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ITAM
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cytotoxicka reakce zaloZena na protilatkach

(,.Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity*)

aktivaci indukovany lektin C typu (,.Activation-Induced C-type Lectin®)
antigen prezentujici buiika (,,Antigen-Presenting Cell*)

komplementarni DNA (,,complementary DNA®)

molekula piibuzna lektintim C typu(,.C-type lectin related*)

cytotoxicky T lymfocyt (,.Cytotoxic T Lymphocyte*)

doména podobna lektinim C-typu (..C-Type Lectin-like Domain*)
DNAX-aktivuyjici protein 10 kDa (,,DNAX-activating protein of 10 kDa*)
DNAX-aktivujici protein 12 kDa (,,DNAX-activating protein of 12 kDa")
dvojvlaknova DNA (,.double stranded DNA™)
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(..Killer cell Immunoglobulin-like Receptors*)

s leukocyty spojené imunoglobulinim podobné receptory (,,.Leukocyte-

Associated Immunoglobulin-like Receptors™)
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imunoglobulintim podobné receptory leukocytu (,,Leukocyte Immunoglobulin-
like Receptors™)

lektinim podobny transkript 1 (,,Lectin-like transcript 1)

komplex receptort leukocyti (,,Leukocyte Receptor Complex*)
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monoklonalni protilatka (,,monoclonal Antibody*)

hlavni histokompatibilni komplex (,,Major Histocompatibility Complex*)
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related™)
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protein receptoru NK buriky (,.Natural Killer cell Receptor Protein®)
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reverzné transkriptasova PCR (,,Reverse Transcription PCR*)
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containing polyphosphate 5° Phosphatase*)

tyrosinova fosfatasa obsahujici SH2 doménu (,.SH2-domain-containing tyrosin
phosphatase™)

proteinova tyrosinova kinasa

receptor T lymfocyti (,,T-Cell Receptor™)

pomocny T lymfocyt (,.Helper T Cell*)

prekurzor cytotoxickych T lymfocyti (,,Cytotoxic T cell precursor™)
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protein asociovan se ( fetézcem 70kDa (,.(-chain Associated Protein 70 kDa*)
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PREDMLUVA

NK buriky tvofici tieti hlavni subpopulaci lymfocytti byly definovany na zakladé jejich
schopnosti zabijet nékteré nadorové cilové builky bez ptedchozi stimulace, proliferace a
diferenciace procesem zvanym piirozené zabijeni. V mnoha aspektech se podobaji T bunkam,
se kterymi sdileji spole¢ného progenitora a nékteré zabijeci mechanismy. Klicovym aspektem
v rozeznavani vhodnych cilovych bunék je kontrola exprese molekul MHC 1. tiidy
prostfednictvim specifickych receptori exprimovanych na jejich bunééném povrchu. Jednim
z téchto receptort je receptor LLT1, ktery si v posledni dob¢ ziskal pozornost védci po jeho
charakterizaci jakozto ligandu pro lidsky receptor C-lektinového typu NKR-P1A (CD161).
Tato skute¢nost a bioinformatické studie porovnavanim rtiznych genovych komplext vedla
k hypotéze, ze NK genovy komplex a MHC genovy komplex se vyvinuly ze spole¢ného
puvodniho regionu. Piesto vSak o jeho funkci, struktuie a ligandech neni az tolik znamo.

Prvnim krokem k objasnéni aspon n€kterych taju tohoto receptoru by mohla byt prave tato
bakaléaisk4 préace. Jejim cilem bylo pfipravit vhodné expresni rekombinantni plasmidy, které
by koédovaly riizné extracelularni ¢asti receptoru LLTI, které by po renaturaci a purifikaci

mohly slouzit ke studiu vazebnych a strukturnich pomért.



1. PREHLED LITERATURY

1.1 Imunitni systém, diferenciace bunék imunitniho systému
zakladni funkci je rozpoznavat Skodlivé od neSkodného a chrénit organismus pred

Skodlivinami z vnéjsiho i vnitiniho prostiedi. Tato funkce se projevuje jako:

1.) obranyschopnost — imunitni systém rozpoznava $kodliviny z vnéj$iho prostiedi a chrani
tak organismus napfiklad pfed patogennimi mikroorganismy a jejich toxickymi produkty

2.) autotolerance — imunitni systém rozpoznava vlastni tkané organismu a udrzuje vic¢i nim
toleranci

3.) imunitni dohled — imunitni systém rozpoznava Skodliviny z vnitiniho prostredi, tj.

prubézné odstranuje staré, poskozené a n¢které pozménéné (mutované) bunky [1].

Hlavni komponentu imunitniho systému tvofi buiiky imunitniho systému (imunocyty).
Vsechny krevni buiiky vznikaji procesem hematopoese z pluripotentnich kmenovych bunék
nachazejicich se v kostni dieni. Z téchto kmenovych bunék vznikaji dveé zakladni linie:
myeloidni a lymfoidni (str. 7 obr. 1). V pribéhu vyvoje téchto linii se kmenové buiky
diferencuji na progenitorové burky, které ztraceji schopnost déleni a sebeobnovovani.

Z lymfoidnich progenitorovych bunék vznikaji B, T a NK burky a ¢ast dendritickych
bun¢k. Vyvin B lymfocyti probiha ulidi v kostni dfeni adokonduje se po stietnuti
s antigenem v sekundarnich lymfatickych organech. Koneénym diferencia¢nim stadiem B
lymfocytli jsou plasmatické buiiky, které produkuji protilatky. Hlavni ¢ast vyvinu T
lymfocytd probiha v thymu, kde vznikaji prekurzory pomocnych T bunék (Ty), pro které je
charakteristicky povrchovy receptor CD4, a prekurzory cytotoxickych T bunék (T¢), které
maji namisto CD4 receptor CDS8 [1].

Progenitorové buniky myeloidni linie se méni na progenitory c¢ervenych krvinek
(erythrocyti), riznych bilych krvinek (neutrofild, eosinofilii, basofilt, monocyti), krevnich
desticek a dendritickych bunék. Dalsi ¢innost téchto progenitord zavisi na jejich odpovédi na
specifické riistové faktory a cytokiny. Kdyz jsou ptitomné, progenitorové buriky proliferuji a
diferencuji na odpovidajici bunéény typ: erythrocyt, konkrétni typ leukocyti, megakaryocyt
(krevni desticky generujici burika) a dendritické buriky [2].
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Obr. 1. Diferenciace ruznych druhii imunocyti z kmenové bunky Prevzato z [2].

1.2 Hlavni histokompatibilni komplex (MHC) [2]

Hlavni histokompatibilni komplex je skupina gend, kterych produkty hraji ulohu
v mezibunééném rozeznavani a odliSovani vlastniho od ciziho. VétSina T bunék rozeznava
antigen jedin¢ tehdy, je-li v kombinaci s molekulou MHC, co znamend, ze molekuly MHC
slouzi pro né jako antigen prezentujici struktury. Konkrétni sada MHC molekul tedy
ovliviiyje repertoar antigent na které¢ mizou odpovidat Ty a T buiiky. Z tohoto divodu MHC
molekuly ¢asteéné determinuji odpovéd jedince na antigeny infek&nich organismt a vyvoj
autoimunity jedince. NK burky exprimuji receptory pro MHC molekuly I. typu a fakt, ze
interakce receptor-MHC castokrat vede k jejich inhibici nebo aktivaci, je$té vic rozSifuje
ulohu této rodiny gend.

U lidi je MHC nazyvan HLA komplex a nachéazi se na chromosomu 6 a u mysi je
oznacovan jako H-2 komplex a je umistény na chromosomu 17. I kdyZ je uspoiadani genid
kousek odlisné, v obou ptipadech je MHC organizovan do oblasti kodujicich 2 hlavni typy
molekul MHC.



1.2.1 Molekuly MHC I. typu

Molekula MHC 1. typu se sklada z fetézce o nekovalentné vazaného s molekulou f3,-
mikroglobulinu. a fetézec je transmembranovy glykoprotein sloZzeny ze 3 externich domén,
transmembranové domény, a cytoplasmatické kotvy. f,-mikroglobulin je protein kodovany
vysoce konzervovanym genem na jiném chromosomu, ktery je nutny k expresi molekul L.
typu na bunéénych membrandch (obr. 2). Na hornim povrchu domén a; a a; se nachazi
peptid-vazajici ryha (,peptide-binding cleft), ve které byva vazany antigen nebo vlastni
protein o délce 8-10 aminokyselin.

Prostrednictvim téchto molekul se prezentuji antigeny endogenné zpracované buiikou
(str. 9 obr. 3b).
1.2.2 Molekuly MHC I1. typu

Molekula MHC 1II. typu se skladd ze dvou rliznych nekovalentné¢ véazanych
glykoproteinovych fetézcii a a . Kazdy z nich je sloZzen z 2 domén, distalni a proximalni
k membrané. Podobné jako u molekul I. typu domény proximalni k membrané maji sekvenéni
podobnost se strukturou imunoglobulinového sbaleni (,.imunoglobulin-fold structure®).
Membranové distalni ¢ast taky vytvaii peptid-vazajici ryhu (obr. 2).
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Obr. 2. Schematické zndzornéni typu molekul MHC. Prevzato z [2].
Tyto molekuly prezentuji exogenni antigeny zpracované buikou endocytosou, nebo

fagocytosou (str. 9 obr. 3a).
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Obr. 3. Zpracovani a prezentace a) exogennich b) endogennich antigenii. Prevzato z [2].

1.3 Buiiky lymfoidni linie interagujici s MHC
Mezi nejvyznamnéjsi skupiny bunék interagujici s molekulami MHC patti zejména T
lymfocyty a NK buriky. Po interakci u nich nastava aktivace a méni se na efektorové buriky

nebo zprostiedkuji pienos signalu na dalsi imunocyty.

