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Abstrakt

NK buriky, které jsou soucdsti vrozeného imunitniho systému, ziskdvaji stale vétsi
pozornost, zejména kvuli svym schopnosti cytotoxicky zabijet buriky nékterych
nadorovych linii a pfi urcitych virovych, bakteridlnich ¢i parazitarnich napadenich
organismu. NK buriky byly objeveny jiz v 70. letech 20. stoleti a hraji dulezitou roli pfi
organovych transplantacich, v boji s HIV a s jinymi autoimunitnimi onemocnénimi.
S okolim komunikuji prostfednictvim svych receptor(, které zejména rozpoznavaji
nedostatecnou expresi MHC | glykoproteinli na povrchu cilovych bunék, ¢imz se bunky
brani rozpoznani cytotoxickymi lymfocyty. Dodnes u nékterych z téchto receptor(
nebyla rozfeSena prostorovd struktura, fyziologicky ligand ¢i jejich presnd role

vV organismu.

Tato diplomovd prace se zabyva vyzkumem receptorl pochdzejicich ztura
domaciho (Bos taurus), ktery nepatfi mezi klasicka laboratorni zvifata a mym ukolem
bylo prispét do vyzkumu této skupiny protein(. Zabyvala jsem se jednémi
z nejdllezitéjSich zdstupcl NK receptorli a to CD69, NKRP1 a NKG2D ziskanych

rekombinantni produkci v bakteridlnich burnkach.

Vysledky publikované v této diplomové praci navazuji na mou bakalarskou praci a
spole¢né tak mohou byt pfinosem pro dalsi strukturni vyzkum proteind a tim

v budoucnu mohou pomoci napt. ve veterinarni mediciné.
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Abstract

NK cells, which are part of the innate immune system, are increasingly gaining
attention, especially due to their cytotoxic ability to kill tumor cells of certain lines and
certain viral, bacterial or parasitic infestation of the body. They lay a role in organ
transplantation, the fight against HIV and other autoimmune diseases. NK cells have
been studied since the 70th of the 20th century, but the structures and physiological
ligands of their receptors remain only partially understood, as does the exact role of
these cells in the organism. They communicate with others through their receptors,
that recognize the lack of expression of MHC class | glycoproteins on the surface of

target cells, thereby preventing cell recognition by cytotoxic lymphocytes.

This diploma thesis deals with the research of receptors from cattle (Bos taurus),
which is not a traditional laboratory animal and my task was to contribute to research
of the structure of this group of proteins. | dealt with the recombinant production of
some of the most important representatives of NK receptors CD69, NKRP1 and NKG2D

in bacterial cells.

The findings published in this thesis are a continuation of my bachelor thesis and
together can be beneficial for further research into structural proteins and thus may

help as in veterinary medicine in the future.
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1 Uvod

1.1 Imunitni systém

Imunitni systém je systém biologickych struktur a procesl v organismu, jenz chrani
pred onemocnénim. Pro spravnou funkci organismu musi imunitni systém rozpoznavat
Sirokou Skalu latek, virll, bakterii a jinych xenobiotik. Je potfeba rozeznat biologické
struktury cizorodé, télu vlastni a rozlisit tkané zdravé a nemocné ¢i jinak poskozené.
Patogeny jsou schopny se rychle vyvijet, pfizplsobovat ¢i mutovat, i proto je nutna
v€asna ochrana a imunitni systém si tak vytvofil celou fadu ochrannych mechanismi
jak organismus chrdnit pred pusobenim nebezpecnych struktur. DUleZité je také
Skodliviny v€as a spravné rozpoznat a eliminovat je. Detekce se uskute¢iiuje na zakladé
rozpoznavani antigenl imunitnim systémem. Antigenem mUzZe byt jakakoliv chemicka
struktura, nejéastéji to jsou polysacharidy nebo proteiny. Aby na ni imunitni systém
reagoval, je potfeba, aby byla v makromolekularni rozpustné formé anebo se

vyskytovala na bunééném povrchu tzv. antigen prezentujici buriky (APC). [1]

U organismu se ¢asem vyvinulo nékolik vrstev ochrany. Vrozena imunita je evolu¢né
starsi, nachdzi se u vSech rostlin i ZivocCich(l a poskytuje okamZitou, ale nespecifickou
odpovéd zajistovanou fagocytujicimi burikami a pfirozené cytotoxickymi burikami (NK
buriky). Pokud by se patogeny vyhnuly nespecifické reakci, obratlovci maji dalsi vrstvu
ochrany, kterou je adaptivni imunita. [2] Tato imunita je antigenné specificka a je
zprostfedkovavdna pres specifické molekuly (protildtky a antigenné specifické
receptory T lymfocytl). Tyto slozky imunity se aktivuji az po prvnim setkani
s konkrétnim antigenem, coz znamen3d, Ze vytvoreni specifické imunitni odpovédi na
dany antigen trva nékolik dni aZ tydnd. Specifickd je pak pro né tzv. imunologicka
pamét, kdy imunologicka odpovéd s jiz jednou znamym antigenem je rychlejsi nez bez
predchozi prvotni aktivace. Obé slozky imunity jsou pro organismus nepostradatelné a

vzajemné spolupracuji. [3] [4]
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1.2 Leukocyty

Prostfednictvim rliznych druhl bunék a molekul jsou zajistovany imunitni reakce.
Bilé krvinky (leukocyty), které vznikaji z pluoripotentnich kmenovych bunék
pfitomnych v kostni dfeni, tak tvori podstatnou ¢ast imunitniho systému (Obr. 1).
Charakteristickym znakem kmenovych bunék je pfitomnost adhezivni molekuly CD34 a
vlivem rlGznych faktorll se mohou diferencovat do lymfoidni anebo myeloidni linie,
ktera je zdkladem nespecifické imunity. [1]

Pluripotent hematopoietic
stem cell
(Hemocytoblast)

Common myeloid Common lymphoid
progenitor progenitor

| |
T [ 1 | |

® Erythrocyte Mast cell

Small lymphocyte

Myeloblast ~
y Natural killer cell
| (Large granular lymphocyte)
e
; l l l B lymphocyte T lymphocyte
Megakaryocyte O ‘) O w @ i
Basophil Neutrophil Eosinophil Monocyte
L
Plasma cell

Thrombocytes

Macrophage

Obr. 1 Diferenciace kmenové buriky [5]

Z myeloidni fady vznikaji monocyty, které koluji v krvi a v tkani se diferencuji na
makrofagy a granulocyty, z kterych vznikaji neutrofily, eozinofily a bazofily, jejichz
tkanovou formou jsou Zirné burky. Do této fady patfi i dendritické bunky. Vétsina
bunék z této linie je schopna fagocytdézy, produkuji cytokiny a pusobi jako velmi
dulezité APC pro T-lymfocyty, ¢imZ jsou soucasti i antigenné specifické imunity.
T-lymfocyty patii spoleéné s B-lymfocyty a NK burikami do lymfoidni linie. B-lymfocyty
se vyvijeji v kostni dieni, odkud putuji do sekundarnich lymfoidnich organ, jako jsou
lymfatické uzliny a slezina, kde se jejich vyvoj ukoncuje po setkani s antigenem a stavaji
se znich plazmatické bunky produkujici protilatky. Oproti tomu hlavni vyvoj

T-lymfocytl se uskutecniuje v brzliku, kde se diferencuji na dvé fenotypicky odlisné
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subpopulace a to prekurzory pomocnych Ty bunék nesouci na svém povrchu receptor
CD4 a zodpovédné za produkci fady cytokind regulujici ostatni bunky a prekurzory
cytotoxickych T¢ bunék, které nesou receptor CD8. Tyto prekurzory se po setkani
s antigenem méni na zralé efektorové buriky nebo ¢ast z nich tvofi tzv. imunologickou
pamét zodpovédnou za sekundarni odpovéd, kterd je rychlejsi a efektivnéjsi nez
primarni imunitni odpovéd. Béhem diferenciace T a B-lymfocytd dochazi
k preskupovani genl kodujicich variabilni Useky jejich antigenné specifickych
receptorll, vznikd tak velké mnoiZstvi klond, jejichz vyvoj se ukonc¢i az po setkani se

specifickym antigenem. [6] [7]

1.3 MHC glykoproteiny

Mezi zakladni molekuly imunitniho systému patfi MHC glykoproteiny, u lidi
oznacované jako HLA molekuly. MHC glykoproteiny I. tfidy vaZzou peptidové fragmenty
burikou produkovanych proteini a vystavuji je na vSech jadernych burnkach. MHC
glykoproteiny IlI. tfidy se vyskytuji pouze na APC a prezentuji peptidové fragmenty
bunikou pohlcenych proteint. Tyto peptidové fragmenty jsou nasledné rozpoznavany

specifickymi receptory imunitnich bunék. [1]

PrestoZe patfi MHC glykoproteiny do imunoglobulinové superrodiny, vyskytuji se
v jejich ¢astech nejvice vzdalenych od plasmatické membrany dva atypické o-helixy
tvorici vlastni misto pro vazbu antigenu. U MHC glykoprotein |. tfidy je dutina
ohrani¢end dvéma a-helixy uzaviena, a umoznuje tak navazat antigenni peptidy o
délce do 8 aminokyselin. Kvazbé téchto antigennich peptidd dochazi jiz
v endoplasmatickém retikulu, pfes membranu retikula se peptidy dostavaji
z cytoplasmy  prostfednictvim  specidlnich  peptidovych pfenasecdt. U MHC
glykoproteint I. tfidy nejsou oba ohranicujici a-helixy v bezprostfednim kontaktu, coz
umoznuje vazbu az nékolikandsobné delSich peptid(. Tyto delsi peptidové antigenni
fragmenty se navazuji pozdéji (v endosomech) a to vyménou za docasny stabiliza¢ni

polypeptid, tzv. invariantni retézec.” [8]
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1.4 NKbunky
NK burky (Obr. 2) byly poprvé popsany v 70. letech jako lymfocyty schopné bez

predchozi stimulace cytotoxicky rychle zabijet nadorové buriky. [9]

