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1 TEORETICKY UVOD

1.1 STRUKTURA A ORGANIZACE PLASMATICKE MEMBRANY

Zékladni funkci biomembran je oddéleni a organizace jednotlivych biologickych
procesi. Buiika je ohranitena plasmatickou membranou, kterd reguluje sloZeni
vnitrobun&ného prostfedi a zaroveii slouZi jako rozhrani zprostfedkovavajici komunikaci
mezi buitkkou a jejim okolim. Obrovskd dynamika a variabilita ve sloZeni rozli¢nych
biologickych membrin odrdZi mnoZstvi funkci a biochemickych procesii, které se na
membrénovych strukturdch nebo pfimo v membranéch odehravaji.

1.1.1 Laterilnf heterogenita membran

Zikladnim stavebnim prvkem biologickych membran je selektivné permeabilni
lipidovd dvojvrstva, silnd kolem 40 A. Mezi hlavni lipidové sloZky Zivo&isngch
biomembran patfi glycerofosfolipidy, sfingolipidy a cholesterol. Glycerofosfolipidy i
sfingolipidy se 1i§i strukturou poldrnich skupin molekuly a také délkou a saturaci vazanych
acylovych zbytkl. Sfingolipidy obsahuji dlouhy nasyceny alifaticky fetézec pochazejici ze
sfingosinu. Cholesterol sdm neni schopen tvofit dvojvrstvy. Jeho struktura je diky
sterolovému jadru planarni a relativné rigidni a interkaluje mezi dlouhé acylové fetézce
lipidd, které tak omezuje v pohybu a ovliviiuje fluiditu membran. Zaroveit zvySuje rozsah
teplot pfechodu z uspofddané do neuspofddané faze a zabratiuje krystalizaci acylovych
fetézci [1].

Dal$im aspektem struktury lipidové dvojvrstvy je asymetrie. Vnéjsi lipidova vrstva
je bohatdi na sfingomyeliny a glykosfingolipidy, zatimco cytoplasmaticka vrstva sestava
z vé&t8i miry z glycerofosfolipidi a cholesterol je pfitomen v obou membranovych vrstvach.
Lipidové molekuly mohou byt vyméiiovany v rimci dvojvrstvy pomoci aktivity né€kolika
enzymi [2]). Lokélni zmé&ny fyzikalnich vlastnosti dvojvrstvy participuji na fyziologickych
d&jich — zpisobuji napf. jeji deformaci, kterd napoméha puleni a fuzi vezikul [3].
Zastoupeni lipidovych sloZek tak do znalné miry urluje charakteristiky a chovani
membrénovych struktur a koresponduje s jejich specializaci a funkci. Né&které lipidové
molekuly interaguji s cytosolarnimi proteiny a maji tak sloZité&j$i strukturni roli nebo se
uplatituji pfi signdlni transdukci (napf. fosfatidylinositol, fosfatidylserin) [4].



Velky pokrok v pochopeni struktury a funkce biologickych membran byla prace
Singera a Nicholsona, ktefi navrhli teorii zndAmou jako model tekuté mozaiky [5]. Model
popisuje biomembrany jako lipidovou matrix, ve které jsou nihodné distribuovany
membranové proteiny a klade diiraz na laterdlni mobilitu viech komponent. Vysledky
studif z oblasti modelovych membran pak pfinesly nové poznatky o fyzikéln&chemickych
vlastnostech komplexnich lipidovych smési, dokumentujici laterdlni organizaci a segregaci
molekul — moZnost vzniku lipidové faze s vy$8i uspofddanosti (Lo), obklopené fazi
,»voln&ji* uspotddanych molekul (Lp) v zavislosti na sloZeni smé&si a obsahu cholesterolu.
Diky fyzikédlné-chemickym vlastnostem maji glycerofosfolipidy tendenci tvofit mobilni
tekutou fézi, zatimco sfingolipidy vykazuji ,t&snéj8i“ uspofddéni a vytvati tak separované
domény [6-8]. Pfedstava o prostorovém uspofddani a laterdlni segregaci riznych lipida
v membrané je ilustrovana na obr. 1.1,

Obr. 1.1: Laterdinf segregace lipidd. Pfiklad uvadi segregaci fosfatidylcholinu (FC) a sfingomyelinu (SF) do
mikrodomén stabilizovanych cholesterolem s ohledem na membranovou asymetrii. Prevzato z [2].

Existence t&chto jevii v biomembrinich vSak zistdvala kontroverzni. Biologické
membriny se v mnoha ohledech velmi li§i od membran modelovych — vykazuji velkou
riznorodost v molekuldrnim sloZeni, vysokou koncentraci proteinii, asymetrii dvou vrstev
a lokélni nerovnovéZné dé&je (enzymatické aktivity, recyklace membrén, signaliza¢ni d&je
atd.) [9]. Kli¢ovymi se staly experimenty, kdy 4byly izoloviny membranové frakce
odolavajici solubilizaci v neiontovych detergentech, které jsou obohacené o

(glyko)sfingolipidy, cholesterol a proteiny kotvené do membrany pomoci lipidové kotvy,
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naptiklad glykosylfosfatidylinositolové (GPI-kotvené proteiny) [10]. Tyto frakce
oznatované jako detergent-resistentni membrany (DRM) pfispély k pfedstavé laterdlni
heterogenity v biomembranach. Dalsi nezdvislé pozorovani specifickych biologickych d&ju
z oblasti bun&&ného transportu, signalizace a identifikace dileZitych funk&nich proteinii
v DRM podnitily vyzkum organizace bunénych membrin a vyustily v pfehodnoceni
pohledu na komlexitu membranové dynamiky [11-14]. Na zdkladé uvedenych poznatkd
byla formovana hypotéza tzv. lipidovych raftl. Podle ni jsou lipidové rafty laterdlni
lipidové klastry obohacené o sfingolipidy a cholesterol, které se vy¢lefiuji z okolniho
prostfedi nenasycenych glycerofosfolipidii a maji schopnost laterdlné segregovat specifické
druhy membranovych proteinii [15]. Plivodni pfedstava o lipidovych raftech byla zamé&fena
pfedev§im na jejich resistenci vii¢i detergentové solubilizaci a pojednavala o relativné
velkych a stabilnich strukturdch (100 — 500 nm), udrZovanych hlavné mezilipidovymi
interakcemi. Pfedpokladalo se, Ze proteiny lokalizuji do lipidovych raftl, pokud vykazuji
dostate¢nou afinitu k charakteristickému lipidovému prostfedi. Membrany Zivych bun&k
viak nejsou nikterak homogenni, jsou d&jistém mnoha procesi majicich za néasledek
komplexni interakce mezi proteiny a lipidy vedoucich ke vzniku lokalnich zmé&n prostfedi.
Nové poznatky demonstruji, Ze lipidové rafty pfedstavuji spiSe skupinu heterogenich
domén, které vykazuji rozdily jak v lipidovém a proteinovém sloZeni, tak i v &asové
stabilité [16, 17]. Lipidové rafty svymi viastnostmi nejlépe odpovidaji fazi oznatované Lo,
jejiz existence v membranich Zivych buné€k byla neddvno potvrzena [18]. Soucasny
koncept lipidovych raftd pfedpoklada, Ze rafty jsou malé (10 — 200 nm), heterogenni,
vysoce dynamické domény, obohacené sfingolipidy a steroly, které jsou dé&jist¢ém riznych
membréanovych procesi. Malé raftové domény mohou byt stabilizovany za vzniku vétich
struktur diky protein — proteinovym nebo protein — lipidovym interakcim [19].
V soutasnosti se lze setkat i s vystiZn&j§imi oznaCenimi jako membranové rafty a
membranové mikrodomény [16, 20].

1.1.2 Membrénové proteiny a jejich asociace s lipidovou dvojvrstvou

VétSina dynamickych proceslt odehrévajicich se na membranich je
zprostfedkovana integrilnimi nebo perifernimi proteiny asociovanymi s lipidovou
dvojvrstvou. Periferni proteiny asociuji s dvojvrstvou diky elektrostatickym interakcim a
vodikovym vazbidm nebo pomoci kovalentn& ptipojené lipidové kotvy. Integrélni proteiny
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pevné asociuji s membrdnou diky hydrofobnim interakcim mezi nepolédrnimi
aminokyselinovymi fetézci a nepolarnim prostfedim uvnitf lipidové dvojvrstvy. Obsah
proteinll v membrénich se znatné li§i podle funkce membrény a organizmu z n&hoZ
membrany pochazi.

Objev selektivni lokalizace GPI-kotvenych proteind v DRM byl nasledovén
identifikaci celé fady membrénovych proteinii residujicich v podobné izolovanych frakcich
[12, 21]. Asociace proteinll s lipidovymi rafty je zprostfedkovdna plejadou riznych
mechanismil, od posttransladnich modifikaci k asociacim integralnich proteini. Na obr.
1.2 je zobrazeno schéma né&kterych zplsobi zacileni proteini do lipidovych rafta.

Délka T™ domény Lipidové kotvy

Obr. 1.2: PFiklad zakotven( proteindi do lipidovych raftl. P smérovani proteini do prostfedi bohatého na
sfingolipidy a cholesterol hraje roli povaha transmembrénové domény (TM), nebo lipidové modifikace. GPI-
zakotvené proteiny asociuji s membrinou extraceluldrné, acylované proteiny intraceluldrné. Dvojité
acylované (myristylace a palmitylace) proteiny asociuji s rafty, prenylované proteiny nikoliv. Pfevzato z [2].

Castym zpiisobem lokalizace proteini do rafti je acylace, pfedeviim palmitylace a
myristylace [22]. U transmembrénovych proteinii hraje diileZitou roli napf. délka segmentu
prochazejiciho membranou [23]. Lokalizace do rafti nemusi zédviset jen na struktufe
transmembranové &asti - proteiny mohou byt zacileny do raft skrze aminokyselinové
sloZeni extracelularni [24], transmembrdnové [25] i intracelularni domény [26]. Né&které
raftové transmembranové proteiny obsahujf navic motivy pro acylaci v blizkosti membrény
[27]. Aminokyselinové sekvence vedouci k asociaci s uréitym lipidovym prostfedim jsou
viak obtiZné& predikovatelné. Rizné zpisoby zacileni proteinii do lipidovych rafti mohou
sméfovat proteiny do distinktnich mikrodomén, pfestoZe po izolaci DRM jsou detekovany
ve stejnych frakcich [28, 29]. Detailni aspekty povahy lokalizace proteinti do lipidovych
raftli jsou stale pfedmétem vyzkumu.
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1.1.3 Dynamika membrinovych mikrodomén

Dne3dni pohled na dynamiku plasmatické membrény klade diiraz na velikost a
¢asovou stabilitu membranovych mikrodomén. Stabilita Lo domén je funkci doménové
velikosti, doby Zivota a spoluprice se stabilizujicimi nebo destabilizujicimi proteiny a
vzijemné proteinové interakce mezi nimi. Dynamicky model na obr. 1.3 uvadi malé

Doba
Fvota
>1s

<0.1ms

/ @ Lo domény, barva = stabilita
° GPlI-proteiny

Endocytéza

Obr. 1.3: Soulasny model dynamiky membrénovych mikrodomén. Mikrodomény jsou tvofeny
uspofddanou lipidovou fazf L. Stabilita domén a Zivotnost (znézornéna barevné) v membréné je funkci
jejich rozméri a sloZenf a zdvisi rovnéZ na asociaci s proteiny, které mohou mit stabilizujici vliv.
Pravdépodobnost stfetu domén zdvisi na &ase, po ktery se pohybuji membrénou (trajektorie = pferufované
&ary). Malé nestabilni L, domény vznikaji spontinng, difunduji membrénou a maji limitovanou dobu Zivota
(a). V ptipadg, 2e dojde k asociaci 8 GPl-proteiny nebo jinymi stabilizujicimi proteiny (b) vznikaji stabiln&jsi
komplexy (c), které se bud’ po &ase rozpadaji (d) nebo dojde ke stfetu s dal$im Lo-proteinovym komplexem a
vznikaji proteinové klastry (e). Dalsi kolize generuji v&t3i a stabilnéj$i komplexy (f), které zprosttedkovéavaji
protein-proteinové interakce nebo bez stfetu s dal$imi komplexy v ¢ase zanikaji (g). Velké stabilni komplexy
podlehaji endocytéze (h) pfi niZ jsou rozkladiny na proteinové a lipidové slozky a navraceny zpét na
plasmatickou membrénu (i). Je moZné, Ze na regulaci ristu a Zivotnosti viech velkych a stabilnich raftovych
komplexit se podili endocytické procesy. Velké a stabilni komplexy pak mohou fungovat dle klasického
modelu lipidovych rafti (f). Pfevzato z [16].
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nestabilni Lo domény, které spontinné vznikaji, laterdln& difunduji membrénou a poté se
rozpadaji. Po stfetu se stabilizujicimi proteiny vznikaji komplexy a jejich osud je bud’ dalsf
diftiize v membréné a nésledny rozpad nebo sréZka s jinou stabilizovanou doménou a vznik
proteinovych klastrl. Dal8i sraZky pak mohou vést ke vzniku vétSich Lo — proteinovych
komplexii, stabilizovanych protein-proteinovymi interakcemi. Velké komplexy jsou
podrobeny endocytickym procesiim, které limituji velikost mikrodomén [16].

1.1.4 Interakce s cytoskeletem

Pfehodnoceni plivodnich pfedstav o lipidovych raftech pramenilo mimo jiné
z poznatki o dileZitosti proteinovych interakci pfi stabilizaci membranovych mikrodomén.
Interakce plasmatické membrany se systémem bun&ného cytoskeletu je jednim z aspekti
odlisujicich biologické membrany od modelovych.

Pod plasmatickou membranou se nachézi sit’ kortikdlniho aktinového cytoskeletu,
ktery ji mechanicky podporuje a zirovefi se uplatiiuje pfi d&jich jako bun&na polarizace,
migrace i endocytosa. Komunikace aktinovych filament (F-aktinu) s membranou je
zprostfedkovéna interakci s membranovymi proteiny. Studie raftového proteomu odhalily
pfitomnost mnoha cytoskeletdrnich proteinli a proteinlt regulujicich interakce mezi
membrénou a cytoskeletem. Jedna se napf. o aktin, tubulin, myosin, actinin a ezrin [30].
Ptedpoklada se, Ze sit’ F-aktinu asociovana s transmembranovymi proteiny reguluje volnou
difazi lipidovych i proteinovych molekul a podili se tak na mikrodoménové organizaci.
V &etnych studiich pak bylo ukazino, Ze rozruSeni cytoskeletdrni sit¢ (napf. inhibitory
polymerizace aktinu) zidsadnim zpiisobem ovliviiuje distribuci raftovych molekul a ma
dopad na priib&h fyziologickych dé&ji spjatych s rafty [31]. Funkce F-aktinu pfi regulaci
membrinovych mikrodomén je dokumentovédna pfi aktivaci T-bun&k, B-bun&k, Zirnych
buné€k a migraci lymfocytt [20, 32]. Detailni mechanismy ovliviiovéni raftové dynamiky
cytoskeletdlnim systémem v3ak nejsou zatim zcela probadany.

1.2 METODY STUDIA MEMBRANOVYCH MIKRODOMEN

1.2.1 Chemické metody

VétSina biochemickych metod vyuZivanych pfi studiu membranovych mikrodomén
je zaloZena na izolaci detergent-resistentnich membréan. Typickym postupem je extrakce
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membran lyzaénim roztokem s 1 % Tritonem X-100 pfi 4 °C a néasledna frakéni
ultracentrifugace v sacharosovém gradientu (5 — 40 %), kdy jsou nesolubilizované
membrinové fragmenty lokalizoviny do nizkohustotnich frakci. Takto ziskané
membranové frakce jsou né€kdy nazyviny TIFF (z angl. ,triton-insoluble floating
fractions*) [33]. Kizolaci detergent-resistentnich membrén je vyuZivino i mnoZstvi
dalich detergentl jako Lubrol WX, Lubrol PX, Brij 78, Brij 96, Brij 98, NP-40, CHAPS
atd. Vysledky izolace DRM jsou kriticky z4vislé na experimentédlnich podminkach - na to
je tfeba brat ohled pfi jejich interpretaci. Ziskané DRM jsou vysledkem vice nebo méné
drastického zésahu do struktury plasmatické membriany a nemusi odpovidat struktufe
nativni [34, 35]. Molekuly asociované s DRM se oznatuji né¢kdy jako raftové markry.
Izolace za pouZiti detergentl je stile nejéast&j§im postupem pfi studiu membranovych
mikrodomén. PfestoZe z DRM nelze ziskat informace o nativni struktufe raftl, lze v
n&kterych pfipadech pozorovat redistribuci proteinl mezi nizkohustotnimi a
vysokohustotnimi frakcemi sacharosového gradientu, napf. v disledku specifické
fyziologické stimulace buné€k [36, 37]. V takovém pfipad€ je izolace DRM uZite¢nym
voditkem pfi identifikaci proteinill spolupracujicich s membranovymi mikrodoménami.

DilleZitost cholesterolu pro formovéni Lo fize a membranovych mikrodomén je
dasto vyuZivina pfi studiich, kdy je cholesterol vylerpdn nebo jinak odstrafiovan.
Rozru$eni bun&&ného cholesterolu se provadi jeho chemickym vyvazinim napf. pomoci
methyl-B-cyklodextrinu (MBCD) nebo inhibici né&které zreakci jeho biosyntézy.
Vysledkem &asto byvd ovlivnéni membrénové distribuce proteinii {38, 39]. Nicméné
rozruSeni membranového cholesterolu méni membranovy potencidl [40], ovliviluje
endocytézu [41] a laterdlni mobilitu proteinli [42], proto ani tyto metodické postupy
nedavaji ptimou pfedstavu o situaci v nativni membréné.

Dalsi pfistupy vyuZivaji napf. imunoafinitni metody, kdy jsou membranové
vezikuly asociované s riznymi proteiny izolovany pomoci specifickych protilatek [43].
K proteomické i lipidomické analyze membrinovych mikrodomén je &asto vyuZivana
hmotnostni spektrometrie, vyuZivajici jako vychozi materidl izolované DRM nebo
izolované vezikuly [44, 45]. Zajimavou metodou aplikovanou na vyzkum plasmatické
membrany Zivych buné&k je naptiklad i elektronova spinové rezonance [18].
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1.2.2 Fluorescentni mikroskopické metody

Ptimé studium lipidovych raftd na Zivych buiikich je problematické vzhledem
k jejich malym rozmérim, které sahaji hluboko pod rozliSovaci schopnost konven¢ni
fluorescenéni mikroskopie (difrak&ni limit ~ 200 nm). Moderni biofyzikalni metody studia
membrénové dynamiky jsou zaméfeny na monitorovéani udélosti s vysokym prostorovym i
dasovym rozliSenim bez naruSeni membranové integrity [46]. Fluorescenéni znadenf
zivych bun&k je v soutasné dobé zpravidla provadéno pfipravou faznich proteindi se
Sirokym spektrem dostupnych fluorescen¢nich proteini pfipravenych metodami genového
inZenyrstvi [47]. FRAP (z angl. ,.fluorescence rocovery after fotobleaching) se &asto
vyuZzivd k méfeni koeficientli laterdlni difize membrénovych komponent [48]. FRET (z
angl. ,FOrster resonance energy tfansfef“) je vyznamnou metodou pfi zkouméni
intermolekuldrnich interakci [49]. Mezi dal§i vyznamné moderni metody aplikované na
vyzkum membrénovych mikrodomén Zivych bun€k patfi i fluorescentni korelaéni
spektroskopie (FCS) [50] a sledovani pohybu jedné &astice (SPT) [48] .

1.2.3 Ultrastrukturdlni analyza transmisnf elektronovou mikroskopii

Tato metoda je modifikaci price Sanana a Andersona [51] a k jeji aplikaci na
studium lokalizace molekul plasmatické membréiny vedly vysledky poukazujici na malé
rozméry membrinovych mikrodomén [52]. VyuZiti transmisni elektronové mikroskopie
(TEM) umoZiiuje vizualizaci a kvantitativni analyzu membranovych mikrodomén na
ultrastrukturlni Grovni. V porovnini se soufasnou svételnou mikroskopii je TEM
omezena jen na vzorky fixované a je tedy schopna vytvofit zabér jen jednoho konkrétniho
momentu. Poskytuje v3ak nesrovnatelné vy38i rozliSeni. Komplikovangj§i a Casové
naro¢néj§f pfiprava vzorkli je vyvéZena ziskdnim detailniho pohledu na strukturu
plasmatické membriny a dovoluje identifikaci jednotlivych molekul s rozliSenim v facC 1
nm. Pfiprava vzorkll zahrnuje izolaci plasmatickych membran ze Zivych bunék, které je
moZné pfed samotnou izolaci stimulovat. K detekci konkrétnich molekul se vyuZivé
imunochemického znafeni pomoci konjugitl protildtek s elektrondenznimi zlatymi
nanolasticemi, které jsou v TEM diky absorb&nimu a &iste¢né i difrakénimu kontrastu
snadno identifikovatelné. Zlaté &astice dvou velikosti (obvykle 5 a 10 nm) dovoluji
soutasnou detekci dvou rliznych antigenl. Izolace plasmatickych membran dovoluje
detekci molekul z extracelularni i intraceluldmi &asti plasmatické membrany. Z charakteru
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provedeni detekce molekul plyne absolutni zavislost metody na dostupnosti kvalitnich
vysoce specifickych sond, obvykle protilitek. Ke kontrastovani izolovanych membréan se
pouZivd barveni osmiem. Bylo prokazédno, Ze tmavé oblasti izolovanych membrin
sdruzujici komplexy signdlnich molekul obsahuji zvySené mnoZstvi uhliku a osmia. OsO4
se tdajné vaZe na dvojnou vazbu 5,6 cholesterolu a na trans-dvojnou vazbu sfingomyelinu.
Zvysené zastoupeni uhliku pak odpovida nejspiSe agregaci proteind a lipidii. Tyto oblasti
byly oznadeny jako ,,osmiofilni“ [28). Mikrofotografie topografie membranovych molekul
je tfeba podrobit statistickému zpracovani, které ddva analyze kvantitativni rozmér.
Zajimavych vysledkli bylo dosaZeno pfi studiu distribuce membranovych proteini
imunoreceptorové signalizace [52-54] a signalizace Ras [46, 55, 56]. Izolované
plasmatické membrany byly mimo jiné podrobeny analyze EDAX (z angl. ,energy
dispersive X-ray spectroscopy*) [28] a mikroskopii atomarnich sil rastrovaci sondou
(AFM, z angl. ,,atomic force microscopy*) na obr. 1.4 [28, 57].

