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1. Uvod

1.1. Imunitni systém

Imunitni systém tvofi souhrn mechanismu zajistujicich integritu organismu rozeznavanim
a likvidaci cizich ¢i vlastnich potencialné skodlivych struktur. Hlavni funkce se projevuji
jako:

e obranyschopnost — rozpoznani vnéjSich Skodlivin, ochrana pted vnéjSimi patogennimi
organismy a jejich toxiny

e autotolerance — rozpoznani a udrzovani tolerance vici vlastnim tkanim

e imunitni dohled — rozpoznani vnitinich Skodlivin; pribézné odstraiiovani starych,

poskozenych a mutovanych bunék '.

1.2. Imunitni mechanismy

Imunitni systém vyuzivd dva zdkladni mechanismy a to mechanismus nespecificky
(neadaptivni) a antigenné specificky (adaptivni). Imunitni reakce jsou zajiStovany ruznymi
druhy bunék a molekul a jejich vzajemnou spolupraci '.

Nespecifické mechanismy jsou evolu¢né star$i, v urcité formé jsou znamy u vSech
mnohobunéénych organismil. Na pfitomnost cizorodé latky reaguji rychle a reakce nejsou
podminény ptedchozim setkanim s danou latkou. Zakladni slozky tvofi zeyména bunécny a
humoralni systém. Bunécny systém reprezentuji fagocytujici a prirozené cytotoxické (NK)
buniky, humoralni slozku predstavuje zejména komplementovy systém, lektiny. interferony
a dalii sérové proteiny '.

Specifické mechanismy jsou evoluéné mlad$i, znamé aZz od obratlovcli. Vyuzivaji
imunologickou pamét’, kdy je reakce podminéna predchozim setkanim s danym antigenem.
Systém vyuziva humoralni a bunééné zprostredkované mechanismy, hlavni bunéény aparat
ptedstavuji protilatky a T-lymfocyty. Jejich hlavni funkce spociva v likvidaci patogend a
toxickych molekul, které produkuji >. Specificka imunitni reakce je pomalejii, fadové trva

nékolik dni az tydnii ',



1.3. Bunky imunitniho systému

Zakladni funkéni prvek imunitniho systému tvoti bilé krvinky (leukocyty). V lidském tele
jich je priblizng 2x10' ~ < 2. Vznikaji z pluripotentnich kmenovych bunék uloZzenvch
v kostni dieni, které zde zlistavaji v malém mnozstvi po cely zivot a pusobenim riznych
faktorti diferenciuji na dvé zakladni linie lymfocytd - myeloidni a lymfoidni ',

Z lymfoidni linie diferenciuji B a T lymfocyty a NK buiiky. Cast T a B lymfocytl
diferenciuje po setkani s antigenem na tzv. pamétové bunky, které v organismu prezivaji i
desitky let a tvofi zaklad imunologické paméti '.

Z myeloidni linie vznikaji monocyty a granulocyty, které tvori zaklad nespecifické ¢ast
imunitniho systému. VétSinou jsou schopny fagocytdzy, produkce cytokind a jinych
rozpustnych medidtorii. Monocyty a zejména z nich vznikajici dendritické buiitky, mohou
pisobit jako burky prezentujici antigen pro T - lymfocyty a stavaji se tak soucasti
antigenné specifické ¢asti imunitni odpovédi. Z myeloidni linie diferenciuji také erytrocyty

A v , - - s I 1
a trombocyty, jejichz hlavni funkce nesouvisi s imunitnim systémem .

1.4. NK bunky

NK buriky se oddéluji z T-lymfocytarni linie. Plivodné byly popsany jako bunky schopné
zabijet nékteré nadorové nebo virem infikované builky bez piedchozi stimulace nebo
proliferace. Diky nepfitomnosti antigenné specifickych povrchovych receptori se radi
k nespecifické slozce imunitniho systému . Pivodné byly NK buiky identifikovany u
mysi a clovéka, pozdéji byly nalezeny 1 u dalSich obratlovcl. Primitivnéjsi formy byly
nalezeny 1 u jednodusSich Zivocicht jako jsou paryby a hlisti g

Morfologicky jsou NK buiiky velké granularni lymfocyty . Jejich hlavnim cytotoxickym
nastrojem jsou cytotoxické granule obsahujici perforin a granzymy. NK bunky se, spolu s
interferonovym systémem, ucastni obrany organismu proti virim, vyznamné se uplatiiuji v
protinadorovém dozoru a kontrole rozvoje metastaz '.

Vérilo se, ze tolerance NK bunék vii¢i vlastnim bunikdm je zaloZena na dostate¢né
produkci MHC glykoproteint na jejich povrchu. Pokud NK buitka narazi na normalni
burku, prechodné se na ni adheruje pomoci fady nespecifickych adhezivnich molekul a po
chvili NK bunéc¢né receptory najdou MHC molekuly, coz da NK burice signal k odpoutani.

Pokud v§ak MHC molekuly nalezeny nejsou, aktivuji se cytotoxické mechanizmy a



podezreld buiika je zabita. Toto dogma bylo vyvraceno diky objevu normalni populace
mySich NK bunék, které nemaji receptory specifické pro MHC glykoproteiny 1. tiidy. Je
tedy zfejmé, ze k NK bunéné autotoleranci prispivaji i jiné inhibi¢ni receptory '

NK bunky zastavaji v ramci imunitniho systému také regulacni funkci - jsou zdrojem
cytokinid IFN - vy, IL - 3, M - CSF a dalsich latek ovliviiujicich deferenciact nékterych

efektorovych bunék a hematopoézu '.

1.5. Receptory NK bunék

Funkce NK bunék je regulovana rovnovihou mezi aktiva¢nimi a inhibi¢nimi signalnimi
receptory, které iniciuji nebo inhibuji jejich bunéénou aktivitu*>.

NK bunky mohou byt stimulovany rdznymi aktivacnimi receptory, které vyuZzivaji
biochemicky odli§né signalni drahy °. Rada z nich je specificka pro MHC molekuly 1. typu.
U inhibi¢ni formy zprostiedkovava jejich akci motiv ITIM. Aktivaéni receptory maji oproti
inhibi¢nim zkracenou cytoplazmatickou doménu postradajici ITIM, ale mohou byt
asociovany s aktivaénim motivem ITAM ’. Geny aktiva¢nich i inhibi¢nich receptorii patfi
do dvou velkych rodin: C-lektinové a imunoglobulinové. Obé rodiny jsou zna¢né rozsahlé
a riiznorodé, zahrnuji geny s proménlivym stupném piibuznosti *.

