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SEZNAM ZKRATEK

ADCC — Na protilatkach zavisla bunécna cytotoxicita (z angl. ,.,Antibody Dependent Cellular
Cytotoxicity*)

AK — AminoKyselina

APS — peroxodisiran amonny (z Amonium PerSulfat)

BAC — Bacterial Artificial Chromosome

BSA — Bovinni Sérovy Albumin

bp — par bazi (z angl. ,.Base Pair*)

CIP - fosfatasa z telecich stfev (z ang. ,,Calf Intestine Phosphatase*)

Clr — C-type lectin-related

cDNA - komplementarni DNA (z angl. ,,Complementary DNA*)

CTL - Cytotoxicky T Lymfocyt

DAP10/12 - DNAX-Activating Protein 10/12

DNA - deoxyribonukleova kyselina (z angl. ,,.DeoxyriboNucleid Acid*)
DTT - DiThio Threitol

EDTA — Ethylen Diamin TetraAcetat

EtBr — Ethidium Bromid

FasL — ligand receptoru Fas

HLA — Human Leukocyte Antigen

IFN — InterFeroN

IL — InterLeukin

ITAM — Immunoreceptor Tyrosin-based Activation Motif

ITIM — Immunoreceptor Tyrosin-based Inhibition Motif

kan — kanamycin

KARAP —Killer cell Activating Receptor-Associated Protein

kDa — kiloDalton, jednotka odpovidajici relativni molekulové hmotnosti 1000
KIR — Killer-cell Immunoglobulin-like Receptor

IPTG — IsoPropyl B-D-1-ThioGalalaktosid

KIR — Killer Immunoglobulin-like Receptor

LGL — Velky granularni lymfocyt (z angl. ,,Large Granular Lymphocyte*)
LILR — Leukocyte Immunoglobulin-Like Receptor



LLTI1 - Lectin-Like Transcript 1

MCS - ¢ast vektoru obsahujici §tépici mista pro endonukleasy (z angl. ,.Multiple Cloning
Site™)

MHC — Major Histocompatibility Complex

MICA/MICB — MHC class I-related Chain A/B

NK — Natural Killer

NKC - NK gene Complex

NOD - Nuclear Oligomerisation Domain

Ocil — Osteaoclast Inhibitory Lectin

ODssy — opticka hustota pii vinové délce pouzitého svétla 550nm (z angl. ,,Optical Density*)
PCR - polymerasova fetézova reakce (z angl. ,,Polymerase Chain Reaction®)

PIP; — Inositol difosfat

PIP; — Inositol trifosfat

PMSF — PhenylMethylSulphonyl Fluorid

PRR — Pathogen Recognition Receptor

PTH — PhenylThioHydantoin

PVDF — PolyVinyliDen Fluorid

RAE - Retinoic Acid Early-inducible

RT PCR - PCR s reversni transtkriptasou (z angl. ,,Reverse Transcriptase PCR*)

SDS — Sodium Dodecyl Sulfat

SDS-PAGE - elektroforesa v polyakrylamidovém gelu obsahujicim SDS (z angl. ,,SDS
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis®)

SHIP — SH2-containing Inositol Phosphatase

SHP — SH2-containing Phosphatase

TCR — T bunéény receptor (z angl. ,,T-Cell Receptor*)

TEMED — N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamin

tet — tetracyklin

TLR - Toll Like Receptor

TNF — Tumor Necrosis Factor

ULBP — UL16-binding protein



1. Teoreticky uvod

1.1 Imunitni systém

Imunitni systém je jeden zhlavnich mechanism udrzujicich homeostazu. Aby
dokazal u¢inné reagovat, musi plnit nékolik zakladnich uloh:

e rozpoznani — imunitni systém musi mit aparat, ktery mu umozni rozpoznat
ptitomnost cizorodych latek a organismi i patogenni zmény vlastnich bun¢k

o efektorové funkce — imunitni systém musi byt schopen odpovidajicim
zpusobem zareagovat na pfitomnost rozpoznanych patogenii a musi byt
schopen tuto reakci regulovat

e autotolerance — imunitni systém musi byt schopen rozpoznat vlastni tkané
organismu a udrzovat vici nim toleranci

e imunitni pamét’ — poté, co se imunitni systém jednou setka s infekénim agens,
je pii priStim setkadni schopen rychlejsi a silngjsi reakce.

Vlastni imunitni systém se podle funkce déli do dvou hlavnich ¢asti, adaptivni a
neadaptivni. Neadaptivni imunitni systém je charakterizovan neménnou specifitou receptort
vici konkrétnim antigenim. Na druhou stranu receptory bunék adaptivniho imunitniho
systému prochazi slozitym procesem, jehoz vysledkem je vznik receptoru, jejichz specifita
muze zahrnovat jakoukoliv strukturu i pfesto, Ze se s ni organismus nikdy dfive nesetkal.

Neadaptivni imunitni systém tvofi prvni obranu proti invazi patogeni a zdroven
aktivuje adaptivni imunitni systém. Jeho hlavni bunétnou slozku ptedstavuji neutrofilni,
basofilni a eosinofilni granulocyty, makrofagy a zZirné burnky.

Bunééné slozky adaptivniho imunitniho systému, T a B lymfocyty, tvofi po aktivaci
hlavni mechanismus eliminace patogenli, proti nimz je specifita jejich receptorti

vy 1].[2
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1.2 NK bunky

NK buriky (obr.1.) byly poprvé popsany v mysi sleziné v roce
1975 jako novy typ lymfocytd odlisSny od T i B lymfocytd se
specifitou pro nékteré leukemické bunky. Podle své schopnosti
zabijet tyto burky byla tato nova skupina lymfocyti nazvana jako

.natural* killer cells.!’!

Konsenzu v klasifikaci NK bunék bylo dosazeno v roce 1988

. obr.1. NK burka vypoustéjici
na patém mezinarodnim workshopu o NK burikach. NK bunky byly cytotoxické granule na cilovou

definovany jako velké granularni lymfocyty (LGL, ,.Large Granular bunku. Piejato z [4]
Lymphocytes®) neexprimujici CD3 ani zadné z fetézci TCR

(a,B.y,8). exprimujici povrchové molekuly CD16 a NKH-1 (CD56) u lidi a NK-1.1/NK-2.1
u mySi a vykazujici cytotoxickou aktivitu 1 pti absenci MHC glykoproteind tiidy 11 I1. 15]

I pres své pojmenovani zaloZzené na cytotoxické aktivit¢ bylo u NK bunék brzy
rozeznano mnozstvi dalSich funkci, jako produkce cytokint, regulace adaptivniho imunitniho
systému a hematopoesy nebo ochranna funkce proti mikrobialnim infekcim a ristu nadord.!®!

Aby NK burika byla schopna uskute¢novat své funkce, musi dojit k jeji aktivaci. Jak
ukazali Kéarre et al., NK burky jsou schopny rychlé a specifické, na thymu nezavislé,
eliminace bunék deficientnich v MHC glykoproteinech t¥idy 17! Tato pozorovani vedla
k formulaci tzv. .missing self™ hypothesy. Jak tato hypothesa navrhovala, a jak bylo pozdéji
prokéazano, NK buriky opravdu pomoci svych inhibi¢nich receptorti specificky rozpoznavaji
MHC tfidy I na povrchu bunék a timto kontaktem dostavaji signal, ktery brani jejich aktivaci.
V piipadé absence MHC molekul na povrchu cilové bunky nedojde k inhibici a aktivovana
NK burika cilovou bufiku usmrti pomoci svych cytotoxickych mechanisma.!®!

Jak bylo zjisténo pozdéji, existuji i dalSi zpusoby aktivace NK bunék. Jedna se
konkrétné o takzvanou ..induced self* a ,.non self** aktivaci. ..Induced self™ aktivace vychazi
ze skutecnosti, ze somatické buriky, které jsou vystaveny stresovym podminkam, exprimuji
nékteré specifické povrchové molekuly. Tyto specifické molekuly mohou slouzit jako ligandy
pro aktivacni receptory NK bunék, ¢imz napomahaji rozpoznani a eliminaci poskozenych
nebo pozménénych bunék.”M'’! Non self* aktivace NK bunék, spocivajici v pfimém
rozeznani patogenni struktury, Casto vyzaduje ucast dalSich imunokompetentnich bun¢k
(obr.2), které po rozeznani cizorodého patogenu dokazi pfimym kontaktem aktivovat NK

buniky. Jedna se o takzvanou ..accessory-cell-dependent aktivaci.''! NK bunky jsou ale

pomoci nékterych svych receptori schopny pfimo rozeznat produkty cizorodych
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obr.2. Schéma ,,non self* ,,accessory-cell-dependent,, aktivace NK buriky. NK burika dostava
aktivacni signal o rozpoznani cizorodého patogenu prostiednictvim dal$i, pomocné, buriky
Upraveno dle [11]

organismi.'"”) Navic, jak zaGina byt v posledni dobé ziejmé, NK buriky konstitutivné
exprimuji i nékteré PRR (,,Pathogen Recognition Receptors® = receptory rozpoznavajici
struktury charakeristické pro patogeny) znamé naptiklad u makrofagt ¢i dendritickych bunék,
napfiklad NOD1 a 2!"% nebo TLR riiznych tiid.["*H'*)

Posledni zptisob rozpoznavani NK burikami je zprostiedkovan protilatkami. Jedna se o
takzvanou ,na protilatkach zavislou bunéénou cytotoxicitu® (ADCC). NK buiky jsou
schopny pomoci specifickych receptorti rozeznat konstantni Fc doménu protilatek a jsou tedy
schopny rozpoznat protilatkami opsonizované cile a u&inng proti nim zaséhnout.!"”!

Vlastni mechanismus cytotoxicity NK bunék je stejny jako v piipadé cytotoxickych T
lymfocytli, doch4zi k navozeni smrti cilové buiiky kombinaci nekrotickych a apoptickych
procesu. Tento proces se da spustit tfemi zplisoby, pomoci exocytosy perforinti a granzymu,

pomoci interakce Fas s FasL a nebo pomoci zesitovani TNF a receptoru pro TNF typu L.['6)



1.3 NK receptory

Somaticka diversita NK receptort je dana pouze zarode¢né. Béhem vyvoje NK buriky
nedochazi ke genovému pieuspotfadavani jako naptiklad u T nebo B lymfocytd. Receptory na
povrchu NK bunék jsou dvou zakladnich typt, aktivacni a inhibi¢ni. Vyslednd reakce NK
buiiky po setkani s jinou buiikou je zavisla na poméru signall, které obdrzi prostfednictvim
téchto receptort. V ptipadé pirevahy aktivaénich signali dochazi k aktivaci cytotoxickych
vlastnosti NK burnky. V pfipadé pievahy inhibi¢nich signald se nic nedéje a NK burika,
narozdil od T nebo B lymfocytd, které po obdrzeni inhibi¢nich signalt pfechazi do stavu
anergie, pokracuje k dalsi potencialni cilové busice.!'M?!