Obr. 2 Mikroskopicka fotka NK bunék 3000x zvétseno [10]

Vyskytuji se zejména v periferni krvi, sleziné a jatrech jako velké granuldrni
lymfocyty bez antigenné specifickych povrchovych receptorl, typickych pro B a
T-lymfocyty, i kdyZz pochazeji ze stejné lymfoidni linie. [8] [11] Obsahové zastoupeni
téchto lymfocytd vkrvi je kolem 10-15%. [12] NK bunky nenesou specificky
diferencia¢ni znak a jsou nejcastéji charakterizovany fenotypem CD3" CD16"" CD56"

CD161+/'jsou vyznamnymi producenty IFN-y a nejsou schopny produkovat IL-2. [6] [13]

Spolu s T. bunkami maji schopnost cytotoxického zabijeni, ale jinak je jejich
rozpozndvani abnormalnich bunék oproti lymfocytim komplexnéjsi. [7] Jejich pUsobeni
spole¢né s T. lymfocyty je navzdjem komplementdrni a tak T, bunky rozpoznavaji na
povrchu bunék MHC | glykoproteiny, cilem NK bunék jsou burky s potlatenou expresi
MHC | glykoprotein(, ¢imz se buriky mohou branit pravé specifickému rozeznavani
T. bunkami. [2] [14] [15] [16] Tento mechanismus se oznacuje ,missing self’ hypotéza
(Obr. 3). [17] Pfi setkani NK burky s jinou dochazi bud k aktivaci nebo inhibici NK
bunécné cinnosti, dle prevazujicich aktivacnich nebo inhibi¢nich signala. [18] [19]
V pfipadé normdlniho mnozstvi MHC | glykoproteini na povrchu bunky dojde
k pfevaze negativnich signdld a NK burika se tak neaktivuje. Je-li na povrchu cilové

buniky abnormalné malo MHC | glykoprotein(i, prevazi aktivacni signaly a abnormalni
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burika je cytotoxicky zabita. [20] Samotny nedostatek MHC | glykoproteind vsak
nepostacuje a k plné aktivaci bunky je potfeba, aby se na povrchu cilové bunky
vyskytovaly ve zvySené mire ligandy aktivacnich receptor( ,induced self” hypotéza
(Obr. 3), coz zabezpecuje, Ze NK bunky nenapadaji napf. erytrocyty, které na svém

povrchu neexprimuji MHC | glykoproteiny. [21] [22]

Inhibitory
receptor

Killing

Transformation

or infection

Missing-self Induced-self
recoghnition recognition

Obr. 3 Znazornéni ,, missing self” a ,,induced self“ hypotézy [19]

Rychlost reakce stavi NK buriky do role obrancl prvni linie a intenzita a kvalita
cytotoxické odpovédi je zavisla na kooperaci s ostatnimi burikami imunitniho systému,
zejména na dendritickych bunkach, kdy jejich vzajemné spojeni vede ke vzniku tzv.
stimulacni synapse a na povrch NK bunék se za¢ne vylucovat IL-12. [23] [24] [25] Tento
interleukin je aktivacnim induktorem buriky, coz vede k sekreci IFN-y, ¢imz se zvySuje
jeji cytotoxicita a v cytoplazmé NK bunky se zacnou tvofit cytotoxické granule
s obsahem granzyma (serinovych proteaz) a perforinu. [26] [27] Pfi styku bunék dojde
k sekreci téchto granzymu do synaptické Stérbiny a perforin se zabuduje do membrany
hostitelské burky, kde polymeruje a vytvofi por o velikosti 15 nm, ktery umozni prinik
granzyml do bunky a tim se pomoci kaspas aktivuje fetézec reakci vedouci
k fragmentaci DNA ¢i jednoretézcovym zlomim koncici apoptickou smrti hostitelské

buriky. [28] [29]
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Kromé funkce protinddorového imunitniho dohledu hraji roli i pfi napadeni
nékterymi viry a v regulacnich mechanismech a to predevsim prostfednictvim cytokind.
TaktéZ podporuji hojeni a hraji roli pfi orgdnovych transplantacich, HIV, autoimunitnich
reakcich astmatu ¢i napadeni parazity. [30] Byl prokazan zvySeny vyskyt nadorovych

onemocnéni u lidi se snizenou aktivitou NK bunék. [31]

1.5 Receptory NK bunék

Receptory NK bunék jsou kédovany na NK genovém komplexu (NKC) ¢i na komplexu
leukocytarnich receptor (LRC). Mnou zkoumavé receptory jsou kdédovany na NKC,
obsahuji CRD a patfici do rodiny lektin(, tedy proteinl schopnych vazat sacharidy, aniz
by ménily jejich strukturu. Vétsina zastupcl z této skupiny ma vazebnou aktivitu a svou
strukturu zavislou na pfitomnosti vapenatého kationtu, a nazyvaji se C-lektiny. Jelikoz
se v extracelularni ¢asti proteinli nachazi C-konec retézce, jedna se o C-lektiny Il. typu.
[1] Nejcastéji se vyskytuji ve formé dimer( s obsahem Sesti cysteinovych zbytk(
v extraceluldrni ¢asti tvoficich disulfidické vazby. NK receptory se rozdéluji do nékolika
rodin genl napf. Ly-49 (u mysi, potkan( a skotu), NKR-P1 (u mysi, potkant, skotu a

¢lovéka), NKG2 (u lidi, skotu a potkant) a CD94 (u lidi). [8]

NK receptory mohou byt stimula¢niho (aktivacniho) nebo inhibi¢niho charakteru a
to i vramci stejné rodiny. Aktivaéni receptory nejcastéji obsahuji ve své
transmembranové casti aminokyseliny s pozitivné nabitym postrannim fetézcem jako
arginin nebo lysin. [14] [32] Signalizace téchto aktivacnich receptorl je zaloZena na
reakci, kdy transmembranova cast receptor(l interaguje s adaptorovymi proteiny
DAP10, DAP12, FceRly a CD3(, které NK bunka exprimuje a které obsahuji
v transmembranové ¢asti kyselinu asparagovou, potiebnou ke stabilni asociaci
s receptory. [33] [34] [35] Vtransmembranové ¢dasti adaptorovych proteinli se
vyskytuji tzv. ITAM, coZz jsou kratké konzervované useky AMK o sekvenci
D/Ex7-8)D/ExxYxx(L/I/V)x7)YxxL/I/V, kde x je libovolnd aminokyselina. [14] [36]
Navazani adaptorl na receptory vede k aktivaci protein-tyrosin-kinas, coz zpUsobi

fosforylaci tyrosinu v ITAM. [37] [38] [39] Tyto fosfotyrosiny se vaZou na protein-
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tyrosin-kinasy rodiny Syk a zapoji se tak do signaliza¢ni kaskady. [40] Molekula DAP10

neobsahuje ITAM, ale kratkou signaliza¢ni sekvenci YxxM. [41]

Inhibi¢ni receptory obsahuji vintraceluldrni ¢asti fetézce ITIM o sekvenci
I/S/V/LxYxxL/V. [42] [43] Po navazani adaptoru dochazi k fosforylaci tyrosinu a
navazani na protein-tyrosin-kinasy rodiny Src, nasledné vsak dojde k asociaci
s fosfatasami SHP-1 nebo SHP-2, které se vazou na fosfotyrosin svymi SH-2 doménami,
coz zapricinuje zvySeni aktivity fosfatas a jejich naslednou ucast na defosforylaci
intraceluldrnich signalizacnich proteinl napf. FceRly, ZAP70, Syk ¢i Vav-1. [44]
Koneénym efektem defosforylace je inhibice signalizacnich kaskad které vedou

k indukci efektorovych funkci NK bunék. [45] [46] [47]
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1.6 Bovinni NKreceptory

Bovinni NK receptory byly vybrany na zakladé spoluprace s Dr. Karlem Klischem, z
Institute of Animal Health, Velka Britdnie. Na vytvoreném fylogenetického stromu
(Obr. 4) mizeme vidét velkou podobnost s lidskymi receptory (h), oproti mysim (m)
nebo potkanim (r) receptorim. Fenotypové oznaceni bovinnich NK bunék je shodné
s fenotypovym oznacenim NK bunék vyskytujicich se u jinych druh( zvirat a je tedy

CD3 CD16" CD56' CD161". [48] [49]

0.460

hDCL-1
0.105
0.140 [— mNKR-P1F
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L0 rNKR-P1F
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04020 0.208
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[0:030 0620 bCD69
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hCD69
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0.117 mNKG2D
0.073
0.203 rNKG2D_KLR-K
0.159
0.082 [bNKG2D |
0.158
hNKG2D

Obr. 4 Fylogeneticky strom p¥ibuznosti NK receptort

Bovinni imunoglobulinové receptory NK bunék patfi do rodiny KIR, skladaji se ze
Ctyr genl kédovanych LRC vyskytujicim se u skotu na 18. chromozomu a byla u nich
prokdzana existence rozdilnych signalizacnich motivl, coz se dfive predpokladalo

pouze u primata. [50]

