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Abstrakt

Transmembranové adaptorové proteiny (TRAP) fungid kotvici mista proizné
signaliz&ni molekuly a umoiuji tak vznik velkych signalizmich komplex v blizkosti
plasmatické membrany.aso a prostoro¥ reguluji signalizéni udéalosti, a tim napomahaji
rychlému a efektivnimuipnosu signélu z receptona povrchu butk do buréného nitra.

Dulezita role znamych TRAP v zavislosti na jejichatikaci v lipidovych raftech pro
spravny vyvoj a funkci butk imunitniho systému je stale diskutovanavbdem je absence
vyrazného fenotypu u knock-out mysi. Jedinymi viami jsou deficience ITAM-
obsahujicich adaptbrimunoreceptar a adaptoru Lat asociovaného s lipidovymi raftgrét
vedou k porucham ve vyvoji T-lymfoayta jejich snizené TCR signalizaci. Cilem meé
diplomové prace bylo bioinformaticky vyhledat, pést filtrovani kandidatnich génna
zéklad predikovanych a publikovanych dat a vybrané kadutid TRAP potécast&ne
funkéné charakterizovat. Zjifovala jsem jejich fitomnost na plasmatické membgéan zda-li
jejich ektopickd zvySena exprese uvnhburek bude mit roli na expresi povrchového
aktivatniho znaku T-lymfocyt CD69. Ze 14 kandidatnich TRAPude byt pouze jediny
protein Pdzklipl lokalizovan na plasmatické mem@ravsak jeho zvySend exprese neméa
vliv na expresi CD69 v hikach po TCR stimulaci. Tento aktird znak je naopak inhibovan
zvySenou expresi proteinu Crtap, ktery je lokaléaovv cytoplasa Na zaklad
experimentalnich dat jsme tedy identifikovali dvatgnciali zajimaveé geny, které dale
budou vice fun&né charakterizovany. Planujeme sledovat efekt zvy&spéese kandidatnich
geni a pedevSim jejich snizené exprese na vyvoj a aktibacek imunitniho systému v

mysSimin vivo modelu hematopoetického osidleni.

Kli¢cova slova: transmembranovy adaptorovy protein (TRA®RNdidatni TRAP, lipidové

rafty, membranova lokalizace, CD69



Abstract

Transmembrane adaptor proteins (TRAPSs) functionaascaffolding anchor for
numerous signaling molecules and facilitate fororawf large signaling complexes near the
plasma membrane. They regulate spatio-temporah@ag@on of signaling events in order to
transduce fast and effective signal from surfaceptors into the cell nucleus.

The importance of described TRAPs in the developgnagr proper functioning of
immune cells in relation to their localization witHipid rafts is still under debate. The simple
reason is the lack of a profound phenotype in krmakmice. The described phenotypes
observed in animals deficient in ITAM-containindagtors of immunoreceptors as well as
lipid raft adaptor Lat all lead to the block in tfecell development and impaired TCR
signaling. The subject of my diploma thesis is &f@rm bioinformatic search and filter
candidate TRAP genes according to predicted antighall data. Selected TRAP candidates
were subjected to functional characterization. éakted for their localization to the plasma
membrane and correlate their ectopic overexpressitinthe expression of CD69 surface T-
cell activation marker. From 14 candidate TRAP3dy @nsingle Pdzklipl protein is probably
localized to the plasma membrane but its expressa@ms not influence CD69 upregulation
before and after TCR stimulation. On the other hanerexpression of cytoplasmic Crtap
protein showed constitutive and TCR-induced upratipm comparable to the negative
control Shp-1. On the basis of our experimentah da identified two potentially interesting
candidate genes and we will proceed with the exderidnctional characterization. We plan
to look at the effects of overexpression/downrefyuta of candidate genes on the
development and activation of immune cells in mousevivo model of hematopoietic

engraftment.

Key words: lipid rafts, transmembrane adaptor pnstéTRAPS), candidate TRAPS,
membrane localization, CD69
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1. Uvod

Imunitni systém péi k zakladnim homeostatickym mechanism v organismu, jehoz
primérnimi funkcemi je udrZovat integritu organismwchranit organismusigd Skodlivymi
latkami a organismy z w¥Biho prostedi. Imunitni reakce jsou zajisty nejitiznejSimi
burgcnymi typy a solubilnimi molekulami, které spolu mayem interaguji a komunikuji.

Jejich efektivni komunikace, ktera vede ke spranterpretaci signalu, je nezbytna pro
bezchybné fungovani imunitniho systémieri®s signalu dovriido buiky je vzdy zavisly na
soulie rekolika typa molekul, které se nachézeji n&mé Grovni: receptory, adaptory a
efektorové molekuly signalizaich drah. V bitkdch imunitniho systému se upaji zejména
dva typy signalizace: signalizace pomoci proteimaki(receptory s vlastni nebo asociovanou
protein-kindzovou aktivitou) a G-protéimrasociovanych s receptory. Pro spravny, rychly a
efektivni enos signélu z recepforjsou dilezité tzv. adaptorové proteiny. Adaptorove
proteiny funguji jako jakési leSeni, které vzajémorganizuje signalizai molekuly do
konkrétnich mensSickii vétSich signalizenich celki a do spravné vzajemné pozice, a tak
zaji¥uje optimalni spushi signalizénich drah. Transmembranové adaptorové proteiny
(TRAP) tvai podskupinu adaptorovych protéin jejichz hlavni funkci je fivadt
cytoplasmatické efektorové proteiny pod membranuina organizovat spravny {doch
membrag-proximalni signalizace. TRAP je skupina membrarbvyproteir, jejiz clenove
maji podobnou nestrukturovanou proteinovou sekvekréitkou extracelularni N-koncovou
¢ast, a-helikalni transmembranovou oblast tenou 15-30 hydrofobnimi aminokyselinami a
dlouhou intracelularni C-koncovoudast obsahujici kratké vazebné motivy. TRAP maji
dulezitou roli v imunoreceptoroveé signalizaci. Vysteth této spravné signalizace je btma
odpowd vedouci k aktivaci daného leukocytu dle mnoha nmigicich transkripnich
progranti. Aktivace leukocyi spusti konkrétni&tve imunitniho systému, které finélredou
k likvidaci patogenu a uvedeni organismu dwqganiho stavu. TRAP je mozné ra@hitl na
dv¢ zakladni skupiny: signalizai podjednotky imunoreceptiorobsahujici tzv. ITAM
(Limmunoreceptor tyrosine-based activation motiffhotivy a TRAP tyto motivy
neobsahujici. Zatimco absence signéhiteh podjednotek vede k zavaznym porucham ve
vyvoji imunitnich burk, absence ostatnich TRAP, s vyjimkou LAT (,linkéor T-cell
activation“), vSak nevede k vyraznému vyvojoveriufunkénimu fenotypu v imunitnim
systému. Proto objev a charakterizace novych dahk vyznamnych TRAP by

umoznil vys¥étleni patologii imunitniho systému igobenych pravnefunkni ¢i nesprava
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fungujici interpretaci signalu u imunodeficieritinaopak nepimérens silnym signalem a
odpowdi u autoimunitnich onemoéni.

Cilem mé diplomové prace bylo bioinformaticky vydde vSechny potencialni TRAP
v genomech vice drih provést filtrovani kandidatnich giema zaklad publikovanych dat
(exprese a literatura) a predikovanych daast&né funkéné charakterizovat omezeny i
TRAP. Pod vedenim Dr. Janad@aa jsme spolupracovali na bioinformatickém vyhi&ada
s kolegou Pavlem Pitulem a jeho diplomova pracen{garativni genomicka ipdpowd’
novych transmembranovych adaptorovych prdiem jejich expresni analyza) obsahuje
detailni postup tétocasti. V meé diplomové praci pouze nastinim obecndategii
vyhledavéani. Ziskanym bioinformatickym vystupem dowytvoreni lidskych a mySich
findlnich tabulek obsahujici pouze proteinynsiici vSechna sele€ki kritéria vyplyvajici
z vlastnosti jiz znamych TRAP (vizige). Kandidatni geny byly vybrany na zakiadc¢niho
ticideéni gerii v tabulkach. Tyto geny byly naslefinyklonovany z mysi cDNA, vioZzeny do
retrovirového vektoru a jejich funkce analyzovanaowvislosti s jejich zvySenou expresi.
Bunééna lokalizace kandidatnich TRAP byla zkoumana pdrflaorescetni mikroskopie u
stabilre transdukovanych bwk. Dale pak pomoci fitokové cytometrie byla studovana
schopnost butk zvySovat expresi akti¢aiho markeru T-lymfocyt CD69. Vystaveni
molekuly CD69 na povrchu bek ze zasobnich vezikla poté i de novo exprese se zahajuje
po stimulaci antigennspecifického T-receptoru (TCR) na povrchu T-lynyfigc

NejvétSi vypovidaci hodnotu o funkci genu ma fank analyzain vivo. Analyza je
zaloZena na sledovani efektu nadné ¢i potlatené exprese genu (RNA interference) na
vyvoj a aktivaci busk imunitniho systému. V s@asné dob pracuji na tomtan vivo modelu,
ktery je zaloZeny na transdukci imortalizovanycimb&poetickych kmenovych béin(HSC)
kandidatnimi genyi vlasenkami psobicim proti&mto gerim a jejich genosu do subletain
oz&enych mysSi (Ruedl et al., 2008). HSC jsou imortalené vnesenim konstruktu NUP98-
HOXB4, ktery podporuje proliferaci HSC bez ztratgjigh pluripotentniho potencialu.
Existuji zejména dvvyhody tohoto systému. Prvni, mizi nutnost opakévezolacecerstve
kostni derg. Druh& s tim souvisejici, kultivované HSC jsou lbgenni populaci, tudiz je
predpoklad, Ze bude dochazet k menSim rdamdil rekonstituci imunitniho systému mezi

raznym recipienty.
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2. Prehled literatury
2.1 Imunitni systém a jeho bu#éné typy

Jak jiz bylo fe¢eno v avodu, imunitni systém piatk zakladnim homeostatickym
mechanismim v organismu. UdrZeni obranyschopnosti organismunitni dohled a udrzeni
autotolerance p#t mezi jeho hlavni funkce. Imunitni reakce jsouisény nejitiznéjSimi
burgcnymi typy a molekulami, které spolu navzajem ingeija Bilé krvinky (leukocyty) maji
v imunitnim systému hlavni bagnou efektorovou funkci. V8echny druhy leukacyiochazi
z jedinych pluripotentnich prekurZgrtzv. hematopoetickych kmenovych Bkr(HSC), které
se nachazi v kostniehi. HSC se pod vlivem faktddéli a diferencuji na nejzrejsi burécneé
typy (viz Obr.1). RozliSujeme vSak pouze¢dzakladni buicné linie: myeloidni a lymfoidni
(Laiosa et al., 2006).

@ —@ — B cell
=3 pro-B pre-B
= NK cell
ClPN >~ -
f \\‘\ =~ | _--‘.\'l = ( = A -
/ ~ & im— || —— ) Teell
/ _—_proT T~ pre-T
’f =l 1 ™~ e “--.-H' i
’ e SO dendritic cells
}."’ //f" _ AT ________---—"___ SR
—] - ETP e i N
(@ - e,
e P ¢ | macrophage
™ S o |
D GMP == Q granulocyte
CMP
R e megakaryocyte
MEP T erythrocyte

Obr.1 Akashi-Kondo-Weissman model hematopoézy v dp&lé mySi (pfevzato z (Laiosa et al., 2006)):
Leukocyty se roz&luji do dvou velkych podskupin na zékkaslvého vyvoje — lymfoidni (B-, T-lymfocyty, NK-
buiky) a myeloidni (dendritické kiky, makrofagy, granulocyty, megakaryocyty, erytriydy Obrazek
zachycuje vyvoj jednotlivych béinych typi. CLP, obecny lymfoidni progenitor; ETPasny T-lymfocytarni
progenitor; CMP, obecny myeloidni progenitor; GMHR@ranulocyt-makrofagovy progenitor; MEP,

megakaryocyt-erytrocytovy progenitor

Bunécné typy tvdici zaklad tzv. firozené imunity, ktera je prvni obranou organismu
proti vrejSim patogetim, vznikaji z myeloidnich prekurzor Tato evoldné konzervovana

¢ast imunitniho systému rozpoznava charakteriststkékturni a funkni rysy cizorodych
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patogefi. Hlavni funkci ¥tSiny burgk je schopnost fagocytézy, tj. schopnost pohlcovat
cizorodé ¢i vlastni Skodlivéci nepotebné struktury a tim je z organismu eliminovat.
Dendritické buiiky, monocyty a makrofagy jsou navic tzv. antigeezentujici biiky (APC),
které prezentuji Skodlivé latky ve foémantigenu biikach tzv. adaptivni imunity, a tim je
pomahaji aktivovat. JelikozZfipozena imunita ve &Sin¢ piipadi pouze omezi expanzi
patogenu v organismu, ale az adaptivni imunita \epdio kompletnimu zlikvidovani, APC
tak tvai dulezitou spojku mezi dimi ¢astmi imunitniho systému nezbytmutnymi pro
udrzeni obranyschopnosti organismu.

T- a B-lymfocyty vznikajici z lymfoidnich prekurabrnesou na svém povrchu
antigenrt specifické receptory velké rozmanitosti a jsowhleni efektory adaptivni imunity.
intracelularni parazity (tzv. cytotoxické T-lymfagy. B-lymfocyty se vyznéuji produkci
protilatek, které ozralji cizorodé pedméty v organismu k fagocytéze. Tento druh imunity je
evolwné mladSi a na rozdil odfipozené imunity se vyzraje tzv. imunologickou pa#ti, tj.
schopnosti uchovat si informace degeSlych infekcich a zrychlénreagovat fi jejich

opakovani.

2.2 Cytoplasmaticka membrana a lipidove rafty

2.2.1Role a sloZeni cytoplasmatické membrany

Bunky imunitniho systému jsou stéjnjako vSechny ostatni bky obklopeny
cytoplasmatickou membranou. Jedna se o polopropustinukturu tvéenou dvojitou vrstvou
lipida, ktera udrzuje integritu beh, chrani je ped vrgjSim prostedim a zprogedkovava
komunikaci a vyminu latek mezi bikami a okolim.

Lipidy jako zakladni slozky membran Ize rozliSiedkjich chemické struktury na:
glycerolipidy, sfingolipidy a steroly. VSechnyi tdruhy lipida, akoliv se liSi svym
zastoupenim a funkci v membeapsou amfipatické molekuly obsahujici polarni hofdni
hlavicku a nepolarni hydrofobni ocasek. Na zakldéto vlastnosti dochazi ve vodném
prostedi k jejich samovolnému usfgmlani do dvojvrstvy, ve které jsou higky orientované
do vodného progtdi, a jejiz stabilita je dana hydrofobnimi intexaki a van der
Waalsovymi silami mezi nepolarniéastmi.

NejpaietrejSi skupinu lipidi v plasmatické membréntvori glycerolipidy. Spolu se
sfingolipidy tvai z&klad lipidové dvojvrstvy. Steroly, jejichz zakinim stavebnim prvkem je
tetracyklicky uhlovodik, ktery vytwé rozsahlé hydrofobni struktury, se pouze zajiodo
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lipidové dvojvrstvy. Nejznag)Sim a nejzastoupésim clenem steral je cholesterol.
Vzhledem ke své strukite je még pohyblivy nez ostatni lipidy, tudiz se vyznamno&roo
podili na rigidi® membran, a tim #mi jejich fluidni vlastnosti.

Proteiny jsou dlezitou slozkou membran, jelikoz tkiojeji funkéni ¢ast - zajiguji
transport latek a fgnos signdl. Hmotnostni porér proteimi a lipida je v plasmatické
membrag do zn&né miry zavisly na jeji funkci a pohybuje se v rezinl:4 az 3:1. RozlisSuji
se dva typy membranovych prot&irperiferni proteiny asociované s membranou a ratag
proteiny.

Periferni proteiny nezasahuji do hydrofobni lipidogvojvrstvy. K membran jsou
piipojeny pomoci nekovalentnich slabych elektrickyetebo chemickych interakci
s fosfolipidy, glykolipidy¢i integralnimi proteiny. Druhou moZnosti je kovalgnptipojeni
k fosfolipidaim nebo glykolipidm. Do této skupiny pé&tukotveni do membrany pomoci tzv.
GPI (glykosylfosfatidylinositol) lipidické kotvy, tera je pipojena na C-konec proteinu.
Posledni moznosti ukotveni do membrany je pouiiidh lipidickych kotev. Tento Agob
ukotveni je vSak zaloZzen pouze na posttr&ngha pipojeni zbytki mastnych kyselin
(palmitylove, myristilovéXi prenylovych zbytk (farnesyl, geranyl-geranyl) na vazebna mista
perifernich proteid, kterym timto zpsobem profjcuji nutnou hydrofobicitu pro zameni do
plasmatické membrany. Tento procesZe byt reverzibilni a dynamicky regulovan jako
v pripact presunu i#iznych izoforem malého G-proteinu Ras mezi cytopkskou
membranou a membranou Golgiho aparatu (Rocks et2805). Modifikace pomoci
lipidickych kotev zarove urcuje asymetrii uloZeni perifernich protéinZatimco GPI
ukotvené proteiny se nachazeji wjig ve vrejSim listu plasmatické membrany, proteiny
modifikované zbylymi lipidickymi kotvami se zahgi do vnitniho listu membrany.

Integralni proteiny jsouifmo zandeny svou hydrofobniasti do lipidové dvojvrstvy.
Mohou prochéazet ies celou $i membrany jedenkrati vicekrat nebo mohou byt pouze
castén¢ zandeny do jedné z jejich lipidovych vrstev. JejichKae jsou rozkiné, slouzi jako
receptory, transportery, kotvici protei¢iyjako signalizani molekuly.

Souwasti plasmatické membrany jsou vedle samotnycldili@ proteit i jejich
derivaty modifikované cukernymi zbytky, tzv. glykaby a glykoproteiny. Tyto sloZzky jsou
v plasmatické membré&nuspgdadany asymetricky, tj. nachazeji se pouze vwgsviipidove

dvojvrst.
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2.2.2Model cytoplasmatické membrany — lipidové rafty

Singer a Nicolson #edstavili vroce 1972 prvni realisticky navrh stuuly
cytoplasmatické membrany a tento model je dnes zpad pojmem fluidni mozaikovy
model“. Tento prvotni model popisuje membranu jalkonogenni sis lipida, ve které se
integralni proteiny volé pohybuji a navzajem spotidst&né interaguji (Singer and Nicolson,
1972). Tento model je v dnedni dols pibyvajicimi experimentalnimi daty nahrazen
uspdédanosti jednotlivychtdsti se specifickym lipidovym a proteinovym sloZenitzv.
lipidovymi rafty, které se vramci membrany pohybujyto rafty vznikaji preferefmim
dynamickym shlukovanim jejich zakladnich slozeleriini jsou sfingolipidy, cholesterol a
proteiny (Simons and lkonen, 1997)¢kbliv tato hypotéza je dnegippmana jako spravna,
na z&atku se potykala $adou problém. Existence lipidovych rait byla zpochybovana
predevsim kuli pouze nepimym dikazim jejich existence. Tytotdkazy byly zaloZzeny na
metodach jejich detekce souvisejicich s jejich dbkymi vlastnostmi: na rezistenci
lipidovych rafti k solubilizaci neiontovymi slabymi detergenty (hapriton X-100¢i Brij-
98) ¢i citlivosti k cholesterolové depleci. Pratyto biochemické metody vyvolavaly spory,
co je biologicky relevantni a které vysledky expenti jsou jen detedni artefakty (Munro,
2003). Souasné mikroskopické metody jako ragfluorescence resonance energy transfer”
(FRET) (Goswami et al., 2008), ,fluorescence recgvafter photobleaching® (FRAP)
(Eisenberg et al., 2006), ,single particle trackingPT) (Pralle et al., 2000), ,single-
molecule near-field optical microscopy”“ (NSOM) (v&@anten et al., 2009) a elektoronova
mikroskopie (Hancock and Prior, 2005) uz dovolugualizovat nejen lipidové rafty, ale
detekovat i jejich jednotlivé sloZky na povrchu Bkinl zde je vSakitba dbat na moznost
vzniku artefaktu, proto je idedlni mit vysledky yraené tiznymi experimentalnimi
metodami. Fluorescéni préba 6-acyl-2-dimetylaminonaftalen (tzv. Laurfaktera se
integruje gimo do plasmatické membrany, r@énumozuje vizualizovat lipidové rafty.
Laurdan detekuje miru fluidity membrany diky svés+nm fluorescetnimu posunu i
pirechodu membrany z usf@galané do neuspidané faze. Takto ziskana data vSak zobrazuji
pouze celkovou membranovou strukturu, nikoliv katii lipidoveé ¢i proteinové slozeni
lipidovych rafti (Gaus et al., 2003). Mikroskopické experimentyytedstavaji primarnimi
zdroji dat. Pima i negima vizualizace rafit tudiz gispéla k potvrzeni existence lipidovych
raftd. Je teba mit vSak na pafti, Ze pouze funéni data, kdy fitomnost signalizénich

proteini v lipidovych raftech je nezby&nnutna pro jejich spravnou funkci, Ize povaZzovat za
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definitivni dikaz existence lipidovych rdift(Kabouridis et al., 1997; Kosugi et al., 2001;
Webb et al., 2000; Yasuda et al., 2000; Zhang.etL8B8b). Lipidové rafty nejsou v Zivych
buinkach rigidni, ale spiSe dynamické struktury s r@asse vymnujicimi lipidy, jejichz
mobilita je velmi vysok&a (Razzaq et al., 2004).0&ksasné dob se vedou debaty ojpnéru
lipidovych rafti, které mohou mit velikost pouze 25 — 40 nm (Pratlel., 2000¥i dosahovat
priméru nékolika stovek nm az gkolika um (Schutz et al., 2000). Lze shrnout, Ze zaleZi na
pouzité metod jejich detekce, na b@sném typu i molekule, kterd je detekovana. Jelikoz
nyni jednoznény nazor na velikost a heterogenitu lipidovych trafteexistuje, je stéle
otazkou, zdajovodni detergenty izolované rafty bytynebyly artefakty zfgsobené spojenim
vice lipidovych raftt (Munro, 2003; Razzaq et al., 2004).

Jednotn& terminologie pro lipidové rafty neexistujpublikované literatie. Dnes se
sice nejastji setkame s nazvem lipidoveé rafty, avSak stét&nky pouzivaji izné nazvy,
které odrazi sloZzenti pouzité dete&ni metody: ,GEMs (glykosphingolipid-enriched
microdomains®), ,,GPI-microdomains (glycosylphosptglinositol-microdomains®), ,DIGs
(detergent-insoluble glycosphingolipid-enriched @&ims“) a ,DRMs (detergent-resistant
membranes”) (Brown, 1998; Simons and Ikonen, 1994le v této praci budu pouzivat
termin lipidové rafty.

Lipidové rafty se Gastni fady biologickych aktivit: signalniho fpnosu, apoptozy,
burg¢né adheze, migrace, synaptickéltersu, reorganizace cytoskeléturidéni proteini
pii endocytoze a exocytdze (Munro, 2003). Proteomankalyzy zjistily vysokou koncentraci
signaliz&nich molekul, strukturnich a regudfdch proteiti v lipidovych raftech, coz vede
k jejich vzajemnému ovlitovani a poukazuje na moznou regulaci prvotnich faggcné
signalizace lipidovymi rafty (Foster et al., 200Bpster and Chan, 2007). Lokalizace
signaliz&nich molekul do lipidovych raitumoziuje buikdm odpovidat specificky, efektign
a rychle na signal z ¥sku. Zarové prostorove odgleni klicovych signalizaénich proteir
do riznych rafti ¢i mimo e nedovoluje spustit signalizaci bez vazby ligandupislusny
receptor. Tato vazba spustitephodnou fazi lipidovych raft ¢i prechodné vnieni
mimoraftovych proteifh do signalnich rafit (Munro, 2003). Lipidové rafty jsou zodp&iné
rovnéz za ukokieni signalizace, kdy endocytdza signalisgah molekul zamezuje jejich dalSi
Ucasti v ucité signalizéni draze (van Meer and Sprong, 2004). Konkrétrg figidovych

rafta v T-receptorové signalizaci je popsana v kap. 2.5.
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2.3 Imunitni receptory

Jednotlivé ¥tve imunitniho systému maji své specifické membvaneceptory. Tyto
receptory se zasadnisi ve své schopnosti rozpoznavat cizi antigeficoBena imunita
vyuziva antigen& nespecifické receptory (Toll-like receptory, Ctiekvé receptory, ...),
které rozpoznavaji cizi antigen pouze na zakjalo podobnosti s evalné konzervovanymi
chemickymic¢i strukturnimi prvky patogan Naproti tomu antigerinspecifické T-receptory
(TCR) a B-receptory (BCR) jsou zakladem adaptivminity. Tyto receptory jsou schopné od
sebe odliSit i velmi blizce podobné struktury aetig. Z tohoto @ivodu girozena imunita ve
veétSing pripadi pouze omezi expanzi patogenu v organismu, alelagti@ni imunita vede k
jeho kompletnimu zlikvidovani. Do skupiny imunorptmt pati i Fc-receptory, které vazou
konstantnic¢ast solubilniho BCR dle jehofigluSnosti k utitému isotypu, a kolagenovy
receptor glykoprotein VI (GPVI) na povrchu krevnidbstéek (viz Obr.2).

BCR, TCR, Fc-receptory a GPVI jsou midtEzové receptorové komplexy, které maji
podobnou strukturu. Jsou slozeny ze specifickéntgaazebné podjednotky, ktera je
v transmembranové oblasti nekovaléntmsociovana s transmembranovou adaptorovou
signaliz&ni podjednotkou (lga I u BCR, CD38, -y, -¢, -{ u TCR, FcR nebo FcR u Fc-
receptoét a FCR/u GPVI), kterd je nezbythnutna pro usggné zahdjeni signalni kaskady.

Vice informaci o signalizenich podjednotkach a signalizaci je uvedeno v Rap2.1 a 2.5.2.

Collagen
TCR-CD3-£-chain BCR FeyRlll FeeRl receptor
I ! I 1 I 1 I 1T I
CD16 L GPVI
N

(G Yy i
T cell B cell NK cell Mast cell Platelet

Obr. 2.: Slozeni imunoreceptoii (prevzato z (Horejsi et al.,, 2004))BCR, TCR, Fc-receptory a
GPVI jsou multtettzové komplexy skladajici se ze specifické ligandzebmé podjednotky, ktera je
v transmembranovéo- helikalni oblasti nekovalentn asociovana s ITAM-obsahujici transmembranovou
signaliz&ni adaptorovou podjednotkou @ I u BCR, CD3s, «, -, £ u TCR, FCR nebo FcR u Fc-
recepto a FCR/u GPVI).
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2.4 Adaptorové proteiny

Adaptorové proteiny jsou utkzitym prvkem ¥tSiny signalizanich kaskad, nejen
z imunoreceptdr. Ve &tSir¢ pripadi se jedna o proteiny bez vlastni enzymatické dtivi
obsahujici fadu vazebnych motiv a domén, které slouzi jako kotevni mista pro
cytoplasmatické proteiny. Vzéjemnéilpizeni a koncentrace enzyma jejich substrét
konkrétni signalizéeni drahy na povrchu adaptorovych proteivede k vytvéeni velkého
komplexu signalizénich molekul, tzv. signalosomu. Tento komplex usiogel a urychluje
signalizaci a zajifije spravnost interpretace &®iho signdlu na p#tnou burcnou
odpowd. Nekovalentni interakce signaltzdch molekul a adaptorovych protéinjsou
zprostedkovany kratkymi vazebnymi motivy a n& nasedajicimistrukturnimi vazebnymi
doménami.

Vazebné motivy jsou dlouhé 3 - 16 aminokyselinjehevazebny charakter a schopnost
posttransléni modifikace je velice rozdilny. V imunoreceptoéogignalizaci se né&stji
setkame s tyrosinovymi fosforygiaimi motivy.