3-D view (box)

Obr. 1.4: AFM obraz membrénovich mikrodomén. Vizualizace mikrodomén a 3D rekonstrukce
intracelularni struktury plasmatické membrény izolované z bunék RBL. Pfevzato z [57].

1.3 ZIRNE BUNKY

Zimné buitky (mastocyty) jsou buiiky imunitniho systému. Tak jako ostatni leukocyty
jsou odvozeny z hematopoetickych progenitorovych bun€k v kostni dfeni. Vyviji se
z bun&k myeloidni linie a patfi mezi granulocyty. Diferenciaci dokon¢uji aZ po migraci do
tkani, pod vlivem specifického mikroprostfedi. Dle plsobicich faktori se pak déli na dva
subtypy — pojivové a slizni¢ni. Jejich tkatiova lokalizace je zdvisla na adhezivnich
molekulach (B1 a B7 integriny a L-selektin). Kli¢ovymi riistovymi faktory Zirnych bunék
jsou IL-3, IL-4 a faktor kmenovych bun&k (SCF, z angl. stem cell factor*). Zirné buiiky
jsou sloZkou nespecifické imunity a funguji jako efektory pfi reakcich zprostiedkovanych
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imunoglobulinem E (IgE). Uplatiiuji se hlavné v boji proti parazitdlnim infekcim, pfi
regulaci imunitni odpovédi a v komunikaci mezi imunitnim a nervovym systémem [58]. Za
patologickych okolnosti zodpovidaji za rany typ pfecitlivélosti — alergické reakce a v této
spojitosti jsou nejéastéji studovany [59]. Jejich aberantni chovéni zplisobuje mastocytézu
[60] a dosud nezcela probadanou roli hraji rovnéZ pfi nddorovych onemocnénich [61].
Zimé butiky obsahuji v cytoplasmé velké mnoZstvi granul (specializovanych
lyzosomil) a proto jsou fazeny mezi granulocyty. Specifickymi povrchovymi receptory
Zimych bunék jsou vysokoafinitni receptory pro IGE (FceRI). Proces navazani antigen-
specifickych IgE na receptory se nazyva senzitizace. Po setkani senzitizovanych bunék s
polyvalentnim antigenem jsou buiiky aktivovany a zahajuji proces zvany degranulace, pfi
némZ granula fazuji s cytoplasmatickou membranou a jejich obsah je uvolnén do okoli.
Latky sekretované pfi aktivaci lze rozdélit do tfi hlavnich skupin. Prvni znich jsou
pfedpfipraveny v cytoplasmatickych granulich a jsou uvoliiovany pfi degranulaci jako
biologicky aktivni aminy (histamin a serotonin), proteasy a proteoglykany (heparin,
chondroitinsulfét) [62, 63]. Déle je aktivovan metabolismus kyseliny arachidonové a jsou

Obr. 1.5: Aktivace Zirnych bun&k. Upraveno podle z http://www.opt.indiana.edvw/.
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sekretovany nové& vznikajici latky pfedev§im leukotrien C4 a prostaglandin PGD,, které
tvoti skupinu druhou. Tteti skupinou jsou pak sekretované cytokiny, chemokiny a riistové
faktory [63]. Aktivace Zirnych bunék a nisledné procesy jsou schematicky zndzormnény na
obr. 1.5 (str. 18). Je zndmo, Ze aktivace Zimych bunék je ovlivnéna celou fadou faktori.
Zimé buitky mohou byt aktivoviny a vybuzeny k sekreci nékterych medistord i
mechanismy nezavislymi na IgE. Aktivace bunék probih4 na specifickém fyziologickém
pozadi, které moduluje préh citlivost spusténi bun&&né reakce. DileZitou roli pti spravné
funkci Zimych bun&k hraji samozfejmé i genetické faktory jako polymorfismus, mutace
v genech a alternativni sestfih receptorl a signélnich proteini [64]. Stimulace riiznymi
podnéty mé za nasledek reakce charakterizované rliiznou kinetikou, mnoZstvim a spektrem
uvolnénych medidtord. V podob€ sekretovanych latek lze méfit sledovanou reakci na
definovany podnét (napf. znidmy antigen). Toho se svyhodou vyuZivd pfi studiu
mechanismi bun&né a imunoreceptorové signalizace, kdy Zimé builky slouZi jako
modelové bun&&né typy.

1.4 SIGNALNIi DRAHY ZIRNYCH BUNEK

Buriky reaguji na mnoZstvi signali z jejich okoli. Rozpoznéni signalu vede k aktivaci
mechanisml zprostfedkovavajicich transdukci signilu na cilové efektorové funkce.
Signalni mechanismy poskytuji specifickou, fizenou a koordinovanou bun&tnou odpovéd
na podminky prostfedi. Bun&¢na signalizace tak uplatituje plejadu riznych mechanismi
zaloZenych na specifité vazeb, konforma¢nich zménach, prostorové distribuci, mobilizaci
ionth a enzymové aktivit!. Tyto mechanismy jsou zprostfedkovany rliznymi typy
signalnich molekul.

1.4.1 Membréanové receptory

Receptory na plasmatické membrané jsou membranové proteinové struktury,
jejichZ ukolem je pfenést extracelularni signil dovnitf buiiky. Receptory jsou kli¢ovymi
molekulami v bun&né signalizaci. Vazba ligandu na receptor zahajuje konformaéni zmény
anebo prokfiZeni receptorovych molekul. Membranové receptory Zirnych bunék se déli na
n€kolik skupin - né&kolikafetézcové imunitni rozpoznavaci receptory (MIRR; z angl.
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»,multi-chain recognition receptors*), receptory spfaZené s G-proteiny, integrinové
receptory, cytokinové receptory, GPI zakotvené receptory a dal3i [64].

Struktura receptori MIRR je tvofena né&kolika podjednotkami; né&které jsou
podobné imunoglobulindm a zprostfedkovéavaji rozpoznivaci funkce, a dal$i jsou
transduk¢ni, které umozZiiuji propagaci signdlu. Na riznych buiikdch imunitniho systému
jsou exprimovény rizné receptory [65].

Skupina cytokinovych receptorii zahrnuje n€kolik rodin a tyto receptory ovlivituji
regulaci bun&&né proliferace a diferenciace. Vyznamna je napf. cytokinova regulace funkci
hematopoetickych bun&k v riznych stadiich vyvoje [66].

1.4.2 Proteinové rekogni¢ni kédy v signalizaci

Pfenos signalu pfi bun&&né signalizaci je zaloZen mimo jiné na riznych protein-
proteinovych interakcich. Tyto interakce jsou velice ¢asto zprostfedkovany univerzalnimi
proteinovymi sekvencemi, které obecné funguji v membranovych, cytoplasmatickych i
jadernych procesech. Tyto domény pfedstavuji unikatni trojrozmémé struktury, které maji
schopnost nezavisle se sbalovat a jsou komplementdrni ke specifickym sekvenénim
motivim. Na zidklad¢ analogie s univerzalitou genetického kédu byly tyto domény
oznaeny jako ,proteinové rekogni¢ni koédy“. Vybrané domény spolu se specifickymi
ligandovymi sekvencemi jsou vyobrazeny na obr. 1.6. Mezi dalsi domény patfi naptiklad
PH doména (z angl. ,,plecstrin homology*), ktera vaZze fosfatidylinositoly [67].

SH2 = PIB = PDZ %

Obr. 1.6: Schematicky pfehled vybranych proteinovych domén zprostfedkovivajicich vazbu na
unikétnf sekvence cflovdch proteind. Sekvence cilovych proteini (v malych rdmeécich) obsahuji
fosfotyrosin (p-Y) nebo jsou bohaté na prolin. x pfedstavuje jakoukoliv aminokyselinu, ¥ hydrofobni
aminokyselinu. Pfevzato z [67].
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1.4.3 Signalizace fosforylaci

Kovalentni modifikace signilnich molekul je vyznamnym signdlnim
mechanismem. Modifikaci miiZe dochdzet ke zméndm enzymové aktivity a ke
konforma&nim zmé&n4m, které moduluji vazebné vlastnosti molekul. Siroce uplatiiovanou
kovalentni modifikaci je transfer fosfatové skupiny pfedeviim na serinové, threoninové a
tyrosinové zbytky v polypeptidovych fetézcich proteini nebo na n&které membranové
lipidy [1]. Fosforylaci je zprostfedkovana pozitivni i negativni regulace signalnich drah.
Tyrosinové fosforylace je primamné uplatiiovana v ranych fazich receptorové signalizace a
je katalyzovana enzymy s fosforylaéni aktivitou — protein-tyrosinkinasami (PTK, reakce
na obr. 1.7) a aktivitou defosforyla¢ni, které hydrolyticky odst&puji fosfit — protein-
tyrosinfosfatasami (PTP) [68].

(Protein} 1y Ow

ATP  Protein tyrosin-kinasy
ADP

c&-@o—}; o

Obr. 1.7: Schéma fosforylace tyrosinovych zbytkd v proteinu katalyzované protein-tyrosinkinasami.
Plevzato z [1].

Jednou zvyznamnych skupin PTK uplatiujicich se pfi imunoreceptorové
signalizaci je rodina Src (z angl. ,,Sarcoma*). Src kinasy maji pozitivni i negativni
reguladni funkci pfi aktivaci Zirnych buné€k a spolupracuji s mnohymi povrchovymi
receptrory. Src kinasy maji spoledné strukturni znaky (viz obr. 1.8 str. 22): myristyla¢ni
(n&kdy i palmityla¢ni) sekvenéni motiv na N-konci, diky némuZ jsou Src kinasy zakotveny
do membrany; unikitni doménu, jediny nekonzervovany usek v ramci rodiny Src kinas
(50-80 aminokyselin); SH3 doménu a SH2 doménu; regulaéni helix; katalytickou
kinasovou doménu (jinak zvanou SHI1); C-koncovy usek pro negativni regulaci.
Fosforylace v C-koncové regulaéni oblasti dovoluje intramolekuldmi interakci s SH2
doménou a udrzuje kinasu v neaktivnim stavu. Kinasovd doména sestava ze dvou smy&ek a
obsahuje tyrosin, jehoZ autofosforylace je kli¢ova pro aktivitu Src kinas [69]. Vyznamnou
kinasou Zimych bun&k je Lyn (56 kDa), kterd ve své sekvenci nese jak myristylaéni, tak
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palmitylaéni motiv, ktery navic umoZiuje jeji asociaci s Lo doménami v intracelularnim
listu plasmatické membrany [70].

Src kinasy (Lyn, Fyn) Y (Lyn)
Y47 (Fyn)

| S———
,bcoou

” Y% (Lyn)

sekvence ﬁm ye (Fyn)

Obr. 1.8: Schematickd struktura PTK rodiny Src (napf. Lyn a Fyn). Na N-konci proteinu je
lokalizovdna myristylatni sekvence, sméfujici protein do membrény. Lyn kinasa obsahuje rovné2
palmitylaéni sekvenci (nezobrazeno), kterd umoztiuje lokalizaci do Lo domén. Nésleduje unikitni doména
(,;unique*), kterd je jedinou nekonzervovanou sekvenci v rodin& Src kinas. Dal$f jsou funk&ni domény SH2 a
SH3. Mezi nimi a kinasovou doménou je spojovaci helix. Kinasovdi doména obsahuje N a C smy¢ky
(»lobe*). Tyrosin (Y) vC smyéce je tzv. aktiva¢ni tyrosin. Kritké C-koncové oblast obsahuje tzv. C-
termindlni regulaéni tyrosin. Ptevzato z [68].

Kit (CD117, 145 kDa) je jednofetézcova receptorova tyrosin-kinasa typu IIL
Extracelularni ligand-vazajici &ast se sklada z péti imunoglobulinu-podobnych domén, kdy
za vazbu SCF odpovidaji domény 2 a 3 (zndzormnény zelené na obr. 1.9, str. 23). Doména 4
hraje roli pti dimerizaci receptorii [71]. Dimerizace receptori je iniciovana vazbou dimerni
struktury SCF. Déle je ve struktufe pfitomen transmembranovy segment a cytoplasmaticka
kinasovd doména. Dimerizace vede k aktivaci intraceluldrni kinasové aktivity, dochazi
k autofosforylaci vlastnich tyrosinovych zbytki a ty slouZi jako vazebné mista pro signalni
molekuly obsahujici fosfo-tyrosin vazebné domény. Aktivovany receptor pak katalyzuje
fosforylaci i jinych substratovych proteint [72].
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Obr. 1.9: Schematickd struktura receptorové PTK Kit (A) a krystalovéa struktura extraceluldrni &sti
Kit v komplexu s ligandem SCF (B). Vyznamné tyrosinové zbytky (Y) v intracelularni &isti jsou
znizornény (A). Po fosforylaci se stdvaji vazebnym mistem pro pfisluiné fosfotyrosin-vazebné domény
signdlnich molekul (oznaeny Sipkou). Krystalovd struktura komplexu odhaluje orientaci vazby SCF a
dimerizaci receptoru. Pfevzato z [68] a [71].

PTP katalyzuji hydrolytické odit&peni fosfatovych zbytki z tyrosind v proteinové
sekvenci [73]. PTP Zimych bunék jsou jak membranové (receptorové), tak cytoplasmatické
proteiny [68]. Vé&Sina PTP obsahuje charakteristickou katalytickou sekvenci
(VV)HCXAGXXR(S/T/G) s cysteinovym zbytkem v aktivnim misté. Katalyticky
cysteinovy zbytek ma vlivem mikroprostfedi aktivniho mista nizkou hodnotu pK, a pfi
neutralnim pH existuje jako thiolatovy anion. Timto zplisobem je umoZnén nukleofilni atak
fosfatové skupiny substrati a pfi defosforyladni reakci vznika thiol-fosfatovy intermediat
[74]. Nizké pK, thiolové skupiny aktivniho cysteinu ho také &ini nachylnym k oxidaci.
Reaktivni slou€eniny kysliku (ROS) maji inhibi¢ni aktivitu k PTP, oxiduji katalyticky
cystein do formy -S-OH [75]. Né&které extracelularni podnéty jako napf. stimulace
ristovymi faktory (mechanismus na obr. 1.10, str. 24) a UV zéafeni vedou ke zvySené
koncentraci ROS a tedy nasledné oxidaci a inhibici PTP. Inhibice enzymové aktivity
zprostfedkovana napf. H,O; pfi oxidativnim stresu je studovana jako duleZity
mechanismus regulace PTP. Timto zpiisobem mohou PTP fungovat mimo jiné jako
senzory redox-stavil uvnitf buiiky [76].
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Aktivace Aktivace Reversibilni
RTK NADPH oxidasy oxidace PTP
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Obr. 1.10: Mechanismus oxida®ni inhibice fosfatas. Aktivované receptorové tyrosin-kinasy (RTK)

pomoci efektorovych signilnich molekul aktivuji membrénovou NADPH oxidasu, kterd generuje H,O, Ten
pak reversibilng oxiduje membranové i cytoplasmatické PTP. Pfevzato z [77].
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Ionty kovi1 jako vanad a molybden funguji jako inhibiory PTP mechanismem kdy
napodobuji transitni katalyticky stav. P reakci iontd vanadi¢nych s H,O, vznikaji
reaktivni sloudeniny - pervanadat (Pv) a ty zplsobuji ireversibilni oxidaci PTP do stavi
—S-O3H a inhibuji tak aktivitu PTP [78, 79]. Je zndmo, Ze po expozici Zimych bun&k
pervanadidtem dochazi ke zvySené tyrosinové fosforylaci mnoha substratl, kterd je
nasledovéna zvySenou mobilizaci Ca®* a degranulaci bungk [80].

1.4.4 Adaptorové molekuly

Adaptorové molekuly zprostfedkovavaji intermolekularni interakce signdlnich drah
a podili se na integraci a vystavbé signilnich komplexd, oznalovanych signalosomy.
Rozeznavame dva druhy adaptorovych molekul: transmembranové a cytoplasmatické.
Interakce adaptorovych molekul s jinymi molekulami je umoZnéna skrze proteinové
rekogni¢ni kddy - fosfotyrosin-vazebné domény (SH2, PTB), PH domény atd. [81].

Vyznamné transmembrénové adaptorové proteiny Zirnych bun&k jsou LAT (z angl.
»linker for activation of T-cells*) a NTAL (z angl. ,,non-T-cell activation linker*) (obr.
1.11, str. 25) [82, 83]. Obsahuji velmi kritky extracelularni usek (6 aminokyselin),
transmembranovou &ast, dv€ palmitylatni sekvence a intracelularni fetézec obsahujici
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signalizaéné& diileZité tyrosinové zbytky. Diky palmitylatnim sekvencim jsou oba proteiny
asociovany s DRM a &asto jsou povaZovany za markery lipidovych raftd [82, 84]. Pfes
vysokou sekventni homologii obou molekul bylo zjiSténo, fe reziduji v odlidnych
membranovych mikrodoménach a mohou tak tvofit separované signalni komplexy [54].

NTAL
CxxC
ec I

-
£ <

8LiA—E | (MNAN)
9ELA—E 1 (AN3A)
€8LA—F | (SNOA)
£ezA—t | (ONAN)
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S8A—E | (ANDA)

OrA—
86A—

LAT
CxGC
EC (N
™

1 1
<< =<

85 %

OLLA—] {(3NIA)
LZLA | (dINHA)
ZeLa— {[(AAN)
LZLA— {(ANAA)
161 A—]. {(ANAA)

9zzA— {(IN3A)

CxxC, palmitylatni sekvence PLCy - vazebné misto
YXN, Grb2/Gads — vazebné misto Mus musculus, Y136

Obr. 1.11: Schematickd struktura adaptorovych proteind LAT a NTAL. Zleva: N-koncovd krétkd
extracelularni ¢ast (EC), transmembranové &ist (TM), dale AK vazebné motivy obsahujici tyrosin, po jehoZ
fosforylaci dochdzi k vazb& specifickych signilnich molkul (Grb2, Gads). Na rozdil od NTAL, LAT
obsahuje vazebny motiv pro fosfolipasu Cy (PLCy). Pfevzato z [84].

1.4.5 Signalizace FceRI

Hlavnim receptorem odpové&dnym za aktivaci Zirnych bunék po vazbé& antigenu je
vysokoafinotni receptor pro IgE (FceRI) ze skupiny MIRR. FceRI je komplex &tyf
podjednotek (viz obr. 1.12, str. 26). Komplex obsahuje 1x transmembrinovou a-
podjednotku, kterd v extraceluldrni &asti vaZe konstantni fetézec IgE. Daldi soudasti
komplexu je B-fet€zec, ktery prochazi plasmatickou membrénou 4x a nese v C-terminélni
dasti charakteristické aminokyselinové motivy ITAM (z angl. ,.immunoreceptor tyrosin-
based activation motifs*). DulleZitou soucdsti FceRI jsou dv& transmembrinové
podjednotky v, které tvoti disulfidicky propojeny homodimer a obsahujici rovnéz ITAM
[85]. Fosforylované tyrosiny v ITAM vytvali vazebnd mista pro SH2 domény signalnich
proteind, které poté zprostfedkovavaji dalsi pfenos signélu [86].