Bovinni C-lektinové receptory jsou kédované NKC, ktery se vyskytuje u skotu na
5. chromozomu. Byl objeven jeden receptor patfici do rodiny Ly-49 sITIM, coz
potvrzuje hypotézu, Ze existence vice Ly-49 genl se vyskytuje pouze u hlodavc(. [51]

[52]
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Nyni jsou studovdny role NK bunék u duleZitych infekénich onemocnéni skotu.
Posledni vyzkumy dokazaly vyznamné vyssi hladinu perforinu u dospélého skotu nez u
telat. [48] Také se prokdzalo, Ze u novorozenych telat mladsich osmi dni se v krvi
vyskytuje az o 30 % mensi pocet NK bunék nezZ je tomu u starsich telat. Po stimulaci
jsou vSak schopny 4-5x vice produkovat IL-12. NK buriky u novorozenych telat jsou tak
vice cytotoxické nez u starSich telat, coZz kompenzuje nedostatecné rozvinutou

specifickou imunitu novorozenc(. [49]

1.6.1 CD69

CD69 je C-lektinovy receptor oznacovany jako Casné aktivacni antigen leukocytd,
protoZe po aktivaci bunky se ihned zacne exprimovat na povrch NK burky. Prestoze
jsou dobre popsany receptory pochazejici z ¢lovéka, mysi a potkana, o receptoru ze
skotu neni mnoho informaci. Byla prokdzana témér 80% identita sekvence nukleotidud

s lidskym CD69. [53]

1.6.2 NKR-P1

NKR-P1 je dalezZity aktivacni receptor na povrchu NK bunék a je také oznacovan jako
receptor KLRB-1b. Identita s lidskou sekvenci nukleotidd NKR-P1 je ptiblizné 80 %. [51]
[54]

1.6.3 NKG2D

Podrobné byl zkoumdn receptor NKG2D, u kterého byl objeven ITAM a adaptorové
molekuly DAP10 a DAP12, cozZ se vyskytuje i u lidského, mysiho a prase¢iho homologu.
[55]
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2 Cil prace
Na zakladé konstruktl pfipravenych v bakalarské praci budou produkovany bovinni

receptory CD69, NKRP1 a NKG2D.

Mym ukolem bylo:

oprava bodovych mutaci vzniklych v DNA konstruktech

produkce proteinl ve vétSim zdsobnim mnoZstvi

izolace protein(

e renaturace protein(
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3 Material

Analytické vahy AL54

Automatické pipety P2-P1000
Centrifuga Avanti J-26 XP

Centrifuga J-6M

Centrifuga Z 233 MK-2

Centrifugacni koncentrator Amicon Ultra 10kDa
Dialyzaéni trubice Spektra/Por

Filtry PVDF 0,22 um

HPLC systém BioSys 510

Kolona Superdex 75 HR 10/300
Magnetickd michacka MM 2A
Monochromatorova Ctecka desticek Safire
Napajeci zdroj MP-250V

pH metr ®200

Pfedvazky HF-1200G

PVDF membrana

Souprava pro agarosovou elektroforézu
Souprava pro elektroforézu

Souprava pro elektropfenos

Souprava pro SDS-PAGE

Souprava pro ultrafiltraci
Spektrofotometr DU-70

Termocykler

Termostat BT 120M

Trepacka na Erlenmeyerovy banky
Trepacka na zkumavky BigGer Bill
Ultracentrifuga Optima LE-80K
Ultrafiltraéni membrany 10 kDa

Ultrazvukova lazen

Mettler Toledo, CR
Gilson, USA

Beckman Coulter, USA
Beckman Coulter, USA
Hermle, Némecko
Millipore, USA
Spektrum Lab., USA
Sigma-Aldrich, USA
Beckman Coulter, USA
GE Healthcare, Svédsko
Laboratorni pfistroje Praha, CR
Tecan, Svycarsko
AND, USA

Beckman Coulter, USA
AND, USA

Pall Corp., USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Bio-Rad, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Beckman Coulter, USA
Eppendorf, Némecko
Lab.pfistroje Praha, CR
Gallenkamp Ltd., UK
Thermolyne, USA
Beckman Coulter, USA
Sigma-Aldrich, USA
KRAINTEK, Slovensko
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Ultrazvukova sonda Ultrasonic Homogenizer 4710

UV lampa UVGL-58

Vortexovy mixér

Zdroj deionizované vody MilliQ Academic

Zdroj napéti BM 551

3.1 Chemikalie
2-merkaptoethanol
4-hydroxy-o-kyanoskofricova kyselina
Acetonitril

Agar

Agarosa

Akrylamid

Ampicilin

Azid sodny

BCA

Bromfenolova modf
Coomassie Brilliant Blue R-250
Cystamin

Cysteamin

Cinidlo pro stanoveni dle Bradfordové
DMSO

dNTP

Dodecylsulfat sodny

DTT

EDTA

Ethidiumbromid

Glycin

Guanidin hydrochlorid

Hovézi sérovy albumin

IPTG

Cole-Parmer Instrum. Co., USA

Science Company, USA
VELP Scientifica, Italie
Millipore, USA

Tesla, CR

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Merck, Némecko
Oxoid, Anglie

Jersey Lab Supply, USA
Sigma-Aldrich, USA
Biotika, SR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR

Serva, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Bio-Rad, Némecko
Jersey Lab Supply, USA
Fermentas, Kanada
Jersey Lab Supply, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Jersey Lab Supply, USA
Sigma-Aldrich, USA
Jersey Lab Supply, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
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Kanamycin

Kvasni¢ny autolyzat
L-Arginin hydrochlorid
Leupeptin
N,N’-methylen-bis-akrylamid
Peroxodisiran amonny

PMSF

Sacharosa

Standard pro agarosovou elektroforézu
Standardy pro SDS-PAGE
TEMED

Tetracyklin

TFA

Tris

Triton X-100

Trypton

Ostatni bézné chemikalie

3.2 Enzymy

Deep Vent DNA polymerasa (2000 U/ml)
DNAasa | (10 U/pl)

Dpnl (2000 U/ml)

Lysozym (Hen Egg White)

Pfu Turbo polymerasa (2000 U/ml)
Platinum Taqg polymerasa (2000 U/ml)
RNAasa A (10 mg/ml)

Trypsin (0,1 mg/ml)

Sigma-Aldrich, USA
Imuna Pharm, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
New England Biolabs, USA
Serva, Némecko
Serva, Némecko
Jersey Lab Supply, USA
Sigma-Aldrich, USA
Jersey Lab Supply, USA
Sigma-Aldrich, USA

Oxoid, Anglie

Lachema, CR

New England Biolabs, USA
Sigma-Aldrich, USA
Invitrogen, USA
Sigma-Aldrich, USA
Invitrogen, USA
Invitrogen, USA
Sigma-Aldrich, USA

Promega, USA
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3.3 Vektory
pET-30a(+) (1 pg/ul) Novagen, USA
PRSET B (1 pg/ul) Invitrogen, USA

3.4 Bakterie
Epicurian coli® BL21-Gold(DE3): E. coli B F ompT hsdS(rs mg) dcm”™ Tet' gal (DE3)
endA Hte Stratagene, USA

3.5 Oligonukleotidy

Reverzni primer BOVNKRPR Generi Biotech, CR
5' caaagcttacttcagttccttttggcagatcca 3'

Pfimy primer BOVNKRPF Generi Biotech, CR
5' tgcatatgttaacgtgtccaatgcactggaaa 3'

Reverzni primer bNKGmutre Generi Biotech, CR
5' catctttgctgtatatcttcagg 3

Pfimy primer bNKGmutfw Generi Biotech, CR

5' cctgaagatatacagcaaagatg 3'
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3.6 Roztoky

Akrylamidovy mix: 29 % (w/v) akrylamid, 1 % (w/v) N,N’-methylen-bis-akrylamid
Dialyzacni pufr: 15 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM NaNs;, pH = 8,5

Guanidinovy pufr: 6 M Guanidin-HCl, 10 mM DTT, pH = 8,0

LB agar: 1,5 % agar v LB médiu

N-Ethylmorfolinovy pufr: 50 mM ethylmorfolin, 10 % AcN, 0,01 % merkaptoethanol,
pH=8,1

PCR pufr — Thermo pol, 10 mM KCI, 10 mM (NH4),S04, 20 mM Tris, 2 mM MgSOQ,,
0,1 % Triton X-100, pH = 8,8 (New England Biolabs, USA)

Pufr pro agarosovou elektroforézu — TAE pufr, 40 mM Tris, 20 mM kyselina octova,
1 mM EDTA

Pufr pro elektropfenos: 10 mM Tris-HCI, 150 mM glycin, 20 % (v/v) methanol, pH = 8,4
Pufr pro gelovou chromatografii: 15 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM NaNs, pH = 8,5

Pufr pro SDS-PAGE - elektrodovy: 10 mM Tris-HCI, 250 mM glycin, 0,1 % (w/v) SDS,
pH=8,3

Renaturacni pufr: 0,4 M L-arginin, 100 mM Tris, 10 mM CaCl,, 3 mM cysteamin,
1 mM cysteamin, 1 mM NaNs;, pH = 8,5

Roztok pro izolaci inkluznich télisek - promyvaci: 50 mM Tris-HCI, 100 mM Nacl,
1 mM merkaptoethanol, 1 mM NaN3, pH=7,4

Roztok pro izolaci inkluznich télisek - s detergentem: 0,5% (w/v) Triton X-100,
50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 1 mM merkaptoethanol, 1 mM NaN3, pH=7,4

Roztok pro izolaci inkluznich télisek - sacharosovy: 25 % (w/v) sacharosa, 50 mM Tris,
1 mM EDTA, 1 mM NaNs, pH=7,4

