
UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE 

P� ÍRODOV� DECKÁ FAKULTA 

Studijní program: Biochemie 

Studijní obor: Biochemie 

 

 

 

 

 

 

 

 

Studium receptor – ligandového páru  

NKR-P1F a Clrg 
 

Study of receptor – ligand pair NKR-P1F and Clrg 

 

 

DIPLOMOVÁ PRÁCE 

Školitel: RNDr. Petr Man, Ph.D. 

 

  PRAHA 2011          Bc. Kristýna Kotýnková 



 2 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PROHLÁŠENÍ 

 

Prohlašuji, �e jsem diplomovou práci zpracovala samostatn�  a �e jsem uvedla všechny 

pou�ité informa� ní zdroje a literaturu. Tato práce ani její podstatná � ást nebyla p�edlo�ena 

k získání jiného nebo stejného akademického titulu. 

 

V Praze dne:  ………………………… Podpis:  ………………..………… 

                                                                                                      Kristýna Kotýnková 

 
 
 



 3 

Studim receptor – ligandového páru NKR-P1F a Clrg 
 

Myší receptor – ligandový pár NKR-P1F a Clrg je d� le�itou sou� ástí receptorového „zipu“, 

který vzniká p�i kontaktu mezi NK bu� kou a cílovou bu� kou. Tento pár p�edstavuje jeden z 

p�íklad�  nedávno objevených interakcí typu lektin-lektin, které jsou d� le�ité p�i rozpoznání u 

mnoha imunocyt� . 

Za ú� elem studia struktury t� chto protein�  a jejich vzájemné interakce byly p�ipraveny 

vektory pET-30a(+) pro bakteriální expresi. Tyto vektory kódovaly � ásti extracelulárních 

domén obou protein� . Po indukci IPTG byly proteiny produkovány ve form�  inkluzních t� lísek, 

ze kterých byly renaturovány in vitro. Renaturované proteiny byly purifikovány kombinací 

ionexové a gelové chromatografie. 

Konstrukt pro protein NKR-P1F poskytoval p�i pou�ití standardních renatura� ních 

protokol�  pouze malé výt� �ky solubilního proteinu, a navíc vyvstaly problémy 

s reprodukovatelností výsledk�  renaturace. V p�ípad�  Clrg nebyly standardní postupy skládání 

úsp� šné. Kv� li tomu bylo p�istoupeno k mutaci lichého cysteinu, který nezapadal do obvyklého 

vzoru pro tyto receptory. Cystein byl mutován na serin a produkt výsledného C148S konstruktu 

ji� bylo mo�no renaturovat in vitro. 

Dále bylo zjišt� no, �e p�ídavek (benzyldimethylamonnia)propansulfonátu do renatura� ního 

pufru zvyšuje výt� �ek solubilního Clrg proteinu. Identita a � istota obou protein� , stejn�  jako 

kvalita renaturace byly zkontrolovány pomocí hmotnostní spektrometrie s iontov�  

cyklotronovou rezonancí. Za pou�ití modifikovaných protokol�  elektroforézy a enzymatického 

št� pení s kombinací kapalinové chromatografie a hmotnostní spektrometrie bylo ur� eno 

zapojení disulfidových m� stk�  u obou protein� . Pozorované zapojení odpovídalo o� ekávanému 

vzoru pro molekuly odvozené od C-lektin� . 

Protein Clrg byl analyzován pomocí analytické ultracentrifugace. Metodou sedimenta� ní 

rychlosti byla získána hodnota sedimenta� ního koeficientu a bylo zjišt� no, �e protein se 

v roztoku vyskytuje p�evá�n�  ve form�  monomeru. Krystalizace proteinu Clrg byla úsp� šná a 

bylo tedy mo�no nam�� it difrak� ní data na synchrotronovém radia� ním zdroji Bessy II, 

Helmholtz Zentrum Berlín. Fázový problém byl vy�ešen molekulárním nahrazením s vyu�itím 

struktury lidského proteinu CD 69. Struktura Clrg je v� bec první roz�ešenou strukturou z celé 

Clr rodiny. 

 

Financováno z grant�  Ministerstva školství � eské Republiky (MSM_21620808 a 1M0505), a 

Grantové Agentury � eské Republiky (GA� R 305/09/H008 a 303/09/0477) 
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Study of receptor-ligand pair NKR-P1F and Clrg 
 

Mouse NKR-P1F:Clr-g receptor:ligand pair is important component of the receptor “zipper” 

that occurs at the contact between natural killer cell and its target cell, and represents a recently 

discovered example of lectin-lectin interactions important for recognition among immune cell 

subsets. 

In order to study structure of these proteins and interactions between them, we have 

prepared pET-30 bacterial expression vectors coding parts of extracellular domains of the two 

receptors. After induction of protein production with IPTG, the proteins precipitated into 

inclusion bodies, from which they could be refolded in vitro. Refolded proteins were purified 

using combination of ion exchange and size exclusion chromatography. 

NKR-P1F construct yielded only small amounts of soluble protein using standard refolding 

protocols. Furthermore we have experienced difficulties with reproducibility of the refolding 

results. In the case of Clrg the standard protocols for protein refolding were not sufficient. In 

order for the Clrg to fold properly, the odd cysteine which does not fit into the pattern usual for 

this family of receptors was substituted for serine and resulting C148S construct was shown to 

be more useful. 

Further, using (benzyldimethylammonio)propanesulfonate in refolding buffer has brought 

better yields of soluble protein Clrg. Identity and quality of both proteins was confirmed using 

ion cyclotron resonance mass spectrometry. Using modified electrophoresis and digest 

protocols in combination with LC-MS we found that disulfide bonding of both proteins fitted 

into the pattern expected for C-type lectin like molecules. 

Protein Clrg was analyzed by analytical ultracentrifugation. Using sedimentation velocity 

method we obtained sedimentation coefficient and found that the protein was mostly 

monomeric in solution. The crystalization of Clrg was successful and diffraction data were 

collected at the synchrotron radiation source Bessy II of the Helmholtz Zentrum Berlin. Phase 

problem was solved by molecular replacement using structure of human CD 69. The structure 

of Clrg protein is the first resolved structure in the whole Clr family.                (In Czech)  

 

Supported by grants from Ministry of Education of Czech Republic (MSM_21620808 and 
1M0505), and from The Grant Agency of Czech Rep. (GACR 305/09/H008 and 303/09/0477). 
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SEZNAM ZKRATEK  

 

 AcN  acetonitril 

ADCC  cytotoxická reakce zalo�ená na protilátkách  

(Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity)  

AML   akutní myeloblastická leukémie (Acute Myeloid Leukemia) 

APC  antigen prezentující bu� ka (Antigen Presenting Cell) 

AUC  analytická ultracentrifuga (Analytical UltraCentrifuge) 

bp  pár bazí – jednotka délky �et� zce DNA (base pair) 

BSA  hov� zí sérový albumin (Bovine Serum Albumine) 

CBB R-250 barvivo na obarvení gel�  z SDS elektroforézy (Coomasie Brilian Blue R-250) 

CCL  chemokinový ligand C-C typu (C-C Chemokine L igand)  

CCR7  chemokinový receptor 7 pro chemokiny typu C-C tzv. 	  chemokiny  

(C-C Chemokine Receptor type 7) 

CD  ozna� ení povrchových molekul leukocyt�  (Cluster of Differentiation) 

Clec2i  sest�ihová forma a jiný název pro Clrg  

(C-type lectin domain family 2, member i)  

CLP  lymfoidní prekurzor lymfocyt�  (Common Lymphoid Progenitor) 

Clr molekuly odvozené od C-lektin� , ligandy pro receptory z NKR-P1 rodiny 

(C-type lectin related) 

CTL   cytotoxický T lymfocyt (Cytotoxic T Lymphocyte) 

CTLD   doména odvozená od C-lektinové domény (C-Type Lectin-like Domain) 

DAG  1,2-diacylglycerol (DiAcylGlycerol) 

DAP-10/12 10 kD nebo 12 kDa protein aktivující DNAX, adaptorový protein  

 (DNAX-Activating Protein of 10 kDa) 

DC  dendritická bu� ka (Dendritic Cell) 

Dcl1  sest�ihová forma a jiný název pro Clrg  

(DEC205 associated c-type lectin-1) 

dNTP  sm� s deoxyribonukleotidtrifosfát�  (deoxyriboNucleotide TriPhosphate) 

DTT  dithiothreitol 

EDTA  ethylendiamintetraoctová kyselina (EthyleneDiamineTetraacetic Acid) 

ELP � asný lymfoidní prekurzor (Early Lymphoid Progenitor) 

ESI ionizace pomocí elektrospreje (ElectroSpray Ionization) 

FasL ligand stimulující apoptosu (apoptosis stimulating Fragment L igand) 
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Fc  � ást molekuly protilátky (Fragment, crystallizable) 

Fc� RI �  vysokoafinitní Fc receptor vá�ící IgE (Fc �  Receptor type I  �  chain) 

Fc� RIII nízkoafinitní Fc receptor vá�ící IgE (Fc �  Receptor type III ) 

FT-ICR iontov�  cyklotronová rezonance s Fourierovou transformací 

(Fourier Transform-Ion Cyclotron Resonance) 

GADS  adaptorový protein (Grb2-related Adaptor Downstream of Shc) 

GM-CSF cytokin, který funguje jako r� stový hormon pro bílé krvinky 

(Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor)  

Grb2  adaptorový protein (Growth factor receptor-bound protein 2) 

GVHD reakce št� pu proti hostiteli (Graft-Versus-Host Disease) 

HLA-A/B/C izotypy lidských klasických MHC glykoprotein�  I. t�ídy  

(Human Leukocyte Antigen) 

HLA-E/F/G izotyp neklasických MHC glykoprotein�  I. t�ídy  

(Human Leukocyte Antigen) 

HSC  hematopoetická kmenová bu� ka (Hematopoietic Stem Cell) 

H-2K/D/L  izotypy myších molekul analogických MHC I  

H60  myší ligand pro NKG2D receptor (Histocompatibility antigen 60) 

IFN- � /� /�  r� zné typy interferon�   

Ig  imunoglobulin (Immunoglobuline) 

IL  interleukin 

IPTG  isopropyl-	 -D-1-thiogalaktopyranosid 

IP3  inositol-1,4,5-trifosfát  

ITAM  tyrosinový aktiva� ní motiv imunoreceptor�   

(Immunoreceptor Tyrosin-based Activation Motif) 

ITIM  tyrosinový inhibi� ní motiv imunoreceptor�  

(Immunoreceptor Tyrosin-based Inhibition Motif) 

ITK  tyrosinová kinasa (IL2-inducible T-cell Kinase) 

KIR  zabíje� ský receptor imunoglobulinového typu 

  (Killer cell Immunoglobulin-like Receptors) 

LAK  aktivované zabíje� ské bu� ky 

(Lymphokine-Activated Killer cell) 

LC  kapalinová chromatografie (L iquid Chromatography) 

LFA-1   leukocytární integrin 	 2 skupiny (Lymphocyte Function-associated Antigen 1) 

LGL  velký granulární lymfocyt (Large Granular Lymphocyte) 
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LLT-1   ligand pro hNKR-P1A (Lectin-L ike Transcript-1) 

Ly49  rodina myších receptor�  C-lektinového typu (Lymphocyte antigen 49)  

MAC-1 leukocytární integrin 	 2 skupiny (MAC rophage-1 antigen) 

MCMV myší cytomegalovirus (Mouse CytoMegaloVirus) 

MEK   serin/threoninová proteinová kinasa (Map-Erk Kinase) 

MHC  „ hlavní histokompatibilní komplex“ (Major Histocompatibility Complex) 

MICA/B proteiny strukturn�  podobné MHC gp. I t�ídy (MHC-class-I -like chain A/B) 

MIP-1�  chemokinový ligand C-C typu (Macrophage Inflammatory Protein-1� ) 

MS  hmotnostní spektrometrie (Mass Spectrometry) 

MULT1 myší ligand pro NKG2D receptor (Murine ULBP-like Transcript 1) 

NCR  receptory vyskytující se na NK bu� kách  

(Natural Cytotoxicity Receptor) 

NDSB  (Non-Detergent SulfoBetaine) 

NK  p�irozený zabíje�  (Natural Killer) 

NKC  NK genový komplex (NK gene Complex) 

NKG2A-F rodina NK receptor�  C-lektinového typu (Natural Killer Group 2) 

NKH-1  starší ozna� ení molekuly CD56 

NKp  NK bun�� ný receptor (Natural Killer protein) 

NKR-P1A-F rodina NK receptor�  C-lektinového typu (Natural Killer Receptor-Protein 1) 

NK-T   skupina T bun� k, která sdílí ur� ité znaky s NK bu� kami (Natural Killer T cell) 

NK1.1  receptor NK bun� k, dnes nazývaný NKR-P1C (Natural Killer antigen 1.1) 

Ocil  lektin inhibující formaci osteoklast�  (Osteoclast inhibitory lectin) 

OCILRP2 sest�ihová forma a jiný název pro Clrg 

(OsteoClast Inhibitory Lectin Related Protein 2)  

PAMP  molekulární struktury spojené s patogeny 

(Pathogen-Associated Molecular Pattern) 

PI3K  fosfatidylinositol-3-kinasa (PhosphoInositide 3-Kinase) 

PKC-�  isoforma proteinkinasy C (Protein Kinase C) 

PMSF fenylmethylsulfonyl fluorid - inhibitor serinových proteas  

(PhenylMethylSulphonyl Fluoride) 

PRR  receptory rozpoznávající struktury spojené s patogeny 

(Pattern Recognition Receptor) 

Qa1b  myší ligand pro inhibi� ní receptory NKG2A/C  

RAE-1�  - �  myší ligandy pro receptor NKG2D (Retinoic Acid Early inducible 1) 
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RANTES chemokinový ligand C-C typu 

(Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted) 

SDS  sodium dodecylsulfát (Sodium Dodecyl Sulfate) 

SDS-PAGE SDS elektroforéza v polyakrylamidovém gelu  

(Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis)  

SHIP  inositolová fosfatasa  

(SH2-domain-containing Inositol polyphosphate 5-Phosphatase) 

SHP-1/2 protein tyrosinové fosfatasy  

(SH2-domain-containing protein tyrosine Phosphatase 1/2) 

SH2 SH2 doména – motiv, který vá�e n� které sekvence obsahující fosfotyrosin  

(Src Homology 2) 

Src rodina tyrosinových kinas (Sarcoma)  

Syk  protein tyrosinová kinasa (Spleen tyrosine kinase) 

TCR  receptor T lymfocyt�  (T Cell Receptor) 

TCEP  tris(2-karboxyethyl)fosfin 

TEMED N, N, N', N'-tetramethylethylendiamin (TEtraMethylEthyleneDiamine) 

TES  N-Tris(hydroxymethyl)methyl-2-amino-ethansulfonová kyselina 

TFA  kyselina trifluoroctová (TriFluoroacetic Acid) 

TGF-�   transformující r� stový faktor (Transforming Growth Factor-� ) 

TLR   „receptory odvozené od genu Toll“, pat�ící do PRR (Toll-L ike Receptors) 

TNF-�   faktor nekrotizující nádory (Tumor Necrosis Factor-� ) 

TRAIL ligand, který spouští apoptosu (TNF-Related Apoptosis-Inducing L igand) 

Tris  tris(hydroxymethyl)aminomethan 

ULBP1-4 myší ligandy pro receptor NKG2D - proteiny vázající UL 16  

(UL16 Binding Proteins) 

UL16  glykoprotein lidského cytomegaloviru 

ZAP 70 protein tyrosinová kinasa (Zeta-chain-Associated Protein kinase 70) 

3BP2  adaptorový protein (c-Abl Src homology 3 domain-Binding Protein-2) 
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P� EDMLUVA  

 
NK bu� ky tvo�í významnou sou� ást imunitního systému. V organismu p� sobí hlavn�  proti 

transformovaným a virem naka�eným bu� kám. K tomuto ú� elu nesou na svém povrchu široký 

repertoár receptor� . N� které skupiny povrchových molekul jsou ji� dob�e popsané, stále však 

existuje velké mno�ství NK bun�� ných receptor�  o kterých mnoho nevíme.  

Takovým p�íkladem je i receptor-ligandový pár NKR-P1F a Clrg. A� koliv byly ob�  

molekuly objeveny ji� v roce 2001, je o nich známo jen málo. Neznáme strukturu t� chto 

molekul, ani detaily jejich interakce. Navíc se v literatu�e objevily velmi rozporuplné výsledky 

týkající se tohoto páru.  

Dvojici NKR-P1F a Clrg jsem se v� novala u� ve své bakalá�ské práci, která se týkala 

p�ípravy expresních vektor�  pro tyto proteiny a jejich velkoobjemové produkci. Z této práce 

má diplomová práce vychází a navazuje na ni.  
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1. TEORETICKÝ ÚVOD 
 

1.1 Imunitní systém – základní funkce a slo�ky  
 

Imunitní systém je velmi d� le�itým obranným mechanismem organismu a významn�  se 

podílí na udr�ení homeostázy. Prvotní úlohou imunitního systému je ú� inné rozpoznání pro 

organismus nebezpe� ných molekul a patogen� . Tento proces je zajišt� n bu� kami imunitního 

systému. Látky, na které imunitní systém reaguje se nazývají antigeny. Jako antigen m� �e 

p� sobit tém��  ka�dá chemická struktura, ale nej� ast� ji jsou to molekuly z vn� jšího prost�edí, 

které nejsou organismu vlastní. D� le�itou funkcí imunitního systému je ale také odpov�
  na 

nebezpe� í pocházející z organismu samotného, tak�e známe i antigeny, které nejsou 

cizorodého p� vodu.  

Následujícím krokem imunitní odpov� di je spušt� ní efektorových funkcí, kterými se sna�í 

potla� it vliv všech škodlivých látek a patogen�  a zabránit tím poškození organismu. Systém 

regulace imunitní odpov� di hraje velmi d� le�itou roli. Pokud jsou regula� ní mechanismy 

poškozeny, m� �e to vést k velmi záva�ným onemocn� ním, jako jsou nap�íklad alergie, nebo 

autoimunitní onemocn� ní [1] [2].  

Hlavní slo�kou imunitního systému je bun�� ná � ást tzv. imunocyty, které zajištují 

r� znorodé funkce,  jakými jsou interakce s antigenem, jeho prezentace, produkce protilátek, 

specifické zabíjení cizorodých bun� k atd.  

Nejv� tší podíl bun� k imunitního systému p�edstavují bílé krvinky (leukocyty). Všechny 

leukocyty pocházejí z kostní d�en� , konkrétn�  z pluripotentních kmenových bun� k, které jsou 

v ní obsa�eny. Z t� chto kmenových bun� k se diferencují všechny krevní bu� ky, které m� �eme 

rozd� lit do dvou základních linií – myeloidní a lymfoidní. Do myeloidní linie leukocyt�  �adíme 

monocyty (a z nich se diferencující makrofágy), dendritické bu� ky a všechny granulocyty – 

neutrofily, eosinofily a basofily. Myeloidní leukocyty p�edstavují slo�ky vrozené imunity. 

Z lymfoidního progenitoru se diferencují slo�ky adaptivní (nevrozené) imunity 

tj. B a T lymfocyty, ale také NK bu� ky.  

Z B lymfocyt�  vznikají plazmatické bu� ky, jejich� úlohou je produkce protilátek. 

T lymfocyty d� líme do skupin na základ�  n� kolika kritérií. Jedním z d� lení je dle typu 

T bun�� ného receptoru (TCR). V� tšina T lymfocyt�  nese na svém povrchu receptory TCR 

slo�ené z �  a 	  podjednotek. Tyto bu� ky dále d� líme podle p�ítomnosti koreceptor�  CD4 a 

CD8. Cytotoxické T lymfocyty, které jsou schopny zabíjet bu� ky (nap�. napadené viry) jsou 

CD8+ a pomocné T lymfocyty, tzv. helperové, jsou CD4+. Ty jsou charakteristické produkcí 
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cytokin�  a tím pádem regulací ostatních bun� k imunitního systému. Dalším subtypem jsou 

regula� ní T bu� ky, které potla� ují aktivitu jiných efektorových T lymfocyt� . Další zajímavou 

skupinu tvo�í NK-T lymfocyty, které krom�  TCR nesou i mnoho receptor�  jinak 

charakteristických pro NK bu� ky a jejich funkce je pravd� podobn�  regula� ní. Menšinová 

populace T bun� k je p�edstavována lymfocyty nesoucími TCR typu �
 . Tyto                         

tzv. �
 -T lymfocyty se liší od „normálních“ T bun� k nap�. tím, �e rozpoznávají jiný typ 

antigen�  a jejich imunologický význam není ješt�  pln�  prozkoumán. T�etí skupinou bun� k 

vznikajících z myeloidní linie jsou NK bu� ky, o kterých se dále zmíním podrobn� ji [2].  

 

1.2 NK bu� ky – základní charakteristiky  
 

V roce 1975 Kiessling et. al. popsal populaci leukocyt� , která byla schopna zabíjet n� které 

myší leukemické bu� ky a to bez p�edchozí stimulace a proliferace. Podle ur� ení konven� ními 

markery se nejednalo o B ani T lymfocyty, ale o nový druh lymfocyt� . Díky svému chování 

byly nazvány NK bu� kami, neboli p�irozenými zabíje� i, z anglického „Natural Killer“ [3]. 

Informace o NK bu� kách p�icházely pomalu, proto�e v té dob�  nebylo mo�né získat jejich 

� istou frakci, tak�e jejich studium a vymezení bylo obtí�né. Prvního konsenzu v definici      

NK bun� k bylo dosa�eno v roce 1988 na V. Mezinárodním Workshopu o NK bu� kách, kde 

byly uznány jako samostatný typ lymfocyt� . NK bu� ky byly definovány jako velké granulární 

lymfocyty, které neexprimují CD3 antigen T lymfocyt� , jsou charakteristické p�ítomností 

povrchových molekul CD16 (Leu 11) a NKH-1 (Leu 19, CD 56) u lidí a jsou schopny zabíjet i 

bu� ky se sní�enou (nebo v� bec �ádnou) expresí MHC glykoprotein�  I. � i II. t �ídy [4]. V dnešní 

dob�  jsou pova�ovány za bu� ky, které svými cytotoxickými mechanismy p�edstavují obranu 

zejména proti virové infekci a nádorovému bujení. Velmi d� le�itá je také jejich spolupráce 

s ostatními bu� kami imunitního systému a jejich regula� ní p� sobení hlavn�  pomocí produkce 

cytokin� . P� sobení NK bun� k se klasicky �adí mezi mechanismy p�irozené imunity, proto�e 

nemají antigenn�  specifické receptory, ale obvzlášt�  v poslední dob�  se ukazuje, �e stojí spíše 

na pomezí mezi mechanismy p�irozené a adaptivní imunity a spojují je dohromady. Bylo také 

pozm� n� no vnímání „p�irozené“ cytotoxicity, proto�e se ukazuje, �e k plné aktivaci NK bu� ky 

pot�ebují ur� itou stimulaci [1] [5].  

U NK bun� k zatím není znám �ádný zcela unikátní diferencia� ní znak. Nej� ast� ji se 

charakterizují fenotypem CD56+CD16+/-CD3- (u lidí), i kdy� molekuly CD56 a CD16 se 

vyskytují i na T lymfocytech, v menší mí�e i na B lymfocytech a na n� kterých myeloidních 

bu� kách [6]. Molekula CD56 je adhezivní molekula imunoglobulinové skupiny, 
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Obr. 1:Fotografie ze skenovacího 

elektronového mikroskopu na které lidská NK 

bu� ka zabíjí nádorovou bu� ku. P� ejato z [15]  

CD16 je nízkoafinitní Fc receptor – Fc� RIII [7] [8]. N� které zdroje uvád� jí jako vhodn� jší více 

specifické markery, aktiva� ní receptory NKp46, hNKp30 a hNKp44, co� jsou tzv. NCR 

(Natural Cytotoxicity Receptors) [9]. 

V� tšina NK bun� k má charakter velkých granulárních lymfocyt�  (LGLs), které se 

vyzna� ují vysokým pom� rem cytoplasmy v�� i jádru a p�ítomností azurofilních granulí [10]. 

Cytotoxické granule vznikají fúzí endozóm�  s vá� ky trans-Golgiho komplexu. V cytoplasm�  

NK bun� k se vyskytuje více druh�  t� chto granulí, které se liší svým vzhledem i obsahem. První 

typ má v� tšinou kulatý tvar, jejich obsah je homogenní a obsahují sekretorické proteiny. 

Druhým typem jsou více heterogenní multivesikulární t� líska, ve kterých nalézáme jak 

rozpustné tak membránov�  vázané proteiny [11] [12]. S výskytem cytotoxických granulí 

souvisí také fakt, �e nejvíce abundantní organelou v cytoplasm�  NK bun� k je velmi dob�e 

vyvinutý Golgiho aparát, lysosomy a ostaní nap�. endocytické vá� ky, ale také mnoho 

mitochondrií [6].  

 

1.3 NK bu� ky – výskyt, vývoj a klasifikace 
 

NK bu� ky jsou široce rozší�eny po celém organismu, jak v lymfoidních, tak v 

nelymfoidních tkáních a orgánech – p�edevším v plicích a játrech. Lymfoidním orgánem, který 

je jimi zdaleka nejhojn� ji osídlen, je slezina. Ve 

slezin�  se NK bu� ky nacházejí v � ervené d�eni, 

v bílé p�eva�ují T a B lymfocyty [13]. V� tšinou 

se uvádí, �e NK bu� ky tvo�í zhruba 15 % všech 

lymfocyt� , po� et NK bun� k v organismu však 

fluktuuje nap�. v závislosti na aktuálním 

zdravotním stavu, a také proto se tato � ísla 

v literatu�e velmi r� zní [14]. [15]Polo� as �ivota  

NK bu� ky se u myší i u � lov� ka pohybuje 

okolo dvou týdn� . Tento údaj se však m� ní 

v závislosti na stá�í organismu. U mladých 

organism�  po� et bun� k rychle roste, ale po � ase 

dosáhne jistého ustáleného stavu a bu� ky u� se 

tak rychle nevym�� ují [16] [17]. Tento ustálený po� et NK bun� k je udr�ován a p�ísn�  

regulován jak vnit�ními mechanismy (transkrip� ními faktory), tak vn� jšími faktory (cytokiny) 

[18]. 
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Vývoj NK bun� k je v posledních letech intenzivn�  zkoumán, ale ukazuje se, �e na otázku, 

jak se v organismu vyvine zralá NK bu� ka neexistuje jednoduchá odpov�
 . Za prvotní místo 

vývoje je pova�ována kostní d�e� , ale z�ejm�  to není výlu� né, proto�e nezralé NK bu� ky byly 

nalezeny i nap�. v játrech, nebo thymu. V kostní d�eni se nalézají hematopoetické kmenové 

bu� ky (HSC), ze kterých vznikají všechny krevní bu� ky. Prvním krokem je tedy sm� rování 

(tzv. commitment) t� chto kmenových bun� k k lymfoidním progenitor� m [18] [19]. Nej� ast� ji 

se uvádí, �e NK bu� ky vznikají ze stejného lymfoidního prekurzoru jako B a T lymfocyty, 

tzv. CLP [20]. Objevily se i práce, které ukazují vznik z jiného prekurzoru, tzv. � asného 

lymfoidního prekurzoru (ELP). Z tohoto prekurzoru m� �ou, narozdíl od CLP ješt�  vzniknout i 

n� které bu� ky myeloidní linie [21]. Dalším krokem je p�echod na bipotentní T/NK progenitor 

(T/NKP) a více omezující NK prekurzor (NKP). Pro NKP je charakteristická a velmi d� le�itá 

exprese CD122, co� je podjednotka receptoru pro IL-15, který zp� sobuje proliferaci a maturaci 

NKP na zralou NK bu� ku [22]. Tento p�echod je samoz�ejm�  slo�it � jší a rozlišujeme více 

stádií s rozli� nými fenotypy. NK bu� ka p�i n� m získává další aktiva� ní a inhibi� ní receptory, 

jako nap�. NK1.1 (NKR-P1C), Ly49 a NKG2D u myších NK bun� k [19] [23].   

