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BSA
CRD
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DMSO
DTT
EDTA
FceRly
H2
HLA
IPTG

ITAM

ITIM

LAIR

LGL
LIR

LLT
LRC

MHC

cytotoxicita zaloZena na protilatkach (antibody-dependent cellular cytotoxicity)
aktivaci indukovany lektin C typu (activation-induced C-type lectin)
buiika prezentujici antigen (antigen presenting cell)

hovézi sérovy albumin (bovine serum albumine)

doména rozpoznavajici sacharid (carbohydrate recognition domain)
DNAX-aktivujici protein 12 kDa (DNAX-activating protein of 12 kDa)
dimethylsulfoxid

dithiothreitol

kyselina ethylendiamintetraoctova

receptor pro Fc fragment IgE, vysoka afinita I, gamma polypeptid

mysi MHC

lidsky MHC (human leukocyte antigens)
isopropyl-B-D-thiogalaktopyranosid

imunitni aktivaéni receptorovy motiv tyrosinového typu (immunoreceptor tyrosin-
based activation motif)

imunitn{ inhibi¢ni receptorovy motiv tyrosinového typu (immunoreceptor tyrosin-
based inhibion motif)

imunoglobulinovy zabije&sky inhibi¢ni receptor (killer inhibitory receptor)

inhibi¢ni receptor asociovany s leukocyty (leukocyte-associated inhibitory
receptor)

velky granuldrni lymfocyt (large granular lymfocyte)

imunoglobulinovy receptor leukocytt (leukocyte immunoglobulin-like receptor)
lektinim podobny transkript (lectin-like transcript)

genovy komplex leukocytarnich receptorti (leukocyte receptor complex)

hlavni histokompatibilni komplex (major histocompatibility complex)
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MHC gp
NK
NKC
NKG 2
NKR-P
PCR

RT

SHIP

SHP

Tc
Th

X—Gal

MHC glykoproteiny

pfirozeny zabije¢ (natural killer)

genovy komplex NK receptorti (NK complex)

skupina receptort zabije¢skych bunék 2 (natural killer group 2)
protein receptoru NK butiky (natural killer cell receptor protein)
polymerasova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
reversni transkriptasa

inositol polyfosfat 5¢ fosfatasa obsahujici SH2 doménu (SH2 domain containing
inositolpolyphosphate 5¢ phosphatase)

tyrosinové fosfatasa obsahujici SH2 doménu (SH2 domain containing tyrosin
phosphatase)

cytotoxicky lymfocyt
pomocny (helperovy) T lymfocyt

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktopyranosid



1 Uvod

1.1 Imunitni systém

Imunitni systém je jeden z nejdileZit&jSich mechanismi, ktery udrZuje homeostatické
prostfedi v organismu. Tento systém ma za kol nejprve rozlisit a poté odstranit latky nebo
buitky v organismu neZadouci a organismu $kodici. Tuto funkci lze rozdélit na tfi zakladni

mechanismy:

- obranyschopnost — rozpoznavani vné&j$ich 8kodlivin a ochrana proti patogennim
mikroorganismiim, potencidln& proti jejich toxickym produktim

- autotolerance — rozpoznavani a udrZovani tolerance vi¢i vlastnim buiitkdm
organismu

- imunitni dohled - rozpozndvini vnitfnich Skodlivin organismu a jejich
odstrafiovani — hlavng starych, poskozenych nebo mutovanych bungk !

Bez imunitniho systému by byl organismus zcela bezbranny vii¢i veskerym patogenim a
toxickym latkdm. Proto je jeho spravna funkce zcela zdsadni pro Zivot jedince a jakakoli jeho
porucha je zdvaZznym problémem, ktery miiZe mit pro organismus fatalni nésledky.

Imunitni systém se v zdsadé sklddd ze dvou sloZek. Jsou to bun&¢nd imunita, ktera je
zprostfedkovdna imunitnimi builkami (imunocyty) a imunita zprostfedkovana molekulami
produkovanymi buiikami imunitniho systému.

1.2 Mechanismy imunitniho systému

1.2.1 Nespecifické (neadaptivni, vrozené) mechanismy’

Tyto mechanismy se oznaduji jako vrozené, ponévadZ je ma kazdy organismus geneticky
dény a jeho sloZky jsou v organismu pfitomny pfedem, nezévisle na pfitomnosti patogenu
vorganismu. Tyto mechanismy sestdvaji z humordlni sloZky, coZ jsou komplementovy

systém, lektiny, interferony a dal$i proteiny pfitomné v krevnim séru a z bunééné slozky, do
-8-



niz patfi zejména makrofaigy a NK builky. Dale je organismus chranén neimunitnimi
sloZkami, které 1ze rozdélit na chemické, mikrobialni a mechanické.

Vyhoda nespecifické imunity spoéiva v jeji rychlosti, nebot’ jeji sloZky jsou v organismu
jiZ pfipraveny a na patogen reaguji v fddu n€kolika minut. Tato jejich ,,pfipravenost“ je oviem
podminéna tim, Ze reaguji na Sirokou $kédlu patogenti pomoci rozpoznavani uréitych rysg,
které jim jsou spole¢né. Tato jistd nespecifita mid ovSem za nasledek niZ§i GCinnost
nespecifické imunity, kterd by tudiZ sama o sob& byla nedostatend a potfebuje byt
dopliiovana dal$imi sloZkami, které jiZ patfi do adaptivni imunity.

1.2.2 Specifické (adaptivni) mechanismy

Specifickd imunita nastupuje aZ n€kolik dni po nespecifické a je na jejim nastupu zavisla.
Jeji aktivovani je podminéno setkdnim nespecifické imunity s antigenem. Stejné jako u
vrozené imunity, i adaptivni miiZeme rozdélit na humoralni (protilidtky produkované B
lymfocyty) a bunéénou (hlavné T lymfocyty). Posledni, oviem neméné dileZity rys specifické
imunity je imunologickd pamét’, ktera je zprostfedkovdna pamétovymi buiikami. Ty se
vyvijeji z normélnich T a B lymfocytli a zaji$tuji rychlou a G¢innou imunitni odpovéd’ na
antigen, ktery byl v organismu pfitomen jiZ dfive.

1.3 Buriky imunitniho systému (imunocyty)

Vétsina bun€k imunitniho systému vznikd z pluripotentnich kmenovych bunék
pfitomnych v kostni dfeni. Vyvoj téchto bun€k se nasledné déli na dvé& linie — myeloidni a
lymfoidni (obr. 1, str. 10) a buiika se p¥i vyvoji m&ni na progenitorovou buiiku, ktera ztraci

mozZnost déleni.

Z myeloidni linie se diferencuji buiiky tvofici zaklad nespecifické imunity, tedy vétSinou
buitky schopné fagocytézy a také producenti cytokind. Tyto fagocytujici buitky slouZi pti
imunologické odpovédi jako buiiky prezentujici antigen (APC, antigen-presenting cell).
Vyvijeji se zde monocyty (z nich nésledné makrofagy), tfi druhy granulocyti (neutrofily,
bazofily, eozinofily) a také dendritické buiiky.



