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Seznam pouzitych zkratek

ADCC
bp
BSA
CD
CRD
CTLD
DNA
dNTP
DTT
EDTA
Fc
FcyRIII
GalNAc
GlcNAc
H-2
HLA
IFN

IL

Ig
ITAM
ITIM
KIR
LAK
LB
LCR
ManNAc¢
MHC
NK
NKC
NKD
NK-T

bunécna cytotoxicita zavisla na protilatce
pocet part bazi, jednotka délky fetézce DNA
hovézi sérovy albumin

oznaceni povrchovych molekul leukocytit
lektinova doména rozpoznavajici sacharid
doména podobna lektinim C-typu
deoxyribonukleova kyselina

smés deoxynukleotidtrifosfati

dithiothreitol

kyselina ethylendiamintetraoctova

fragment imunoglobulinu po $tépeni papainem
receptor III pro Fc ¢ast IgG
N-acetyl-D-galaktosamin
N-acetyl-D-glukosamin

hlavni histokompabitilni mysi komplex

hlavni histokompatibilni lidsky komplex
interferon

interleukin

imunoglobulin

imunitni aktivaéni receptorovy motiv tyrosinového typu
imunitni inhibi¢ni receptorovy motiv tyrosinového typu
zabijecsky receptor imunoglobulinového typu
lymfokinem aktivované bunky

nazev média dle Luria-Bertaniho

komplex genti leukocytarnich receptort
N-acetyl-D-manosamin

hlavni histokompatibilni komplex

pfirozené zabijecské buriky

komplex geni NK bunécnych receptort

NK bunééna doména

ptirozen¢ zabije¢ské T buriky



PCR
rpm
SDS
TCR
TNF

Tris

polymerédzova fetézova reakce
pocet otacek za minutu
dodecylsulfatsodny

antigenni receptor T lymfocytt
faktor nekrotizujici nadory

tris(hydroxymethyl)aminomethan
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1. Literarni uvod

1.1. Imunitni systém

Imunitni systém udrZuje integritu organismu, rozeznava Skodlivé latky od
neskodnych, a tim chrani organismus od $kodlivin vnitiniho i vnéjsiho pivodu.

Imunitni systém pracuje na zakladé dvou mechanismu, prvnim z nich je neadaptivni
mechanismus. Neadaptivni, téZ nespecificky, mechanismus je evolu¢né star$i a je
zajiStovan bunéénymi i humoralnimi slozkami. Mezi bunééné slozky patii fagocytujici a
NK buiikky. Humoralnimi slozkami jsou interferony, komplementovy systém, lektiny a jiné
sérové proteiny. Tyto molekuly a buiiky jsou v organismu pfipravené pfedem a reaguji na
spole¢né strukturni nebo funkéni rysy Skodlivin velmi rychle, fadové v minutach. Nemaji
tzv. imunologickou pamét’.

Zatimco neadaptivni mechanismus je zndm u vSech mnohobunéénych organismi,
druhy, adaptivni, mechanismus je pfitomny aZz u obratlovcd. Specifické molekuly
adaptivniho mechanismu (protilatky, antigenné specifické receptory T-lymfocyti) reaguji
na cizorodé latky aZ po setkani sdanym antigenem, maji tzv. imunologickou pamét.
Rozvoj imunitni reakce nastava za nékolik dnt az tydna.

Pro obratlovce jsou oba uvedené mechanismy nezbytné a vzajemng spolupracuji '

1.2. NK buiiky

V 70. letech minulého stoleti byla objevena nova subpopulace lymfocytli ozna¢ena
jako NK burky (z angl. natural killer). NK bunky byly prvotné charakterizovany jako
lymfocyty, které maji schopnost zabijet nadorové buiiky bez predchozi stimulace %, NK
buriky se diferencuji spolecné sB a T buiikami z lymfoidni linie z pluripotentnich
kmenovych bungk nachazejicich se v kostni dieni '. Od ostatnich lymfocytd se odlisuji
absenci receptor( pro antigen, které byly nalezeny na B a T burikach °.

Ackoliv NK bunécna aktivita byla ptivodné popsana u mysi a ¢lovéka, byly tyto
buriky izolovany z mnoha obratlovci, véetné opic, potkant, kiecki, kocek, psi, ptaki a
ryb. NK burnky se nachazeji ve sleziné, kostni dfeni, jatrech, plicich, sttevech a rovnéz

. , .2
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Mechanismus rozeznavani abnormalnich bun¢k vysvétluje ,,missing self” hypotéza, podle
které NK buiky rozeznavaji buriky, které maji na svém povrchu abnormalné malé
mnozstvi MHC molekul [. tfidy (z angl. major histocompability complex). Lidské MHC
molekuly se nazyvaji HLA (z angl. human leukocyte antigen), homologické mysi
molekuly H-2. Nadorové a i n€které viry infikované buiiky se brani napadeni T burikami
tim, Ze snizuji povrchovou expresi MHC glykoproteini 1. tfidy L

Po setkani NK buriky s nékterou jinou burikou miiZze dojit k aktivaci nebo inhibici
NK bunééné ¢innosti, podle toho zda prevazi stimulacni nebo inhibi¢ni signaly. Pokud ma
buiika na svém povrchu normalni mnozstvi MHC molekul 1. tfidy, dochazi k prevaze
negativnich signalii a NK burika neni aktivovana. Ma-li buiika abnormalné¢ malo MHC
glykoproteint 1. tfidy, pak je cilova burika NK buiikou cytotoxicky zabita. NK buriky
pouzivaji tfi druhy cytotoxickych mechanismd. Cytoplazma NK bunék obsahuje
cytotoxické granule, ve kterych se nachazi protein perforin a proteasy zvané granzymy.
Poté co je rozpoznana abnormalni burika, dochazi k migraci cytotoxickych granuli k
plazmatické membran¢ v misté kontaktu bunék, tyto granule fuzuji s membranou a jejich
obsah je uvolnén do uzké Stérbiny mezi burikami. Perforin vytvaii pory, kterymi se do
buriky dostanou granzymy. Ty §tépi v cytoplazmé prekurzory proteas ze skupiny tzv.
kaspas, dochazi k jejich aktivaci. Kaspasy spusti sled reakci, ktery konc¢i apoptotickou
smrti buiiky . Druhym cytotoxickym mechanismem je Fas-Fas ligand cesta. Na povrchu
NK bunék se nachazi protein zvany Fas-ligand. Fas-ligand patii do rodiny TNF (z angl.
tumor necrosis factor), vaze se na apoptoticky receptor Fas, ktery je pfitomny na povrchu
mnoha riznych bunék. Signaly se pfenaseji ptes receptor Fas do bunky, kaskadou reakci
dochazi k apoptotické smrti buiiky '*. Tretim cytotoxickym mechanismem je cytotoxicka
reakce zavisla na protilatkaich (ADCC, z angl. antibody-dependent cellular cytotoxicity).
ADCC je zprostfedkovana specifickym receptorem NK bunék, zndmym jako FcyRIII
(CD 16), prostrednictvim tohoto receptoru se NK burika vaze na konstantni ¢ast protilatek
tiidy IgG .

NK buriky maji i regulacni funkce, které jsou zprosttedkovany produkei cytokind.
Cytokiny ovliviuji proliferaci a cytotoxickou aktivitu NK bunék. Mezi nejvice studované
patii interferony (IFN) a IL-2. Interferony a, p a y mohou zvySovat cytotoxickou aktivitu
NK bunék, pti¢emz interferony a a B stimuluji aktivitu NK bun¢k ve vétsi mife nez IFN-y.