Vazebné domény jsou dlouhé 40 — 150 aminokyselva& se dle své specifity na
nejriznéjSi vazebné motivy proteinéi fosfoinositidy. Nize uvadimifklady nejroz&ensjSich
vazebnych domén pouZivanych v imunoreceptorovébigre:

= SH2 (Src-homology 2 dlouha piblizné 100 aminokyselin rozpoznava pouze
fosforylovany tyrosin v motivu YxsL/I/V. Invariantni arginin ve vazebném mist
SH2 domény je nezbytny pro vysokou afinitu vazby.

= SH3 (Src-homology 3)dlouhda piblizné 60 aminokyselin vazeé&tSinou prolin-
bohaté sekvence, které tvdéevotativou Sroubovici typu Il. Ukazuje se, Ze i okoli
této sekvence je pro vazbu ligandtleZité. V menSi nie vaze SH3 doména
sekvence vytvgjici a-helix nebo obsahujici tandemovy tyrosinovy motwe
kterych prolin neni fitomen. Afinita &€chto interakci je vSak obvykle nizZsi.

= PTB (phosphotyrosine binding)dlouha 100 — 150 aminokyselin st&jako SH2
doména vaze fosforylovany tyrosin v motivu NPXxY.n&kterych gipadech
sekvence rozeznavané PTB doménou fosforylaci tywosievyZzaduji¢i vibec

neobsahuiji tyrosin.

® Seznam a anotace dosud identifikovanych signliddernych, extracelularnich a jinych doméistupny na
http://smart.embl-heidelberg.de/browse.shtml
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= PH (pleckstrin-homology) dlouh& giblizné 100 aminokyselin zprosdkovava
vazbu proteinu na specifické fosfoinositidy ve #min listu plasmatické
membrany, které jsou fosforylované riamych pozicich inositolového kruhu.

= WW domény dlouhé jen 40 aminokyselin maji nazev odvozen odudv
konzervovanych tryptofan (W) v jejich sekvenci. ¥Sinou rozeznavaji stejn
jako SH3 domény prolin-bohaté sekvence nebo vakvesee obsahujici
fosforylovany serin nebo threonin.

= Cl1 doména dlouhd piblizné 50 aminokyselin je bohata na cysteiny.
Prostednictvim vazby diacylglycerolu (DAG) zprostikovava interakci protein

s plasmatickou membranou.

Adaptorové proteiny lze roztit do dvou zakladnich skupin dle jejich kné lokalizace:
cytoplasmatické adaptorové proteiny (CAP) a tramsbr@anové adaptorové proteiny (TRAP)
(Horejsi et al., 2004).

2.4.1cytoplasmatické adaptorové proteiny (CAP)

CAP lze charakterizovat jako intracelularni solnbiproteiny, které ve své struléu
obsahuji strukturni vazebné domény m&H2, SH3, PTB nebo PH) i vazebné motivy. Mezi
protein-kindzami vazi SH2 a PTB domeény intérdkh partnei (viz Obr.3).

SLP76 (,SH2-domain-containing leukocyte protein @ kDa“) a SLP65 (,SH2-
domain-containing leukocyte protein of 65 kDa") fjpahezi nejznamgjSi a nejvyznamijsi
CAP, které organizuji signalizai drahy vedouci z imunorecepioZatimco SLP76 je nutny
pro spravnou signalizaci vedouci z TCR, Fc-recéptoGPVI, SLP65 je nezbytny pro BCR
signalizaci. SLP76 se navi¢astni i signalizace vedouci z integrin neutrofilech a krevnich
desttkach, avSak jeho role v této draze se liSi od imeceptorové signalizace. Absence
téchto proteiri vede k zavaznych porucham ve vyvoji T-lymfacgt B-lymfocyti a ve funkci
Zirnych burk, neutrofii a krevnich destek. Absence zaroviezpisobuje ¢ast&nou fuzi

cévniho a lymfatického @éhu kthem vyvoje(Koretzky et al., 2006).
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Obr. 3. Struktura SLP76 a SLP65 (ffevzato z (Koretzky et al., 2006))Na obrazku jsou zobrazeny jednotlivé

vazebné domény a motivy spolu s intérekni partnery.

2.4.2Transmembranové adaptorové proteiny (TRAP)

TRAP lze definovat jako integralni proteiny, alegBny doposud identifikované TRAP
na rozdil od CAP obsahuji pouze vazebné motivykalivi vazebné domény. @vod tohoto
omezeni neni iejmy, a proto jsme ho ip vyhledavani nebrali v Gvahu afimmnost
vazebnych domén jsme povolili v kandidatnich TRARvnéZ vSechny TRAP vykazuji
obdobné sekvemi rysy: kratkou extracelularni N-koncovoucast, a-helikalni
transmembranovou oblast temou 15-30 hydrofobnimi aminokyselinami a dlouhou
intracelularni C-koncovouwast obsahujici vazebné motivy, hapyrosinové fosforylani
motivy. Do TRAP skupiny péit signaliz&ni podjednotky imunoreceptiorkteré jsou s nimi
piimo asociované a obsahuji aktiméd ITAM (,immunoreceptor tyrosine-based activation
motif‘) motivy. Naproti tomu ostatni znamé TRAP Zvidale) tyto klasické ITAM motivy
neobsahuji a ani nejsou asociovaiiénp s imunoreceptory (vyjimku t¥DTRIM) (Horejsi et
al., 2004). TRAP jsou exprimovanygaevsim bilkami imunitniho systému. Vyjimku t¥b
protein PAG, ktery je exprimovany téive vSech buttnych typech. Hlavni funkci TRAP je
privadét cytoplasmatické efektorové proteiny pod membr&ia €sné blizkosti jinych
signaliz&nich proteir, sprave je vici sobé orientovat, a tim zaji®vat efektivni plib¢h

membrag-proximalni signalizace.
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Dle pfitomnosti ITAM motiva a jejich lokalizace v membrénze rozliSovat TRAP narit

zakladni skupiny:

2.4.2.1Signalizaéni podjednotky imunoreceptoni a dalSich gribuznych
receptori obsahujici ITAM
Tato skupina péat k nejlépe prostudovanym TRAP, zejména diky jejpostradatelné

roli pii signalizaci. Pat sem CD3s, -y, -¢, -( fettzce TCR, lg a I fetézce BCR, y fetézec
Fc-receptal, y fettzec GPVI (viz Obr. 2) a DAP10 a DAP12 asociovangé&kserymi
receptory myeloidnich a NK bgk Cytoplasmatick&ast TRAP obsahuje alesp@eden tzv.
ITAM motiv. Tato evoléné konzervovana ITAM sekvence (Yxx(L/I/V@xYxx(L/I/V), X je
libovolnd aminokyselina) obsahuje dva tandeth®pojené tyrosiny, jejichz fosforylace
protein-kindzami rodiny Src je nutna pro zahajégmalizacni kaskady.

Absence &chto signalizanich podjednotek u knock-out (KO) mysi, vede k Zawyan
porucham ve vyvoji a také funkci bglnimunitniho systému. CD3Y mysi maji snizené
mnoZzstvi povrchového TCR, coz vede &rk absenci zralych perifernich T-lymfoéytale
intraepitelialni T-lymfocyty jsou funini (Malissen et al., 1993). CD3Y mysi (Wang et al.,
1998) a CD3y " mysi (Haks et al., 1998)maji porusenou tselekci, i které se ovtuje
kvalita TCR3 fetzce, tudiz se u nich vyskytuje pouze malé mnoz&i4'CDS" T-
lymfocyti. Malé mnoZstvi zralych perifernich T-lymfoéyeSak bylo detekovano u CD3"
mysSi. Tyto mySi maji rowg casténé poruseny vyvojyé T-lymfocyta (Haks et al., 1998).
CD3-5 " mysi tén# nemaji zralé periferni T-lymfocyty (Dave et al99%). CD3ys -
vykazuji kompletni poruSemiyvoje off i y6 T-lymfocytd, tudiz u nich nenalezneme zadné

populace T-lymfocyt (Wang et al., 1998).

2.4.2.2TRAP lokalizovanékonstitutivn € do lipidovych raft i
Do této skupiny pat LAT (Weber et al., 1998; Zhang et al., 1998a) AUT(,non-T-

cell activation linker®) (Brdicka et al., 2002; J=sen et al., 2003), PAG (,protein associated
with GEMs") (Brdicka et al., 2000; Kawabuchi et,a000) a LIME (,Lck-interacting
membrane protein“) (Brdickova et al., 2003; Huakt 2003).

Tyto TRAP obsahuji ve své aminokyselinové sekvelukializované &sreé pod
membranou palmitytai motiv CxxC nebo CxC, ktery je zodpgminy za jejich lokalizaci do
lipidovych rafti. Stalym pedmétem diskusi je nezbytnost lokalizace TRAP do lipigth
rafti pro plnou funknost imunoreceptorové signalizace. Pre¢fének tykajici se daného
problému podpil tuto teorii. LAT s mutovanymi cysteiny nutnymirg palmitylaci byl

lokalizovan mimo rafty a signalizacéchto T-lymfocyti byla vyrazg zhorSena (Zhang et al.,
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1998a). Naproti tomu dalSilanek téze skupiny ji vyvratil. Chimérni protein XA AT
(extracelularni a transmembranovast spolu s malowésti pod membranou pochazejici
z LAX a cytosolickac¢ast pochazejici z LAT) lokalizovany mimo lipidovéafty byl pin
funkeni v TCR signalizaci i byl schopen obnovit vyvojyiafocytt v LAT™” mysich (Zhu et
al., 2005). DalSi nazor do této diskuzedpl ¢lanek o existenci nového typu lipidovych faft
tzv. €Zkych rafti, které jsou izolovatelné gelovou filtraci. Tyt&zké rafty jsou rozsahlejsi
nez klasické rafty a mnohem vice jsou zavislé raem-protein interakcich, jelikoZ jsou
citlivgjSi k pisobeni chaotropniatinidel (nag. KI) nez klasické lipidové rafty. &Zké rafty se
rovreéz lisi v obsahu signalizaich molekul oproti klasickym rafin. Z toho vyplyva, Zze
signalizace progednictvim LAT cileného dosthto membranovych struktur je néé&inna.
Jednd se vice o kvantitativni zavislost signalizaeelokalizaci v membrén LAX-LAT
konstrukt spolu s dalSimi proteiny byl detekovamwrv téchto tzkych raftech, nikoliv
v klasickych raftech. Proto oba vySe ze#riéc¢lanky jsou v souladu a je i potvrzena zakladni
role lipidovych rafti v signalizaci (Otahal et al.). V stasné dob naSe laboratopracuje na
dalSich palmitylovanych TRAP a jejich funkdi gignalizaci.

2.4.2.3TRAP lokalizované mimo lipidoveé rafty
Do posledni skupiny p&tTRIM (Bruyns et al., 1998), SIT (,SH2-domain-caiming

protein SHP2-interacting TRAP*) (Marie-Cardine &t #999), LAX (,linker for activation of
X-cells®, X znamenalo fvodré neidentifikované biiky, ale dnes je znamo, Ze se LAX
Ucastni TCR a BCR signalizace) (Zhu et al., 2002) APG (Liu and Zhang, 2008). Tyto
TRAP jsou lokalizované mimo lipidové rafty, jelikgbstradaji palmitykeni modifikace. SIT
a TRIM jako jediné TRAP tvido homodimery spojené disulfidickymrstkem. SIT je navic

v extracelularnéasti N-glykosylovan.
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Obr. 4. Pfehled dosud identifikovanych TRAP lokalizovanych waftech a mimo né (pfevzato z (Horejsi et
al., 2004)):Na obrazku je uvedena velikost TRAP, u jednotliv§gtosinovych vazebnych moftivinteragujici
proteiny a exprese v lkach imunitniho systému. VSechny TRAP maji podobeekvenci (viz kap. 2.4.2).
LAT, PAG, NTAL a LIME obsahuji ve své sekvenci pdlytacni motiv, ktery je zodpasdny za jejich
lokalizaci do lipidovych raft. SIT, TRIM a LAX jsou lokalizovany mimo lipidoveéafty.

V dnesni dob byly pripraveny KO mysi pro vSechny vysSe zr#ie TRAP bez ITAM-
vazebnych motir. Pri analyze &chto mySi se vSak ukazalo, Ze pouze absence pudiéim
vede k vyraznému vyvojovému fenotypu v imunitninstéynu. Tyto mySi zcela postradaji T-
lymfocyty z divodu nefungujici pre-TCR a TCR signalizace u thyyhincProtein LAT je
tedy naprosto nepostradatelnff PCR signalizaci (Zhang et al., 1999). Ostatni THR/Sou
ziejme pro spravné fungovani imunitniho systému néalezité a vzajem zastupitelné,
jelikoz KO mysi maji pouze marginalni fenotypy. &ibse &chto TRAP nevede k poruseni
vyvoje a funkce leukocyt ale pouze k jejich modulaci. NTALmysi maji hyperreaktivni
Zirné buiky (Zhu et al., 2004), NK hiky (Whittaker et al., 2008) i T-lymfocyty, coz vede
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k vyvoji autoimunity (Zhu et al., 2006). LIME mysi vykazuji 1,8 krat zvySenou pozitivni
selekci T-lymfocy (Gregoire et al., 2007). PAGmysi maji zvySeny pe@t thymocyd

v brzliku (Xu et al., 2005). TRIM mysi jsou zcela normalni (Kolsch et al., 2006) "Sinysi
vykazuji zvySenou pozitivni selekci T-lymfodyv brzliku a hyperreaktivni zralé periferni T-
lymfocyty vedouci ke vzniku autoimunity (Posevitzag, 2008; Simeoni et al., 2005). TRIM
a SIT jsou si struktughpodobné, a tudiz potencidlnzajemr zastupitelné proteiny. Mysi
s dvojitym KO vsak vykazuji pouze zvySenou pozitisalekci (Koelsch et al., 2008). LAX
mySi maji roviez hyperreaktivni T-lymfocyty, coz u nich vede k wjivautoimunity (Shapiro
et al., 2008). Z uvedenych dat vyplyva, Ze vySerngmé TRAP maji inhikini (¢inky na TCR
signalizaci, ¥etné LAT, jehoZ knock-in (LAT Y136F) ruSici PLy&-vazebné misto vede
k vyvoji autoimunity (Simeoni et al., 2008). Jelikanhibi¢ni funkce gef jsou v buikach

zalohovany, mze to byt dvod vzajemné zatupitelnosti TRAP.

2.5 Imunoreceptorova signalizace

V bunkach imunitniho systému se upati zejména dva typy signalizace: signalizace
pomoci protein-kinaz a trimernich G-protiinasociovanych s receptory (fappro
chemokiny, C3a, C5a). Existuji receptory s vlagnzymovou protein-kinazovou aktivitou
(nap. receptory pro M-CSF, PDGF, TGH-nebo asociovanou protein-kinazovou aktivitou
(imunoreceptory adtSina cytokinovych receptd). Vytvoreni signalizani kaskady, ktera je
zaloZzena na sekvemi fosforylaci a aktivaci jednotlivych protein-kindna vzniku druhych
poski ¢i nejcastji na jejich kombinaci, je spotaym rysem vSech signalizaci. Cela draha vede
k aktivaci transkripnich faktofi, které dle povahy vstupniho signélu reguluji egpre
prislusnych gein.

JelikoZz adaptory jsou nezbytnutné pro spravnou funkci zejména signalizaceptece
s asociovanou protein-kindzovou aktivitoutada signalizénich kaskad nezbytnych pro
vyvoj, aktivaci a diferenciaci hematopoetickych Bkije spou&ina es imunoreceptory
(TCR, BCR, Fc receptory a GPVI), budu se dalaovat pouze jejimu popisu naikladu

TCR signalizace.

2.5.1Modely spusg&ni TCR signalizace

Hlavni funkciaBTCR je rozpoznavat peptidy pochazejici z patogekaniextu MHC
(,major histocompatibility complex“) na povrchu &en prezentujicich bék (APC). TCR
musi rozliSit mezi vlastnim a cizim peptidem, cezzfkladni pedpoklad pro jeho spravny
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vyvoj v brzliku. Rizna mira TCR signalizace v zavislosti na waztizkoafinnich ¢i
vysokoafinnich pMHC vede Kiznych bugénym odpoedim. Zpisob, jakym TCR rozliSi
jednotlivé ligandy a jak je tato vazb&epesena dovrtibuiky pres plasmatickou membranu a
je zahajena TCR signalizace, popistgda model. Mezi nejvyznam&si pati:

» Model agregace TCR (Germain, 1997)

= Model konformani zmény TCR (Garcia et al., 1999)

= Model sériového spuii TCR (Valitutti et al., 1995)

= Model silové deformace TCR (Ma et al., 2008)

*= Model lipidovych rafti (Kabouridis, 2006)

» Kineticky-segragéni model (Davis and van der Merwe, 2006)

2.5.1.1Model agregace TCR
Tento webnicovy model je zaloZzen na spust TCR signalizace v zavislosti na

agregaci vice TCR/CD3 stasré. Tento model date funguje pi ziettzeni TCR¢i CD3
komplexu pomoci protilateé multivalentnich pMHC (Cochran et al., 2000). Uskatohoto
modelu je fakt, Ze agonistické pMHC (jsou schoppustit signalizaci) se nevyskytuji za
fyziologickych podminek na povrchu APC jako multipePravépodobnostdsné blizkosti
dvou MHC molekul, které nesou stejny agonistickptjak je velice nizka, proto se pMHC na
povrchu APC vyskytuji jako monomery. Jak v§diw podle tohoto modelu skuteost, Ze
Irvine a kol. byly schopni zachytit spasf signalizace i po vazbmonomerniho pMHC
(Irvine et al., 2002)? Vysdleni miZze spd@ivat v nutnosti fitomnosti koreceptoru pro toto
pozorovani a moznosti vzniku pseudoditngako upraveného modelu agregace. Jelikoz
koreceptory CD4 a CD8 zaujimaji 90° Uhel vzhledenaséciovanému TCR, je
pravdpodobné, Ze koreceptor se nevaze na agonisticky @Made na vedlejSi pMHC
obsahujici endogenni peptid. Tato koncepce nazvaodel pseudodimér byla rovréz
podpdena experimentem, kdy solubilni kovalehtspojené pseudodimery (agonisticky
pMHC a endogenni pMHC) byly schopné sp8u$CR signalizaci (Krogsgaard et al., 2005).

2.5.1.2Model konformaéni zmény TCR
Tento model definuje, Ze vazba solubilniho monavalidho pMHC na TCR vede ke

konformanim znénam uvnit TCR/CD3 komplexu, coz vede ke spimtsignalizace. Tento
model je vSak podgen malym mnozstvim experimentalnich dat. Pro tembalel potvrdily
NMR studie, které ukazaly, Ze pozit&vymabity N-konec ITAM motivu v CD3 (Xu et al.,
2008) a CD3 (Aivazian and Stern, 2000) asociuji v klidovémvata negativi nabitymi

fosfolipidy vnitiniho listu cytoplasmatické membrany. Reé¥nvazba cytoplasmatického
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adaptorového proteinu Nck na prolin bohaté sekv@RBS) uvnit CD3 je indukovana az po
vazk¥ pMHC na TCR (Gil et al., 2002; Takeuchi et al.08p Ritomnost PRS jetdezita pro
amplifikaci nizkoafinnich signalz TCR kthem vyvoje T-lymfocyi, nikoliv vSak pro funkci
zralych T-lymfocy pii vysokoafinnich signalech (Mingueneau et al., 2008ilor et al.,
2008). Tudiz lze imdpokladat, Zze tyto dva TRAP jsou v klidovém stavbuikach
nepistupné fosforylaci Src kindzami. AZ po vézbgandu dochazi k jejich radikalnim
konformanim zmeénam a jejich disociaci od plasmatické membrany exeni struktury
k fosforylaci, ktera je nezbytnym krokem pro sgustsignalizace. Proti jsou studie, které
ukazuji, Ze solubilni monovalentni pMHC se vazeT@R, ale tato vazba nepo&tige ke
spuskni signalizace (Cochran et al., 2000). Zatovestrukturni studie pMHC-TCR/CD3
komplexu vedly k objeveni pouze minimalni konfotmiazmeny béhem vazby (Rudolph et
al., 2006).

2.5.1.3Model sériového spudtni TCR
Model je zaloZzeny na faktu, Ze kontakt mezi APC -fyriifocytem neni rigidni a

dochéazi k postupnémugsunu jednoho agonistického pMHC mezi vice TCRitd enodel
udava, Ze jediny pMHC e aktivovat az 200 TCR (Valitutti et al., 1995)zafemnou
integraci signdl z jednotlivych TCR pak dochazi kgkroieni prahu, ktery je nutny pro piné
spustni signalizace. Proti tomuto modeltgobi fakt, Ze pokas rozpadu vazby pMHC-TCR
je 10-50 sekund (Krogsgaard et al., 2003), v ramaiut nez dojde k plnému spust

signalizace tak patémentize byt aktivovano iilis TCR.

2.5.1.4Model silové deformace TCR
Tento nejno¥jSi model navazuje na model konforna zmeny TCR. Je rovée

zaloZzen na konforntai zmén¢ TCR po vazb na pMHC, avSak v zavislosti na mechanické
sile, ktera fi interakci APC-T-lymfocytu vznika &dhem pohybu T-lymfocytu. Pohyb nejen
zpasobi mechanické n&p a konformé&ni zménu TCR, ale rové¢ presun agonistického
pMHC na vedlejSi TCR a jeho aktivaci. Integrace pakice signal vede k vysoké citlivosti
TCR i pouze v fitomnosti malého mnoZzstvi agonistickych peftich povrchu APC. Svym
zpusobem tento model do svého konceptu integruje kypmpredesSlého modelu sériového
spuséni TCR. Je otdzkou, zda mechanické stiapede ke konformai zmené v konstantni
casti TCR nebo i rigidit¢ TCR molekuly néni jeji pozici vici CD3 komplexuci méni
rozprosteni okolnich lipidi a uvohuje e- a-signaliz&ni podjednotky z asociace s lipidovou

dvojvrstvou.
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2.5.1.5Model lipidovych raft @
Model je zaloZen na existenci lipidovych tath hypotéze, Ze vazba pMHC na TCR

vede k vzajemnémuiiblizeni (agregaci) receptgr k fuzi rafii obsahujicich zvySenou
koncentraci signalizaich molekul (kindz Lck a Fyn, korecepio€D4 a CD8, TRAP a
dalSich) a vzniku i@chodnych signalizaich raftovych shluk, tzv. ,microclusters®. Ty se
nasledd dale organizuji a vyt¥a tzv. imunologickou synapsi (IS). Cely tento prege
spojen s festavbou aktinového cytosketetu pod plasmatickomion&nou. (Dustin, 2008;
Harwood and Batista, 2009). Tuto strukturu lz&grgynat k velkému struktugn presré
organizovanému raftu, ktery obsahuje centraldést s imunoreceptory (,central
supramolecular activation cluster; cSMAC) a peaniekruh s adhesivnimi molekulami
(PSMAC). Funkci IS je zajt®vat spravné vzajemné postaveni molekul a propagigoalu
dovnitt buiky (Monks et al., 1998).

Lokalizace witych signaliz&nich proteii konstitutivié do lipidovych raft (Lck
asociovana s koreceptory CD4 a CD8, Fyn a TRAPa amihou stranu Wereni jinych
signaliz&nich molekul z nich (komplexu TCR/CD3) uniege rychlou a specifickou
odpowd imunitnich bugk pouze na signal a@dchazi masivnimu spgsf drahy samovokh
bez stimulace (Razzaq et al., 2004). Vyjimkuitvav. ,tonic signaling®, pi kterém se rafty
samovolr shlukuji pouze v malé i@ a ktery slouzi jako udrZzovaci signal pie#ti burgk.

Pro tuto teorii s¥dci fakt, Ze inhibice acylace kindz Lck, Fyn a traesmbranového
adaptorového proteinu LAT, ktera vede k jejich lataci mimo lipidové rafty, inhibuje TCR
signalizaci casté&né v piipact LAT(Webb et al., 2000; zZhang et al., 1998b) nelming&
v pripact kindz (Kabouridis et al., 1997; Kosugi et al., 20§asuda et al., 2000). Oviem o
nutné lokalizaci LAT do lipidovych raitpro spravnou TCR signalizaci se stale vedou debaty
(Otahal et al., ; Zhang et al., 1998b; Zhu et28(Q5)(viz kap. 2.4.2.2)

2.5.1.6Kineticky-segregani model
Tento model je zaloZzen na pozorovani, &dm kontaktu APC s T-lymfocytem

dochézi k pblizeni plasmatickych membran na velmi kratkouatedost nutnou pro kontakt

pMHC-TCR. Molekuly obsahujici rozsahlé extracelnladomény uZz do tohoto prostoru

nevejdou a jsou z&h vyélereny. Jedna seipdevSim o fosfatdzy CD45 a CD148, které
inhibuji signalizaci. Z tohoto tdvodu dochazi kKaso¥ omezené zvySené koncentraci kinaz
v mis€ kontaktu pMHC-TCR, coZ vede ke spirstsignalizace. Ikdyz je tento model odliSny
od tvorby IS, pro jejiz vytvieni je nutna festavba aktinového cytoskeletu, experimenty,
které se zabyvaji IS ho viagtpodporuiji, jelikoZ v obouffjpadech je TCR signalizace zavisla
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na blizkém kontaktu APC a T-lymfocytu. Zaprvé, &iaky v mistech IS nebyly detekovany
(Lin and Weiss, 2003) a delece jejich extraceliirndomén vede Kk jejich &mvné
lokalizaci do IS a inhibici TCR signalizace (Irlesal., 2003; Lin and Weiss, 2003). Zartve
PMHC s prodlouzenymi extracelularnimi doménami¢lyn snizenou TCR aktivaci

pravdépodobré zpisobenou nedostaigym viyclenénim fosfataz z IS (Choudhuri et al., 2005).

Samozejme se vedou debaty, ktery model nejvice vystihujénaéasituaciin vivo. Dle mého
nazoru je spushi TCR signalizace Zsobeno kombinacié&hkolika model. Dle kineticky-
segreganiho modelu dojde k odstrémi fosfataz z mista kontaktu APC-T-lymfocytu, fazi
pPMHC-TCR/CD3 s lipidovymi rafty dojde kK$né blizkosti vSech p@bnych signalizénich
molekul (zejména Src, Syk kindz a TRAP). Tyto dvadely se zdaji byt pro TCR signalizaci
nezbytné, zvlast pritomnost lipidovych raft. Je dokumentovanoékolik signaliz&nich
molekul, které se po ¥ereni z lipidovych rafi ne&astni TCR signalizace, resp. jen
casténe (kindzy Lck, Fyn, resp. adaptor LAT). Model lipidah rafti rovnéz zahrnuje roli i
ostatnich TRAP v TCR signalizaci. Tyto modely v3avys¥tluji samotny penos signalu
pies plasmatickou membranu downituiky. Naproti tomu silovd deformace TCR vlivem
vazby pMHC I|épe vysitluje tento penos a zahajeni signalt&zdch drah. Tento model
spol&né s konform&nim modelem do svého koncepttinpo zahrnuje aktivni konforndai
zmeénu signalizénich podjednotek imunoreceptojako nedilnou satast TCR signalizace,
zatimco ostatni modely popisuji pouze jejich pasiali. Model deformace TCR zéarowe
nevyluje predeslé modely a moznost sériového smistice TCR jedinym agonistickym
pMHC a integraci signél Evidence, Ze TCR po vazbMHC vytvai shluky TCR, umoituje
z&lereni i modelu agregace TCR. Konfortimh zména, ktera se projevi wkolika TCR po
vazl® jediného pMHC, se fize pravdpodobré presunout i na okolni nestimulované TCR, a

timto zpisobem se posili TCR signalizace (Minguet et abD,720

2.5.2Pribéh membrané-proximalni TCR signalizace a

signalizatnich drah
V piedesSlé kapitole jsem se zabyvalanymi modely spughi TCR signalizace. Nyni
bych se rdda dnovala samotné TCR signalizaci a ve zkratce jedtryotl signaliz&nim

draham.
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2.5.2.1Membrané-proximalni TCR signalizace
Spravny piibéh membrag-proximalni signalizace a sestaveni sign&lideh komplex,

ze kterych dale vedou jednotlivé drahy, je prvnimklem pro Usgsné zahajeni signalizaich
kaskadd. Po vazbpMHC na TCR/CD3 dochazi ke kontaktu celého komplexrafto¥
lokalizovanymi resp. s koreceptory CD4, CD8 asoaigimi, cytoplasmatickymi protein-
kindzami rodiny Src (Fyn, resp. Lck), které se ema aktivuji a fosforyluji kritické tyrosiny
ITAM motivi v sekvenci signalizai podjednotky CD3Rada cytoplasmatickych protéirse
svymi SH2-vazebnymi doménami vaze na fosforylovigmésiny. Protein-kinazy rodiny Syk
(ZAP-70 a Syk), které jsou fosforylované Src kimazatim aktivovany a fipraveny
Protein-kindza ZAP-70 dale fosforyluje transmembrdnadaptorovy protein LAT, jehoZz
fosforylované tyrosiny umaitiji vazbu, a tim i translokaci cytoplasmatickyataptorovych
proteimi Grb2 a Gads a enzynfosfolipazy G1 (PLCyl) a p85 podjednotky PI3-kinazy
k plasmatické membrén(Zhang et al., 1998a). LAT interaguje ptesinictvim Gads i s
SLP76, ktery rové&Z vaze a organizuje celdadu dalSich protein(viz Obr.5) (Koretzky et
al., 2006). Vznik signalizamich komplex kolem proteii LAT a SLP76 tedy umaiuje
spravnou orientaci a blizkost proteifednotlivych signalizénich kaskad, které se timto
zpisobem zahajuiji.