Z lymfoidni linie se diferencuji lymfocyty B a T a také NK buiiky. Lymfocyty B se
diferencuji v lymfatickych uzlindch a vznikaji plazmatické butiky produkujici protilatky. Pfi
vyvoji a diferenciaci lymfocytd T vznika spousta bun€k s ndhodnou receptorovou vybavou, ze
které se odstrani autoreaktivni klony a prekurzory lymfocytii poté ¢ekaji v thymu na setkéani
s vhodnou APC a poté thymus opousti zralé lymfocyty. Lymfocyty T se déli na lymfocyty Ty
(helperové — pomocné) a Tc (cytotoxické). T lymfocyty jsou také odpovédné za

imunologickou pamét’, kterd umozZituje rychlejsi a efektivné€j$i imunitni odpovéd'.

Obr. 1: Vyvojové linie imunocytii z pluripotentnich kmenovych bunék.

NK buriky maji evolu¢né nejbliZe k T lymfocytim, ov§em do specifické imunity nepatfi,
nebot’ nemaji receptorovou vybavu pro specifické rozpoznavani antigenti. Z morfologického
hlediska se jedna o velké granularni lymfocyty (LGL — large granular lymfocyte). O NK

burikach bude podrobné&ji pojednano dale.
-10 -



1.4 MHC glykoproteiny '

MHC (major histocompatibility komplex) je rozsahly (aZ 3500 kb) komplex genti, ktery
obsahuje az 50 gend. U lidi se nazyvda HLA komplex (human leukocyte antigens) a je
lokalizovan na 6. chromozomu, u myS$i se nazyvd H2 komplex a je lokalizovan na
17. chromozomu. Tento komplex koduje skupinu glykoproteinti, které se vyskytuji na
povrchu prakticky vSech bun€k organismu. Hlavnim ukolem MHC gp je rozliit burky
organismu vlastni od bun&k cizorodych. MHC gp se vyskytuji ve dvou hlavnich strukturach.

1.4.1 MHC gp I. tiidy

MHC glykoproteiny 1. tfidy se vyskytuji na povrchu téméf vSech bunék organismu.
Strukturné se skladdaji ze dvou fetézct (obr. 2). Prvni fetézec o velikosti asi 45 kDa je
transmembranovy a v jeho extracelularni ¢asti lze rozlisit tii domény — dvé na N konci (a; a
o), které mezi sebou vytvéfeji vazebnou ryhu a tfeti doménu - o3. Tato tfeti doména je
podobna posledni doméné (Bom), ob&¢ maji imunoglobulinovy charakter a fB,m je

nekovalentné navizana na doménu a;.

Class I molecule Class Il molecule

Membrane-distat
domains

Membrane-proximal Brmicroglobulin
domains

(Ig-fold structure)

Obr. 2: Struktura MHC molekul I. a II. tFidy
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Hlavni funkci MHC gp I je vézat peptidové fragmenty proteinti produkovanych buiitkami
organismu vlastnimi'. Diky tomuto peptidovému fragmentu a hlavn& ptitomnosti MHC gp I
charakteristickych pro onen dany organismus jsou imunitni buiiky schopné rozlisit buriky
organismu vlastni a zachovavat vii¢i nim toleranci. Tento fragment také udrzuje MHC gp I ve
stabilni konformaci. Vazebné misto pro peptid ma omezenou velikost, nebot’ je na obou
stranich uzavfeno. Peptidy vézajici se do tohoto mista mohou mit tedy velikost od osmi do

deseti aminokyselin'.
1.4.2 MHC gp Il. tiidy

Strukturné se tyto glykoproteiny sklddaji ze dvou transmembranovych, stejné velkych
fet&zct (obr. 2, str. 11). Tyto fetézce (o a B) se kazdy skladaji ze dvou domén a jsou navzijem
nekovalentné spojeny. Mezi N koncovymi &astmi obou fetézcl se nachdzi vazebna ryha, ktera
oviem na rozdil od MHC gp I neni uzaviend a muZe tedy vazat peptidy vétsi, a to

o velikostech 15 — 35 aminokyselin.

MHC gp II se vyskytuji pouze na buitkdch imunitniho systému schopnych prezentovat
antigen. Peptidové fragmenty pochézeji z proteinli pohlcenych butikou a jsou prezentovany
navézané do vazebné ryhy MHC molekuly jako antigen'?. To je dileZité pro T lymfocyty,
nebot’ ty jsou schopny rozpoznat antigen pouze tehdy, je-li v komplexu s MHC molekulou.

1.5 NK buriky

NK buriky se stejné jako T lymfocyty a dal$i bumiky imunitniho systému vyvijeji
z progenitorovych bun€k patficich do lymfoidni linie. Oznaduji se jako velké granularni
lymfocyty (diky pfitomnosti azurofilnich granul). Tyto builky jsou schopné nespecificky
rozpoznat a cytotoxicky zabit nadorové, virové infikované nebo opsonizované buriky. Také
jsou odpov&dné za odmitnuti $t&pu pfi transplantacich'”.

1.5.1 Rozpoznavaci mechanismy NK bunék

NK butiky rozpozndvaji buiiky, které maji zabit, mechanismem oznafovanym jako
,missing-self* pti kterém NK busiky hledaji butiky s abnormélni expresi MHC gp I°. N&které
virem nakaZené nebo nadorové builky cilené potlatuji expresi MHC gp I na svém povrchu,
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aby se tak vyhnuly rozpoznani a zabiti T lymfocyty. Takovéto buriky jsou oviem cilem NK
bunék, nebot’ ty pomoci svych nespecifickych receptorti poznaji buiiku, kterd ma abnormalné
maélo téchto molekul a cytotoxickymi mechanismy ji zabiji. Normélni buiiky s velkym

mnoZstvim MHC gp I na povrchu neaktivuji NK buriky, naopak vytvareji inhibi¢ni signaly.

Kromé tohoto mechanismu NK buriky rozpoznavaji buriky opsonizované protilatkami
tHidy IgG. Rozpoznani probihd prostiednictvim receptoru CD16, ktery je z hlediska své
podstaty Fc-receptorem, tedy se pii setkani NK buiiky s opsonizovanou burikou vaZe na Fc
Casti protilatky IgG a tim se aktivuje bunééna cytotoxicita (Obr.3). Tato cytotoxicita je
oznatovéna jako bun&&na cytotoxicita zavisla na protilatkach (ADCC)'. Mezi dal3i stimula&ni

receptory patfi naptiklad NKR-P1 nebo CD69.

Zabiti

Obr. 3: Vazba receptoru CD16 na Fc éast IgG pFi ADCC. ®

To, zda bude NK buiika aktivovana ¢i inhibovana, zavisi na vazbach jejich receptorti na
povrchové molekuly cilové buiiky. Tato vazba je zprostfedkovana celou fadou riiznych
aktivaénich a inhibi¢nich receptorii a na celkové sumaci téchto signalii zavisi, zda budou

cytotoxické mechanismy buiiky aktivovany ¢i nikoli.
1.5.2 Cytotoxicita NK bunék'

Po aktivaci NK buiiky se spousti cytotoxické mechanismy. V cytoplazmé NK buiiky jsou
pfitomny cytotoxické granule, které v okamZiku kontaktu bunék vyliji sviij obsah do tzv.
synaptické $térbiny mezi ob&éma butikami. Granule obsahuji dvé slozky. Prvni sloZzkou je
perforin, coZ je protein, ktery se zatleni do membrany cilové buiiky, v ni zpolymeruje a
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vytvofi maly pér v membrané. N&kdy jsou tyto péry samy o sob& schopny zplsobit smrt
cilové buiiky osmotickou lyzou, ale vétSinou slouzi pouze k tomu, Ze se skrze n¢ do buriky
dostane druhé slozka granuli — granzymy. Tyto enzymy spoustéji kaskadu reakci, ktera ve
vysledku vyvola apoptotickou smrt cilové buriky.

