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Vyzkum vzajemneé interakce membranovych receptair 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 renaturovain 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 protéinNKR-P1A a Clrg, které sdili s NKR-P1D
a Clrb 86% a 76% sekveémi identitu bylo mozné vytuit homologni modely obou protdin

i interagujiciho paru dimér Cést dat ziskanych t&ivacim experimentem dledekavani
zapadala do modelu dvou homodifhenteragujicich klasickym ,face-to-face jagobem.
Nezanedbateln&ast pozorovanych spojeni ale nemohla byt ¥§ema timto modelem,

s ohledem na délku ramének pouzityofidel. 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.
1. lizuka, K. et. al., Nat. Immunol., 2008,801 — 807

2. Carlyle, J. et. al., Proc. Natl. Acad. Sci., 20101, 3527 — 3532



Studies on interactions between NKR-P1D and Cirb nmabrane receptors

Interaction between murine NKR-P1D and Clirb recepteas originally described as a novel
type of ,MHC class-I independent missing-self remitign® and was shown to confer
protection from killing by natural killer cell8. However, further study brought conflicting
results suggesting that NKR-P1D does not binds §&hdngly if it does at alf’

In order to address the issues arising from thesdlicting results, we have recombinantly
expressed the extracellular domains of both recgmide. coli cells and refolded the proteins
in vitro. The quality of refolding was confirmed both by efetining the disulphide bonding
pattern using FTMS and measurifg/*>N-HSQC spectra. By means of size exclusion
chromatography and analytical ultracentrifuge weengnable to provide convincing results
for the interaction itself. However, using SPR tagne, a weak, specific, pH-dependent
interaction was observed. Interaction between tbéems in solution was immobilized using
chemical cross-linking technique. Three cross-tigkreagents, EDC, DSG and DSS were
used. The reaction mixture was separated by me&rSD&-PAGE and protein bands
corresponding to dimers were digested in gel. UsimgMS we were able to find peptides
from both proteins connected by the cross-linkers.

Using recently resolved structures of extracelldamains of NKR-P1A and Clrg receptors
bearing 86% and 76% sequence identity with NKR-RbD Clrb respectively, we were able
to build homology models of both NKR-P1D and Clridaa model of the interacting pair.
Part of the data obtained from cross-linking expents fitted nicely into the model of
homodimers of both proteins interacting in a faxdaice fashion as would be expected;
however significant portion of the observed croskd could not be explained by this model.
In order to allow for these data, we suggest thase receptors do not only interact in the
face-to-face fashion but also in a chain-like austér-like fashion with each homodimer
contacting two homodimers of the second proteithatsame time. This would also lead to
significant increase in the overall avidity evewnugh the affinity of monomeric units might
be very small as indicated by size exclusion chtography, analytical ultracentrifuge and

surface plasmon resonance. (Thesis in Czech)
1. lizuka, K. et. alNat. Immunol., 20034, 801 — 807

2. Carlyle, J. et. al., Proc. Natl. Acad. Sci, 20021, 3527 — 3532
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AICD
APC
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BSA
CAD
CCL
CCR
CD
Clr
CRACC
CTL
DAMP

Buni¢na cytotoxicita zavisla na protilatkach (AntiboBgpendent Cellular
Cytotoxicity)

Aktivaci indukované bugna smrt (Activation Induced Cell Death)
Antigen prezentujici bika (Antigen Presenting Cell)

Par bazi (base pair)

Howzi sérovy albumin (Bovine Serum Albumin)

Nukleasa (DNA fragmentation factor 40)

Chemokin (Chemokine (C-C motif) Ligand)

Chemokinovy receptor (C-C Chemokine Receptor)

Ozn&eni povrchovych molekul bék (Cluster of Differentiation)

Rodina molekul fibuznych lektiim C-typu (C-type lectin related)

Clen rodiny SLAM (CD2-like Receptor-Activating Cytmtic Cells)
Cytotoxicky T-Lymfocyt

Molekularni vzor asociovany s nebezipe (Danger Associated Molecular
Pattern)

DAP10/12 Adaptorové proteiny (DNAX-Activating Praieof 10/12 kDa)

DC
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dNTPs
EAT2
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FasL
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Complex)
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Fourierovu transformaci (Fourier Transform lon @yubn Resonance)
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Faktor stimulujici kolonie granuloéytn makrofa§ (Granulocyte-Macrophage
Colony-Stimulating Factor)

Granzym A/B
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Receptor)
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Receptors)
LipoPolySacharid
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MHC Hlavni histokompatibilni komplex (Major Histompatibility Complex)
MICA/B  Proteiny strukturtt podobné MHC molekulam (MHC-class-I-like Chain A/B)

MS Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

MULT-1  MysSi ligand NKG2D (Murine ULBP-like Transigt 1)

NCR Receptory zprosdkujici cytotoxicitu (Natural Cytotoxicity Recep}o

NHS N-hydroxysukcinimidyl

NK Zabijatska buika (Natural Killer)

NK1.1 Antigen NK bugk (Natural Killer antigen 1.1)

NKC NK genovy komplex (NK gene Complex)

NKG2 Rodina recept@rC-lektinového typu (Natural Killer Group 2)

NKG5 NK burg¢na forma granulysinu (Natural Killer Group 5)

Nkp Skupina NK receptdar(Natural Killer protein)

NKR-P1 Rodina receptdrC-lektinového typu (Natural Killer Receptor Protéi)

NMR Nuklearni Magneticka Resonance

NTB-A Clen rodiny SLAM (NK, T- and B-cell Antigen)

OCIL Jiné ozné&eni pro protein Clrb (OsteoClast Inhibitory Lectin)

PAMP Molekularni vzor asociovany s patogeny (Pgémo Associated Molecular
Pattern)

PCR Polymerasovi&tzova reakce (Polymerase Chain Reaction)

PEN Perforin

PI3K Fosfatidylinositol-3-OH kinasa (Phosphatidgsitol-3-OH Kinase)

PLCy Fosfolipasa G-(PhospohoLipase )

ppm Zpisob vyjadeni chyby ndteni (Parts Per Million)

PRR Receptor rozpoznavajici patogeny (PathogendRé@mn Receptor)

Qa-1 Ligand pro mysi inhibini receptory NKG-2A a C

Rae Mysi ligandy NKG2D (Retinoic Acid Early indutgtil)

RAG Rekombinasa (Recombinase-Activating Gene)

RANKL Molekula stimulujici tvorbu osteoklas{Receptor Activator of NkeB Ligand)

RPM Pa@et ot&ek za minutu (Revolutions Per Minute)

SAP Adaptorovy protein pro ITSM (SLAM Associatefin)

SDS-PAGE Elektroforéza v polyakrylamidovém gelpiitomnosti dodecyl sulfat sodného
(SodiumDodecylSulfate-PolyAcrylamid Gel Electropésis)

SH2 Doména vazici sekvence obsahujici fosforylpwarosin (Src Homology 2)

SH3 Doména vazici sekvence bohaté na prolin (Smdtmgy 3)
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SHIP Inositolova fosfatasa (SH2 domain-containingnositol polyphosphate
5-Phosphatase)
SHP-1/2 Proteintyrosinové fosfatasy (SH2 domaint@ioimg protein  tyrosin

Phosphatase)

SPR Povrchova plasmonova resonance (Surface PlaResmmance)

Src Rodina sarkomovych tyrosinovych kinas (SaRComa)

Syk Rodina tyrosinovych kinas (Spleen Y (tyrosinh#se)

TCEP Tris(2-karboxyethyl)fosfin (Tris(2-CarboxyBtjPhosphine)

TCR T buricny receptor (T Cell Receptor)

TGF Transformujiciiistovy faktorp (Transforming Growth Factd)

TIL Tumor infiltrujici lymfocyt (Tumor Infiltratig Lymphocyte)

TLA519 T-buré¢na forma granulysinu (T-Lymphocyte Antigen 519)

TLR Receptor podobny receptoru Toll (Toll-Like Rpta)

TNF Faktor zjsobujici nekr6zu tumér(Tumor Necrosis Factor)

TOF Hmotnostni analyzator vyuZivajici dobu letutiofTime Of Flight)

TRAIL Ligand piibuzny TNF spousjici apoptosu (TNF-Related Apoptosis Inducing
Ligand)

ULBP Mysi ligandy NKG2D receptoru — proteiny vaidi1l6 (UL16 Binding Protein)

UL16 Glykoprotein kddovany MCMV

XCL Chemokin (Chemokine (C motif) ligand)

ZAP-70 Tyrosinova kinasa asociovana se zet&zcem(Zeta-chain-Associated Protein
kinase 70)
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1. Teoreticky Gvod

1.1 Imunologie a vyvoj chapani imunitniho systému

Imunitni systém je jeden ze zasadnich mechahigdizeni homeostazy ¥lé. Pa@atky
imunologie jako ¥dy zabyvajici se specificky timto mechanismem, beykle datuji na
pielom 18. a 19. stoleti k Edwardu Jennerovi, kteyyabtaké ozn&ovan jako zakladatel
imunologie!” Jenner se proslavil svymi, z dne$niho pohlediketipornymi experimenty,
které vedly k objevu &kovani proti nesStovicim. Jenner, jako i dal&gnim, zaznamenal, Ze
lidé, ktei proctlali infekci virem Vaccinie se stali rezistentnimit¢i pravy nestovicim.
Jenner vSak néstal pouze u tohoto pasivniho pozorovani a uskiltexperiment, ktery ve
své jednoduchosti prokazal spravnost této hyposéagiznail smer, jimZz se medicina ubirala
v dalSich desetiletich az do samotné eradikaceyphanestovic v roce 1979. Jenner infikoval
syna svého zahradnika, osmiletého Jamese Phippse, Wacciniea po odezni priznaka
infekce se jej pokusil infikovat virem pravych na&t. Ani po opakovaném podani
infekéniho materialu vSak ditheonemoco a Jenner tak ukazal&u zpisob boje proti této
chorolE, ktera si réns vyzadala miliony Zivat.!”

Jennerovy vysledky se vSak zakladaly pouze na @hkgirzkuSenosti a pozorovani a
postradaly jakékoliv mechanistické vydeni proces, které za nimi staly. Vyznam
mikroorganisnd pro vznik infeknich chorob popsal az Robert Koch ve druhé potovin
19. stoleti. Tento objev byl nasledovan rychlymviajgm metodiky vakcinace i proti dalSim
chorobam (naifiklad chol@e nebo vzteklis) predevsim zasluhou Louise Pastéetfra.

Samotné imunologii konce 19. agatku 20. stoleti vévodily dvteorie. Buiéna teorie
llji Me ¢nikova gikladajici hlavni roli v imunitnim systému fagocy&" * a imunochemicka
teorie Paula Ehrlichafipisujici hlavni Glohu rozpustnym protilatkam citigjicim v krvi®
Ackoliv tyto dw myslenkové Skoly ve své débtvorily protipoly tehdejSiho chapani
imunitniho systému, dnes vime, Ze2dborie jsou v principu spravné a v ohfaedince ped
patogeny se doopravdy uplaji jak Ehrlichovy protilatky, tak Méikovova fagocyt6za. Oba
tak nakonec za své&ippivky k pochopeni funkce imunitniho systému obdrieiloce 1908
Nobelovu cenu za fyziologii a medicihr!

DalSim dilezitym konceptem, jehoz formulace byla vyznamnyninikem vyvoje

imunologie bylo zavedeni pojim,self* a ,nonself, jez podle Macfarlan Burneta mezuji
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swt, jak jej chape imunitni systém. Podle této tednmunitni systém rozpoznava mezi
entitami tlu vlastnimi (,self) a cizimi (,nonself}* Burnet nasledhsvou myslenku rozsi

do podoby teorie klonalni selekce, ktégfkd, Ze po stimulaci antigenem, dojde k expanzi
populace pouzesth lymfocyti, které tento antigen rozpozndlyV ramci zajistni snerovani
imunitni odpo¥di pouze proti entitamélu cizim, Burnet a Medawar nakonec do tohoto
modelu zapoijili i Lederbefy navrh, Ze autoreaktivni klony lymfodyjsou odstraény v rané
fazi vyvoje’®

Tento model proSel v pbéhu nasledujicich let &kolika Upravami, které do é&p
inkorporovaly koncept druhého signalu. Podle pwtiichto Uprav, kterou zavedli Langman a
Cohn, B lymfocyty, které pouze rozpoznaji antigele, nedostanou druhy, padpy, signal
od T lymfocytu, pechézi do apoptosy.

O dalsi roz&eni tohoto modelu se postarali Lafferty a Cunnimghktei zavedli koncept
dalSi buky, takzvané antigen prezentujici ny, ktera poskytuje takovy druhy signal
T lymfocytam *

Tato posledni zéma byla dlouho opomijena a ignorovana az do rolkk918dy Charles
Janeway tento koncept ro#iBdo podoby takzvaného ,Infectious Non-Self* madePodle
tohoto modelu jsou antigen prezentujici nky schopny rozpoznat charakteristické
molekularni vzory objevujici se konzervo¥ama patogenech a iniciovat proti nim imunitni
odpowd. Tyto vzory byly ozn&ny jako ,PAMPs,” (Pathogen Associated Molecular
Patterns) a receptory, které je rozpoznavaji, jafRRRs“ (Pathogen Recognition
Receptors)!

Posledni kapitolou ve vyvoji naSeho pochopeni fwdgdimunitniho systému je takzvany
.Danger" model, ktery navrhla Polly Matzinger. Pediohoto modelu nestoji na da&tku
imunitni odpo¥di pouze jednoduché rozpoznani cizorodych molekidérvzofi, ale spise
poSkozeni vlastnich tkani a nasledné usimnmolekul, které byly analogicky oz¥eny jako
.,DAMPs"“ (Danger Associated Molecular Patterns). fbemodel je, narozdil od vSech
piedchozich, schopen wvy&lit nékteré fenomény, jako néjlad transplantni nebo
protinadorovou imunitu, a nabizi zcela novy namadunkci imunitniho systémit?

Ackoliv byl ,Danger” model gvodre koncipovan a prezentovan jako alternativa, ktera
méla nahradit ,Infectious Non-Self* mod&¥, objev a detailni charakterizace prvniho PRR
v roce 199%* ¥ jasr nazndila, Ze ,Infectous Non-Self* model mozna nepopisajinitni
systém komplety ale utité neni principield chybny a Matzinger byla nucena v dalSich

publikacich pistoupit na snliv&si ton™?
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Stejre jako objev receptdr rozpoznavajicich mikrobialni vzory byl chapan jatikaz
podporujici ,Infectious Non-Self* model, nedavnyj@breceptoru specifického pro DAMPs,
prin&si dikaz o platnosti ,Danger modeltf! D4 se tedyict, Ze &koliv Zadny z &chto dvou
modeli nema pravdu sam o shbdohromady fedstavuji nejfesrgjSi popis funkce
imunitniho systému, ktery je v stasné dob k dispozici. Jak ukazuji éiteré publikace
z posledni doby, je pro silnou aktivagkierych imunitnich funkci ve skuteosti feba obou
téchto aktiv&nich signal — PAMF: i DAMP.

1.2 Imunitni systém

Jak bylo nastiéno v predchozic¢asti, pohled ¥dci na imunitni systém proSel velkym
mnozstvim zmin a d& se fedpokladat, Ze ani dne3ni pohled zdaleka neni ckone
a spravnou variantou.

V souwasné dob je, spiSe z historickychuglodi, imunitni systém ¢élen na d¢ ¢asti —
vrozenou a adaptivni. Vrozena imunita byva obvyklevazovana za zakladni vrstvu
imunitniho systému, jejimz hlavnim Ukolem je poumezpoznat fitomnost patogenu
a aktivovat imunitu adaptivni. Jak &aa byt posledni dobourggmé, tato jednoduchost je
vS8ak pouze iluzorni a vrozena imunita ve skotsti gedstavuje velice komplikovany
a dynamicky systém, ktery se neda shrnout &lmlika takto zjednoduSujicich pdek. Za
hlavni bur¢né slozky vrozené imunity jsou obvykle povaZzovangndritické buiky,
makrofagy, polymorfonuklearni leukocyty a mastodfky

Adaptivni imunitni systém je charakteristicky svklonalitou, coZz znamend, Ze kazda
buika ma swj vlastni unikatni receptor s unikatni specifitBwocesy davajici vzniknout takto
diverzifikovanému repertoaru byly dlouho neznamékuti Susumu Tonegawa neobjevil
kombinatoricky systém skladani receptdombinaci #iznych genovych segmert® Dalsi
procesy dale zvysujici diverzitu byly objeveny pgidale Tonegawa za tento objev obdrzel
v roce 1987 Nobelovu cenu za medicinu a fyzioldgezi burécné slozky adaptivni imunity
se obvykleradi B a T lymfocyty, které se daleltido dalsich podskupitt.

Podle &chto definic se rozfleni imunitniho systému na vrozeny a adaptivni jekb
logické a pomirn¢ primocaré. Ve skuténosti je vSak hranice mezénito dwma systémy
velmi nejasnd a misty naprosto arbittaistanovena. Krog vySe zmignych bur¢nych

populaci jas#é spadajicich do jedné z takto vymezenych oblagistgi totiz i subpopulace
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B a T lymfocyti, které maji znéné¢ redukovanou diversitu svych recegtoa v mnoha
ohledech vykazuji charakter biknvrozené imunity. Jakoifklady €chto burk se obvykle
uvadiji B-1 lymfocyty, y6 T lymfocyty nebo NK T lymfocyty. Samostatnou sk, kterd

stoji na rozhrani adaptivni a vrozené imunity jpotom NK buiky.™

1.3 NK bunky

NK bunky byly objeveny v roce 1975. Diky své morfologixpresi mnoha lymfoidnich
markefi a pivodu ze spokného lymfoidniho prekurzoru byly klasifikovany jakialsi typ
lymfocyti.l*® Nazev NK buk pochazi z anglického ,Natural Killer* a odraZiastnosti
téchto lymfocyti, které byly popsany v prvnich pracich — schoprzabijet rkteré tumorové
a virow infikované buiky bez gedchozi aktivace.

Konsenzu v klasifikaci NK butk bylo dosazeno, kdyz byly NK hky definovany jako
velké granularni lymfocyty neexprimujici CD3 andaé& ziettzci TCR, exprimujici CD16 a
CD56 u lidi a NK-1.1/NK-2.1 u mysi a vykazujici otdxickou aktivitu pi absenci MHC
tiidy I i 1.°% NK-1.1 antigen v8ak nenfitomen na NK bitkach viech mysich kmeéna tak
byl v nedavné dabjako asi nejcharakterigtgjSi marker NK butk nagi¢ sawimi druhy
definovan NKp46 receptd Pozdji byly popsany i regukni funkce NK buik, predevsim
produkce velkého mnozstvi cytokia chemokifn. Schopnost zabijeni be#eplchozi aktivace
byla také pehodnocena, kdyZ bylo zj&to, Ze i NK buky vyZaduji priming §znymi faktory,
jako napiklad IL-15, IL-12 nebo IL-18. Obee¢nje aktivita kazdé NK hitky diktovana
rovnovahou signal piichazejicich skrze akti¢ai a inhib&ni receptory. V fipac prevahy
inhibi¢nich signal se nic nede, zatimco kdyZ fevazi aktivani signaly, NK buika je

aktivovana a dochazi k zabitiitky ktera tuto aktivaci zisobilal®?

1.3.1 Vyvoj NK bunék

Jako zakladni prekurzor mysSich NK kkrisou na zéklaglin vitro experimeni obecr
povazovany spotmé lymfoidni prekurzory, které davaji vznik i T alBnfocytim. Objevily
se v3ak i experimenty nazngici moznost vyvoje NK butk z ¢asrgjSich FIt3 prekurzof,
jako napiiklad ranych lymfoidnich prekurzér které maji schopnost vyvinout se

v granulocyty a makrofagy, stéjiako v T a B lymfocyty*!
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Primarnim mistem pro vyvoj NK bgk je kostni den, akoliv NK bunky
s nematurovanym fenotypem se objevuiji i v jatretyeanu?®!

V piipad mySich NK busk maturujicich v kostniigni se objevily dva typy klasifikaci
jednotlivych vyvojovych stadii. Prvni navrhl Yokaya a @li vyvoj do 5 fazi oznéovanych
| — V. Prekurzory NK buék ve fazi | jsou charakteristické expresi CD122sHdujici faze
vyvoje jsou charakterizovany dmici se expresiteznych znak. Posledni faze ozmnajici
maturované hiky je charakteristicka Uplnou ztratou expresea silnou expresi CD43 a
Mac-1.24

Druhd klasifikace vychazi z prace Di Santa, ktetly dyvoj taktéz do 5 fazi (Obr. 1.),
které ale oznalje A — E. Podle této

klasifikace jsou prekurzory NK bk o = iNK. .6
charakteristické expresi CD12

a NKG2D, maturované NK kiky pak A% I I
upregulaci Ly49 a DX5”! NiG2D -

NK1.1

| ptes drobné odliSnosti se tyt =

CD94

klasifikace dobe dophuji a shoduji se - TRAL___

CD51(aw)

na postupném ziskavani cytotoxickyc

Ly49

vlastnosti i produkce interferony u CD49b (DX, o)
vyvijejicich se NK buk.?* %! St >
yvije| . = —
Na molekularni arovni je
Cytotoxicity =
mechanismus dujici komitment k NK IFN-y -

burgénému  osudu den  rovnovahou Obr. 1. Schéma jednotlivych vyvojovych sta

transkrignich faktofi E2A a HEB s 1d2,  mysSich NK bugk a jejich expresniho profilu
] Prejato z [25.

kdy 1d2 sntruje buiku Kk NK

burg¢nému osudu, kdezto E2A a HEB k T a B komitmentthdésn dalSiho vyvoje NK buk

hraji dilezitou roli dalSi transkrigni faktory (T-bet, GATA-3), stejh jako @i uréeni

efektorovych vlastnosti jiz maturovanych NK Bk{MEF, MITF) 2!

Vyvoj NK bunek probihajici v thymu vede ke vzniku populace duoharakteristickych
vysokou produkci prozé&tlivych cytokini a snizenou cytolytickou aktivitou. Tato populace
vykazuje snizenou expresi CD11b, CD43, postrad® lrgdeptory, exprimuje podjednotku
IL-7R a vyvoj tchto NK burk vyZaduje pitomnost IL-7. Zda k jejich vyvoji dochazi
z thymovych prekurzdr nebo ze stejnych prekurZgrjako v gipac NK bunsk v kostni

dieni, Zistava nejasné. Vzhledem ke svym vlastnostem jsta rtyySi NK buiky, které
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produkuji cytokiny a jsou jen slakrytotoxické, pipodohiovany k lidskému NK butnému
subsetu ozrmvanému CD58" cD16"™ %!

K vyvoji lidskych NK burgék dochézi kroré kostni derg také v sekundarnich lymfoidnich
tkanich, pedevsim v lymfatickych uzlinach a tonzild@H.Vyvoj NK bunsk v kostni deni Ize
rozcklit do dvou fazi. Prvni je zavisla na stromalnidéistovych faktorech, jako KL a FL, a
vede k CD3&"" |L-2/|L-15* CD56 prekurzofim. Tyto prekurzory se poté pod vlivem IL-15
vyviji v maturované CDS8'CD16™"™ NK buiiky vyznasujici se silnymi cytotoxickymi
vlastnostmi. Oproti tomu vyvoj v lymfatickych uzéioh vede kimunoreguaimu
CD56"MCD16"™ subsetu charakterizovanému zvySenou produkci tytok snizenymi

cytotoxickymi schopnostnif”? Specialni subset hematopoetickych prekurzefenotypem
CD34'™ CD45RA" B9 byl nalezen v lymfatickych uzlinach, kde taaprostou #Sinu

vdech CD34 burek, zatimco v krvi tento subsetquistavuje méhnez 6 % a v kostnitdni
meére nez 1%. Redpoklada se, Ze pravtento subset je prekurzorem pro vznik
CD56"MCD16"™ NK bunséného subsetu v lymfatickych uzlind@fl. Nahromadna data
nazn&uji, Ze tento prekurzorovy subset je generovansirkodeni pod vlivem KL a FL a
teprve néslednh migruje do lymfatickych uzlin, kde pod vlivem IL51diferencuje na
CD56”"9" NK buiiky.?”

Detailrgji propracovany model vyvoje NK bgk v sekundarnich lymfoidnich tkanich

postuloval Freud et al., kdyZ jej radifldo 4

fazi v zavislosti na expresi CD34, CD11 Stage! Stage2 Stage3d  Staged  Stages
CD122(-) CD122(+) Committed (CDS56bsh) (CD5G%M)
HSC pro-NK pre-NK iNK NK

a CD94 (Obr. 2.). Prvni faze vyvoj Q__Q—O—Q“"@"ij

OdeVidé progenit(ﬁm popsan)'/m JIz tive CD34(+) CD34(+) CD34{+) CD34(-) CD34(-) CD34(-)

i i , CD38(-) CD117(-) CD117(+) CD117(+) CD117(+/~) CD117(-)

s charakteristickym fenotypem CD34 s e O oo 8 S s M i
CD117 CD94 Né.Sledné UpregU|ace CDll Commitment to NK lineage

~ 7 ’ - , . Functional maturation/transitionin:

vede k dalsimu stadiu Vyvoje st o

KIR acquisition

ozna&ovanému jako pre-NK liky, které Obr. 2. Schématické znazotni vyvoje

) , , , lidskych NK burgk. Detaily jsou uveden
jsou definovany svou schopnosti reagovat Naieyty. Rejato z [26.

IL-15 a diferencovat na nezralé NKiiky,

které gedstavuiji teti fazi vyvoje. Toto stadium je charakterizovanmwdregulaci CD34
a ztratou veskeré plasticity, kterou vykazujeégqchozi vyvojové stugn které jsou schopny
kromé¢ NK burgk dat vznik i dalSim buggnym typaim. Maturované NK biiky, vyvojova faze
Ctyfi, jsou charakterizovany expresi CD94/NKG2 heteraiii. Podobg jako u mySich NK

burgk, je pozorovana vyrazna exprese transkripo faktoru T-bef® 2!
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Piesny vztah mezi maturovanymi subtypy CB88 a CD56™ NK bursk vdak #Astava
nejasny, protoZe ckoliv nekteré prace demonstruji, 7e CO®8' NK buiky mohou pod
vlivem IL-2 ziskat CD58™ fenotyp, podle jinych je pod vlivem IL-12 moZnyoges pesré
opany.?”! | 25 let poté, co Lanier et. al popsabpghod CD5B"" na CD56™ buiky jako
terminalni fazi vyvoje NK bugk,*” ziistava tedy tento problém stale nisken.