Role ostatnich TRAP neobsahujicich ITAM motivy vmiearé-proximalni signalizaci
je diskutovana. Bvodem €chto diskuzi je fakt, Ze absencelito geri nevede k vyraznému
fenotypu u KO mysi, krotLAT KO mysSi. Lze pepokladat, Ze tyto TRAP jsou navzajem
zastupitelné a pouze moduluji TCR signalizaci, aduitivré (LIME) (Park and Yun, 2009)
¢i negativie (PAG, SIT, TRIM, LAX, NTAL) (Simeoni et al., 2008)
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Obr. 5: Sowasny model imunoreceptorové signalizacé&la obrazku vlevo (fevzato ZHorejsi et al., 2004)) je
vyznaena péateni faze TCR signalizace, ale stejny mechanismugujentaké pro BCR, Fc receptory a
kolagenovy receptor GPVI. Po vazlpMHC na TCR/CD3 dochazi ke kontaktu komplexu onaf
lokalizovanymi cytoplasmatickymi protein-kinazanodiny Src (Fyn a Lck), které se vzajeinaktivuji a
fosforyluji kritické tyrosiny ITAM motivi v sekvenci signalizami podjednotky CD3. Na fosforylované tyrosiny
se svymi SH2 doménami vazou protein-kinazy rodigk $&ZAP-70 a Syk), které jsou fosforylované Src
kinazami, tim aktivovany atjpraveny fosforylovat svoje substraty. Na obrazgwavo (fevzato z (Koretzky et
al., 2006)) je zobrazena ulohghto dvou proximélnich substfidgt adaptorovych proteinLAT a SLP76, které
funguji jako kotevni mista pro vznik velkych sigmatnich komplex, a tim umo#uji spustni fady

signaliz&nich kaskad.

2.5.2.2Signalizaéni drahy TCR signalizace
Béhem aktivace T-lymfocyit dochazi ke spudti nékolika signalizénich drah (viz

Obr.5). Prvni drdha vedegs adaptorovy protein Grb2 a vinmy faktor Sos (tzv. ,guanine
nucleotide exchange factor”, ktery vyiuje GDP za GTP), ktery timto @pobem aktivuje
maly G-protein Ras, ktery spousti tzv. MAPK kindaovsignalizani kaskadu. Tato drdha
zalozend na sekvemi fosforylaci a aktivaci kinaz vede az kfosfogilaa aktivaci
transkrigniho faktoru AP-1 (heterodimer c-Fos a c-Jun).

Druhd drédha je zahajena aktivaci RIC kterd katalyzuje hydrolyzu fosfolipidu
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu (PI(4,5)P na druhé posly diacylglycerol (DAG), ktery
zastava zanteny do plasmatické membrany a inositol-1,4,5-te&io (IR), ktery se uvaluje
do cytoplasmy. DAG slouzi jako vazebné misto proCPKjejiz aktivace vede az

k fosforylaci, a tim ubiquitinylaci inhibitoru nazdnému a blokujici funkci transkéipiho
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faktoru NF«xB (,nuclear factor of kappa light polypeptide geeahancer in B-cells®).
Aktivace PK® vede rovez k fosforylaci a aktivaci transkiégpiho faktoru AP-1. Vyrénny
faktor RasGRP se vaze na DAG, tudiZz Ras jeikéch aktivovdn pomoci dvouiznych
zpasohi (Sos,RasGRP). SolubilnidBe vaze na receptory v membf&R, coz vede k jejich
oteweni a vypudini C&" jonti z ER. ZvySeni cytoplasmatické koncentrace’*Ganti
vyvolava dalsi oteieni C&* kanati CRAC (,calcium-release activated calcium chanrefst
plasmatické membré&n Vysledkem je vyrazné zvySeni cytoplasmatické kommce CH
iontd, které slouzi jako druhy posel uvnibursk. Vazba C& na calmodulin vede k jeho
konformani zmene, ktera je spojena s jeho aktivaci. Calmodulin ed®l aktivuje znéné
mnozstvi proteifi. Hlavnim je fosfataza kalcineurin, ktera defosfojg, a tim aktivuje dalSi
transkrigni faktor NFAT (,nuclear factor of activated T c&l.

Treti signalizéni kaskada je zahajena na SLP76, ktery po své rigato Zap-70
kindzou vaze SH2 domény protéilav, Nck, Itk, Adap, p38, Lck a Py@ (Koretzky et al.,
2006). Ritomnost Itk na povrchu SLP76 je nezhytnutnd pro plnou aktivaci PlLQ.
Signaliz&ni komplexy Vav, Nck a Adap slouZi k reorganizddirsového cytoskeletu.

Posledni draha je zahajovana PI3-kindzou. Tentoynenkatalyzuje fosforylaci
hydroxylové skupiny v pozici 3 inositolového kruFasfatidylinositolfosfal, které nasledn
slouzi jako kotvici mista. Hlavnim substratem jet Ainaza. Tato drdha vede zejména
k preziti burgk, k jejich aktivaci a proliferaci. Draha je ratihzahajena nejen vazbou pMHC
na TCR, ale také od kostimdtach molekul CD28 navazanych na CD8@D86.

Vysledkem vSech signalizaich kaskad je aktivace transkimich faktot AP-1, NF-
kB a NFAT, ktera vede ke zmené expresi gehjako nap. IL-2, CD25 a CD69, které
umoziuji zvySenou proliferaci bk, jejich aktivacici diferenciaci (Razzaq et al., 2004).

3. Materialy a Metody
3.1 Materialy

3.1.1Primarni buiky, bunééné linie a bakterialni kmeny
* Primarni buky
o0 pro izolaci RNA byl pouzit mySi kmen C57Bl/6Jackson Laboratory, Bar
Harbor, Maine, USA

* Bun&né linie (v zavorce je uvederiyod jednotlivych buscnych linii)
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o Phoenix-E (HEK 293T) - Phoenix linie stakilexprimujici ekotropni obalovy
protein env a gag-pol konstruky. Gary Nolan, Stanford University School of
Medicine, Stanford, USA

0 Wehi 231 (mySi B lymfocyty)Dr. Arthur Weiss, University of California, San
Francisco, USA

o Jurkat-EcoR (lidské T lymfocyty) — Jurkat liniebktiné exprimujici ekotropni
receptor Dr.Arthur Weiss, University of California, San Fiasco, USA

o BW5147 (mysi T lymfocyty)Dr. Hannes Stockinger, Medical University of
Vienna, Vidg, Rakousko

o EL-4 (mysi T lymfocyty) American Type Culture Collection, Manassas, VA,
USA

* Linie Wehi 231 a Jurkat-EcoR, které byly stabiltransdukované retrovirovym
vektorem pMSCV-Myc-TagRFP-T-IRES-Thyl.1 obsahugeklonované kandidatni

geny

» Bakterialni kmenyescherichia coli—- TOP 10Jnvitrogen, Carlsbad, CA, USA

3.1.2Kultiva ¢ni média
e Meédia pro bunc¢né linie
= IMDM médium:
= doplrtno 10 % FCS, bez antibiotik (kultivace Phoenix-Eedo
transfekci)
=  kompletni, tj. dopltno 10 % FCS a antibiotiky (kultivace ostatnich
bungénych linii)
= RPMI 1640 kompletni médium (kultivace lidskych JatdEcoR)
- Biochrom AG, Berlin, Bmecko

+ Bakterialni média

= LB médium,Amresco, Solon, Ohio, USA
= LB médium doplgné ampicilinem (koncentrace 100 pg/l)
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3.1.3Primery
Primery byly objednany od spg@leosti Sigma, St. Louis, MO, USA

* Fwd primer je ozn&n zkratkou F

* Rev primer je ozngen zkratkou R

Nazev primeru

Sekvence

AAAACTCGAGACGCGTGCGGCCGCAGTCGACGTTAACTTAATTAAAGA

Fmes1 GCAGAAACTCATCTCTG

s GAGCAGAAACTCATCTCTGAAGAGGATCTGGGATCCGTGTCTAAGGGC
GAAGAGCTG

s éAAAGAATTCCTATTTAATTAAGGATCCTTACTTGTACAGCTCGTCCAT

FmCrtap AGCACGCGTCTCTGGTTCGTGGGCCACGCG

RmCrtap CCCCGTCGACCTTGGCAGACTCTTCCGTCTCCAAC

FmTorla GGTACGCGTGTCCGGTTATGAAGCTTGGCCGG

RmTorla GGCAGGTCGACTGAGTCATCCAGGTAGTAGTCCAG

FmETrlin2 GGATACGCGTTCACTGATGGCTCAGTTGGGAGCTG

RmMErlin2 ACAGTGTCGACTGAGTTCTCCTTTGTGGGTGCCTC

FmSkip CCAACGCGTGCTCCGGCTCGCACTAGATGCAGC

RmSkip CCATGTCGACTGAGATCTGTGGCTCAGGCTCATAC

FmNipsnap3b AAAAACGCGTCGCACCATGCTCGCGCTCCGAAG

RmNipsnap3b GGTGTCGACCGACTTCAGTGGTGAAAATGATGTTG

FmKdelc2 GGCACGCGTAGCTGAGAGCCGGCGACCATG

RmKdelc2 CTGGGTCGACTGAAAGCTCTTCCCTCTCAGGCCTC

FmPdzklipl AAACACGCGTAGTGGACCGAGGTCCTACAGCTGCC

RmPdzk1ipl GAGAGTCGACACACATGGGTGTGCTGCGGACCCTGCC

FmStykl CTGTACGCGTAACAGAGGAGGTTGGCCCTGTG

RmMStykl AGGAGTCGACACAAAGGACACTGAAGCTATAGGAAATGCTTTAGCCC

FmKiaa0317 GCTGACGCGTGGCGTTGAAGAGACCTGATGTTTTACG

RmKiaa0317 AGAGGTCGACACAGAGCATGCCAAAGCCCTCGCAAC

Fwd2_seq_Kiaa AACCAACAATTCCATGTCCC

Fwd3_seq_Kiaa GTGGATGACGGCATTCAG

FmAcpl2 AAGAACGCGTAGGCCACACAACAATGCTTCACCG

RmAcpl2-004 TGAAGTCGACGTAGGCCCCTTCCCCATGACAGGC

RmAcpl2-007 TTTTGTCGACCAGCAGCTGGCCATTCAGCAGATGC

Fmitm2b CCTAACGCGTCCCAGGCCGCACCATGGTGAAG

Rmitm2b TCTTGTCGACGCAAGAACAAATTAAAGTCTCCACAGCAAATTIGTTC
FmCregl AGGGACGCGTCAGTCAGCGTCATGGCTGCCCGTG

RmCregl TTATGTCGACACACTGCAGCGTGACGTTAAAATATTCTTCAGTG

FmAdap1-001

GACGACGCGTTGGCCGCGCAGCCATGGCCGG

FmAdap1-202

TTCAACGCGTTATCTTGCAGTTCATGGCATCTCATGGREGAGGCTG

RmAdap1 GCTTGTCGACGTAGGGTTTATGCTTGAAGTGGGCTTCCACTGTACTC
FmLmtk2 GACCGCGGCCGCGACGAGATGLCCGGGGLCeG e
RmLmtk2 CTACGTTAACGTAGTCCTTGTCTCCGTCTTCACTGCTGCCTCC

FmShpl_phospho_domain

AAAAACGCGTGCCATGGCTACTCGGGTARBGCAGCTG
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RmShpl_phospho_domain TTTTGTCGACCTTCCTCTTGAGAGAAQUIGTTCTTCTCC
FmLat GCAGACGCGTCTGTGGCAGGTGCTCTGCAG
RmLat TAGGGTCGACGTTAAGCTCCTGCAGATTCTCATAGTC
Fwd_MSCV_seq CCCCTTGAACCTCCTCG
pBABE 5' seq CTTTATCCAGCCCTCAC
Fwd2_TagRFP-T_seq CAGAACCTTCATCAACCACAC
R_TagRFP-T_seq TCTCCTTAATCAGCTCTTCG
3.1.4Plasmidy

* TagRFP-T/pcDNAS3.1Dr. Roger Tsien, University of California, San Francast/SA

* pPMSCV-IRES-GFPClontech laboratories, Mountain view, CA, USA

e pPMSCV-IRES-Thyl.1, fipraven z pMSCV-IRES-GFP resttikim vyStpenim GFP
(enzymy EcoR | a Cla 1) a vlozenim Thyl.1 na jelozipi, Dr.P.Otahal, Oddleni
molekularni imunologie, UMG A¥R, Praha,CR

* pPMSCV-Myc-TagRFP-T-IRES-Thyl.1 f{jprava tohoto konstruktu je detailn
popsana v kap 4.2.2)

* jednotlivé kandidatni geny a kontroly/pMSCV-Myc-RigP-T-IRES-Thyl.1

e pCL-Eco,Addgene Inc, Cambridge, MA, US#&vodni zdroj(Naviaux et al., 1996)

3.1.5Komeréni soupravy pro molekularni biologii

« Mini RNA Isolation™ I kit, Zymo Research, Orange, USA

» Gel DNA recovery kitZymo Research, Orange, USA

* DNA clean and concentrator kiymo Research, Orange, USA

« Plasmid Purification Midi kitJet-sta® GENOMED GmbH, thne, Nmecko

« ABI PRISM® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Kifpplied Biosystems,
Foster City, CA, USA

3.1.6Enzymy
« SuperScript" Ill Reverzni transkriptaz&Néaza H nvitrogen, Carlsbad, CA, USA
* Phusion® High-Fidelity DNA Polymerazg&jnnzyme, Espoo, Finsko
* Restrikni enzymy (Xho I, EcoR I, Mlu I, Sal I), T4 DNA l&a, Fermentas

International, Burlington, Ontario, Kanada
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3.1.7Protilatky

Nazev Specifita (klon) fl Specifita Dodavatel
uorochromu
anti-Thyl.1-FITC Thyl.1 (HIS51)| FITC eBioscience, San Diego,
CA, USA
H57 mySi TCR | === Laborato* molekularni
(H57), imunologie, UMG AV
klonotypicka CR, Praha,CR
2C11 mySi TCR | === Laborato* molekularni
(2C11) imunologie, UMG AV
CR, Praha,CR
C305 lidskA TCR | ---—--m-mmmmme- Laborato molekularni
(C305), imunologie, UMG AV
klonotypicka CR, Praha,CR
Anti-CD69-PE-Cy7 | mySi CD69 PE-Cy7 eBioscience, San Diego,
(H1.2F3) CA, USA
Anti-CD69-Alexa647| lidska CD69 Alexa 647 Exbio, Vestea;R
(FN 50)
anti-TCR-PE- lidska TCR PE-Alexa750 Exbio, Vestea[R
Alexa750 (C305)
anti-mTCR-FITC mySi TCR (H57) FITC Laborato molekularni
imunologie, UMG AV
CR, Praha,CR

3.1.8Chemikalie
fetalni teleci sérum (FCSgibco BRI®, Paisley, UK

agarose '™, Amresco, Solon, Ohio, USA

standarty pro DNA elektroforézu, dNTH;ermentas International, Burlington,
Ontario, Kanada

lipofectaminé™ 2000, LysoTracké® Green DND-26|nvitrogen, Carlsbad, CA, USA
ampicilin, Polybren®, EDTA, Tris, trypsin, Orange G, glycerol, TAE, DI@S azid,
D-glukoza, ethidiumbromid (EtBr), PMA, lonomycinpkchst 33258, Hoechst 54580,
1,4-dithio-D,L-treitol (DTT), HEPESSigma, St. Louis, MO, USA

chlorid sodny (NacCl), hydroxid sodny (NaOH), kysali chlorovodikova (HCI),
isopropanol ((CH),CHOH), dihydrogenfosfokman sodny  (NabkPQy),
hydrogenfosforénan sodny (NaHPQy), octan draselny (C#£OOK), kyselina octova
(CH3COOH), Zelatina,chlorid amonny (NAI), hydrogenuhliitan draselny (KHCE@),
Lachema, PrahaCR

ethanol (GHsOH), chlorid vapenaty (Cagl n-dodecylsiran sodny (SDS), chlorid
haorecnaty (MgCL), Merck, Darmstadt, Bmecko
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RNase free voda Bioline, Londyn, Velk& Britanie

3.1.9SloZeni pouzitych roztoka

PBS (,Phosphate Buffered Saline*)
= 1,9 mM NaHPQ, 8,1 mM NaHPQ,, 154 mM NaCl, pH=7,2
LB médium
= 10 g, Trypton-B“, 5 g kvasinkovy autolyzét (,YeaBktract-B*), 10 g NaCl
v 1 litru; pH=7,0
LB-Amp agar
= LB médium obsahujici 100 pg/ml ampicilinu + 1,5 gaa
LB-Amp médium
= LB médium obsahujici 100 pg/l ampicilinu
Trypsin-EDTA (T/E)
= 0,025 % Trypsin, 0,01 % EDTA, pH=8
vzorkovy pufr pro DNA elektroforézu
= 30 % glycerol a 0,25 % Orange G ve ¥od
TAE
= 40 mM Tris, 20 mM kyselina octova, 1 mM EDTA, pH=
HBSS (,Hank’s Balanced Salt Solution®)
= 54 mM KCI, 0,4 mM KHPQ, 0,5 mM MgC}, 0,4 mM MgSQ, 137 mM
NacCl, 0,3 mM NaHPQy,, 1,3 mM CaC}, 5,5 mM D-glukdza, pH = 6,5
HBSS roztok pro mikroskopii
= 1x HBSS, 2 % FCS, 2 mM Mg&l2 mM CaCl, pH=7,4
PBS + GA
= 1x PBS + 0,2 % Zelatina + 0,1 % azid
PMS pufr
= 1,5 mM CaC}, 1,5 mM MgC}, 5 mM HEPES, 1 mg/ml glukoézy v 1x PBS,
pH=7,4
roztok | miniprepu
= 50mM glukdza, 25mM Tris (pH = 8), 10mM EDTA (pH ¥ &naza
roztok Il miniprepu
* 0,2 M NaOH, 1% SDS
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roztok Il miniprepu

= 60 ml 3M octanu draselného, 11,5 ml ledové kysedicpve, 28,5 ml bD
zamrazovaci roztok pro béné linie

= 10 % DMSO, 45 % FCS w{slusném kultivanim médiu

3.1.10 Ostatni material
misky pro tk&ove kultury o @ 10cm; desiy pro tk&ové kultury (96, 24, 12 a 6

jamek), TPP, Trasadingen, Svycarsko

96-jamkoveé polypropylenové desty s U-dnem ,Corning® CellBIND® " na FACS,
Corning Costar, Acton, MA, USA

bakterialni misky BD Falcon™ o @ 10cm, bakteriadigisttky (24 a 6 jamek) BD
Falcon™ BD Biosciences, San Jose, California, USA

lahve pro tk&ové kultury (povrch 25, 75, 150 émTPP, Trasadingen, Svycarsko
Lab-Tek® komarky, Nunc, Roskilde, Dansko

plastové zkumavky 0,5 a 1,5 ml, PCR stripy 8x0,2Epbendorf, Hamburg, #&necko
centrifug@&ni zkumavky: 15 ml, 50 miT PP, Trasadingen, Svycarsko

ampulky na zamraZzovani bdn NUNC CRYOTUBEM VIALS, Nunc, Roskilde,
Dansko

homogenizatorP-Lab, PrahaCR

3.1.11 Laboratorni pristroje a zafizeni

XP Cycler, BioerHangzhou(ina

Spektrofotometer Eppendorf Biophotometer, centyifgppendorf 5810 R, 5415 D,
5417 R ,Eppendorf, Hamburg, &necko

centrifuga Hettich Universal 30 RRgttich, Tuttlingen, Bmecko

NanoDrop ND1000Thermo Scientific, DE, USA

fluorescerni mikroskop Leica DMI 6000, konfokalni mikroskopeica TCS SP5,
Leica Microsystems Heidelberg GmbH, Mannhei@mbicko

horizontalni elektroforeticka jednotka HE 33 Minut8narine Electrophoresis Unit -
Hoefer, MA, USA

elektroforeticky zdroj PS500XT Hoefer, MA, USA

transluminatorUltraLum, CA, USA
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» pratokovy cytometer BD™ LSR IBD Biosciences, San Jose, CA, USA

o zamrazovaci krabka NALGENE™ Cryo 1°C Freezing containemalgene,
Rochester, NY, USA

» vortex Genie 2Scientific Industries, New York, USA

* termobl@dek Thermomixer 5436, Thermomixer comforEppendorf, Hamburg,
Nemecko

» tiepaka na bakteridlni kulturnsHEL-LAB, Cornelius, OR, USA

* sada pipetGilson, WI, USA

3.2 Metody

3.2.11zolace burgk z mySich tkani

Tkans byly izolovany z C57Bl/6J mySiho kmene. MySi bylgmrceny zlomenim
vazu a naslednz nich byly odebranyifslusné tka# které byly ihned oplachnuty v ledbv

vychlazeném sterilnim 1x PBS.

3.2.2RNA izolace

RNA byla izolovana pomoci komeri soupravy Mini RNA Izolation M (Zymo
Research Pracovni postup byl dodrzovan dle navodu vyrobBgla pouzita tkA o
maximalni hmotnosti 20 ng (na@mé mnozZstvi vstupni tkdrmiZe kolonku ucpat a izolace
RNA neprokhne optimalg). Vyizolovana tké& byla ihned po oplachnuti vledovém PBS
pirenesena do 600l lyzacniho pufru (sodiasti soupravy), aby se snizila moznost rozpadu
RNA. Tk& v ném byla za pomoci homogenizatoru zhomogenizovangdaotlivé buiky,
které jiz podléhaly &inkam lyzatniho pufru. Pokud se zbytky tk&nve zkumavce
vyskytovaly i po homogenizaci, byly seny (1", 500 g, RT) a pouze supernatant byl
odebran, aby kousky tkdmeucpaly kolonku.

3.2.3Reverzni transkripce

SuperScript” 11l reverzni transkriptazalrfvitroger) byla pouZita k fipraws prvniho
vlakna cDNA z izolované tkd@n Na pepis bylo vzato 400 ng celkové RNA (kvalita a
koncentrace RNA z jednotlivych tkani byla &®na na fistroji NanoDrop). Pro reakci byla
pouzita kombinace ukotvenych oligo(ddprimeri a nahodnych pentadekamer prifhedtera
umoziuje grepis dlouhych mRNA. Ukotvené oligo(dp)primery obsahuji na svém 3” konci
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pied oligo(dT) sekvenci kombinaci vSe&tyi nukleotidi, a proto na rozdil od neukotvenych
oligo(dT)o primeri nasedaji ihned na patek polyA konce a snizuje se tak riziko
nedosyntetizovani cDNA az k5 konci kipac dlouhych polyA kon&. Reakce byla
provedena v objemu 24 s nasledujicim postupem:
1. Byla smichana prvriast reakce s nasledujicim sloZzenim @simkubovana 5 minut
pri 65°C a 1 minutu na led
= 0,5ul ukotvenych oligo(dTy primert (100uM)
= 0,5ul ndhodnych pentadekanief100uM)
= X ul RNA (odpovidajici 400 ng RNA)
= 1pl 10 mM dNTP mix
= do 13ul sterilni, RNA-free HO
2. Ke snesi byla gidana jiz gipravena druhéast reakce s nasledujicim slozenim:
= 4 ul 5X First-Strand Buffer
= 1p/0.1MDTT
= 1l RNaseOUT" Recombinant Rnase Inhibitor
= 1 ul SuperScript" Ill Reverse Transcriptrase (200 L)
3. Obsah ependorf zkumavky byl propipetovan a inkuhova
* 5 minut @ 25°C (@i pouZiti nAhodnych priméy
= 50 minut fii 50°C (syntéza cDNA)
= 15 minut i 70°C (teplotni inaktivace reverzni transkriptazy)
4. Nakonec byl fidan 1pl RNazy H (2 U) a nasledovala inkubace 20 miniit37°C.
Tento krok navic je zvl&Stnutny u genf vétSich nez 1 kbp, kdy je j@Snhezbytné
odstranit komplementarni RNA z cDNA. JelikoZtSina naSich kandidatnich gen

tuto vlastnost spbvala, tento krok byl doffpravy cDNA vzdy z&azen.

3.2.4Navrh primer i pro klonovani kandidatnich geni

Specifické primery pro klonovani kandidatnich gienetodou polymerazovietzové
reakce (viz dale) byly navrzenydné. Fwd primer nasedajici na 5° konec amplifikovaného
useku byl navrzen do 5 nigkladané oblasti cDNA (UTR). Rev primer nasedajiai 3
konec amplifikovaného useku byl navrzen do stopokadcDNA acasti 3" UTR. Stop kodon
musel byt mutovan, aby se vyhlofuzni protein kandidatni protein-TagRFP-T. Fwdnper
na svém 5 konci obsahoval Mlu | restiik misto (resp. Not | pramtk2 gen), rev primer
obsahoval restridni misto Sal | (resp. Hpa | pro gemtk?. Tato restrikni mista byla
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nasledg pouzita pro vlozeni cDNA produktdo pMSCV-Myc-TagRFP-T-IRES-Thyl.1
vektoru.

Prestoze ¥tSina mySich gahma& pouze jednu transkiipi variantu, na kterou jsem
navrhovala primery, genilipsnap3b, Pdzklipl, Acpl2, Cregl, Adaphji transkrignich
variant vice. Abychom zachytili vS8echny variantgdnotlivé transkripty byly porovnany a
v piipadt rozdilnosti v5° UTR a 3" UTR byly navrzeny spei€ primery pro jednotlivé

transkrigni varianty:

; 2 varianty. Shodné sekvence v5 UTR i 3" UTR, pouze varianté

pocet _ | Nipsnap3b-002 chybi interni exon 4, tudiz navrZzeneé primery na klonovani
transkriptd | gm plifikovaly oba transkripty. Tyto transkripéni varianty bylo vSak mozné
nasledné odliSit dle velikosti v agar6zovém gelu.

Nipsnap3b

2 varianty. Shoduji se v5" UTR, 3" UTR v blizkosti kddujici sekvence i
pocet v délce a aminokyselinové sekvenci proteinu. Pomoci PCR byly

transkripta | amplifikovany obé varianty, které jsme nebyli schopni na agarézovém gelu
odlisit. Jelikoz vSak transkripty koduji stejny protein, nezalezelo z funkéniho
hlediska analyzy na vyklonované transkripéni varianté.