Interferony nezpuisobuji proliferaci NK bunék, ve skute¢nosti se zda, Ze inhibuji NK



bunécnou proliferaci, kterd je vyvoland IL-2. Na druhé strané IFN a IL-2 synergicky
zvysuji cytotoxicitu NK bunek .

Cetné studie ukazuji, ze NK buiiky nemaji tlohu jen v protinadorovém imunitnim dohledu,
ale Ze hraji roli v obrané proti nékterym virim, kterymi mohou byt infikovany sav¢i buiiky
(v€etné herpesvirli, viru kravskych nestovic, spalnicek, pfiusnic, chfipky). NK buriky
mohou likvidovat i jiné patogeny — gram pozitivni i gram negativni bakterie, pfikladem
jsou Cryptococcus neoformans, Toxoplasma gondii a Trypanosoma cruzi. NK buiky se
rovn&Z podileji na regulaci hematopoézy *.

Mezi prvni pokusy vyuziti NK bunék v klinické terapii se fadi podavani LAK
bun€ék (lymfokiny aktivované zabije¢ské buriky) pacientim, které méli diagnostikované
solidni nddory v pokrocilém stadiu 2,

Zvlastni typ bunék predstavuji NK-T lymfocyty. Tyto buiiky maji receptor TCR
(z angl. T-cell receptor) typu af, ktery je charakteristicky pro povrch T lymfocytl, ale

. v ‘ v, o roe . . v 1
zaroven na svém povrchu nesou celou fadu receptord, které jsou typické pro NK buriky .

1.3. Receptory NK bunék

NK burky maji dva typy povrchovych receptor, a to receptory aktivacni a
inhibi¢ni. Pusobeni NK bun¢k je zprostiedkované zapojenim inhibi¢nich a aktivaénich
signalli vysilanych povrchovymi receptory po interakci s ligandem. Inhibi¢ni receptory
rozeznavaji zdravé buniky od bunék abnormalnich pomoci mapovani povrchové exprese
MHC glykoproteini I. tiidy '*. Mezi receptory rozpoznavajici MHC molekuly I. tfidy patii
tfi odli§né receptorové rodiny: KIR, Ly-49 a CD94/NKG2 °.

Inhibi¢ni receptory obsahuji imunoreceptorovy tyrosin vazajici inhibi¢ni motiv
ITIM (z angl. immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif). Tento motiv
(V/IxYxxL/V) se vyskytuje v cytoplazmatické doméné téchto receptori. Na ITIM sekvenci
se vaze protein tyrosin fosfatasa 1 (SHP1) a dalsi fosfatasy jako SHP2 a SHIP1 (inositol
polyfosfat 5 fosfatasa), a tak je inhibovana signalizacni kaskada °.

Aktivacéni receptory obsahuji v transmembranové ¢asti nabité aminokyseliny, které
interaguji s transmembranovymi proteiny, které obsahuji imunoreceptorovy tyrosin
vazajici aktivacni motiv ITAM (z angl. immunoreceptor tyrosine-based activation motif).

Jedna se o sekvenci aminokyselin D/ExxYxxL/lI oddélenou 6-8 aminokyselinami od
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sekvence YxxL/I. Transmembranovymi molekulami jsou DAP12, FceRly a CD3(. K aktivaci
NK bunék dochazi kaskadou fosforylagnich reakei °.

Aktiva¢ni i inhibi¢ni receptory jsou kodovany geny, které jsou lokalizovany ve dvou
odlisnych regionech: NK genovy komplex (NKC, z angl. natural killer complex), ktery se
nachazi u mysi na 6., u lidi na 12. a u potkanti na 4. chromozomu, kéduje lektinové receptory
C-typu; receptory imunoglobulinové rodiny jsou kodovany LCR komplexem (z angl.

leucocyte-receptor complex) 358,

1.3.1. Receptory imunoglobulinové rodiny

Do této rodiny receptorti patii napfiklad membranové receptory NK bunék FcyRIII a
CD2, ale ptedevsim se sem tadi receptory KIR. Receptory KIR (z angl. killer Ig-like receptor)
jsou charakterizovany pocétem imunoglobulinovych domén, KIR2D obsahuji dvé domény
imunoglobulinového typu, zatimco KIR3D maji tyto domény tfi. Receptory KIR jsou déle
charakterizovany  délkou cytoplazmatické = domény. Receptory KIR s dlouhou
cytoplazmatickou doménou (KIR2DL nebo KIR3DL) obsahuji ITIM motiv a jsou
zodpovédné za inhibi¢ni funkci téchto molekul, receptory s kratkou cytoplazmatickou
doménou (KIR2DS nebo KIR3DS) tento motiv nemaji a vysilaji aktivacni signaly skrze
asociaci adaptorové signalni molekuly DAP12 a nabitého transmembranového useku. Nékteré
receptory KIR maji specifické ligandy, kterymi jsou klasické molekuly HLA. U ¢lovéka jsou
tyto receptory kodovany LCR komplexem, ktery se nachazi na 19. chromosomu. Byly
nalezeny homology téchto receptort u primati, av§ak mysi nebo potkani homology, které by

rozeznavaly H-2, zatim nebyly identifikovany e

1.3.2. Receptory C-lektinového typu

Lektinové receptory C-typu jsou transmembranové proteiny II. typu, tyto proteiny
maji C-konec extracelularni a N-konec je lokalizovan v cytoplazmé. Jsou klasifikovany jako
V. skupina C-lektinové rodiny. Lektiny jsou proteiny, které maji schopnost vazat sacharidy
beze zmény jejich struktury, C-lektiny byly nazvané dle skute¢nosti, Ze jejich vazebna aktivita
zavisi na piitomnosti Ca*" jonti '/,

Lektinové receptory C-typu jsou disulfidicky vazané dimery, které v extracelularni

¢asti maji zpravidla Sest cysteinovych zbytki tvoticich disulfidové mustky. Jejich struktura
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kromé C-terminalni domény dale obsahuje kréek variabilni délky, transmembranovou ¢ast
a doménu intracelularni. C-termindlni doména téchto receptorii se nazyva NK bunécna
doména (NKD, z angl. natural killer domain), tato doména tvoti podskupinu CTLD domén
(z angl. C-type lectin-like domain). Druhou podskupinu CTLD domén reprezentuje CRD
doména, tzv. sacharid rozpoznavajici doména (z angl. carbohydrate-recognition domain),
ktera je doménou klasickych lektinli C-typu. CTLD i1 NKD domény jsou evolu¢né
uzpusobeny tak, aby vyhovovaly velkému mnozZstvi strukturné odli$nych potencialnich
ligandd. Ligandy pro CRD domény jsou pouze sacharidy a vapnik *’.