Inhibi¢ni receptory obecné obsahuji ve své cytoplasmatické doméné takzvany ITIM
(Immunoreceptor Tyrosin-based Inhibition Motif). Tento motiv je charakterizovan sekvenci
L/V/I/SxYxxL/I/V, kde x znaéi jakoukoliv aminokyselinu a lomitko zna¢i, Ze na tom
konkrétnim misté miZe byt kterakoliv z aminokyselin lomitkem odd&lenych.!'” Tyrosin
vtomto motivu slouzi jako misto fosforylace. Kdyz je tyrosin fosforylovan, dochazi
k asociaci s SH2 doménu obsahujicimi fosfatasami (SHP1, SHP2 a SHIP).!"®) SHP je protein
tyrosin fosfatasa, odstépuje fosfat z tyrosinu, ¢imz rusi ucinek aktivac¢nich protein tyrosin
kinas. SHIP je inositol fosfatasa, od$tépuje fosfat z PIP; za vzniku PIP,.

Aktivaéni receptory nemaji ve svych cytoplasmatickych doménach zadny takovyto
motiv, a proto musi asociovat s adaptorovymi proteiny. Tyto adaptorové proteiny obsahuji
takzvany ITAM (Immunoreceptor Tyrosin-based Activation Motif). Charakteristicka
sekvence aminokyselin pro tento motiv je D/ExxYxxL/I x¢.3 YxxXL/I, kde x zna¢i jakoukoliv
aminokyselinu a lomitko zna¢i, Ze na tom konkrétnim mist¢ mize byt kterdkoliv
z aminokyselin lomitkem oddélenych. Asociace receptord s adaptorovymi proteiny probiha
prostiednictvi nabitych aminokyselin v transmembranové doméné. Transmembranové
domény adaptorovych proteini obsahuji Asp zatimco transmembranové domény receptort
obsahuji Lys nebo Arg. Vlastni adaptory jsou transmembranové proteiny I. tfidy s pouze
minimalni extracelularni doménou, ktera v principu obsahuje pouze Cys, pomoci kterého
dochazi k dimerizaci. V NK burkach se vyskytuji 3 adaptory obsahujici ITAM. Jedna se o
DAPI12 (také znamy jako KARAP), FceRly a CD3(. Kromé téchto 3 adaptort existuje jesté
&tvrty, DAP10, ktery viak misto ITAMu obsahuje signalizaéni motiv YINM.!!"!

Obecné se NK receptory déli do dvou hlavnich strukturnich skupin, imunoglobulinové

a C-lektinové.
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Receptory imunoglobulinové povahy byly zatim rozpoznany pouze na lidskych NK
burikach, kde se vyskytuji dvé jejich rodiny. Prvni znich je rodina KIR (,.Killer Cell
Immunoglobulin-like  Receptor), druhda LILR (Leukocyte Immunoglobuline-like
Receptor).l 9]

Z téchto dvou zastavaji dulezitéjsi ulohu ,,KIRy.” Celkové jich je v lidském genomu
(konkrétné na chromosomu 19q13.4) kodovano 17, zc¢ehoz dva jsou pravdépodobné
pseudogeny.'*”! Tyto receptory jsou krom& NK bunék exprimovany i yoTCR" T buiikami a
nékterymi CD4" a CD8" o TCR” T buiikami.'”'! Jedna se o transmembranové proteiny I. tidy
se dvéma (KIR2D) nebo tfemi (KIR3D) imunoglobulinovymi doménami.??HBH24 podle
délky intracelularni domény se ,,KIRy* dale déli na ,,kratké“ (KIR2DS a KIR3DS) a ,,dlouhé*
(KIR2DL a KIR3DL). ,,Dlouhé KIRy* obsahuji ve své intracelularni doméné ITIM a slouzi
tedy jako inhibi¢ni receptory. ,Kratké KIRy* jsou asociovany s adaptorovym proteinem
DAP12 ajedna se tedy o receptory aktivacni. Ligandy ,,KIRG“ jsou obecné HLA molekuly.!"”!

Skupina C-lektinovych receptori je tvofena n¢kolika rodinami homo nebo
heterodimerickych receptord, jejichz rizni zastupci se vyskytuji na mysich i lidskych NK
buiikach. Obecné se jedna o transmembranové proteiny II. typu.!'”!

Clenové rodiny Ly49 receptorti jsou funkénim analogem lidskych . KIRG“ u mysi.
Jednd se o rodinu homodimerickych receptord, jejiz jednotlivi ¢lenové maji aktivacni i
inhibi¢ni funkce. Aktivagni receptory asociuji s DAP12 adaptorovym proteinem '»), inhibi¢ni
obsahuji ve své intracelularni ¢asti ITIM. Ligandy Ly49 receptorti jsou, podobné jako u
»KIRG,” MHC glykoproteiny tfidy I. Rodiny Ly49 a KIR receptord jsou tedy vybornym
ptfikladem konvergentnosti evoluce, kdy receptory dvou uplné odlisnych rodin zastavaji
totozné funkce.!"”!

Dalsi C-lektinovou rodinou je rodina NKG2 receptortu. Tato rodina vyskytujici se u
lidi 1 mysi se sklada z 6 ¢lent, z nichz 5 (NKG2A, -B, -C, -E a -F) si je velmi podobnych a
tvofi disulfidové vazané heterodimery s molekulou CD94. V lidském genomu jsou konkrétné
kédovany NKG2A, -B, -C, -E a -Fm", pricemz NKG2A a B jsou pouze odlisné sestfizené
produkty téhoz genu."””! V mysim genomu jsou kédovany NKG2A, -C a -E.*®! Ligandy téchto
receptorti jsou neklasické MHC molekuly (HLA-E u lidi a Qal® u mysi). Receptory
NKG2A/B obsahuji ve své intracelularni doméné ITIM, jedna se tedy o inhibi¢ni receptory.
NKG2C/E asociuji s adaptorovym proteinem DAP12 a jedné se tedy o receptory aktivacni.l*”!
Molekula NKG2F mé& pouze cytoplasmatickou doménu a transmembranovou ¢ast,
extracelularni doména chybi v disledku chybné umisténého stop kodonu.?” NKG2 — CD94

heterodimery jsou kromé NK bunék exprimovany i na yoTCR" T buiikach a nékterych
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skupinach CD8" afTCR" T bunék.”'"*?) Na povrchu NK bun&k se objevuji i homodimery
CDY4, které viak postradaji cytoplasmatické domény a nevazi HLA-E/Qal1®.12M533)

Posledni ¢len této rodiny, NKG2D, ktery se vSak Casto vyclenuje, tvoii disulfidove
vazané homodimery.**! Jeho ligandy tvofi rodina strukturnich analogii MHC t¥idy 1. U lidi se
jedna o MICA, MICB a ULBPI1 - 4, mySimi ligandy jsou tzv. RAE molekuly. V obou
piipadech se jedna o tzv. ..induced self* ligandy.*>! U mysi byly objeveny dvé verze NKG2D
receptoru vzniklé odlisnym sestfihem. Jedna se o delsi NKG2D-L a krat§i NKG2D-S varianty
lisici se o 13 aminokyselin v N-terminalni cytoplasmatické doméné. NKG2D-L asociuje
s DAP10 adaptorovym proteinem, zatimco NKG2D-S asociuje s DAP12.B% U Iidi se
vyskytuje pouze delsi NKG2D-L verze, ktera taktéz asociuje s DAP10 adaptorem.m]

Posledni vétsi rodinou C-lektinovych receptort je rodina NKR-P1 receptord. U mysi
tato rodina ¢ita celkem 7 zastupcli, NKR-P1A — G. Dva clenové této rodiny, NKR-PIB a
NKR-P1D obsahuji ve svych cytoplasmatickych doménéch ITIM a jednd se tedy o receptory
inhibi¢ni. Zbyvajici funkéni ¢lenové rodiny - NKR-P1A, C a F jsou aktivacni receptory.l*®
Dalsi identifikovany ¢len této rodiny, NKR-P1E, je pseudogen.”” O NKR-P1G neni kromé
jeho existence zatim znamo prakticky nic.!*”! V pripadé aktivatniho NKR-P1C dochazi

41w NKR-PIA a —-F zatim nebyla asociace szadnym

k asociaci s adaptorem FceRlIy
adaptorem prokazana, ale vzhledem k tomu, Ze transmembranové ¢asti receptorii obsahuji
nabité aminokyseliny, daji se takovéto interakce predpokladat.'”! Narozdil od mysi se u
¢lovéka objevuje pouze jediny zastupce této rodiny, NKR-P1A. hNKR-P1 nema ve své
cytoplasmatické ¢asti ITIM a v transmembranové doméné nema nabité aminokyseliny.!*?! Zda
a jak tedy signalizuje, nebylo dlouho jasné. Novéjsi publikace naznacuji asociaci receptoru

senzymem kyselou sfingomyelinasou vedouci k tvorbé ceramidi a nasledné dalSich

signalnich molekul.!**!
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1.4 NKR-P1D

Rodina mySich NKR-P1 receptori byla poprvé popsana pocatkem 90. let jakozZto

homolog krysich NKR-P1 nékolika vyzkumnymi skupinamil*+#5}4¢]

zastupcii, NKR-P1A, B a C."*"! Dalsi dva funkéni zastupci, NKR-P1D a F, a jeden pseudogen,

ve formé tfech svych

NKR-P1E, byli popsani o 10 let pozdéji.'39] Posledni zastupce, NKR-P1G, byl popsan teprve
pied tremi lety.*"! Geny kodujici viechny zastupce NKR-P1 rodiny jsou uloZeny na mysim
chromosomu 6 v oblasti, ktera byla oznatena jako NKC (NK gene Complex).**! Geny
kédujici NKR-P1 receptory jsou rozdéleny do 6 exonl, znichz prvni koduje
cytoplasmatickou doménu, druhy transmembranovou doménou, treti ,,stopku* (,,stalk region®)
a zbylé tfi extracelularni doménu.”®! NKR-P1 receptory jsou transmembranové proteiny II.
tiidy s charakteristickou lektinovou doménou podobnou dalsim C-lektinovym receptoriim.!**!
Samotny NKR-P1D je 223 aminokyselin dlouhy transmembranovy protein II. typu s
cytoplasmatickou doménou o predpokladané délce 43 aminokyselin, transmembranovou o
délce 21 aminokyselin a extracelularni o délce 159 aminokyselin. Jak jiz bylo zminéno drive,
NKR-P1D je inhibi¢ni receptor, jehoz cytoplasmatickd doména obsahuje klasicky ITIM mezi

pozicemi 6 a 11.1*%!

pfedstavovat riizné receptory o stejné funkci, kddované u riznych mysich linii na podobnych
mistech NKC, které se viak nevyskytuji soucasn&.**"*! (obr.3) Ze tomu tak opravdu je,
prokazali v roce 2006 Carlyle et al., kdyz zjistili, Ze gen kdédujici NKR-P1D ziskany z NK
bunék B6 mysi linie ma oproti genu kodujicimu NKR-P1B ziskanému z NK bun¢k BALB/c
mysi line 21 nesynonymnich substituci, coz je Groven divergence pozorovana i mezi ostatnimi
¢leny NKR-P1 rodiny. V genomu B6 mysi vSak nebyl nalezen gen kdédujici NKR-P1B a
naopak v genomu BALB/c mysi nebyl nalezen gen kodujici NKR-P1D.[*! Rozdily mezi
témito receptory jsou i u dalSich mySich linii, jak ukazuje napiiklad fakt, ze NKR-P1D
ziskany ze 129 mysi linie je podobny NKR-P1B®*8 vice nez NKR-P1DP¢ *)

Bez ohledu na odlisnosti extracelularnich domén vSechny NKR-P1B i NKR-P1D sdili
spole¢ny ligand, Clrb (viz niZe). Bylo prokazano, Ze tato interakce vede k ochrané cilové
buriky pred cytotoxickymi vlastnostmi NK buné¢k. Jedna se tedy o pfiklad vySe zminéné
.missing self recognition.“*""*" Dlouho uznavany predpoklad, Ze tento zpiisob rozpoznavani
je charakteristicky pro MHC tidy I'*! se tedy ukézal jako neplatny. Do celkového konceptu
.missing self* hypothesy vsak interakce NKR-P1D/B — Clrb zapada velmi dobte. Vzhledem

k tomu, Ze rozsifeni MHC tfidy I a Clrb jsou velmi podobnd, a navic byla u bunék tumort
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Obr.3. Schéma rozloZeni jednotlivych genti na NKC riznych mysich linii. Umisténi NKR-
P1B a NKR-P1D oznaceno.
Upraveno dle [40].