Roztok pro PVDF membrany - odbarvovaci: 45 % (v/v) methanol, 10 % (v/v) kyselina
octova

Roztok pro SDS-PAGE - barvici: 45 % (v/v) methanol, 10 % (v/v) kyselina octova,
0,25 % (w/v) CBB R-250

Roztok pro SDS-PAGE - fixacni a odbarvovaci: 35 % (v/v) ethanol, 10 % (v/v) kyselina

octova
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STOP pufr: 30 % glycerol, bromfenolovd modf¥, TE pufr

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE neredukujici: 50 mM Tris-HCI, 12 % (v/v) glycerol,
4 % SDS (w/v), 0,1 % (w/v) bromfenolova modf, pH = 6,8

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE redukujici: 50 mM Tris-HCI, 12 % (v/v) glycerol,
4 % SDS (w/v), 0,1 % (w/v) bromfenolova modf, 100 mM DTT, pH =6,8

3.7 Média
LB médium: 1 % trypton, 0,5 % kvasni¢ny extrakt, 1 % NaCl, pH=7,4
- pouzité koncentrace antibiotik:
e ampicilin 150 pg/ml (zasobni koncentrace 150 mg/ml),
e kanamycin 50 pg/ml (zasobni koncentrace 50 mg/ml),

e tetracyklin 12,5 pg/ml (zasobni koncentrace 5 mg/ml)

27



4 Metody

4.1 Priprava konstruktu

4.1.1 PCR

Pro PCR byla pfipravena reakéni smés skladajici se z 2 pl (10 pug/ml) templatu, 5 pl
5uM zpétného primeru, 5ul 5 uM pfimého primeru, 5 pl PCR pufru
(10x koncentrovany), 2 ul 50 mM MgCl,, 2 ul 10 mM dNTP, 29 ul H,0, 0,4 ul DNA
polymerasy. Pro PCR reakci bylo vyzkouseno nékolik druh(i polymeras a to Platinum
Taq polymerasa, kterd neni naro¢na na optimalizaci podminek, ale vytvari jedno vldkno
s adenosinovym presahem, coz komplikuje pozdéjsi klonovani. Poté se pouzila Deep
Vent polymerasa, kterd jiz produkuje tupé konce, ale je naro¢néjsi na podminky

prabéhu PCR.

4.1.2 Agarosova elektroforéza

Dle predpokladané velikosti fragment( DNA (o délce 400 bp) se pfipravil 1,5% gel
rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi agarosy v TAE pufru s pfidavkem 2 ul ethidium
bromidu (10 mg/ml), po jehoZ interkalaci Ize detekovat DNA pod UV zafenim. Zde bylo
pouzito dlouhovinné zareni o délce 365 nm, aby se sniZila pravdépodobnost vzniku
mutaci v DNA oproti kratkovinnému zareni, které je k detekci uc¢innéjsi. Elektroforéza

probihala pfi 40 mA po dobu 45 min.
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4.1.3 Oligonukleotidové rizena mutageneze

Také byla pouzZita metoda oligonukleotidové fizené mutageneze zndzornéna na
Obr. 5, ktera vyZaduje navrhnuti novych vzajemné komplementarnich a antiparalernich
primery, které nasednou na oblast mutace, a DNA polymerasa syntetizuje vlakno dale
po kruhu plazmidu. Pouzivd se Pfu Turbo polymerasa, ktera je narocnéjsi na
optimalizaci teplotnich podminkek PCR, ale dosahuje nejvétsi presnosti pfi tvorbé
komplementarniho vidkna DNA, dochazi tak k malému poctu chyb na pocet paru bazi a
je tak vhodna k opravam bodovych mutaci, kdy dochazi k amplifikaci celych vektorq,
tedy radové tisicl bazi. Po syntéze je potfeba odstranit templatovou DNA, coZ se

provadi endonukleasou Dpnl.

Nasednuti primerd na misto s opravovanym parem bazi (uprostred
‘ sekvence, zde oznaceny kfizkem).
Amplifikace celého vektoru spolehlivou polymerasou. Opravovana
baze je zménéna, nebot byla obsaZena v primerech. Probiha v cyklech
jako klasicka PCR, vysledkem je tedy velké mnoZstvi ,opravenych”
‘ + kopii.
"‘:‘Ts —_ vex [ .
:i 1 Restrikéni endonukleasa Dpnl $tépi rozpozndvanou sekvenci (GATC)
C‘;.-_;,',' jen obsahuje-li methylovany adenin. Rozstépi tedy jen pUdvodni
l' bakteridlni DNA slouzici jako predloha.

Vysledkem je roztok obsahuijici jiz jen opraveny plazmid.

Obr. 5 Znazornéni oligonukleotidové Fizena mutagenese, upraveno dle [56]

4.1.4 Restrikce Dpnl

K roztoku vzorku po PCR sPfu Turbo polymerasou byl pfidan 1 pl Dpnl
endonukleasy, kterd stépi pouze methylované a hemimethylované Useky DNA. V tomto
pfipadé rozklada templatovou DNA, ktera je methylovand, protoZe bakterialni DNA je
pred ucinkem restrikénich endonukleas chranéna methylaci. Smés se nechala reagovat

1 h pFi 37 °C.
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4.2 Priprava proteinu

4.2.1 Transformace do bakterialnich bunék
Do kompetentnich bakteridlnich bunék byla plazmidovd DNA vnesena metodou

transformace tepelnym Sokem.

Zamrazené bakteridlni buriky (E. coli) se nechaly postupné roztat na ledové lazni.
Ke 200 pl bakterialni suspenze se pfidalo 0,1-1 ug plazmidové DNA a smés se nechala
20 minut inkubovat na ledu a nasledné se vlozZila do 42 °C teplé |dzné na 45 sec a poté
se zchladila na ledu. Po tepelném Soku se pfidd 1 ml LB média a smés se necha
inkubovat pfi 37 °C po dobu jedné hodiny. Smés se odstfedila (5000 x g, 4 min),
supernatant byl odlit a peleta resuspendovana a nanesena na Petriho misku s LB
agarem se selekénimi antibiotiky a ponechana inkubovat pfi 37 °C do vzniku viditelnych

kolonii.

4.2.2 Selekce produkcéniho klonu

Vybrané kolonie byly asepticky preneseny do 1 ml LB média s prislusSnymi
antibiotiky a dale kultivovany do stacionarni faze rdstu pfi 37 °C a 220 ot./min. Z kazdé
zkumavky bylo preockovano po 100 pl kultury do dvou zkumavek s 1 ml LB média
s ATB a kultivovano 3 h pfi 37 °C a 220 ot./min. Zbytek inokula byl uchovan pro
pozdé;jsi velkoobjemovou produkci. Do jedné sady zkumavek oznacené ,+“ byl pridan
induktor proteinové exprese IPTG do jeho vysledné koncentrace 1 mM. VSechny
zkumavky se ddle nechaly kultivovat 2 h pfi 37 °C. Kultury poté byly odstfedény
(5000 x g, 5 min) a jejich pelety resuspendovany ve 150 ul redukujiciho vzorkového

pufru pro SDS PAGE, povareny 5 min na vodni lazni a odstfedény (10000 x g, 10 min).

4.2.3 SDS PAGE

Vzorky proteint byly analyzovény v 15% polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
dodecylsulfatu sodného. Ctyfi separaéni gely byly pfipraveny napipetovanim 4,6 ml
H,0, 10 ml 30% akrylamidového mixu, 5 ml 1,5 M Tris (pH = 8,8); 0,2 ml 10% SDS;
0,2ml 10% APS a 8 ul TEMED. Pfes separacni gely byl nanesen zaostfovaci gel
pfipraveny napipetovanim 2,7 ml H,0; 0,67 ml 30% akrylamidového mixu; 0,5 ml

1 M Tris (pH 6,8); 0,04 ml 10% SDS; 0,04 ml 10% APS a 0,004 m| TEMED. Elektroforéza
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probihala v prostredi elektrodového pufru pro SDS PAGE po dobu 90 min a proudu
25 mA/gel. Nanaseny objem vzorku do jamek byl 10 pl a standardu molekulovych
hmotnosti se pipetovalo 5 pl. Po skonéeni separace byly gely barveny 10 min
v barvicim roztoku pro SDS PAGE a poté odbarvovany alespon 1 h ve fixacnim roztoku

pro SDS-PAGE.

4.2.4 Optimalizace produkce

Optimalizovanymi parametry byl ¢as produkce a koncentrace induktoru IPTG.
Kultura vybraného produkéniho klonu bakterii byla kultivovana v LB médiu s antibiotiky
pfi 37 °C a 220 ot./min do casné log faze rUstu. Pfi optimalizaci ¢asu produkce byl
k burikdm pridan induktor IPTG do vysledné koncentrace 1 mM a od této chvile byl
méren cas produkce. V ¢asech 1, 2, 3, 5, 10 a 24h byl odebirdn vzorek kultury, ihned
odstfedén (5000 x g, 10 min), sediment zamrazen a poté vSechny vzorky byly najednou
detekovany SDS-PAGE. Pri optimalizaci koncentrace IPTG v roztoku, byla opét kultura
vybraného produkéniho kmene bakterii kultivovana v LB médiu s antibiotiky pfi 37 °C a
220 ot./min do Casné log faze rlstu a rozdélena po 1 ml do zkumavek. Poté byl ke
kulturdm ve zkumavkach ptidan induktor IPTG v koncentracich 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,5;
1; 2 mM. Jeden vzorek kultury byl ponechdn bez pfidani induktoru pro porovnani a
nasledovala 3 h kultivace za stejnych podminek. Vzorky kultur byly odstfedény

(5000 x g, 10 min) a pripraveny ke zpracovani pomoci SDS-PAGE.