Do skupiny C-lektinového typu patii rodina receptori NKR-P1, Ly-49 a NKG2.
V odstavci 1.3.3. bude popsana rodina receptorit NKR-P1. Rodina receptord Ly-49 byla
nejlépe charakterizovana u mysi, kde ji koduje 16 genti a pseudogeni (Ly-49A — Ly-49Q).
Vétsina ¢lent této rodiny ma inhibiéni funkci, ale receptory Ly-49D a H funguji jako
receptory aktivacni. Tyto receptory byly nalezeny také u potkanid. U ¢lovéka byl nalezen
jeden gen znamy jako Ly-49L, ktery je sice pfepisovan, ale zda se, Ze koduje nefunkéni
molekulu. I rodina receptort NKG2 je sloZena z aktivac¢nich i inhibi¢nich receptorti. Aby
doslo k jejich expresi na bunééném povrchu a mohla byt plnéna jejich funkce, musi tyto
receptory dimerizovat s molekulou CD94 3

Mezi dalsi receptory kdédované NK genovym komplexem patii lidské receptory
LLT1 (z angl. lectin-like transcript), AICL (z angl. activation-induced C-type lectin), mysi
CLR (z angl. C-lectin related protein). Tyto molekuly tvofi dalsi rodinu receptorti, ktera je
strukturné podobna molekule CD69. Tento receptor patfi mezi prvni molekuly

exprimované béhem aktivace NK buiiky 3

1.3.3. Rodina receptorit NKR-P1

Receptory NKR-P1 patii do skupiny lektinG C-typu, jsou exprimovany jako
disulfidicky vazané homodimery na povrchu vétsiny NK bunék a podskupiny T bungk °.

Tyto receptory byly identifikovany u my$i, potkani a ¢lovéka. Na mysich NK
bunikach se vyskytuje pét receptorti z rodiny NKR-P1. Receptory NKR-P1A, C, F patti
mezi aktivacni receptory, obsahuji nabity transmembranovy usek, ktery je dilezity pro
asociaci s adaptorovymi molekulami. Inhibi¢ni receptory NKR-PIB a NKR-PID ve své
cytoplazmatické doméné obsahuji motiv ITIM . U potkand byly identifikovany tfi

proteiny patfici do této rodiny, NKRP1-A a dva receptory s odlisnymi sekvencemi, které
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jsou v GenBank uvedeny pod oznacenim NKR-PIB, respektive U56936 a X97477.
U56936 narozdil od X97477 obsahuje ITIM motiv. Sekvence X97477 byla oznacena jako
NKR-P1D *°. Doposud byl nalezen pouze jeden lidsky homolog oznateny jako NKR-P1A.
U v8ech hlodavcich receptori NKR-P1 se nachazi CxCP motiv, ktery byl také nalezen
v cytoplazmatické doméné¢ CD4 a CD8 receptori, kde interaguje s protein tyrosin kinasou
rodiny Src — p56'®*. Lidsky receptor NKR-P1A tento motiv neobsahuje 6. Nedavno byly
nalezeny fyziologické ligandy pro mysi receptory NKR-P1F a NKR-P1D, které
rozeznavaji CLR-G, respektive CLR-B '°. Byl identifikovan rovn&z ligand pro lidsky
receptor NKR-P1A, kterym je LLT1 "'. Fyziologické ligandy pro ostatni receptory rodiny
NKR-P1 dosud nebyly nalezeny °.

1.4. rINKR-P1A

Receptor rNKR-P1A se vyskytuje na povrchu potkanich NK bunék, kde je
prezentovan jako disulfidicky vazany homodimer o velikosti 60 kDa '2. Funk&nimi
studiemi bylo dokazano, Ze receptor INKR-P1A patii mezi aktivaéni receptory NK
bunk . Jako zastupce rodiny receptorii C-lektinového typu vykazuje i jejich strukturu,
ktera byla popsana vyse (odstavec 1.3.2.). Lektinova doména tohoto receptoru obsahuje
dvé disulfidové vazby mezi Cys;2; — Cyszio a Cysigo — Cysapz, které koresponduji s
CRD doménou klasickych C-lektindi '*. Nékteré CRD domény nazyvané pak jako ,.dlouhé«
obsahuji dalsi dva disulfidicky vazané cysteinové zbytky blize N-termindlni ¢asti . Tieti
disulfidova vazba mezi Cysgs — Cysjos lektinovou doménu tohoto receptoru fadi mezi
. dlouhou* doménu 16

Studie tohoto receptoru se zabyvaji jeho molekularni stavbou a vazebnymt
vlastnostmi, jsou vyhledavany sacharidové ligandy pro tento receptor a zkoumana je také
vazba vapniku .

Pocatecni biochemické studie tykajici se vazby vapniku ukazuji, Ze vapnik je
nezbytny pro spravné sbaleni proteinu in vitro . Jiné studie vykonané pracovni skupinou
v Harrow navrhuji, Ze lektinova doména tohoto receptoru nebude véazat Ca*, ackoliv
rNKR-P1A patii mezi lektiny C-typu '°.

Identifikace ligandi receptoru rNKR-P1A je nezbytnd pro pochopeni toho, jak
tento protein participuje na aktivaci NK bunécné ¢innosti. Doposud byla objevena cela

fada sacharidovych ligandi, jedna se o acetylované hexosaminy — N-acetyl-D-manosamin,
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N-acetyl-D-galaktosamin a N-acetyl-D-glukosamin. Jako silné neutralni sacharidové
ligandy byly identifikovany disacharid GalNAcpl—4ManNAc a trisacharid
GalNAcB1—4GIcNAcf1—4ManNAc. Mimo tyto sacharidové struktury byly objeveny
vysoce afinitni ligandy obsahujici oligosacharidové motivy napi. glykosaminglykant.
Preinkubace néadorovych bun€k s liposomy nesouci sacharidové ligandy pro receptor
INKR-P1A muze vyrazné zvysit zabijeni téchto bunék. Tyto pfirozené ligandy maji vsak
fadu nevyhod, piikladem je omezena dostupnost, nizka stabilita a vysoka cena. Vyzkum
byl zaméfen na slouceniny kombinujici sacharidovou strukturu se syntetickou kostrou —
sacharidové mimikry. Sacharidové mimikry slouzi k prezentaci ligandu tomuto receptoru.

Fyziologicky ligand ziistava vak stale neznamy .
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2. Cil prace
Cilem bakalarské prace bylo:
= pripravit expresni vektor pro protein INKR-P1A
s ovéfit spravnost pripraveného plasmidu restrikénim St€penim

» pfipravit zasobniho mnozstvi plasmidu
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3. Material

3.1. Pristroje a pomucky

* Analytické vahy

* Automatické pipety

* Centrifuga Allegra X-22R

e 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

* Luminescentni analyzator LAS-1000 CH
* Magnetickd 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

e Termocykler

* Termostat BT 120M

* Ttepacka

e UV lampa UVGL-58

* Vortexovy mixér

* Zdroj deionizované vody Milli Q

» Zdroj napéti BM 551
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AND, USA
Gilson, USA
Beckman Coulter, USA

Mechanika Precyzyjna, Polsko

Shelton scientific, USA
Hermle, Némecko
Edison, USA

Zannusi, ltalie
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.pFistroje Praha, CR
VELP Scientifica, 1talie
Science Company, USA
VELP Scientifica, Italie
Millipore, USA

Tesla, CR



3.2. Chemikalie

* Agar

* Agarosa

* Ampicilin

* Bromfenolova modf
« BSA

o dANTP

* EDTA

* Ethanol

* Ethidiumbromid

* Fenol

* Glukosa

* Glycerol

* Chlorid sodny

* Chloroform

* [soamylalkohol

*» [sopropylalkohol

e Kvasni¢ny extrakt
* Kyselina octova

* Octan sodny

* Polyethylenglykol M, = 8000
» Sacharosa

* Siran hofe¢naty
 Standard pro agarosovou elektroforézu
* Tetracyklin

e Tris

* Trypton

3.2.1. Enzymy

e Bst XI (10000 U/ml)
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Oxoid, Anglie

