorové 

a protiinfekční imunity. Pro výkon svých efektorových funkcí jsou vybaveny řadou 

povrchových receptorových molekul, jejichž prostřednictvím rozpoznávají infikované, 

nádorově transformované či jinak poškozené buňky. Přirozené zabíječské buňky jsou 

schopny rozlišit organismu vlastní a cizí molekuly na povrchu cílových buněk; u myší 

slouží k tomuto účelu mimo jiné také lektinové receptory Ly49 rozpoznávající MHC 

glykoproteiny, receptor NKG2D, jehož ligandem jsou stresem indukované proteiny Rae-1 

často přítomné na povrchu nádorových buněk, a receptory rodiny NKR-P1 (dosud byly 

identifikovány pouze ligandy inhibičních forem NKR-P1B, D a F). Některé z genů 

kódujících receptory NK buněk jsou udržovány (např. NKG2D), jiné se vyvíjejí 

(např. Ly49). Tato skutečnost má pak za následek alelickou divergenci. Variabilita 

receptorů NK buněk hraje důle tou roli v rezistenci vůči infekcím a nádorům. [79] 

V této práci 

ži

jsem se věnovala studiu genové divergence Nkr-p1 a Ly49 u inbredních 

myších kmenů C57BL/6 a Balb/c a její úlohy ve funkci NK buněk. 

Myši inbredních kmenů C57BL/6 a Balb/c a 10.-12. dceřinné generace jejich 

hybridů vyvinutých v Laboratoři přirozené buněčné imunity MBÚ AV ČR, které byly 

použity v této práci, byly charakterizovány na základě dvou fenotypických znaků. Prvním 

z nich byla exprese NK1.1, druhým pak exprese MHC molekul třídy I H-2Db a H-2Dd. 

Jak již bylo popsáno v úvodu této práce, inbrední myší kmeny C57BL/6 a Balb/c se 

navzájem liší v expresi NK1.1 (NKR-P1C). Díky skutečnosti, že NK buňky myšího kmene 

Balb/c nereagují s monoklonální protilátkou PK136 proti molekule NK1.1, bylo zjištěno, 

že oproti původnímu předpokladu existují mezi oběma myšími kmeny významné genetické 

odlišnosti v genu Nkr-p1c. Ty vedou k odlišnosti aminokyselinové sekvence NKR-P1C 

receptorů obou kmenů: sekvence NKR-P1CBalb/c se liší od sekvence NK1.1 antigenu 

(NKR-P1CBL6) substitucí několika aminokyselin, z nichž jediná zdánlivě konzervativní 

substituce S191T způsobuje nereaktivitu vůči mAb PK 136. [49, 53]  

Exprese NK1.1 antigenu (NKR-P1CBL6) u hybridních myší C57BL/6 x Balb/c byla 

v naší laboratoři původně testována pomocí průtokové cytometrie. Ukázalo se však, že tato 

ěřování výsledků FACS analýz proto byla zavedena a optimalizována 

metoda není zcela jednoznačná a interpretace jejích výsledků je zejména v případě NK1.1 

low hybridů koexprimujících produkty genů Nkr-p1cBL6 a Nkr-p1cBalb/c poměrně 

problematická. K ov
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metoda PCR genotypizace genu Nkr-p1c s použitím alelově specifických primerů 

u identifikaci obou genových forem. Bylo zjištěno, že hybridní myši 

první g

 H-2b 

a kmen

vaných MHC antigenů, 

nebo o

umožňující spolehlivo

enerace dědí obě popsané formy Nkr-p1c a jsou NK1.1-pozitivní, ačkoliv jejich 

reaktivita vůči anti-NK1.1 monoklonální protilátce je oproti C57BL/6 myším snížena. [69, 

70, 77] Hybridní myši dalších generací mohou být buďto také heterozygotní (NK1.1 low), 

nebo homozygotní, exprimující Nkr-p1cBL6 (NK1.1 high) nebo Nkr-p1cBalb/c (NK1.1 neg). 