1.3.1 T lymfocyty 2]

Jejich nazev je odvozen podle mista jejich dozravani - thymu. Na svém povrchu
exprimuji pro né specifické receptory TCR, komplex polypeptidi obsahujici CD3 a jeden
z receptori CD4 nebo CD8, které odlisuji jejich jednotlivé subpopulace.

Ve vieobecnosti exprese CD4 nebo CD8 definuje 2 hlavni subpopulace T lymfocyti:

1.) CD4" buiky slouzi jako pomocné (,,T helper*) Ty buiiky a jsou vétSinou omezené na
molekuly MHC II. typu

2.) CD8" buiiky slouzi jako cytotoxické T¢ a jsou vétSinou omezené na molekuly MHC 1.

typu.

Ty buiiky jsou aktivovany interakci s komplexem antigen-molekula MHC II. typu na
APC. Po aktivaci se zac¢inaji délit a vznikaji z nich klony efektorovych bunék specifickych
vici danému komplexu antigen-molekula MHC II. typu. Ty buriky produkuji cytokiny, které
nasledn¢ aktivuji dal$i buniky participujici v imunitni odpoveédi.

T¢ buiky jsou aktivovany interakci s komplexem antigen-molekula MHC. 1. typu na
povrsich zménénych télu vlastnich bunék (naddorové burky nebo virem infikované buiiky) za

pritomnosti vhodnych cytokini. T¢ bunky pak diferencuji na efektorové buiiky zvané

-9.



cytotoxické T lymfocyty (CTL). Na rozdil od Ty bunék vétsina CTL vylucuje malo cytokint,

namisto toho v8ak nabyvaji schopnost rozpoznavat a eliminovat zménéné télu vlastni buriky.

1.3.2 NK buriky: definice, hlavni cytotoxické mechanizmy

NK buriky jsou definovany jako spontanné cytotoxické velké granularni lymfocyty, které
na svém povrchu exprimuji receptor pro Fc ¢ast IgG CD16, neutradlni adhezni molekulu
CD56. neexprimuji receptor T bunék TCR a jsou schopné zabijet nékteré nadorové a viry
infikované bunky [3].

NK buiiky rozpoznavaji buriky opsonizované protilatkami IgG diky interakci Fc ¢asti IgG
s receptorem CD16. ktera zplsobuje agregaci receptorii a pienos signalu, ktery aktivuje
cytotoxické mechanizmy. Tento d€j se nazyva cytotoxicka reakce zavisld na protilatkach

ozna¢ovana ADCC (obr. 4).
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Obr. 4. Znazornéni ADCC. Prevzato ze [4].

Na povrchu NK bunék se nachéazeji receptory regulujici jejich aktivitu. Aktivaéni
receptory stimuluji NK buriku k pouziti cytotoxickych mechanizmi, inhibi¢ni receptory je
naopak inhibuji. Vysledna reakce NK buiiky po setkani s jinou buiikou zavisi na tom, pievazi-

li aktiva¢ni anebo inhibi¢ni signaly (str. 11 obr. 5).
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Obr. 5. Reakce NK bunky (ruzové) na signaly z povrchovych receptoru. Prevzato z [5].

Kdyz interakce s transformovanymi cilovymi buiikami nebo s bunkami nakaZenymi
uritym virem vyvola pievahu aktivaénich signald, NK bunky reaguji uvolnénim
cytotoxickych granuli obsahujicich perforin a granzymy do uzké Stérbiny mezi obéma
burikami ¢asto oznaCované jako imunologickd synapse. Perforin je monomerni, Ca®*
dependentni protein schopny vytvafet homopolymerni cirkularni péry o priméru 16 nm.
V nékterych piipadech mohou tyto pory tplné prodéravét membranu a zplsobit smrt buriky
osmotickou lyzou. Vétsinou vsak tyto pory slouzi k tomu, aby se pies n¢ dostaly do cilové
bunky granzymy. Granzymy jsou serinové proteasy, které $tépi rizné substraty, ¢imz dojde ke

spusténi signaliza¢nich kaskad, které vedou k apoptické smrti cilové buriky [2].
1.4 Receptory NK bunék

1.4.1 Mechanizmus pusobeni inhibi¢nich a aktiva¢nich receptoru

Vétsina dosud znamych inhibi¢nich receptori ma v cytoplasmatické doméné jednu nebo
vice kopii sekvence Ile/Val/Leu/Ser-x-Tyr-x-x-Leu/Val, kde x oznacuje libovolnou
aminokyselinu, zvanou ITIM motiv. Po navazani ligandu na receptor je tyrosinovy zbytek
ITIM motivu fosforylovan pravdépodobné kinasou Src rodiny. Aktivuji se fosfatasy SHP-1 a
SHP-2 nebo SHIP pracujici v membranové proximalni oblasti, které snizuji miru fosforylace
riznych intracelularnich signalnich proteint (zejména FceRly, ZAP70, Syk, Vavl) [5].

Stimulac¢ni receptory jsou charakteristické kratkou cytoplasmatickou doménou bez signal

prenasejicich prvkd. Jejich transmembranova c¢ast vétSsinou obsahuje nabité zbytky,
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prostfednictvim kterych asociuji s adaptorovymi proteiny, které jsou ¢asto potfebné pro jejich
optimalni povrchovou expresi [4]. Nejvyznamnéj$i adaptorové proteiny jsou DAP-12,
FceRly, CD3(, které obsahuji sekvenci Asp/Glu-x-x-Tyr-x-x-Leu-lle-x¢.s-Tyr-x-x-Leuw/Ile
zvanou ITAM motiv, a DAP-10 obsahujici sekvenci Tyr-x-x-Met znamou jako YxxM motiv.
Navazani ligandu na receptory asociujici s adaptory signalizujicimi prostfednictvim ITAM
motiva vede k fosforylaci tyrosinii v ITAM a aktivaci protein tyrosin kinas Syk nebo ZAP70.
Tyto signaly se pienaseji na dalsi regulatory PLC-y, PI3K, Erk, Vavl [6,7.8]. Receptory
asociujici s adaptorem DAP-10 vedou k fosforylaci a aktivaci p85 podjednotky PI3K. Dalsi
ptenos signalu zahrnuje proteiny Vavl, GTPasy rodiny Rho a PLC [6,9,10].

V roce 2003 Stebbins et al. navrhli model aktivace cytotoxicity NK bun¢k. Podle tohoto
modelu vede navazani ligandu na aktiva¢ni receptor vySe popsanymi drahami k fosforylaci
tyrosinu proteinu Vavl a nasledné Vavl-dependentnimu pieuspoiadani aktinovych vlaken
cytoskeletu, které vytvoii stabilni imunologickou synapsi. Defosforylace Vavl vyvolana
prenosem signalu z inhibi¢nich receptord naopak vyvolava zanik véasné NK bunécné

imunologické synapse [11].

1.4.2 Geny pro NK receptory a jejich komplexy

Geny kodujici NK receptory jsou uspofddany do dvou hlavnich skupin: komplexu
receptoru leukocyti (,.leukocyte receptor complex™) LRC a komplexu receptori NK (,,natural
killer complex*) NKC. Lineérni srovnani genii LRC a NKC je uvedeno v piiloze.

Geny LRC se u lidi nachazeji na chromosomu 19q13.4 [12], u mysi na chromosomu 7 a u
potkanti na chromosomu 1 [13]. LRC kéduje receptory imunoglobulinové superrodiny (IgSF),
které jsou uspofadany do genovych rodin v zavislosti na organizaci geni, fylogenesi a
struktufe. Nejvyznamnéj$imi z téchto rodin jsou imunoglobulinim podobné receptory
zabijecich bunék (..killer cell immunoglobulin-like receptors) KIR, imunoglobulinim
podobné receptory leukocyti (.Jeukocyte immunoglobulin-like receptors®) ozna¢ované LILR
nebo LIR a s leukocyty spojené imunoglobuliniim podobné receptory (,.leukocyte-associated
immunoglobulin-like receptors™) LAIR [14].

Geny NKC se u lidi nachazeji na chromosomu 12p12.3-12p13.1, u mysi na chromosomu
6 a u potkanl na chromosomu 4. NKC kodduje vétsinou disulfidicky spojené dimerni
transmembranové receptory II. typu (N-konec je lokalizovany v cytoplasmé&) homologni
s lektiny C-typu [5, 14]. Mezi nejvyznamnéjsi rodiny receptord NKC patii rodina Ly49,
rodina NKG-2, rodina NKR-P1 a rodina receptora piibuznych s CD69.
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1.4.3 Vyznamné rodiny NK receptoriu

1.4.3.1 Rodina KIR

Kli¢ovymi LRC geny fidicimi rozeznavani molekul MHC 1. typu NK buiikami jsou geny
pro KIR. Jsou to transmembranové glykoproteiny I. typu (N-konec je lokalizovany
extracelularné) se dvémi imunoglobulinim podobnymi doménami v extracelularni oblasti
ozna¢ované jako KIR2D nebo se ttemi oznacované jako KIR3D. Imunoglobulinim podobné
domény byly oznaceny DO, D1 a D2, kde DO je doména nejbliz$i k N-terminalnimu konci
v KIR3D proteinech, nasledovana D1 a D2 doménami. Kratka ,stalk™ oblast oddéluje
jednotlivé domény od transmemranového segmentu a cytoplasmatické domény variabilnich
délek. Nékteré receptory maji dlouhou (L) cytoplasmatickou doménu s jednim nebo dvéma
ITIM motivy (oznacuji se KIR2DL nebo KIR3DL), jiné ji zase maji kratkou (S) bez ITIM
motivid. KIR skratkou cytoplasmatickou doménou (KIR2DS a KIR3DS) obsahuji
v transmembranové oblasti konzervovany lysinovy zbytek dilezity pro asociaci
s adaptorovym proteinem DAP-12 [5].