1.6 Receptory NK bunék

Receptory jsou na bunééném povrchu exprimovany po celou dobu vyvoje burky a
mnoZstvi a druh receptorti zavisi na mnoha riznych faktorech. NK buiiky na svém povrchu

exprimuji dva druhy receptorii — stimula&ni (aktiva&ni) a inhibi&ni*®.

1.6.1 Mechanismy pusobeni receptori NK bunék

Stimulaéni receptory NK bunék obsahuji velmi kratkou intracelularni ¢ast, ktera postrada
signal pfenaSejici motiv. Misto toho disponuji nabitou transmembranovou doménou. Tato
doména nekovalentné asociuje s tzv. adaptorovymi proteiny (mezi nejdtileZit&jsi patti DAP12,
FceRly, CD3( ), které ve své sekvenci obsahuji ITAM motiv (sekvence Asp/Glu-X-X-Tyr-X-
X-Leu-lIle-Xe6-8-Tyr-X-X-Lew/lle). Tyto molekuly zajidt'uji signalni funkci a jsou také vétSinou
potfebné pro optimalni povrchovou expresi receptori. Po vazbé ligandu na receptor asociujici
s adaptorem dochazi k fosforylaci tyrosinu v ITAM, aktivaci tyrosin-protein kinas a dal§imu
pfenosu signalu pomoci fady fosforylaci, ktery v kone¢ném duisledku vede k aktivaci NK
buiiky a spusténi cytotoxickych mechanismi >7.

Spousténi cytotoxicity se vysvétluje modelem, podle kterého se po navazani ligandu na
receptor fosforyluje tyrosin proteinu Vavl, ¢imz se pfeuspotfddaji aktinova vldkna cytoskeletu

a vznik4 imunologické synapse®.

Oproti aktivaénim receptorim, inhibi¢ni maji del$i intracelularni &ast, kterd obsahuje
motiv ITIM (lle/Val/Leu/Ser-X-Tyr-X-X-Lew/Val). Navazani ligandu na receptor vede
k fosforylaci tyrosinu v ITIM, coZ aktivuje nékteré fosfatasy (jako napf. SHP1, SHP2 nebo
SHIP), které rusi fosforylaéni drahy vedouci k aktivaci cytotoxicity — tedy tuto aktivaci
inhibuji .
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1.6.2 Geny kédujici NK receptory

Geny pro NK receptory a to jak inhibiéni tak aktivaéni jsou uspofddany do dvou
genovych komplexi. Do NKC — NK genového komplexu a do LRC - komplexu

leukocytarnich receptorti.
1.6.2.1 NKC a do néj patiici rodiny receptori

U lidi se nachazi na chromozomu 12p12-13, u my$i na chromozomu 6 a u potkani na
chromozomu 4. Tento komplex kdéduje receptory z nadrodiny lektinovych receptort typu C
(oznateni C poukazuje na potfebu vazat Ca>* ion kvili vazebné aktivité receptoru), coZ jsou
transmembrénové receptory II. typu (N konec je orientovéan do intracelularniho prostoru)™'®.

Tuto nadrodinu miZeme dale délit na rodiny receptort.

Geny pro receptory rodiny Ly49 a jejich uspofadani umoziiuji velkou diversifikaci’,
oviem jen u nékterych Zivodi$nych druhii (u mysi bylo nalezeno mnoho gend, kdeZto u
¢lovéka pouze jeden)*’. Predpoklada se, Ze to je zplisobeno podobnosti rodiny Ly49 s rodinou
KIR, coz by mohlo zptlisobovat problémy v piipadé piitomnosti obou rodin receptorti
zaroveii'’. Receptory této rodiny se vyskytuji jako homodimery*, vaZi ligandy typu MHC gp I,
a n&které receptory NK buriku aktivuji, jiné naopak inhibuji’.

Receptory rodiny NKG2 jsou transmembranové receptory typu II tvofici heterodimery
s CD94°. Mezi aktivalni receptory patfi napf. NKG2C nebo E, mezi inhibi¢ni NKG2A.
Pon€kud odlidnym se ukazuje NKG2D, ktery jednak tvofi homodimery a jednak vykazuje
daleko mensi shodu v aminokyselinové sekvenci neZ ostatni receptory této rodiny. Dal$im
odliSnym receptorem je NKG2F, nebot’ v transmembranové ¢asti obsahuje motiv podobny

ITIM a v extracelularni &asti neobsahuje C-lektinim podobnou doménu CTLD.

Mezi receptory rodiny molekul p¥ibuznych s CD69 patii (kromé& CD69) lidsky aktivaci
indukovany lektin typu C (AICL), lidsky lektinim podobny transkript 1 (LLT1) a mysi
C lektiniim ptibuzny protein (Clr) " '* '*. Tyto receptory se vyskytuji hlavn& na aktivovanych
NK buiikach.

Posledni dileZitou skupinou receptorti je rodina NKR-P1 skladajici se z péti forem:
NKR-PIA, B, C, D a F. U lidi se vyskytuje pouze forma F, kdeZto u hlodavci se vyskytuji
formy B a D, které jsou inhibi¢ni a obsahuji ITIM motiv a formy C a F, které jsou aktiva¢ni a
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obsahuji nabitou transmembranovou &ast™'®. Receptory NKR-P1 se oznaluji jako
kostimula¢ni receptory, nebot’ interaguji s Clr molekulami, transmembranovymi molekulami

IL. typu, &imZ vlastng zesiluji signél z jinych stimula&nich receptori’.
1.6.2.2 LRC a rodina receptora KIR

U lidi se nachazeji na chromozomu 19q13.4, u my$i na chromozomu 7 a u potkant na
chromozomu 1 '"'2, Receptory kédované timto komplexem patH do imunoglobulinové
nadrodiny receptori. Rodiny téchto receptori se také daji rozdélit na aktivaéni a inhibi¢ni.
Mezi inhibiéni receptory rozpoznavajici MHC gp I patfi rodina KIR — imunoglobulintim
podobné receptory zabije¢skych bun&k, rodina LIR — imunoglobuliniim podobné receptory
leukocyti a LAIR — imonoglobuliniim podobné receptory spojené s leukocyty . Rodiny
aktiva¢nich receptori jsou napt. NKp46, NKp44 a NKp30' a také jiz zmifiovany receptor
CD16 (viz kapitola 1.5.1 a obr. 3, str. 13).

Asi nejvyznamnéj$i je rodina KIR, jejiZz geny byly nalezeny pouze u Eloveéka, do niz
patfici receptory jsou transmembranové receptory I. typu (N-konec je orientovan
extracelularn€). Obsahuji extracelularni imunoglobulinové domény (dvé nebo tfi) a bud’
dlouhou (s jednim nebo dvémi ITIM motivy) nebo kratkou (bez ITIM motivii, ale s nabitym
lysinovym zbytkem) cytoplazmatickou doménu’.