4.2.5 Velkoobjemova produkce

Velkoobjemova produkce probihala v 500 ml LB média s ATB, které se naockovalo
0,5 ml noéni kultury vybraného produkéniho klonu. Smés se nechala kultivovat pfi
37 °C a 220 ot./min do absorbance 0,7 mérené pfi 550 nm. Byl pfidan induktor IPTG do
vysledné koncentrace 0,1 mM a suspenze se inkubovala 3 h pfi 37 °C a 220 ot./min.

Bunécna kultura se odstredila (5000 x g, 10 min, 4 °C) a supernatant byl odlit.

31



4.2.6 Izolace inkluzi

Pelety z 500 ml bakteridlni kultury byly resuspendovany ve 20 ml sacharosového
pufru, ke kterému byl pfidan leupeptin na vyslednou koncentraci 1 uM a PMSF na
vyslednou koncentraci 1 mM. Suspenze byla ctyrikrdt zmrazena a sonikovana a poté
k ni bylo pfidano 400 pl 1 M MgCl,, 2 pl DNAsy | (c = 10 U/ul) a 5 pl RNAsy |
(c =10 pg/ul) a smés se nechala 30 min reagovat pfri laboratorni teploté. Nasledné byla
suspenze trikrdt sonikovana po dobu 30 s a odstfedéna (8000 x g, 15 min, 4 °C).
Sediment byl resuspendovan sonikaci v20 ml pufru s detergentem, ke kterému byl
pridan leupeptin na vyslednou koncentraci 1 uM a PMSF na vyslednou koncentraci
1 mM a odstfedén (8000 x g, 15 min, 4 °C). Peleta byla resuspendovana v 20 ml pufru
na odstranéni detergentu, ke kterému byl opét pridan leupeptin na vyslednou
koncentraci 1 uM a PMSF na vyslednou koncentraci 1 mM a smés byla odstfedéna
(8000 x g, 15 min, 4 °C). Tento sediment byl zamrazen na -20 °C a uchovan pro dalsi

experimenty.

4.2.7 Renaturace

Sediment inkluznich télisek byl resuspendovan do Uplného rozpusténi v roztoku
6M guanidinu-HCl a 10mM DTT a odstfedén (185 000 x g, 30 min). Protein byl
renaturovan metodou rychlého naredéni, kdy supernatant po ultracentrifugaci byl pfi

4 °C za stalého michani po kapkach pomalu pfidan do renaturacniho pufru.

Po nakapani byly roztoky nality do dialyzacnich trubic a dvakrat dialyzovany 5 h pfi
4 °Cv 8 | dialyzac¢niho pufru. Roztok proteinu po dialyze byl zkoncentrovan ultrafiltracni
sadou s membrdnou z PLGC celulosy s limitem propustnosti 10 kDa a pfi tlaku 0,5 MPa

dusiku.

4.2.8 Gelova filtrace

K purifikaci pfipravenych proteind se osvédcilo vyuZivani chromatografickych
metod, zejména gelové filtrace. PouZzivala jsem kolonu Superdex 75 HR 10/300 na HPLC
systému BioSys 510 s pritokovym fotometrickym detektorem pfi 280 nm a izokratické
eluci. Kolona se po separaci promyvala 0,5 M roztokem NaOH, destilovanou vodou a

20% roztokem ethanolu, v kterém se téz skladovala.
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4.2.9 Stanoveni koncentrace

4.2.9.1 Stanoveni dle Bradfordové

Koncentrace proteind byla spektrofotometricky stanovovdana metodou dle
Bradfordové, kdy se na mikrotitracni desti¢ku naneslo 5 ul roztoku proteinu a pfidalo
se 200 ul Cinidla dle Bradfordové, smés se nechala 5 min inkubovat pfi laboratorni
teploté a zméfila se absorbance pfi 595 nm. Kalibra¢ni fada v rozmezi koncentraci

0-0,5 mg/ml byla pfipravena pomoci roztokd BSA.

4.2.9.2 Bicinchoninova kyselina

Metoda s BCA vyuziva sodné soli kyseliny bicinchoninové ke spektrofotometrickému
stanoveni proteinu. Reakce vyuzivd alkalické redukce Cu?* na Cu® stanovovanym
proteinem a nasledné& tvorby komplexu Cu® s kyselinou bicinchoninovou za vzniku
fialového zbarveni. Cinidlo se pfipravuje vidy Eerstvé smisenim BCA v alkalickém
prostfedi s CuSO,4 v poméru 50:1 a ndsledné se tento roztok misi s proteinem v poméru
20:1 a méfri se absorbance vzniklého roztoku pfi 562 nm. Kalibracni fada v rozmezi

koncentraci 0 — 0,5 mg/ml byla pfipravena pomoci roztok( BSA.
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4.3 Identifikace

4.3.1 Elektroprenos na PVDF membranu

Po SDS PAGE byl gel inkubovan 10 minut v transferovém pufru pro SDS PAGE s 20 %
methanolu. PVDF membrdna byla ponofena do 100% methanolu a poté do
transferového pufru pro SDS PAGE s 20 % methanolu. Na Sest vrstev filtracniho papiru
namocenych v transferovém pufru pro SDS PAGE s 20 % methanolu byla polozena
PVDF membrdana a gel na ktery bylo opét poloZeno Sest vrstev nasyceného filtracniho
papiru. Elektroprenos probihal 1 h pfi proudové hustoté 0,8 mA/cm? gelu. Poté byla
membrana tfikrat oplachnuta vodou, obarvena v barvicim roztoku pro SDS PAGE po
dobu 1 min a odbarvena v odbarvovacim roztoku pro elektropfenos. PVDF membrdana
byla predana Prof. RNDr. Karlu Bezouskovi, DSc. na analyzu aminokyselinové sekvence

metodou Edmanova odbouravani.

4.3.2 Identifikace proteinu metodou peptidového mapovani

Vzorek byl podroben SDS-PAGE a prouzek odpovidajici hmotnosti proteinu byl
skalpelem vyfiznut, nakrajen na drobné (¢asti, které byly se 100 pl
N-ethylmorpholinoacetatového pufru a 100 pl AcN a inkubovany 1-2 h do odbarveni
gelu. Supernatant byl odstranén a ¢astice byly 5 min rehydratovanany se 100 pl vody,
kterd se poté odstranila. K ¢asticim gelu se ptidalo se 100 ul AcN a smés se inkubovala
5 min. Supernatant se odsal a postup se opakoval trikrat. Gel se nechal ususit na
vzduchu, pridal se 1 pl trypsinu (0,1 mg/ml) a 35 pl N-ethylmorpholinoacetatového
pufru, a nechal pfes noc inkubovat pfi 37 °C. Ke gelu se pfida 6-7 pl 5% TFA v AcN,
smés se sonikuje a nanese se 0,5 pl na ter¢, necha zaschnout a prevrstvi se 0,5 pl
matrice, kterou byla 4-hydroxy-a-kyanoskoficovd kyselina (10 pg/ul). Analyza
hmotnostnim spektrometrem MALDI-TOF (Ultraflex Ill, Bruker, Némecko) byla

provedena Mgr. Danielem Kavanem Ph.D..
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5 Vysledky

5.1 bCD69

5.1.1 Produkce v bakterialnich buiikach

Na transformaci tepelnym Sokem dle protokolu 4.2.1 byly pouZity kompetentni
buniky E. coli BL21-Gold(DE3), které nesou gen odpovédny za rezistenci proti
antibiotiku tetracyklinu. Inzert pro protein bCD69 je zaligovan v plazmidu pET30a(+),
ktery nese selekcni gen rezistence na antibiotikum kanamycin. Resuspendovanad peleta
transformovanych bunék je nanesena na Petriho misku s agarem, tetracyklinem a
kanamycinem a inkubovana 12 h pfti 37 °C. Vzniklo asi 150 viditelnych bilych kolonii a
tfi z nich byly pfeockovany do 1 ml LB média s antibiotiky a kultivovany 3 h pfi 37 °C a

220 ot./min a dale se postupovalo dle protokolu 4.2.2 na selekci produkéniho klonu.

Exprese rekombinantniho proteinu byla analyzovana SDS PAGE dle 4.2.3 jejiz
vysledek je na Obr. 6, kde se hledal klon bakterii, ktery nejvice produkuje
rekombinantni protein vindukované kulture oproti neindukované. MlZeme vidét
vyrazny narlst produkce proteinu o velikosti 14,5 kDa ve vSech indukovanych

kulturach oznacéenych +, coz odpovida exprimovanému bCD69.

1- 2+ 2- 3+ 3-

¢ oaf-

Obr. 6 Selekce produkéniho klonu bCD69: M - standard molekulovych hmotnosti;
1+, 2+, 3+ - indukované kultury; 1-, 2-, 3- - neindukované kultury
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5.1.2 Identifikace proteinu bCD69
Identita bCD69 byla ovéfena metodou peptidového mapovani (Obr. 7 a Tab. 1). Ti

vybrané hmoty byly navic ovéfeny zmérenim jejich fragmentacnich spekter.