U� v roce 1986 Lanier et al. objevil, �e lidské NK bu� ky nejsou zcela homogenní populací 

[8]. Lidské NK bu� ky m� �eme rozd� lit do dvou subpopulací. Zhruba 90 % bun� k má fenotyp 

CD56dim/CD16bright, menšina NK bun� k vykazuje fenotyp CD56bright/CD16dim/-. Tyto 

subpopulace nesou odlišný soubor povrchových molekul a liší se i ve svých p�eva�ujících 

funkcích. Bu� ky CD56dim populace obsahují více cytotoxických granulí, perforin�  a 

„zabíje� ských“ receptor�  (nap�. KIR), tak�e tato subpopulace má hlavn�  cytotoxický význam. 

Oproti tomu CD56bright subpopulace zajiš� uje imunoregula� ní funkce. Jejich hlavní úlohou je 

produkce cytokin� . Jejich cytotoxicita je normáln�  sní�ena, ale po aktivaci pomocí IL-2 � i    

IL-12 za� nou vykazovat cytotoxické ú� inky na stejné úrovni jako CD56dim [24] [25]. 

Subpopulace lidských NK bun� k se liší i svým repertoárem chemokinových receptor�  a 

adhezivních molekul. Bu� ky CD56bright nesou chemokinový receptor CCR7 a L-selectin, které 

je sm� rují do sekudárních lymfoidních tkání, kde mohou ovliv � ovat ostatní imunocyty pomocí 

produkce cytokin� . NK bu� ky subpopulace CD56dim v klidovém stavu nenesou CCR7, ale 

exprimují mnoho adhezivních molekul, jako LFA-1, a jsou tak sm� rovány do periferních 

nelymfoidních tkání. Pokud jsou zde však aktivovány, za� nou exprimovat homingový receptor 

CCR7 a m� �ou se tedy také dostat sekundárních lymfoidních tkání [26] [27]. Rozdíly mezi 

subpopulacemi jsou demonstrovány na obr.� .2 (str.18).  

Situace je odlišná u myších NK bun� k, proto�e neexprimují CD56 antigen. Ješt�  nebylo 

úpln�  potvrzeno, zda se u myší vyskytují odobné subpopulace, ale nap�. Hayakawa et al. 
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Obr. 2: Znázorn� ní subpopulací lidských NK bun� k. (a) imunoregula� ní subpopulace  

CD56bright/CD16dim/- (b) cytotoxická subpopulace CD56dim/CD16bright. P� ejato a upraveno dle [24] 

ukázal, �e existují populace CD27bright/Mac-1+ a CD27dim/Mac-1+, jejich� d� lení a vlastnosti 

p�ipomínají lidské subpopulace [28] [29].   

1.4 NK bu� ky – funkce a význam v imunitním systému 

 

Hlavními funkcemi NK bun� k v organismu je eliminovat abnormální bu� ky, které byly 

pozm� n� ny virovou infekcí, � i nádorovou transformací, nebo jinými stresovými faktory. 

P� sobení NK bun� k je d� le�ité v raných fázích imunitní odpov� di, kdy udr�ují virovou infekci, 

nebo jiné nebezpe� í pod kontrolou a jsou zodpov� dné za iniciaci adaptivní odpov� di. Velmi 

d� le�itou úlohou NK bun� k je také ovlivn� ní a regulace ostatních bun� k imunitního systému. 

Objevy dalších funkcí NK bun� k dále potvrzují, jak jsou pro organismus d� le�ité [5] [30].   

NK deficience mohou vést k t� �kým a rekurentním virovým infekcím [31]. Naopak narušení 

jejich regulace m� �e podpo�it vznik autoimunitních chorob, ale v�dy velmi zále�í na 

konkrétním p�ípadu a stavu imunitního systému, zda p�evá�í negativní � i pozitivní p� sobení 

NK bun� k [32].   

 

1.4.1 Antivirové p� sobení NK bun� k 

 

NK bu� ky jsou spolu s interferony v první linii obrany proti vir� m. Jejich úlohou je 

spušt� ní imunitní odpov� di do n� kolika hodin po infekci, p�ed nastartováním adaptivních 

mechanism� , které nastupují a� zhruba po týdnu. Antivirové p� sobení NK bun� k bylo 

prokázáno p�i studiu široké skupiny vir� , jako jsou nap�. herpes viry, ch�ipkové viry a 
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picornaviry [33]. P�i studiu myší s depletovanými � i deficientními NK bu� kami se prokázala 

vyšší náchylnost k infekci myším cytomegalovirem (MCMV) [34]. Toto potvrzuje i fakt, �e 

bu� ky napadené MCMV produkují velké mno�ství decoy („maskovacích“) ligand� , kterými se 

sna�í uniknout cytotoxickým NK bun�� ným mechanism� m [35]. U lidí se zdá, �e je situace 

slo�it � jší. Byly ukázány p�ípady, kdy deplece NK bun� k zp� sobila abnormální citlivost na 

herpes viry [36]. Jsou však známy i p�ípady 30-tileté absence NK bun� k, kdy pacient 

nevykazuje �ádnou zvýšenou náchylnost k virovým infekcím. Protich� dné výsledky ukazují na 

mo�nost redundance antivirového p� sobení NK bun� k, toto ale zatím nebylo jasn�  prokázáno 

[37].  

 

1.4.2 Antitumorová aktivita NK bun� k 

 

NK bu� ky jsou schopné cytotoxicky p� sobit proti transformovaným bu� kám. Tato 

schopnost byla prokázána � etnými studiemi in vitro na lidských a jiných sav� ích bu� kách, ale i 

in vivo na hlodav� ích modelech [6]. Nádorové bu� ky jsou citlivé na p� sobení NK bun� k pouze 

tehdy, pokud exprimují aktiva� ní, � i naopak postrádají n� který z inhibi� ních ligand� . U� v roce 

1986 Kärre et al. ukázal, �e NK bu� ky jsou schopné rozpoznat a zabíjet transplantované 

tumorové bu� ky z nádorové myší linie RMA-S, která je MHC I deficientní. Bu� ky té samé 

nádorové linie, která exprimuje MHC I odstran� ny nejsou [38]. I nádorové bu� ky exprimující 

MHC I správnou m� rou však mohou být cytotoxicky zabity, pokud exprimují dostatek ligand�  

pro aktiva� ní receptory NK bun� k, nap�. molekulu Rae-1, která je ligandem pro NKG2D [39]. 

Tumorové bu� ky se tomuto zabíjení sna�í zabránit r� znými mechanismy, nap�. odvr�ením 

aktiva� ních ligand� , které je popsáno na obr.� .3 (str.20).  

Protinádorové p� sobení NK bun� k se neomezuje na vlastní eliminaci nádor� , ale také 

indukuje adaptivní odpov�
 , hlavn�  vývoj tumorov� -specifických T lymfocyt�  [40] [41]. Role 

NK bun� k byla potvrzena i na modelech spontánních � i indukovaných tumor� . Myši 

s depletovanými NK bu� kami jsou náchyln� jší k incidenci sarkom�  indukovaných 

methylcholantrénem [42]. U lidí byla provedena 11-letá studie, která prokázala, �e sní�ená   

NK bun�� ná cytotoxická aktivita je spojena s vyšším rizikem nádorového bujení [40] [43].  

Objevily se také snahy vyu�ít antitumorového p� sobení NK bun� k pro lé� bu. Na myších 

modelech bylo ukázáno, �e blokace inhibi� ních receptor�  in vitro zvyšuje cytotoxicitu          

NK bun� k a p�i pou�ití in vivo na leukemických myších výrazn�  zvyšuje šanci na p�e�ití [44]. 

V posledních letech se také zlepšily postupy pro izolaci a získání NK bun� k pro klinické 

pou�ití u lidských pacient�  [45]. Pozitivní p� sobení NK bun� k bylo prokázáno p�i transplantaci 
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hematopoetických kmenových bun� k u pacient�  s akutní myeloblastickou leukémií. 

Aloreaktivní NK bu� ky nejen�e zabíjejí leukemické bu� ky, ale také brání odhojení 

transplantátu, GVHD (graft-versus-host disease) a relapsu AML [46].[47] 

 

 
1.4.3 Regula� ní funkce NK bun� k 

 

NK bu� ky ovliv� ují imunitní systém pomocí interakce s ostatními imunocyty a také 

produkcí velkého mno�ství cytokin�  a chemokin� . NK bu� ky jsou d� le�itým zdrojem IFN-� , 

který má antivirový a antibakteriální ú� inek, dále podporuje zán� tlivou TH1 odpov�
  a 

maturaci dendritických bun� k [48]. Dalším d� le�itým prozán� tlivým cytokinem je TNF-� .   

NK bu� ky ale m� �ou produkovat také protizán� tlivé cytokiny, jako IL-10 a TGF-	  a také 

r� stový faktor GM-CSF a dále jsou zdrojem mnoha chemokin� , jako jsou nap�. MIP-1�  

(CCL3), RANTES (CCL5) a IL-8 [49] [50]. 

 

Obr. 3: a) Transformovaná bu� ka exprimuje ligand MICA, který je rozpoznán aktiva� ním receptorem 

NKG2D na NK bu� ce � i CTL a v d� sledku této interakce je nádorová bu� ka zabita. b) Transformovaná 

bu� ka exprimuje rozpustnou formu aktiva� ního ligandu MICA, která blokuje receptor NKG2D. Tímto 

mechanismem m� �e transformovaná bu� ka uniknout imunitnímu dohledu. P� evzato a upraveno dle [47]  
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Asi nejd� le�it � jší je spolupráce s dendritickými bu� kami, se kterými se potkávají 

v sekundárních lymfoidních orgánech a místech zán� tu. NK bu� ky mohou na DC p� sobit 

dvojím zp� sobem. Za prvé mohou indukovat jejich maturaci (spolu s IFN-�  a TNF-� ) a 

sm�� ovat imunitní systém na TH1 odpov�
 . Na druhou stranu také mohou zabíjet nezralé DC 

s nízkou expresí MHC I a ovliv� ovat tak jejich homeostázu a z�ejm�  tím mohou bránit 

patologickým imunitním odpov� dím, i kdy� toto zatím nebylo dostate� n�  prokázáno [51] [52].  

NK bu� ky � ile interagují i s T lymfocyty. Interakce m� �e probíhat p�ímým bun�� ným 

kontaktem pomocí kostimula� ních molekul CD86 a OX40L indukujících T bun�� nou 

proliferaci. Podle n� kterých publikací jsou NK bu� ky té� schopny exprese MHC II, tak�e 

mohou p� sobit jako APC. NK bu� ky p� sobí také nep�ímo p�es dendritické bu� ky a produkci 

IFN-� . Produkce interferonu podporuje vznik CD4+ TH1 bun� k a tím stimuluje zán� t. Zabití 

abnormálních bun� k a následná prezentace antigenu na APC m� �e však stimulovat i TH2 

odpov�
  a cytotoxické CD8+ T lymfocyty [31] [51] [53]. NK bu� ky také mohou p� sobení 

T bun� k potla� ovat a to p�ímým cytotoxickým zabíjením aktivovaných T lymfocyt� . I v tomto 

p�ípad�  se p�edpokládá stejný význam jako u DC a objevují se i mo�né náznaky vyu�ití v lé� b�  

autoimunitních a lymfoproliferativních onemocn� ní [54]. Skrze ligand pro CD40 (CD40L) 

NK bu� ky interagují s B lymfocyty, které takto aktivují a indukují izotypový p�esmyk [55].  

 

1.4.4 Další funkce NK bun� k 

 

NK bu� ky mají význam v obran�  také proti bakteriím a parazit� m. Byla prokázána jejich 

aktivace pomocí makrofág�  a spolupráce s nimy. Makrofágy nap�. iniciují produkci IFN-� . 

Spole� n�  se podílejí na potla� ení r� zných bakteriálních onemocn� ní, jako jsou infekce 

bakteriemi Salmonella, Listeria monocytogenes a Staphylococcus aureus [56] [57] [58]. 

Stejnou úlohu mají NK bu� ky i p�i obran�  proti protozoálním parazit� m, jako jsou Leishmanie, 

Plasmodium falciparum, Toxoplasma gondii a Trypanosoma cruzi [59] [60] [61]. 

NK bu� ky se také uplat� ují p�i mnoha imunopatologických reakcích. U pacient�  

s chronickou hepatitidou typu B spouští apoptosu hepatocyt�  a je mo�ná jejich spojitost se 

zán� tlivými onemocn� ními jako je sarkoidóza a revmatoidní artritida [62] [63] [64].  
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1.5 Regulace NK bun� k 

 

Cytokinová a cytotoxická odpov�
  NK bun� k je ovliv� ována cytokinovým 

mikroprost�edím a interakcemi s ostatními imunocyty, zejména dendritickými bu� kami,          

T lymfocyty a makrofágy [31]. NK bun�� ná schopnost zabíjet „p�irozen� “ byla p�ehodnocena 

a bylo zjišt� no, �e NK bu� ky pro svojí plnou aktivaci pot�ebují ur� ité stimuly, neboli 

tzv. priming.  

Velmi d� le�itý je IL-15, který produkují dendritické bu� ky [65]. IL-15 není d� le�itý jenom 

pro aktivaci, ale i pro vývoj a p�e�ití maturovaných NK bun� k [66]. DC produkují i další 

aktiva� ní cytokin IL-12, který je nezbytný pro produkci IFN-� . Stejný efekt má i IL-18 [51]. 

Jako ú� inné aktivátory se ukázaly také IFN-�  a 	 . Tyto interferony mohou být produkovány 

všemi druhy DC, ale nejvíce jsou exprimovány plasmacytoidními dendritickými bu� kami, 

které byly aktivovány rozpoznáním vir�  prost�ednictvím svých PRR [67].  

Pomocné T lymfocyty jsou producenty IL-2, který indukuje proliferaci NK bun� k a spouští 

jejich cytotoxické funkce. Tento zp� sob aktivace se m� �e odehrát v lymfatických uzlinách, kde 

se oba typy bun� k potkávají [68]. Na myších modelech bylo ukázáno, �e cytotoxické 

T lymfocyty (CTL) mohou napomáhat NK bun�� nému antitumorovému p� sobení, zatím ale 

není znám p�esný mechanismus této pomoci [69]. Regula� ní T lymfocyty (Treg ) potla� ují 

cytotoxické p� sobení NK bun� k pomocí membránové exprese TGF-	 , navíc sni�ují i 

koncentraci IL-2 ve svém okolí a produkují další protizán� tlivé faktory [70].  

 

1.6 Mechanismy NK bun�� ného rozpoznání    

 

NK bu� ky nenesou na svém povrchu antigenn�  specifické receptory jako T a B lymfocyty, 

a proto bylo dlouho nejasné, jak rozlišují mezi vlastními zdravými bu� kami a t� mi, které mají 

odstranit.  

Jako první se objevila hypotéza „missing-self recognition“. Tato hypotéza navrhovala, �e 

NK bu� ky jsou schopny rozpoznat a zlikvidovat bu� ky, které exprimují málo, nebo v� bec 

�ádné vlastní MHC I [71]. Sní�ená exprese MHC I je charakteristická pro n� které nádorové a 

virem-infikované bu� ky. Ty se tímto mechanismem sna�í uniknout imunitnímu dohledu 

T lymfocyt� , které rozpoznávají peptidové fragmenty prezentované na MHC I [1] [38]. 

Molekuly MHC I � asto slou�í jako ligandy pro inhibi� ní receptory NK bun� k, tak�e jejich 

absence sni�uje mno�ství inhibi� ních signál� . Tato teorie byla pozd� ji upravena a rozší�ena, 
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Obr. 4: Pom� r signál�  od aktiva� ních a inhibi� ních receptor�  rozhoduje o NK bun�� né odpov� di. 

Cílová bu� ka je zabita pokud exprimuje aktiva� ní ligandy a neexprimuje „self“ ligandy    

(missing-self), nebo pokud exprimuje dostatek aktiva� ních signál�  (induced-self).  

P� evzato a upraveno dle [74]. 

kdy� bylo prokázáno, �e samotná absence není pro aktivaci NK bun� k dostate� ná, cílová bu� ka 

musí na svém povrchu nést ur� ité aktiva� ní ligandy. Pokud bu� ka nenese MHC I, ale ani 

�ádnou aktiva� ní molekulu, není posti�ena cytotoxickým p� sobením NK bun� k [72].  
Další hypotézou NK bun�� ného rozpoznání je tzv. „induced-self recognition“. Ta �íká, �e 

bu� ka pod vlivem stresu, jeho� d� sledkem m� �e být nap�. nádorové bujení, za� ne více 

exprimovat ur� ité sob�  vlastní molekuly, které se normáln�  na jejím povrchu tém��  

nevyskytují. Tyto stresem-indukované molekuly mohou být ligandy pro aktiva� ní receptory 

NK bun� k [40]. Velmi známým p�íkladem je receptor NKG2D, který rozpoznává molekuly, 

které jsou p�íbuzné MHC I (nap�. MICA, MICB). Zvýšená exprese t� chto ligand�  byla 

ukázána u mnoha tumor�  epiteliálního p� vodu [73]. Porovnání obou výše zmín� ných strategií 

je ukázáno na obr.� .4.  [74] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

„Infectious non-self“ je další mo�ná hypotéza NK bun�� ného rozpoznání. Tento 

mechanismus je zalo�en na rozpoznání tzv. PAMP�  – evolu� n�  konzervovaných struktur 

spojených s patogeny. Tyto struktury jsou rozpoznány pomocí specifických receptor�  (PRR) 

[75]. Jedním z p�íklad�  je myší aktiva� ní receptor Ly49H, který rozpoznává protein myšího 

cytomegaloviru m157 a spouští tak NK bun�� né cytotoxické funkce [76]. Velmi d� le�itými 
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PRR jsou Toll-like receptory, z nich� NK bu� ky exprimují TLR-3 a TLR-9. Tímto zp� sobem 

jsou schopny rozpoznat dsRNA (TLR-3) a nemethylovanou CpG DNA (TLR-9). Tyto signály 

v p�ítomnosti IL-12 � i IL-8 aktivují NK bu� ky [77].  

NK bu� ky jsou také schopné rozpoznat cílovou bu� ku opsonizovanou protilátkami t�ídy 

IgG skrze Fc� RIII (CD16). Tento receptor interaguje s Fc � ástí protilátek a spouší cytotoxickou 

reakci závislou na protilátkách (ADCC) a produkci cytokin�  [78]. 

Rozpoznání cílové bu� ky není u NK bun� k jednoduchá zále�itost a mohou se p�i n� m 

uplatnit všechny zmín� né mechanismy. P�i interakci s cílovou bu� kou se vytvá�í                   

tzv. imunologická synapse. Té se ú� astní mnoho aktiva� ních i inhibi� ních receptor� . NK bu� ka 

se nerozhoduje, zda cílovou bu� ku zabije pouze na základ�  jednoho signálu, ale musí p�ijmout 

a zpracovat mnoha� etné signály. Zále�í tedy na pom� ru a síle signál�  z aktiva� ních a 

inhibi� ních receptor� , p� i� em� aktiva� ní signály musí dosáhnout ur� ité úrovn� , aby p�ekonaly 

silné signály inhibi� ních receptor�  [79] [80]. 

 

1.7 Signalizace NK bun�� nými receptory 

 

NK bun�� ná signalizace aktiva� ních i inhibi� ních receptor�  je ve v� tšin�  p�ípad�  

zprost�edkována konzervovanými signaliza� ními sekvencemi, které se nachází 

v cytoplasmatických doménách receptor� , nebo na adaptorových proteinech [72].  

Inhibi� ní receptory NK bun� k nesou ve své cytoplasmatické domén�  alespo�  jeden motiv 

ITIM, který je definován sekvencí I/V/L/S-x-Y-x-x-L/V, kde x zna� í jakoukoliv 

aminokyselinu. Klí� ovou roli v tomto motivu hraje tyrosin, který je po navázání ligandu na 

receptor fosforylován pravd� podobn�  kinasou z rodiny Src. To zp� sobí asociaci s n� kterou 

z fosfatas obsahujících SH2 doménu – bu
  s lipidovou fosfatasou SHIP-1, která katalyzuje 

št� pení fosfatidylinositolu-3,4,5-trisfosfátu na fosfatidylinositol-3,4-bisfosfát, nebo s      

tyrosin-specifickými fosfatasami SHP-1, � i SHP-2 [81] [82]. Ty potla� ují aktivaci a proliferaci 

NK bun� k tak, �e defosforylují proteinové substráty tyrosinových kinas, které jsou spojené 

s aktiva� ními receptory. Tyto inhibi� ní signály mají transientní povahu a po vyvázání 

inhibi� ního ligandu dále nebrání tomu, aby stejná NK bu� ka byla pozd� ji aktivována [83]. 

Krom�  ITIMu se u inhibi� ních receptor�  mohou objevit i jiné motivy, které regulují 

aktivitu NK bun� k. Nap�. inhibi� ní receptor KIR3DL má n� kolik serin� , které jsou 

konstitutivn�  fosforylované.  
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Fosforylace na Ser394 proteinkinasou C mírn�  tlumí NK bun�� nou aktivitu. Bylo ukázáno, �e 

výskyt serinových zbytk�  je v rodin�  KIR konzervovaný, co� nazna� uje mo�nou obecnou roli 

serinové fosforylace u t� chto inhibi� ních receptor�  [84].  

V� tšina aktiva� ních receptor�  sdílí stejnou signaliza� ní cestu p�es adaptorové proteiny, 

nesoucí signaliza� ní motiv ITAM, který má aminokyselinovou sekvenci D/E-x-x-Y-x-x-L/I-x 6-

8-Y-x-x-L/I [85]. NK bu� ky konstitutivn�  exprimují t� i adaptorové proteiny nesoucí tento 

motiv a to Fc� RI� , CD3�  a DAP12 [86] [87] [88]. Všechny adaptorové proteiny nesoucí ITAM 

mají v transmembránové domén�  aspartát, pomocí kterého interagují s kladn�  nabitou 

aminokyselinou (lysin, � i arginin) v transmembránové � ásti aktiva� ního receptoru [89]. Po 

navázání ligandu na receptor je tyrosin v ITAMu fosforylován kinasou z rodiny Src, kterých 

NK bu� ky exprimují velké mno�ství. Na fosfotyrosin se poté vá�í tyrosinové kinasy Syk a 

ZAP-70, které spouští další signaliza� ní kaskády. Do t� ch se zapojuje mnoho r� zných kinas 

(nap�. PKC-� , ITK, MEK), adaptorových protein�  (GADS, 3BP2), signaliza� ních molekul 

(IP3, DAG) a transkrip� ních faktor�  a zále�í v�dy na konkrétní situaci, jaké molekuly se budou 

ú� astnit. Signalizace p�es ITAM spouští reorganizaci cytoskeletonu, která je nutná pro 

NK bun�� nou polarizaci a vypušt� ní cytolytických granulí [83].   

Dalším aktiva� ním motivem je sekvence Y-x-x-M. Tuto signaliza� ní sekvenci nese 

adaptorový protein DAP10, který se vá�e p�es aspartátový zbytek na aktiva� ní receptor 

NKG2D (myší NKG2D m� �e vázat i DAP12). Signalizace p�es tento motiv je odlišná od 

ITAM signaliza� ních kaskád, nap�. nepot�ebuje tyrosinové kinasy rodiny Syk. Fosfotyrosin 

v této signaliza� ní sekvenci m� �e vázat PI3 kinasu, nebo adaptorový protein Grb2. Signály 

p�es NKG2D spouští cytotoxické zabíjení, pokud jich však není mnoho, nejsou dostate� né pro 

produkci cytokin�  [90] [91].  

  

1.8 Cytotoxické mechanismy NK bun� k 

 

NK bu� ky zabíjejí cílové bu� ky tak, �e u nich indukují apoptosu za vyu�ití dvou 

mechanism�  – cytotoxických granulí a specifických receptor�  tzv. death receptor� . Tyto 

mechanismy jsou známé ze studií o cytotoxických T lymfocytech a NK bun�� né zabíjení je 

v mnoha ohledech velmi obdobné. Nacházíme však i d� le�ité rozdíly. Lytické granule jsou u 

NK bun� k stále p�ipravené, kde�to u CTL jsou produkovány a� po aktivaci. Díky tomu musí 

být u NK bun� k lépe vyvinutá regulace cytolytických proces� , jako jsou nap�. kontrolní 

mechanismy cytoskeletální polarizace, které se u CTL nevyskytují [92] [93] [94].  
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Obr. 5: NK bu� ka(vlevo) vypouští cytotoxické 

granule na povrch cílové bu� ky. P�evzato z [99] 

1.8.1 Indukce apoptosy – exocytosa cytotoxických granulí 

 
Velkou výhodou zabíjení abnormálních bun� k pomocí cytotoxických granulí je rychlost 

tohoto mechanismu, kdy jsou NK bu� ky schopné zabít cílovou bu� ku do 20 minut [94]. Hlavní 

sou� ástí cytotoxických granulí je perforin a granzymy. Perforin je protein podobný 

komplementovému proteinu C9, který je schopný vytvá�et v membrán�  póry (v p�ítomnosti 

Ca2+) [95]. Granzymy pat�í do rodiny serinových proteas, které spouští v cílových bu� kách 

apoptosu. Nejd� le�it � jší z nich je granzym B, který je také v lytických granulích nejvíce 

zastoupen. Ten spouští apoptosu hlavn�  p�ímou aktivací kaspas pomocí jejich proteolytického 

št� pení. Granzym A indukuje apoptosu nezávisle na kaspasach více postupy jako je 

nap�. vytvá�ení zlom�  v DNA a také zabra� uje p� sobení DNA opravných mechanism�  

[94] [96]. Další molekulou vyskytující se v granulích je granulysin. Ten je také je schopen 

indukovat apoptosu a p� sobí antimikrobiáln�  [97].  

NK bu� ky pot�ebují ú� inn�  zabít cílovou 

bu� ku a zárove�  neohrozit okolní bu� ky. Aby 

mohly správn�  cílit své cytotoxické p� sobení 

pot�ebují úzký kontakt s cílovou bu� kou (výše 

zmín� ná imunologická synapse). Rozlišuje se 

n� kolik druh�  imunologických synapsí a té která 

nastává p�ed aktivací cytotoxických mechanism�  

se �íká lytická [79] [98].  