1.7 Aktivacéni receptor CD69

Receptor CD69 se oznaduje jako ¢asny aktiva¢ni antigen leukocytli, nebot’ jeho exprese
se zvySuje zédhy po aktivaci buiiky. Vyskytuje se na povrchu mnoha druhi bun€k: napf.
B lymfocytti, T lymfocytd, NK buné¢k a dal$ich. Hlavni funkci této molekuly je pfenaset
aktivacni signal do buriky a také se ucastni proliferace.

Receptor CD69 patii do rodiny lektind, coZ znamena, Ze je schopen specificky a
reverzibilng vazat sacharidové struktury'®. V nadroding lektinti patfi do rodiny C-lektind,
které se vyznacuji (a také se podle toho nazyvaji) tim, Ze ke své vazebné aktivité potfebuji
ionty Ca*". Jako viechny C-lektiny je to transmembranovy protein II. typu, ktery je jesté navic

glykosylovany. V extracelularni &4sti obsahuje sacharid rozpoznavajici doménu (CRD)".
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Obr. 4: Prostorovd struktura extraceluldrni édsti dimerni molekuly CD69 *.

Strukturn€ se jednd o homodimer, jehoZz podjednotky jsou mezi sebou spojeny
cystinovym mistkem. Podjednotky mohou byt rizn€ velké, coZ je zapti¢inéno rozdilnou
mirou glykosylace?'. Kazda podjednotka se sklad4 z cytoplazmatické, transmembranové a
extracelularni ¢asti (obr. 4). Extraceluldrni ¢ast 1ze je$té rozdélit na muistek a globularni C-
lektinovou doménu. V oblasti mustku se vyskytuje cystein Cys 68, ktery je zodpovédny za
intermolekularni vazbu s druhou podjednotkou dimeru. V této oblasti také dochazi k jiz
zmifiované glykosylaci molekuly. Kazdad pojednotka obsahuje $est dalich cysteind, které
vytvéfeji tfi intramolekularni cystinové mistky a pomahaji tak vytvaret prostorovou strukturu

molekuly.

Ligand, ktery by byl specificky pro molekulu CD69 jesté nebyl nalezen, ale s uréitou
afinitou se na CRD doménu mohou vazat nékteré sacharidové zbytky, vapenaté ionty a téZ

oligopeptidy.
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2 Cile prace

® Na zéklad¢ dostupnych literarnich Gdaji navrhnout oligonukleotidové primery
vhodné pro klonovani a amplifikaci receptoru CD69 myS$ich pfirozenych
zabijeéskych bunék.

* Jzolovat celkovou mRNA ze slezin mys$i kmene BalbC/BL6 a pouZit ji pro PCR
amplifika¢ni reakci vy$e uvedeného receptoru.

= Klonovat PCR produkt do plasmidového vektoru, ziskany insert sekvenovat a
sekvenci srovnat s bioinformatickymi databazemi.

= Ziskany vektor s insertem kodujicim receptor CD69 piipravit v prepartivnim

mnoZstvi a ovéfit jeho Cistotu.
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3 Material

3.1 Pristroje

Automatické pipety

Centrifuga Allegra X-22R

Centrifuga VSMC-13

Centrifuga stolni Spectrofuge 16M
Ledova¢ UBE 50-35

Luminiscen¢ni analyzator LAS-1000 CH
Mrazici box (-20 °C)

Mrazici box (-80 °C) Bio Freezer
pH-metr ® 200

Piedvazky HF-1200 G

Souprava pro agarosovou elektroforesu
Termocykler

Termostat BT 120M

Ttepacka

UV lampa UVGL-58

Vortex

Zdroj deionizované vody Milli Q

Zdroj napéti BM 551

3.2 Enzymy

EcoR 1

Lysozym

Platinum Taq polymerasa
RNasa

RT SuperScriptTM III

-19-

Gilson, USA

Beckman Coulter, USA
Shelton Scientific, USA
Edison, USA

Ziegra, Némecko

Fuji photo film, Japonsko
Zannusi, Italie

Forma scientific, USA
Beckman, Némecko
AND, USA

Sigma, USA

Eppendorf, Némecko
Lab. pfistroje Praha, CR
VELP Scientifica, Italie
Science Company, USA
VELP Scientifica, Italie
Millpore, USA

Tesla, CR

New England Biolabs, USA

Fluka, Svycarsko
Invitrogen, USA
Sigma, USA

Invitrogen, USA



3.3 Chemikalie

Agar

Agarosa

Ampicilin
Bromfenolova modf
BSA

DMSO

DNA ladder (100 bp)
dNTP

DTT

EDTA

Ethanol

Ethidium bromid
Glycerol

Hydroxid sodny
Chlorid sodny
Chlorid vapenaty
Chloroform

IPTG
Isopropylalkohol
Kanamycin

Kvasni¢ny extrakt

Kyselina chlorovodikova

Kyselina octova
Octan sodny
Siran hotfe¢naty
Sacharosa
Tetracyklin
Tris

Tris-Cl

Triton X-100
Trypton

X-Gal

Oxoid, Anglie

Jersey Lab Supply, USA
Jersey Lab Supply, USA
Sigma, USA

New England Biolabs, USA
Sigma, USA

New England Biolabs, USA
Fermentas, Kanada
Sigma, USA

Fluka, Svycarsko
Lachema, CR

Jersey Lab Supply, USA
Sigma, USA

Lachema, CR

Lachema, CR

Lachema, CR

Lachema, CR

Sigma, USA

Lachema, CR

Jersey Lab Supply, USA
Imuna Pharm, CR
Lachema, CR

Lachema, CR

Sigma, USA

Lachema, CR

Lachema, CR

Légiva, CR

Serva, USA

Serva, USA

Sigma, USA

Oxoid, Anglie

Serva, USA



3.4 Roztoky a média

Agarosovy gel 1%
EcoRI pufr

EP (lyza¢ni pufr)

LB agar
LB agar s kanamycinem

LB médium

LB médium s kanamycinem
PCR pufr

roztok I

roztok II
Salt solution (TOPO cloning kit)
S.0.C. médium

Stop roztok (loading buffer)
TE pufr
TAE pufr

3.5 Vektory

pCR® 2.1 - TOPO, 3.9 kb

0,5 g agarosy; 50 ml TAE pufru; 2 pl ethidiumbromidu
50 mM TrisCl, pH 7,5; 10 mM MgCl,; 100 mM NacCl;
0,02% Triton X-100; 0,1 mg/ml BSA

0,5 ml 1 M TrisCl pH 8,0; 0,1 ml 0,5 M EDTA pH 8,0;
7,5 g sacharosy; 100 mg lysozymu; 10 mg pankreatické
RNasy; 5 mg BSA; destilovana voda do 50 ml

1,5% agar v LB médiu

100 pl kanamycinu na 100 ml LB agaru

1% bacto-tryptone; 0,5% kvasni¢ného hydrolyzatu; 1%
NaCl; ddH,O

70 pl kanamycinu na 100 ml LB média

Thermo Pol Buffer 10x: 10 mM KCI; 10 mM (NHg)>SOyq;
20 mM Tris-HCI; 2mM MgSOy4; 0,1% Triton-X100,
pH 8,8

50 mM glukosa, 25 mM Tris-Cl (pH 8,0) 10 mM EDTA
(pH 8,0)