Intensity 953,52
4000 A1
2671,20
3000 1
1368,63
2000 1
933,44 1989,00
1000 H
0 e e bbbl T ‘L.‘ e
1000 1500 2000 2500 3000
m/z
Obr. 7 Hmotnostni spektrum tryptického stépeni bCD69 z elektroforetického gelu
Mw Sekvence Modifikace PSD
933,44 NEAGQTWK (79-86) Oxidace (949.43)
953,52 AEHWIGLK (71-78) Oxidace (969.52) ANO
2x oxidace (985.51)
1368,6 NWTLAQNFCSK (37-47) Oxidace (1384,63) ANO
1989,0 HGATLAVIDSKEDMNFLK (48-65) Oxidace (2005,00)
2671,2 GQYASSAPPNTHVFPCSDDWIGHK (2-25) Nezjisténa ANO

Tab. 1 Pfifazeni molekulovych hmotnosti k aminokyselinovym sekvencim
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5.1.3 Optimalizace produkce

Ulelem optimalizace je zjistit, jak pfipravit maximdlni mnoZstvi proteinu za
minimum ¢asu s co nejmensi spotfebou chemikalii. Optimalizovanymi parametry byl
¢as a koncentrace induktoru IPTG. Vzorky byly inkubovany za stanovenych podminek
dle 4.2.4 a poté analyzovany na SDS PAGE, kdy vysledky pro optimalizaci ¢asu jsou na
Obr. 8 a pro optimalizaci induktoru na Obr. 9. Jako optimalni podminky byl zvolen ¢as

produkce 3 h a koncentrace induktoru 0,1 mM.

M 1 2 3 5 10 24 M

-

B

Obr. 8 Optimalizace ¢asu produkce bCD69: M — standard molekulovych
hmotnosti, v ostatnich drahach - ¢as produkce v hodinach

aai
-

M O 005 01 0.2 03 05
S-IGi
R e

o

Obr. 9 Optimalizace koncentrace induktoru IPTG ve vysledném roztoku:
M - standard molekulovych hmotnosti, v ostatnich drahach — rGizné
koncentrace IPTG v mM

L

mr
i
-

14KDa
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5.1.4 Velkoprodukce
Dle vysledkl optimalizace probihala velkoprodukce dle 4.2.5 v 500 ml LB média
obsahujiciho kanamycin a tetracyklin. K indukci IPTG na vyslednou koncentraci 0,1 mM

doslo pfi Asso = 0,7, nasledovala kultivace pti 37 °C po dobu 3 h.

5.1.5 Renaturace

Protein je produkovan ve formé inkluznich télisek, a proto je potfeba jeho izolace
dle 4.2.6, renaturace do rozpustné formy dle 4.2.7 se solubilizaci v guanidinovém pufru
s pfidavkem DTT, jakoZto redukcniho cinidla, které zajistovalo redukci disulfidickych

mustkd v proteinu.

Renaturace byla provedena metodou rychlého narfedéni proteinu do 50 ml
renaturacniho pufru obsahujiciho L-arginin (nizkomolekularni chaperon), cysteamin a
cystamin (redoxni par zajistujici tvorbu disulfidickych vazeb), Tris (udrzujici pH), chlorid
vapenaty (zkoumané proteiny patfi do C-lektin(, kde vétSina zastupcu z této skupiny
ma vazebnou aktivitu a svou strukturu zavislou na pritomnosti vapenatého iontu) a
azid sodny (konzervant). Neménné sloZeni pufrii bylo 100 mM Tris-HCI, 10 mM CaCl,,
1 mM NaNs;. Pfedmétem optimalizace renaturace bylo pH a mnoZstvi L-argininu,

cystaminu a cysteaminu dle Tab. 2.

Renaturacni pufry

1 2 3 4 5
L- arginin 0,4M - 0,4M 0,4M 0,4M
pH 8,5 8,5 8,0 8,5 8,5
cysteamin 3mM 3mM 3mM -

cystamin 1 mM 1 mM 1 mM 1 mM

Tab. 2 Optimalizace renaturace, kde je riZové vyzna¢ena zménéna hodnota koncentrace latek nebo pH
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Po pfidani proteinu do renatucnich pufrd, byly roztoky dialyzovény v dialyza¢nim
pufru o slozeni 15mM Tris, 150 mM NaCl, 1mM NaNs3 a pH 8,5. Odsoleny protein byl
zkoncentrovan ultrafiltraci na konecny objem 0,5 ml a nanesen na kolonu gelové
filtrace Superdex 75 HR 10/300, promytou mobilni fazi, ktera méla stejné sloZzeni jako
dialyza¢ni pufr tedy 15mM Tris, 150mM NaCl, 1 mM NaN3 a pH 8,5. Zaznam elucnich
profild je uveden v nasledujicim chromatogramu Obr. 10. Retencni ¢as agregatl je
kolem 22 min, dimerni formy proteinu kolem 33 min a monomerni formy kolem

36 min.

A
0,07 280

0,06 + 1 .pufr

— ) pUfr

3. pufr

0,05
0,04 +

0,03 |

0,02 -+

0,01 +

_ " . V' 4 = | S

0,00 - . ; . A e cnncar N S—— e L
(L 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 ;‘O

t/min

0,01 -

Obr. 10 Chromatogram proteinu bCD69 po gelové filtraci na koloné Superdex 75 HR 10/300 a prttoku mobilni
faze 0,4 ml/min o sloZzeni 15mM Tris, 150mM NaCl, 1 mM NaN; a pH 8,5

Jako nejvhodnéjsi pufr byl vyhodnocen pufr 1 a byl pouzit pfi velkoobjemové
produkci jako jediny renaturacni pufr o objemu 250 ml. Protein bCD69 se v pufrech 4 a
5 v pribéhu renaturace a dialyzy vyloudil v nerozpustné formé, a proto nemohl byt

nanesen na kolonu.
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Vysledek velkoprodukce po gelové filtraci bCD69 vidime na nasledujicim
chromatogramu Obr. 11. Retencni ¢as agregdatl je kolem 22 min, dimerni formy

proteinu kolem 33 min a monomerni formy kolem 36 min.

A280
3,0

e | pufr

1,5 +

1,0 + w

0,5 +

0,0 : : : e ———
§D 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
| t/min

-0,5

Obr. 11 Chromatogram bCD69 po velkoprodukci po gelové filtraci na koloné Superdex 75 HR 10/300 a
pratoku mobilni faze 0,4 ml/min o slozeni 15mM Tris, 150mM NaCl, 1 mM NaN; a pH 8,5

Eluat byl odebiran do oddélenych frakeci:
1. frakce 23,4 - 28,3 min
2. frakce 28,3 - 35,5 min
3. frakce 35,5-42,5 min
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Frakce byly zkoncentrovany a naneseny na SDS PAGE na Obr. 12, kde se

separovaly v neredukujicim a redukujicim vzorkovém pufru s DTT. Protein se zde

vyskytuje ve formé monomeru o velikosti pfiblizné 14,5 kDa a dimeru o velikosti

pfiblizné 29 kDa.

66kDa

45kDa

29kDa
24kDa

14kDa

Obr.

M

12 Elektroforeogram bCD69

1R 1N

2R 2N 3R 3N M

TTo—
WAoot

: 1-3 - jednotlivé frakce po gelové filtraci,

M - standard molekulovych hmotnosti, R — separace v redukujicim vzorkovém pufru,
N separace v neredukujicim vzorkovém pufru

1.

2.
3.

frakce 23,4 — 28,3 min
frakce 28,3 - 35,5 min
frakce 35,5 — 40,2 min
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5.1.6 Stanoveni koncentrace dle Bradfordové

Stanoveni koncentrace bylo provedeno dle protokolu 4.2.9.1 a na zdkladé kalibracni
krivky na Obr. 13 byla vypocitana koncentrace bCD69 o hodnoté 20,0 mg/ml, coz pfi
objemu vzorku 0,4 ml odpovida zisku 8 mg. Pro ovéreni vysledku jsme koncentraci

stanovovali jesté druhou presnéjsi metodou s pouzitim BCA.

0,40
035 +
030 +
025 +
0,20 +
0,15 +
0,10 +
0,05 +

0,00 &+t

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
cmg/ml

A595

y =0,7361x

Obr. 13 Stanoveni koncentrace za poutziti ¢inidla dle Bradfordové

5.1.7 Stanoveni koncentrace za pouZiti BCA
Stanoveni bylo provedeno dle protokolu 4.2.9.2, a na zadkladé kalibrac¢ni kfivky na
Obr. 14 byla stanovena koncentrace 21,8 mg/ml coz odpovida zisku 8,7 mg proteinu

bCD69.

A562

0,25
; ¢

y = 0,4609x

0,20 -
0,15 -
0,10 -

0,05 -

0,00 4

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
cmg/ml

Obr. 14 Stanoveni koncentrace za pouziti BCA
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5.2 bNKRP1

5.2.1 PCR

Oprava mutace DNA konstruktu bNKRP1 probihala dle protokolu 4.1.1 pouzZitého i
v mé bakalarské praci pri pripravé konstruktu z cDNA. Byly pouzity pUvodni
oligonukleotidové sekvence pro pfimy primer BOVNKRPF a pro zpétny primer
BOVNKRPR. Kreakci PCR byla nejprve pouzita Platinum Taq polymerasa, ktera
zanechava v jednom vldaknu DNA adenosinovy presah, ktery bylo potieba dalsi PCR
s jinou polymerasou odstranit. Vysledek PCR s Platinum Taq analyzovany agarosovou
elektroforézou dle protokolu 4.1.3 na Obr. 15 ukazuje, Ze reakce neprobéhla selektivné
a misto jednoho citelného prouzku kolem 390 bp, ktery by odpovidal amplifikovanému
inzertu, mGZeme vidét vice fragmentl po cca 100 bp. Produkt PCR byl podroben dalsim
PCR sDeep Vent a Pfu Turbo polymerasou, vysledek bohuzel nedosahoval

ocekavanych vysledka.