Krom¢ vySe zmignych maturovanych NK béginych subpopulaci (Obr. 3.) byla také
nedavno popsana imunoregiia subpopulace NK bwk vyznaujici se maturovanym
aktivovanym fenotypem CD56CD16™ CD16I CD94 CD69 NKG2D' NKp30" NKp44'
NKp46" CCR7 a produkuijici inhikini cytokiny IL-10 a IL-21 a §2 cytokiny IL-4 a IL-5.
Zda se, ze rozhodujicim faktorem pro vyvoj tohotwého subsetu z CD34rogenitot je

interakce s membranswazanym IL-153

Immunoregulatory NK Cell Cytotoxic NK Cell

44 CD16dimies

CDs6an ¢ CD16oN

CD5gdm

NKRs CD56Pvrignt ’ NKRs CD56dim

e NK Cell - KR

++4 CDBM4/NKG2A e L-selectin"ie" + CD94/NKG2A NK Cell PENS5/PSGL1
(~70%)

¢ 0

Effector Functions

o (&) +ADCC

_—

+++LAK Effector Functions
IL-10 +Natural Cytotoxicit : ? +++ADCC
IFNy atural Cytotaxicity Low Cytokine Production +HLAK
High Cytokine Production +++Natural Cytotoxicity

Obr. 3. Schématické znazeém dvou hlavnich lidskych NK bétnych subpopulaci.iBjato z [27].

1.3.2 Aktivace NK burgk

Jak jiz bylofeceno vySe, obe@nbyva pod pojmem aktivace NK béknchapana aktivace
jejich cytotoxickych funkci nasledujici po rozpomninfikovanéci nadorow transformované
bunky. Jak vSak jiz bylo také zmino, k pIné aktivaci NK butk vcetrg proliferace, produkce
cytokina i vlastni cytotoxické aktivity jereba také vhodného cytokinového predi. Pro
plnou aktivaci NK bugk je nutnd pitomnost prozattlivych cytokina (IL-12, IL-15, TNF)
a naopak ndftomnost cytokid protizargtlivych (IL-10, TGFf), které blokuji proliferaci,
aktivaci cytotoxickych funkci i produkci cytokid®® V piipads prihodného cytokinového
prostedi bylo obec# popsano &kolik scénd, které vedou k aktivaci NK bgk.
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Prvnim z nich je takzvany ,missing self* mechanismitery byl poprvé navrzen ve
druhé polovig osmdeséatych &t V tomto modelu jsou NK hiky schopny rozpoznat
absenci skterych molekul na povrchu cilovych hika V pivodnim modelu se jednd o MHC
molekuly prvni tidy, které jsou ligady inhibnich receptar. Jejich rozpoznani NK hikou
tedy vede k inhibici jejich cytotoxickych funkciokud vSak na cilové lige tyto molekuly
chybi, nedojde k inhibici NK hiky, a tato cilové hitka je usmrcen&¥ Pozdji byl objeven
jese alternativni, takzvany ,MHC class | independenssimig self* mechanismus. Jak nazev
napovida, jedna se o futrlk a mechanisticky identicky systém, kde ale ligamdybi¢nich
receptot nejsou MHC molekuly prvniidy.2® Tento mechanismus bude diskutovan dale.

NK bunééné ,missing self* rozpoznavani ob&cwytvéi komplementarni mechanismus k
funkci cytotoxickych T lymfocyi, které rozpoznavaji pouze antigeny prezentovandi@
molekulach prvniifdy. V piipadt absenceéchto molekul na povrchu své cytoplasmatické
membrany se tedy takova itka stava pro cytotoxické lymfocyty ,neviditelnoli“ Této
strategie je doopravdy vyuzivanagkterymi vint*® i nadory®” které takto unikaji jed
likvidaci cytotoxickymi T lymfocyty.

Druhym scéngem aktivace NK buk je takzvané ,induced self‘ rozpoznavani. V tomto
modelu NK buiky pomoci svych aktiwaich receptar rozpoznaji charakteristické molekuly,
jejichz exprese je vyraZrevysena na hikach prochazejicich genotoxickym i jinym stresem.
Takové biiky eliminuji diky znatiné gevaze aktivénich signat nad inhibénimi 8!

Treti moznosti aktivace NK bgk je rozpoznani ,non-self* molekuly na povrchunky,
nagiklad molekuly kédované dkterymi patogeny’® Jako piklad se obvykle uvadiipmé
rozpoznani molekul na Bkach napadenych mysim cytomegalovif@mnebo virem
chiipky."*t V posledni dob se ale objevuje i rostouci mnoZstikdzi o expresi tkterych
PRR charakteristickych n#flad pro makrofagy a dendritické iky, jako Nod¥? nebo
TLR raznych td*¥ Navic se zda, Ze jsou NK iky schopny produkcer-defensir,
antimikrobialnich peptitl selektivié narusujicich bakterialni b&&nou membranu, a mohou
tedy aktivré piispivat i k boji proti extracelularnim patogen.**!

Poslednim v saiasné dob znamym mechanismem aktivace NK Bkipe takzvana ,na
protilatkach zavisla buwtna cytotoxicita,” zkraceh ADCC z anglického ,Antibody-
Dependent Cellular Cytotoxicity.” Stejrjako mnohé dalSi kiky imunitniho systému jsou
NK bunky vybaveny receptorem oztmvanym jako CD16, ktery vaZze R@ast molekuly
protilatky. Diky tomu dok&zZi rozpoznat protilatkampsonizované cile a zasadhnout proti

nim 44
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1.3.3 Licencovani NK burék

Licencovani NK bugk bylo navrzeno jako koncept, kteryéhwyswétlit self-toleranci
téchto lymfocyti. Podle tohoto modelu se NK itky déli do dvou skupin, z nichZz jedna
exprimuje inhibéni receptory pro vlastni MHC molekuly, a tim padempoznava vlastni
buiky, proti kterym nema zasahovat, zatimco druha islajpktera inhibini receptory
neexprimuje, nenf furiks kompetentn|*!

Jak se vSak ukazuje, tento model neni spravny, akdspda ne gesny. Nejen, Ze liky,
které neexprimuji inhildni receptory pro vilastni MHC nejsou fumk nekompetentni,
ukazuje se, Ze tyto By hraji dilezitou roli @i obrareé proti rekterym virovym infekcim. R
infekci MCMV jsou licencované NK hiky inhibovany svymi Ly49 inhiinimi receptory

rozpoznavajicimi MHC molekuly. ~

Jsou to pra nelicencované NK i ()

bunky, které drzi virovy titr pod o, IL:;KD @0
kontrolou, jak bylo prokazanc ol

experimenty na mysich, kterécin ‘/sl mﬂs.n\
depletované licencované net

nelicencované NK hiky. V piipad Lys00 ) +iLy4gH Lysoc *{mgH Qo R o
deplece licencovanych NK bek He aad il i i
nebyla pozorovana zma

v mnozstvi viru. Oproti tomu I  messednss +

Obr. 4. Licenované NK blﬁky, ackollv teoretlcky

depleci nelicencovanych NK- béia vykazujici  silrgjSi  cytotoxicitu, nejsou schopr

virovy titr vyrazrg stoupl®*® zasahnout proti  viray infikovanym  buikam
5 i exprinmujicim ligandy inhibénich receptar.
Souasna verze modelt Nelicenované NK biiky oproti tomu dokazi zab

infikované buiky bez ohledu na expresiéchto

licencovani tedy spiSe NK Bl
y sp K inhibicnich ligand. Frejato z [47].

déli na licencovanou populaci béiq
které maji inhibini receptory a odpovidajici sdncytotoxicky v gfipadt absence ligand
téchto receptar a nelicencovanou populaci, kterd nema irdnibreceptory a odpovida tedy
i na buiky, které sotasré exprimuji ligandy aktivanich i inhib&nich receptar. Sila jejich
odpowdi je v&ak ve srovnani s licencovanou populaci igisr. 4.)14"

Jak bylo prokadzano, koncept licencovani neplatzpquro interakci inhidnich receptar
s MHC molekulami, ale tyk& se i molekul zapojenyich,MHC class | independent missing
self recognition®® Dikaz pro licencovani i&mito receptory by #nesen, kdyZ bylo

pozorovano zvyseni lytickych vlastnosti krysich MKnék po kokultivaci s dendritickymi
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bunkami. Toto zvySeni nebylo pozorovano figad absence inhibniho receptoru

NKR-P1B, ktery ma v fipads krysy stejnou fuknci jako jeho mysi homol3d.

1.3.4 Cytotoxickeé funkce NK burék

Cytotoxické funkce NK bukk jsou zprosedkovany déma hlavnimi mechanismy -
exocytosou granul neborimym burgénym kontaktem za pouZziti membragovazanych
¢lentd rodiny TNF. Oba tyto mechanismy vedou ke stejnémisiedku - prosednictvim

riznych mechanisindojde k nastartovani proceapoptosy v cilové kice (Obr. 5.J*%

Béhem vyvoje NK busk Nkl IFN-y NK cell
jsou tyto mechanismy cywetexic granules 0
razné vyuzivany v 0 - 7
raznych vyvojovych Exocytosis
stadiich. Bylo prokazano .‘ " Perforin and Granzymes / gl
: Fas

Ze nematurované NK ! il TRAIL-R

) . ' Target cell (DR4, DRS)
bunky charakterizované MPR l

fenotypem CD161 é Endosome

CD56 vyuzivaji TRAIL, BID ¢—— » - \

Jr y

ale ne FasL ani :

BID mitochondrion

cytotoxicka granula. ® = T Apoptosis

Oproti tomu maturované

Obr. 5. Schématické znazeémn cytotoxickych funkci NK bugk.

CD56" buiky vyuzivaji pgiag 7 1]

druhé d¢ moznostf>”

1.3.4.1 Cytotoxicita zprostedkovana sekreci cytotoxickych granul

Cytotoxicka granula jsou komplexni organely obsatgpektrum mediatérindukujicich
smrt cilové biiky v fadu minut, coz zaji%ije rychlou likvidaci infikovanych buik, diive nez
se patogen stihne rozmnozit a dale riz%" Morfologicky se tyto sekimi lysosomy
skladaji z vejSi membrany, ktera obklopuje vesikulysms sbalené proteiny a proteoglykany.
Tyto tésne sbhalené proteiny t¥d ,jadra“ cytotoxickych granul a obsahuji molekuly
zodpovdné za vlastni cytotoxicitu (perforin, granzymy aarglysin). Proteoglykany,
vétSinou serglycinoveé rodiny, hrajiizité role Bhem sbalovani granul, jejich uskladn a
jak se v posledni deébzasind ukazovat, i pro vlastni cytotoxickou funkél. Nejvice

zastoupenymi proteiny cytotoxickych granul jsoufpen (PEN) a granzym B (GrBj?
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ackoliv dohromady bylo popsano celkem jedendett rodiny granzym (A, B, C, D, E, F,
G, H, K, M a N).Cloveék z tchto jedenacti exprimuje celkenstp- Gr A, B, H, K a M
Prvnim identifikovanym¢lenem rodiny granzyin byl GrA, serinova proteasa trypsinového
typu (S€pi za bazickymi rezidui) o jejiztpsné funkci v indukci apoptosy je vSak znamo
velmi malo®™Y Predpoklada se, Ze aktivuje apoptosu na kaspasaéhisien: cestolr”

Jak jiz bylote¢eno, nejvice zastoupenym a zanovenejlépe prozkoumanym je GrB.
Jedné se také o serinovou proteasu, ktera & Za kyselinou asparagovou. Substraty této
proteasy zahrnuji mnoZzstvi prokaspas (2,3,7,8,%lkteré antiapoptické proteiny (ICAD,
BID).1*!

Druhym nejabundan§Bim proteinem cytotoxickych granul je perforin.ni@ protein byl
popsan v 80. letech jako Ealependentni cytolyticky protein tkéioi membranové por§?
Prvotnim pedpokladem tedy bylo, Ze indukuje Wanou smrt podobnym Zgobem jako
proteiny komplementové kaskady, vyfeaim poti v cytoplasmatické membrén které
vedou a7 k lyse hiky.”® Tento pedpoklad se viak ukazal jako mylny, a proto vznikidel
navrhujici, Ze funkci perforinu je vytieni pét v membras, jimiz nasledd mohou
difundovat molekuly granzyty které indukuji apoptostf! V posledni dob se viak objevuji
diukazy, Ze ani tento model neni spravny. Ukazaloosg, tze vstup granzyindo buiky je
umozrén endocytosou, kterd neni zavisla na perfofifftPosledni studie navic demonstruj,
Ze granzym se vaze na povrch cilovéikyv komplexu s perforinem a glykoproteinem
serglycinem, ktery je nasledendocytovan jako celé® Tyto dikazy vedly k hypotéze, Ze
perforin, poté co je endocytovan, ve skatesti narusuje endosomalni trafficking a ung2
unik granzynid do cytoplasmy, &oliv Zadné definitivni dkazy ani pro tuto hypotézu zatim
nalezeny nebyl{/”

Granulysin, teti z proteii cytotoxickych granul, byl poprvé popsan jako aktiv
marker T lymfocyli (TLA519) a kratce nato byla objevena jeho NK &ina varianta, NKG5,
vznikajici alternativnim se§hem stejného genového produkill. Jedna se o kationicky
protein patici do rodiny saponil) proteini vazicich lipidy, u 8hoZz byla prokazéana
schopnost indukovat apoptosu eukaryotickych ¢kuprostednictvim zvySeni koncentrace
ceramidi. Neni jisté, zda tyto ceramidy vznikajigpbenim neutralni sfingomyelinasy na
plasmatické membr&nnebo kyselé lysozomalni sfingomyelinasy. Vlivenrareidi vSak
vznikaji perturbance mitochondrialni membrany ved@f k uvolgni cytochromu C, coZz ma
za néasledek aktivaci kasp&8. Granulysin navic vykazuje i potentni antimikrohial
vlastnosti proti Sirokému spektru Gram-pozitivnicBram-negativnich bakterii a také hub.

Obzvlast silny &inek byl pozorovan protMycobacterium tuberculosiskde granulysin
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usmrtil vice nez 90% extracelularnich mykobaktd¥iéni bez zajimavosti, Ze v kombinaci
s perforinem byla pozorovana vyraznd aktivita i tprotracelularg lokalizovanym

patogefim.[®!

1.3.4.2 Cytotoxicita zprostedkovana griimym bunéénym kontaktem

Druhou moznosti NK butk, jak vyvolat apoptosu cilové Bbky, je prostednictvim
receptoéi rodiny TNF a jejich ligand. NK buiky mohou exprimovat dva membrarov
vazanécleny TNF rodiny, TRAIL a CD95L, také znamy jako EasReceptory dchto
proteini, TRAIL-R a CD-95 (Fas), po interakci sha&drniciuji tvorbu signalizaniho
membranového komplexu znamého jako DISC (Deathdingu Signalling Complex).
Dusledkem uspi@dani tohoto komplexu je autoproteolyticka aktivaseiatorové kaspasy 8,
ktera nasledhaktivuje dalsi, efektorové kaspasy, co? vede diaci apoptosyf?

U lidi bylo identifikovano gt receptoii pro molekulu TRAIL, z nichz dva, TRAIL-R1
(DR4) a TRAIL-R2 (DR5) pendsi proapopticky signal. Ze zbylyadh teceptod jsou dva
membranové (TRAIL-R3, TRAIL-R4), ale postradaji ttedoménu a posledni (TRAIL-R5)
je solubilni, diky cemuz vSechny slouzi jako ,decoy” receptory &gini se regulace
TRAILem zpisobované apoptosy” Za zminku stoji, Ze zatimco TRAIL je schopen ptt&n
indukovat apoptosu uékterych nadorovych bu, byla pozorovana pouze mala nebo zadna
toxicita vi¢i normalnim bukam. Divody této diskrepance jsou v sagné dob prednttem
intenzivniho vyzkumu, stefrjako zpisoby, jimiZ si gkteré nadory zajt&ji rezistenct®”

V piipac FasL byly identifikovany 2 receptory, aktivni Easa ,decoy* receptor
DcR3!®®! Narozdil od signalizacer@s TRAIL receptory véakipsignalizaci fles Fas nesta
k aktivaci DISCu pouze kontakt na memhraale zda se, Ze je nutna internalizace celého
komplexu progednictvim klathrinem zpro&dkované endocytos}? Samotny FasL je
charakteristickou molekulou pro se&mé lysozomy, do nichZz je cilen préstnictvim
cytoplasmatické proline-rich domény. Vipact aktivace NK buky probshne flze
sekré&nich lysozoni s plasmatickou membranou a dojde tak zatdvavolreni jejich obsahu
(jak bylo popsano vasti 1.3.4.1) a okamzité translokaci FasL na plaskeu membrantf”
Tato prvni vina exprese je nasledovana ubytkem Fpsdvdpodobré v disledku Speni
metalloproteasami, a nasledovéna druhou vinou sgpienovonasyntetizovaného Fast®!
FasL mize také byt vypush ze sekrénich lysozoni vazany v membran100 — 200nm
velkych mikrovesikul. Zda se ale, Ze tento mechanismus je vyuzZiv@dgySim Bhem

regulace imunitni odp@di prostednictvim tzv. aktivaci indukované himé smrti
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(AICD)®® a pi ustaveni imunologicky privilegovanych obldti Byly popsany i nadory

vyuzivajici této strategie pro obranu proti tunmditirujicim lymfocytam (TIL).["

1.3.5 Regul&ni funkce NK bunék

Za nejvyznam§Si imunoreguléni vlastnost NK bugk byva obvykle povaZzovana
vyrazna produkce IFN; kterd ma zasadni vyznanitegevsim v ranych fazich obrany proti
patogeiim, predtim neZ se naplno rogine odpowd’ adaptivni imunitni slozk{? Kroms
produkce IFNy jsou vSak NK biiky schopny produkce celéady dalSich cytokiin
a chemokifi. Navic NK buiky reguluji imunitni odpo&d’ primou interakci s dalSimi kilkami

imunitniho systém{(?

1.3.5.1 Reguléni funkce zprosiedkované produkci solubilnich molekul

Jak jiz bylo feceno, z imunoregutmiho hlediska je u NK buwhk dilezita gedevsim
CD56™" subpopulace, kterd je hlavnim producentem NK dgtokBylo prokazano, Ze
produkce cytokiit CD56"™ subpopulaci je podstatmizsi’

Vysadni postaveni mezi regatami funkcemi NK bugk ma produkce IFN= V prvni
fazi imunitni odpo¥di, po rozeznani patogenu makrofagy¢raau tyto buiky produkovat
IL-12, ktery v NK buikach indukuje produkci préMFN-y. Oba tyto cytokiny poté v synergii
smeruji vyvoj CD4™ T lymfocyth k Tyl osudu, coz vede k dalsi produkci IFNFunkce
tohoto cytokinu, ktery je jedinym zastupcem intesfé Il typu, jsou velmi pleiotropni.
Ovliviiuje prezentaci antigéntim, Ze zvySuje expresi jednotlivyaheni drahy zodpogdné
za ,loading“ prazdnych MHC molek{f' a v molekule proteasomu indukuje nahra#¥n{32
ap5 podjednotelpli, B2i ap5i podjednotkami¢imz vznikne imunoproteasom, ktery zvysuje
zastoupeni peptid s bazickymi nebo hydrofobnimi C konci, které jsohecr lepSimi
substraty pro MHC molekuly® Krom& toho navozuje IFN- v buikach stav, ktery byva
ozna&ovan jako antivirovy — dochazi k indukci expresezyani, které zavadi mutace do
virové dsRNA"® zastaveni proteosyntésy a burcného cykiu’® Dale IFNy zvysuje
citlivost burk k indukci apoptosy mimo jiné upregulaci Fdsnebo TNFe receptord®”
A v neposlednfac® IFN-y ovliviiuje velké mnoZstvi bk imunitniho systému — mimo jiné
indukuje expresi iINOS v makrofazfth, sekreci komplementovych proteéiff
a chemoatraktafitpro izné subsety imunooyt®®!

DalSimi dilezitymi cytokiny, které NK biikky produkuji jsouclenové TNF rodiny.
Ackoliv byla zprvu NK bitkdm gipisovana pouze exprese TNE®!! pozdjsi studie
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prokazala i expresi TNB-(také ozn&ovaneého jako LTe) a TNF-C (ozné&ovaného jako LT-
B).B% Zatimco TNF-C je jednim z Kidvych regulatak pii vyvoji imunitniho systémfe,
vycet funkci TNFe a B je o poznani delSi, a kr@nvyvoje zahrnuje i regulaci imunitniho
systému a apoptické i nekrotickéspbeni. Biologické aktivity obowdthto proteit jsou
velmi podobné, &oliv TNF- ¢asto vykazuje slabstimky.®”! Samotny TNF (s TNFa a
B) byl popsan jako ,endotoxinem indukovany faktofiggbujici nekrosu dkterych nadat,”
odtud také nézev Tumor Necrosis Faét8rTeprve pozdi zacaly byt postupi objevovany
dalSi funkce d&chto pleiotropnich cytokin zahrnujici mimo jiné sik pro-zartlivé
pasobenf?, protivirovou aktivit?®™, aktivaci neutrofilnich granuloc§f®, T lymfocyti®?

i monocyt®, remodelaci cé¥ i kostf*® nebo stimulaci exprese MHC molekul | i II
tiidy.*® Pavodni gedpoklady, Ze by TNF mohl byt vyuZitipterapii lidskych naddr se
nepotvrdily®” naopak byly rozpoznany mnohé negativiifinkly zahrnujici nagiklad
septicky $0R° nebo roli TNF i mnohych autoimunitnich onemagrich®”

V z4vislosti na okolnim pro&tdi, subtypu a stadiu vyvoje jsou vSak NKiky schopny
exprese i proti-zatlivych cytokini jako TGFSP® nebo IL-16°¥, Tu2 cytokini IL-4, IL-5 a
IL-13B% %9 (ak jiz bylo zmigno vsekci 1.3.1.) i hematopoetickych fakitojako
GM-CsF

Kromé vySe zmignych cytokini NK buinky produkuji i prozéaétlivé chemokiny,
piredevsim CCL3, CCL4, CCL5 a XCLL1. Prviiijmenované maji spatay receptor, CCR5,
exprimovany makrofagy, dendritickymi tkemi, NK buikami a aktivovanymi T lymfocyty,
které jsou jim vSechny atrahovany &em k mistu infekce. Posledni zramy je

charakteristickym atraktorem pro T lymfocyty?!

1.3.5.2 Interakce NK burék s dalSimi buikami imunitniho systému

Krom¢ produkce cytokifi jsou NK buiky schopny ovliviovat imunitni systém ifimou
interakci s dalSimi hikami (dendritickymi biikami, monocyty ¢i makrofagy a B a
T lymfocyty), a to pedevsim expresi kostimalsich molekul a selektivni cytotoxicitd(¥

V piipact dendritickych busk maze byt tento ,cross-talk* pro- i proti-zétivy. Prvni,
ziejmou funkci NK bugk je jiz diskutovana produkce TNF a IFNvedouci k aktivaci
dendritickych butk a sngrovani imunitni odposdi ve sngru Tul1.*°® Krome produkce
téchto solubilnich mediatér se vSak uplauje i primy mezibugeny kontakt, ktery je
dosta&ujici pro aktivaci DC i fi absenci obou cytokin Tento efekt je obzvlaStpatrny
v piipact, kdy jsou dendritické hiky stimulovany podprahovym mnoZzstvim aktiaého

stimulu, napiklad LPS™®* Druhym mechanismem, kterym NK iy podporuiji protektivni
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imunitni odpo¥d je takzvany ,imunoediting.” NK hiky vykazuji zvySenou cytolytickou
aktivitu vici naivnim dendritickym bikédm, zatimco maturované DC jsolicvNK bunkdm
rezistentni. Tento mechanismus byl a@arajako zfisob vytkEru nejvhodwjSich DC, zatimco
bunky exprimujici nedostat@a mnozstvi HLA-E molekul nutnych pro antigennizenetaci
jsou eliminovany*® Druhou navrzenou alternativou je limitace patot&gich imunitnich
odpowdi % A koneng jiz diive zmirény regul@ni subset NK bukk™Y je schopen ovlivnit
DC a indukovat u nich tolerogenni fenotyp.