Geny lektinovych receptorit NK bunék jsou soustfedény v oblasti nazyvané NK genovy
komplex (NKC, z angl. natural killer complex). NKC jako prvni definoval Yokohama a
kol. jako skupinu genti na myS$im chromosomu 6 kodujicim typ II. transmembranovych
proteinti . Analogicky komplex byl u potkanti lokalizovan na chromosomu 4 a na lidském

chromosomu 12pl13.1. * K

. Lidsky NKC tvori oblast cca 2 Mb na kratk¢ém ramen
chromosomu 12. Je zde obsaZeno nejméné 18 genti pro receptory lektinového typu, z nichz
vétsina byla nalezena na povrchu NK a NK/T bunék °. Lektinové domény jsou struktury
¢asto ptitomné ve vazebnych doménach bunéénych receptorti imunitniho systému. Lektiny
Ize definovat jako malé globularni bilkoviny s CRD o velikosti okolo 100 aminokyselin 0,
Prvni zminky o lektinech a jejich fyziologickych funkcich u obratlovci pochazeji
zpielomu 70. a 80. let °. Jedna ze tfid gent lektinovych receptorii koduje typ IL.
transmembranovych proteinll s C-lektinovou doménou v extracelularni casti * Mezi tyto
receptory patii také hNKR-P1 studovany v této praci. C-lektiny rozeznavaji MHC

molekuly I. typu a jsou lokalizovany na konci centromery lidského NKC 7



Geny receptorit patficich do imunoglobulinové rodiny byly lokalizovany na lidském
chromosomu 19.q13.4, obsahujicim geny pro receptory KIRs, které se nachdzeji na
povrchu NK bunék a nékterych T - bunék *. KIRs koduji glykoproteinové receptory.
jejichz hlavnimi ligandy jsou u lidi HLA 1. tfidy .

1.6. NKR-P1

NKR-P1 je oznaeni pouzZivané pro proteinovy receptor NK bun¢k ¢.1 (z angl. natural
killer receptor - protein 1), oznacovany také jako CDI161 (z angl. clusters ot difterentation)
nebo Klrbl (z angl. killer cell lectin-like receptor subfamily B, member 1).

Patfi mezi membranové glykoproteiny II. typu s charakteristickymi vlastnostmi protemu
patiicich do rodiny lektinii C-typu ®'"'?. Byl prvnim lektinovym receptorem nalezenym na
NK buiikach, piivodné identifikovanym u potkant jako disulfidicky vézany protein '> .

U potkant byly nalezeny 3, u mysi dokonce 4 geny pro NKR-P1 kodujici jak aktivacni tak
inhibi¢ni formy receptoru. Naproti tomu lidsky gen pro NKR-P1 byl nalezen pouze v jedné
funkéni forme > '*.

Geny pro lidsky ekvivalent (h(NKR-P1) jako prvni popsal Lanier a kol.. Srovnanim
aminokyselin lidského a mysiho NKR-P1 byla zjisténa podobnost v 46% ''. Viechny
potkani NKR-P1 receptory obsahuji v cytoplazmatické doméné¢ CxCP motiv, ktery byl
lokalizovan 1 v cytoplazmatickych doménach receptori CD 4 a CD 8, kde interaguje s
tyrosin kinasou rodiny Src — p56'~. Lidsky NKR-P1 tento motiv nema *. Receptor
hNKR-P1 exprimuji na svém povrchu nejen NK buiiky, ale také ¢ast CD4' T - lymfocytd,
¢ast monocyth a nékteré dendritické buniky *. Vyskytuje se u 25 % dospélych T - bunck
periferni krvi a je pfednostné exprimovan na T - burikdch s pamétovym fenotypem -
Nedavno byly popsany interakce nékterych ¢lenti mysi NKR-P1 receptorové rodiny, ktere
interaguji s C - typem lektinovych molekul. Na zakladné objasnéni mySich ligandi byl
objeven ligand pro hNKR-P1. Je jim LLT1 (z angl. lectin like transcript), u kterého bylo
prokazano, ze se specificky vaze na hNKR-P1.LLT1 i NKR-P1 nalezi do rodiny lektinti

C - typu a nezavisle na sobé byly charakterizovany jako homodimery na bunééném
povrchu. Zajimavy rysem vazby hNKR-PI/LLTI je schopnost spoustét opacné signaly v
NK a T bunkéach navzdory faktu, Ze se jednd o stejny receptor 1 ligand. Vazba LLT]!

cilovych bunék s NKR-P1 na NK buikach snizuje jejich bunécnou toxicitu a produkci

IFN-y, naopak vazba LLT1 s NKR-PI na T bunikach zvysi produkei IFN - y. Funkce
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hNKR-Pl tedy zavisi na druhu bun€k, na nichz je exprimovan. Jakym zpusobem je
umoznéna rozdilnd funkce receptoru na NK a T burikdch nebylo doposud dostate¢né
objasnéno * ''. Za zminku stoji fakt, ze hNKR-P1 je na T a NK/T buiikach exprimovan
mnohem &astéji, nez jiné receptory NK bunék .

Lidska varianta lymfocytdrniho proteinu hNKR-P1 patifi v Laboratofi architektury proteini
MBU AV CR jiz del3i dobu do skupiny intezivné zkoumanych receptorii C-lektinového
typu. Jiz diive zde byl vytvoten konstrukt kddujici ¢ast extracelularni domény hNKR-P1
od Gln g po Ser 22s5. Tento konstrukt se vSak ukazal jako nevhodny pro dalsi studie, jelikoz
z néj ziskany protein nebyl dostate¢né stabilni. Pravdépodobnou pftic¢inou nestability byla
ptitomnost nukleotidit kodujicich nejen CRD proteinu hNKR-P1 ale i tzv. kréek. Mym
cilem bylo proto vytvoieni konstruktu, ktery by obsahoval pouze CRD proteinu hNKR-P1.
Na zakladé homologniho modelovani s proteinem CD 69 (obr. ¢. 1) byla jako CRD
vybrana pouze ¢ast zacinajici aminokyselinou Asn 93 a jako posledni aminokyselina byl

vybran Thr »5 .