Prvotní p�edstavy o mechanismu zabíjení 

pomocí cytotoxických granulí byly takové, �e lytické granule splynou s cytoplasmatickou 

membránou NK bu� ky a jejich obsah se uvolní v míst�  kontaktu. Perforin poté vytvo�í póry 

v membrán�  cílové bu� ky, p�es které se dostanou dovnit� granzymy, které následn�  spustí 

mechanismy apoptosy [92]. Tento model byl všeobecn�  p�ijat, p�esto�e pro n� j bylo jen velmi 

málo experimentálních podklad� . Pozd� ji bylo ukázáno, �e granzym je schopný se dostat do 

cytosolu i bez p�isp� ní perforinu,[99] ale není schopný spustit apoptosu [100].  

Nové studie p�ináší upravený mechanismus p� sobení. Navrhují, �e granzymy a ostatní 

ú� inné látky se dostávají do cílové bu� ky pomocí endocytosy a perforin umo�ní uvoln� ní 

granzym�  z endozóm�  do cytosolu [101]. Objevily se také teorie týkající se endocytosy 

lytických vá� k� . Jednou z nich je vyu�ití manosa-6-fosfátového receptoru.  
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Další skupina p�edpokládá, �e celý proces nezávisí na specifických interakcích s receptory, 

ale na elektrostatických interakcích s mo�ným vyu�itím proteoglykan�  na povrchu cílové 

bu� ky [102] [103].  

NK bu� ky jsou rezistentní v�� i vlastnímu lytickému p� sobení díky katepsinu B, který št� pí 

perforin a inhibitoru granzymu B – serpinu PI-9 [104] [105].  

 

1.8.2 Indukce apoptosy – death receptory 

 

NK bu� ky exprimují n� kolik membránov�  vázaných molekul z rodiny TNF. Jedním z 

t� chto cytotoxických ligand� , který je schopný spustit apoptosu v cílové bu� ce je TRAIL 

(Apo2 ligand). Exprese ligandu TRAIL vzr� stá po aktivaci NK bu� ky a je podporována IFN� . 

Tento ligand se m� �e vázat na receptory TRAIL-R1 a TRAIL-R2, které nesou ve své 

cytoplasmatické � ásti death domény, odpov� dné za spušt� ní apoptotické signalizace 

[106] [107].  

Dalším významnou cytotoxickou molekulou exprimovanou NK bu� kami je Fas ligand 

(FasL), který také pat�í do rodiny TNF. Po návázání na Fas receptor (FasR, CD95) dochází 

k indukci apoptosy stejnými mechanismy jako v p�ípad�  ligandu TRAIL. Bylo ukázáno, �e 

NK bu� ky jsou schopné indukovat expresi FasR na tumorových bu� kách a vyu�ít tuto cestu 

k jejich likvidaci [108] [109].  

 

1.9 Receptory NK bun� k 

 

Termín „NK receptor“ v� tšinou znamená, �e tato molekula byla poprvé objevena na 

NK bu� kách, ne však �e je její výskyt omezen pouze na n� . Povrchové molekuly NK bun� k se 

nachází i na jiných typech imunocyt� , nej� ast� ji na aktivovaných CD8+ T lymfocytech. 

Receptory NK bun� k �adíme do dvou strukturn�  odlišných superrodin – imunoglobulinového 

typu (immunoglobulin-like) a C-lektinového typu (C-type lectin-like) [72]. Sekvence receptor�  

C-lektinového typu jsou zákódovány v tzv. NK genovém komplexu (NKC) [47]. Tento 

komplex se nachází na lidském chromozómu 12p13 a na šestém myším chromozómu. 

Sekvence imunoglobulinových receptor�  jsou zakódovány v jiném genovém komplexu a to v 

leukocytárním-receptorovém komplexu na lokusu 19q13.4 (nap�. KIRy). Geny, které 

nacházíme v t� chto komplexech jsou evolu� n�  velmi konzervované [110] [111] [112]. 
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1.9.1 KIR receptory 

 

Receptory rodiny KIR pat�í do rodiny imunoglobulinových receptor� . Vyskytují se hlavn�  

u lidí a vyšších primát� , byly ale objeveny i u n� kterých dalších savc�  (nap�. u krávy). U myší 

byl objeven jediný gen na chromozomu X, který je podobný lidskému genu kódujícímu 

KIR3DL [113] [114]. V lidském genomu se nachází 15 KIR gen�  a dva pseudogeny. Tyto geny 

jsou sou� ástí LRC. Po� et KIR gen�  se liší u ka�dého jedince a v populaci ji� bylo nalezeno 

mnoho haplotyp�  [115]. Krom�  NK bun� k je nalézáme i na mnoha typech T lymfocyt�  [116].  

Strukturn�  jsou to transmembránové glykoproteiny I. t�ídy, které obsahují dv�  (KIR2D) 

nebo t� i (KIR3D) extracelulární imunoglobulinové domény. Tyto domény jsou od 

transmembránové � ásti odd� lené krátkým kr� kem. KIR receptory se liší v délce 

cytoplasmatické domény. Jedna skupina má dlouhou cytoplasmatickou doménu s jednou � i 

dv� ma ITIM sekvencemi. Druhá nese krátkou doménu bez ITIM motivu. Tyto strukturní 

rozdíly mají souvislost s funkcí jednotlivých skupin. Receptory nesoucí ITIM motivy mají 

inhibi� ní funkci. U receptor�  s krátkou cytoplasmatickou doménou nacházíme 

v transmembránové � ásti kladn�  nabitou aminokyselinu, nej� ast� ji lysin. P�es n� j receptor 

Obr. 6: NK bu� ky nesou na 

svém povrchu mnoho 

molekul. Na obrázku je 

znázorn� na jejich velká � ást. 

Pokud není uvedeno jinak 

(h-lidské, m-myší), tak se 

receptor vyskytuje u obou 

druh� . P�evzato a upraveno 

dle [5]   
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interaguje s adaptorovým proteinem nesoucím motiv ITAM, tyto receptory mají tedy aktiva� ní 

funkci. KIRy nej� ast� ji vyu�ívají DAP12 [117] [118]. Ligandy inhibi� ních KIR jsou klasické 

MHC molekuly – HLA-A, HLA-B a HLA-C. Vazebné specifity všech podrodin nejsou zcela 

prozkoumány, m� �eme však odvodit n� kolik obecn� jších pravidel. Receptory KIR2D 

podrodiny rozpoznávají alelické formy   HLA-C. KIR3D receptory interagují s HLA-B a 

n� kterými HLA-C molekulami. Bylo ukázáno, �e 

KIRy mohou vázat pouze intaktní MHC 

glykoproteiny, nesoucí navázaný peptid 

[119] [120]. KIRy vykazují p�i vazb�  peptidu ur� ité 

preference a residua 7 a 8 se ukázala jako nejvíce 

d� le�itá [121]. P�esto však KIRy nedoká�í odlišit 

peptidy organismu vlastní od cizích, tak�e 

biologická relevance tohoto mechanismu není 

z�ejmá. Ligandy aktiva� ních KIR�  jsou mnohem 

mén�  prozkoumány. Z�ejm�  nevá�í klasické MHC 

molekuly, nebo jenom velmi slab� . To m� �e být 

výsledkem evolu� ního tlaku pro sní�ení rizika 

autoimunitních reakcí. K t� m ale mohou tyto 

receptory stejn�  p�ispívat, pokud chybí exprese 

inhibi� ních KIR�  [72]. Jejich zapojení do 

obranných imunitních reakcí bylo prokázáno nap�. 

u HIV-pozitivních pacient�  [122]. Pozitivním 

zapojením KIR receptor�  je jejich podíl na reakci 

graft-versus-leukémie, které je mo�né vyu�ít 

v terapii AML [123]. 

 

1.9.2 Ly49 receptory 

 

U hlodavc�  se nevyskytují KIR receptory. Jejich roli však u myší mají receptory podrodiny 

Ly49. A� koliv se strukturn�  tyto skupiny receptor�  velmi liší, jejich funkce jsou velmi 

podobné a p�edpokládá se, �e lidské KIRy jsou zajímavým p�íkladem evolu� ní konvergence.  

U � lov� ka a evolu� n�  nejbli�ších organism�  se nachází v NKC jeden pseudogen odpovídající 

Ly49 genu [124]. U ni�ších savc�  (jako nap�. kráva, pes, prase) u� však m� �eme nalézt jeden 

Ly49 gen i s funk� ní ITIM sekvencí [125].  

Obr. 7: Struktura komplexu lidského 

inhibi� ního receptoru KIR2DL s MHC I 

ligandem – HLA-Cw3.  

P� evzato a upraveno dle [120] 
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Obr. 8: Schématické znázorn� ní NK bun�� ných receptor�  pat� ících do superrodiny C-lektinového 

typu. Všechny tyto receptory mají strukturu transmembránových proteinú II t� ídy s N-koncem 

v cytoplasm� . V extracelulární � ásti mají tyto receptory doménu C-lektinového typu. V její sekvenci 

se nachází šest konzervovaných cystein� , které tvo� í t� i intramolekulární disulfidové m� stky. 

Párování cystein�  je také konzervováno – páruje se první cystein s druhým, t� etí se šestým a � tvrtý 

s pátým. P� evzato a upraveno dle [47] 

 Cyt – cytoplasmatická doména, TM – transmembránová doména, � ást vyzna� ená �lut�  odpovídá 

flexibilnímu kr� ku 

Ly49 receptory jsou transmembránové glykoproteiny II. t�ídy, které tvo�í disulfidicky 

vázané homodimery. Narozdíl od KIR�  pat�í do superrodiny C-lektinového typu a 

v extracelulární � ásti mají jednu C-lektinovou doménu (CTLD) [126]. Receptory pat�ící do této 

superrodiny mají konzervovanou strukturu, která je ukázána na obr.� .8. Receptory Ly49 

nacházíme krom�  NK bun� k na n� kterých subtypech T lymfocyt�  [127]. Geny kódující Ly49 

receptory jsou velmi polymorfní a po� et gen�  se liší mezi mezi jednotlivými druhy hlodavc�  i 

samotnými myšími kmeny. Nejlépe jsou tyto receptory charakterizovány pro myší kmen 

C57BL/6 (B6), v jeho� NKC bylo nalezeno celkem 14 Ly49 gen�  [128] [129]. V� tšina 

receptor�  z Ly49 podrodiny nese ITIM sekvenci a má inhibi� ní funkci. Vá�í, stejn�  jako KIR 

receptory, r� zné klasické MHC a pro vazbu vy�adují MHC s navázáným peptidem [126]. 

P�esto�e jsou Ly49 receptory odvozeny od C-lektin� , zdá se �e vazba ligand�  je nezávislá na 

p�ítomnosti sacharid�  i Ca2+ [130]. Funkce aktiva� ních Ly49 receptor�  spolupracujících s 

adaptorem DAP12 je pov� tšinou neznámá.  

 

 

U n� kterých (Ly49D, Ly49P) byla ukázána vazba H-2Dd molekul, ale výsledky nebyly 

p�íliš pr� kazné. Je mo�né, �e vazba H-2 molekul je výsledkem biologicky nevýznamné    

cross-reaktivity, a �e aktiva� ní receptory vá�í organismu nevlastní ligandy spojené s výskytem 

patogen� . Tuto hypotézu podporuje Ly49H receptor, který je zodpov� dný za rezistenci v�� i 

MCMV. Tento receptor s vysokou afinitou vá�e virový glykoprotein myšího cytomegaloviru – 

m157, který je exprimován na povrchu infikovaných bun� k [131].  
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1.9.3 CD94/NKG2 receptory 

 

Další skupinou pat�ící do superrodiny odvozené od C-lektin�  je podrodina CD94/NKG2. 

Tyto receptory tvo�í disulfidicky vázáné heterodimery a strukturn�  pat�í k transmembránovým 

protein� m II. typu. Nacházíme je na povrchu NK bun� k a n� kterých T lymfocyt�  u � lov� ka i 

hlodavc�  [132] [133] [134]. Molekula CD94 je u myší i u � lov� ka kódovana pouze jedním 

genem v NKC. Oproti tomu skupina NKG2 je tvo�ena � ty�mi geny v lidském NKC     

(NKG2A, -C, -E a -F) a t�emi v myším (NKG2A, -C, -E), p�i� em� ale z genu NKG2A vznikají 

dv�  sest�ihové varianty receptoru – NKG2A a NKG2B, stejn�  jako z genu NKG2E vznikají 

NKG2E a NKG2H [133] [135]. Oproti KIR a Ly49 rodinám mají geny kódující CD94 a NKG2 

omezený polymorfismus, co� z�ejm�  souvisí s omezen�  polymorfním repertoárem jejich 

ligand�  [136].  

NKG2A/B nesou v cytoplasmatické domén�  signaliza� ní motiv ITIM, tak�e heterodimery 

CD94/NKG2A/B mají inhibi� ní funkci. V transmembránové � ásti receptoru NKG2C se 

nachází lysin, p�es který asociuje s adaptorem DAP12. Heterodimer CD94/NKG2C je tedy 

aktiva� ním receptorovým párem. NKG2E a jeho splicingová varianta NKG2H jsou velmi 

podobné NKG2C a mají tedy také aktiva� ní funkci [137]. Lidský NKG2F má velmi zvláštní 

strukturu, kdy obsahuje kladn�  nabitou aminokyselinu v transmembránové domén� , ale také 

ITIMu podobnou sekvenci. Navíc tento receptor postrádá extracelulární CTLD doménu. Jeho 

fyziologický význam není znám a je dost mo�né, �e se jedná pouze o zbytkový genový produkt 

[138].  

CD94/NKG2A/C heterodimery vá�í neklasické MHC gp. I. t�ídy (u lidí HLA-E a u myší 

Qa1b), které jsou strukturn�  velmi podobné klasickým MHC I, ale jsou mén�  polymorfní a 

specializují se na vazbu ur� itých peptid�  [139] [140]. HLA-E a Qa1b vá�í hlavn�  signální     

(N-terminální) peptidy, které pocházejí z biosyntetických prekurzor�  HLA-A, B, C a G                  

(u myší H-2), tak�e receptory CD94/NKG2 kontrolují stav t� chto klasických i neklasických  

MHC gp. I. t�ídy.  
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1.9.4 NKG2D receptor 

 

Pojmenování NKG2D receptoru je 

zavád� jící, proto�e tato molekula má 

s ostatními NKG2 receptory jen velmi 

málo spole� ného. Stejné jsou pouze 

strukturní rysy – �adíme jej mezi 

transmembránové glykoproteiny II. 

t�ídy a obsahuje extracelulární CTLD 

doménu. NKG2D však nevá�e CD94 a 

na membrán�  tvo�í homodimery 

[90] [135]. Nacházíme ho na povrchu 

všech NK bun� k, na naprosté v� tšin�  

cytotoxických T lymfocyt� , ale také na 

makrofázích [73]. Sekvence NKG2D je 

kódována jedním genem NKC, který 

nevykazuje tém��  �ádný 

polymorfismus. U myší jsou 

exprimovány dv�  formy tohoto 

aktiva� ního receptoru, které vznikají 

alternativním sest�ihem. Delší forma 

NKG2D-L asociuje s adaptorovým 

proteinem DAP10.  

O 13 N-terminálních aminokyselin 

kratší forma NKG2D-S m� �e interagovat jak s DAP10, tak s DAP12. U lidí existuje pouze 

delší forma, která výhradn�  vyu�ívá adaptor DAP10 [141] [142]. [143]Asociace s r� znými 

adaptorovými proteiny aktivuje odlišné signaliza� ní dráhy, jak ji� bylo popsáno v kapitole 1.7. 

NKG2D vá�e rodinu ligand� , které jsou strukturn�  podobné MHC gp. I t�ídy. Ligandy pro 

lidský NKG2D jsou MICA, MICB a ULBP1/2/3/4. U myší RAE-1� /	 /� /
 /� , H60 a MULT1 

[144]. MICA a B mají své sekvence zakódované v MHC genovém komplexu, ostatní lidské a 

všechny myší ligandy nikoliv [145]. RAE-1 proteiny jsou myší analoga lidských ULBP. 

Všechny ligandy mají � 1 a � 2 domény, které p�ipomínají strukturu MHC I (MICA/B mají 

navíc i � 3 doménu), ale postrádají vazebný �lábek pro peptid a nevá�í 	 2 mikroglobulin. 

Porovnáním roz�ešených struktur n� kterých koplex�  NKG2D s ligandem bylo zjišt� no, 

Obr. 9: Struktura lidského komplexu aktiva� ního 

receptoru NKG2D s ligandem MICA. P� ejato z [143] 
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�e zp� sob vazby je u všech t� chto molekul velmi podobný, i kdy� se tyto ligandy � asto 

strukturn�  výrazn�  liší [143] [146].  

Ligandy NKG2D se v� tšinou nevyskytují na normálních bu� kách a jejich exprese je 

spušt� na vlivem bun�� ného stresu. Nap�. zvýšená exprese MICA/B byla ukázána na 

epiteliálních tkáních p�i zán� tlivých onemocn� ních st�ev, nebo na r� zných nádorech [42] [147]. 

D� le�itost tohoto receptoru byla potvrzena i tím, �e mnoho vir�  se sna�í expresi ligand�  pro 

NKG2D zabránit. Nádory zase � asto produkují jejich solubilní formy tzv. decoy ligandy, � ím� 

brání ú� innému rozpoznání p�es NKG2D receptor  NK bu� kám i T lymfocyt� m. Nádory jsou 

schopné pro odvr�ení (shedding) t� chto receptor�  vyu�ít r� zných proteas, nebo je produkují 

alternativním RNA sest�ihem. Jeliko� bylo prokázáno, �e odvr�ení NKG2D ligand�  urychluje 

r� st tumor� , tak se v posledních letech hledají inhibitory sheddingu jako mo�ná protinádorová 

lé� iva [144].   

 

1.9.5 NKR-P1 receptory 

 

NK bu� ky mohou pomocí n� kterých receptor�  rozpoznávat i ligandy, které nejsou MHC 

glykoproteiny I. t�ídy ani jim p�íbuzné molekuly. Do této skupiny pat�í receptory skupiny 

NKR-P1, které jsou známé ji� velmi dlouho, i kdy� ne v té podob� , jak je známe dnes. NK.1.1 

antigen byl dlouhou dobu vyu�íván k definici a izolaci NK bun� k [148]. Pro detekci NK bun� k 

se pou�ívala monoklonální protilátka anti-NK1.1 (PK136) [149]. Pozd� ji bylo ukázáno, �e 

NK.1.1 odpovídá produktu genu Nkrp1c (u myší C57BL/6 neboli B6) a byly objeveny další 

receptory z multigenní rodiny Nkrp1, které tato protilátka vá�e. U B6 myší bylo doposud 

objeveno šest gen�  pat� ících do této rodiny – Nkrp1a, c, d, e, f a g, ale Nkrp1e je patrn�  

pseudogen. V myším kmenu BALB/c (ale i u jiných kmen� ) se nevyskytuje Nkrp1d, ale na 

jeho míst�  nacházíme gen pro receptor, který byl p� vodn�  pova�ován za jinou alelickou formu 

tohoto genu – Nkrp1b. V sou� asné dob�  se však zdá, �e se jedná o dva r� zné receptory, které 

jsou exprimovány vzájemn�  výlu� n�  v r� zných kmenech myší [150]. Orthologní geny Nkrp1 

byly objeveny u krysy [151]. Narozdíl od hlodavc� , u � lov� ka byl nalezen pouze jeden 

nepolymorfní gen [152].    

Tato skupina receptor�  pat�í do superrodiny C-lektinového typu a má strukturu 

transmembránových glykoprotein�  II. typu. Receptory NKR-P1D/B obsahují v 

cytoplasmatické domén�  ITIM a mají tedy inhibi� ní funkci [153]. Receptor NKR-P1C 

obsahuje kladn�  nabitou aminokyselinu, p�es kterou asociuje s adaptorovým proteinem Fc� RI� , 

nesoucím ITAM. Zesít� ní tohoto receptoru pomocí anti-NK.1.1 protilátky spouští NK bun�� né 
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cytotoxické reakce a produkci IFN�  [154] [155]. U receptor�  NKR-P1A a NKR-P1F chybí 

ITIM sekvence a vyskytuje se kladn�  nabitá aminokyselina v transmembránové domén� , 

p�edpokládá se tedy �e i tyto receptory mají aktiva� ní funkci [156].  

Sekven� ní analýza odhalila, �e všechny isoformy NKR-P1 nesou cytoplasmatický 

CxCP/(R/H) motiv, který je zodpov� dný za asociaci s tyrosinovou kinasou p56lck. 

U inhibi� ního NKR-P1B a aktiva� ního NKR-P1C byla asociace s touto kinasou 

i experimentáln�  potvrzena. hNKR-P1A receptor tento signaliza� ní motiv, který se vyskytuje 

také u koreceptor�  T lymfocyt�  CD4 a CD8 postrádá [157] [158].  

Pro n� které receptory z NKR-P1 rodiny u� byly objeveny fyziologické ligandy. Unikátní 

je, �e rozpoznávají molekuly, které také mají strukturu odvozenou od C-lektin�  a jejich 

sekvence se nacházejí v NKC genovém komplexu mezi Nkrp1 geny (viz obr.� .10) [150].   

NKR-P1B/D receptory vá�í molekulu Clrb. Tento protein je inhibitorem r� stu osteoklast�  a je 

také známý pod názvem OCIL (osteoclast inhibitory lectin) [159].  

 

Obr. 10: (a) Fylogenetický strom, který ukazuje evolu� ní vztahy mezi rodinami Clr a NKR-P1. 

Strom byl vytvo� en na základ�  podobnosti aminokyselinových sekvencí.  

(b) Organizace gen�  rodin Clr a NKR-P1 v myším NK genovém komplexu. P� evzato a upraveno 

dle [160]. 

a 

b 
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Interakci NKR-P1D a Clrb poprvé popsal Yokoyama et al. a jeho výsledky ukazovaly 

protekci bun� k exprimujících Clrb proti  NK bun�� nému zabíjení [160]. Clrb je exprimován na 

velkém mno�ství bun� k v organismu, podobn�  jako MHC I, tak�e tyto receptory p�edstavují 

p�íklad rozpoznání „missing-self“. Tuto hypotézu podporuje i fakt, �e mnoho tumorových 

bun� k sni�uje � i úpln�  ztrácí expresi Clrb a to � iní tyto bu� ky citliv� jší k NK bun�� nému 

zabíjení [161]. Receptor NKR-P1F interaguje s podobnou molekulou a sice s Clrg [160]. 

Ligandy pro receptory NKR-P1A a NKR-P1C zatím nebyly objeveny. Ligandem pro lidský 

inhibi� ní receptor hNKR-P1A je LLT1 jeho� sekvence vykazuje zna� nou homologii se 

sekvencemi myších Clr molekul [162]. Funkce hNKR-P1A jsou prakticky neznámé, byla však 

ukázána interakce tohoto receptoru s kyselou sfingomyelinasou. Tento enzym se podílí na 

produkci molekuly N-acylsfingosinu, který p� sobí jako druhý posel v signaliza� ních kaskádách 

týkajících se nap�íklad indukce apoptosy [163]. Struktura molekul z rodin NKR-P1 a Clr je 

neznámá s jedinou výjimkou, kterou je struktura myšího receptoru NKR-P1A [164].  

 

1.9.6 Receptor-ligandový pár NKR-P1F-Clrg 

 

Sekvence genu Nkrp1f byla objevena v NKC jako další z rodiny Nkrp1 v roce 2001. Bylo 

prokázáno, �e produkt tohoto genu, protein NKR-P1F, je exprimován na zabíje� ských 

bu� kách, které byly aktivované IL-2, tzv. LAK bu� kách. Sekven� ní analýza NKR-P1F ukázala 

45 % homologii s ostatními receptory NKR-P1. Dále bylo zjišt� no, �e NKR-P1F neobsahuje 

ITIM sekvenci a v transmembránové domén�  nese kladn�  nabitý arginin. Analogie s NKR-P1C 

nazna� uje asociaci s Fc� RI� , který nese motiv ITAM, tím pádem aktiva� ní funkci tohoto 

receptoru [165]. Toto však doposud nebylo experimentáln�  prokázáno [156] [166].  

V roce 2003 byla popsána interakce NKR-P1F s molekulou Clrg [160]. Tento ligand pat�í 

do rodiny Clr (od C-type lectin related) a vykazuje strukturu transmembránového 

glykoproteinu II. t�ídy s CTLD doménou [167] [168]. V literatu�e m� �eme molekulu Clrg najít 

pod dalšími názvy jako Clec2i, Dcl1 a nej� ast� ji jako OCILRP2. Tyto názvy také � asto 

p�edstavují alternativn�  sest�i�ené formy tohoto ligandu a jejich fyziologické funkce by m� ly 

být toto�né s Clrg. Tian et al. v roce 2005 publikoval další detaily týkající se interakce      

NKR-P1F a Clrg. V této práci byla zjišt� na vysoká exprese receptoru NKR-P1F na 

dendritických bu� kách, která nebyla do té doby známá. Exprese Clrg se narozdíl od Clrb 

omezuje pouze na orgány imunitního systému, hlavn�  na slezinu a brzlík. Tento protein byl 

nalezen na mnoha druzích imunocyt� , ale úrove�  exprese se velmi lišila. Bylo zjišt� no, �e Clrg 

je nejvíce exprimován na zralých B lymfocytech, mén�  pak na dendritických bu� kách a 



 36 

T lymfocytech, kde míra exprese závisí na jejich aktivit � . Na neaktivních T lymfocytech se 

ligand Clrg nachází ve velmi malé mí�e, ale jeho exprese prudce vzr� stá po jejich antigenní 

stimulaci.  

Dále bylo prokázáno, �e interakce NKR-P1F s Clrg zvyšuje antigenn�  zprost�edkovanou 

proliferaci T bun� k a produkci IL-2, ale jejich interakce není pro proliferaci T bun� k nezbytn�  

nutná. Z toho vyplývá, �e tato interakce nejspíš poskytuje skrze APC kostimula� ní signál pro 

T lymfocyty [169]. Tato hypotéza byla podpo�ena další studií, která ukazovala, �e utlumení 

p� sobení Clrg vedlo ke sní�ené proliferaci T lymfocyt�  a produkci IL-2 p�i odpov� di na 

antigenní stimulaci. V této práci byly navr�eny dva mo�né mechanismy p� sobení interakce 

NKR-P1F a Clrg, které ovliv� ují funkci T lymfocyt�  a to usnadn� ní uspo�ádání signaliza� ních 

komplex� , � i ú� ast na formaci lipidových raft�  [170].  

Pou�ití nové protilátky C8 specifické pro NKR-P1F v roce 2009 potvrdilo výskyt       

NKR-P1F na všech NK bu� kách u myšího kmene B6. Exprese na aktivovaných T lymfocytech 

však nebyla prokázána. Snaha prokázat aktiva� ní p� sobení receptoru NKR-P1F pomocí        

C8 protilátky byla p�ekvapiv�  neúsp� šná. NK bu� ky po p� sobení této protilátky produkovaly 

zanedbatelné mno�ství IFN�  a nevykazovaly cytotoxické p� sobení. Také se nepoda�ilo 

prokázat aktiva� ní efekt interakce NKR-P1F s Clrg [156]. Tato práce dále objevila nový ligand 

pro NKR-P1F a to Clrx (OCILRP1), jeho� gen se nachází na stejném míst�  NKC jako genový 

fragment d�íve ozna� ovaný Clrd [167]. Sekvence extracelulárních domén Clrg a Clrx jsou z    

83 % identické [171]. Interakce NKR-P1F s novým ligandem také nezp� sobila aktivaci        

NK bun� k, ale p� sobení Clr-x sni�ovalo expresi NKR-P1F na bu� kách nádorové linie YB2  

[156].  