5 variant. VSechny se shoduji v 5" UTR v blizkosti kodujici sekvence,
navrzen spoleény Fwd primer. Transkripty Acpl2-001, -002, -003, -004 se
podet shoduji v délce a sekvenci proteinu, stejné tak v 3 UTR = navrhnut
transkript | spolecny Rev-004 primer. TranskripCni varianta Acpl2-007 kdduje protein
zkraceny na C-konci, rovnéz postrada 3" UTR = navrzen specialni Rev-007
primer. Na gelu bylo tedy mozné velikostné odlisit prvni 4 varianty spole¢né
pojmenované Acpl2-004, od posledni varianty Acpl2-007.

2 varianty. KratSi varianté chybi N-konec proteinu, ktery obsahuje
predikovanou TM oblast, proto byly navrZeny primery pouze na dlouhou
variantu Creg1-001.

pocet
transkript(

3 varianty. Existenci transkriptu Adap1-201 podporuje pouze jeden EST, z
tohoto divodu byl z analyzy vyfazen. Zbylé varianty se shoduji v 3" UTR =
navrzen spolec¢ny Rev primer. LiSi se v 5" UTR a Adap1-202 varianté chybi
N-koncovéa sekvence proteinu, ktera dle databaze Ensembl obsahuje
predikovanou oblast s nizkou uspofradanosti, coz indikuje moznou
pfitomnost TM oblasti. Nicméné jsme se rozhodli pouzit transkrip&ni
variantu Adap1-202 jako cytoplasmatickou kontrolu lokalizace proteinu.
Proto byly navrhnuty dva specifické fwd primery Adap1-001 a Adap1-202.

pocet
transkriptt

3.2.5Polymerazovaretézova reakce (PCR)

Polymerazovéettzova reakce (PCR) slouzi k amplifikaci useku DMAvitro pomoci
specifickych primer nasedajicich na 5° a 3" konec daného Useku. Ppiifixaci jsem
zvolila Phusion® High-Fidelity DNA Polymerazidriinzymé, ktera se vyznalje vysokou
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rychlosti a nejniz&i chybovosti (4,4 x 90bshem syntézy DNA mezi termostabilnimi
polymerdzami na trhu, cozZ §ini zvlas¢ vhodnou pro klonovani génJe dodavana spolu
s dwma druhy pufit (5x Phusion HF pufr, 5x Phusion® GC pufr). Jak&ladni pufr jsem
pouzivala HF pufr, ve kterym ma polymeraza uvedeartgbovost. GC pufr jsem pouZila pro
GC bohaté sekvence nebo sekvence se sekundarrktusttu GC pufr zvySuje
pravdpodobnost préteni polymerazy f&s tyto sekvence, avSak na druhou stranu zvy§iije je
chybovost (9 x 10). Jedn#ettzcova cDNA pipravena z mysich tkani a plazmid TagRFP-T/
pcDNA3.1 byla pouzita jako templat. Reakce pro kdathi geny byla provedena v objemu
50 ul, vSe bylo smichano na led nasledujicim pi@di a sloZeni:

= 29,5 ul HO (tk&ova voda)

= 10 pl 5x Phusion HF/GC pufr

= 1 ul10 MM dNTP

= 5 pl primefi (Fwd + Rv (celko¥ 5 uM), tj. finalni koncentrace primewr 50

pl reakci c= 0,5 pM)

= 4 ul templatové cDNA (80 ng)

= 0,5 pl Phusion DNA Polymerazy (2U/ pl)
Promichana re&ki snes byla vloZzena do cycleru. V cycleru byl vyteo teplotni gradient,
aby se jednotlivé kandidatni geny mohly amplifikospolu, avSak byla dodrzena optimalni
nasedaci teplota jejich specifickych prifngoptimalni teplota se rovna nizsi tegldani
z dvojice primeit zvétSena o 3°C, tj. Tm+3°C). Doba syntézy DNA bylaimadizovana na
délku kandidatnich gén(je treba 30-40s na 1 kbp DNA).

Nasledujici programy byly pouzity pro amplifika@rndidatnich gena kontrol:
= PCR reakce pro geny do 2000 bp:

Teplotni gradient 62-72°C

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
62° | 62,5°C 63,5°C 64,1°Gq 655°C 66,7°C 67,61C 689°C €| 71,1°C| 71,7°C 72°C
C
mShp-1| Nipsnap3b mLat Erlin2 Torsinla Kdelc2 rta@
Skip
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
66°C | 66,5°C| 67,2°Cl 68,1°C 69,5°C 70,7°C 71,6{C 7&9 74,1°C| 75,1°C| 75,774 76°C
Acpl2- Acpl2- | Itm2b | Cregl | Pdzklipl Adap1-
007 004 001
Styk1 Adap1-
202
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Nazev kroku Teplota | Cas Pdet cykla

Patateini denaturace 98°C 30s 1

Denaturace 98°C 10s

Nasednuti primer 62-72°C | 20s 45
66-76°C

ProdluZovani priméra syntéza DNA | 72°C 1:20

Finalni syntéza DNA 72°C 10min

= PCR reakce pro geny 2500 bp — 4400 bp:

Teplotni gradient 68-74°C

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
68°C | 68,4°C 68,7°C 69,3°GC 70,2°C 70,8°C 71,4iC 7Z1 72,9°C| 73,5°C| 73,8°Q 74°C
Kiaa0317 Lmtk2
Nazev kroku Teplota | Cas Pdet cykla
Pasateini denaturace 98°C 30s 1
Denaturace 98°C 10s
Nasednuti primer 68-74°C | 20s 45
ProdluZovani priméra syntéza DNA | 72°C 3min
Finalni syntéza DNA 72°C 10min

Cerveny fluorescami protein TagRFP-T byl amplifikovan z TagRFP-T/p&88.1 vektoru
za pouziti jednokrokové PCR reakce s nasledujiédresim reakni snesi a amplifik&nim

programem:

= 22,5 ul HO (tkarova voda)

= 10 pl 5x Phusion HF pufr

= 1 ul10 mM dNTP

= 5 ul Fmcesl primeru (5 M) — finalni koncentraceOvw 8 reakci c= 0,5 uM

= 5 ul Fmcs2 primeru (0,05 uM) - finalni koncentracg0 ul reakci c=0,005 uM
= 5 ul Rmcs primeru (5 uM) - finalni koncentrace vi@Geakci c=0,5 uM

= 1 ultemplatové DNA (10 ng) — TagRFP-T/pcDNA3.1

= 0,5 pul Phusion DNA Polymerazy (2U/ pl)
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Stupiovany gradient:

Nazev kroku Teplota | Cas Pdet cykla
Patateini denaturace 98°C 30s 1
Denaturace 98°C 10s

Nasednuti primer 56°C 20s 35
ProdluZovani priméra syntéza DNA | 72°C 40s

Denaturace 98°C 10s

Nasednuti primer 52°C 20s 25
ProdluZovani priméra syntéza DNA | 72°C 40s

Finalni syntéza DNA 72°C 10min

3.2.6Elektroforéza DNA v agar6zovém gelu
Elektroforéza DNA v agar6zovém gelu slouZi k sepiafeagmentt DNA dle jejich

velikosti. Byl pouzit 1% agarozovy gel, ktery byigraven rozvéenim gislusSného mnozstvi
agarozy v 1x TAE. Ethidiumbromid (EtBr) v mnozs@b pug/ml byl pidan do gelu po jeho
zchlazeni fiblizné na 60-70°C. Elektroforéza probihalé papsti 100-130V. Separovana
DNA byla v gelu vizualizovana pomoci fluorescenae DINA interkalovaného EtBr v UV

swétle v transluminatoru.

3.2.71zolace DNA z agar6zového gelu

Separovand DNA byla z agar6zového gelu izolovanaqed kome&ni soupravy
Zymoclean Gel DNA Recovery KifZymo Research)Fi izolaci bylo postupovano dle

navodu vyrobce.

3.2.8Restrikéni Stépeni DNA

Stgpeni DNA bylo prova#o restriknimi endonukleazami v objemu 20 pl po dobu 2-
3 hodin i 37°C. Nasledovala teplotni inaktivace enfiyg® minut gi 80°C. Reakni pufry a

mnoZstvi enzyri byly pouzity dle doporteni vyrobce.

3.2.9Ligace

Ligace je metoda, ip které jsou spojeny dva fragmenty DNA, které byigedem
restrikkné nastpeny, v mém fipact linearizovany vektor a vkladany inzert (PCR pragluk
Ligace je katalyzovana T4 DNA ligazolkrdrmentay ktera vytvéi fosfodiesterové vazby

mezi sousednimi nukleotidy.
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Objem lig&ni snesi byl 20 pl s maximalnim mnozstvim 100 ng DNAjcpmz
platilo, Ze mnozstvi vektoru bylo 7 kraétsi nez inzertu (odhadnuto dle mnozstvi DNA na
agarézovém gelu). Reakce byla prouda nasledujicim postupem 8ktadem nejastjsiho
slozeni:

= 0,5 pul vektoru

= 5ulinzertu

= 2 ul 10x lig&ni pufr

= 122 ulHO
Tato ligani smés byla zakata 1 minutu na 45°C (rozruseni vodikovychstki), poté byla
inkubovana 2 minuty na ledu. Na ledu bylo ré¥midano 0,3 pl T4 DNA ligazy a kompletni
liga¢ni smés byla inkubovana berepani pi 16°C ges noc (12-16 hodin).

3.2.10 Transformace DNA do kompetentnich bakterii

Transformace je procesyikterém bakterie ifijimaji z vnéjSiho prostedi cizorodou
DNA. Pro &innou transformaci se v laboratornim ptedi pouZivaji tzv. kompetentni
bakterie, které jsou schopné se zvySen&innosti fFijimat tuto cizi DNA a v ramci svého
déleni ji replikovat (v mém fipact TOP10 bakterialni kmek.coli). Slouzi tedy k amplifikaci
puvodné malého mnozstvi vnesené DNA — plazmidu, ktery riegeori segment (,origin of
replication”). Pro samotnou transformaci je nutgtoplazmatickou membranu destabilizovat,
k tomu se ne€pstji vyuZivaji vapenaté ionty nebo kratky mirny tepiicSok.

TOP10 bakterie (skladovanéi p80°C) byly ponechany pomalu rozmrznout na ledu.
Poté byly rozdleny po 50 ul do fedem vychlazenych zkumavek, smichany s 5 pEiipa
smssi nebo 1 pg adené plazmidové DNA, transforfid snmés se jemd protepala a
inkubovala 30 minut na ledu. Naslednyla sngs vystavena teplotnimu Soku 42°C po dobu
45s beziepani a ihned poté zchlazena 2-3 minuty na ledupifldni 1ml LB média bez
antibiotik byla transform#ni snmés tepana naplno (1400 RPMyi87°C po dobu 1 hodiny.
Objem bakteridlni suspenze byl centrifugaci upravari00 ul, promichan pomoci pipety a
rozeten sterilni laboratorni hokejkou po povrchu LB-agarampicilinem na Petriho misce
(@ 10 cm). Bakterie byly kultivovany 12-16 hoditi 87°C dnem vzfiru, aby kondenzujici

kapalina nekapala na rostouci bakterie a nesmitdlaja@dnotlivé kolonie.
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3.2.11 Minipreparativni izolace DNA alkalickou lyzi

Minipreparativni izolace DNA alkalickou lyzi je pbivana k pipraw malého
mnozstvi DNA horSkistoty, jelikoZz obsahuje zbytky sloZek bakterii.td anetoda je vSak
posta&ujici nagtiklad pro restrikni owreni gitomnosti vnaseného inzertu ve vektoru. Pro
sekvenacki transfekci je vSakieba tuto DNA pecistit pomoci komemi soupravy ,DNA
clean and concentratorZymo research

Jednotlivé bakterialni klony (narostlé kolonie netrfho misce) byly zatkovany do
1,8 ml LB média s ampicilinem v 24-jamkové bakteri@lesce arepany (200 RPM)ip37°C
pies noc (12-16 hodin). Druhy den rano bylo odebrifmoml bakterialni suspenze z kazdé
jamky a stdeno v centrifuze ve 1,5 ml zkumavkach (307", 18 @Q04°C). Pelety byly
resuspendovany ve 100 ul roztoku I, poté byidgno 200 ul roztoku Il a obsah zkumavek
byl promichan rychlym ot&nim (lyze busk). Nakonec bylo fidano 150 pl ledového
roztoku lll, smés byla lehce praepana wWkem dofi, inkubovana 3-5 minut na ledu
(denaturace proteii) a stéena (57, 18 000 g, 4°C). Supernatant obsahujici DMArxenesen
do cisté zkumavky, smichan s 2 objemy 100 % ethandlNA byla precipitovana inkubaci
po dobu 2 minut i laboratorni teplat Vysrazena DNA byla oddena centrifugaci (10-157,
18 000 g, 4°C). Peleta byla oplachnuta 200 ul 7@tkanolu a ponechana vysusit na stole
(vyschla peleta musela bytumledna). Poté byla rozpésia v 50 pl HO a miniprep byl
pouzit dal nebo skladovarip20°C.

3.2.12 Midipreparativni izolace DNA komer¢éni

soupravou

Touto metodou Ize ziskat DNA p@&nmé dostaténeého mnozstvi aistoty. DNA byla
izolovana komemi soupravou Plasmid Purification Midi kiddt-sta). Pracovni postup byl

dodrzovan dle navodu vyrobce.

3.2.13 Sekvenace

Komerni souprava ABI PRISfI BigDye™

Terminator Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystemsbyla pouzita k sekvenaci DNAPracovni postup byl dodrzovan
dle navodu vyrobce. ipravené vzorky byly analyzovany sekvénan servisem MBU AV
CR.
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3.2.14 Nasazeni Phoenix-Eco

Ekotropni Phoenix linie byly pro transfekci nasazelen gedem do IMDM média
s FCS bez antibiotik, jelikoz kultivace s antibkytibchem transfekce Zigobuje nadrérnou
bunéénou smrt. Tyto adherentni btimé linie byly uvolgny z povrchu misek pro tkévé
kultury pomoci vytemperovaného T/E roztoku.nBy pak byly nasazeny do novych jamek

tak, aby konfluenceéinila okolo 50 % v dob transfekce.

3.2.15 Transfekce Lipefectamineni™ 2000

Pro transientni expresi protéirz cizorodé DNA v eukaryotickych hlkach, se tato
DNA vnasSi do bu&k pomoci transfekce. Existuje mnoho trangfékh metod, avSak
transfekce Lipofectamine 2000 pati k nejSetrgjs§im z nich a je vhodna préadu
adherentnich buk. Je zaloZzena na vytieni relativé malych komplex DNA s kladrg
nabitym Lipofectaminem.

K transfekci v 6-jamkové destie pro tk&ové kultury bylo pouzito na jednu jamku
vzdy celkem 41g DNA (3 dily kandidatni gen/pMSCV-Myc-TagRFP-T-IRHhy1.1 : 1 dilu
pCL-Eco plazmidu) a 1@ transfekniho ¢inidla (Lipofectamid™ 2000). Cely transfeai
proces byl provash v bezsérovém médiu bez antibiotik. Pracovni gosyl dodrZzovan dle

navodu vyrobce.

3.2.16 Retrovirova infekce

Retrovirova infekce, kter4 vede k integraci vnes@®MA do genomu hostitelské
buiky, se pouziva pro vyt¥eni burcnych linii, které stabiléh exprimuji cizorodou DNA.
PrestoZe fi transfekci dochazi k nahodné integraci plazimid genomu, &innost je velice
nizka a pro vytvieni stabil@ exprimujici linie nedostajici. Proces zprostdkovany
enzym integrazu, ktery do genomadlidich se budk nahod® integruje retrovirovy vektor
Vv jednéci vice kopiich.

Samotné virové vektory neobsahuji z beérnwstnich dvoda geny pro integraci,
replikaci a sloZeni virionu. Koduji pouze promgtéL TR, ,long terminal repeat”) a sekvenci
pakazovaciho signdlu, ktera slouzi jako vazebnéorpi® proteiny tveici zaklad virionu. Pro
kompletni sloZeni viriol byly vytvofeny tzv. pakazovaci linie (napPhoenix linie), které
stabilre exprimuji #i zakladni genygag pol a env nutné pro sestaveni a plnou fadnkst

virovych partikuli (viz Obr.5):
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- envgen koduje kapsidovy obalovy protein, ktery e)estee tech experimentatn
pouzivanych variantach:
= ekotropni (pochazi z MoMuLV), ktery se specifickya2ze pouze na
ekotropni receptor na povrchu mysich a krysichékbun
= amfotropni (pochazi z 4070A MuLV) se schopnostiatéae na receptory
vSech saut a rekterych dalSich obratlov¢ s vyjimkou Kecka
= 10A1 (pochézi z MuLV) se schopnosti vazat se neptecy vSech savica
n¢kterych dalSich obratlovg véetng kiecka
- gag (,group of antigens“)gen koduje proteiny twici matrix, kapsidu a jadro
virionu
- pol gen kbduje reverzni transkriptazu (RNA-dependemNA polymerazu) s
RNazovou-H aktivitou a integrazu
Env a gag-pol konstrukty jsou exprimovany z dvouliSmych promotol na fiznych
plazmidech, tudiZz by bylo zagebi #i rekombin&nich proces k vytvoreni viru nesouciho
dilezité genygag, pola enva ktery by byl schopny vlastni infekce. Toto uguani je dalSim
bezpénostnim prvkem # manipulaci s virovymi vektory vedle vyty#eni samotnych
pakazovacich linii. Nicmé&nk ndhodnym rekombinacim vedoucim k vy replik&né
kompetentniho viru dochazetiite fi titrech viri > 1¢/ml, coZ je BZn& hodnota pouzivana
v laboratdich a je nutné s viry pracovat dliEignych bezp&ostnich pravidel.
$NX Ecotropic and
Amphotropic Packaging é’"ﬂs
Lines

Ecotropic or
Amphotropic
Envelope

Obr. 6. Schéma pakazovaci linie Phoenix a tvorby moni (pievzato z internetovych stranek
laboratoie Dr. Garyho Nolana®®): PakaZovaci linie Phoenix exprimuje z begpestniho hlediska konstrukty
env a gag-pol ft zakladni geny pro tvorbu viridi pod iznymi promotory z dvou odliSnych plazniidPo
vneseni retrovirového vektoru obsahujiciho prom&fbiR, sekvenci pakazovaciho signalu a sledovanydgen

burgk, dochéazi uvnitburgk ke slozeni funénich virioni a jejich péeni ven z buk.

10 http://www.stanford.edu/group/nolan/retroviral_tyas/phx.html
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Po transfekci retrovirového vektoru do pakazovageldochazi k sestaveni virovy¢astic,

které se uvaiuji do média nad hikami, ze kterého jsou viriony poté izolovany. Puyseni

acinnosti infekce jsem do pakazovacich linii spohetsovirovymi vektory transfekovala j&st

pomocny plazmid pCL-Eco (Naviaux et al.,, 1996). tbeplazmid exprimuje zakladni

retrovirové genygag, pola env,tim zvySuje koncentracéthto proteiti v pakazovaci linii,

coz vede k produkciéSiho p@tu viriona.

Cely postup retrovirové infekce zahrnovékalik kroku:

Den 1 — nasazeni pakazovacichdsuRhoenix-Eco do 6-jamkoveé desty pro tkaové
kultury (viz kap. 3.2.14)

Den 2 — transfekce Phoenix-Eco Lipofectamifra000 (viz kap. 3.2.15)

Den 3 — bez zasahu

Den 4 — Prvni retrovirova infekce

1. Supernatant obsahujici virové partikule byl odebmrPhoenix-Eco linie a
nahrazen 1 mEkerstvého média. Centrifugaci byl zbaven zbypakazovacich
burgk (57, 450 g, RT) a samotny supernatant byl smichpalybrenem. Polybren
je kationtovy polymer, ktery neutralizuje odpuzijinaboj mezi viriony a
plazmatickou membranou, a tak usige infekci. Koncentrace polybrenu se liSila
dle druhu infikované bugtné linie v rozmezi 2-1@g/ml finalni koncentrace na
jamku (@ilis vysoka koncentrace je proiiky toxicka).

2. Bungéné linie utené k infekci byly sp&itany a po 500 000 likach (optimalni
mnoZzstvi budk pro infekci v 24-jamkové desgtie) naneseny do dasty. Objem
média byl upraven centrifugaci (57, 300 g, RT)iad produkce viriod do
stejného média, v jakém rostou bamé linie utené k infekci. V opéném gipack
byly burééné linie ponechany v 0,5 ml svéhisstového média. MnozZstvi béinje
kritické, jelikoZ retrovirovy vektor je schopen smegrovat pouze do genomu
délicich se budk. Pokud je naneseno na jamkiilip burek, spotebuji brzy
médium a pestanou sedit, coZ snizi procento trasdukovanych Bkin

3. Bunky v destéce byly resuspendovany (stejnistové meédiumyi smichany v
pongru 1:1 (rozdilné médium) s 0,5 ml virového supeanai s polybrenem.

4. Destitka byla stéena (907, 1250 g, 30°C) s pomalou brzdou ikyu jsou
rovnonerné rozprostené po da jamek).

5. 4-6 hodin po steni bylo buikam doplgno cerstvé médium, aby &y optimalni

rastové podminky a nasledovala inkubatie3@°C gres noc (12-16 hodin).
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Kombinace polybrenu, ktery neutralizuje naboj miea@kami a viriony, a centrifugace,

pii které se sté virové agregaty @asti membran s gicimi viry na buiky, je esencialni

pro usgsnou virovou infekci. Vynechaniédhto kroki vede ke snizenému procentu

infikovanych bugk.

= Den 5 - Druha retrovirova infekce

Je-li teba zvysit procento infikovanych biky provadi se druha retrovirova infekce.

Timto zpisobem jsem také postupovala.

1. Opet se odebral virovy supernatant z Phoenix-Eco,dbgden (57, 450 g, RT) a

smichan s wenym mnozstvim polybrenu. Vtomto kroku jsem analWa
pakadZovaci linie na procento pozitivntransfekovanych bwk pomoci
priatokového cytometru.

. Destcka se stéila (5°, 300 g, RT) a opaténbylo odsato médium. 0,5 mi

puvodniho média se ponechalo kamym liniich rostoucim v rozdilném médiu

nez do kterého se produkuje virovy supernatant.

3. Buiky se poté resuspendovaly v 0,5 ml nového virovéupernatantu

s polybrenem.

4. Destitka byla stéena (907, 1250 g, 30°C), po 4-6 hodinadiidgno cerstvé

médium a biiky v destéce inkubovany $ 37°C ges noc (12-16 hodin).
= Den 6 — vymdna média na infikovanych Bkach

Den po infekci bylo fieba buky v destéce sta@it (57, 300 g, RT), odsat médium

obsahujici virové partikule s polybrenem a nahradi2 micerstvého meédia. Biky

se dale inkubovalyies noc fi 37°C. Tento krok je @lezity zvIaseé pri pouzivani

amfotropnich pak&zovacich linii fivbdu bezpénosti prace. Tento krok vynechatelny

je v pripack prace s ekotropni linii, provéld jsem ho z ivodu odstraéni toxického

polybrenu z buék.
= Den 7 a 8 — mikroskopicka a fufik analyza infikovanych buk

3.2.17 Pr¥iprava sfér z plasmatické membrany

Dnes existuje &kolik metod pro lepSi vizualizaci plazmatické meary a v ni

uloZenych proteitn Metody jsou zejména zaloZeny na jejim &ddi od zbytku biiky.

Jednou z nich je vytweni tzv. ,plasma membrane spheres® (PMS), kter& jso

piipojené ke zbytku hiky (Lingwood et al., 2008). Metoda je zaloZen& gataveni busk

Gcinkim slabého hypotonickém présti po delSi dobu, coz vede kjejich nafouknuti.
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Bunééné linie byly dvakrat oplachnuty PMS pufremiepeseny do Lab-Tek kamek a
inkubovany 12-16 hodin v PMS pufrii 37°C. Nasled#& byly piimo analyzovany.

3.2.18 Fluorescertni mikroskopie

Metoda je zaloZena na principu, zecitg proteiny nebo chemické latky
(fluorochromy) jsou schopné pohicovat (absorbogat}lo o uckité vinové délce a vyZd
(emitovat) s¥tlo o vySSi vinové délce, které jsme schopni vim&idzachytit pomoci
mikroskopu a kamery.

Fluorescetini mikroskopie slouzila pro teni lokalizace kandidatnich protéirve
stabilre transdukovanych Wehi 231 fkach. Pozorovani umaaval ¢erveny fluorescami
protein TagRFP-T, ktery byl fluzovany ke kandidatnipmoteimim. Preparaty byly
analyzovany na fluoresc&mim mikroskopu Leica DMI 6000Lgica Microsysten)sa na

konfokalnim mikroskopu Leica TCS SH%e{ca Microsysten)s

3.2.19 Aktivace bunéénych linii

Aktivace burénych linii a transdukovanych bé pomoci protilatek je jednou
z funkénich analyzin vitro. Protilatky Zetzi povrchové molekuly, tim dojde k aktivaci
burgk, jejimz vysledkem je mimojiné ztna exprese povrchovych aktérdch markei.

CD69 byl vybran jako aktivani marker T-lymfocyi. Jeho exprese se indukuje
nejrizrejsimi drahami (MAPK drahou, PKC, €aionty). SlouZi tedy jako univerzalni
molekula, jez detekuje zmu signalizanich drah zfpisobenou ektopickou expresi
kandidatnich gei které se éastni zmignych signalizaci.

ZvySeni exprese CD69 jsme testovali nadsagich liniich (mysi linie El4, BW5147 a
lidskd& linii Jurkat-EcoR) a na Jurkat-EcoR transadnych viry s kandidatnimi geny, které
byly kultivovany po dobu 24 hodinip37°C se solubilnimi stimutaimi latkami. Kombinace
PMA (,phorbol 12-myristate 13-acetate”, finalni laamtrace 10 ng/ml) + ionomycin (finalni
koncentrace 500 ng/ml) slouZila jako pozitivni kofd nespecifické aktivace b&k Tato
polyklonalni aktivace bugk obchdzi TCR proximalni signalizaci. PMA aktivyggémo PKC a
ionomycin blokaci kanélv plasmatické membréra membraé endoplasmatického retikula,
které pumpuji C4 ionty ven z cytoplasmy, vede k cytoplasmatickémyseni C&" ionti.
Protilatky proti mySimu TCR a lidskému TCR (finakdncentrace 1Qg/ml) byly pouzity ke
specifické  stimulaci  bufk. Jako negativni  kontroly  slouzily = samotné
transdukované/netransdukované &ung linie.
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3.2.20 Prutokova cytometrie

Pritokova cytometrie je metoda, kteraibe ntfit fadu vlastnosti butk — velikost,
granularitu, fluorescenci, atd.

Tato metoda slouZila k analyze zvySené exprese Giocaktivaci buscnych linii a
transdukovanych bwk stimula&nimi latkami. CD69 byla detekovana na povrchu dsun
pomoci anti-CD69 protilatky. Brokova cytometrie rowt slouzila ke zji&ni arovré exprese
fuznich kandidatnich génByla detekovana fluorescence TagRFP-T a expreseipového
markeru Thyl.1 pomoci anti-Thyl.1-FITC monoklongindtilatky. Hoechst 33258 byl vzdy
pridan k analyzovanym likam pro odliSeni Zivych a mrtvych btk Buiky transdukované
vektorem pMSCV-IRES-GFP slouzily jako kontroly prastaveni TagRFP-T negativni
populace bugk. VSechny biky byly meéieny na pilitokovém cytometru LSR 11 BD
Biosciencekp

4. Vysledky

4.1 Etapa prvni — bioinformatické vyhledavani kandidatmh
TRAP

Tuto bioinformatickou analyzu jsem prowdal spol€éné s kolegou Pavlem Pitule pod
vedenim Dr. Jana Pesa z Oddeni genomiky a bioinformatiky UMG A\CR. Popisuji zde
jen zkraceny postup a vysledky vyhledavani, prorglodtjSi informace (programy,ifkazy,
tabulky, ...) odkazuji na diplomovou praci svéhdekry (Komparativni genomickag@dpovd’
novych transmembranovych adaptorovych prdi@ifejich expresni analyza).