Signalizace je zapo&ata vazbou antigenu na komplex IgE-FceRI a naslednym
prokfiZzenim receptori. FceRI nemd vlasni kinasovou aktivitu a je tedy zavisly na
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ucasti PTK rodiny Src. Fosforylaci ITAM po agregaci receptorii katalyzuje Src kinasa Lyn
[87]). Detailni molekuldmi mechanismus, kterym dochdzi k pfenosu signdlu pfes

plasmatickou membranu neni dosud zcela objasnén. V soutasné dobé& existuji dva modely

Obr. 1.12: Struktura vysokoafinitnfho receptoru pro IgE (FceRI). a podjednotka s doménami
podobnymi imunoglobulinim zodpoviddé za vazbu IgE; nekovalentni asociace s P podjednotkou a
disulfidicky propojenym homodimerem 2 podjednotek y; ITAM motivy jsou sekvence obsahujici tyrosin
fosforylovany po aktivaci receptoru. Upraveno podle [88).

iniciace fosforylace podjednotek receptoru. Prvni model popisuje transfosforylaci
receptoru po agregaci antigenem (obr. 1.13A, str. 28). Lyn kinasa asociovana
s intraceluldrni &asti receptoru, se po jeho agregaci dostava do fyzické blizkosti dal3ich
receptorii a fosforyluje dostupné ITAM motivy sousednich receptorovych molekul [89].
Tento model je podporovan studiemi, které ukazuji, Z2e mald frakce Lyn konstitutivné
asociuje s P podjednotkou FceRI receptoru skrze unikdtni doménu. y podjednotka je
esencidlni pro dal$i pfenos signdlu a jeho amplifikaci [90]. Po transfekci bun&k cDNA
podjednotek, coZ je pravdépodobné zpiisobeno kompetici pfi asociaci endogenni Lyn a
exogenni unikidtni domény s receptorem [91]. V dali neddvné studii je podporovan
transfosforylaéni model diky experimentiim, pti kterych byly sestrojeny trojvazné ligandy.
Antigeny byly propojeny molekuldmimi spojniky z DNA riznych délek. Intenzita
fosforylace receptorovych podjednotek a nisledné aktivatni dé&je pak zivisely na
vzdélenosti agregovanych receptorl, coZ zdirazfiuje dileZitost vzidjemné prostorové
orientace agregovanych receptorl [92]. Ultrastrukturdlni analyza odhalila kolokalizaci Lyn
kinasy s ~25 % klastry FceRI u neaktivovanych bunék [52].
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Druhy model iniciace signalizace pfes FceRI vychézi z teorie lipidovych rafti (obr.
1.13B, str. 28). Dle n& Lyn kinasa neni ptimo asociované s receptorem, ale naopak je
vy¢lenéna do lipidovych raftll, které neobsahuji FceRl. Teprve po agregaci receptoru
dochézi k jeho translokaci do prostfedi lipidovych raftd a jen u této populace receptoru
dochézi k fosforylaci ITAM aktivni kinasou Lyn. Tato teorie je podporovéna experimenty,
které ukazuji, Ze FceRI u klidovych bun&k solubilizovanych neiontovymi detergenty se
nachézi ve vysokohustotnich frakcich sacharosového gradientu, zatimco u antigenem
aktivovanych bunék je pfevaZn& v nizkohustotnich frakcich o kterych se pfedpoklada, Ze
obsahuji lipidové rafty [36, 93]. Vyznam laterdlni heterogenity plasmatické membrany
v pfipadé signalizace FceRI je dile podporovan zji§t&nim, Ze Lyn kinasa v prostfedi DRM
mé az 17 x vys$i aktivitu neZ Lyn kinasa izolovatelnd z vysokohustotnich frakci
sacharosového gradientu [94]. Ktomu dochédzi diky separaci specifickych fosfatas
z prostfedi DRM. Nicméné tento model signalizace neumoZituje jednoduché vysvétleni
n&kterych poznatkill. V experimentech ve kterych byl geneticky odstranén palmitylaéni
motiv ze sekvence Lyn kinasy, Lyn neasociovala s DRM, ale pfesto dochdzelo k normalni
tyrosinové fosforylaci FceRI [70]. Tyto vysledky zpochybiiuji ptedpoklad, Ze k fosforylaci
FceRI dochazi pouze v prostfedi lipidovych raftl. Navic, po aktivaci FceRI antigenem
dochazi ke vzniku relativné€ velkych agregitli, pozorovatelnych v TEM. Tyto tzv. primarni
signalizatni domény kumuluji molekuly potfebné pro dalsi pfenos signalu [52]. Dal3i
experimenty vedly k zjiténi, Ze dimerizace receptorii vede k pfechodu &asti receptor do
DRM frakci bez vzniku velkych agregatl. 1 pfi dimerizaci FceRI v3ak vznikaji signélni
komplexy schopné vyvolat buné€nou odpovéd’ srovnatelnou s extenzivni agregaci FceRI
[95]. Studie vyuZivajici detergentovou solubilizaci mohou byt limitoviny moZnostmi
téchto metod a ztotoZziiovini DRM s nativnimi membrianovymi mikrodoménami
(lipidovymi rafty) miiZe byt nekorektni (viz kap. 1.2.1). Problematika iniciace signalizace
FceRI tak vyZaduje dal$i vysvétleni, neZ je v moZnostech obou zminénych modelil. Nabizi
se hypotéza, ve které je fosforylace FceRI podjednotek umoZnéna zmé&nami v aktivité PTP.
PTP zastavaji regula¢ni funkci b&hem signalizace jinych MIRR receptoril. Zahmuti PTP do
modelu iniciace fosforylace FceRI by mohlo byt vychodiskem mezi ob&éma vyse
zminénymi teoriemi. Tato hypotéza je podporovana zjité€nim, Ze za urditych podminek in
vivo dochazi k redoxni regulaci PTP (viz kap. 1.4.3). Fosforylace receptoru miize byt

regulovana citlivé udrZovanou rovnovahou mezi aktivitou PTK a PTP [96].
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Obr. 1.13: Soulasné modely ininiciace fosforylace FceRI receptoru Lyn kinasou. Schéma dvou
soutasnych modeld vysvétlujici iniciani stadia FceRI signalizace. Thy-1 je ptikladem ,raftového markeru“.
V transfosforylatnim modelu (A) dochdzi po agregaci receptorli antigenem k fosforylaci receptord Lyn
kinasou, ktera je konstitutivné asociovéna se sousednim receptorem. Model zaloZeny na lipidovych raftech
(B) ptedpokléda separaci Lyn kinasy do raftl. Agregace receptori antigenem vede k translokaci receptord do
prostfedi raftll, kde jsou fosforylovany.

1.4.6 Signalizace Kit

Kit (viz kap. 1.4.3) je receptor pro ristovy faktor SCF. Signalizace SCF se
uplatiiuje pfi hematopoezi, gametopoezi, melanogenezi a vyvoji a spravné funkci Zimych
bun&k. Zimé buitky bez pfistupu SCF podléhaji po urlitém <&ase apoptoze. U
hematopoetickych kmenovych buné&k je Kit exprimovéin do doby jejich diferenciace a poté
mizi, je tedy povrchovym markerem t&chto progenitorovych buné&k. Je to protoonkogen,
jeho aberantni aktivita zplsobuje néktera nddorové onemocnéni [97].

Po aktivaci receptoru ligandem dochazi k jeho pfesunu do specializovanych
membranovych mikrodoménéch, podobné jako v pfipadé FceRI. Na vzniku signaliza¢nich
komplexti Kit receptoru se tak pravdépodobné podili membridnovd kompartmentalizace,
jak bylo demonstrovano u hematopoetickych bun&tnych linii [98]. Na lidskych Zimych
buiitkach bylo ukazano, Ze k t:osforylaci receptoru po vazbé ligandu dochéazi rychle béhem
1-2 min, fosforylace poté podstatné klesd a zcela mizi po 5-10 min. Po aktivaci Kit je
pozorovana fosforylace substratovych molekul. K té miiZze dochdzet pfimo bud’ kinasovou
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aktivitou Kit nebo zprostfedkované dal$imi &leny signédlnich kaskad. Mezi fosforylovanymi
substraty se nachazi i NTAL adaptorovy protein [68].

Stimulace Zirmych bun&k SCF obvykle nevyvolava degranulaci bun&k. Vyznamny
zplisobem v3ak dochazi ke zvySeni degranulace bun&k pti soucasné stimulaci antigenem i
SCF [99]. Jak se tento efekt uplatiiuje v podminkach in vivo, neni zatim zndmo. Né&které
prace podporuji vyznam vzijemné interakce drah FceRl a Kit které maji dopad
na celkovou homeostdzu Zirnych bun&k [100]. Spojovacim ¢&linkem mezi ob&ma
signdlnimi drahami by mohl byt prav& adaprotovy protein NTAL. Pfi soutasné aktivaci
FceRl i Kit je pozorovana zvySena tyrosinova fosforylace NTAL [101]. Studia z laboratote
A. M. Gilfillana poukazuji na moZnost ptimé fosforylace specifickych tyrosinovych zbytk
NTAL proteinu kinasovou aktivitou Kit receptoru (obr. 1.14) [102]. Skute¢nost, Ze NTAL
je proteinem lokalizovany do DRM a Ze Kit signalizace je spjata se specifickou
membranovou lokalizaci nabizi otdzku, zda miZe dochdzet ke vzniku signaliza¢nich
koplexii obou molekul. Topograficky vztah t&chto membranovych molekul vSak zatim
nebyl studovan.

Obr. 1.14: Signdini dréhy vedouci k degranulaci Zirnych bunék. Schéma zobrazuje moznou spolupréci
signélnich molekul po aktivaci receptorll FceRI a Kit. PFevzato z [103).
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2 CiLE DIPLOMOVE PRACE

Studium metodickych aspektii aplikace transmisni elektronové mikroskopie (TEM)
pfi analyze topografie membranovych molekul se zaméfenim na zavedeni metody
ptipravy konjugatld koloidniho zlata a protilatek pro uely ultrastrukturdlni analyzy
a optimalizace ové&fovani kvality pfipravenych konjugitl. Déle se zaméfit na
pfipravu plasmidovych konstruktil, které by umoZiiovaly ultrastrukturdlni analyzu
topografie vybranych proteini pomoci TEM a tim eliminovat zévislost na
dostupnych kvalitnich protilitkach pouZitelnych pro TEM.

Zmapovat topografii receptorové protein-tyrosinkinasy Kit b&hem aktivace
ligandem SCF. Ddéle pak zjistit topograficky vztah Kit k membrinovym
adaptorovym proteiniim LAT, NTAL a k receptoru FceRI a na zékladé ziskanych
poznatki pfispét k pochopeni vztahu mezi témito molekulami.

Zjistit topografii receptori FceRI v rané fazi signalizace a ovéfit pracovni
hypotézu, Ze iniciace fosforylace FceRI miiZze byt vysledkem naruSeni rovnovahy

mezi enzymovou aktivitou protein-tyrosinkinas a protein-tyrosinfosfatas.
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3 MATERIAL A PRISTROJE

3.1 MATERIAL
CHEMIKALIE

2-merkaptoethanol
Agar

Akrylamid
Ampicilin
Aprotinin

APS

Azid sodny
Bacto-tryptone
Bacto-yeast extract
Bromfenolova modf
BSA

DMSO

DNP-BSA

ECL

EDTA

Ethanol

Ethidium bromid
Fibronektin
Fosfore¢nan sodny
D-glukosa
Glutaraldehyd
HEPES; N-(2-hydroxyethyl)
Piperazin-N'-2-ethansulfonova kyselina
Chlorid draselny
Chlorid hofeé&naty
Chlorid sodny
Chlorid vapenaty
IL-3
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Merck (N&mecko)
TopBio (CR)

Sigma (USA)

Fluka (Svycarsko)

Carl Roth GmbH (Némecko)
Sigma (USA)

Sigma (USA)

Oxoid Ltd. (UK)

Oxoid Ltd. (UK)

Serva (N&mecko)

Sigma (USA)

Merck (N&mecko)
Molecular Probes (USA)
Pierce Biotechnology (Uk)
Sigma (USA)

Lachema (CR)

Sigma (USA)

Sigma (USA)

Sigma (USA)

Sigma (USA)

Fluka (Svycarsko)

Sigma (USA)

Carl Roth GmbH (Né&mecko)
Fluka (Svycarsko)

Sigma (USA)

Sigma (USA)

PeproTech (UK)



Koloidni roztok 5 nm zlatych &astic
Kakodyléat sodny

Kyselina octova

Kyselina p-kumarova

Leupeptin

Luminol; 5-amino-2,3-dihydro-1,4-ftalazindion
MEM
N,N’-methylen-bis-akrylamid
MUG

NP-40

Octan hofenaty

Oxid osmicely

Peroxid vodiku 30 %

Propidium iodid

Pioloform (polyvinylbutyral)

PLL (MW>300,000)

PMSF

Ponceau S

RNAasa A

SCF

SDS

Tanin

TEMED

.TNP-BSA

Tris-baze

Triton X-100

Tween-20
UltraLink-imobilizovany Protein A
Vklédaci pufr ,,Yellow*

STANDARDY MOLEKULOVYCH HMOTNOSTI

SM0441 (Fermentas, USA)
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SPI (USA)

Sigma (USA)

Lachema (CR)

Sigma (USA)

Sigma (USA)

Sigma (USA)

Sigma (USA)

Sigma (USA)

Invitrogen (USA)

Sigma (USA)

Sigma (USA)

Christine Gropl EM (Rakousko)
Sigma (USA)

Sigma (USA)

Christine Gropl EM (Rakousko)
Sigma (USA)

Sigma (USA)

Sigma (USA)

TopBio (CR)

PeproTech (UK)

Carl Roth GmbH (Némecko)
Sigma (USA)

Serva (USA)

Molecular Probes (USA)
Sigma (USA)

Amersham (USA)
Amersham (USA)

Pierce Chemical Co. (USA)
TopBio (CR)



SDS6H2 (Sigma, USA)
Plus DNA Ladder (Gibco, USA)

PROTILATKY

C-2; my$i mAb anti-Aktin (Santa Cruz, USA)

D-18; kozf pAb anti-Dok-3 (Santa Cruz, USA)

PY-20; mAb anti-fosfotyrosin, konjugovana s HRP (BD Biosciences,USA)
Krili¢i pAb anti-potkani IgG, konjugovana s FITC (Jackson Immunoresearch, USA )
JKR; my$i mAb anti-f-fetézec FceRI, poskytnuta Dr. J. Riverou [113]
Mysi (DNP)-specificky IgE poskytnut Dr. B. Wilson [114]

Mysi (TNP)-specificky IgE pfipravovén v laboratofi

2B8 potkani mAb anti-Kit (Bd Pharminogen, USA)

ACK-2 potkani mAb anti-Kit (eBiosciences, USA)

Ab5506 kréli¢i pAb anti-Kit (Abcam, USA)

ROZTOKY

Acetétovy pufr: 0,11 M kyselina octova; pH 4,4

Akrylamidovy mix; 30 % akrylamid, 1 % N,N’-methylen-bis-akrylamid

BSS: 135 mM NaCl; 5 mM KCIl; 1,8 mM CaCl, x 2H;0; 5,6 mM glukosa;
20 mM HEPES; pH 7,4

BSSA: PBS s ptidavkem do kone¢né konc. 1 mg/ml BSA a 1 mM MgCl,

Centrifuga¢ni roztok pro Str-Au: glycerol 10 %; BSA 1 %; Tween-20 0,05 %; v PBS

Glycinovy pufr: 0,35 M glycin; 0,44 M Na,CO;; pH 10,0

Elektrodovy puft: 0,25 M Tris; 0,25 M glycin; SDS 0,1 %; pH 8,3

HEPES pufr; 25 mM HEPES (pH 7,0); 25 mM KClI; 2,5 mM octan hofe¢naty

Kakodylatovy pufr: 0,2 M kakodylat sodny; 10 mM HCI; pH 7,4

Lyzaéni roztok 1: 10 mM Tris-HCI (pH 7,5); 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 1 mM Na3VO,,
1 mM PMSF; aprotinin 1 pg/ml; NP-40 1 % (v/v)

Lyzaéni roztok 2: 25 mM Tris-HCI (pH 8); 140 mM NaCl; 2 mM EDTA; 1 mM Na;VOy;
1 mM PMSF; aprotinin 0,5 pug/ml; leupeptin 0,5 pg/ml; Triton X-100 0,2 % (v/v)

Lyzaéni roztok 3: 10 mM Tris-HCI (pH 7,5); 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 1 mM
Na3VOy; 1 mM PMSF; aprotinin 0,5 pg/ml; leupeptin 0,5 pg/ml;
Triton X-100 0,5 % (v/v)
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Paraformaldehyd: rozpousti se pfi ohfevu na 60 °C v dH,O, do kone¢né konc. 20 %. pH se
upravi na 7,4 pomoci NaOH. Pro fixaéni G&ely se roztok dale fedi na pozadovanou
konc. v odpovidajicim pufru. Takto pfipravené roztoky lze skladovat ve 4°C
nanejvys tyden. |

Pervanadét: pfipravi se 10 mM Na3;VO, v dH,0 a 10 mM H;0,. Roztok se fadn& promicha
a ponechd se 15 min v temnu pti laboratorni teplot&. Dale je fedén na 0,2 mM v
pouzivanych pufra¢nich roztocich.

Ponceau S barvici roztok: Ponceau S 1 % (w/v) v 5 % kys. octové

PBS pufr: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 0,8 mM Na,HPO,, 2 mM KH;POs; pH 7,4
Pro praci s bun&&nymi kulturami byl PBS odebirén z ptipravny médii (UMG).

PBS/BSA: 0,1 % BSA (w/v) v PBS

Roztok pro ECL: 100 mM Tris-HCI (pH 8,8); 1,25 mM luminol; 0,2 mM kys. p-kumarové;
4 pl roztoku H,0; (30 %) do 20 ml; roztoky byly smichany t&sné& pfed pouZitim

TNT puft: 0,01 M Tris; 0,1 M NaCl; Tween-20 0,1 % (v/v); pH 7,5

Transferovy pufr: 27 mM Tris; 0,19 M glycin, methanol 10 % (v/v); pH 8,3

TAE pufr; 40 mM Tris, 20 mM kys. octova, 1 mM EDTA, pH=8,0

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE neredukujici: 50 mM Tris-Cl (pH=6,8); 2 % SDS;
0,01 % bromfenolova modf; glycerol 10 % (v/v)

Vzorkovy pufr pro SDS-PAGE redukujici: 50 mM Tris-Cl (pH=6,8); 2 % SDS;
0,01 % bromfenolova mod¥; glycerol 10 % (v/v), 2-ME 10 % (v/v)

Uchovévaci roztok pro Str-Au: 20 mM Tris; BSA 1 %; glycerol 20 %; 20 mM azid sodny,

pH 7,5; sterilizace pfes 22 pm filtr

5 % gel pro SDS/LDS elektroforézu (zaostfovaci): 3,05 ml dH,O; 1,25 ml 0,5M Tris pH
6,8; 0,65 ml akrylamidovy mix; 50 ul 10 % SDS, 25 pl APS, 5 ul TEMED

10 % gel pro SDS/LDS elektroforézu (separaéni): 8,1 ml dH,O; 5 ml 1,5M Tris pH 8,8; 6,6
ml akrylamidovy mix; 200 ul 10 % SDS, 100 ul APS, 10 ul TEMED

RESTRIKCNI ENZYMY A REAGENCIE
EcoRlI, Xbal, Xhol, NotI + pufry dodidvané spolu s enzymy (Fermentas, USA)

REAKCNI SOUPRAVY
Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes, Finsko)

-34-



LegoKit (TopBio, CR)
Zymoclean (Zymo Research, USA)
Silver Enhancer Kit (Sigma, USA)

PLASMIDY
pCMV-Myc (Clonetech Laboratories, USA)

Obr. 3.1: Savdi expresni vektor pro produkci proteind s pFipojenym c-Myc epitopem na N-konci.
Exprese v sav¢ich butikich je Fzena cytomegalovirovym promotorem a enhancerem (Pcyv ). Vektor
obsahuje intron (sestfihovy donor a akceptor); sekvenci pro c-Myc; mnohotetné klonovaci misto (MCS);
polyadenyla&ni signél viru SV40 (poly A); ampicilinovou resistenci (Amp") pro selekci v E. coli a replika&ni
potétek pUC pro E. coli.

pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro (System Biosciences, USA)
RSV s1TR

EF1-Puro

Cat. # CD5108-1

Obr. 3.2: Expresnf lentivirovy vektor s puromycinovou resistenci. Vektor obsahuje mimo jiné: MCS;
polyadenyla&ni signdl a replikatni poatek viru SV40; hybridni promotor RSV/SLTR; genetické jednotky
(cPPT, gag, env, LTR), replika¢ni po&atek pUC pro expresi v E.coli, ampicilinovou resistenci pro selekci
v E. coli; puromycinovou resistenci; elonga¢ni faktor 1 (EF1).
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DNA
Dok-3 cDNA; GeneBank: BC116922; klon: 40126241 (OpenBiosystems, USA)
Primery (Generi Biotech, CR)

MEDIA

LB médium: Bacto-tryptone 1 % (w/v); Bacto-yeast extract 0,5 % (w/v); 86 mM NaCl;
1 mM NaOH

SOC médium: Bacto-tryptone 2 % (w/v), Bacto-yeast extract 0,5 % (w/v); 10 mM NaCl;
2,5 mM KCl; 10 mM MgCl;; 10 mM MgSOy; 20 mM glukosa

Opti-MEM (Invitrogen, USA)

Vychozi média a roztoky pro pfipravu kompletnich médii pochézely z ptipravny médii

UMG.