Nuwpila C+1r Gt~y Npic] Nepig

pozorovana vyrazna downregulace Clrb, je evidentni, Ze tento nové objeveny model ,,missing
self* rozpoznavani tvofi jen dalsi paralelni systém k systému jiz déle znamému."!

Jak ale naznacuje prace, kterou uvetejnili Yang et al. v roce 2006, situace nejspise
nebude pouze takto jednoduchda. Po spole¢né kultivaci krysich NK bun¢k s dendritickymi
burikami, ziskavaji NK bunky lepsi lytické schopnosti proti cilovym bunkam. V piipadé
vytazeni NKR-P1B vsak k tomuto zlepSeni lytickych schopnosti nedochazi. Tyto vysledky
naznacuji, ze NKR-P1B muze slouzit k vzajemné koaktivaci NK bun¢k a dendritickych

bunék. Pfesny mechanismus tohoto procesu viak zatim neni znam."?

1.5 CIrb

Clrb je ¢lenem rodiny takzvanych ,.C-type lectin-related” molekul. Tato rodina je
kdédovéana na mysim NKC komplexu a byla poprvé popsana v roce 2000 pomoci ndhodného
sekvenovani tohoto komplexu (Clra,b,c,d a €¢) a RT-PCR mRNA NK bunék vystavenych IL-
12 (Clrb,f a g)."*! Posledni ¢&len této rodiny, Clrh, byl objeven pozdéji pomoci BAC analyzy
za pouziti primert specifickych pro Clrb.!*"!

Nukleotidové sekvence genovych usekd ziskanych ndhodnym sekvenovanim
vykazovaly 80 — 90% vzdjemnou homologii, homologie s jinymi, do té doby znamymi,
molekulami vSak nebyla pozorovana. Po piekladu do aminokyselinové sekvence se projevila
40% identita s lektinovou doménou NK receptoru CD69.

Nukleotidové sekvence useki ziskanych RT-PCR vykazovaly vzajemnou 90%

homologii. Na aminokyselinové urovni se jednalo o vzajemnou identitu 49-67% a 43-48%

identitu s produkty lidského genu LLT1'**!, ktery slouzi jako ligand h(NKR-P1A.5*
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Genové uspofadani vsech Clr molekul je stejné. Gen kodujici kazdého zastupce je
rozdélen do 5 exoni, znichz prvni koduje cytoplasmatickou doménu, druhy
transmembranovou doménu a zbyvajici 3 exony kéduji extracelularni doménu.>!

Samotny Clrb je 207 aminokyselin dlouhy transmembranovy protein II. tfidy
s cytoplasmatickou doménou o predpokladané délce 43 aminokyselin, transmembranovou o
délce 21 aminokyselin a extracelularni o délce 143 aminokyselin. Extracelularni doména ma 5
cysteind a 3 N-glykosyla¢ni mista na pozicich 74, 100 a 158.°)

Alternativni nazev pro Clrb je Ocil, coz je zkratka vychézejici z ndzvu ,,Osteoclast
Inhibitory Lectin®“. Jak jiz tento nazev napovida, Clrb za fyziologickych podminek slouzi
k inhibici tvorby osteoklastd.”®! Ocil * mysi neprojevuji s vyjimkou abnormalit ve stavbé
kosti zadné dalsi defekty. Bylo pozorovano pouze snizeni objemu tramcovych ¢asti kosti u
mladych jedinci a osteopenie u dospélych jedinci, jakozto disledek vysSiho vyskytu
osteoklastdi a sniZeni tvorby kosti.!*®!

Clrb, stejné¢ jako ostatni lektiny, také rozpoznava sacharidy. Tyto interakce se
sacharidy nemaji vSak za nasledek inhibici tvorby osteoklasti. Konkrétné bylo prokazano
rozpoznani sulfatovanych cukri dextran sulfatu, fukoidanu a A-carrageenanu. Nesulfatovany
dextran vSak rozpoznavan neni. Podobné neni rozpoznavana ani kyselina hyaluronova
obsahujici zbytky kyseliny sialové, coz nasvédéuje specifickému rozpoznavani sulfatovanych
cukrt, spiSe nez nespecifické interakci s jejich zdporné nabitymi slozkami. Rozpoznavané
sacharidy se in vivo vyskytuji v pojivové tkani, coz miZe naznaovat vyznam Clrb pfi
rozpoznavani extracelularni matrix, popfipadé adhesi.l*”!

Hlavnim receptorem pro Clrb je NKR-P1D, interakce s nimz vede k negativni regulaci

NK bunék (viz vyse).
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2. Cile prace

® amplifikace inserti kodujicich vybrané extracelularni tseky NKR-PID a Clrb

receptortl

® ligace inserti do vektoru pBS a nasledné produk¢niho pET vektoru

® transformace kompetentnich bakteridlnich bun¢k

® ovéfeni spravnosti DNA sekvenci sekvenaci

® vybér optimalniho producenta

® optimalizace produkce proteini

® priprava inkluznich télisek

® fkontrola spravnosti aminokyselinové sekvence produkovanych proteinti N-

terminalni sekvenaci
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3. Material

3.1 Pristroje

Analytické vahy ALS4
Automatické pipety

Centrifuga Avanti J-26 XP
Centrifuga J-6M

Centrifuga MPW 375

Centrifuga Spectrafuge 16M
Centrifuga VSMC-13

Centrifuga Z 233 MK-2

DNA sekvenator ABI Prism 3100
Dokumentac¢ni systém na foceni gelt G:Box HR
Chladni¢ka

Chladni¢ka

[luminéator BTS-20.LS

Inkubétor BT-120M

JETQUICK Gel Extraction Spin Kit
Ledovac Ice Flaker

Mrazici box — 80°C (Ultra low)
Nap4gjeci zdroj MP-250V
Napéjeci zdroj ECPS 3000/150
Magnetickd michacka MM 2A
pH metr ©®200

Ploténkovy vafi¢

Proteinovy sekvenator Procise
Ptedvazky HF-1200G

PVDF membrany

Skener Astra 4700

Souprava pro elektroforesu

Souprava pro elektroforesu

17

Mettler Toledo, CR

Gilson, USA

Beckman Coulter, USA
Beckman Coulter, USA

MPW Med. Instruments, Polsko
Edison, USA

Shelton Scientific, USA
Hermle, Némecko

Applied Biosystems, USA
Syngene, UK

Electrolux, Svédsko
Skandiluxe, Dansko

UVltec, UK

Laboratorni pristroje Praha, CR
Genomed, Némecko

Brema Ice Makers, Italie
Revco, USA

Major Science, USA
Pharmacia, Svédsko
Laboratorni pFistroje Praha, CR
Beckman Coulter, USA

ET4, CR

Applied Biosystems, USA
AND, USA

Pall Corp., USA

UMAX, CR

Sigma-Aldrich, USA

Bio-Rrad, USA



Souprava pro elektropienos (Semi-dry blotter)
Spektrofotometr DU-70

Termocyklér Mastercycler Personal

Thermomixer Comfort

Tiepacka na Erlenmeyerovy bariky

Trepacka na zkumavky BigGer Bill

Ultrazvukové sonda Ultrasonic Homogenizer 4710
Vakuova odparka Speedvac

Vortexovy mixér

Zdroj deionizované vody MilliQ

3.2 Chemikalie

Agar

Agarosa

Akrylamid

Ampicilin

Azid sodny
Bacto-tryptone
Bacto-yeast extrakt
Bromfenolova modf

BSA

Coomassie Brilliant Blue R-250
DNA marker 100 bp, 1 kb
dNTPs

DTT

EDTA

Ethanol

Ethidium bromid

Fenol

Glukosa

Glycin

Hydroxid sodny
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Sigma-Aldrich, USA

Beckman Coulter, USA
Eppendorf, Némecko
Eppendorf, Némecko

Sanyo Gallenkamp Ltd., UK
Thermolyne, USA

Cole-Parmer Instrum. Co., USA
Jouan, Francie

VELP Scientifica, Italie
Millipore, USA

Oxoid, USA

Serva, Némecko
Sigma-Aldrich, USA
Jersey Lab Supply, USA
Sigma-Aldrich, USA
Oxoid, USA

Oxoid, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Serva, Némecko

New England Biolabs, USA
Promega, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR
Lachema,CR
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR



Chlorid sodny

Chlorid hote¢naty
Chloroform

IPTG

Isopropanol

Kanamycin

Kyselina chlorovodikova
Kyselina octova
B-merkaptoethanol
Methanol
N,N’-methylen-bis-akrylamid
PEG (vSech molekulovych hmotnosti)
Sacharosa

SDS

Siran hotecnaty

Standardy pro SDS-PAGE
TEMED

Tetracyklin

Tris-HCI

Triton X-100

X-Gal

Lachema, CR

Lachema, CR

Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR

Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Lachema, CR

Jersey Lab Supply, USA
Lachema, CR

Serva, Némecko

Serva, Némecko

Jersey Lab Supply, USA
Jersey Lab Supply, USA
Sigma-Aldrich, USA

Serva, Némecko

Vsechny pouzité chemikalie byly v nejvyssi komer¢né dostupné Cistoté.