Obr. & 1: Model hNKR-P1 vytvoteny na zékladé homologniho modelovani s proteinem CD 69.

Modte — extracelularni doména proteinu CD 69; Zluté — piedpoklidana extraceluldrni doména proteinu
hNKR-P1; Cervené — oblasti obsazené v piivodnim konstruktu hMINKR-P1. o které byl novy konstrukt
hM2NKR-P1 zkracen. Obrazek poskytl Mgr. Ondiej Vanék.
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2. Cil prace

Cilem bakalarské prace bylo:
= Ptipravit expresni vektor pro protein hNKR-P1
= Qvéfit spravnost pfipraven€ho expresniho vektoru restrikénim Stépenim

* Pfipravit zdsobniho mnozstvi expresniho vektoru

-12 -



3. Material

3.1. Pristroje a pomucky

Analytické vahy

Automatické pipety

Centrifuga Allegra X-22R

Centrifuga MPW-375

Centrifuga VSMC-13

Centrifuga Z 233 MK-2

Centrifuga stolni, Spectrofuge 16M
Chladnicka

JETQUICK Gel Extraction Spin Kit
JETQUICK Plasmid Purification Spin Kit
Ledova¢ UBE 50-35

Luminiscentni analyzator LAS-1000 CH
Magneticka michacka MM 2A

Mrazici box (- 80 °C) Bio Freezer
Mrazici box (- 20 °C)

pH metr ® 200

Predvazky HF-1200 G

Rotaéni vakuova odparka

Souprava pro agarosovou elektroforézu
Spektrofotometr DU-70

Termocykler

Termostat BT 120M

Trepacka

UV lampa UVGL-58

Vortexovy mixér

Zdroj deionizované vody Milli Q
Zdroj napé€ti BM 551

S 13-

AND, USA
Gilson, USA
Beckman Coulter, USA

Mechanika Precvzyjna, Polsko

Shelton scientific, USA
Hermle, Némecko
Edison, USA

Zannusi, talie
Genomed, Némecko
Genomed, Némecko
Ziegra, Némecko

Fuji photo film, Japonsko
Lab.pristroje Praha, CR
Forma scientific, USA
Zannusi, Italie
Beckman, Némecko
AND, USA

Trigon, Francie

Sigma, USA

Beckman, Némecko
Eppendorf, Némecko
Lab.pristroje Praha, CR
VELP Scientifica, ltalie
Science Company, USA
VELP Scientifica, ltalie
Millipore, USA

Tesla, CR



3.2. Chemikalie

e Agar Oxoid, Anglie

e Agarosa Jersey Lab Supply, USA
* Ampicilin Biotika, SR

* Bromfenolova modrt Sigma, USA

« BSA New England Biolabs, USA
e dNTP Fermentas, Kanada

* EDTA Fluka, Svycarsko

* Ethanol Lachema, CR

* Ethidiumbromid Jersey Lab Supply, USA
* Fenol Reactiva, Rumunsko

* Glukosa Lachema, CR

* Glycerol Sigma, USA

e Chlorid sodny Lachema, CR

* Chloroform Lachema, CR

* [soamylalkohol Lachema, CR

* [sopropylalkohol Lachema, CR

* Kvasniény extrakt Imuna Pharm, CR

* Kyselina octova Lachema, CR

* Octan sodny Lachema, CR

* Polyethylenglykol, M, = 8000 g/mol Fluka, Svycarsko

* Sacharosa Lachema, CR

e Siran hofe¢naty Lachema, CR

» Standard pro agarosovou elektroforézu New England Biolabs, USA
e Tetracyklin Lab scientific, USA

e Tris Serva, USA

* Trypton Oxoid, Anglie

3.2.1. Enzymy

e Bst X1 (10000 U/ml) New England Biolabs, USA
* Dde I (10000 U/ml) New England Biolabs, USA

- 14 -



* Deep Vent DNA polymerasa (2000 U/ml) New England Biolabs, USA

* Hind III (20000 U/ml) New England Biolabs, USA
* Klenowiv fragment Fermentas, Kanada

* Lysozym Fluka, Svycarsko

* Nde I (20000 U/ml) New England Biolabs, USA
* RNAasa A (10 mg/ml) Sigma, USA

* T4 DNA ligasa (1000 U/ul) Fermentas, Kanada

* T4 polynukleotidkinasa (10000 U/ml) New England Biolabs, USA
* Xba I (20000 U/ml) New England Biolabs, USA

3.2.2. Bakterialni kmeny

e E coli: XL 1-BLUE STRAIN E. coli recAl endAl gvrA96 thi-1 hsdR17 supE44 reldl
lac  [F'proAB lacl'ZAMI15 Tnl0 (Tet")] Stratagene, USA

3.2.3. Vektory

pRSET B (1 pg/ul) Invitrogen, USA

3.2.4. Primery pro PCR

* Reverzni primer hM2NKR-P1 REV Generi Biotech, CR
5*—TAT AAG CTT ATG TTA GTT CTT TTT GGC AG - 3¢
e Pfimy primer hM2NKR-P1 FW Generi Biotech, CR

5°-TGA ACT GCC CAA TAT ATT GGC — 3¢

3.2.5. Roztoky a média

* LB médium: 1 % trypton, 0,5 % kvasni¢ny extrakt, 1 % NaCl, pH = 7,4
- pouzité koncentrace antibiotik:
ampicilin 150 pug/ml (zasobni koncentrace 150 mg/ml)