Ve vseobecnosti KIR2D rozeznavaji peptidy prezentované HLA-C, zatim co KIR3D
rozeznavaji peptidy prezentované HLA-A nebo HLA-B [6]. Na rozeznani ligandu je nutny
neporuseny trimer HLA I. typu sloZeny z tézkého tetézce, f,-mikroglobulinu a peptidu. I kdyz
je rozeznavani peptid dependentni a peptid selektivni, tyto receptory nerozeznavaji vlastni od

cizich peptidi [5].

1.4.3.2 Rodina Ly49

Nejlépe charakterizovanou skupinou NKC gend jsou geny kodujici rodinu Ly49.
Genomicka organizace gend Ly49 sextracelularnimi ligand vazajicimi doménami,
transmembranovymi a cytoplasmatickymi segmenty kodovanymi nezavislymi exony
poskytuje idedlni uspotadani pro receptorovou diversifikaci [5]. Ta je nejlépe patrna u mysi, u
kterych bylo charakterizovano nejmén¢ 24 genti a pseudogent [6]. Naproti tomu u ¢lovéka,
byl objeven jenom jeden pseudogen, ktery je transkribovan, no bodova mutace zapficiniuje
vznik nefunk¢ni molekuly [4, 14].

Podobn¢ jako u rodiny receptorti KIR, i v této rodiné se vyskytuji inhibi¢ni a aktivacni
varianty receptorti Ly49, které vazou mys$i MHC molekuly I. typu H-2. Navazani vyzaduje
pritomnost peptidu vazaného v ryze molekuly H-2 [5]. Nejvyznamnéjsi inhibi¢ni varianty
Ly49a, Ly49c, Ly49g a Ly49i v cytoplasmatické doméné obsahuji ITIM motiv a aktivaéni

varianty Ly49d a Ly49h pozitivné nabity arginin v transmembranové doméné, ktery dovoluje
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interakci s negativné nabitym zbytkem kyseliny asparagové adaptorového proteinu DAP-12
nesoucim ITAM motiv.

Podobna ligandova specificita, rizny pocet gend a charakter molekul KIR a Ly49 u
riznych druht vedly k piedpokladu, Ze jejich souhra vrozeznavani ligandi muze byt
koordinovana a dobie synchronizovana avsak polarizované uspoiadani u lidi (vétsina KIR,
Ly49 nefunkéni) a u mysi (vétSina Ly49, KIR zna¢né omezené na 2 geny mimo LRC)
naznacuje, Ze existence obou sad u jednoho jedince zapfi¢ifiuje logistické problémy, které
byly vyfeSeny vyfazenim jedné sady. Na vyfeSeni téchto protichidnych nazord by vsak bylo

potieba dalsi zkoumani u rozli¢nych druhii [14].

1.4.3.3 Rodina NKG-2

Do této rodiny patti nejméné 6 receptori oznacovanych NKG-2A az NKG-2F. Jsou to
transmembranové proteiny Il. typu, které (s vyjimkou NKG-2D, ktery bude popsan nize) tvoii
disulfidicky vazané heterodimery s molekulou CD94.

NKG-2A a jeji sestfihova varianta (,.splicing variant™) NKG2-B jsou inhibi¢ni receptory
obsahujici v cytoplasmatické doméné ITIM motiv. NKG-2C a jeji sestfihova varianta NKG-
2E jsou schopné diky lysinovému zbytku v transmembranové oblasti asociovat s proteinem
DAP-12 a tak plisobit jako aktivacni receptory [15]. Tyto receptory rozeznavaji neklasické
molekuly MHC I. typu (HLA-E u lidi a u mysi Qal®) [16,17]. Podobné jako u rodin KIR a
Ly49, inhibi¢ni varianty vazou ligandy s vy$si afinitou neZ aktiva¢ni, ba navic peptidy vazané
na HLA-E nebo Qal® miZou rizné vplyvat na miru rozeznani inhibi¢nimi a aktivaénimi
receptory [18.19.20]. Nejvic vyskytujici se peptidy v ryze téchto molekul jsou vétSinou
odvozené od N-terminalnich ¢asti molekul MHC 1. tfidy HLA-A, -B, -C, -G u lidi a H-2 u
mySi. Je zjevné, ze CD94/NKG-2 jsou tak schopné monitorovat stav klasickych a jistych
nekonvenénich proteini MHC 1. t¥idy v buiikach [5].

Molekula NKG-2F je unikatni, protoze obsahuje nabyty transmembranovy zbytek a
doménu podobnou ITIM (,.ITIM-like domain™) a neobsahuje doménu podobnou lektinim C-
typu (..C-type lectin-like domain™) CTLD. Jeji funkce zatim neni znama [14, 21].

Z této rodiny se podstatné¢ vymyka NKG-2D, ktery tvofi disulfidicky vazané homodimery,
je jen omezené homologni s jinymi molekulami NKG-2: 28% shoda aminokyselin lektinim
podobné domény, zatimco ostatni molekuly NKG-2 jsou vysoce piibuzné a vykazuji 70%
shodu a nevaze HLA-E nebo Qal® [4,22.23]. Alternativnim sestfihem mizZou vznikat 2

isoformy lisici se v pfitomnosti nebo absenci 13 aminokyselin na N-konci cytoplasmatické
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domény. Del3i protein (NKG-2DL) vyhradné asociuje s adaptorovym proteinem DAP-10,
zatim co kratka forma (NKG-2DS) muiZe asociovat bud’ s DAP-10 nebo DAP-12 [5].

NKG-2D rozeznavaji molekuly pfibuzné molekulam MHC I. typu, které nefunguji jako
peptid vazici struktury pro prezentaci antigent T buikam [24]. Nejvyznamnéjsi lidské ligandy
tohoto receptoru jsou MICA, MICB a proteiny ULBP1-ULBP4. U mysi jsou to proteiny
RAE-1a az RAE-le, H60 a MULTI. SloZeni extracelularni domény a typ zakotveni

v membrané jednotlivych ligandi znazornuje Tabulka 1 [6].

Tabulka 1.: Ligandy NKG-2D. Prevzato z [6].

Exiracelinla domam Membrane anchorage

Huntan
MICAATTCR FANE ANER ™
ULRBPL 2.3 712 Gl
ULHRPy 772 TAL
Ao
RALTy-: 772 (41
Hon 772 TAS
AMUTTT 7i.072 TN
AMHC s | FANE AN A NS | INTH TN

TM-transmembranova doména, GPI- zakotveni glykosylfosfatidyl-inositolem

1.4.3.4 Rodina NKR-P1

Dalsi vyznamnou rodinou receptori kddovanou NKC je rodina NKR-P1 pozistavajici z 5
¢lenit NKR-P1A, NKR-P1B, NKR-P1C, NKR-P1D a NKR-PIF. U ¢loveéka se vyskytuje
jenom gen pro formu NKR-P1A zatim co hlodavci maji nékolik gent kodujici inhibicni
(NKR-PIB a NKR-P1D) i aktiva¢ni varianty (NKR-PIC a NKR-PIF) [5,25]. Inhibi¢ni
varianty obsahuji v cytoplasmatické domén¢ ITIM motiv, zatim co aktivacni varianty maji ve
své transmembranové oblasti nabyty zbytek, prostfednictvim kterého asociuji s ITAM
obsahujicim adaptorem FceRly. O lidském NKR-P1A zatim neni znamé jak signalizuje
protoZe neobsahuje ITIM motiv, ani nabité aminokyseliny v transmembranové oblasti [5,25].
Nedavno bylo zjiSténo, ze néektefi ¢lenové této rodiny interaguji s molekulami pfibuznymi
lektinim C typu (.,C-type lectin related™) Clr. Receptory NKR-P1B a D rozeznavaji Clr-b a
NKR-PIF asociuje s Clr-g [26,27]. Jako ligand pro receptor NKR-P1A byl nedavno objeven
lidsky ortholog mys$ich Clr LLT1 s 43-48% homologii aminokyselinové sekvence [25,28].

Jelikoz ClIr jsou transmembanové proteiny II. typu superrodiny C-lektind, zafazuje se

rodina NKR-P1 ke ..kostimula¢nim* receptorim, zvy$ujicim miru pienosu signali z jinych

......
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otazkou, jestli existuje né&aky prah nutny k piekonani akce inhibi¢nich NK receptort

simultanni souhrou nékolika ,.kostimulac¢nich™ receptort [5].

1.4.3.5 Rodina molekul pFibuznych s CD69

V poslednich letech byly identifikovany dalsi molekuly kédované NKC: lidsky lektiniim
podobny transkript 1 (.lectin-like transcript 1*) LLT1, lidsky aktivaci indukovany lektin C
typu (..activation-induced C-type lectin™) AICL a mysi protein pfibuzny C-lektiniim (,.C-type
related protein™) Clr [29,30,31]. Tyto molekuly tvofi dal$i rodinu molekul pfibuznych s
CD69. Mezi jejich spole¢né rysy nepatii jenom relativné vysoké miry homologie, ale taky to,
Ze patii mezi molekuly Siroce rozsifené na perifernich lymfocytech v ranych stadiich aktivace
a jsou tézko detekovatelné v nestimulovanych buiikach [32]. Fyziologické funkce CD69 a

molekul ji pfibuznych nejsou zatim moc znamé [4].