Kompletni médium pro RBL: smés 1:1 RPMI-1640 a MEM; doplné&né na kone¢nou konc.:
3 mM L-glutamin; 1mM pyruvat sodny; 100 U/ml penicilin; 100 mg/ml
streptomycin; 2,5 mg/ml glukosy; 10 % (v/v) inaktivované fetilni teleci sérum
(FCS)

Kompletni médium pro BMMC: Iscove médium doplnéné na kone&nou konc. 50 uM 2-
ME; 100 U/ml penicilin; 100 mg/ml streptomycin; 36 pg/ml SCF; 36 pg/ml IL-3;
10 % (v/v) inaktivované FCS

Kompletni médium pro HEK293: D-MEM 1x dopnéné o 10 % (v/v) inaktivované FCS; 3
mM L-glutamin; 1mM pyruvét sodny; 100 U/ml penicilin; 100 mg/ml streptomycin
a1 % (v/vy MEM

3.2 PRISTROJE A VYBAVENI

Analytické vahy GR-202 AND (USA)
Analyzator bunék a &astic Z, Beckman (USA)
Aparatura Mini Trans-Blot Electrophoretic

Transfer Cell BioRad (USA)
Aparatura Mini-PROTEAN BioRad (USA)
Aparatura Mini-Sub Cell GT BioRad (USA)
Automatické pipety Gilson (USA)
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Centrifuga 5415R

Centrifuga 5810R

Centrifuga Avanti J-251

Cytometr FACSCalibur

Digitalni analyzitor MiniBis
Digitalni analyzator LAS 3000
Elektronovy mikroskop Morgagni 268
Fluorimetr Tecan Infinite M200
Chladici podlozka CoolRack
Inkubator HERAcell 240 CO;
Inkubator TCH 100
Inkubétor-tfepatka Innova 4000
Laminarni box BioUltra

y-&ita& Multilabel Tester Triathler
Magnetick4d michatka

NapraSovaci vakuové zatizeni

pH metr

Pipetovaci nastavec Pipetus
Pfedvazky RD-603D

Rotator LR-2

Rotor SW55 Ti

Spektrofotometr NanoDrop ND1000
Svételny mikroskop CK40
Termocyklér DY AD Peltier Thermal Cycler
Termomixer Comfort
UV-transluminator

Vodni lazeti

Vortexovy mixér

Vyvoléavac rentgenovych filmi X-OMAT 1000
Zdroj deionizované vody MilliQ
Zdroj napéti PowerPac Universal
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Eppendorf (Némecko)
Eppendorf (Némecko)

Beckman (USA)

BD Biosciences (USA)
MicroPhotonics (USA)

FujiFilm (Japonsko)

FEI (CR)

Schoeller (Svicarsko)

Biocision (USA)

Thermo Scientific (USA)
Laboratorni pfistroje Praha (CR)
New Brunswick Scientific Co. (USA)
Telstar (USA)

Hidex (Finsko)

VELP Scientifica (Italie)
Edwards (UK)

WTW (USA)

Hirschmann Laborgerate (Némecko)
Denver Instruments Company (USA)
Labor Servis (CR)

Beckman (USA)

Thermo Scientific (USA)
Olympus (USA)

MJ Research (USA)

Eppendorf (Némecko)

Bioblock Scientific (UK)
Memmert (Némecko)

VELP Scientifica (Italie)

Kodak (USA)

Millipore (Francie)

Bio-Rad (USA)



SOFTWARE
Imagel v. 1.40g
MatLabv. 7.0
GOLDwv. 1.0
FlowJov. 7.5
DNAstar v. 4.03
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The Math Works, Inc. (USA)
viz [104]

Tree Star (USA)

Lasergene (USA)



4 METODY

4.1 PRACE S TKANOVYMI KULTURAMI

VSechny roztoky pro préci sZivymi buitkami byly ohfity na 37 °C. Veskeré
centrifugace Zivych buné€k byly provadény rychlosti 290 x g v nechlazenych centrifugach.
K uréovéni koncentrace bun&k byl pouZit prittokovy analyzator buné&k.

4.1.1 RBL-2H3

Buné&éné linie RBL (subklon 2H3) byly kultivoviny v kompletnim médiu (KM)
slozenym ze RPMI 1640 a MEM vpoméru 1:1 a doplnénym dal§imi doplitkky (viz
materidl). Buiiky byly péstovany na kultivaénich miskach (d = 6 cm) v inkubatorech pti 37
°C s 5 % atmosférou CO, a pasaZovany 2x tydné&. Pfed praci, pfi které bylo tfeba buiiky
uvolnit z kultvaénich misek, bylo pouZito asi 2 ml roztoku 0,02 % EDTA v PBS po dobu §
min. Poté byly buiiky staZeny z plastového povrchu resuspendovanim v kultivaénim

mediu.

4.1.2 BMMC

Prekurzory BMMC (z angl. ,,bone-marrow mast cells) byly izolovany z holennich a
stehennich kosti 6-10 tydnii starych my$i kmene Black6. 4-8 tydni byly buiiky kostni
dfené inkubovdny vsuspenzni kultufe v kompletnim Iscove mediu doplnénym
rekombinantnimi proteiny IL-3 (36 ng/ml) a SCF (36 ng/ml). Buiiky byly kultivovany
v kultiva¢nich lahvich v inkubétorech pti 37 °C s atmosférou 10 % CO; a byly paséZovény
Ix tydn& Pro experimenty vyZadujici aktivaci byly buiiky pfiblizné 16 hod. pfedem
pfeneseny do média bez IL-3 a SCF. Pro né€které experimenty byly buiiky senzitizovany a
senzitizace (viz kap. 4.1.4) byla provedena b&hem kultivace v médiu bez IL-3 a SCF
minimalné 3 hod.
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4.1.3 HEK293

Buiiky linie HEK293 byly kultivovany v kompletnim médiu D-MEM (sloZeni viz
materiél). Kultivace probihala pti 37 °C v atmosféfe 5 % CO,. Obvykle byly pasdZovéany
v dobé, kdy konfluence ¢&inila 60-70 % povrchu kultivaéni niddoby. PasdZovani bun&k
probihalo stejnym zplisobem jako RBL, 2x tydné.

4.1.4 Senzitizace bunék

Bun&né kultury RBL byly senzitizovany v koncentraci 10’/ml ptiddnim
specifického mysiho IgE (anti-TNP-BSA nebo anti-DNP-BSA) do kultivaéniho media do
kone¢né koncentrace 1 pg/ml. Senzitizace probihala minimain& 30 min, za ob&asného
resuspendovéni v inkubatoru pti 37 °C. Senzitizace linii BMMC probihala v KM bez IL-3
a bez SCF. IgE bylo pfiddvéno stejnym zplisobem jako u RBL a senzitizace probihala
minimainé 3 hod.

4.1.5 Aktivace bun&ék

K aktivaci byly pouZity builkky minimédln€ 48 hod. po pasaZi. Buiikky byly
senzitizovany anti-DNP-BSA IgE nebo anti-TNP-BSA IgE. Nenavazané IgE bylo
odstranéno 2x promytim v BSSA vyhfitym na 37 °C a buiiky byly resuspendovany
vBSSA do konetné koncentrace 10’/ml a rozdéleny do mikrozkumavek po 100 pl.
Aktivace byla provedena v termomixeru pfi 37 °C a pfi tfepani 400 rpm. K buiikdm pak
bylo pfidino 100 pl 2x koncentrovanych aktivatori (DNP-BSA, TNP-BSA nebo
pervanaditu v BSSA). Do negativni kontroly bylo pfidino 100 pl BSSA bez aktivatoru.
Jako pozitivni kontroly slouZily buiiky lyzované v 0,5 % Tritonu X-100. Doba aktivace a
koncentrace aktivitori zavisela na charakteru experimentu. Aktivace byla ukon&ena
uloZenim mikrozkumavek na led a okamzZitou centrifugaci 16 000 x g, 30 sec, 4 °C.

4.1.6 PFiprava lyzati z tkifiovych kultur

Buitky byly resuspendoviny vPBS vkoncentraci 10%ml, rozplnény do
mikrozkumavek po 1 ml a centrifugovany 16 000 x g, 30 sec, 4 °C. Supernatant byl
odstranén, pelety uloZeny na led a obvykle resuspendovany v 30 ul lyza¢niho roztoku (viz
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materidl). PHipadn& byly pouZity bun&&né pelety po ukonéeni aktivace bun&k (viz kap.
4.1.4). Za ob&asného mixovéani byly pelety lyzoviny 20 — 30 min na ledu. Lyzat byl
centrifugovan 16 000 x g, S min, 4 °C,

4.2 STANOVENI B-D-GLUKURONIDASY

Sekretovana -D-glukuronidasa byla stanovena v supernatantu po aktivaci buné&k.
Pro testy byly pouZity bilé 96-jamkové desti¢ky ,,FluoroNUNC Maxisorp* (Nalge Nunc
International). K 20 pl testovaného supernatantu bylo pfiddno 60 ul roztoku substratu 4-
methylumbelliferyl-B-D-glukuronidu 40 uM (MUG) v acetdtovém pufru pH 4; priib&h
reakce je uveden na obr. 4.1. Reakce probihala 1 hod. pti 37 °C a poté byla ukon&ena
zménou pH ptidavkem glycinového pufru o teploté 4 °C a pH 10. Vzorky byly méfeny na
fluorimetru ,,Tecan Infinite M200“. Excitaéni filtr byl nastaven na 355 nm a emisnim na
460 nm. Jako kontrola (100 %) byly stanoveny butiky lyzované v Tritonu X-100 a hodnoty
ostatnich vzorkll byly pfepolteny na % zmaximdélni sekrece. K porovnéni statisticky
vyznamné rozdilnosti dvou ziskanych hodnot byl pouZit Studentiiv t-test. Jako vyznamné
hladiny testu byly zvoleny hodnoty P <0,01.

Obr. 4.1: Hydrolyza 4-methylumbelliferyl-p-D-glukuronidu na kys. glukoronovou a
4-methylumbelliferyl katalyzovand B-D-glukuronidasou.

4.3 IMUNOPRECIPITACE FceRI

107 bungk aktivovanych nebo kontrolnich bungk bylo lyzovano v 500 pl lyza¢niho
roztoku 2. Postnukledrni supernatanty byly imunoprecipitovany s kréali¢i anti-IgE
protilatkou navazanou na &astice s ,,UltraLink-imobilizovanym Proteinem A“. Navazani
protilatky na &astice prob&hlo nasledujicim zplisobem: k 15 pl roztoku &astic bylo pfidano
5 ug protilitky a smés byla inkubovéna 1,5 hod. pfi 4 °C. Poté byla 3 x promyta lyza¢nim
roztokem 2. Cistice byly smiseny s 500 pl ptipraveného lyzatu. Po 2 hod. inkubaci pti 4
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°C na rotitoru pfi pomalém otid¢eni byly &astice s proteinem 3 x promyty lyzaénim
roztokem 2 a komplexy IgE-FceRI byly z &éstic uvoln&ény povatenim &astic se vzorkovym
pufrem bez 2-merkaptoethanolu (2-ME) po dobu asi 6 min. Proteiny ve vzorcich byly
separovéany na elektroforéze v polyakrylamidovém gelu v prostfedi dodecylsulfatu sodného
(SDS-PAGE).

4.4 SDS-PAGE

Pti SDS-PAGE byl pouzit 10 % separaéni gel a 5 % zaostfovaci gel. Ke vzorkiim
byl pfidavan 2x koncentrovany vzorkovy pufr v poméru 1:1. Ke vzorkim s objemem
vétsim neZ 30 pl byl pfiddvan 4x koncentrovany vzorkovy pufr v pfisluiném poméru.
Neé&které vzorky vyZadovaly vzorkovy pufr bez obsahu 2-ME. Mezi drdhami se vzorky
obsahujicimi 2-ME a vzorky bez 2-ME byla vZdy jedna draha obsazena jen vzorkovym
pufrem bez 2-ME. Vzorky byly asi 6 min povafeny pti 96 °C a naneseny na gel.
Hmotnostni standard SDS6H2 (+ 2-ME) obsahoval proteiny myosin (200 kDa), B-
galaktosidasu (116 kDa), fosforylasu B (97,4 kDa), hovézi sérovy albumin (66 kDa),
ovalbumin (45 kDa) a karbonovou anhydrasu (29 kDa). Nebo byl pouZit pfedznaleny
standard SM0441 obsahujici B-galaktosidasu, sérovy albumin, ovalbumin, karbonovou
anhydrasu, p-laktoglobulin (25 kDa) a lysozym (19 kDa). SDS-PAGE byla provedena
v aparatufe ,,Mini-PROTEAN“. Hodnota napéti byla nastavena na 110 V a po fokusaci
probihalo elektroforetické déleni pti konstantnim napé&ti 130 V, za laboratorni teploty.

4.5 WESTERN BLOT

Western blot je metoda pfenosu proteinli z gelu na nitrocelulosovou (NC)
membranu. Gel z SDS-PAGE a NC-membrina ,,PROTRAN“ s velikosti péri 0,45 pum
byly ekvilibrovany v transferovém pufru. Proteiny z gelu byly pfeneseny na membranu
v prostfedi transferového pufru za stdlého chlazeni v aparatufe ,Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell“. Pfenos probihal 14 - 16 hod. pti konstantnim proudu 35
mA nebo 1,5 - 2 hod. pfi 200 mA. Po ukondeni pfenosu byly membriny obarveny
roztokem Ponceau S, pti detekci fosforylovanych proteind protildtkou PY-20 bylo barveni
membrin vynechano. Hmotnostni standard byl oznalen a barvivo bylo vymyto v TNT.
Nasledovala 1 hod. blokace v3 % BSA v TNT. Poté byly membriny inkubovany
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v primérnich protilatkach, fedénych 2 % BSA v TNT po dobu 1 hod. pti pomalém kyvani s
naslednym promyvanim 3x 10 min. v TNT za intenzivniho tfepani. Sekundami protilatky
byly fedény obvykle v5 % roztoku suSeného odtu¢néného mléka a inkubace v nich
probihala rovnéZ 1 hod., ndsledovalo promyti 3x 10 min. v TNT. V prici byly pouZity
sekunddrni protilidtky konjugované s kfenovou peroxidasou (HRP), nebo se zlatymi
tasticemi. PH pouziti HRP byly membriany vyvolany chemiluminiscenéné — 1 min.
inkubaci v detek&nim roztoku pro ECL (z angl. ,,enhanced chemiluminiscence®) v temnu a
vznikly signél byl exponovédn na rentgenovy film nebo snimén digitiln& na analyzatoru
LAS 3000. Alternativné pfi pouZiti zlatem znaenych protilatek (10 nebo 12 nm) byly NC-
membrany prefixovany 10 min. ve 2 % paraformaldehydu v TNT a 3x 10 min. promyty
v miliQ H,0 pro odstran&éné iontld soli a pak vizualizoviny srdZenim stfibra na povrchu
zlatych &astic pomoci reak&ni soupravy »Silver Enhancer Kit“. Doba vyvolani zavisela na
podminkéch experimentu, v§echny NC-membréany v jednom experimentu byly vyvolavany
stejné dlouhou dobu. Reakce byla ukonéena vymytim &inidel miliQ H,O.

4.6 FRAKCNI CENTRIFUGACE V SACHAROSOVEM GRADIENTU

2 x 10" bun&k bylo senzitizovano anti-TNP-BSA IgE, radioaktivn& znatenym '*I
(poskytnutym Dr. Dréberovou, UMG AVCR). FceRI bungk byly agregovany anti-IgE
polyklonélni protilatkou po dobu 5 min nebo byly buiiky inkubovany § min s 0,2 mM
pervanaditem. Po ukon&eni inkubace byly buiiky lyzovany v lyzaénim roztoku 3. Po 15
min. lyze pti 4 °C byl lyzit homogenizovan inzulinovou injekéni stfikackou a smisen s 80
% (w/v) roztokem sacharosy v poméru 1:1 (vysledna koncentrace sacharosy byla 40 %).
Sacharosovy gradient byl pfipraven nésledujicim zpisobem: na dno polyalomelové kyvety
(13 x 51 mm) bylo naneseno 0,5 ml 80 % sacharosy, poté bylo naneseno 1,5 ml lyzatu v 40
% sacharose, 2 ml 30 % sacharosy a 1 ml 5 % sacharosy. Centrifugace probéhla v rotoru
»SWS55 Ti“ 210 000 x g, 5 hod. pti 4 °C. Po ukonéeni centrifugace bylo z vrchnich frakci
odebirdno po 0,2 ml a v kazdé z odebranych alikvot byla mé&fena radioaktivita v pfistroji
» Triathler Multilabel tester* a naméfené hodnoty byly normalizovany na hodnoty celkové
namé&fené radioaktivity vSech frakci. Koncentrace sacharosy v kaZzdé z frakci byla méfena
pomoci Abbého refraktometru.
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4.7 PRUTOKOVA CYTOMETRIE

Butiky byly resuspendoviny ve smé&si KM + PBS (1:4) tak aby v jednom vzorku
bylo pfiblizn& 200 000 bun&¢k. Pro BMMC bylo pti ptipravé KM + PBS pouZito médium
bez IL-3 a bez SCF. K suspenzim bylo pfididno 20 pl priméarni protilatky fedéné v KM +
PBS, do negativnich kontrol byl pfidian samotny roztok KM + PBS a prob&hla 30 min.
inkubace na ledu. Nenavéazan4 protildtka byla odstranéna 3x promytim v 200 ul KM + PBS
(centrifugace 4 °C, 2 min., 290 x g). Sekundémni protildtka konjugovana s fluorescein-
izothiokyanitem (FITC) 100x fedénd v KM + PBS byla pfiddna v mnoZstvi 80 ul k
bun&énym suspenzim. Inkubace probihala v temnu 30 min. na ledu. Po skonéeni inkubace
bylo ptiddno 200 ul KM + PBS a suspenze byly centrifugovény 290 x g, 2 min., 4 °C.
Pelety byly resuspendovéany ve 150 ul KM + PBS, pfeneseny do zkumavek pro priitokovou
cytometrii a ty byly uchoviny v temnu na ledu. Té&né& pfed méfenim byl k suspenzim
pfiddn propidium jodid do findlni koncentrace 1 pg/ml a vzorky byly proméfeny na
prutokovém cytometru FACSCalibur a naméfena data byla zpracovédna pomoci programu

FlowlJo.

4.8 ULTRASTRUKTURALNI ANALYZA

4.8.1 Priprava elektronmikroskopickych siték

Niklové elektronmikroskopické (EM) sitky byly pokryty pioloformovou blankou a
pouhlikovany v napraSovaci aparatufe. Tésné pfed experimenty byly takto upravené sitky
vystaveny u¢inku doutnavého vyboje v argonové atmosféfe pro zvySeni hydrofility
povrchu. Poté byly inkubovény po dobu 30 min. na 20 pl kapkéch polylysinu (PLL; 0,8
mg/ml v miliQ H,0) a nésledn& promyty 10 s na 20 ul kapkich v miliQ H,O. Sitky
vybavené PLL byly vysuSeny na vzduchu a do 30 min. pouZity.

4.8.2 Piiprava a pokryti ultralistych skel fibronektinem

15-mm kruhové skla pro mikroskopii byla promyta v kuchyiiském detergentu, ten
byl odstranén promyvanim v miliQ H,O a skla byla postupné& vysusSena v 96 % ethanolu.
Skla byla 14 - 16 hod. ponechana v 35 % HCI. Poté byla skla pfenesena do miliQ H,O na
30 min. a aZ do doby pouZiti uchovdna v 96 % ethanolu. Pro experimenty s buitkami



BMMC byla ultradistd skla den pfed experimentem inkubovéna s roztokem fibronektinu
(50 ug/ml) ve 24-jamkové desti¢ce za teploty 4 °C a pfed pouZitim byla 1x promyta miliQ
H,0.

4.8.3 Priprava bunék

Buiiky linie RBL byly ponechdny adherovat na ultradista skla ve 24-jamkovych
desti¢kach, 14 — 16 hod. v ikubétoru. Pfipadné byly za té€chto podminek senzitizovany anti-
DNP-BSA IgE. BMMC byly 14-16 hod. pfed experimentem pfeneseny do media bez SCF,
pfipadné s pfidavkem anti-DNP-BSA IgE. Hodinu pfed experimentem byly
resuspendovany KM + PBS (1:4), naneseny na ultralistd skla pokryta fibronektinem a
iknubovéany 1 hod. v inkubétoru pti 37 °C.

Buiiky na sklech byly pfed aktivaci Sx promyty 37 °C KM + PBS, teprve poté byl
pfidan aktivitor (DNP-BSA nebo pervanadit v KM + PBS) a aktivace probihala po dobu
specifikovanou ve vysledcich vtermomixeru pfi 37 °C. Aktivace byla zastavena
okamZitym pfidanim 1 ml 4 °C HEPES pufru do jamky a pfendinim sklitka do Petriho
misky s HEPES pufrem na ledu. Po cca 10 sbyly zbun€k izoloviny plasmatické
membrény. Neaktivované buiiky byly 5x promyty PBS, schlazeny v HEPES pufru a
podrobeny izolaci plasmatickych membréan. V pfipad& extracelularniho zna&eni byly buitky
nejprve prefixovany 7 min. 2 % paraformaldehydem v PBS s pak inkubovany s primarni
protilatkou po dobu 10 min. Pak byly buiiky 5x promyty PBS a inkubovany se sekundarni
protildtkou po dobu 10 min. konjugovanou se zlatymi &asticemi, fedénou v poméru 1:5
v PBS/BSA. Po 5x promyti PBS byly schlazeny v ledovém HEPES pufru a podrobeny
izolaci membrén. Jako kontrola specifity vazby sekunddrni protilatky za danych
experimentéilnich podminek byl vZdy zhotoven vzorek izolovanych membran, které byly
inkubovany s PBS/BSA namisto priméarni protilatky.

4.8.4 Izolace plasmatickych membrén
Na sklen&nou plochu umisténou na kovové chladici podloZce ,,CoolRack* na ledu
byla nanesena 100 ul kapka ledového HEPES pufru. Na ni byl umistén nitrocelulosovy

filtr s velikosti périi 0,45 um. Na filtr pak byly vloZeny dvé& nebo tfi EM sitky, stranou
pokrytou PLL sméfujici nahoru. Skla s adherovanymi buiikami, zchlazenymi v ledovém
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HEPES pufiru byly stranou s butikami obréceny na sitky. Pfebytetna kapalina byla odséta a
na sklo byl aplikovéan tlak gumovym vélet¢kem po dobu cca 15 s. Poté bylo sklo rychlym
pohybem odiiato. Sitky pfichycené na filtru byly pfeneseny na hladinu ledového HEPES
pufru, sitky pfichycené na sklo byly uvolnény povrchovym napétim kapky HEPES pufru
umisténé vedle sitky. Poté byly sitky pfeneseny na hladinu fixatniho roztoku - 2 %
paraformaldehydu v HEPES pufru na ledu a fixovany pfesn& 10 min. Po ukondeni fixace
byly sitky uchovéany na kapkéch PBS jiZ bez chlazeni.