147,2 g KAc, 57,5 ml ledové HAc, H,O do 500 ml

1,2 M NaCl; 0,06 M MgCl,

2% trypton; 0,5% kvasni¢ny extrakt; 10 mM NaCl;
2,5mM KCI; 10 mM MgClp; 10 mM MgSO,; 20 mM
glukosa

bromfenolova modf¥; 50% glycerol; ethanol; TE pufr

10 mM TrisCl, pH 7,5; 0,5 mM EDTA

40 mM Tris; 20 mM CH3COOH; 1 mM EDTA

Invitrogen, USA
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3.6 Bakterialni kmeny
Escherichia coli, TOP10 Invitrogen, USA
3.7 Primery

CD69 FW: 5-GCCATATGGGCTTGTACGAGAAGTTGGAA-3’
CD69 REV: 5'-GCAAGCTTCATTATCTGGAGGGCTTGCTGCAGAC-3’
oba Generi Biotech, CR

Oligo(dT)12-18 Primer Invitrogen, USA
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Navrh a syntéza oligonukleotidovych primeru

Oligonukleotidové primery byly navrZeny na zidkladé imunologickych publikaci
popisujicich klonovani a sekvenovani mysiho receptoru CD69%. Na zékladé nukleotidové
sekvence tohoto receptoru byly zvoleny nasledujici primery slouZici pro amplifikaci
globularni domény:

- forward primer: 5'-GCCATATGGGCTTGTACGAGAAGTTGGAA-3’
- reverse primer: 5'-GCAAGCTTCATTATCTGGAGGGCTTGCTGCAGAC-3’

Oba navrZené primery byly syntetizovany firmou Generi-Biotech v Hradci Kralové.
4.2 Priprava RNA z mysich slezin

Celkova RNA byla pfipravena ze slezin &erstvé odebranych z my$i kmene BALBc/BL6
s pouzZitim RNA blue kitu (TOP BIO, Praha) pfesn¢ dle ndvodu poskytnutého vyrobcem.
Postup je zaloZen na upravené metodé podle Chomczynského a Sacchi® zaloZené na
denaturaci veSkerych bilkovin ve vzorku siln& denaturujicimi roztoky guanidin isothiokyanatu
a 2-merkaptoethanolu a nésledné extrakci nukleovych kyselin fenolem a chloroformem,
b&hem niZ jsou proteiny extrahovany do spodni, modfe zabarvené faze, DNA zistiva na
rozhrani a RNA v homi vodné fazi. Z ni je poté precipitovana 2-propanolem. Cistota a
intaktnost ziskané RNA byla ovéfena denaturujici agarosovou elektroforesou v pfitomnosti
5% formaldehydu, po elektroforetické separaci byl gel fotografovan a byl sledovan pomér
obou ribosomadlnich RNA.

4.3 RT - priprava cDNA

Syntéza cDNA se provadi reverzni transkripci pomoci reverzni transkriptasy SuperScript 111
(Invitrogen). Do sterilni mikrozkumavky zbavené nukleas bylo napipetovano 1 pl 50 pM
oligo(dT);2-15, S pl RNA (1 pg/S ul), 1 pl 10 mM smési NTP a 6 pl sterilni destilované vody. Po
dobu 5 minut byla zkumavka zahtivdna pti teplot¢ 65 °C a nésledné¢ po dobu 1 minuty
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inkubovéana na ledu. Nasledovala kratka centrifugace, pfidani 1 pl 0.1 M DTT, 4 pl 5X First-
Strand Buffer™ (Invitrogen), 1 pl RNaseOUT™ (inhibitor RNas, Invitrogen) a 1 pl
SuperScript™ III RT (reverzni transkriptasa, Invitrogen). Reakéni smés byla opatrné
promichana, inkubovéna pti laboratorni teploté po dobu 5 minut a poté pti teploté 50 °C po dobu
60 minut. Reakce byla ukonéena zaht4tim smési na 70 °C po dobu 15 minut.

4.4 PCR amplifikace

Ziskand cDNA byla okamzit¢ vyuZita pro PCR amplifika¢ni reakci provedenou pomoci
vySe uvedené dvojice oligonukleotidovych primeri a Platinum Taq DNA polymerasy
(Invitrogen) s vyuZitim technologie ,,Hot Start“. Podstatou této technologie je zablokovani
aktivniho centra pouZité DNA polymerasy proteinovym inhibitorem, k jehoZ disociaci dojde
aZz v okamZiku prvé denaturace v termélnim cykldtoru. Vyhodou tohoto postupu je niZsi
uroveil nespecifického naseddni primeru a tudiz vy$$i vyté€Zek specifického produktu.
V naSem ptipadé bylo provedeno b&Znych 30 cyklii PCR amplifikace dle standardniho
protokolu dodavaného vyrobcem s piilminutovym nasedanim primeru pti 62 °C a minutovou
polymeraci pti 72 °C. Termélni profil, ktery byl pouZit v cyklatoru je uveden v Tab. 1.

Tab. 1: Termalni profil pro PCR amplifikaci

Krok ¢&. Teplota Cas Poéet cykli
1 95 °C 2 min 1
2 95 °C 30s
3 62 °C 30s 30
4 72 °C 1 min
5 72°C 10 min 1
6 4°C - 1

5 pl vysledné PCR smési bylo poté analyzovano agarosovou elektroforesou v 1%

agarosovém gelu obsahujicim pufr TAE (Tris-Acetat-EDTA?) a ethidium bromid. Po
skonéeni elektroforesy (poté co bromfenolova modf obsaZené ve vzorkovém pufru doputovala
asi do dvou tfetin délky gelu) byl gel nafocen pomoci videokamery a transiluminatoru pfi
vinové délce 254 nm.
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4.5 Klonovani PCR fragmentu s pouzitim soupravy TOPO TA
Cloning

K ligaci PCR fragmentd do klonovaciho vektoru byl pouZit kit TOPO TA Cloning od
firmy Invitrogen (USA). Vyhodou tohoto kitu je velkd rychlost ligace (5 minut oproti
né€kolika hodindm nutnym k ligaci standardnimi postupy) a také velka G¢innost, ze které plyne
mala spotfeba PCR fragmentti. Tento postup vyuZiva série tzv. TA vektori obsahujicich jeden
koncovy nesparovany thymidylovy zbytek, ktery se paruje s adenylovym zbytkem na konci
PCR fragmentu vzniklym nespecifickou adici provadénou vét§inou b&€Znych termostabilnich
DNA polymeras. Pro vyrazné urychleni ligaéniho procesu je navic u TOPO kith je§t€ na
konci vektoru umisténa Topoisomerasa I pochdzejici z viru Vaccinia, ktery jako DNA

vazebny protein napoméha zachyceni a u¢inné ligaci PCR produktu (obr. 5).

Topoisomerase

I ;)n
ccecrT INAGGG
~GABN PCR Product T rCCe
H?t%

Topoisomerase

Obr. 5: Princip ligace PCR produktu do TA vektoru pFi pouZiti soupravy TOPO TA Cloning
firmy Invitrogenzs.

V na$em piipadé¢ byl dodrZen postup popsany vyrobcem, kdy bylo smichéno po 1 ul PCR
fragmentu, roztoku soli a TOPO vektoru (posledni dva dodavané s kitem) se 3 pul ddH,O. Tato
smés byla inkubovana 5 minut pfi laboratorni teploté¢ a poté ihned pfemisténa na led.