1.5 Lidsky receptor LLT1

V roce 1999 publikoval Boles a jeho kolegové v ¢asopise Immunogenetics ¢lanek, kde
ohlasili molekularni charakterizaci a chromozomalni zmapovani lidského lektinim
podobného transkriptu 1 - LLT1 exprimovaném na NK, T a B burkéch a lokalizovaném
v NKC v blizkosti CD69. Jimi ptedpovézeny polypeptid kdédoval transmembranovy protein 11.
typu s délkou 191 aminokyselinovych zbytkd pozistavajici z intraceluldrni domény dlouhé
30, transmembranové domény dlouhé 29 a extracelularni lektinim podobné domény dlouhé
132 aminokyselinovych zbytkli a obsahoval dvé predpokladané mista N-glykosylace [30].
Nukleotidova sekvence cDNA a z ni odvozena aminokyselinovéd sekvence jsou uvedeny na
str. 17 na obr. 6.

Dalsi zminka o tomto receptoru pti§la v roce 2001, kdy Eichler a jeho kolegové ve své
studii potvrdili podobnost LLT1 a AICL s CD69 na zaklad¢ jejich vysoké miry homologie,
ale taky toho, Ze patfi mezi molekuly Siroce rozsitené na perifernich lymfocytech v ranych
stadiich aktivace a jsou tézko detekovatelné v nestimulovanych buiikach [32].

Prvni zminka o jeho funkci pfisla v roce 2004 kdy Mathew a jeho kolegové oznamili, ze
vytvoiili monoklonélni protilatku L9.7, ktera se specificky vaze s receptorem LLT1 a
studovali funk¢ni Glohu LLT1 v lidskych NK burikach. Navazani mAb L9.7 na povrch LLT1
indukovalo produkci IFN-y, ale neménilo cytotoxicitu linie lidskych NK bunék YT. Ukazali
taky, Ze v klidovych (,.resting) NK buiikach podobné jako i v IL-2 aktivovanych NK
burikdch LLTI1 indukovalo produkci IFN-y, ale ne cytotoxicitu. Nadbytek L9.7 nezvysil miru

ptirozené cytolytické aktivity ani ADCC, zatimco minimalni mnoZzstvi vyvolalo maximalni
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gaattccggcaaa ATG CAT GAC AGT AAC AAT GTG GAG AAA GAC ATT ACA CCA -52
M H D S N N VvV E K D I T P -13

TCT GAA TTG CCT GCA AAC CCA GGT TGT CTG CAT TCA AAA GAG CAT -97
S E L P A N P G ¢C L H S K E H -28

TCT ATT AAA GCT ACC TTA ATT TGG CGC TTATTT TTC TTA ATC ATG TTT -145
S I K _ A T L 1 W R L F F L I M F -4

CTG ACA ATC ATA GTG TGT GGA ATG GTT GCT GCT TTA AGC GCA ATA  -190
L T 1 I v . ¢ G M V A A L S A 1 -59

AGA GCT AAC TGC CAT CAA GAG CCA TCA GTATGT CTT CAA GCT GCA  -235
R A N C H Q E P S V C L Q A A -74

TGC CCA GAA AGC TGG ATT GGT TTT CAA AGA AAG TGT TTC TAT TTT -280
C P E s w I G F Q R K C F Y F -89

TCT GAT GAC ACC AAG AAC TGG ACA TCA AGT CAG AGGTTT TGT GAC  -325
S D D T K N W T S S Q R F C D  -104

TCA CAA GAT GCT GAT CTT GCT CAG GTT GAA AGC TTC CAG GAA CTG  -370
S Q D A D L A Q V E S F Q E L -9

AAT TTC CTG TTG AGA TAT AAA GGC CCA TCT GAT CAC TGG ATT GGG -415
N F L L R Y K G P S D H W 1 G -134

CTG AGC AGA GAA CAA GGC CAA CCATGG AAATGG ATA AAT GGT ACT -460
L § R E Q G Q P W K W I N G T -149

GAA TGG ACA AGA CAG TTT CCT ATC CTG GGA GCA GGA GAG TGT GCC -505
Ew T R Q F P I L G A G E C A -l64

TAT TTG AAT GAC AAA GGT GCC AGT AGT GCC AGG CAC TAC ACA GAG  -550
Y L N D K G A S S A R H'Y T E -179

AGG AAG TGG ATT TGT TCC AAA TCA GAT ATA CAT GTC TAG atgttacagca -600

R K W I C S K S D 1 H V * -191
aagccccaactaatctttagaagcatattggaactgataactccattttaaaatgagcaaagaatttatttcttataccaacagg -685
tatatgaaaatatgctcaatatcactaataactgggaaaatacaaatcaaaatcatagtaaaatattacctgttttcatggtgct -770
aatattacctgttctcccactgctaatgacatacccgagaatgagtaatttataaataaaagagatttaattgaaaaaaa -850

Obr. 6. Nukleotidova sekvence cDNA LLT1. Malymi pismeny je vyznacena nekddujici oblast, velkymi
kédujici a z ni odvozend aminokyselinova sekvence. Jednou carou je oznacen predpokladany
fransmembrdanovy segment, dvojitou ¢arou jsou vyznacena potencialni mista glykosylace, stop kodon

Jje oznacen hvézdickou [30).
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produkci IFN-y YT a aktivovanymi NK buiikami. Tato pozorovani podpofila nazor o separaci
signalnich drah regulujicich cytotoxicitu a produkci IFN-y klidovymi i aktivovanymi NK
burikami [33].

V roce 2005 Sally L. Rogers s jejim tymem na zakladé bioinformatické analyzy 2 sad
exonl, o kterych se pfedpokladalo, Ze koduji domény lektini C typu, identifikovali prvni
nesav¢i (,.,nonmammalian™) receptory homologni se specifickym receptory kodovanymi
sav¢im NKC. Srovnani aminokyselinovych sekvenci riznych CRD a CTLD vedlo ke zjisténi,
Ze prvni sada exonti B-NK je nejpravdépodobnéji homologni s lidskym receptorem NKR-P1A
(CD161) a druha B-lec slidskym LLT1. Tato fakta potvrzuje i vyskyt jednotlivych genl
relativné blizko u sebe a taky jejich piepis v opaéném sméru. Jako pravdépodobnéjsi uvadi
kolektiv autori mozZnost, Zze geny lektini C typu byly ptivodné ¢asti MHC, ale vytratili se
z néj v linii vedouci k savciim [34].

Dvé nezavislé skupiny publikovaly dal$i ¢lanky, ve kterych definuji LLT1 jako
fyziologicky ligand pro lidsky receptor NKR-P1A (CD161).

Prvni skupina ve svém ¢lanku na zakladé charakterizace LLT1 jako ligandu pro NKR-1A
potvrdila predpoklad, Ze LLT1 je lidsky ortholog my$ich molekul Clr. Také tato prace vedla
ke zjisténim, Ze inkubace CD161™ NK nebo T bunék s LLT1 exprimujici cilovou buiikou vede
ke sniZeni miry exprese CD161 a Ze interakce cilovych bunék exprimujicich LLT1 s CD161"
NK burikami snizuje miru cytotoxicity zprostiedkované NK bunikami a miru produkce IFN-y.
Interakce LLT1-CD161 nevyvolala produkci IFN-y T buikami, ale simultanni ptsobeni
signall z receptorti CD3 a CD161 zvysilo sekreci [IFN-y v porovnani s ptisobenim samotného
receptoru CD3. Tyto vysledky odhaluji zajimavou vlastnost receptoru CD161: schopnost
spoustét protichidné signaly v NK a T burkach, i kdyZz jsou transkripty a proteiny stejné
v obou typech bunék [25].

Ve druhé publikaci Rosen a jeho kolegové dospéli k zavéru, ze LLT1 je ligandem pro
lidsky receptor NKR-P1A a tato interakce inhibuje cytotoxicitu NK bunék. Potvrdili i
hypotézu Rogersové a jejich spolupracovnikd, Ze B-NK a B-lec kddované kuieci MHC
oblasti a NKR-P1A a LLTI jsou orthology. Vyvstala tedy otazka, jestli B-NK a B-lec
spole¢né interaguji a zda-li mizou byt interakce podobné interakci NKR-P1 s LLT1 chranény
v priibéhu evoluce. Interakce NKR-P1A-LLT1 v lidském organismu timto poskytla nahled na
dal$i mechanismus dolad’ovani odpovédi NK a T bunék za pouziti inhibi¢niho receptoru

rozeznavajiciho ne-MHC ligand (,.non-MHC ligand*) [28].
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2. CIL PRACE

1.) izolovat RNA ze smési NK bunék a CD3" lymfocyth

2.) ptipravit fragment DNA kodujici extracelularni doménu receptoru LLT1 metodou

RT-PCR

3.) ovéfit nukleotidovou sekvenci pfipraveného fragmentu DNA sekvenaci
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3. MATERIAL

3.1 Pristroje

Automatické pipety

Centrifuga MPW-375

Centrifuga VSMC-13

Chladnic¢ka

Dokumentac¢ni systém LAS-reader
JETQUICK Gel Extraction Spin Kit
JETQUICK Plasmid Purification Spin Kit
Mrazici box (-80° C) Ultra Low
Mrazici box (-20° C)

pH metr ®200

Piedvazky HF 1200G

Souprava pro elektroforézu
Spektrofotometr SPEKTROMOM 195D
Termocykler

Termostat BT 120M

Ttepacka

UV Lampa UVGL-58

Vortexovy mixér

Zdroj deionizované vody MilliQ
Zdroj napéti

3.2 Chemikalie

Vsechny pouzité chemikalie byly minimalné ¢istoty p.a.