4.1.1Definice vlastnosti transmembranovych adaptorovych
proteini (TRAP)

Vlastnosti jiz znamych TRAP slouZily k definici @imosti univerzalnich TRAP:
1. Protein typu I, jeZ ma nasledujigsti:
a. kratkou extracelularni N-koncovaast bez ligand-vazebné domény
b. a-helikalni oblast do vzdalenosti 80 aminokyselinMdonce, aby mohla
funkéné nahradit signalni peptid pro inzerci do membrany

c. dlouhou intracelularnfast obsahujici vazebné motivy
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2. Nesmi obsahovat znamé extracelularni strukturni éymkteré jsou itomné
v proteinech typu Il orientovanych v plasmatické nmbearé obracesi, tj. N-
koncem dovnit bunky

3. Pritomnost dlezitych kratkych tyrosinovych vazebnych mdiivkteré jsou

lokalizované az za-helikalni oblasti sgrem k C-konci

4.1.2Bioinformaticka analyza

4.1.2.1Ziskani proteinovych sekvenci
Prvnim krokem bioinformatické analyzy bylo stazemoteinovych sekvenci zeit

dostupnych genomovych databazi:

1. Ensembl (verze 4%)

2. UCSC (hg18Y

3. NCBI (verze 36}°
Byly staZzeny celé lidské proteomy (ve formatu FA$Tastupné v danych verzich databazi,
jez jsou zavislé na aktualni anotaci gefiode nutné zminit, Ze nyni uz existuji 8@V verze
databazi, a proto tyto staré verze jsou uloZenschigech. Pokryti lidského proteomu jsme
zvySovali pouzitimii riznych zdroji proteinovych sekvenci.i€stoze se databaze z velké
casti pekryvaji, stale existuji unikatni proteiny v jedinotch databazich. Databaze Ensembl
poskytovala nejvice jedidaych proteiri, a proto jsme v ni kontrolovali vigsechu analyzy
piitomnost kandidatnich TRAP (viz dale). VSechny wayl&r TRAP jsou jitomné v aktualni

verzi 57 Ensembl databaze, pouzktarym gerim pribyly alternativni segthové varianty.

4.1.2.2Predikce a-helikalni oblasti
Membranova lokalizace je zakladni vlastnosti TRAKR vylouceni vSech

cytoplasmatickych a jadernych proteinz analyzy bylo feba predikovata-helikalni
transmembranovou oblast za pomoci dvou program

1. Phobius 1.0%f

2. Tmhmm 2.6°

! Databaze ensembl dostupna na http://www.enserglihdex.html

12 Databaze ucsc dostupna na http://genome.ucsc.edu/

13 Databéze ncbi dostupné na http://www.ncbi.nimgaki/protein

14 Online verze programu je dostupna na http://ptebhc.su.se Pro staZeni programu ditae je teba

pisemr zazadat o zaslani programu prednictvim formulée uloZeném na uvedené internetové strance a zaslat
ho na adres®rof. Anders Krogh, The Bioinformatics Centre, Wmsity of Copenhagen, Dansko

15 Online verze programu dostupnéa na http://www.dbsdét/services/ TMHMM/ Pro staZeni je nutno

kontaktovat CBS Software Package Manager pedsictvim online formulide.
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Phobius program je schopen odliSit predikci tramabrédnovou oblast (TM) a signalni peptid
(SP) (Kall et al., 2004)(viz ifklad predikce u CD78 LAT na Obr. 7), zatimco Tmhmm
program pouzivany mimojiné databazi Ensembl pré€ikwuze transmembranové oblasti

(Krogh et al., 2001). Z tohotawodu jsme proteomy prohledavali programem Phobius.

Phokius posterior probabilities for CO7%beta

: (

Posterior label probability

L J

................. Lo A ————————— iy T T
20 o (=] &0 100 120

transmembrane cuytoplasmic non cytoplasmic signal peptide

Phobius posterior probabilities for LAT

0.4

Posterior label probability

mmm e

. . T
S0 100 150 200

transmembrane cutoplasmic non cutoplasmic signal peptide

Obr. 7 Predikce SP a TM oblasti u lidskych CD7p (nahoie) a LAT (dole) programem Phobius. Na ose x
je proteinova sekvence spolu s predikovan§astmi — SPdervenaiara), extracelularrniast (modra), TM oblast
(Sedé Srafovani) a intracelulagi@ist (zelend). Osa y udava pr&pddobnost jejich realné existence (hodnota 0

znamend absenci, hodnota 1 pak realnou existenci).

Pomoci mysqgl fikazi jsme pak vytvéli vybérovou tabulku obsahujici kombinaci protiis
1x TM nebo 1x SP nebo 1x TM + 1x SP vlastnosti.téing s predikovanym samotnym
signalnim peptidem byly 2zkerény do této tabulky, jelikoz analyza znamych TRARz (v
Tab.1l) ukazala, Zeckteré maji predikovany pouze signalni peptid (LATME, NTAL),
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piestoZze jsou integrovany do plasmatické membrany jstandardni transmembranové
proteiny. Ri¢inou je tenka hranice mezi predikci SP a TM obldtbgram ufi, Ze nalezeny
hydrofobni peptid je signalni peptid a ne transm@mbva oblast zejména v zavislosti na
pozici zaatku peptidu od konce proteinu. Dale pak na cheyeith/lastnostech aminokyselin
pied Sépicim mistem — i@d hydrofobnicasti SP je 1-12 sl@bnabitych aminokyselin a
v blizkosti S¢piciho mista je 3-8 nenabitych polarnich aminokgsddalsim znakem SP je
ptitomnost malych neutralnich aminokyselin v pozi8ia-—1 od $piciho mista (Kall et al.,
2004). Mira pravépodobnosti realné existence predikovanyékti Ize vyist z obrazku 7.

s s

Cim vice se hodnota predikce bliZi k 1, tim r&@inje existence predikovarg@sti. Jedna se
pouze o predikci, tudiZ nelzéguem vylodit, Ze realnd TM oblast se naléza v ramci delSiho

predikovaného SP jako je tomu kigmacE proteinu LAT (viz Obr. 7§i NTAL.

PORADI | NORM NCBI DATABAZE UCSC DATABAZE _|ENSEMBL PREDIKCE | PHOBIUS PREDIKCE
VTAB | SUMA REF paet a: NAME pdetaa | SP ™ SP start sppp TM start stop
q 712 NP_067613.1 125 uc002jdr.1 125 SP ™ SP 1 28 T™™M 57 7}
q 626 NP_000725.1 163 uc001gej.1 163 SP ™ SP 1 21 ™ 31 5}
1 622 NP_932170.1 164 164 SP ™ SP 1 21 ™ 31 5}
177. 122 NULL 221 _— SP 1 21 ™™ 31 5]
224, 97 NULL NULL SP ™ SP 1 21 TM 31 5
6 625 NP_001014988.]1 232 uc002dsc. ] 232 _— _— SP 1 29
8 622 NP_001014989.]1 233 uc002dsb. 1} 233 SP ™ SP 1 2
16 553 NP_055202.1 262 uc002dsd. 1} 262 SP ™ SP 1 2
17 539 NULL NULL ™ T™ 41 63
5¢q 402 NP_937758.1 112 uc002ocn.1| 112 —_— SP 1 21 T™™ 43 64
63 398 NP_003323.1 113 uc002ocm. ]| 113 SP ™ SP 1 2 T™M 43 64
68 390 NULL uc002ygp. 1| 295 -_— SP 1 3¢
69 390 NP_060276.2 295 NULL SP ™ SP 1 3(
8q 372 NP_004097.1 86 uc001fyz.1 86 SP ™ SP 1 14 T™™ 26 A4
9] 368 NULL uc001fza.1 87 SP 1 14 TM 26 44
106] 354 NP_060243.2 398 uc001haa.]] 398 ™ T™ 38 61
154 321 NP_055265.1 196 uc003zxe. 1| 196 ™ SP 1 24 TM 40 693
241 292 NP_060910.3 432 uc003ybz.1| 432 ™ ™ 15 37
322 267 NP _115852.1 243 uc003uag. | 243 SP ™ SP 1 2
45 239 NP_001007470. 92 uc002ock. 1| 92 _— e SP 1 14 ™™ 50 74
4631 237 NP_055081.1 93 uc002ocl.1 93 SP ™ SP 1 18 T™ 50 7
1070 167 NP _057472.2 186 uc003dxi.1 186 SP ™ ™ 12 34
571 402 NULL NULL SP ™ ™ 12 34
81 379 NULL NULL SP ™ ™ 12 33
84 375 NULL NULL SP ™ ™ 12 34
248) 85 NULL NULL ™ 12 34
140 331 NULL NULL SP ™ ™ 20 42
141 331 NP _996986.1 145 uc002gbh.1 145 SP ™ ™ 20 42
353 260 NULL uc002gbi.1 123 ™ 20 42
354 260 NULL SP ™ 20 42
57 220 NULL SP ™ ™ 6 34
69 204 NP_085044.2 274 274 SP ™ ™ 6 34
181 120 NULL ™ ™ 42 60
1823 120 NP _060257.4 342 ™ ™ 43 61
35913 37 NP _001036158.] 190 ucO01cuf.1 190 T™M 57 90

Tab. 1: Predikce signalniho peptidu (SP) a transmebranové oblasti (TM) u lidskych znamych TRAP a
novych TRAP nasi laboratde. V tabulce je uveden oficialni nazev genu, altenmtnazev genu, gadi genu

ve finalni tabulce, hodnota normalizované sumy kap. 4.1.2.4), jedirmy identifikator anotovanych protdin

v riznych databazich (NCBI, Ensembl, UCSC) a jejictkaéPro predikci SP a TM oblasti jsou uvedeny pro
dva 1izné zdroje — data stazen& z databaze Ensembl p@iwddart (predikce TM oblasti programem Tmhmm,
predikce SP programem SignalP IBendtsen et al., 2004)) a nami predikované SP acoblsti pomoci
programu Phobius. V dolriasti tabulky podtarou jsou uvedeny TRAP, na kterych naSe labénatowasné
doke pracuje.
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4.1.2.3Predikce orientace proteinu v buice
K ur¢eni orientace proteinv buice jsme pouzili dva nezavislé programy. Prvnim byl,

stejreé jako v redchozim bo& program Phobius, ktery ro¥h umi predikovat i orientaci
v rdmci membrany (WHuvnité buiky). Druhym zgisobem bylo napsani progratfiuktery
vyhledaval v proteinovych sekvencich strukturnraselularni domény, které u TRAP nejsou
piitomny. Tyto sekvence byly ziskany z databaze SMARProteiny, ve kterych byly

nalezeny tyto domeény, byly vyléany pomoci mysqlifkazu z finalni tabulky.

4.1.2.4Vyhledani tyrosinovych vazebnych motiv
Konsensus sekvence mativzaloZzenych na fftomnosti tyrosinu jsme ziskali

z ,Human protein reference database* (HPED) byly dopliny z publikované literatury.
Skolitel jednotlivym motivm piifadil bodové ohodnoceni, tzv. skére, podle jejiczngmu
pro signalizani drahy imunitnich butk. Tento postup je arbitrarni aiizie nepochybivést k
artefakim. Nicmér nas zajimaly fedevSim motivy ITAM, ITIM, ITSM, vazebné motivy
pro kindzy a fosfatazy (detailni seznam mitévjejich skére je uveden WiRze¢.1). Témito
motivy jsme prohledali pomoci napsaného programié geoteomy®. Vysledkem byla
tabulka obsahuijici jednotlivé proteiny s vyhledanymotivy a celkovou sumou, tj. celkovym
soutem skore (boi) za jednotlivé nalezené motivy v daném proteinto Rovnocenné
ohodnoceni proteinnezavisle na jejich délce jsme celkovou sumwirydiélkou proteinu.
Timto zpisobem jsme ziskali tzv. normalizovanou sumu. Kratieéeiny s malym mnozstvim

motivi (avSak potenciathdalezitymi) tudiz nebyly znevyhodny.

4.1.2.5Vytvoieni finélni tabulky
Predikce jednotlivych vlastnosti TRAP (viz vySe)npaci uvedenych prograirbyly

vzdy provedeny na celém lidském proteomu vSéttzrhirenych databazi. Zznamé TRAP
slouzily khem bioinformatické analyzy jako pozitivni kontrolyednotlivych fazi
prohledavani uvedenymi programy. Finalni tabulkéabyytvarena pomoci &kolika mysql
piikazi pro kazdou databazi zviasV tabulce se nalézaly pouze proteiny, kteréemly
vSechny vlastnosti TRAP. To znamend&: obsahovalyMxebo 1x SP nebo 1x TM + 1x SP,
byly v nich gitomny tyrosinové vazebné motivy a neobsahovalyaegrtularni domény

(timto zpisobem se pkh nepodélo vyloucit vSechny enzymy uvritbuiky, tyto proteiny

18 Pro vice informaci o programu odkazuji na diplomoypraci svého kolegy Pavla Pitule - Komparativni
genomicka pedpo¥d novych transmembranovych adaptorovych prdteifejich expresni analyza

" SMART databéaze dostupné na http://smart.embl-leedg.de/browse.shtml

18 HPRD databéaze dostupné na http://www.hprd.org/

¥ Pro vice informaci o programu odkazuji na diplomoyraci svého kolegy Pavla Pitule
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byly nasledd vyirazeny rdng). Finalni tabulky databazi jsme sjednotili do jédwvelké
tabulky za pomoci proteinové sekvence, ktera slauako unikatni identifikator proteinu
v jednotlivych databazich. Proteiny jsou v tétskié velké finalni tabulce &&zeny sestugn
dle klesajici normované sumy.

Bioinformaticka analyza byla prim&fprovedena na lidském proteomu, jelikoz lidské
geny jsou Iépe anotované a existuje pfaxelaiada aktualnich a dostupnych expresnich dat.
Na zaklad zhodnoceni planovanych experime@vlast z divoduin vivo modelu), jsme se
vSak rozhodli experimentainpracovat s mySimi kandidatnimi geny. Proto po éwb
kandidatnich TRAP v lidské finalni tabulce (viz@galbyla gitomnost jejich ortolognich gén
kontrolovana v mysi finélni tabulce. Tato tabulkdabuclana analogickym Zjsobem jako

lidsk4, ale obsahovala pouze proteitigggnné v databazi Ensembl (verze 47).

4.1.3Prvni vybér proteint

Lidskou finalni tabulku jsme doplnili o relevantimformace pomoci anatai databaze
BioMart?®®. Tabulka byla réng prochazena sestuprdle normované sumy aZ do pozice
posledniho zndmého TRAP. Skolitel z této tabulkiyivgl kandidatni TRAP dle:

1. Exprese v imunitnim systému
Obsahu zajimavych tyrosinovych vazebnych motiv
Vzdalenosti hydrofobni oblasti od N-konce
Analyzy publikované literatury

Dostupnosti KO modelu, ktery ovSsem nebyl detagtudovan v imunitnim systému

o gk w N

Evoluéni konzervovanosti protein v ramci omezeného ptu ortologh (¢lovek,
priméti a hlodavci), ktera byla zjita manualnim srovnanim sekvenci algoritmem
blastg!

1.1 Exprese v imunitnim systému

Verejne¢ dostupnd a spolehlivd aktualni data z mySich exych cipti neexistuji v
sowasné dob. Jediny znamy zdroj SymAtlas obsahuje zastardaia agada gen zde chybi,
neba’ se jedna o proprietaripy firmy Novartis. Tato databaze byla nyniepedena na

BioGPS? a doplna dalsimi experimentalnimi zdrojietrs mysich dat z llluminasipa.

20 Anotaini databaze dostupnéa na http://www.biomart.org/
2L Algoritmus blastp dostupny na (http://blast.ncloimih.gov/Blast.cgi).
2 http://biogps.gnf.org/
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Dal&im zdrojem dat je ,Unigene EST Profflé“ktery uguje expresi z piiu EST (,expressed
sequence tag"“) sekvenci v cDNA knihovnach z jedwnath tk&ni. Oba zdroje exprese mysich
gen lze povaZzovat pouze za orietitd Z tohoto dvodu byla priméra prohledavand lidska
finalni tabulka, kde existuje cetada dostupnych zdrbja lidska expresni data jsou R{i.
Pro moji praci jsme vyuzili nasledujici zdroje:

=  SymAtlas

= Garvan instituté'

= Gene Enrichment Profil&t (v pozdsjsi fazi projektu po zifstupréni verejnosti)

= Human Protein Atl&S

4.1.4Druhy vybér proteini

Jelikoz prvni vyBr obsahoval pouze proteiny s predikovanym SP (alz. 2 a 3) a na
zaklad experimentalnich dat bylalggmé, Ze se nejedna o proteiny majaritokalizované
v plasmatické membré&n rozhodli jsme se Zfsnit vykérova kritéria pro dalSi kandidatni
proteiny. K gredchozim kritériim pbyla:

7. Nutnd gfitomnost TM oblasti — samotné nebo v kombinacigednim peptidem
8. Rozsteni evolégni konzervovanosti TM oblasti a tyrosinovych vazgiin motivi

minimaln® mezi obratlovci

7.1 Ritomnost TM oblasti

Ktéto podmince nas vedla &pa analyza predikce SP a TM oblasti programy
Phobius a Tmhmm ve znamych TRAPie$loze dkteré TRAP (LAT, LIME, NTAL)
obsahuiji dle programu Phobius pouze predikovanyw&PTab. 1), z tabulky je vSak patrné,
Ze se jedna o delSi SP — LAT (SP 1-29), LIME (1-3&Jiny NTAL m& pouze kratky SP 1-
22. Program Tmhmf u &chto proteiri viak predikoval TM oblast,cetns proteinu NTAL.
Nutnd gitomnost TM oblasti pro dalSi kandidatyf aiz samotné nebo v kombinaci
se signalnim peptidem, zvySovala prgwodobnost realné integrace kandidatnich TRAP do
plasmatické membrany (viz Tab. 2 a 3). Vyjimkou B@PL2 s predikovanym samotnym SP

1-23, ale jehoz mysi ortolog&npredikovany dlouhy SP 1-34. RainmysSi ortolog Cregl

23 \wwww.ncbi.nlm.nih.gov/unigene

% http://linkage.garvan.unsw.edu.au/public/microgstarthritis_Inflammation

% http://xavierlab2.mgh.harvard.edu/ Enrichmentfeofi

% www.proteinatlas.org

" predikce TM oblasti programem Tmhmm pochazeji gefftbl databaze, ze které jsme tyto data stahli pbmo
anot&ni databaze BioMart. Vytieni finalnich tabulek s predikcemi TM oblasti poin@enhmm programu
jsme sami neprovéti.
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mél predikovany pouze delSi SP 1-31 oproti lidskémotginu s predikovanou TM oblasti
(viz Tab. 2 a 3). Nicménoba mysi proteiny Acpl2 a Cregl maji predikovar{sdSP stejh
jako lidsky LAT (SP 1-29), tudiz jejich integrace plasmatické membrany je mozna.

PORADI| | NORM NCBI DATABAZE CSC DATABAZE _|ENSEMBL PREDIKCE | PHOBIUS PREDIKCE

VTAB | SUMA REF paet a: NAME | pdetag SP ™ SP start spp TM start stop

44 409 NP _056284.1 247 uc004bch.lf 247 SP 1 13

59] 401 NP_000104.1 | 332 uc004byi.1| 332 |sP SP 1 2

1520 325 NULL uc004byn.1) 197 — |SP 1 2

72] 383 NP 714916.3 507 NULL SP SP 1 2

73] 383 NULL uc001pkj.1| 507 — |s;p 1 23

98] 364 NULL ucO01pkil| 451 — |SP 1 14

100] 364 NULL NULL SP SP 1 1

87] 372 NP_006362.1 | 401 uc003cfl.l| 401 |SP ™ SP 1 2

101 362 NP_057616.2 448 uc002fsr.1| 448 SP 1 24

103] 355 | NP_001003790.1 152 uc003xkc.1f 152 |SP SP 1 2

338] 263 NP_009106.1 | 339 uc003xke.l] 339 |SP sP 1 2}

341 262 NULL uc003xkd.1| 206 sp 1 2%

269] 282 NP _068839.1 266 uc001vbz.1lf 266 ™ ™ 52 76
3758] 31 NULL NULL ™ ™ 52 76
286] 275 NULL uc001xgc.lf 539 ™ 6 23
2971 273 NP_003842.1 220 uc001gell| 220 |[SP ™ SP 1 3

4394 243 NULL NULL SP ™ T™M 34 53
303 271 NP_689495.1 480 ucO03etu.1f 480 |SP ™ SP 1 2

781 193 NP_005755.1 114 uc00lcqw.] 114 |SP ™ SP 1 20 TM 30 54
839 187 NULL NULL ™ ™ 27 49
1439 142 NULL NULL SP SP 1 21 TM 31 5
144q 142 NP_006860.1 | 374 uc003sjo.1f 374 SP 1 21 T™ 31 5
1617| 131 NP _055731.2 1503 uc003upd.]] 1503 | SP ™ SP 1 26 TM 45 6}

Tab. 2: Predikce signalniho peptidu (SP) a transmebranové oblasti (TM) u lidskych kandidatnich
TRAP. V tabulce je uveden oficialni ndzev genufgm genu ve finalni tabulce, hodnota normalizovsudéy
(viz kap. 4.1.2.4), jedinmy identifikator anotovanych proteirv riznych databazich (NCBI, Ensembl, UCSC) a

vz

jejich délka. V horni¢asti tabulky jsou uvedeny proteiny z prvniho &b v dolni ¢asti proteiny z druhého

vybéru.
NSEMBL PREDIKCE | PHOBIUS PREDIKCE |
SP ™ SP start stpp TM start op
SP SP 1 |20
SP SP 1 |20
SP SP 1 |25
SP SP 1 |21
™ ™ 52 716
SP ™ SP 1 |34
SP ™ SP 1 |34
SP ™ SP 1 |34
SP ™ SP 1 |34
SP ™ SP 1 |34
SP ™ ™ 6 P3
™ ™ 31 3
SP ™ SP 1 |20 T™M 30 |50
SP ™ SP 1 J20 ™™ 30 |50
SP SP 1 |31
SP ™ SP 1 |26 TM 42 |65

Tab. 3: Predikce signalniho peptidu (SP) a transmebranové oblasti (TM) u mySich kandidatnich TRAP.

V tabulce je uveden oficialni nazev genuigsti genu ve finalni tabulce, hodnota normalizovsuray (viz kap.
4.1.2.4), jedinény identifikator v databazi Ensembl a jejich délRao predikci SP a TM oblasti jsou uvedeny
pro dva fizné zdroje — data stazena z databaze Ensembl pdvudiart (predikce TM oblasti programem
Tmhmm, predikce SP programem SignalP (Béndtsen et al., 2004)) a nami predikované SP aobMsti za

pomoci programu Phobius. V horidsti tabulky jsou uvedeny proteiny z prvniho &yh v dolni¢asti proteiny
z druhého vybru. Proteiny Nipsnap3b, Skip a Adapl se v mysilfingabulce nenachazeji.
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8.1 Evolkni konzervovanost TM oblasti a vazebnych mitiv

Evoluéni konzervovanost TM oblasti, SPjejich kombinace a nalezenych vazebnych
motivi jsme sledovali a porovnavali v mnoha Zdmych druzich, jejichz genomy byly
v dané dob dostupné a anotované, a nikoliv pouze v omezenéttupjako tomu bylo
v piredchozim vybru. Tuto vlastnost TRAP jsme hodnotili na zaklagtafického zobrazeni
(ptiklad viz Obr. 8), které kolega Pavel Pitule wvyiigro jednotlivé ortologni proteiny
(ziskané z databaze Ensembl Comfr&@roteiny s vysokou konzervovanosti byly man&aln

zarazeny do uzSiho vyu.

ENSGO00001623658|ENSPO0000284338 num_aa = 114 norm_sum = 193 yes

ENSGO0000162365|ENSPO0000380952 num_aa = 114 norm_sum = 193 yes

ENSMUSGO0000028716|ENSMUSPOJO00030488 num_aa = 114 nom_sum = 193 yes one2one

i

ENSMUSG000000287 18| ENSMUSPO0000102158 num_aa = 114 nomm_sum = 193 yes one2cone

ENSPTRGO0000000709|ENSPTRPOO000001229 num_aa = 30 norm_sum = 22 yes one2one

ENSMMUGC0000017863|ENSMMUPOO000023492 num_aa = 114 nerm_sum = 153 yes oneZone

ENSRNCG00000008161|ENSRNOPO0000011434 num_aa = 114 norm_sum = 18 yes oneZone

ENSECAGO0000018934|ENSECAPO0000016430 num_aa = 114 norm_sum = 289 yes onelone

ENSCAFG00000004033|ENSCAFPOO000005882 num_aa = 114 norm_sum = 175 yes oneZone

il

Obr. 8: Svg obrazek evoléni konzervovanosti SP a TM oblasti a vazebnych mieti Pdzkliplgenu.
Srovnany byly ortologni proteiny &ovéka, mySi, Simpanze, makaka, krysy, kom psa fazeno sestugih
Cerver je oznaena proteinova sekvence, zelgredikovana SP a TM oblast a niegsou ozn&eny vazebné

motivy.

Skolitel po gidani dvou vySe uvedenych podminek adna lidské finalni tabulce druhy
vybér 12 gerii, ale na zaklatldostupné literatury jsme vybzuzili a 4 geny viadili. Gen
C5orf29 patil mezi zvazované kandidaty. Tento gen slouzil jakierni kontrola spravného
postupu analyzy a v¥hu, jelikoz byl jiz charakterizovan jako transmeihovy adaptorovy
protein GAPT, ktery konstitutivh vaze Grb2 v B-lymfocytech (Liu and Zhang, 2008).
Rovrez jsme uvazovali dC1lorf186 genu. Tento gen vSak nema mysi ortolog, coz bylo

28 7akladni data o stukt& databaze Ensembl Compara spoliistppovymi informacemi uvedeny na
http://www.ensembl.org/info/docs/api/compara/indémxl
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potvrzeno PCR analyzou (data neukazana), a prohyloyttZzké zkoumat jeho funkci, jelikoz

neni moznost vytudt KO mysi.

4.1.5Anotace kandidatnich transmembranovych

adaptorovych proteini

Nasledujici tabulka stémé charakterizuje 14 vybranych denkterymi jsme se
detailre zabyvali. \&tSina z nich se nachazela v lidské i mysi finaibiulce. Vyjimku tvaily
genyAdapl, Skim Nipsnap3bjejichz mysi ortology nety predikovany SP ani TM oblast.
Pritomnost hydrofobni oblasti vSak byldetelna na zakladrucniho srovnani ortolognich
proteini a rovréZz databaze Ensembl predikovala pro gadgpla Skipoblast s nizkou mirou
komplexity, coz indikuje fitomnost hydrofobni oblasti. Informace pochazefaatabaze
NCBI jsou uvedeny pro mysi geny, s vyjimkou 8trého souhrnu o funkci genu, ktery nebyl
vétSinou dostupny prdMus musculusa byl tedy pouzit souhrn pro lidsky ortolog, j&sdl
existoval. PestoZze znamé adaptorové proteiny jsou nestruktonéoyaoteiny bez vlastni
enzymatické aktivity, tuto vlastnost jsmé pybéru pxiliS nezohledovali. Zansfili jsme se
zejména na funin¢ zajimavé TRAP, které mohou plnit svoji funkci ptitomnosti mensi
strukturni domény mimo vazebné motivy. Z tohotéavatlu jsme zvybru striktre
nevyrazovali geny, které #ty v literature anotované enzymatické funkce. Z vySe uvedenych
duvoda je vyker kandidatnich gensirSi nez pvodni definice TRAP.

oficialni ndzev | Torsin family 1, member A (torsin A)
dalSi nazvy DQ2; Dyt1; torsinA; MGC18883
link http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/30931

(Homo sapiens) Protein je ¢lenem AAA rodiny adenosin trifosfataz
(ATPA&z), je pfibuzny Clp protedzové rodiné. Exprimovan je pfedevsim

souhrn C M o ;
v substantia nigra pars compacta a mutace genu zpUsobuje
autosomalné dominantni poruchu, tzv. torsion dystonia 1 (DYT1).
Torsinla vaZze KASH domény nesprin protein(, reguluje jejich
publikace lokalizaci, a tim se podili na polarizaci jadra a migraci bunék (Nery et

al., 2008).

