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ABSTRAKT

NK bunky (natural Killer cells, ,,pfirozeni zabije¢i*) jsou vyznamnou slozkou
vrozeného imunitniho systému a maji schopnost rozpoznat a zabit piedev§im nadorové a
virem infikované buniky. Na svém povrchu maji celou fadu inhibi¢nich a aktivacnich
receptord, pomoci kterych rozhoduji o osudu cilovych bunék. Imunitni odpovéd je
nejcastéji spusténa po navazani NK bunécného receptoru na svij ligand. Takovymi
receptor-ligandovymi systémy jsou napi. NKp80-AICL a NKRP1-LLT1 na lidskych
lymfocytech.

Dalsi receptor-ligandovy par predstavuji NKp65 a KACL, dva nedavno objevené
lektinové receptory lidskych imunocytia. NKp65, blizky ptibuzny NKp80, je glykoprotein,
ktery funguje jako aktivacni imunoreceptor na NK92MI bunikach. KACL je poslednim
objevenym ¢lenem lidské rodiny receptorit CLEC2 a je lokalizovan témét vyhradné v kiizi.
Pomoci povrchové plazmonové rezonance bylo zjisténo, ze NKp65 je vysokoafinitni
receptor pro KACL.

Cilem mé bakalarské prace bylo pfipravit expresni vektory kodujici lidské NK
bunécné receptory NKp65 a KACL, produkovat tyto proteiny v expresnim systému
HEK293T bunék a provést jejich purifikaci.

Kli¢ova slova: NKp65, KACL, NK bunka, lektin, receptor, plazmid



ABSTRACT

Natural killer cells create an important part of innate immune system. Their
importance lies in their ability to recognize and kill abnormal cells, especially tumour cells
and virally infected ones, without previous activation. To recognize their targets, NK cells
use a wide variety of surface receptors, both activating and inhibitory. If a ligand binds to
an NK receptor, immune response is triggered. Examples of such ligand-receptor pairs are
NKp80-AICL and NKRP1-LLT1 on human lymphocytes.

Another ligand-receptor system of this kind is NKp65 and KACL, two recently
discovered lectin receptors on human immunocytes. KACL is the last and most recently
characterized member of CLEC2 receptor family in humans. Its expression is almost
exclusively restricted to skin. NKp65, a close relative of NKp80, is a glycoprotein which
stimulates NK92MI cell cytotoxicity upon KACL engagement. NKp65 has been shown to
bind to KACL with a fairly high affinity by surface plasmon resonance measurement.

This thesis aims at describing the cloning of expression vectors coding for NK cell
receptors NKp65 and KACL, expression of these proteins in HEK293T cell line and their

purification.

Keywords: NKp65, KACL, NK cell, lectin, receptor, plasmid

(in Czech)
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SEZNAM ZKRATEK

ADCC

bp

BSA

CD

CLEC
CBB R-250
CRD
DMEM

DMSO
dNTPs
EDTA
F17

Fc
HEK?293

HLA
HPLC

IFN
IL
ITAM

ITIM

kbp

KIR
KLRB, F, G

bunééna cytotoxicita zavisla na protilatce (antibody dependent cell
cytotoxicity)

par bazi (jednotka délky fetézce DNA, base pair)

hovézi sérovy albumin (bovine serum albumin)

oznaceni povrchovych molekul leukocytt (cluster of differentiation)
lektinové receptory typu C (C-type lectin receptor)

barva Coomassie Brilliant Blue R-250

lektinova doména vazajici sacharid (carbohydrate-recognition domain)
kultiva¢ni médium pro tkanové kultury (Dulbecco's modified Eagle
medium)

dimethylsulfoxid

smés deoxynukleotidtrifosfati

kyselina ethylendiamintetraoctova

kultivaéni médium pro tkanové kultury

¢ast molekuly protilatky (Fragment, crystallizable)

oznaceni bunécné linie lidskych embryonalnich ledvinnych buné¢k ¢islo 293
(human embryonic kidney 293)

hlavni lidsky histokompatibilni antigen (human leukocyte antigen)
vysokouéinna kapalinova chromatografie (high performance liquid
chromatography)

interferon

interleukin

imunoreceptorovy tyrosinovy aktivacni motiv (immunoreceptor tyrosine-
based activation motif)

imunoreceptorovy tyrosinovy inhibi¢ni motiv (immunoreceptor tyrosine-
based inhibitory motif)

tisic paru bazi (jednotka délky fetézce DNA, kilobase pair)
imunoglobulinovy receptor zabijecskych bunék (killer cell 1g-like receptor)
oznaceni povrchového leukocytarniho receptoru (killer cell lectin-like

receptor subfamily B, F, G)



LB
LILR

LRC
Ly49
M-CSF

MHCgp |

NCR

NK
NKC
NKG2

NKp30
NKRP1

NKT

PCR

SDS
SDS-PAGE
SHIP

SHP

TAE

Te

TE
TEMED
TES

Th

TNF

nazev média podle Luria-Bertaniho

imunoglobulinovy receptor leukocytt (leukocyte immunoglobulin-like
receptor)

komplex gent pro receptory leukocyti (leukocyte receptor complex)
rodina receptorit podobnych lektinim C-typu (lymphocyte antigen 49)
faktor stimulujici tvorbu osteoklasti (macrophage colony-stimulating
factor)

glykoproteiny hlavniho histokompatibilniho komplexu I. tfidy (major
histocompatibility complex type | glycoproteins)

skupina aktiva¢nich receptorti z imunoglobulinové nadrodiny (natural
cytotoxicity receptor), = NKp

pfirozeny zabijec¢ (natural killer)

NK genovy komplex (NK-gene complex)

rodina receptortt NK bunék podobnych lektintiim C-typu (natural killer
group 2)

receptor ze skupiny NCR (natural killer cell p30-related protein)
rodina receptortt NK bunék podobnych lektinim C-typu (natural killer cell
receptor protein 1)

NK-T lymfocyty (natural killer T cells)

polymerasova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
dodecylsulfat sodny (sodium dodecyl sulfate)

SDS polyakrylamidova gelova elektroforéza

inositol polyfosfat 5'-fosfatasa (SH2-domain containing inositol
polyphosphate 5' phosphatase)

proteinova tyrosinova fosfatasa (SH2-domain-containing protein tyrosine
phosphatase)

Tris-acetatovy pufr s EDTA

cytotoxicky T-lymfocyt (T cytotoxic cell)

Tris pufrs EDTA

N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin

Tris pufrovany fyziologicky roztok s EDTA

pomocny T-lymfocyt (T helper cell)

faktor nekrotizujici nadory (tumor necrosis factor)



Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan
viv objem/objem

wiv hmotnost/objem
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1. LITERARNI UVOD

1.1 Imunitni systém
Imunitni systém je homeostaticky mechanismus, ktery se vyvinul na ochranu

organismu pred $kodlivinami z vng&jsiho i vnitfniho prostredi'. Cinnost imunitniho systému
je podminéna piirozenou nestalosti vnitiniho prostfedi organismu, bunénou a organovou
diferenciaci, odcizovanim vlastnich bunék starnutim a prostupem prvka z vnéjsiho
prostiedi®. Jeho funkci je udrzovat integritu organismu tim, Ze rozpoznavéa $kodlivé od
neskodného a tato funkce se projevuje jako obranyschopnost (schopnost imunitniho
systtmu rozpoznat vnéjSi Skodliviny a chrénit organismus pfed patogennimi
mikroorganismy a jejich toxickymi produkty), autotolerance (imunitni systém je schopen
rozpoznat vlastni tkané organismu a udrzovat vi¢i nim toleranci) a imunitni dohled
(schopnost imunitniho systému rozpoznat a odstranit vnitini $kodliviny, tj. buiiky staré,

. . 3
poskozené a zmutované)®.

1.2 Druhy imunitnich mechanismi
Imunitni mechanismy jsou rozdéleny do dvou zékladnich skupin na tzv.

mechanismy nespecifické (neadaptivni, vrozené) a specifické (adaptivni, ziskané), které
spolu navzajem spolupracuji a tim chrani organismus. DalSim obrannym mechanismem
organismu je neporuseny povrch kize a sliznic a jejich pfirozené neimunitni obranné
mechanismy, které lze rozdélit na mechanické (pohyb fasinek), chemické (pfitomnost
enzymi, kyselé pH zaludku a moc¢i) a mikrobidlni (pfitomnost nepatogennich

mikroorganismﬁ)g.

1.2.1 Nespecifické mechanismy
Mechanismy nespecifické jsou evoluéné starsi, zaloZené na molekulach a bunkach,

které jsou v organismu piipravené pfedem a byvaji ufinné proti rGznym patogentim.
Nespecifické imunitni mechanismy jsou zastoupeny jednak bunéénymi systémy a jednak
systémy humoralnimi. Mezi bunééné nespecifické systémy jsou fazeny fagocytujici buiiky
a prirozené cytotoxické bunky, tzv. NK bunky, natural Killer (,,pfirozeni zabijec¢i”).

Systémy humoralni jsou tvoieny komplementovym systémem, interferony, lektiny a jinymi
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sérovymi proteiny. Tyto systémy nejsou ovlivnény ptredchozim setkanim s antigenem,

., . . 53
nemaji tzv. imunologickou pamét™.

1.2.2 Specifické mechanismy
Specifické mechanismy jsou evolucné mladsi, na ptfitomnost cizorodé struktury

V organismu reaguji pomoci vysoce specifickych molekul. Mezi specifické mechanismy
patii humoralni systémy (protilatky) a systémy bunécné zprostiedkované (T lymfocyty).

Na rozdil od nespecifickych mechanismt je zde pfitomna tzv. imunologicka pamét’g.

1.3 Slozky imunitniho systému
Pfitomnosti mnoha druht bunék a molekul v organismu a jejich vzajemnou

interakci jsou zprostiedkovavany imunitni reakce. Tyto bunky spolu s pojivovymi bunikami

a jinymi strukturami tvofi lymfatické tkdné a orgényg.

1.3.1 Lymfatické tkané a organy
Lymfatické organy jsou rozdéleny na primarni a sekundarni. Primarni lymfatické

organy, kostni dfen a thymus, jsou mistem vzniku, diferenciace a zrani
imunokompetentnich bunék. Jako sekundarni lymfatické organy jsou oznacovany slezina,
lymfatické uzliny a jejich organizované shluky (apendix). Mezi lymfatické tkané patii
zejména slizni¢ni lymfaticka tkan (MALT, mucous associated lymphoid tissue). Specifické

imunitni reakce jsou realizovany v sekundarnich lymfatickych 0rgénech3.

1.3.2 Buiiky imunitniho systému
Imunitni systém je tvofen riznymi druhy leukocytd (bilych krvinek), pochazejicich

Z hematopoetickych kmenovych bungk, které jsou pfitomny v kostni dfeni. V dfeni se
kmenové buiiky nachdzeji po cely zivot a cast znich se diferencuje na rizné typy
leukocytti, ubytek kmenovych bunc€k je kompenzovan d€lenim. Kmenové buiky jsou
rozdéleny do dvou zékladnich linii, myeloidni a lymfoidni (Obr. 1.1 na str. 13).
Diferenciaci linie myeloidni vznikaji monocyty (cirkulujici v krvi a ve tkanich se
diferencujici na makrofagy) a tfi typy granulocyti. Granulocyty jsou dale déleny na
neutrofily, eozinofily a bazofily (tkanovou formou bazofilti jsou Zirné bunky-mastocyty),

posledni skupinou fazenou do této vyvojové linie jsou dendritické bunky. Nespecifické
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¢asti imunitniho systému jsou tvofeny vSemi druhy myeloidnich bun¢k, vétSina z nich ma

schopnost fagocytovat, produkovat cytokiny a dalsi rozpustné mediatory.
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Obr. 1.1: Diferenciace riznych druhi leukocyti.

Z hematopoetickych kmenovych bun€k samoobnovovanim vznikaji dvé zakladni linie: myeloidni a
lymfoidni. Z myeloidni linie vznikaji diferenciaci erytrocyty, trombocyty, bazofily, eozinofily,
neutrofily, monocyty a n€které dendritické buniky (nejsou zobrazeny na obrazku). Bunky lymfoidni
linie se diferencuji na NK buiiky, B lymfocyty, T lymfocyty a dendritické bunky (nejsou zobrazeny

na obrazku)* *%.

Dulezita skupina bunék oznacovana jako buriky prezentujici antigen (APC, antigen
presenting cells) pro T lymfocyty, zahrnujici dendritické bunky, monocyty a makrofagy,
spojuje vrozenou ¢ast a antigenné specifickou ¢ast imunitniho systému. Z myeloidni linie
dale vznikaji erytrocyty (Cervené krvinky) a trombocyty (krevni desticky), majici urcity

vyznam pii zanétu, ale jejich hlavni funkce je odlisna. Diferenciaci linie lymfoidni vznikaji
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NK buiiky a lymfocyty B a T. B lymfocyty se vyvijeji v kostni dfeni a poté se transportuji
do sekundarnich lymfoidnich organti, kde se setkavaji s antigenem, a jejich vyvoj je zde
dokoncen. Konecné stadium B Ilymfocytd se oznacuje jako plazmatické buiky
(plazmocyty). Vétsina T lymfocytd se vyviji v brzliku (thymus), z nich vzniknou dvé
fenotypové odlisné subpopulace: prekurzory pomocnych T bunék (Th), majici na povrchu
receptor CD4, a prekurzory cytotoxickych T bun¢k (Tc), které maji receptor CD8. Na
povrchu vhodnych APC se prekurzory T lymfocytt setkavaji s antigenem. U prekurzori
Th bun€k dochdzi k diferenciaci na zralé efektorové Th, jejichz funkci je produkce
cytokinti regulujicich jiné buiky; Tc prekurzory se po setkani s antigenem diferencuji na
efektorové Tc bunky, které jsou schopné cytotoxicky zabijet jiné bunky. Treti skupinou

patfici mezi subpopulaci lymfocytii jsou NK buﬁkyg.