Agar
Agarosa
Ampicilin
ATP
Bacto-trypton

Bacto-yeast extract

=20 -

Gilson, USA

Mechanika Precyzyjna, Polsko
Shelton Scientific, USA
Skandiluxe, Dansko

FUJI, Japonsko

Genomed, Némecko
Genomed, Némecko

Revco, USA

Zanussi, Italie

Beckman, USA

AND, USA

Sigma, USA

MOM, Mad’arsko

Eppendorf, Némecko
Laboratorni pFistroje Praha, CR
Thermolyne, USA

uvp, USA

VELP Scientifica, Italie
Millipore, USA

Vyvojové dilny CSAV, CR

Oxoid, USA

Fluka, Némecko

Jersey Lab Supply, USA
Stratagene, USA

Oxoid, USA

Oxoid, USA



Bromfenolova modrt
BSA

DNA Ladder 100 bp
dNTP

Ethanol

Ethidium bromid
Glycerol

Hydroxid sodny
Chlorid sodny
Chlorid vapenaty
Chloroform
Isoamylalkohol
Isopropanol
[sopropylalkohol
IPTG

Kyselina chlorovodikova
Octan sodny

PEG 8000

RNA Blue

Siran hoifecnaty
Tetracyklin

X-Gal

3.3 Enzymy

Deep Vent DNA polymerasa (2 U/ul)
Kpn 1

Lysozym

RNase A (10mg/ml)

RNaseOUT (40 U/ pl)

Sac |

Sma I

Superscript II (50 U/ul)

T4 DNA ligasa (5 Weiss U/ ul)

221 -

Sigma, USA

Sigma, USA

New England Biolabs, USA
MBI Fermentas, Litva
Lachema, CR

Sigma, USA

Lachema, CR

Lachema, CR

Lachema, CR

Lachema, CR

Lachema, CR

Lachema, CR

Lachema. CR

Lachema, CR

Sigma, USA

Lachema, CR

Sigma, USA

Jersey Lab Supply, USA
Top-Bio, CR

New England Biolabs, USA
Léciva, CR

Serva, USA

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

Invitrogen, USA

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
Invitrogen, USA

MBI Fermentas, Litva



3.4 Vektory
pBluescript SK+ Stratagene, USA

3.5 Primery
LLTIFWM2: 5-TGCAAGCTGCATGCCCAGAAAG-3' Generi Biotech, CR
LLTIRXHO: 5'-CCTCGAGCTAGACATGTATATCTGATTTGGA-3'

Generi Biotech, CR
Oligo(dT);2.1s Primer Invitrogen, USA

3.6 Bakterialni kmeny
XL-1 Blue MRF": A(mrcA) 183A(mrcCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl
2rA96 relAl lac[F* proAB lacl®ZAM15 Tnl0(Tet")] — Stratagene. USA

3.7 Smés bunék pouzita na izolaci RNA
80 % lidskych CD3" lymfocytt a 20 % lidskych NK bunék aktivovanych IL-2

3.8 Média

LB: 1% bacto-trypton; 0,5% bacto-yeast extract; 1% NaCl; pH=7,3-7.4
LB agar: 1.5% agar v LB médiu

pouzité koncentrace antibiotik: ampicilin 150 pg/ml

tetracyklin 12,5 pg/ml

3.9 Roztoky a pufry

5x First Strand Buffer Invitrogen, USA

10x Buffer for T4 DNA ligase MBI Fermentas, Litva

10x NEBuffer 1 New England Biolabs, USA
10x NEBuffer 2 New England Biolabs, USA
10x NEBuffer 3 New England Biolabs, USA
10x NEBufter 4 New England Biolabs, USA
10x ThermoPol Reaction Buffer New England Biolabs, USA

Lyzaéni roztok pro minipreparativni izolaci plasmidové DNA:
10 mM Tris-HCI (pH=8.0); 1 mM EDTA; 15% sacharosa; 2 pg/ml lysozym; 0,2 pg/ml RNasy
A:; 0.2 pg/ml BSA; uchovavany piti -20° C
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Roztok I: 50 mM glukosa; 25 mM Tris-HCI (pH = 8); 10 mM EDTA (pH = 8)
Roztok II: 0.2 M NaOH; 1% SDS

Roztok III: 3 mM KAc; 10% kyselina octova

TE pufr: 10 mM Tris; ImM EDTA; doladéni na pH=7.5 HCI

TAE pufr: 40 mM Tris; 20 mM kyselina octova; 1 mM EDTA; pH=8.0
Vzorkovy pufr pro agarosovou elektroforézu (STOP roztok):

50 mM EDTA; 50% glycerol; 0,05% bromfenolova modi; pH=8.0

-23 .-



4. METODY [36]

4.1 Izolace RNA

Suspenze 5.10°-107 bunék, z kterych se izolovala RNA., byla odstiedéna pfi 6000 g po
dobu 5 minut pfi laboratorni teploté. Po odstranéni supernatantu byl k peleté pfidan 1 ml
roztoku RNA Blue apeleta rozsuspendovana opakovanym pipetovanim. Po 5 minutové
inkubaci pii laboratorni teploté bylo k suspenzi piidano 200 ul chloroformu, dale nasledovalo
intenzivni promichavani vortexem po dobu 20 sekund a 5 minutova inkubace pii laboratorni
teploté. Potom byl vzorek 15 minut odstfed’ovan pti 12 000 g pii 4 °C. Po odstfed’ovani se
smés rozdélila na horni bezbarvou vodni fazi, interfazi a modrou organickou fazi. Pipetou
byla ze smési odebrana vodni faze, v které se nachazela RNA a pievedla se do nové
mikrozkumavky. K vodni fazi bylo ptidano 500 pl isopropylalkoholu. Po 10 minutové
inkubaci pti 4 °C byla smés odstied'ovana pii 12 000 g pti 4 °C po dobu 15 minut. Po
odstranéni supernatantu byl k sedimentu ptfidan 1 ml 75% etanolu, smés byla dikladné
promichana pomoci vortexu a nasledné odstfedéna pii 12 000 g pti 4 °C po dobu 5 minut. Po
odstranéni supernatantu byla peleta suSena 60 minut na vzduchu anasledné rozpusténa
v potiebném mnozZstvi sterilni deionizované vody bez RNas. Pii izolaci RNA se pracovalo
v jednorazovych rukavicich, pouzivaly se $picky a mikrozkumavky bez RNas. Podle vyrobce

RNA Blue pouzitim tohoto postupu lze izolovat 5-10 ug RNA.

4.2 Reverzné transkriptasova PCR (RT-PCR)
Pouzitd metoda RT-PCR se skladala z dvou krok, jednak ze syntézy cDNA tj. reverzni
transkripce RNA na cDNA az nasledné amplifikace cDNA fragmentu polymerasovou

fet€zovou reakci.

4.2.1 Syntéza cDNA

Reakce probihala v celkovém objemu 20 pl. K 1 ng — 5 pg izolované RNA byl ptidanl pl
oligo(dT)2-15 0 koncentraci 500 pg/ml, a smés byla doplnéna do 12 pl sterilni, deionizovanou
vodou bez nukleas. Smés byla inkubovana 5 minut pfi 65 °C a potom ponechana stat 5 minut
na ledu. K reakéni smési byl dale ptidan 1 pul 10 mM dNTPs, 4 pl 5 x koncentrovaného pufru
First-Strand Buffer, 2 nl 0,1 M DTT a I ul RNase OUT Recombinant Ribonuclease Inhibitor
(40 U/ pl). Smés byla promichana opakovanym pipetovanim a inkubovana 2 minuty pfi 25

°C. Potom byl pfidan 1 pl reverzni transkriptasy Superscript II (50 U/ ul), smés byla opét
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promichana, inkubovana 10 minut pti 25 °C anasledné¢ 50 minut pfi 42 °C. Reakce byla

ukonéena 15 minutovou inkubaci pfi 70 °C a naslednym ochlazenim na ledu.

4.2.2 PCR amplifikace cDNA fragmentu

Polymerasova fetézova reakce se pouZivala na amplifikaci poZzadovaného useku DNA in
vitro. Reakce probihala v celkovém objemu 50 pl. Do mikrozkumavky bylo napipetovano 30
ul sterilni deionizované vody; 1.5 ul 100 mM siranu hore¢natého; 5 pl 10 x koncentrovaného
pufru ThermoPol Reaction Buffer; dale 5 pul 5 uM forward primeru a5 pl 5 pM reverse
primeru; 1.5 pl 10 mM dNTPs, 1 ul vzorové DNA (,.template DNA™; v tomto pfipadé cDNA
piipravené vyse uvedenym postupem) a 0.5 pl Deep Vent DNA polymerasy (2 U/pl).
Mikrozkumavka s reak¢ni smési byla umisténa do termocykléru s nastavenym programem

podle termalniho profilu, ktery je uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2.: Termalni profil

Krok Nazev procesu Teplota Cas Pocet cykli
1. Denaturace 94 °C 2 minuty 1
Denaturace 94 °C 30 sekund
2. Hybridizace primert 53-58 °C 30 sekund 35
Syntéza DNA 72 °C 1 minuta
3. Syntéza DNA 72 °C 10 minut 1
4. Ukon¢eni 4 °C Podle potieby 1

4.3 Elektroforéza v agarosovém gelu

Elektroforéza v agarosovém gelu se pouzivala k identifikaci, separaci a purifikaci
fragmentd DNA. Na déleni jednotlivych fragmenti DNA se pouzival 2% agarosovy gel s
obsahem ethidium bromidu. Pti ptipravé 2% agarosového gelu byla smés obsahujici 40 ml
pufru TAE a 0.5 g agarosy zahtata na elektrickém vafi¢i do varu. Po rozvafeni agarosy byl
roztok nechan zchladnout na asi 60 °C, byly piidany 2 pl ethidium bromidu o koncentraci
10 mg/ml, roztok byl nalit do elektroforetické vani¢ky o velikosti 10,0 x 7.5 x 1,0 cm, do
které se vlozil 16-jamkovy hieben a gel byl nechan ztuhnout pfi laboratorni teploté. Po
ztuhnuti byl hieben z gelu vytazen, vanic¢ka vloZena do elektroforetické soupravy s obsahem
TAE pufru ado jednotlivych jamek bylo napipetovano 13 ul smési analyzovaného vzorku
a STOP roztoku (10 pl analyzovaného vzorku + 3 ul STOP roztoku). Samotna elektroforéza
probihala pfi konstantnim napéti 80 V (intenzita elektrického pole 5 V/cm) po dobu 40-60
minut. K vizualizaci

separované DNA se vyuzivala fluorescence komplexu DNA
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a interkalovaného ethidium bromidu po osvétleni UV zafenim. Digitalni zdznam byl potizen
dokumenta¢nim systémem LAS-reader. Na piiblizné uréeni molekulové hmotnosti byla
pouzivana komparace s komeréné dostupnym markerem DNA Ladder 100 bp nebo s

markerem, ktery byl pfipraven rozstépenim vektoru pRSET B restriktasou Dde I.

