Vyzkum vzajemné interakce membranovych receptar NKR-P1D a Clrb

Interakce mysSich receptoNKR-P1D a Clirb byla poprvé popsana jako novy tyHC
class-l independent missing-self recognition® pdsKgi ochranu ped NK burcnym
zabijenimf! Pozdjsi studie ale finesla vysledky zpochytujici tato data a nazajici, ze
NKR-P1D vaZe Clrb pouze velmi skghestli vibec!?!

Abychom vnesli s#tlo na tyto diskrepantni vysledky, rekombinanfsme gipravili
extracelularni domény obou recepitor bakteriichE. coli a proteiny renaturovaliin vitro.
Kvalita renaturace byla @tena utéenim zapojeni disulfidickych @stki a zn&frenim
'H/**N-HSQC spekter. Pomoci gelové filtrace a analyticktacentrifugy nebylo moZno
poskytnout peswdcivé dikazy pro existenci interakce. Slaba, ale specificitérakce byla
pozorovana za pouziti SPR techniky. Tato intergbiekvapiw vykazovala pH zavislost.
Interakce mezi proteiny v roztoku byla naslédmobilizovana pomoci techniky chemického
zesitni proteiri. Byla pouzita¢inidla EDC, DSG a DSS. Re&ki snesi byly rozdleny
pomoci SDS-PAGE a dimery bylyépeny proteasami v gelu. Pomoci FTMS bylo mozné
identifikovat peptidy z obou protainkteré byly spojenydkterym ze siovacichéinidel.

Diky nedavno vieSenym strukturam proté&irNKR-P1A a Clrg, které sdili s NKR-P1D a
Clrb 86% a 76% sekveéni identitu bylo mozné vyti@t homologni modely obou protein
interagujiciho paru dimér Cast dat ziskanych t&ivacim experimentem dledekavani
zapadala do modelu dvou homodifhenteragujicich klasickym ,face-to-face jagobem.
Nezanedbatelné&ast pozorovanych spojeni ale nemohla byt ¥ema timto modelem, s
ohledem na délku ramének pouzity@hidel. Tato pozorovani nas vedla k navrhu modelu,
podle kterého jsou tyto proteiny schopny interakédy jednoho homodimeru séasré se
dvéma homodimery proteinu druhého. Toto by navic vddigrraznému zvySeni celkové
avidity, i presto Ze afinita jednotlivych monondemize byt velmi nizk4, jak shodmaznguji

gelova filtrace, analyticka ultracentrifuga i polwowa plasmonova resonance.
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