1000

500

100

Obr. 15 Produkt PCR sPlatinum Taq polymerasou
analyzovany na agarosové elektroforéze
M - standard molekulovych hmotnosti, 1 — produkt PCR

Programu termalniho cyklatoru:

e 95°C, 2min

e cyklus 35x
o 95° 30s
o 48°C,30s
o 72°C,45s

e 72°C,6min
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5.3 bNKG2D

v w7

5.3.1 Oligonukleotidové rizena mutageneze

Pro opravu mutace bNKG2D byla pouZita metoda PCR dle 4.1.2 a sestrojeny nové
oligonukleotidové sekvence, tak aby oblast mutace byla uprostifed obou primer(. Byl
navrhnut pfimy primer bNKGmutfw a zpétny primer bNKGmutre, které byly navzajem
komplementarni a v antiparalernim usporadani. K této reakci byla pouzita PFU Turbo
polymerasa, ktera se vyznacuje vysokou presnosti pfi amplifikaci DNA, frekvence chyb
na pocet bazi je tak velmi mald. Program termocykleru byl upraven dle délky plazmidu
a také na optimalni podminky PFU Turbo polymerasy viz nasledujici program. Produkt
PCR byl podroben restrikci endonukleasou Dpnl dle 4.1.2 po dobu jedné hodiny, ¢imz
se odstranila templatova DNA. Produkt byl nasledné zaslan na automatickou sekvenaci,

kde bylo dokazano, Zze mutace byla opravena.

Pro PFU Turbo polymerasu byl pouzit program:

e 95°C, 2 min

e cyklus 30x
o 95°C,45s
o 40°C,45s
o 68°C, 8 min

e 68°C, 20 min

5.3.2 Produkce v bakterialnich bunkach

Protein bNKG2D zaligovany v plazmidu pRSET B, jenZ nese gen zodpovédny za
rezistenci na ampicilin, byl transformovan dle 4.2.1 do kompetentnich bunék E. coli
BL21-Gold(DE3). Po transformaci byla resuspendovana peleta nanesena na Petriho
misku s agarem a antibiotiky a nechana inkubovat 12 h pfi 37 °C. Vzniklo asi jedno sto
viditelnych bilych kolonii a ¢tyfi z nich byly pfeockovany do 1 ml LB média s antibiotiky
a kultivovany 3 h pti 37 °C a 220 ot./min a dale dle protokolu 4.2.2 na selekci

produkéniho klonu.

Exprese proteinu byla analyzovana SDS PAGE, jejiz vysledek je na Obr. 16, kde
mlzeme vidét mirny relativni ndrlst produkce proteinu o velikosti 14,5 kDa

v indukovanych kulturach oznacenych +, coZz odpovida bNKG2D.
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M 1+ 1- 2+ 2- 3+ 3- 4+ 4- M
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Obr. 16 Selekce produkéniho klonu bNKG2D: M marker; 1+, 2+, 3+, 4+ indukované kultury;
1-, 2-, 3-, 4- neindukované kultury

Po vybrani produkéniho klonu byla provedena velkoobjemova produkce dle 4.2.5
v 500 ml LB média obsahujiciho ampicilin a tetracyklin, bez pfidani induktoru, jelikoz
rozdil v produkci proteinu nebyl pfili§ rozdilny vindukovanych a neindukovanych

kulturach.
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Protein bNKRP1 byl izolovan, ale v pribéhu renaturace a nasledné dialyzy dochazelo
k precipitaci a jak ukazuje Obr. 17, po naneseni na gelovou filtraci na kolonu Superdex
75 HR 10/300 se prokazalo velké mnoistvi agregatl a pouze malé mnoistvi
renaturovaného proteinu bNKG2D. Retencni Cas agregdat( je kolem 19 min, monomerni

formy je kolem 31 min.

A280
0,25
e Py fr 1
0,20 + e P fr 2
| Pufr 3
e PUfr 4
| e Py fr 5
0,15 +
0,10 +
0,05 +
0,00 - orrr e ‘ e
0 5 10 50 55 60
t/min

Obr. 17 Chromatogram proteinu bNKRP1 po gelové filtraci na koloné Superdex 75 HR 10/300 a prdtoku mobilni
faze 0,4 ml/min o sloZeni 15mM Tris, 150mM NaCl, 1 mM NaN; a pH 8,5
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6 Diskuze

Tato diplomova prace navazuje na vysledky mé bakalarské prace a na mnohaleté
zkusenosti ¢len(l laboratore pfirozené imunity, kde se pracuje s receptory NK bunék
jinych organismu jiz nékolik let. Cilem bylo pripravit rozpustné formy extracelularnich
Casti bovinnich receptori CD69, NKRP1 a NKG2D produkci v bakteridlnich burkach.
Tento vyzkumny zdmér vznikl na zdkladé spoluprdce s Dr. Karlem Klischem z Institute
of Animal Health, Velkd Britanie, ktery oznacil PSG (Pregnancy Specific Glykoprotein)
jako moiny fyziologicky ligand téchto receptorl. Pro potvrzeni této hypotézy je

potfeba tyto proteiny naprodukovat, coz bylo mym dkolem.

Vychozim materidlem byly konecné konstrukty z bakalarské prace, které byly
vytvoreny ze vzorkl sleziny ziskané na jatkdch Jokoma ve Vseticich. Tyto konstrukty
byly zaslany na automatickou sekvenaci pro potvrzeni spravné sekvence DNA avsak u

dvou ze tfi konstruktl (0NKRP1 a bNKG2D) byla nalezena jednobodova mutace DNA.

U konstruktu bNKRP1 byla mutace v DNA v tfetim nukleotidu pred Stop kodonem,
coz by mélo za nasledek zménu aminokyselinové sekvence proteinu, kdy by doslo k
nahradé posledni aminokyseliny lysini,s za glutamings. Oprava tedy byla Zadouci, a
jelikoz mutovany nukleotid je soucasti primeru pro PCR, byla pouzita metoda PCR, s
kterou jsem pracovala jiz v ramci bakalarské prace. Pouzila jsem stejné polymerasy a
teplotni program jako v bakalarské praci, jelikoz se mi tento postup osvédcil.
V diplomové préaci bohuzel vysledky metody nebyly vyhovujici, coz mohlo mit nékolik
pricin, které bylo potfeba zjistit. Bylo provéfeno fedéni vychozich latek, spravna
funkénost polymerasy, ovéreni, Zze templat nebyl v pribéhu skladovani degradovan,
nékolikrat byl optimalizovan teplotni program reakce, bylo vyzkouseno nékolik druh(
polymeras, ale stale nevznikal spravny koneény produkt. Podafilo se ziskat pouze
meziprodukt po PCR s Platinum Taq polymerasou, ktery vSak obsahuje adenosinovy
presah na jednom vldkné DNA. Tento presah neumoiZiiuje ligaci do standardné
pouzivaného klonovaciho vektoru pBSSK+. Dalsi PCR napf. s Deep Vent nebo Pfu
Turbo polymerasou, ktera amplifikuje vldkno bez presah(, se viak produktu nepodaftilo

dosahnout ani po Upravach teplotniho programu. Dlivodem neuspéchu tedy mohla byt
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napf. kontaminace vychozich latek, pravdépodobné primerd, nebo Spatna lokalizace
mutace DNA neumoznila selektivni nasednuti primer( a tim amplifikaci pouze jednoho
vldkna. V pripadé kontaminace primerd, by bylo vhodné objednat nové pfipravené
primery o stejné sekvenci anebo vyzkouSet metodu pouzZitou u bNKG2D
oligonukleotidové cilené mutageneze, kdy by byly navrZzeny primery nové, obé
moznosti by ale zvySovaly finanéni naro¢nost pokusu, a proto byly navrzené postupy

prozatim odloZeny.

U konstruktu bNKG2D byla zména DNA zhruba v 1/3 nukleotidového fetézce, cozZ by
pozdéji v aminokyselinové sekvenci proteinu znamenalo vyménu tyrosinug; za
histiding;. Oprava konstruktu probihala specifickym typem PCR ,oligonukleotidové
fizenou mutagenesi”. Pro tento typ PCR bylo potfeba navrhnout nové primery pres
bod mutace, pouzit velmi pfesnou Pfu Turbo polymerasu, upravit teplotni program

PCR a produkt reakce podrobit plisobeni endonukleasy Dpnl.

Tento postup se ukazal jako spravny, coz bylo ovéreno na automatickém
sekvenatoru, kdy mutace byla opravena a konstrukt bNKG2D mohl byt vnesen do
produkéniho bakteridlniho systému E. coli BL21-Gold(DE3). Bakteriadlni produkce byla
zvolena na zdkladé dlouhodobych zkusSenosti laboratore s timto systémem kvili nizkym
provoznim nakladim a velkym vytézklim exprimovanych proteinl. Mezi moziné
nevyhody lze zahrnout absenci posttranslacnich Uprav proteind (zejména glykosylaci,
coz muze zabranovat spravnému prostorovému usporadani a komplikovat pribéh
renaturace tvorbou agregatl) a produkci proteinu v nerozpustné formé inkluznich
télisek. Produkce probihala bez problému s dostateCnym mnoZstvim proteinu,
v indukovanych i neindukovanych burikach. Tato skute¢nost je dana tim, Ze DNA inzert
byl v expresnim vektoru pRSET B, u néhoZ je po pridani induktoru IPTG snizena
produkce bakteridlnich proteint, ale exprese klonovaného proteinu se pfilis nezvysi, na
rozdil od pET30(a)+. U velkoobjemové produkce bylo tedy vyhodné kulturu ponechat
bez indukce, ¢imZ se snizila obtiznost produkce a také celkové ndaklady na vyrobu
proteinu. Po selekci a namnoZeni produkéniho klonu se pfistoupilo k renaturaci. Bylo

vyzkouSeno pét renaturacnich pufrd s rlznym pomérem Ucinnych latek, které jsou
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v laboratofi dlouhodobé odzkouseny a poskytuji dobré vysledky. Zadny z nich viak
prilis nepomohl spravnému strukturnimu usporadani proteinu, coZz odpovida
zkusenostem pracovniku laboratofe s jeho ortologem lidskym NKG2D. Protein byl
v pribéhu renaturace a dialyzy ¢dstecné vysrazen a pri gelové filtraci na koloné
Superdex 75 HR 10/300 byl prokazan vznik velkého mnozstvi agregat a malého zisku
spravné renaturovaného proteinu bNKG2D. Po zopakovani pokusu bylo
renaturovaného proteinu naprodukovano dostatecné mnozstvi na pfipadné vazebné

experimenty nebo analyzu hmotnostni spektrometrii.