V piipact monocyti jsou NK buiky schopny indukovat jejich maturaci prisstnictvim
dvojice cytokiri IFN-y a TNF. Krong toho jsou vSak NK hiky exprimujici GM-CSF spolu
s CD40L schopny indukovat i jejich diferenciaci dendritické biiky.**”! CD40L umo#uje
navic i kontaktni aktivaci B lymfocgt'®

| makrofagy jsou ovliviny IFN-y a TNF, které oft vedou k aktivaci &chto burk a
expresi INOS umatujici efektivrejsi zabijeni fagocytovanych patogefi! NK buiky
funguji 1 jako reguléni mechanismus pro hyperaktivované makrofagy. Makmp silre
aktivované prosednictvim svych TLR se stavaji citlivymiusi lyse NK buikami,
pravdépodobré jako mechanismus chranici organismtedpseptickym Sokem a hyperaktivaci
imunitniho systém{#®

Schéma interakci mezi NK bBkami a T lymfocyty je o poznéni slo&gi. Nejen Ze NK
buiky aktivované IL-2 exprimuji CD86, pokud dojde nma aktivaci pomoci aktivanich
receptoéi zalnou exprimovat i OX40L, cozZ jsou kostimtitd molekuly indukujici proliferaci
CD4" T lymfocyti.l'*? Podle rkterych praci jsou krotnkostimulanich molekul NK biiky
navic schopny i exprese MHC molekul Ikidy, CD-16 mediované internalizace
imunokomplext a nasledné §fmé prezentace antigenCD4" T lymfocytim** Kroms
tohoto aktivéniho pisobeni vSak NK hiky slouzi i k negativni regulaci T lymfoayt
Komplikovanost celé situace dokresluje, Ze jsou [K#iky schopny nejen selektign
rozpoznat a eliminovat aktivované T lymfocy§#' prekvapiv ale dok&Zi fimym burénym
kontaktem i reversibikhindukovat expresi p21 proteinu. p21 blokuje &uny cyklus a brani
tak proliferaci T lymfocyi, pritom ale nedochazi k anergii a takto ,inhibovanytfocyt si
zachovava sij aktivovany fenotyp i potencial k obnoveni protdéni aktivity***! Navic se
NK buiky G¢astni i vzniku T-bu&né imunitni pandti. Jak bylo prokadzano, exprese Qa-1
molekuly patici do rodiny neklasickych MHC Ib je nezbytna prgvej imunitni pandti
u CD4 T lymfocyti. Zarove: tato molekula slouzi i jako ligand pro inhibi NK burgeny
receptor NKG2A, a chrani tedy T lymfocyty, které jmpotencial stat se panovymi
buitkami pred NK burgenou lysit*#!
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1.3.6 NK burg¢na ,pamét™

Imunitni pandt byva tradéné pripisovana pouze hikam adaptivniho imunitniho
systému, T a B lymfocyin, a byva povazovana za jeden gujicich rozditt mezi adaptivni
a vrozenou imunitoft! Presto bylo v posledni debpopséano &kolik jevi, které vykazuji
charakteristiky imunitni pa#i u evolwné starSich organisin které maji pouze vrozenou
imunitu bez jakychkoliv lymfocyt**> 1*®lve swtle tschto fakfi asi nenf zcela zarézejici, ze
i vpripact NK burgk, které navic pat mezi lymfocyty, i kdyZz ne adaptivni, a sB a T
lymfocyty sdili spoléné prekurzory, byl pozorovan jev, ktery se da o#npouze jako
imunitni pamgt. Tento efekt, ktery je

v sowtasné dob objektem intensivniho Effector

vyzkumu, byl zatim detaithpopsan pouze?g .
u mysich NK busk, da se aleX<
, . L. o Memory NK cells
predpokladat, ze podobna situace bude 5
Q
NK bungk lidskych!**1 U RAG mysi bylo & |
> Activated
ukazano, ze NK hiky mediuji kontaktni g NK cells
>

hypersenzitivitu na chemické hapten

1.5 7 14 30 50 100+
Days post-infection

Obr. 6. Kinetika vyvoje populace NK btk

haptenu, kterym bylo zké behem a po infekci. fjato z [117].

imunizovand**® Obdobrg bylo

prokazano, ze populace Ly49MIK burgk specificky rozpoznavajicich MCMV infikované

Hypersenzitivni reakceigtrvala vice nez

4 tydny a byla zagtena vyhrad& proti

buiky prochazi Bhem infekce klonélni expanzi. Po od&zininfekce byl pozorovan ,pool*
dlouhowkych NK burgék schopnych oftovné expanze a aktivace i nez u ,naivnich”
NK bungk.**®! Pomoci analyzy mRNA exprese byly nalezeny rozdiéxpresnich profilech
mezi neaktivovanymi a ,pagtiovymi“ NK bunkami. Navic tato populace byla pozorovatelna
po dobu az 6 &sial po infekci. Celkovéa kinetika vyvoje byla analogick T i B lymfocyty
(Obr. 6.)117]

1.3.7 Manipulace a vyuziti NK burék pro imunoterapie

O imunoterapii se zpravidla hotiov kontextu |€by nadorovych onemo¢ni. Podle
teorie imunologického dohledu (immune surveillanéggrou navrhl navrhl jiz patkem 70.
let minulého stoleti Burnet, imunitni systém koot eliminuje spontanh vznikajici

mutované biiky s potencidlem Zysobit vznik nador*® Prestoze klinické studie zpatku
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poskytly pouzeast&nou podporu tomuto konceptu, bylo prokazano, ze tiidici kterymi
typy imunodeficifi jsou citliwjsi k ugitym druhim malignit*®t 22 stejre jako silrs
imunosuprimovani lidé po transplant&é Navic v nedavné debbyla prokézana korelace
mezi cytotoxickou aktivitou lymfocyt z periferni krve a incidenci nadorovych onentoin
u zdravych jedinit.**®! Nositely cytotoxickych vlastnosti v organismu jg8D8" cytotoxické
T lymfocyty (CTL) a NK buiky. Po dlouhou dobu bylyigdem zajmu CTL az do zjiti, Ze
NK buiky jsou schopny zabrénit relapsu leukémie a ochped ,Graft versus host disease”
(GVHD) pacienty po transplantaci kostrieds.**! Posledni dobou se takétaaji objevovat
prace popisujici moznosti imunoterapie za vyuzKi iNinek i proti typam nadot, proti nimz
reaktivita NK burtk difve nebyla popsart&> Dalsi moZnosti zesileni aktivity NK btknje
jejich modifikace metodami genetického inZenyrshd (Eelem zesileni reaktivity o&i
konkrétnim naddm *?® Z terapeutického hlediska neni bez zajimavostkrbens piimého
zabiti transformovanych bgk vede aktivita NK buék i kindukci T bur¢né imunitni
pantti, pravéEpodobré prostednictvim prezentace antigerze zabitych bukk nékterou
z antigen prezentujicich b&kapiimo T lymfocytim. Imunitni panit obecrt je dileZita pro
prevenci infekce stejnym patogenem, a vtomto kétmkm gipad® by mohla napomoci
i k prevenci relapsu nadorového onemadi?”

DalSi moznosti vyuziti NK butk pro imunoterapie jsou transplantace a autoimunitn

choroby. V oboudchto gipadech v3ak role NK bk ziistava potkud kontroverznf:?® 12°]

1.4 NK receptory

Obecré existuji dva zpsoby dleni NK receptak do dvou skupin. Prvni&eni je na
zaklad struktury a rozliSuje NK receptory na C-lektincaémunoglobulinové; druhégtieni
je na zéklad funkenich vlastnosti adil receptory na aktivani a inhibisni. 3!

Lektinové NK receptory jsou v genomu kdédovany veshil které seaika NK genovy
komplex (NKC). Tato oblast byla poprvé popsana witly! Postupg byly tyto a jim
podobné genové komplexy popsany u Zight od ryb a? pocloveka!'®? Komparativni
analyzy NKC prokazaly vysokou konzervovanost v rédnacientace, ptadi, pozice

i sekvergni homologie jednotlivych gén(Obr. 7.)
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Obr. 7. Srovnani NKCiaznych zZiv&isnych druli. Geny skupiny V jsou z velk#sti exprimovany
Vv imunnitnim systému, zatimco geny skupiny Il nzgjiavidla jiné funkce. iigjato z [133].

Imunoglobulinové NK receptory byly popsanyedevsim u priméta c¢lovéka, a i jejich
geny jsou shromaZdy v diskrétni oblasti genomu, oztowané jako LRC (Leukocyte
Receptor Complex), u lidi umété na chromosomu 19 (19q13.4) (Obr.'84 13!
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Obr. 8. Srovnani LREloveéka a mysi. Z geinkddovanych lidskym LRC v imunitnim systému
maji funkci pouze&lenové rodin KIR a LILR. Rejato z [135].

O obou vySe zmimych skupinach receptobude detaili pojednano dale v odstavcich
1.4.2a1.4.3.
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1.4.1 Signalizace NK receptory
V rdmci inhib&nich i aktiv&nich receptar jsou signalizéni drdhy dobe konzervované

bez ohledu na strukturni skupinu recepiarto i napic druhy.

1.4.1.1 Signalizace inhildinimi NK receptory

Obecrg vétSina inhibénich receptar fungujicich v imunitnim systému ve své
cytoplasmatické doménobsahuji takzvany ITIM. Tento motiv je charakticisy sekvenci
(VLIVIS)XYxx(L/V), kde x znai kteroukoliv aminokyselinu a lomitka o&dji alternativni
aminokyseliny, které mohou byt na daném gidRozpoznani ligandérmito receptory vede
k jejich agregaci na membrama fosforylaci tyrosinu v ITIMu &terou z kinas rodiny Src.
Tato fosforylace vytvid misto pro navazani jedné z fosfatas obsahuji§iEl2z doménu.
RozliSujeme dva druhy takovychto fosfatas — tyrogén fosfatasy SHP-1 a SHP-2
a inositolovou fosfatasu SHIP. Funkce SHP-1 a S[$u dolle popsané, zatimco role
SHP-2 Astava nejasna®

SHIP defosforyluje fosfatidylinositol-3,4,5-trisfias (P1-3,4,5-B) na fosfatidylinositol-
4,5-bisfosfat (P1-4,5-8, coz brani membranové lokalizaci kinas rodiny &ecasledné jimi
indukované aktivaci signalnich kaskar

[137, 138] Target cell

Ackoli aktivita SHP-1 fosfatasy

MHC
class|

muze byt teoreticky zatiena ViCi

Inhibitory
velkému mnozstvi substfgtv disledku ISploe .
prostorovych restrikci danych jej e DSHP] \
ce ‘.____*_
aktivitou pouze Bhem vazby na ITIM,
defosforylace velkého mnozstwiznych P @
Q @ 2
substrai neni pravdpodobna 0 CBL Py gomplex
isruption
(Obr. 9.)1*% ™% Presto neni vylotena  [Bephosphorylation ]
existence dalSich substiat obzvlase
s ohledem na regulai aktivitu SHP-1 L. Disruption

af activation

vaci  stimulaci  velkym  mnoZstvim
aktivacnich receptar, jejichz  Obr. 9. Schéma signalizace indukove
signalizani kaskady se mnohdy |i&p1] inhibi¢nimi receptory. Rejato z [140].
Narozdil od napklad T lymfocyti

vede dohromady aktivita vSechkchto fosfatas k inhibici NK buik, ktera je vSak pouze
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transientni, misthlokalizovana a nijak neinterferuje se schopnoatiedbuiky byt aktivovana

behem dal3i interakde?!

1.4.1.2 Signalizace aktivénimi NK receptory

Aktivace NK burék prostednictnim aktivénich receptar neni tak pimocara, jako
vpiipade B a T lymfocyfi, které maji pouze jeden aktivd receptor a &kolik
kostimulanich. NK buky disponuji Sirokym spektrem recepiprjejichz rozaleni do
kategorii ,aktiv&ni“ a ,kostimul&ni® je prakticky nemozné. Vzhledem k tomu, Ze k&om
CD16 neni samostatnzadny z NK receptér schopen iniciovat cytolytickou aktivitu ani
produkci cytokirti, byl pro ré navrzen termin obecny termin ,koakiiwd receptory!#?!

Ackoliv lidské i mySi NK buky exprimuji velké mnozZstviuenych aktivé&nich ¢i
koaktivatnich receptat, vSechny vyuZivaji jednu z# nhasledujicich signalizaich kaskad.

Prvni, nejroz&ergjsi, skupina vyuziva signalizace pr@stnictvim ITAMu analogického
k diive diskutovanému ITIMu. Narozdil od ITIMu, ktery ffimo sowasti cytoplasmatickych
domén inhibinich receptar, vSak cytoplasmatické domény aktiméch receptar ITAM
neobsahuji. Tento motiv je st&asti molekul adaptorovych protéinkteré s aktivénimi
receptory asociuji pragdnictvim nabitych aminokyselin v transmembranovemére.
Receptory jsou vybaveny klagimabitou aminokyselinou (Lys nebo Arg), zatimco mdey

maji negativis nabitou kyselinu asparagovBtt NK buiiky jsou v rdmci imunitniho systému

jedingné tim, Ze exprimuji fi
takovéto adaptory — BRIy, |
cD3{M a DAP12 (také
zvany KARAP), které funguji v™}

MAMAY AN oo SRR
_nf.l.n‘Qll.t. OO PIP, OO0 0y Sessssssses

podolé disulfidicky vazanych e oo el

. \. GADS A degranulation
homodimed  (DAP12) nebo £ /\ Gro2
heterodimeir (FeRI-y, CD3Y). i oAG g
Strukture  se  jednd o s 73 AN RAS

] ] ) / / PKC-6 T AL
transmembranové proteiny I. typu, | e
s L . Ca? MEK
jejichz  extracelularni  domény o NF-xB Lot
- - ERK

obsahuji  pouze  dimerizai - NFATp .-

Degranulation s i
Transcription of cytokine

cystein a intracelularni domeény and chemokine genes
nesou po jednom (ERI-y, Obr. 10. Schéma kaskady indukované signalizacMTA

motivy. Frejato z [141].
DAP12) nebo #ech (CD3Y) y- rejato z [141]
signaliz&nich motivech. Samotny signaltzd motiv je charakteristicky sekvenci
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(D/IE)xXYxx(L/Mxe-gYXx(L/), kde x zn&i kteroukoliv aminokyselinu a lomitka o&dji
alternativni aminokyseliny, které mohou byt na daoegici. Rozpoznani ligandu receptory
vede k fosforylaci tyrosinu tohoto motivu prapddobré kinasami rodiny Src, coz vede
kvazk® Syk a ZAP70 kinas prasdnictvim jejich SH2 domén. Tyto kinasy naskedn
fosforyluji dalSi ,downstream*” cile, coz ve finalede k remodelaci aktinového cytoskeletu,
degranulaci a transkripci géekadujicich cytokiny i chemokiny  (obr. 165§ 4

Druha aktivani signaliz&ni kaskada vyuzivd DAP10 adaptorovy protije iniciovana
predeviim NKG2D receptorelif® Objevily se v&ak i prace popisujici interakci DAPIL
s jinymi receptoryy*”. Stejré jako DAP12, i DAP10 méa pouze minimalni extracelnia
doménu s dimerizaim cysteinem, heterodimery DAP10 — DAP12 vSak pmzany nebyly.
Kratka cytoplasmaticka doména DAP10 obsahuje sigggali motiv YINM. Po fosforylaci
tyrosinu tohoto motivu, pravgodobré nskterou z kinas rodiny Sf&®! je DAP10 schopen

vazby  p85 podjednotky

NKG2D & NKG2D

. . . . DAP10 DAP10
fosfatidylinositol-3-OH kinasy
lc:. ‘.::':f'_ S B ¥ O ¥ { ,F e gbctol .?l.
(PI3K) nebo adaptoru Gr2 s P%mmmm_
PIP,
- z pY
které nasledh vedou Sost. .. PiCA  PIBK % Grb2
k aktivaci dalSich Vav1 Vav
SLP-76 SLP-76
~,downstream* molekul
[149] . DAG 1P
(Obr. 11.): Ok  tyto T \ - T
molekuly  vS8ak  vyuzZivaji
piekryvajici se¢asti motivu a Ca .
~ 4z . Actin reorganization
kazda molekula DAP10 je ted: and degranulation

vzdy schopna vazby pouze  gpr 11 Schéma kaskady indukované signalizaci DAP10
jednoho z&chto proteiri. Jak adaptorovym proteinemi€jato z [141].

bylo demonstrovano mutaimi studiemi, pro vazbu PI3K je nezbytdast YxxM, zatimco
Grb2 vyuzivd YxNx motiV*® Narozdil od DAP12 adaptoru bylatypdns DAP10

prisuzovana funkce pouzetipaktivaci cytotoxicity NK busk, >

pozdjSi studie vSak
demonstrovaly, Ze i signalizactep DAP10 je schopna iniciovat produkci cytakit?

Treti typ signalizace vyuziva takzvaného ITSM defaraého sekvenci TxYxxV/I. Tento
motiv je po fosforylaci schopen vazby aktiméch i inhibinich mediatar.*>® Celkem byly
popsanyii SH2 doménu obsahujici adaptory vazici se na tewtiiv - SAP, EAT-2 a ERT.
Obvykle se uvadi, Ze SAPignési aktiveni signaly, zatimco EAT-2 a ERT signaly

inhibieni*> Podle nowjsich studii se viak zda, Ze situadgenbyt o poznani slojsi*>
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1.4.2 C-lektinové receptory

Zastupci C-lektinovych rodin Ly49 a NKR-P1 byly jedz prvnich molekul, u nichz byla
popsana selektivni a konstitutivni exprese na rhydNK buikach. Pozgsi studie
identifikovaly piibuzné molekuly wlovéka i dalSich Zivéicha. Jak jiz bylo zmigno vyse,
geny kodujici tyto receptory jsou shromé&xg na jednom mistgenomu zvaném NKC.
C-lektinové receptory setl do rodin, které jsou v ramci NKC kédovany digkiéni klastry
geni. Vramci rodiny sdili jeji zastupci zpravidla >80%minokyselinovou identitu
a s vyjimkou propletenych klagtNKR-P1 a Clr jsou jednoza¢ vymezeny wuci ostatnim
rodindm. Mezi @iznymi rodinami je fibuznost na sekveéni Urovni jen velmi vzdalena
(<25% identita), &koliv vSechny receptory sdili zakladni strukturhérakteristiku — jedna se
0 transmembranové proteiny Ilkidy. Na membr&h se vyskytuji ve for homo ¢i
heterodimei a obsahuji C-lektinovou doménu s charakteristicksapojenim disulfidovych

mustk. %!

1.4.2.1Ly49 rodina

Ly49 rodina je nejlépe prozkoumana rodina mysicleliinovych receptdr, do niz u
mySi pati minimalre 16 ¢lent (funkénich i pseudoger), které byly nalezeny genovym
mapovanim mysiho kmene C57BL8! Vyznaiuje se viak velkym polymorfismem i mezi
raznymi mySimi kmeny a ani mezidruhowejsou Ly49 konzervované.c¢Roliv v pripact
krysy bylo objeveno velké mnoZstvi Ly49 recefitoevoluiné vzdalerjsi ¢lovek ma jiz
pouze jediného zastupce oZzaeaného jako Ly49L, ktery je navic wsledku bodové mutace
nefunkeni*®® Cela rodina Ly49 se vyvinula genovou duplikacieaayou konverzi. Genové
uspdadani extracelularnich, transmembranovych a intrtigaich domén doiznych exoi
predstavuje idealni organizaci uniogici snadny rearrangement a diversifikas!.

Strukturreé se jedna o trasmembranoveé proteiny Il typu, kéerédna membranvyskytuji
v podolz disulfidicky vazanych homodimerV pripad mySi gredstavuje #tSinaclena Ly49
rodiny inhibini receptory obsahujici ve svych cytoplasmatickyddménach klasicky
ITIM. 3% Existuji i aktivani isoformy, které pomoci argininu v transmembré&noomés
asociuji s DAP12 adaptorovym protein€fff Inhibicni Ly49 receptory specificky
rozpoznavaji H-2K a H-2D subtypy MHC molekuliidy, jak bylo demonstrovano mnohymi
biochemickymi a imunologickymi testy i wgSenim krystalové struktury interagujiciho
komplexu Ly49A s H-2Bmolekulou (Obr.1255Y Zatimco fukni vyznam &chto inhibinich
receptodl je Zejmy, v Fipads aktivasnich receptar Ly49D % Ly49P%% 3 Ly49W*4 které

33



taktéZ rozpoznavaji H-2 molekuly je situace o poimaére jasna. Zajimavyntlenem Ly49
rodiny je aktiv&ni Ly49H, ktery zcela ztratil schopnost vazat H-Blekuly a rozpoznava
m157 glykoprotein, ktery je exprimovan naikéch infikovanych MCM#?!

yA9A-1 J Lya9A-2 N
ST A

Obr. 12. Stereograficka reprezentace interagujikémoplexu Ly49 — H-2Bse znazormim dvou
rozdilnych interaénich zén. ZIut je znazorain H-20F, Sed B2 mikroglobulin a motk Ly49A.
Prejato z [161].

1.4.2.2 NKG2/CD94 rodina

NKG2 rodina receptdr byla popsana glovéka i mysSi a obsahuje celkem sediend.
VSechny tyto receptory jsou transmembranové prgtiittidy, z nichz gt (NKG2A, B, C, E,
H) se objevuje na membré&ryhradré ve formg heterodimek s molekulou CD94. Sestyen
této rodiny, NKG2D, tvéei homodimery, s CD94 neinteraguje a bye&to ze skupiny NKG2
receptodél vyclenovan. Proto i zde bude diskutovan samostathpripadt NKG2F je situace
jest komplikovargjsi a neni ani znamo, zda se jedna o tankeceptot>"

V lidském genomu je kédovéano vech sedohto receptat,*®>*%" u mysi byly popséany
pouze NKG2A — B8 %9 Narozdil od Ly49 receptorvykazuji molekuly NKG2 i CD94
pouze minimalni polymorfismus a nebyl popsan zadimykcni rozdil mezi alelickymi
formami*’® Spolénym znakem vdech NKG2 recepio(s vyjimkou NKG2D) je vazba
neklasickych MHC molekul, HLA-E vifpads cloveka ™ a Qaf u mysit'®®

Fyziologicky vyznam toho, Ze inhibii receptory NKG2A a B i aktivaini NKG2C, E
a H®" 188y a7 stejné ligandy nebyl doposud jednaziavyswtlen. Objevily se véak prace
naznujici, Ze se mize jednat o mechanismus slouzici k rozpoznaniocstaaych bugk na
zakladt odlisné afinity aktivénich a inhibénich forem pro MHC v zavislosti na navazaném
peptidu.[m' 174]
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Posledni c¢len NKG2 rodiny,
NKG2D, tvari na membréf a - b

ligandem jsou homology MHC | )i‘j&] \&‘" \1%
AL
molekul, MICA, MICB a ULBP 1-4 u "v%f ---Q(“\{'

cloveka a H60, MULT-1 a RAE-d-¢ U % T,\i‘}/_j
mysi (Obr. 13.J%% V&echny tyto - };\S‘-"‘f: B
proteiny pati do kategorie ,induced- r! [Qy
self* ligandi diskutovanych v kapitole k
1.3.2 a NKG2D je tedy aktivaim AR
receptorent™”™® U mysi existuji dv NKGZDJ;MI -

formy NKG2D vzniklé alternativnim

sestihem a liSici se ijftomnosti N

termindlni extenze o délce 1

NKG2D/RAE1(

aminokyselin. DelSi forma NKG2C
L, 3 , Obr. 13. Struktury interagujicich kompteNl KG2D
byva ozngovana jako NKG2D-L a g pkterymiligandy. Rejato z [176].

kratSi jako NKG2D-S. NKG2D-S vaze

adaptorové proteiny DAP10 i DAP12.fi®mnost N-terminani extenze se ipac
NKG2D-L projevuje neschopnosti vazat adaptorovy tggro DAP12, pravépodobré
v disledku stérického bréni, zatimco vazba DAP10 neni owha. Uc¢loveéka se vyskytuje
pouze NKG2D-L varianta, ktera, konsistehts mySim modelem, interaguje vyhr&dn
s DAP1049 131 Dilezitost NKG2D byla demonstrovanareplevsim pro ochranuied
naddorovou transformaci a metastdzi. Absence NKG2Pazw zvySuje nachylnost

experimentalnich zyat k indukci nadai."®

1.4.2.3 NKR-P1 rodina

NKR-P1, také oznmvany jako CD161, byl prvnim znamym mySim NK Btmym
receptorem, byl ozian jako NK-1 antigen a byl vyuzivan pro identifikacpurifikaci NK
burgk.*” Po vzniku monoklonalni protilatky PK136 rozpoznisia specificky NK1.1
alloantigen bylo prok&zano, Zze NK1.1 se vyskytugeNK buikach z CE, B6, NZB, C58,
Ma/My, ST a SJL mysi, exprese u dalSich kin@BALB/c, AKR, CBA, C3H, DBA a 129)
vSak pozorovana nebyfd® Expresnim klonovanim NK1.1 antigenu B6 mysi bylo

prokazano, ze se jedna o produkt genu Nkrplc, jealzalent jiz tehdy znamé multigenni
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rodiny Nkrp1*™ Pozdji byl u jinych kmerii mysi identifikovan druhy NK1.1 antigen,
produkt genu Nkrplb, dalsiho Zeni Nkrpl rodiny*é%

Do dnesni doby bylo popsano sedm Nkrpligemysi®! a pouze jeden, nepolymorfni
Nkrpl gen wlovekal’® Tri z mySich NKR-P1 receptmaji funkci aktiv&nich receptd,
tii inhibi¢nich a gen kédujici posledni, sedmy, je defekimé@ochazi k jeho transkripci.

Aktivacni receptory jsou NKR-P1A, C a Y vV pripadt NKR-P1C byla popsana
interakce s adaptorovym proteinemeRe&y,*®3 u zbylych dvou aktivénich receptar byla
pozorovana nabitd aminokyselina v transmembranovénéd a interakce s dkterym
z adaptorovych protein se tedy da jedpokladat, &oliv popsana doposud nebytd)
NKR-P1F specificky rozpoznava Clty # a CiIrc*®® ¢leny rodiny Clr (C-type lectin
related) taktéz kodované v NKC, ligandy zbylych ahaktivanich receptar doposud nebyly
nalezeny, &oliv na zaklad analogie s krysimi homology se d@ls Fedpoklada interakce
s dalSimicleny ClIr rodiny. V gipad® NKR-P1A byla dokonce prokadzana xenoreaktiviii v
buiikdm exprimujicim krysi Clr1£8!

Dlouhou dobu platilo, Ze inhitimimi NKR-P1 receptory jsou pouze NKR-P1B a
NKR-P1D, NKR-P1G byl povazovan za pseudo&h Spoleénym ligandem NKR-P1B/D je
dalsi z rodiny Clr molekul, CIrB® O tschto molekulach bude dale pojednano v kapitolach
1.4.2.3.1 a 1.5.1. Vifpact NKR-P1G se podle nejn&i studie jedna o furdki molekulu,
kterd rozpoznava dalsi Cir ligandy, konkeét@lrf, Clrg a Clrd/x. Fyziologicka relevance
casténého pekryvu vazebnych specifit aktitaiho NKR-P1F a inhikiniho NKR-P1G neni
jasna, #&koliv podle jedné hypotézy se oba receptory mohoasthit kontroly globalni
exprese Clr molekut®!

Posledni zastupce Nkrpl rodiny, Nkrple, jélkinserci stop kodonu vedtim exonu a
posunwiteciho rdmce v patém exonu pseudogenem a bepispvarn¢®!

V piipact lidského hNKR-P1 je situace od d&ku nejasna, protoze tento receptor
neobsahuje nabitou aminokyselinu ve své transmambédoméd ani ITIM v intracelularni
domér. Jak tedy signalizujetstavalo dlouho neznant€® Nowjsi prace popisuje aktivaci
kyselé sfingomyelinasy po aktivaci hNKR-P1 vedouei vzniku druhého posla (N-acyl
sfingosinu). Dalsi detaily této signalizd kaskady vsak istavaji nedieseny™®” Prvotni
pozorovani popsala hNKR-P1 jako inkibi receptor, ktery blokuje NK bgtnou
cytotoxickou aktivitt®? Prekvapiv v piipads T lymfocyti, které tento receptor takté?
exprimuji, hraje hNKR-P1 kostimulai roli.'*®*® Ligandem pro hNKR-P1 je molekula
oznaovana jako LLT1 nebo také CLEC2D, ortolog mysich@blekul 8% 1
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1.4.2.3.1 NKR-P1D

Stejre jako ostatni¢clenové NKR-P1 rodiny, je NKR-P1D transmembranovgtein 1.
typu acita celkem 223 aminokyselin. Cytoplasmaticka donmsgsdavajici ze 43 aminokyselin
obsahuje mezi pozicemi 6 — 11 klasicky ITIM (LVYADLiransmembranova domeéna sestava
z 21 a extracelularni doména ze 159 aminokyselem kbdujici NKR-P1D je rozden do 6
exoni, z nichZ prvni kéduje cytoplasmatickou doménu,hgirtransmembranovou doménu,
tieti kdduje region ozrtavany jako ,stopka“ (stalk region), kterym je nagrmg C-lektinova

doména kédovana daldiniemi exon;}.l%]

NKR-P1B/D receptory. Prvni byl identifikovdn NKR-Bl ktery byl popsan spolu
s NKR-P1A a NKR-P1C na NK hikach mysi kmene B8 Pozdjsi prace demonstrovaly,
Ze NKR-P1B je inhikini receptor obsahujici NK1.1 epitop, nebyly vSakogpmy potvrdit
jeho gitomnost na NK biikach izolovanych z B6 mysi it@sto, Ze v jinych kmenech,
nagiklad SJL/J, byla jeho exprese prokazana bez jaojishpochybnostf*®® 192 zato byl
nalezeH®? a pozdji i popsah® inhibicni receptor B6 mysi sdilejici inhimii funkci
s NKR-P1B, ktery byl oznmn NKR-P1D. Zda se jedna o alelické formy neliané
receptory bylo nejasné. Az v roce 2006 Carlylelefaasre ukazal, Ze se jedna o dvazné

receptory, které jsou exprimovany vzajenwylucné u riznych kmei mysi (obr. 14§84

AZm Nkrp1 Cd69 Cd% Nkg2 Ly49
a cd f e d ac

Centromere
o\ Mouse Chr.6 -- B6 NKC

Nkrpia,/Clhi Cid Mgty Nkrpic  Nkrpid Clrc/dfe Nkrpif Cla  Nkrple
jj_ﬁjj_Li i' U [_ B6 Nkrp1-Ocil/Clr

Nkrpla Ch Cif Mieplg  Nkiplc  Nkrpib CirdCire Clic  Nkrpif Cra  Nkrple  Clrb

jj_ﬁ i.j i._iii_i:i_i’_[ BALB/c Nkrp1-Ocil/Clr

Obr. 14. Srovnaniasti NKC kodujicich NKR-P1 receptory mezi B6 a BAEBnySmi. Za
povsimnuti stoji absence Nkrplb kit B6 mysi a absence Nkrpld kipact BALB/c mysi.
Prejato z [1(1].