Torsinla moduluje synaptickou recyklaci vezikl( (Granata et al., 2008).
Ano, KO mysi jsou embryonalné &i brzy po narozeni letélni (Goodchild
et al., 2005). Mysi s kondiciovanym KO vykazuji motorické nedostatky
KO a hyperaktivitu (Yokoi et al., 2008).

Existence knock-in mysi, které slouzi jako model lidské DYT1 choroby
(Goodchild et al., 2005).
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Erlin2

Nipsnap3b

oficialni nazev

dalSi nazvy

link

souhrn

publikace

KO

oficialni nazev

dalSi nazvy

link

souhrn

publikace

KO

oficialni nazev

dalSi nazvy

link

souhrn

publikace

KO

oficialni nazev

dalSi nazvy

link

souhrn

pocet
transkript(

publikace

KO

Inositol polyphosphate 5-phosphatase K
C62; Pps; SKIP
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/19062

(Homo sapiens) Protein je ¢lenem fosfatidylinositol 3,4,5-trifosfat
fosfatazové rodiny s 5 fosfatdzovou aktivitou. Je lokalizovan v cytosolu
v mistech bez aktinovych stresovych vidken. Pfedpokladanou funkci je
negativni regulace aktinového cytoskeletu.

Inpp5k negativné reguluje inzulinem indukovanou Akt/GSK-3beta
(kinaza glykogen syntetazy) drahu (ljuin et al., 2008).

Inpp5k se pfesouva na membranové vychlipeniny po EGF (epidermal
growth factor) stimulaci (Gurung et al., 2003).

Ano, ale homozygotni KO mysi jsou embryonalné letalni. Existuji pouze
heterozygotni KO mysi, které vykazuji zvySenou inzulinovou signalizaci
(ljuin et al., 2008).

ER lipid raft associated 2
Spfh2; C87251; BC036333; MGC27952
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/244373

Erlin2 soucasti komplexu v endoplasmatickém retikulu (ER) oznadujici
substraty pro ERAD (ER-associated degradation) drahu (Pearce et al.,
2009).

Ne, pouze gene trap v embryonalnich kmenovych (ES) bunkach.

Cartilage associated protein
CASP; Leprel3; 5730529N23Rik
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/56693

(Homo sapiens) Po specifické stimulaci tento adaptorovy protein
ovliviiuje aktivitu nejméné jednoho ze ¢lenl cytohesin/ARNO rodiny.
Mutace v tomto genu jsou asociované s lidskym onemocnénim
pojivové tkané, tzv. osteogenesis imperfecta, které je charakterizovano
Ubytkem kostni masy a kfehkosti kosti.

Crtap je nutny pro prolyl-3-hydroxylaci (Morello et al., 2006).

Ano, KO mysSi maji vaznou osteoporézu charakterizovanou Ubytkem
kostni masy (Morello et al., 2006).

Nipsnap homolog 3B
Nipsnap3a; 2700063N13Rik
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/66536

(Homo sapiens) Nipsnap proteiny asociuji s ATP-binding cassette
transporter A1 (ABCA1) a pravdépodobné se G¢astni vezikularniho
trasportu.

2 varianty, ani jedna se nevyskytuje ve finalni mysi tabulce, rovnéz
Ensembl nema predikovanou oblast s nizkou uspofadanosti. Nicméné
na zakladé ru¢niho srovnani ortolognich proteinovych sekvenci, Ize v
mySim Nipsnap3b pfedpokladat hydrofobni oblast. Tyto dvé
transkripéni varianty se IiSi v pfitomnosti vnitfniho exonu, tudiz se mize
liSit jejich schopnost vazat interagujici partnery, avSak jejich lokalizace
by méla zudstat stejna.

pouze sekvenacni data

Ne, pouze gene trap v ES burikach.
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oficialni nazev

KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) containing 2

dalSi nazvy

AW549401; 2010004J24Rik; 4833410J10Rik

link

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/68304

souhrn

publikace

pouze sekvenac¢ni data

KO

Ne, pouze gene trap v ES burikach.

oficialni nazev
dalSi nazvy
link
souhrn
pocet
transkriptd

publikace

oficialni nazev
dalSi nazvy
link

souhrn

publikace

KO

oficialni nazev
dalSi nazvy
link

souhrn

publikace

KO

oficialni nazev
dalSi nazvy

publikace

PDZK1 interacting protein 1
Mapl7; AU046042; 0610007F13Rik; 2700030M23Rik; RP23-246H17.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/67182

2 varianty. Shoduji se v aminokyselinové sekvenci proteinu, tudiz obé
maji predikovanou SP i TM oblast a i jejich funkce bude stejna.
Systematicka analyza PDZK1 (Hu et al., 2009)

Pdzk1ipl inhibuje myc-indukovanou apopt6zu skrz produkci ROS, které
aktivuji PIBK/AKT drahu (Guijarro et al., 2007)

Pdzklipl funguje jako endogenni regulator PDZK1 obratu (Silver et al.,
2003)

Ne, zatim pouze vytvorené vektory. Existuji vSak PDZK1 KO mysi

Lemur tyrosine kinase 2
BREK; KPI2; cprk; KPI-2; aatyk2; 2900041G10Rik; A330101P12Rik
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/231876

(Homo sapiens) Gen patfi do rodiny protein-kinaz se Ser/Thr/Tyr
aktivitou. Interaguje s inhibitorem-2 (Inh2), protein fosfatazou-1 (PP1C),
p35 a myosinem VI. Sam je také fosforylovany v asociaci s komplexem
cyclin-dependent kinase 5 (cdk5)/p35. Tento protein se U¢astni nerve
growth factor (NGF)-TrkA signalizace a endozomalniho membranového
transportu. Dulezitou roli hraje také pfi spermatogenezi.

Strukturni a funkéni analyza AATYK kinazové rodiny (Tomomura et al.,
2007)

Protein Lmtk2 se Ucastni NGF signalizace v mozku (Kawa et al., 2004)
Ano, KO mysi bez spermii (Kawa et al., 2006)

Serine/threonine/tyrosine kinase 1

Nok; Al326477; 9130025L13
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/243659

Receptorové tyrosin-kinazy hraji dulezitou roli v riiznych bunéénych a
vyvojovych procesech (migraci, proliferaci, diferenciaci, preziti)
Tyrosinova bodova mutace v Stykl genu zastavuje tumorogenezi v
nahych mysSich (Chen et al., 2005)

Gen Styk1 zplsobuje tumorogenezi a vznik metastadz v nahych mysich
(Liu et al., 2004)

Ne, zatim pouze KO v ES burkach

RIKEN cDNA 1110018G07 gene
mMKIAAQ317; Al649076; AW610792;1110018G07Rik
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/68497

pouze sekvenacni data
Ne, pouze gene trap v ES burikach
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oficialni nazev
dalSi nazvy

link
souhrn

pocet
transkript

publikace
KO

oficialni nazev
dalSi nazvy
link

souhrn

publikace

KO

oficialni nazev
dalSi nazvy
link

souhrn

pocet

transkriptd

publikace

KO

oficialni nazev
dalSi nazvy
link

souhrn

pocet
transkriptd

publikace

Acid phosphatase-like 2

BB177120; MGC38214; 9430094M07Rik; C130099A20Rik;
DKFZp434B2119

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/235534

5 variant. VSechny se shoduji v N-koncové ¢asti proteinu a obsahuji
predikovanou TM oblast. Varianty Acpl2-007 a Acpl2-004 se liSi v C-
koncové ¢asti proteinu, tudiz mohou mit mirné odliSnou funkci v bunce.
pouze sekvenacni data

Ano, zatim bez dat

Integral membrane protein 2B

Bri2; E25BMM; D14Sel6; Al256040
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/16432

(Homo sapiens) Tento transmembranovy protein je Stépen na C-konci
furin a furin-like proteazami, vznika tak maly sekretovany peptidy, ktery
inhibuje skladovani beta-amyloid peptid(, jez vytvareji charakteristické
plaky pfi Alzheimerové chorobé. Mutace zplsobujici zvétSeni
sekretovaného peptidu jsou asociované s dvémi neurodegenerativnimi
onemocnénimi: familiarni Britsk& demence a familiarni Danska
demence.

Itm2b protein inhibuje Stépeni APP prostfednictvim kompetice se
sekretazou o pfistup k nému (Matsuda et al., 2008)
Itm2b indukuje apoptézu nezavisle na p53 (Fleischer and Rebollo, 2004)

Ano, mySi maji zvySeny mnozstvi solubilnich APP v mozku (Matsuda et
al., 2008).

Existuji i knock-in mysi, které slouzi jako modelové organismy pro
studium uvedenych neurodegenerativnich onemocnéni (Giliberto et al.,
2009).

Cellular repressor of E1A-stimulated genes 1
Creg; AA755314
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/433375

(Homo sapiens) Cregl protein sdili ur¢itou sekvenéni podobnost s
adanovirovym E1A proteinem a funguje antagonisticky proti jeho
G¢inkdm na buriku. E1A aktivuje i inhibuje expresi genu dilezitych pro
proliferaci a diferenciaci. Cregl vyvazuje obecny transkripéni faktor TBP
a nadorovy supresor pRb in vitro.

2 varianty. KratSi varianté chybi N-konec proteinu, ktery obsahuje
predikovanou TM oblast.

Sekretovany Cregl inhibuje bunécnou proliferaci (Han et al., 2008)
Cregl uvnitf buriky kolokalizuje s lysosomalnimi proteiny (Schahs et al.,
2008)

Ne, pouze gene trap v ES burikach

ArfGAP with dual PH domains 1
GCI1L; Cental; p42IP4; 4930431P11Rik
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/231821

3 varianty. Transkript Adap1-201 z analyzy vyfazen (jeden EST). Ackoliv
Adapl gen se nenachéazel v nasi finalni mysi tabulce (pfitomny pouze v
lidské), dle Ensembl databaze Adap1-001 obsahuje predikovanou oblast
s nizkou usporadanosti, coZz muze znamenat pfitomnost TM oblasti.
Adap1-202 varianté vSak tato N-koncova ¢ast proteinu chybi.

pouze sekvenac¢ni data

Ne, pouze gene trap v ES burikach
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4.2 Etapa druha — charakterizace kandidatnich geen

4.2.1Schema postupu klonovani a analyzy kandidatnich

[o)

geni

Retrovirovy MSCV Vektor

Transfekce /
Infekce

Mikroskopie Aktivace T-bunécnych linii

Obr. 9: Schematicky nakres pracovniho postupu diplmové prace.Podrobny postup jednotlivych metod je

uveden v podkapitolach Metody.

4.2.2P¥iprava retroviroveho vektoru zalozeného na MSCV

(,murine stem cell virus®)
Zvolili jsme retrovirovy vektor pMSCV-IRES-Thyl.lako zakladni vektor pro

vkladani cDNA kandidatnich génZejména dobra schopnost retrovirovych vekiofikovat

i Spatrg transfekovatelné bétné linie a primarni hiky byla divodem vykru. Jistou
nevyhodou oproti lentivirovym vektdm je fakt, Ze retrovirové vektory jsou schopny
infikovat pouze dlici se buiky. Tento vykr vektoru byl vSak dostajici vzhledem k faktu,
Ze jsme pracovali s débd se dlicimi buréénymi liniemi. V prvnim kroku byl fipraven
MSCYV vektor, ktery obsahoval obohaceny polylinkgifitbmna restrikni mista zakladniho
polylinkeru pMSCV-IRES-GFP vektoru se nalézala tiveékvenci kandidatnich gign Myc-
tag (sekvence E-Q-K-L-I-S-E-E-D-L) &erveny fluorescami protein TagRFP-T bez start
kodonu a obsahujici stop kodon ukoyici translaci (viz Obr. 10). Timto #pobem byl
piipraven vektor pMSCV-Myc-TagRFP-T-IRES-Thyl.Rada ervenych fluorescemich
proteini vykazuje nizkou intenzitu fluorescence a nizkododtabilitu, coz je zvlast
nevyhodou f mikroskopické analyze. Originalni monomerni flescegni protein TagRFP

vytvoreny firmouEvrogenpochazejici £ntacmaea quadricolofMerzlyak et al., 2007), vSak
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dosahuje stejné intenzity fluorescence jako EGFHlen@ mutace S158T tohoto
fluorescekiniho proteinu vedla k vytweni TagRFP-T, ktery je 9 krat fotostaliji nez
puvodni TagRFP a zaroie? kréat fotostabilsjSi nez EGFP (Shaner et al., 2008). Fuzni gen
s TagRFP-T na C-konci kandidatniho genu vznikl gidin konkrétni cDNA do polylinkeru
pMSCV-Myc-TagRFP-T-IRES-Thyl.1, coZz ummm¥alo @imou mikroskopickou a
cytometrickou detekci kandidatniho proteinu. Proaspé sbaleni fuznich protéirse mezi
diléi proteiny vklada sekvenceskolika aminokyselin, tzv. spojka. Myc-tag spolu a&mi
restrikknimi misty tvdil spojku mezi kandidatnim proteinem a TagRFP-Tz (@br. 11).
VloZzenim Myc-tag pimo do fuzniho proteinu jsme zardiveyieSili absenci specifickych
protilatek proti kandidatnim protaim. Proti Myc-tag existuji monoklonalni protilatkgpz
umoziovalo detekci aipadnou izolaci fuzniho proteinu.

et Sl

pMSCV-myc-TagRFP-T-lres-Thy1.1

7012 bp

Clal

Obr. 10: Schématicky nakres pMSCV-Myc-TagRFP-T-IRESThyl.1. Pavodni polylinker pMSCV-IRES-
Thyl.1 vektoru byl obohacen o dalSimi restrikmista, Myc-tag a monomerdérveny fluoresceini protein
TagRFP-T bez start kodonu a obsahujici stop kodBR. (,long terminal repeat”) a sekvence tzv. pakéiho

signalu slouzici jako vazebné misto ptinaé sbaleni virovych partikuli.
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Obr. 11: Schématicky nakres flzniho proteinu Modie je oznd&en kandidatni protein, feruSovanatara
oznauje spojku (Myc-tag spolu s dal$imi restrikmi misty) a 3D struktura reprezentuje TagRER-Ktery je

umisgn na C-konci kandidatniho proteinu.

TagRFP-T byl amplifikovan pomoci jednokrokové stopané PCR z TagRFP-
T/pcDNA3.1. Specifické primery obsahujici navadu restriknich mist byly pouzity pro
obohaceni polylinkeru twodniho pMSCV-IRES-Thyl.1. Z tohotoidbdu by fwd primer
dosahoval délky 103 nt (viz Obr. 12).

Xhol
Miul
Notl

Pacl
Bglll BamHI

1420 1440 1460 1480 1500

L eowime [ mew ] —
I

5-AAAACTCGAGACGCGTGCGGCCGBGTCGACGTTAACTTAATTAAAGAGCAGAAACTCATCTC
TGAAGAGGATCTGGGATCOGTGTCTAAGGGCGAAGAGCTGS’

Obr. 12: Schématicky nakres a sekvence polylinkerpied TagRFP-T.
Modie je ozn&ena sekvence komplementariiagRFP-T oranzo¢ pak sekvencé/yc tag ¢ervenéadeninoveé

nukleotidy jsou zde vlozeny pro dodrz€téciho ramce.

Z divodu sniZeni pravghodobnosti vzniku chybyipsyntéze takto dlouhého fwd primeru,

byl primer rozélen na dva Fmcsl a Fmcs2iggahem (viz Obr. 13).

Fmcs15-AAAACTCGAGACGCGTGCGGCCGBGTCGACGTTAACTTAATTAAAGAGCAGAAACTCATCTCTGS

Fmcs2 5-GAGCAGAAACTCATCTCTGAAGAGGATCTCGGATCOGTGTCTAAGGGCGAAGAGCTG3’

Obr. 13: Nékres sekvenci dvou fwd primed pro polylinker. Sekvence jsou oztiany steji jako v Obr.12.

Presahy maji stejnou sekvenci, nejsou kédatimplementarni. Fmcs, fwd multiple cloning site.

293D krystalova struktura stazena z www.rcsh.org/pdilikoZ struktura TagRFP-T nebyla v databaztumsa,
byla pouZita strukturaifbuzného asRFP.
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Rev primer obsahoval vedle restikch mistsTop KODON(viz Obr. 14).

BamHI
Pacl

EcoRl

[ 2220 [ 2240 [ 2260

& [ es

Rmcs 5 -AAAAGAATTCCTATTTAATTAAGGATCCTTACTTGTACAGCTCGTCCATG3’

Obr. 14: Schématicky nakres a sekvence polylinkeraa TagRFP-T. TagRFP-T obsahuje na svém 3" konci
stop kodon. Navic byl vSak do polylinkeru za jelekw&nci vioZzen dalsi stop kodon priipad, kdy by bylo
nutné vy&pit cely TagRFP-T pomoci enzymu BamH | a ve vektoyuzistal pouze kandidatni gen ozeay
Myc-tag, kterému vSak byl na 3" konci odstharstop kodon.

Inzert sloZzeny z polylinkeru, Myc-tag a TagRFP-TI wytvoren pomoci jednokrokove
stupiované PCR (viz vy3e). Oba fwd primery (Fmcsl a Rhesrozdilnych koncentracich
spolu s rev primerem (Rmcs) byly do reakdalgny sodasre. Finalni koncentrace Fmcs2
byla 100 krat nizSi nez Fmcsl a Rmcs. Tato kona#@mitmerovnost primér zpasobila, ze
vznikalo pouze malé mnozstvi PCR produkbsahujici Fmcs2 (viiiti fragment). Zdchto
produkti vS8ak probihala fiednosté syntéza v§Si dlouhé sekvence s Fmcsl obsahujici
vSechna restriini mista (vijSi fragment). Stugovana PCR zaloZend na dvéastich byla
pouZzita pro znasobeni tvorby danych fragmerRrvni ¢ast néla mére cykli a teplota
nasedani primérbyl nastavena na idealni teplotu Fmcs2 primerwpdl ve druh&asti,
ktera obsahovala vice cyilbyla nastavena idedlni nasedaci teplota Fmcsiepui Tyto dv
zlepSeni PCR umoznily f@dnostni vznik kompletniho ¥$iho fragmentu. Velikost
ziskaného fragmentu na agarézovém gelu odpovidadppkladu 842 bp. Fragment byl
vyizolovan z agarézového gelu, restnk nasSépen enzymy Xho | a EcoR | a ligovan do
PMSCV-IRES-Thyl.1 vektoru (rowZ naStpen enzymy Xho | a EcoR ). JelikoZ &si
fragment je pouze o 44 nt delSi nez k¥miit coz je Spathodctlitelné na agar6zovém gelu, je
mozné, Ze vyizolovany fragment byl & obou PCR produkt Tato skuténost vSak nijak
nekomplikovala dalSi postup, jelikoz vmt fragment neobsahoval pebna restrigni mista
pro zaklonovani do pMSCV-IRES-Thyl.1 vektoru. ldgasnes byla pouzita k transformaci
bakterialniho kmene TOP10. Z vyrostlych kolonii@hPetrino misce bylo vybrano 6 kolonii

a z nich byly pipraveny miniprepy. Klony 5 a 6 (viz Obr. 15) bybp restriknim owieni
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pritomnosti inzertu v miniprepech osekvenovany. Sekeeolylinkeru, Myc-tag i TagRFP-T
souhlasila s navrhem resttilich mist a sekvenci fluoreséaiho proteinu. Pro dalSi praci byl
pouzivan klon 6 vektoru pMSCV-Myc-TagRFP-T-IRES-THiy.

S
v —_
¢ 9
g %
= S >
g a52g
) %E; é_g pPMSCV-myc-TagRFP-T-Ires-Thy1.1 klony
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Obr. 15: Restrikéni Stépeni pMSCV-Myc-TagRFP-T-lres-Thyl.1 kloni. 1% agarézovy gel
obsahujici ne8peny pMSCV-Myc-TagRFP-T-IRES-Thy1.1 klon 1 a progukestrilkcniho S&peni - samotny
PMSCV-IRES-Thyl.1 vektor bez inzertu a jednotlividl SCV-Myc-TagRFP-T-IRES-Thyl.1 miniprepy, které
byly $&peny enzymy Xho | a EcoR | po dobu 2 hodii 37°C. S h¥zdou oznéenym klonem 6 jsme dale

pracovali.

4.2.3Klonovani kandidatnich geni a piiprava MSCV

vektori
cDNA jednotlivych kandidatnich géna kontrolnich gein byla amplifikovana

metodou PCR pomoci specifickych prirher mySi cDNA (mozek a s¢8 imunitnich tkani
obsahujici slezinu, uzliny, brzlik, kostried). Primery byly navrZzeny tn¢ (viz kap. 3.2.4) a
jejich konkrétni sekvence jsou uvedeny v kap. 3.%18Zeni reakni snesi a nastaveni cykl
je popsano v kap. 3.2.5. Jednotlivé PCR produkty yzdleny v agar6zovém gelu a jejich

velikost porovnana s 1 kbp markerem (viz Obr. 16).
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Obr. 16: Klonovani kandidatnich genmi a kontrolnich geni Lat a Shp-1(¢ast 643-1788 odpovidajici
fosfatdzové domén). 1% agar6zovy gel s PCR produkBeflgen slouzil jako pozitivni kontrola fdiéhu PCR
reakce. Pro spravné vyklonovani jednotlivych kaathith gef bez mutaci bylo pétba vice pokus
Zobrazeny jsou agardzové gely s&@sp/m PCR produktem daného genu. S cDNA éengmi hw¥zdou jsme
dale pracovali.
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Jelikoz tSina ged byla vyklonovana z cDNA pochazejici z mozku i intoich
tk&ni, dale jsme pracovali s PCR produkty pochaisjiz imunitnich tkani. Prvni vyjimku
tvoril gen Erlin2, jehoZz produkt nebyl v cDNA pochazejici z imuritmitkanich pitomen.
Nizka exprese genu v imunitnich tkanich, ktera Ipgitvrzena pomoci real-time PCR kolegou
Pavlem Pitule, patnhzpisobila nemoznost vyklonovat gdfrlin2 z €chto tkani. Druhou
vyjimkou byl genCrtap. Zatimco pouze jeden PCR produkt byl patrny v égarém gelu z
cDNA pochézejici z imunitnich tkani, dva produkigybamplifikované z cDNA pochazejici
z mozku, oba odpovidajici spravné velikosti genen &rtap nema v Zzadné databazi
uvedenou alternativni transkép variantu, proto ivod piitomnosti dvou PCR produkneni
ziejmy. Pro zajidini Uplnosti analyzy, byly oba produkty ivgnuty — delSi byl ozri@n jako
Crtap |, kratSi jako Crtap Il (viz Obr.16). \fipact genuNipsnap3bpouze delSi transkript
Nipsnap3b-001 o délce 750 bp byl dostateamplifikovan z obou tkani (dale pouzit PCR
produkt z imunitnich tkani). KratSi transkript Nmagp3b-002 byl sice velice skalpatrny
v agardzovém gelu, avSak toto mnozstvi PCR produsatrie umérné jeho koncentraci
v tkanich, bylo fliS nizké pro dalSi postup. Jediny kandidatni gerik2 (velikost 4444 bp)
nebyl @ nejrizreéjSim nastaveni a optimalizaci PCR podminek vykl@mov cDNA
jednotlivych kandidatnich géra jejich transkripnich variant spolu s kontrolami odpovidajici
piedpokladanym velikostem byly vyizolovany z agar&uoy gelu.

VSechny PCR produkty byly n&geny restriknimi enzymy Mlu | a Sal | a ligovany
do stejnymi enzymy nafieného vektoru pMSCV-Myc-TagRFP-T-IRES-Thyl.1. Kigia
smés byla pouzita pro transformaci TOP10 bakterii. lvd@ni mnozstvi miniprap bylo
zaakovano v zavislosti na gtu narostlych kolonii na Petriho miskach oproti otam
(liga¢ni smeés se samotnym &tenym vektorem s ligazou a bez ligazy). Tyto miegy byly
restrikiné ovéreny na pitomnost inzeit (viz Obr. 17) acast byla osekvenovana. Sekvence
jednotlivych kandidatnich géra kontrolnich gein byly shodné s deponovanymi sekvencemi
v databazich NCBI, Ensembl a UCSC.
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Obr. 17: Restrikéni Stépeni miniprept a midiprepi kandidatnich geni. 1% agarézovy gel s jednotlivymi
miniprepy a midiprepy (genKdelc2, Skip, TorsinDakteré byly &peny enzymy Mlu | a Sal | po dobu 3 hodin
pti 37°C. Hwzdou jsou ozngeny miniprepy a midiprepy, které jsme dale pouziped analyzu.
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4.2.4Bunééna lokalizace

Buné¢na lokalizace jednotlivych kandidatnich geexprimovanych z konstrukt
kandidatni gen/pMSCV-Myc-TagRFP-T-IRES-Thyl.1 bylanalyzovana na stabén
transdukovanych Wehi 231 (mySi suspenzni Bébo@ lymfoidni linie). Buiky byly
mikroskopovany Zivé, nefixované v Lab-Tek kimkach obvykle 48h — 72h po transdukci,
ale dle pateby i pozdji. Fuzni kandidatni proteiny s TagRFP-T byly vikpavany
prostednictvim fluorescence TagRFP-T. Jadra byla vizoghna pomoci barvy Hoechst
34580, ktera je schopna pronikdaeg plasmatickou membranu zivych Bkira vazat se na
DNA. Povrchové barveni Thyl.1 pomoci anti-Thyl.T<€l monoklonalni protilatky bylo
pouZzito pro vizualizaci cytoplasmatické membraniekPyv emisnich spekter jednotlivych
fluorescexnich barev byl zkontrolovan pomoci robarvenych vzdy pouze jednou barvou.
JelikoZz Wehi 231 endogeameexprimuji povrchovy marker Thyl.1, jako negatikantrola
v tomto gipack slouzily buiky transdukované samotnym vektorem pMSCV-Myc-TagRFP
IRES-Thyl.1 bez inzertu.
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Obr. 18: Bunééna lokalizace kandidatnich a kontrolnich proteini ve Wehi 231.Stabilrg transdukované
Wehi 231 jednotlivymi kandidatnimi geny spolu s kotami (Lat a fosfatizova doména Shp-1 643-1788) b
analyzovany zivé, nefixované v Lab-Tek kimdch pomoci konfokalniho mikroskopu Leica TCS Péica
Microsystemp Zobrazena je i kontrola (Wehi 231 exprimujiclipe samotny vektor pMSCV-Myc-TagRFP-T-
IRES-Thyl.1 bez inzertu) pro &teni, Ze p daném nastaveni mikroskopu nedochazi iekpvu
fluorescekinich spekter. DNA je vizualizovana pomoci Hoechdb& (mode), plazmaticka membrana
vizualizovana anti-Thyl.1-FITC monoklondlni protildu (zeleg) a fazni kandidatni proteiny sviti

prostednictvim TagRFP-T&erver). ZvétSeni 100x. Zoom 6.0

Z obrazku 18 je patrné, Ze ®kkontroly jsou spravh lokalizované — transmembranovy
adaptorovy protein Lat je integrovan do plasmatickémbrany (pozitivni kontrola) a

fosfatazova doménacdst 643-1788) Shp-1 intracelularni fosfatazy je al@ovana

73



v cytoplasn¢ (negativni kontrola). Z obrazku lze dalec¢ist, Ze pouze Pdzklipl protein je
lokalizovany na plasmatické membéarstejré jako pozitivni kontrola, jelikoZz dochazi
k prekryvu zeleného Thyl.1 signalu ozogciho plasmatickou membranuc¢ervenym
signalem fazniho Pdzklipl s TagRFP-T. Pro jistyikpe lokalizace na plasmatické
membrag je vhodné ji zetelre odclit od internich membran a jadrai pouziti PMS metody
(viz dale). Zadny z ostatnich kandidatnich prateieni majoritd piitomen na plasmatické
membrag. Crtap, Skip, Adapl1-001, Cregl, Acpl2-007 a Stgtuj fitomny v cytoplasm
stejre jako negativni kontrola. Torsinla, Erlin2, NipsBapa Kdelc2 jsou lokalizovany
intracelularg v raznych veziklech, fipadre na jaderné membran ¢i membrag
endoplasmatického retikula (Erlin2).