A D aa
podeiks  kopkaHEPES. Hlonid l
T/ =
14 a T / A Y
B E
EM sitky NC-fikr
\_/ plannatické meanbriay

C buiky pinzeta

Obr. 4.2: Schematicky postup izolace plasmatickych membrén pro TEM. Pracovni plocha sestiva ze
sklenéné destky na chladici podloZce. Na sklenénou podloZku se nanese kapka HEPES pufru 100 ul (A) a
nisledné se na kapku polozi NC-filtr, ktery se nech4 nasiknout. Pfebytek pufru se odsaje a na filtr se umisti
2-3 EM sitky stranou pokrytou PLL vzhiru (B). Na sitky se pak pomoci pinzety opatrn& polozi kruhové
mikroskopické sklitko s ptichycenymi butikymi smérem k sitkdm (C). Na sklo se poté vyvine tlak; k tomu je
pouZit gumovy véletek, na ktery je zatlateno prstem po dobu asi 15 s (D). Poté se sklo rychle odejme a
nasledkem toho dojde k odtrzeni plasmatickych membrin bunék pfichycenych k PLL na sitkich (E). Na
filtru ztistanou EM sitky s izolovanymi membrénami. Déle viz text.

4.8.5 Imunochemické znateni a kontrastovani izolovanych plasmatickych

membran

Sitky s izolovanymi membrénami byly pfeneseny na bloka¢ni roztok 1 % BSA a
10 % koziho séra v PBS a blokovéiny 30 — 60 min. Inkubace na primamich protilatkich v
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PBS/BSA pak prob&hla 30 min. Nésledovalo promyti 4x 5 min PBS a inkubace se
sekundarni protilitkou v PBS/BSA, konjugovanou k zlatym &asticim, kterd probé&hla
rovnéz 30 min. Konjugity firmy Jackson Immunoresearch byly fedény v poméru 1:10
v PBS/BSA, konjugity firmy Amersham v poméru 1:20. Pokud byly sledoviny dva
intraceluldrni antigeny, byl cely postup imunochemického znaleni opakovén s dal§imi
protilatkami. Pro kontrolu specifity vazby konjugovanych sekundarnich protilatek byl vZdy
zhotovem vzorek s PBS/BSA misto primérni protilitky. Po ukonéeni imunochemického
znaleni byly membrany na sitkéich postfixovany v 2,5 % glutaradehydu v PBS pfesné 10
min a uchoviany na PBS. Po ub&hnuti 30 min bylo provedeno kontrastovani pro TEM.
Nejprve byly sitky inkubovany 10 min na 1 % OsO4 v kakodyldtovém pufru s naslednym
promytim 3x 5 min v miliQ H,0. Dal¥im krokem byla inkubace na 1 % taninu v miliQ
H,0 s promytim 3x 5 min v miliQ H,O. Na zévér byly sitky inkubovény na 1 % roztoku
acetatu uranylu a promyty 2x 5 min v miliQ H;O. Sitky byly vysuSeny na vzduchu a

uloZeny.

4.8.6 Transmisni elektronova mikroskopie

Elektronové mikroskopie byla provedena na pfistroji ,,Morgagni 268, pracujicim
pfi napéti 80 kV. PouZité zvétSeni bylo vétSinou 56 000x a mikrofotografie byly
potizovany digitdlni kamerou ,MegaView CCD*. Z jednoho vzorku bylo pofizovano
obvykle 10-20 z4béri pochazejicich z riiznych membréin zachycenych na EM sitkach.

4.8.7 Statistické vyhodnoceni

V programu Image] byly vytvofeny 2D soufadnicové mapy prostorového
uspofadéni zlatych &astic z pofizenych mikrofotografii. Typicky tak byla analyzovéana
distribuce &astic na celkové plose 22,19 pm’ z kazdého vzorku. Ziskané mikrofotografie s
pouzitym zvétSenim 56 000x maji origindlné rozlifeni 1032 x 1320 pixeli, kdy 1 nm pixel
odpovidda 1,25 nm. Pro zji§téni vzdjemnych vztahll mezi &asticemi detekujicimi
membrénové antigeny bylo hleddno klastrovani nebo kolokalizace &astic. Klastrovéani
znamené vyznamnou agregaci &astic v prostoru, kolokalizace je nendhodny vyskyt dvou
typu &astic pohromadé. Ze soutadnicovych souborii byla vytvofena kvantitativni statistické
analyza v programu Gold [104]. Prostorova statistika vyuZiva Ripleyho funkci K [105]. Na
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obr. 4.3 je graficky zndzornén vyznam funkce K, kterd popisuje klastrovani &astic. K
vyjadiuje polet &astic ve vzdélenosti krat3i neZ je zadané vzdalenost r od typické &astice
(Castice v centru kruhu) stejného druhu déleny celkovou hustotou stejnych &astic (podet
¢&astic na plochu). ,,Cross-K* funkce dovoluje zhodnotit kolokalizaci dvou typi &astic.

Obr. 4.3: Grafické zndzorn&ni vyhodnocen{ K resp. ,cross-K* funkce. Funkce urtuji klastrovéani resp.
kolokalizaci &astic. K vyjadfuje polet &dstic ve vzdédlenosti krat$i neZ je zadanid vzdilenost r od typické
téstice (Edstice v centru kruhu) déleny celkovou hustotou stejnych &astic (pocet Eastic na plochu). ,,crosS-K“
je pocet téstic jednoho druhu ve vzdilenosti krat$f neZ je zadand vzddlenost r od typické &astice (Edstice
v centru kruhu) druhého druhu déleny celkovou hustotou &éstic prvniho druhu. Ptevzato z [104].

Funkce PCF vyjadfuje pomér hustoty &astic v zadané vzdalenosti r od typické &astice ku
celkové hustoté& stejnych &astic. V principu lze vyjadtit PCF pomoci K:

zvySeni K a tim pddem i PCF. Podobnym zplisobem je pak ziskdna funkce PCCF, ktera je
pomérem hustoty &astic jednoho druhu v dané vzdélenosti od typické &astice druhého
druhu ku celkové hustoté &astic prvniho druhu. PCF a PCCF poskytuji informaci o tom,
zda dochézi ke statisticky vyznamnému klastrovani nebo kolokalizaci &¢4stic a pokud ano,
pak pfi jaké vzdalenosti. Vystupem z programu Gold jsou histogramy, na kterych je vidét
prub¢h PCF nebo PCCF v zdvislosti na vzdélenosti &astic. Funkce PCF a PCCF phi
néhodném prostorovém uspofadani &astic maji hodnotu 1 (v histogramech v praci
zvyraznéna &ernd linie). Ke klastrovani nebo kolokalizaci &astic dochazi v pfipadech, kdy
hodnoty PCF nebo PCCF rostou nad 1. Hodnoty ndhodného uspofadani &astic se mohou
pohybovat v pravdépodobnostnich intervalech, ketré program pocitd pomoci Monte Carlo
simulaci. K signifikantnimu klastrovani nebo kolokalizaci dochézi, pokud PCF nebo PCCF
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rostou nad tyto intervaly. Intervaly jsou vtéto prici zobrazovény jen v né&kterych
ptipadech, které vyZaduji detailn&j8f zndzornéni.
Viz také: http://hsc.unm.edu/SOM/ pathology/cellpath/stmc/index.html.

4.9 KONJUGACE ZLATYCH CASTIC SE STREPTAVIDINEM

Pro syntézu zlatych &astic kunjugovanych se streptavidinem (Str-Au) byl pouZit
komer¢ni koloidni roztok 5 nm &éstic. MnoZstvi proteinu, potfebné k optiméalni vazbé
streptavidinu na povrch &astic bylo zji§t&éno pomoci testu v 96-jamkové prithledné destitce
,FIuoroNUNC Maxisorp* s jamkami s rovnhym dnem. K 100 pl koloidu bylo pfidéno rizné
mnoZstvi proteinu. Po pfiddni proteinu ke koloidu byla smé&s inkubovéna asi 5 min a poté
bylo ptidéno 20 ul 2 M NaCl. Po zasoleni prob&hla inkubace pfi laboratorni teploté 1 hod.,
b&hem které doslo k vysraZeni koloidniho zlata v roztocich, kde nebyl povrch &astic pokryt
proteinem. Zména stability zlatych &astic v roztoku a jejich sraZeni se vizudln€ projevila
jako zmodrani jinak doervena zbarveného koloidniho roztoku. Smés koloidu s proteinem,
u které nedoslo k vysrdZeni &astic, zistala riZzové zabarvend. Toto mnoZstvi pfidaného
proteinu odpovidalo minimélni koncentraci proteinu potfebné k optimélni vazb& na povrch
zlatych &astic. V piipadé ptiddvaného roztoku streptavidinu o konc. 2 mg/ml v PBS bylo
k pokryti povrchu zlatych &éstic dostatujici mnoZstvi 5 pug/100 ul. V pfipravé konjugath
bylo ptidano k 0,5 ml koloidu nadbyte¢né mnoZstvi 25 ul roztoku proteinu. Roztok byl
inkubovén 0,5 hod. na rotatoru za konstantniho otd¢eni v 2 ml zkumavkach a poté byl
pfidan roztok BSA (10 mg/ml v PBS) do findlni koncentrace 200 pg/ml. Po 2 min byl
roztok zasolen pfiddnim 1/10 objemu roztoku 10x koncentrovaného PBS. Roztok byl
ponechén asi 48 hod. pfi 4 °C za ob&asného promichéni. Poté byla provedena centrifugace
v glycerolu k oddéleni volného proteinu od vazaného. Do zkumavek bylo pfeneseno 0,8 ml
10 % centrifuga&niho roztoku, na néj bylo naneseno 0,5 ml roztoku Str-Au a centrifugace
prob&hla pfi 20 000 x g 1 hod. Peleta byla resuspendovana v 0,8 ml PBS a postup byl
opakovan 3x. Nakonec byly Str-Au konjugity resuspendovany v uchovavacim roztoku.
Testovani specifity vazby Str-Au na biotin bylo provddéno na NC-membranich
»PROTRAN* s velikosti p6ri 0,45 um pouZivanych pro western blot. Membriny byly
pfedem namodeny v TNT a udrZovdny na vlhkém podkladu. Na oznafend mista na
membranach bylo nandSeno rizné mnoZstvi biotinylované protilatky 2B8 (zasobni 0,5
mg/ml; 200x fedéna v TNT). Na oznaené misto kontroly nebyla naniSena protilatka.
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Membrény s protilatkami pak byly blokovéany 1 hod. v 3 % BSA v TNT. Poté byly
membrany oplachnuty v TNT uloZeny na filtraéni papir nasakly v TNT a na oznatené
mista bylo naneseno 5 ul roztoku Str-Au. Inkubace probéhla asi 1 min, dokud se roztok
konjugatl nevsdkl do membriany. Membrény byly promyty 3 x 10 min v TNT a poté v
proudu destilované H,O a dalSich 10 min inkubovidny v miliQ H,O. Vizualizace
zachycenych Str-Au na membrané byla provedena pomoci reakeni soupravy ,Silver
Enhancer Kit“.

4.10 PRACE S DNA

4.10.1 Transformace E. coli

Expresni plasmidy byly elektroporoviny do kompetentnich bun&k JM109. 1 ul
plasmidové DNA (0,26 mg/ml) smichan se 40 pl suspenze bun&¢k a smés byla pfenesena do
elektroporani kyvety. Elektroporace prob&hla v elektroporatoru ,E. coli Pulser
s nastavenim: 2,5 kV, 25 pF, 400 Q/s. Po elektrickém impulzu byla suspenze z kyvety
vyplachnuta 1 ml pfedehfitého SOC a ve zkumavkach byla ponechéna 1 hod. na tfepa&ce
pti 37 °C. Poté bylo 200 pl suspenze rozprostfeno na agarovou plotnu se selek&nim agens
— vtéto praci vzdy ampicilin (Amp, 100 pg/ml). Na kontrolni plotnu byly naneseny
netransformované bakterie. Misky byly inkubovany minimélné& 14 hod. v inkubétoru pti 37
°C dnem vzhiru. Manipulace s bakteriemi b&hem celého procesu probihala v lamindrnim
boxu.

4.10.2 Izolace plasmidové DNA — Minipreparace

Z narostlych transformovanymi bakteriich na plotnach byly vypichnuty kolonie a
inokulovany do 3 ml LB média s Amp (100 pg/ml). Bakterie byly kultivovany 14 -16 hod.
na tfepalce pfi 37 °C. Z narostlych kultur poté bylo odebrdno 1,5 ml pro izolaci
plasmidové DNA. K izolaci byla pouZita izolani souprava ,LegoKit“, kterd pracuje na
principu vazby DNA na kfemidité mikropartikule v pfitomnosti chaotropnich latek. Byl
dodrZen postup doporudeny vyrobcem srozdilem, Ze pH promyvéni partikuli nebylo
vyuZito vakuového odsavani, ale centrifugace 1 min 1800 x g. Findlni eluce plasmidové
DNA pak byla provedena 50 pl miliQ H,O, ohf4té na 55 °C.
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4.10.3 ZamraZovéini bakteridlnich kultur

Kultury E. coli byly zamraZovany v -20 °C s pfidavkem 80 % (v/v) vodného
roztoku glycerolu do kone&né koncentrace 15 %.

4.10.4 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a &istoty DNA

Ke stanoveni koncentrace a (istoty izolované DNA byl pouZit spektrofotometr
»NanoDrop ND-1000%. Absorbance roztokli byla méfena pfi 260 nm. Pro stanoveni &istoty
DNA pfistroj vypogital pomér absorbanci 260/280 nm a 260/230 nm.

4.10.5 Agarosov4 elektroforéza

Agarosova elektroforéza byla vyuZivana k separaci DNA plasmidd a fragmentd a
v n€kterych pfipadech k izolaci DNA z gelu. Agarosovy gel byl pfipraven v TEA pufru
(koncentrace agarosy dle tab. 4.1) a byl pfidan EtBr do koncentrace 0,5 pg/ml. Pro
elektroforézu byla pouZita aparatura ,Mini-Sub Cell GT*“. Nanadka vzorkli byla
uzpiisobena jejich koncentraci tak, aby bylo nanaSeno pfiblizn€ 1 pg DNA. Ke vzorkiim
byl pfidan vzorkovy pufr ,Yellow* v poméru asi 1:5. Jako velikostni standard pak byl
pouzit 1 Kb ,Plus DNA Ladder“. Elektoroforéza probihala pfi napéti 90 V a byla
zastavena dle polohy &ela v gelu. Separované fragmenty nebo plasmidy v gelu poté byly

vizualizovdny na UV-transluminétoru a fotografovany digitalni kamerou ,,MiniBis*.

Tab. 4.1: Zdvislost hustoty ptipraveného agarosového gelu na velikosti separovanych fragmentd.

podil agarézy (% w/v) rozmezi velikosti fragmenti (kb)
0,8 0,8-10
1 0,5-7
1,2 0,3-6
1,5 0,2-4
2 0,1-2
4.10.6 1zolace DNA z gelu

Oblasti gelu obsahujici poZadované fragmenty DNA byly zgelu vytiznuty
skalpelem na UV-transluminétoru. Izolace DNA byla provedena pomoci reakéni soupravy
»ZymoClean“. Byl dodrZen postup doporuteny vyrobcem. Findlni eluce DNA byla
provedena 20 pl miliQ H20 50 °C.
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4.10.7 Restrik&ni $t&¢peni

Restrik&ni 3t€peni bylo provadéno ve 20 pl reakcich. Reakéni smé&s obsahovala
DNA, pfisludny restrikéni enzym a odpovidajici pufr. Reakéni podminky a reagencie byly
ptizptsobeny dle doporuteni vyrobce pouzivanych restrikénich endonukleas. Pfi dvojitém
Sté€peni byly podminky vyhled4dvény v databézich vyrobcl a byly pouZity nejoptimaln&;si
podminky priib&hu 3té€peni ob&éma enzymy. Pfitom bylo zohledfiovéno sloZeni reak&nich
pufri a potfebné mno¥stvi enzymi (3-5 U/ug DNA). Stépeni probihalo 1 hod. pfi
teplotnim optimu enzymu (zde ve viech pfipadech 37 °C). Poté byly reakce inaktivovany
rovnéZ dle doporuéeni vyrobce enzymil nebo byly produkty reakce rovnou pouZity jako

vzorky pro agarosovou elektroforézu.

4.10.8 PCR

Pro amplifikaci cDNA byly pouZity primery se zavedenymi restrikénimi misty:
horni primer GAATTCcggccatggagtctgtggagcccecg; (EcoRI)
dolni primer CTCGAGgccttcagggccggtcacagggggc; (Xhol)
PCR byla provedena v 50 ul reakcich o sloZeni dle tab. 4.2. PouZita byla reakéni souprava
,»Phusion High-Fidelity DNA Polymerase*.

Tab. 4.2: SloZenf 50 pl PCR reakce.

5x reakéni pufr 10 ul
horni primer 25 uM 1 ul
dolni primer 25 pyM 1 ul
polymerasa 0,5u(1V)
miliQ H,O 34,5 ul
Templatovda DNA 2 ul (~300 ng)*
dNTP 10 mM Iul

*Templétovd DNA méla koncentraci 1,784 mg/ml, byla 10x zfedéna v miliQ H,O

Reakéni cyklus byl nastaven dle tab. 4.3 (str. 52) v termomixeru ,,DYAD Peltier Thermal
Cycler*. Po dob&hnuti reakce byl produkt nanesen na agarosovou elektroforézu a fragment
odpovidajici velikosti byl vyfiznut z gelu a DNA byla pfedi§téna podle postupu, uvedeném
v kapitole 4.10.6.
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Tab. 4.3: Program PCR.

Krok Teplota (°C) Cas (s)
1. 98 30
2. 98 10
3. 60 20
4, 72 30
5. 35 x opakovanfi kroki 2. — 4.

6. 72 30
7. 14 o

4.10.9 Ligace DNA insertu do vektorové DNA

Ligaéni reakce probihaly ve 20 ul reakce. V této praci byly ligovany jen fragmenty
s koheznimi konci. SloZeni reak&ni smési je uvedeno v tab. 4.4:

Tab. 4.4: SloZeni 20 pl liga®ni smési.

Linearizovany vektor 100 pg

DNA insert v moldrnim poméru (insert:vektor) | 3:1, 10:1

10x liga¢ni pufr pro T4 DNA ligasu 2pul

miliQ H,0 do 20 pl

T4 DNA Ligasa 0,5 ul (2,5U)

Potfebné mnoZstvi insertu bylo vypoéteno z pfedepsaného moldrmiho poméru pomoci
znamé koncentrace DNA vektoru i inzertu a velikosti obou fragmenti. Reakce probihala za
laboratorni teploty 2 hod. Produkty liga¢ni reakce pak byly rovnou pouZity k transformaci
kompenentnich buné&k E. coli IM109.

4.10.10 Transfekce polyethyleniminem

Nejdtive byly buiiky HEK293 pfeneseny do média bez antibiotik. P¥iblizn& pul
hodiny pfed transfekci byla pfipravena raekéni smés 1,5 ml Opti-MEM (37 °C), 105 ul
vodného roztoku PEI (1 mg/ml) a 14 pg vektoru. Smés byla ihned promichana a
inkubovéna pti laboratorni teplot& 15 min. Poté byla smés ptidana k bufikdm do média bez
antibiotik. Transfekované buiiky byly kultivovany v inkubétoru s atmosférou 5 % CO; pfi
37 °C. Exprese vloZenych plasmidl byla detekovédnana pfibliZzn&€ 3 dny po transfekci.
Z bunék byly pfipraveny lyzaty v lyzaénim roztoku 1, proteiny byly separoviany na SDS-
PAGE a analyzoviny pomoci western blotu.
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5 VYSLEDKY

5.1 AKTIVACE BUNEK

V prvni serii experimentil byla testovéna sekre&ni odpovidavost pouZitych Zimych
bunék na 2 antigeny. Po navédzani antigenu na komplex IgE-FceRI dochézi k agregaci
receptory a ke spusténi signdlni drahy vedouci k degranulaci Zimych bun&k. Reakce bunégk
na setkdni santigenem byla sledovina méfenim degranulace. Buitkky RBL byly
senzitizovany IgE (1ug/ml) specifickym pro antigeny TNP-BSA nebo DNP-BSA.
Aktivace probihala 30 min pfi riznych koncentracich antigenu (0,2; 0,5; 1 pg/ml).
Degranulace buné&k byla méfena pomoci stanoveni sekretované pB-D-glukuronidasy.
Maximalni uvolnéni bylo méfeno po lyze bunék 0,5 % Tritonem X-100. V grafu 5.1 je
uvedena zavislost sekrece B-D-glukuronidasy na koncentraci antigenu. Oba pouZité
antigeny uspé€$né aktivovaly buitky RBL.

*
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Graf 5.1: Degranulace bunék RBL po aktivaci antigenem (Ag). Degranulace byla méfena pomoci
stanoveni sekretované B-D-glukuronidasy. PouZity byly dva druhy antigeni TNP-BSA a DNP-BSA a
aktivace probihala 30 min. Hodnoty sekrece jsou normalizovény na maximalni uvolnéni. Vysledky pochézi
z duplikétd ve dvou nezévislych experimentech. Jsou uvedeny priméry a S.D. Statisticky vyznamny rozdil
mezi bufikami aktivovanymi TNP-BSA a DNP-BSA je vyzna&en: *, (P < 0.01).

Pfi aktivaci antigenem TNP-BSA dochézelo pfi zvySovani koncentrace antigenu
k naristu sekrece bunék. Sekrece pti TNP-BSA 1 pg/ml dosahovala hodnot kolem 65 %
z maximélniho uvolnéni. P¥i aktivaci DNP-BSA dochéazelo k maximalnimu uvolnéni jiZ pti
koncentraci 0,2 pg/ml. S pouZitim Studentova t-testu bylo potvrzeno, Ze k signifikantnimu
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rozdilu v gegranulaci bun&k po aktivaci dvéma antigeny dochazi jen v ptipad& aktivace
antigeny o koncentraci 0,2 pug/ml.