1.4 NK buiiky

NK bunky ptfedstavuji vyznamnou epistemologickou skupinu v imunologii, kterd
byla nejprve povazovana za shluk T lymfocytl, nasledné byla vSak od této skupiny
odd¢lena za vzniku zcela nové skupiny. NK buiiky byly objeveny pted vice nez 30 lety a
charakterizovany jako bunky schopné zabijet nadorové burky in vitro bez piedchozi
stimulace, proliferace a diferenciace®. Pozdgji byly uznany jako zvlastni druh velkych
granularnich lymfocytﬁﬁ, které se nachazeji v lymfatickych organech, jako jsou kostni
diet1, slezina a brzlik, a nelymfoidni tkani, jako jsou plice a jatra” ®. NK buiiky byly
oddéleny od B a T lymfocyti na zéklad¢ neptitomnosti antigenné specifickych receptort,
nem¢ly klonalné distribuovanou specifitu ani imunologickou pamét’g. NK buniky pochazeji
z CD34" bunéénych prekurzorii a vznikaji diferenciaci v kostni dfeni. Za spravny riist,
vyvoj a de€leni zodpovidaji rizné typy cytokinti, jako interleukin 15 (IL-15), ktery je
dalezitym faktorem pro diferenciaci NK bunsk™® . Markery NK bunék jsou CD2 (adhezni
molekula zprosttedkovavajici pfenos signalu do bunky), CD45 (molekula umoznujici
pfenos signalu do buiiky), CD56 (adhezni molekula), CD16 (nizkoafinitni receptor pro Fc
&ast IgG) a CD5 (funkce je neznama)'?.

1.4.1 Funkce NK bunék
NK buiiky jsou diilezitou slozkou vrozené imunity. Jejich aktivita je stimulovana

interferony o a 3, které jsou produkovany riznymi buiikami po virové infekci. NK buiky
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jsou schopny rozpoznat a zabit hostitelské buniky nadorové, virem infikované, stresované,
transplantované &i pokryté protilatkami®. Rozeznavaji rizné typy nadorii i mikrobialnich
infekci, zamezuji jejich Sifeni a naslednému poskozeni tkani. NK builky maji také urcité
regulacni schopnosti, jsou schopné vzdjemné interagovat s bunkami dendritickymi,
endotelovymi, T lymfocyty a makrofagy. Je zfejmé, Ze mohou také omezovat ¢i zhorSovat
imunitni odpovédi. Jsou zdrojem mnoha druhii cytokind stimulujicich adaptivni imunitu
(kap. 1.4.3). Bylo zjisténo, Zze NK bunky zlepSuji schopnost pfijeti transplantovanych

organd, dale pak ovliviiuji zanétlivé a autoimunitni poruchys* 12,13,

1.4.2 Rozpoznavani cilovych bunék NK burikami
NK bunééné rozpoznadvani je od B a T bunécného zcela odlisné, jelikoz u NK

bunck chybi antigenné specifické receptory. Po dlouhou dobu nebylo zndmo, jakym
zpiisobem jsou NK buiiky schopné rozpoznavat cilové buitky®. Ve své doktorské
praci roku 1981 Klas Kirre navrhl tzv. ,,missing-self” hypotézu'®. V této praci se viak
spiSe zabyval rezistenci cilovych bunck nez citlivosti bun€k napadenych. Zjistil, ze NK
buiiky jsou schopny rozpoznavat poskozené buiky na zdkladé nepiitomnosti urcitych
povrchovych molekul, které¢ se nachéazeji na buiikach zdravychm’ 16, Postupné byla tato
hypotéza publikovana a rozSifovana az do podoby, jakou zndme dnes. NK rozpozndvani
zdravych bun€k umoznuji inhibiéni receptory majici ligandy ze skupiny MHC

glykoproteint I. tfidy (MHC gp I)*" 18

1.4.3 Cytotoxické mechanismy NK bunék
Imunitni mechanismy NK bunék maji zisadni vyznam pii obrané¢ organismu

pfedevSim proti nddorovym a virem infikovanym bunkam. NK bunky vyuZzivaji rizné

zpuisoby vedouci k usmrceni cilové buiiky (Obr. 1.2 nastr. 16)°.
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Obr. 1.2: Cytotoxické mechanismy NK bunék.

Na tomto obrazku jsou zndzornény ruzné cytotoxické mechanismy, které¢ NK bunka vyuziva k
usmrceni cilové buiiky. V horni Casti obrdzku je zndzornéna vazba receptor-ligandového paru
Fas/FasL. Cernymi $ipkami je naznadena piitomnost cytotoxickych granuli (perforin a granzymy)
v cytoplazmé NK bunék. Dale je zde uvedena vazba Fc ¢asti protilatky (Ab, antibody) na antigen
(Ag), ktery se nachazi na povrchu nddorové bunky. Protilatka je vazana na Fc receptor NK bunky,

tyto vazby piedstavuji cytotoxickou reakci zavislou na protilatkach (ADCC)™.

Jak jiz bylo uvedeno, jsou NK buiiky schopny produkovat rtizné cytokiny, které
maji predevsim regula¢ni funkci, ale svoji pfitomnosti napomahaji i cytotoxické aktivité.
Vyznamnym cytokinem je interferon-y (IFN-7), majici vyznamné imunomodula¢ni a
protinadorové ucinky. IFN-y zabranuje Sifeni infekce po napadeni organismu patogenem
stimulaci adaptivni imunity a také je schopen omezit nadorovou angiogenezi. DalSim
cytokinem NK bunék je faktor nekrotizujici nadory (TNF, tumor necrosis factor),
piedevsim TNF ¢, jehoz vazbou na apoptotické receptory z rodiny TNFR (tumor necrosis
factor receptor) na povrchu cilové buriky aktivuji kaspasy, ¢imz je spusténa signalizacni
kaskada vedouci k programované smrti buiiky. Mezi receptory TNFR, nazyvané také death
receptory, patii mimo jiné jiz uvedeny Fas (CD95), obsahujici intracelularni death doménu
(DD), jejimz prostfednictvim jsou prave aktivovany kaspasy, coz vede k zahajeni

apoptotického pro gramuzo’ 2

. NK buniky maji na svém povrchu protein zvany FasL (Fas-
ligand), jehoz struktura je podobna cytokinim TNF. NK builka vyuZziva piitomnosti
apoptotického receptoru Fas na povrchu mnoha typti bunék, umoznujici vytvotfeni vazby

. v . , v ’ ’ vi .3
mezi Fas a FasL a pienos signalu ptes Fas receptor do cilové bunky".
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Dale mezi cytokiny vylu¢ované NK buiitkami patii interleukin 12 (IL-12), jehoz
hlavni funkci je stimulace pomocnych T lymfocyt (Thl, helper T cell) a NK bunék, IL-
22, inhibujici Th2, IL-26, jehoz funkce je neznama, IL-3 a M-CSF3,

NK bunky maji ve své cytoplazmé velké mnozstvi cytotoxickych granuli, které
obsahuji protein perforin a serinové proteasy granzymy. Adhezivni molekuly
zprostiedkovavaji adhezi na poSkozenou buniku, cytotoxické granule putuji k plazmatické
membrané¢ NK buiikky a nasledné dochazi k degranulaci jejich obsahu do uzké Stérbiny
mezi ob&ma buiikami. V piitomnosti Ca®" iontd perforin polymeruje v cytoplazmatické
membrané cilové builkky a tim jsou v ni vytvoieny pory, které mohou zpusobit uplné
prodéravéni membrany, vedouci k smrti bunky osmotickou lyzi. Vétsinou vsak tyto pory
slouzi k prostupu granzymu do cytoplazmy cilové bunky, kde $tépi prekurzory proteas ze
skupiny kaspas, ¢imz je aktivuji. Kaspasy poté piisobi na dalsi cytoplazmatické proteiny a
tim je spusténa kaskada reakei vedouci k bundéné apoptotické smrti> %,

Cytotoxicka reakce zavisla na protilatkach, ADCC (antibody-dependent cellular
cytotoxicity), je dalsi nezavisly proces umoziujici spustit cytotoxickou aktivitu NK bunék.
NK buniky maji na svém povrchu membranovy Fc receptor (CD16), zprostiedkovavajici
vazbu s Fc fragmentem molekuly protilatky tfidy IgG, se kterym se NK burika setkava na
povrchu protilatkami opsonizovanych cilovych bun€k. Vazba CD16 na Fc fragment
zpiisobi aktivaci proteinovych tyrosinovych kinas ze skupiny Src vedouci k pfeneseni

signalu. Tento pienos zah4ji cytotoxickou aktivitu NK bungk® % %,

1.5 Receptory NK bunék

Buiikky maji na svém povrchu celou fadu dobfe definovanych molekul, které do
buiiky pfivadéji nejriznéjsi signaly. Obecné jsou tyto molekuly oznacovany jako
receptory. NK bunky jakoZto slozky vrozeného imunitniho systému pomoci sady
specializovanych receptori rozhoduji o osudu cilovych bunék, o tom, maji-li byt
zachovany, ¢i zniCeny. NejCastéji tyto receptory mapuji pfitomnost virdl, intracelularnich
bakterii a parazitd. Receptory NK bunc¢k se déli do dvou zékladnich skupin na tzv.
stimuladni (pozitivni, aktivacni) a inhibi¢ni (negativni)® *3!. Odpovéd NK bunk je
regulovana jemnou rovnovahou mezi pozitivnimi a negativnimi signaly z membranovych
receptorﬁg. Je nepravdépodobné, Ze by jeden NK receptor zodpovidal za vSechny

biologické funkce, které NK buiika zprostiedkovava proti cilové buiice, naopak, NK buiika
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pouziva Fadu receptort pro spusténi stejné funkce, v zavislosti na povaze cilové buiiky™.
NK receptory se na povrchu cilové bunky setkavaji se svymi ligandy a dovnitt NK buiky
je nasledné veden signal. Kone¢na reakce je pak vysledkem integrace signalii ze vSech

receptorﬁzg’ 32

1.5.1 Geny pro receptory NK bunék
Geny pro receptory NK bunék jsou v genomu ulozeny na dvou mistech, jednak

VNK genovém komplexu (NKC, natural killer receptor gene complex) a jednak
v komplexu genti pro receptory leukocytt (LRC, leukocyte receptor complex). V NKC jsou
ulozeny geny pro receptory patfici do nadrodiny receptori podobnych lektinim
C-typu33'38. Geny v NKC se nalézaji na chromozému 6 u my§i3g, 4u potkana40 al2pl3u
loveka™. V piipadg, e jsou receptory kodovany v LRC, nachazejicim se na chromozomu

7 umysi a 19q13.4 u ¢lovéka, patii do imunoglobulinové nadrodiny® "3 42

1.5.2 Mechanismus aktivace
Aktivacni NK receptory obsahuji v intraceluldrnich doménéch aktivaéni motiv

ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif , Asp/Glu-X-X-Tyr-X-X-Leu/lle-
X -8~ Tyr-X-X-Leu/lle, kde X zna¢i libovolnou aminokyselinu)*. Nékteré aktivacni NK
receptory nemaji ITAM, ale asociuji s adaptorovymi proteiny, které ITAM motiv maji:
FceRIy*, CD3¢* a DAP12 (DNAX-activating protein of 12 kDa*, nazyvany také jako
KARAP — killer activating receptor associated protein®’). Prvni identifikovany a nejlépe
prozkoumany aktivaéni receptor NK bunék je CD16, nizkoafinitni receptor pro Fc cast
IgG* 2+ % ¥ U ¢&lovéka asociuje s FceRly** a/nebo CD3¢™°, u mysi pak s FeeRIy. Po
navazani ligandu dojde k fosforylaci tyrosinu v ITAM a nasleduje aktivace tyrosinovych
kinas Syk a ZAP70, coz vede k NK bunécné aktivaci®® *. Aktivaéni NK receptory mohou
asociovat také s DAP10 (DNAX-activating protein of 10 kDa, znamy také jako KAP10,
killer activating protein 10), obsahujicim ve své intracelularni doméné namisto motivu
ITAM kratkou sekvenci aminokyselin Tyr-X-X-Met, kde X oznacuje libovolnou
aminokyselinu. Fosforylace zbytkll tyrosinu davad vznik aktivaénimu mistu pro
fosfatidylinositol-3 "-kinasu aktivujici Vavl, GTPasy z rodiny Rho a fosfolipasu C, coz

opét vede k aktivaci NK buiiky®* *°.
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1.5.3 Mechanismus inhibice
Vsechny dobfe definované inhibi¢ni receptory NK bunék maji ve svych

cytoplazmatickych doménéch jednu nebo vice shodnych sekvenci (Ile/Val/Leu/Ser-X-Tyr-
X-X-Leu/Val, kde X =znaci libovolnou aminokyselinu), které jsou nazyvany ITIM
(immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif). Tento opakujici se motiv byl poprvé
popsan na doménach FcyRIIb, Fc receptoru pro IgG nachazejicim se na B lymfocytech,
ktery je odpovédny za potlaCeni signalizace prostiednictvim  povrchovych
imunoglobulinﬁ56. Motivy ITIM nebyly nalezeny jen u inhibi¢nich receptorit NK bun¢k,
ale i na buiikach vznikajicich z hematopoetickych bungk®’. Po navazani ligandu je
tyrosinovy zbytek v ITIM fosforylovan prostfednictvim kinasy z rodiny Src. Néasledné jsou
aktivovany fosfatasy obsahujici SH2-domény, bud’ proteinové tyrosinové fosfatasy SHP1 a
SHP2 nebo SHIP (inositol polyfosfat-5'-fosfatasa) - aktivace piislusné fosfatasy zavisi na
konkrétnim receptoru. Funkci SHIP je degradovat fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat na
fosfatidylinositol-3,4-bisfosfat, &imz brani signalizaci zavislé na Ca®" iontech. Po aktivaci
SHP1 a SHP2 dochazi ke snizeni fosforylace rtiznych intracelularnich signalnich proteint,
napk. FceRly, ZAP70, Syk, PLCy1, PLCy2, Shc, LAT, SLP76 a Vav-1°"%,

NK bunééné receptory mohou byt dé€leny nejen podle své funkce, ale také podle své
struktury, a to na dv& hlavni kategorie®®. Jednou z nich jsou receptory imunoglobulinové
nadrodiny, zahrnujici ptedevsim rodinu lidskych receptort KIR (killer 1g-like receptor), a
druhou skupinou jsou receptory podobné lektinim C-typu, obsahujici naptiklad rodinu

mysSich receptorit Ly49 ¢i rodinu receptorit NKG2 a CD94%+¢".