Naésledovala okamZita transformace kompetentnich bunék.
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4.6 Transformace kompetentnich bunék

Transformace byla provedena metodou tepelného $oku, coZ spo¢iva v tom, Ze k butikam
E. coli kmene TOP10 byly pfidany 2 ul ligaéni smési a po 20-ti minutové inkubaci na ledu
nasledoval teplotni Sok po dobu 30 s pfi teploté 42 °C a poté okamzZité zchlazeni na ledu. Poté
bylo ptidano 250 pl S.0.C. média o laboratorni teploté a experiment pokra¢oval inkubaci po
dobu 1 hodiny pfi 37 °C. Smé&s byla centrifugovana pti 2000 g 2 minuty a peleta
resuspendovana ve 100 ul LB média. Tato suspenze bun&k byla poté natfena na LB agarovou
misku s kanamycinem, na kterou bylo s pfedstihem (30 minut pfedem) rozetfeno 100 pl
100 mM IPTG a 20 ul X-Gal rozpusténého v DMSO (50 mg/ml). Tyto misky byly
inkubovény pfi 37 °C do druhého dne. Pfitomnost insertu v plasmidu byla ovéfena tzv. ,,blue-
white selekci®, kdy modré kolonie znaci pfitomnost plasmidu bez vloZeného insertu, kdeZto
bilé obsahuji pozadovany insert zaligovany v plasmidu. Tyto bilé kolonie byly sterilnimi
paratky pfeneseny do zkumavek s 1 ml tekut¢ého LB média s kanamycinem a ponechdny
inkubovat na tfepa¢ce do druhého dne.

4.7 Minipreparace plasmidové DNA

Isolace plasmidové DNA byla provedena metodou tzv. ,,Easyprepu“ podle publikované
metody?. 0,8 ml transformované bakterialni kultury bylo centrifugovano 30 s pfi 6000 rpm,
peleta resuspendovana ve 30 pl lyzaéniho EP pufru, suspenze povafena po dobu 90 s a poté na
deset minut zchlazena na ledu. Nasledovala centrifugace po dobu 10 minut pfi 4 °C a

12000 rpm. Takto bylo ziskano 30 pl supernatantu obsahujiciho plasmidovou DNA.
4.8 Kontrola klonovani restrikéni analyzou

9 ul vzorku obsahujiciho plasmidovou DNA bylo pouZito k restrikénimu $t€peni pomoci
1 pl restrikéni endonukleasy EcoR I. Stépeni probihalo 1 hodinu pfi teploté 37 °C a bylo
ukonéeno pfidanim 2 ul vzorkového pufru pro agarosovou elektroforesu. Vysledek byl
analyzovan pomoci agarosové elektroforesy (viz kap. 4.4). Takto byly vybrany pozitivni
bakteridlni klony obsahujici plasmid s insertem o spravné délce a ¢ast téchto kultur byla
rozetfena na misky s LB agarem a kanamycinem a ty byly inkubovany pfes noc pti 37 °C.

Zbytek byl smichan s glycerolem (20% objemu) a dale uchovavan v mrazaku pfi -20 °C.
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4.9 DNA sekvenovani

Misky s narostlymi koloniemi pozitivnich klont byly pfediny do DNA sekvena¢ni
laboratote MBU AV CR v.v.i. Dr. Jurgenu Felsbergovi, ktery zajistil pfipravu plasmidové
DNA s pouzitim purifikaéniho kitu firmy Genomed a dile DNA sekvenovani insertti v obou
smérech zahdjené z mist specifickych primerd obsaZenych v klonovacim vektoru, M13
forward a M13 reverse primeru (obr. 6 na nasledujici stran¢). K vlastnimu sekvenovani byla
pouzita Sangerova dideoxynukleotidova metoda v provedeni vhodném pro automaticky DNA
sekvenator firmy Applied Biosystems ABI Prism 3100. Vysledky sekvenovani jsou zaslany
ve form¢ uplnych chromatogramti (soubory *.abl), k jejichZ vyhodnoceni byl vyuZit volné
dostupny program Chromas verze 1.45 (Griffith University, Southport, Queensland,
Australie). Pro vyhodnoceni ziskanych sekvenci byl pomoci vy$e uvedeného programu
vytvofen textovy soubor, ktery byl poté pfeloZzen do aminokyselinovych sekvenci pomoci
programu Translate dostupného na www.expasy.org. Ziskané aminokyselinové sekvence
étené po obou vldknech ve vSech tfech &tecich ramcich byly prohlédnuty a sekvence
snejdel§im &tecim ramcem zaddna do programu BLAST dostupného na
www.ncbi.nlm.nih.gov. Nakonec byly k nalezenym aminokyselinovym sekvencim dohledany
nukleotidové sekvence a bylo provedeno srovnani experimentdlni sekvence s nejbliZsi

sekvenci ode¢tenou z databazi.
4.10 Velkoobjemova priprava ziskané plasmidové DNA

Po vyhodnoceni DNA sekvenci vSech pozitivnich klonti byla kultura (zamraZena
s glycerolem) obsahujici plasmidovou DNA s insertem co nejvice se blizicim poZadovanému
receptoru natfena na Petriho misku obsahujici LB agar s kanamycinem, inkubovana pies noc
a dvé ziskané kolonie byly péstovany v 1 ml kapalného LB média s kanamycinem. 2-mi ml
kapalné kultury bylo zao¢kovano 200 ml média LB s ampicilinem a kultura byla tfepana v 1 1
Erlenmayerovych batikach v bakterialni tfepa¢ce pfes noc. Rano byla kultura centrifugovana
ve 250 ml kyvetach pti 2000 g 20 minut pfi 4 °C. Supernatant byl oddélen a usazené bakterie
byly resuspendovany ve 20 ml glukosového roztoku I a pfeneseny do 35 ml centrifuga¢nich
kyvet. Nasledovala centrifugace pfi 8000 rpm po dobu 10 minut a pfi 4 °C. K peleté bylo
ptidano 3,5 ml glukosového roztoku s 5 mg/ml lysozymu, peleta resuspendovana vortexem a
inkubovana 5 minut pti laboratorni teploté. Bylo pfiddano 7 ml 1% roztoku SDS v 0,2 M
NaOH (Cerstvé ptipraveného).
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M13 Reverse Primer |A.rG Hind 1 Ken | s-cui-mm sfu

EAG GAA ACA GCT ACE ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA . TGl TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

B8sX1 EcoRl E I
GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CT G GGC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG Gi TTC CCG CTT AAG ACG

EO?RV Blfxl '*I)(l Mlol Mllxlbil N)Ill
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG [CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

4

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer
AGT GAG TCG TAT TAL AAT TCA[CTG GCC GTC GTT TTA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
\ TCA CTC AGC ATA ATE TTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

/

Comments for pCR®2.1-TOPO®
3931 nucleotides

LacZa fragment: bases 1-547

M13 reverse priming site: bases 205-221
Multiple cloning site: bases 234-357

T7 promoter/priming site: bases 364-383

M13 Forward (-20) priming site: bases 391-406
f1 origin: bases 548-985

Kanamycin resistance ORF: bases 1319-2113
Ampicillin resistance ORF: bases 2131-2991
pUC origin: bases 3136-3809

Obr. 6: Schéma klonovaciho vektoru pCR2.1-TOPO vcetné popisu dileZitych sekvenci a
sekvence polylinkeru®.