Déle byla studovdna degranulace bun&k po inkubaci s pervanaditem (0,2 mM),
ktery pronikd pfes membrianu do bun€k a inhibuje enzymovou aktivitu fosfatas.
Degranulace bunék RBL po aktivaci pervanaditem dosahovala zhruba 20 % hodhot
maximélniho uvolnéni, tedy asi polovi¢nich hodnot uvolnéni po aktivaci bun&k antigenem
Podobny stupefi degranulace po plisobeni pervanadatu byl pozorovén také u BMMC (graf
5.2).

Sekrecs (%)

oB¥83882888

Koutrela P
Graf 5.2: Degranulace bun&¢k RBL a BMMC po aktivaci pervanaditem (Pv). Buiiky byly vystaveny
plisobeni 0,2 mM Pv nebo pouze rozpoustédla (Kontrola) . Jsou uvedeny priméry a S.D. ze dvou

nezdvislych experimentd provedenych v duplikitech. Pomoci Studentova testu byl mezi degranulaci
kontrolnich bun&€k a bun&k aktivovanych Pv urden statisticky vyznamny rozdil (P < 0.01).

5.2 TYROSINOVA FOSFORYLACE PO AKTIVACI BUNEK

Pervanadat ireversibiln€ inhibuje aktivitu cysteinovych fosfatas. Po expozici bunék
pervanadatem dochazi k tyrosinové fosforylaci mnohych substratii. Obdobné dochazi ke
zvySené fosforylaci fady substrath po aktivaci bun&€k antigenem. Nasledujici experimenty
byly cileny na srovnéni tyrosinové fosforylace proteind po aktivaci antigenem a
pervanadatem. Senzitizované buitkky RBL i BMMC byly aktivovany antigenem (DNP-
BSA, 1ug/ml) nebo pervanaditem (0,2 mM) po dobu 2 a 5 min. Nesenzitizované buiiky
poslouZily jako kontrola pro ureni bazélni fosforylace proteind. Z bunék byly pfipraveny
lyzaty a proteiny v celkovych lyzatech byly separovany pomoci SDS-PAGE. Po pfenosu
na nitrocelulosovou membranu byly fosforylované proteiny detekovany pomoci konjugéatu
HRP s monoklonélni protilatkou PY-20, kterd je specifickd pro fosfotyrosin. Samotna
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senzitizace bunék RBL zpilisobovala slabou tyrosinovou fosforylaci nékterych proteind v
lyzétu oproti nesenzitizovanym bulikkdim v kontrole (obr. 5.1). Po 2 min aktivace
antigenem byla detekovdna fosforylace dalSich proteind. Mezi n& patfily proteiny
odpovidajici molekulové hmotnosti pfiblizn& 70 kDa, 40 kDa a 55 kDa. Tyto hmotnosti
odpovidajf zhruba signalizaénim proteinlt Syk (z angl. ,,spleen tyrosin kinase*), LAT a
Lyn, které patfi mezi molekuly dilleZité pro priib&h signalizace FceR1. Po 5 min aktivaci jiZ
nebyl detekovan dali narist fosforylace. Po aktivaci bun&k pervanaditem byly
fosforylovany proteiny, které v mnoha pfipadech velikostné odpovidaly proteiniim
fosforylovanym pfi aktivaci antigenem. Tyrosinové fosforylace proteind po aktivaci
pervanadatem v ¢ase 2 min byla intenzivné&j$i neZ po stejné dlouhé aktivaci antigenem.
Aktivace pervanaditem dile zplisobovala vyrazny narist fosforylace proteint v ase 5

min.

A B
RBL BMMC
WB: PY-20 Igf IgE IgE IgF IgE 0 IgE IgE
116 »
97 >

29> ¥

Aktivace(min)) 0 0 2 5 2 § 0o 5 §
L . J L . ) TNP-
DNP-BSA Pv Pv BSA

Obr. 5.1: Tyrosinovd fosforylace proteind Zirnych bunE€k stimulovanych antigenem nebo
pervanadétem. Buiiky RBL (A) a BMMC (B) byly senzitizovany specifickym IgE (IgE), kontrolni buiiky
byly bez IgE (0). Tyrosinové fosforylace proteind byla detekovina konjugitem fosfotyrosin-specifické
protilatky PY-20 s HRP. Buiiky byly aktivoviny DNP-BSA, TNP-BSA nebo Pv po indikovanou dobu (2

nebo 5 min).

V dalSich experimentech bylo zji§tovano, zda po aktivaci bun&k pervanaditem
dochazi ptimo k fosforylaci tyrosini podjednotek P a y receptoru FceRI. Aktivace buné&k
RBL i BMMC probihala po riiznou dobu (1, 5, 15 min). Z buné&&nych lyzati aktivovanych
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antigenem (TNP-BSA, 1 pg/ml) nebo pervanaditem (0,2 mM) byl imunoprecipitovan
komplex FceRI a byla provedena detekce tyrosinové fosforylace. Proteinové nanaska na
SDS-PAGE byla provéfena detekci P-podjednotky FceRI, kterd je rozpozniavéna
protildstkou JKR. Po aktivaci antigenem byla detekovéna zvySend fosforylace B i y
podjednotek FceRI oproti kontrole (obr. 5.2) a vykazovala stejnou dynamiku u obou
bun&énych linii. Podjednotky receptoru byly po aktivaci pervanaditem vyrazné silné&ji
fosforylovany neZ po aktivaci antigenem. Pozorovana tyrosinovéa fosforylace FceRI po
aktivaci bun&k pervanaditem naznafovala moZnou existenci preformovanych signalnich
komplexii FceRI s PTK a PTP, kdy po inhibici PTP pervanaditem dochazi k porudeni
rovnovéahy ve spolupraci PTK a PTP.

IP: FaRI RBL

W Y S i
Aktiv.(min) ¢ 1 S5 151 S 15 061 S 151 S 15

Obr. 5.2: Tyrosinové fosforylace P i y podjednotek FegRL IgE senzitizované butiky RBL i BMMC byly
aktivovény antigenem (TNP) nebo pervanaditem po dobu 1, 5 a 15 min (0 min = kontrola). Komplex FceRI
byl imunoprecipitovén a tyrosinova fosforylace byla detekovéna protilitkou PY-20. Jednotlivé podjednotky
jsou oznaceny a detekce B-FceRlI (anti B) ovéfuje nanddku.

5.3 TRANSLOKACE FceRI DO DETERGENT-RESISTENTNICH
MEMBRAN

Jedna z teorii o iniciaci fosforylace FceRI predpokladd, Ze k fosforylaci
receptorovych podjednotek dochéazi a2 po pfesunu agregovanych receptorii do lipidovych
rafth (viz obr. 1.13B, str. 28). Pfesun agregovanych komplexti IgE-FceRI do
nizkohustotnich frakci sacharosového gradientu, které odpovidaji DRM, je divan do
spojitosti s pfesunem receptori do lipidovych rafti. ProtoZe po aktivaci bunék
pervanadatem dochézi k silné fosforylaci receptoru, nabizela se otdzka, zda dochézi ke
zménam distribuce receptoru v sacharosovém gradientu i po aktivaci pervanaditem. Z toho

-57-



divodu byla analyzovéna lokalizace FceRI v sacharosovém gradientu po agregaci
receptorl anti-IgE protilatkou nebo inkubaci s pervanaditem. Aktivované buiiky RBL i
BMMC byly lyzoviany v 0,06 % Tritonu X-100 a lyzity byly podrobeny frakeni
centrifugaci v sacharosovém gradientu. Vysledky jsou uvedeny vgrafu 5.3. Data
potvrzuji, Ze pfed aktivaci a agregaci receptoru se vétsina receptorovych molekul nachazi
ve frakcich s vysokou hustotou (frakce 14-25). Po agregaci receptord pak vétSina pfechazi
do nizkohustotnich frakci (frakce 0-13), které odpovidaji DRM. Po inkubaci buné&k
s pervanadatem nedochédzelo ke zménadm v distribuci FceRI v gradientu. Obsah FceRI
v jednotlivych frakcich po inkubaci s pervanaditem byl srovnatelny sobsahem u
kontrolnich buné&k. Ziskané vysledky ukazuji, Ze fosforylace FceRI neni zdvisl4 na asociaci
FceRI s DRM.

0 5 10 15 20 25 O 5 10 15 20 25
Frivkep=:

Graf 5.3: Distribuce FceRI v hustotnim sacharosovém gradientu. Receptory senzitizovanych bunék RBL
a BMMC byly agregovény protilitkou anti-IgE nebo byly bufiky aktivovany pervanaditem (Pv; 0,2 mM) 5
min. Kontrolni buiiky nebyly aktivovény. Buiiky byly lyzovény v 0,06 % Tritonu X-100 a centrifugoviny
v hustotnim sacharosovém gradientu. Na ose x je zndzornéno ¢islovani frakcf, na ose y vpravo je zndzornéna
hustota sacharosy (%). Na ose y vlevo jsou uvedeny normalizované hodnoty naméfené radioaktivity
v danych frakcich (% z celkové radioaktivity ve viech frakcich).
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5.4 ULTRASTRUKTURALNI ANALYZA TOPOGRAFIE FceRI

5.4.1 Intraceluldni detekce FceRI

Pro detailn&ji studium signalizace FceRI na membréné byla vy3etfena
membranové topografie tohoto receptoru. Pfed vlastnim studiem topografie receptoru pfi
aktivaci bunék, byla nejdfive charakterizovidna metoda detekce FceRI. K vizualizaci FceRI
v TEM byla pouZita detekce intraceluldrni B-podjednotky (B-FceRI) z cytoplasmatické
¢asti izolovanych membrén protilatkou JKR. V pilotnim experimentu byly pro sekundarni
znaleni aplikoviany 5 nm a 10 nm zlaté &istice konjugované k sekundarni protilatce.
Topografie receptoru byla vySetfena u neaktivovanych bunék RBL i BMMC.
Reprezentativni vyfezy z mikrofotografii pofizenych na membranach izolovanych z RBL
buné&k jsou uvedeny na obr 5.3. V souladu s pfedchozimi vysledky [52, 95, 106] 5 nm
&astice nachéazely v klastrech obsahujicich v priméru 3-5 &astic, ale i jednotlivé. Distribuce
klastri na izolovanych membrinich byla homogeni. P¥ pouZiti 10 nm &astic bylo
detekovano &astic mén& a témé&f netvofily klastry. Klastrovani &astic bylo vajadfeno
pomoci funkce PCF. Porovnani vyslednych hodnot PCF a po&tu &astic detekovanych na
standardni plo3e je shmuto v tab. 5.1 (str. 60).

Obr. 5.3: Membrénové topografie podjednotky B-FceRI detekovand pomoci 5 nm (A) a 10 nm (B)
zlatych &dstic na membrandch izolovanych z bun¥k RBL. Mé&titko pfedstavuje 200 nm.

Na membranich bunék RBL bylo detekovdno vét§i mnoZstvi B-FceRI neZ v piipadé
BMMC. Pti detekci B-FceRI pomoci 10 nm &astic bylo u obou typli bun€k zaznamenéno
~ 4x méné& &astic neZ pti detekci pomoci 5 nm. 10 nm ¢&4astice nebyly pravdépodobné ze
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sterickych diivodd schopny rozeznat vzdilenostn& blizké antigeny (netvofily klastry).
Aplikace 5 nm &astic byla pfi detekci malych klastri G¢innéjSi, a proto bylo pro dal3i
postup vyuZito pfednostné 5 nm &éstic.

Tab. 5.1: Utinnost detekce p-FcgRI pomoci sekunddrnich protilitek znatenych 5 nm a 10 nm &dsticemi
zlata. Detekce B-FceRlI u klidovych bunék RBL i BMMC byla provedena s pouZitim 5§ nm a 10 nm &éstic
zlata. Tabulka poskytuje srovnéni podtu &astic na ploSe (&4stice/um’) a miru agregace &astic vyjadienou
funkci PCF.

10 nm 20,4 4,11 10,3 12,36

5.4.2 Topografie FceRI b&hem aktivace

V dtivéjsich pracech zabyvajicich se membranovou topografii FceRI bylo ukizano,
Ze ph aktivaci FceRI polyvalentnim antigenem dochazi k agregaci receptorl
v ,osmiofilnich“ oblastech [52]. RovnéZ je znamo, Ze agregované receptory FceRI
pfechazi do frakci DRM a v disledku aktivace antigenem dochézi k jejich tyrosinové
fosforylaci. Aktivace bunék pervanaditem vedla rovnéZ k vyrazné fosforylaci receptori,
ale pfitom receptory nepfechazely do frakci DRM. Tyto vysledky naznalovaly, Ze existuje
mechanismus, pomoci n€hoZ miiZe dochazet k fosforylaci receptorii, aniZ dochézi k jejich
asociaci s DRM. Otazkou v3ak bylo, zda po aktivaci pervanadidtem dochazi ke zmé&nam
v membranové topografii FceRI.

Buitky RBL a BMMC byly senzitizovany specifickym IgE a aktivovany antigenem
(DNP-BSA, 1pg/ml) nebo pervanaditem (0,2 mM) po riznou dobu. Jako kontrola
poslouZily senzitizované neaktivované buiiky. Z bun€k byly izolovany plasmatické
membréany a B-FceRI byly znaeny pomoci 5 nm zlatych &astic. Nejprve byly analyzovany
zmény v topografii po aktivaci bun€k 2 min a 5§ min. Reprezentativni vyfezy z potizenych
mikrofotografii jsou uvedeny na obr. 5.4 (str. 61). V souladu s pfedeslymi vysledky [106]
dochézelo po 2 min aktivaci antigenem ke klastrovani 5 nm &astic v osmiofilnich oblastech
izolovanych membran (tmava oblast). Po 5 min byla velikost klastrii redukovéna a do$lo
k poklesu po&tu detekovanych &astic. Spolu s receptorovymi klastry byly lokalizovany i
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klathrinové vatky. PFitomnost klathrinovych struktur v primarnich signalizadnich
doménich naznatuje moZny prib&h endocytézy. Pokles poltu &éstic béhem aktivace pak
nasv&dCuje o internalizaci receptorl. Po aktivaci pervanaditem v &asech 2 min a 5 min
nebyly patrné zmény v membranové topografii ani zmény v poétu detekovanych &astic.
Statisticka analyza topografie v ¢ase 2 min a 5 min po aktivaci je zndzornéna v grafu 5.4
(str. 62).

2 min

Obr. 5.4: Membrénovd topografie B-FceRI po aktivaci v &asech 2 a § min. Detekce B-FceRI na
membrénich izolovanych z bunék RBL byla provedena pomoci 5 nm zlatych &éstic. Po aktivaci antigenem
(DNP-BSA) dochézi v ¢ase 2 min (A) k agregaci 5 nm &éstic v,,osmiofilnich* oblastech a sdruZovéni
s klathrinovymi va¢ky. V ase 5 min dochézi k redukci velikosti agregéitd (C). Po aktivaci pervanaditem
nedochézi k patmym zméndm v topografii po aktivaci 2 min ani 5 min (B, D). Sipky oznatuji struktury
klatrinovych vatki. Usetka predstavuje 200 nm.
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Graf. 5.4: Klastrovin{ B-FceRI (detekce 5 nm &isticemi) po aktivaci v Sasech 2 a § min. ZvySeni hodnot
PCF nad 1 pfedstavuje statisticky vyznamné klastrovéni &astic. P¥i 2 min aktivaci antigenem DNP-BSA (A)
dochézi ke klastrovénf &4stic v oblasi 20 nm (modré) oproti neaktivovanym buiikdm v kontrole (zelend), po 5

_min je detekovéno siln&j8i klastrovani ((ervend). Pl aktivaci pervanaditem (Pv) nedochézi k vyznamnym
zménam v klastrovéni oproti kontrole po 2 ani po 5 min (B).

Déle byla porovnéana topografie §-FceRI bun&&nych linii RBL a BMMC po aktivaci
bunék antigenem a pervanaditem. Aktivace probihala po dobu 5 min. Po aktivaci bunék
BMMC antigenem dochizelo k poklesu poétu detekovanych B-FceRI podobnym
zplisobem jako u RBL. Zmény v po&tu detekovanych &astic jsou zpfehlednény v tab. 5.2
Stejn€ jako u RBL bun&k topografie B-FceRI u BMMC po aktivaci pervanaditem
nevykazovala zmé&ny oproti neaktivovanym buitkdm v kontrole. Vyfezy z mikrofotografii
jsou uvedeny na obr. 5.5 (str. 63) a statisticka analyza je zndzornéna v grafu 5.5 (str. 64).
Statistick4 analyza ze tH nezdvislych pokusi je zpfehlednéna v tab. 5.3 (str. 64).

Tab. 5.2: Polet S nm &istic detekujicich B-FceRI po 5 min aktivaci antigenem (DNP-BSA) nebo
pervanaddtem (Pv) buntk RBL a BMMC. Kontrola pfedstavuje neaktivované butiky. Uvedené hodnoty
jsou primérem naméfenych hodnot PCF ze tf nezdvislych pokusi ( + S.D.).

SRt

Kontrola 7416 , 50,77 17,8
DNP-BSA 18,44 2,26 17,8+042
Pv 73+19,8 54,65+ 15
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Kontrola

DNP-BSA

Obr. 5.5: Membrédnové4 topografie B-FcgRI po aktivaci bunék RBL aBMMC. Detekce B-FceRI byla
provedena pomoci 5 nm zlatych &dstic. Po aktivaci antigenem (DNP-BSA) agregaci 5 nm ¢&éstic
v ,.,osmiofilnich oblastech a sdruZovéni s klathrinovymi vatky (C, D). Po aktivaci pernavaditem (E, F)
nejsou u bunék RBL ani BMMC patrné zm&ny v topografii reptoru oproti neaktivovanym buiikdm (A, B).
Métitko ptedstavuje 200 nm.
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Graf. 5.5: Klastrovéni p-FceRI po S min aktivaci na membréndch buné&k RBL a BMMC. Zvyieni
hodnot PCF nad 1 pfedstavuje statisticky vyznamné klastrovéni &astic. Po aktivaci RBL (A) i BMMC (B)
antigenem (DNP-BSA) bylo zaznamenéno signifikantni zvySeni v klastrovdni &astic oproti kontrole. Po
aktivaci pervanaditem (Pv) nedochézelo oproti kontrole ke zménam v klastrovani &astic.

Tab. 5.3: Statisticki analyza topografie B-FceRI po aktivaci antigenem (DNP-BSA) nebo
pervanadétem (Pv) bunék RBL a BMMC. Uvedené hodnoty pfedstavuji primér naméfenych hodnot PCF
ze tf nezdvislych pokusd ( + S.D.).

RBL T 42,6340,58 12,594 249
BMMC 44,19 £ 0,08 13,94 2,15

Ziskané vysledky ukazuji, Z2e po aktivaci bunék RBL i BMMC pervanaditem
nedochézi k tvorb& agregati FceRI. K fosforylaci receptoru zplisobené inhibici fosfatas po
inkubaci bunék s pervanaditem tedy dochazi za podminek, kdy membranové topografie
receptoru zlistdva shodné s topografii neaktivovanych bunék.



5.5 TOPOGRAGIE RECEPTORU Kit

5.5.1 Testovanf protilitek pro detekci Kit v TEM

Pfi studiu membranové topografie receptoru Kit byly pouziviany jen BMMC, jelikoZ
RBL-2H3 jsou odvozeny z leukemickych bunék a exprimovany Kit nese bodovou mutaci
(Tyr*"? je zaménén za Asp), kterd je odpov&dni za jeho konstitutivni aktivaci a
nekontrolovany riist RBL-2H3 [107]. Protilatka JRK pro detekci B-FceRI na izolovanych
membrénovych plitech pomoci TEM byla jiZ dfive provéfena a pro Gely ultrastrukturdlni
analyzy je vhodnd. Na rozdil od FceRl, receptor Kit nebyl prozatim touto metodou
studovéan. Z tohoto diivodu byly dostupné 3 protilatky pro detekci Kit testovany. Specifita
v3ech protilatek byla ovéfena na western blotu chemiluminiscen&ni detekci (obr. 5.6A).

Tt
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Obr. 5.6: Analyza primarnich protildtek proti Kit. A - western blot analyza specifity protilatek ACK-2,
2B8 a ab5506. B - detekce proteind na western blotu (WB) chemiluminiscenéné (HRP) a pomoci srdZeni
stfibra na povrch zlatych &astic (Ag). K detekci proteindl obéma zplsoby byly pouZity stejné primarni
protilatky. Pro detekco Kit byla pouZita protilitka ACK-2. Jsou uvedeny vysledky z riiznych nand$ek
ckvivalentli po&tu bunék v lyzatu 1 = 1x10° bunék, 2 = 2x10° bunék a 3 = 3x10° bungk.

Déle byla optimalizovdna metoda detekce proteinii na western blotu pomoci sekundarnich
protilatek znagenych zlatymi ¢asticemi a nasledného sraZeni stfibra na povrchu navazanych
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¢astic. Takovy zplsob detekce proteini miZe napomoci charakterizaci specifity zvolené
kombinace protilatek (primarni specificka a sekundarni znaéena zlatem) pro ucely znaZeni
v TEM, pfed samotnym provedenim izolace plasmatickych membrin. Vysledky detekce
proteini pomoci zlatych &astic vykazovaly specifitu shodnou s konventni
chemiluminiscenéni metodou. Byla zaznamenéna i pfibliZné stejné citlivost vii¢i riznému
mnoZstvi proteind. Na obr. 5.6B (str. 65) jsou uvedeny vysledky detekce Kit a dalSich
proteinii — aktinu a PTK Lyn.