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

- 15 -



LB agar: 1,5 % agar v LB médiu
- pouzité koncentrace antibiotik:
ampicilin 150 pg/ml
tetracyklin 12,5 pg/ml
Pufr pro T4-DNA ligasu: 50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT, | mM ATP.
25 ug/ml BSA, pH =75 (Fermentas, Kanada)
EP pufr: 10 mM Tris (pH = 8,0), | mM EDTA, 15 % sacharosa, 2 mg/ml lysozym,
0,2 mg/ml RNAasa, 0,1 mg/ml BSA
NEB2 pufr: 10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 50 mM NaCl, | mM DTT, pH=7.,9
(New England Biolabs, USA)
NEB3 pufr: 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 100 mM NaCl, | mM DTT.pH =79
(New England Biolabs, USA)
PCR pufr: 10 mM KCI, 10 mM (NH4),SO4, 20 mM Tris - HCL, 2 mM MgSO., 0,1 %
Triton X-100, pH = 8,8 (New England Biolabs, USA)
Roztok L1: NaClO4, NaAc, TBE (Genomed, Némecko)
Roztok L2: EtOH, NaCl, EDTA, Tris-HCl (Genomed, Némecko)
Roztok G1: 50 mM Tris-HCl (pH = §,0), 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNAasa A
(Genomed, Némecko)
Roztok G2: 200 mM NaOH, 1% SDS (Genomed, Némecko)
Roztok G3: guanidin hydrochlorid, octan sodny (Genomed, Némecko)
Roztok GX: guanidin hydrochlorid (Genomed, Némecko)
Roztok G4: EtOH, NaCl, EDTA, Tris-HCl (Genomed, Némecko)
Gel pro agarosovou elektroforézu: 1% agarosa v TAE pufru, 2 ul ethidiumbromid,
resp. 1,1 % agarosa v TAE pufru, 4 pl ethidiumbromid pro preparativni elektroforézu
TAE pufr (50x koncentrovany): 2 M Tris, | M CH;COOH, 50 mM EDTA
STOP pufr: 50 % glycerol, bromfenolova modt, EtOH, TE pufr
TE pufr: 10 mM Tris-HCI, 0,5 mM EDTA, pH = 8,0
Roztok I: 50 mM glukosa, 25 mM Tris-HCI (pH = 8,0), 10 mM EDTA
Roztok II: 3 mM NaAc, 10 % CH;COOH
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15
4. Pouzité postupy

4.1. Fosforylace primého primeru

Ke 2 ul 0,1 M pfimého primeru pfidano 42 ul ddH,0, 5 pul T4 liga¢éniho pufrua | pl T,
PNK. Inkubace 30 min pi1 37 °C.

4.2. PCR

PCR provedena v automatickém termocykleru.V tabulce ¢.1 je uvedeno nastaveni
Jednotlivych cykla v poradi, v jakém nasledovaly.
Slozeni smési pro PCR:
29,5 ul ddH,0
1,5 ul 100 mM MgSOq4
5ul PCR pufr (10x koncentrovany)
1,5 ul dNTP
6 ul fosforylovany pfimy primer
Sul rev primer
1l 4 uM templat
0,5 ul DNA polymerasa 1

Tab. ¢. 1: Hodnoty nastavené termocykleru

v

Pocet ¢as teplota

cykli

1 | 2 minuty 94 °C

30 sekund 94 °C

35| 30 sekund 52 °C

| minuta 72 °C
1 | 10 minut 72 °C
11 10h 4°C
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Produkt zakoncentrovan srazenim: k produktu ptidano na ledu 5 pl 3M NaAc (pll = 5.2)
a 125 pl ¢istého EtOH o T = - 20 °C. Inkubace 3 h pii — 80 °C. Nasleduje centrifugace
20 min pf1 12 000 x g v predchlazeném rotoru. Pelety dosuseny ve vakuové

rotacni odparce a rozpustény v 17 pul ddH,O

4.3. Agarosova elektroforéza

Jako standard pouzit plazmid pRSET B nastépeny enzymem Dde 1. Pouzité napéti
80 — 120 V. SloZeni gelu viz. Sekce 3.2.5..

4.4. Uprava inzertu restrikénim $tépenim

K neupravenému inzertu pfidany 4 ul NEB 2 pufru a 2 pl enzymu Hind III. Inkubace 3 h
pi1 37 °C.

4.5. Priprava linearizovaného plazmidu

V tabulkach €. 2, 3, 4 jsou uvedena sloZeni jednotlivych reakénich smési pouzitych k

restrikénim Stépenim.

I. restrikéni $tépeni enzymem Nde |

Tab. €. 2: Slozeni reak¢ni smési pro restrikéni $tépeni enzymem Nde I:

Plazmid

ddH,O NEB 2 Nde |
(1mg/ml)

l6ul 2 ul 2ul 1,5 ul

Inkubace 3 h pti 37 °C
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II. Zarovnani Nde I mist Klenowovym fragmentem

Tab. ¢. 3: Slozeni reakéni smési pro doplnéni restrikénich mist po Nde | Klenowovym fragmentem:

Nastépeny dNTP
ddH,0O NEB 2 . Klenow fr.
plazmid (333 pumol)
6 pul 1 pl 20 ul 3l 1 ul

Inkubace 15 min pfi laboratorni teploté, nasleduje inhibice zahratim na 75 °C po dobu

20 min.

[II. Restrikéni $tépeni enzymem Hind II1.

Tab. €. 4: SloZeni reakéni smési pro restrikéni $tépeni enzymem Hind I1I:

lin. plazmid
ddH,0O NEB 2 po zarovnani Hind III
Klenow.fr.
9 ul 1 pl 30 pl 1,5 pl

Inkubace 3 h pti1 37 °C.

4.6. Preparativni elektroforéza

Do vzorkovaci jamky aplikovano 50 pl vzorku a 10 ul STOP pufru. Jako standard pouzit
nenasStépeny plazmid pRSET B. Detekce vzorkil v temnu pomoci dlouhovinné UV lampy.

Z gelu skalpelem vyfezany jednotlivé prouzky a pteneseny do mikrozkumavky.

4.7. Extrakce DNA z gelu pomoci Kitu

K extrakci pouzit primyslové dodavany set pro extrakci DNA z gelu pomoci kitu. Béhem
extrakce byl piesné dodrZen pracovni postup, dodany firmou pro pouziti setu.
Stru¢né shrnuto, agarosa byla rozpusténa pomoci roztoku L1 a oddélena od plazmidové

DNA centrifugaci pies mikrokolonku obsahujici vrstvu silikagelu afinitné vazici DNA.
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Dale byly v nékolika krocich pomoci roztokii L1 a L2 odstaranény necistoty a poté byla

navazana plazmidova DNA eluovana ddH,0.

4.8. Ligace

V tabulce ¢.5 je uvedeno slozeni pouzité ligacni smési.