Smés byla lehce promichana a nasledovala 10-ti minutova inkubace na ledu. Bylo pfidano
5,2 ml roztoku II, razantn€é promichdno a inkubovano 10 minut na ledu. Nasledovala 30-ti
minutova centrifugace pfi 12000 rpm a 4 °C. 15 ml supernatantu bylo pfeneseno do nové
kyvety a precipitovano pfi laboratorni teploté 10-ti ml isopropylalkoholu po dobu 15 minut.
Roztok byl centrifugovan pfi 12000 rpm, 20 °C a po dobu 30 minut. Supernatant byl vylit,
peleta oplachnuta trochou 70% ethanolu a suSena na vzduchu asi 10 minut. Peleta byla
rozpusténa dlouhym vortexovanim v 0,4 ml TE a pfidano kni 10 pl RNasy (10 mg/ml).
Nasledovala inkubace pfi 37 °C po dobu 30 minut, pfidani 150 pul TE a 550 ul fenolu
(syceného Tris-Cl kviili neutralizaci fenolu), vortexovani a 5-ti minutova centrifugace na
stolni centrifuze. Vrchni vodna fize (cca 500 pul) byla pfepipetovana do nové zkumavky a
pfidano k ni 250 pl fenolu a 250 pl chloroformu. Néasledovalo vortexovani a 5-ti minutova

centrifugace na stolni centrifuze. Vrchni vodna faze (cca 450 ul) byla opét pfepipetovana,
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ptfidino kni 450 pl chloroformu a poté opét nasledovalo vortexovani a 5-ti minutova
centrifugace na stolni centrifuze. Vrchni vodna faze byla odebrana (cca 400 pl), pfidano 40 pl
(1/10 objemu) NaAc (pH 5,2) a 2,5x nasobek objemu 96% ethanolu. Zamichino a
precipitovano 30 minut pifi — 20 °C. Nasledovala centrifugace 10 minut pfi 12000 rpm a 4 °C.
Supernatant byl vylit, peleta omyta 70% ethanolem a usu$ena na vzduchu pfes noc. Peleta
byla rozpusténa ve 160 pl TE, ptidano 40 pul 4 M HCl a 200 ul 13% PEG, precipitovano
1 hodinu ve vodé€ s ledem, opét centrifugovano 10 min pii 12000 rpm a 4 °C. Peleta nasledné
rozpuSttna ve 130 pl TE. Nésledovala extrakce nejprve fenolem, poté chloroformem
s fenolem 1:1 a nakonec pouze chloroformem (postup stejny jako pfi pfedchozi extrakci).
Poté byla pfiddna 1/10 objemu NaAc a 2,5 nasobek objemu 96% ethanolu a nésledovala
precipitace pfi -20 °C po dobu 30 minut. Nasledovala centrifugace 20 minut pti 12000 rpm a
4 °C a peleta byla poté v susi¢ce vysusena dosucha, rozpusténa v 55 pl TE. Koncentrace a
distota plasmidové DNA byla stanovena spektrofotometricky?*. Nakonec byla koncentrace
plasmidové DNA upravena na hodnotu 1 pg/ul a vzorky plasmidii byly zmraZeny a
uchovavany pro dal$i pouzZiti pti -20°C.
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5 Vysledky

5.1 Klonovani a amplifikace DNA fragmentu

Celkovd RNA byla ptipravena z 5 ks mySich slezin ziskanych z laboratornich mysi
kmene BALBc/BL-6 dle navodu uvedeného v metodické sekci, resp. v literatute™. Vzhledem
k tomu, Ze kontrola této RNA gelovou elektroforesou prokézala dobrou kvalitu isolovaného
prepardtu a minimélni degradaci, bylo moZné pfistoupit k provedeni RT-PCR reakci. Tyto
reakce, pfestoZe jsou velmi b&Zné a rutinni, neprobihaly tplné bez problémi. Pfi reverzni
transkripci isolované RNA do ¢cDNA pomoci reverzni transkriptasy Superscript II se Zadné
problémy nevyskytly. Pro nésledujici PCR reakce byla pouZita v laboratofi b&Zné¢ pouZivana
Deep Vent DNA polymerasa, oviem pomoci této polymerasy vznikaly DNA fragmenty
riznych velikosti, pfevaZzn¢ nespecifické a malé koncentrace, jak bylo posouzeno na zékladé
agarosové elektroforesy produktti (obr. 7A). MozZnost, Ze by to mohlo byt zplisobeno $patnou
kvalitou nebo malym mnoZstvim pouzit¢é RNA, se podafilo vyvrétit pouZitim Platinum Taq

DNA polymerasy a techniky ,,Hot start“. Pfi této amplifikaci jiZ vznikaly DNA fragmenty

specifi¢téjsi a ve vét§im mnozZstvi (obr. 7B).

Obr. 7: Analyza DNA fragmenti amplifikovanych pomoci RT-PCR protokolu pomoci
primeri specifickych pro mCDG69. Pro analyzu byl pouZit 1% agarosovy gel v pFitomnosti
pufru TAE a ethidiumbromidu a DNA byla detekovdna pod UV zdfenim na transilumindtoru
PFi vinové délce 254 nm. Na obou strandch gelu byl nanesen DNA marker, tzv. ZebFik
s intervalem 100 pb. Sipkou jsou oznaceny PCR produkty vzniklé amplifikaci s teplotou
nasedani primerii 62 °C. Na fotografii vlevo je produkt prvni PCR amplifikace, na fotografii
vpravo produkt PCR amplifikace produktu amplifikace z levé cdsti obrdzku.
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OvSem i pfi pouZiti této polymerasy musela byt experimentalné optimalizovana teplota
nasedani primerd. Pro dané primery vyhovovala nejvice teplota 62 °C. Pti této teploté byly na
elektroforeogramu viditelné pasy znaéici ptitomnost fragmentii poZadované délky, oviem
kvili relativné nizké koncentraci i €istot¢ byla provedena PCR amplifikace ztohoto PCR
produktu, kdy jiZ bylo docileno poZadované &istoty (viz obr. 7 na pfedchozi strang).

5.2 Ligace DNA fragmentu do vektoru a kontrola restrikéni
analyzou

Se ziskanymi DNA fragmenty byla provedena ligace do plasmidového vektoru pomoci
komer¢né€ dostupného kitu TOPO TA Cloning Kit firmy Invitrogen. A¢koliv je v pouZitém
kitu ligace PCR fragmentu do vektoru velmi u¢inna, je pfesto tfeba vyloudit neproduktivni
transformanty (vzniklé naptiklad zavienim vektoru ,.do sebe*). Jako prvni krok byla pouZita
selekce tzv. modrych a bilych kolonii na médiu s chromogennim substratem. Tato selekce je
zaloZena na tom, Ze insert vloZeny do vektoru pferu$i vtomto vektoru gen pro enzym
B-galaktosidasu. Bakteridlni kolonie obsahujici insert tedy jiZ nejsou schopné produkovat
enzymaticky aktivni galaktosidasu, nejsou tedy schopné enzymaticky $tépit chromatogenni
substrét a jevi se na Petriho misce s agarem jako bilé, kdeZto kolonie obsahujici plasmid bez
insertu jsou modré. Ve druhém kroku potom byla u né&kolika vybranych bilych kolonii
ovéfovana pfitomnost a velikost insertu restrikéni analyzou. Toto kritérium je jiZ mnohem
pfesné&j§i a umoZiiuje vybrat klony vhodné pro DNA sekvenovéni insertu. I tato analyza
potvrdila pfitomnost insertu a pozitivni kolonie tedy mohly byt namnoZeny na misce
s LB agarem a pfedany k sekvenaci.