Pro ugely TEM je tfeba, aby specifické protilatky rozeznévaly nativni strukturu
proteinu. Z toho diivodu byly protilatky proti extracelularnim epitopiim Kit (ACK-2, 2B8)
testovany prutokovou cytometrii na Zivych buiitkich. V pfipadé obou protilitek byla
zaznamendéna populace bunék s vyssi detekovanou flourescenci, neZ buiiky kontrolni, které
nebyly inkubovédny s primarnimi protiladtkami (graf 5.6). Tim zplisobem byla rovné&Z
ovéfena exprese Kit v BMMC.

Polatbanik (%)
3
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Graf 5.6: Test protilitek ACK-2 a 2B8 pro extracelulirni detekci nativni struktury Kit pritokovou
cytometrif. Kit na povrchu bunék BMMC byl znafen 200x l‘edénymi potkanimi monoklonalnimi
protildtkami ACK-2 a 2B8 rozeznévajici epitopy extracelularni domény Kit. Pro detekci primérni protildtky
byla pouzita sekundarni protildtka konjugovana s FITC. Cerven& zndzornéné kfivky histogramii predstavuji
kontolni populace buné&k, které nebyly inkubovany s primarni protilatkou. Modré kfivky oznatuji populaci
bun&k vykazujici fluorescenci vkandle FL1-H (osa x). Na ose y je polet zaznamenanych bunék
normalizovany na % z celkového po&tu.

5.5.2 Topografie Kit a vztah Kit k LAT a NTAL

Po soufasné aktivaci bunék antigenem a SCF dochédzi ke zvySené sekredni
odpovédi. Jakym molekularnim mechanismem a na jaké Grovni k tomuto efektu dochézi,
neni pfesné znimo. Po aktivaci FceRI a Kit je pozorovana zvySend fosforylace
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tyrosinovych motivi adaptorového proteinu NTAL. Naopak Z4dné zmény nejsou
pozoroviny ve fosforylaci pfibuzného proteinu LAT. Prav€ NTAL by mohl byt
spojovacim ¢lankem v komunikaci obou signélnich drah. N&které vysledky naznaluji, Ze
by mohlo dochéazet k tyrosinové fosforylaci NTAL pfimo kinasovou aktivitou Kit [102].
Z tohoto diivodu jsme se rozhodli prozkoumat topografii receptoru Kit ve vztahu
s topografif LAT a NTAL po aktivaci bunék.

Nejdfive pouZivanou protilatkou pro extracelularni detekci Kit v TEM byla ACK-2.
ACK-2 je blokujici protildtka, to znamen4, Ze po navazéni na epitop znemoZiiuje vazbu
ligandu na receptor. To nemusi nutné platit i obracené. V pfipadé detekce v TEM se viak
ukézalo, Ze po aktivaci SCF nebylo moZné receptor detekovat, coZ mohlo byt zpiisobeno
jak znemoZné&nim vazby protilatky na receptor, tak i napf. rychlou internalizaci receptoru.
ProtoZe se Kit po aktivaci nachdzf v DRM, je moZné, Ze se aktivovany receptor v nativnich
membrénach pfesouva do oblasti se specifickym membrdnovym prostfedim [98]. Byl tedy
vyzkou$en postup, kdy byly receptory agregovany dvojici protilitek ACK-2 a sekundarni
protilatky znaCené 6 nebo 12 nm zlatymi &4sticemi (10 min inkubace). Kit je aktivovén
dimerizaci po navézani ligandu. Agregace Kit pomoci protilatek samozfejm& nemusi
zpisobovat jeho aktivaci, ale mohlo by dochézet ke stabilizaci membranovych struktur, do
kterych by mohly byt lokalizovany efektorové molekuly jako napf. NTAL [102]. Na obr.
5.7 (str. 68) jsou vysledky z experimentu dvojitého znadeni Kit znateného 6 nm &asticemi
a NTAL 12 nm. Obr. 5.7A dokumentuje agregaci Kit a za¢lenéni NTAL do receptorového
agregitu. Na obr. 5.7B byly izolované membriny pfed imunochemickym znatenim
prefixovany a nedoSlo tedy k agregaci receptori a ty jsou tak distribuovany jednotlivé nebo
v malych klastrech. Po agregaci Kit receptory vytvéafely velké (aZ 300 nm) klastry, pfed
agregaci byly receptory distribuovany vétSinou jednotlivé nebo v malych klastrech (2-5 6
nm &astic). Na obr. 5.7C po aktivaci SCF (100 ng/ml, 2 min) nebyl receptor dostatedné&
detekovan. Vysledky tohoto experimentu poukazovali na to, Ze za uréitych podminek se
mohou molekuly Kit a NTAL vyskytovat ve stejném membranovém prostiedi.
Nepfedpokladd se, Ze Kit interaguje a adaptorem LAT [101]. LAT a NTAL jsou
lokalizovany do odlisnych membranovych mikrodomén i po aktivaci bun&k antigenem
[54]. Topograficky vztah s LAT byl tedy proSetfen jako kontrola, Ze po agregaci receptoru
nedochazi k nespecifické kolokalizaci s membranovymi molekulami. Statistickd analyza
kolokalizace z experimentu je zndzornéna na grafech 5.7 (str. 69). Pfed agregaci receptor
Kit nekolokalizoval ani s jednim z adaptorovych proteinll. Po agregaci Kit dochazelo ke
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kolokalizaci s NTAL, nikoliv v8ak s LAT. Tyto vysledky ukazovaly, Ze po agregaci
receptoru pomoci protilatek receptoru nedochazi k nespecifickému za¢lenéni molekul do

receptorovych agregatd.

Obr. 5.7: Topografie Kit a NTAL. Detekce Kit provedena extracelularné protilitkou ACK-2 a
sekundédrnimi protildtkami konjugovanymi k 6 nm zlatym &asticim. NTAL byl detekovén intracelularné
pomoci 12 nm ¢&astic. Agregace Kit byla provedena 10 min inkubaci s primérni protildtkou, promytim a
nislednou inkubaci 10 min se sekundirni protildtkou baz fixaéniho kroku (A). Kontrolni buiiky byly pfed
imunochemickym znatenim Kit a izolaci membrén prefixovény (B). V ptipadé aktivace SCF (2 min) byly
buitky po aktivaci fixovény a poté byla provedena imunochemick4 detekce (C). Usetka predstavuje 200 nm.
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Graf 5.7: Kolokalizace agregovaného Kit s LAT nebo NTAL. ZvySeni hodnot PCCF mimo intervaly
(pterusované &iry) pledstavuje statisticky vyznamnou kolokalizaci dvou typld &astic. Detekce Kit byla
provedena 12 nm ¢&ésticemi a detekce LAT a NTAL 6 nm &asticemi. Pfed agregaci nedochizelo ke
kolokalizaci Kit s LAT (A), ani NTAL (B). Po agregaci Kit byla detekovéna kolokalizace v oblasti 20 — 40
nm s NTAL (D), nikoliv viak s LAT (C).

Aby mohla byt studovana topografie receptoru po aktivaci vlastnim ligandem, byl
zvolen postup intracelularni detekce Kit protilitkou ab5506, kterd rozezniva epitop
odpovidajici 927 - 942 aminokyselindm v sekvenci intracelularni &asti. Nejprve byla
proSetfena topografie Kit receptoru po intracelularni detekci a pfedeviim postradana
topografie Kit po aktivaci SCF. Na obr. 5.8 (str. 70) jsou uvedeny reprezentativni vyfezy
z mikrofotografii plasmatickych membran izolovanych z nestimulovanych bun&€k (obr.
5.8A) a z bun&k stimulovanych SCF 100 ng/ml po dobu 2 min (obr.5.8B). Topografie
aktivovanych receptorii nevykazovala zmé&ny oproti topografii neaktivovanych.
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Obr. 5.8: Topografie Kit receptoru detekovand intracelulérnd, Receptory byly detekovény po izolaci
plasmatickych membrén protilitkou ab5506 a nésledné sekundérni protilitkou znatenou 6 nm zlatymi
tasticemi. Topografie neaktivovanych SCF receptord (A) nevykazovala zmény oproti topografii

aktivovanych receptori (B). 6 nm &stice byly potitatoveé zvyraznény.

Déle byly za podminek intraceluldrniho zna¢eni zopakovany experimenty proSetfujici
kolokalizaci s LAT nebo NTAL. Buiiky byly aktivovany SCF (100 ng/ml) po dobu 2 min.

Vysledky statistické analyzy jsou uvedeny v grafu 5.8.

Kit x LAT

TN ——

Kit x NTAL

Graf. 5.8: Kolokalizace Kit po aktivaci SCF s LAT nebo NTAL. Zvy3enf hodnot PCCF mimo intervaly
(pteruSované &éry) predstavuje statisticky vyznamnou kolokalizaci dvou typld &astic. Detekce Kit byla
provedena 12 nm &ésticemi a detekce LAT a NTAL 6 nm &asticemi. Pred aktivaci nedochédzelo ke
kolokalizaci Kit s LAT (A), ani NTAL (B). Po aktivaci SCF (2 min) rovnéZ nabyla detekovéna kolokalizace

s LAT (C) ani NTAL (D).
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Receptory detekované 12 nm &ésticemi se pfed aktivaci op&t nachézely v malych klastrech.
Topografie Kit se po 2 min aktivaci SCF néménila a nedochézelo k signifikantni
kolokalizaci ani s jednim z testovanych adaprorovych proteini. Kit po aktivaci SCF, tedy
nevytvéfel agregéity, ve kterych by byly stabilizovany signalizatni komplexy, jako je tomu
u FceRl. Tyto vysledky naznaduji, Ze aktivace SCF a nasledné dé&je vedouci k bun&&né
odpovédi se odehravaji v malych membranovych doménéch, ve kterych je zajisté€n plistup
viech efektorovych molekul.

Dal3i pozornost byla v&novéana topografickému vztahu Kit a FceRI. Je totiZ zndmo,
Ze SCF zvySuje sekretni odpov&d po aktivaci bun€k FceRI [101]; molekulamni
mechanismus tohoto zvySeni viak neni znam. V dalSich experimentech bylo zji$tovano
zda, po spole¢né aktivaci FceRI a Kit dochazi ke vzniku spolednych signdlnich domén,
které by bylo moZné detekovat jako jejich kolokalizaci. Buiiky byly stimuloviny
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Graf 5.9: Kolokalizace Kit a FceRI po aktivaci BMMC SCF a antigenem (DNP-BSA). ZvySeni hodnot
PCCF mimo intervaly (pferuSované &éry) pfedstavuje statisticky vyznamnou kolokalizaci dvou typi &éstic.
Detekce Kit byla provedena 12 nm &asticemi a detekce B-FceRI 5 nm &asticemi. U neaktivovanych bunék
(A), u aktivovanych 2 min SCF (B), ani u aktivovanych 2 min SCF + DNP (C) nedochézelo k signifikantni

kolokalizaci.

antigenem (DNP-BSA 1 pg/ml), SCF (100 ng/ml) nebo ob&ma ligandy zaroveii po dobu 2
min. Pro intraceluldri detekci Kit byla pouZita protilatka ab5506 a JKR protilatka, ktera je
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specifickd pro FceRI B-fetézec. Vysledky statistické nalyzy jsou uvedeny v grafu. 5.9 (str.
71). V 24dném ze zplisobl aktivace DNP-BSA i SCF nedochézelo k vyznamné
kolokalizaci detekujicich &4stic. Tyto vysledky tak naznatujf, Ze membrdnova signalizace
Kit i FceRI probihé v odli¥nych membrinovych mikrodoménach (lipidovych raftech).

5.6 TESTOVANI SYNTETIZOVANYCH KONJUGATU ZLATYCH
CASTIC SE STREPTAVIDINEM

Prvnim krokem v testovdni nov& syntetizovanych konjugatd 5 nm zlatych &astic se
streptavidinem (Str-Au) bylo provéfeni jejich schopnosti specificky vézat biotin. Str-Au
byly testovany pfi vazb& na biotinylovanou protildtku na nitrocelulosovych membranach.
Na NC-membrany byla nanesena protilidtka 2B8 (anti-Kit) v rizném mnoZstvi a nasledn&
volnd vazebnd mista na NC-membrané byla zablokoviana BSA. Na protilatku byl poté
nanesen roztok konjugati a po n€kolikanasobném proplachnuti byly navézané zlaté Eastice
vizualizovany pomoci srdZeni stfibra na jejich povrchu. Do kontrolnich bodl byl misto
protilitky nanesen roztok BSA nebo bylo vynechino naneseni roztoku Str-Au na
protilatku. Vysledky testu jsou zobrazeny na obr. 5.9. V mistech, kde doSlo k vazbé
zlatych &astic na protilatku, je patrné tmavé Sedé zabarveni odpovidajici vysraZeni stfibra.

0,28 0,5 1 1,5 0 - Str-Au

Obr. 5.9: Test specifické vazby konjugdtd 5 nm zlatych &istic se streptavidinem (Str-Au) na
biotinylovanou protilitku 2B8. 2B8 byla nanidiena v uvedeném mnostvi 0,25 — 1,5 pg. V kontrolnich
bodech 0 resp. — Str-Au nebyla nanéSena 2B8 resp. Str-Au. Byly provedeny duplikéty 1 a 2.

Oblast naneseni Str-Au je velmi slab& zabarvena a pfedstavuje charakteristické pozadi
zpusobené nespecifickou vazbou Str-Au na NC-membranu. V kontrolich bez 2B8 nebo
bez Str-Au vysraZeni stfibra neprobihalo. Detekce vykazovala i rozliSovaci schopnost
v zaznamenani rizného mnoZstvi biotinylované protilaitky. Kontrola s vynechanim
protilitky 2B8 ukézala, Ze vizualizace zlatych &astic neni nasledkem nespecifické vazby
¢astic na NC-membranu. Kontrola s vynechdnim nané3ky zlatych &astic pak ukézala, Ze
nedochézi k nespecifickému sraZeni stfibra na proteinovych nanaskéch.
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Diéle byly syntetizované Str-Au testovany pfi detekci Kit receptoru na izolovanych
plasmatickych membrianidch z BMMC, prefixovanych 2 % paraformaldehydem. Jako
primdrni protilitka byla pouZita biotinylovand 2B8. Reprezentativni vyfezy
z mikrofotografii jsou zobrazeny na obr. 5.10.

EAWART YOO o -5

Obr. 5.10: Detekce Kit pomoci syntetizovanych konjugétd 5 nm zlatych Edstic se streptavidinem (Str-
Au). Kdetekci byla pouZita biotinylovand primérni protilitka 2B8 (A). Kontrola byla pfipravena
8 vynechinim 2B8 (B).

Syntetizované konjugity se vézaly na izolované membriny a nevytvéfely pfitom Zadné
pozadi vazbou na povrch EM sit¢k mimo membrany. Zéroveti po vynechéni primérni
protilatky 2B8 v kontole nebyly &4stice na membrinich vilbec zaznamenény, coZ
znamen4, e nedochézelo k nespecifické vazb&. Cistice ale detekovaly antigen (Kit)
v klastrech, které obsahovaly vétsi poet &astic neZ pfi detekci Kit pomoci komerénich
protilatek. Z charakteru detekce Kit pomoci Str-Au bylo ve srovnani s pfedeslymi vysledky
detekce Kit patrné, Ze b&hem pfipravy Str-Au nejspiS nedo$lo k oddéleni agregatii zlatych
&astic z roztoku.

5.7 PRIPRAVA KONSTRUKTU PRO EXPRESI PROTEINU
S PRIPOJENYM c-Myc EPITOPEM

Pro udely ultrastrukturdlni analyzy byl pfipravovan konstrukt pro trvalou transfekci
Zimych bunék BMMC. Kontrukt mél byt pouZitelny pro expresi fiiznich proteini a mél byt
pfipraven tak, aby byl univerzdlné pouZitelny pro vkladani gend riznych proteind.
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Konstrukt mél pfipojit vysoce imunoreaktivni a dobfe charakterizovany c-Myc epitop na
konec vkladaného proteinu. Pro experiment byl zvolen adaptorovy protein Dok-3, protoZe
pro jeho detekci nejsou dostupné dostatedné kvalitni specifické protilatky.

PouzZity vektor pPCMV-Myc pfipojuje c-Myc epitop na N-konec proteinll. Vektor
byl Stépen enzymy EcoRI a Xhol. Vysledky $tépeni a porovnéni velikosti s neSté¢penym
vektorem na agarosové elektroforéze jsou uvedeny na obr. 5.11A. Linearizovany vektor
s vyStépenym fragmentem pfiblizn&€ odpovidal olekdvané velikosti 3,778 kb. Nestépeny
plasmid mél diky nad$roubovicovym strukturdm jinou elektroforetickou mobilitu a putoval
gelem rychleji.

A B
u m
Xl oot DNA

C  EeRLXMI Koatrela
—t— —t
1 31 3 4 1 2 35 4
5000
2003
14653

Obr. 5.11: Klonovinf cDNA pro Dok-3 do plasmidu pCMV-Mye. Stépeni plasmidu (A) restrikénimi
enzymy EcoRI a Xhol, jako kontrola byl pouZit nestépeny plasmid. Produkty PCR reakce cDNA DOK-3 (B).
Restrikéni analyza cDNA klonované do pCMV-Myc (C). Inzert Dok-3-Myc byl vyStépen EcoRI a Xhol.
Testovany byly transformované klony 1 — 4.

c¢DNA proteinu DOK-3 byla amplifikovana PCR reakci a produkt reakce je
znirornén na obr. 5.11B. PouZité primery byly navrZeny tak, aby do sekvence Dok-3 byla
zavedena restrikéni mista pro EcoRI a Xhol. Produkt PCR byl 3tépen enzymy EcoRI a
Xhol a izolovany fragment odpovidajicf velikosti 1350 kb byl ligovan do St&peného
vektoru pCMV-Myec. Liga¢ni smés byla transformovana do E. coli. Ligovany konstrukt
z vybranych narostlych kolonii byl ovéfen restrik&ni analyzou (viz obr. 5.11C), kde byla
prokazéna pfitomnost fragmentu odpovidajiciho pfibliZn¢ o&ekavanym 1350 bp v klonu 4.
Zaroveti velikosti nad§roubovicovych konformaci cirkulaniho nestépeného vektoru v klonu
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4 odpovidaly jinym velikostem neZli u ostatnich kloni. Timto zpisobem byl zaveden na N-
konec sekvence Dok-3 c-Myc epitop. Kazeta byla poté z vektoru vy$tépena enzymy Notl a
Xbal. Inzert o velikosti 1714 bp (obr. 5.12A) byl ligovén do lentivirdlniho vektoru pCDH-
VMV-MCS-EF1-Puro (pCDH, 7377 bp) s puromycinovou rezistenci, ktery byl $tépen
stejnymi enzymy. Ligovana smés byla transformovana do E. coli a izolovana plasmidova
DNA zvybranych klondi byla podrobena restrikéni analyze (obr. 5.12B). Restrik¢ni
analyza prokazala pfitomnost fragmentd pfiblizn& odpovidajicich velikosti ofekdvanych
produkti $t€peni v ptipadé klonu 5 (1350 po 3t&peni EcoRI/Xhol a 1714 po 3tEpeni
Xbal/NotI).

Obr. 5.12: Kilonovéni inzertu Dok-3-Myc do vektoru pCDH. Vyitépenim inzertu Dok-3-Myc z pCMV-
Myc (A) byl izolovan fragment o velikosti asi 1,7 kb. Inzert Dok-3-Myc byl ligovan do vektoru pCDH.
Liga¢ni smé&s byla trasformovéna do E. coli a plasmidovd DNA izolovan4 z testovanych kloni (1 — 5) byla
podrobena restrikéni analyze dvojicemi enzymidi EcoRI/Xhol a Xbal/Notl (B). Pouze klon S byl
transformovén sprivné ligovanym vektorem.

