ABSTRAKT

NK buriky (z angl. natural Killer cells, prirozené zabijec¢ské burnky) buriky hraji dilezitou
roli pfi rozpoznani a eliminaci infikovanych, poSkozenych ¢i nadorovych bunék bez nutnosti
predchoziho kontaktu s nimi. Jejich cytotoxicita je zprostfedkovana aktiva¢nimi receptory na
jejich povrchu, jako je receptor NKp80 (z angl. Natural Killer protein 80 kDa). NKp80 se vaze na
ligand AICL, ktery je konstitutivné exprimovan na myeloidnich burnikach. ZvySena exprese AICL,
napi. na nadorovych bunkach, vede k aktivaci NK bunék exprimujicich receptor NKp80. Interakce
NKp80:AICL je proto slibnym imunoterapeutickym cilem pro 1é¢bu myeloidni leukémie.

Struktura obou proteini dosud nebyla znama, a proto jsme se v praci zamérili na ispéSnou
produkci extracelularni domény téchto proteint za timto ticelem. Pii produkci receptoru NKp80,
jsme zavedli do ,stalk” oblasti sérii mutaci, kde byly jednotlivé cysteiny nahrazeny seriny. Pomoci
zavedenych mutaci jsme studovali jejich vliv na produkci, stabilitu a tvorbu homodimeru.
Zavedené mutace vyznamné zvysily vytéZek produkce, a proto byl protein pripraven ve vét$im
mnoZstvi za Ucelem krystalizace proteinu. Krystalizace vedla k objasnéni dosud neznamé
struktury homodimeru NKp80 s rozlisenim 2,9 A. P¥i ptipravé proteint ke krystalizaci bylo oviem
zjiSténo, Ze dochazi k ¢aste¢né proteolyze N-terminalni oblasti béhem deglykosylace.

Na rozdil od NKp80 se priprava ligandu AICL ukazala jako pomérné slozit3,
pravdépodobné kvili intracelularni retenci proteinu a degradaci proteinu z diivodu nespravného
sloZeni. Pro pripravu proteinu byly proto zkoumany razné pristupy, jako prodlouzeni ,stalk”
oblasti na zakladé podobnosti s homolognim proteinem CD69, intracelularni priprava proteinu,
ptiprava proteinu za pouziti hmyzich bunék a dals$i. Nakonec byl navrZzen a vyroben fuzni
konstrukt AICL s Fc fragmentem na C-konci s vytézkem 30 mg na 400 ml média. Bylo zkoumano
Stépeni fuzniho konstruktu a navrzena optimalizace Stépeni za Gcelem pripravy samotného
proteinu AICL.

Mezi budouci cile patfi produkce ligandu AICL za ucelem objasnéni jeho struktury,
studium interakce mezi receptorem a ligandem a tim plné prozkoumadni terapeutického

potencialu tohoto interak¢niho paru.
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