Tab. €. S: Slozeni ligaéni smési:

Linearizovany . | A
Inzert _ T4 ligaéni pufr ddH,0O T4 DNA ligasa
plazmid
10 ul 2 ul 2 ul 6 ul 1 pl

Inkubace 70 h pt1 4°C.

4.9. Transformace expresniho vektoru do bunék

Transformace provddéna metodou tepelného Soku. 150 pl bunék pipetovano
k pfipravenému expresnimu vektoru. Jako poc¢atek transformace bunky ponechany 30 min
na ledu, poté ponofeny na 50 vtefin do vodni 1azné o teplot€ 42 °C a ihned ulozeny zpatky
na led. Po 2 min pfidan 1 ml LB media, inkubace 1 h pti 37 °C. Transformované buriky
oddéleny centrifugaci pti 1000 x g a vysety na agarovou misku. Inkubace 15 h pi1 37 °C.

Vybrané kolonie pfeneseny do 2 ml tekutého LB media s antibiotiky (pouzité¢ koncentrace
viz. sekce 3.2.5.). Inkubace 15 h pti 37 °C v tfepacce pfi1 250 rpm. Z kazdé zkumavky
odebran 1 ml do mikrozkumavky. Obsah mikrozkumavek zcentrifugovan pr1 12 000 x g,

ziskané pelety bun€k uchovavany v chladnicce pti 4 °C.

- 20 -




4.10. Rychla izolace plazmidové DNA

Pelety transformovanych bunék resuspendovany v 30 ul EP pufru . Resuspendované buriky

ulozeny na 10 min na led, poté 5 min povareny a zcentrifugovany 3 min pi1 12 000 x g.

4.11. Izolace plazmidové DNA - minipreparace

Pro izolaci pouzita primyslové dodavana sada. Pri izolaci byl presné dodrzen ndvod
dodavany vyrobcem pro pouziti sady. Stru¢né shrnuto, z narostlé buné¢né kultury pomoci
centrifugace vytvorena peleta, ktera byla resuspendovana vroztoku Gl a dale byly
v nékolika krocich pomoci roztoki G2 a G3 buriky rozbity, vysrdzena DNA bakterialniho
chromosomu, rozpustény proteiny a plazmidova DNA navadzdna na afinitni mikrokolonku.
Nasledné byly s vyuzZitim centrifugace odstranény necistoty promytim roztokem G4 a N
V poslednim kroku byla plazmidovd DNA z kolony eluovana ddH,O. Ziskané roztoky

plazmidu uchovavany pti — 20 °C.

4.12. Stépeni restrikénimi endonukleasami

Do kazdé zkumavky pipetovano potfebné mnozstvi expresniho vektoru. pufru
doporuceného pro zvolené enzymy a kazdého z dvojice zvolenych enzymi Stépicich
plazmidovou DNA. Nasleduje inkubace a ukonceni $tépeni pfidanim vzdy 3 ul STOP
pufru na 10 pl objemu reakéni smési. Pro detekci vysledkl vyuzita agarosova
elektroforéza. Vzhledem k individudlnim vlastnostem pouzitych enzymi jsou konkrétni

udaje uvedeny u jednotlivych Stépeni v sekci 5.

4.13. Velkoobjemova produkce plazmidu

¢ Transformace vektoru do bun¢k metodou tepelného Soku (viz. sekce 4.9.) Narostl¢ bunky
zcentrifugovany pti 12 000 x g, pelet uskladnén pii - 20 °C.

e Builky resuspendovany v 10 ml roztoku I, poté zcentrifugovany 10 min pt12300x g a
4 °C . K supernatantu v Cisté zkumavce piidano 3,5 ml roztoku I obohaceného o lysozym

(c = 5 mg/ml). Smés promichana na vortexu, inkubace 5 min pfi laboratorni teploté.
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e Pridano 7ml lyza¢niho roztoku (0,2 M NaOH v 1 % SDS). Smés promichana na vortexu.
inkubace 10 min na ledu.

e Pridano 5,2 ml roztoku II, smés promichana na vortexu, inkubace 10 min na ledu. Poté
centrifugace 5 min pfi 13 000 x g a laboratorni teploté. Supernatant pienesen do Cisté
zkumavky.

e K supernatantu ptidano 15 ml isopropanolu, inkubace 15 min pii laboratorni teplotc.
Naésleduje centrifugace 30 min pfi 4 °C a 12 000 x g. Ziskany pelet omyt 70 % EtOH a
volné dosuSen na vzduchu.

e Pelet resuspendovan v 0,5 ml TE pufru, vznikla suspenze pienesena do mikrozkumavky.
Pfidano 10 pl RNAasy, inkubace 30 min pfi laboratorni teploté.

e Pfidano 0,5 ml smési fenol/chloroform (1:1), vznikld smés 30 vtefin intenzivné
vortexovana. Ndasleduje centrifugace 15 min pii 12 000 x g a laboratorni teploté. Vrchni
faze odebrana do ¢isté mikrozkumavky.

e Pridano 0,5 ml smési chloroform/isoamylalkohol (49:1), vznikla smés promichana na
vortexu a centrifugovana 5 min pii 12000 x g a laboratorni teploté. Vrchni taze
odebrana do ¢isté mikrozkumavky.

e Piidano 25 ul NaAc (3 M, pH = 5,2) a 625 ul 100 % EtOH. Srazeni 30 min pii - 70 °C.
Poté centrifugace 5 min pti 12 000 x g pfi - 4 °C. Peleta oplachnuta 70 % EtOH a voln¢
dosuSena na vzduchu. Poté resuspendovana ve 160 pl ddH-O

e Pfidano 40 pl 4 M NaCl a 200 ul 13% roztoku PEG (Mr = 8000 g/mol). Inkubace 70 h
pi1 4 °C. Poté centrifugace 30 min pti 0 °C a 12 000 x g . Pelet resuspendovan ve 100 pl
TE pufru.