3.3 Primery pro PCR
NKRDFW: 5°-TGC ATA TGT CAG CTA AGC TAG AGT GCC CAC AA -3¢

(*45617)
NKRDRE:
(*421A4)
CLRBFW:
(*45619)
CLRBRE:
(*456]5)

5*-TAA GCT TAG GAG TCA TTA CAC GGG GTTTCA T - 3°

5= TGC ATA TGA ACA AGA CCT ATG CTG CTT GCC - 3¢

5= AAG CTT AGT TGA GCT TGC TAC AGATCCACAT - 3¢



3.4 Enzymy

e BamHI endonukleasa New England Biolabs, USA
o CIP fosfatasa New England Biolabs, USA
e Deep Vent DNA polymerasa New England Biolabs, USA
e DNAsal (deoxyribonukleasa I) Sigma-Aldrich, USA

e HindIIl endonukleasa New England Biolabs, USA
e Lysosym Jersey Lab Supply, USA

e Ndel endonukleasa New England Biolabs, USA
e Pstl endonukelasa New England Biolabs, USA
e RNAsal (ribonukleasa I) Sigma-Aldrich, USA

¢ Smal endonukleasa New England Biolabs, USA
e T4 DNA ligasa Stratagene, USA

e Xbal endonukleasa New England Biolabs, USA

3.5 Inhibitory proteas

e Leupeptin Sigma-Aldrich, USA

e Pepstatin Sigma-Aldrich, USA

e PMSF Sigma-Aldrich, USA
3.6 Vektory

e pET-30a-(+) Novagen, USA

e pBSII SK/KS (-) Stratagene, USA

3.7 Bakterialni kmeny

e BL21-Gold (DE3) E. coli B F— ompT hsdS(rB— mB-) dem+ Tetr gal \DE3) endA Hte
Stratagene, USA

e NovaBlue endAl hsdR17 (rq12” mgp2') supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac
F'[proA B lacFZDMI15::Tnl0] (Tet") Novagen, USA
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3.8 Roztoky a pufry

Barvici roztok pro SDS PAGE a PVDF membrany: 45 % methanol, 10 % kys.
octova, 0,25 % CBB R-250

Elektrodovy pufr pro SDS-PAGE: 10mM Tris-HCI, 250mM glycin, 0,1% SDS,
pH=8,3

Ligac¢ni pufr pro T4 DNA ligasu — komeréné dostupny od firmy Stratagene

NEB 2 pufr — komer¢né¢ dostupny od firmy New England Biolabs

NEB 3 pufr — komeréné dostupny od firmy New England Biolabs

NEB 4 pufr — komer¢né¢ dostupny od firmy New England Biolabs

Odbarvovaci roztok pro PVDF membrany: 45% methanol, 10% kys. octova
Odbarvovaci roztok pro SDS PAGE: 35% ethanol, 10% kyselina octova

Pufr pro DNA polymerasu Deep Vent - dostupny od firmy New England Biolabs
Pufr pro elektroprenos: 10mM Tris-HCI, 150mM glycin, 20% methanol, pH = 8.4
Roztok akrylamidu: 30% akrylamid, 1% N,N’-methylen-bis-akrylamid

Sol. I pro maxiprep: 50mM glukosa, 25mM Tris-HCI, 10mM EDTA, pH = 8,0

Sol. I pro maxiprep: 44ml H,O, 1ml 10M NaOH, 5ml 10% SDS

Sol. III pro maxiprep: 147,2g KAc, 57,5ml ledové HAc, doplnit HO do 500ml

STE pufr — 10mM Tris-HCI, 0,1M NaCl, ImM EDTA, pH = 8,0

TAE pufr: 2M Tris-HCI, IM HAc, S0mM EDTA, pH = 8,0

TE pufr: 10mM Tris-HCI, ImM EDTA, pH=7.5

TES pufr: 50mM Tris-HCI, 100mM NaCl, 1| mM merkaptoethanol, I mM NaN3,
pH=7,4

TES pufr se sacharosou: 25% sacharosa, SOmM Tris-HCI, ImM EDTA, ImM NaN3,
pH=7,4

TES pufr s detergentem: 0,1% Triton X-100, 50mM Tris-HCI, 100mM NaCl, ImM
merkaptoethanol, | mM NaNj3, pH=7.4

Vzorkovy pufr pro SDS PAGE redukujici: 50mM Tris-HCI, 12 % glycerol, 4%
SDS, 0,1% bromfenolova modft, 2% B-merkaptoethanol, pH = 6,8

3.9 Média

LB agar: 1,25 % agar v LB médiu
LB médium: 1 % bacto-tryptone, 0,5 % bacto-yeast extract, 1 % NaCl, pH = 7,4
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4 Metody

4.1 Priprava insertu pomoci PCR amplifikace

Inserty kodujici receptory NKR-P1D*® a CIrb"®®! (piiloha 1) byly amplifikovany
pomoci PCR reakce. Primery, které byly pouzity, navrhoval Mgr. Ondfej Vanék a byly
dodany firmou Generi Biotech.
V ptipadé NKR-P1D se jednalo o forward primer:

5°—=TGC ATA TGT CAG CTA AGC TAG AGT GCC CAC AA —3° (*45617)
a reverse primer:

5°—TAA GCT TAG GAG TCA TTA CAC GGG GTT TCA T —3° (*421A4)

V ptipadé Clrb se jednalo o forward primer:
5°-=TGC ATA TGA ACA AGA CCT ATG CTG CTT GCC - 3° (*45619)
a reverse primer:

5= AAG CTT AGT TGA GCT TGC TAC AGA TCC ACA T- 3" (*456J5)

Pomoci primer a cDNA ziskané z RNA izolované ze slezin mysi linie C57BL/6!*8H>°)
byly amplifikovany taseky o 421 parech bazi v piipadé NKR-P1D a 377 parech bazi v ptipadé
Clrb.

SloZeni reak¢éni smési je uvedeno v tabulce 1 a termalni profil reakce v tabulce 2.

Tabulka 1: SloZeni PCR reakéni smési:

cDNA
Deep forward | reverse dNTPs 10x
slozka | templat Vent primer | primer MgSOq4 H,O
DNA SUM SUM (10mM) | 100mM | pufr
(IOOng) pOl(lM) ( u ) ( n )
V (ul) 1 1 10 10 2 2 5 19




Tabulka 2: Termalni profil PCR reakce:

teplota (°C)* | ¢as (min)
denaturace 95 1
denaturace 95 0,5
nasedani primert 54 0,5 celkem 30x
polymerace 72 1
polymerace 72 4

* teplota vicka: 105°C

Produkt PCR reakce byl extrahovan fenolem a chloroformem, precipitovan ethanolem
v prostiedi 3M acetatového pufru o pH=5,2, promyt ethanolem, chlazen a centrifugovan
v centrifuze MPW 375, rotor 11316 pii 120000t/min a 4°C, znovu promyt ethanolem a znovu
centrifugovan. Supernatant byl odstranén a peleta byla vysuSena pod vakuem. Pfiblizna délka
vzniklého insertu byla ovéfena elektroforesou na 1% agarosovém gelu v prostfedi TAE pufru
s pouzitim ethidium bromidu jakoZzto visualiza¢niho ¢inidla. EtBr interkaluje do DNA a v UV

svétle fluoreskuje. Nafoceni gelu bylo provedeno dokumenta¢nim systémem firmy Syngene.

4.2 Ligace pripravenych inserti do pBS vektoru a transformace
kompetentnich bunék

1ul komer¢niho vektoru pBS II SK/KS(-) firmy Stratagene'® byl linearizovan pomoci
restrikéni endonukleasy Smal. Linearizovany vektor byl pifidan k nadbytku pfedem
amplifikovanych usek(i ve standardni liga¢ni reakci. Reakce probihala po 2 hodiny pfi

laboratorni teplot¢.

Tabulka 3: SloZeni liga¢ni smési pro ligaci do vektoru pBS:

slozka insert | vektor pBS | pufr* Smal
V (ul) 8 1 1 0,5
* smés 20% T4 DNA liga¢niho pufru a 80% NEB 4 pufru

Poté byla smés obsahujici plasmidy pfidana ke kompetentnim burikdm E. coli kmene
Nova Blue. Bakterie byly transformovany metodou teplotniho Soku. Nejdiive 20 — 30 min
staly na ledu, poté byly na 1 minutu zahiaty na 42°C a nasledné byly dalSich 5 minut

inkubovany na ledu. Nakonec bylo pfidano 0,4ml LB média bez antibiotik, smés byla
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protfepana a umisténa na 30 minut do inkubatoru pii 37°C. Po inkubaci byly bakterie
centrifugovany, supernatant byl odstranén a peleta byla resuspendovana ve 100ul LB média.
Smés byla sterilné nanesena na LB agarové plotny obsahujici ampicilin (150pug/ml), X-gal
(90mg/l) a IPTG (100mM). Misky byly inkubovany pfes noc pti 37°C. Druhy den byly
pozorovany bilé a modré kolonie bakterii. Bylo vybrano nékolik uspésné transformovanych
kolonii, které byly pfeneseny kazda do 1ml LB média obsahujiciho ampicilin (150pg/ml) a

byla piipravena stacionarni kultura.

4.3. Priprava DNA a jeji restrik¢ni analyza

0,8 ml stacionarni kultury obsahujici bakterie transformované spravnym plasmidem
bylo zpracovano metodou EasyPrep.!®'! Smés byla cetrifugovana v centrifuze USMC-13 pii
140000t/min a laboratorni teploté. Peleta byla resuspendovana ve 30ul STE pufru a smés byla
ponechéna pfi laboratorni teploté. Po uplynuti 5 minut byla smés 90s povatena a dalsich 10
minut ponechana pfi laboratorni teploté. Vysledna smés byla centrifugovana v centrifuze
MPW 375, rotor 11316 pti 140000t/min. DNA obsazena v supernatantu byla St€pena pomoci
restrikénich endonukleas Pstl + BamHI a $tépy byly analyzovany elektroforesou na 1%

agarosovém gelu

4.4. Priprava vétSiho mnozstvi plasmidové DNA

K ptipravé velkého mnozstvi plasmidové DNA za ucelem uskladnéni do zasoby bylo
vyuzito protokolu takzvaného maxiprepu.!® Princip tohoto protokolu spociva v odstranéni
proteini a RNA ze smési vzniklé lyzou bakterii a nasledné purifikaci DNA pomoci promyvek
fenolem a chloroformem.

Iml kultury bakterii ve stacionarni fazi byl zaockovan do 200ml LB media
s ampicilinem (150pg/ml) a byla napéstovana ,,no¢ni* stacionarni kultura.

Druhy den byla kultura sklizena centrifugaci v centrifuze Avanti J-26XP, rotor JLA16-
250, pii 8000ot/min, 4°C po dobu 10 minut. Supernatant byl odstranén a peleta byla
resuspendovana ve 20ml Sol./. Smés byla centrifugovana v centrifuze Z233K, rotor 221.10,
pti 80000t/min, 4°C, po dobu 10 minut, supernatant byl slit a peleta byla resuspendovana ve
3,5 ml Sol.I s 5mg/ml lysozymem. Po pétiminutovém odstani za laboratorni teploty bylo
ptidano 7ml Sol.Il. Takto vznikla smés byla ponechana 10 minut na ledu a poté bylo pfidano
5,2ml Sol.1Il, smés byla promichdna, ponechdna dalSich 10 minut na ledu a centrifugovana

v centrifuze Z233K, rotor 221.10, pii 120000t/min, 4°C, po dobu 30 minut.
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Supernatant byl pfenesen do cistych kyvet v objemu 15ml na kyvetu a do kazdé
kyvety bylo pfidano 10ml isopropanolu. Po patnactiminutové inkubaci za laboratorni teploty
byly roztoky centrifogovany v centrifuze Avanti J-26XP, rotor J25.55, pii 120000t/min, 20°C
po dobu 30 minut. Supernatant byl odstranén, peleta byla oplachnuta ethanolem a po zakryti
hrdel kyvet perforovanym parafilmem byly kyvety umistény do vakua na 15 minut.