5.3 DNA sekvenace

Klony vhodné pro sekvenovani byly na miskach s LB agarem odevzdany k sekvenaci do
Laboratofe DNA sekvenovani MBU AV CR v.v.i. Dr. Jurgenu Felsbergovi. Plasmid byl
purifikovan kitem ktomu wuréenym a sekvenovan automatickym sekvendtorem
ABIPrism 3100 od firmy Applied Biosystems. Sekvenace probihala Sangerovou
dideoxynukleotidovou metodou na obou vldknech s pouZitim primerd M13 Forward a M13
Reverse (obr. 6, str. 28). Na zdklad¢ vysledného chromatogramu byla sekvence (obr. 8 na
nasledujici stran€) porovnana s databazi (viz kap. 4.9). Ve ¢&tyfech mistech poZadované
sekvence nebyl sekvenator schopen nukleotid uréit, avSak po prohlédnuti chromatogramu
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nukleotidy na zakladé ptislu$nych pikii doplnény a toto doplnéni se shodovalo se sekvenci

zjité€nou z databazi.

NNNNNNNNNNCNNGGNNNNNNAGTAACGGCCGCCAGTGTGC TG liccccT T IGSCTTGTACGAG
AAGTTGGAATCATCTGACCACCATGTTGCTACCTGCAAGAATGAGTGGATTTCATACAAGAGGACATGTTACTTC
TTCTCCACCACAACCAAGAGTTGGGCCTTGGCCCAACGCTCTTGTTCTGAAGATGCTGCTACTCTTGCTGTAATT
GATTCAGAAAAGGACATGACGTTTCTGAAGCGATATTCTGCTGAACTGGAACATTGGATTGGGCTGAAAAATGAA
GCTAATCAGACATGGAAATGGGCAAATGGCAAAGAATTTAACAGCTGGTTCAACTTGACGGGCTCTGGGAGGTGC
GTGTCCGTGAACCACAAAAATGTTACCCCTGTGGACTGTGAGGCAAACT TCCACTGCCTCTGCAGCAAGCCCTCC
AGATAATGINGCAAGGGCHT GCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAGAGG
GCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCC
TGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCAC
CGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACNCNCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCNCGGCG
GGTGTGGTGGTTACNCGCAGCGNGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTNCCN
TCCTTTCTCGNCACGTTCGCCNGCTTTCCCCGTCNAGCTCNNAATCGGGNGGCTCCCTTTNANGGNTCCGANTNN
GNGCTTNANNGNNNCTCGACCCCNAAAAACTTGANTAGGGTGATGGTNCACGNNGNGNNNCATCNNCNTNATAGA
NNNTTTTTCGNCNTTTGACNNNGNNNNCANGNNCTNTNANNNNNGANNNNNNNNNNNNNACTGGGNNCNNCNNTN
NNNNNTATCNNNNNNCNTNNNNNNTNNNNTNNNNNNNNNNNNNNNCNANTTNNNCNTNNNNNNNNNNANNNNNNN
NNNNNNNNTNNNNNNNNNNNTTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGNNNNNNNNNN

Obr. 8: Vysledek sekvenace: Podltriend tucnd sekvence je poZadovany fragment DNA,
zelené jsou oznacena restrikéni mista EcoR 1 a modfe restrikéni mista Hind Il a Nde 1
(v tomto poradi). Zluté jsou oznaceny jiZ diive zmifiované neurcené nukleotidy, které byly

doplnény na zdkladé chromatogramu.

5.4 Priprava plasmidové DNA

Posledni fazi experimentalni prace bylo namnoZeni ziskanych plasmidd, aby mohly byt
pouZity pro dal$i praci. Postupem popsanym v kapitole 4.10 se podatilo pfipravit cca 400 pg
plasmidové DNA o vysoké istoté - pomér Azeo/Azso byl 1,992 - kterd je k dispozici pro dalsi

pokradovani projektu.
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6 Diskuse

Cilem mé prace bylo ziskat konstrukt kédujici receptor mysich leukocytii CD69, ktery by
déale mohl byt pouZit pro ptipravu této molekuly. V Laboratofi architektury proteinti byly jiZ
diive pfipraveny molekuly CD69 lidské a také potkani. Oviem protoZe vétSina pokusi na
laboratornich zvifatech provadénych vimunologii, farmakologiii a dal§ich oborech je
provadéna na my$ich modelech, bylo tfeba ziskat i my$i molekulu CD69, nebot’ pouZiti tzv.
heterolognich proteinti (naptiklad lidsky CD69 zkoumany na my$im modelu) miZe vést ke
zkreslenym vysledktm.

Jako vychozi materidl jsem ve svych experimentech nepouZival vysoce CD69 pozitivni
nabohacené buiiky, nebot’ je obtizné je ziskat, ale vychazel jsem zb&Zné mysi sleziny.
Pfedpokladal jsem totiZ, Ze vzhledem k univerzalni a &asteéné konstitutivni expresi této
molekuly na povrchu leukocytd bude vtomto materidlu my$i CD69 téZ pfitomna, coZ se

nakonec potvrdilo.

Co se tyCe experimentd, tak pfi PCR amplifikaci bylo po poéate€nich netspé$nych
experimentech pfistoupeno ke zméné pouZivané Deep Vent DNA polymerasy na Platinum
Taq polymerasu. Stouto polymerasou jiz byla amplifikace Gspé$nd a po optimalizaci
reakénich podminek, zejména teploty nasedani primeri, se podatilo ziskat pozadovany, velmi
Cisty DNA fragment. Pfi klonovacich experimentech nebyly bezbarvé kolonie vzdy pozitivni
a to i pfes riizné pouzivané komer¢ni materialy. Ziskani pozitivnich kolonii si tedy vyZadalo
opakované experimenty. Nakonec se podafilo ziskat pozitivni klon P61, jehoZ sekvenovani
ukazalo pfitomnost spravné DNA sekvence a také to, Ze v prubéhu PCR amplifikace

a klonovani nedoslo k Zadnym mutacim.

S pouZitim mnou ziskaného materidlu pokradovali dal$i ¢Elenové laboratofe (Daniel
Kavan a Jifi NepozZitek) v dal$ich experimentech s cilem klonovat insert do expresniho
vektoru a zahdjit produkci a skladani CD69 proteinu. V dobé sepisovani mé bakalafské prace
zaCaly byt prvni proteinové preparaty k dispozici. Tyto budou spoleéné s mnou ziskanym

materidlem pouZivany pro dal$i vyzkum v Laboratofi architektury proteind.
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7 Zavér
1. 7 mysich slezin byla ziskana celkova RNA.

2. Metodou RT-PCR byl ptipraven fragment DNA koédujici receptor CD69.

3. Fragment byl zaligovin do rekombinantniho plasmidu a timto plasmidem byly

transformovany kompetentni buiiky E. coli.
4. Insert byl sekvenovan a tim byla ovétena jeho sekvence v plasmidu.

5. Byl pfipraven rekombinantni plasmid obsahujici insert, ktery koduje mysi CD69 a

byla ovéfena jeho Cistota.
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