1.5.4 Receptory imunoglobulinové nadrodiny
Do této skupiny je fazena rodina lidskych receptori KIR (Kkiller 1g-like receptor,

CD158), které jsou kodovany 15 riznymi geny a 2 pseudogeny nachazejicimi se na
chromozomu 19q13.4%. Receptory KIR jsou pfitomny jak na NK buiikach® ™, tak na T
lymfocytech™ ", Prestoze je vétinou uvadéno, ze KIR jsou lidské receptory, geny pro tyto
receptory byly téz identifikovany u primétﬁ73, kong™ a krévy75. KIR jsou
transmembranové proteiny 1. typu majici dvé (KIR2D) nebo tfi (KIR3D)
imunoglobulinové domény v extracelularni casti molekuly’® ™. Receptory KIR2D i
KIR3D obsahuji rizn¢ dlouhé cytoplazmatické domény. Jedna-li se 0 KIR s dlouhymi (L)
doménami (KIR2DL, znamy jako p58, a KIR3DL, nazyvany p70), které maji jednu nebo
dvé ITIM sekvence, jsou tyto receptory inhibi¢ni. Naopak KIR s kratkymi (S) doménami
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(KIR2DS a KIR3DS) neobsahuji v cytoplazmatické doméné zadnou ITIM sekvenci, ale
spojuji se s adaptorovym proteinem DAP12, majicim ITAM sekvenci, nasledné pak tedy
dochazi k aktivaci NK bunck. Vyskyt aktivatnich KIR neni tak bézny jako vyskyt
inhibi¢nich KIR, rozpoznéavajicich MHC gp I (tj. u &lovéka HLA-A, HLA-B a HLA-C)*.

Dalsim typem imunoglobulinovych receptorii je rodina lidskych receptori LILR
(leukocyte immunoglobulin-like receptor, znama téz jako LIR, ILT ¢i CD85). LILR
receptory jsou kodovany 13 rlznymi geny, které se opét nachdzeji na chromozomu
19q13.4. Pouze dva typy inhibi¢nich receptori LILR (LILRB1 a LILRB2) rozpoznavaji
MHC gp I, ale LILRB2 nejsou exprimovany na NK buinikach. LILRBI obsahuje Ctyfi
imunoglobulinové domény v extracelularni c¢asti molekuly a c¢tyfi ITIM sekvence
V cytoplazmatické doméng’ %,

Mezi receptory imunoglobulinové nadrodiny patii také tzv. NCR (natural
cytotoxicity receptors), které byly poprvé objeveny na lidskych NK bunkach. Jedna se o
NKp46 (NCR1, CD335), NKp44 (NCR2, CD336) a NKp30 (NCR3, CD337)%%, NCR
jsou integralni proteiny L. typu majici jednu (NKp30 a NKp44) nebo dvé (NKp46)
imunoglobulinové domény v extracelularni ¢asti  molekuly. Obsahuji  nabité
transmembranové zbytky, které asociuji s C-y heterodimery (NKp30 a NKp46) a DAP12
(NKp44), u nichz se v cytoplazmatické domén¢ nachazi motiv ITAM. NCR jsou tedy

aktiva&nimi receptory®" %,

1.5.5 Receptory podobné lektinim C-typu
Lektiny byly objeveny na pocatku 19. stoleti a jejich ndzev je odvozen z latinského

slova legere (vybrat, zvolit). Jedna se o strukturné bohatou skupinu proteint, které jsou
schopny rozpoznavat a vazat nekovalentng, reverzibilné a s vysokou specifitou mono- a
oligosacharidy, at’ uz volné, nebo véazané na glykoproteinech, glykolipidech nebo
oligosacharidovych zbytcich na povrchu bunék. Lektiny nevykazuji zddnou katalytickou
aktivitu a nejsou produktem imunitniho systému jako protilétky86’ 5 Lze je najit u mnoha
organismi: u vird,, bakterii, kvasinek, rostlin i Zivo¢ichl. Schopnost vazby lektinu na
sacharidové struktury je vyuzivana napf. patogeny pro rozpoznavani a vazbu na
sacharidové slozky povrchu hostitelské buniky nebo zajist'uje riizné biologické procesy88.
Receptory lektinového typu jsou multidoménové proteiny vyuzivajici pro vazbu

sacharidu tzv. doménu rozpoznavajici sacharid (CRD, carbohydrate recognition domain)®*
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o Zastupci této heterogenni skupiny proteint se lisi velikosti, strukturou a stechiometrii
svych CRD domén, lze viak najit ur¢ité podobnosti v aminokyselinovych sekvencich®’.
Pro rozdéleni lektinti 1ze pouzit rtizna kritéria. Jedno z rozdéleni mize byt na
zéklad¢ jejich ptivodu na bakterialni, virové, rostlinné a zivocisné. Bakterie produkuji
celou fadu lektind, které jsou schopny rozpoznat povrch hostitelské buiiky®. Rostlinné
lektiny jsou nejrozséhlejsi skupinou, avSak jejich funkce neni jeSt¢ zcela znama.
Predpoklada se, ze mohou byt zapojeny do obrany rostliny pfed infekci.
Nejprozkoumanéjsi skupinou jsou lektiny rostlin ze skupiny Legume (lusténiny), jejichz
hlavnim zastupcem je konkanavalin A (ConA, z fazole), vazajici manosu a glukosu (Obr.
1.3). Mezi zivocisné lektiny patii galektiny, vazici f-galaktosidy nezavisle na piitomnosti
Ca®" jontd. Galektiny se Gcastni mnoha biologickych procesti (bun&ény rist, apoptoza,
aktivace T lymfocytil). Dalsim typem zivocisnych lektinti jsou lektiny C-typu. Jedna se o
extracelularni proteiny, u nichz pro vazbu sacharidu je nutné pfitomnost Ca®" jonth a které
se podileji na fadé biologickych funkei (neutralizace patogenil, adheze, endocytoza). Lze je
dale rozd¢lit na endocyklické lektiny, které jsou vazany v bunéénych membranach a jsou
schopny rozpoznat galaktosu, manosu, fukosu a N-acetylgalaktosamin, a na selektiny, které

umoznuji adhezi cirkulujicich leukocytl na vystelku cévnich stén®’ %,

Obr. 1.3: Krystalova struktura konkanavalinu A.
Konkanavalin A (ConA, z fazole) je ¢len rostlinnych lektint ze skupiny Legume (lusténiny). ConA

je tetramer, jehoz jednotlivé monomery jsou oznaceny , zeleng, Cerven¢ a purpurove.

Kuli¢kami jsou znazornény Zluté vapenaté ionty a $ed& ionty manganaté® %,

Dale mohou byt lektiny ¢lenény na jednoduché a mozaikovité. Jednoduché
lektiny maji molekulovou hmotnost nizsi nez 40 kDa a vedle CRD obsahuji 1 jiné domény.

Patfi sem vSechny rostlinné lektiny a z zivocisSnych lektint jen galektiny. Mezi skupinu
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mozaikovitych patii lektiny C-typu, P-typu (rozpoznavajici D-manosu-6-fosfat), I-typu
(rozpoznavajici kyselinu sialovou), atd. EXistuje i skupina tzv. intracelularnich lektint,
které hraji dulezitou roli pfi tfidéni a transportu glykoproteini na povrch bunky. Takovym
lektinem je napf. kalnexin v endoplazmatickém retikulu (ER), ktery se vaze na terminalni
D-glukosu nezralych N-glykoforem proteinti a zabranuje tak nespravné poskladanym ¢i
glykosidasou dosud neopracovanym glykoproteiniim ER opustit®’.

CRD domény lektini C-typu patii do skupiny proteinovych domén, které jsou
oznatovany jako CTLD (C-type lectin-like domain)®. Proteiny obsahujici CTLD byly
K. Drickamerem v roce 1993 rozdéleny do 7 skupin podle jejich doménové architektury a
fylogenetické ptibuznosti: (I) Proteoglykany, (II) Transmembranové receptory II. typu,
(1) Kolektiny, (IV) Selektiny, (V) Receptory NK bunék, (VI) Manosové receptory
makrofagti a (V1) Volné sacharid vazajici doményg4. Nésledné pak v roce 2002 on sam
tyto kategorie roziifil jesté o dalsich 7 skupin®. Posledni 3 skupiny byly doplnény
Zelenskym a Greadym v roce 2004%. Dnes je tedy znamo 17 skupin lektinti C-typu®’.
Skupina (V) Receptory NK bunék obsahuje i receptory, které nejsou exprimovany
vyhradné jen na NK buikach. Mezi takové patii CD72, ktery se nalézd na B

h®, CD69, ktery je exprimovan celou fadou krvetvornych bun&k®®, KLRG1

lymfocytec
(MAFA), nachazejici se na bazofilech a NK buiikach'®, CLECI, produkovany
dendritickymi bufikami, CLEC2 v jatrech'®, atd. Jedna se o evolu¢né mladou skupinu,
ktera zahrnuje transmembranové proteiny II. typu tvofici homo- i heterodimery, které jsou
stabilizovany disulfidickymi mustky a které specificky rozpoznavaji a vazi sacharidové ¢i

proteinové ligandy, avsak pro vazbu ligandu neni pfitomnost Ca® jontd nezbytné97' 102,103,

1.5.6 Rozdéleni genii v NK genovém komplexu
Geny v NKC jsou na zékladé vzajemné podobnosti rozdéleny do dvou podskupin:

geny pro lektinim podobné receptory NK bunék (KLR, killer cell lectin-like receptor) a
geny pro receptory podobné lektinim C-typu (CLEC, C-type lectin receptor)®. Do prvni
podskupiny patfi napt. geny KLRB/F, kédujici receptory z rodiny NKRP1 a NKp65 ¢i
NKp80, do druhé podskupiny napt. rodina CLEC2, zahrnujici geny pro KACL, AICL,
CD69 a LLT1. Receptory NKRP1 (kap. 1.5.7) interaguji s receptory z CLEC2 rodiny (kap.
1.5.8) za vzniku receptor-ligandovych para (Tab. 1.1 na str. 23), které navozuji riiznou

reaktivitu NK bunék a jinych lymfocyta'®,
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Tab. 1.1: Receptor-ligandové pary rodiny lidskych receptori KLR a CLEC2.

Receptor (gen v NKC) Ligand (gen v NKC)
NKp65 (KLRF2) KACL (CLEC2A)
NKp80 (KLRF1) AICL (CLEC2B)

S1P1R CD69 (CLEC2C)
NKRP1A (KLRB1) LLT1 (CLEC2D)

1.5.7 Rodina receptori NKRP1
Do rodiny NKRP1 (natural killer receptor protein 1 = KLRB1, killer cell lectin-

like receptor subfamily B, member 1) patii aktivacni i inhibiéni receptory NK bunék
podobné lektinim C-typu. Tato rodina zahrnuje nejen lidské, ale i mysi a potkani
receptory. Geny pro NKRP1 se nachazeji na centromerickém konci NKC™™. Uz pted vice
nez 30 lety byl popsan prvni aktivacni receptor NKRP1A u potkana diky monoklondlni
protilatce modulujici aktivitu NK bunék. Mezi NKRP1 je fazen polymorfni antigen NK1.1
(NKRP1C), znamy sérologicky marker NK bunék mysiho kmene C57BL/6, ktery je
schopen identifikovat i n&které jiné mysi kmeny'®'% Mysi receptory NKRPIA, C a F
maji v intracelularni doméné motiv ITAM a v transmembranové €asti molekuly obsahuji
kladné nabity arginin, kterym asociuji s adaptorovou molekulou FceRly, tyto molekuly
jsou tedy aktiva¢nimi receptorylog. Naopak inhibi¢nimi receptory u mysi jsou NKRP1B a
D (jehoz gen je alelou NKRPIB), majici v intraceluldrni doméné motiv ITIM™® 110
NKRPIE je pravdépodobné pseudogenem, tj. jeho gen neni jiZz v buiice pfepisovan, ale je
pfibuzny jinym funkénim genim. Ligandy pro rodinu mySich NKRP1 jsou molekuly
z rodiny Clr (C-type lectin-related molecule), coz jsou orthology lidské CLEC2 rodiny%*.
Doposud byla v lidském NKC nalezena jen jedina molekula z rodiny NKRP1, a to
NKRPIA (hNKRP1), tvotici receptor-ligandovy par NKRP1A-LLTI1, avSak na zékladé
studii geneticky vazanych receptor-ligandovych partt v NKC je navrzeno, aby byly do
rodiny NKRP1 pfipojeny i lidské receptory NKp80 a NKp65, tvorici receptor-ligandové
pary NKp80-AICL a NKp65-KACL, a to vzhledem k nékolika nasledujicim
charakteristikam: (1) jedna se o geneticky pevné spojené receptor-ligandové pary, (2)
v ramci receptort lidské CLEC2 rodiny (AICL, KACL a LLT1) a mySich molekul Clr byly
nalezeny specifické sekvence pro tyto receptory, (3) pfitomnost amino-termindlniho
tyrosinu 7 v intracelularnich doménach rodiny receptori NKPR1 (NKp80, NKp65 a

NKRP1A) a vétSiny mysich receptort NKRP1 umoziujicich signalizaci*®. Proto jsou i
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vV ramci této bakalarské prace receptory NKp80 a NKp65 zatazeny do rodiny receptortii
NKRP1.

