Abstrakt

NK buiiky hraji klicovou roli v imunitni obrané proti nddorim, buiikdm infikovanym viry
a patogenim. Cilové bunky rozpozndvaji bez predchozi senzitizace a odstranuji je diky
cytotoxické aktivité, sekreci cytokini a chemokinti. NK buiiky exprimuji na svém povrchu
aktivacni a inhibi¢ni receptory, které zprostiedkovavaji vnéjsi signaly. Hlavni roli mezi
aktivacnimi receptory hraje ¢len rodiny receptort piirozené cytotoxicity — receptor NKp30.
NKp30 rozpoznava Sirokou skalu ligandti, véetné téch, které se podileji na malignich procesech,
jako je B7-H6, BAG-6 a galektin-3. Galektin-3 (Gal-3) je bunécny protein, ktery hraje vice roli,
od genové exprese po rast nadoru a obranu pred patogeny. Dokdze potlacit funkce NK bunék
vazbou na receptor NKp30 a je cilem nové protinddorové terapie. Nicmén¢ je méalo znamo o
presném mechanismu interakce NKp30 s galektinem-3, ktery je naroény na studium kvili
nékolika faktorm. Za prvé, pfirozeny Gal-3 milZe vytvafet oligomerni struktury
prostfednictvim svych N- a C-koncovych domén a tvofit dimery prostfednictvim lichého
cysteinu ve své doméné rozpoznavajici sacharidy (CRD), coz mtze interferovat s métenimi. Za
druhé, doména vazajici ligand (LBD) NKp30 nese tii N-glykosyla¢ni mista (Asn42, Asn68,
Asnl21) zapojena do vazby ligandd, z nichz kazdé k ni pfispiva jinym zpiisobem.

Tato diplomova prace ma za cil 1épe porozumét interakci mezi NKp30 a galektinem-3
pomoci metod a piistupt strukturni biochemie. K dosazeni tohoto cile byly N-glykosyla¢ni
mutanty NKp30 LBD exprimovany v bunécné linit HEK293T a mutovand (C173S) forma
Gal-3 CRD byla produkovéna v E. coli. Studium vazebné afinity této interakce bylo provedeno
pomoci dvou komplementarnich metod: mikrotermoforézy a analytické ultracentrifugace.
Dalsim cilem bylo krystalizovat komplex Gal-3:NKp30 a vyfesit jeho strukturu pomoci
rentgenové krystalografie, coz vSak dosud vedlo pouze ke krystalizaci mutované formy Gal-3

CRD neobsahujici cystein 173 a GspéSnému vyieSeni jeho struktury.
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