Po vysuseni byla peleta resuspendovana ve 2ml TE pufru, bylo pfidano 10ul RNasy a
smés byla 30 minut inkubovana pti 37°C. Poté byly pfidany 2ml fenolu. Roztok byl protiepan
a centrifugovan v centrifuze MPW 375, rotor 11324, pfi 120000t/min, 4°C po dobu 5 minut.
Vrchni faze byla odebrana a byl k ni pfidan Iml fenolu a 1ml chloroformu. Po opétovné
centrifugaci a odebrani horni faze byly pfidany 2ml chloroformu. Smés byla opét
centrifugovéna a opé€t byla odebrdna horni frakce. K ni byla ptidana 1/5 objemu NaAc pufru o
pH=5,2, 2,5 objemu 95% ethanolu a celd smés byla zmraZena na -20°C. Po 30 minutach byla
smés rozmraZena a centrifugovana v centrifuze MPW 375, rotor 11324 pti 120000t/min, 4°C
po dobu 10 minut. Supernatant byl odstranén a peleta byla omyta 70% ethanolem a susena
pod vakuem. Sucha srazenina byla pfenesena do mikrozkumavky a resuspendovana ve 160pul
H,O. K roztoku bylo pfidano 40ul 4M NaCl a 200ul roztoku polyethylenglykolu a vysledny
roztok byl ponechédn 1 hodinu na ledu. Poté byla smés centrifugovana v centrifuze MPW 375,
rotor 11316 pii 120000t/min, 4°C po dobu 10 minut. Supernatant byl slit a srazenina byla
rozpuSténa ve 100ul TE pufru. Byla zopakovana extrakce fenolem, smési fenolu
s chloroformem a pouze chloroformem, precipitace pomoci NaAc a ethanolu a nakonec
zamrazeni na -70°C. Po rozmraZeni byla smés centrifugovana v centrifuze MPW 375, rotor
11316 pii 120000t/min, -9°C po dobu 10 minut, peleta byla promyta ethanolem, vysusena pod
vakuem a nakonec resuspendovana v 55ul TE pufru. Koncentrace a Cistota pfipravené DNA
byla stanovena spektrofotometricky. Pomér absorbanci vzorku pii 260 a 280 nm by mél byt
ptiblizné roven 1,8. Niz§i pomér naznaCuje obsah proteinii ve vzorku, vys§i kontaminaci
RNA. Koncentrace byla nakonec upravena na hodnotu lpg/ul a roztok byl zamrazen pii
-20°C.

Kontrolni restrikéni $tépeni bylo provedeno restrikénimi endonukleasami Ndel + HindIIl a

Pstl + BamHI.
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4.5. Konstrukce pET vektori a transformace kompetentnich bunék

DNA insertd byla pomoci restrik¢nich endonukleas Ndel a HindIIl vystépena z pBS
vektoru a rozdélena pomoci elektroforesy na 1% agarosovém gelu. Ziskané DNA fragmenty
byly poté ligovany do pET30a(+) vektoru.!®H64

K 8ul plasmidové DNA (pBS) ziskané metodou EasyPrepu byly pfidany 2ul NEB2
pufru, 10ul vody, 1,2ul Ndel a 0,8ul HindIII restrikénich endonukleas. Smés byla 1 hodinu
inkubovana pii 37°C. Komeréni vektor pET-30a(+) firmy Novagen byl linearizovan za
stejnych podminek. Po uplynuti 1 hodiny bylo k linearizovanému vektoru ptidano 0,5ul CIP a
smés byla inkubovana dal$i hodinu pii 37°C. Vzorek obsahujici vystépené inserty byl
rozdélen elektroforesou na 1% agarosovém gelu, inserty DNA byly zgelu vyfiznuty a
purifikovany pomoci JETQUICK Gel Extraction Spin Kitu firmy Genomed dle navodu
piilozenému ke kitu.!”! Byla pfipravena smés pro ligaéni reakci o slozeni znazornéném

v tabulce 4. Smés byla inkubovana 3,5 hodiny pii 20°C.

Tabulka 4: SloZeni liga¢ni smési pro ligaci do vektoru pET:

slozka insert | vektor pET | 10x ligacni pufr T4 DNA ligasa
V (ul) 10 2 2 1

Ke 100ul kompetentnich bunék E. coli kmene Gold bylo ptidano 10ul liga¢ni smési a
bakterie byly podrobeny transformaci teplotnim Sokem popsané jiz v bodé¢ 4.2. Smési
s transformovanymi bakteriemi byly naneseny na misky s LB agarem obsahujicim kanamycin

(5pug/ml) a tetracyklin (SOpug/ml) a inkubovany ptes noc pii 37°C.

4.6. PFiprava DNA a jeji restrik¢ni analyza

0,8 ml stacionarni kultury obsahujici bakterie transformované spravnym plasmidem
bylo zpracovano metodou EasyPrep dle postupu popsaného jiz v bodé 4.3. Ze vzniklé DNA
byla provedeno restrikéni $tépeni pomoci restrik¢énich endonukleas Xbal + HindIIl a Ndel +

HindIII. K analyze byla vyuzita elektroforesa na 1% agarosovém gelu.

4.7. Plasmid Maxiprep
Vétsi mnozstvi plasmidové DNA v pET vektoru bylo pfipraveno protokolem shodnym

s postupem popsanym v bodé¢ 4.4. Kontrolni Stépeni bylo provedeno restrikénimi

endonukleasami Ndel + HindIII a Xbal + HindIII.
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4.8 Kontrola DNA sekvenci sekvenaci

Misky s narostlymi koloniemi bakterii obsahujici inserty v pBS 1 pET vektorech byly
odeslany do DNA sekvenaéni laboratote MBU AV CR v.v.i. dr. Jurgenu Felsbergovi, ktery
provedl analyzu dideoxynukleotidovou metodou na sekvenatoru ABI Prism 3100 firmy

Applied Biosystems.

4.9 Vybér produkénich kloni NKR-P1D a Clirb (,,Plus-minus pokus*)

200pul kompetentnich buné€k E. coli kmene Gold bylo transformovéano 0,5ul zasobni
plasmidové DNA ziskané metodou maxiprepu v bod¢ 4.7. Po no¢ni kultivaci na miskach s LB
agarem obsahujicim kanamycin (Spg/ml) a tetracyklin (50ug/ml) v inkubdatoru pii 37°C byly
vybrany 4 kolonie z kazdé misky a kazda byla zao¢kovana do 1ml LB media obsahujiciho
kanamycin (Spg/ml) a tetracyklin (50ug/ml). Ttepanim pii 37°C byly pfipraveny stacionarni
kultury. Z kazdé stacionarni kultury bylo odebrano dvakrat 10ul a zaockovano do 1ml
cerstvého LB Kan Tet media. 8 takto vzniklych kultur bylo kultivovano na tiepacce pii 37°C
do ODssy =0,7. Poté byla z dvojice identickych kultur vzdy jedna indukovana IPTG do
celkové koncentrace 0,1mM. Po dalSich péti hodinach kultivace bylo zkazdé kultury
odebrano 200ul. Vzorek byl centrifugovan na stolni centrifuze Spectrafuge 16M pii
140000t/min po dobu 10 minut. Supernatant byl odsat a peleta byla resuspendovana ve
20ul Ix koncentrovaného redukujiciho vzorkového pufru na SDS elektroforesu. Smés byla
povaiena na vodni lazni, sonikovana, znovu centrifugovana a nasledné byla provedena
analyza pomoci SDS PAGE na 15% gelu o sloZzeni znazornéném v tabulce 5. Na zaklad¢

mnozstvi produkovaného proteinu byl vybran optimalni producent pro kazdy protein.

Tabulka 5: Slozeni gelu pro SDS-PAGE:

15% separacni gel | 5% zaostfovaci gel
V (ml)
voda 2,3 1.4
roztok akrylamidu 5,0 0,33
1,5M Tris-HCI 2,5;pH 8,8 0,25; pH 6,8
10% SDS 0,1 0,02
10% APS 0,1 0,02
TEMED 0,004 0,004
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4.10 Optimalizace produkce NKR-P1D a Cirb

Ze stacionarnich kultur optimalnich producenti ziskanych vbodé¢ 4.9 bylo
zaoCkovanim 10ul kultury do 1ml Cerstvého LB Kan Tet media ptipraveno 36 kultur, které
byly kultivovany na ttepacce pii 37°C do ODssp = 1,0. Poté byly kultury indukovany IPTG do
celkové koncentrace uvedené v tabulce 6 a kultivovany pii teplotach a po doby uvedené

tamtéz.

Tabulka 6: Schéma indukce a nasledné kultivace jednotlivych kultur

3 hodiny 6 hodin
B 0,003 |1 0,01 { 0,03 0,1 | 0,3 | 09 0,003 { 0,01 [ 0,03 | 0,1 | 0,3 | 0,9 vz 1-12
37°C mM MM | mM | mM|mM | mM mM  mM mM | mM | mM| mM
D 0,003 10,01 10,03 | 0,1 | 03|09 0,003 | 0,01 [ 0,03 | 0,1 | 0,3 | 0,9 vz 25-36
mM mM | mM | mM | mM|mM mM mM | mM | mM | mM| mM
4 hodiny 8 hodin
o 0,003 { 0,01 | 0,03 | 0,1 | 0,3 | 0,9 0,003 | 0,01 | 0,03 0,1 | 0,3 | 0,9
28°C | B MM mM | mM | mM|mM | mM mM mM | mM | mM | mM| mM vz13-24

Po uplynuti stanovenych casii byly vSechny kolonie sklizeny a byla provedena analyza
pomoci SDS PAGE na 15% gelu. Na zakladé mnozstvi produkovaného proteinu byly vybrany

optimalni podminky produkce.

4.11 Priprava inkluznich télisek NKR-P1D a Clrb

Ze stacionarni kultury optimalnich producenti byly zao¢kovanim 40ul kultury do 4ml
Cerstvého LB Kan Tet media a naslednou kultivovaci na tfepacce pfi 37°C piipraveny
startery. Poté byly tyto kultury zaockovany do 11 ¢erstvého LB Kan Tet media a kultivovany
na trepacce piti 37°C do ODssy = 1,0. Nasledné byly kultury indukovany 0,03mM (Clrb) a
0,3mM (NKR-P1D) IPTG a ponechany na tiepacce pii 37°C. Po uplynuti 6 hodin byly
kultury sklizeny centrifugaci v centrifuze Beckman J-6 pti 3600ot/min, 4°C po dobu 10
minut. Supernatant byl slit a peleta byla resuspendovana ve 20ml TES pufru pH7,4. Smés
byla pfenesena do centrifugacnich kyvet JA25.50 a centrifugovana v centrifuze Avanti J-26
XP (rotor JA-25.50) pfi 10 000ot/min, 4°C po dobu 15 minut. Supernatant byl slit a peleta
byla resuspendovana ve 20ml TES pufru obsahujiciho 25% sacharosu, ImM PMSF, 1uM
leupeptin a 1pM pepstatin a kratce sonikovana. Poté byl obsah kyvet zamraZen na -80°C. Po
opétovném rozmrazeni byl ptidan MgCl, do celkové koncentrace 10mM, 10ul DNAsy a 10l
RNAsy. Vzorky byly na ledu sonikovany 6 x 30s a nésledné centrifugovany v centrifuze

Avanti J-26 XP (rotor JA-25.50) pti 18 0000t/min, 4°C po dobu 15 minut. Supernatant byl slit
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a peleta byla resuspendovana v TES pufru s 0,1% Tritonem. Smés byla centrifugovana za
stejnych podminek jako pfedtim. Promyvka TES pufrem s Tritonem byla zopakovana celkem
tiikrat. Nakonec byly vzorky dvakrat promyty TES pufrem bez Tritonu a pelety byly
zamrazeny k dalSimu pouziti. Supernatanty z jednotlivych promyvek i vysledné inkluze byly

analyzovany pomoci SDS PAGE na 15% gelu.