1.5.7.1 Receptor NKRP1A
Molekula NKRP1A (CD161) je tedy prozatim jedinym pln¢ uznanym receptorem

rodiny NKRP1 u ¢loveka. Jeji aminokyselinova sekvence je ze 46 % homologni s mySim
NKRP1. NKRPIA je kddovan genem KLRBI1, ktery se nachdzi na centromerickém konci
lidského NKC'®. NKRP1A je exprimovan na NK buiikach a na T lymfocytech’. Agkoliv
Vv intracelularni doméné NKRPIA nebyl nalezen motiv ITIM, spojeni s jeho ligandem

LLTI1 (kap. 1.5.8.1) zpiisobuje inhibici cytotoxické aktivity NK bunsk 3,

1.5.7.2 Receptor NKp80
Receptor NKp80 je kodovan genem KLRF1 (killer cell lectin-like receptor

subfamily F, member 1) v NKC. Mohlo by se jednat o aktiva¢ni protiklad NKRP1A. Byl
objeven v roce 2001, jedna se o disulfidicky homodimer o piiblizné velikosti 80 kDa a
nachazi se na viech zralych leukocytech, NK buiikach, NKT buiikach a T lymfocytech™*
15 V/ transmembréanové doméné neobsahuje zadné nabité aminokyselinové zbytky.
V doméné intracelularni nebyl nalezen ani motiv ITAM ani motiv ITIM, avSak po objeveni
motivu hemITAM (tj. DEDGYxxL, kde x piedstavuje libovolnou aminokyselinu)
Vv cytoplazmatické doméné¢ NKp65 (kap. 1.5.7.3) byla tato sekvence objevena i u

NKp80™®. Jeho piirozenym ligandem je receptor AICL z CLEC2 rodiny (kap. 1.5.8.3)™"".

1.5.7.3 Receptor NKp65
NKp65 je nedavno objeveny receptor, ktery je kodovan genem KLRF2 (killer cell

lectin-like receptor subfamily F, member 2) v NKC (Obr. 1.4 na str. 25). Je slozeny z Sesti
exonl v rozpéti vice nez 15 kbp a je lokalizovan mezi geny CLEC2B a CLEC2A. Byl
objeven J. Spreu a jejimi kolegy v roce 2010. Jedna se o transmembranovy glykoprotein II.
typu o molekulové hmotnosti ptiblizné 32 kDa tvoteny 207 aminokyselinami. Jeho CTLD
doména ma podobny motiv jako ostatni ¢lenové lidskych CTLD receptorii, nejvetsi
podobnost byla pozorovana s NKp80. NKp65 byl prvni z NK bunécnych receptord, u
kterého byla nalezena tzv. hemITAM sekvence v cytoplazmatické doménég, diive znama

jen u receptori myeloidni linie. Je tedy ziejmé, ze NKp65 je aktivacni imunoreceptor.
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Znalost jeho fyziologie je prozatim omezend. NKp65 neni pravdépodobné exprimovan
hematopoetickymi buiikami, protoze jeho obsah v lidské periferni krvi je velmi maly.
NKp65 je nedisulfidicky homodimer umoznujici aktivaci NK bunécné cytotoxicity a
produkci cytokini. NKp65 ma vysokou afinitu ke KACL (11 nM dle SPR), tudiz bylo
usouzeno, ze se jedna o receptor-ligandovy par (kap. 1.5.8.4). Pro interakci NKp65 s
KACL byla stanovena pomérné vysoka interakéni konstanta (Kp ~ 0,01 uM pii 25 °C),

kter je ptiblizng 400 x v&tsi nez pro par NKp8O/AICL™®,

KLRB1 CLECZD CLECL1 CD69/CLEC2C KLRF1 CLEC2B KLRF2 CLEG2A  _ Lyddl
(NKR-P1A/CD161) (LLT1) (DCAL1)  (CD69) (NKp80) (AICL) (NKp65) (KACL) Ffif"_”jb

Obr. 1.4: NKp65 je kédovan v NKC genem KLRF?2 sousedicim s geny CLEC2A a CLEC2B.
Obdélniky ptedstavuji geny pro rodiny CLEC2 (tmavé Sedd) a NKRPI1 (svétle Sedd) a Sipky

naznacuji smér transkripce™®,

1.5.7.4 Receptor S1P1
Sfingosin-1-fosfatovy receptor 1 (S1P1) patii do rhodopsinové rodiny receptort

sprazené s G proteinem (GPCRs, G-protein coupled receptors). S1P1 se fadi do podrodiny
pivodné¢ nazvané EDG (endothelial differentiation gene). Tato podrodina byla
pfejmenovana na S1P, po zjiSténi, Ze ligandem pro receptory této podrodiny je sfingosin-1-

fosfat'®

. Receptor S1P1 hraje dileZitou roli v uvoliiovani T a B lymfocyta'®. S1P1 tvoii
komplex s CD69 (kap. 1.5.8.2), ktery S1P1 negativné reguluje a dochazi k zadrzovani

lymfocytl v lymfoidnich orgénechlzl.

1.5.8 Receptory CLEC2 rodiny

Geny pro receptory CLEC2 rodiny se nachéazeji v lidském NKC na chromozomu
12, tato skupina zahrnuje CLEC2A (KACL), CLEC2B (AICL), CLEC2C (hCD®69) a
CLEC2D (LLT1). Mysi rodina receptort CLEC2 pak obsahuje molekuly z rodiny Clr,
kterymi jsou Clr-b, Clr-g, Clr-f a mCD69. Tyto jednotlivé receptory slouzi jako ligandy
pro rodinu receptort NKRP1 (Obr. 1.5 na str. 26)**. Receptory CLEC2 byly objeveny jak
na NK buiikach, B a T lymfocytech, tak na buiikach myeloidniho pavodu'®® %412,
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hNKG2D
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Nkrpid
Nkrpic

Ly49d

NKp65

Obr. 1.5: Evolu¢ni strom rodiny receptori NKRP1 a CLEC2 u ¢lovéka a mysi.

Tento fylogeneticky evolu¢ni strom znazoriiuje urcité podobnosti mezi Cleny rodiny receptort
NKRP1 a CLEC2 u ¢loveéka a mysi Byl sestaven na zakladé analyzy sekvenci jednotlivych CTLD
domén. NKG2D, CLEC7A a Ly49d jsou uvedeny pro srovnani'*.

1.5.8.1 Receptor LLT1
Molekula LLT1 (lectin-like transcript-1) je ligandem pro receptor NKRP1A. LLT1

je exprimovan na NK buiikach, dendritickych buiikach a B lymfocytech*® a je kodovan
genem CLEC2D, ktery se v NKC nachazi ptiblizné 60 kbp od genu KLRB1™ 12,

1.5.8.2 Receptor CD69
CD69 je jeden z prvné popsanych receptorti nachazejicich se v NKC, je kodovan

genem CLEC2C'*¥ Jedna se o disulfidicky homodimer, ktery je exprimovan kratce po
aktivaci lymfocytl (T a B lymfocyti, NK bunék, makrofagl, neutrofildi, eozinofili atd.),

proto je vyuzivan jako marker jejich aktivace?.

1.5.8.3 Receptor AICL
Receptor AICL (activation-induced C-type lectin) je kodovan genem CLEC2B

v NKC. Geny KLRF1 a CLEC2B se nachazeji jen 7 kbp od sebe v orientaci ocas k
ocasu’?, AICL je disulfidicky homodimer, ktery je exprimovan B a T lymfocyty, NK

buinikami i1 buiitkami myeloidniho ptivodu. Vytvoienim receptor-ligandového paru NKp80-
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AICL je stimulovana sekrece IFN-y, cytotoxicka aktivita NK bunék a podpofena imunitni

P o 1 g o 1 . (%, 0117, 118, 129
odpovéd’ béhem casnych fazi infekce i béhem chronickych zanéth .

1.5.8.4 Receptor KACL
Lektinovy receptor KACL (keratinocyte-associated C-type lectin) je doposud

poslednim nalezenym ¢lenem lidské CLEC2 rodiny, ktery je kodovan genem CLEC2A v
NKC. Tento transmembranovy glykoprotein II. typu byl objeven J. Spreu a jejimi kolegy
v roce 2007 a byl pfipojen do této skupiny na zakladé podobnosti S ostatnimi ¢leny CLEC2
rodiny. Byly pozorovany podobné motivy aminokyselinovych sekvenci jejich CTLD
domén. Porovnanim téchto sekvenci bylo zjisténo, Ze nejvétsi podobnost ma KACL
S LLTI, nasledné¢ s CD69 a nejméné s AICL. Gen CLEC2A, ktery je lokalizovan mezi
CLEC2B (AICL) a CLECI12A (MICL), je slozen z péti exonti oddélenych ¢tyfmi dlouhymi
introny Vv rozpéti ptiblizné 33,7 kbp. KACL je exprimovan hematopoetickymi buiikami
prevazné myeloidniho pivodu. Je to nedisulfidicky homodimer o velikosti kolem 30 kDa a
nachazi se v malém mnozstvi v mononuklearnich bunkach periferni krve, kostni dieni,
slezing, vaje¢niku a varlatech, nejvétsi zastoupeni ma vSak na kuzi v keratinocytech.
KACL je schopen stimulovat cytotoxicitu lidskych NK92MI bungk™® **°. V roce 2008
byla jinou skupinou nezavisle objevena transmembranova molekula PILAR (proliferation-
induced lymphocyte-associated receptor, oznacena také jako CLEC2A), o které se
predpokladalo, ze se jedna o druhy ligand pro receptor NKRP1AM nyni jiz vime, Ze se

; ‘x 118,132
namisto toho vaZe na receptor NKp65*% 13,
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. CIL PRACE

ptiprava expresnich vektorti kodujicich geny pro receptor NKp65 a jeho ligand KACL

rekombinantni pfiprava a purifikace proteintt NKp65 a KACL

ovéteni velikosti a oligomerniho stavu pfipravenych proteint
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3. MATERIAL

3.1 Pristroje a pomiicky
Analytické vahy

Aparatura pro filtraci

Autoklav Varioklav 300/400/500 EP-Z
Automatické pipety Discovery
Automatické pipety Pipetman
Centrifuga Allegra X-22R

Centrifuga EBA 12 R

Centrifuga Universal 320R

Filtry pro sterilizaci 0,22 um

Filtry pro sterilizaci 0,22 pm
Fotoaparat Cyber-shot DSC-W570
Hemocytometr

High-Speed Plasmid Mini Kit

HPLC systém AKTADbasic
JETQUICK Gel Extraction Spin Kit
Kahan

Kolona Superdex 200 10/300 GL
Koncentratory Amicon Ultra 10000
Lahve ¢tverhranné s prodySnymi vicky
Laminarni box Clean Air Techniek B.V.
Lednice 225 R (4 °C)

Magneticka michacka MM 2A
Mikrocentrifuga MiniStar silverline
Mrazici box (-20 °C)

Mrazici box (-80 °C)

Nosi¢ pro chromatografii Talon

pH metr ino Lab

Plastik pro tkanové kultury

Predvazky KB1200-2

AND, USA
Sigma-Aldrich, Némecko
H+P Labortechnik GmbH, Némecko
HTL, Polsko

Gilson, USA

Beckman Coulter, USA
Hettich, Némecko
Hettich, Némecko

TPP, gvycarsko
Corning, UK

SONY, Japonsko
Sigma-Aldrich, Némecko
Geneaid, USA

GE Healthcare, USA
Genomed, Némecko
Zdvod Votice, CR

GE Healthcare, USA
Millipore, USA

P-LAB, CR

PMV, Belgie

Calex, CR

Laboratorni pristroje Praha, CR
VWR, USA

Calex, CR

Sanyo, Japonsko
Clontech, USA
Schoeller, Némecko
TPP, Svycarsko

Kern, Némecko
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PureLink™ HiPure Plasmid DNA Maxi kit Invitrogen, USA
Rotaéni vak. odparka SpeedVac DNA 110 Savant, USA

Souprava pro agarosovou elektroforézu

Souprava pro SDS-PAGE
Spektrofotometr NanoVue Plus
Termoblok LS1

Termocykler 0,5 ml x 20
Termocykler 0,2 ml x 25
Termostat LS1

Ttepacka Orbi-Safe TS NetWise
UV prosvécovaci lampa (312 nm)
UV prosvécovaci lampa (300 nm)
UV/VIS spektrometr UV2 Series
Varic

Vodni lazen

Vodni lazen TW2

Vortexovy mixér

Zdroj deionizované vody Milli Q
Zdroj napéti PS 251-2

3.2 Chemikalie

Biokeystone, USA
Bio-Rad, Némecko
GE Healthcare, UK
VLM, Némecko
Techne, UK

Techne, UK

VLM, Némecko
Gallenkamp, Némecko
Uvitec, UK
Ultra-Lum, USA
Unicam, UK

ETA, CR

Memmert, Némecko
Julabo, Némecko
VELP Scientifica, Italie
Millipore, USA
Sigma-Aldrich, USA

Vsechny pouzité chemikalie byly minimaln¢ ¢istoty p.a.