PMS metoda (,plasma membrane spheres* viz kapB.2¥la pouzita pro lepsSi
rozliSeni, zda je kandidatni protein lokalizovaplasmatické membr&mebo &sné pod ni.
Metoda spoiva ve vytvdeni vezikh obsahujicich pouze plasmatickou membranu o
cytoplasmou, kterd je odiéna od zbytku busgnych struktur vlivem vystaveni bk mirng
hypotonickému prosedi po delSi dobu (12-16 hodin).




Obr. 19: Bunééna lokalizace kandidatnich a kontrolnich proteini ve Wehi 231 po pouziti PMS metody.
Stabilre transdukované Wehi 231 jednotlivymi kandidatniming spolu s kontrolami (Lat a fosfatizova doména
Shp-1 643-1788) byly inkubovany v PMS pufru po ddifi+16 hodin fi 37°C a nasledhanalyzovany Zivé,
nefixované pomoci fluorescé&miho mikroskopu Leica DMI 6000 v Lab-Tek kérkach. Zobrazena je i kontrola
(Wehi 231 exprimujici pouze samotny vektor pMSCVéviagRFP-T-IRES-Thyl.1 bez inzertu) progteni,

Ze @i daném nastaveni mikroskopu nedochaziiékpvu fluorescetnich spekter. Plasmaticka membrana
vizualizovana anti-Thyl.1-FITC monoklonalni protildu (zeled) a flazni kandidatni proteiny sviti
prostednictvim TagRFP-Téerverg). ZvétSeni 100x.

Obrazek 19 ukazuje, Ze PMS metoda neni idedlnikazbm, jelikoZz samotné
kontroly jsou lokalizovany mimo sva tr&di umistni v buikach. Pozitivni membranova

kontrola (protein Lat) je lokalizovana do Mttt vytvoreného veziklu. Naopak negativni
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cytoplasmaticka kontrola (Shp-1 fosfatazova doméngiiuje vnitek veziklu obsahuijici
cytoplasmu, ale zaroyige pritomna ve zbytku buik. Z toho vyplyva, Ze pomoci této metody
nelze usuzovat nargsnou lokalizaci kandidatnich protéjrmazZze se pouze o ni diskutovat na
zaklad analogie s kontrolami. Pdzklipl protein je lokaliany stejs jako Lat, tudiz tento
protein miZe byt integrovan do plasmatické membrany. Pro®kip sice stejti jako
Pdzklipl a Lat vygiuje vezikl, ale z fedeSlych dat z konfokalniho mikroskopu (viz Obr.
18), je zetelné, Ze tento protein je cytoplasmaticky. Ostieimdidatni proteiny jsou po PMS
metod stejré jako casté&né Shp-1 lokalizovany do zbytku hky. Na zaklad obr. 18 a 19 Ize
usoudit, Ze kandidatni proteiny s vyjimkou Pdzkligjsou pravébodobr lokalizovany na
plasmatické membré&n Toto pozorovani vSak bude nutné potvrdit pomagich metod. Je
moZzné pouZzit alternativni metodu tzv. ,giant plasmambrane vesicles” (GPMV) (Baumgart
et al., 2007). Druhou moznosti je desintegrovaikiguodctlit pomoci centrifugace jednotlivé
burgcné frakce (jadra, plasmatické membrany a cytosdtpradidatni proteiny na Western

blotu biochemicky detekovat monoklonalni protilatkaroti Myc-tag.

Kandidatni genyitm2h, Kiaa0317 a transkrigni varianty Adapl1-202a Acpl2-004
nebyly v buikach exprimovany. Neinna transfekcei infekce vSak nebylaivodem, jelikoz
povrchovy marker Thyl.1ipklddany v MSCV vektorech pomoci IRES sekvence rzyl
povrchu bugk detekovan (viz Obr. 20). Rovh uvedené proteiny nebyly pro transdukované
bunky toxicke, jelikoz casré apoptotické bikky nemngly zvySenou koncentraci fuznich
proteini s TagRFP-T oproti zivym kikam (viz Obr. 20). pMSCV-IRES-GFP, pMSCV-Myc-
TagRFP-T-IRES-Thyl.1 bez inzertu slouZzily jako rtegd kontroly pro nastaveni TagRFP-T
negativnich bugk, Skip/pMSCV-Myc-TagRFP-T-IRES-Thyl.1 slouZil jakgozitivni
kontrola exprese fuzniho proteinu s TagRFP-T. Apku 20 je patrné, Zze samotny MSCV
vektor bez inzertu vykazuje nizkou fluorescenciotipzcela negativni kontrole pMSCV-
IRES-GFP. Tato intenzita fluorescence vSak nedgsahiry fluorescence pozitivni kontroly.
Pritomnost interniho start kodonu ve stejn&ecim rdmci Bkolik nukleotidi od zruSeného
puvodniho start kodonu je moznynivibdem fluorescence. Sdilou mirou ndhodnosti tize
dochéazet k translaci samotného TagRFP-T z tohat kbdonu i bez fitomnosti inzertu.
pMSCV-Myc-TagRFP-T-IRES-Thyl.1 vektor se pro dab&iuziti bude musetipdilat a
interni start kodon zruSit. Rovh samotny MSCV vektor nebyligmé davodem absence
fluorescence, jelikoz exprese gefmag. Acpl2-007a Pdzklip) se zvySila pouze minimain
po preklonovani kandidatnich fuznich gedo velmi &inného expresniho vektoru pcDNA3

(viz Obr. 21). Ostatni moznosti n@dné exprese g@njsou probrany v diskuzi diplomove
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prace. Lze tedyiici, Zze tyto kandidatni geny spolu s transénijmi variantami jsou
pravcEpodobré v bunkach endogerinvelmi slakk exprimované a jejich hladina jeripne

regulovana.
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Obr. 20: Analyza exprese get. Wehi 231 stabilé transdukované genym2b, Kiaa0317, Skigranskrignimi
variantamiAdap1-202a Acpl2-004a kontrolnimi vektory pMSCV-IRES-GFP, pMSCV-Myc-gRFP-T-IRES-
Thyl.1 bez inzertu byly obarveny anti-Thyl.1-FITConmoklonalni protilatkou a barvou Hoechst 33258
detekujici mrtvé biiky a analyzovany LSR Il jgtokovym cytometrem BD Biosciences Exprese flznich
kandidatnich gehbyla detekovana prasdnictvim fluorescence TagRFP-T.
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Obr. 21: Srovnani exprese faznichAcpl2-007 a Pdzkliplgeni s TagRFP-T mezi pMSCV a pcDNA3
vektorem. Phoenix-Eco linie transientnexprimujici fazni genyAcpl2-007 a Pdzklipl s TagRFP-T z
retrovirového MSCV vektorii expresniho vektoru pcDNA3 byly obarveny anti-THyFITC monoklonélni
protilatkou a analyzovany LSR Il {iiokovym cytometremBD Biosciences Exprese flznich kandidatnich gen

v obou vektorech byla detekovana predhictvim fluorescence TagRFP-T.

4.2.5Zména exprese CD69

4.2.5.1Funkéni charakterizace T-buréénych linii
Nejdtive bylo nutné najit vhodnou b&imou linii pro funkni analyzuin vitro.

Testovali jsme fitomnost povrchového TCR a schopnostdkunvySovat expresi CD69 po
stimulaci anti-TCR protilatkou a pozitivni kontrolo sestavajici z PMA+ionomycin.
Dulezitym prvkem pi rozhodovani byl fakt, jak moc jsou dané bemé linie infikovatelné
ekotropnimi viry (tj. o¢feni miry exprese ekotropniho retrovirového receptmCatl na
jejich povrchu). Vysledky jsou prezentovany na (X#.
MysSi T-burécné linie se ukazaly byt nevhodné pro analyzuwdu:
= rezistence &i infekci retrovirovymi vektory (EL-4 buitna linie)
= absence povrchového TCR (BW5147 &tna linie)
Pro analyzu zvySené exprese CD69 byly nakonec wybtisiské T-bugcné linie

Jurkat-EcoR, které na svém povrchu exprimuji TCRIsps ektopicky exprimovanym
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ekotropnim receptorem a jsou delstimulovatelné. Analyza zmy exprese CD69 v lidskych
Jurkat-EcoR po vneseni mysich kandidatnichigermozna vzhledem k 75 9%Kip - 97 %
(Erlin2) homologii mezi lidskymi a mySimi ortolognimi kaddtnimi geny. Paraletnbyly
pripravovany klony EL-4, které maji vysSi expresi &@&pniho receptoru. Tentoriptup

ovSem selhal.
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Obr. 22: Funkéni charakterizace mysSich (EL-4, BW5147) a lidskychJurkat-EcoR) T-bunéénych linii
pomoci priatokové cytometrie. (A) Exprese TCR na povrchu btk byla sledovana pomoci anti-TCR
monoklonalnich protilatek. Histogramy zobrazuji aetené ¢ervené) a barvené (modré)iby. (B) Jednotlivé
bungéné linie byly stimulovany anti-TCR monoklonalni gtatkou ¢i kombinaci PMA + ionomycin po dobu 16
hodin @i 37°C a obarveny anti-CD69 monoklonalnimi prokni. Histogramy reprezentuji nestimulované
nebarvenédervené), nestimulované barvené (modré) a stimukovemvené (zelené) tikly. (C) Infikovatelnost
buréénych linii byla testovana dvojitou infekci retravitym vektorem Skip/pMSCV-Myc-TagRFP-T-IRES-
Thyl.l a exprese Skip byla detekovana peastictvim fluorescence TagRFP-T. VSechny vzorkyybyl
analyzovany na fitokovém cytometru LSR IIBD Biosciences FITC kandl slouzil jako referéni prazdny

kanal pro zobrazeni bék v dot plot formatu.

4.2.5.2Analyza exprese CD69 u stabilé&itransdukovanych Jurkat-EcoR
Pti funkeni analyzein vitro jsme zjifovali, zda stabilé transdukované Jurkat-EcoR

konstrukty kandidatni gen/pMSCV-Myc-TagRFP-T-IREByI.1 maji rozdilnou expresi
CD69 oproti netransdukovanym Jurkat-EcoRedp¢i po stimulaci anti-TCR protilatkou.
Testovali jsme tedy hypotézu, Ze kandidatni gengjihmoli v TCR signalizaci. Jelikoz

burg¢cnd kultura obsahovala transdukované i netransdukovdurkat-EcoR (infekce
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retrovirovymi vektory nebyla stoprocentni)¢linisme v ramci jednoho stimulovaného vzorku
i interni kontrolu (z tohotoi/odu jsme transdukovanéiiky predem nefdili). Jurkat-EcoR
byly pies noc (16 hodin)ip37°C stimulovany anti-TCR protilatkou. Naslediijoen byly
buiky nazngeny anti-CD69-Alexa647 monoklonalni protilatkouegi jmnoZstvi na povrchu
burgk bylo analyzovano na fokovém cytometru (viz Obr. 23). Jako negativni tkoly
slouzily nestimulované netransdukované Jurkat-EdeRdogenni fitomnost CD69 na
povrchu buBk bez stimulace) a nezavisle stimulované netrarmecaké Jurkat-EcoR
(testovani zakladni schopnosti zvySeni exprese CB&8&ieni, Ze netransdukovanérby

v rdmci pozitivié transdukovanych kultur reaguji na stimulaci stejrgpisobem jako Jurkat-

EcoR ze zcela negativni kultury.
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Obr. 23: Analyza exprese CD69 u stabilé transdukovanych burgk jednotlivymi kandidatnimi geny a
kontrolami po stimulaci anti-TCR protilatkou . (A) Stabile transdukované Jurkat-EcoR jednotlivymi
kandidatnimi geny byly inkubovany po dobu 16 hoslianti-TCR monoklonalni protilatkowi@B7°C, obarveny
anti-CD69-Alexa647 a analyzovany pomocitpkového cytometru LSR IIBD Biosciences Exprese CD69 je
porovnavana v ramci transdukovanych TagRFP-T pogith (Cervené histogramy) versus netransdukovanych
TagRFP-T negativnich (modré histogramy) &unkteré jsou satésti stejné bufEné kultury, ged a po
stimulaci protilatkou. Stabithtransdukované Jurkat-EcoR kontrolnimi gerat a Shp-1(¢ast 643-1788) byly
analyzovany v nezavislémdieni. (B) Znéna exprese CD69 u Jurkat-EcoR exprimujicitiné koncentrace
Crtap genu. (C) Zmina exprese CD69 u Jurkat-EcoR exprimujiciélné koncentrace Shp-1 fosfatazové
domény ¢ast 643-1788). Geny, které vitkéch nebyly exprimovanétin2b, Kiaa0317a transkrigni varianty
Adap1-202a Acpl2-004 byly z analyzy vynechany. Jako nezavislé kontsluzily netransdukované samotné
nestimulované a stimulované Jurkat-EcoR. Legendgednotlivych populaci bufk ozna&uje intenzitu

fluorescence anti-CD69-Alexa647 protilatky (arhitigednotky).

Na obrazku 23A je patrnérgkryti histogrami u WtSiny geri (Cervené transdukované
TagRFP-T pozitivniJurkat-EcCOR a modré netransdukované TagRFP-T regalurkat-
EcoR). \ktSina kandidatnich gértedy neovliviuje expresi CD691#ed ani po TCR stimulaci.
Pouze Crtap ovliviioval expresi CD69, a to stejnym tgobem jako negativni kontrola
fosfatazova doméndhp-1(cast 643-1788)(viz Obr. 23C). Mira expreéSgap genu inverza
korelovala s expresi CD6%qul a po stimulaci transdukovanych BkinTo znamen4, Zz&m
vEtSi byla expres€rtap genu, tim méhCD69 se nalézalo na povrchu Blrfviz Obr. 23B).
Zatim jsme se nezabyvali igpbem, jakym tento gen ovlivje expresi CD69. Pozitivni
kontrola protein Lat neovliwje oproti gedpokladu expresi CD69. Tento efektiza byt

zpasoben rozdilnou expresi endogenniho Lat proteirmi menymi Jurkat liniemi.

Uvedena experimentalni data ukazuji, Ze predikmesmembranové oblasti nebyla E&ma.
Nutna gitomnost predikované TM oblastitipdruhém vylgru vedla k identifikaci pouze
jediného transmembranového proteinu Pdzklipl. diékbl, 2 a 3 je vSak patrné, Ze az na
mensi vyjimky se programy Phobius a Tmhmm shodpjiedikci hydrofobnich oblasti (SP a
TM oblast). Ztabulky 1 je jednozére, Ze ¥tSina doposud identifikovanych TRAP se
nachazi zejména do 200. pozice ve finalni tabukatimco proteiny z prvniho vgbu

s predikovanym SP tento trend kopirujét8ma se dokonce nachazi do 100. pozice), proteiny
z druhého vybru s predikovanou TM oblasti uz jsou ve finalniulale umisiny dale (300.
pozice a nize). Je tedy mozné, ze&gioTRAP dle pisre stanovené definice je v genomu

omezeny a satasny seznam TRAP je katrgy a Zadny zajimavy TRAP uz mez nezapada.
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5. Diskuze

Cilem mé diplomové prace bylo vyhledat v dostupnygenomovych databéazich
kandidatni transmembranové adaptorové proteiny @RAdrovést jejich bioinformatické
filtrovani na zaklad predikovanych dat a publikovanych dat (expreséseatura) a omezeny
pocet TRAP poté vyklonovat aasténé funkiné charakterizovat. Na bioinformatickesti
odkazuji na jeho diplomovou praci (Komparativni gernckd Fedpowd novych
transmembranovych adaptorovych proteia jejich expresni analyza). Zivbdu UplrEjSi
anotace a aktualjsich expresnich dat pro lidské geny, byléntuprohledavana lidska finalni
tabulka a pitomnost mySich ortolag se kontrolovala nasledn Timto zmisobem bylo
vybrano 14 gein, se kterymi jsem déle pracovala.

VétSina kandidatnich géna kontroly byly vyklonovany z cDNA pochazejici zy$ich
imunitnich tkani. Vyjimku tvély geny Erlin2 a Crtap, které byly vyklonovany z cDNA
pochazejici z mySiho mozku. cDNA geBulin2 nebyla na agar6zovém gelu v imunitnich
tk&nich patrna, coz nazhge moznost, Ze tento gen neni v imunitnich tkamxprimovan.
Z lidskych expresnich dat je vSak patrné a zaraweo expresi v mysSich tkanich potvrdil
pomoci real-time PCR kolega Pavel Pitule, Ze Bdm2 je v imunitnich tkanich ifitomen,
avSak pouze v malé el coz prav&podobré zpisobilo neusgch pi klonovani cDNA
z téchto tké&ni. U genCrtap byl vyklonovan pouze jeden PCR produkt z cDNA pjici
z imunitnich tkani, ale dva produkty liSici se nema svoji velikosti byly patrné
v agar6zovém gelu z cDNA pochéazejici z mozku. Dtohdivodu bylo dale pracovano
s ok®ma produkty. Na z&kladsekvenani analyzy se naslednukézalo, Ze &sSi Crtap |
odpovida svou délkou i sekven€Cirtap genu uvedenému v databazichavbd, pr@ byl
z imunitnich tkani vyklonovan pouze jeden PCR pkt@uz mozku dva produkty, neni jasny.
KratSimu PCR produktu chyb54nt GUsek na 3" konci, ktery odpovidéekiadanécasti
posledniho sedmého exonuitBmnost mensi formy tedy ke byt zgisobena vynechanim
tohoto posledniho exonu, jehoZ $i&ivé misto nemusi byt dostate silné a rozpoznané.
GenCrtap vSak nema tuto transkgipi variantu uvedenou vedle refe¢éahcDNA ani v jedné
z databazi (NCBI, Ensembl, UCSC). Na zakl®9 % homologie mezi lidskym a mySim
ortologem jsem hledala tuto variantu i v lidskéatidizi Aceview’. Tato databaze disponuje
nejvétSim souborem lidskych transk&ipich variant, avSak ani zde transkrip varianta

% Databéze dostupna na http://www.ncbi.nlm.nih.geB/Research/Acembly/
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nebyla uvedena. Protdigtava otdzkou, zda-li tato transkimp varianta opravdu existuje nebo
se jednalo o artefakt PCR reakce. Jediny kandigdgmiLmtk2nebyl vyklonovan § raznych
nastavenich PCR reakce a optimalizaci slozenicréarési. Divodem byla praviébodobr
velka délka genu (4444 bp), kterou polymeraza reebghopna dokdit ¢i s tim souvisejici
nedostaténa délka pepsané cDNA b reverzni transkripci. i# vzrastajici délce genu roste
pravdpodobnost, Ze reverzni trankriptdza odpadnéepipované mRNA, stejntak roste
praveEpodobnost vzniku chyby DNA polymerazyi prepisu cDNA. Z toho vyplyva, Ze
vyklonovani tak dlouhého genu je komplikované. JednteSeni by bylo poZadat laborato
Dr. Kamiguchi o expresni vektor s cDNAntk2genu (Tomomura et al., 2007) geklonovat
tuto cDNA do naSeho MSCYV vektoru. Alternativnfesenim je objednani kontefho cDNA
IMAGE klonu. Uskalim v3ak istava fakt, Ze f@stoze si lzeifiplatit za sekvenié ovsiené
cDNA, mohou i tyto cDNA obsahovat chyby.

Kandidatni genytm2h Kiaa0317a transkrigni variantyAdapl1-202a Acpl2-004nebyly
v bunkach exprimovany. Posutiteciho rdmce vznikly ip klonovani nebyl dvodem
(sekvence genu, fuzniho mista i TagRFP-T bylatagku). Nedinna transfekceéi infekce
rovrnéz nebyla dvodem, jelikoZz povrchovy marker Thyl.l, ktery jeVWsCV vektorech
piekladan z IRES sekvence byl na povrchu daudetekovan, tzn. vektory bylytipomny
uvnitt burgk. Ani slabé ponechané endogenni Kozak sekvenceglynhgiravdipodobré
divodem. Jejich porovnani s klasickou Kozak sekv&CIC(A/G)CCATGG (Kozak, 1986)
v kandidatnich genech ukéazalo, Ze ifildpd silre exprimovanySkip gen obsahuje zcela
odliSnou Kozak sekvenci (CACTAGATGC), zatimco negxyvany ltm2b gen ji ma ténst
idealni (CGCACCATGG). V neposledrdd nebyla picinou nevhodna bustna linie, jelikoz
exprese nebyla detekovana dkalika buréénych liniich (Phoenix-Eco, Wehi 231 a Jurkat-
EcoR). DalSi moZnosti uvédou v literatie, kterou jsme vSak na rozdil od ostatnich
nedokazali vylotit je fakt, Ze ®které geny pdebuji pro svou &innou expresi, stabilitu
MRNA ¢i translaci nepekladanou oblast (UTR) (nap5"UTR potebuji ferritin (Aziz and
Munro, 1987), proto-onkogen HIFe2(Zimmer et al., 2008), naproti tomu 3"UTR vyuZziva
transferinovy receptor (Binder et al., 1994) fada maternalnich mMRNA ¢hem
embryonalniho vyvoje plodu (Kuersten and Goodw@03). Jelikoz jsme pouZili standardni
postup klonovani, ip kterém se pomoci PCR reakce amplifikuje co neégkrasek DNA
z divodu menSi velikosti plazmidu a minimalizace vzndhyby¢i posunuéteciho ramce i
piepisu DNA polymerdzou, UTR oblasti potenciélabsahujici tzné reguléni sekvence
kandidatnim gefm chybi. cDNA obsahuji jen minimalni sekvendeg start kodonem a

korci pred stop kodonem, ktery musel bytikwzniku fazniho genu mutovan. Odpali na

86



otazku, zda-li chyéni UTR je divodem nezachytitelné exprese @ehby bylo nové klonovani
geni s celymi UTR a sledovani, zda se tyto konstruktgidu liSit svou expresi odipodnich.
Takové konstrukty uz vSak mohou byt velmi rozséahl&loZzeni do standardnich vekior
komplikované (limitujici 10 kbp velikost inzerturgretrovirové vektory jegtmensi inzert do
7 kbp). K €mto &elim se vyuzZivaji BAC (,bacterial arteficial chromosevektory. Do
téchto vektofi je mozné vnést inzert aZz do velikosti 300 kbp, woibiuje vlioZeni celého
genu i s jeho regutaim okolim. Vyhodou tohoto systému je kontrola stehého genu
endogennim promotorem a okolnimi reguliani oblasti, a tudiz nezalezi na mistu integrace
do genomu (Gebhard et al., 2007). Timtdsgbem Ize fpravit i transgenni mysSi a studovat
funkci modifikovaného genin vivo (Gebhard et al., 2007; Tallini et al., 2006§itEmnost
fluorescekniho proteinu TagRFP-T na jejich C-konci je dal&zmosti nefinné exprese
kandidatnich gain Oznd&eni sledovanych protainpomoci znéky (kratky peptid jako
nag.Myc-tag, His-tag nebo fluoreso&ni protein) niize byt problematické. Tyto zélky
mohou ovlivnit skladani proteinu, jeho stabiliiuokalizaci uvni¥ buiky. Proteiny, které jsou
v buiice Spatd sbalené jsou oztiany a degradovany. Pro spravné sbaleni je nutnéneii
proteinem a zn&kou sekvenci &kolika aminokyselin, tzv. spojku (viz Obr. 11). Glle se
jedna o sekvencidgkolika glycini za sebou proloZzenych serinem, ktery polyglycinowém
fetézci dodava rozpustnost. Glycin jako nejmensi amygekna ma postrantiéttzec tvaeny
pouze atomem vodiku, a proto je takdefzec velmi flexibilni a umakuje sbaleni protein
Jeho délka je individualni pro jednotlivy fuzni pem, tzn. kazdy protein jaizné citlivy na
piitomnost cizi sekvence na svém konci (Miyawakilgt2003). Zalezi na po#nu velikosti
sledovaného proteinu ku velikosti 2k (Myc-tag ma velikost 1,2 kDa, zatimco
fluorescekini proteiny 27 kDa) a na tercialni strukdu zda-li si nebudou proteiny stéricky
vadit. Jako spojku odtljici kandidatni protein od TagRFP-T jsme poukilyc-tag spolu
s rekolika restrikknimi misty. Givodem tohoto rozhodnuti bylaiprava samotného vektoru
pMSCV-Myc-TagRFP-T-IRES-Thyl1.1, ktery byl vytken pomoci #&kolika primef a
nechéli jsme nadndrné prodluzovat primery a zvySovat tak riziko vznikhyby @i jejich
syntéze. Tato sekvence (VDVNLIKEQKLISEEDLGS) nerdaleka idealni, proto nelze
vylowcit, Ze pro wrkteré kandidatni proteiny nebyla vyhovujici (dostag dlouhd a
flexibilni), aby se samy nebo fluores¢an protein mohl spravnsbalit. Disledkem toho
mohla byt absence detekce fluorescence a nemopapstovat lokalizaci kandidatnich gen
v ramci buiky. Cizi sekvence ffipojena k sledovanému proteinuwige ovliviiovat také jeho
stabilitu. 1 kdyZ by byly fazni proteiny spré¥sbaleny, cizi sekvenceie buhkam vadit a

tyto proteiny mohou byt rychle degradovany a timdetekovany.Re$enim by bylo
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prodlouzeni spojky, ktera by byla dostai&dlouh&ci ponechat kandidatni proteiny bez Myc-
tag a sledovat jejich lokalizaci pomoci specifigk@tilatky. JelikoZ vSak &tSina kandidat
ma C-konec intracelularni,éetne Myc-tag a TagRFP-T, bylo by nutné itky fixovat a
permeabilizovat jejich membranu. Intracelularniviesi vede k $tSimu pozadi a zvySené
moznosti nespecifické reakce protilatek. Tento efe& vSak sniZuje titraci koncentrace
protilatky a vybiranim klonu, ktery reaguje nejrsérespecificky. Uskalim v3aligtava fakt,
Ze proti mySim proteiim neexistuji ve &Siné pripadi komegni specifické protilatky, ale
pouze protilatky vytviené v laboratidch k publikovanyntlankam. VétSinou se jedna o kozi
¢i krali¢i polyklonalni protilatky, které nejsou vhodné kym nez biochemickym analyzam.
Proti mySim proteiim Nipsnap3b, Kdelc2, Kiaa0317, Acpl2 a Adapl neexigrotilatky
vibec. Vyjimkou je dostupnost protilatky proti mySimproteinu Cregl, avSak protilatka (R &
D Systems) detekuje sekretovanou variantu proteiera ma spolsou sekvenci s delSi
kandidatni variantou, a proto by nebylo mozné Wt varianty v buce od sebe odlisit.
Naproti tomu proti lidskym kandidatnim protém existuji ve ¥tSin¢ pripadi protilatky (s
vyjimkou KDELC2, ADAP1), ale oft se jedna o polyklonalni protilatky. Nicm&rast
protilatek (proti ERLIN2, PDZK1IP1, LMTK2, ACPL2)ej validovana pomoci ,Human
Protein Atlas (HPAY', co? je véejns dostupna databaze svice jak 9,1 miliony
imunohistochemickymi, imunofluorescarimi a Western blot daty paenymi na normalnich
Ci patologickych tké&ni, na bénnych liniich a primarnich bikach (Berglund et al., 2008;
Uhlen et al.,, 2005). Lze tedy zjistit specifitu dlivost protilatky pged jejim objednanim
(Sigma. Poslednim vysitlenim je mozZnost, Ze do naSeho &b mohly spadnout geny a
transkrigni varianty, které nejsouubec exprimované. Z vejn¢ dostupnych dat je¢iké
uréit, jak je dana transkrimi varianta exprimovana. Tyto informace budou dmséupo
SirSim zavedeni sekvefrdch metod dasSi generace na celé transkriptomyuédeh 2008).
Toto vyswtleni se nabizi vifpadt transkrignich variantAdapl-202a Acpl2-004 Geny
Kiaa0317altm2bjsou vSak exprimované dle dostupnych expresniti #talega Pavel Pitule
jejich silnou expresi rowt povrdil pomoci real-time PCR. Zaravexistuji experimentalni
data oltm2bgenu popisujici jeho rolitpapoptéze (Fleischer and Rebollo, 2004), kterowejs
vSak nepotvrdili (viz Obr.20), a vzniku neurodegaignich onemoatnich (Giliberto et al.,
2009; Matsuda et al., 2008).