4.12 Pienos proteinu na PVDF membranu a kontrola aminokyselinové

sekvence sekvenaci

Na spodni desku pfistroje Semi-dry blotter byla umisténa plastova Sablona s otvorem
zhruba velikosti elektroforetického gelu, na ni bylo polozeno 6 filtra¢nich papirii o rozmérech
6x8 cm navlhéenych v MetOH transfer pufru. Na filtraéni papiry byla umisténa PVDF
membrana predem oSetfena methanolem, na ni gel z SDS elektroforesy obsahujici proteiny,
které mély byt analyzovany a navrch dalSich 6 navlh¢enych filtra¢nich papirki o stejném
rozméru. Pristroj byl uzavien a pfipojen ke zdroji stejnosmérného napéti tak, aby proteiny
vyputovaly z gelu a zachytily se na membranu. Prenos probihal pfiblizné 30 minut pii 40mA.

Proteiny z membrany byly analyzovany Edmanovym odbouravanim na proteinovém

sekvenatoru Procise firmy Applied Biosystems na UK-PiF panem profesorem Bezouskou.
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5 Vysledky

5.1 PCR amplifikace insertu kodujicich NKR-P1D a Cirb
K PCR amplifikaci insertd kodujicich ¢asti receptori NKR-
P1D a Clrb bylo vyuzito primert popsanych v ¢asti ..Metody*. Jako
templat byla pouzita cDNA ziskand kolegynémi Celadovou a
Holubovou piepisem RNA ze slezin mysi linie C57BL/61% %,
Analyza amplifikovanych inserti byla provedena pomoci

elektroforesy na 1% agarosovém gelu v prosttedi TAE pufru.

K detekei byl vyuzit EtBr a UV iluminator.

obr. 4: Fotografie gelu vyuzitého ke kontrole velikosti
vzniklého produktu.

dréha 1: 1kb zebiik

drdha 2: NKR-P1D insert

Z obrazku je vidét, ze délka vzniklého PCR produktu odpovida predpokladané déice 422 bp.
Da se tedy predpokladat, ze PCR amplifilace probéhla v poradku.

5.2 Ligace pripravenych inserti do pBS vektoru a transformace

kompetentnich bunék

Geny ziskané PCR amplifikaci byly zaligovany do linearizovaného vektoru pBS II
SK/KS(-) firmy Stratagene. (obr. 5) Po standardni liga¢ni reakci a transformaci
kompetentnich bunék E. coli kmene Nova Blue podle standardniho protokolu teplotniho Soku
byly bunky rozetfeny na agarové plotny obsahujici ampicilin (150pg/ml), X-gal (90mg/l) a
IPTG (100mM) a ponechény ptes noc pti 37°C.

Réno byl proveden .blue-white screening,” specidlni vlastnost pBS vektoru
umoznujici rozpoznat bakterie transformované plasmidem obsahujicim tspésné zaligovany
insert. Pfi Gspésné transformaci dojde totiz k preruseni oblasti kodujici a podjednotku lacZ
proteinu (viz obr. 5). DNA bakterie obsahuje geny kodujici Q podjednotku. Tyto dvé
podjednotky dohromady tvoii funkéni B-galaktosidasu. Pokud doslo k uspésné ligaci, a tedy
preruSeni genu pro a podjednotku lacZ proteinu, neni bakterie schopna metabolisovat
galaktosu. Toto je zjiStovano pomoci chromogenniho substratu zvaného X-gal (5-bromo-4-

chloro-3-indolyl-B-D-galaktopyranosid), jehoz S$tépny produkt je jasné¢ modry. Kolonie
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bakterii schopnych metabolisovat galaktosu se tedy barvi do modra, zatimco kolonie bakterii
obsahujici Gisp&sné zaligovany plasmid zistavaji bilé.[*"

Pdil 129
Adel, BsaAl 232

Pdml 264

pBluescript Il SK/KS (-)
2961 bp 818

Eam11051 2041

17 war " alai

MIYAC primer {204, 17-mes 17 promoes
5’ G TAA AAC GAC GGC CAG TGA ATT GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CGA ATT
3’ C ATT TTC CTC CCC CTC ACT TAA CAT TAT GCT CAG TGA TAT CCC OCT TAA

LacZ « Yol Vol Ala Lew Ser Asn Tyr Tyr Ser Giu Ser Tw Pro Ser Asn
By
Ecos2! Hinll E£001081
Eci13sil e — a2l —fcosd & I Sall Apal Accks!
sxl — om Nod Xbal Beul BamHI Psti EcoRl _ Ec032l  yngp Bsu1s! Xmil  — Xhol Bsp120! Koni 780
GCT GCA GGA ATT CGA TAT CAR GCT TAT CGA TAC CGT CGA CCT CGA GGG GGG GCC CGG TAC CCA
GGG GCC CGA CGT CCT TAA GCT ATA GTT CGA ATA GCT ATG GCA GCT GGA GCT CCC CCC CGG GCC ATG GGT

GGA GCT CCA CCG CGG TGG CGG CCG CTC TAG AAC TAG TGG ATC CCC T
CCT CGA GGT GGC GLC ACC GCC GGC GAG ATC TTG ATC ACC TAG
Set Ser Tp Arg Po Po Pro Arg Glu Leu Val Leu Pro Asp Gy Pro Ser Cys Ser

Atn Ser le Leu Ser lle Ser Val Thr Ser Arp Ser P Pro Gy Pro Val Tp

GCT TTT GTT CCC TTT AGT GAG GGT TAA TTG CGC GCT TGG CGT AAT CAT GGT TRAT AGC TGT TTC CTG 3’
CGA ARA CAA GGG AMA TCA CTC CCA ATT AAC GCG CGA ACC GCA TTh GTA CCA GTA TCG ACh AAG GAC S*
M1 roverse sequancing prmes (-28), 17-mer

T3 Tarserecoe st T3 promoter
Ser Lys Asn Gly Lys Thr Leu Thr Leu Glu Ser Ser Pro Thr lie Met Thr Mal

obr. 5: Vektorova mapa pBS II SK/KS (-) vektoru se zndzornénym Smal mistem, kam je vkladan
insert a pary restrik¢nich endonukleas uzitych pro restrikéni analyzy. Upraveno dle [66]
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5.3 Restrikcni analyza inserta v pBS

Z 0,8 ml ,.noc¢ni kultury* byla pomoci metody EasyPrepu ziskdna plasmidova DNA,

ktera byla néasledné analyzovana pomoci restrik¢nich endonukleas Pstl a BamHI (obr. 6)

500bp
400bp
300bp

200bp
100bp

o
L]
-
-
-y
-y

¢
$

draha I:
draha 2:
draha 3:
draha 4:
draha 5:
dréha 6:
draha 7:
draha 8:
draha 9:

1kb zebtik

insert NKR-P1 D

pBS CIrG: Tul NEB 3; 0.4ul Pstl + BamH 1
pBS NKR-PID; 1ul NEB 3; 0,4ul Pstl + BamHI
pBS NKR-PI1D; 1ul NEB 3; 0,4ul Pstl + BamHI
pBS NKR-PID; Iul NEB 3; 0,4ul Pstl + BamHI
pBS NKR-PID; 1ul NEB 3; 0,4ul Pstl + BamHI
pBS NKR-PID; Iul NEB 3; 0,4ul Pstl + BamHI
pBS NKR-PI1D; 1ul NEB 3; 0,4ul Pstl + BamHI

Obr. 6: Fotografie gelu pouzitého ke kontrole ligace insertu NKR-P1D do pBS vektoru.

Jako pozitivni se jevily klony ve drahach 4. 6, 7, 8 a 9. Pro dalsi praci byly vybrany klony ze drah
4.7a8.

5.4 Priprava vétsiho mnozstvi plasmidové DNA (pBS) metodou Maxiprep a jeji

kontrola restrik¢ni analyzou

Maxiprepu

200ml .no¢ni* kultury bylo sklizeno a zpracovano podle standardniho protokolu

. Kvalita preparatu byla nasledné zkontrolovana restrikénim S$tépenim pomoci

restrik¢nich endonukleas Pstl + BamHI a Xbal + HindlIII (obr.7)
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draha 1: 1kb zebiik

draha 2: 100bp zebiik

draha 3: pBS Clrb: Tul NEB 3: 0.4ul Pstl + BamHI
draha 4: pBS Clrb: Il NEB 3: 0.4ul Ndel + HindlIIl
draha 5: pBS Clrg: 1ul NEB 3: 0.4pl Pstl + BamHI
draha 6: pBS Clrg: 1l NEB 3: 0.4pl Ndel + HindlIll
draha 7: pPBS NKR-PI1D: Il NEB 3: 0.4pl Pstl + BamHI

1000bp draha 8: pBS NKR-P1D: 1l NEB 3: 0.4pl Ndel + Hindlll

500bp

Obr. 7: Fotogratie gelu pouzitého ke kontrole plasmidové DNA ziskané metodou Maxiprep

Jak je vidét, velikosti jednotlivych vzorku odpovidaji délce kterou by mély mit prislusné

inserty. da se tedy usuzovat. ze ptiprava DNA pomoci Maxiprepu prob¢hla v poradku.

5.5 Ligace inserti do pET vektoru a transformace kompetentnich bunék

Plasmidova DNA obsahujici pozadované inserty v pBS vektoru byla ziskana metodou
Easyprepu a $tépena pomoci restrikénich endonukleas Ndel a HindIIl. Vysledna smés byla
rozdélena elektroforesou na 1% agarosovém gelu a inserty byly purifikovany pomoci JET
QUICK Gel Extraction Spin Kitu firmy Genomed.

Precisténé inserty byly ve standardni ligac¢ni reakci ligovany do vektoru pET-30a(+)
firmy Novagen (obr. 8). Kompetentni buniky byly transformovany liga¢ni smési, naneseny na
misky [LB agaru obsahujiciho kanamycin (Sug/ml) a tetracyklin (50pg/ml) a inkubovany pfi
37°C.