Agar

Agarosa

Akrylamid

Ampicilin

Azid sodny

Bromfenolova modr

BSA

Combi PPP Master Mix
Coomassie Brilliant Blue R-250
Cinidlo dle Bradfordové

Oxoid, UK

Sigma, USA

Sigma, USA

Biotika, Slovensko

Serva, USA

Lachema, CR

New England Biolabs, USA
Top-Bio,CR

Serva, USA

Bio-Rad, Némecko
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DMSO

dNTPs

DTT

EDTA

ExCELL293 médium
F17 médium

Glutamin

Glycin

GoodView

Kifunensin

MgSO,

PCR H,0

PEI 25 kDa linearni
Penicilin

SDS

Standard pro agarosovou elektroforézu
Standard pro SDS-PAGE
Streptomycin

TEMED

ThermoPol pufr, 10x konc.
Tris

Triton X-100

Trypton

Trypton N1

Ostatni bézné chemikalie

3.3 Enzymy
Agel

Deep Vent DNA polymerasa
Kpnl

Lysozym

RNasa A

T4 DNA ligasa

Sigma, USA

Top-Bio, CR

Serva, USA

Jersey Lab Supply, USA
Sigma, USA

Gibco, USA

Sigma, USA

Fluka, éV}'IcarSko

Ecoli, Slovensko

Cayman, Estonsko

New England Biolabs, USA
Top-Bio, CR

Polysciences, USA

Sigma, USA

Jersey Lab Supply, USA
New England Biolabs, USA
Serva, USA

Sigma, USA

Serva, USA

New England Biolabs, USA
Roth, Némecko

Serva, USA

Oxoid, Anglie
Organotechnie, Francie
Lach-Ner, CR

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
Fluka, Svycarsko

Serva, USA

New England Biolabs, USA
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3.4 Bakterialni kmeny a bunécné linie

E. coli: DH5a RNDr. Marek Ingr, Ph.D., PiF UK Praha, CR
HEK293T A. Radu Aricescu, University of Oxford, UK
3.5 Vektory

pTT28 (Lug/ul) Y. Durocher, CNRC Montreal, Kanada
pGH_KACL_1 Generay Biotechnology, Shanghai, Cina
pGH_NKp65_1 Generay Biotechnology, Shanghai, Cina

3.6 Primery pro PCR

KACL_2_A47 FW
5" -AAAAAAACCGGTCACCACCATCACCATCACGAAAACCTGTATTTTCAGGGAGCCACCT
GGTCCAAGCAC-3°

KACL_2 L174 REV
5" -TTTTTTGGTACCTCACAGGAAATACTTGGGCTTGCTACA-3”

NKp65_2_ K54 FW
5 "-AAAAAAACCGGTCACCACCATCACCATCACGAAAACCTGTATTTTCAGGGAAAATTTT
GGCACAAAAAGATGGACTTCAGC-3°

NKp65_2 V207 REV
5" -TTTTTTGGTACCTCACACGCCGGAAGTGCCGTT-3°

pTT28 FW
5" -TGATATTCACCTGGCCCGATCTG-3"

pTT28_REV
5" -TATGTGGTTCCGAGTGAGAG-3"
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3.7 Roztoky a média

AA: 29 % akrylamid, 1 % N,N’-methylen-bis-akrylamid

Barvici roztok pro SDS-PAGE: 45 % methanol, 10 % kyselina octova, 0,25 % CBB R-
250

DMEM/F17 médium: byla pouzita smés DMEM média**® piipraveného Be. Romanou
Cuperkovou a F17 média v poméru 1:1

Elektrodovy pufr pro SDS-PAGE — 10 x koncentrovany: 3 % Tris, 14,4 % glycin, 1 %
SDS, pH =83

ExCELL293 médium: zakoupeno hotové médium (Sigma, USA) a pifed pouzitim
doplnéno o L-glutamin (vysl. konc. 4 mM)

F17 médium: zakoupeno hotové médium (Gibco, USA) a pied pouzitim doplnéno o L-
glutamin (vysl. konc. 4 mM) a Pluronic F-68 (vysl. konc. 0,1 %)

LB agar s ampicilinem: 1,5 % agar v LB médiu, 100 pg/ml ampicilinu

LB médium: 1 % trypton, 0,5 % kvasni¢ny extrakt, 1 % NaCl, pH =74

NEB1 pufr — 1 x koncentrovany: 10 mM bis-Tris-propan, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT,
pH = 7,0 (New England Biolabs, USA)

Odbarvovaci roztok pro SDS-PAGE: 35 % ethanol, 10 % CH3;COOH

PBS pufr: 50 mM Na;HPO,, 300 mM NaCl, 10 mM NaNs, pH =7,0

PBS pufr s imidazolem: 50 mM Na;HPO,4, 300 mM NaCl, 10 mM NaNs;, 250 mM
imidazol, pH =7,0

PBS-TK pufr: 10 mM Na,HPQO,4, 150 mM NaCl, 2 mM KCI, 2 mM KH,PO,4, pH =7,0
PCR pufr — ThermoPol, 1x konc.: 10 mM KCI, 10 mM (NH4)2SO4, 20 mM Tris, 2 mM
MgSOs, 0,1 % Triton® X-100, pH = 8,8 (New England Biolabs, USA)

Pufr pro agarosovou elektroforézu — TAE pufr, 1x konc.: 40 mM Tris, 20 mM
CH;COOH, 1 mM EDTA

Pufr pro gelovou chromatografii — HEPES pufr: 10 mM HEPES, 150 mM NacCl, 10
mM NaNs, pH =7,0

Pufr pro T4 DNA ligasu — 1x konc.: 50 mM Tris, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT, 1 mM
ATP, 25 pg/ml BSA, pH = 7,5 (Fermentas, Kanada)

Roztok L1: NaClQO4, octan sodny, TBE (Genomed, Némecko)

Roztok L2: ethanol, NaCl, EDTA, Tris (Genomed, Némecko)

STOP pufr: 30 % glycerol, bromfenolova mod#, TE pufr
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TE pufr: 10 mM Tris, 0,5 mM EDTA, pH =8,0

TES pufr: 10 mM Tris, 2 mM EDTA, 150 mM NacCl, 10 mM NaNs;, pH = 8,0
Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE neredukujici — 2x konc.: 100 mM Tris, 20 % glycerol,
4 % SDS, 0,2 % bromfenolova modi, pH = 6,8

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE redukujici — 2x konc.: 100 mM Tris, 20 % glycerol, 4
% SDS, 0,2 % bromfenolova mod#, 100 mM DTT, pH = 6,8

PureLink™ HiPure Plasmid DNA Maxi Kit (Invitrogen, USA):

Roztok E4 (eluéni pufr): 100 mM Tris-HCI (pH = 8,5), 1,2 M NaCl

Roztok EQ1 (ekvilibra¢ni pufr): 0,1 M octan sodny (pH = 5,0), 0,6 M NacCl, 0,15 %
(v/v) Triton® X-100

Roztok L7 (lyza¢ni pufr): 0,2 M NaOH, 1 % (w/v) SDS

Roztok N3 (neutraliza¢ni pufr): 3,1 M octan draselny, pH = 5,5

Roztok R3 (resuspenzni pufr): 50 mM Tris (pH = 8,0), 10 mM EDTA, 20 mg/ml

RNasa A

Roztok W8 (promyvaci pufr): 0,1 M octan sodny (pH = 5,0), 825 mM NaCl
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4. METODY

4.1 PCR amplifikace
Pro ptipravu konstruktu NKp65 2 (P2) byly paralelné provedeny dvé reakce. Pro

kazdou z nich bylo smichano 5 pl PCR pufru (10x konc.), 1,5 pl 10 mM dNTPs, 1,5 pl
100 mM MgSOyq, 5 Wl 5 uM piimého primeru, 5 pl 5 uM reverzniho primeru, 3 pl 10ng/ul
templatu (Tab. 4.1 na str. 36) a 0,5 ul Deep Vent DNA polymerasy. Do prvni zkumavky
bylo ptfidano 1,5 pl DMSO a 24 ul PCR H;0 a do druhé zkumavky byly pifidany 3 pl
DMSO a 22,5 ul PCR H;0. PCR probéhla v termocykleru, zvoleny byly nasledujici cykly:

1) 5minut—94 °C
2) 30 cyklu: 30 sekund — 94 °C — 30 sekund — 48 °C —1 minuta — 72 °C
3) 10 minut—72 °C

Pro konstrukt KACL 2 (K2) byly také provedeny dvé reakce. Pro kazdou z nich
bylo smichano 5 pl PCR pufru (10x konc.), 1,5 ul 10 mM dNTPs, 1,5 ul 100 mM MgSO,,
5 pul 5 uM ptimého primeru, 5 pl 5 uM reverzniho primeru, 1 pl 10ng/ul templatu (Tab.
4.1 na str. 36) a 0,5 ul Deep Vent DNA polymerasy a do jedné ze zkumavek bylo pfidano
1,5 ul DMSO a 29 pl PCR H0, do druhé zkumavky 3 ul DMSO a 27,5 ul PCR H,0. PCR

probéhla v termocykleru, zvoleny byly nasledujici cykly:

1) 5 minut—94 °C
2) 30 cykli: 30 sekund — 94 °C — 30 sekund — 52 °C —1 minuta — 72 °C
3) 10 minut—72 °C

Nésledné byla teplota v termocykleru sniZzena na 4 °C az do doby, kdy byly zkumavky

vyjmuty. Vysledné produkty byly detekovany pomoci agarosové elektroforézy. Vzorek byl
vzdy ptipraven smichanim 5 pl PCR produktu a 1 ul STOP pufru.
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Tab. 4.1: Amplifikace konstrukta KACL_2 a NKp65_2.

V tabulce jsou uvedeny dvojice primert, které byly pouzity pro piipravu konstrukti K2 a P2

z konstruktt K1, resp. P1, slouzicich jako templat. K1 a P1 byly synteticky vyrobeny tak, aby je

ohranicovala restrikéni mista Agel a Kpnl nezbytna pro nasledné vlozeni do plazmidu pTT28.

Konstrukt Piimy primer Reverzni primer Templat
KACL_2 (K2) KACL_A47_FW KACL_L174 REV pGH_KACL_1
NKp65_2 (P2) NKp65_K54 FW NKp65_V207_REV pGH_NKp65_1

4.2 Agarosova elektroforéza
Gel pro agarosovou elektroforézu byl pfipraven rozpusténim 0,65 g agarosy

v 65 ml TAE pufru. Tato smés byla 2 minuty povaiena a ponechana zchladnout asi na
40-50 °C. Nasledn¢ byly do této smési pfidany 3 pl barvy GoodView a smés byla nalita do
vanicky elektroforetické aparatury a ihned byl vlozen hfeben pro vytvofeni jamek pro
vzorky. Po ztuhnuti gelu byl gel zalit dH,O, k elektrodam byl nalit TAE pufr a do
jednotlivych jamek byly pipetovany zkoumané vzorky a standard. Elektroforéza probihala

15 minut pi 200 V. Pro vizualizaci DNA bylo pouzito UV zéfeni vlnové délky 312 nm.

4.3 Priprava inzerti
Pro pfipravu inzertdi K1 a P1 bylo smichano vzdy 10 ul roztoku ptislu§sného

nefedéného plazmidu pGH_KACL_1, resp. pGH_NKp65 1 s 2 ul NEB1 pufru (10x
konc.), 2 ul BSA (c = 10 pg/ul), 0,5 ul enzymu Agel, 0,5 ul enzymu Kpnl a 5 pl dH,0.
Smés byla inkubovana 30 minut pfi teploté 37 °C ve vodni lazni.

Pro ptipravu inzertt K2 a P2 byly nejprve PCR produkty pfesrazeny ethanolem
Vv kyselém prostiedi. K 50 ul reakce bylo piidano 125 ul 100% ethanolu a 5 ul 3M octanu
sodného, inkubovano 30 min pii -20 °C a centrifugovano 15000 x g, 1 min. Supernatant
byl opatrn€ odstranén pipetou a peleta opldchnuta 100 pl 70% ethanolu, opét
centrifugovan, supernatant byl opét opatrné odstranén pipetou, pelet vysusen na vzduchu
pii laboratorni teploté a nakonec rozpustén v 15 pl dH,0. Nasledné bylo pfidano vzdy 2 pl
NEB1 pufru (10x konc.), 2 ul BSA (c = 10 pg/ul), 0,5 pl enzymu Agel a 0,5 ul enzymu

Kpnl. Smés byla promichédna a inkubovéana 30 minut pfi teploté 37 °C ve vodni lazni.
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4.4 Preparativni elektroforéza
Po restrikéni reakci bylo k 20 ul roztoku vzdy ptidano 5 pl STOP pufru a takto

ptipraveny vzorek byl nanesen do jamky agarosového gelu (viz odstavec 4.2). Vysledek
byl detekovan pod UV lampou a c¢ast gelu, kterd obsahovala inzert, byla vyfiznuta a

pfenesena do 1,5 ml mikrozkumavky.

4.5 PrecdiSténi inzertt
Inzerty byly piecistény pomoci soupravy JETQUICK Gel Extraction Spin Kit za

pouziti navodu od dodavatele. K ¢asti vytiznutého gelu bylo piidano 500 pl roztoku L1 na
kazdych 100 mg gelu. Nasledovala inkubace po dobu 15 minut pii teploté¢ 50 °C, kazdé 3
minuty byl vzorek protiepan. Vzorek byl poté pipetou nanesen na kolonku vlozenou do
mikrozkumavky a centrifugovan pii 14000 x g 1 minutu. Roztok z mikrozkumavky byl
odstranén. Nasledné byla kolonka promyta 500 pl roztoku L2 a centrifugovana dvakrat pii
14000 x g 1 minutu. Kolonka byla vlozena do ¢isté mikrozkumavky a DNA byla eluovana
50 ul dH20 predehiaté na 70 °C, vzorek byl centrifugovan pti 14000 x g 2 minuty.