Dosavadní rozporuplné výsledky zatím p�íliš neobjasnily význam receptoru NKR-P1F a 

jeho ligand� . Získaná data mohou nazna� ovat, �e p� vodní objevy a hypotézy jsou mylné. 

Jejich p� vod m� �e ale také tkv� t v pou�itých chimerických konstruktech � i záviset na jiných 

experimentálních podmínkách.  
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2. CÍLE PRÁCE  
 
 

·  p�íprava mutovaného konstruktu pro protein Clrg a jeho rekombinantní 

exprese 

 

·  izolace a purifikace inkluzních t� lísek s mutovaným proteinem Clrg 

 

·  nalezení a optimalizace protokolu pro renaturaci Clrg a NKR-P1F 

z inkluzních t� lísek 

 

·  izolace a purifikace renaturovaných protein�  pomocí chromatografických 

metod 

 

·  ov�� ení identity protein�  a jejich charakterizace 

 

·  pokus o krystalizaci obou protein�  a jejich strukturní studie 

 

·  studium proteinové interakce 
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3. MATERIÁL  

 

3.1 P� ístroje a drobný laboratorní materiál  

 

·  Analytická ultracentrifuga ProteomeLab XL-I  Beckman Coulter, USA 

·  Analytické váhy AL54    Mettler Toledo, � R 

·  Automatické pipety      Gilson, USA 

·  Automatické pipety     Thermo-Fisher, USA 

·  Centrifuga Avanti J-26 XP     Beckman Coulter, USA 

·  Centrifuga J-6 M      Beckman Coulter, USA 

·  Centrifuga MPW-375     MPW Med. Instruments, Polsko 

·  Centrifuga Spectrafuge 16M    Edison, USA 

·  Centrifuga VSMC-13     Shelton Scientific, USA 

·  Centrifuga� ní koncentrátory Amicon Ultra  Millipore, USA 

·  � te� ka desti� ek Safire2                                             Tecan, Švýcarsko 

·  Dialyza� ní trubice Spektra/Por   Spektrum laboratories, USA 

·  DNA sekvenátor ABI Prism 3100   Applied Biosystems, USA 

·  Dokumenta� ní systém na focení gel�  G:Box HR Syngene, UK 

·  Gely NuPAGE 4 – 12% Bis-Tris   Invitrogen, USA 

·  Hmotnostní spektrometr ULTRAFLEX III   Bruker Daltonics, USA 

·  Hmotnostní spektrometr APEX-Qe Ultra   Bruker Daltonics, USA 

·  HPLC systém Agilent 1200    Agilent, USA 

·  HPLC systém BioSys 510    Beckman Coulter, USA 

·  HPLC systém SMART    Pharmacia Biotech AB, Švédsko 

·  Chladni� ka      Elektrolux, Švédsko 

·  Chladni� ka      Skandiluxe, Dánsko 

·  Iluminátor BTS-20.LS    UVItec , UK 

·  Kolona MAGIC C18-AQ     MichromBioresources, USA 

·  Kolona Superdex S75     GE Healthcare, UK 

·  Ledomet Ice Flaker     Brema Ice Makers, Itálie  

·  Magnetické mícha� ky MM 2A   Laboratorní p� istroje Praha, � R 

·  Membrány pro ultrafiltraci    Millipore, USA 
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·  Mikrokolonky MicroTrap    Michrom BioResources, USA 

·  Mikrost�íka� ky, r� zné objemy   Hamilton, Švýcarsko 

·  Mrazící box (-80 ºC) Ultra Low   Revco, USA 

·  Mrazící box (-20 ºC)     Zannusi, Itálie  

·  Napájecí zdroj MP-250V    Major Science, USA 

·  Napájecí zdroj ECPS 3000/150   Pharmacia, Švédsko 

·  pH metr � 200      Beckman Coulter, USA 

·  P�edvá�ky HF-1200G    AND, USA 

·  Souprava na ultrafiltraci    Sigma-Aldrich, USA 

·  Souprava pro elektroforézu    Sigma-Aldrich, USA 

·  Souprava pro elektroforézu    Bio-Rad, USA 

·  Souprava pro elektroforézu X-Cell Sure Lock         Invitrogen, USA 

·  Spektrofotometr DU-70    Beckman Coulter, USA 

·  Termoblok      Grant UK 

·  Termocyklér Mastercycler Personal   Eppendorf, N� mecko 

·  Termostat Thermomixer Comfort   Eppendorf, N� mecko 

·  Termostat BT 120M     Laboratorní p� ístroje Praha, � R 

·  T�epa� ka na Erlenmeyerovy ba� ky   Sanyo Gallenkamp Ltd., UK 

·  T�epa� ka na zkumavky BigGer Bill   Thermolyne, USA 

·  Ultracentrifuga Optima LE80 K   Beckman Coulter, USA 

·  Ultrafiltra� ní membrány    Millipore, USA 

·  Ultrazvuková láze�  Sonorex                                     Bandelin, N� mecko 

·  Ultrazvuková sonda Ultrasonic Homogenizer 4710 Cole-Parmer Instrum. Co., USA 

·  UV Lampa UVGL-58    UVP, USA 

·  Vakuová odparka Speedvac    Jouan, Francie 

·  Vakuová odparka Savant SPD 121P Speedvac        Thermo Fisher, USA 

·  Va�i�        Eta, � R 

·  Vodní láze�                                                                Memmert, N� mecko 

·  Vortexový mixér     VELP Scientifica, Itálie 

·  Zdroj deionizované vody MilliQ   Millipore, USA 
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3.2 Chemikálie  

 

·  Acetonitril (LC-MS grade) Merck, N� mecko 

·  Agar Oxoid, USA 

·  Agarosa Serva, N� mecko 

·  Akrylamid Sigma-Aldrich, USA 

·  ATP Stratagene, USA 

·  Azid sodný Sigma-Aldrich, USA 

·  (Benzyldimethylamonium)propansulfonát  Sigma-Aldrich, USA 

·  Bromfenolová mod� Sigma-Aldrich, USA 

·  BSA New England Biolabs, USA 

·  Coomassie Brilliant Blue R-250 Serva, N� mecko 

·  Cystamin dihydrochlorid Sigma-Aldrich, USA 

·  Cysteamin hydrochlorid Sigma-Aldrich, USA 

·  � inidlo pro stanovení dle Bradfordové  Bio-Rad, N� mecko 

·  DNA marker 100 bp New England Biolabs, USA 

·  DNA marker 1 kb New England Biolabs, USA 

·  dNTPs Promega, USA 

·  DTT Sigma-Aldrich, USA 

·  EDTA Sigma-Aldrich, USA 

·  Ethanol Lachema, � R 

·  Ethidium bromid Sigma-Aldrich, USA 

·  4-Ethylmorfolin Sigma-Aldrich, USA 

·  Glycerol Sigma-Aldrich, USA 

·  Glycin Sigma-Aldrich, USA 

·  Guanidin-HCl Jersey Lab Supply, USA 

·  HEPES Serva, N� mecko 

·  Chlorid ho�e� natý Lachema, � R 

·  Chlorid sodný Lachema, � R 

·  Chlorid vápenatý Lachema, � R 

·  � -kyano-4-hydrioxysko�icová kyselina (CCA) Sigma-Aldrich, USA 

·  IPTG Sigma-Aldrich, USA 

·  Isopropanol Lachema, � R 
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·  Jodacetamid Sigma-Aldrich, USA 

·  Kanamycin Sigma-Aldrich, USA 

·  Kvasni� ný extrakt Oxoid, USA 

·  Kyselina mraven� í (LC-MS grade) Sigma-Aldrich, USA 

·  Kyselina octová Lachema, � R 

·  L-Arginin Sigma-Aldrich, USA 

·  2-merkaptoethanol Sigma-Aldrich, USA 

·  Methanol Lachema, � R 

·  N,N’-methylen-bis-akrylamid Sigma-Aldrich, USA 

·  Peroxodisíran amonný Sigma-Aldrich, USA 

·  PIPES Sigma-Aldrich, USA 

·  Q-Sepharosa FF GE Healthcare, UK 

·  Sacharosa Lachema, � R 

·  SDS Jersey Lab Supply, USA 

·  SP-Sepharosa FF GE Healthcare, UK 

·  Standardy pro SDS-PAGE Serva, N� mecko 

·  TCEP Sigma-Aldrich, USA 

·  TEMED Serva, N� mecko 

·  TFA (LC-MS grade) Sigma-Aldrich, USA 

·  Tetracyklin Jersey Lab Supply, USA 

·  Tris Jersey Lab Supply, USA 

·  Triton X-100 Sigma-Aldrich, USA 

·  Trypton Oxoid, USA 

·  ultra� istá voda (LC-MS grade)  J.T.Baker, USA 

·  ostatní chemikálie Lachema, � R 

 

3.3 Kity 

 

·  Crystal screen  Hampton Research, USA 

·  Crystal screen 2 Hampton Research, USA 

·  QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Stratagene, USA 

·  JETQUICK Plasmid Miniprep Spin Kit Genomed, N� mecko 

·  JETSTAR 2.0 Plasmid Maxiprep Kit Genomed, N� mecko 



 42 

3.4 Vektory 

 

·  pET-30a (+)      Novagen, USA  

 

3.5 Primery   

 

·  muta� ní forward primer pro Clrg (MCLRGfw) 

5' – ATTCAAGGGGGATTTTGATTCCTGGATTGGCCTGCACAGAG –  3' (*537T9) 

·  muta� ní reverse primer pro Clrg (MCLRGrev) 

5' – CTCTGTGCAGGCCAATCCAGGAATCAAAATCCCCCTTGAAT –  3' (*537U0) 

 

Primery byly syntetizovány firmou Generi Biotech, � R. 

 

3.6 Enzymy 

 

·  DNAsa Sigma-Aldrich, USA 

·  Dpn I Stratagen, USA 

·  Hind III  New England Biolabs, USA 

·  Nde I New England Biolabs, USA 

·  PfuUltra High Fidelity Stratagene, USA 

·  RNAsa  Sigma-Aldrich, USA 

·  Trypsin Roche, Švýcarsko 

·  Xba I New England Biolabs, USA 

 

3.7 Inhibitory proteas 

 

·  Leupeptin Sigma-Aldrich, USA 

·  Pepstatin Sigma-Aldrich, USA 

·  PMSF Sigma-Aldrich, USA 

 

 

 



 43 

3.8 Kompetentní bu� ky 

 

·  kmen BL21-Gold (DE3)     Stratagene, USA 

genotyp: E. coli B F– ompT hsdS(rB– mB–) dcm+ Tetr gal � (DE3) endA Hte  

    

·  kmen NovaBlue     Novagen, USA 

genotyp: E. coli endA1 hsdR17 (rK12
– mK12

+) supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac 

F�[proA+B+ lacIqZDM15::Tn10] (TetR)  

 

3.9 Média 

 

····  LB agar: 1,25% agar v LB médiu 

····  LB médium: 1% trypton, 0,5% kvasni� ný extrakt, 1% NaCl, pH 7,4 

 

3.10 Roztoky a pufry 

 

·  10× pufr pro PfuUltra HF polymerasu od firmy Stratagene 

·  10× NEB 2 pufr - komer� n�  dostupný od firmy New England Biolabs 

·  Barvící roztok pro SDS elektroforézu:  45% methanol, 10% kys. octová,  

0,25% CBB R-250  

·  Elektrodový pufr:  10 mM Tris-HCl, 250 mM glycin, 0,1% SDS, pH 8,3 

·  Odbarvovací roztok pro SDS elektroforézu: 35% ethanol, 10% kys. octová 

·  Pufr A pro ionexovou chromatografii pro protein Clr g: 10 mM HEPES,  

9 mM NaCl, 1 mM NaN3, pH 7,5 

·  Pufr B pro ionexovou chromatografii pro protein Clrg: 10 mM HEPES,  

1 M NaCl, 1 mM NaN3, pH 7,5 

·  Pufr A pro ionexovou chromatografii pro protein NKR-P1F: 15 mM Tris,  

9 mM NaCl, 1 mM NaN3, pH 9 

·  Pufr B pro ionexovou chromatografii pro protein NKR-P1F: 15 mM Tris,  

1 M NaCl, 1 mM NaN3, pH 9 

·  Pufr pro gelovou chromatografii Clrg: 10 mM HEPES, 100 mM NaCl,  

1 mM NaN3, pH 7,5 
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·  Pufr pro gelovou chromatografii NKR-P1F:15 mM Tris, 100 mM NaCl,  

1 mM NaN3, pH 9 

·  Pufr A pro chromatografii na obrácené fázi: 2,5% acetonitril, 2,5% isopropanol, 

0,2% kyselina mraven� í ve vod�  

·  Pufr B pro chromatografii na obrácené fázi: 5% voda, 10% isopropanol, 

 0,2% kyselina mraven� í v acetonitrilu 

·  Roztok akrylamidu:  30% akrylamid, 1% N,N’-methylen-bis-akrylamid  

·  Roztok pro p� ípravu 1% agarosového gelu: 0,5 g agarosy, 50 ml TAE pufru,  

0,5 � g/ml ethidiumbromidu  

·  Roztok pro p� ípravu 15% d
 lícího polyakrylamidového gelu:  

2,3 ml destilované vody, 5 ml 30% roztoku akrylamidu, 2,5 ml 1,5 M Tris-HCl pufru 

o pH 8,8, 0,1 ml 10% SDS, 0,1 ml 10% peroxodisíranu amonného, 0,004 ml TEMEDu 

·   Roztok pro p� ípravu 5% zaost� ovacího polyakrylamidového gelu:  

1,4 ml destilované vody, 0,33 ml 30% roztoku polyakrylamidu, 2,5 ml 1,5 M Tris-HCl 

pufru o pH 6,8, 0,02 ml 10% SDS, 0,02 ml 10% peroxodisíranu amonného,  

0,004 ml TEMEDu  

(uvedená mno�ství jsou pro p�ípravu dvou gel�  na SDS-PAGE)  

·  Sacharosový TES pufr: 25% sacharosa, 50 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA,  

1 mM NaN3, pH 7,4 

·  Solubiliza� ní pufr pro inkluzní t 
 líska: 6 M guanidin-HCl, 100 mM Tris-HCl, pH 8,0  

·  Stop roztok: 50 mM EDTA, 50% glycerol, 0,05% bromfenolová mod�, pH 8,0 

·  TAE pufr (Tris-acetátový pufr s EDTA): 40 mM Tris, 20 mM kyselina octová,  

1 mM EDTA, pH 8,0 

·  TES pufr : 50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 1 mM 2-merkaptoethanol, 1 mM NaN3,  

pH 7,4 

·  TES pufr s Tritonem: 0,1% Triton X-100, 50 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl,  

1 mM 2-merkaptoethanol, 1 mM NaN3, pH 7,4 

·  Vzorkový pufr pro SDS elektroforézu – neredukující: 50 mM Tris-HCl,  

12% glycerol, 4% SDS, 0,1% bromfenolová mod�, pH 6,8  

·  Vzorkový pufr pro SDS elektroforézu - redukující: 50 mM Tris-HCl,  

12% glycerol, 4% SDS, 0,1% bromfenolová mod�, 2% 2-merkaptoethanol, pH 6,8 
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4. METODY  

 

Postup práce probíhal dle metod zavedených v laborato�i a metod popsaných 

v laboratorním manuálu [172].  

 

4.1 P� íprava mutovaného konstruktu pro protein Clrg 

 

4.1.1 Mutace a amplifikace konstruktu  

 

Mutace cysteinu v pozici 148 na serin byla vybrána díky chemické podobnosti 

aminokyselin a také díky porovnání sekvence s ostatními proteiny z rodiny Clr. Bylo zapot�ebí 

triplet kódující cystein TGC zm� nit na triplet TCC, který kóduje serin, zám� na tedy 

vy�adovala pouze bodovou mutaci. Zm� na lichého cysteinu byla provedena za pou�ití kitu 

QuikChange II Site-Directed Mutagenesis od firmy Stratagene. [173]Metoda QuikChange, 

schématicky znázorn� ná na obr.� .11, 

vyu�ívá velmi p�esnou polymerasu 

PfuUltra High Fidelity pro prodlou�ení 

primer� , které nesou po�adovanou 

mutaci a endonukleasu DpnI pro št� pení 

nemutované (dam methylované) DNA.  

Mutace byla provedena dle návodu 

pro tento kit. Slo�ení reak� ní sm� si 

muta� ní PCR reakce je uvedeno v 

tab.� .1. Termální profil polymera� ní 

reakce je uveden v tab.� .2 (ob�  str.46). 

Templátem pou�itým pro reakci byla 

plasmidová DNA – insert kódující 

protein Clrg zaklonovaný ve vektoru  

pET-30a(+). Tento plasmid byl p�ipraven 

v rámci mé bakalá�ské práce [174]. 

 

 

 

Obr. 11: Schéma metody QuikChange pro cílenou 

mutagenezi. P� evzato a upraveno dle [173].  
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Tabulka � .1: Slo�ení reak� ní sm� si pro PCR amplifikaci  

slo�ka 
templátová 

DNA 
(50 ng) 

10× pufr 
pro 

DNApol. 
PfuUltra  

dNTP 
mix 

mFOR 
primer 
(125 ng) 

mREV 
primer 
(125 ng) 

PfuUltra 
DNApol. 
(2,5 U/
 l) 

ddH2O 

objem (� l) 2,5 5 1 10 10 1 do 50 � l  

mFOR primer – muta� ní forward primer (MCLRGfw)  
mREV primer – muta� ní reverse primer (MCLRGrev) 

 

Tabulka � .2: Termální profil muta� ní PCR reakce; teplota krytu p�i PCR amplifikaci 105 °C. 

krok teplota  � as (min.) po� et 
opakování 

1. denaturace 95 °C  0:30 1 

2. denaturace 95 °C 0:30 12 

3. nasedání                                                   
primer�  70 °C 1:00 12 

4. polymerace 68 °C 6:00 12 
zp� t na krok 2.  

 

Sekvence pou�itých primer�  jsou uvedeny ní�e. Mutovaná baze je ozna� ena podtr�ením. 

 
·  muta� ní forward primer pro Clrg (MCLRGfw) 

    5' – ATTCAAGGGGGATTTTGATTCCTGGATTGGCCTGCACAGAG –  3' (*537T9) 

·  muta� ní reverse primer pro Clrg (MCLRGrev) 

    5' – CTCTGTGCAGGCCAATCCAGGAATCAAAATCCCCCTTGAAT –  3' (*537U0) 

 

Po ukon� ení amplifika� ní reakce byla reak� ní sm� s chlazena n� kolik minut na ledu, tak aby 

teplota sm� si klesla ke 37 °C. Poté byl ke sm� si p�idán 1 � l endonukleasy Dpn I (10 U/� l), a 

vzorek byl inkubován 1 hod. p�i 37 °C. 

 

4.1.2 Transformace kompetentních bakterií E. coli kmene NovaBlue 

 

Po restrik� ním št� pení pomocí Dpn I byly 4 � l výsledné sm� si transformovány 

kompetentní bu� ky E. coli kmene NovaBlue (200 � l). P�ijetí plasmid�  bu� kami bylo 

realizováno tepelným šokem, který byl uskute� n� n tak, �e sm� s kompetentních bun� k a 

plasmidu stála 30 minut na ledu, poté byla umíst� na na minutu do termomixéru o teplot�  42 °C 
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a zase vrácena na led. Následn�  bylo ke sm� si p�idáno 400 � l LB média a sm� s byla 

inkubována 30 minut v termálním boxu p�i teplot�  37 °C. Poté následovala centrifugace a 

resuspendace ve 100 � l supernatantu. Sm� s byla nanesena na LB agarové plotny 

s kanamycinem (5 � g/ml), a tetracyklinem (50 � g/ml). Misky byly na noc umíst� ny do 

inkubátoru p�i teplot�  37 °C. 

 

4.1.3 Minipreparativní p� íprava plasmidové DNA 

 

Vybrané kolonie byly zao� kovány do 1 ml Kan Tet LB média. Bu� ky byly kultivovány 

p�es noc, pro vytvo�ení stacionární kultury, která byla zpracována metodou Miniprep. Pro 

p�ípravu DNA byl pou�it JETQUICK Plasmid Miniprep Spin Kit firmy Genomed a 

postupováno bylo dle protokolu k tomuto kitu. Výsledek byl zkontrolován restrik� ní analýzou, 

slo�ení reak� ní sm� si je popsáno v tab.� .3. Sm� s byla inkubována 1 hod. p�i 37 °C. Poté byly 

ke vzork� m p�idány 2 � l stop roztoku a provedena analýza na 1% agarosovém gelu 

s TAE pufrem a ethidium bromidem jako vizualiza� ním � inidlem. Fotografie gelu byla 

po�ízena na dokumenta� ním systému pro focení gel�  od firmy Syngene.  

 

Tabulka � .3: Slo�ení sm� si pro restrik� ní analýzu plasmidové DNA p�ipravené Miniprepem. 

slo�ka miniprepová 
DNA pufr NEB2 Nde I Hind III  

objem (� l) 9 1 0,4 0,4 

 

4.1.4 P� íprava plasmidové DNA metodou Maxiprep 

 

Kultury, které byly vybrány dle restrik� ní analýzy byly dále pou�ity pro p�ípravu 

plasmidové DNA ve v� tším mno�ství. Bu� ky byly p�es noc kultivovány v 250 ml Kan Tet 

LB média. Kultury byly zpracovány pomocí kitu JETSTAR 2.0 Plasmid Maxiprep Kit firmy 

Genomed dle uvedeného návodu. Z finálního vzorku byl p�ipraven 400× z�ed� ný vodný roztok 

ve kterém byla zm�� ena absorbance p�i 260 a 280 nm pro stanovení � istoty a koncentrace 

plasmidové DNA. Ideální pom� r mezi absorbancemi p�i 260 nm a 280 nm je 1,8. P�i pom� ru 

výrazn�  menším ne� 1,8 je získaná plasmidová DNA zne� išt� na proteiny, p�i pom� ru výrazn�  

v� tším je problémem hlavn�  kontaminující RNA. Koncentrace byla p�ibli�n �  ur� ena pomocí 

empirického vztahu, �e jednotkové absorbanci p�i 260 nm odpovídá koncentrace 50 � g/ml 

DNA. Získaná DNA byla uschována pro další pou�ití v mrazáku p�i -20 °C.  
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Výsledek Maxiprepu byl p�ekontrolován restrik� ní analýzou. Št� pení probíhalo dle 

stejného postupu, jako v p�ípad�  kontrolní restrikce u Miniprepu. Pro kontrolu bylo pou�ito 

št� pení dv� mi dvojicemi endonukleas. Slo�ení obou sm� sí je uvedeno v tab.� .4. 

 
Tabulka � .4: Slo�ení sm� si pro restrik� ní analýzu plasmidové DNA p�ipravené Maxiprepem. 

slo�ka maxiprepová 
DNA ddH2O pufr NEB2 Nde I / Xba I Hind III  BSA 

objem (� l) 2 7 1 0,4 0,4 0,3 
BSA byl p� idán pouze k dvojici s endonukleasou Xba I a Hind III 

 

4.1.5 DNA sekvenace 

 

Pro potvrzení mutace a ov�� ení sekvence insertu v expresním pET vektoru byla provedena 

DNA sekvenace. Miska s bakteriemi transformovanými mutovaným plasmidem byla p�edána 

do DNA sekvena� ní laborato�e MBÚ AV � R v.v.i. Dr. Jürgenu Felsbergovi, který zajistil 

p�ípravu plasmidové DNA s pou�itím purifika� ního kitu od firmy Genomed a dále 

DNA sekvenování insert�  v obou sm� rech pomocí specifických primer� , které nasedají na 

místa obsa�ená ve vektoru. Sekvenace byla provedena Sangerovou dideoxynukleotidovou 

metodou na automatickém DNA sekvenátoru firmy Applied Biosystems ABI Prism 3100. 

 

4.2 Rekombinantní exprese mutovaného proteinu Clrg 

 

Exprese obou protein�  byla provád� na v bakteriích s pou�itím vektoru pET-30a(+). Tento 

vektor vyu�ívá T7 promotor a bakteriofágovou T7 RNA polymerasu, její� sekvence je 

p�ítomná v genomu kompetentních bakterií pod kontrolou lac promotoru. Pro indukci se 

pou�ívá analog laktosy isopropyl-	 -D-thiogalaktopyranosid (IPTG).  

 

4.2.1 Transformace kompetentních bakterií E. coli kmene BL21-Gold 

 

Transformace byla provedena tepelným šokem, popsaným v kapitole 4.1.2. Proto�e 

bakterie kmene BL21-Gold mají stejn�  jako bu� ky NovaBlue tetracyklinovou resistenci, byla 

pou�ita i stejná antibiotika. 
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4.2.2 Výb� r vhodných produk� ních klon�   

 

Bakteriální kultury z p�ipravených Petriho misek byly zao� kovány do zkumavek s 1 ml 

LB média obsahujícího antibiotika kanamycin (5 � g/ml) a tetracyklin (50 � g/ml). Takto byly 

p�ipraveny � ty�i kultury bakterií s mutovaným plasmidem. Bu� ky byly kultivovány do 

stacionární fáze p�i 37 °C a 220 ot./min. p�es noc na t�epa� ce. V�dy 20 µl stacionární kultury 

bylo zao� kováno do 1 ml � erstvého LB média s antibiotiky. Z ka�dé stacionární kultury byly 

takto vytvo�eny dv�  nové. Bu� ky byly poté kultivovány na t�epa� ce p�i 37 °C. V pr� b� hu r� stu 

byla na spektrofotometru Beckman DU-70 m�� ena optická densita p�i 550 nm (OD550). Zhruba 

po t�ech hodinách bu� ky dosáhly OD550~1, a nacházely se tedy zhruba v exponenciální fázi 

r� stu, která je nejvhodn� jší pro indukci. V�dy jen do jedné zkumavky z dané po� áte� ní kultury 

bylo p�idáno IPTG do celkové koncentrace 1 mM („+ pokus“) a do druhé IPTG p�idáno nebylo 

(„- pokus“). Následovala t�íhodinová inkubace kultur na t�epa� ce, b� hem ní� docházelo k 

produkci protein� . Po kultivaci byly odebrány vzorky kultur pro analýzu SDS elektroforézou 

na 15% polyakrylamidovém gelu. 

 

4.2.3 Optimalizace produkce  

 

Dle testovací produkce popsané výše byly vybrány produk� ní klony, se kterými byla 

provedena optimalizace produkce. Ze stacionární kultury bylo v�dy 20 � l zao� kováno do 1 ml 

� erstvého Kan Tet LB média. Bu� ky byly kultivovány na t�epa� ce p�i teplotách 37 °C a 28 °C 

(220 ot./min.) do OD550~1 a poté byly indukovány vzájemn�  odlišnou koncentrací IPTG a 

sklízeny po r� zné dob�  produkce, které jsou uvedené v tab.� .5. Následovala analýza pomocí 

SDS elektroforézy. 