33



Xho K158)
Not §{166)
Eag l(166)
Hind IK173) =
Sal {179)
Sac K190)
EcoR §(192)
BamH ) 198)
EcoR V{206)
Nco §212)
Kpn |{238)

Bpu1102 1{80) Bagl 1{241)
Nsp V(268)
—
Xba 1(384) ————

SgrA 1(495)

Dra 1115180)

Pvu 1(4479)
Sqf 1(4479)

Sma |(4353)
Milu 1(1176)

Bel 1(1100)

Nru (4136)
BstE 1l{1357)

PET-30a(+) e

(54220p)

Eco57 1(3825) BssH 11(1587)

-~ Hpa K1682)
BssS 1(3450) PshA 1(2021)

BspLU111(3277) 7/ Bgl k2240)

Bst1107 i(3048) PspS 11(2283)
Tth111 K3022)

T7 termnator prmer #60337-3

pET-30a-c(+) cloning/expression region

Obr. 8: Vektorova mapa pET-30a(+) vektoru se znazornénym mistem, kam je vkladan insert
(mezi Ndel a HindIII §té€pici mista) a pary restrikénich endonukleas uzitych pro restrik¢éni
analyzy. Upraveno dle [64]
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5.6. Restriké¢ni analyza insertu v pET:
Z 0.8 ml ..no¢ni kultury™ byla pomoci metody EasyPrepu ziskdna plasmidova DNA,

ktera byla nasledn¢ analyzovana pomoci restrikénich endonukleas Ndel + HindIIl a Xbal +

HindlIII. (obr. 9)

draha 1: 1kb zebiik

draha 2: 100bp zebiik

draha 3: pET30a(+); 1pl NEB2; 0,4ul Ndel

draha 4: pET30a(+); 1ul NEB2; 0,4ul HindlIIl

draha 5: pET30a(+); [l NEB 2; 0,4pl Ndel + Hindlll
draha 6: pBS Clrb; 1ul NEB 2; 0,4ul Ndel + HindlIIl
draha 7: pET Clrb; 1l NEB 2; 0,4pd Ndel + Hindlll
draha 8: pET ClIrb; 1pl NEB 2; 0.4pl Xbal + HindlIll

Obr. 9: Fotografie gelu pouzitého ke kontrole ligace insertu Clrb do pET vektoru.
Ze srovnani se standardy v podobé insertu ligovaného v pBS vektoru (draha 6) a prazdnych

pET-30a(+) vektort (drahy 3-5) je vidét, ze ligace do pET vekoru probéhla uspésné (drahy 7 a 8).
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5.7 Priprava vétSiho mnozstvi plasmidové (pET) DNA metodou Maxiprep a jeji

kontrola restrikéni analyzou
200ml .noc¢ni* kultury bylo sklizeno a zpracovano podle standardniho protokolu

Maxiprepu. Kvalita preparatu byla nasledné¢ zkontrolovana restrikénim S§tépenim pomoci

endonukleas Nde I + Hind III a Xba I + Hind III (obr.10)

draha 1: 1kb zebtik

draha 2: 100bp zebiik

draha 3: pET30a(+); 1ul NEB2; 0.4ul Nde I + Hind 111
dréha 4: pET NKR-P1D; 1ul NEB2: 0.4ul Nde I + Hind III
draha 5: pET NKR-P1D; 1ul NEB 2; 0,4ul Xba I + Hind 111
draha 6: insert NKR-P1D Stépeny Ndel + HindIII

Obr. 10: Fotografie gelu pouzitého ke kontrole plasmidové DNA ziskané metodou Maxiprep

5.8 Kontrola DNA sekvenci sekvenaci

Sekvence plasmidt v pBS 1 pET vektorech byly zjistény na sekvenatoru ABI Prism 3100
firmy Applied Biosystems a ovéfeny porovnanim s publikovanymi sekvencemi prostiednictvim
databazi ExPASy a BLAST. Sekvence kédujici NKR-P1D byly ve 100% shod¢ s publikovanymi
sekvencemi. V sekvenci kddujici Clrb se objevila jedna bodova mutace, kdyz thymin v poloze
132 byl substituovan cytosinem. Tato mutace zplsobila zménu tripletu GCT na GCC. Oba tyto
koddény ovsem kdduji alanin, takze tato bodova mutace je pro vysledny protein zcela nepodstatna
a muze byt ignorovana. Na piikladu ziskaného elektroforeogramu (Ptiloha 2) je dobte vidét
sekvenci expresniho vektoru az po restrikéni misto Ndel (v pozici 113 — 118). Za nim nésleduje
sekvence insertu az po restrik¢ni misto HindlIII (v pozici 483 — 488) a poté dalsi ¢ast expresniho

vektoru.
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5.9 Vybér produkénich kloni (,,Plus-minus pokus*)

Z kultur narostlych na miskach s LB Kan Tet agarem byly vybrany 4 kolonie, z nichz
byly piipraveny v LB Kan Tet médiu stacionarni kultury. Z kazdé stacionarni kultury byly
zaoCkovany dvé nové kultury, a kdyz dorostly do ODss0~0,7, jedna z nich byla indukovana
IPTG (isopropyl-thiogalaktosid). VSechny kultury byly poté inkubovany dalSich 5 hodin a
nakonec byla provedena analyza pomoci SDS-PAGE na 15% gelu. (obr. 11 a 12). Jako
optimalni producent byl vybran producent 1 pro Clrb a producent 3 pro NKR-P1D

1= 2+»~-£\1§_-\, .;, )
Do el s Obr.11: Fotografie gelu

65 kDa 4

pouZitého k vybéru
44 kDa optimalniho producenta
Clrb.
V lichych drahach je
30 kDa vidét proteinové sloZeni
bakterii, které nebyly
18 kDa ! indukovany IPTG,
14 kDa vsudych drahach je
vidét vliv IPTG na
produkci proteind.
‘ V krajnich drahach jsou
¥ markery.
1+ 1- 2+ 2- 3+ 3- 4+ 4-
65kDa
44 kDa Obr.12: Fotografie gelu
pouzitého k vybéru
30kDa optimalniho producenta
B NKR-P1D.  Rozlozeni
18kDa | drahj.e stejné jako u obr:
11, jenom v posledni
draze chybi marker.

5.10 Optimalizace produkce NKR-P1D a Clrb

Ze stacionarnich kultur optimalnich producentii byly pfipraveny kultury, které byly po
dosazeni ODssy~ 1,0 indukovany a dale s nimi bylo nakladano dle tabulky 6 v bod¢ 4.10.
Analyza vSech kultur byla provedena pomoci SDS-PAGE na 15% gelu. (obr. 12 a 13)
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65 kDa
44 kDa

30 kDa

18 kDa

14kDa

65 kDa
44 kDa

30 kDa

18 kDa
14 kDa
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Obr.13: Fotografie gelu
pouzitétho pro urCeni
optiméalnich ~ podminek
produkce Clrb.

V drahéch jsou postupné
vzorky 1 — 12 (viz
tabulka 6 v bode¢ 4.10).
V krajnich drahéch jsou
markery.

Draha odpovidajici
vybranym optimalnim
podminkdam  (37°C; 6
hodin; 0,03mM IPTG) je
oznacena.

Obr.14: Fotografie gelu
pouzitétho pro urceni
optiméalnich ~ podminek
produkce Clrb.

V drahach jsou postupné
vzorky 13 - 24 (viz
tabulka 6 vbodé 4.10).
V krajnich drahach jsou
markery.

Obr.15: Fotografie gelu
pouzittho pro urceni
optimalnich  podminek
produkce NKR-PI1D.

V drahach jsou
postupné vzorky 25-36.
(viz tabulka 6 v bodé
4.10).V krajnich drahach
jsou markery.

Dréaha odpovidajici
vybranym optimalnim
podminkdm (37°C; 6
hodin; 0,3mM IPTG) je
oznacena.



5.11 Priprava inkluznich télisek

Produk¢ni klony kompetentnich bunék byly napéstovany v 11 LB Kan Tet média do

ODsso~ 1,0 a poté byly indukovany IPTG do odpovidajici koncentrace. Po indukci byly

kultury ponechany dal$ich 6 hodin na tfepacce a nakonec sklizeny centrifugaci. Z pelet byla

standardnim protokolem isolovana inkluzni téliska.

65 kDa
44 kDa
30 kDa

18 kDa
14 kDa

dréha 1: marker

draha 2: promyvka sacharosovym TES
dréha 3: 1. promyvka TES s 0,1% Tritonem
dréha 4: 2. promyvka TES s 0,1% Tritonem
draha 5: 3. promyvka TES s 0,1% Tritonem
dréha 6: promyvka TES

dréha 7: inkluzni téliska Clrb

dréhy 8 a 9: prazdné

draha 10: marker

Obr.16: Fotografie gelu pouzitého pro kontrolu inkluznich télisek Clrb.

65 kDa

44 kDa

30 kDa
18 kDa

14 kDa

12 3456 7 )
ws  driha 1:

draha 2:
draha 3:
dréha 4:
dréha 5:
dréaha 6:

‘ draha 7:

marker

promyvka sacharosovym TES

1. promyvka TES s 0,1% Tritonem
2. promyvka TES s 0,1% Tritonem
3. promyvka TES s 0,1% Tritonem
promyvka TES

inkluzni téliska NKR-P1D

Obr. 17 Fotografie gelu pouzitého pro kontrolu inkluznich télisek NKR-P1D
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5.12 Prenos proteinu na PVDF membranu a kontrola aminokyselinové

sekvence sekvenaci

Proteiny z elektroforetického gelu byly na PVDF membranu pieneseny
prostfednictvim tzv. pfenosu (z anglického blotting) a jejich aminokyselinova sekvence byla
ovéfena sekvenaci na proteinovém sekvenatoru Procise. Pro ptiklad sekvena¢nich dat, viz
ptiloha 3. Vysledky ukazaly, Ze N-terminalni aminokyselinou byl methionin pochazejici
z expresniho konstruktu, ktery nebyl v daném ptipadé bakteridlni bunkou odstépen.
Nasledujicich 9 aminokyselin odpovidalo publikovanym sekvencim. Vyjimkou je cystein
v pozici 8, ktery neni pouZitou metodou detekovatelny a cyklus odpovidajici této pozici se
tedy jevi jako prazdny. Toto se d&je v diisledku vysoké reaktivity thiolové skupiny, ktera vede
k taktka uplné degradaci PTH cysteinu a vzniku velkého mnozstvi nedekovatelnych

vedlejsich produkti.
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6. Diskuse

Hlavnim cilem prace bylo rekombinantné ptipravit extraceluldrni Casti receptord
mySich NK bunék NKR-P1D a Clrb.
Vzhledem k tomu, ze cDNA ze slezin mysi kmene C57BL/6 byla jiz ziskana dfive

kolegynémi Celadou a Holubovou v ramci jejich bakalafskych praci>®H>"!

, prvnim krokem
byla PCR amplifikace inserti kédujicich prislusné receptory. Takto amplifikované inserty
byly poté vlozeny do pBS II SK/KS(-) a nasledné pET-30a(+) vektort.

Oba konstrukty byly zkontrolovany sekvenaci. Zjisténé sekvence NKR-P1D piesné
odpovidaly publikované sekvenci. V sekvencich Clrb se objevila jedna bodova mutace, ve
Tato bodova mutace vsak po pteloZeni do proteinu neméni aminokyselinovou sekvenci a neni
tudiz dilezita. Vznik této mutace popsala jiz kolegyn¢ Celadova ve své bakalaiské praci, kde
vyjadrila predpoklad, Ze tato mutace vznikla v disledku chyby pouzité DNA polymerasy pfi
PCR amplifikaci inserti.”® Dalsim moznym zdrojem mutace by mohla byt chyba reversni
transkriptasy pii prepisu RNA do cDNA béhem RT PCR nebo mutace piimo v NK burikach,
z nichz byla RNA isolovana.