4.6 Ligace inzerti do vektoru pTT28
Liga¢ni smés byla pfipravena smichanim 1 pl pufru pro T4 DNA ligasu (10x

konc.), 1 ul T4 DNA ligasy, 4 ul 0,1 ug/ul plazmidu pTT28 linearizované¢ho enzymy Agel
a Kpnl (ptipraveny plazmid poskytl Mgr. Jan Blaha), 13 ul inzertu a 1 ul dH,0. Liga¢ni

reakce probihala 30 minut za laboratorni teploty.

4.7 Transformace kompetentnich bunék Escherichia coli tepelnym Sokem
Kompetentni buiky E. coli kmene DH5« byly ponechany roztat na ledu pfiblizné

po dobu 30 minut. Ke kazdé liga¢ni smési bylo na ledu ptidano 100 ul téchto bunék. Smés
byla 30 minut inkubovana na ledu, nasledné ponofena do vodni 1azn¢ o teploté 42 °C na
pravé 1 minutu a vracena na led. Poté byl ke smési ptidan 1 ml sterilniho LB média a smé&s
byla inkubovana 1 hodinu pti 37 °C, poté centrifugovana pii 1500 x g 5 minut a vétSina
supernatantu byla odstranéna. Ve zbyvajicim supernatantu o objemu 100-200 pl byla

vznikld peleta resuspendovdna a nanesena na Petriho misku obsahujici tuhy LB agar

37



s ampicilinem. Petriho misky s nanesenymi bakteriemi byly inkubovany 17 hod pii 37 °C.

Nasledné byly Petriho misky s narostlymi koloniemi uchovavany v chladnicce piti 4 °C.

4.8 Selekce kloni
Od kazdého konstruktu bylo vybrano Sest kolonii. Kazda kolonie byla odebrana

pipetou a resuspendovana v 10 pl zasobniho roztoku (viz odstavec 4.9) v PCR zkumavce.
Stejna Spicka pipety obsahujici vyslednou suspenzi byla pouzita pro zaockovani 5 ml LB
média s ampicilinem v 50 ml zkumavce s vickem. Zkumavky byly tfepany rychlosti
220 ot/min po dobu 6 hodin pti 18 °C, 14 hodin pii 37 °C a poté pii 4 °C do vyzvednuti.

4.9 PCR z kolonii
Byl ptipraven zasobni roztok obsahujici 150 ul PCR H,0, 50 ul 5 uM piimého primeru

pTT_FW a 50 pul 5 uM reverzniho primeru pTT_REV. Do kazdé PCR zkumavky bylo
pipetovano 10 ul uvedeného zasobniho roztoku, z Petriho misky byla pipetou odebrana
kolonie, ktera byla v tomto roztoku resuspendovana (viz odstavec 4.8), a nasledné bylo
ptidano 10 pl 2x konc. Combi PPP Master Mix smési. PCR probéhla v termocykleru,
zvoleny byly nasledujici cykly:

1) 5 minut—94 °C
2) 30 cykli: 30 sekund — 94 °C — 30 sekund — 50 °C —1 minuta — 72 °C
3) 10 minut—72 °C

Nasledné byla teplota v termocykleru sniZzena na 4 °C az do doby, kdy byly zkumavky

vyjmuty. Produkty byly detekovany pomoci agarosové elektroforézy (viz odstavec 4.2).

4.10 Izolace plazmidové DNA
Vybrané bakterialni kultury byly centrifugovany pii 14000 x g 30 sekund piti 20 °C.

Ze vzniklé pelety byla izolovana plazmidovda DNA pomoci komeréné doddvané soupravy
High-Speed Plasmid Mini Kit. Do mikrozkumavky s peletou bylo pfidano 200 ul PD1
pufru obsahujiciho RNasu A a bunééné peleta byla resuspendovana na vortexovém mixéru.
Ke vzniklé suspenzi bylo ptfidano 200 pl PD2 pufru, smés byla opatrné promichéna a byla

5 minut inkubovana pfi laboratorni teploté. Nasledné bylo pfidano 300 ul PD3 pufru, smés
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byla opatrné¢ promichéna a centrifugovana pii 14000 x g 3 minuty pii 20 °C. Supernatant
byl pfeveden na kolonku vlozenou do mikrozkumavky a centrifugovan pii 14000 x g
30 sekund pfi 20 °C. Na kolonku bylo pipetovano 400 pul W1 pufru, kolonka byla
centrifugovana pii 14000 x g 30 sekund pii 20 °C. Poté bylo na kolonku pipetovano 600 pl
Wash pufru a kolonka byla centrifugovana pii 14000 x g 30 sekund pii 20 °C. Nasledné
byla kolonka naprazdno centrifugovana pro odstranéni zbytkového Wash pufru. Kolonka
byla vlozena do nové sterilni mikrozkumavky a bylo na ni pipetovano 50 pl dH,O o teploté
70 °C, se kterou byla inkubovana po dobu 2 minut. Nasledovala centrifugace pti 14000 x g

2 minuty pii 20 °C a spektrofotometrem NanoVue byla zmétena koncentrace plazmidi.

4.11 Sekvenovani DNA

Sekvenace ziskanych plazmidl byla provedena v Laboratoii sekvenace DNA PiF
UK. Pro dalsi praci byly vybrany klony, u kterych nebyla nalezena zadna chyba

V nukleotidové sekvenci.

4.12 Priprava zasobniho mnoZstvi plazmidu
Pro pfipravu zasobniho mnozstvi plazmidu byla provedena transformace

kompetentnich bunék E. coli kmene DH5« vybranymi plazmidy. Bylo pfidano vzdy 5 pl
izolovaného plazmidu (viz odstavec 4.10) k 50 pl téchto bunék a transformace dale
probihala dle postupu uvedeného v odstavci 4.7. Po inkubaci bylo na kazdou Petriho misku
obsahujici bakterialni kolonie pipetovano 2-3 ml LB média, vnémz byly bakterie
resuspendovany a poté pifevedeny do 0,5 1 LB média s ampicilinem. Kultury byly tfepany
220 ot/min pii 37 °C po dobu 12 hodin a az do nasledujiciho zpracovani chlazeny pii 4 °C.
Poté byly centrifugovany pii 4500 x g 15 minut pii 20 °C. Pelety byly resuspendovany ve
40 ml TES pufru a nasledné centrifugovany pii 10000 x g 5 minut pii 15 °C.

4.13 lzolace zasobniho mnoZstvi plazmidové DNA
Pro izolaci plazmidové DNA byla pouzita komerén¢ dodavana souprava

PureLink™ HiPure Plasmid DNA Maxi. Jednotlivé kroky byly provadény podle navodu
dodavatele. K bakterialni peleté bylo pfidano 8 ml R3 pufru obsahujiciho RNasu A a peleta
byla resuspendovana na vortexovém mixéru. Nasledné bylo piidano 8 ml L7 pufru,

suspenze byla mirn€ promichéna a inkubovana 5 minut pii laboratorni teploté. Poté bylo
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k lyzatu ptidano 8 ml N3 pufru a cela smés byla okamzité promichana ptrevracenim. Smés
byla centrifugovana pii 15000 x g 10 minut pfi laboratorni teploté. Béhem této doby byla
pfipravena kolona, ktera byla promyta 30 ml EQI1 pufru. Supernatant vznikly pfi
centrifugaci byl nanesen na kolonu. Kolona byla promyta dvakrat 30 ml W8 pufru. Pod
kolonu byla vlozena ¢ista elucni zkumavka a plazmidovd DNA byla z kolony eluovana
15 ml E4 pufru. Nasledné byl zméfen objem v elu¢ni zkumavce a byl ptidan isopropanol
v mnozstvi 10,5 ml na 15 ml vzorku. Nasledn¢ byla smés ponechdana v mrazicim boxu pii
-20 °C do nasledujiciho dne. SraZenina byla poté centrifugovana pii 15000 x g 30 minut pfi
4 °C. Supernatant byl odstranén, peleta byla oplachnuta 5ml 70 % ethanolu a opét
centrifugovana ptfi 15000 x g 5 minut pii 4 °C. Supernatant byl odstranén a peleta byla

ponechana 10 minut vyschnout na vakuové odparce a rozpusténa v 1 ml sterilni dH,0.

4.14 Stanoveni koncentrace DNA

Koncentrace DNA byla stanovena spektrofotometricky. Byla méfena absorbance
roztokd pfi vlnové délce 260 nm a 280 nm. Bylo pipetovéno 10 pl vzorku do celkového
objemu 3 ml dH,0. Koncentrace DNA byla vypoc¢itana z empirického vztahu, ktery tika,
ze roztok dvouvldknové DNA o koncentraci 50 pg/ml mé absorbanci pii 260 nm rovnu

jedné a Ze u Cisté DNA je pomér absorbanci Ajgo/Azgo roven 1,8.

4.15 Velkoobjemova produkce proteint
Bunky HEK293T rostouci ve 400 ml ExCELL293/F17 média byly spocitany a byl

odebran takovy objem suspenze, aby jedné produkci odpovidalo 439 milionii bunék.
Burniky byly centrifugovany tiikrat ve ¢tyfech 50 ml zkumavkach pii 200 x g 5 minut.
Bunééné pelety byly resuspendovany ve 4 x 25 ml média DMEM/F17. Nasledné bylo
pipetovano 20 ml této suspenze do kazdé ze Ctyf 1 1 ¢tverhrannych lahvi. Transfekéni smés
byla piipravena vzdy tak, aby v kazdé produkci bylo 439 ug plazmidu. Bylo smichano
ptislusné mnozstvi plazmidu s 10 ml PBS-TK pufru a tato smés byla zfiltrovana pres
0,22 um sterilni filtr injekéni stfikackou do ¢isté zkumavky. Poté bylo ptidano 1,32 ml
sterilniho roztoku IPEI (1 mg/ml v PBS-TK), smés byla protfepana a inkubovana 15 minut
za laboratorni teploty. Tato smés byla pfidana k buné¢né suspenzi, kterd byla doplnéna do
celkového objemu 200 ml médiem DMEM/F17 a smés byla poté inkubovana 4 hodiny pfi
135 ot/min na tfepacce v inkubatoru pii 37 °C a 5% CO,. Poté bylo piidano 200 ml
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ExCELL293 média, 3 ml roztoku antibiotik (penicilin a streptomycin, oba 10 mg/ml
v dH,0) a do produkce transfekované plazmidem pTT28 K1 bylo pfidano jesteé 400 pl
kifunensinu (1 mg/ml v dH,0). Po 48 hodinach bylo ptidano 10 ml roztoku tryptonu N1
(20% v F17 médiu). Transfekovana buné¢na kultura byla inkubovana na tfepacce pii
135 ot/min 5 dni pii 37 °C, 5% CO,. Poté bylo produkéni médium centrifugovano pii

13000 x g 30 minut pii laboratorni teploté a ihned dale zpracovano.

4.16 Chelatacni chromatografie
Pro chelata¢ni chromatografii byl pouzit nosi¢ nabity kobaltnatymi ionty (TALON

Metal Affinity Resin, Clontech, USA), ktery byl promyt destilovanou vodou a PBS
pufrem. Médium z produkce bylo zfiltrovano ptes filtr s pory o velikosti 0,22 pm, poté byl
pfidan PBS pufr v poméru 1:1 a do této smési byl pfidadn nosi¢ v poméru 2-3 ml nosice na
400 ml produkéniho média. Smés byla tfepana v2 | Erlenmeyerovych lahvich pfi
110 ot/min 60 minut za laboratorni teploty. Suspenze byla pfevedena na kolonu s fritou, po
zachyceni nosi¢e byla kolona promyta PBS pufrem. Eluce byla provedena 2 x3ml a
1 x 2 ml PBS s 250 mM imidazolem.

4.17 Zkoncentrovani proteint
Pro zkoncentrovani frakci bylo pouZito koncentratori Amicon Ultra obsahujicich

membranu propustnou pro molekuly o M, < 10000. Frakce byly centrifugovany pii
4500 x g za laboratorni teploty a zkoncentrovany na objem pfiblizn€ 200 pl. Koncentratory
byly pted i po pouziti promyty destilovanou vodou, ve které byly také uchovavany, aby

membrana nevysychala.

4.18 Gelova permeacni chromatografie
HPLC systém byl nejprve promyt destilovanou vodou, néasledné byla pfipojena

kolona Superdex 200 10/300 GL pti pratoku 0,5 ml/min a nastaveném tlakovém limitu
1,5 MPa. Kolona byla promyta destilovanou vodou, 1 M NaOH, opét destilovanou vodou a
HEPES pufrem pro gelovou chromatografii. Zkoncentrovany eluat z chelata¢ni

chromatografie byl nasttiknut na ekvilibrovanou kolonu a byly jimany frakce.
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4.19 Stanoveni koncentrace proteini
Koncentrace proteinti byla orientacn¢ stanovena metodou dle Bradfordové.

Stanoveni bylo provadéno po chelatacni chromatografii i po gelové permeacni
chromatografii. Pro stanoveni byla pouzita 96ti jamkova destiCka, po chelata¢ni
chromatografii bylo pipetovano 20 ul roztoku proteinu a bylo ptfidano 200 pl ¢inidla dle
Bradfordové. Smés byla ponechana 5 minut inkubovat za laboratorni teploty. Po gelové
chromatografii bylo smichano 5 pl roztoku proteinu a 200 pl ¢inidla dle Bradfordové, smés
byla opét ponechana 5 minut inkubovat za laboratorni teploty. Pomoci kalibra¢ni fady
pfipravené z roztoki BSA v rozmezi koncentraci 0-1 mg/ml byla vizudlné¢ stanovena

koncentrace proteinu.

4.20 SDS elektroforéza

Frakce jimané pii gelové chromatografii obsahujici stejny protein byly smichany,
zkoncentrovany na objem 500 pl pomoci koncentratort Amicon Ultra (viz odstavec 4.17) a
analyzovany pomoci SDS elektroforézy.