4.4 Izolace a purifikace fragmenti DNA z agarosového gelu

Na izolaci a purifikaci fragmentt DNA =z agarosového gelu se pouzivala komeréni
souprava JETQUICK Gel Extraction Spin Kit od firmy Genomed. Po elektroforetickém
rozdéleni fragmentti byl na transilumina¢nim stole Cistym skalpelem vyfezan pruh agarosy
obsahujici pozadovany fragment DNA. Pruh agarosového gelu s DNA byl umistén do
mikrozkumavky a odvazen na piedvazkach. Do mikrozkumavky byl napipetovan piislusny
objem roztoku L1 (na 100 mg vytezaného gelu 300 pl roztoku L1) a smés byla inkubovana
pii 50 °C po dobu 15 minut. Po roztaveni gelu byl roztok napipetovan do minikolony
Jetquick, ktera byla umisténa v 2 ml mikrozkumavce a odstifed’ovan pti 12 000 g 1 minutu pfi
laboratorni teploté. Minikolona byla dale promyta 500 pl roztoku L2 a opét odstfedéna pti
12000 g 1 minutu. Po odstranéni filtratu z2 ml mikrozkumavky bylo odstied’ovani
zopakovano. Nakonec byla minikolona viloZzena do nové mikrozkumavky, na membranu
minikolony bylo napipetovéno 50 pul TE pufru a poté odstfed’ovano pii 12 000 g po dobu 2
minut. Takto vyizolovana a vypurifikovana DNA byla pouzita na dalsi ucely jako naptiklad

ligaci nebo PCR amplifikaci.

4.5 Ligace — spojeni fragmenti DNA

K tomuto ucelu se pouzivala T4 DNA ligasa, ktera katalyzovala tvorbu fosfodiesterovych
vazeb mezi sousednimi 3'-hydroxylovymi a 5'-fosfatovymi konci. T4 DNA ligasa se
pouzivala jak na spojovani fragmenth stzv. lepivymi (.sticky*) pfe¢nivajicimi

komplementarnimi konci, tak i na spojovani fragmentd s tupymi konci.

4.5.1 Ligace fragmenti DNA s tupymi konci

Pfi vkladani insertu do klonovaciho vektoru pBluescript SK+ byla pouzita tato metoda.
K 23.5 pl vyizolované a vypurifikované DNA (podle vyse uvedeného postupu) bylo pfidano
1,0 pl klonovaciho vektoru pBluescript SK+ o koncentraci 1 pg/ml; dale 3,0 pl 10 x
koncentrovaného pufru NEB 4; 1.5 pl restriktasy Sma I; 0,75 pl 20 mM ATP a 0,5 pl T4
DNA ligasy (5 Weiss U/ul). Reakéni smés byla ponechana stat 4 hodiny anebo celou noc pfi
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laboratorni teploté. Produkt ligace byl nasledné pouzity pfi transformaci kompetentnich bun¢k

ur¢enych na amplifikaci plasmidu.

4.5.2 Ligace fragmentia DNA s komplementarnimi konci

Pfi tomto postupu ligaéni smés byla ptipravena z Sul sterilni deionizované vody, z 9 pl
vyizolované a vypurifikované DNA, z3 pul vyizolovaného a vypurifikovaného
linearizovaného vektoru, dale byly ptidany 2 pl 10 x koncentrovaného liga¢niho pufru pro T4
DNA ligasu a 1 pl T4 DNA ligasy. Reakce probihala 4 hodiny nebo celou noc pii 16 °C.

Produkt ligace se nasledné pouzil pfi transformaci kompetentnich bun¢k.

4.6 Priprava kompetentnich bunék

Kompetentni buriky se pfipravovaly metodou vyuzivajici chlorid vapenaty. Nejprve byl
inokulovan LB agar v Petriho miskach pfislusnym bakteridlnim kmenem a ndsledné byl
inkubovan 12-30 hodin pfi teploté 37 °C. Vyrostlymi koloniemi byly zao¢kovany dvé 50 ml
LB média a byly inkubovany pii 37 °C za intenzivniho tfepani (220 otatek za minutu) do
OD40=0,3-0.4. Poté byla suspenze bunék umisténa do 50 ml polypropylenovych zkumavek
(Falcon) a ponechadna stat na ledé 10 minut. Nasledné byla smés odstfed’ovana pti 1500 g pfi
teploté 4 °C po dobu 10 minut. Po oddéleni supernatantu se zkumavky nechaly stat 1 minutu
v obracené poloze, aby se odstranily zbytky média. Potom bylo k peletam piidano
vychlazenou $pickou 10 ml 100 mM chloridu vapenatého vychlazeného na teplotu 0 °C. Po
10 minutové inkubaci na ledé byla smés odstfed’ovana 10 minut pii 1500 g a teploté 4 °C. Po
oddéleni supernatantu se zkumavky opét nechaly 1 minutu v obracené poloze, aby se
odstranily zbytky chloridu vapenatého. K peletim byly nasledné pfidany 2 ml 100 mM
chloridu vépenatého vychlazeného na 0 °C, peleta byla rozsuspendovana opakovanym
pipetovanim a takto pfipravena smés byla inkubovana 24 hodin na ledé. Do zkumavek byly
pak pifidany 2 ml sterilniho 50% glycerolu a nasledné byly pieneseny 400 pl alikvoty do
mikrozkumavek, které byly uchovany pfi teploté -80 °C.

4.7 Transformace kompetentnich bunék

Pti transformaci byly kompetentni buniky uchovavané pii teploté -80 °C ponechany
pomalu rozmrazit na ledu. Ke 200 pl kompetentnich bunék bylo pfidano 10 ng — 1 pg
plasmidové DNA. Po 30 minutové inkubaci na ledu byly buiiky vystaveny tepelnému Soku pfi
teploté 42 °C po dobu 50 sekund. Po tepelném Soku byly buiiky ihned umistény na led, po
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jedné minuté byl k nim pfidan 1 ml LB média a vznikla suspenze inkubovana pii teploté
37 °C 1 hodinu. Potom byly buriky odstted’ovany pii 2500 g 2 minuty pfi laboratorni teploté.
Peleta byla rozsuspendovana v 100-200 pl LB média a vznikld suspenze byla pomoci
vyzihané, vychlazené sklenéné tycinky rozettena po povrchu LB agaru s pfislusnymi
antibiotiky v Petriho misce. Na negativni kontrolu transformace byly pouzity
netransformované bunky, které byly taktéZ rozetieny po povrchu LB agaru s pfislusnymi
antibiotiky. Petriho misky s inokulovanym LB agarem byly inkubovany pti 37 °C po dobu
12-30 hodin resp. do vytvofeni viditelnych kolonii.

V ptipadé transformace kompetentnich bunék rekombinantnim plasmidem obsahujicim
vektor pBluescript SK+ bylo 30 minut pfed inokulaci LB agaru rozetfeno na LB agaru 20 ul
X-Gal o koncentraci 50 mg/ml a 100 pl 100 mM IPTG. Ptitomnost vloZeného insertu v
piislusném vektoru dokazovala a-komplementace (blue-white selekce) t.j. kolonie bakterii
obsahujici rekombinantni plasmid byly bilé barvy, zatimco kolonie obsahujici plasmid bez

insertu byly zbarvené na modro.

4.8 Selekce klonii a o¢kovani tekutych médii

Neékolik bilych kolonii bylo pifeockovano do zkumavek, které obsahovaly 5 ml sterilné
napipetovaného LB média. Zkumavky byly jemné uzavieny tak, aby do nich mohl pronikat
vzduch a byly inkubovany v trepacéce pii 37 °C za intenzivniho tiepani (250 ota¢ek za minutu)

do OD60()=0,3-0.4.

4.9 Minipreparativni izolace plasmidové DNA

Plasmidova DNA byla izolovana z buné&né kultury pfislusného bakteridlniho kmene,
ktera byla kultivovana do pozdni logaritmické faze v tekutém LB médiu obsahujicim
antibiotika, které zajistovaly selekci pfislusnych transformanti. Na minipreparativni izolaci
plasmidové DNA se pouzivali dva postupy v zavislosti na pozadovaném mnoZstvi a ¢istoté

izolované DNA.

4.9.1 Minipreparace plasmidové DNA lyza¢nim pufrem
Tato metoda slouzila k rychlé izolaci plasmidové DNA, ktera byla potom pouzita
pfedevSim na restrikéni analyzu. Nevyhodou byla nizka &istota izolované DNA, naptiklad

takto izolovanou DNA nes$tépil restrik¢éni enzym Nde 1.
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Po kultivaci byl 1 ml buné¢né kultury odstfed’ovan pifi 6000 g 1 minutu pfi laboratorni
teploté. Po odstranéni supernatantu bylo k peleté ptidano 20 pl lyza¢niho pufru a suspenze se
michala 5 minut pfi laboratorni teploté. Nasledné byla suspenze vystavena 90 sekundovému
varu a poté ponechana zchladit 10 minut na led¢. Nasledovalo odstfedéni pii 12 000 g po
dobu 10 minut pii teploté 4 °C. Ziskany supernatant obsahoval plasmidovou DNA, ktera se

pouzivala na restrik¢ni analyzu.