1.4.3Imunoglobulinové receptory
Klasické NK buréné imunoglobulinové receptory byly doposud nalezgroyze u
¢lovéka a primal, mys tyto receptory neexprimuje. Lidské NKnky exprimuji d¥ rodiny

37



téchto imunoglobulinovych recepibr— KIR a LILR, z nichz prominent8i roli zastavaji
KIR receptory. Ob skupiny ale sdili spoteé ligandy — MHC molekuly lifdy. Zastavaji tak
Glohu, kterou hraji u mysi Ly49 receptory, &gstavuji tak pozoruhodnyiglad evol@ni
konvergencé:*? Kromg téchto dvou zakladnich rodin exprimuji NK iy, v tomto pipad
nejen lidske, také skupinu struktdrnegibuznych aktivanich receptar obsahujicich jednu
¢i vice imunoglobulinovych domén ozfavanych jako NCR (Natural Cytotoxicity

Receptor}**!

1.4.3.1 KIR rodina

Rodina KIR sestava zgrnacti vysoce polymorfnich gér(2DL1 — 2DL5, 3DL1 — 3DL3,
2DS1 - 2DS5 a 3DS1). Jejich nomenklatura je zalrenpdtu imunoglobulinovych domeén
(2D/3D) v extracelularntasti a na délce cytoplasmatické domény (L/S) (@511

VSechny inhibini KIRy maji
Inhibitory Activating

dlouhou cytoplasmatickou  doménu KIR3DL KIR3DS
obsahujici klasické ITIMy. Oproti tomu DO DO
KIR2DL KIR2DL4 KIR2DS
KIRy s kratkou doménou ipdstavuji o1 Yo Do - i
aktivatni  receptory a interaguji
D2 D2 D2 D2 D2

s adaptorovym proteinem DAPY¥!

G T S S 6

Jedinou vyjimkou z tohoto pravidla je &S
KIR2DL4, ktery je i fes svou dlouhou 0 0 I A
cytoplasmatickou doménu aktitrdm 1 1
receptorem. Ve srovnani s ostatnimi

KIRy je tento receptor potenyj§im
FceRI-y DAP12

aktivatorem a jeho exprese je omezena

na CD569" subpopulaci NK butk. Obr. 15. Schématické znazemi rozdifi mezi

raiznymi KIRy. Rejat 195].
Narozdil od ostatnich aktignich KIRa, tzhymi y- Fejato z [199]

asociuje KIR2DL4 s adaptorovym proteinentRey.*%°!

KIRy dosahuji vysokého stuprdiverzity diky styrem stupim variability™®® Produkt
kazdého KIR genu rozpoznava specificky subset MH@etypi.l'*” Rozdilné kombinace
¢trnacti KIR geri jsou détdény jako jednotlivé haplotypy aizné haplotypy se mohou liSit
v poneru aktivanich a inhibénich receptar.*?® %I Existuje velké mnoZstvi alel v&ech KIR
geni, které mohou ovlikovat expresi, afinitu i aviditu danych proteii® A koneng
diverzita repertoaru NK biR je dana stochastickou expregsimych kombinaci KIR gan

které méa kazda dana NK itka k dispozici®®!
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| u KIRt, podobr jako u dalSich, idve zmirgnych, skupin receptér dochazi k vazb
stejnych ligand aktivanimi i inhibi¢nimi receptory, icemz afinita inhibinich receptar je
vy33i neZ afinita receptibaktivasnich!?*!

1.4.3.2 LILR rodina

LILR rodina ger ¢itd celkem itinct ¢lend, z nich vSak pouze dva (LILRB1 a LILRB2)
funguji jako inhibéni receptory rozpoznavajici MHC molekuly. Zchito dvou receptdr
pouze LILRB1 je exprimovan na NK bkach!?*? LILRB1 obsahuje ve své cytoplasmatické
Casti ¢tyti klasické ITIMy a s nizkou afinitou vaze vSechnybg/py MHC molekul |. tidy
(HLA-A, B, C, E, F, G). Krort MHC molekul ale LILRB1 véze i UL18 protein kdédowan
HCMV, ktery je strukturty ptibuzny MHC molekulam a fize tedy slouzit jako decoy ligand

tlumici NK burécnou antivirovou odpost.?%! Inhibieni fuknce KIR a NKG2 rodiny

receptod hraji vdak dominantggi roli.**4
1.4.3.3 NCR — NKp receptory @  Effector Target g—
. NK-cell clone HLA™ FeyR™ cell % B+ anti-NKp48
Do skupiny NKp receptdr bylo g ' o—g
zaiazeno #kolik strukturré negibuznych :" \ﬁ) '[)—q g g
': = /& 20
receptol obsahujicich jednu nebo &v %;-g-""/ # " &anm
: & E:T ratio
imunoglobulinové domény dadicich se e
(b) I Mo Ab
. —& + anti-NK
do kategorie NCR. s P | e
L - N\ B
Aby receptor byl chipan jako NCR, (e K o @ o
musi sphovat ¥ podminky. Jeho exprese NG A £ ool
# E:T ratio
musi byt omezena pouze na NKky, o .

i + anti-NKp48

jeho zesitni pomoci monoklonalnich § 1o, " oo
protilatek musi  indukovat  betné l “‘”‘“\‘E)"_{ §E§ Aﬂ\m
zabijeni a jeho blokace musi iné NG - W4 '":i:j e
zabijeni inhibovat (Obr. 16%% e
Jako prvni, prototypicky NCR, byl v
identifikovan receptor NKp46, ktery je ,“@\t)_q..r i ?
exprimovan aktivovanymi [ -\ ‘:[;___; /": i;
neaktivovanymi  NK  biikami. Jeho ® TET o

zesitni vede k aktivaci C& signalizace, Obr. 16. Synergie meziznymi NCR demonstrovana

aktivaci  cytotoxickych  vlastnosti i rozdily v burg¢ném zabijeni jp blokaci jednotlivych
NKp receptoit mAB. Hejato z [210].
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produkci cytokiri.’®! Zda se, Ze tento receptor zastava zasadni fidligukei cytotoxické
odpowdi proti tiznym autolognim, alogennim i xenogenninikam a jeho blokace inhibuje
zabijeni ¥tSiny nadorovych linii. Neni bez zajimavosti, Zze pNdI§ je jedinym lidskym NK
burgenym receptorem, ktery jefino schopen rozeznavat ligandy i na mysichkiégh!°®!
Ze strukturniho hlediska se jednd o transmembranonotein |. typu obsahujici dv
imunoglobulinové domény a nabity arginin v transrbesmové domén®”? diky nsmuz
interaguje s adaptorovymi proteiny CDa FeRI-y.?% 2% NKp46 je, stejir jako KIR
a LILR receptory, kédovan na lidském chromosomu®¥d.Narozdil od KIR;, LILRa
i ostatnich Nkp receptdrvsak v gipact NKp46 byl objeven mysi homolog, ktery je kddovan
na mysim chromosomu 7, syntennim chromosomu kditskchromosomu 18!

DalSimi popsanymi NCR jsou NKp44, ktery je spe&iicexprimovan NK biikami po
aktivaci IL-2 a NKp3d?'%

1.4.4 SLAMrodina receptoria

Receptory rodiny SLAM @ Mousestamiamiy Clsmn
L o v Ly9
piilis nezapadaji do historického iy hs e o o
NP_038758.2 NP_061199.2 NP_0038517.1 NP_109635 NP_109635 NP_653122.2 @
rozkleni NK receptak na
lektinové a imunoglobulinové a C C C C C
c2 2 Q2 i 2 c2 Q2
casto se proto z tohotogleni _ ;
vyeletuji, & ptimo opomijeji. v rvac il P
. ’ LE 318 318 Vi:; 513
Strukturd  se  jednd o — Sl P e N
NEEL ys61
transmembranové glykoproteiny . o
ywl
I " typ u Ch arakterIStl Cké Consensus (TxYxxV/1) ::: e
N-terminalni Ig domeénou, ktera
“ L, i b Human sLAM family SLAMF3
vSak postrada standardni Lyo
SLAMF1 SLAMF4 SLAMF5 SLAMF7 NP_002339.1
. AT , D150 2B4 CDs4 CRACC
disulfidicke VaZby a C2 NP_0030281  NP_057466.1  NP_003865.1 NP_443163 NP_067004.3
A u umi u v bliz i v v v v v
domeéno migho blizkost
membrany (Obr. 17 v&ichni (& (@) (@) 2) @)
¢lenove SLAM rodiny obsahuji
) o . . , Y21 (TIYAQV) | Y286 (TIYEDV) :Z;;(HYTYI) L {and yso8
Ccl VI i, 207 0 ) Y254 (TVYASV) Y254 (TEYDIT)
jeden ce ITSM motiva, které . v [ =
~r - 7 - Y (yvasy) [V yiza Y28 (TIYSTI) ya
slouzi jako vazebna mista pro LSS e L
Y337 (TIYEVI) Yfgé
adaptorové proteiny rodiny SAP. - "
Y628 (TIYCSI)
VSechny lidské NK biky =

Obr. 17. Schematické znazeém raiznychélena SLAM rodiny
u mysi (a) icloveéka (b). Rejato z [212].
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exprimuji # c¢leny rodiny SLAM: 2B4, NTB-A a CRACC, ixemz jeden ze subsehavic
exprimuje Ly9. Na mySich NK hik&ch se taktéz vyskytuji 2B4, CRACC a Ly9, naroxndil
lidskych ale exprimuiji i CD84 a neexprimuiji Ly1a8y&i homolog NTB-AJ*?

1.5 ClIr rodina proteini

Rodina CIr molekul byla objevena v roce 2000 v mamerické oblasti mysiho NKC mezi
Nkrpl a CD69 lokusy pomoci strategie nahodného esebwéni (Obr. 18.). Ze sedmi takto
objevenych CIr molekul (a — g) se dva jevily jakeepdogeny, protoZe obsahovaly pouze
posledni jeden (Clrd) nebo dva (Clre) exony. Steshtiagenové usgédani ostatnich Clr
molekul spdiva v rozéleni do 5 exof, z nichz prvni kéduje cytoplasmatickou doménu,
druhy extracelularni doménu a zbyté koduji extracelularni lektinovou doméHt® Dalsi
zastupce CIr rodiny, Clrh, byl objeven peéjgdbéhem BAC analyzy celého klastru Nkrpl
a Clr geri.'®" Posledni CIr molekla, oztiena Clrx, byla popsanaed dwma lety a spolu
s Clrg se vymyka standardnimu uiani Clr molekul, protoZe jejich cytoplasmatické
domény jsou nefbuzné cytoplasmatickym doméndm ostatnétdni Clr rodiny a jsou
koédovany 2 exon{#¥ Jak se vak po#jl ukézalo, Clrx je mapovan do stejné oblasti geaom

jako Cird a jedna se tedy mozna o famkprodukt genu, ktery bylgwodre povazovan za

pseudogef®
Gird
r_
Cen __ A2m Nkrpla Cir-f Nkrpic Clrg Clrc ara crb CAB9 Mouse
—_— e i — CO'E
ss s S s s s S ss s 5 ]

“zein JOOKD ,

Obr. 18. Usptadani Clr gefa v ramci mysiho NKC. Sipky v dolrésti obrazku odpovidaji jednotlivym
BAC vyuzitym pro sekvenaci &rnécary odpovidaji BAC vyuzZitymdhem nahodného sekvenovani.
Prejato z [13].

V souwasné dob se zda, Ze funkce ClIr molekul souvisi hlawimunitnim systémem,
jeho regulaci a modulaci¢koliv v piipac Clrb, o tmZ bude pojednano v dal&sti, byly
prokézany fukce iip vyvoji a remodelaci kosti.
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DetailngjSi informace jsou zatim k dispozici pouze o Clrjelao interakci s NKR-P1B/D,
kterd vede k inhibici buigného zabijen& Clrg a jeho interakci s NKR-P1F, kter&lenveést
k aktivaci NK burk pomoci ,induced-self* mechanisnill Jak ale nazmaji now;jsi
publikace, situace pravdodobré nebude takto jednoducha, protoze i Clrg méa sigaali
potencial, ktery se projevuje n#idad kostimulaci CIry T Iymfocyti NKR-P1F
dendritickymi batkami 4

Podle posledni publikace jsou interakce Clr a NKR+#Eceptal pravdpodobr jese
slozitjSi a promiskuitjsi. Clrg i Clrd/x podle této prace slouzi jakodigly pro NKR-P1F
i NKR-P1G, zatimco Clrc je ligandem pouze pro NKR-Ra Clrf pouze pro  NKR-P1&E®)
Fyziologicky vyznam dchto interakci zatim nebyl prozkouméan, skejjako vyznam

poslednich dvou zastup€Ir rodiny — Clra a Clrh.

1.5.1 CIrb

Clrb je ¢lenem Clir rodiny receptér Samotny protein je ze strukturniho hlediska
transmembranovym proteinem Il. typu a sklada s20feaminokyselin, #ehoz 143 tvii
extracelularni, 21 transmembranovou a 43 cytopléskoar doménu. V extracelulargasti
jsou fti glykosylaini mista na pozicich 74, 100 a 158 a v intracehildomés je piitomny
myristoylani motiv. Extracelularni doména obsahuje C-lektwodoménu tviienou rezidui
80 — 192. Na zakladsvé funkce p vyvoji kosti byl Clrb givodnré ozn&en jako ,Osteoclast
Inhibitory Lectin“ (OCIL)?*!

Jak jiz tento nadzev naztige, Clrb se dastni inhibice diferenciace osteokiasfda se, Ze
Clrb za fyziologickych podminek slouZi jako inhibitsignalizace mediované molekulou
RANK, ktera je receptorem pro RANKE?® 2°! CIrb”™ mysi s vyjimkou defekt kosti
nevykazuji zadny vyrazny fenotyp. Abnormality kdsyly pozorovany pedevsim ve form
zmenseného objemu trabekularni kostisgbeného zvysenou formaci osteokiastvedly k
osteopenii u dosfych jedindi. Defekty ve funkciimunitniho systému pozorovany
nebyly!?t]

Podob jako kanonické lektiny C-typu, Clrb rozpoznav& Cdependenthnskteré druhy
sacharid, predevsim sulfatované glykosaminoglykany jako fucoida-karagenan. Vyznam
téchto interakci vSak tstavd nejasny, protoZze zadnymagpbem neinterferuji s inhibici
formovani osteoklastani s funkcemi Clrb v imunitnim systérfftf!

Jiz prvni prace popisujici funkci Clrlfipemodelaci kosti neopaity konstatovat, Ze jeho
exprese neni omezena jen na mista, kdaéemmodulovat feménu kosti, a Ze tedy bude

zastavat i dalsi GloH§*® Clrb slouzi jako ligand inhibhich NKR-P1 receptdra stoji za
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zminku, Ze expresni profil Clrb je velmi podobnypeesnimu profilu MHC molekul kidy.
Clrb je exprimovan na jadernych iikach vSech tkani a jeho exprese je vy&agniZzena
nekterymi naddorovymi liniemi. To ukazuje, Ze koncgmHC-I independent missing self*

rozpoznavani velmi dab zapada do celkové koncepce funkce NKskuR™

1.6 Interakce NKR-P1D — Clrb

Podobr jako uz samotna definice NKR-P1D se nevyhnula eamp, i popis funkce
interakce ligand receptorového paru NKR-P1D : Qértslodnes rozporuplny. Ze NKR-P1D
specificky rozpoznava Clrb, a Ze tato interakceeviethhibici NK burgk, poprvé publikovala
skupina dr. Yokoyamy. Vysledky této skupiny jastemonstrovaly, Ze transfekce kkn
raiznych nadorovych linii genem pro Clrb vede k jejmthra pred zabitim NK biitkami,

a 7e tento jev je zavisly na NKR-P1D (Obr. 1#}).
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19. Grafy z publikace Yokoyamovy skupiny pofis interakci NKR-P1D s Clrb

znézotiujici NKR-P1D dependentni inhibici zabije burék raznych tumorovych linii Nk
buikami. Cernac¢ara gfedstavuje zabijenitpodni tumorové butné linie, zelen&abijeni téZ

tumorové linie transfekované Clrb. &e modra pedstavuje zabijeni linie transfekované Clrb, ale

v pritomnosti blokani protilatky pro NKRP1D. Cervena je nadorova linie transfekovana (
jako kontrola vlivu transfekce obetra tma¥ modra je linie transfekovana Clrbpiitomnosti
protilatky proti CD8 jako kontrola obecného vliviitpomnosti protilatky. Zgrafa je Zejmé, Ze
buriky transfekované Cirb jsou chi&y pred zabijenim NK hikami a tato ochrana je zruSe
piitomnosti blokani protilatky proti NKR-P1D.Tyto efekty nejsou ani obecnymisledken
transfekce tumorové linie anitippmnosti protilatky, protoZze kontrolni prdttka ani kontroln
transfekce nemaji na zabijeni vliiefato z [35].
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NowejSi prace publikovana skupinou dr. Carlyla idektfiala NKR-P1B jako dalSi
receptor pro Clrb ackoliv v jednom pokusu potvrdila i interakci NKR-P1£CIrb, inhibice
cytotoxické aktivity NK bugk z B6 mysi vybavenych NKR-P1D pozorovana nebyddinaco
NK bunky z CD-1 a NIH mysi vybavenych NKR-P1B vykazovalyritomnosti Clrb nizsi
lytickou aktivitu. (Obr. 20.J*84

100 B6 CcD-1 NIH.Swiss
80 gﬁi"‘? D/D—n "0
60

40 T 0/0‘—0 O/D‘\o

20| | oBWZ.Ocil

10 30 100 10 30 100 10 30 100
Effector:Target Ratio

Obr. 20. Grafy z publikace Carlylovy skupirgnazotiujici inhibici NK buré¢ného
zabijeni tumorové bwiné linie red a po transfekci Clrb. Viipad NK burgk z B6 mysi
je inhibice pouze velmi slaba, kdezto NKrky z CD-L a NIH mysi jsou inhibovar
silné. Prejato z [181].

Posledni, nejnaysi, prace dr. Brookse zabyvajici se touto tématikgst potvrdila
interakci NKR-P1D s Clirb a navic postulovalagdunkéné odlisSné subpopulace mySich NK
burgk. NKR-P1D" subpopulace je charakteristicka niz3i expregtenych Ly49 receptdr
a naopak vysSi expresi NKG2/CD94 receptoez NKR-P1D subpopulace. Dledekavani
NKR-P1D'" subpopulace nebyla schopna zabiikyutransfekované Clrb, kdezto NKR-P1D
populace zadnou inhibici nevykazovala. A kémeNKR-P1D" subpopulace vykazovala po
aktivaci vy3&i produkci IFN-i cytotoxickou aktivit!®*! Ackoliv Brooks pro vysetleni
tohoto posledniho bodu navrhujeédmoznosti, nejprawpodobrEjSi variantou se zda byt
participace NKR-P1D receptoru na licencovani NK dkinpodobr jako se inhikini
NKR-P1B (&astni licencovani krysich NK bek, jak jiz bylo zmitno v odstavci 1.3.8%

Pro definitivni déeSeni tohoto problému bude vS#dbia dalSiho vyzkumu.
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2. Cile prace

» Optimalizace in vitro renaturace a purifikace proteina Clrb
a NKR-P1D

» Ovéreni spravnosti renaturace

* Funkéni testy interakce

* Chemické zesini proteinia

» Vytvoreni homologniho modelu interakce péaru proteii
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3. Material

3.1 Fristroje

Analyticka ultracentrifuga ProteomeLab XL-I
Analytické vahy AL54

Automatické pipety

Centrifuga Avanti J-26 XP

Centrifuga J-6M

Centrifuga MiniSpin

Centrifuga MPW 375

Centrifuga Spectrafuge 16M

Centrifuga VSMC-13

Centrifuga Z 233 MK-2

Centrifug&ni koncentratory CENTRICON
Dialyzani trubice Spektra/Por

DNA sekvenator ABI Prism 3100
Dokumenté&ni systém na foceni geG:Box HR
Hmotnostni spektrometr APEX Qe Ultra
HPLC systém Biosys 510

Chladntka

lluminator BTS-20.LS

Inkubator BT-120M

Kolona Q-Sepharosa FF (2 x 13,5 cm)
Kolona Superdex 75 10/300 GL (1 x 30 cm)

Kolona Superdex 75 PC 3.2/30 (0,32 x 30 cm)

Kolona MAGIC C18-AQ (0,2 x 150 mm)
Ledova Ice Flaker

Mrazici box — 80°C (Ultra low)
MicroHPLC SMART

MicroHPLC Agilent 1200

Beckman CoultelUSA
Mettler ToledoCR

Gilsony Thermo FisherlJSA
Beckman CoultetJSA
Beckman CoultelJSA
Eppendorf Némecko

MPW Med. Instrument$olsko
Edison,USA

Shelton ScientifidJSA
Hermle,Némecko

Millipore, USA

Spectrum LaboratoriedJSA
Applied Biosystem$JSA
SyngengUK

Bruker Daltonics USA
BeckmanUSA

Electrolux Svédsko

UVitec UK

Laboratorni pistroje PrahaCR
GE Healthcare JSA

GE Healthcare JSA

GE HealthcareJSA
Michrom BioresourcedJSA
Brema Ice Makerdtalie
Revco USA

Pharmacia Svédsko
Agilent,USA

Mikrokolonky micro a macrotrap 1x8 a 3x8mm Michrom Bioresourced,JSA
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Napdjeci zdroj MP-250V

Napajeci zdroj ECPS 3000/150
Magneticka michgka MM 2A
Mikrostiikacky, rizné objemy

NMR spektrometr Avance Ill 600MHz
pH metr®200

Platereader Saphire

Ploténkovy V¢

Predvazky HF-1200G

Souprava pro elektroforézu
Souprava pro elektroforézu
Souprava pro elektroforézu X-Cell Sure Lock
Souprava pro ultrafiltraci
Spektrofotometr DU-70

SPR pistroj

Termoblok

Termocyklér Mastercycler Personal
Termomixér Comfort

Tiepaka na Erlenmeyerovy by
Trepaka na zkumavky BigGer Bill
Ultracentrifuga LES8OK Optima

Ultrafiltracni membrany

Major SciencelJSA
Pharmacia Svédsko
Laboratorni pistroje Praha,CR
Hamilton Svycarsko
Bruker BioSpin USA
Beckman CoultetJSA
Tecan Svycarsko
ETA,CR

AND, USA
Sigma-AldrichUSA
Bio-Rad USA
Invitrogen,USA
Millipore, USA
Beckman CoultetJSA
UFE, CR

Grant, UK

Eppendorf Néemecko
Eppendorf Néemecko
Sanyo Gallenkamp LtdJK
ThermolyneUSA
Beckman CoultelUSA
Millipore, USA

Ultrazvukovéa sonda Ultrasonic Homogenizer 47C0le-Parmer InstrumCo., USA

Ultrazvukova laz# Sonorex
Vodni laze

Vakuova odparka Speedvac

Bandelin,Némecko
Memmert Némecko

Jouan,Francie

Vakuova odparka Savant SPD 121P Speedvac Thermo FisherUSA

Vortexovy mixer

Zdroj deionizované vody MilliQ

a7

VELP Scientificaltalie
Millipore, USA



3.2 Soupravy pro izolaci DNA

JETQUICK Gel Extraction Spin Kit
JETQUICK PCR Purification Kit
JETSTAR Plasmid MiniPrep Kit
JETSTAR Plasmid MidiPrep Kit
JETSTAR Plasmid MaxiPrep Kit

3.3 Chemikalie

Acetonitril (LC/MS grade) (AcN)
Agar

Agarosa

Akrylamid

Amoniumpersulfat (APS)
Ampicilin (Amp)

L-Arginin

Azid sodny

Bacto-trypton

Bacto-yeast extrakt
1,2-bis(dimethylamino)-ethan (TEMED)
Coomassie Brilliant Blue G-250
Coomassie Brilliant Blue R-250
Cystamin dihydrochlorid
Cysteamin hydrochlorid
Dihydrofosfor&nan draselny
Disukcinimidylglutarat (DSG)
Disukcinimidylsuberat (DSS)
DNA marker 100 bp; 1 kb
dNTPs

Dithiothreitol (DTT)

Ethanol

Ethidium bromid (EtBr)
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GenomedNémecko
GenomedNémecko
GenomedNémecko
GenomedNémecko

GenomedNémecko

Merck,Némecko

Oxoid, USA

Serva Némecko
Sigma-AldrichUSA
Sigma-Aldrich USA
Jersey Lab SupplyJSA
Sigma-Aldrich USA
Sigma-AldrichUSA
Oxoid, USA

Oxoid,USA
Sigma-Aldrich USA
Serva,Némecko
Serva,Némecko
Sigma-Aldrich USA
Sigma-Aldrich USA
LachemaCR
PierceBiotechnologyUSA
PierceBiotechnologyUSA
New England BiolahdUSA
Promega USA
Sigma-AldrichUSA
LachemaCR
Sigma-AldrichUSA



1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid Pierce BiotechnologyUSA

(EDC)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
4-Ethylmorfolin

Glukosa

Glycin

Guanidin-HCI

HEPES

Hydrogenfosforénan sodny

Hydroxid sodny

Chlorid amonny

Chlorid sodny

Chlorid vapenaty
4-hydroxoe-kyanoskaicova kyselina (CCA)
Isopropanol (LC/MS grade) (IPA)
Jodacetamid (I1AA)

Kanamycin (Kan)

Kyselina chlorovodikova

Kyselina mravedi (LC/MS grade) (FA)
Kyselina octova (LC/MS grade) (HAc)

Kyselina trifluoroctova (LC/MS grade) (TFA)

Methanol (LC/MS grade)
N,N’-methylen-bis-akrylamid
Octan amonny

Pyridin

Siran heéecnaty
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Standardy pro SDS-PAGE
Tetracyklin (Tet)
Thiamin-HCI

Trimethylamin
Tris(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP)
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Sigma-AldrichUSA
Fluka, Svycarsko
Lachema(R
Sigma-Aldrich USA
Sigma-Aldrich USA
LachemaCR
LachemaCR
Lachema(R
Lachema(R
Lachema(R
Lachema(R

Bruker Daltonics USA
Merck Némecko
Sigma-Aldrich USA
Jersey Lab SupplyJSA
LachemaCR

Fluka, Svycarsko
Fluka, Svycarsko
Fluka, Svycarsko
Merck Némecko
Sigma-AldrichUSA
Sigma-Aldrich USA
Fluka, Svycarsko
LachemaCR