Byl ptipraven 15 % separa¢ni gel pipetovanim 1,8 ml dH,O, 4 ml 30 % AA, 2 mi
1,5 M Tris o pH = 8,8, 80 ul 10 % SDS, 80 ul 10 % APS a 4 ul TEMED. Zaostiovaci gel
byl piipraven pipetovanim 1,4 ml ddH,0, 0,5 ml 30 % AA, 0,25 ml 1 M roztoku Tris 0
pH = 6,8, 20 ul 10 % SDS, 20 ul 10 % APS a 3 ul TEMED. Uvedena mnozstvi vystaci pro
ptipravu 2 gel.

Redukujici vzorek pro SDS elektroforézu byl ptipraven smichanim 20 pl roztoku
proteinu s 20 pl 2 x konc. redukujiciho vzorkového pufru a neredukujici vzorek pro SDS
elektroforézu byl pfipraven smichanim 20 ul roztoku proteinu s20 ul 2 x konc.
neredukujicitho pufru. Vzorky byly 5 minut povafeny a odstfedény na stolni centrifuze.
Z ptipravenych vzorkll bylo na gel nanaseno vzdy 10 pl spole¢né s5 pl standardu.
Elektroforéza probihala pfi 200 V po dobu 45 minut. Po skonceni elektroforézy byl gel
barven 10 minut v barvici lazni a nasledné¢ ponechan odbarvit v odbarvovaci lazni do

uplného odbarveni.
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5. VYSLEDKY

5.1 Priprava expresnich vektoru
Pro kazdy zproteini byl nejprve navrzen jeden konstrukt na zakladé

predpokladaného rozlozeni jednotlivych domén a piitomnosti cysteint v primérni struktuie

proteinit KACL a NKp65 (Obr. 5.1).

KACL: MINPELRDGRADGEFIHRIVPKLIQONWKIGLMCFLSIIITTVCIIMIATWSKHAKPVACSG
DWLGVRDKCEFYFSDDTRNWTASKIFCSLOKAELAQIDTQEDMEFLKRYAGTDMHWIGLSRKQGDSW
KWINGTTENGWFEIIGNGSFAFLSADGVHSSRGFIDIKWICSKPKYFL

NKp65: MENEDGYMTLSFKNRCKSKQKSKDFSLYPQYYCLLLIFGCIVILIFIMTGIDLKFWHKKM
DEFSONVNVSSLSGHNYLCPNDWLLNEGKCYWESTSFKTWKESQRDCTQLOAHLLVIQNLDELEFTIQ
NSLKPGHFGWIGLYVTFOGNLWMWIDEHFLVPELFSVIGPTDDRSCAVITGNWVYSEDCSSTEFKGI
CORDAILTHNGTSGV

Obr. 5.1: Aminokyselinové sekvence KACL a NKp65.

Zelené je vyznaCena intracelularni doména, transmembranova doména je oznaCena hnédé a
extracelularni doména modie. Cysteiny, které jsou v ramci CTLD domény vysoce konzervovany,
jsou oznaceny zlut€. Navrzené konstrukty odpovidaji v obou pfipadech extracelularni doméng

proteinu.

Pro protein KACL byl navrzen konstrukt kodujici sekvenci od Alag; do Leusz4 a pro
protein NKp65 konstrukt kodujici sekvenci tohoto proteinu od Lysss k Valygz (Obr. 5.1,
obé sekvence jsou vyznaCeny modie a odpovidaji extracelularni doméné proteintl).
Sekvence syntetickych genti byla optimalizovana pro expresi v sav¢ich liniich (Obr. 5.2 na
str. 44). Tyto konstrukty byly synteticky vyrobeny a dodany firmou Generay a nasledné
vloZzeny do expresniho plazmidu pTT28 (viz dale). V dalsim textu jsou takto vzniklé

konstrukty oznac¢ovany jako KACL_1 (zkracené K1) a NKp65_1 (zkracené P1).
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KACL ACCGGTGCCACATGGTCCAAGCATGCTAAACCTGTGGCATGTTCAGGGGACTGGCTTGGA 60
Generay ACCGGTGCCACCTGGTCCAAGCACGCCAAGCCCGTGGCCTGCTCCGGCGACTGGCTGGGE 60

KACL GTGAGAGATAAGTGTTTCTATTTTTCTGATGATACCAGAAATTGGACAGCCAGTAAAATA 120

Generay GTGAGGGACAAGTGCTTCTACTTCAGCGACGACACCAGCAACTGGACAGCCTCCAAGATT 120
KACL TTTTGTAGTTTGCACAAAGCAGAACTTGCTCAGATTGATACACAAGAAGACATGGAATTT 180
Generay TTCTGCAGCCTGCAAAAGGCCGAGCTGGCCCAGATTGATACCCAGGAAGACATGGAATTT 180
KACL TTGAAGAGGTACGCAGGAACTGATATGCACTGGATTGGACTAAGCAGGAAACAAGGAGAT 240
Generay CTGAAGAGGTACGCCGGGACAGACATGCACTGGATCGGCCTGAGCAGGAAGCAGGGEGAC 240
KACL ICTTGGAAATGGACAAATGGCACCACATTCAATGGTTGGTTTGAAATTATAGGGAACGGA 300
Generay AGCTGGAACTGGACCAATGGCACAACCTTCAACGGCTGGTTCGAGATCATCGGCAACGGL 300
KACL TCCTTTGCTTTCTTGAGTGCTGATGGAGTCCATAGTITCCAGAGGATTTATTGATATCAAG 360
Generay AGCTTCGCCTTCCTGAGCGCAGACGGAGTGCACAGCTCCAGEGGGCTTCATCGACATCAAG 360
KACL TGGATTTGCAGCAAACCTAAATATTTTTTAGGTACC 396

Generay TGGATCTGTAGCAACCCCAAGTATTTCCTCGGTACC 396

NKp65 ACCGGTAAGTTCTGGCATAAAAAAATGGATTTCTCCCAGAATGTAAACGTCAGCAGTCTA 60
Generay ACCGGTAAATTTTGGCACAAAAAGATGGACTTCAGCCAGAACGTCAACGTGAGCAGCCTG 60
NKp65 TCAGGACACAATTACTTGTGCCCAAATGACTGGCTGTTGAACGAAGGGAAATGTTACTGG 120
Generay AGCGGGCACAATTACCTGTGCCCAAACGACTGGCTGCTGAATGAGGGCAAGTGCTACTGG 120
NKp65 TTTTCAACTTCTTTTAAAACGTGGAAAGAGAGTCAACGTGATTGTACACAGCTACAGGCA 180
Generay TTCAGCACAAGCTTCAAGACCTGGAAGGAAAGCCAGAGAGATTGCACACAGCTGCAGGCC 180
NKp65 CATTTACTGGTGATTCAAAATTTGGATGAGCTGGAGTTCATACAGAACAGTTTAAAACCT 240
Generay CACCTGCTGGTCATCCAGAATCTGGACGAGCTGGAGTTTATCCAAAATAGCCTGAAGCCC 240
NKp65 GGACATTTTGGTTGGATTGGACTATATGTTACATTCCAAGGGAACCTATGGATGTGGATA 300
Generay GGACACTTCGGCTGGATCGGCCTGTATGTGACCTTCCAAGGCAACCTGTGGATGTGGATC 300
NKp65 GATGAACACTTTTTAGTTCCAGAATTGTTTTCAGTGATTGGACCAACTGATGACAGGAGC 360
Generay GACGAGCATTTCCTGGTGCCCGAGCTGTTCAGCGTCATCGGCCCAACCGACGATAGGTCC 360
NKp65 TGTGCCGTTATCACAGGAAACTGGGTGTATTCTGAAGACTGTAGCTCCACATTTAAGGGC 420
Generay TGCGCCGTCATTACCGGCAACTGGGTGTACAGCGAGGACTGCAGCAGCACCTTCAAGGGC 420
NKp65 ATTTGCCAGAGAGATGCGATCTTGACGCACAATGGAACCAGTGGTGTGGGTACC 474
Generay ATCTGTCAGAGGGACGCAATCCTGACCCACAACGGCACTTCCGGCGTGGGTACC 474

Obr. 5.2: Optimalizace nukleotidovych sekvenci KACL a NKp65.
Porovnani pfirozenych a optimalizovanych nukleotidovych sekvenci KACL a NKp65, neshodujici
se mista jsou vyznaena zelené pro KACL a hnédé pro NKp65. Optimalizace byla provedena pro

zvySeni U¢innosti transkripce a translace v sav¢ich buikach firmou Generay.
Konstrukty KACL_2 (K2) a NKp65_2 (P2) byly pfipraveny pomoci polymerazové

fetézové reakce. Jako templat pro PCR amplifikaci byly pouzity DNA synteticky
vyrobenych konstruktii K1 a P1 a dale byly pouzity dvojice primert, které jsou uvedeny
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v kapitole 4.1 a jejichz celé sekvence se nachazeji v kapitole 3.6. Vysledné produkty PCR

amplifikace byly analyzovany agarosovou elektroforézou.

Plazmid pTT28 obsahuje sekvenci Kozakové, ktera hraje dtlezitou roli pii iniciaci
translacniho procesu, a dale sekrecni signalni sekvenci, jez zajiStuje sekreci
produkovaného proteinu do média (Obr. 5.3). Konstrukty K1, P1 a jednotlivé PCR
produkty K2, P2 byly za pomoci restrikénich enzymu Agel, Kpnl a T4 DNA ligasy
vlozeny do expresniho vektoru pTT28 (Obr. 5.4). Konstrukty K1 a P1 maji histidinovou
kotvu C-terminalni. Konstrukty K2 a P2 byly pomoci PCR amplifikace upraveny tak, ze
histidinova kotva je u nich N-terminalni a Ize ji odstépit pomoci TEV proteasy (Obr. 5.5 na

str. 46).
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Obr. 5.3: Mapa pivodniho expresniho vektoru pTT28.

TGATATTCACCTGGCCCGATCTGGCCATACACTTGAGTGACAATGACATCCACTTTGCCTTTCTCT

CCACAGGTGTCCACTCCCAGGTCCAAGTTTATCGCCACCATGGGAGAACTGCTGCTGCTCCTTCTG

CTGGGGCTGCGGCTTCAGCTGAGTCTTGGAATTACCGGT — inzert — GGTACCAAGCACCATCACCA
CCATCACCACCACGGGTGATCAAGATCCCCCGACCTCGACCTCTGGCTAATAAAGGAAATTTATTT

TCATTGCAATAGTGTGTTGGAATTTTTTGTGTCTCTCACTCGGAAGGACATA

Obr. 5.4: Okoli klonovaciho mista v upraveném plazmidu pTT28".

Zelené je vyznaCen START kodon, modie sekre¢ni signalni sekvence, rizové $tépné misto pro
enzym Agel, fialoveé §tépné misto pro enzym Kpnl, oranzové C-terminalni histidinova kotva a

¢ervené STOP kodon. Podtrzené sekvence jsou mista nasedani pro primery pro PCR z kolonii.
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KACL, konstrukt K1:

ITGATWSKHAKPVACSGDWLGVRDKCFYFSDDTRNWTASKIFCSLQKAELAQIDT
QEDMEFLKRYAGTDMHWIGLSRKQGDSWKWTNGTTFNGWFEIIGNGSFAFLSAD
GVHSSRGFIDIKWICSKPKYFLGTK G

KACL, konstrukt K2:

ITG ENLYFOQGATWSKHAKPVACSGDWLGVRDKCFYFSDDTRNWTASKI
FCSLOQKAELAQIDTQEDMEFLKRYAGTDMHWIGLSRKQGDSWKWTNGTTFNGW
FEIIGNGSFAFLSADGVHSSRGFIDIKWICSKPKYFL

NKp65, konstrukt P1:

ITGKFWHKKMDFSQNVNVSSLSGHNYLCPNDWLLNEGKCYWFSTSFKTWKESQR
DCTQLQAHLLVIQNLDELEFIQNSLKPGHFGWIGLYVTFQGNLWMWIDEHFLVPE
LFSVIGPTDDRSCAVITGNWVYSEDCSSTFKGICQRDAILTHNGTSGVGTK

G
NKp65, konstrukt P2:

ITG ENLYFOCGKFWHKKMDFSQNVNVSSLSGHNYLCPNDWLLNEGKCY
WFSTSFKTWKESQRDCTQLQAHLLVIQNLDELEFIQNSLKPGHFGWIGLYVTFQGN
LWMWIDEHFLVPELFSVIGPTDDRSCAVITGNWVYSEDCSSTFKGICQRDAILTHN
GTSGV

Obr. 5.5: Aminokyselinové sekvence konstrukti KACL (K1 a K2) a NKp65 (P1 a P2).

Na obrazku jsou uvedeny jednotlivé vysledné aminokyselinové sekvence konstruktt KACL a
NKp65 po odstépeni sekrecniho signalu. je vyznacena histidinova kotva, kterd je v ptipadé
konstruktd K1 a P1 C-termindlni a v pfipadé¢ konstruktdl K2 a P2 N-termindlni. N-terminalni
histidinovou kotvu v konstruktech K2 a P2 je mozno odstépit TEV proteasou; $t€pné misto pro
TEV proteasu je vyznaCeno hnédé. Cysteiny, které jsou vramci CTLD domény vysoce

konzervovany, jsou oznaceny zlute. Kurzivou jsou zvyraznény vsechny nepuvodni aminokyseliny.