4.9.2 Minipreparace plasmidové DNA na komercnim nosici

Tento postup se pouzival k izolaci plasmidové DNA s vysokou ¢istotou, ktera byla potom
pouzivana pii transformacich kompetentnich bunék, pti nékterych restrikénich analyzéach a
riznych enzymatickych reakcich. K minipreparaci byl pouzit komeréni kit JETQUICK
Plasmid Miniprep Spin Kit od firmy Genomed.

Po kultivaci bylo 5 ml buné¢né kultury odstiedéno pii 12 000 g po dobu 1 minuty pii
laboratorni teploté. Po odsati supernatantu byla peleta opakovanym pipetovanim
rozsuspendovana v 250 ul roztoku Gl1. Nasledné bylo ptidano 250 pl roztoku G2, vznikla
suspenze byla opatrnym pievracenim mikrozkumavky promichana a ponechana inkubovat pii
laboratorni teplot¢ po dobu 5 minut. Potom bylo pfiddno 350 pl roztoku G3, smés byla
opatrné¢ promichana obracenim mikrozkumavky a odstted’ovana pti 12 000 g po dobu 10
minut pfi laboratorni teploté. Supernatant byl napipetovan do minikolony Jetquick, ktera byla
vlozena do 2 ml mikrozkumavky. Nasledovalo odstied’ovani pti 12 000 g po dobu 1 minuty.
Minikolona byla dale promyta 500 pl roztoku G4 a znovu odstfed’ovana pii 12 000 g po dobu
1 minuty. Po odstranéni filtratu z2 ml mikrozkumavky se zopakovalo odstied’ovani pii
12 000 g po dobu 1 minuty. Nakonec byla minikolona vioZena do nové mikrozkumavky, na
membranu minikolony bylo napipetovano 50 pl 10 mM Tris-HCI pufru (pH = 8) a kolona se
odstred’'ovala pii 12 000 g 2 minuty. Takto pfipravena plasmidova DNA byla pouzita na dalsi

experimenty. pfipadn¢ uskladnéna pti teploté -20 °C.

4.10 Stépeni DNA restrikénimi endonukleasami

Pfi praci s restrikénimi enzymy se postupovalo podle pokynii vyrobce. Stépeni DNA
restrikénimi endonukleasami se vyuzivalo ptedevsim pti restrikénich analyzach, kdy bylo do
mikrozkumavky napipetovano 9 pl izolované plasmidové DNA, 1 ul pfislusného 10 x
koncentrovaného pufru, 0,3 az 0.5 pl restrikéni endonukleasy, ptipadné 0,1 pul BSA. Smés
byla ponechana stat pfi optimalni teploté po dobu 1-3 hodiny. Reakce byla ukonéena pfidanim
STOP roztoku nebo tepelnou inaktivaci enzymu (podle doporuceni vyrobce).
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4.11 Maxipreparace plasmidové DNA

Tato metoda byla pouzita k finalni preparaci plasmidové DNA. Po kultivaci bylo 200 ml
bakterialni kultury pfesunuto do 250 ml lahvi a centrifugovéano pii 2500 g pfi teploté 4 °C po
dobu 10 minut. Peleta byla rozsuspendovana ve 20 ml glukosového roztoku 1. Poté byl roztok
prenesen do mensich 35 ml nadob a centrifugovan pti 5000 g pii teploté 4 °C 10 minut. Po
zbaveni se supernatantu bylo k peleté piidano 3.5 ml glukosového roztoku I a 5 mg lysozymu
na ml ptidaného glukosového roztoku I. Smés byla dikladné promichana pomoci vortexu a
inkubovana pfi laboratorni teploté¢ 5 minut. Nasledné bylo pfidano 7 ml erstvé pfipraveného
roztoku II a smés byla dikladné promichana pomoci vortexu a inkubovana na ledu 10 minut.
Po ptidani 5.2 ml roztoku III byla smés jednou dikladn¢ promichana, ponechéna precipitovat
10 minut na ledu a odstted’ovana pti 12000 g pti teplot¢ 20 °C 30 minut. Po pfeneseni
supernatantu do nové zkumavky nasledovalo sraZeni 10 ml isopropanolu pfi pokojové teploté
15 minut a poté centrifugovani pii 12000 g pii teploté 20 °C po dobu 30 minut. Peleta byla
rozpudténa v 2 ml TE pufru, bylo pfidano 10 ul RNasy A o koncentraci 10 mg na ml a smés
byla ponechana pfi teploté 37 °C 30 minut. Pak byla provedena extrakce 2 ml smési fenolu a
chloroformu v poméru 1:1, nasledovalo odstied’ovani pii 12000 g pii teplot¢ 4 °C 10 minut.
Horni kapalné faze byla pfenesena do nové zkumavky. Extrakce dale pokracovala pfidanim
2 ml smési chloroformu a isoamylalkoholu v poméru 24:1, opétovnym odstfed’ovanim pfi
12000 g pfi teplote¢ 4 °C 10 minut. Horni kapalni faze byla pfenesena do nové zkumavky a
sraZzena 200l 3 M octanu sodného (pH = 5.2) a 5 ml 95% ethanolu. Prvnich 10 minut sraZeni
probihalo pii -70 °C, pak dalSich 20 minut pf#i -20 °C. Zatim nasledovala centrifugace pii
12000 g pii 4 °C 20 minut, vysuSeni peletu pii pokojové teploté, rozpusténi ve 160 ul
destilované vody a pfeneseni do nové mikrozkumavky Eppendorf. Dalsi precipitace byla
provedena pfidanim 40 ul 4 M NaCl, 200 ul 13% PEG 8000 a inkubovanim pii teploté -20 °C
pres noc. Po rozmrazZeni a centrifugaci pfi 12000 g pfi teplot¢ 4 °C po dobu 10 minut
nasledovalo rozpusténi peletu ve 100 pul destilované vody. Pak se pokrac¢ovalo extrakci 100 pl
fenolu, sto¢enim smési pii 12000 g pfi teploté 4 °C po dobu 10 minut a pienesenim horni
kapalni faze do nové mikrozkumavky. Poté byla zopakovana extrakce pfidanim 100 ul smési
fenolu a chloroformu (1:1), nasledovana sto¢enim smési pfi 12000 g pti teploté 4 °C po dobu
10 minut a prenesenim horni kapalni faze do nové mikrozkumavky. Po dalsi extrakci
pfidanim 100 pl smési chloroformu a isoamylalkoholu (24:1) byl roztok centrifugovan pfi
12000 g pii teplot¢ 4 °C po dobu 10 minut a horni kapalna faze ptenesena do nové
mikrozkumavky a srazena 10ul 3 M octanu sodného (pH = 5.2) a 250 pl 95% ethanolu.
Prvnich 10 minut srazeni probihalo pii -70 °C, pak dal$ich 20 minut pfi -20 °C. Zavére¢na
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centrifugace probihala pii 12000 g pfi 4 °C 20 minut, nasledovalo vysuSeni peletu pfi
pokojové teplot¢ ve vakuu a rozpusténi v S5 pl destilované vody. Poté byla
spektrofotometricky stanovena koncentrace extrahované a vypurifikované DNA a vzorek byl

vhodné nafedén.

4.12 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

Koncentrace DNA a jeji Cistota se stanovovala spektrofotometricky méfenim absorbance
vhodné zfedéného roztoku pii 260 a 280 nm. Pfi vypoctu koncentrace DNA se pouzival
empiricky vztah, podle kterého jednotkova absorbance pfi 260 nm odpovida koncentraci
50 pg dsDNA na 1 ml roztoku. Pomér absorbanci naméfenych pti 260 a 280 nm by mél byt
v piipadé Cisté dsDNA piiblizné 1.8.

4.13 Automatické sekvenovani DNA
Sekvenacni reakce provedené pouzitim fluorescenéné znacenych primerd, uskute¢nil
Dr. Jiirgen Felsberg (Sektor bunééné a molekularni mikrobiologie MBU AV CR). Na

sekvenaci DNA se pouzil automaticky sekvenator ABI Prism 3100 Genetic Analyzer.
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5. VYSLEDKY

5.1 Izolace RNA a RT-PCR

Vychozim vzorkem pro izolaci RNA byla smés tvotena z 80 % lidskymi CD3" lymfocyty
az 20 % lidskymi NK burikami aktivovanymi IL-2, kterou poskytla MUDr. Anna FiSerova,
CSc. (MBU AV CR). Na izolaci RNA se pouzilo cca 107 téchto bun&k. Samotna izolace RNA
byla provedena podle postupu uvedeného v metodické ¢ésti. Izolovana RNA byla pouzita na
syntézu ¢cDNA pomoci reverzni transkriptasy Superscript II. Reverzni transkripce byla
uskute¢néna podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.1. Po syntéze cDNA nasledovala
amplifikace c¢cDNA fragmentu kddujiciho extracelularni doménu LLT1 polymerasovou
fetézovou reakci. V tomto ptipadé byl pouzZity postup uvedeny v kapitole 4.2.2. Na
amplifikaci cDNA fragmentu kodujiciho extraceluldrni doménu LLTI1 byly pouzity dva
oligonukleotidové primery LLTIFWM2 a LLTIRXHO, jejichz nukleotidova sekvence je
uvedena v kapitole 3.5. Prostfednictvim primeru LLTIRXHO bylo do terminalni sekvence
koédujici extraceluldrni ¢ast receptoru LLT1 vneseno za stop kodon restrik¢ni misto pro
restriktasu Xho 1. Teplota hybridizace primert (,,annealingu*) byla po nékolika netispésnych
experimentech nastavena na hodnotu 58 °C. K ovéfeni spravnosti produktu RT-PCR
poslouzilo srovnani délky amplikonu s markerem DNA ladder 100 bp pomoci elektroforézy
v agarosovém gelu. Elektroforeogram je znazornén na str. 33 na obr. 7. Do drahy ozna¢ené
(M) se aplikoval marker DNA ladder 100 bp. V draze (1) se nachazi produkt RT-PCR
pfipraveny podle postupu popsaného v kapitole 4.2 s teplotou hybridizace primerd 55 °C.
V draze (2) se nachazi produkt ptipraveny podle postupu popsaného v kapitole 4.2 s teplotou
hybridizace primeri 58 °C a vdraze (3) se nachazi produkt piipraveny podle postupu
popsané¢ho v kapitole 4.2 s teplotou hybridizace primerti 53 °C. Délka fragmenti produktu
v draze (2) pfiblizné odpovidala o¢ekavané teoretické délce 366 bp a tento produkt RT-PCR

se pouzil na dal$i experimenty.
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Obr. 7. Elektroforeogram produktu RT-PCR.