Jersey Lab SupplyJSA
Serva,Némecko
Jersey Lab SupplyJSA
Sigma-Aldrich USA
Fluka, USA
Sigma-Aldrich USA



Tris-HCI
Ultracista voda (LC/MS grade)

3.4 Primery pro PCR

Jersey Lab SupplyJSA
J.T.Baker USA

NKRDmutFW: 5'=TTCCAACACT TGGAAGGAATCTCGAAT TGATTGT GATAAAA-3
NKRDwmutREV: 5 —TTTTATCACAATCAATTCGAGAT TCCTTCCAAGT GT TGGAA-3
NKRDzkrFW: 5'—TGCATAT GI CAGCTAAGCTAGAGT GCCCACAA-3'

NKRDzrREV: 5-TAAGCTTAGI TTAGT TCCTTTTGGCAGATCCAA-3'
VSechny primery byly vyrobeny firmoGeneri BiotechCR

3.5 Enzymy

AspN (sequencing grade)

CIP fosfatasa

Deep Vent DNA polymerasa
Dpnl endonukleasa

GluC (sequencing grade)

Hindlll endonukleasa
Ndelendonukleasa

Pfu ULTRA HF DNA polymerasa
T4 DNA ligasa

Trypsin (sequencing grade)

Xbal endonukleasa

3.6 Inhibitory proteas

Leupeptin
PMSF

3.7 Vektory

pET-30a-(+)
pPBS Il SK/KS (+)
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Roche Svycarsko

New England Biolabd)JSA
New England BiolabdJSA
New England BiolabdJSA
Roche Svycarsko

New England Biolabd)JSA
New England Biolabd)JSA
StratagengUSA
StratagengUSA

Roche Svycarsko

New England Biolabd)JSA

Sigma-AldrichUSA
Sigma-AldrichUSA

NovagenUSA
StratageneUSA



3.8 Bakterialni kmeny

BL21-Gold (DE3)E. coliB F—ompT hsd@B— mB—)dcmt Tetrgal A(DE3) endAHte
Stratageng USA

NovaBlue endAl hsdR17(rci2” Mki2’) SUPE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac
F[proA'B* laclZDM15::Tn10Q] (Tet?) Novagen USA

3.9 Roztoky a pufry

Barvici roztok pro SDS PAGE: 45% methanol, 10% HAc, 0,25% CBB R-250
Cinidlo podle Bradfordové: 0,5 mg/ml CoomassieBlue G, 25% methanol,
42,5% HPO,

Denatura¢ni pufr pro inkluzni téliska: 6 M guanidin-HCI, 100 mM Tris-HCI,
100 mM DTT, pH 8,0

Dialyzaéni pufr: 9 mM NaCl, 1 mM Nal 15 mM Tris-HCI, pH 9,0

Elektrodovy pufr pro SDS-PAGE: 10 mM Tris-HCI, 250 mM glycin, 0,1% SDS,
pH 8,3

Chromatograficky pufr A pro ionexovou chromatografi: 9 mM NacCl,
1 mM NaN;, 15 mM Tris-HCI, pH 9,0

Chromatograficky pufr B pro ionexovou chromatografii: 1 M NaCl, 1 mM Na,
15 mM Tris-HCI, pH 9,0

Chromatograficky pufr pro gelovou filtraci: 150 mM NaCl, 1 mM Nal 15 mM
Tris-HCI, pH 9,0

Chromatograficky pufr A pro chromatografii na obracené fazi: 0,2% FA,
2,5% AcN, 2% IPA

Chromatograficky pufr B pro chromatografii na obracené fazi: 0,16% FA,
90% AcN, 5% IPA

Liga¢ni pufr pro T4 DNA ligasu: komegné dostupny od firmyStratagenelUUSA

NEB 2 pufr: komegn¢ dostupny od firmyNew England Biolabg)SA

Odbarvovaci roztok pro SDS PAGE:35% ethanol, 10% kyselina octova

PBS: 8 g/l NaCl, 0,2 g/l KCI, 1,44 g/l NBIPO,2H,0, 0,24 g/l KHPO4, pH 7,4

Pufr pro DNA polymerasu Deep Vent:dostupny od firmyNew England Biolabs,
USA
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» Pufr pro DNA polymerasu Pfu ULTRA: dostupny od firmystratagenelJSA

» Pufr pro zesitni pomoci DSG a DSS50 mM triethylamin, 50 mM NacCl, pH 7,5,
dotitrovano probublavanim GO

» Pufr pro zesitni pomoci EDC:50 mM pyridin, 50 mM NacCl, pH 6,5

* Renaturaéni pufr: 1 M L-Arginin, 10 mM CaCJ, 3 mM cystamin, 9 mM cysteamin,
1 mM NaNs;, 50 mM Tris-HCI, pH 9,0

* Roztok akrylamidu: 29% akrylamid, 1% N,N’-methylen-bis-akrylamid

 Stépici pufr pro AspN a trypsin: 50 mM Ethylmorfolinacetat, 10% AcN, pH 8,4

 Stépici pufr pro GluC: 50 mM NHAc, 10% acetonitril, pH 4,0

e TAE pufr: 2 M Tris-HCI, 1 M HAc, 50 mM EDTA, pH 8,0

e TE pufr: 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,5

» Vzorkovy pufr pro SDS PAGE neredukujici: 50 mM Tris-HCI, 12% glycerol,
4% SDS, 0,1% bromfenolova miod

e Vzorkovy pufr pro SDS PAGE redukujici: 50 mM Tris-HCI, 12% glycerol,
4% SDS, 0,1% bromfenolova mod00mM DTT

3.10 Média
« LB agar: 1,25% agar v LB médiu
« LB médium: 1% bacto-tryptone, 0,5% bacto-yeast extract, 1%INa€ 7,4
e M9 minimalni médium: 15,1 g/l NaHPO,-12H,0, 3 g/l KHPO,, 0,5 g/l NaCl,
1 g/l NH,Cl, 4 g/l glukosy, 0,494 g/l MgS£00,015 g/l CaGl 0,01 g/l thiaminu
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4. Metody

4.1 Uprava konstruktu NKR-P1D

Expresni vektory obsahuijici inserty kddujici exétatarni domény obou protair{Clrb a
NKR-P1D) byly gipraveny a bylo jich vyuzito pro produkci protéive forme inkluzich
télisek v ramci mé bakaigké prac&?® Proteinovy produkt jovodniho konstruktu kédujiciho
NKR-P1D nebylo moznén vitro renaturovat a bylo tedy nutndigtoupit k jeho zrsng. Jak
jiz bylo difve publikovand® cystein na pozici 118 byl nahrazen serinem a 8r@inalnich

aminokyselin obsahujicich dalSi cystein bylo odgina.

4.1.1 Zavedeni bodové mutace do konstruktu kodujibd NKR-P1D

Mutace byla provedena pomoci PCR reakce s &nirta primery obsahujicimi zéménou

b4azi v mist mutace a High Fidelity DNA polymerasou Pfu ULTR8ekvence mutaich

primeri byly:

fw: 5'—TTC CAA CAC TTG GAA GGA ATC TCG AAT TGA TTG TGA TAA AA-3
rev: 5=TTT TAT CAC AAT CAA TTC GAG ATT CCT TCC AAG TGI TGG AA-3

SloZeni reagni snesi je uvedeno v tabulce 1 a termalni profil reakd¢abulce 2.

Tabulka 1: Slozeni PCR reak snesi:

cDNA forward reverse dNTPs 10x Pfu
slozka| templat primer primer (10 mM) Pfu ULTRA | HO
(20 ng/ml) (5 pM) (5 pM) buffer | (2,5 Upl)
V(ul) 1 10 10 1 5 1 22
K 2,5 10 10 1 5 1 20,5
Tabulka 2: Termalni profil PCR reakce:
¢ast | # cykla | t (°C) | t (min)
1 1 95 0,5
95 0,5
2 12 60 1
68 6
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Po prokthnuti reakce byl ke sgsi pridan 1ul Dpnl endonukleasy (20 Wl) specificky
Stepici dammethylovanou DNA a s#s byla inkubovana 1 hodindi@B7 °C. Parentalni DNA
tak byla roz&pena a no¥ vznikla, mutovanid DNAstala zachovana.

Bakterie E. coli kmene Nova Blue byly metodou tepelného &Skutransformovany
produktem PCR reakce a kultivovankep noc pi 37 °C na agarovych plotnach. Plotny jako
selekni markery obsahovaly kanamycin (Kan) o koncenttfrimg/l a tetracyklin (Tet) o
koncentraci 12,5 mg/l. DalSi den bylo vybrano 8ostych kolonii, které byly ifgneseny do
1 ml LB Kan Tet média a inkubovany napace @i 37 °C a 250 RPM do stacionarni faze
rastu.

Nasled® byla z narostlych kultur izolovana plasmidova DN#omoci JETQUICK
Plasmid Miniprep kitu podle manualu. Byla provedédmmtrolni restrikni analyza takto
ziskané DNA za vyuzitiXbal (20 Uul) a Hindlll (20 Upl) restrikinich endonukleas a
elektroforézy na 1% agarosovém gelu. Jako vizualizénidlo byl pouzit ethidiumbromid
(EtBr), jehoz vysledn& koncentrace v gelu bylay@snl.

Vybrana kultura obsahujici plasmid s insertem ap#awelikosti byla pouzita jako
inokulum do 100 ml LB Kan Tet média, které bylo ledss inkubovano natrepace i
37 °C pes noc. Dalsi den byla pomoci JETSTAR Plasmid Meppkitu dle manualu
izolovana zasobni plasmidova DNA pro dalSi prdopé byla provedena kontrolni restéiki
analyza za vyuzitNdel, Xbal aHindlll (20 Ujul) restrikinich endonukleas.

4.1.2 Zkraceni konstruktu kodujiciho NKR-P1D
Za pouziti plasmidové DNA se zavedenou bodovou aijéko templatu byla provedena
PCR reakce s vyuzitim primeo danych sekvencich:

fw: 5 —=TGC ATA TGI CAG CTA AGC TAG AGI GCC CAC AA -3
rev: 5'—=TAA GCT TAG TTT AGI TCC TTT TGG CAG ATC CAA-3'

SloZeni reagni snesi je uvedeno v tabulce 3 a profil termélni reakdabulce 4.

Tabulka 3: Slozeni PCR reak snesi:

cDNA forward | reverse 10x Deep
slozka | templat primer primer (fON-r;PI\i) (%%Srr?&) thermo | Vent | H,O
(200pg/ml) | (5 pM) (5 pM) buffer | (2 U/ul)
V(ul) 0,5 10 10 2 2 5 1 19,5
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Tabulka 4: Termalni profil PCR reakce:

gst | # cykli | t (°C) | t (min)
1 1 95 | 0,5
95 | 05
2 | 30 [ 59 1
72 1
3 1 72 4

PCR produkt byl purifikovan pomoci PCR Product Reation kitu dle manualu a
kontrola jeho velikosti byla provedena elektrofaéma 1% agarosovéem gelu s EtBr jako
vizualizatnim ¢inidlem. Purifikovany PCR produkt byl ligovan do $BI SK/KS(-) vektoru
linearizovaného pomoctmal endonukleasy a re&ki snes byla ponechanaigs noc pi

laboratorni teplat Celkové sloZeni sési je znazoraéno v tabulce 5.

Tabulka 5: SloZeni re&ki snesi pro ligaci do pBS Il SK/KS(-) vektoru:

soska|  PCR pBS NEB4 | Smal ATP Tﬁ gsNaA
produkt | (1 mg/ml)|  pufr (20 Upl) | (20 mM) (1gu/u|)
vV (ul) 13 1 2 1 1 2

Druhy den byla ligéni smés vyuZzita pro transformaci kompetentnich &ug. colikmene
Nova Blue pomoci tepelného Soku. By byly kultivovany na plothach s LB agarem
obsahujicim ampicilin (Amp) o koncentraci 100 mgtétracyklin (Tet) o koncentraci
12,5 mg/l, XGal (90 mg/l) a IPTG (100 mM)iip37 °C ges noc. Nasledujici den bylo
vybrano 8 kolonii, které bylyipneseny kazda do 1 ml LB Amp Tet média a inkubovs#ay
trepace @ 37 °C do stacionarni faze. Analogicky k postumpsanému v odstavci 4.1.1.
byla gipravena plasmidova DNA, ktera byla nasleédikontrolovana restrinim Sepenim.
Vybrana kultura byla pouZzita jako inokulum pro 10LB Amp Tet média. O analogicky
s diive popsanym postupem bylgravena a zkontrolovana zasobni plasmidova DNA.

Zasobni plasmidova DNA a pET30a(+) vektor bylgpsginyNdel a Hindlll restrikknimi
endonukleasami a vy§teny kodujici fragment a linearizovany vektor bygparovany
pomoci elektroforesy na 1% agarosovém geliizmaty a pomoci JETQUICK Gel Extraction
Spin Kitu purifikovany. DNA fragment kédujici zkrégou verzi NKR-P1D byl poté ligovan
do linearizovaného pET30a(+) vektoru. Slozeni éaéknesi je uvedeno v tabulce 6. Liga

reakce probihalaips noc @i laboratorni teplat
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Tabulka 6: SloZeni ligani sreési pro ligaci do vektoru pET30a(+):

. . pufr pro T4 DNA ATP T4 DNA ligasa
slozka | insert | pET30a(+) ligasu (20 mM) (1 Ull)
V (nl) 6 14 2,5 1 2

Nasledujici den byla ligai smés pouzita pro transformaci kompetentnich dkuhova
Blue, které byly naslednpéstovany pes noc fi 37 °C na plotnach s LB Kan Tet agarem.
Bylo vybrano 8 kolonii, které bylyipneseny do 1 ml LB Kan Tet média &fovany do
stacionarni faze. Analogicky Kk jiz popsanému postbpla ziskana plasmidova DNA, ktera
byla zkontrolovana restrikim Stpenim pomociNdel a Hindlll endonukleas. Kolonie
vybrand na z&kladrestrikéni analyzy byla vyuZzita jako inokulum pro 200 ml lan Tet
média, které bylo nasledinkubovano nafepace @i 37 °C ges noc.

Druhy den bylo pomoci JETStar Plasmid Maxiprep kitet manuéalu fppraveno zasobni
mnoZstvi plasmidové DNA, jejiZistota a koncentrace byla zjiga spektrofotometricky a
velikost zkontrolovana agarosovou elektroforézou.

Vzorek DNA byl gredan do DNA sekverai laboratse MBU AV CR, v.v.i. pro kontrolu

sekvence.

4.2 Produkce proteini, izolace inkluznich €lisek a optimalizace refoldingu

4.2.1 Produkce proteini a izolace inkluznich €lisek

Produkce proteiina izolace inkluznichétisek byla v pipact Clrb i pavodniho konstruktu
NKR-P1D provedena jiz v rdamci mé bakaké prace a je popsana a diskutovana tafiftéz.
V piipac nového konstruktu NKR-P1D bylo vyuZito identickyphotokoli a tyto zde tim
padem nebudou diskutovany.

4.2.2 Optimalizace renaturace

K renaturaci obou protein byla vyuzZita metoda rychlého iakni (rapid dilution)
spa:ivajici v pomalém fikapavani (piblizné 1 kapka za sekundu) roztoku denaturovaného
proteinu do velkého nadbytku renatimého pufru'??? Vychozi slozeni renatutaiho pufru
bylo vybrano na zakladbohatych zkuSenosti Labor&toArchitektury Proteia s in vitro

renaturaci CD69 a NKR-P1 moleKkaf #*!! a optimalizovano s ohledem na koncentraci
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L-Argininu slouziciho jako nizkomolekularni chapel$® Slozeni pufii vyuZitych pro
optimalizaci refoldingu je uvedeno v tabulce 7.

Purifikovand inkluzni dliska naprodukovana bakterialni kulturoésfmvanou ve 200 ml
LB média byla solubilizovana ve 2 ml denatin#éno pufru pro inkluznidiska a inkubovana
po dobu jedné hodinyip 40 °C. Snés byla nasledh centrifugovana v ultracentrifuze
Beckman LE8SO (rotor 70.1 Ti) rychlosti 45000 RPM PO °C po dobu 30 minutCtyfi
refoldingoveé pufry o objemu 50 ml a sloZeni uveaenétabulce 7 byly vychlazeny na 4 °C.
Za stalého michaniip4 °C byla do kazdého z nich zvolnéikapanactvrtina supernatantu
odkleného ultracentrifugaci. Roztoky byly dale michanynkubovany jednu hodinutip
4 °C. Po uplynuti této doby byly roztokygvedeny do dialyzmich trubic a pes noc
dialyzovany v nadobach obsahujicich 8 | diatydho pufru i 4 °C. Dialyz&ni pufr byl po
4 hodinach vyranén zacerstvy.

Tabulka 7: Slozeni rentumaich pufé pro optimalizaci refoldingu:
pufr 1 2 3 4
Tris-HCI (mM)
pH 9,0
CaCb (mM) 10 | 10| 10| 10
cysteamin (mM) 9 9 9 9
cystamin (mM) 3 3 3 3
NaN; (mM) 1 1] 1] 1
L-Arginin (mM) | 2000| 750 | 500 | 250

50 | 50| 50| 50

Po ukorieni dialyzy byly jednotlivé retenaty zakoncentroydma Fiblizné 30 ml pomoci
ultrafiltracni soupravy s membranou branicigroducastic &tSich nez 10 kDa.

4.3 Chromatograficka separace

4.3.1 lonexova chromatografie
lonexova, nebo téz iontdwymeénna chromatografie funguje na principu coulombidkyc
interakci analytu s no®m. Nosé obsahuje nabité furhi skupiny, které interaguji s

nabitymi funkénimi skupinami analytu. V fjjppact proteimi se jedna o interakci nabitych
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postrannichiettzca aminokyselin. Dochazi tak k imobilizaci analytu kalorg. ZvySeni
koncentrace iorit soli v mobilni fazi vede ke kompetici mezintito ionty a nabitymi
aminokyselinami o funini skupiny nosie, coZ zjfisobi naruSeni interakci nésanalyt a jeho
eluci. V zavislosti na sile interakce, pH a pouaiteosti ma kazdy protein charakteristicky
eluni ¢as dany koncentraci kompetujicich soli, ktera psiai pro jeho vygsnsni 22!
Zakoncentrované vzorky po dialyze byly naneseny koéonu Q-Sepharosy FF o
rozmérech 2 x 13,5 cm. Kolona bylatipojena k HPLC systému Biosys 510 #egem
ekvilibrovana chromatografickym pufrem A pro iongra chromatografii. Po naneseni
proteinu na kolonu byly nenavazané proteiny odnpajrem A a naslednbyla spu&tna
eluce linearnim gradientem chromatografického puBupro ionexovou chromatografii
(graf 1.) mirychlosti pitoku 3 ml/min. Detekce eluovanych proteirbyla provadna
fotometrickym detektorem ip A = 280 nm. Frakce obsahujici proteiny byly jimany d
zkumavek Falcon a nasledrkoncentrovany pomoci centrifugigich koncentratdr firmy

Millipore.

Gradient pro ionexovou chromatografii

100 -
< s e T T R
60 -
T T
7

cB (%)

t (min)

Graf 1. Schéma etniho gradientu pouzitéhdiponexové chromatografii.

4.3.2. Gelové filtrace

Gelova filtrace je sepatai metoda dici makromolekularni latky na zakladejich
odlisnych molekulovych hmotnosti. Kolona pro gelovéltraci je vybavena poréznim
nostem o utité velikosti péti. Velikost pofi urtuje, jak velké molekuly analytu budou moci
témito pory prostupovat, coz ¢uje rozggti molekulovych hmot, které je dana kolona schopna
separovat. Malé molekuly schopné vstupovat daipgsou timto brzdny, zatimco velké
molekuly prostupuji pouze prostorem meéasticemi nosie a jsou tedy z kolony eluovany

jako prvnit??”!
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Frakce najimané z ionexové chromatografie a zakurmené do objemuijblizné 300ul
byly centrifugovany v centrifuze Z333K (rotor 22@)Irychlosti 25 000 RPMiplaboratorni
teplo€ po dobu 20 minut, aby doslo k ods&ahpfipadnych agregatvzniklych v disledku
zvySeni koncentrace protéirv roztoku hem zahugni. Supernatant byl naslefipomoci
stiikacky Hamilton nasfknut do HPLC systému Biosys 510 igpejenou kolonou Superdex
S75 10/300GL o roz#mech 1 x 30 cm, ktera bylagmem ekvilibrovdna chromatografickym
pufrem pro gelovou filtraci. Rtok byl 0,4 ml/min, proteiny v eluovanych frakcidiyly

detekovany fotometrickym detektorerfi p = 280 nm a jimany manuéiln

4.4 Diskontinualni elektroforéza v polyakrylamidovén gelu v pfitomnosti
SDS

Elektromigr&ni metody jsou pouZivany pro separaci prateia zaklad jejich mobility
v elektrickém poli, ktera je funkci délky a moletué hmotnosti polypeptidovéh@tzce.

K odstiréni vlastnich nabdjneékterych aminokyselin a wteni uniformniho zaporného naboje
se vyuziva SDS. Po naneseni na gel a aplikacireleého pole zénou proteiny putovat ke
kladrée nabité elektro&l Rychlost tohoto pohybu je funkci odporu predi, ktery musi
molekuly pekonavat, tj. hustoty geltf¥ V sowasné dob je obvykle pouZivana
diskontinualni modifikace klasické elektroforézyo&vajici v pouZziti zaosbvaciho a
separaniho gelu o odliSnych pH a velikosti @OrTento systém vede k zaifsti vSech
proteini v zaostovacim gelu do jediné zény, co? zéjife wtsi presnost rozéleni?*%!

Gely pro SDS-PAGE byly fipraveny podle fedpisu uvedeného v tabulce 8 a vzorky
pochazejici z jednotlivych frakci gelové filtracglyopripraveny pro analyzu v redukujicim i
neredukujicim progedi. 10ul vzorka bylo smiseno s 10l 2x koncentrovaného redukujiciho
nebo neredukujiciho vzorkového pufru, &smbyla @t minut povdena na vodni lazni a
nasledd 2 minuty centrifugovana ve stolni centrifuze Spafaige 16M  rychlosti
12 000 RPM. Poté byly vzorky naneseny tignavené gely a elektroforéza byla provedena
pii napsti nejprve 8 V/icm (hodnota vztazena na vertikakikd gelu) a po zaputovani vzdark
do separéniho gelu bylo nafii zvySeno na 15 V/cm. Po prédinuti elektroforézy byl gel
nejprve 20 minut ponechan v barvicim roztoku a edisl byl odbarven #&kolikerym

promytim odbarvovacim roztokem.
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Tabulka 8: SloZeni gelpro SDS-PAGE:

sloska 15% separani gel | 5% zaostovaci gel
V (ml)
voda 2,3 1,4
rotok akrylamidu 5,0 0,33
1,5 M Tris-HCI 2,5 (pH 8,8) 0,25 (pH 6,8)
10% SDS 0,1 0,02
10% APS 0,1 0,02
TEMED 0,004 0,002

4.5 Stanoveni koncentrace proteinu ve vzorku dle Bidfordove

Metoda stanoveni koncentrace proteinu ve vzorkuBddelfordové je rychla a jednoducha
kvantifikacni metoda sp@ivajici ve vazb barvy Coomassie Brilliant Blue G-250 na molekulu
proteinu. Tato vazba #pobi posun absotpiho maxima barvy ze 465 nm na 595 nm.¢de
absorbanceip 595 nm je tedy funkci koncentrace proteinu vo&at Pro vlastni rteni je
tieba pipravit kalibra&ni fadu proteinovych roztdk o danych koncentracich, na jejichz

zaklad je poté mozno za pomoci linearni regreseéitukoncentraci vzorku neznamého

(Graf 2.)%%%

A595

0,2 T T T T

Kalibra éni pFimka pro stanoveni koncentrace dle
Bradfordové

R? = 0,9979

y = 0,5925x + 0,342

0,3

0,4 0,5

¢ (mg/ml)

0,6

Graf 2. Riklad kalibr&ni pfimky a regresni rovnice pouzitelné pro

stanoveni koncentrace proteinu metodou dle Bradfard
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V 96-ti jamkové destce byla v duplikatech ffpravena kalibréni fada roztok BSA o
koncentracich 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 a 0,5 mg/m| tak do kazdé jamky bylo napipetovano
200ul roztoku cinidla dle Bradfordové a fiddno 5ul kalibratnich roztok o znamych
koncentracich. Analogicky byly v duplikatech préteni @ipraveny vzorky, frakce najimané
v pribéhu gelové filtrace, které bylyfpdtim analyzovany pomoci SDS-PAGE.¢ieni
probkihlo v pristroji Saphire Microplate reader, kde byl@&aema absorbance kazdé jamky p
595 nm. Na zaklagdabsorbanci kalibeaich roztok byla sestavena kalibfai primka a podle

rovnice regrese byla dopithna koncentrace prot@iwve vzorcich.

4.6 Owreni identity proteini pomoci hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je technika vyuZivajigvwlpasobeni pole na nabit@stice
v zavislosti na jejich hmet Vysledné hmotnostni spektrum je poté graf zasislmtenzity
iontového proudu dopadajiciho na detektor na hnstitionti. Hmotnost je ufena jako
pongr m/z, kde m je hmotnost molekuly a z je nabojrkt@ato molekula nese. Nezbytnou
podminkou pro zrreni hmotnostniho spektra molekuly tedy je, aby madbekula n&¢la naboj
a byla v plynné fazi, tj. byla ionizovana. Toto gévodem, pré hmotnostni spektrometrie
doznala vyrazného rozmachu v analyze biologickycaknamolekul az v poslednich
desetiletich, &oliv samotna technika hmotnostni spektrometriznp@dma podstatndéle.
MozZnost pouZziti hmotnostni spektrometrie pro bigpwry se objevila teprve poté, co byly
vyvinuty ,mékké* ionizani techniky schopné ionizovat molekuly biopolyfinesniz by
dochéazelo k jejich destrukci. Tyto&kkeé ioniz&ni techniky zahrnuji f@devsSim laserovou
desorpci/ionizaci zaiftomnosti matrice (MALDI¥®*Y a ionizaci elektrosprejem (E&#Y,
které jsou dnes @b hojr¢ vyuzivany. Vzhledem k obvykle z&a€ velikosti molekul
biopolymeii byl dalSi podminkou pro jejich &feni vyvoj analyzatdr, z nichz nejlepsi jsou
v souwtasné dob schopny niit s chybou okolo 1ppm. Analyzatory obécwyuZzivaji velké
mnozstvi fyzikalnich princifp od zakiveni drahy nabit€astice pi prichodu magnetickynni
elektrickym polem (magneticky sektor, quadrupd@gpnéieni doby letuwastice (TOF) az po
pohyb ionfi po cyklotronové orbét (FT-ICR). Za nejpesrejSi se v sotasné dob povazuji
praw pristroje vyuzivajici analyzatbma bazi ionto¥ cyklotronové rezonance s Fourierovou
transformaci (FT-ICR), fppadré orbitrap taktéz vyuZivajici Fourierovy transforreac

Pristroje s FT analyzéatory jsou vybaveny moduly galdci a disociaci vybraného iontu. Tato
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technika je znama jako MS/MS a umoaje ziskat detaikjSi informace o sloZzeni molekul
tim, Ze jsou nagfena spektra vzniklych fragmeént fragmentaci se n&sgji vyuziva kolizi
analyzovanych molekul s molekulami inertniho plynkolizni cele.Vznikajici fragmenty se
podle své struktury ozuaji jako a-, b-, c-, x-, y- a z- ionty (Obr. 23

n Cn Obr. 21. Schéma znazwijici strukturu

a, b
* jednotlivych ionfi vznikajicich them
i R h fragmentace. i¢jato z [233].
HyN-CH-CO-(NH-CH{CO);{NH{CH-COOH + H
x."? y.’? 2."]'