 

Tabulka � .5: Rozpis podmínek pokusu pro zjišt� ní optimálních podmínek produkce Clrg. 

koncentrace IPTG 

3 hod. 0,003 mM 0,01 mM 0,03 mM 0,1 mM 0,3 mM 0,9 mM 
37 °C 

6 hod. 0,003 mM 0,01 mM 0,03 mM 0,1 mM 0,3 mM 0,9 mM 

3 hod. 0,003 mM 0,01 mM 0,03 mM 0,1 mM 0,3 mM 0,9 mM 
28 °C 

6 hod. 0,003 mM 0,01 mM 0,03 mM 0,1 mM 0,3 mM 0,9 mM 
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4.2.4 Velkoobjemová produkce 

 

Velká produkce mutovaného proteinu Clrg byla provád� na ve 2 l LB média s kanamycinem 

(5 � g/ml) a tetracyklinem (50 � g/ml). Pro zajišt� ní dostate� né aerace byla kultivace provád� na 

v 500 ml média na jednu 2 l Erlenmeyerovu ba� ku. P�i produkci byly pou�ívány zjišt� né 

optimální podmínky. P�i zao� kování bylo do 500 ml LB média p�idáno 500 � l stacionární 

kultury. Po kultivaci byly bakterie odst�ed� ny na centrifuze Beckman J-6M (3 600 otá� ek za 

minutu, 4 °C, 15 minut). Pelety byly resuspendovány ve 40 ml TES pufru a sm� s byla 

rozd� lena po 20 ml do kyvet. Ty byly odst�ed� ny na centrifuze Avanti J-26 XP s rotorem 

JA25.50 (8 000 otá� ek za minutu, 4 °C, 15 minut).  

 

4.2.5 Izolace a purifikace inkluzních t� lísek 

 

Pelety byly resuspendovány ve 20 ml 25% sacharosového TES pufru s p�ídavkem 

leupeptinu a pepstatinu do celkové koncentrace 1 µM a PMSF do 1 mM koncentrace. Sm� s 

byla zamra�ena na -80 °C. Po rozmra�ení byl ke vzork� m p�idán MgCl2 do celkové 

koncentrace 10 mM, dále 10 µl RNAsy I (10 mg/ml) a 10 µl DNAsy I (100 U/µl). Jednotlivé 

vzorky byly umíst� ny na led a postupn�  sonikovány po dobu 30 sekund celkem šestkrát. 

Následn�  byly centrifugovány na Avanti J-26XP, rotor JA-25.50 (18 000 otá� ek za minutu, 

4 °C, 16 minut). Supernatant byl uchován a pelety byly resuspendovány pomocí sonikace ve 

20 ml TES pufru s 0,1% Tritonem X-100. Vzorky byly odst�ed� ny na Avanti J-26XP, rotor  

JA-25.50 (18 000 otá� ek za minutu, 4 °C, 16 minut). Supernatant byl op� t uchován. Promývací 

krok s 0,1% Tritonem X-100 byl opakován celkem t� ikrát, poté byly pelety rozpušt� ny v 20 ml 

TES pufru a op� t centrifugovány na Avanti J-26XP, rotor JA-25.50 (18 000 otá� ek za minutu, 

4 °C, 16 minut). Po uschování supernatantu byly pelety op� t resuspendovány ve 20 ml TES 

pufru. Z této sm� si inkluzních t� lísek bylo 25 µl uschováno pro SDS-PAGE analýzu, zbytek 

byl po 5 ml rozd� len do menších kyvet a centrifugován na MPW 375, rotor 11324 

(12 000 otá� ek za minutu, 4 °C, 10 minut). Supernatanty byly odstran� ny a pelety byly 

zamra�eny p�i -20 °C pro další pou�ití. Byla provedena kontrola jednotlivých promývacích 

krok�  z uschovaných supernatant�  a vzorku p�e� išt� ných inkluzí pomocí SDS elektroforézy.   
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4.3 Renaturace protein�  z inkluzních t� lísek  

 

Oba proteiny byly produkovány v denaturovaného form� , bylo proto nutné provést in vitro 

renaturaci (tzv. refolding). P�i in vitro renaturaci denaturovaný protein získává svoji nativní 

konformaci. V renatura� ním pufru se nachází látky, které procesu skládání r� zn�  pomáhají, 

tzv. nízkomolekulární chaperony. � astou slo�kou t� chto pufr�  je nap�íklad arginin. P�i procesu 

poskládání in vitro hraje roli velmi mnoho charakteristik daného proteinu i renatura� ního 

pufru, není tedy v�dy jednoduché nalézt optimální renatura� ní podmínky pro daný protein. 

Renaturace obou protein�  probíhala metodou rychlého na�ed� ní (z angl. rapid dilution 

method).  

 

4.3.1 Solubilizace inkluzních t� lísek 

 

Zamra�ená inkluzní t� líska s proteiny byla rozmra�ena a resuspendována pomocí pipety � i 

mícháním na vortexu v solubiliza� ním pufru s 6 M guanidin-HCl. Na inkluze z p� l litru 

LB média bylo pou�ito 5 ml guanidinového pufru. Do pufru byl p�idán DTT do 100 mM 

koncentrace. Poté následovala inkubace po dobu jedné hodiny v termálním boxu p�i 40 °C, 

která m� la zajistit úplnou denaturaci protein� . Po inkubaci byly vzorky odst�ed� ny na 

ultracentrifuze Optima LE-80 K s rotorem 70.1 Ti (45 000 otá� ek za minutu, 30 min., 20 °C) a 

hned poté byly pou�ity pro renaturaci. 

 

4.3.2 In vitro renaturace a její optimalizace 

 

In vitro renaturace byly provád� ny metodou rychlého na�ed� ní, tzn. supernatant vzniklý 

ultracentrifugací byl p�ikapaván za míchání v chladové místnosti (4 °C) do renatura� ních pufr�  

rychlostí zhruba jedna kapka za sekundu. Renatura� ní pufry byly p�ipraveny alespo�  hodinu 

p�edem a byly ulo�eny na mícha� ky do chladové místnosti. T� sn�  p�ed p�ikapáváním do nich 

byly p�idány inhibitory proteas – leupeptin a pepstatin do koncentrace 1 � M a PMSF do 

koncentrace 1 mM. P�i hledání a optimalizaci renatura� ních podmínek bylo pou�íváno v�dy 

100 ml p�íslušného renatura� ního pufru a do n� ho byl p�ikapáván 1 ml supernatantu 

odpovídající inkluzím daného proteinu ze 100 ml LB média. Po nakapání byly roztoky 

míchány v chladové místnosti zhruba jednu hodinu. Slo�ení pufr�  vycházelo ze zkušeností 

pracovník�  Laborato�e architektury protein�  a vlastností protein� .  



 52 

Pro mutovaný protein Clrg s o� ekávaným pI~8,95 byly vyzkoušeny renaturace v pufrech 

PIPES (pH 6,8) a HEPES (pH 7,5). Dále byl zkoumán vliv aditiva (benzyldimethylamonium) 

propansulfonátu (NDSB 256) na skládání proteinu. Tato látka je sulfobetain, který vzhledem 

ke krátké hydrofobní skupin�  není schopen tvo�it micely. Zabra� uje agregaci protein� , 

usnad� uje jejich renaturaci a je snadno odstranitelný dialýzou. Slo�ení renatura� ních pufr�  pro 

protein Clrg je ukázáno v tab.� .6. 

 

Tabulka � .6: Renatura� ní pufry pro optimalizaci renaturace Clrg. 

pufr 1 pufr 2 pufr 3 pufr 4 

20 mM PIPES   pH 6,8 20 mM HEPES   pH 7,5 

1 M L-Arg 1 M L-Arg 

3 mM cystamin 3 mM cystamin 

9 mM cysteamin 9 mM cysteamin 

1 mM NaN3 1 mM NaN3 

x 1 M NDSB 256 x 1 M NDSB 256 

 

Následn�  byla optimalizována koncentrace aditiva NDSB 256 v renatura� ním pufru. 

Vyzkoušeny byly � ty�i renatura� ní HEPES pufry s 1 M, 0,3 M, 0,1 M a 0,03 M koncentrací 

sulfobetainu. Pro protein NKR-P1F s o� ekáváným pI~7,79 byly nejd�íve vyzkoušeny 

renatura� ní pufry s Trisem a také vliv sulfobetainu na jeho skládání. Slo�ení pufr�  pro      

NKR-P1F je ukázáno v tab.� .7 (str.53). 

 

4.3.3 Dialýza  

 

Po ukon� ení renaturace byly roztoky p�eneseny do st�ev a byly dialyzovány za stálého 

míchání v chladové místnosti proti p�ipraveným dialyza� ním roztok� m. Proteiny byly 

dialyzovány proti prvnímu pufru po dobu alespo�  t�í hodin, poté byla st�eva p�enesena do 

druhého pufru s ni�ší koncentrací soli a dialyzována p�es noc. Slo�ení dialyza� ních roztok�  pro 

oba proteiny je uvedeno v tab.� .8 (str.53). Výsledky optimalizace byly porovnávany pomocí 

chromatografických metod a SDS elektroforézy.   
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Tabulka � .7: Renatura� ní pufry pro optimalizaci renaturace NKR-P1F. 

pufr 1 pufr 2 

50 mM  Tris-HCl   pH = 9.0 

1 M L-Arg 

10 mM CaCl2 

3 mM cystamin 

9 mM cysteamin 

1 mM NaN3 

x 1 M NDSB 256 

 

Tabulka � .8: Dialyza� ní roztoky pro NKR-P1F a Clrg 

objem NKR-P1F Clrg 

15 mM Tris-HCl   pH 9 10 mM PIPES   pH 6,8 10 mM HEPES   pH 7,5 

29 mM NaCl  29 mM NaCl  29 mM NaCl  I. 2 l 

1 mM NaN3 1 mM NaN3 1 mM NaN3 

15 mM Tris-HCl   pH 9 10 mM HEPES   pH 7,5 

9 mM NaCl  9 mM NaCl  9 mM NaCl  II. 8 l 

1 mM NaN3 1 mM NaN3 1 mM NaN3 

 

4.3.4 Renaturace protein�  ve velkém objemu 

 

Renaturace in vitro ve v� tším objemu probíhala podle výše popsaných postup�  ve 

vybraných renatura� ních pufrech. P�i velkoobjemové renaturaci byly pou�ívány inkluze 

z 500 ml LB média. Objem pou�itých renatura� ních pufr�  byl zvýšen na odpovídajících 

500 ml. Objem prvního dialyza� ního pufru byl zm� nen na 8 l.  

 

4.4 Metody slou�ící k zakoncentrování protein�  

 

4.4.1 Ultrafiltrace  

 

Pro ultrafiltraci byly pou�ívány membrány z regenerované celulosy od firmy Millipore s 

limitem 10 kDa. Membrána byla vlo�ena do soupravy na ultrafiltraci, která byla poté napln� na 

roztokem proteinu. K souprav�  byla p�ipojena bomba s dusíkem. 
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Pod tlakem 0,5 MPa, za laboratorní teploty a míchání byl roztok koncentrován zhruba do 

objemu 30 – 50 ml. Membrána pro ultrafiltraci byla uchovávána v 1 mM roztoku azidu 

sodného v chladové místnosti. 

 

4.4.2 Centrifuga� ní koncentrátory 

 

Pro zakoncentrování ni�ších objem�  byly pou�ívány centrifuga� ní koncentrátory Amicon 

Ultra od firmy Millipore. Vyu�ívány byly dva druhy o maximálním objemu roztoku 15 � i 4 ml. 

Roztok proteinu byl zakoncentrován na p�íslušný objem, maximáln�  však do 50 � l v centrifuze 

J-6 M s výkyvným rotorem (2 500 otá� ek za minutu, 20 °C). Koncentrátory byly uchovávány 

v chladové místnosti s membránou pono�enou v azidovém pufru.  

 

4.5 Chromatografické metody 

 

Chromatografické metody byly vyu�ívány pro izolaci a purifikaci obou exprimovaných 

protein� . Proteiny byly purifikovány ionexovou a gelovou chromatografií. Ionexová 

chromatografie d� lí molekuly na základ�  náboje, gelová na základ�  jejich velikosti. 

Chromatografické separace byly provád� ny na HPLC p�ístroji BioSys 510, nebo výjime� n�  na 

mikroHPLC SMART. Eluce protein�  byla detekována pomocí m�� ení absorbance p�i 280 nm. 

Frakce byly sbírány manuáln� . Kolony byly uchovávány v 20% roztoku ethanolu. 

  

4.5.1 Ionexová chromatografie 

 

Protein Clrg byl renaturován v pufru o ni�ším pH, ne� je jeho o� ekávané pI, tak�e nesl 

kladný náboj. P�i jeho purifikaci byla pou�ívána ionexová kolona s SP-Sepharosou FF 

o rozm� rech 2 × 7 cm. SP-Sepharosa je zesí� ovaná agarosa se sulfopropylovými zbytky a pat�í 

mezi silné katexy. Naopak NKR-P1F byl skládán v pufru o vyšším pH ne� je pI tohoto 

proteinu. V p�ípad�  NKR-P1F byla tedy pou�ívána kolona Q-Sepharosy FF, která nese 

kvarterní amoniové skupiny a je silným anexem. Rozm� ry kolony jsou 2 × 13 cm.  

Roztoky protein�  byly po dialýze zakoncentrovány zhruba na objem 30 ml a poté naneseny 

na p�íslušnou kolonu. Pro eluci protein�  z kolony byl pou�íván lineární gradient z 9 mM NaCl 

(pufr A) do 1 M NaCl (pufr B) v délce 45 minut p�i pr� toku 4 ml/min.  
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4.5.2 Gelová chromatografie 

 

Pro separaci za vyu�ití gelové chromatografie byla pou�ívána kolona Superdex S75 

o rozm� rech 1 × 30 cm. Vzorky protein�  byly nast�ikovány po zakoncentrování na objem 

zhruba 200 � l. Proteiny byly eluovány izokraticky po dobu 60 minut p�i pr� toku 0,4 ml/min. 

Všechny pou�ívané chromatografické pufry jsou popsány v kapitole 3.10. Chromatografie na 

systému mikroHPLC SMART probíhala na kolon�  Superdex 75 (0,32 × 30 cm) p�i pr� toku 

50 � l/min. 

 

4.6 Diskontinuální SDS elektoroforéza v polyakrylamidovém gelu 

 

SDS elektroforéza byla pou�ívána pro ov�� ení p�ítomnosti protein�  o odpovídající 

velikosti, dále pro kontrolu jejich � istoty a homogenity.  

D� lící i zaost�ovací � ásti gelu s p�ídavkem SDS byly namíchány podle návodu a p�ipraveny 

do skel na elektroforézu. Skla byla umíst� na do aparatury na elektroforézu, která byla poté 

napln� na elektrodovým pufrem. Vzorky na elektroforézu byly p�ipraveny ve vzorkovém pufru 

(redukujícím, � i neredukujícím), p� t minut pova�eny a centrifugovány. Po nanesení vzork�  

spolu se standardem molekulových hmotností do p�ipravených jamek byla aparatura p�ipojena 

ke zdroji nap� tí a elektroforéza byla spušt� na. Po jejím dob� hnutí byl gel po dobu 15 minut 

barven pomocí barvícího roztoku s CBB R-250 a následn�  odbarven v odbarvovacím roztoku 

pro SDS elektroforézu.  

 

4.7 Stanovení koncentrace protein�  metodou dle Bradfordové 

 

Pro stanovení koncentrace proteinových vzork�  byla pou�ívána metoda dle Bradfordové. 

Tato metoda vyu�ívá kolorimetrické reakce protein�  s barvivem Coomassie Brilliant Blue     

G-250. Barvivo se vá�e na bazické aminokyseliny, po navázání na protein se posune jeho 

absorp� ní maximum a barva roztoku se zm� ní z hn� dé na modrou. Do jamky na mikrotitra� ní 

desti� ce bylo napipetováno v�dy 5 � l roztoku proteinu a 200 � l � inidla na stanovení dle 

Bradfordové. M�� ení provád� na v duplikátech � i triplikátech. V jamkách byla zm�� ena 

absorbance p�i 595 nm. Koncentrace byla ur� ená dle kalibra� ní k�ivky sestrojené pomocí �ady 

šesti kalibra� ních roztok�  BSA o koncentraci 0 – 0,5 mg/ml.  
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4.8 Hmotnostní spektrometrie 

 

Hmotnostní spektrometrie byla vyu�ita pro kontrolu kvality obou protein� , ov�� ení mutace 

proteinu Clrg a pro lokalizaci disulfidových m� stk� .  

 

4.8.1 Stanovení p� esné hmotnosti protein�  

 

Pro zjišt� ní molekulové hmotnosti bylo pou�ito metody p�ímého vstupu na hmotnostním 

spektrometru s iontov�  cyklotronovou rezonancí (FT-ICR, APEX-Qe Ultra, Bruker Daltonics) 

vybaveném elektrosprejem.  

Neredukovaný vzorek proteinu byl p�ipraven rozpušt� ním 10 � g proteinu ve 100 � l 

ultra� isté H2O s 0,2% kyselinou mraven� í. Pro odsolení vzorku byla vyu�ita mikrokolonka 

MicroTrap s obrácenou fází. MicroTrap byl promyt 250 � l roztoku 90% AcN s 0,2% TFA a 

následn�  ekvilibrován 250 � l H2O s 0,2% kyselinou mraven� í. Poté byl nanesen proteinový 

vzorek a následn�  byla mikrokolonka op� t promyta 250 � l H2O s 0,2% kyselinou mraven� í. 

Protein byl eluován 50 � l 50% AcN s 0,2% kyselinou mraven� í. Analogicky probíhala p�íprava 

vzorku v redukujícím prost�edí. Ke vzorku bylo p�idáno reduk� ní � inidlo TCEP do výsledné 

koncentrace 20 mM a tato sm� s byla inkubována 10 minut p�i 75 °C na termobloku. 

Po schladnutí byl tento vzorek odsolen na MicroTrapu dle výše popsaného postupu. Odsolené 

vzorky byly analyzovány na hmotnostním spektrometru. Nam�� ená spektra byla 

dekonvoluována metodou SNAP (vyu�ívající algoritmus THRASH [175]) v programu 

DataAnalysis 4.0. 

 

4.8.2 Identifikace proteinu a potvrzení mutace  

 

Pro identifikaci rekombinantn�  p�ipraveného proteinu Clrg byla pou�ita metoda 

peptidového mapování. Prvním krokem byla SDS-PAGE na gradientovém gelu NuPAGE        

4 – 12% Bis-Tris. Z odbarveného gelu byly vy�íznuty prou�ky, které odpovídaly výskytu 

proteinu. Kousky gelu byly pomocí skalpelu nakrájeny na co nejmenší kosti� ky, které byly 

vlo�eny do mikrozkumavek. Kosti� ky gelu byly p�evrstveny roztokem, který vznikl smísením 

100 � l AcN a 100 � l 100 mM ethylmorfolinacetátového pufru o pH 8,3. Mikrozkumavky se 

vzorky byly odbarvovány v sonika� ní lázni a odbarvovací roztok byl vym�� ován dokud 

nedošlo k úplnému odbarvení gelu.  
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Poté byla kapalná fáze odebrána a gel byl dehydratován p�ídavkem 100 � l AcN. Po sonikaci a 

následném odebrání AcN byly kosti� ky p�evrstveny 20 mM roztokem TCEPu 

v ethylmorfolinacetátovém pufru a byly inkubovány 20 minut p�i 72 °C. Poté op� t následovalo 

sra�ení gelu 100 � l AcN. Následn�  byly p�evrstveny 20 mM jodacetamidem v 

ethylmorfolinacetátovém pufru. Inkubace s alkyla� ním � inidlem probíhala ve tm�  p�i 

laboratorní teplot�  po dobu 40 minut. Poté byla kapalná fáze odstran� na a ke vzork� m bylo 

p�idáno 100 � l AcN. Mikrozkumavky byly sonikovány 5 minut a poté byla op� t odstran� na 

kapalná fáze. Poté bylo p�idáno 100 � l H2O, následovala p� timinutová sonikace a odebrání 

H2O. Tato extrakce solí, pufr�  a SDS byla poté ješt�  jednou opakována. Následn�  bylo ke 

gel� m p�idáno a hned odebráno 100 � l 50% AcN a vzorky byly vysušeny na rota� ní vakuové 

odparce. Vysušené gely byly rehydratovány 40 � l 50 mM ethylmorfolinacetátového pufru 

s 10% AcN a 40 ng proteasy trypsinu.  

Št� pení trypsinem probíhalo p�es noc p�i 37 °C. Po proteasovém št� pení byla kapalná fáze 

p�enesena do nové mikrozkumavky a gel byl podroben extrakci peptid� . Kosti� ky byly 

p�evrstveny 50% AcN s 0,1% TFA. Následovala desetiminutová sonikace, odebrání roztoku a 

jeho p�enesení do nové mikrozkumavky. Toto bylo ješt�  dvakrát opakováno s roztokem 

0,1% TFA a znovu s 50% AcN s 0,1% TFA. P�íslušné frakce byly spojeny a vysušeny na 

rota� ní vakuové odparce. Následovalo rozpušt� ní ve 150 � l H2O s 0,2% kyselinou mraven� í a 

odsolení vzorku na mikrokolonce MicroTrap postupem uvedeným v kapitole 4.8.1. Vzorky 

byly analyzovány na hmotnostním spektrometru s pr� letovým analyzátorem a ioniza� ním 

zdrojem MALDI (MALDI-TOF/TOF, Ultraflex III, Bruker Daltonics). P�íprava vzorku pro 

analýzu spo� ívala v nanesení roztoku na MALDI ter� ík a jeho p�evrstvení matricí, kterou byla 

kyselina � -kyano-4-hydroxy sko�icová (zde pou�ita ve form�  nasyceného methanolického 

roztoku). Nam�� ená MALDI MS a MS/MS spektra byla analyzována programy FlexAnalysis a 

BioTools. 

 

4.8.3 Studium zapojení disulfidových m� stk�  

 

P�íprava vzork�  pro analýzu disulfidových m� stk�  probíhala a� na výjimky tém��  shodným 

postupem jako v p�edešlé kapitole. Proto�e ú� elem tohoto pokusu bylo zjistit zapojení            

S-S m� stk� , byla vynechána redukce � inidlem TCEP a alkylace jodacetamidem. Jeliko� je tato 

metoda zalo�ena na identifikaci peptid�  vzniklých št� pením specifickými proteasami a 

p�íprava vzorku tak probíhá za mírn�  bazického pH, pro zabrán� ní rozpojení disulfidových 
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m� stk�  a jejich p�ípadnému zp� tnému náhodnému zapojení byl ve všech pou�itých roztocích 

p�ítomen 150 � M cystamin, který p� sobí jako oxida� ní � inidlo [176].  

Vzorky byly nejprve zkontrolovány pomocí MALDI-TOF MS a poté analyzovány pomocí  

LC-MS, za vyu�ití chromatografie na obrácené fázi na kolon�  MAGIC C18-AQ 

(rozm� ry 0,2 × 150 mm) na HPLC systému Agilent 1200, následné ionizaci ESI a analýzou na 

hmotnostním spektrometru s iontov�  cyklotronovou rezonancí. Data byla vyhodnocena pomocí 

programu DataAnalysis 4.0 firmy Bruker Daltonics a programu Links [177].  

 

4.9 Analytická ultracentrifuga  

 

Analytická ultracentrifuga (AUC) se v dnešní dob�  stává znovuobjeveným nástrojem studia 

protein� . Analýza sedimentace makromolekul pomocí AUC umo�� uje ur� it jejich 

hydrodynamické a termodynamické vlastnosti v roztoku. Sedimentace je pozorována pomocí 

laserové absorban� ní a interferen� ní optiky.  

Pro studium vlastností proteinu Clrg pomocí AUC byly vyu�ita metoda sedimenta� ní 

rychlosti a to pro stanovení oligomerního stavu proteinu a ur� ení sedimenta� ního koeficientu. 

Na roztok v sektorové cele p� sobí velké odst�edivé zrychlení, jeho� p� sobením molekuly 

sedimentují. To zp� sobí vznik koncentra� ního rozhraní, které se pohybuje ke dnu cely. 

Výstupem p�i m�� ení sedimenta� ní rychlosti jsou koncentra� ní profily vzorku, které jsou 

zaznamenané v pevném � asovém intervalu.  

Další z metod AUC je metoda sedimenta� ní rovnováhy. P�i této technice na roztok vzorku 

p� sobí menší odst�edivá rychlost. Molekuly sedimentují ke dnu kyvety a jejich koncentrace u 

dna se zvyšuje, tím pádem na n�  za� íná p� sobit difuse. Po jisté dob�  se tyto protikladn�  

p� sobící síly vyrovnají a distribuce koncentrace rozpušt� né látky je nem� nná a exponenciáln�  

se zvyšuje sm� rem ke dnu kyvety. Tato metoda se vyu�ívá pro p�ibli�né stanovení molekulové 

hmotnosti a studium interakcí mezi molekulami [178] [179]. 

M�� ení sedimenta� ní rychlosti bylo provedeno Mgr. Ond�ejem Va� kem, Ph.D. na 

analytické ultracentrifuze ProteomeLab XL-1 s rotorem An50Ti. K m�� ení bylo pou�ito 400 � l 

roztoku proteinu Clrg o koncentraci 0,3 mg/ml v HEPES pufru o pH 7. Analýza sedimenta� ní 

rychlosti byla provedena p�i 48 000 otá� kách za minutu, p�i 20 °C. Absorbance byla m�� ena p�i 

280 nm, celkem bylo nam�� eno 100 sken�  po p� ti minutách. Vstupní data jako je nap�. hustota 

rozpoušt� dla byly ur� eny v programu Sednterp. Nam�� ená data byla analyzována pomocí 

programu Sedfit. 
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4.10 Proteinová krystalizace  

 

Pro mo�nost studia 3D struktury proteinu pomocí difrakce rentgenových paprsk�  je 

zapot�ebí získat krystaly daného proteinu. Proteinová krystalizace je procesem hledání 

podmínek, které vedou k r� stu krystal�  a jejich následná optimalizace. Ideálním výstupem 

tohoto hledání je zisk dostate� n�  velkých a difraktujících monokrystal� , které jsou vhodné pro 

rentgenostrukturní analýzu. Nalezení optimálních krystaliza� ních podmínek je postaveno na 

empiricky získaných zkušenostech a je � asto velmi slo�ité, nebo se to v� bec nezda�í, proto�e 

vznik krystal�  je ovliv� en mnoha fyzikálními i chemickými faktory. Klasické metody 

krystalizace jsou zalo�eny p�edevším na vyu�ití precipita� ních � inidel jako je nap�íklad 

síran amonný � i polyethylenglykol.  

Po zisku dostate� ného mno�ství mutovaného Clrg byl protein p�edán na krystalizaci do 

laborato�e Strukturní analýzy biomakromolekul na Ústavu makromolekulární chemie 

AV � R, v.v.i. Krystaliza� ní podmínky byly testovány za pou�ití metody sedící kapky 

(sitting drop vapour diffusion), pomocí krystaliza� ních kit�  Crystal screen a Crystal screen 2 

od firmy Hampton Research. Pro optimalizaci krystalizace byly vyu�ívány i další metody jako 

je metoda visící kapky (hanging drop vapour diffusion), nebo o� kování krystal�  (seeding). 