5.2 Priprava konstruktu pBSLLT1

pBSLLT!1 je pracovni oznaceni rekombinantniho plasmidu, ktery se pfipravil vloZzenim
sekvence kodujici extracelularni doménu receptoru LLT1 do vektoru pBluescript SK+.

pBluescript SK+ je klonovaci vektor o celkové délce 2961 bp. Jako selekéni marker
tohoto vektoru slouzi rezistence k ampicilinu. Vektor disponuje kratkym tsekem DNA, ktery
obsahuje regulacni sekvenci a pocatek genu pro B-galaktosidasu (/acZ). Do tohoto useku bylo
vloZzeno polyklonovaci misto tak, aby nedoslo k posunu ¢&teciho ramce. Tato vlastnost se
vyuzivala pii identifikaci kolonii obsahujicich rekombinantni plasmid metodou
a-komplementace. Kolonie bakterii obsahujici rekombinantni plasmid byly bilé barvy,
zatimco kolonie obsahujici plasmid bez insertu byly zbarvené na modro. Polyklonovaci misto

vektoru pBluescript SK+ je znazornéno na obr. 8.
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) teoGiCY | Accl
17 Promoter o Kpn | Drc It )}lvu | iSul |

I o
TTGTAAAACGACGGCCAGTgAATTGTAATACGACTCACTATAGGGQﬁAATTGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGACGGT...

>

W3 20 primer birdirg sle 17 prmer birding site KS primer binding site

Bsp Lo | Fiot ]
Cle ! Fard Il LeoR Y teuk | Fatl Sma Bormtd | Spe | Xbe | teg! BatX!  Sacll Sacl
| | |

] | | 1 | | | | |
. .ATCGATAAGCTTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCA. . .

<«
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- T3 Promoter -gal v-fragment
N |
-+ -GCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTTCGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCC
= I3 primer biruing site TN 3 Reverse pamer binding site

Obr. 8. Polyklonovaci misto vektoru pBluescript SK+ [35].

-33 -



Konstrukt pBSLLT1 byl pfipraven vlozenim produktu RT-PCR do vektoru pBluescript
SK+. Pouzila se ligace fragmentt s tupymi konci podle postupu uvedeného v kapitole 4.5.1.
Reak¢ni smés obsahovala restriktasu Sma I, ktera $tépila vektor pBluescript SK+, dokud T4
DNA ligasa nespojila produkt RT-PCR s otevienym vektorem. Po vloZeni insertu do vektoru
doslo k poruseni restrik¢niho mista pro restriktasu Sma I a takto pfipraveny rekombinantni
plasmid uz dal nebyl §té€pen timto enzymem.

Dale se pokracovalo transformaci kompetentnich bunék produktem ligace podle postupu
uvedeného v kapitole 4.7. Po 12 hodinové inkubaci vyrostlo na LB agaru v Petriho misce asi
100 kolonii, z ¢ehoz asi 40 % pfipadalo na modré kolonie a zbytek na bilé kolonie. Na LB
agaru s negativni kontrolou nebyly pfitomé zadné kolonie, ¢imz se vyloucila kontaminace.

Selekce klonii a inokulace tekutych médii byla provedena podle postupu uvedeného
v ¢asti 4.8. Nasledovala minipreparativni izolace plasmidové DNA pouzitim komerc¢ni
soupravy JETQUICK Plasmid Miniprep Spin Kit. Pfi minipreparaci se postupovalo podle
kapitoly 4.9.2. Vyizolovana plasmidova DNA transformantii byla podrobena restrik¢ni
analyze, aby se potvrdila ptitomnost viozeného insertu. Elektroforeogram restrik¢ni analyzy

je znazornén na obr. 9.
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Obr. 9. Elektroforeogram restrikéni analyzy plasmidové DNA obsazené v jednotlivych

koloniich.

Do drahy (M) se aplikoval komeréni marker DNA Ladder 100 bp. Drahy (1) az (10)
obsahovaly plasmidovou DNA, ktera se vyizolovala z bakterii nachazejicich se v jednotlivych
koloniich $tépenou Kpn I a Sac 1. O¢ekavany produkt $tépeni mél obsahovat kolem 470 part

bazi.
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K transformaci bunék byl vybran vzorek ekvivalentni k vzorku pouzitému v draze (9) a po
16 hodinové inkubaci se na LB agaru nachazely samé bilé kolonie a Zddna modra kolonie. Na
LB agaru s negativni kontrolou nevyrostly zadné kolonie. Petriho miska s koloniemi se
odevzdala k automatické sekvenaci Dr. Jiirgenovi Felsbergovi. Na sekvenaci byly pouzity
primery T3 aT7. Zaznam z automatického sekvenatoru je uveden v piiloze. Komparace
nukleotidové sekvence LLT1 z databaze GenBank s nukleotidovou sekvenci osekvenovaného
insertu v LLT1 potvrdila spravnost jeho sekvence.

Prace dale pokracovala maxipreparaci plasmidové DNA z kloni bakteridlni kolonie, ktera
obsahovala plasmid s insertem pozadované sekvence podle postupu popsaného v kapitole
4.11. U vysledného vzorku byla podle postupu v kapitole 4.12 zméfena spektrofotometricky
absorbance pii 260 a 280 nm. Nasledné byla pomoci empirického vztahu ur¢ena koncentrace
vzorku 3.26 pg/ul. Pomér Ajep/Aagy byl 1.734. Poté byl vzorek nafedén na koncentraci
1 pg/pl a uchovan pii teploté -20 °C pro dalsi experimenty.

6. DISKUSE
Hlavnim cilem prace bylo pfipravit konstrukt, ktery by kédoval receptor LLT1. V prvnim

kroku se uskute¢nila izolace RNA ze smési NK bungk a CD3" lymfocyti, nasledovala
reverzni transkripce resp. syntéza cDNA a PCR amplifikace cDNA fragmentu kodujiciho
LLTI. Dale se zkonstruoval rekombinantni plasmid pBSLLTI, ktery se pfipravil vlozenim
produktu RT-PCR do vektoru pBluescript SK+. Rekombinantni plasmid pBSLLT1 se
nakonec pouzil na sekvenaci vlozeného insertu.

Nakonec tieba zkonstatovat, ze i pfes znacné problémy s nastavenim teploty hybridizace
primerti piiprava vychoziho konstruktu pro extracelularni doménu receptoru LLT1 byla
uspés$na. Pokusy o pfipravu expresnich konstrukti, které by kodovaly ¢ast extracelularni
domény receptoru LLT1. bohuzel doposud nebyly Uspésné. Z mé bakalaiské prace zarover
vyplyvaji tkoly pro diplomovou praci a to: ptipravit expresni konstrukty kodujici
extracelularni doménu receptoru LLT1 a pokusit se o pfipravu rekombinantniho proteinu,
ktery by po renaturaci a purifikaci mohl byt vyuzit ke studiu vazebnych a strukturnich
poméru.

Nejen Ze jsem touto bakalaiskou praci ziskal prehled o problematice receptorit NK bunék
a osvojil si praci s literaturou, taky jsem nabyl praktické zku$enosti z oblasti genového

inZenyrstvi.
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7. SOUHRN

1.) ze smési NK bunék a CD3" lymfocyti byla izolovana RNA

2.) pomoci RT-PCR byl ptipraven fragment DNA kddujici extracelularni doménu
receptoru LLTI

3.) nukleotidova sekvence pfipraveného fragmentu byla ovétena sekvenaci

4.) byl pfipraven rekombinantni plasmid pBSLLT1 kodujici extracelularni doménu

receptoru LLT1
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9. PRILOHY
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Priloha I: Linedrni srovnani geni LRC a NKC. Srovnani neni uvedeno podle pfesného
méfitka. Barvy ukazuji geny piibuzné genovou organizaci. strukturou a fylogenesi. Seda
znazornuje geny, které nejsou povazovany za kddujici NK receptory. Bilé obdélniky
znazoriuji pseudogeny. Otaznikem jsou oznaceny geny, které byly zmapovany pro
odpovidajici chromosom, no jejich specificka pozice neni znama. ,.X* zna¢i, Ze gen neni
homologni s geny sdilejicimi jeho vertikalni pozici. Pfevzato z [14].
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PFiloha 2: Zaznam z automatického sekvenatoru sekvenace pBSLLT1 forward primerem T7.
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PFiloha 3: Zaznam z automatického sekvenatoru sekvenace pBSLLT1 reverse primerem T3.
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Svoluji k zapijceni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadné vedena evidence
vypujcovateli.

Jméno a pfijmeni s adresou Cislo OP Datum vyptijceni Poznamka