V souwasné dobjsou vyuzivany dvaifstupy ke strukturnim analyzam protera vyuZziti
metod hmotnostni spektrometrie. Jedna se o tzvitglmwup® a ,top-down“ pistupy.
V pripact ,bottom-up” gistupu je molekula proteinu denaturovana, redukaydefinovag
modifikovana, aby se zabranilo rtédgyad ndhodné reasociaci disulfidovyclistki a nakonec
rozS€pena na peptidy. Tato $s1 peptidi je nasledd analyzovana za vyuZziti techniky
ozn&ované jako LC/MS. Peptidy jsou separovany pomoobrolatografie na reversni fazi a
on-line sprejovany pHPLC systému fimo do hmotnostniho spektrometru. Na zékltkto
ziskanych vysledk se odvozuje identitatpodniho proteinu, ijpadré jeho dalSi vlastnosti.
Alternativou je ,top-down” pistup Ehem rEhoz se analyzuji celé molekuly protéipiipadré
velké peptidy?**!

Kur¢eni molekulové hmotnosti intaktnich protieinbylo vyuZito ESI-FT-ICR
hmotnostniho spektrometru. Kolona MicroTrap na b@dmomatografie s reversni fazi byla
ekvilibrovana trojim promytim 1% HAc. Na takto elvrovanou kolonu bylo naneseno
priblizné 10ug proteinu, ktery byl naslednodsolen trojim promytim kolony 1% HAc.
Odsoleny protein byl z kolony eluovan pDsngsi 80% AcN s 5% HAc a pomoci ESI
sprejovan do FT-ICR hmotnostniho spektrometru. tagrentaci protein bylo vyuzito
srazek s atomy Ar v kolizni cele.

Za elem vyuziti ,bottom-up” fistupu Kk potvrzeni identity obou protéirbyly oba
proteiny nejprve separovany otigmdnych kontaminaci pomoci SDS-PAGE a po vizueiliza
za pouziti Coomassie Brilliant Blue R-250 byigsti geli obsahujici proteiny Wznuty.
Vytiznuté kousky gél byly skalpelem rozzany na kostky piiblizné 1 x1x1mm a
odbarveny ve siisi 1:1 ethylmorfolin acetatu (pH 8,3) a AcN. Po adkeni byly kostiky
gelu vysuseny AcN a néasletipievrstveny 30 mM roztokem TCEPu v ethylmorfolin dtet
a inkubovany 5 minutip 90 °C. Po proéhnuti redukce byl roztok odebran a kdisgi gelu
byly opet dehydratovany pomoci AcN. VysuSené kdstibyly nasleds prevrstveny 30 mM

roztokem IAA v ethylmorfolin acetatu a inkubovany ehinut ve tné pii laboratorni teplat
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Po prokhnuti alkylace byl roztok odebran a kokti gelu byly ogt vysuSeny AcN.
Nasledovalo promyti vodou, &pvna dehydratace AcN a dosuSeni ve vakuovécmota
odparce. Poté byly vysuSené kokyi prevrstveny Stpicimi pufry obsahujicimi proteasy
AspN, GIuC a trypsin a byly inkubovanygs noc na vodni lazniipd7 °C v gipadt AspN a
trypsinu a pi laboratorni teplat v pripac GluC.

Nasledujici den byla provedena extrakce dmatych peptil z gelu. Smisi byly 15 s
centrifugovany ve stolni centrifuze MiniSpin rycktb 14 000 RPM a supernatanty byly
odebrany. Ke kostkdm gelu bylo nasledn pridano 100ul 60% AcN a smisi byly
sonikovany na vodni lazni po dobu 10 minut. Poidaétrifugaci byly supernatantyigany
k prislusnym diive odebranym supernatént a kostéky byly pievrstveny 10Ql 0,1% TFA.
Byl opakovan proces sonikace, centrifugace a odélaosttky gelu byly nakonec a
prevrstveny 10Qu 60% AcN. Cely proces byl zopakovan a roztoky ikin spojenim
postupr odebranych supernatartyly odpaeny ve vakuové rotai odparce.

Po vysuSeni byly sedimenty resuspendovany pl1@ztoku 80% AcN a 5% HAc a
doplrény na 20Qul 1% HAc. Za vyuZiti peptidového MicroTrapu byly arky odsoleny
postupem popsanym vySe a postupnalyzovany technikou LC/MS za vyuziti separace na
uHPLC Agilent 1200 s kolonou MAGIC C18-AQ 0,2 x 1B0n s reversni fazi. Vzorky byly
naneseny v chromatografickém pufru A pro chromafigmna reversni fazi a eluovany
gradientem pufru B (Graf 3.)fippratoku 4ul/min. Jednotlivé eluované frakce byly on-line
sprejovany do hmotnostniho spektometru. Vyslednéktsp byla analyzovana pomoci

softwaru DataAnalysis 4.0 firmgruker Daltonics

Gradient pro chromatografii na reversni fazi
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Graf 3. Schéma etniho gradientu pouzitéhdighromatografii na reversni fazi.
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4.7 Owreni kvality renaturace obou proteini

4.7.1 Kontrola zapojeni S-S nistki pomoci hmotnostni spektrometrie

Disulfidické mistky se dastni tvorby a udrZeni sekundarni struktury prdtem
uniformita jejich zapojeni je protoitezitym indikatorem kvality sloZeni protéinZa vyuziti
protokolu vyuZzivajiciho modifikované elektroforéay S€picich podminek je mozno diky
hmotnostni spektrometrii identifikovat peptidy, igsou po enzymatickémégeni spojeny
disulfidovymi mistky a identifikovat tak pozice cystgéirkteré jsou takto vazans’'

Proteiny byly nejprve separovany odigadnych kontaminaci pomoci SDS-PAGE
v neredukujicim prosedi a zony obsahujici proteiny byly z gelufizputy a rotezany na
kosticky. Proces enzymatickéhoépeni, extrakce, odsoleni a analyzy mgdbanalogicky
k postupu uvedenému vyse, jen bez reédith a alkylénich kroki. Zdsadni modifikaci byla

pritomnost 20QuM cystaminu jako oxid&nihocinidla ve vSech pouzitych pufrech.

4.7.2Kontrola monodisperze foldi pomoci 2D NMR

Technika nuklearni magnetické rezonance nalezlastvekturni biologii, vzhledem
k velikosti a komplexit molekul, uplaténi predevsim ve forh dvou a tidimenzionalnich
experimeni. Obecr plati, Ze aby molekula byla viditelna v NMR spektmusi obsahovat
atomy s NMR aktivnimi jadry. NMR aktivni jadro mé&mulovy spinovy moment hybnosti, a
aby bylo pouzitelné, musi mit také dostatevelky gyromagneticky po#n y. V proteinech se
z takovychto prvik prirozers vyskytuje'H, *C a'>N. zatimco prvni zminy je dominantnim
izotopem, druhé dva se vyskytuji pouze ve stopovymmozstvich a pokud maji byt
vyuzitelné, je nutné jimi testovanou biomakromolekuméle nabohatit. K tomuto dglu se
v piipadt rekombinantnich protein produkovanych v bakteriich vyuzivda M9 minimalni
médium, kde NHCI a glukosa jsou jedinymi zdroji dusiku a uhlikd.piipact pouziti
>’NH,CI a *C glukosy veskeré proteiny, které bakterie vypragijkjsou ténst 100%
nabohaceny o tyto izotopy. Jednim z nejiEgjSich a nejjednodusSich NMR experiment
uréenych pro proteiny je'H/*°N-HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence)
experiment, jehoZ vysledkem je 2D spektrum s jedosou pro'H a druhou pra™N. Ve
spektru je pak viet jeden signal za kazdy vodik navazany na dusétyke sodasti amidové
vazby, &koliv aminoskupiny obsazené ¥kierych aminokyselinach takéigavaji signaly. U
monodisperz& a kompakts sloZzeného proteinu jsou vSechny signaly obvyklgreloozliSené

a je mozno pozorovat navic i tyto signaly odpovitdagminokyselinam, které obsahuji dalsi
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aminoskupinu — tryptofan v levé dokasti spektra, lysin, asparagin a glutamin vpravwofe
a arginin uproged mirré nahde [*°!

Za (telem ziskant®N nabohacenych protdirpro mieni 2D-NMR experimentu byly oba
proteiny naprodukovany E. coli rostoucich na M9 minimalnim médiu, kd&H.Cl byl
jedinym zdrojem dusiku. Proteiny naprodukované wemé inkluznich ¢tlisek byly
zpracovany stejnym postupem, jaky byl pouZzit i ppzn&ené proteiny, a ktery je popsan
vySe. Purifikované proteiny byly zakoncentrovany mblizné 0,5mM a jejich
'H/**N-HSQC spektra byla natfena na NMR spektrometru Bruker Avance Ill 600 MHz
vybavenym TCI kryosondou ve spolupraci s Dr. Jawsef€hmelikem. Tsre pred

experimentem byla ke vzaikn pridana DO do celkové koncentrace 10 %.

4.8 Funkéni testy

4.8.1 Gelova filtrace nquHPLC SMART

Princip gelové filtrace byl jiz diskutovan v odstawv.3.2. S ohledem na to, co bylo
ie¢eno, je rejmé, zZze komplex dvou protéinbude mit odliSny ekni ¢as nez proteiny
samotné a vipact tvorby stabilniho komplexu dojde tedy v chromatogu k vytvdeni
nového ansokmiho maxima.

7 ug Clrb bylo v chromatografickém pufru pro gelovaltrdci o celkovém objemu 12|
smiseno se g NKR-P1D, coZ odpovida finalni koncentraci obooteini 40uM a tedy
vzajemneému molarnimu pamu 1:1. Snés byla inkubovanaip laboratorni teplat po dobu
1 hodiny. Nasledhbyl vzorek nastknut dopyHPLC systému SMART s analytickou kolonou
Superdex 75 PC3.2/30 o rograch 0,32 x 30 cm ekvilibrovanou chromatografickgairem
pro gelovou filtraci. Ritok byl 50ul/min. Jako kontrola byla pouZitatiplizné stejna
mnoZstvi obou proteinbez interakniho partnera.

Identicky experiment byl zopakovan v ph@sti 10 mM HEPES pufru o pH 7,4 se
150 mM NaCl a 1 mM Najl

4.8.2 Analyticka ultracentrifuga

Princip analytické ultracentrifugace jako metodyg pjiS€ni nekterych vlastnosti molekul
v roztoku byl popsan jiz vroce 1925 Theodorem $Beegem. Od té doby, ¢koliv
instrumentace doznala Zme&ho vyvoje, tento principiastal beze zgny. Monitorovanim
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sedimentace makromolekul v zavislosti naiasgbici odsedive sile analyticka
ultracentrifugace umdaibije zikat informace o hydrodynamickych a termodyitigch
vlastnostech molekul ipmo v roztoku bez nutnosti imobilizac8 jakékoliv interakce s
povrchem. V sotasné dob se pouZzivaji dva typy experimént mereni sedimentmi
rychlosti a néfeni sedimentani rovnovahy makromolekul.

M¢éteni sedimentani rychlosti vyuZiva vysoké rychlosti rotace a&iimse koncentrai
profily makromolekul v radialnim sénu jakozto funkce&asu. Vysledkem takovéhodieni je
distribwni fukce sedimentamich koeficieni. Této techniky se vyuzivaigdevSim pro
identifikaci stawi oligomerie vzork, pripadré stechiometrie interakci.

Sediment&ni rovnovaha naproti tomu vyuZivd niZSi rychlostitace a takovéto
experimenty trvaji ve srovnani se sediméntaychlosti podstatndéle. Konénym stavem je
vyrovnani sedimentace makromolekul a difuze ved&ugstaveni rovnovany pozorovatelné
ve formg nentnné distribuce koncentraci makromolekul v ramciétyv Této techniky je
mozné vyuzit fedevSim pro stanoveni molekulové hmoty makromolekul jejich
komplex. %]

Ke zjis&ni v jaké oligomerni forih se proteiny Clrb a NKR-P1D vyskytuji v roztoku a
ovéreni zda spolu interaguji za vzniku komplexu bylou%iyo techniky sedimentai
rychlosti. Riblizn¢ 0,5 ml roztok obou proteid i jejich snesi o takové koncentraci, aby
jejich absorbanceifpi = 280 nm ~ 0,5 bylofevedeno dialyzou do 10 mM HEPES pufru o
pH 7,4 obsahujiciho 150 mM NaCl a 1 mM NaNExperiment byl proveden v analytické
ultracentrifuze ProteomelLab XL-I s rotorem An 50pfFi rychlosti 48 000 RPM na katial
biochemie B UK Mgr. Ondejem Vakem, Ph.D. Bylo nagteno celkem
60 scai v ptiminutovych intervalech. K deni nezbytnych paramétvzorku bylo vyuZito

voln¢ dostupného programu Sednterp 1.0&p(//www.jphilo.mailway.com/default.htina

nantiena data byla vyhodnocena pomoci ¥oldostupného programu SEDFIT

(http://www.analyticalultracentrifugation.com/defabtm).  Spa@tené parametry  byly

nasledujici: hustota = 1,00520 g/l, viskozitay = 1,002010%P a parciélni specificky objem
v =0,7188 ml/g.

4.8.3 Povrchova plasmonova resonance

Béhem poslednich 20 let se povrchova plasmonova aesenvyvinula z obskurniho
fyzikalniho fenoménu do metodiky vyuzivané pro kg@ni, chemicky i biologicky vyzkum.
Principem metody je detekce #ny velikosti ¢astic (napiklad diky interakci s jinou

molekulou z roztoku) imobilizovanych na povrchipu, na ktery je z druhé strany vysilan
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intenzivni paprsek polarizovanéhosda. Kdyz tento paprsek dopada na spodni ste@ow,
podle zakonu lomu se odrazi pod stejnym uhlem dekémru. V zavislosti na Ghlu, pod
kterym se odrazi dochazi ale

ke zneng intenzity
Intensity of SR 4 A
el AT e odrazeného stla (Obr.22.).
(%) R L
Tento rozdil je zfisoben
@ \\ s vytvorenim takzvané
l"‘, ‘-“Il‘ // // ; .
/S \ ¥ / evanescentni viny nebo téz
& 8 pole prostupujiciho
A@T@)

materialem cipu.  Aby
Obr. 22.Schéma zakladniho SPR experimentu. Intel

odraZzeného s#la je zavislA na Uhlu odrazu. Znma ktomuto jevu doslo, musi

indexu lomu prosedi na povrchuwipu zpisobi posun byt splreny nskteré

thli  odpovidajicich maximu i minimu intenzi o .

odraZzeného s#la z A na B. Pejato z [238]. fyzikalni podminky
pramenici z toho, ze

dielektrick&d konstanta mateniéje ve své podstatkomplexnim¢islem. Konkréts je nutné,
aby dielektricka konstanta kovu #¥oiho ¢ip byla zaporna a jeji velikost musi byt$i nez
velikost dielektrické konstanty sousedniho pmedit Tato podminka je pro rozhrani
kov/vzduch a kov/pufr obvykle spina pro vzacné kovy jako zlato &ibto a s¥tlo o vinové
délce spadajici do inféarvené oblasti. Toto jeistodem, pré se Ezné vyuzivaji zlat&ipy a
IR lasery. Vlastnosti evanescentniho pole jsouvoehly zmgnou indexu lomu na povrchu
Cipu, coz zptné ovliviuje 1 intensitu odrazeného &la (viz obrdzek 22). Permeace
evanescentniho pole do pihesti sousediciho gipem je viddu poloviny vinové délky
pouZzitého exciéniho sétla, coz vys¥tluje senzitivitu SPR &i povrcho¥ vazanym
molekuldm a absenci ruseni od molekul, ktéistavaji v roztokil*®!

K namsteni SPR dat bylo vyuzito senzorovyéipi vyvinutych na Ustavu Fotoniky a
Elektroniky Akademie #d CR, v.v.i. a procesu imobilizace protéirvyuZivajiciho NHS
chemie. Na povrckiipu byla aplikovana sis G a Gg alkanthioli rozpus¢énych v ethanolu
do finalni koncentrace 1 mM. ;& alkanthioly byly vybaveny karboxylovymi skupinami
urcenymi  k imobilizaci proteifi, zatimco G alkanthioly byly zako&eny
diethylenglykolovymi skupinami a twily pozadi. Takto oSeétny cip byl usklad@gn 2 dny
ve tme pii pokojové tepla, aby doslo k ustaveni monovrstvy (Self AssemblezhMayer).
Nasledr’ byl cip oplachnut ethanolem a deionizovanou vodou. Tedini karboxylové
skupiny Gg alkanthioh byly poté aktivovany do podoby reaktivnich

N-hydroxysukcinimidylovych estérpomoci
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N,N,N‘,N‘-tetramethyl-O-(N-sukcinimidyl)uronium tedfluoroboratu, do jehoZz roztoku o
koncentraci 2 mg/ml by€ip ponden po dobu jedné hodiny. Poté kiyp usuSen a ihned
pouzit k n&feni. Imobilizace proteinu byla prov@thin situ po dobu 35 minutipkoncentraci
proteinu v pufru 1Qug/ml a @i trech fiznych podminkach: sodium acetatovy pufr o pH 4,
sodium acetatovy pufr o pH 5 a citratovy pufr o $HCela byla naslednpromyta pufrem
obsahujicim BSA, aby doSlo k deaktivacitipadnych nezreagovanych aktivovanych
karboxylovych skupitt*®? Povrchy s imobilizovanym proteinem Clrb byly nasled
vystaveny citratovému pufru o pH 4,0 nebo PBS o7pHobsahujicim 2hg/ml NKR-P1D
pii pratoku celou 3Qul/min.

Veskera prace byla provedena na Ustavu fotonikektreniky AVCR, v.v.i. diky ochat
Prof. Homoly a Dr. Sipové. Data byla n&ena na fistroji postaveném tamtéz.

4.9 Chemické zeséni proteini

Metody chemického zesiti proteiri byly vyvinuty jako rychla metoda pro ziskani
strukturni informace o nizkém prostorovém rozliSepiresréni homolognich modé)
piipadreé ziskani informaci o inter&kich partnerech. Princip metody $p@ ve vyuZziti
homo- ¢ heterobifunknich ¢inidel schopnych specificky reagovat sitymi
aminokyselinami, a tak spojit konkrétni mista weildiuire proteinu. Data takto ziskana jsou
ozna&ovana jako ,distal constraints,” tzn. rozmezi vedé@sti, ve kterych se dané
aminokyseliny mohou nachazet. Existuje velké mnaZzstznych tym sitovacich ¢inidel
zahrnujici nafiklad N-hydroxysukcinimidyl estery, imidoestery,rkadiimidy, aryl azidy a
mnoha dalSi. Podobnako bylo diskutovano uz v odstavci 4.6. existlya zakladni fistupy
— ,bottom-up* a ,top-down.“ ,Bottom-up“ fistup spoiva v enzymatickém &peni
zesitnych proteii s ndslednou chromatografickou separaci vzniklyehtidi a identifikaci
téch peptidi, které jsou spojeny t&vacim cinidlem na zéakladl jejich presnych hmot.
»Top-down“ pfistup vyuziva moznosti izolovat ion odpovidajicisiéevanym proteiim
piimo v hmotnostnim spektrometraiznymi technikami jej fragmentovat a z takto ziskany
spekter ziskat strukturni informaci.

V naSem pipact jsme pouzili ,bottom-up” Hstupu a ii raznych sfovacich ¢inidel:
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid (EDC)disukcinimidyl glutarat (DSG) a
disukcinimidyl suberéat (DSS).
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EDC je heterobifunéni cinidlo situjici aminoskupinu lysinu s karboxylovou skupinou
kyseliny glutamové nebo asparagové (Obr. 23.). Eb{a také oznsmvano jako
.Zero-lenght cross-linker,” protoze neni vybaveramidym raménkem a spojuje tedy pouze

aminokyseliny, které jsou v bezpriini blizkosti.

o
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Obr. 23. Schéma reakce EDC s famini skupinami pislusnych aminokyselin.

DSG i DSS jsou homobifugki ¢inidla interagujici s aminoskupinami lygin(Obr. 24.).
Ob¢ ¢inidla jsou vybavena raménkem, které ma délku 7% gipact DSG a 11,4 A
v piipadt DSS. To znamena, Ze vzhledem k mobipbstrannichrettzci aminokyslin jsou
tato ¢inidla schopna gbvat aminokyseliny do vzdalenostitigizng 16 A, respektive
20 A [240. 241]
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Obr. 24. Schéma reakce DSS a DSG sdairki skupinami pislusnych aminokyselin.
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4.9.1 Optimalizace koncentrace gbvacich¢inidel

V z4mu minimalizace prawgodobnosti nespecifického zesif, je vhodné optimalizovat
mnoZstvi pouzitych govacichéinidel i proteini tak, aby jejich pouzité koncentrace byly co
nejmensi. Htom je vSak nutné, aby visiehu reakce &hem danéh@asoveho useku vzniklo
dostaténé mnozstvi zesitych produki.

550ug kazdého z protein bylo pomoci gelové filtrace fpvedeno do pyridinového
sitovaciho pufru a oba roztoky byly zahi§t do vysledné koncentrace proiein
1 mg/ml. Z obou takto zakoncentrovanych roztpkoteini bylo odebrand@tytikrat po 50ul a
tyto alikvoty byly spojeny, takZze vznikly 4 alikwob objemu 10Qul obsahujici oba proteiny,
kazdy o koncentraci 0,5 mg/ml. Do prvniaeah zkumavek bylo fidano EDC, aby jeho
celkova molarni koncetrace byla 200200x a 506« vysSi neZz koncentrace protéin
K poslednimu vzorkdinidlo pifidano nebylo a vzorek slouzil jako kontrola.

Zbyvajicich 35Qug obou proteifi v pyridinovém pufru bylo fevedeno do
triethylamoniumkarbonéatového tevaciho pufru a aff zakoncentrovano na 0,5 mg/ml.
Proteiny byly rozdleny na alikvoty stejné jako bylo popsano vySetiken bylo gidano DSG
a ke tem DSS. MnozZstvi obout®ivacich¢inidel byla volena tak, aby jejich celkova molarni
koncentrace bylax2 5x a 10< vysSi nez koncentrace protéirPosledni vzorek a@p slouzil
jako kontrola.

Reakce s DSS a DSG probihaly po dobu 1 hodiny g hgtleds ukonteny gidanim
Tris-HCI do vysledné koncentrace 50 mM. Reakce €Hibobihaly po dobu 5 hodin a poté
byly zastaveny stejnym apobem.

Z reakénich snési bylo odebrano po 18, které byly analyzovany pomoci SDS-PAGE.

4.9.2. MS analyza zeséhych peptidu

Na zaklad informaci zjisénych Ehem optimalizace koncentrac&miacichcinidel bylo
mozno pistoupit k zesini vétSiho mnoZstvi proteinza &elem nandieni dat. B vybranych
podminkach bylo sovano po 10@ig od kazdého z proteinv kazdé reakci. Po ukoeni
reakci byly reakni sneési rozdtleny pomoci SDS-PAGE na gradientovych NUPAGE 4% 12
Bis-Tris gelech.

Proteinové zény odpovidajici dinfen byly vyfiznuty a podle protokolu popsaného
v kapitole 4.6 byly vzorky fpraveny pro LC/MS analyzu. Jako kontroly byly piwz
monomery, které proSlytgivaci reakci a proteiny, které zeénit viabec nebyly. Red vlastni

LC/MS analyzou bylo 0,8l od kazdého vzorku nakapnuto na MALDI&eZaschlé vzorky
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byly poté gevrstveny 0,8 roztoku matrice pipraveného jako sés nasyceného roztoku
CCA s AcN a TFA v poreru 1 : Y5 : %5 Po zaschnuti byly vzorky zkontrolovany pomoci
hmotnostniho spektrometru s MALDI ionizaci, alieg z&atkem LC/MS analyzy bylo jisté,
Ze snés obsahuje peptidy z obou protigilm ma tedy smysl ji dale analyzovat.

Vlastni data nagtena ghem LC/MS byla analyzovana pomoci softwaru Dataysial
4.0 firmy Bruker Daltonicsa Links fttp://MS3D.ord za vyuziti dvou odliSnychifstupi k

exportu dat. VSechny softwarem identifikované skgradpovidajici zesbvanym peptidm

byly manualg zkontrolovany proti kontrolam a potvrzeny.

4.10 Riprava homolognich modeih NKR-P1D a Clrb

Homologni modely byly fipraveny Dr. Josefem Chmelikem na zakladedavno
rozteSenych a dosud nepublikovanych struktur Clrg a NKIR ziskanych rentgenovou
difrakci a dive publikovaného homologniho modelu NKR-P1A. Sekwé identita proteif
je 76 % v pipact Clrb a Clrg a 86 % vijppadt NKR-P1D a NKR-P1A.