¢ Pfidano 100 ul fenolu, smés promichana na vortexu a nasledné centrifugovana 10 min pfi
13 000 x g a laboratorni teploté. Vrchni faze odebrana do ¢isté mikrozkumavky.

e Priddno 100 pl smési fenol/chloroform (1:1), smés promichana na vortexu a
centrifugovana 5 min pi1 13 000 x g a pokojové teploté. Horni faze odebrana do ¢isté
mikrozkumavky.

e Priddno 100 pl smési chloroform/isoamylalkohol (49:1), smés promichdna na vortexu a
centrifugovana 5 min pfi 13 000x g a laboratorni teploté. Vrchni faze odebrana do Cisté
mikrozkumavky.

e Pfidano 10 ul NaAc (3 M, pH = 5,2) a 250 pul 95 % EtOH. Inkubace 30 min pfi - 80 °C.

Poté centrifugace 5 min pfi 13 000x g a laboratorni teploté. Pelety omyty 100 ul 70 %
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EtOH a dosuSeny v rotacni vakuové odparce. Pelety resuspendovany v 300 ul TE pufru.
Zasobni roztok plazmidu uchovavan pti - 20 °C.

e Koncentrace ziskané plazmidové DNA stanovena spektrofotometricky. 5 pl vzorku
fedéno 995 nl ddH,O. Absorbance méfena pii 260 a 280 nm v kiemenné kyveté
s optickou délkou 1 cm. Jako srovnavaci vzorek pouzito 5 ul TE putru v I ml ddH,0.
Pi1 pouziti kyvety s optickou délkou 1 cm odpovda absorbance méfena pii 260 nm
nasobena deseti piiblizné koncentraci DNA ve vzorku v jednotkdch mg/ml. Pro
stanoveni Cistoty DNA bylo vyuzito rozdilu v absorbci zareni nukleovymi kyselinami pti
260 a 280 nm. Pro ¢istou DNA je pomér Ajs/Azg roven piiblizné 1.8. Pokud je DNA
zneciSténa proteiny, hodnota poméru vlivem vzristajici absorpce proteinli pii 280 nm

klesa.
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5. Vysledky

Cilem této bakalarské prace bylo ziskat plazmid jako expresni vektor s vnesenou sekvenci
kodujici presné vymezeny usek extraceluldrni ¢asti bunééného receptoru hNKR-P1, ktery
je na obr. ¢. 2 vyznacen oranzovou barvou. Jako templat pro pfipravu inzertu slouzil
expresni vektor zahrnujici plazmid pRSET B a inzert h(MINKR-P1 v rozmezi

Gln 4 — Ser »»s. Tato sekvence je na obr. ¢. 2 vyzna¢ena modrou a oranZovou barvou.

MDQQAIYAELNLPTDSGPESSSPSSLPRDVCQGSPWHQFALKLSCAGIILLVLYV
VTGLSVSVTSLIQKSSIEKCSVDIQQSRKTTERPGLLN € P1Y WOQLREKCLLE
SHITTY \l"\\l\,\'l,.\l)( STRESSLILLIRDRDETIHTONLIRDRATLEW l(;l‘.}S[,\\i‘,

KW AW IECSFINSSDUETRGD AR ESCISINSO TSV Y SEXCSTEIRWICQRELTP
VRNKVYPDS

Obr. ¢. 2: Sekvence aminokyselin lidského receptoru NKR-PI. Zelené intracelularni ¢ast, €ervené
transmembranovy usek, modFe oblasti obsazené v pivodnim konstruktu hMINKR-P1 o které byl novy
konstrukt hM2NKR-P1 zkracen, orunzav ¢ novy konstrukt hM2NKR-P1 |, Zluté cysteiny tvofici disulfidické
mastky, [l potencialni mista N-glykosylace.

Pomoci PCR byl replikovan novy, zkraceny tsek extracelularni ¢asti hNKR-P1. Pouzité
primery jsou uvedeny v sekci 3.2.4., pifimy primer bylo potieba nejprve fosforylovat. Diky
fosforylaci zistal fosfatovy zbytek na 5° konci syntetizovaného fetézce a pfi ligact umoznil
spojeni inzertu s vektorem.Pro ziskani dostate¢ného mnozstvi inzertl k dalsi praci byl cely
postup PCR proveden 2x. Jako kontrola spravného provedeni byla vyuzita agarosova
elektroforéza. Elektroforéza potvrdila oéekavany vysledek, tedy prouzky lehce pod 400
part bazi, ocekavana piesna velikost inzerti po PCR je 381 part bazi (obr. €. 3a, 3b, str.

25).
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1027 bp -

540 bp - 724 bp -
409 bp - 540 bp -
409 bp -

166 bp -

166 bp -

Obr. &. 3a, 3b: Kontrola spravného provedeni PCR agarosovou elektroforézou. H - vzorek inzertu po PCR,

S - standard

Pro spravnou orientaci pfi ligaci byl jeden konec ziskaného inzertu upraven pomoci
restrikéni endonukleasy Hind III, jejiZz St€pné misto bylo soucdsti pouzitého reverzniho
primeru.

Jako expresni vektor byl zvolen plazmid pRSET B, s vloZenou sekvenci kdédujici protein
CDG69, ktery obsahuje selekéni marker zodpovédny za rezistenci vuci antibiotiku
ampicilinu. Plazmid byl linearizovdn a jeho konce upraveny pomoci restrikénich enzymu a
Klenowova fragmentu tak, aby byly komplementdrni k pfipravenému inzertu a mohla
probéhnout aspé€$nd ligace. Linearizovany plazmid i pfipraveny inzert byly pfeciStény
preparativni elektroforézou, extrahoviny z gelu a poté ndsledovala vlastni ligace. Cely

proces je schématicky zndzornén na obr. €. 4.
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CD69

Hind 11l 5 3

pRSET B

hNKR-P1
S T4 DNA
ligaza
—
fosforylace fw primeru PRSET B

pRSET B

Obr. ¢&. 4: Schématické zndzornéni procesu Gprav a nasledné ligace plazmidu pRSET B a inzertu hNKR-P1