Testování krystaliza� ních podmínek a jejich optimalizace byla provedena 

RNDr. Terezou Skálovou, Ph.D.  
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5. VÝSLEDKY  

  

5.1 Úvod k výsledk� m  

 

Kompletní aminokyselinové sekvence obou exprimovaných protein�  se zvýrazn� nou 

produkovanou � ástí jsou vyzna� eny na obr.� .12. Vypo� ítaná pr� m� rná molekulová hmotnost 

pro protein NKR-P1F je 15 293,68, monoisotopická 15 283,76 a p�edpokládaná hodnota 

pI je 7,8. Clrg má pr� m� rnou molekulovou hmotnost 14 275,03, monoisotopická hmotnost je 

14 265,75 a pI by se m� lo pohybovat kolem 8,95. Parametry byly získány pomocí programu 

ProtParam [180] a GPMAW 8.0 od Lighthouse Data. 

  

NKR-P1F 
 
MDTSKVHGNVKPFRCPGYKQASSPSFSPDACRCPHWHHLALKSGCAGL
ILLLLSLIGLSVLV RFLVQKPPIEKCSVAAQENRTELTGRSAILECPR
YWHPHWNKCLFVSQISRPWAEGRDACSMEDAILLLIENKEELRFVQNL
IKGKEQLFFIGLKYVQKEKIWKWIDGSILNPNLLRITGKDKENSCAII
SHTEVFSDSCSSDNHWICQKTLIHV  
 
Clrg 
 
MPDCLETGEKLFVHNMNAQCVQKPEEGNGPLGTGGKIVQGKCFRIIST
VSPVKLYCCYGVIMVLTVAVIALSVALSTKKTEQIIINKTYAA CSKNW
TGVGNKCFYFSGYPRNWTFAQAFCMAQEAQLARFDNEEELIFLKRFKG
DFDSWIGLHRESSEHPWKWTNNTEYNNMNPILGVGRYAYLSSDRISSS
RSYINRMWICSKLNNYNLHCQTPPV  
 

Obr. 12: Aminokyselinové sekvence protein�  NKR-P1F a Clrg. � ern�  je znázorn� ná extracelulární 

doména s fialov�  vyzna� enou doménou C-lektinového typu, � erven�  transmembránová a sv� tle zelenou 

barvou cytoplasmatická doména. � ást, vyzna� ená potr�ením byla produkována (NKR-P1F – 131 amk,        

Clrg – 121 amk). Tmav�  modrou jsou zvýrazn� ny cysteiny, které by m� ly tvo� it konzervované disulfidové 

m� stky. V sekvenci pro NKR-P1F je dále vyzna� en tmav�  zelenou barvou arginin v transmembránové 

� ásti, p�es který se má vázat adaptorový protein a sv� tle mod�e CxCP motiv, který je zodpov� dný za 

asociaci s tyrosinovou kinasou p56lck. U proteinu Clrg je v lektinové domén�  � erven�  ozna� en serin, 

kterým byl nahrazen mutovaný lichý cystein. 
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5.2 P� íprava mutovaného konstruktu pro protein Clrg 

 

Má bakalá�ská práce byla ukon� ena velkoobjemovou produkcí protein�  NKR-P1F a Clrg, 

izolací inkluzních t� lísek obsahující tyto proteiny a ov�� ením správnosti jejich 

aminokyselinových sekvencí. Protein Clrg se v této form�  neda�ilo úsp� šn�  renaturovat, a 

proto bylo p�istoupeno k mutaci lichého cysteinu v sekvenci tohoto proteinu.  

Lichý cystein v konstruktu pro protein Clrg byl zmutován na serin za vyu�ití metody 

QuikChange. Sm� sí, která vyšla z muta� ní reakce byly transformovány kompetentní bu� ky 

NovaBlue metodou tepelného šoku. Bakterie byly p�es noc kultivovány na agarových plotnách 

s antibiotiky kanamycinem a tetracyklinem. Vybrané kolonie byly zao� kovány do 1 ml média 

s antibiotiky a byly vytvo�eny stacionární kultury. 

Z t� ch byla plasmidová DNA p�ipravena pomocí kitu 

JETQUICK Plasmid Miniprep Spin Kit. Získané vzorky 

plasmidové DNA byly podrobeny restrik� nímu št� pení 

endonukleasami Nde I a Hind III a výsledek restrikce 

byl zkontrolován agarosovou elektoforézou. Vybrané 

kolonie byly pou�ity pro p�ípravu mutovaného plasmidu 

ve v� tším mno�ství. Byla p�ipravena stacionární kultura 

o objemu 250 ml, která byla zpracována pomocí kitu 

JETSTAR 2.0 Plasmid Maxiprep Kit.  

Výsledek maxiprepu byl zkontrolován restrik� ní 

analýzou za vyu�ití št� pení enzymy Nde I + Hind III 

a Xba I + Hind III. Gel z agarosové elektroforézy je 

ukázán na obr.� . 13. P� vodní konstrukt byl vlo�en do 

vektoru pET-30a(+) pomocí enzym�  Nde I a Hind III, 

tak�e insert vyšt� pený t� mito endonukleasami odpovídá 

délce samotného insertu tj. 395 bp. Na obrázku této 

restrikci odpovídá dráha � .3., kde je vid� t, �e délka 

insertu je správná. Št� pením pomocí dvojice Xba I a 

Hind III vznikne insert prodlou�ený o 40 pár�  bazí 

pocházejících z vektoru. T� mito endonukleasami byl 

št� pen nový mutovaný konstrukt a pro kontrolu i 

konstrukt p� vodní (dráha 2 respektive 4).  

Obr. 13: Restrik� ní analýza  

plasmidové DNA získané maxiprepem. 

  
dráha 1 – 100 bp DNA marker 
dráha 2 – Clrg, Xba I + Hind III  
dráha 3 – Clrg, Nde I + Hind III  
dráha 4 – kontrolní nemutovaný plasmid 

pET – Clrg, Xba I + Hind III  
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Toto porovnání dále potvrzuje, �e délka p�ipraveného insertu odpovídá o� ekávanému 

produktu. P�i spektrofotometrické analýze byl pom� r absorbancí vzorku p�i 260 a 280 nm 1,98, 

tak�e kvalita preparátu byla vyhodnocena jako dosta� ující. 

Provedená mutace byla p�ekontrolována pomocí DNA sekvenace. Mutovaný insert byl 

osekvenován v obou sm� rech Sangerovou dideoxynukleotidovou metodou v DNA sekvena� ní 

laborato�i MBÚ. Sekvence byly dodány ve form�  chromatogram� , které byly analyzovány 

v programu Chromas verze 1.45 (Griffith University, Southport, Queensland, Austrálie). 

V sekvenci se nacházel správný mutovaný triplet TCC kódující serin. � ást sekvence 

s vyzna� enou mutací je ukázána v p�íloze � .1.  

 

5.3 Rekombinantní exprese mutovaného proteinu Clrg 

 

5.3.1 Transformace bun� k a výb� r vhodných produk� ních klon�  

 

Transformace produk� ních bakterií E. coli kmene BL21-Gold byla provedena tepelným 

šokem. Byly p�ipraveny v�dy dv�  identické kultury, z nich� v�dy jedna byla po dosa�ení 

exponencionální fáze r� stu indukována IPTG. Po produkci byly bakterie sklizeny a výsledek 

byl analyzován pomocí SDS-PAGE. Výsledný gel je na obr.� .14. U klon�  1, 2 a 3 je vid� t 

výrazná zm� na proteinového profilu indukovaných (dráhy plus) a neindukovaných 

(dráhy mínus) bakterií. Klon 4 protein neprodukoval.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 M      1+      1–      2+      2–      3+      3–     4+      4–     M 

66 
44 

 
29 
24 

 

14 
kDa 

Obr. 14: Výsledek „+/– pokusu“. Bakterie indukované IPTG jsou v drahách ozna� ených plus, 

neindukované v mínus drahách. Dráha ozna� ená M obsahuje standardy molekulových 

hmotností.  
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Z obrázku je z�ejmé, �e u indukovaných bakterií p�eva�uje produkce exprimovaného 

proteinu Clrg, jemu� odpovídají zóny o molekulové hmotnosti okolo 14 kDa. Jako 

nejvhodn� jší producenti byly vybrány klony 1 a 2 a s t� mi bylo dále pracováno.    

 

5.3.2 Optimalizace produkce  

 

Pro zisk co nejv� tšího výt� �ku co nej� istšího proteinu byla provedena optimalizace 

produkce. Ze stacionární kultury vybraného produk� ního klonu 1 byly nasazeny kultury na 

optimalizaci produk� ních podmínek. Kultury byly po dosa�ení exponenciální fáze r� stu 

indukovány r� znou koncentrací IPTG a dále inkubovány po r� znou dobu dle rozpisu v tab.� .5 

(str.49). Po sklizení všech kultur byla provedena analýza pomocí SDS-PAGE. Jeden z gel�  je 

ukázán na obr.� .15. 

 
    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na obrázku je vid� t, �e protein Clrg je ve v� tším mno�ství bakteriemi produkován u� od 

0,03 mM koncentrace IPTG (dráha 4). Mno�ství produkovaného proteinu se po dalším zvýšení 

koncentrace ji� p�íliš nem� ní, stejn�  jako mno�ství kontaminujících protein�  od koncentrace 

0,1 mM IPTG (dráha 5). Proto byly vybrány pro další produkci proteinu Clrg podmínky 

ukázané v dráze 5 – tj. 37 °C, 0,1 M IPTG a produkce po dobu t�í hodin.    

   

 M        2          3         4         5        6         7        M  

66 
44 

 
  

29 
24 

 

14 
kDa 

Obr. 15: Ukázka optimalizace mutovaného proteinu Clrg za teploty 37 °C. Dráha ozna� ená M 

obsahuje standardy molekulových hmotností. 

dráha 2 – 0,003 mM IPTG  dráha 5 – 0,1 mM IPTG 
dráha 3 – 0,01 mM IPTG  dráha 6 – 0,3 mM IPTG 
dráha 4 – 0,03 mM IPTG  dráha 7 – 0,9 mM IPTG 
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Obr. 16: Obrázek gelu z  SDS 

elektroforézy pro kontrolu izolace a 

purifikace inkluzí po velkoobjemové 

produkci proteinu Clrg.  

 
dráha 1 a 8 – standard 

molekulových hmotností 
dráha 2 – promývací krok se 

sacharosovým TES pufrem    
dráha 3 a� 5 – jednotlivá promytí 

TES pufrem s 0,1% 
Tritonem-X100 

dráha 6 – promytí TES pufrem  
dráha 7 – inkluze s proteinem Clrg 
 

5.3.3 Velkoobjemová produkce proteinu a izolace inkluzních t� lísek  

 

Pro získání dostate� ného mno�ství mutovaného proteinu Clrg byla provád� na 

velkoobjemová produkce v� tšinou ve 2 l Kan Tet LB média. Produkce probíhala dle výše 

popsaných optimalizovaných podmínek. Po t�ech hodinách byly bakterie sklizeny. Po rozbití 

bakteriálních bun�� ných st� n byly odstran� ny všechny solubilní bun�� né komponenty a byla 

izolována inkluzní t� líska. Ta byla poté purifikována promýváním pomocí TES pufru 

s 0,1% detergentem Tritonem-X100. Po zpracování byly proteiny ve form�  inkluzí rozd� leny 

na alikvoty a zamra�eny pro další pou�ití. Kontrola jednotlivých promývacích krok�  a 

potvrzení proteinu v inkluzích bylo provedeno pomocí SDS elektroforézy na 

15% polyakrylamidovém gelu. Výsledný gel je ukázán na obr.� .16. P�e� išt� ná inkluzní t� líska 

obsahovala velké mno�ství proteinu Clrg, jak je vid� t v dráze 7 u molekulové hmotnosti 

14 kDa. Proteinové profily jednotlivých promývacích krok�  jsou ukázány v drahách 2 a� 6 a je 

z nich z�etelné, �e protein Clrg se p�i � išt� ní inkluzních t� lísek neztrácí. 

 

 

 

 

5.4 Renaturace protein�  z inkluzních t� lísek  

 

Inkluzní t� líska byla p�i teplot�  40 °C solubilizována v 6 M guanidinovém pufru 

s p�ídavkem DTT. Následovala ultracentrifugace a rozpustný supernantant byl ihned pou�it pro 

in vitro refolding. Renaturace byla provád� na metodou tzv. rychlého na�ed� ní pomalým 

kapáním do refoldingových pufr� . Pro sní�ení koncentrace solí a jiných p�ím� sí z roztoku 

renaturovaného proteinu poté následovala dialýza. P�edialyzovaný roztok renaturovaného 
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proteinu byl zakoncentrován pomocí ultrafiltrace a centrifuga� ních koncentrátor� . 

Renaturované proteiny byly purifikovány pomocí kombinace ionexové a gelové 

chromatografie.   

 

5.4.1 Optimalizace renaturace mutovaného proteinu Clrg 

 

P�i hledání renatura� ních podmínek mutovaného proteinu Clrg byly vyzkoušeny pufry 

PIPES (pH 6,8) a HEPES (pH 7,5). Dále byl zjiš� ován vliv p�ídavku aditiva 

(benzyldimethylamonium)propansulfonátu (NDSB 256). Zakoncentrovaný vzorek po dialýze 

byl nanesen na kolonu SP-Sepharosy FF. Protein byl eluován lineárním gradientem NaCl a 

detekován absorban� n�  p�i 280 nm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na obr.� .17 je vid� t porovnání chromatogram�  z ionexové chromatografie proteinu Clrg 

renaturovaného v r� zných refoldingových pufrech (viz tab.� .6, str.52). Z výsledk�  ionexové 

chromatografie jasn�  vyplývá, �e HEPES pufr je pro renaturaci výhodn� jší a p�ídavek 

sulfobetainu NDSB 256 zvyšuje výt� �ek poskládaného proteinu. Pro další pou�ití byl tedy 

vybrán HEPES pufr o pH 7,5 s p�ídavkem sulfobetainu. Koncentrace tohoto aditiva byla dále 

optimalizována. Výsledky optimalizace koncentrace sulfobetainu v renatura� ním HEPES pufru 

jsou v tomto p�ípad�  ilustrovány pomocí chromatogram�  z gelové chromatografie na 

Superdexu S75. Na obr.� .18 (str.66) m� �eme vid� t, �e p�i stoupající koncentraci aditiva stoupá 

i výt� �ek renaturovaného proteinu Clrg.  

Obr. 17: Optimalizace in vitro renaturace mutovaného proteinu Clrg – ionexová chromatografie. 
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Obr. 19: Graf znázor� ující závislost výt� �ku mutovaného proteinu Clrg na koncentraci 

(benzyldimethylamonium)propansulfonátu v renatura� ním HEPES pufru.  
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Rozdíl ve výt� �ku mezi 1 M a 0,3 M koncentrací NDSB 256 je však u� minimální 

(viz obr.� .19). Pro další pou�ití byla vybrána 0,3 M koncentrace sulfobetainu. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Výt� �ky optimalizace byly stanoveny metodou dle Bradfordové. P�i renaturaci ve v� tším 

objemu se výt� �ky pohybovaly okolo 1 mg z inkluzí odpovídajícím 500 ml LB média. Na 

chromatogramech z ionexové i gelové chromatografie je vid� t, �e protein se chová jako 

homogenní sm� s. Dle elu� ního � asu p�i gelové chromatografii se protein jeví jako monomer. 

Obr. 18: Optimalizace koncentrace (benzyldimethylamonium)propansulfonátu pro in vitro 

renaturaci mutovaného proteinu Clrg – gelová chromatografie .  
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5.4.2 Ov�� ení p� ítomnosti a homogenity proteinu Clrg 

 

Homogenita a � istota p�ipraveného preparátu byla ov�� ena SDS elektroforézou 

za redukujících a neredukujících podmínek. Na obr.� .20 je ukázán výsledek SDS-PAGE se 

vzorky z frakcí po gelové chromatografii v HEPES renatura� ním pufru s 0,3 M sulfobetainem. 

Vidíme, �e proteinový preparát odpovídá o� ekávané molekulové hmotnosti okolo 14 kDa a po 

gelové chromatografii je ji� velmi � istý. Na elektroforeogramu je pozorovatelný lehký posun 

elektroforetické mobility za neredukujících podmínek, který je dán v� tší kompaktností 

molekuly, která má zapojené disulfidové m� stky. Elektroforéza také potvrdila p�edpoklad, �e 

protein se v roztoku nevyskytuje ve form�  kovalentního dimeru. 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
5.4.3 Optimalizace renaturace proteinu NKR-P1F 

 

V p�ípad�  proteinu NKR-P1F byl vyzkoušen refolding v renatura� ních pufrech s Trisem o 

pH 9 s p�ídavkem sulfobetainu i bez n� j (viz tab.� .7, str.53). Zakoncentrované vzorky po 

dialýze byly nanášeny na kolonu Q-Sepharosy FF. Protein byl eluován lineárním gradientem 

NaCl a detekován fotometrickým detektorem p�i 280 nm. 

Renaturace proteinu NKR-P1F p�inášela mnohem v� tší problémy ne� u proteinu Clrg, jak 

je vid� t ji� z obr.� .21 (str.68). Ionexová chromatografie m� la � asto pr� b� h znázorn� ný na 

chromatogramu pojmenovaném Tris I (zelená k�ivka). Jímané frakce byly analyzovány na 

SDS-PAGE, kde bylo zjišt� no, �e slo�ení jednotlivých frakcí je tém��  toto�né. Frakce byly 

poté spojeny a po p�evedení z pufru s vysokou koncentrací soli zp� t do pufru A byly naneseny 

na kolonu Q-Sepharosy FF pro op� tovnou purifikaci ionexovou chromatografií. 

M      2        3                            4        5 
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redukující   neredukující Obr. 20: Gel z SDS elektroforézy 

po gelové chromatografii proteinu 

Clrg. 

 

dráha 1 – standard molekulových 
hmotností 

dráha 2 – frakce 1 v redukujícím 
prost�edí  

dráha 3 – frakce 2 v redukujícím 
prost�edí 

dráha 4  – frakce 1 v neredukujícím 
prost�edí 

dráha 5 – frakce 2 v neredukujícím 
prost�edí 
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Výsledek této druhé chromatografie je také ukázán na obr.� .21 pod názvem Tris II. 

Chromatogram ozna� ený Tris + NDSB 256 je z ionexové chromatografie po renaturaci    

NKR-P1F s p�ídavkem sulfobetainu. Frakce ozna� ené F1, F2 a F3 z chromatografie Tris II. 

byly analyzovány pomocí SDS-PAGE její� výsledek je ukázán na obr.� .22. Z výsledk�  

chromatografií i SDS elektroforézy 

vyplývá, �e sm� s vzniklá po renaturaci 

proteinu NKR-P1F je velmi slo�itá a 

nehomogenní. První elu� ní vrchol na 

ionexové chromatografii (okolo 20 minuty) 

vypadal jako nejvhodn� jší adept na výskyt 

správn�  sbaleného monomerního proteinu. 

Jak je však vid� t na gelu z SDS-PAGE, ani 

tato frakce (F1) není p�íliš � istá, ale je zde 

nejv� tší mno�ství proteinu, který odpovídá 

o� ekávané molekulové hmotnosti        

NKR-P1F kolem 15 kDa. Frakce 

z chromatografie Tris II. byly dále 

analyzovány pomocí gelové 

chromatografie na systému mikroHPLC 

SMART. Výsledek je ukázán na obr.� .23. 

(str.69). 

Obr. 21: Optimalizace renaturace NKR-P1F - porovnání chromatogram�  z ionexové chromatografie 

p� i r� zných podmínkách. F1, F2 a F3 ozna� uje rozd� lení frakcí z chromatografie Tris II.  
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Obr. 22: Gel z SDS elektroforézy po gelové 

chromatografii NKR-P1F – k� ivka Tris II. 

Dráha ozna� ená M obsahuje standardy 

molekulových hmotností.  
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Gelová chromatografie na systému SMART dále potvrdila p�edpoklad, �e ve frakci 

odpovídající prvnímu elu� nímu vrcholu z ionexové chromatografie se z�ejm�  nachází 

monomerní protein NKR-P1F, a �e ani tato frakce není zcela homogenní. Na obr.� .23 je tato 

frakce znázorn� na r� �ovou k�ivkou s hlavním elu� ním vrcholem kolem 35 minuty. Další dv�  

frakce jsou pravd� podobn�  vyšší oligomery. Vzorek F1 spolu s první frakcí z ionexové 

chromatografie Tris + NDSB 256 byly nast�íknuty na kolonu Superdex75. Porovnání 

chromatogram�  je ukázáno na obrázku � .24. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Obr. 23: Optimalizace renaturace NKR-P1F - gelová chromatografie na mikroHPLC SMART.  

Obr. 24: Optimalizace renaturace NKR-P1F - porovnání chromatogram�  z gelové 

chromatografie na kolon�  Superdex75.  
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Z výsledk�  gelové chromatografie vyplývá, �e oba renatura� ní pufry poskytují tém��  

shodné výsledky. Všechny postupy, ale vedly jen k malému kone� nému výt� �ku, který se 

pohyboval okolo 100 � g renaturovaného proteinu NKR-P1F z inkluzí odpovídajícím 500 ml 

LB média. Analýza SDS elektroforézou v redukujícím a neredukujícím prost�edí potvrdila 

p�ítomnost monomeru v hlavním elu� ním vrcholu z gelové chromatografie.   

 

5.5 Hmotnostní spektrometrie 

 

5.5.1 Stanovení p� esné  hmotnosti protein�  

  

M�� ení p�esných hmotností celých protein�  bylo pou�ito pro ur� ení kvality p�ipravených 

preparát� . Analýza proteinu pomocí p�ímého vtsupu na ESI-FT-ICR MS poskytuje velice 

p�esnou molekulovou hmotnost, ze které je mo�no ur� it, zda protein odpovídá teoretické 

sekvenci a zda cysteiny v n� m obsa�ené tvo�í disulfidové m� stky, � i z� stávají volné. Pro 

ov�� ení stavu disulfidových m� stk�  byla nicmén�  provedena také ESI-MS analýza proteinu 

redukovaného pomocí � inidla TCEP.  

Získaná spektra a nam�� ené dekonvoluované monoisotopické hmotnosti pro protein Clrg 

jsou ukázány na obr.� .25 (str.71) Protein byl velmi � istý, nebyly detekovány jiné signály ne� ty 

pat�ící Clrg a ze zm�� ené p�esné monoisotopické hmotnosti bylo ur� eno �e všechy � ty�i 

cysteiny tvo�í disulfidové m� stky a sekvence odpovídá sekvenci kódované expresním 

plasmidem. Zm�� ená monoisotopická hmotnost je oproti o� ekávané hmotnosti (str.60) 

posunuta o 131,034 hmotnostních jednotek, co� odpovídá aminokyselin�  methioninu 

(M teor. 131,0405). Z toho vyplývá, �e po� áte� ní methionin nebyl produk� ními bakteriemi u 

proteinu Clrg odšt� pován. Na spektru pro redukovaný protein je z�ejmý posun hmotnosti o 

� ty�i hmotnostní jednotky, odpovídající rozpojení dvou disulfidových m� stk� . Také je patrná 

zm� na v distribuci nábojových stav� , která u redukovaného proteinu poukazuje na rozbalení 

struktury a odhalení více míst pro protonaci. Na obr.� .26 (str.71) je ukázáno srovnání 

namodelovaných izotopových obálek pro nábojový stav 12+ s nam�� enými izotopovými 

profily. Z porovnání profil�  vyplývá dobrá shoda s teoreticky vypo� ítanými obálkami. 
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Obr. 26: Izotopové obálky 12+ proteinu Clrg. � ern�  jsou znázorn� ny teoreticky namodelované 

profily pro molekuly s  uvedeným slo�ením. Barevn�  jsou nam�� ená spektra. Vlevo 

(� ervené) spektrum je pro neredukovaný, vpravo (mod�e) pro redukovaný protein. 

Obr. 25: Hmotnostní spektra proteinu Clrg z ESI-FT-ICR MS. Spektrum naho�e (� ervené) je pro 

neredukovaný protein, dole (mod� e) pro redukovaný protein s rozpojenými disulfidovými 

m� stky. U spekter jsou uvedené experimentální a teoretické hmotnosti spolu s chybou m�� ení. 
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V p�ípad�  NKR-P1F byly pro celý protein získány hmotnosti ukázané v tab.� .9. Zm�� ené 

monoisotopické hmotnosti odpovídaly proteinu se správnou sekvencí. Hmotnost u 

redukovaného proteinu je posunuta o šest hmotnostních jednotek, co� odpovídá p�ítomnosti 

t�ech disulfidových m� stk� . Protein NKR-P1F nebyl tak � istý a homogenní jako Clrg a byly 

nam�� eny i hmotnosti, které odpovídaly N-termináln�  zkráceným variantám proteinu. 

 
Tabulka � .9: Nam�� ené monoisotopické hmotnosti pro NKR-P1F získané ESI-FT-ICR MS 

NKR-P1F Mexp. M teor. chyba (ppm) 

neredukovaný  15 283,7838 15 283,7631 1,3 

redukovaný  15 289,8284 15 289,8100 1,2 

 

5.5.2 Identifikace proteinu a potvrzení mutace 

 

Pro další ov�� ení sekvence a zejména mutace v proteinu Clrg, byla vyu�ita metoda 

peptidového mapovaní. Proteiny separované na gelu byly podrobeny redukci a alkylaci 

cystein�  a následn�  št� peny trypsinem. Zm�� ené peptidové mapy byly porovnány 

s teoretickými mapami proteinu a bylo ur� eno pokrytí sekvence na 78 %, dále potvrzující 

správnost exprimovaného proteinu. Nam�� ená spektra spolu se sekvencí jsou ukázána na 

obr.� .27 (str.73) a tabulka nalezených peptid�  v p�íloze � .2. Peptid nesoucí mutaci 

(m/z 1 302.62) byl navíc fragmentován a ze získaného MS/MS spektra byla jednozna� n�  

potvrzena správná mutovaná sekvence proteinu. Výsledné MS/MS spektrum analyzované 

programem BioTools je ukázáno v p�íloze � .3.  

 

5.5.3 Studium zapojení disulfidových m� stk�  

 

Hmotnostní spektrometrie byla vyu�ita také pro ur� ení zapojení disulfidových m� stk�  u 

obou protein� . Proteiny byly št� peny specifickou proteasou (v našem p�ípad�  byl vybrán 

trypsin) za podmínek zabra� ujícím rozpojení a zp� tnému spojování cystein�  (tzv. scrambling). 

Clrg byl nejprve analyzován pomocí MALDI-TOF MS (viz výše). Ji� z t� chto peptidových 

map, bylo ur� eno párování cystein� , jeliko� byly nalezeny oba disulfidicky vázané peptidy, 

které m� ly po št� pení trypsinem vzniknout. Tyto disulfidicky spojené peptidy odpovídají 

signál� m 1 879,81 a 2 850,32 v map�  neredukovaného proteinu a jim odpovídající ozna� ené 

rozpojené a karbamidomethylovým zbytkem modifikované peptidy v map�  pro zredukovaný 

protein (viz obr.� .27 (str.73)).  
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Obr. 27: Spektra z peptidového mapování proteinu Clrg. Naho� e (mod� e) je spektrum neredukovaného 

proteinu, � erven�  je peptidová mapa redukovaného a alkylovaného proteinu. V sekvenci 

exprimovaného proteinu Clrg je � ást, která byla pokryta mapováním vyzna� ena podt�ením. 