Po restrikci byly vysledné produkty piecCistény preparativni elektroforézou,
nasledné byla provedena extrakce inzertl z gelu. Jednotlivé inzerty byly pfeciStény a byly
pouzity pro ptipravu ligacni smesi s T4 DNA ligasou. Ligacni smési byly transformovany
bakterie E. coli kmene DH5¢, a to metodou tepelného Soku. Tyto bakterie byly naneseny
na misky s LB agarem obsahujicim ampicilin. Do druhého dne vyrostly na miskach
kolonie, z nichz byly nékteré vybrany pro PCR z kolonii. Jednotlivé konstrukty maji
velikost 486 bp (K1), 489 bp (K2), 564 bp (P1) a 567 bp (P2). Selekce byla realizovana
pomoci postupu uvedeného v kapitole 4.8 a poté byla provedena polymerazova tetézova

reakce z kolonii, jejiz produkty byly analyzovany agarosovou elektroforézou (Obr. 5.6 na
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str. 47). Na jejim zadklad¢ byly identifikovany pozitivni klony a pro dal$i praci byly
vybrany klony K1_1, 3,5, K2_1,3,5/P1_1,3,5aP2 1, 3,5.

3000 bp

1000 bp

500 bp

S 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Obr. 5.6: PCR z kolonii.
Draha S piedstavuje standard. Drahy 1-6 obsahuji vzorky z PCR z kolonii pro K1 1-6, drahy 7-12
vzorky K2_1-6, drahy 13-18 vzorky P1_1-6 a drahy 19-24 vzorky pro P2_1-6.

Z vybranych pozitivnich klond byla pomoci soupravy High-Speed Plasmid Mini
Kit izolovana plazmidova DNA. Poté byla orienta¢né stanovena koncentrace jednotlivych
plazmida. Pro sekvenovani byly vybrany vzorky K1 1, K2 1, P1 1 a P2 1, které byly
sekvenovany v Laboratofi sekvenace DNA PiF UK. Spravnost nukleotidovych sekvenci
jednotlivych inzertd byla ovéfena pomoci databdze BLAST (PubMed) na zakladé
porovnani se znamymi nukleotidovymi sekvencemi piislusnych genti. Tim byla potvrzena
spravnost vSech pfipravenych plazmidi. Na zékladé této skutecnosti bylo podle navodu v
kapitole 4.12 pfipraveno zasobni mnozstvi plazmidu. Pomoci soupravy PureLink™ HiPure
Plasmid DNA Purification Maxi byla izolovana a ptecisténa plazmidova DNA, u které

byla méfena absorbance pii 260 a 280 nm (Tab. 5.1).

Tab. 5.1: Stanoveni koncentrace DNA p¥ripravenych ziasobnich roztoki plazmidi.
Tabulka obsahuje namétené hodnoty Ao, Azgo, koncentrace zasobniho roztoku plazmidu a pomér

Aseol Aggo, Vyjadiujici Cistotu piislusného plazmidu.

Plazmid Ao Augo ¢ [mg/ml] Aol Azso
pTT28 K1 0,185 0,114 2,78 1,62
pTT28_K2 0,338 0,194 5,07 1,74
pTT28 P1 0,297 0,172 4,45 1,73
pTT28 P2 0,211 0,124 3,16 1,70
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5.2 Produkce proteinii
V jaké mife jsou buinky HEK293T schopny produkovat studované proteiny je

obvykle vhodné ovétit nejprve v malém méfitku pomoci tzv. expresniho testu. Nicméné
z ¢asovych divoda bylo rovnou piistoupeno k velkoobjemové produkci. Po predchozich
uspésnych produkcich jinych proteini se pfistoupilo k produkei ve 400 ml suspenzni
bunécné kultury kultivované v 11 Ctythranné ldhvi, pro transfekci byl zvolen pomér
DNA:PEI 1:3 a bylo pouzito 1 pg plazmidu na 1.10° bungk. Produkéni média byla sklizena
po 5 dnech.

5.3 Purifikace proteini
Prvnim krokem purifikace proteinti byla chelatacni chromatografie. Tato metoda

umoznuje odstranit vétSinu necistot ze vzorku a je zaloZena na reverzibilni interakci
histidinového fetézce proteinu s kobaltnatymi ionty, které se nachédzeji na nosici. Pro
chelata¢ni chromatografii byly pouzity pufry PBS jako promyvaci a PBS s 250 mM
imidazolem jako elu¢ni. Jednotlivé frakce, které byly chelata¢ni chromatografii ziskany,
byly smichany a zkoncentrovany pomoci koncentratorii, aby bylo mozné je aplikovat na
kolonu Superdex 200 10/300 GL a provést tak gelovou permeacni chromatografii, jejiz
pribéh byl sledovan méfenim absorbance pii 280 nm (Obr. 5.7 na str. 49). Na kolonu
pfipojenou k HPLC systému byly postupné aplikovany vSechny pfipravené proteiny, tj.
K1, K2, P1 i P2. Detekovany byly pouze proteiny K1, K2 a PI, protein P2 se patrné
nepodafilo pfipravit. Pfi porovnani s eluénimi objemy dal$ich proteini ptipravovanych
Vv laboratofi mého Skolitele se zda, Ze elu¢ni objemy piipravovanych konstrukti odpovidaji

spiSe monomernim proteiniim.
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Obr. 5.7: Zaznam z gelové permeacni chromatografie pripravenych proteinu.

Modre je uveden zaznam pro protein KACL (konstrukt K1), ¢ervené pro protein KACL (konstrukt
K2), zelené¢ pro protein NKp65 (konstrukt P1). Pfezkoumani zaznamu z pribéhu gelové
chromatografie pro protein NKp65 (konstrukt P2), ktery je oznacen fialové, potvrdilo, Ze protein

P2 se nepodatilo pfipravit.

Nasledné byly jednotlivé frakce po gelové chromatografii opét zkoncentrovany a
byla stanovena orienta¢ni koncentrace proteint dle Bradfordové, ktera byla 0,30 mg/ml pro
K1, 0,35 mg/ml pro K2 a 0,40 mg/ml pro P1.

Pro ovéfeni Cistoty pfipravenych proteinti byla pouzZita SDS elektroforéza, ktera
byla pfipravena a provedena podle kapitoly 4.20 a jeji vysledek je uveden na Obr. 5.8 na
str. 50. Tato metoda potvrdila pfitomnost proteini K1, K2 a P1.

Teoretickd molekulova hmotnost proteint K1 a K2 se pohybuje okolo 16,5 kDa,
teoretickd molekulova hmotnost proteinu P1 je 19,5 kDa. Prouzky na gelu odpovidaji
proteinim o velikosti okolo 28 kDa — rozdil mezi teoretickou molekulovou hmotnosti a
timto pozorovanim predstavuje glykosylace. VSechny pfipravené proteiny putuji v gelu

jako monomery, a to jak v neredukujicim, tak i v redukujicim prostiedi.
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Obr. 5.8: SDS elektroforéza piipravenych proteini.
Draha S1 piedstavuje standard. Drahy 1 a 4 obsahuji vzorek K1, drahy 2 a 5 vzorek K2 a drahy 3 a
6 vzorek P1, vSechny vzorky v drahach 1-3 jsou v redukujicim prostiedi, na rozdil od vzorka 4-6,

které jsou v neredukujicim prostiedi.
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6. DISKUZE

NK buitkami a hlavné jejich receptory se dlouhodobé zabyvaji néktefi Clenové
katedry biochemie Ptirodovédecké fakulty UK v Praze a také studenti pod vedenim RNDr.
Ondieje Vaika, Ph.D. V ramci mé bakalaiské prace byly ptipraveny dva lidské receptory
podobné lektinim C-typu, které spolecné tvoii receptor-ligandovy par. Konkrétné se
jednalo o receptor lidskych NK bunék NKp65 a jeho piirozeny ligand KACL. Zajimavosti
tohoto systému je, Ze pro n¢j byla naméfena neobvykle vysoka interakéni konstanta, coz
naznacuje, ze by tento komplex mohl byt pomérné stabilni a vhodny i pro studium jeho
struktury™8- 1%,

Prvni ¢asti této bakalatské prace bylo navrzeni konstrukt pro NKp65 a KACL. Pro
kazdy z téchto proteinti byl navrzen jeden konstrukt odpovidajici extracelularni doméné a
obsahujici vSechny jeji konzervované cysteiny. V piipad€ NKp65 se jedna o Sest cysteinll a
konstrukt koduje sekvenci tohoto proteinu od Lysss kK Valyo7 a v piipadé KACL jde o Ctyfi
cysteiny a konstrukt kdduje sekvenci proteinu od Alas; do Leu;74. Nasledovalo pievedeni
konstrukti do plazmidu pTT28 - timto zptisobem byla na C-konec proteinu vloZena
histidinova kotva (konstrukty P1 a K1). Poté bylo pfistoupeno k piipravé expresnich
vektori P2 a K2. Cesta kpfipravé konstrukti P2 a K2 nebyla jednoducha. PCR
amplifikace se musela nckolikrat opakovat a nakonec byly konstrukty ptipraveny
oddélené, tj. kazdy za jiné teploty pro nasedani primeri. Tyto konstrukty byly také vloZeny
do plazmidu pTT28, ale na rozdil od konstrukti P1 a K1 maji histidinovou kotvu na
N-konci proteinu a je mozno ji odstépit pomoci TEV proteasy (Obr. 5.5 na str. 46).

Pro produkci proteinti byl zvolen expresni systém savcich bunék. Exprese
rekombinantniho proteinu v sav¢ich buikidch je vyhodnd vtom, Ze umoZziuje
posttransla¢ni modifikace, casto dilezité pro spravnou funkci proteinu, a neni tteba vznikly
protein izolovat z inkluznich télisek a provadét jeho renaturaci, jako je tomu casto
Vv piipadé vyuziti bakterialniho expresniho systému. Na rozdil od ptipravy v bakteriich je
vSak produkce v sav¢ich bunikéch relativné naro¢nd, a to nejen casové, ale také financné, a
vytéZzek exprese nemusi byt vzdy vysoky - to ale plati pro renaturaci také. V ramci této
prace byly proteiny produkovéany v expresnim systému HEK293T bunck. Bylo pfistoupeno
k produkci v suspenzni bunééné kultuie. Tento proces, ktery je podrobné popsan v kapitole

4.15, byl navrzen podle piedchozich uspésnych produkci jinych proteinti. Pro tispéSnou
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transfekci je nutné sledovat fadu parametrd, jako je napt. bunécna hustota a viabilita bunék
ptfed a po transfekci, pomér DNA a transfekéniho Cinidla, celkové mnozstvi DNA pouzité
k transfekci daného mnozstvi bun¢k, délka inkubace transfekéni smési a zpusob jejiho
pridani k bunkéam a dalsi.

Proteiny byly exprimovany z expresniho vektoru pTT28, ktery obsahuje signélni
sekvenci, ktera umoznuje sekreci proteini do média. VSechny proteiny byly podrobeny
purifikaci pomoci chelata¢ni chromatografie. Principem této metody je reverzibilni
interakce histidinového konce proteinu s kobaltnatymi ionty, které jsou imobilizovany na
chelataénim nosi¢i (agarosové kulicky). Dale byla provedena gelova permeacni
chromatografie, jejiz zdznam je uveden na Obr. 5.7 na str. 49 a ukazuje uspésnou produkci
proteinu KACL (konstrukty K1 a K2) a proteinu NKp65 (konstrukt P1). Soudé dle
elu¢nich profila dalsich proteint studovanych v nasi laboratofi, eluéni objemy pro proteiny
K1, K2 i P1 odpovidaji spiSe monomernimu stavu piipravenych proteinii. V rozporu
S nasim pozorovanim J. Spreu a kol. popsali, Ze pfi gelové chromatografii KACL i NKp65
putuji jako nekovalentni homodimery**®, Zde je nutné si uvédomit, Ze ndmi pfipravovany
konstrukt receptorti se lisi od konstruktl pouzivanych ve vySe zminéné studii - ty
obsahovaly jiné a delsi kotvy, coz muze tendenci proteind tvofit dimery vyznamné
ovliviiovat. Nicméné mimo ramec této bakalaiské prace byla mym Skolitelem provedena
sedimentacni analyza mnou pfipravenych proteinli na analytické ultracentrifuze, ktera
prokazala, ze pii koncentraci 0,2 mg/ml se studované konstrukty nachazi v roztoku
V rovnovaze monomer - dimer S vyraznou pifevahou monomeru. Tato pozorovani bude
vV budoucnu vhodné ov¢étit za vyssi koncentrace analyzovanych proteint.

Pro ovéfeni Cistoty proteinti byla provedena SDS elektroforéza (Obr 5.8 na str. 50).
Na polyakrylamidovém gelu putuji v redukujicim i neredukujicim prostfedi vSechny
pfipravené proteiny jako monomery. Z pozice prouzkii na gelu je mozno usoudit, ze se
jedna o glykoproteiny, a to pomérné siln¢ glykosylované. Sacharidova slozka piedstavuje
v piipad¢ proteini KACL 1 a KACL 2 asi 12 kDa, v pifipad¢ proteinu NKp65 1 asi 8
kDa. Tato pozorovani jsou ve shodé s publikovanymi vysledky™*®.

Je nutné fici, Ze po Gspésné produkci téchto proteinti se nachdzime opét na zacatku,
stale zistdva nezodpovezena celd fada otdzek tykajicich se napi. biochemickych vlastnosti
jednotlivych proteinti. V dal§$im vyzkumu mohou byt receptory podrobeny tzv. metodé
peptidového mapovani pomoci hmotnostni spektrometrie. Dale mohou byt ovéfeny

vazebné schopnosti receptoru a jeho ligandu, to, zda se skute¢né receptor vaze jen na tento
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jediny ligand ¢i naopak, s jakou afinitou, jaké je optimalni pH této vazby apod. Nejvyssim
cilem je ziskani krystalovych struktur receptoru, ligandu nebo receptoru s navazanym

ligandem.
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7. ZAVER

Byly ptipraveny expresni vektory kodujici lidsky NK bunéény receptor NKp65 a jeho
ligand KACL.

Proteiny byly produkovany v expresnim systému HEK293T bun¢k.

Proteiny byly purifikovany a byla ovéfena jejich Cistota, velikost a oligomerni stav.
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