Pfipraveny konstrukt byl transfekovan do sav&ich bunék HEK293 pomoci PEI
Kontrolni buiiky byly transfekovany plasmidem pCDH bez vloZeného inzertu. Tteti den po
transfekci byly z buné&k pfipraveny lyzaty a pomoci analyzy western blotem byl detekovéan
jak c-Myc epitop anti-c-Myc protilitkou, tak vloZeny protein Dok-3 specifickou
protilitkou D-18. Vysledky analyzy exprese jsou uvedeny na obr. 5.13 (str. 76). Po
transfekci bun&k vektorem bez zaklonovaného inzertu ani jedna z pouZitych protilatek
nedetekovala Zadné proteiny (kromé& velice slabého prouZku v oblasti 85 kDa v pfipadé
protilatky anti-c-Myc). Po transfekci pfipravenym vektorem pCDH-Myc-N-Dok-3 bylo
ob&ma protildtkami (anti-Dok-3 i anti-c-Myc) detekovéno n€kolik prouzkt
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Obr. 5.13: Exprese faznfho proteinu Dok-3 s pFipojenym c-Myc epitopem na N-konci. Transfekce
pfipraveného kontruktu pCDH-Myc-N-Dok-3 byla provedena pomoci PEI do bunék HEK239 (+). Jako
kontrola byly pouZity buiiky transfekovény prézdnym vektorem bez inzertu (-). Na obr. vlevo byly lyzaty
nandleny na SDS-PAGE ve vzorkovém pufru bez 2-ME a byla provedena detekce anti-Dok-3 protilatkou a
vpravo anti-c-Myc protilétkou. Ve vzorku +2ME byla provedena detekce anti-c-Myc, kdy byl vzorek lyzatu
nanilen na SDS-ELFO ve vzorkovém pufru obsahujicim 2-ME.

odpovidajicich stejnym molekulovym hmotnostem. Protein Dok-3 je obvykle detekovan
pomoci western blotu jako trojity elektroforeticky prouZek v oblasti 50 kDa (pfedchozi
vysledky v laboratofi). V prostfedi vzorkového pufru obsahujiciho 2-ME byly detekovany
th elektroforetické prouzky pomoci anti-c-Myc ve dvou hmotnostnich variantich. Dvé
varianty mohly vzniknout diky riznym postransiaénim modifikacim. ProuZek v oblasti 85
kDa vzniké nejspiSe nespecifickou vazbou anti-c-Myc protilatky, jelikoZ je detekovan i u
bunék transfekovanych vektorem bez inzertu Dok-3-Myc.
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6 DISKUSE

6.1 METODICKE ASPEKTY APLIKACE TRANSMISNIi
ELEKTRONOVE MIKROSKOPIE PRI STUDIU TOPOGRAFIE
MOLEKUL PLASMATICKE MEMBRANY

Vhodné metoda pro studium membrinovych mikrodomén by méla poskytnout
informace o jejich velikosti, vyskytu a dynamice, v&etné mobility a ¢asovych parametrii
chovani studovanych proteinii. V sou¢asné dob& neexistuje technika, kterd by dovolovala
sledovat soucasné vSechny tyto parametry. Utrastrukturdlni analyza pomoci TEM
v kombinaci s moZnosti pracovat s izolovanymi platy plasmatické membrany a vhodnymi
dal§imi experimentdlnimi pfistupy poskytujé komplexné&j§i pohled na studovanou
problematiku. V této prici byla metoda aplikovdna k objasnéni detailni membrinové
topografie FceRI a Kit. Hned ivodem je vhodné fici, Ze tato metoda sebou nese i rizika
vznikii moZnych artefaktd a interpretadni problémy, ostatné jako v fadé dalSich
experimentalnich metod. V priib&hu pfipravy jsou vzorky ve dvou nebo tfech krocich
fixovany aldehydickymi slou€eninami. Chemicka fixace je obecn& v mikroskopii moZnym
zdrojem artefaktd. Této problematice byla vénovana zna¢nd pozomost a moZnost vzniku
arteficidlnich struktur je do znatné miry odstranéna [31]. Dal§im problémem miZe byt
slaba u&innost znateni membranovych struktur konjugity koloidniho zlata. Pro studium
metodiky analyzy topografie FceRI byly provedeny experimenty se znaenim B-FceRI
obéma bé&Zné¢ pouZivanymi- velikostmi zlatych ¢&astic (5 a 10 nm). Jiz dfive bylo
poukazovano na skutednost, Ze detekce antigenl &asticemi o velikostech >5 nm neni
pravdépotobné ze sterickych diivodi dostatedné citliva pro analyzu malych klastrii [55] .

Vysledky z laboratofe B. Wilsonové poukazuji na to, Ze vétSina proteind
asociovanych s plasmatickou membrinou je lokalizovdna do malych mikrodomén,
bohatych na cholesterol a spojenych s cytoskeletem. Tyto mikrodomény jsou pak dile
déleny na ty, které obsahuji raftové markery a ty které jsou osazeny neraftovymi
molekulami. Jiné price podpotfené vysledky FRET dokumentuji raftové molekuly, které
v membring existuji jako jednotlivé proteiny s lipidovym pla§t&ém a soutasné jako n&€kolik
nm velké klastry v zdvislosti na druhu studovanych proteinii [108]. Ani jeden z nami
studovanych transmembrinovych receptorii (FceRI a Kit) nepatii mezi raftové markery,
ale pro oba plati, Z2e po vazb& ligandu dochazi k jejich translokaci do DRM [36, 98].
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Pomoci 5 nm zlatych &astic byly oba nestimulované receptory vizualizoviny pfevaZné
v malych klastrech spolu s &4sti jednotlivych molekul.

Pfedchézejici prace ukazaly, Ze sit' F-aktinu participuje i na doménové organizaci
FceRI. Receptory pravdépodobné difunduji v membrinovych doménich s rozmérem
v faddu mikrond, ohrani¢enymi F-aktinovymi strukturami. Metodou SPT bylo ukézéno, Ze
klastry klidovych receptort FceRI jsou vysoce dynamickymi strukturami [109). Zji§t&na
membranové distribuce ndmi studovanych receptord je v souladu s modernim pojetim
membranové organizace, ve kterém proteiny plasmatické membrany vytvéfeji nasledkem
stabilizujicich a destabilizujicich vlivi vysoce dynamické doménové struktury, které
kontinudln& vznikaji a zdrovet se rozpadaji [16, 110].

Procedura izolace plasmatickych membran, nisledné imunochemické znaeni a
analyza v TEM je &asov€ néro&ny postup. Imunochemické znadeni si navic &asto vyZaduje
pro kaZdy studovany antigen optimalizaci vhodnych experimentdlnich podminek. PH
pouZivani novych protilatek je tedy vhodné protilitky nejdfive otestovat pomoci jinych,
méné narodnych experimentélnich pfistupd. Topografie Kit receptoru dosud nebyla
metodou ultrastrukturdlni analyzy zkouména. Specifita vazby tfi dostupnych protilatek
byla otestovina analyzou na western blotu. Pro testovéni specifity detekéniho systému
pfimo pouZivanych priméarnich a sekundédmich protilatek v TEM byla zavedena alternativa
detekce proteinovych antigenii na western blotu porﬁoci zlatem znalenych sekundarnich
protilatek. Pfi vyuZiti tohoto alternativniho zplisobu detekce bylo dosaZeno specifity
srovnatelné s chemiluminiscenéni detekci. Né&které dostupné protilatky nejsou schopny
reagovat s nativni strukturou proteinu, kterd je pfitomna na izolovanych plasmatickach
membréanédch. V takovém ptipad€ neni analyza na western blotu postaujicim zplisobem,
jak ovéfit funké&nost protilatky pfi detekci antigenil na izolovanych membranich. Vazbu na
nativni strukturu extracelularni domény receptoru bylo moZné ovéfit pomoci pritokové
cytometrie.

Optimalizace pfipravy vlastnich konjugéitl zlatych nanolastic a specifickych
protilatek nebo jinych sond by ulehdila pfipravu vzorkldl pro ultrastrukturdlni analyzu.
Eliminovaly by se tak obtiZe vznikajici pfi volbé& protilatek detekujicich antigeny napf. pfi
dvojitém znaleni, kdy protilatky nemohou pochazet ze stejného zdroje. RovnéZ by doslo
k urychleni procedury pfipravy vzorkdi. V prvnim kroku jsme se vénovali pfipravé
konjugatil se streptavidinem, které by mohly poslouZit jako univerzalni sondy pro detekci
biotinylovanich specifickych protilitek. Pokud by se podafilo postup pfipravy
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optimalizovat, ddle by bylo moZné provadét konjugaci pfimo ke specifickym protildtkdm a
tak by se pfedello jinak nezbytnému dvoukrokovému znaleni spojenému s nériistem
nezbytnych kontrol na nespecifické vazby. Konjugace streptavidinu k &asticim prob&hla
spravnym zpiisobem, jak bylo ukdzino pomoci testu na nitrocelulosové membrané. Céstice
vlastni vyroby vykazovaly specifitu pfi vazb& na izolované plasmatické membrany a
nevznikalo neZadouci pozadi. PouZitym postupem se v3ak nepodatilo oddélit agregované S
nm ¢astice, které mohou byt pfitomny jiz ve vychozim koloidnim roztoku nebo mohou
vznikat nésledkem zmény stability &astic v roztoku po pfidavku iontd soli. V dalsim
postupu bude nutno protokol pfipravy opatfit o daldi kroky, kdy budou tyto agregéty
zroztoku vydéleny napf. na zdkladé vySSi hmotnosti utracentrifugaci v hustotnim
gradientu.

Pro ptipravované experimenty zaméfené na analyzu topografie proteind, pro které
neexistuji vhodné protilatky, byl pfipraven transfekéni plasmidovy konstrukt umoZiiujici
expresi proteinll oznatenych c-Myc epitopen na N-konci. Konstrukt byl pfipraven
s vnesenou skvenci proteinu adaptorového proteinu Zirnych buné¢k Dok-3 do lentivirdlniho
vektoru. Lentivirdlni infekéni systém je G€innym nastrojem pfenosu genetické informace i
do velmi t&Zko transfekovatelnych bun&&nych linii, jako jsou BMMC. Vnasen4 sekvence je
integrovana do genomové DNA a jsou tak vytvofeny stabilni transfektanty. Charakterizace
a optimalizace univerzdlniho detekéniho systému pomoci c-Myc epitopu v TEM by
omezila zavislost metody na dostupnosti specifickych protilatek. V této praci byl konstrukt
ovéfen restrikéni analyzou a transfekovdn do snadno transfekovatelnych bun&nych linii
HEK293, kde byla potvrzena exprese vneseného fuzniho proteinu Dok-3 s pfipojenym c-
Myc epitopem. V dalSi praci bude tfeba otestovat detek&ni systém pro c-Myc v TEM.

6.2 TOPOGRAFIE RECEPTORU Kit

Pomoci extracelularni detekce Kit protilatkou ACK-2 se nedafilo Kit po aktivaci
SCF detekovat. Agregace receptoru pomoci protilatek odhalila receptorové struktury, které
kolokalizovaly s adaptorovym proteinem NTAL, ne viak s LAT. To znamena, Ze za
uritych podminek mohou molekuly Kit a NTAL lokalizovat do spole¢nych
membrinovych mikrodomén. To Ze ke vzniku podobnych struktur nedochézelo s LAT je
v souladu s vysledky, kdy aktivace Kit nema vliv na fosforylaci tyrosinovych motivii LAT.
Nicméné jednalo se o arteficidlni struktury, které nevznikaji v nativnich podminkach. Po
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aktivaci Kit vlastnim ligandem miZe dochdzet ke specifickym zmé&ném, které umozZiiuji
adekvatni membrénovou lokalizaci Kit po aktivaci. Dal$im krokem tedy bylo zavedeni
intraceluldrni detekce Kit pomoci kréli¢i polyklonédlni protilatky ab5506. Za pfekvapivé lze
povaZovat nélez, Ze intraceluldrni detekce neukazala zmény v topografii po aktivaci SCF
oproti neaktivovanym receptorim a nebyla pozorovana Zidna signifikantni kolokalizace
s NTAL ani s LAT. Po aktivaci receptoru tedy nejspiS nedochézi ke vzniku velkych
signalnich membranovych domén jak je tomu u FceRI. Interakce Kit s NTAL tak nebyla
pfimo dokazéna. Nebyla v3ak ani vyvricena, protoZze i u malych signalnich domén
aktivovanych Kit receptord musi byt pfitomny vSechny potfebné efektorové molekuly pro
pfenos signilu. Podobnym ptipadem byla i dimerizace receptoru FceRlI, kdy byly ptitomny
malé komplexy receptori srovnatelné se stavem u klidovych bun€k a pfitom dochazelo
k normélni bunéné odpovédi. Pomoci TEM viak pfesto nebyla zachycena signifikantni
kolokalizace s efektorovymi molekulami, které se v3ak jist®¢ na pfenosu signalu podilely.
Alternativng, interakce Kit s NTAL miZe mit vysoce dynamicky charakter, kdy nejsou
vytvéafeny stabilni signdlni komplexy. V dalsi studium topografie Kit bude zohlednéna
kinetika fosforylace NTAL po aktivaci Kit dokumentovana v prici [101] a bude studovén
vztah Kit a NTAL v riiznych aktiva¢nich ¢asech.

6.3 TOPOGRATFIE FceRI A NOVY MODEL BUNECNE AKTIVACE

Vazba polyvalentniho antigenu na komplex IgE-FceRI indukuje tyrosinovou
fosforylaci receptorovych podjednotek. Nicmén& mechanismus jakym dochazi po vazbé
ligandu k pfenosu signalu pfes plasmatickou membranu do vnitrobun&&ného prostfedi, neni
jasny. Dva modely signalizace uvededené v kap. 1.4.5 neposkytuji vysvétleni v3ech
poznatkl. Ani jeden z uvedenych modeld signalizace FceRI nebere v potaz moZnost, Ze pfi
iniciaci fosforylace FceRI mohou mit dileZitou alohu i PTP. Pomoci pervanaditu —
inhibitoru cysteinovych PTP, bylo v této praci zjiité€no, Ze k tyrosinové fosforylaci pti
iniciaci signalizace miiZze dochézet mechanismem, ktery nevyZaduje translokaci FceRI do
DRM. Nékolik dokladi svédei pro skute¢nost, Ze pervanadat iniciuje fosforylaci FceRI
mechanismem, ktery je odli$ny od dfive postulovanych modelti FceRI signalizace.

Zaprvé, expozice bun&k pervanaditem zplsobovala pfimo tyrosinovou fosforylaci B
ay podjednotek receptoru FceRl. Pomoci TEM na izolovanych plasmatickych
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membrandch bylo zji§téno, 2e k receptorové fosforylaci dochézi v absenci receptorové
agregace, ke které dochéazi po aktivaci polyvalentnim antigenem. Tim je vylou¢eno, Ze by
pervanaddt mohl né&jakym zplsobem indukovat agregaci receptorli a tak by mohlo
dochéazet k receptorové fosforylaci v lipidovych raftech ve kterych je podle raftového
modeklu separovana Lyn kin4dza. Analyza topografie receptoru poskytla vysledky, které
jsou vsouladu spfedchozimi studiemi, ve kterych byla pozorovana fosforylace
dimerizovanych receptori FceRI rovné&Z pfi absenci tvorby receptorovych agregatd [95].
Zda se tedy, Ze vznik velkych agregitu komplexil antigen-IgE-FceRI v membranovych
»osmiofilnich* oblastech, které sdruZuji ostatni signalizatni molekuly mé vyznam spise
regula¢ni, neZli pfimo pro samotnou iniciaci signalizace. Membrdnové mikrodomény se
podili hlavné na regulaci rychlého seskupeni signdlnich koplexidi a jejich potfebné
degradaci, napomahaji vzniku adekvatni bun&né odpovédi diky rychlé mobilizaci
signdlnich molekul a stabilizaci signalnich komplexi.

Zadruhé, vétSina nestimulovanych receptori FceRI je po detergentové solubilizaci
v Tritonu X-100 lokalizovyna do vysokohustotnich frakci sacharosového gradientu. Po
agregaci komplexti IgE-FceRI polyvalentnim antigenem dochazi k pfesunu receptorii
z vysohohustotnich do nizkohustotnich frakci (DRM). Ve stejnych frakcich se nachazi
kinasa Lyn a dal8i signalizatni molekuly jako LAT a NTAL [54, 83, 94]. Model
lipidovych rafth pfedpoklads, Ze pfesun receptorli do lipidovych raftl je kliCovym
mechanismem v iniciaci fosforylace. Po inkubaci bun&k s pervanaditem dochazi
k fosforylaci FceRI bez jeho translokace do DRM obsahujicich molekuly Lyn. ProtoZe
pervanadit je znamym inhibitorem PTP [78] tato data napovidaji, Ze v membranach
neaktivovanych bunék existuje regulovand rovnovaha mezi enzymatickou aktivitou PTK a
PTP a receptory FceRI jsou udrZovany v nefosforylovaném stavu. Po inhibici PTP napf.
pervanadidtem dochazi k naruSeni této rovnovéhy, kterd se pfesune na stranu receptorové
fosforylace. Za zminku stoji, Ze regula¢ni role PTP a ROS byla popsdna b&hem aktivace i
jinych MIRR receptorll [111]. Tato studie viak poprvé ukazauje, Ze po inkubaci bun&k
s pervanaditem nedochézi k agregaci FceRl, ani asociaci s DRM obsahujicimi Lyn.

Zatteti, transfosforylatni model pfedpoklddd preasociaci FceRI a Lyn u
nestimulovanych bun&€k. Po detergentové solubilizaci se viak témé&f veSkerd Lyn kinasa
nachézi ve frakcich DRM, zatimco molekuly FceRI lokalizuji do frakci, které neodpovidaji
DRM [94]. Tyto poznatky vylu¢uji moZnou asociaci Lyn s FceRI u klidovych buné&k. Jsou
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viak v kontrastu s utrastrukturdlni analyzou Lyn kinasy a FceRI, kdy byla nalezena frakce
Lyn preasociovand s FceRI [52]. Takové nesrovnalosti by mohly byt nasledkem
detergentového rozruSenim komplexd Lyn a FceRI pfi izolaci DRM. Ziskand data
naznaluji, Ze kaktivaci receptord zpisobené pervanaditem dochadzi odlisnym
mechanismem a model iniciace signalizace by mél zohlediiovat roli PTP.

Vysledky nasvédeuji tomu, Ze v plasmatické membrané se nachazi pfedpfipravené
komplexy FceRI, Lyn a PTP. Pfed aktivaci je udrZovéna jen minimalni fosforylace
receptoru v disledku rovnovdhy mezi Lyn a PTP. Pfi vystaveni bun&k pisobeni
pervanaditu je inhibovdna enzymova aktivita PTP a dochézi k poruSeni fosforyla¢ni
rovnovéhy. Receptory jsou pak fosforylovany Lyn kinasou asociovanou s FceRI.

Novy model FceRI signalizace (viz obr. 6.1C) zohlediiuje roli PTP. Prvnim
krokem v signalizace FceRI je podle tohoto modelu inaktivace PTP. K inaktivaci PTP v
blizkosti FceRI by mohlo dochazet piisobenim ROS, ale dileZitou roli miiZe mit i faktor
dostupnosti substratu pro PTP a PTK.

A) Transfosforylace B) Lipidové rafty C) PTK-PTP rovnoviha

......................

-------------------------

il

Obr. 6.1: Modely iniciace tyrosinové fosforylace receptord FceRI. Dva modely iniciace signalizace FceRI
(transfosforylaéni — A a model lipidovych raftd - B) byly popsény v kap. 1.4.5. Novy model iniciace
signalizace (C) popisuje mechanismus, kdy jsou receptory FceRlI v klidovém stavu asociovény jak s malou
frakci membranové PTK Lyn, kterd je odpové&dna za inicia¢ni fosforylaci podjednotek B a y receptoru FceRlI,
tak s PTP. Mezi enzymovou aktivitou PTK a PTP existuje rovnovéha a klidové receptory jsou udrZzovény
v nefosforylovaném stavu. Po aktivaci receptori dochézi k naruSeni rovnovédhy ve prospéch receptorové
fosforylace a tim je iniciovdna signaliza®ni drdha FceRI.
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V tuto chvili neni znamo, které konkrétni druhy PTP jsou v rovnovéze s Lyn kinasou
odpovédnou za iniciaéni fosforylaci FceRI.

Nedavno publikovand data indikuj, 2¢ ROS nemaji vliv na signalizaci Zirych
bun&k, protoZe genetickda nebo farmakologickd inhibice produkce ROS neinhibuje
signalizaci pfes FceRI [112). Tyto poznatky v3ak nevylu¢uji moZnou roli PTP jako
molekul nastavujicich drovefi inicicalni fosforylace podjednotek receptori FceRlI.
Regulacni role PTP pfi iniciaci fosforylace miiZze mit i takovy charakter, kdy po dimerizaci
nebo oligomerizaci receptori miZze dochazet ke zm&nam v orientaci receptorovych ITAM
a tyto zmény mohou umoZiiovat nebo znesnadiiovat pfistup PTK nebo PTP k ITAM
receptoru. Zbyvajici otdzkou je, jakym pfesnym mechanismem dochézi k inaktivaci PTP.
Tento model je pfistupny dal$imu ové&fovani v experimentech, které jsou pfipravovany v
laboratofi.
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7 ZAVERY

Pfi studiu metodickych aspektl aplikace transmisni elektronové mikroskopie
(TEM) pfi analyze topografie membranovych molekul byla vé&novana pozornost
pfipravé konjugéitd 5 nm koloidniho zlata se streptavidinem. Bylo zjiSténo, Ze tyto
konjugaty se specificky vazaly na biotinylovanou protilatku, ale tvofily agregaty.
Dalsi optimalizace postupu ptipravy bude zaméfena na odstranéni t&€chto agregati.
Pro u&ely studia topografie membrénovych molekul byl také pfipraven konstrukt
pro stabilni lentivirdlni expresi fiznich proteind s pfipojenym c-Myc epitopem na
N-konci. V dal§im postupu bude optimalizovén tento detekéni systém, ktery je
nezavisly na kvalitnich protilatkach proti studovanym proteinim.

Byla poprvé uréena topografie receptoru Kit, ktery je na membrané Zirnych bunék
distribuovan v malych klastrech. Po aktivaci ligandem pro Kit (SCF) nedochézi ke
vzniku vétSich signalizatnich domén a nebyla zjiiténa kolokalizace receptoru Kit
s adaptorovymi proteiny LAT nebo NTAL. RovnéZ kolokalizace Kit s receptory
FceRI nebyla zjiSténa. Vysledky naznaduji, Ze membranova signalizace receptoru
Kit probihd v malych membranovych mikrodoménach. Tyto vysledky nevyluduji
pfimou nebo nepfimou interakci s NTAL; je moZné, Ze se jednd o vysoce
dynamicky d&j, kdy interakce obou molekul nemusi byt zachytitelnd pomoci TEM.
Na zéklad€ dat ziskanych pfi studiu topografie receptori FceRI v rané fazi bun&&né
aktivace byl navrZzen novy model iniciace tyrosinové fosforylace receptorii. Tento
model zohlediuje vyznamnou roli protein-tyrosinfosfatas (PTP) pfi iniciaci
fosforylace, kterd je nasledkem zmén v rovnovadze enzymatickych aktivit PTP a
protein-tyrosinkinas (PTK) asociovanych s FceRI; rovnovdha mezi enzymovymi
aktivitami PTK a PTK odpovid4 za stupefi tyrosinové fosforylace receptoru. Uloha
lipidovych rafti v novém modelu je omezena na jejich potencidlni uplatnéni pti
rychlém seskupovani a stabilizaci signalizaénich komplexti a jejich nasledné
degradaci.
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