Hv� zdi� kami jsou ozna� eny disulfidicky spojené peptidy u neredukovaného proteinu a jim 

odpovídající zredukované a alkylované peptidy ve spektru pro redukovaný protein. 
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P�ítomnost signál�  odpovídajících volným peptid� m s cysteinem (signál 1 139,49 

v neredukované map� ) lze sice p�i� íst tomu, �e ionizace laserem m� �e zp� sobit � áste� ný 

rozpad disulfidicky vázaných peptid�  [181], nicmén�  nelze vylou� it ani mo�nost, �e pocházejí 

z proteinu majícího volné dva � i více cystein� . Další nevýhodou p�ímé analýzy bez vyu�ití 

separace je, �e neposkytuje informaci o p�ípadném výskytu nesprávn�  spárovaných cystein� .  

Proto byl vzorek dále analyzován pomocí LC-ESI-FT-ICR MS a data prohledána 

programem Links. Tato metoda vyu�ívá porovnání nam�� ených LC-MS dat s databází peptid�  

vzniklých št� pením specifickou proteasou a obsahující i všechny teoreticky mo�né kombinace 

peptid�  obsahujících cystein. Poda�ilo se ur� it �e párování cystein�  odpovída schématu na 

obr.� .28 a v tab.� .10 (str.75). Zárove�  nebylo nalezeno jiné spojení cystein�  ani �ádné 

procento volných cystein� . 

 

 

 
NKTYAA92CSKNWTGVGNK103CFYFSGYPRNWTFAQAF120CMAQEAQLARFDNE

EELIFLKRFKGDFDSWIGLHRESSEHPWKWTNNTEYNNMNPILGVGRYAYLSSD

RISSSRSYINRMWI202CSKLN 

 

 
 

GRSAILE94CPRYWHPHWNK105CLFVSQISRPWAEGRDA122CSMEDAILLLIEN

KEELRFVQNLIKGKEQLFFIGLKYVQKEKIWKWIDGSILNPNLLRITGKDKENS
189CAIISHTEVFSDS202CSSDNHWI210CQKTLIHV 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 28: Lokalizace disulfidových vazeb na proteinu Clrg (horní) a NKR-P1F (spodní). Zapojení bylo 

ur� eno pomocí LC-ESI-FT-ICR MS. 
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Tabulka � .10: Ukázka nalezených peptid�  spojených disulfidovými m� stky, které vedly 

k ur� ení zapojení S – S m� stk� .  

protein nam
� ená 
hmotnost 

teoretická 
hmotnost 

chyba 
v ppm 

pozice 
peptid�  v 
sekvenci 

sekvence spojených peptid�  

1 879,8127 1 879,8146 1 88-94,  
103-111 TYAACSK – CFYFSGYPR 

Clrg 

2 850,2942 2 850,2988 1,6 112-129, 
114-119 

NWTFAQAFCMAQEAQLAR 
– MWICSK 

1 937,9928 1 937,9939 0,6 89-96, 
105-113  SAILECPR – CLFVSQISR 

1 695,6535 1 695,6555 1,2 120-125 
205-212 DACSME – DNHWICQK NKR-P1F 

2 031,8295 2 031,8278 0,8 186-204 ENSCAIISHTEVFSDSCSS 

 

5.6 Analytická ultracentrifuga 

 

M�� ení sedimenta� ní rychlosti bylo provedeno na analytické ultracentrifuze 

ProteomeLab XL-1. Tato metoda analytické ultracentrifugace byla pou�ita pro zjišt� ní 

oligomerie proteinu Clrg a ur� ení sedimenta� ního koeficientu. 

Sedimentace proteinu byla pozorována absorban� ní optikou p�i 280 nm. Získaný 

sedimenta� ní profil je znázorn� n na obr.� .29.  

 

  

 
Obr. 29: Sedimenta� ní profil proteinu Clrg získaný na analytické ultracentrifuze metodou 

sedimenta� ní rychlosti. r – radiální vzdálenost od osy otá� ení  
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Získané sedimenta� ní k�ivky byly analyzovány v programu Sedfit 11.71, kde byla získána 

distribuce sedimenta� ních koeficient�  p�i daných podmínkách. Zjišt� ná distribuce je ukázána 

na obr.� .30. Získaný sedimenta� ní koeficient byl extrapolován na nulovou koncentraci proteinu 

a pufr na � istou vodu p� i 20 °C. Hodnota standardizovaného sedimenta� ního koeficientu pro 

protein Clrg byal ur� ena na s°20,w = 1,78 S.  

Z grafu distribuce sedimenta� ních koeficient�  je vid� t, �e protein se v roztoku nachází 

tém��  výhradn�  ve form�  monomeru. Na zv� tšeném grafu jsou z�etelné i koeficienty pro vyšší 

oligomerní stavy, pravd� podobn�  dimery a trimery. Porovnáním ploch pod jednotlivými 

maximy, bylo ur� eno slo�ení sm� si na tém��  99 % monomerního proteinu a pouze 1 % vyšších 

oligomer� . 

5.7 Krystalizace proteinu Clrg a rentgenostrukturní analýza  

 

Krystaliza� ní podmínky pro mutovaný protein Clrg byly testovány a optimalizovány za 

pou�ití krystaliza� ních kit�  Crystal screen a Crystal screen 2 od firmy Hampton Research 

metodou sedící kapky. Krystaly, které byly p�i optimalizaci získány jsou ukázány na 

obr.� .31(str.77). 

Difrak� ní data ze získaných krystal�  byla nam�� ena na synchrotronovém zdroji Bessy II 

v Berlín� , p�i teplot�  100 K za pou�ití CCD detektoru MAR Mosaic 225. Data byla zpracována 

programem HKL2000 s rozlišením 1,95 Å. Fázový problém byl vy�ešen metodou 

molekulárního nahrazení v programu BALBES s pou�itím struktury hCD69 (pdb kód 3HUP).  

Obr. 30: Získaná distribuce sedimenta� ních koeficient�  (c(s)) pro protein Clrg. Ve vý� ezu je ukázán 
zv� tšený graf. Pou�itá jednotka sedimenta� ního koeficientu je svedberg (S). 
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Základní bu� ka krystalu je orthorombická, má rozm� ry 118,3 , 61,4 a 32,4 Å a spl� uje 

symetrii prostorové grupy P21212. Testování krystaliza� ních podmínek a jejich optimalizace, 

stejn�  jako nam�� ení a zpracování difrak� ních dat byla provedena 

RNDr. Terezou Skálovou, Ph.D.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vy�ešená krystalová struktura proteinu Clrg je ukázána na obr.� .32 a na obr.� .33 (str.78). 

Obsahem asymetrické jednotky je dimer. Struktura monomeru se sestává ze dvou � -helix�  a 

dvou antiparalelních 	 -list� . 

 

Obr. 31: Získané krystaly proteinu Clrg.  
 

Obr. 32: Krystalová struktura dimeru Clrg. Pohled zep� edu. 
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Na obr.� .34 jsou � -helixy znázorn� ny � ervenou barvou a 	 -listy �lutou. Mod�e jsou 

vyzna� eny disulfidové m� stky. První disulfidový m� stek mezi Cys92 a Cys103 odpovídá 

párování prvního cysteinu s druhým (viz obr.� .8, str.30) a nachází se blí�e kr� ku. 

Druhý m� stek odpovídá párování t�etího cysteinu se šestým, ten se nachází uvnit� 

extracelulární domény C-lektinového typu a je tvo�en mezi Cys120 a Cys202.  

Obr 34: Struktura dimeru Clrg se zvýrazn� nými segmenty sekundární struktury a disulfidovými 
m� stky. 

Obr. 33: Krystalová struktura dimeru Clrg. Pohled svrchu. 
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Tento m� stek je viditelný i na detailu vy�ešené struktury v elektronové map�  na obr.� .35, 

kde je z�etelné, �e strukturní detaily byly u proteinu Clrg ur� eny s vysokým rozlišením. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Struktura proteinu Clrg vykazuje velkou podobnost s krystalovou strukturou lidského 

proteinu CD69. Porovnání sekvencí je ukázáno na obr.� .36.  

 
 

Clrg   NKTYAACSKNWTGVGNKCFYFSGYPRNWTFAQAFCMAQEAQLARFDNEEELIFL K 
CD 69  --- VSSCSEDWVGYQRKCYFI STVKRSWTSAQNACSEHGATLAVI DSEKDMNFLK                           
           ::**::*.*  .**:::*   *.** **  *  : * ** :*.*::: *** 
      
Clrg   RFKGDFDSWIGLHRESSEHPWKWTNNTEYNNMNPIL GVGRYAYLSSDRI SSSRSY  
CD 69  RYAGREEHWVGLKKEPG- HPWKWSNGKEFNNWFNVTGSDKCVFLKNTEVSSMECE  
       *: *  : *:**::*.. *****:*..*:**   : * .: .:* .. .:** ..       
 
Clrg   I NRMWICSKLN-  121  
CD 69  KNLYWICNKPYK  118 
        *  ***.*  
 

 

Obr. 36: Sekven� ní srovnání extracelulárních � ástí protein� , ze kterých byly získány jejich krystalové 
struktury.  
·  * - identické amk, : - velmi podobné amk, . – podobné amk, 
·  � ervená – hydrofóbní, modrá – kyselé, r� �ová – bazické, zelená – polární aminokyseliny 

Obr. 35: Detail mapy elektronové hustoty proteinu Clrg ukazuje lokalizaci jednotlivých reziduí 
proteinu.  
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Sekven� ní srovnání bylo provedeno programem ClustalW [182]. Sekven� ní identita byla 

stanovena na 38 %, co� odpovídá tomu, �e na úrovni sekundární struktury jsou si oba proteiny 

velmi podobné. Strukturní srovnání Clrg a CD69 je ukázáno na dalším obrázku � .37.  

Dimer proteinu Clrg je tvo�en velmi podobn�  jako u CD69. Plocha dimeriza� ního kontaktu 

je 772Å2, co� odpovídá 11% celkového povrchu. �ádný podobn�  velký kontakt se v krystalu 

nevyskytuje. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 37: Strukturní srovnání dimeru Clrg (� erven� ) s proteinem CD69 (zelen� ).  
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6. DISKUSE 

 

Protein� m NKR-P1F a Clrg jsem se v� novala ji� ve své bakalá�ské práci. V rámci této 

práce byly p�ipraveny expresní plasmidy kódující extracelulární domény t� chto receptor�  a 

inkluzní t� líska s ob� ma proteiny. Má diplomová práce na získané výsledky navazuje a dále je 

rozši�uje. 

Pokusy o renaturaci proteinu Clrg z p�ipravených inkluzních t� lísek byly neúsp� šné. Na 

základ�  analogie s p�íbuznými proteiny produkovanými v naší laborato�i a z údaj�  uvedených 

v literatu�e bylo p�istoupeno k mutaci lichého cysteinu v sekvenci tohoto proteinu. Mutace 

cysteinu v pozici 148 na serin byla provedena metodou QuikChange a sekvence mutovaného 

plasmidu byla p�ekontrolována DNA sekvenací.  

Po výb� ru optimálních produk� ních klon�  proteinu Clrg byla provedena optimalizace 

produkce. Dostate� né mno�ství proteinu bylo p�i 37 °C expresními bakteriemi produkováno ji� 

po t�ech hodinách. Od 0,1 mM koncentrace IPTG v kultiva� ním médiu je mno�ství i � istota 

získaného proteinu srovnatelná, byla tedy vybrána tato ekonomicky výhodn� jší koncentrace 

induktoru. Za vybraných podmínek probíhala poté velkoobjemová produkce proteinu, který byl 

získán op� t ve form�  inkluzních t� lísek. Ta byla izolována, purifikována a následná analýza 

pomocí SDS elektroforézy potvrdila, �e protein Clrg je p�ítomen v inkluzních t� líscích ve 

velkém mno�ství a neztrácí se v pr� b� hu purifikace t� lísek.  

Inkluzní t� líska s proteiny byla solubilizována v guanidinovém pufru p�i 40 °C. Po 

ultracentrifugaci byla rozpustná fáze ihned pou�ita pro skládání protein� . Renaturace byla 

provád� na metodou rychlého na�ed� ní pomalým kapáním do renatura� ních pufr�  v chladové 

místnosti. Slo�ení testovaných renatura� ních pufr�  vycházelo ze zkušeností pracovník�  

laborato�e. Roztoky renaturovaných protein�  byly p�edialyzovány a po následné ultrafiltraci 

byly proteiny purifikovány chromatografickými metodami. Výsledky renaturace a její 

optimalizace byly porovnávány chromatograficky i pomocí SDS elektroforézy.  

Ionexová i gelová chromatografie mutovaného proteinu Clrg ukázaly na ú� inn� jší 

renaturaci v HEPES pufru o pH 7,5 ne� v p�ípad�  PIPES pufru o pH 6,8. Dalším testovaným 

parametrem byl vliv p�ídavku (benzyldimethylamonium)propansulfonátu (NDSB 256) do 

renatura� ních pufr� , kdy byl ukázán jeho výrazný vliv na výt� �ek renaturovaného proteinu 

Clrg. Optimalizace koncentrace tohoto aditiva ukázala na zvyšující se výt� �ek proteinu s jeho 

stoupající koncentrací. Rozdíl mezi koncentrací 0,3 M a 1 M je však u� zanedbatelný a 

vzhledem k vysoké finan� ní náro� nosti této látky byla zvolena ni�ší koncentrace.  
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Dle výsledk�  SDS elektroforézy má protein Clrg po gelové chromatografii dostate� nou 

� istotu a v roztoku se nevyskytuje ve form�  kovalentního dimeru. Elu� ní � asy z gelové 

chromatografie ukazovaly na p�ítomnost monomerního proteinu. Optimalizovaný protokol 

poskytoval nep�íliš vysoké (~1 mg na 500 ml LB média), ale dosta� ující mno�ství proteinu 

Clrg, tak�e mutace lichého cysteinu se ukázala jako úsp� šný postup pro p�ekonání potí�í 

s refoldingem tohoto proteinu. 

Renaturace proteinu NKR-P1F byla o poznání slo�it� jší a doposud se nepoda�ilo najít 

optimální renatura� ní podmínky. První pokusy o poskládání tohoto proteinu byly provád� ny 

v renatura� ních Tris pufrech o pH 9. Výsledky ionexové i gelové chromatografie nazna� ovaly 

p�ítomnost velmi slo�ité sm� si, s p�ítomností malého mno�ství monomerního proteinu. Toto 

bylo podpo�eno analýzou jednotlivých frakcí pomocí microHPLC SMART. P�ídavek aditiva 

NDSB 256 nem� l tak výrazný ú� inek jako v p�ípad�  Clrg, p�i jeho p�idání se poda�ilo získat 

� istší protein, ale celkový výt� �ek monomerního proteinu byl srovnatelný. Kone� né výt� �ky 

byly velmi malé, okolo 100 � g z inkluzí odpovídajícím 500 ml LB média. 

Identita obou protein�  byla potvrzena metodami hmotnostní spektrometrie. Stanovení celé 

hmoty proteinu Clrg ukázalo na vysokou � istotu a homogenitu vzorku a potvrdilo p�ítomnost 

dvou disulfidových m� stk� . Identita tohoto proteinu byla dále potvrzena peptidovým 

mapováním a p�ítomnost mutovaného serinu byla ukázána pomocí tandemové hmotnostní 

spektrometrie. V p�ípad�  NKR-P1F byla také prokázána p�ítomnost proteinu se správnou 

sekvencí a p�ítomnost t�í o� ekávaných disulfidových m� stk� , ale tento protein nevykazoval 

takovou � istotu a homogenitu jako Clrg. Ve vzorku byly nalezeny také hmoty odpovídající    

N-termináln�  zkráceným variantám proteinu, co� jenom potvrzovalo potí�e s purifikací tohoto 

proteinu. Lokalizace disulfidových m� stk�  byla analyzována pomocí LC-MS a u obou protein�  

byl potvrzen konzervovaný vzor, který se vyskytuje u receptor�  C-lektinového typu.  

Studium proteinu Clrg pomocí analytické ultracentrifugy, metodou sedimenta� ní rychlosti 

potvrdilo, �e se Clrg vyskytuje v roztoku p�edevším ve form�  monomeru. Vyšší oligomery 

byly také pozorovány, ale v zanedbatelném mno�ství okolo 1 %. Pomocí m�� ení na analytické 

ultracentrifuze byl také získán sedimenta� ní koeficient – s°20,w =1,78 S.  

Dostate� né mno�ství � istého proteinu pro krystalizaci bylo získáno pouze v p�ípad�  

proteinu Clrg. Pro tento protein byly tedy hledány a optimalizovány krystaliza� ní podmínky. 

Byly získány dostate� n�  velké a difraktující krystaly vhodné pro rentgenostrukturní analýzu a 

difrak� ní data byla nam�� ena na synchrotronu Bessy II v Berlín� . Fázový problém byl vy�ešen 

metodou molekulárního nahrazení pomocí struktury lidského proteinu CD69.  
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Obsahem asymetrické jednotky je dimer, p�esto�e v roztoku se protein nachází ve form�  

monomeru. Vy�ešená struktura ukázala, �e celkový fold extracelulární domény proteinu Clrg 

odpovídá kanonické struktu�e domény C-lektinového typu (CTLD). Struktura Clrg je také 

velmi podobná proteinu hCD 69. Zajímavým aspektem rozší�eným i mezi jinými receptory    

C-lektinového typu je velká strukturní podobnost i p�es malou sekven� ní homologii. Nalezené 

dimeriza� ní kontakty tvo�í 11% celkového povrchu molekuly, co� odpovídá b� �né hodnot�  pro 

dimer. A� koliv samotná struktura nep�ináší z hlediska obecné strukturní biologie mnoho 

nového, její vy�ešení pova�ujeme za úsp� ch. U� jenom proto, �e struktura Clrg je v� bec první 

vy�ešenou v rámci celé Clr rodiny. Vy�ešená struktura se navíc u� te
  pou�ívá pro modelování 

p�íbuzných protein�  exprimovaných v naší laborato�i. 

Úkolem do budoucna je ur� it�  vylepšení renatura� ních podmínek a purifikace proteinu 

NKR-P1F, které by umo�nily zisk tohoto proteinu pro strukturní studie a jiné charakterizace. 

Pokud se toto poda�í bude hlavním cílem studium interakce NKR-P1F a Clrg.  
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7. SOUHRN VÝSLEDK�  

 

·  mutovaný konstrukt pro protein Clrg byl p�ipraven metodou QuikChange a 

byla provedena jeho velkoobjemová bakteriální exprese  

 

·  inkluzní t� líska s mutovaným Clrg byla izolována a p�e� išt� na  

 

·  protokol pro renaturaci Clrg byl nalezen a optimalizován; prob� hly pokusy 

o optimalizaci renaturace proteinu NKR-P1F 

 

·  mutovaný protein Clrg byl úsp� šn�  izolován a purifikován kombinací 

chromatografických metod; v p�ípad�  NKR-P1F bylo získáno malé 

mno�ství renaturovaného proteinu  

 

·  identita protein�  byla potvrzena metodami hmotnostní spektrometrie, 

pomocí hmotnostní spektrometrie bylo také ur� eno zapojení disulfidových 

m� stk�  u obou protein� , u proteinu Clrg byla navíc pomocí MS/MS 

potvrzena mutace  

 

·  Clrg byl analyzován metodou sedimenta� ní rychlosti na AUC, kdy byl 

zjišt� n sedimenta� ní koeficient a potvrzen výskyt tohoto proteinu v roztoku 

jako monomeru 

 

·  Clrg byl úsp� šn�  krystalizován a rentgenostrukturní analýzou byla vy�ešena 

jeho struktura jako v� bec první molekuly z Clr rodiny  

 

·  proteinová interakce NKR-P1F a Clrg nebyla studována, vzhledem 

k problém� m s renaturací proteinu NKR-P1F 



 85 

SEZNAM POU�ITÉ LITERATURY 

 

 [1] Murphy, K., Travers, P., Walport, M.: Janeway's immunology. Garland Science, New 
York (2008) 

 [2] Ho�ejší, V., Bart�� ková, J.: Základy imunologie. Triton, Praha (2009) 
 [3] Kiessling, R., Klein, E., Pross, H., and Wigzell, H.: Eur. J. Immunol. 5, 117-121 (1975) 
 [4] Fitzgerald-Bocarsly, P., Herberman, R., Hercend, T., Hiserodt, J., Kumar, V., Lanier, L., 

Ortaldo, J., Pros, H., Reynolds, C., Welsh, R., and Wigzell, H.: Immunol. Today. 9, 292 
(1988) 

 [5] Vivier, E., Raulet, D.H., Moretta, A., Caligiuri, M.A., Zitvogel, L., Lanier, L.L., 
Yokoyama, W.M., and Ugolini, S.: Science. 331, 44-49 (2011) 

 [6] Trinchieri, G.: Adv. Immunol. 47, 187-376 (1989) 
 [7] Lanier, L.L., Testi, R., Bindl, J., and Phillips, J.H.: J. Exp. Med. 169, 2233-2238 (1989) 
 [8] Lanier, L.L., Le, A.M., Civin, C.I., Loken, M.R., and Phillips, J.H.: J. Immunol. 136, 

4480-4486 (1986) 
 [9] Moretta, L., Bottino, C., Pende, D., Mingari, M.C., Biassoni, R., and Moretta, A.: Eur. J. 

Immunol. 32, 1205-1211 (2002) 
 [10] Timonen, T., Ortaldo, J.R., and Herberman, R.B.: J. Exp. Med. 153, 569-582 (1981) 
 [11] Burkhardt, J.K., Hester, S., Lapham, C.K., and Argon, Y.: J. Cell Biol. 111, 2327-2340 

(1990) 
 [12] de Saint Basile, G., Menasche, G., and Fischer, A.: Nat. Rev. Immunol. 10, 568-579 

(2010) 
 [13] Gregoire, C., Chasson, L., Luci, C., Tomasello, E., Geissmann, F., Vivier, E., and 

Walzer, T.: Immunol. Rev. 220, 169-182 (2007) 
 [14] Moretta, L., Biassoni, R., Bottino, C., Mingari, M.C., and Moretta, A.: Scand. J. 

Immunol. 55, 229-232 (2002) 
 [15] Bird, P.   cit. 2.4. 2011; dostupné z: <http://www.med.monash.edu.au/biochem/bird-

proteases-serpins.html> 
 [16] Jamieson, A.M., Isnard, P., Dorfman, J.R., Coles, M.C., and Raulet, D.H.: J. Immunol. 

172, 864-870 (2004) 
 [17] Zhang, Y., Wallace, D.L., de Lara, C.M., Ghattas, H., Asquith, B., Worth, A., Griffin, 

G.E., Taylor, G.P., Tough, D.F., Beverley, P.C., and Macallan, D.C.: Immunology. 121, 
258-265 (2007) 

 [18] Di Santo, J.P.: Annu. Rev. Immunol. 24, 257-286 (2006) 
 [19] Paul, W.E.: Fundamental immunology. Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia 

(2008) 
 [20] Galy, A., Travis, M., Cen, D., and Chen, B.: Immunity. 3, 459-473 (1995) 
 [21] Igarashi, H., Gregory, S.C., Yokota, T., Sakaguchi, N., and Kincade, P.W.: Immunity. 

17, 117-130 (2002) 
 [22] Rosmaraki, E.E., Douagi, I., Roth, C., Colucci, F., Cumano, A., and Di Santo, J.P.: Eur. 

J. Immunol. 31, 1900-1909 (2001) 
 [23] Yokoyama, W.M., Kim, S., and French, A.R.: Annu. Rev. Immunol. 22, 405-429 (2004) 
 [24] Cooper, M.A., Fehniger, T.A., and Caligiuri, M.A.: Trends Immunol. 22, 633-640 

(2001) 
 [25] Anfossi, N., Andre, P., Guia, S., Falk, C.S., Roetynck, S., Stewart, C.A., Breso, V., 

Frassati, C., Reviron, D., Middleton, D., Romagne, F., Ugolini, S., and Vivier, E.: 
Immunity. 25, 331-342 (2006) 

 [26] Robertson, M.J.: J. Leukoc. Biol. 71, 173-183 (2002) 
 [27] Maghazachi, A.A.: Curr. Top. Microbiol. Immunol. 341, 37-58 (2010) 



 86 

 [28] Wilk, E., Kalippke, K., Buyny, S., Schmidt, R.E., and Jacobs, R.: Immunobiology. 213, 
271-283 (2008) 

 [29] Hayakawa, Y. and Smyth, M.J.: J. Immunol. 176, 1517-1524 (2006) 
 [30] Vivier, E., Tomasello, E., Baratin, M., Walzer, T., and Ugolini, S.: Nat. Immunol. 9, 

503-510 (2008) 
 [31] Eidenschenk, C., Dunne, J., Jouanguy, E., Fourlinnie, C., Gineau, L., Bacq, D., 

McMahon, C., Smith, O., Casanova, J.L., Abel, L., and Feighery, C.: Am. J. Hum. 
Genet. 78, 721-727 (2006) 

 [32] Schleinitz, N., Vely, F., Harle, J.R., and Vivier, E.: Immunology. 131, 451-458 (2010) 
 [33] Biron, C.A., Nguyen, K.B., Pien, G.C., Cousens, L.P., and Salazar-Mather, T.P.: Annu. 