Jersey Lab Supply, USA
Biotika, SR

Sigma, USA

New England Biolabs, USA
Fermentas, Kanada
Fluka, Svycarsko
Lachema, CR

Jersey Lab Supply, USA
Reactiva, Rumunsko
Lachema, CR

Sigma, USA

Lachema, CR

Lachema, CR

Lachema, CR

Lachema, CR

Imuna Pharm, CR
Lachema, CR

Lachema, CR

Fluka, Svycarsko
Lachema, CR

Lachema, CR

New England Biolabs, USA
Lab scientific, USA
Serva, USA

Oxoid, Anglie

New England Biolabs, USA



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

* Deep Vent DNA polymerasa (2000 U/ml) New England Biolabs, USA
e Hind III (20000 U/ml) New England Biolabs, USA
* Klenowuv fragment Fermentas, Kanada

* Lysozym Fluka, Svycarsko

e 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
e Xbal (20000 U/ml) New England Biolabs, USA

3.2.2. Bakterialni kmeny

e E coli: XL 1-BLUE STRAIN E. coli recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl

lac [F'proAB lacPZAM15 Tnl0 (Tet')] Stratagene, USA
3.2.3. Vektory
pRSET B (1 pg/ul) Invitrogen, USA

3.2.4. Primery pro PCR

* Reverzni primer pPRSET BRE*62B2 Invitrogen, USA
5"TAG TTATTG CTC AGC GGT GGC AGC 37
* Pfimy primer RNKRP1 FW M2 Generi Biotech, CR

5" TGG CTA AGT TAA AGT GCC CAA AAG AC 3’

3.2.5. Roztoky a média

* LB agar: 1.5 % agar v LB médiu
- pouzité koncentrace antibiotik:

ampicilin 150 pg/ml ( zasobni koncentrace 150 mg/ml)
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tetracyklin 12,5 pg/ml ( zasobni koncentrace 5 mg/ml)
e LB médium: 1 % trypton, 0,5 % kvasni¢ny extrakt, 1 % NaCl, pH = 7,4
- pouzité koncentrace antibiotik:
ampicilin 150 pg/ml ( zasobni koncentrace 150 mg/ml)
tetracyklin 12,5 pg/ml ( zasobni koncentrace 5 mg/ml)
 Pufr pro T4 DNA ligasu - 1 x koncentrovany: 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 10 mM
DTT, 1 mM ATP, 25 pg/ml BSA, pH = 7.5 (Fermentas, Kanada)
e EP pufr: 10 mM Tris (pH = 8,0), 1 mM EDTA, 15 % sacharosa, 2 mg/ml lysozym, 0,2
mg/ml RNAasa, 0,1 mg/ml BSA
e NEB2 pufr: 10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 50 mM NaCl, 1 mM DTT, pH = 7.9
(New England Biolabs, USA)
e NEB3 pufr: 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, pH = 7,9
(New England Biolabs, USA)
* PCR pufr - Thermo pol, 1 x koncentrovany: 10 mM KCI, 10 mM (NH4);SO4, 20 mM
Tris-HCI, 2 mM MgSQq, 0,1 % Triton X-100, pH = 8,8 (New England Biolabs, USA)
* Roztok L1: NaClOy, octan sodny, TBE (Genomed, Némecko)
* Roztok L2: ethanol, NaCl, EDTA, Tris-HCI (Genomed, Némecko)
* Roztok G1: 50 mM Tris-HCI (pH = 8,0), 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: ethanol, NaCl, EDTA, Tris-HCl (Genomed, Némecko)
* Gel pro agarosovou elektroforézu: 1 % agarosa v TAE pufru, 2 pl ethidiumbromid,
resp. 1,1 % agarosa v TAE pufru, 4 pl ethidiumbromid pro preparativni elektroforézu
* Pufr pro agarosovou elektroforézu - TAE pufr, 1 x koncentrovany: 40 mM Tris, 20
mM CH;COOH, 1 mM EDTA
* STOP pufr: 50 % glycerol, bromfenolova modf, ethanol, 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 octan sodny, 10 % CH3;COOH
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4. Metody '8

4.1. Fosforylace primeru

Pro fosforylaci ptimého primeru RNKRP1 FW M2 byla pouzita
T4 polynukleotidkinasa. Smés 42 pl ddH,0, 2 pl 0,1 mM primeru RNKRP1 FW M2 , 5 pl
pufru pro T4 DNA ligasu (10 x koncentrovany) a 1 pl T4 polynukleotidkinasy byla

inkubovana 30 min pii 37°C.
4.2. PCR

Byla pfipravena reakéni smés pro PCR, ktera obsahovala 29,5 pl ddH,O, 1,5 pl
100 mM MgSQO,, 5 ul PCR pufru (10 x koncentrovany), 1,5 ul 10 mM dNTP, 6 pl 4 uM
fosforylovaného primeru RNKRP1 FW M2, 5 ul 5 pM reverzniho primeru pRSET
BRE*62B2, 1 ul templatu, 0,5 pl Deep Vent DNA polymerasy.

PCR reakce probéhla v termocykleru. Program PCR reakce byl nastaven
nasledovné:

1) 94°C 2 min

2) 35 cykla: 94°C - 30 s, 52°C -30s, 72°C-60 s

3) 72°C 10 min

Po téchto krocich se teplota snizila na 4°C, aZz do té doby neZz byl produkt
z termocykleru vyjmut.

Vysledny produkt PCR byl detekovan pomoci agarosové elektroforézy. Ke 2 pl
PCR produktu bylo ptidano 8 pl STOP pufru. Tato smés byla nanesena do jamky
agarosového gelu, do druhé jamky bylo vneseno 2 ul standardu. Elektroforéza byla
ponechana probihat 30 min pii 120 V.

Jako standard pro agarosovou elektroforézu byl pouzit plasmid pRSET B
na$tépeny restrikéni endonukleasou Dde I. Tento standard byl ziskdn smichdnim 10 pl
plasmidu pRSET B, 26 ul Tris-HCI pufru o pH = 8, 4 pl NEB3 pufru, 1 pl enzymu Dde 1.
Tato smés byla inkubovana pii 37 °C 4 hod, po ukonc¢eni inkubace bylo ptidano 12 ul
STOP pufru.
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Se zbylym PCR produktem bylo provedeno srazeni. K produktu bylo napipetovano
5 ul 3 M octanu sodného a 125 pl 100 % ethanolu. Smés byla nechana srazet pti -20°C asi
12 hod. Vysrazeny vzorek byl centrifugovan v chlazeném rotoru pti 12000 x g po dobu 20
min.

Tento postup byl proveden dvakrat kvili ziskani dostateéného mnozstvi PCR

produktu.
4.3. Stépeni pomoci restrikéniho enzymu Hind III

Vysledny produkt PCR reakce byl $tépen pomoci restrik¢ni endonukleasy Hind III,
takto nastépeny produkt byl dale pouzit pro ligaci. Restrikéni enzymy byly uchovavany pfi
-20°C, pro zachovani jejich aktivity byly pfi praci umistény do ledu. Ke srazeniné PCR
produktu bylo pfidano 34 pl ddH,O, dale 4 ul NEB2 pufru a 2 pl enzymu Hind I1I. Smés
byla inkubovana 3 hod pii teploté 37°C.