Nejvétsi pozornost jsem tedy soustfedila na konstrukt pro protein bCD69. Byl
v bakalarské praci pfipraven jako jediny bez mutaci, a tak se mohlo ihned pfistoupit
k produkci v bakteridlnim systému E. coli BL21-Gold(DE3). Produkce probihala bez
problému s dostate¢nou tvorbou proteinu. Pfi renaturaci bCD69 vyhovovalo hned
nékolik podminek a jako nejlepsi byl zvolen renaturaéni pufr 1, ktery dosahoval
spolec¢né s pufrem 2 velmi obdobnych vytézkd. Pufr 1 obsahoval pouze 0,4 M arginin

oproti 1 M argininu v pufru 2, a proto byl kvali nizsi spotfebé chemikalii uprednostnén.

Vybrané sloZeni renatura¢niho pufru 1 bylo pouZito na konecnou velkoprodukci
proteinu. Pfi optimalizaci produkce bCD69 byly optimalizovanymi parametry cas
produkce proteinu po pridani induktoru IPTG a koncentrace tohoto induktoru. Nejlepsi
produkce byla dosazena v ¢ase 3 h, kdy se protein nejvice produkoval a jesté nebyl
degradovan. U optimalizace koncentrace IPTG byla jako nejvhodnéjsi podminka
zvolena 0,1 mM koncentrace IPTG ve vzorku, kdy byl nejvétsi zisk proteinu a nejmensi
spotreba induktoru. Tyto podminky byly pouZity u velkoobjemové produkce proteinu,
nasledovala dialyza v 8 | dialyza¢niho pufru a gelova filtraci na koloné Superdex 75 HR
10/300 s mobilni fazi o stejném sloZeni jako dialyzaéni pufr. Bylo ziskdno z 500 ml LB
média 8,7 mg bCD69, coZ je ve srovnani s jinymi proteiny produkovanymi v nasi

laboratofti velmi slusny vytéZzek. Stanoveni proteinu bylo provedeno metodou s BCA.

Na SDS PAGE v redukujicim a neredukujicim vzorkovém pufru (Obr. 11) je ve
drahach treti frakce kolem 14,5 kDa vidét posun mobility v neredukujicim prostredi,

coZ naznacuje zapojeni disulfidd, ¢imz se molekula stava kompaktnéjsi a pohybuje se
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v gelu rychleji. Zaroven je vidét ¢ast proteinu ve formé dimeru o velikosti 29 kDa, a tak
by mélo byt predmétem dalSich experimentll pokusit se analyzovat zapojeni

disulfidickych mlstkd pomoci hmotnostni spektrometrie.

Tato skutecnost bude tedy predmétem dalSiho zkoumani, stejné jako hledani
fyziologického ligandu, strukturni experimenty, produkce izotopové znaceného

proteinu na NMR analyzu nebo krystalizace proteinu pro rentgenovou difrakeci.

Experimenty a nové poznatky o NK bunkach a jejich receptorech mohou byt
napomocny Vv klinickych studiich, jejichz pfedmétem je nddorové bujeni, organova
transplantace, HIV a jind autoimunitni onemocnéni ¢i Uspésnost reprodukce. Vysledky
experimentl s bovinnimi receptory NK bunék mohou byt uplatnény ve veterinarni

mediciné.

Ziskala jsem unikatni vysledky s bovinnim CD69, ktery se pfi renaturaci
pravdépodobné usporddal soucasné jako monomerni i dimerni protein. Takové
vlastnosti, nebyly u ostatnich NK receptorl sklddanych v laboratofi pfirozené imunity
pozorovany, nebot se vidy usporadaly bud jako monomer nebo jako dimer. Na
potvrzeni této hypotézy by, ale bylo potfeba provést mapovani disulfidd hmotnostni
spektrometrii a pokusit se Uplné oddélit monomerni od dimerni formy proteinu. Pokud
by se hypotéza potvrdila, by bylo mozné v dalSich studiich vyuzit bovinni CD69 jako
unikatni modelovy protein umozniujici lépe pochopit molekuldrni mechanismy

renaturace NK receptorli do formy monomernich nebo naopak dimernich proteina.
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Prilohy

bNKRP1
Query 1
Sbijct 1
Query 61
Sbjct 61
Query 121
Sbjct 121
Query 181
Sbjct 181
Query 241
Sbjct 241
Query 301
Sbjct 301
Query 361
Sbjct 361

CATATGTTAACGTGTCCAATGCACTGGAAACGAATCCGAGATAAATGCTTATATTTTAGT

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e er e e e e e e e e e
CATATGTTAACGTGTCCAATGCACTGGAAACGAATCCGAGATAAATGCTTATATTTTAGT

GAAACTTCCAAACCTTGGAATGATAGTCTAGCTGACTGTTCCACAAGAGAATCCAGTCTA

Frrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e
GAAACTTCCAAACCTTGGAATGATAGTCTAGCTGACTGTTCCACAAGAGAATCCAGTCTA

CTGCTTATTCAAGATCAGGAAGAATTGAGACTCATGCAAAACCTGATAAACAAAGAAGGA

FEEEEEEEr et e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e ey
CTGCTTATTCAAGATCAGGAAGAATTGAGACTCATGCAAAACCTGATAAACAAAGAAGGA

ATTCTGTTTTGGATTGGATTAAATTTTACATTATCAGGGAAGAGCTGGAAGTGGATAAAT

FEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATTCTGTTTTGGATTGGATTAAATTTTACATTATCAGGGAAGAGCTGGAAGTGGATARAT

GGTTCCTTTTTAAATTCTAATATATTACCCATTTTTGGTGATGCTAAAGAAGACTGCTGT

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e rr e e e e e e e e e
GGTTCCTTTTTAAATTCTAATATATTACCCATTTTTGGTGATGCTARAAGAAGACTGCTGT

GTTTACATATCAAAGACACAATGTATTTCTGATTACTGTGCTGCAAAAAATAGATGGATC

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e
GTTTACATATCAAAGACACAATGTATTTCTGATTACTGTGCTGCAAAAAATAGATGGATC

TGCCAAAAGGAACTGAAGTAAGCTT 385

FEEEEEEEr et
TGCCAAAAGGAACTGCAGTAAGCTT 385

Pfiloha 1 Nukleotidova sekvence bNKRP1 se Zluté oznacenym mistem mutace
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300
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360
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bNKG2D

Query 1

Sbjct 44

Query 61

Sbjct 104
Query 121
Sbjct 164
Query 181
Sbjct 224
Query 241
Sbjct 284
Query 301
Sbjct 344
Query 361
Sbjct 404

CATATGTTGAAAGAAAATTACTGTGGTCCATGTCCTAAAAACTGGATATGTTATAGAAAT

FEEEEEE e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CATATGTTGAAAGAAAATTACTGTGGTCCATGTCCTAAAAACTGGATATGT TATAGAAAT

AACTGCTACCAATTTTTTAATGAGAGCAAAAGCTGGCACCAGAGCCAAGCTTCTTGTATG

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AACTGCTACCAATTTTTTAATGAGAGCAAAAGCTGGCACCAGAGCCAAGCTTCTTGTATG

TCTCAAAATTCCAGTCTCCTGAAGATATACAGCAAAGATGACCAGGATTTCCTTAAATTG

FEEErrrrr e e e e et e e e e e e e e e e e e
TCTCAAAATTCCAGTCTCCTGAAGATACACAGCAAAGATGACCAGGATTTCCTTARATTG

GTGAAGTCATATCATTGGATGGGACTAGTACAAGTTTCCACAAATGGTTCCTGGCAATGG

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrerr e e rr e e e e e e e e e
GTGAAGTCATATCATTGGATGGGACTAGTACAAGTTTCCACARATGGTTCCTGGCAATGG

GAAGATGGCTCCATTCTCTTGCCCAACCTACTAACAATGGTTGAAATGCAGAATGGAACC

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e rrr e e e e e e e
GAAGATGGCTCCATTCTCTTGCCCAACCTACTAACAATGGTTGAAATGCAGAATGGAACC

TGTGCAGTCTATGGCTCAAGTTTTAAAGCTTATACAGAAAATTGCTTAACTCCAAACACA

FEEEEEE e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TGTGCAGTCTATGGCTCAAGITTTAAAGCTTATACAGAAAATTGCTTAACTCCAAACACA

TACATCTGCATGCAGAGAATTGTGTAAGCTT 391

FEEEEEEEErr e e e e ey
TACATCTGCATGCAGAGAATTGTGTAAGCTT 434

Pfiloha 2 Nukleotidova sekvence bNKG2D se Zluté oznacenym mistem mutace
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