Myši exprimují dvě skupiny genů kódujících MHC gp třídy I: jednak jsou to vysoce 

polymorfní geny třídy Ia, jejichž produkty prezentují peptidy T lymfocytům nesoucím TCR 

typu αβ, jednak poněkud méně polymorfní geny třídy Ib, jejichž produkty jsou 

rozpoznávány NK buňkami a T lymfocyty nesoucími TCR typu γδ. MHC gp třídy I 

se mohou vyskytovat ve třech izotypech (D, K, L), jejichž geny jsou lokalizovány 

v různých genových regionech na chromosomu 17. Každý z těchto izotypů se může 

vyskytovat v několika genových formách (alelách), jejichž soubor se přenáší na potomstvo 

jako celek a je exprimován kodominantně. Hybridi kmene C57BL/6 s haplotypem

e Balb/c s haplotypem H-2d  jsou tedy v první generaci heterozygotní a v dalších 

generacích pak exprimují na svých buňkách buďto jeden ze jmeno

ba. [2] 

Na základě popsaných charakteristik byly použité hybridní myši rozděleny podle 

fenotypu na 7 typů (viz tab. 4 na str. 51). Fenotyp mateřského inbredního kmene C57BL/6 

je B+D- NK1.1 high, fenotyp inbredního kmene Balb/c je B-D+ NK1.1 neg.  

Je třeba poznamenat, že veškerá práce prováděná na hybridních myších měla 

charakter předběžných experimentů. Nové myší kmeny jsou standardně považovány 

za stabilní a geneticky homogenní teprve ve 20. generaci záměrného příbuzenského 

křížení; u myší použitých v této práci se jednalo o 10.-12. generaci. To znamená, že i myši, 

které byly shledány homozygotními v námi sledovaných znacích, mohly být teoreticky 

stále heterozygotní v jiných genových lokusech, což s sebou přináší možnost odchylek 

v popisovaných pozorováních. Kromě toho jsou některé typy hybridů heterozygotní 

i ve sledovaných znacích. 

Hlavním cílem předkládané práce bylo ověření závislosti exprese vybraných 

receptorů Ly49 na polymorfismu NKR-P1C a následné získání prvotní představy 

o dědičnosti genů lokalizovaných v NK-genovém komplexu. Geny Ly49 byly pro tento 

účel vybrány z toho důvodu, že jsou lokalizovány na opačném konci NK-genového 

komplexu než geny Nkr-p1. Geny Ly49 se nacházejí v telomerické části NKC, zatímco 
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geny Nkr-p1 v jeho centromerické části; mezi clustery genů těchto dvou rodin se nacházejí 

ještě lokusy dalších genů, např. CD69, CD94 a NKG2, jejichž exprese se však u použitých 

myších kmenů neliší a ani u hybridních myší nebyly zjištěny změny [53, 78].  

Ly49 haplotypy kmenů C57BL/6 a Balb/c vykazují několik odlišností. Oba 

haplotypy obsahují šest shodných rámcových genů společných všem dosud popsaným 

myším haplotypům; jeden z nich, Ly49c, byl v této práci použit jako vnitřní kontrola. 

Haplot

edovanými znaky. 

ě přenášena 

na poto

PCR analýza neprokázala signifikantní vliv nádorového 

onemo

yp Balb/c, označovaný někdy jako tzv. minimální Ly49 haplotyp, obsahuje mimo 

tyto rámcové geny už jen jediný gen Ly49l, kódující aktivační receptor. Oproti tomu 

haplotyp C57BL/6 obsahuje 9 dalších genů, z nichž 4 kódují funkční proteiny. [53] 

Pro expresní analýzu byly v této práci vybrány geny Ly49d a Ly49h kódující aktivační 

receptory a Ly49f  kódující inhibiční receptor. 

Podle dřívějších pokusů  analyzujících expresi obou uvedených rodin receptorů [80]  

se zdálo, že závislost mezi expresí NKR-P1CBL6/NKR-P1CBalb/c a jednotlivých receptorů 

Ly49 není zcela zřejmá. Bylo však zjištěno, že občasné odchylky byly způsobeny pouze 

chybným vyhodnocením exprese jednotlivých forem receptoru NKR-P1C metodou FACS. 

Po zavedení genotypizace Nkr-p1c jako kontrolní metody bylo již dosaženo dobré korelace 

mezi oběma sl

Expresní analýza Ly49 technikou RT-PCR prokázala koexpresi Nkr-p1cBalb/c 

a Klra12 (Ly49l) a obdobně i koexpresi Nkr-p1cBL6 a genů Klra4 (Ly49d), Klra6 (Ly49f) 

a Klra8 (Ly49h). Toto pozorování naznačuje, že NKC doména je zřejm

mstvo jako celek. To je také v souladu s původním předpokladem; podle klasických 

Morganových zákonů dědičnosti jsou geny lokalizované na stejném chromosomu v genové 

vazbě, která podmiňuje společnou dědičnost znaků kódovaných těmito geny. 