4.4. Priprava linearizovaného plasmidu pRSET B

Pro ligaci bylo potieba ziskat linearizovany plasmid pRSET B, linearizace
probéhla ve tiech krocich.

Prvnim krokem bylo restrikéni $tépeni pomoci enzymu Nde 1. K 1 pl plasmidu
pRSET B bylo pfidano 16 ul ddH,0, 2 pl NEB2 pufru a 1,5 pl enzymu Nde I. Smés byla
inkubovana po dobu 3 hod pfi teploté 37°C.

Druhym krokem bylo zarovnani Nde [ mista Klenowovym fragmentem. Byla
pfipravena smés obsahujici 6 pl ddH,O, 1 pul NEB2 pufru, 3 pl 333 pM dNTP, 1 pl
Klenowova fragmentu a 20 pl linearizovaného plasmidu pRSET B (ziskaného
z piedchoziho kroku). Poté byla provedena inkubace 15 min pti 25°C a nasledné inaktivace
20 min pii 75°C.

Poslednim tietim krokem bylo $tépeni pomoci restrikéniho enzymu Hind II. Smés
obsahujici 9 ul ddH,0, 1 pl NEB2 pufru, 1.5 pl enzymu Hind III a 30 pl linearizovaného
plasmidu pRSET B (z ptedchoziho kroku) byla ponechana inkubovat 3 hod pfi teploté
37°C.
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4.5. Preparativni elektroforéza

Ke 40 pl pfipraveného linearizovaného plasmidu pRSET B bylo ptidano 10 pl
STOP pufru, toto mnozstvi pufru bylo také piidano ke 40 pul nastépeného PCR produktu
(dale insert). Ke kontrole slouzil nenaStépeny plasmid pRSET B, k 1 pl tohoto plasmidu
bylo napipetovano 2 pl STOP pufru a 5 pl ddH,O. Takto ptipravené vzorky byly naneseny
do jamek agarosového gelu. Elektroforéza byla ponechana probihat po dobu 30 min
nejdiive pii 40 V, poté bylo napéti zvySeno na 80 V.

Vysledky byly detekovany pod dlouhovinnou UV lampou, byla vyfiznuta ¢ast gelu

obsahujici linearizovany plasmid a insert.

4.6. Extrakce DNA z gelu pomoci kitu

Extrakce DNA zgelu pomoci kitu byla provedena dle instrukci od vyrobce.
K vyfiznutym vzorkim gelu bylo pfidano 900 pl roztoku L1 a vzorky byly ponechany
inkubovat pti S0°C 15 min. Vzorky byly napipetovany do pfislusnych kolonek vlozenych
v mikrozkumavce a byla provedena centrifugace (12000 x g, 1 min). Nasledné byly
kolonky promyty 500 pul roztoku L2 a opét byla provedena centrifugace (12000 x g, 1 min).
Vzorky DNA byly vymyty 50 ul ddH,O a odstiedény pii 12000 x g 2 min.

4.7. Ligace

K ligaci molekul DNA byla pouzita T4 DNA ligasa. Pro ligaci byl pouzit insert a
linearizovany plasmid ziskany v pfedchozim kroku.

Liga¢ni smés byla pfipravena z 6 pl ddH,O, 2 pl pufru pro T4 DNA ligasu, 2 ul
linearizovaného plasmidu, 10 pl insertu a 1 pl T4 DNA ligasy. Ligace byla ponechana
probihat v chladniéce pii 4 °C po dobu 70 hodin.

4.8. Transformace bakterii

Pro transformaci bakterii bylo vyuzito metody tepelného Soku. Kompetentni buriky

uchovavané pti -80°C byly nechany roztat na ledu. Ke 150 pl téchto bun¢k byla pifidana
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liga¢ni smés. Smés byla inkubovana 30 min na ledu. Poté byla smés ponoifena na 50 s do
vodni lazné o teploté 42°C a ihned ulozena na led. Po 1 min byl pfidan 1 ml sterilniho LB
média a smés byla ponechana inkubovat 1 hod pti 37°C. Po ukonceni inkubace byla smés
odstfedéna pii 1500 x g 2 min, bylo ponechano ptiblizné 100 pl supernatantu,v némz byly
pelety resuspendovany. Poté byly naneseny na Petriho misku obsahujici tuhé LB médium,
ampicilin a tetracyklin. Bakterie byly ponechany inkubovat pti 37°C 17 hod. Misky
s vyrostlymi koloniemi byly uchovavany pii 4°C v chladnicce.

Deset kolonii bylo nao¢kovano do 2 ml LB média s pfisluSnymi antibiotiky a
ponechano tiepat rychlosti 200 rpm pii 37°C ptes noc. Byl odebran 1 ml kultury, odsttedén
pti 12000 x g S min. Pelety byly uchovavany v chladni¢ce pii 4°C. Druhy ml kultury byl
pteveden do 10 ml LB média s pfislusnymi antibiotiky, nasledovalo tfepani ve sterilnich
zkumavkach rychlosti 200 rpm pii 37°C ptes noc. Bakterialni kultury byly ulozZeny

v chladnicce, 4°C.

4.9. Rychla izolace plasmidové DNA, restrikéni Stépeni pomoci enzymu

Hind III, Nde |

Pelety byly resuspendovany pomoci vortexového mixéru ve 30 pl EP pufru (z angl.
easy prep), suspenze byly ponechany 10 min na ledu a 5 min povafeny. Suspenze byly
odsttedény (3 min, 12000 x g). K 10 pl supernatantu bylo pfidano 1 ul NEB2 pufru, 0,2 pl
enzymu Hind III a 0,2 pl enzymu Nde I. Roztoky byly ponechany inkubovat 3 hod pfi
37°C, poté¢ knim bylo pfidano 3 pl STOP pufru. Vzorky byly naneseny na start
agarosového gelu, elektroforéza byla ponechana probihat 30 min pfi 120 V. Byly vybrany

buriky se spravné vnesenym plasmidem.

4.10. I1zolace plasmidové DNA

Vybrané bakterialni kultury (uchovavané v chladni¢ce) byly odstiedény
(12000 x g, 2 min), z pelet byla izolovana DNA pomoci kitu.

K peletam bylo pfidano 250 pl roztoku GI1, pelety byly resuspendovany pomoci
pipety. K suspenzi bylo pfidano 250 pl roztoku G2, smés byla opatrné¢ promichana a

ponechana inkubovat 5 min pii laboratorni teploté. Poté bylo ptidéno 350 pl roztoku G3,
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smés byla opé€t opatrné promichana a odstfedéna p#i 12000 x g po dobu 10 min.
Supernatant byl pteveden do kolonky ulozené v mikrozkumavce, zcentrifugovan pfi
12000 x g 1 min. Do kolonky bylo dale pfidano 500 pl roztoku GX, roztok byl odstiedén
pii 12000 x g 1 min. Poté bylo do kolonky napipetovano 500 pul roztoku G4 a odstiedéno
pti 12000 x g 1 min. Na zavér bylo pfidano 75 ul ddH,O, odstiedéno 1 min pii 12000 x g.

Supernatanty byly uchovavany zmrazené na -20°C.