Takto piipravenym expresnim vektorem byly transformovany kompetentni bakterie E. coli
XL 1 — BLUE nesouci rezistenci vii¢i antibiotiku tetracyklinu. Transformace bakterii byla
provedena metodou tepelného Soku. Transformované buiky byly vysety na agarové misky
s antibiotiky. Buiiky rostly po dobu 15 h, ktera se ukdzala byt az ptili§ dlouhou. Na misce
narostlo asi 200 kolonii, z nichz vét$ina jiz kolem sebe mé¢la patrné sekundarni kolonie.
Sterilnim paratkem bylo vybranych 10 ojedinéle rostoucich primarnich kolonii pieneseno
do 2 ml LB média s antibiotiky a dale rozpéstovano do viditelného zakalu. Z narostlych
bunék byl odebran vzdy Iml, ve kterém byly bunky centrifugaci oddéleny od média.
Z bunék byla s vyuzitim rychlé izolace zptistupnéna plazmidova DNA, kterd byla dale
Stépena restrikénimi enzymy Nde 1 a Hind I[II, kdy u spravné transformovanych bunék
mélo dojit k vyStépeni vneseného inzertu z plazmidu. K 10 pl supernatantu obsahujiciho
plazmidovou DNA byl pfidan | ul NEB 2 pufru, 0,2 pl enzymu Hind IIl a 0,2 pl enzymu
Nde I. Inkubace 3 h pti 37 °C. Poté ptidany 3 ul STOP pufru. Nastépena DNA byla
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analyzovéana agarosovou elektroforézou (obr. ¢. 5). Podle vysledki elektroforézy byly

vybrany kultury se spravné transformovanym plazmidem.

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 S

Obr. ¢. 5: Elektroforeticky gel §tépeni plazmidové DNA bunéénych kultur transformovanych pfipravenym
expresnim vektorem (pRSET B + hM2NKR-P1) restrikénimi enzymy Nde 1 + Hind LI1I. Oznaceni drahy je

shodné s oznacenim buné¢né kultury, S - standard.

Prouzky ocekavané velikosti pod 400 bp (ptesna velikost o¢ekdvaného fragmentu 369 bp),
které odpovidaji velikosti vneseného inzertu jsou patrné u bunéénych kultur H4 — HS.
K dal§i praci byly vybrany kultury H6 a HS, jejichz vysledek byl vyhodnocen jako
nejlepsi.

Z vybranych kolonii byla dale izolovana plazmidova DNA pomoci minipreparace. Se

ziskanymi roztoky plazmidové DNA bylo opét provedeno kontrolni restrikéni §tépeni

_27-



enzymy Nde [ a Hind III. Vysledek elektroforézy potvrdil Gspésnou transformaci u kultury
oznacené H8. U kultury H6 se pfitomnost inzertu jiz neprokazala, proto byla tato kultura

z dalsi prace vyloucena.

Obr. . 6: Elektroforeticky gel $tépeni plazmidové DNA bunéénych kultur H6 a H8 restrikénimi enzymy
Nde I + Hind 111, S - standard

Podle znamé nukleotidové sekvence plazmidu pRSET B a vnesené¢ho inzertu byly
vyhledany enzymy, jejichz §t€pné misto bylo v celém expresnim vektoru obsazeno pouze
jednou a zaroven bylo pfitomno uvnitf, nebo dostate¢né blizko, vneseného inzertu.
Schématické znazornéni nalezenych restrik¢nich enzymt a umisténi jejich restrikénich

mist je zndzornéno na obr. €. 7 (str. 29).
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PRSET B hNKR-P1

o1

Afl Il Xba |l Nde IBst Xl Pvull Hind Il

Obr. €. 7: Schéma vhodnych restrikénich endonukledaz §tépicich pRSET B s inzertem hM2NKR-P1

Z moznosti naznacenych na obr. ¢. 7 byly pro kontrolni restrikéni St€peni vybrany dvojice
enzymil: Bst XI + Hind III, poskytujici fragment DNA o velikosti 355 bp a Xbal + Hind
[11, poskytujici fragment DNA o velikosti 396 bp. Vzdy k 10 ul vzorku byl ptidan 1 pl
NEB 2 pufru a 0,2 pl kazdého z enzymi. K restrikéni smési obsahujici enzym Xba I bylo
pro spravnou funkci enzymu piidano 0,2 ul BSA. Inkubace 3 h pti 37 °C, smés obsahujici
enzym Bst XI byla po 1h inkubace pt1 37 °C umisténa na vodni lazen o T = 55 °C. Poté
byly k obéma vzorkiim piidany 3 pl STOP pufru. Vysledky Stépeni byly detekovany

agarosovou elektroforézou (obr. ¢. 8, str. 30).
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1027 bp -
724 bp -
540 bp -
409 bp -

166 bp -

Obr. ¢. 8: Elektroforeticky gel $t€peni izolované plazmidové DNA z buné¢né kultury H8 Stépené

restrikénimi enzymy Xba I + Hind 111 v draze | a enzymy Bst XI + Hind III v draze 2. S - standard

Pfitomnost prouzku o velikosti pfiblizné¢ 400 bp v draze 1 (presna velikost ocekdvaného
fragmentu 396 bp) a pozice prouzku v draze 2 odpovidajici o nékolik desitek bp mensi
velikosti ve srovnani se vzorkem v draze 1 (pfesnad velikost o¢ekavaného fragmentu 355
bp) potvrdila spravnost izolované plazmidové DNA.

Nasledné byla s bunécnou kulturou H8 uskutecnéna velkoobjemova produkce plazmidu
transformovaného do bunék E. coli XL 1 — BLUE. K transformaci bylo pouzito 10 pl
plazmidu a 40 pl bunék. Narostlé kolonie byly rozpéstovany ve 200 ml tekutého LB média
s antibiotiky. Se ziskanou plazmidovou DNA bylo provedeno restrikéni $tépeni enzymy
Nde I + Hind III a Bst X1 + Hind IlI. K5 pl zdsobniho roztoku plazmidové DNA byly
ptidany 2 pl pufru NEB 2, 2 pl ddH,O a 1 pl kazdého z dvojice vybranych enzymii.

Inkubace smési obsahujici Nde I + Hind III 1 h p#i laboratorni teploté, smés obsahujici Bst



X1 + Hind III byla inkubovdna 30 min pfi 37 °C a dalSich 30 min pii 55 °C . Vysledky

byly detekovdny agarosovou elektroforézou (obr. ¢. 9).