Pravděpodobnost rekombinace je přímo úměrná vzdálenosti genů na chromosomu. 

Clustery genů rodiny Nkr-p1 a Ly49 se na chromosomu 6 nacházejí poměrně blízko u sebe 

(NK-genový komplex tvoří úsek cca 4,7 megabazí na tomto chromosomu), genová vazba je 

tedy silná a oba genové clustery se dědí společně. [81, 82] 

Semikvantitativní 

cnění na míru exprese genů kódujících receptory Ly49. V expresi všech testovaných 

genů s výjimkou Ly49f byl u zvířat s nádorem zaznamenán mírný pokles, žádná z těchto 

změn však nebyla statisticky významná, podobně jako v dřívějších experimentech. Dále 

bylo zjištěno, že na expresi genů Ly49 nemá vliv exprese jednotlivých forem MHC 

glykoproteinů ani pohlaví použitých pokusných zvířat. 
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Receptor NKR-P1C má aktivační funkci; jeho fyziologický ligand však dosud nebyl 

identifikován a stejně tak nebyla zatím objasněna jeho role v protinádorové imunitě. 

Podle článku J. Carlyla a kol. z r. 2006 [49] existuje možnost, že NK buňky myší kmene 

Balb/c 

 k rNKR-P1CBL6. [83] 

 v expresi H-2Dd a Rae-1γ. 

ch změn ve výše popsané 

poslou

měrou podílejí na rozpoznávání 

by mohly mít sníženou nebo poškozenou schopnost rozpoznávání cílových struktur 

prostřednictvím NKR-P1C. Substituce v sekvenci genu kódujícího receptor NKR-P1CBalb/c 

oproti odpovídajícímu genu v NKC doméně C57BL/6 myší může vést například ke ztrátě 

schopnosti rozpoznat sacharidové ligandy [69]. V případě receptorů NKR-P1B a D mohla 

být schopnost rozpoznávání ověřena testováním vazby jejich ligandu Clr-b; podobné 

pilotní experimenty byly provedeny s rekombinantními myšími proteiny NKR-P1CBalb/c 

a NKR-P1CBL6. Tyto pokusy prokázaly, že rNKR-P1CBalb/c neváže syntetické sacharidové 

prototypové ligandy, které mají vysokou afinitu

Pro zjištění, zda je aktivace cytolytického působení NK buněk ovlivněna expresí 

odlišných forem receptoru NKR-P1C, byly v našem experimentu všechny typy hybridních 

myší charakterizovány z hlediska cytotoxicity NK buněk a výsledky cytotoxických testů 

byly porovnány s obdobnými výsledky pro mateřské inbrední linie C57BL/6 a Balb/c. Jako 

cílové buněčné linie pro testování cytotoxického působení byly použity tři typy myšího 

T lymfomu YAC-1, které se lišily

U hybridních myší s haplotypem H-2d (fenotyp H-2Db– H-2Dd+), původně 

odvozených od mateřské linie Balb/c, se přenosem NKC domény z linie C57BL/6 zvyšuje 

cytotoxická aktivita proti H-2Dd pozitivním i H-2Dd negativním YAC-1 cílovým buňkám 

exprimujícím zároveň stresový protein Rae-1γ, a to u hybridů homo- i heterozygotních 

v Nkr-p1c lokusu. Cytotoxická aktivita zde narůstá v posloupnosti NKR-P1CBALB/C 

(NK1.1 neg ) < NKR-P1CBALB/C NKR-P1CBL6 (NK1.1 low) < NKR-P1CBL6 (NK1.1 high). 

Naopak u hybridních myší s haplotypem H-2b (fenotyp H-2Db+ H-2Dd–), 

odvozených od mateřské linie C57BL/6, se získáním NKC domény od kmene Balb/c 

funkční aktivita proti jmenovaným cílovým liniím snižuje, opět u homozygotů 

i heterozygotů; cytotoxická aktivita vlivem genetický

pnosti klesá (viz obr. 20 na str. 64). 