4.11. Kontrolni restrik¢ni Stépeni

Kontrolni restrikéni Stépeni bylo provedeno s dvojici enzymi Nde I a Hind I,
Bst XI a Hind III, Xba 1 a Hind IIl. Posledni uvedené restrikéni $tépeni probihalo
v prostiedi BSA.

Byly ptipraveny roztoky obsahujici 0,2 pl jednotlivych enzymi a 1 pl NEB2 pufru,
tieti roztok byl jest¢ doplnén o 0,2 pl BSA. K témto roztokiim bylo pfidano 10 pl
plasmidu. Smés obsahujici enzym Bst XI byla inkubovana 1 hod pti 55°C a 1 hod pfi
37°C. Ostatni smési byly inkubovany 2 hod pti 37°C. Po inkubaci bylo ptidano 3 pl STOP
pufru a vzorky byly naneseny na agarosovy gel, spole¢né s 2 pl standardu. Agarosova

elektroforéza byla ponechana probihat pti 120 V 30 min.

4.12. Ptiprava zasobniho mnozstvi plasmidu

Prvnim krokem pf#i ptipravé zasobniho mnozstvi plasmidu byla transformace
bakterii.

Transformace bakterii byla provadéna metodou tepelného Soku. Kompetentni
buriky uchovavané pii -80°C byly ponechany roztat na ledu. K 40 pl téchto bunék bylo
ptidano 10 pl plasmidu. Smés byla ponechéana reagovat 1 hod na ledu, poté byla ponofena
do lazné o teploté 42°C na 45 s a ihned uloZena na led. Po 2 min byl pfidan 1 ml sterilniho
LB média a smés byla inkubovana 1 hod pti 37°C na tiepacce pii 200 rpm. Smés byla
odstfedéna pii 100 x g 5 min, nasledné pii 1000 x g dalsi 3 min. Bylo odebrano 800 pl
supernatantu, ve zbylém supernatantu byly pelety resuspendovany. Nasledovalo naneseni
na Petriho misku obsahujici tuhé LB médium s antibiotiky. Bakterie byly ponechany
inkubovat pii 37°C pies noc. Misky s vyrostlymi koloniemi byly uchovavany p#i 4°C

v chladnicce.
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Na misku s vyrostlymi koloniemi bylo aplikovano 5 ml sterilntho LB média,
vtomto médiu byly burky resuspendovany pomoci bakterialni klicky, suspenze byla
nasledné pienesena do 200 ml sterilntho LB média s ptislusnymi antibiotiky. Bakteridlni
kultura byla ponechana rust na ttepacce pii 36°C a 200 rpm pies noc. Poté byla odstiedéna
pfi 12000 x g 10 min a zmrazena, -20°C.

K pelet¢ bylo ptidano 13 ml roztoku I, peleta byla resuspendovana pomoci
vortexového mixéru. Po ptrevedeni suspenze do kyvety byla provedena centrifugace po
dobu 10 min pfi 2300 x g a 4°C. Po centrifugaci bylo pfidano 17,5 mg lysozymu v 3,5 ml
roztoku I, enzym byl ponechan ptisobit 5 min pfi laboratorni teploté. Poté bylo piidano
7 ml 0,2 N NaOH, / 1 % SDS, smés byla promichdna pomoci vortexového mixéru a ihned
ptevedena na led na 10 min. Poté bylo ptidano 5,2 ml roztoku II, smés byla promichana a
ptevedena na led. Po 10 min byla provedena centrifugace pti 12000 x g, 4°C po dobu 30
min. K supernatantu bylo pfidano 10 ml isopropanolu. Po 15 min stani za laboratorni
teploty byla provedena centrifugace pti 12000 x g po dobu 30 min. Peleta byla promyta
70 % ethanolem, ethanol byl odstranén. Po vyschnuti kyvety bylo pfidano 0,5 ml TE pufru
a 10 pl RNAasy A. Dale byla provedena extrakce 0,5 ml smési fenolu a chloroformu (1:1),
smés byla promichana 30 s na vortexovém mixéru a odstfedéna pii 12000 x g 5 min.
Horni vrstva byla odebrana a dale zpracovavana. K této vrstvé bylo pfidano 0,5 ml smési
chloroformu:isoamylalkoholu (49:1), smés byla promichdna na vortexovém mixéru a
odstiedéna pti 12000 x g po dobu 5 min. Opét byla odebrana horni vrstva, ke které bylo
ptidano 50 pl 3 M octanu sodného a 1250 pl 100 % ethanolu. Roztok byl promichan a
uloZzen na 30 min do mraziciho boxu, -78°C. Poté byla provedena centrifugace pfi
12000 x g po dobu 5 min, supernatant byl odstranén, peleta byla promyta 70 % ethanolem
a ponechdna vyschnout v rota¢ni vakuové odparce. Peleta byla resuspendovéana ve 160 pl
ddH,O0, daéle bylo ptidano 40 pl 4 M NaCl a 200 ul 13 % polyethylenglykolu, smés byla
ponechana srazet v chladni¢ce pti 4°C po dobu asi 60 hod. Vysrdzend smeés byla
odstfedéna pii 4°C, 12000 x g po dobu 30 min, supernatant byl odstranén a peleta byla
resuspendovana ve 100 pl TE pufru. Déle byly extrahovany proteiny od plasmidové DNA
postupné¢ pomoci 100 pl fenolu, smési fenolu:chloroformu a smési chloroformu a
isoamylalkoholu. Smés byla vzdy promichdna na vortexovém mixéru, odstiedéna pii
12000 x g po dobu 10 min, vZzdy byla odebrana horni vrstva, ktera byla dale zpracovavana.
Po poslednim kroku bylo k této vrstvé pfidano 10 pl octanu sodného a 250 pl 100 %

ethanolu. Smés byla promichana, ponechdna srazet pii teploté -78°C po dobu 30 min a
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nasledné odstfedéna pii 12000 x g po dobu 5 min. Supernatant byl odstranén, peleta byla
promyta 100 pl 70 % ethanolu, ethanol byl odstranén a peleta byla vysuSena v rota¢ni
vakuové odparce. Po vysuSeni byla peleta resuspendovana v 300 pl TE pufru. Zasobni
roztok plasmidu byl uchovavan v mrazicim boxu pti -20°C. 5 pl takto ziskaného plasmidu
bylo nafedéno 1 ml ddH,O, u tohoto roztoku byla zméfena absorbance pifi vinovych
délkach 260 a 280 nm. Jako srovnavaci vzorek slouzil roztok 5 pl TE pufru v 1 ml vody.
Toto méfeni absorbance bylo pouZito ke stanoveni ¢istoty DNA. Pro ¢istou DNA je pomér
As0/Azgo roven priblizné 1,8. Pokud je DNA zneciSténa proteiny bude tento pomér niZsi
vlivem vzrustajici absorpce proteinti pti vinové délce 280 nm.

