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NK bunky (pfirozeni zabijeci) byly popsany pro jejich schopnost spontanné zabijet urcité
allogenni nadorové linie, a to bez jakékoliv ptfedchozi senzitizace. NK bunky jsou soucasti
neadaptivni imunitni odpovédi s velmi kratkou reakéni dobou vici patogentim, jakymi jsou
napfiklad viry, intracelularni bakterie a parazité. Jsou také zodpovédné za eliminaci nékterych
rakovinnych bun¢k a mohou tak branit rozvoji nadorové transformace a bojovat proti
roz§ifovani metastaz. Aktivita NK bunék je regulovana pomoci rovnovahy mezi aktiva¢nimi a
inhibi¢nimi signaly zprostiedkovanymi povrchovymi receptory NK bunék. Ze strukturniho
hlediska mize byt vétsSina NK bunécnych povrchovych receptort klasifikovana jako C-
lektinové nebo imunoglobulinové receptory. Jednou z mnoha podskupin C-lektin jsou i
lymfocytarni receptory II. typu, které jsou exprimovany na NK buiikéach.

Predkladana prace méla dva hlavni cile. Prvnim bylo nalezeni vhodnych expresnich a
purifikacnich systémi pro vybrané C-lektinové receptory NK bunék a druhym pak provést
jejich biochemickou a strukturni charakterizaci. Pro jejich splnéni byly stanoveny tyto
konkrétni podcile: najit renaturacni a purifika¢ni protokol, ktery by poskytoval dostate¢né
mnozstvi lidského CD69 a potkaniho NKR-P1A a B pro jejich strukturni a funkcni studie;
studovat strukturu CD69 a NKR-P1 receptori pomoci proteinové krystalografie; nalézt
eukaryoticky expresni systém vhodny pro rekombinantni produkci nativnich NK bunéénych
receptorl a najit vhodny postup afinitni purifikace rekombinantnich proteint sekretovanych
do kultivacniho média; a také zvladnuti postupii sedimentac¢ni analyzy rekombinantnich
proteinli pomoci analytické ultracentrifugy.

VytCenych cilli bylo dosazeno a vysledky prace jsou dokumentovany v ptilozenych
publikacich a manuskriptech. V ptipadé receptori CD69 a NKR-P1 se jednalo ptfedevSim o
optimalizaci expresniho konstruktu a také peclivé vyladéni podminek renaturace danych
proteintll, coz umoznilo jak jejich biochemické studium (napft. sacharidova vazebna specifita,
in vivo stabilita a kooperativita vazby u CD69), tak jejich krystalizaci a vyfeseni trojrozmérné
struktury — pro CD69 byla ziskana struktura s doposud nejvyS$im znamym rozliSenim a pro
NKR-P1 zase naopak vibec prvni krystalova struktura jakéhokoli zastupce této rodiny NK
bunécnych receptori; tato struktura navic obsahuje unikéatni u NK bunécénych receptort dosud
nepopsany strukturni motiv. Strukturni prace byla navic podlozena molekuldrnim
modelovanim a Ramanovou spektroskopii, poukazujicimi na mozné strukturni mechanismy
urcujici vazebnou specifitu danych receptort.

Neékteré z C-lektinovych receptori NK bunék se nam v bakteridlnim expresnim
systému pfipravit nepodaiilo. Proto jsme vytvofiili eukaryoticky expresni systém, zaloZeny na
tranzientni transfekci suspenzni lidské HEK293 bunééné linie adaptované na bezsérové
médium, ktery navic umoznuje i studovat vliv dimerizace a glykosylace na vazebné vlastnosti
receptord. Nejprve bylo tfeba optimalizovat proces transfekce pro dosazeni co nejvétsi
transfekéni ucinnosti a vytézku produkce, za timto ucelem jsme pouzili dva reportérové
proteiny: sekretovanou alkalickou fosfatasu a zeleny fluorescentni protein. Pti expresi pomoci
velkoobjemové tranzientni transfekce ve ¢tverhrannych lahvich a purifikace pies histidinovou
kotvu s naslednou gelovou filtraci se pro modelové potkani NK bunécné receptory NKR-P1B
a Clrb konecny vytezek Cistych proteini pohyboval mezi 1 - 5 mg na litr produkéniho média.