Piipravenymi pET-30a(+) plasmidy obsahujicimi spravné inserty byly transformovany
kompetentni buiiky E. coli kmene Gold a byl vybran optimdlni producent. Nasledné byla
provedena optimalizace produkce obou proteinti s ohledem na délku a teplotu inkubace po
indukci a koncentraci induktoru (IPTG). Po analyze bunééného obsahu pomoci SDS-PAGE
byly vybrany podminky, za nichz vzniklo nejvét§i mnozstvi zddanych proteini a co nejméné
proteind kontaminujicich.

Oba proteiny byly bakteriemi produkovany do cytoplasmy ve formé inkluznich
télisek. Tato inkluzni téliska byla izolovana a purifikovana. Aminokyselinova sekvence
proteind byla ovéfena sekvenaci.

Dalsimi ukoly je v soucasné dob¢ refolding proteint z inkluznich télisek do nativni
konformace, jeho optimalizace a purifikace proteinti. V del§im horizontu potom strukturni a
funkéni studie se specidlnim zaméfenim na parovou lektin-lektinovou interakci mezi

molekulami NKR-P1D a Clrb.
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7. Souhrn vysledku

® byly amplifikovany inserty kdédujici vybrané extracelularni useky NKR-PID a

ClIrb receptort

® inserty byly ligovany do pBS II SK/KS (-) a pET-30a(+) vektora

® vzniklymi plasmidy byly transformovany kompetentni buiikky FE.coli kmene

Gold

e spravnost DNA konstruktl byla ovéfena sekvenaci

® byl vybran optimélni producent

® produkce proteinid byla optimalizovana

® byla pripravena inkluzni téliska

® spravnost aminokyselinové sekvence produkovanych proteint byla ovétena N-

terminalni sekvenaci
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9. Prilohy
Priloha 1: Sekvence ziskané sekvenaci jednotlivych plasmida

Clrb

forward:

pBS II SK/KS

Cast kéddujici protein

Cast plasmidu

Nde I restrikcéni misto

HindIII restrikéni misto

zbytky Smal restrikéniho mista vyuzitého k ligaci do vektoru

reverse prier " %45635

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGANNAAAGCTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAG

AACTAGTGGATcccccH JCGCAAAACTGGATTG

T e e e Y e

GAGTTGAAAATAAATGTTTTTATTTTTCTGAATACCCAAGTAACTGGACATTCGCCCAGG

CCTTCTGCATGGCACAAGAGGCCCAACTAGClCGGTTTGACAACCAGGATGAGCTGAATT

TCCTAATGAGATACAAGGCGAATTTTGATTCCTGGATTGGCCTGCACAGAGAGTCGTCAG

AGCACCCTTGGAAGTGGACAGACAACACTGAGTATAACAACACGATTCCCATCCGGGGAG

AGGAAAGATTTGCCTACCTGAACAACAACGGGATCAGCAGTACCAGGATCTATTCACTTC

GGATGTGGATCTGTAGCAAGCTCAACTAAGCTTGGGCTGCAGGAATTCGATATCAAGCTT

ATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTA
TTACGCGCGCTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTAC
CCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGC
CCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGGACGCGCCCTG
TAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGC
CAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCNTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGG
CTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTANN
NNACCTCNACCCCAAAAACTTGATTAGGGNGATGGTTCACGTANTGGGNCATCNCCCTGA
TAGANGNTTTTTCNNCCTTTGNCNNNNNNNNCNNNTNCTNNNNNNGNNNTCNNNNNNNAN
NNGANANNNTNANNNNNNNNNNNNNNTNTTTGATTNNNNNNNTTNNNCNATTNGNNNNNN
NANNNNNNNGNNNNNAANTNNNNNNNNNNNNNNNNANNNTANNNNNNNNNNNGNNNGNNN



NKR-P1D
forward

pBS II SK/KS

¢ast kdéddujici protein

Cast plasmidu

Nde I restrikéni misto

HindIII restrikéni misto

zbytky Smal restrikéniho mista vyuzitého k ligaci do vektoru

A e

=t

reverse primef *421A4

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTNGGGCGATTGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGACGGT

ATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCHfENIN IR .
8l A CTGGCTTTCACACCGAGATAAGTGCTTTCACGTTTCTCAAGTTTCCAACACTTGGAA

GGAATGTCGAATTGATTGTGATAAAAAAGGAGCCACTTTGCTGCTCATTCAAGACCAAGAAG

AACTGAGATTCCTACTGGACTCAATAAAGGAAAAATACAATTCATTTTGGATTGGACTAAGT

TACACATTAACAGACATGAACTGGAAGTGGATAAATGGCACAGCTTTCAATTCTGATGTACT

AAAAATCACTGGTGTCACTGAAAATGGCAGCTGTGCCGCCATCTCAGGAGAAAAAGTGACTT

CTGAGGGCTGTTCTTCAGACAACCGTTGGATCTGCCAAAAGGAACTAAACCATGAAACCCCG

TGTAATGACTCCTAAGCTTNGGGGNNNCNNNTNNTNNTNNANNGGCCNCCNCCNNGNNGNAN

NTCCNNNTTTNGTNCCNTTNNNNGAGGNTNANTNGCNNNNTNGNNNNANNCNNGGNCNTANN
NGTTNCNNGNGNNAAATNGTNATCCGNTCACANTTCCNCACANCNTACNANCCGNANNCNTA
AANNGTAAAGCCNGGGGNGCCTANNGAGTGANCTANCTCACNTTANTTGCGTTGCGCTCACN
GCCCGNTTTCCNNNCGGNAANCCNGNCNNGCCANNTGNNTTANNNANNCGGCCAACGCGCGG
GNAGAGGCGGTTNGCGTATNGGGNGCTCTTCCGCTNCCTCGNTCACTGACTCGCTGCGCTCN
NTCGTNCGNNTGNGGNNAGCGGNATCAGCTCANTCNANGGNGGNNATNCNNTNNCCACAGAA
TCNGGGANNNCNCNNNAANANNNNNNAGCAANNNNAGCNANNNNNNGNANNCGNAAANGNNN
NTNNTNNNNTTNNNNNNNNNNCNCCCCCNNNNNNNCATCNNAANNCGNCNNNNNNGNNNNNG
NNNNNNNNCNNNNNNNNTNNNNNNCCNGNNNTCCNCCNTNNAGCTCNNNNNNNNNNNNANNN
NNNNNNNNTNCNNGNNCNNNNNNNNNNNNNNNNNGNNNNNNNNNNNNANNN



Clrb

forward
pET-30

cast kdébdujici protein
Cast plasmidu

Nde I restrikéni misto
HindIII restrikcéni misto

reverse primer *456J5

NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGNNANNNTACGACTCNNATAGGGGAATTGTGAGCGGAT

AACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATAS

M N K

R CCAAAACTGGATTGGAGTTGAAAATAAATGTTTTTATTTTTCTGA

T Y A A C P Q N W I G V E N K C F Y F S E
ATACCCAAGTAACTGGACATTCGCCCAGGCCTTCTGCATGGCACAAGAGGCCCAACTAGC.E

Y P S N W T F A Q A F C M A Q E A Q L A
GGTTTGACAACCAGGATGAGCTGAATTTCCTAATGAGATACAAGGCGAATTTTGATTCCTGG

R F D N Q D ELNVF L M R Y K A N VF D S W
ATTGGCCTGCACAGAGAGTCGTCAGAGCACCCTTGGAAGTGGACAGACAACACTGAGTATAA

I 6 L H R E S S E H P W K W T D N T E Y N
CAACACGATTCCCATCCGGGGAGAGGAAAGATTTGCCTACCTGAACAACAACGGGATCAGCA

N T I P I R G E E R F A Y L NN N G I S
GTACCAGGATCTATTCACTTCGGATGTGGATCTGTAGCAAGCTCAACTAAGCTTGCGGCCGC

s T R I ¥ s L R M W I C S K L N Stop

ACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTG
AGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTC
TTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGATTGGCGAATGGGACGCGCCCTGT
AGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG
CGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTC
CCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTC
GACCCCNAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGNGGGCCATCGCCCTGATAGACGGT
TTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACNTTCTTTANTAGTGGNNTCTNGNNCCNAANTNGNN
CANNCTCAACCCNATCTCGGNNTNTNTTTNATTNNNNNNNTTTNCNNANTTNNNNNNTNNN



NKR-P1D

forward
PET-30

Cast kédujici protein
Cast plasmidu

Nde I restrikcni misto
HindIII restrikéni misto

RE A

féverserfimér *421A4
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCNCNANTATACGACTCNCTATAGGGGAATTGTGAGCGGAT
AACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATA NENGTIINGNEEEEE
M S A
8 GACTGGCTTTCACACCGAGATAAGTGCTTTCACGTTTCTCAAGT

K L E ¢ P Q D W L S HR DK CF H V S Q V
TTCCAACACTTGGAAGGAATGTCGAATTGATTGTGATAAAAAAGGAGCCACTTTGCTGCTCA

S N T w K E ¢C R I D C D K K G A T L L L
TTCAAGACCAAGAAGAACTGAGATTCCTACTGGACTCAATAAAGGAAAAATACAATTCATTT

I ¢ D Q E E L R F L L DS I K E K Y N S F
TGGATTGGACTAAGTTACACATTAACAGACATGAACTGGAAGTGGATAAATGGCACAGCTTT

wW I 6 L s Y T L T D MNDNW K W I NG T A F
CAATTCTGATGTACTAAAAATCACTGGTGTCACTGAAAATGGCAGCTGTGCCGCCATCTCAG

N S D VL K I T G V T ENG S C A A I S
GAGAAAAAGTGACTTCTGAGGGCTGTTCTTCAGACAACCGTTGGATCTGCCAAAAGGAACTA

G E K v T S E G C s s D N RWI C Q K E L
AACCATGAAACCCCGTGTAATGACTCCTAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACC

N H E T P C N D S Stop
ACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCT
GAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAA
AGGAGGAACTATATCCGGATTGGCGAATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGC
GGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTT
TCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGG
GGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAACTTGNTTAG
GGTGATGGNNCACGTAGTGGGNCATCGCCCTGATAGANGGTTTTCNCCNTTTGNNGNNNNAG
TCNNNNNNCTTNANNNNNNNTNTNNNNCNANNNNNNNANNNTNNNCNNNNNNNGNNNNTNNT



Priloha 2: Priklad elektroforeogramu DNA sekvenace expresniho plasmidu, konkrétné
Clrb:

I l‘ LN l‘n. “l Ihlhllh“h hl“ h‘l ! l llmll mllhl [l
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Priloha 3: Priklad N-terminalni sekvenace proteinu Clrb z PVDF blotu purifikovanych
inkluzi. Uveden je chromatogram znazornujici separaci PTH-AK standardi a dale
chromatogramy pro prvnich 10 cykld Edmanova odbouravani.
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Svoluji k zaptjceni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadné vedena evidence

vypujcovateld.

Jméno a pfijmeni Cislo OP Datum vyptijceni Poznamka