Tato pozorování naznačují,  že exprese NKR-P1CBL6 s sebou nese aktivační funkci 

nezávisle na haplotypu H-2. Je však možné, že v pozorovaných závislostech hrají roli 

i další faktory; pravděpodobné se zdá zejména zapojení další  rodiny lektinových receptorů 

Ly49, např. Ly49D a Ly49F, jejichž ligandem je H-2Dd, nebo Ly49H, který specificky 

rozpoznává H-2Db. Tyto receptory se významnou 
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vlastní

AC-1 -/-/+, které na svém 

povrch

 

cílovýc

ho a cizího, které hraje naprosto zásadní roli v regulaci funkce přirozených 

zabíječských buněk. [58, 84] 

In vivo experimenty sledující incidenci a počáteční rozvoj nádorů ukázaly, že 

u myší s H-2d haplotypem (Balb/c) dochází získáním C57BL/6 NKC domény ke zlepšení 

rozpoznávání kolorektálního karcinomu, jehož buňky nesou na svém povrchu antigen 

H-2Dd [85], a tím je oddálen jeho rozvoj. Toto zjištění koreluje s výsledky cytotoxických 

testů, kde byla zvýšená cytotoxická aktivita NK buněk proti H-2Dd pozitivním YAC-1 

cílovým buňkám nalezena rovněž u H-2Db– H-2Dd+ myší nesoucích NKR-P1CBL6, 

případně NKR-P1CBL6 a NKR-P1CBalb/c (viz obr. 20 na str. 64, YAC-1 -/+/+). Tato 

skutečnost může být opět přičtena jak expresi NKR-P1CBL6, tak i současné expresi 

aktivačního receptoru Ly49D rozeznávajícího H-2Dd. 

Naproti tomu růst melanomu B16F10, který je H-2Dd negativní, byl nejrychlejší 

u H-2Db+ H-2Dd– myší exprimujících NKR-P1CBL6 a Ly49D. Současně vykazovaly tyto 

myši nejnižší hodnoty NK buněčné cytotoxicity proti H-2Dd negativním YAC-1 cílovým 

buňkám. Získáním NKC domény kmene Balb/c se zvýšila jak rezistence vůči melanomu 

B16F10, tak i cytotoxicita proti H-2Dd negativním cílovým buňkám. 

Nejcitlivějšími cílovými buňkami se ukázaly být Y

u nesou pouze stresový protein Rae-1γ, nikoliv však molekulu H-2Dd. Tyto buňky 

byly nejúčinněji zabíjeny NK buňkami exprimujícími NKR-P1CBL6 bez ohledu na H-2 

haplotyp. Na cytolytické aktivitě proti těmto buňkám se pravděpodobně podílí také 

lektinový receptor NKG2D specificky rozpoznávající Rae-1γ. 

Výrazně vyšší hodnoty cytotoxicity než u inbredních kmenů i ostatních typů 

hybridů byly získány pro hybridy H-2Db+ H-2Dd+  NK1.1 high, a to při použití všech typů

h buněk. Vysoké hodnoty cytotoxické aktivity však neodpovídaly protinádorové 

aktivitě in vivo. 

Ověření uvedených hypotéz a bližší charakterizace zapojených mechanismů bude 

předmětem dalšího studia. 
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8. ZÁVĚR 
M

na hybridní myši s haplotypem H-2d 

(odvoz

ohou hrát 

např. i

 na myši s haplotypem H-2b. 

R

yši inbredních kmenů C57BL/6 a Balb/c a hybridní myši 10.-12. dceřinné generace 

odvozené od těchto dvou kmenů byly charakterizovány na základě exprese H-2 antigenů 

a dvou odlišných forem receptoru NKR-P1C metodami průtokové cytometrie a PCR 

genotypizace.  

Expresní analýzou (RT-PCR) byla prokázána koexprese Nkr-p1cBalb/c a Klra12 

(Ly49l) a obdobně i koexprese Nkr-p1cBL6 a genů Klra4 (Ly49d), Klra6 (Ly49f) a Klra8 

(Ly49h). NKC doména se tedy, podle našeho původního předpokladu, přenáší na 

potomstvo jako celek.  

Přenos NKC domény z inbrední linie C57BL/6 

ené od kmene Balb/c) zvyšuje in vitro cytotoxickou aktivitu proti H-2d pozitivním 

i H-2d negativním cílovým buňkám. Naopak přenos NKC domény kmene Balb/c 

na hybridy s haplotypem H-2b (odvozené od kmene C57BL/6) snižuje funkční aktivitu 

proti oběma typům cílových buněk.  