Rev. Immunol. 17, 189-220 (1999) 
 [34] Orange, J.S. and Biron, C.A.: J. Immunol. 156, 4746-4756 (1996) 
 [35] Vidal, S.M. and Lanier, L.L.: Curr. Top. Microbiol. Immunol. 298, 183-206 (2006) 
 [36] Biron, C.A., Byron, K.S., and Sullivan, J.L.: N. Engl. J. Med. 320, 1731-1735 (1989) 
 [37] Fischer, A.: Immunity. 27, 835-845 (2007) 
 [38] Karre, K., Ljunggren, H.G., Piontek, G., and Kiessling, R.: Nature. 319, 675-678 (1986) 
 [39] Cerwenka, A., Baron, J.L., and Lanier, L.L.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 98, 11521-

11526 (2001) 
 [40] Stewart, C.A., Vivier, E.: Strategies of NK cell recognition and their roles in tumor 

immunosurveillance. How the Immune System Recognizes Self and Nonself: 
Immunoreceptors and Their Signaling, ed. D. Kitamura. Springer, Tokyo (2007) 

 [41] Kelly, J.M., Darcy, P.K., Markby, J.L., Godfrey, D.I., Takeda, K., Yagita, H., and 
Smyth, M.J.: Nat. Immunol. 3, 83-90 (2002) 

 [42] Smyth, M.J., Swann, J., Cretney, E., Zerafa, N., Yokoyama, W.M., and Hayakawa, Y.: 
J. Exp. Med. 202, 583-588 (2005) 

 [43] Imai, K., Matsuyama, S., Miyake, S., Suga, K., and Nakachi, K.: Lancet. 356, 1795-
1799 (2000) 

 [44] Koh, C.Y., Blazar, B.R., George, T., Welniak, L.A., Capitini, C.M., Raziuddin, A., 
Murphy, W.J., and Bennett, M.: Blood. 97, 3132-3137 (2001) 

 [45] McKenna, D.H., Jr., Sumstad, D., Bostrom, N., Kadidlo, D.M., Fautsch, S., McNearney, 
S., Dewaard, R., McGlave, P.B., Weisdorf, D.J., Wagner, J.E., McCullough, J., and 
Miller, J.S.: Transfusion. 47, 520-528 (2007) 

 [46] Ruggeri, L., Capanni, M., Urbani, E., Perruccio, K., Shlomchik, W.D., Tosti, A., Posati, 
S., Rogaia, D., Frassoni, F., Aversa, F., Martelli, M.F., and Velardi, A.: Science. 295, 
2097-2100 (2002) 

 [47] Yokoyama, W.M. and Plougastel, B.F.: Nat. Rev. Immunol. 3, 304-316 (2003) 
 [48] Schoenborn, J.R. and Wilson, C.B.: Adv. Immunol. 96, 41-101 (2007) 
 [49] Bluman, E.M., Bartynski, K.J., Avalos, B.R., and Caligiuri, M.A.: J. Clin. Invest. 97, 

2722-2727 (1996) 
 [50] Empson, V.G., McQueen, F.M., and Dalbeth, N.: Immunol. Cell Biol. 88, 24-31 (2010) 
 [51] Walzer, T., Dalod, M., Robbins, S.H., Zitvogel, L., and Vivier, E.: Blood. 106, 2252-

2258 (2005) 
 [52] Ferlazzo, G. and Munz, C.: J. Clin. Immunol. 29, 265-273 (2009) 
 [53] Hanna, J., Gonen-Gross, T., Fitchett, J., Rowe, T., Daniels, M., Arnon, T.I., Gazit, R., 

Joseph, A., Schjetne, K.W., Steinle, A., Porgador, A., Mevorach, D., Goldman-Wohl, 
D., Yagel, S., LaBarre, M.J., Buckner, J.H., and Mandelboim, O.: J. Clin. Invest. 114, 
1612-1623 (2004) 

 [54] Rabinovich, B.A., Li, J., Shannon, J., Hurren, R., Chalupny, J., Cosman, D., and Miller, 
R.G.: J. Immunol. 170, 3572-3576 (2003) 

 [55] Blanca, I.R., Bere, E.W., Young, H.A., and Ortaldo, J.R.: J. Immunol. 167, 6132-6139 
(2001) 



 87 

 [56] Lapaque, N., Walzer, T., Meresse, S., Vivier, E., and Trowsdale, J.: J. Immunol. 182, 
4339-4348 (2009) 

 [57] Nishibori, T., Xiong, H., Kawamura, I., Arakawa, M., and Mitsuyama, M.: Infect. 
Immun. 64, 3188-3195 (1996) 

 [58] Haller, D., Serrant, P., Granato, D., Schiffrin, E.J., and Blum, S.: Clin. Diagn. Lab. 
Immunol. 9, 649-657 (2002) 

 [59] Korbel, D.S., Finney, O.C., and Riley, E.M.: Int. J. Parasitol. 34, 1517-1528 (2004) 
 [60] Baratin, M., Roetynck, S., Lepolard, C., Falk, C., Sawadogo, S., Uematsu, S., Akira, S., 

Ryffel, B., Tiraby, J.G., Alexopoulou, L., Kirschning, C.J., Gysin, J., Vivier, E., and 
Ugolini, S.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 102, 14747-14752 (2005) 

 [61] Gazzinelli, R.T., Hieny, S., Wynn, T.A., Wolf, S., and Sher, A.: Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA. 90, 6115-6119 (1993) 

 [62] Dunn, C., Brunetto, M., Reynolds, G., Christophides, T., Kennedy, P.T., Lampertico, P., 
Das, A., Lopes, A.R., Borrow, P., Williams, K., Humphreys, E., Afford, S., Adams, 
D.H., Bertoletti, A., and Maini, M.K.: J. Exp. Med. 204, 667-680 (2007) 

 [63] Katchar, K., Soderstrom, K., Wahlstrom, J., Eklund, A., and Grunewald, J.: Eur. Respir. 
J. 26, 77-85 (2005) 

 [64] de Matos, C.T., Berg, L., Michaelsson, J., Fellander-Tsai, L., Karre, K., and Soderstrom, 
K.: Immunology. 122, 291-301 (2007) 

 [65] Lucas, M., Schachterle, W., Oberle, K., Aichele, P., and Diefenbach, A.: Immunity. 26, 
503-517 (2007) 

 [66] Cooper, M.A., Bush, J.E., Fehniger, T.A., VanDeusen, J.B., Waite, R.E., Liu, Y., 
Aguila, H.L., and Caligiuri, M.A.: Blood. 100, 3633-3638 (2002) 

 [67] Colonna, M., Trinchieri, G., and Liu, Y.J.: Nat. Immunol. 5, 1219-1226 (2004) 
 [68] van den Broeke, L.T., Daschbach, E., Thomas, E.K., Andringa, G., and Berzofsky, J.A.: 

J. Immunol. 171, 5842-5852 (2003) 
 [69] Shanker, A., Verdeil, G., Buferne, M., Inderberg-Suso, E.M., Puthier, D., Joly, F., 

Nguyen, C., Leserman, L., Auphan-Anezin, N., and Schmitt-Verhulst, A.M.: J. 
Immunol. 179, 6651-6662 (2007) 

 [70] Ghiringhelli, F., Menard, C., Terme, M., Flament, C., Taieb, J., Chaput, N., Puig, P.E., 
Novault, S., Escudier, B., Vivier, E., Lecesne, A., Robert, C., Blay, J.Y., Bernard, J., 
Caillat-Zucman, S., Freitas, A., Tursz, T., Wagner-Ballon, O., Capron, C., 
Vainchencker, W., Martin, F., and Zitvogel, L.: J. Exp. Med. 202, 1075-1085 (2005) 

 [71] Ljunggren, H.G. and Karre, K.: Immunol. Today. 11, 237-244 (1990) 
 [72] Lanier, L.L.: Annu. Rev. Immunol. 23, 225-274 (2005) 
 [73] Raulet, D.H.: Nat. Rev. Immunol. 3, 781-790 (2003) 
 [74] Raulet, D.H. and Vance, R.E.: Nat. Rev. Immunol. 6, 520-531 (2006) 
 [75] Medzhitov, R. and Janeway, C.A., Jr.: Science. 296, 298-300 (2002) 
 [76] Arase, H., Mocarski, E.S., Campbell, A.E., Hill, A.B., and Lanier, L.L.: Science. 296, 

1323-1326 (2002) 
 [77] Sivori, S., Falco, M., Della Chiesa, M., Carlomagno, S., Vitale, M., Moretta, L., and 

Moretta, A.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 101, 10116-10121 (2004) 
 [78] Perussia, B., Trinchieri, G., Jackson, A., Warner, N.L., Faust, J., Rumpold, H., Kraft, D., 

and Lanier, L.L.: J. Immunol. 133, 180-189 (1984) 
 [79] Krzewski, K. and Strominger, J.L.: Curr. Opin. Cell Biol. 20, 597-605 (2008) 
 [80] Lou, Z., Jevremovic, D., Billadeau, D.D., and Leibson, P.J.: J. Exp. Med. 191, 347-354 

(2000) 
 [81] Burshtyn, D.N. and Long, E.O.: Trends Cell Biol. 7, 473-479 (1997) 
 [82] Ravetch, J.V. and Lanier, L.L.: Science. 290, 84-89 (2000) 
 [83] Lanier, L.L.: Nat. Immunol. 9, 495-502 (2008) 
 [84] Alvarez-Arias, D.A. and Campbell, K.S.: J. Immunol. 179, 5281-5290 (2007) 



 88 

 [85] Reth, M.: Nature. 338, 383-384 (1989) 
 [86] Hibbs, M.L., Selvaraj, P., Carpen, O., Springer, T.A., Kuster, H., Jouvin, M.H., and 

Kinet, J.P.: Science. 246, 1608-1611 (1989) 
 [87] Anderson, P., Caligiuri, M., Ritz, J., and Schlossman, S.F.: Nature. 341, 159-162 (1989) 
 [88] Lanier, L.L., Corliss, B.C., Wu, J., Leong, C., and Phillips, J.H.: Nature. 391, 703-707 

(1998) 
 [89] Feng, J., Garrity, D., Call, M.E., Moffett, H., and Wucherpfennig, K.W.: Immunity. 22, 

427-438 (2005) 
 [90] Wu, J., Song, Y., Bakker, A.B., Bauer, S., Spies, T., Lanier, L.L., and Phillips, J.H.: 

Science. 285, 730-732 (1999) 
 [91] Billadeau, D.D., Upshaw, J.L., Schoon, R.A., Dick, C.J., and Leibson, P.J.: Nat. 

Immunol. 4, 557-564 (2003) 
 [92] Shresta, S., Pham, C.T., Thomas, D.A., Graubert, T.A., and Ley, T.J.: Curr. Opin. 

Immunol. 10, 581-587 (1998) 
 [93] Wulfing, C., Purtic, B., Klem, J., and Schatzle, J.D.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 100, 

7767-7772 (2003) 
 [94] Cullen, S.P. and Martin, S.J.: Cell Death. Differ. 15, 251-262 (2008) 
 [95] Podack, E.R., Young, J.D., and Cohn, Z.A.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 82, 8629-8633 

(1985) 
 [96] Grossman, W.J., Revell, P.A., Lu, Z.H., Johnson, H., Bredemeyer, A.J., and Ley, T.J.: 

Curr. Opin. Immunol. 15, 544-552 (2003) 
 [97] Stenger, S., Hanson, D.A., Teitelbaum, R., Dewan, P., Niazi, K.R., Froelich, C.J., Ganz, 

T., Thoma-Uszynski, S., Melian, A., Bogdan, C., Porcelli, S.A., Bloom, B.R., Krensky, 
A.M., and Modlin, R.L.: Science. 282, 121-125 (1998) 

 [98] Orange, J.S.: Nat. Rev. Immunol. 8, 713-725 (2008) 
 [99] York, I.   cit. 2.4. 2011; dostupné z: 

<http://www.iayork.com/MysteryRays/2008/04/10/nk-cells-do-protect-against-cancer/> 
 [100] Shi, L., Mai, S., Israels, S., Browne, K., Trapani, J.A., and Greenberg, A.H.: J. Exp. 

Med. 185, 855-866 (1997) 
 [101] Froelich, C.J., Orth, K., Turbov, J., Seth, P., Gottlieb, R., Babior, B., Shah, G.M., 

Bleackley, R.C., Dixit, V.M., and Hanna, W.: J. Biol. Chem. 271, 29073-29079 (1996) 
 [102] Motyka, B., Korbutt, G., Pinkoski, M.J., Heibein, J.A., Caputo, A., Hobman, M., Barry, 

M., Shostak, I., Sawchuk, T., Holmes, C.F., Gauldie, J., and Bleackley, R.C.: Cell. 103, 
491-500 (2000) 

 [103] Shi, L., Keefe, D., Durand, E., Feng, H., Zhang, D., and Lieberman, J.: J. Immunol. 174, 
5456-5461 (2005) 

 [104] Balaji, K.N., Schaschke, N., Machleidt, W., Catalfamo, M., and Henkart, P.A.: J. Exp. 
Med. 196, 493-503 (2002) 

 [105] Hirst, C.E., Buzza, M.S., Bird, C.H., Warren, H.S., Cameron, P.U., Zhang, M., Ashton-
Rickardt, P.G., and Bird, P.I.: J. Immunol. 170, 805-815 (2003) 

 [106] Degli-Esposti, M.: J. Leukoc. Biol. 65, 535-542 (1999) 
 [107] Smyth, M.J., Cretney, E., Takeda, K., Wiltrout, R.H., Sedger, L.M., Kayagaki, N., 

Yagita, H., and Okumura, K.: J. Exp. Med. 193, 661-670 (2001) 
 [108] Smyth, M.J., Cretney, E., Kelly, J.M., Westwood, J.A., Street, S.E., Yagita, H., Takeda, 

K., van Dommelen, S.L., Degli-Esposti, M.A., and Hayakawa, Y.: Mol. Immunol. 42, 
501-510 (2005) 

 [109] Screpanti, V., Wallin, R.P., Ljunggren, H.G., and Grandien, A.: J. Immunol. 167, 2068-
2073 (2001) 

 [110] Renedo, M., Arce, I., Rodriguez, A., Carretero, M., Lanier, L.L., Lopez-Botet, M., and 
Fernandez-Ruiz, E.: Immunogenetics. 46, 307-311 (1997) 



 89 

 [111] Brown, M.G., Fulmek, S., Matsumoto, K., Cho, R., Lyons, P.A., Levy, E.R., Scalzo, 
A.A., and Yokoyama, W.M.: Genomics. 42, 16-25 (1997) 

 [112] Wagtmann, N., Rojo, S., Eichler, E., Mohrenweiser, H., and Long, E.O.: Curr. Biol. 7, 
615-618 (1997) 

 [113] Storset, A.K., Slettedal, I.O., Williams, J.L., Law, A., and Dissen, E.: Eur. J. Immunol. 
33, 980-990 (2003) 

 [114] Welch, A.Y., Kasahara, M., and Spain, L.M.: Immunogenetics. 54, 782-790 (2003) 
 [115] Uhrberg, M., Valiante, N.M., Shum, B.P., Shilling, H.G., Lienert-Weidenbach, K., 

Corliss, B., Tyan, D., Lanier, L.L., and Parham, P.: Immunity. 7, 753-763 (1997) 
 [116] Phillips, J.H., Gumperz, J.E., Parham, P., and Lanier, L.L.: Science. 268, 403-405 

(1995) 
 [117] Colonna, M. and Samaridis, J.: Science. 268, 405-408 (1995) 
 [118] D'Andrea, A., Chang, C., Franz-Bacon, K., McClanahan, T., Phillips, J.H., and Lanier, 

L.L.: J. Immunol. 155, 2306-2310 (1995) 
 [119] Litwin, V., Gumperz, J., Parham, P., Phillips, J.H., and Lanier, L.L.: J. Exp. Med. 178, 

1321-1336 (1993) 
 [120] Natarajan, K., Dimasi, N., Wang, J., Mariuzza, R.A., and Margulies, D.H.: Annu. Rev. 

Immunol. 20, 853-885 (2002) 
 [121] Peruzzi, M., Parker, K.C., Long, E.O., and Malnati, M.S.: J. Immunol. 157, 3350-3356 

(1996) 
 [122] Flores-Villanueva, P.O., Yunis, E.J., Delgado, J.C., Vittinghoff, E., Buchbinder, S., 

Leung, J.Y., Uglialoro, A.M., Clavijo, O.P., Rosenberg, E.S., Kalams, S.A., Braun, J.D., 
Boswell, S.L., Walker, B.D., and Goldfeld, A.E.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 98, 5140-
5145 (2001) 

 [123] Miller, J.S., Soignier, Y., Panoskaltsis-Mortari, A., McNearney, S.A., Yun, G.H., 
Fautsch, S.K., McKenna, D., Le, C., Defor, T.E., Burns, L.J., Orchard, P.J., Blazar, 
B.R., Wagner, J.E., Slungaard, A., Weisdorf, D.J., Okazaki, I.J., and McGlave, P.B.: 
Blood. 105, 3051-3057 (2005) 

 [124] Westgaard, I.H., Berg, S.F., Orstavik, S., Fossum, S., and Dissen, E.: Eur. J. Immunol. 
28, 1839-1846 (1998) 

 [125] Gagnier, L., Wilhelm, B.T., and Mager, D.L.: Immunogenetics. 55, 109-115 (2003) 
 [126] Dimasi, N. and Biassoni, R.: Immunol. Cell Biol. 83, 1-8 (2005) 
 [127] Kim, H.J., Wang, X., Radfar, S., Sproule, T.J., Roopenian, D.C., and Cantor, H.: Proc. 

Natl. Acad. Sci. USA. 108, 2010-2015 (2011) 
 [128] Mehta, I.K., Wang, J., Roland, J., Margulies, D.H., and Yokoyama, W.M.: 

Immunogenetics. 53, 572-583 (2001) 
 [129] Wilhelm, B.T., Gagnier, L., and Mager, D.L.: Genomics. 80, 646-661 (2002) 
 [130] Natarajan, K., Boyd, L.F., Schuck, P., Yokoyama, W.M., Eliat, D., and Margulies, D.H.: 

Immunity. 11, 591-601 (1999) 
 [131] Lee, S.H., Zafer, A., de Repentigny, Y., Kothary, R., Tremblay, M.L., Gros, P., Duplay, 

P., Webb, J.R., and Vidal, S.M.: J. Exp. Med. 197, 515-526 (2003) 
 [132] Lazetic, S., Chang, C., Houchins, J.P., Lanier, L.L., and Phillips, J.H.: J. Immunol. 157, 

4741-4745 (1996) 
 [133] Lohwasser, S., Hande, P., Mager, D.L., and Takei, F.: Eur. J. Immunol. 29, 755-761 

(1999) 
 [134] Berg, S.F., Dissen, E., Westgaard, I.H., and Fossum, S.: Eur. J. Immunol. 28, 444-450 

(1998) 
 [135] Houchins, J.P., Yabe, T., McSherry, C., and Bach, F.H.: J. Exp. Med. 173, 1017-1020 

(1991) 
 [136] Shum, B.P., Flodin, L.R., Muir, D.G., Rajalingam, R., Khakoo, S.I., Cleland, S., 

Guethlein, L.A., Uhrberg, M., and Parham, P.: J. Immunol. 168, 240-252 (2002) 



 90 

 [137] Borrego, F., Masilamani, M., Marusina, A.I., Tang, X., and Coligan, J.E.: Immunol. Res. 
35, 263-278 (2006) 

 [138] Plougastel, B. and Trowsdale, J.: Eur. J. Immunol. 27, 2835-2839 (1997) 
 [139] Vance, R.E., Jamieson, A.M., and Raulet, D.H.: J. Exp. Med. 190, 1801-1812 (1999) 
 [140] Braud, V.M., Allan, D.S., O'Callaghan, C.A., Soderstrom, K., D'Andrea, A., Ogg, G.S., 

Lazetic, S., Young, N.T., Bell, J.I., Phillips, J.H., Lanier, L.L., and McMichael, A.J.: 
Nature. 391, 795-799 (1998) 

 [141] Diefenbach, A., Tomasello, E., Lucas, M., Jamieson, A.M., Hsia, J.K., Vivier, E., and 
Raulet, D.H.: Nat. Immunol. 3, 1142-1149 (2002) 

 [142] Rosen, D.B., Araki, M., Hamerman, J.A., Chen, T., Yamamura, T., and Lanier, L.L.: J. 
Immunol. 173, 2470-2478 (2004) 

 [143] Deng, L. and Mariuzza, R.A.: Semin. Immunol. 18, 159-166 (2006) 
 [144] Champsaur, M. and Lanier, L.L.: Immunol. Rev. 235, 267-285 (2010) 
 [145] Bahram, S., Bresnahan, M., Geraghty, D.E., and Spies, T.: Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 

91, 6259-6263 (1994) 
 [146] Li, P., Willie, S.T., Bauer, S., Morris, D.L., Spies, T., and Strong, R.K.: Immunity. 10, 

577-584 (1999) 
 [147] Groh, V., Bahram, S., Bauer, S., Herman, A., Beauchamp, M., and Spies, T.: Proc. Natl. 

Acad. Sci. USA. 93, 12445-12450 (1996) 
 [148] Koo, G.C., Jacobson, J.B., Hammerling, G.J., and Hammerling, U.: J. Immunol. 125, 

1003-1006 (1980) 
 [149] Koo, G.C. and Peppard, J.R.: Hybridoma. 3, 301-303 (1984) 
 [150] Mesci, A., Ljutic, B., Makrigiannis, A.P., and Carlyle, J.R.: Immunol. Res. 35, 13-26 

(2006) 
 [151] Giorda, R., Rudert, W.A., Vavassori, C., Chambers, W.H., Hiserodt, J.C., and Trucco, 

M.: Science. 249, 1298-1300 (1990) 
 [152] Lanier, L.L., Chang, C., and Phillips, J.H.: J. Immunol. 153, 2417-2428 (1994) 
 [153] Kung, S.K., Su, R.C., Shannon, J., and Miller, R.G.: J. Immunol. 162, 5876-5887 (1999) 
 [154] Arase, N., Arase, H., Park, S.Y., Ohno, H., Ra, C., and Saito, T.: J. Exp. Med. 186, 

1957-1963 (1997) 
 [155] Arase, H., Arase, N., and Saito, T.: J. Exp. Med. 183, 2391-2396 (1996) 
 [156] Aust, J.G., Gays, F., Mickiewicz, K.M., Buchanan, E., and Brooks, C.G.: J. Immunol. 

183, 106-116 (2009) 
 [157] Campbell, K.S. and Giorda, R.: Eur. J. Immunol. 27, 72-77 (1997) 
 [158] Turner, J.M., Brodsky, M.H., Irving, B.A., Levin, S.D., Perlmutter, R.M., and Littman, 

D.R.: Cell. 60, 755-765 (1990) 
 [159] Kartsogiannis, V., Sims, N.A., Quinn, J.M., Ly, C., Cipetic, M., Poulton, I.J., Walker, 

E.C., Saleh, H., McGregor, N.E., Wallace, M.E., Smyth, M.J., Martin, T.J., Zhou, H., 
Ng, K.W., and Gillespie, M.T.: J. Biol. Chem. 283, 30850-30860 (2008) 

 [160] Iizuka, K., Naidenko, O.V., Plougastel, B.F., Fremont, D.H., and Yokoyama, W.M.: 
Nat. Immunol. 4, 801-807 (2003) 

 [161] Carlyle, J.R., Jamieson, A.M., Gasser, S., Clingan, C.S., Arase, H., and Raulet, D.H.: 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 101, 3527-3532 (2004) 

 [162] Rosen, D.B., Bettadapura, J., Alsharifi, M., Mathew, P.A., Warren, H.S., and Lanier, 
L.L.: J. Immunol. 175, 7796-7799 (2005) 

 [163] Pozo, D., Vales-Gomez, M., Mavaddat, N., Williamson, S.C., Chisholm, S.E., and 
Reyburn, H.: J. Immunol. 176, 2397-2406 (2006) 

 [164] Rozbeský, D.: Rekombinantní exprese a studium receptor�  mNKR-P1A a C: Diplomová 
práce P�F UK Praha, katedra biochemie (2009) 

 [165] Plougastel, B., Matsumoto, K., Dubbelde, C., and Yokoyama, W.M.: Immunogenetics. 
53, 592-598 (2001) 



 91 

 [166] Plougastel, B.F. and Yokoyama, W.M.: Curr. Top. Microbiol. Immunol. 298, 77-89 
(2006) 

 [167] Plougastel, B., Dubbelde, C., and Yokoyama, W.M.: Immunogenetics. 53, 209-214 
(2001) 

 [168] Drickamer, K.: Curr. Opin. Struct. Biol. 9, 585-590 (1999) 
 [169] Tian, W., Nunez, R., Cheng, S., Ding, Y., Tumang, J., Lyddane, C., Roman, C., and 

Liou, H.C.: Cell. Immunol. 234, 39-53 (2005) 
 [170] Tian, W., Feng, B., and Liou, H.C.: Cell. Immunol. 235, 72-84 (2005) 
 [171] Zhou, H., Kartsogiannis, V., Quinn, J.M., Ly, C., Gange, C., Elliott, J., Ng, K.W., and 

Gillespie, M.T.: J. Biol. Chem. 277, 48808-48815 (2002) 
 [172] Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T.: Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 

Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York (1989) 
 [173] Instruk� ní manuál firmy Stratagene pro QuikChange II Site-Directed Mutagenesis Kit.   

cit. 3.4. 2011; dostupné z: 
<http://www.westlab.org/protocols/protocols/quikchange.pdf> 

 [174] Kotýnková, K.: Bakteriální exprese membránových receptor�  mNKR-P1F a mClrg: 
Bakalá�ská práce P�F UK Praha, katedra biochemie (2009) 

 [175] Horn, D.M., Zubarev, R.A., and McLafferty, F.W.: J. Am. Soc. Mass. Spectrom. 11, 
320-332 (2000) 

 [176] Pompach, P., Man, P., Kavan, D., Hofbauerová, K., Kumar, V., Bezouška, K., Havlí� ek, 
V., and Novák, P.: J. Mass. Spectrom. 44, 1571-1578 (2009) 

 [177] Program Links.   cit. 29.4. 2011; dostupné z: <http://ms3d.org/index.php> 
 [178] Van� k, O., Bezouška, K.: Chem. Listy. 104 (2010) 
 [179] Lebowitz, J., Lewis, M.S., and Schuck, P.: Protein Sci. 11, 2067-2079 (2002) 
 [180] Program ProtParam.   cit. 8.4. 2011; dostupné z: <http://expasy.org/tools/> 
 [181] Patterson, S.D. and Katta, V.: Anal. Chem. 66, 3727-3732 (1994) 
 [182] ClustalW.   cit. 13.4. 2011; dostupné z: <http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/> 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

9. P� ÍLOHY  

 

P� íloha � .1: Nukleotidová sekvence insertu Clrg v pET vektoru s vyzna� eným mutovaným 

tripletem. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

P� íloha � .2: Tabulka ukazující � ást nalezených peptid�  p� i peptidovém mapování proteinu 

Clrg. � erven�  jsou vyzna� eny peptidy nalezené pouze v redukované peptidové map� , 

mod� e disulfidicky spojené peptidy viditelné pouze v neredukovaném spektru. 

 

m/z popis sekvence pozice v sekvenci 

800,36 mod. karbamidomethyl TYAACSK 88 – 94 

824,39 mod. karbamidomethyl MWICSK 199 – 205 

875,43  NWTGVGNK 95 – 102 

974,45  YAYLSSDR 181 – 188 

999,45  ESSEHPWK 155 – 162 

1139,49 
peptid s volným 

cysteinem CFYFSGYPR 103 – 111 

1196,52 mod. karbamidomethyl CFYFSGYPR 103 – 111 

1302,62  GDFDSWIGLHR 144 – 154 

1396,70  FDNEEELIFLK 130 – 140 

1552,80  FDNEEELIFLKR 130 – 141 

1577,78  FKGDFDSWIGLHR 142 – 154 

1879,81 
disulfidicky spojený 

peptid 
TYAACSK + 
CFYFSGYPR 88 – 94 + 103 – 111 

2092,98  
WTNNTEYNNMNPILG

VGR 163 – 180 

2142,99 mod. karbamidomethyl 
NWTFAQAFCMAQEA

QLAR 112 – 129 

2850,32 
disulfidicky spojený 

peptid 
NWTFAQAFCMAQEA

QLAR + MWICSK 112 – 129 + 199 – 205 

 

 

 

 

 

 

 



 

P� íloha � .3: MS/MS spektrum proteinu Clrg zpracované programem BioTools. Mutovaná 

aminokyselina serin je ozna� ena krou�kem. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Svoluji k zap� j� ení této práce pro studijní ú� ely a prosím, aby byla �ádn�  vedena   

evidence vyp� j� ovatel� . 

 
 
Jméno a p�íjmení s 

adresou 
� íslo OP Datum vyp� j� ení Poznámka 

    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    
    

 