Bylo provedeno kontrolni restrikéni §t€peni se zasobnim roztokem plasmidu a
s dvojici enzymt Bst XI a Hind III, Ndel a Hind III. Vzdy byl pfipraven roztok obsahujici
2 Wl ddH;0, 2 ul NEB2 pufru, 1 pl jednotlivych enzymti a 5 pl roztoku plasmidu. Roztok
obsahujici enzymy Ndel a Hind III byl inkubovan pii 37°C 1 hod, roztok obsahujici
enzymy Bst XI a Hind III byl inkubovén 0,5 hod pti 55°C ve vodni laznt a nasledné pii
37°C dalsi 0.5 hod. Po inkubaci bylo ptidano 5 pul STOP pufru a vzorky byly naneseny na
start agarosového gelu, spole¢né se 4 pl standardu. Elektroforéza byla ponechana probihat

pti 120 V 30 min.
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5. Vysledky

5.1. Priprava expresniho vektoru

Pfiprava expresniho vektoru zahrnuje vloZeni poZadovaného fragmentu DNA -
insertu do vektoru, kterym je v tomto ptipad€ plasmid. Insert byl pfipraven pomoci PCR
reakce. Pfi pfipravé insertu se vychazelo z plasmidu pRSET B, ktery obsahoval sekvenci
kodujici protein INKR-P1A v rozmezi aminokyselin Glug; — Lys;;s, tento plasmid byl
pouZit jako templat pro polymerazovou fetézovou reakci. Plasmid pRSET B obsahuje
selekéni marker, ktery je zodpovédny za rezistenci vi¢i ampicilinu. Sekvence Glug, —
Lyszis je vyznatena modie a oranZové na obr. 1. Cilem bylo pfipravit takovy expresni
vektor, ktery by obsahoval insert o sekvenci kédujici protein INKR-P1A za€inajici Alag a

kon¢ici Lys;)s, na obr. 1 znazornéno oranZové.

MDTARVYLSLKPSKTAAGAQCVSPPSLPPDACRCPRSHRLALKLSCAGLILLYV
LALVGMSILVRVLVQKPSVEPCRVLIQEJJLSKTGSPAKLKCPKDWLSHRDKC
FHVSQTSITWKESLADCGGKGATLLLVODQEELRFLRPLTKRISSSFWIGLSY
TLSDENWKWIJGSTLNSDVLSITGDTEKDSCASVSQDKVLSESCDSDNIWVCQ
KE1L.KCECMCEDS

Obr. 1: Sekvence aminokyselin potkaniho receptoru NKR-P1A. Zelené intracelularni
&ast, ervené transmembranovy usek, modie sekvence obsaZzena v ptivodnim konstruktu
rMINKR-P1A, o kterou byl novy konstrukt zkracen, oranzové novy konstrukt rM2NKR-
P1A, #luté cysteiny tvofici disulfidické mastky, [JJJJl] potencialni mista N-glykosylace.

Pied samotnym provedenim PCR reakce byl navrZen pfimy primer RNKRP1 FW
M2, ktery byl pfed pouzitim fosforylovan pomoci T4 polynukleotidkinasy. Diky
fosforylaci tohoto primeru zistane fosfatova skupina na 5° konci syntetizovaného fetézce a
pti ligaci umoZni spravné spojeni insertu s plasmidem. Dale byl pouzit univerzélni reverzni
primer pRSET BRE*62B2. Tyto primery vymezuji velikost PCR produktu.

Vysledny produkt PCR byl detekovan pomoci agarosové elektroforézy (obr. 2,
str.28). Velikost PCR produktu byla uréena na zékladé porovnani se standardem, nachazi
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se mezi fragmenty standardu o velikosti 409 a 540 bp, coz odpovida o¢ekavané velikosti
450 bp.

Obr. 2: Vysledek PCR reakce na agarosovém gelu. Dradha A oznacuje produkt PCR, S

standard.

Produkt PCR byl dale zakoncentrovan srazenim a S$tépen pomoci restrik¢ni
endonukleasy Hind IIl. Takto ziskany fragment DNA predstavuje poZadovany insert o
velikosti 380 bp.

Pro vloZeni pozadovaného fragmentu DNA do plasmidu je nutné tento vektor
rozstépit restrikéni endonukleasou. Linearizovany plasmid pRSET B byl ziskan dle
postupu uvedeného v metodické casti (odstavec 4.4.). Pii ptipravé linearizovaného
plasmidu se vychazelo zplasmidu pRSET B, ktery obsahoval sekvenci kodujici ¢ast
extracelularni domény receptoru CD 69. Plasmid pRSET B byl nejdfive §tépen restrikéni
endonukleasou Nde I, pro upravu 5" presahujiciho konce byl pouzit Klenowtv fragment,
plasmid byl dale nastépen restrikéni endonukleasou Hind III. Takto byly ziskany
kompatibilni konce pro ligaci linearizovaného plasmidu s insertem. Protoze ligace je

mozZna pouze s c¢istou molekulou DNA, byl plasmid a insert podroben preparativni
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elektroforéze, DNA byla ziskana z agarosového gelu pomoci kitu firmy Genomed. K ligaci
ziskaného linearizovaného plasmidu a insertu byla pouzita T4 DNA ligasa.

Pripravenym vektorem byly transformovany kompetentni bakterie E. coli (kmen
XL 1-BLUE) Tento kmen nese rezistenci proti antibiotiku tetracyklinu.Transformace
bakterii byla provedena metodou tepelného Soku, bakterie byly vysety na misky s LB
agarem obsahujici antibitika ampicilin a tetracyklin. Na misce vyrostlo asi 150 kolonii.
Bylo vybrano 10 kolonii, které byly zaockovany do zkumavek s LB médiem, ampicilinem
a tetracyklinem. Bakteriadlni kultury byly rozdéleny na dvé ¢&asti. Z prvni ¢asti byla
izolovana plasmidova DNA vyuzitim EP pufru, plasmidovd DNA byla S§tépena
restrikénimi endonukleasami Nde I a Hind III. Tento krok slouzil k selekci bunék
nesoucich plasmid sinsertem. Na zdkladé¢ agarosové elektroforézy (obr. 3) byly
identifikovany plasmidy pochazejici z kolonii 9 a 10 jako spravné vektory nesouci insert.
Pro dalsi praci byl vybran plasmid ¢. 9. Pokud plasmidy insert neobsahovaly, na

agarosovém gelu se po vizualizaci neobjevily charakteristické prouzky.

1

Obr. 3: Selekce bunék nesoucich plasmid s insertem pomoci agarosové elektroforézy.
Draha S oznacuje standard, drahy 1-10 kolonie, ze kterych pochézely jednotlivé plasmidy.

Jako spravné plasmidy nesouci insert byly identifikovany plasmidy oznaéené 9 a 10.
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Druha ¢ast kultury byla pievedena do 10 x 10 ml LB média obsahujiciho pfislusna
antibiotika. Na zakladé piedchozi selekce byla z kultury €. 9 izolovana plasmidova DNA.
Pro izolaci plasmidové DNA od zbytku bunééného obsahu bylo vyuzito tzv.

minipreparace, ktera byla provedena pomoci kitu firmy Genomed.

5.2. Ovéreni spravnosti pripraveného vektoru restrikénim Stépenim

K ovéfeni spravnosti pfipraveného plasmidu bylo vyuzito S$tépeni stejnymi
restrikénimi endonukleasami, kterymi byly upraveny koncova mista plasmidu pRSET B i
insertu, tedy enzymy Nde I a Hind III. Nastépeny plasmid byl nanesen na agarosovy gel.