Exprese NKR-P1CBL6 s sebou nese aktivační funkci, nicméně svou roli m

 receptory Ly49D, F či H, jejichž geny jsou přítomny v genomu kmene C57BL/6 

a nepřítomny v genomu kmene Balb/c. 

In vivo experimenty sledující incidenci a počáteční rozvoj nádorů ukázaly, že u myší 

s  haplotypem H-2d (Balb/c) dochází získáním C57BL/6 NKC domény ke snížení výskytu 

a růstu nádorů; stejný účinek má i přenos Balb/c NKC domény

elativní kvantifikace exprese mRNA neprokázala statisticky významné změny 

v expresi mRNA pro receptory Ly49 u myší s nádorovým onemocněním oproti zdravým 

jedincům. 
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10. PŘÍLOHY 

Příloha 1 - Sekvence genů Klra použité pro návrh primerů 

ikované části sekvencí jsou podtržAmplif eny, části sekvencí použité pro návrh primerů 

jsou označeny barevně (červeně přímý primer, modře zpětný primer). 

Klra3 (Ly49C)      

NM_010648.2 

Délka a
1  tgacgaggag gggcagaaaa tcatgaggtt gagtatcacc cggtggaaat ttagttccga 

aaat 
gagt 

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

mplifikovaného fragmentu: 345 bp 

61  ctttcaattt tgaaactcgt aggagatcta aaccagaaaa cgccaacgtt tcagac
121  tttccctcca ccagcatcac tccggtagag acacagactt cttgtactcc cacgat

 
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 

Klra4 (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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Klra6 (Ly49F) 

NM_008464.2 

ggg cccagagaag 

241  gtttccttct tcttataaca gttgcagtgt tggcagtaaa gatttttcag tatggtcaac 
aatccatgaa actctaaact accaccataa ctgcagcaac atgcaaagtg 

gga atccctcaac agagaacaga acagagggta cagtgaaact aagacagatt 
gtg ttaaatactg gttctgctac cgtactaaat

Délka amplifikovaného fragmentu: 431 bp 
1  caccaactct acagacaaat tttccctcac cagaatcact ccggtagaga cacagagaac 
61  agacttcttg tactcccaca atgagtgagc cggaggtcac ttactcaact gtgagacttc 
121  ataagtcttc aaggttgcag aaacttgtaa ggcatgagga gactcaa
181  ctggctacag aaagtgttca gtatgctggc agctcattgt gaaagctctt ggaatcctct 

301  acaaccaaga 
361  atttcaactt aaaggaagaa atgttgacaa ataggtctat agactctagg ccaggcaatg 
421  aacttct
481  tagattcctc acaggacaca gggacag  

cat ggagtggatg taaacagaac tgccagcatt541  gttattattt catcatgaac aaaaata  
 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 

Klra8 (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 

tt ctggaataca tcaaaagaga acaggagaga tgggacagtg aaaccaagag481  ctatgaac  
541  tgtttcagat tcttcacgag acacaggcag aggtgttaaa tactggttct gctatggtac 

tat tatttcatca tgaataaaac tacatggagt ggatgtaaag cgaactgcca 

tgg attgtcatat gataagaaaa aaaaggaatg 
 
 

601  taaatgt
661  gcattacagc gttcccattg tgaagataga agatgaagat gaactgaaat tccttcaacg 
721  ccatgttatt ctagagagtt actggat
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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Klra12 (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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Příloha 2 - Srovnání sekvence dvou PCR produktů vzniklých 
fragmentu genu Ly49h 

znikly tři reakční produkty rozdílné velikosti. 

 ) 

é 

amplifikací 

Při PCR amplifikaci genu Ly49h v

Dva z nich, které se svou velikostí nejvíce blížily očekávané velikost produktu (566 bp

byly sekvenovány. Na obr. 23 je výstup z programu BLAST, v němž byly získan

sekvence obou produktů srovnány.  

 
Obr. 23: Srovnání sekvencí amplifikátů fragmentu genu Ly49h. Query = fragment DNA o očekávané 

délce 566 bp, subject = kratší fragment DNA vzniklý zřejmě alternativním sestřihem, v jeho sekvenci chybí 

úsek o délce 86 bp. 
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Svoluji k zapůjčení této práce pro studijní účely a prosím, aby byla řádně vedena evidence 

vypůjčovatelů. 
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