500 bp -
400 bp -
300 bp -

200 bp -
100 bp -

Obr. €. 9: Elektroforeticky gel §tépeni ptipraveného expresniho vektoru enzymy Nde I + Hind I v drize | a

enzymy Bst X1 + Hind IIT v drdze 2, S - standard

Pfitomnost prouzki o velikosti pfiblizné 400 bp v drdze | (pfesnd velikost ocekdvaného
fragmentu 396 bp) a méné€ nez 400 bp v drdze 2 (presna velikost o¢ekdvaného fragmentu
369 bp) potvrdila spravnost ptipraveného plazmidu.

Koncentrace a ¢istota plazmidové DNA byly stanoveny spektrofotometricky pii vlinove
délce 260 a 280 nm. Ziskana data jsou uvedena v tabulce ¢. 6 (str. 32). Pomeér A>w/Asg

charakterizuje ¢istotu plazmidové DNA, hodnota 1,73 odpovida témér Cisté DNA.



Tab. ¢. 6: Naméfené hodnoty absorbance roztoku plazmidu, pomér A,./A. a koncentrace zdsobniho

roztoku plazmidu

Aze0 A 250 Aaze0/Azso ¢ [mg/ml]

0,2503 0,1488 1,73 2.5

Celkovy vytézek c¢inil piiblizné¢ 300 pl roztoku plazmidu o koncentraci 2,5 mg/ml.

Podafilo se ziskat ptiblizné 0,75 mg plazmidové DNA.
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6. Diskuze

Cilem mé bakalarské prace bylo ptipravit expresni vektor pro protein hNKR-P1 v mnozstvi
dostatecném pro rekombinantni expresi tohoto proteinu a navazujici strukturni a vazebné
studie.

Plazmid pRSET B obsahujici inzert proteinu CD 69 byl vybran jako expresni vektor kviili
nasledujici rekombinantni expresi proteinu hNKR-P1, kde tento plazmid dava dobré
vytézky. V pouzitém expresnim vektoru byla sekvence kodujici protein CD 69 vlozena
pomoci restrikénich endonukleas Hind III a Nde L. Protein CD 69 byl pomoci téchto
restrikénich mist opét vySté€pen a linearizovany pRSET B byl pfipraven k ligaci s novym
inzertem. Oba konce linearizovaného plazmidu by po vystépeni proteinu CD 69
obsahovaly jednovldknové piesahy, coz by mohlo zplsobit $patnou orientaci noveé
vkladaného inzertu béhem ligace. Proto byl konec po $té€peni enzymem Nde [ zarovnan
Klenowovym fragmentem, ten byl nasledné tepelné inhibovdn a az poté byl
z linearizovaného plazmidu zcela odstranén protein CD 69 vysStépenim enzymem Hind III.
Linearizovany plazmid tak obsahoval jeden konec tupy a jeden s jednovliknovym
presahem, ¢imz byla zajiSténa spravna orientace inzertu béhem ligace.

Inzert byl ptipraven metodou PCR z plivodniho expresniho vektoru kodujiciho delSi
sekvenci extraceluldrni domény proteinu hNKR-Pl. Pfimy primer bylo nutné pied
vlastnim provedenim PCR fosforylovat. Diky tomu na 5° koncich ziskaného inzertu zistal
navazan fosfat, ktery ndasledné umoznil ligaci s linearizovanym plazmidem. Bez
pritomnosti fosfatové skupiny by ligace pravdépodobné vibec neprobéhla, nebo jen
s velmi malym vytézkem.

Pro pfipravu plazmidu byly pouzity kompetentni buniky £. col/i XL-1 BLUE. Bunky tohoto
kmene patfi k Siroce pouzivanym pro klonovani a amplifikaci rekombinantni DNA a byly s
uspéchem pouzity jiZ pti ptipravé piedchoziho konstruktu proteinu hNKR-P1. Kolonie se
spravné transformovanym plazmidem byly identifikovany restrikénim S$tépenim jejich
plazmidové DNA, ziskané pomoci rychlé izolace. Pfi vyuziti této metody se jedné spiSe o
rozbiti bun€k a zptistupnéni jejich obsahu, nez o skute¢nou izolaci plazmidové DNA.
Ziskana DNA je zna¢né€ znec¢i$téna zbylym obsahem bunék. Nicméné tato metoda je velice
rychla a dostupna, umozZnuje rychlé orienta¢ni prozkoumdni vétSiho mnozstvi vzorku.

Vysledky na gelu (viz. obr. €. 4, str. 27) nebyly dobfe pozorovatelné patrné proto, ze
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aktivita enzymu Nde [ neni v pfitomnosti sacharézy, ktera je soucasti EP pufru
vyuzivaného pfi této metod¢, prilis vysoka a ziskané vysledky tak nejsou prilis spolehlivé.
Proto byla nésledné z vybranych kolonii izolovana plazmidovda DNA s vyuzitim
minipreparace. Pf1 tomto postupu je plazmidova DNA ziskana v relativné kratkém case, ale
na rozdil od rychlé izolace se zde jiz opravdu jedna o izolaci, takze ziskana DNA je téméf
¢ista a vysledky mnohem piesné)si. Z vybrané a restrikénim Stépenim ovéfené kolonie HS
bylo pomoci velkoobjemové produkce pifipraveno zasobni mnozstvi plazmidu. Ziskané
mnozstvi 0,75 mg plazmidové DNA lze povazovat za velmi dobry vysledek. Dle
predbézného planu mél predpokladany vytézek ¢init priblizné 0,5 mg . Vétsiho vytézku
bylo pravdépodobné dosazeno diky narGstu velkého mnozstvi transformovanych bunék
béhem inkubace v tekutém LB médiu. Mnozstvi plazmidu je dostatecné pro provedeni

mnoha expresnich experiment(i za i¢elem pripravy proteinu a jeho dalSich studii.
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7. Zavé

. L.avVer

® Byl pfipraven expresni vektor kodujici ¢ast extracelularni domény proteinu hNKR-P1
v rozmezi aminokyselin Asn g3 — Thr 75

= Spravnost pfipraveného expresniho vektoru byla ovéfena restrikénim St€penim

®  Bylo ptipraveno 300 pl roztoku plazmidu o ¢ = 2.5 mg/ml
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Svoluji k zapujceni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla radné

vedena evidence vypujcovateli.

Tab.1 Seznam vypljcovateld

Jméno, adresa Cislo OP Datum vyptjceni Poznamka
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