Sekverni srovnani vytviena webovou aplikaci ClustalW (dostupnou z

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustaly2sou zobrazena nize:

g NKTYAACSKNWI GVGNKCFYFSGYPRNW FAQAFCVAQEAQLARFDNEEEL | FLKRFKGD 60
rb NKTYAACPONW GVENKCFYFSEYPSNW FAQAFCVAQEAQL ARFDNQDEL NFLMRYKAN 60

kkkkhkkk - khk kk khkkhkhkkkhk Kk Khkhkhkkhkkhkhkkhkkhkkhkhkkkhkkhkkkhkkk.o o kk kk k- Kk

Crg FDCW GLHRESSEHPWKWINNTEYNNVNPI LGVGRYAYLSSDRI SSSRSYI NRMAF CSKL 120
Crb FDSW GLHRESSEHPWKWIDNTEYNNTI Pl RGEERFAYLNNNG SSTRI YSLRMWAY CSKL 120
~k~k'****************:****** * %k k% *:***": ~k~k~k:~k * kkkkkkk*%k
Crg N 121
Crb N 121
*
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NKR- P1A
NKR- P1D

NKR- P1A
NKR- P1D

NKR- P1A
NKR- P1D

Homologni modely obou protaina posléze i interagujiciho paru difhemMNKR-P1D a
Clirb byly vytva'eny pomoci vola dostupnych prograin Modeller (dostupny z
http://www.salilab.org/modeller/a Swiss-Model (dostupny Iztp://swissmodel.expasy.ojg/

SAKL ECPQDW. SHRDKCFHVSQVSNTWEEGL VDCDGKGATL M1 QDQEELRFLLDSI KEK 60
SAKL ECPQDW. SHRDKCFHVSQVSNTWKESRI DCDKKGATLLLI QDQEELRFLLDSI KEK 60

khkkkhkhkkhkhkkhhkhkhhkhkhkhkhkkhkhkkhkkk. % rhkk kkhkkkkhk kkhkkkkhkhkkhkhkkhhkhkkhhkhkhk

YNSFW GLRYTLPDVNVWKW NGSTLNSDVLKI TGDTENDSCAAI SCDKVTFESCNSDNRW 120
YNSFW GLSYTL TDVNVWKW NGTAFNSDVLKI TGVTENGSCAAI SCEKVTSEGCSSDNRW 120

khkkkhkhkkhk * kk *khkhkkkhkhkkhk: o kkhkkkkhkhkkkhk K*kk *khkkhkkkkhk-k kk *x * K*khkkk*

| CQKELN 127
| CQKELN 127

* Kk kk k%

Tyto modely vSak neproSly Zzadnou sofistikovanoudeati ¢i refinementem a jejich ukolem

neni poskytnout exaktni strukturni informace, aleze slouzit jako platforma, na niZ mohou

byt vizualizovana data ziskana chemickym zegih proteird.
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5. Vysledky

Cela tato prace se zabyva rekombinamgripravenymi proteiny odpovidajicindiastem
extracelularnich domén receptddKR-P1D a Clrb. Redtim nez budefistoupeno k viastnim
vysledkim, domnivam se, Ze bude vhodné uvést sekvencehcedgeptol a rekteré zakladni
charakteristiky proteily s nimiz bylo pracovano.

NKR-P1D:

MDSTTLVYAD LNLARI QEPK HDSPPSLSPD TCRCPRWHRL ALKFGCAGLI
LLVLWI GLC VLVLSVQKSS VQKI CADVQE NRTHTTGCSA KLECPQDW.S
HRDKCFHVSQ VSNTWKECRI DCDKKGATLL LI QDQEELRF LLDS| KEKYN
SFW GLSYTL TDMVNVKW NG TAFNSDVLKI TGVTENGSCA Al SGEKVTSE
GCSSDNRW C QKELNHETPC NDS

je znazortina cytoplasmaticka doménaeyvens vyznasenym ITIMem. Cerné
transmembranova domeénmodie extracelularni doménafslové vyznatenou C-lektinovou
doménou._Podtrzenije znazortina sekvence gwvodniho konstruktu ipraveného v ramci

bakal&ské prace.

Protein, snimZz bylo vramci této diplomové praceacpvano, je tedy vymezen
aminokyselinam?s —**N a jeho sekvence je:

SAKLECPQDW LSHRDKCFHV SQVSNTWKES RI DCDKKGAT LLLI QDQEEL
RFLLDSI KEK YNSFW GLSY TLTDMNWKW NGTAFNSDVL Kl TGVTENGS
CAAl SGEKVT SEGCSSDNRW | CQKELN

Oproti pavodnimu konstruktu byl cystein na pozici 118 nabrazserinem (Zlut

zvyrazreén) a 8 C-terminalnich aminokyselin bylo odsthao.
Monoizotopicka molekulova hmotnost tohoto protepituredukovanych cysteinech (SH)

¢ini 14 490,05 Da a gimérna 14 499,35 Da.iPzapojenych disulfidovych fistcich (SSEini
monoizotopicka hmotnost 14 484,01 Da am¥rna 14 493,3 Da. Teoretické pl je 5,4.
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Clrb:

VEVTKASLPM LSPTGSPOEV EVGA LOGKR HGTT SPESCA KLYCYYGVI M
VLTVAVI ALS VALSATKTEQ | PVNKTYAAC PONW GVENK CFYFSEYPSN
WIFAQAFCVA QEAQLARFDN QDELNFLMRY KANFDSW G HRESSEHPVK
WIDNTEYNNT | Pl RGEERFA YLNNNG SST Rl YSLRMAI C SKLNSYSLHC

QTPFFPS

je znazorana cytoplasmaticka domén&rné transmembranova domémapdie
doména extracelularni flové vyznatenou C-lektinovou doménou._ PodtrZzenine
znazorrna sekvence produkovaného proteinu. Konstrukt Koditgnto protein byl fipraven

v rdmci bakalgské prace a v pbéhu diplomové prace nedoznal zadnychsam

Protein, snimZz bylo vramci této diplomové praceacpvano, je tedy vymezen

aminokyselinami*N —*N a jeho sekvence je:

MKTYAACPQ NW GVENKCF YFSEYPSNWT FAQAFCMAQE AQLARFDNGQD
ELNFLMRYKA NFDSW GLHR ESSEHPWKWT DNTEYNNTI P | RGEERFAYL

NNNG SSTRI YSLRWW CSK LN

Jak bylo o¥ieno jiz Edmanovym odbouravanim v ramci bakské prace i hmotnostni
spektrometrii v ramci prace diplomove, bakteridlminky pii expresi tohoto proteinu
neod&puji iniciatni methionin, ktery tim pademugtava so&asti proteinu jako jeho

N-terminélni aminokyselina.

Monoizotopickda molekulova hmotnost tohoto protepituredukovanych cysteinech (SH)
¢ini 14 581,81 Da a pmérn& 14 591,36 Da.iPzapojenych disulfidovych fistcich (SSEini
monoizotopickd hmotnost 14 577,78 Da anp¥rna 14 587,33 Da. Teoretické pl je 6,1.

Molekulové hmotnosti byly ¢eny pomoci programu GPMAW firmlyighthouse Dataa
teoretické pl bylo vyp&teno online na strankach proteomického serveru ByPA

(http://expasy.org/
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5.1 Uprava konstruktu NKR-P1D

5.1.1 Zavedeni bodové mutace do konstruktu kédujibd NKR-P1D

Bodova mutace dogwodniho konstruktu byla zavedena pomoci
PCR reakce s vyuzitim mutaich primed a naslednou amplifikaci
now vzniklého konstruktu postupem popsanym v odstakdil.

Pro kontrolu zasobni plasmidové DNA ziskané v pbsia

kroku metodou midipreparativni izolace bylo pouziestrikkniho

Stpeni a elektroforetické separce v 1% agarosovem getografie 1000bt

tohoto gelu je vyobrazena na obrazku 25. Jeityide novy
500br,

konstrukt (drahy 3 a 4) ma stejnou velikost jakedtoukt pgivodni ggggr
K

(draha 2), a siceiiplizné 410 paé bazi. Posun mezi drahami 3 a 4 200br

je zpisoben pouZzitim tznych restriknich endonukleas, jejichz 100br

Stepici mista na vektoru jsou uané vzdalenosti od okiajnsertu.

Obr. 25.Fotografie gelu vyuzitého ke kontrole DNA zisk:
metodou midiprepu.

draha 1: 100 bp marker

draha 2: pvodni konstrukt NKR-P1D &peny Xbal + HindllI
draha 3: novy konstrukt NKR-P1D¢peny Ndel + Hindlll
draha 4: novy konstrukt NKR-P1D¢geny Xbal + Hindlll

5.1.2 Zkraceni konstruktu kddujiciho NKR-P1D

Ke zkraceni konstruktu NKR-P1D bylo pouzito PCR keza dle
postupu popsaného v odstavci 4.1.2. Velikost P@RIyktu byla o¥iena
elektroforézou a odpovidalarqupokladané hodnot 390 paé bazi
(Obr. 26.).

PCR produkt byl ,na tupo“ ligovan do
Obr. 26. Fotogafie gelu
vyuzitého pro kontroll

selekci spravé zaligovanych vektdr Pokud velikosti PCR produktu.

. ... . draha 1: 100 bp marker
ligace prokhne, vilozeni insertu fprusi gen yrzha 2: PCR produkt

plasmidového vektoru pBS, ktery unioie

koédujici o podjednotku lacZ proteinu.

V genomu kmenu E. coli pouzité pro
transformaci je kddovan@ podjednotka a tyto @vpodjednotky dohromady vytyvofunkéni
B-galaktosidasu. Bakterie transformované plasmidéonythoZ neprobhla Usgsre ligace

tedy exprimuji tento enzym a jsou schopngpitchromogenni substrat (X-Galfigany do
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meédia. Kolonie takovychto bakterii jsou potom modratimco kolonie kloin obsahujicich
vektor s Usgdne zaligovanym insertem jsou bilé.

Po ligaci, transformaci, vyou Usgsre transformovanych klaha amplifikaci plasmidové
DNA byl insert greklonovan do produaiho vektoru pET30a(+)
a tento novy konstrukt byl amplifikovan postupemedenym
v odstavci 4.1.2.

Novy konstrukt byl po maxiprepu, poslednim krokuébe

procesu, zkontrolovan resttikim Stepenim (Obr. 27.). Je ¥id
Ze insert peklonovany z pBS vektoru (draha 3) do pET vektorﬁggg
(draha 5) je mensi nez inserivodni (draha 4) a ma velikost
priblizn¢ 390 péf bazi.

Obr. 27. Fotografie gelu vyuzitého pro
kontrolu DNA ziskané metodou maxiprep.
drdha 1: 1 kb marker

draha 2: 100 bp marker

draha 3: zkraceny konstrukt NKR-P1D v pBS vektdgp&nyNdel + Hindll|
draha 4: fivodni konstrukt NKR-P1D v pET vektoruspenyNdel + Hindlll
draha 5: zkraceny konstrukt NKR-P1D v pET vektdip&nyNdel + Hindlll

5.2 Optimalizace renaturace NKR-P1D a Clrb

5.2.1 NKR-P1D

Optimalizace refoldingu pr@hla postupem popsanym v odstavci 4.2.2 a po
zakoncentrovani roztdkproteini po dialyze byly jednotlivé roztoky postupmanaSeny na
kolonu Q-Sepharosy. Protein byl pomoci ionexovégtatografie separovan di tasteéne
se pekryvajicich chromatografickych maxim (1-3)figemz teti z nich s fbyvajici
koncentracL-Argininu v renaturdnim pufru pozvolna mizi (Obr. 28.).

Frakce 1-3 odpovidajici peak 1-3 zionexové chromatografie byly pro jednotlivé
refoldingové podminky kazda zvtagakoncentrovany doiiplizné 300 ul a po centrifugaci
postupr nastiknuty do HPLC systému s geloviltracni kolonou Superdex 75 10/300 GL
(celkem 12 vzork). Podle eldnich ¢adi odpovidaly frakce 1 a 2 z ionexu proteinu ve form
monomeru, v fipad frakce 2 s malouifmési agregat. Tieti peak z ionexu potom odpovidal
témto agregdim s nevelkou imési monomerniho NKR-P1D proteinu (Obr. 29.).
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Obr. 28. Srovnani chromatogram ionexové chromatografie na koto®-Sepharosy FFppratoku
3 ml/min a zndzormém gradientu pufru B.
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Obr. 29. Srovnani chromatogranirakci F1 — F3 zonexu po gelové filtraci na kolét
Superdex 75 10/300 GL fip pratoku 0,4 ml/min. Jako ifklad bylo vzajmu zachovar

piehlednosti vybrano pouze srovnani frakci vychaigjiz refoldingu za jedné ppdminek
konkrétre ze pritomnosti : M L-Araininu.

1



Predpoklad tykajici se forem proteinu vychazejiciwmich cadi pri gelové filtraci byl
potvrzen pomoci SDS-PAGE v redukujicim a neredekuiji prostedi. Bylo ovieno, ze
protein obsazeny v hlavnim chromatografickém maxieduovany z gelo¥filtracni kolony v
case 34,5 - 38 minut odpoviddéstému monomeru, zatimco proteiny obsazené v dlouhé
nizkém maximu s elinim ¢asem 22,5 — 32 minut se skladaji ze solubilnichegdft

(Obr. 30.). .
Obr. 30. Fotografie gelt

redukujici prostfedi neredukujici prostredi pouzitého k  analyze
BRF1 . F24 . F22 F1  F21 F22 m jednotlivych frakci po gelov
filtraci. Frakce F1, F2.2
F3.2 odpovidaji frakcir
pochéazejicim z hlavnich
chromatografickych maxim
elwénimi  ¢asy 34,5-38
minut, zatimco frakce F2.1
F3.1 odpovidaji frakcin
Z nizkych maxim eluenimi
casy 22,5 —32 minut. Ne
zaklad srovnani vysledk
za redukujicich é
neredukiicich podminek, ji
ziejmé, Ze hlavni peal
obsahuji ¢isty protein ve
formé monomeru.

Na z&klad vysledku SDS-PAGE byly geny frakce obsahuji¢isty monomerni protein a
bylo moZné stanovit jeho koncentrace ve vSéchto frakcich. Ke stanoveni koncentraci bylo
vyuzito stanoveni dle Bradfordové diskutované wads 4.5. Na zaklad ziskanych
vysledka bylo mozno sestrojit fivky popisujici vytzek in vitro renaturace v zavislosti na
koncentraciL-Argininu v renaturénim pufru. (Graf 4. a 5.). Vzhledem k nejasnéniuadiu,
proc byl monomerni protein dnem ionexové chromatografie rateh do dvou frakci
(F1 a F2), byly tyto vgiZzky stanoveny pro ab,formy,” pro jednoduchost dale oztavané
jako F1 a F2.

0,4 -
0,35 |

o
w
I

0:25 1 Graf 4. Zavislost vytzku

NKR-P1D formy F1 ni
0,15 koncentraci L-Argininu v
renaturgnim pufru.

wyt ézek (mg)
o
[N

o
[
I

0,05 ~

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
[L-Arg] M

78



3,5 1

? 257 Graf 5. Zavislost vyzku
M NKR-PID formy F2 ne
@ 1.5 1 koncentraci L-Argininu v
P renatur&nim pufru.
05 |-
0 : : : : : ‘
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
[L-Arg] M

Na zaklad téchto grafi je dolie patrne, Ze majoritni je forma 2, jejiz &&ky jsouradow
lepSi. Rekvapiv i presto, Ze eleni profily z ionexové chromatografie se zdaly prgssi
koncentrace.-Argininu byt téngi stejné, skuiné koneéné vyezky se vyraza lisily. Jako
nejvhodrijsi renaturani pufr byl vybran pufr obsahujici 1 M-Arginin. Je mozné, Ze jeho
vysSi koncentrace by dale zlepSiladagk, vzhledem k ekonomickym aspiakt vSak jiz toto

testovano nebylo.

5.2.2 Clrb

| v ptipact proteinu Clrb bylo postupovano podle protokolu sepeho v odstavci 4.2.2.
Po dialyze a zahuii byly jednotlivé roztoky naneseny na kolonu Q4sapsy. Narozdil od
diive uvedeného NKR-P1D byl Cirb z této kolony eluowée forng dolre rozliSeného
vyrazného chromatografického maxima nasledovanéhésisagregat. Jak je vidt ze
srovhani chromatograimpro tizné podminky renaturace (Obr. 31.), s rostouci &otmaci
L-Argininu klesa zastoupeni agre@yat stoupa vyZek sloZzeného proteinu.

KdyZ byly frakce odpovidajici hlavnimu chromatogekému maximu zakoncentrovany a
nastiknuty na HPLC s gelavfiltra¢ni kolonou Superdex 75 10/300 GL, protein byl efov
ve formg jediného maxima etinim ¢asem odpovidajiciho proteinu ve farrmonomeru.
(Obr. 32.).

Tento gedpoklad byl i potvrzen pomoci SDS-PAGE v reduknjica neredukujicim
prostedi. Bylo o¥ieno, Ze hlavni chromatografické maximum obsaltigey protein Clrb
v monomerni ford  (Obr. 33.).

Na zéklad vysledku SDS PAGE potvrzujiciho dostateu ¢istotu prepardi bylo mozno

pristoupit ke stanoveni koncentrace proteinu v jeldnah frakcich metodou dle
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Bradfordové. Na zakladziskanych vysledk byl sestrojen graf zavislosti \W#ku proteinu

Clrb na koncentraci L-Argininu v renatérdm pufru (Graf 6.).
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Obr. 31. Srovnani chromatograrnionexové chromatografie na kotoQ-Sepharosyippratoku
3 ml/min a zndzormém gradientu pufru B.
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Obr. 32. Piklad chromatogramu z gelové filtrace na kaloBuperdex 75 10/300 GL
Analyzovana byla frakce odpovidajici hlavnimu peakonexové chromatografidako piklad
byl v zajmu zachovaniiphlednosti vybran pouze chromatogram pro jedmafadingovych
podminek, konkréthpro gitomnost 1 ML-Argininu.
redukujici prostfedi neredukujici prostredi
F1 FZ F1 F2
65kDa Obr. 3. Fotografie gell
44kDa pouziteho k  separaci
jednotlivych frakci po gelov
filtraci. Je vidt, Ze proteirje
30kDa ve forme monomeru
vykazuje dostaténou
- cistotu.

14kDa M_ ;

Z takto sestrojeného grafu je delpatrné, Ze stejnjako v gipadt NKR-P1D, nejlepSich
vysledku bylo dosazeno ¥ippmnosti 1 M L-Argininu, picemz rozdily ve vyZzku pi

raznych koncentracich se liSi vyr&gimez u NKR-P1D.

Cirb

L
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|

Graf 6 —Zavislost vyEzku
renaturovaného Clrb  na
koncentraci L-Argininu v
renaturénim pufru.
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5.3 Owfreni identity proteini pomoci hmotnostni spektrometrie

5.3.1 NKR-P1D

Roztok proteinu byl odsolen postupem popsanym wudap4.6 a sprejovan do FT-ICR
spektrometru. Nagtena data byla analyzovana pomoci softwaru DataAisgalg.0 firmy
Bruker DaltonicsV piipact NKR-P1D byly analyzovany @formy F1 a F2 (viz bod 5.2.1).

Experimentala zjiSttn4 monoizotopickd molekulovd hmotnost proteinobou forméach
byla po dekonvoluci 14 484,0228 Da pro formu F14a4&3,9998 Da pro formu F2, coz
znamena chybu 1,2 ppm respektive 0,4 pprfi feoretické molekulové hmotnosti
14 484,0055 Da. ¥em se vSak formy F1 a F2 liSi jsou nabojové staloy,nichz khem
ionizace pechazi (Obr. 34.). Forma F1 sghbm ionizace nabiji do vySSiho nabojového stavu,
C0Z znamen4, Ze ma vicégtupnych ionizovatelnych skupin. Toto prépddobr vychazi ze
strukturnich rozdil mezi F1 a F2, kdy Flipdstavuje rozvoknéjsi, ne zcela sloZzenou formu
proteinu. Tento rozdil mezi F1 a F2 vyHuje i divod, pr@& jsou okt formy eluovany
z ionexové chromatografie rozliSeny do dvou pea¥ z4jmu zachovani monodisperzity
vzorku bylo dale pracovano s majoritni formou F&r& se jevila kompak#si a tim padem

pravdépodobré korektrgji slozena.

Intens.
8
x10 '1201132(;0921 n+
- '1317.73695 F 1
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. 10+
'1449 41075
4~ 13+ o+
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00— .
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Obr. 34. Srovnani hmotnostnich spekter praét&iKR-P1D formy F1 (nahi@) a F2 (dole).

Nasled’ byl protein gipraven pro ,bottom-up“ analyzu postupemébpliskutovanym
v odstavci 4.6 a nafiené peptidy byly analyzovany pomoci LC/MS. Datkalwyhodnocena
softwarem DataAnalysis 4.0 firmBruker Daltonicsa vizualizace pokryti sekvence byla
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provedena pomoci skriptu vytkeného Dr. Danielem Kavanem v Labotatcharakterizace
molekularni struktury MBU AV CR, v.v.i. Pozorované pokryti sekvence bylo 100 %
(Obr. 35.) a identita proteinu tak byla bez nejnigmSpochybnosti potvrzenacetrg

pritomnosti mutace C118S.

SAKLECPO@DMWL S SHRDKCFHYSA@VSNTWKESRIDCDKEKGATLLLTIOGGDG® GETEL
001 002 003 004 005 D06 07 008 003 010 011 012 013 014 015 016 D17 018 019 020 021 022 023 024 025 026 D27 026 029 030 031 032 033 034 035 036 037 038 039 040 041 042 043 044 045 046 047 048 043 050

RFLLDSIKEZKYNSFMWHIGLSYTLTDMHNWNMEKMWNINGTAFNSDVYLKITGVYTENMNSGS
051 052 053 054 055 056 057 053 053 060 061 062 063 06d 06T 066 067 063 063 OF0 071 072 073 074 075 076 077 075 073 050 051 052 053 054 085 036 087 053 052 090 091 092 033 094 035 036 037 09T 093 100
]

=

——

CAAISGEKY T TSEGCSSDNRMWTIC@KETLN
101 102 103 104 105 106 107 108 103 110 111 442 113 114 115 116 117 118 113 120 121 122 123 124 125 126 127

Error between 3 and 7 ppm w/o modification: BO of 127 ™ 47%
Error below 3 ppm w. modification: 103 of 127 ™ 81%

Error below 3 ppm w/o modification: i 124 of 127 ™ 98Y%
112 of 127 ™ 88%

Error between 3 and 7 ppm w, modification:
Error below 3 ppm total: 124 of 127 ™ 98%
Found only matches between 3 and 7 ppm: 3 of 127 ™ 2%
Total w/o modification: 124 of 127 ™ 98%

Total w. modification: 127 of 127 ™ 100%

Total: 127 of 127 ™ 100%

Obr. 35. Vizualizace pokryti sekvence proteinu NRED po Stpeni trypsinem.

5.3.2. Clrb

| v pripact Clrb bylo prvnim krokem stanoveni molekulové hnuostinintaktniho proteinu.
Experimentala zjiSttna monoizotopick& molekulova hmotnost byla po dekdrci spektra
14 578,7767 Da (Obr. 36.)fipemz teoretickd molekulova hmotnashi 14 577,7797 Da.

Toto by odpovidalo chybmeieni téngt 70 ppm a zcela evider#tmeni spravé

Intens.:
x108] 12+
15 121590478 11+
] '1326.34932
] 10+
1 '1458 88432
1.0
] 13+
- '1122.45124 o+
g5 1620.87126
7 14+ 8+
] 104234853 11823 35764
0-0 : | L] ! T ] | - T Il_ L T |l ] l.‘I T | L T T T | Iil T i | T
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Obr. 36. Hmotnostni spektrum ziskané pro celou kuileClrb.

83



Aby bylo mozno zjistit¢im je tato chyba zZisobena, bylo m/z odpovidajici 12abitému
proteinu vybrano jako prekurzorovd hmota, kteraabgklektovana v iontovém zdroji a
v kolizni cele fragmentovana. N&ené kolizni spektrum bylo analyzovano pomoci safiwa
DataAnalysis firmyBruker Daltonicsa GPMAW firmy Lighthouse DataZatimco pokryti
N-terminalni oblasti proteinu b ionty bylo 100% @a prvni cystein a byly viditelné i viirti
fragmenty obsahujici zapojené disulfidickéstky a pokryvajici téwt celou sekvenci, byla
pozorovana tégf Uplna absence vy iointkteré by pokryvaly C-terminus, a t@etné ionti
vznikajicich preferetnim S€penim nagiklad u prolinu. Akoliv byly pozorovany dkteré b
ionty pokryvajici i kompletni C-terminus, jejichtemzita byla o jeden az dwady nizSi nez
v piipadt iontd tuto oblast nepokryvajicich. &lo do celé situaceimesl gedevSim iont
a(24-120), ktery pokryval C-terminus s vyjimkou [@amich 2 aminokyselin a byl o dvady

intenzivrejSi nez fragmenty obsahujici i tyto posledné dminokyseliny (tabulka 9).

Tabulka 9: Seznam é&kterych hmot pozorovanych v koliznim spektru figgzenymi
sekvencemi a vystlenym vyznamem, jak tyto hmotyippely k oswtleni situace:

exp. hmota | teor. hmota z:r?grl;? iont sekvence intenzita vyznam
638,2958 638,30 2,3 b5 MNKTY 28 b ionty pokrivaifci N
709,3337 709,33 0,9 b6 MNKTYA| 487 e
780,3708 780,37 0,8 b7 MNKTYAA  810°
a(24-120) aion o vysoké
11 594,4668| 11 594,44 06| +1S_ S | EYP(---)CSK| 2,510° intenzig€ kongici
- H,0O tésng pred C-koncem
y101 +
12 102,6582| 12 102,64 15| 1S_S | FSE(--)KLD | 3,810
- H,0 . L
y ionty pokryvajici
y102 + C-terminus
12 265,7252| 12 265,74 1,0 1S_S | YFS(--)KLD | 1,110 o
HO obsahujici kys.
-2
Y103 + asparagovou
12 412,7793| 12 412,81 23| 1SS | FYF(-)KLD | 3,010°
-H,O
11954,5811] 11954,62 3,5 bfrzf'slzsz) SEY(-)KLN | 5,010
b(23-122) dvojice b iont:
11 955,5928| 11 955,61 1,277 1S S SEY(-)KLD | 7,31C° pokryvajici C-
120856387 1208570 48| °@2122)| pop N | 1,410 | erminus obsahujict
- H,0O DiN
12 086,6416| 12 086,64 3,2 b(Za-%)ZZ) FSE(---)KLD | 4,310°
-2

Poslednimi déma aminokyselinami jsou leucin a asparagin. Zatimptipads leucinu je

jakékoliv modifikace nepravgodobna, v fipad asparaginu e dochazet k deaminaci
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CONH, skupiny postrannihdettzce na COOH, coz by #pobilo zvySeni molekulove
hmotnosti celého proteinuiplizné o 1. Pro protein obsahujici deaminovany asparaedy,
vlastre kyselinu asparagovou, jako svou C-termindlni akyselinu se poddo prifadit i
diive nepirazené signaly, které, jak se ukazalo, odpovidaji géionta pokryvajici cely
C-terminus obsahujici kys. asparagovou a maji aiiermnohdyiradow vysSi nez ionty
obsahujici C-terminalni asparagin. Navic pro kazdyonti obsahujicich C-terminalni
asparagin bylo mozno najit i ion s hmotdibfizné o 1 vy3Si odpovidajici C-termindélni kys.
asparagové (tabulka 9). Zda se tedy, Zeubdhu pripravy vrorki pravdpodobré dochazi
k deaminaci C-terminalniho asparaginu, ktera veg@sunu molekulové hmotnosti celého
proteinu @iblizné o 1. Pro takto modifikovany protein je teoretickélekulova hmotnost
14 578,7638 Da a experimentalzjisttna hmotnost méa tedy chybu 0,88 ppm.

Nasledr byl i na protein Clrb aplikovan postup ,bottom-uptoteomiky a bylo ureno
pokryti sekvence. | vijjpact peptich byla pozorovanaast€na deaminace terminalniho
asparaginu a @bformy C-terminalniho peptidu, obshujici asparagdkyselinu asparagovou,
byly detekovatelné. Celkové pokryti sekvence byd®% (Obr. 37.) a byla tak ¢kena i

identita proteinu Clrb.