Pokud plasmid obsahuje insert, objevi se v oblasti 382 bp prouzek (obr. 4)

1027 bp-
724 bp-

540 bp-
409 bp-

166 bp-

Obr. 4: Kontrolni restrikéni Stépeni enzymy Nde I a Hind IIl. Draha S oznacuje
standard, draha 9 Stépeny plasmid pochézejici z kolonie €. 9. Spravnost ptipraveného

plasmidu byla potvrzena prouzkem v oblasti 382 bp.
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Kontrolni restrik¢ni $tépeni bylo provedeno i s dal§imi enzymy — Bst XI a Hind 111,
respektive Xba I a Hind II1. Stépici misto pro enzym Bst XI je obsaZeno v sekvenci insertu,
§tépici misto pro enzym Xba I je piitomné diky pivodnimu plasmidu pRSET B. Stépeni
pomoci restrikénich endonukleas Bst XI a Hind III poskytuje fragment DNA o velikosti
355 bp, na obr. 5 prouzek v draze 9a. Stépeni restrikénimi endonukleasami Xba I a

Hind IIf poskytuje fragment DNA o velikosti 422 bp, na obr. 5 prouzek v draze 9b.

S 9a 9

Obr. 5: Kontrolni restrikéni $tépeni. Stépeni probihalo s enzymy Bst XI a Hind 111 (dréha
9a), Xba I a Hind III (draha 9b). Velikost fragmentti DNA byla uréena na zakladé porovnani

se standardem (draha S). Spravnost pfipraveného plasmidu byla potvrzena prouzkem

v oblasti 355 bp (9a) a 422 bp (9b).

5.3. Priprava zasobniho mnozstvi plasmidu
Prvnim krokem pii pfipravé zasobniho mnozstvi plasmidu byla transformace

bakterii (E.coli, kmen XL 1-BLUE) metodou tepelného Soku. Bakterie byly vysety na

misky s LB agarem a antibiotiky ampicilinem a tetracyklinem. Na misce vyrostlo pfiblizné
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1000 kolonii. Tyto kolonie byly zaofkovany do LB meédia s piislusnymi antibiotiky.
Plasmidova DNA byla ziskdna sledem reakci oznaCovanych jako tzv. maxipreparace.
Postup je uveden v metodické ¢asti (odstavec 4.12.). Pro urCeni ¢istoty a mnoZstvi ziskané
plasmidové DNA byla méfena absorbance pii vinové délce 260 a 280 nm. Naméiené
hodnoty jsou uvedeny v tabulce 1. Pomér Ajep/Azgo charakterizuje Cistotu plasmidové

DNA, hodnota 1,78 odpovida ¢isté DNA.

Tabulka 1: Naméfené hodnoty absorbance zasobniho roztoku plasmidu.

Aze0 A 289 Aze0/A2s0

0,1327 0,2357 1,78

Byl piipraven roztok plasmidové DNA o ¢ = 2,36 mg/ml, bylo ziskano 0,7 mg
DNA.
Spravnost piipraveného plasmidu byla potvrzena pomoci restrikénich Stépeni.

Restrikéni §tépeni probihalo s enzymy Nde I a Hind 111, které poskytuji fragment DNA o

S a b

Obr. 6: Kontrolni restrikéni $tépeni I1. Stépeni probihalo s enzymy Nde I a Hind I
(drdha a), Bst X1 a Hind III (draha b). Velikost fragmenti DNA byla ur¢ena na zakladé

porovnani se standardem (draha S).
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velikosti 382 bp (na obr. 6 draha a, str. 32). Druhé restrikéni Sté€peni prob€hlo v pfitomnosti
enzyml Bst XI a Hind III, tyto enzymy poskytuji fragment DNA o velikosti 355 bp (na
obr. 6 draha b, str. 32).
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6. Diskuse

Tato bakalafska prace dopliuje studie provadéné v Laboratofi architektury proteind,
které se tykaji struktury a vazebnych vlastnosti receptorti bun€k imunitniho systému. Receptor
potkanich NK bun¢k rNKR-P1A patii mezi nejdéle studované receptory C-lektinového typu
nejen v pracovni skupiné Prof. Bezousky.

Mym tkolem bylo pfipravit dostate¢né mnozstvi vektoru pro rekombinantni expresi
proteinu INKR-P1A a navazujici strukturni a vazebné studie. Cilem bylo ziskat takovy vektor,
ktery by obsahoval insert o sekvenci kodujici protein INKR-P1A v rozsahu aminokyselin
Alagy — Lysyis. V Laboratofi architektury proteind byly jiz diive pfipraveny vektory
obsahujici sekvenci kddujici podobny, ale delSi, usek extracelularni ¢asti tohoto receptoru.
Avsak proteiny ziskané ztéchto vektori nebyly dostatecné stabilni, pravdépodobné
obsahovaly nejen CTLD doménu, ale i tzv. kré¢ek. Mym cilem bylo tedy vytvofeni vektoru,
ktery by kodoval pouze CTLD doménu proteinu INKR-P1A. Sekvence aminokyselin Alagy —
Lysz;s byla vybrana na zakladé¢ porovnani s proteinem CD 69, jehoz struktura jiz byla
roziesena '

Pro pfipravu expresniho vektoru byl pouzit plasmid pRSET B, ktery obsahoval
sekvenci kddujici ¢ast extracelularni domény receptoru CD 69. Tato sekvence byla do
plasmidu vloZena pomoci restrikénich endonukleas Nde 1 a Hind III. Pomoci téchto
endonukleas byla sekvence kodujici protein CD 69 opét vystépena, takto byl ziskan
linearizovany plasmid k ligaci s novym insertem. Oba konce linearizovaného plasmidu by po
Stépeni restrikénimi endonukleasami obsahovaly jednovlaknové piesahy, coz by mohlo
zpusobit Spatnou orientaci vkladaného insertu. Proto byl konec po §tépeni enzymem Nde |
zarovnan Klenowovym fragmentem. Insert byl pfipraven pomoci polymerazové tetézové
reakce z ptivodniho vektoru kodujiciho delsi sekvenci proteinu INKR-P1A (Glug; — Lys;is).
Ptimy primer pouzity pro metodu PCR bylo nutné fosforylovat. Diky tomu byla na 5” koncich
ziskaného insertu navazana fosfatovd skupina, kterd nasledné umoznila ligaci
s linearizovanym plasmidem. Bez piitomnosti fosfatové skupiny by ligace pravdépodobné
viibec neprobéhla. Pfipravenym plasmidem byly transformovany kompetentni bunky E.coli
kmen XL-1 BLUE metodou tepelného Soku, tento typ bunék je suspéchem pouzivan
k namnozZeni plasmidové DNA. K identifikaci bunék se spravnym plasmidem byl vyuzit EP

pufr, kdy po rozbiti bun¢k byla plasmidova DNA Stépena restrik¢nimi endonukleasami
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Nde I a Hind IIl. Z vybrané kolonie byla izolovina DNA metodou tzv. minipreparace a
spravnost piipraveného plasmidu byla ovéfena jesté jednou pomoci stejnych restrikénich
endonukleas. Z vybrané kolonie bylo pfipraveno zasobni mnozstvi plasmidu. Bylo ziskano
0,7 mg plasmidové DNA, toto mnozstvi je odpovidajici pouzitému protokolu a dostacujici

pro provedeni mnoha expresnich experimentd pro pfipravu proteinu.

35



7. Souhrn

= byl pfipraven expresni vektor pro cast proteinu rNKR-P1A
v rozmezi aminokyselin Alagy— Lys;;s

= spravnost pfipraveného vektoru byla ovéfena restrikénim §t€penim

= byl pfipraven roztok plasmidové DNA o ¢ = 2,36 mg/ml, bylo
ziskano 0,7 mg DNA
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