MNKTYAACPAONWNIGYENKCFYFSEYPSNHTFAOGAFCHMAGE AGLARFDNOGD
ool 002 003 004 005 006 007 005 203 910 911 012 013 014 015 016 017 018 019 020 021 022 023 024 025 026 027 025 029 030 031 032 033 034 035 036 037 035 033 040 041 042 043 0dd 045 046 047 048 043 050

ELNFLMRYKANFDSMWNIGLHRESSEHPMWHKMWNTDNTETYNNTIPIRGETEIRFATYL
051 052 053 054 055 056 057 055 052 V60 061 062 063 064 06T 066 067 063 V63 O70 071 072 073 074 075 076 077 075 079 060 081 082 083 084 035 056 057 055 063 090 091 092 093 034 03T 096 097 033 033 100

=_——'=

NMMNGISSTRIYSLREMUWNTICSIKLHN
101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 121 122

Error between 3 and 7 ppm w/o modification: 63 of 122 ™ 52%
Error below 3 ppm w. modification: 62 of 122 ™ 51%

Error below 3 ppm w/0o modification: 84 of 122 ™ 69Y%
96 of 122 ™ 794

Error between 3 and 7 ppm w, modification:
Error below 3 ppm total: 119 of 122 ™ 984
Found only matches betwesen 3 and 7 ppm: 3 of 122 ~ 2%
Total wfo modification: 90 of 122 ™ 744

Total w, modification: 96 of 122 ™ 79%

Total: 122 of 122 ™ 100%

Obr. 37. Vizualizace pokryti sekvence proteinu QdoStpeni trypsinem.
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5.4 Owreni kvality renaturace

5.4.1 Owieni zapojeni disulfidickych mistkia

PrestoZze v fipadt Clrb bylo zapojeni disulfidovych stk patrné jiz na zaklad
nekterych signal z fragmentového spektra, v ramcitani €chto vysledk a uceni zapojeni
i v molekule NKR-P1D, byl proveden protokol modtikané elektroforézy a dasSich kifok
piipravy vzorki pro analyzu popsanych v odstavci 4.7.1. Proteiyly Bt¢peny trypsinem,
GluC a AspN proteasami a po extrakci a odsolera lpybvedena LC/MS analyza. Pro oba
proteiny bylo nalezenoé&si mnozstvi signél jejichz hmoty odpovidaly pepfidh spojenym
pies disulfidové nistky a jejichZz gkolik zastupé je uvedeno v tabulkach 10 a 11. VSechny
nalezené disufidové istky byly vzajema konzistentni, nevykazovaly Zadnou variabilitu a
odpovidaly schématu zapojeni charakteristickému prolekuly C-lektinového typu.
V piipact NKR-P1D bylo pozorovano spojeni prvniho cysteirdrighym, tetiho s Sestym a
¢tvrtého s patym. V molekule Clrb, kde cysteiny hdogoi sectvrtym a patym cysteinem
kanonické C-lektinové domény chybi bylo pozorovapojeni prvniho cysteinu s druhym a
tiretiho secétvrtym, ktery odpovida Sestému cysteinu kanonickiekiinové domény. Tyto

vysledky byly i v souladu s tim, co naziig n¢které signaly pozorované v koliznim spektru.

Tabulka 10: Seznanmgkterych ze signél pozorovanych ) analyze, na jejichz zaklade
mozné jednozraé prifadit zapojeni S-S astki proteinu NKR-P1D:

exp. hmota| teor. hmota(cggr?]‘;l sekvence spojenych peptid Spsc()ejlf\r/]s]éézﬁ spg’gné
SAKLE*'CPQDWLSHR 89-104 +
3345,5891| 3345,5894 0,1 DR¥CEHVSOVSNTWK |  103-116 142
D'“CDKKGATLLLIQ 121-133 +
2833,4343 2833,4338 0,2 DNRVWAYCOKELN 205.015 | 3+6
189 _
2788,2324 2788,2363 1,4 |'TCVIENGS Ci/A'rAsEgZEESDNR 1?87?3(?; 4+5

Tabulka 11: Seznamekterych ze signaél pozorovanych {) analyze, na jejichz zaklade

mozné jednozrané prifadit zapojeni S-S astki proteinu Clrb:

chyba spojene spojené
exp. hmota| teor. hmota(ppm) sekvence spojenych peptid casti cys
sekvence
80 _
2122,9387 2122,9365 1,0 TYARTE R VIGVERK oo 12
3560,5903 3560,5898 0,2 FSEYPSNWT;CV%O’EQEKMAQEAQLAR | 3+4
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5.4.2 Owireni monodisperze foldu
Oba proteiny, NKR-P1D i
naprodukovanych bakteriemi rostoucimi v 0,5 | M9diméobsahujicihd®NH,Cl jako jediny

Clrb, byly ifpraveny ve formi inkluznich €lisek
zdroj dusiku. Tato inkluzni¢liska byla zpracovana podle protokolu popsanéhdstavci
4.2.2 v renaturanim pufru vybraném na zakladptimalizace refoldingu. Purifikace pridia
standardnimi postupy taktéZ diskutovanymi vyse tde 4.3.1 a 4.3.2) H/*°N-HSQC
spektra obou proteinbyla nangtena na 600 MHz NMR spektrometru. Pozorované signaly
pro oba proteiny vykazovaly dost&t®u disperzi a charakteristické signalgkierych
aminokyselin, pedevSim tryptofanu, byly doé rozliSené (Obr. 38.), coz poskytlo dalSi
dikaz, Ze proteiny jsou kompakta monodisperznslozené.
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5.5 Funkéni testy

5.5.1 Gelova filtrace nquHPLC SMART

Gelova filtrace sr#si obou proteifi byla provedena na analytické kotoBuperdex 75 PC
3.2/30 gi pratoku 50ul/min napHPLC SMART ve dvoutznych pufrech. V obouifpadech
byly ptekvapiv pozorovany rozdilné etai casy pro oba proteinygkoliv jejich molekulova
hmotnost je tért totoZzna a eltni ¢asy na preparativni geléviltracni kolore taktéz. Bez
ohledu na tuto diskrepanci lze vSak konstatovapiZzebou testovanych podminkéach nebylo
mozné interakci mezi @éma proteiny jastpotvrdit. V chromatogramu s#si proteirii, oproti
kontroldm obsahujicim samostatné proteiny,fibgbzadny vyrazny eléni vrchol ani nebyl
pozorovan zadny posun éhich ¢adi, akoliv doSlo ke vzniku velmi nizkého einiho

vrcholu giblizn¢ ve 27. minut a dalSiho ve 23. minai{Obr. 39.). Ritok byl 50ul/min.
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0,2 1 ”
0,15
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0 ‘ ‘ r Ui
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A280
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0,2 1
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Obr. 39. Srovnani chromatogransnmesi proteiri Clrb a NKR-P1D ontrolami

obsahujicimi pouze samotné proteiny. Jakklad je uveden jedenvdce totoznyct
vysledk.
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5.5.2 Analyticka ultracentrifuga

Metodou sedimentai rychlosti i podminkdch popsanych v bod.8.2 byla narrena
data (Obr. 40.), jejichZz analyzou pomoci prograntilDBIT byly ugeny distribéni funkce
popisujici chovani samotnych prot@i€lrb a NKR-P1D i jejich swsi v roztoku. Pro oba
proteiny byla pozorovdna rovnovdha mezi majoritioZlsou monomer (99 %) a térs
zanedbatelnym mnoZstvim vy3Sich oligoe(l %). Standardizovany sedimetita
koeficient s5¢ zjiSteny pro Clrb odpovidal 1,91 S a pro NKR-P1D 1,76 S.

V piipact snmesi obou proteifi byl urien sedimentai koeficient s3,w = 1,82 S, ktery
zhruba odpovida pmeéru koeficienti zjiSttnych pro samotné proteiny,figemz byl
pozorovan pouze malyiipastek oligomeit o vysSich sedimentaich koeficientech. Tento
roztok obsahovaliiblizné 97,5 % monoméra 2,5 % vysSich oligom& Obr. 41.).

Ani za pomoci analytické ultracentrifugy nebylo yeanozné peswdcivé potvrdit
piitomnost interakce mezi monomernimi formami prateim roztoku, &koliv data

z analytické ultracentrifugy i gelové filtrace smddnazn&uji moznost pitomnosti slabé

interakce.
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Obr. 40.Ukéazka fitu Kivek pro jednotlivé scanydhem ngieni sedimenti rychlosti
smesi NKR-P1D a Clrb. \Vzajmu zachovaniighlednosti jsou znazasny kiivky pouze
pro kazdy 5. scan.
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Obr. 41. Srovnani distrigaich funkci sedimentaich koeficienik samotnych protein
NKR-P1D a Clrb a jejich susi.

5.5.3 Povrchova plasmonova resonance

Protein Clrb byl imobilizovan n&ip postupem uvedenym v odstavci 4.8.3 a byla
testovana jeho interakce s NKR-P1D v citratovémB& Pufru. Pekvapiw, zatimco v PBS
pufru s fyziologickym pH nebyla interakce pozoroaawn gipact citratového pufru o pH 4
doslo ke slabé interakci (Obr. 42.). U této intemkylo mozno na zakladntezity signalu f
raznych koncentracich NKR-P1D v roztoku pomoci softwBIAevaluation firmyBiacore
urgit Kp interakce (Obr. 43.). Pozorovang, se pohybovalo v mikromolarnifédu, coz
odpovida velice slabé nebo mozna dokonce pouzsid¢rdni interakci a je pragdodobr
divodem pr¢ veskeré pokusy o kokrystalizaci obou proledoposud skafily neus@sre.

' Pufr: .
il PBS (povrch s Clrb) Obr. 42. Srovnani interakce 100nM

| | ——PBS (referen¢ni povrch) NKR-P1D sCIrb imobilizovanymr
2201 | G (reteronini povich) na powrchu &pu i riznych
: podminkach. Je vid, Ze zatimct
v piipad PBS pifru je rozdil mez
referergnim povrchen
s imobilizovanym BSA a poviem
0.10 simobilizovanym  Clrb  pouz
] minimalni, @ pouziti citratovéhc
0.05 NKR-P1D pufru (CB) se objevuje interakc
Pufr l NKR-P1D specifici pro
] imobilizovany protein  Clrb,
0.00 zatimco kanal geferegnim
. . . . : imobilizovanym BSA zistava n:
0 5 10 " 20 2 @rovni Sumu.

0.15 o

RU
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Obr. 43.Srovnani intenzit signaé
pii pouziti puffi s iznou
koncentraci NKR-P1D.
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5.6 Chemické zeséni proteini

5.6.1 Optimalizace koncentrace gujicich ¢inidel

Oba proteiny byly pomoci gelové filtracéepedeny do pyridinového pufrucast dale do
triethylamoniumkarbonétového pufru, jak bylo popsan odstavci 4.9.1. 8bvaci reakce
probihly v pripadt EDC se 108, 200x a 506« molarnim nadbytkeniinidla oproti proteiim
a vpipak DSG a DSS s ® 5x a 10« molarnim nadbytkem. Vysledky reakci byly
analyzovany pomoci SDS-PAGE (Obr. 44.). Na z&klgdo analyzy byly pro dalsi reakce
vybrdn 1& molarni nadbytek DSG a DSS a 20@olarni nadbytek EDC.

- EDC K EDC DSS DSG K
100x 200x 500x 200x 2x 5x 10x 2x 5x 10X
80kDa
» & 60kDa
50kDa
40kDa
30kDa
S

~ 20kDa

-
14 kD
Memea S5808888

Obr 44. Fotografie SDS-PAGE gelvyuzitych kanalyze vysledk situjicich reakc
scinidly v raizném nadbytku. Draha K obsahuje kontrolni vzorakzesignymi proteiny.
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5.6.2 MS analyza zesthych peptidi

VeEtSi mnozstvi proteiin bylo sf'ovano a naslednpripraveno pro analyzu postupem
popsanym Vv ba#l 4.9.2. Na zaklad analyzy reakni snesi pomoci SDS-PAGE bylo
potvrzeno, Ze sovaci reakce prainly dle aiekavani (Obr. 45.) a mohlo bytigtoupeno ke
zpracovani vzork pro LC/MS analyzu postupem diskutovanym v&o#l9.2. Analyza
nalezenych signalza vyuZiti dvou rozdilnychifstupi k exportu dat odhalila&Si mnoZstvi
spojeni mezi peptidy obou protéinkteré byly manuakh zkontrolovany oproti alima
kontroldm, a z nichz byly vybrany pouze ty, ktendybnalezeny pomoci oboufigtupi.
Nékteré spojené peptidy obsahovaly vice aminokysédam mohlo bytcinidlo navazano.
Nasesti ve &tSin¢ piipadi, bez ohledu na to, ktera #chto aminokyselin byla vybrana,
zapojeni stale ukazovala na stejnd nebo velmi &limkista sekvence. Seznam vSech

nalezenych zegiti je detail® zpracovan v tabulce 12.

EDC DSG
80kDa
60kDa = > = -
40kDa :
30kDa
. F R R B B B Bu 5
20kDa - - -
15kDa
88888888 gac0o0ber-
DSS Obr. 45.Fotografie gal vyuZitych pro separa
. reakéni smési po prokhnuti sfujicich reakci
Vysledek analyzy pro EDC je vyobrazen vl
80kDa : - nahde, pro DSG vpravo nab®a pro DSS vlev
60kDa * & dole. Roteinové zony odpovidajici naslec
40KD vyfezanym vzorkm jsou ozn&eny zelenym
30kD2 Sipkami, zoény odpovidajici kontrolam js

ol oznaenycéervenymi Sipkami.
20kDa = -

15kDa
**Pweomaew
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Tabulka 12: Seznam nalezenych intermolekularniskicze:

délka
exp. teor. chyba K X- del
hmota hmota | (ppm) sekvence linker | ¥ Mod€e
(A)
EIFIE 34,6/
3052,4348 3052,4553 6,7 — | EDC | 34,3/
SWIGLHRESSSHPWKWTDNTE 32,8
HPWKWTD
2460,1140 2460,1252 4,5 EDC 23,9
NGSCAAISEKVTSE
SSEHPWKWTDNTE 24,0/
3503,6321 3503,6387] 1,9 l_':l EDC | 28,5/
VLKITGVTENGSCAAISGE 14,4
YI|<ANFDSWIGLHR 355/
3281,6145 3281,6011 4,1 I | EDC 1é 5
ITGVIENGSCAAISGEK '
ESSEHPWKWTDNTEYNNTIPIR
3946,9619 3946,9502 3.0 VL\ DSS 32,8
FLLDSKEK
YKANFSWIGLHR
2836,5112 2836,5034| 2.7 ‘—\ DSS 20,9
FLLDSXEK
YKANFDSWIGLHR
2522,2554 2522,25 2,1 | | DSS 31,2
IDCRK
ESRIDCDXK
4375,0571 4375,0664 2,1 \—‘ DSG 31,2
FDNQDELNFLMRYKANFDSWIGLHR
IDCDKK
3590,6646 3590,6497 4,1 \—‘ DSG 44,9
ESSEHPWWTDNTEYNNTIPIR
WLSHRDKCFHVSQVSNTWKE 454
6045,9639 6045,9487 2,5 : | | DSG 34 4
ERFAYLNNNGISSTRIYSLRMWICSLN ’

Tato zeskni byla vizualizovana pomoci homologniho modelurgmého v bod 4.10 a

softwaru PyMOL (Obr. 46.). Zatimcaektera zesiini dolie sphovala omezeni, ktera jsou

dana délkou ramének molekut@vacich¢inidel, dalSi jasé nazndily, Ze model neni zcela

piesny. Aby byl schopen poskytnoutepné strukturni informace, vyZadoval by dalsi

zpiesreni. Do prvni zmiané skupiny evidenthpati n¢ktera zesini ¢inidly EDC a DSS,

zatimco do druhé spadajfeglevsim zesihi ¢inidly DSG a DSS. Krom téchto dvou skupin

se ale objevila dalsi skupina zésit kterou nebylo mozno vystlit pouhou potebou dalSich

Uprav modelu. V tomtoifpac se gedevsim jednalo o zesii ¢inidlem EDC jdouci naif¢




celym interaknim rozhranim v délce kolem 3Q Tato zesé#ni by vSak zcela odpovidala

veskerym omezenim, kdyby jeden z proteiyl otaten o 180° okolo vertikalni osy.

Obr. 46. Vizualizace nalezenych zeésitha modelu interagujiciho paru NKR-P1D (rfeyda Clrb
(Zlute).
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6. Diskuse

Interakce receptérNKR-P1D a Clrb byla popsana jiZqa osmi lety, do dneSni doby
vSak nebyly charakterizovany ani zakladni struktwiastnosti této interakce. VesSkera
pozorovani byla doposud prowéd pouze na Zivych fikdch transfekovanycti ptirozere
exprimujicich tyto receptory afipomnost, pipadré sila interakce byla govana jen na
zaklad miry inhibice bugicného zabijeni. Podle naSich znalosti je taibec prvni prace
zabyvajici se strukturnimi detaily interakce ktedébliv NKR-P1 receptoru s jeho ligandem.

Proteiny Clrb a NKR-P1D byly rekombinastmpripraveny v bakteriicte.coli ve forms
inkluznich €lisek. V souladu sitve publikovanymi vysledky bylor¢ba genovy konstrukt
kédujici NKR-P1D upravit zavedenim bodové mutaterdzngnila aminokyselinu na pozici
118 z cysteinu na serin. Po této ugraylo mozné oba proteiny renaturouatitro za vyuziti
metody rychlého rnadini. SloZeni renatuéaich puffi bylo optimalizovano. Proteiny se
skladaly ve formd monomett a byly purifikovany pomoci kombinace iontowyménné a
gelow filtracni chromatografie do elektroforetickéstoty. ldentita obou protein byla
ovétena pomoci hmotnostni spektrometrigemim molekulové hmoty celych protéiri
peptidovym mapovanim. W¥padck CIrb byla pozorovana deaminace terminalniho
asparaginu, praegodobrk v pribéhu pipravy vzorki a v gipadd NKR-P1D byly
pozorovany dv¥ razné formy sbaleni, které byly separovany iogtovyménnou
chromatografii. Minoritni forma odpovidala ne zcal®@Zenému proteinu s rozvehejsi
strukturou, zatimco majoritni formagulstavovala kompakéji sloZzeny protein.

Pri absenci enzymatické aktivity nebo jasného vztateri strukturou a vazbou ligandu
jsou moznosti pro a¥eni spravnosti foldu ziskanéh@&hem in vitro renaturace protein
velmi omezené a&sSinou pouze ngpme. Obvyklym pedpokladem je, ze kdyz se prot@in
vitro sklada monodisperzra Zistava solubilni, je to znamkou korektnosti sloz&ai.(telem
ovéieni monodisperzity fold produkovanych protein byly oba proteiny fipraveny
z inkluznich &lisek ziskanych z bakterii, které rostly na mininid M9 médiu, kde jedinym
zdrojem dusiku by?®NH,CI. Takto ffipravené proteiny vykazuiji t&h100% nabohaceniN,
ktery je vhodny pro NMR ®&teni. Po renaturaci a purifikagichto protei byla nangfena
'H/°N-HSQC NMR spektra obou protdéina v obou pipadech byla pozorovana dobra
disperze signélznaici, Ze vzorky vykazuji monodisperzni fold.

DalSim dilezitym faktorem vypovidajicim o spravnosti renate je zapojeni

disulfidovych nistki. V pripact Clrb a NKR-P1D receptarje situace usnadna tim, Ze oba
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proteiny pati do strukturnich rodin, u nichz se déegpokladat, jaké disulfidové imtky by
mely byt v rdmci tchto molekul pozorovany. NKR-P1D pamezi C-lektinové receptory a
da se tedy i@dpokladat, Ze zapojeni disulfidickychustk i u tohoto receptoru bude
respektovat standardni schéma zapojeni pozorovanéegh ostatnich C-lektinovych
receptoéi. Kanonicka doména lektinC-typu obsahuje Sest cyst&jrkdy prvni cystein je
spojen s druhym iéti s Sestym &tvrty s patym. Molekuly paici do rodiny Clr, které jsou
C-lektinam piibuzné, obsahuji ve své ,lectin-like* doméépouzectyii cysteiny a cysteiny
odpovidajici sekvaeme ¢tvrtému a patému cysteinu kanonické C-lektinové @éaynchybi. To
znamena, ze vifpact Clrb molekul se daakavat zapojeni prvniho cysteinu s druhym a
tietiho secétvrtym, ktery ale sekvemé odpovidad cysteinu Sestému kanonické C-lektinové
domény. Tato hypotéza vSak doposud nebykdema pro zadnéhdlena Clr rodiny ani pro
molekulu NKR-P1D. K uteni zapojeni disulfidovych vazeb bylo vyuzZito piaitu
modifikované elektroforézy a enzymatickéhosp&ni vzork vyuzZivajiciho pitomnosti
cystaminu, jakoZto oxidujicih&inidla ve vSech pufrech, s naslednou LC/MS analyZ@io
analyza owfila, Ze vSechny disulfidické fstky jsou opravdu zapojeny dlgegolpokladu a
nebyla pozorovana zadna heterogenita.

Namétena 2D NMR spektra a potvrzené zapojeni disulfigibk mistki dohromady
piedstavuji peswdcivé dikazy, Ze Clrb i NKR-P1D proteiny jsou korektaloZeny, &koliv
v obou gipadech se jedna pouzeitkezy nepimé.

Pomoci analytické ultracentrifugy bylo &eno, Ze v roztoku pro oba proteiny existuje
rovnovaha mezi predominantni (99 %) monomerni farnaovysSimi oligomernimi stavy
(1 %). Vlastni interakci mezigmito monomernimi formami NKR-P1D a Clrb v roztoke s
v8ak za pouziti gelové filtrace ani analytické agentrifugy peswdéivé prokazat nepoddo,
ackoliv byly obéma metodami pozorovany naznaky slabé interakieeBukci 3D prostoru
na 2D povrchéipu bylo technikou povrchové plasmonové rezonanketesné mozno
pozorovat slabou interakci, kterdegvapiv vykazovala pH zavislost. Nejsj$i interakce
byla pozorovanaip pH 4, zatimco p fyziologickém pH @i pouzitych experimentélnich
podminkach nebyla interakce prokazana. Zda je tgmtozpisoben gkterou inherentni
vlastnosti proteifn, kterd je odrazem fyziologické funkc#, se jedna o artefakt apobeny
imobilizaci proteinu n&ip nebylo doposud WgSeno. V kanalu obsahujicim imobilizovany
BSA jako kontrolu vSak Zadna interakce pozorovastayta ani pi snizeni pH, coz naztaje,

Ze pozorovana interakce mezi Clrb a NKR-P1D bylacsdjgkd. Nabizi se atraktivni
mysSlenka, Ze stoupajici sila interakce pratese stoupajici kyselosti présti mize byt

formou regulace NK buik, pro podporu této hypotézy vsak v tuto chvililohgalSi dkazy.
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Déale zkoumat takto slabou nebo dokonce pouze tatrsi interakci ze strukturniho
hlediska je v sotasné dob velice obtizné a proto bylo vyuZito techniky pintého
sitovani, které je schopno zachytit a imobilizovatakdvéto interakce. Jak bylofide
prezentovano, chemické zeésit je schopno specificky vazat proteiny interaguj&
Kp>25uM pii koncentracich proteinpriblizné 35 uM prakticky bez vyskytu nespecifickych
komplexa vzniklych nahodnym zesitim. Zastoupeni nespecifickych vedlejSich produkt
dramaticky naksta az f dlouhych reaknich dobach (24 hodin) fip vysSich
koncentracickf*?

Pro (tely stovani NKR-P1D a Cirb bylo vyuzitginidel EDC, DSG a DSS a jejich
koncentrace byla optimalizovana. Vzhledem k vySedanému byly reaki podminky
nastaveny tak, aby pragobdobnost nespecifického zésit byla omezena na minimum a
VetSi mnozstvi obou proteinbylo zesfovano vSemiiemi ¢inidly. Po separaci reékich
smesi pomoci SDS-PAGE, enzymatickémp&ni proteifi a @gipraw vzorki byla provedena
LC/MS analyza. Po pidtatovém zpracovani dat byla vSechna nalezena intekuldieni
spojeni manuathzkontrolovana proti kontrolam ve foénmest'ované smisi proteiri a sngsi
monomeit, které pedtim prosly siovaci reakci.

Zjisténa zesiini byla vizualizovana vytuenim molekularniho modelu interagujiciho
paru NKR-P1D a Clrb. Zthto zesitni nektera velmi dobe sphovala strukturni omezeni
dand délkou raménektevacich ¢inidel, dalSi naznaly, Ze model by pdtboval dalsi
upresreéni. Byla vSak nalezena i zesif, kterd nemohou splnit dana strukturni omezeni be
ohledu na zfesreni modelu. | tato spojeni by ale spVala veSkeré strukturni pozadavky,
kdyby jeden z proteihbyl rotovan o 180° okolo vertikalni osy.

Tyto vysledky nas vedou k navrZeni alternativnipdsbbu interakce NKR-P1D — Clrb
receptor-ligandoveho paru. Podle tohoto modelu dangtlivé dimery obou proteinbyly
schopny nejen klasické ,face-to-face” interakcey Kdmer jednoho proteinu interaguje péav
s jednim dimerem druhého proteinu, ale i vy&rd jakéhositetézu ¢i shluku, kdy kazdy
dimer jednoho receptoru interaguje &asré se déma dimery proteinu druhého (Obr. 47.).

Takovyto mechanismus interakce by ved!| k signiftkému zvySeni celkové avidity, i
pies velmi nizkou afinitu jednotlivych monomernichbaedimernich proteily a nuize tedy
vyswétlit nejen vSechna pozorovana zésit ale i velmi nizkou vzadjemnou afinitu, kteradoyl
demonstrovana pro monomerni proteiny v roztoku.

Podle naSich znalosti by se jednalo o prvni taktivanierakci popsanou pro tento typ
receptot, a bude tedy nutné poskytnout dalSi experientiilkézy gedtim nez bude mozné

tento model dale prezentovat.
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Obr. 47. Schematické znazem interakci navrzenych na zaktadpozorovanycl
intermolekularnich zesiti. Znazorgna je klasicka ,face-téace" interakce (uprostd) i
fetizky vytvdené no¥ navrzenym typem interakce (vlevo a vpravo).
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7. Souhrn vysledki

* Proteiny NKR-P1D a Cirb byly ptipraveny in vitro a jejich

renaturace byla optimalizovana

 Identita proteinu byla owrena metodami hmotnostni

spektrometrie

« Zapojeni disulfidickych mustki bylo uréeno metodami hmotnostni

spektrometrie
« Kvalita renaturace byla zkontrolovana pomoci 2D NMR

« Pro oba proteiny byla vroztoku nalezena rovnovahamezi

~

predominantni monomerni formou a minoritnimi  vySSim

oligomernimi stavy
* Interakce mezi proteiny nebyla v roztoku jednozn&né potvrzena

e Za vyuZziti povrchové plasmonové rezonance byla pommvana

slaba interakce, ktera byla pH dependentni.

 Pomoci chemického zesihi byla potvrzena interakce proteini i

v roztoku

* Na zakladé dat z chemického zeséni byl navrzen model popisujici
interakci NKR-P1D s Clrb
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