Raznou miru exprese jsme pozorovali i u dalSich kadddich gef. Zatimco genyskip,
Torsinla, Nipsnap3b, Erlina Adapl1-001spolu s kontrolamLat a fosfatdzovou doménou

31 Databaze dostupna na http://www.proteinatlas.org
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Shp-1(¢cast 643-1788 nt) byly v bdanych liniich silre exprimovany, zatimco ostatni geny
(Cregl, Stykl, Pdzklipl, Acpl2-007, Kdelc2, Crtayly exprimovany pouze slabl tato
nizka exprese vSak umaivala dalSi analyzu pomoci fluoreséehmikroskopie a gitokové
cytometrie. Rzna exprese neni stéjfako u neexprimovanych gérepisobena bustnou
linii, ani Kozak sekvencemi.fRinou mize byt i nevhod# vybrany MSCV (,murine stem
cell virus®) vektor, jehoZz LTR (,long terminal regg) promotor by mohl byt v hik&dch po
integraci umtovan. Tento efekt se vSak zejména projevi az psi delE kultivacein vitro
neboin vivo a zavisi na mistintegrace vektoru do genomu. Toto demi zavislé fedevsim
na de novometylaci CpG sekvenci uvhitb’LTR a chromatinové kondenzaci lze snizit
vloZenim fiznych regulénich sekvenci igd promotor (Rivella et al., 2000). Zaravbylo
dokumentovano, Ze retroviry se silnou a stabilnpresi se fednostg integruji do mist
s vysokou transkrigni aktivitou, tj. do okoli gein které jsou exprimované v mnoh&nych
tkanich (Plachy et al.). Z publikovanych dat fetelné, Ze MSCV vektor je vSak k takovému
umi¢ovani még nachylny nez ostatni vektory odvozené od MuLV wekt(,murine leukemia
virus“) (Persons et al., 1997). JelikoZ geny (pwéieni pouzePdzklipla Acpl2-007, které
byly pteklonovany do velmi&inného expresniho vektoru pcDNARYitrogen se pod CMV
promotorem rové&Z slakE exprimovaly (viz Obr. 21), irodem vSak nebyl ani samotny
MSCYV vektor. Samaejmg, Ze jednotlivé vektory se liSi expresi vloZzenékalgv zavislosti
na druhu promotoru. Dokonce se liSidginnosti jednotlivych LTR odvozenych odznych
vira. P¥i znalosti sily jednotlivych promotarize vSak usoudit, zda je problém ve sl&bé
Zzadné endogenni expresi getiuv samotném vektoru. DalSimi &wi mozZnostmi nizké
fluorescence fuznich protéin které stejs jako v gredchozim fipac nelze vylodit, je
nutnost UTR pro spravnou expresi gengitomnost TagRFP-T.

Mikroskopické analyzy exprimovanych kandidatnichAFRRbohuZel ukazaly, Ze pouze
protein Pdzklipl riwe byt integrovany do plasmatické membrany. Totpopavani je vSak
v rozporu s publikovanou cytoplasmatickou lokalizadransfekovanych Ratl fibroblastech
(Guijarro et al., 2007) a bgénych liniich v HPA, kde PDZK1IP1 byl navic detekava
v jadie®. V sowasné dob je vSak pilis malo experimentalnich dat na stanovenidmav
Ostatni kandidatni proteiny jsou cytoplasmatické&dg@, Skip, Adap1-001, Cregl, Acpl2-007
a Styk)¢i lokalizované intracelulagv raiznych organelach nebo veziklech (Torsinla, Erlin2,
Nipsnap3b a Kdelc2), ifpadré na jaderné membrédn¢i membra® endoplasmatického
retikula (ER) (Erlin2). Integraci proteinu Erlin2odmembrany ER rowi potvrdily

32 http://www.proteinatlas.org/cell_if_unit.php?armtity id=14907&mainannotation_id=200013464

89



experimenty s lidskym ortolognim proteinem (Peatal., 2009) i data v HPA. ERLIN2 byl
vS8ak v HPA roviz detekovan na plasmatické memigrdm U-2 OS buicné linii
(mezenchymalni buina linief>. Nelze tedy vylotit ¢asténou lokalizaci Erlin2 na
plasmatickou membranu. Crtap protein je dle litemaiokalizovany v ER, kde je nezbytny
pro spravnou prolyl-3-hydroxylaci fibrinovych viakgMorello et al., 2006). ER lokalizaci
Crtap proteinu jsme vSak Zwbdu slabé exprese nebyli schopni potvrdit. Pomoci
fluorescekni barvy LysoTracker® Green DND-2ényitrogen) jsme vylowili moZnost, Ze
pozorované vesikly u proteinTorsinla, Nipsnap3b a Kdelc2 jsou endosatnijysosomy.
Presnou lokalizaci proteinpomoci marker pro dalSi organely jsme vSak dosud neprovedli.
Pro lepsi rozliSeni, zda kandidatni proteiny nejsiitomny na plasmatické membgan
alespa v malé koncentraci a zaravepotvrdit, Ze protein Pdzklipl je integrovan do
plasmatické membrany, jsme pouzili PMS metodu §mla membrane spheres”) (Lingwood
et al., 2008). Tato metoda <sjea v kultivaci bugk v PMS pufru, coz vede k jejich
nafouknuti a odéleni plasmatické membrany od zbytkunky. Bohuzel se ukazalo, Ze tato
metoda k tomuto delu neni idedlni, jelikoZz transmembranovy adapt@rgrotein Lat
(pozitivni kontrola membranové lokalizace) nebyl pouziti PMS metody lokalizovan do
plasmatické membrany, ale vyiplhal vnitek vytvareného veziklu obsahujici cytoplasmu.
Ani fosfatazovA doména Shp-1 (cytoplasmatickd iakak) nebyla lokalizovana dle
piedpokladu, kroré cytoplasmy se také nachéazela ve zbytkaklguFricinou tohoto vysledku
mohla byt delSi kultivace nez bylo uvedendanku (Lingwood et al., 2008), jelikoz tentas

v mém gipack nedostédoval pro tvorbu veziki u burécné linie Wehi 231 (mysi B-
lymfocyty). JelikoZ v fivodnim ¢lanku pouZzivali bu&nou linii A431 (buiky lidského
epitelialniho karcinomu), je mozné, Ze inkéibadoba v PMS pufru pro tvorbu vezikje
individualni dle bua¢ného typu. Bhem této kultivace, jeZ je pro fiky stresovou situaci,
mohlo dojit k od&tpeni proteinu Lat z plasmatické membrany cytopldashkymni proteazami,
neba’ vétSina TRAP ma membranéproximalni bazickou sekvenci s predikovanymi misty
pro Stpeni aminopeptiddzami. Z tohotaivibdu zbyva wfit pomoci jinych metod, zda
Pdzklipl protein je integrovany do plasmatické memy a ostatni kandidatni proteiny jsou
lokalizovany mimo ni. Je mozné vyt pomoci alternativhi metody tzv. ,giant plasma
membrane vesicles" (GPMV) (Baumgart et al., 2008j)chz p@iprava trva pouhé 2 hodiny.
Druhou moznosti je desintegrace Bkinodcleni jednotlivych buiénych frakci (jadra,

33 http://www.proteinatlas.org/cell_if_unit.php?armtity id=2025&mainannotation_id=200005964
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plasmatické membrany a cytosol) pomoci centrifugaceasledna biochemicka detekce
kandidatnich proteinmonoklonalni protilatkou proti Myc-tag na Westéiotu.

Duvodi, prod vétSina naSich kandidatnich genneni gitomna na plasmatické
membrag maze byt rgkolik. Prvnim divodem niize byt Spatna predikce signalniho peptidu
(SP) a transmembranové (TM) oblasti programem Risadis tim souvisejici nevhodny ¥yb
kandidatnich gean Program Phobius ma d@mo bodové ohodnoceni jednotlivych
aminokyselin dle jejich chemickych vlastnosti jéstli je aminokyselina hydrofobni, polarni,
bazicka, atd. Na zakladtéto skuténosti program predikuje hydrofobni oblasti v ramci
proteinu. Uskalim predikce je deni, zda-li je hydrofobngast signalni peptid, ktery je
v lumen ER od&pen, nebo transmembranova oblast. Poépesii SP totiz dany protein
(pokud v Bm neni pitomna dalSi hydrofobniast) uz nema ptgbnou hydrofobni sekvenci
pro integraci do plasmatické membrany. Programikugel Ze nalezeny hydrofobni peptid je
signalni peptid a nikoliv transmembranova oblagmeea v zavislosti na pozici &atku
peptidu od konce proteinu a na chemickych viasgubsaminokyselin igd S&picim mistem
(Kall et al., 2004). Klasické transmembranové adapté proteiny maji predikované vSechny
kombinace hydrofobnich oblasti: 1x TM oblast nelsdSP nebo kombinaci 1x SP + 1x TM
oblast (viz Tab. 1). Vigpad piitomnosti pouze TM oblasti (LAX1, PAG1l, TRIM a
proteinova varianta LAT), proteiny pouZzivaji tutgdnofobni oblast blizko N-konce k cileni
do lumen ER i kintegraci do plasmatické membr&nipgram Phobius roé# predikoval
samotny SP u klasickych TRAP, a to relaivdlouhy u LIME (SP 1-30), &sSiny
proteinovych variant LAT (SP 1-29), ale i kratkNDTAL (SP 1-22). TM oblast integralnich
proteini zpravidla obsahuje 15-30 aminokyselin, tudiz nejsuhy predikovany SP 1-30
muze ve své sekvenci obsahovat realnou TM oblast, kabiky predikovany SP 1-22 jiiie
obsahovat (viz fiklad NTAL). V prvnim vykru kandidatnich proteinjsme z tohoto @vodu
piilis nehleali na predikci SPEi TM oblasti, ale zarili jsme se zejména nafippmnost
zajimavych tyrosinovych motiv(viz Friloha¢. 1). Tyto kandidatni TRAP byly ve finalni
tabulce umisiny do 100. pozice podobrjako znamé TRAP (viz Tab. 1, 2 a 3). Shodou
okolnosti n¢la wvétSina gchto vybranych proteinpredikovany pouze kratky SP jako NTAL —
NIPSNAP3B (SP 1-13), TOR1A (SP 1-20), KDELC2 (SR11¢i SP 1-16 u idznych
proteinovych variant), ERLIN2 (SP 1-21). Pouze qateiny ngély predikovany delSi SP
odpovidaji predikci u LAT — CRTAP (SP 1-26) a SKIBP 1-26). Mysi ortologni proteiny
mély témeéi identickou predikci SP jako lidské proteiny, s imjou proteii Skip a
Nipsnap3b, které na rozdil od lidskych ndynpredikovanou SP¢i TM oblast vibec.

Nicmére Skip obsahuje v Ensembl databazi predikovany &sekzkou mirou komplexity
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v pozici 49-64 od N-konce, kterythe odpovidat hydrofobni TM oblasti. Nipsnap3b prote
nentl nic predikovano, ale na zakkaducniho zhodnoceni hydrofobicity N-koncowasti

v ramci ortolognich proteinjsme ho do analyzy #adili. Tato prvni vold nastavena selékri
kritéria, kterd povolovala u kandidatnich TRAP iatky signalni peptid v délce 1-20
aminokyselin od N-konce, vSak vedla k vysledku,Zaelny protein nebyl lokalizovan na
plasmatické membré&n Proto zpisnéni druhého vybru zaloZzeného zejména na ¥
kandidati s predikovanou TM oblasti (samotnou nebo v komhiseSP), milo zajistit Wtsi
podobnost s predikci u klasickych TRAP a zvysSit vdgpodobnost realné integrace
kandidatnich TRAP do plasmatické membrany. Pred#€e TM oblasti se v ramci lidskych
a mysich ortolognich proteinliSila pouze minimalé (viz Tab. 2 a Tab. 3). Vyjimkou byl
ACPL2 s predikovanym samotnym SP 1-23, ale jehoZiragtolog n&l predikovany dlouhy
SP 1-34. Rov&¥ mysSi ortolog Cregl &h predikovany pouze delsi SP 1-31 oproti lidskému
proteinu s predikovanou TM oblasti (34-53). Niché@bha mysi proteiny Acpl2 a Cregl maji
predikovany delSi SP stejijako lidsky LAT (SP 1-29), tudizZ jejich integrade plasmatické
membrany je mozna. Naproti tomu Adapl protein &lggredikovanou SP ani TM oblast, ale
proteinova varianta Adap1-001 ma dle databaze Hboispredikovany Usek s nizkou mirou
komplexity v pozici 4-15 od N-konce.r&stoZze je tato hydrofobriast pondrné kratka,
protein jsme do analyzy #adili. BohuzZel ani tento vyn s vyjimkou proteinu Pdzklipl
nevedl k Uuspchu. Analyza predikce hydrofobnich oblasti programhobius a Tmhmm
neobjevila ¥tSi rozdily v jejich predikci (viz Tab.1, Tab.2 afl. 3). To vede k zéw, Ze
zmenou programu by se vysledek nezlepSil. Z uvedemwjsttedki vyplyva, Ze v analyze je
tieba sledovat ip predikci SP a TM oblasti i miru pragplodobnosti jejich realné existence
(viz Obr. 7) a tento Udaj zohlednitipvybéru kandidat. Zndmé TRAP dosahovaly vzdy
hodnoty 1 pi predikci TM oblasti. MysSi kandidatni TRAP Ize aoto hlediska rozdit na 4
skupiny: proteiny bez predikce SP i TM oblasti (Adla Skip, Nipsnap3b), proteiny se
zietelnou predikci SP - hodnota rovna 1 (Crtap, Ceedktpl2), proteiny s predikci SP rovna
1 a predikci TM oblasti rovna 0,2 (Torsinla, K&k Erlin2) a posledni skupinu s jasnou
predikci TM oblasti — hodnota rovna 0,8-1 (Pdzklih2b, Kiaa0317, Stykl, Lmtk2). Prvni
dv¢é skupiny nejsou tedyrejmeé pro analyzu optimalni, ale nesmime zapominat edikci SP

u LAT (SP 1-29, hodnota rovna 1). Proteiny poslegkuipiny jsou idealnimi membranovymi
proteiny. Protein Pdzklipl jsme detekovali na platithé membrah Zbylé proteiny nizou
byt integrovany do plasmatické membrany, avSakivodu absence exprese (Kiaa0317,
Itm2b) ¢i velmi nizké exprese (Stykl) fuzniho kandidatngfemu, jsme tuto lokalizaci nebyli

schopni detekovat. Protein Pdzklipl jgkazem, Ze vysokd hodnota predikce TM oblasti
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dulezita pro reélnou integraci proteinu do plasmatickembrany. Do uzSiho w§tu bych
zaadila pouze ty proteiny, jejichZz hodnoty predikd@ & TM oblasti jsou dostates vysoké
(alespé nad hodnotu 0,5, tj. existuje polémi moznost realné existence predikovaasti).
Samozejme s tim souvisi moznost, Ze diky této podmingeteré kandidatni geny z vyt
uniknou. Je tedy na usudku kazdého, zda-li je gjadtlezitd plasmaticka lokalizacgé se
bude zajimat o furdi roli genu.

Druhym divodem nelsgsné lokalizace kandidatnich TRAP do plasmatické
membrany mze souviset siftomnosti TagRFP-T, ktery nemusi oWlovat jenom sbaleni a
stabilitu kandidatnich protein ale také jejich spravnou lokalizaci. Ozani sledovaného
proteinu na C-konati N-konci a sledovanim lokalizacéchto dvou forem flznich protain
muzeme zjistit, zda zriéa ovliviiuje lokalizaci (Simpson et al., 2000). Je vSeobeaaramo,
Ze pitomnost cizi sekvence na N-konci vede k nespréskadizaci ektopicky exprimovaného
genu Vv biice. Divodem je pitomnost lokalizénich sekvenci na N-konci pro cileni protein
do jejich spravnych kompartmentproto vioZzenim jakékoliv zriy pred tyto sekvence vede
k jejich zruSeni. Proto pokud chceme vnaSetleypana N-konec sledovaného proteinu, je
nutné na zéhtek jejich sekvence umistit lokalizd sekvenci pochazejici ze zkoumaného
proteinu, nap signalni peptid. Otazkouigtava, kdyz pedem nezname lokalizaci proteinu,
jak zjistit, o jakou a jak dlouhou sekvenci se j@da tohoto éivodu se pednosté umig’uje
znaka na C-konec sledovaného proteinu stgpko v naSem ifjpact. Nicmérg i v tomto
uspdadani nize zngéka ovliviiovat spravnou lokalizaci proteinu (Simpson et aDQ0;
Tavare et al., 2001} Hlavnim divodem je pili§ velka cizi sekvence (fluorescer proteiny
maji velikost 27 kDa) oproti sledovanému proteikigra mize zpisobit, Ze fazni protein se
chové fyzikdl® ¢i chemicky jinak neZz endogenni protein. Otdzkaistava, zda nase
kandidatni proteiny jsou tentaiipad. Problém by vgSilo vyklonovani samotného genu a
vioZeni do vektoru bez jakychkoliv ztek. Jak uz bylo diskutovandide, problém je vSak v
malém peétu specifickych protilatek na tuto detekci.

Tretim dhivodem ntize byt gitomnost tyrosinovych motivv ramci sekvence proteinu.
Bylo popsano, Zeiftomnost échto motivi vede k rychlé internalizaci proteirz plasmatické
membrany do lysosoin(Bonifacino and Dell’Angelica, 1999). Jedna sedevSim o motivy
Yxx@ (x je jakakoliv aminokyselina a @ zfHiaaminokyselinu s hydrofobnim postrannim
fettzcem) a NPxY. Z tohototdrodu jsme ozndli burnky fluorescefni barvou LysoTracker®
Green DND-26, ktera specificky barvi endosomy adgsny na zaklagdjejich nizkého pH.

3 Databaze v ramci GFP-cDNA lokaligho projektu dnes obsahuje vice nez 1000 lidsk§zhich proteif
s GFP na C-kongii N-konci sledovaného proteinu http://gfp-cdna.&ddloc-html/localise-master-image.html
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Tato moznost byla vylaena na zaklad obrazi z konfokalniho mikroskopu (data
neukazana). U kandidat u kterych se toto vystleni nabizelo, nedochazelo k
vyraznému pekryvu mezi signalem z lysosdna fuznich kandidatnich protéin

Ctvrtym davodem je uviznuti i spraénsbalenych flaznich proteinv ER. Tato
moznost se nabizi jako vy&leni zvIast pii ektopické expresi gén kteracasto vede K jejich
zvySeneé expresi. Nahly ridat proteiri maZze vést k zahlceni celého sekretorického systému a
k nespravy pozorované lokalizaci uviitER nebo ve stresovych granulicReSenim je
pozorovat pi stejném nastaveni citlivosti detekior mikroskopuradu bugk s tiznou mirou
exprese a porovnavat tuto lokalizaci navzajem. dalgme postupovali vifpad
kandidatnich geln které byly sil& exprimovany. Zadny rozdil nebyl patrny. U slab
exprimovanych gein vsak bylo nutné velmi zvySovat citlivost detekia excité&ni vykon
lasen, abychom slaby signél detekovali. Proto nebylo méotito analyzu proveést.

Posledni dvod souvisi rovéZ s ektopickou expresi ge&nBuiky s nadnérnou expresi
urcitych germi nemusi dote snaset toto navySeni koncentrace proteinu, ktéz& byt pro &
toxické. Dasledkem toho tyto hiky podl€éhaji vice busgné smrti. U kandidatnich génkteré
nebyly exprimované nebo skabxprimované, jsme vSak tuto korelaci nenalezli.

U vSech studovanych kandidatnich TRAP neni mozZo@ratents vylowcit, Ze
endogenni protein neni lokalizovdn na plasmaticl@mbrag. Nemusi se totiz jednat o
vétSinovou lokalizaci, existujgada pipadi, kdy i mensinova lokalizace na plasmatické
membrag ma biologicky relevantnidinky (nag. CTLA-4, Daxx). Otazkou vSakistava, jak
kvantifikovat tuto minimalni expresi pohybujici s¢adu procent celkové exprestedenim
by mohla byt elektronovd mikroskopie stabiltransdukovanych bwk, pii které by zlaté
kulicky navazané na protilatku detekovaly i slaby sigmalpovrchu butk. | zde nastava
problém vSak s neexistenci specifickych protilatek.

Funkeni analyzan vitro byla zaloZzena na stimulaci stalitimansdukované lidskeé linie
Jurkat-EcoR kandidatnimi geny monoklondlni prdtibét proti TCR a sledovani zm
exprese CD69. Jediny geDrtap ovlivioval expresi CD69. A to stejnym agobem jako
negativni kontrola fosfatazova doméghp-1(¢ast 643-1788) (Methi et al., 2005; Zhang et
al., 2000). Mira expres€rtap genu inverzé korelovala s expresi CD69. &b, jakym gen
Crtap ovliviuje TCR signalizaci jsme se zatim nezabyvali. Uatoéth gef dochazi
k piekryvu histogramd mezi transdukovanymi a netransdukovanymikami, tj. tyto geny
neovliviiuji TCR signalizaci. Detekce jednoho funkho genu fi studiu TCR signalizace je
relativnim uspchem. Nasledh miazeme sledovat i dalSi relevantni T-bame signalizani

drahy. Je vSak nutné pomoci dalSich experimeotvrdit, ZeCrtap gen opravdu hraje roli

94



v TCR signalizaci. Lze detekovat fosforylaci &ivych molekul signalizace (Src a Syk
kindzy, Erk kindzy), aktivaci transkdpich faktofi AP-1, NFAT, NF«B ¢i sledovat fenotyp
burgk ¢i organisnii, které budou mit pott&nou expresi daného genu. Tento @ansnaduje
existence KO mysi (Morello et al., 2006), ve ktérge jedt nestudovala rol€rtap genu na
vyvoj a funkci bugk imunitniho systému. Vzhledem dast&né spol&nym signaliz&nim
molekuldm TCR a BCR signalizace bude zajimavéiizjistia-li tento gen hraje roli také
v BCR signalizaci. DalSi experimenty by se mohlyjimat o interakni partnery
(imunoprecipitace a identifikace prouZk SDS-PAGE pomoci hmotnostni spektrometrie).
Pozitivni kontrola protein Lat v Jurkat-EcoR newiilije oproti gedpokladu expresi CD69
(Zhang et al., 1998a). Tento efekiibe byt zgisoben rozdilnou expresi endogenniho Lat
proteinu mezitiznymi Jurkat liniemi (naffklad nesaturovanou a saturovanou hladinou Lat).
Ektopickd exprese Lat v endogé€énnesaturovaném prdeti tak vede ke zvySené TCR
signalizaci, v druhém ffpact saturovaného prasidi zadny efekt nepozorujeme. Jako jina
pozitivni kontrola TCR signalizacetrke slouzit SLP76 (Fang and Koretzky, 1999; Wu et al
1996) ¢i kinaza Fyn(Cooke et al.,, 1991; Davidson et ab92, Fusaki et al., 1994).
Kombinace vice kontrol je nutn& pro spravny&avsledovaném jevu.

Z tabulky 1 je jednozrmé, Ze ¥tSina doposud identifikovanych TRAP se nachazi
zejména do 200. pozice ve finélni tabulce. Zatiprateiny z prvniho vyéru s predikovanym
SP tento trend kopiruji &8ina se dokonce nachazi do 100. pozice), proteidguhého
vybéru s predikovanou TM oblasti uz jsou ve finalniuale umistny dale (300. pozice a
nize). Je tedy mozné a uvedena experimentalnitdtanoznost naziaji, ze pget TRAP
dle piisré stanovené definice je v genomu omezeny &asny seznam TRAP je kafrey a
Zadny zajimavy TRAP uZz mezi mezapada. Proto je otdzkou, zda se spiSe ritam
funkeni roli jednotlivych gef nez na jejich lokalizaci dle uzké definice.

Funkéni analyzain vivo, ktera je zaloZena na sledovani efektu nadé expresei
potlatené exprese genu, ma ngfi vypovidaci hodnotu o funkci genu. V gasné dob
pracuji na tomtoin vivo modelu, ktery je zaloZzeny na transdukci imortaleaoych
hematopoetickych kmenovych hikn(HSC) kandidatnimi geny a jejicitgnosu do subletain
oz&enych mysi. Pro snadné odliSeni a analyzu pochA&(l z Ly5.1 kongenniho kmene a
jsou pgeneseny do standardniho Ly5.2 kmene C57Bl/6J. TH®C byly gipraveny
transdukci retrovirovym vektorem pMYc-NUP98-HOXBRHES-Puro (Ruedl et al., 2008).
Jelikoz gitomnost fuznich gens NUP98 byla detekovanaradk pripadi leukémii, je této
problematice ¥novana pozornost. FUzni geny vznikaji translokasti chromosomu 11p15.5

nesouci NUP98 do jiné chromosomové pozice. \Easne dob bylo identifikovano 20
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fuznich gef, polovinu gchto faznich partnértvori HOX geny (Moore et al., 2007), které se
nachazi v genovych shlucich na lidském chromosor(tdXA), chromosomu 17 (HOXB),
chromosomu 12 (HOXC) a chromosomu 2 (HOXD). Tytenfiigeny se skladaji z N-koncové
casti NUP98 genu obsahujici mnoho FG (fenylalaniygig) opakujicich se sekvenci, které
patrre slouzi jako transkrigni koaktivatory, a z C-koncovéasti HOX geni, které obsahuji
DNA vazebnou homeodoménu a funguji jako hlavni gskapcéni faktory kEhem
embryonalniho vyvoje (ovliwiji apoptdzu, signalizai kaskady, diferenciaci, motilitdi
angiogenezi) (Kasper et al., 1999). Jelikoz exés®9 HOX gen a bylo popsano pouze 10
fuznich ged, z toho vyplyva, Ze dochazi pouze Kityim spontannim translokacimiqul
vybrané HOX geny. Dosud nebyl identifikovan fazengobsahujici HOXB geny (Moore et
al., 2007). Rové&z NUP98-HOXB4 fuzni gen nebyl spojen se vznikenkéenie (Pineault et
al.,, 2004; Ruedl et al., 2008). Proto schopnost 88JHOXB4 konstruktu podpga
proliferaci a sebeobnovu HSGipudrzeni jejich pluripotentniho potencialu a tiriskani
jejich velkého mnoZstvin vitro bez nutnosti opakovanizolovat kostni ten, je velkou
experimentalni vyhodou (Ruedl et al., 2008). Vismmé dob se vSak objevuji znamky, Zze u
vétSich savé (primati, psi) transdukce samotnym HOXB4 generisppuje po 2 letech vznik
leukémii (Larochelle and Dunbar, 2008). Tento efeike byt specificky pouze pro samotny
HOXB4 gen, jelikoZ¢lanek ze stejného roku nepotvrdil viiv NUP98-HOXBw vznik
leukémie u mySiho modelu (Ruedl et al., 2008). ¥&tge vSak nutné ifipustit, Ze myS ma
kratSi dobu Zivota, za kterou se leukemogenni efektusi projevit. Druhé vystleni spa@iva

v mnoZzstvi vpichnutych transdukovanych HSC. Mndzdturek vnesenych do mysi je
mnohem mensi nez u velkych sava miZze byt nepostaljici pro projev onemocmi
(Larochelle and Dunbar, 2008). Jelikoz NUP98-HOXB#YySi pravépodobr nezpisobuje
leukémii, pouzila jsem tento konstrukt na imortatizHSC. Transdukované HSC bylo mozné
kultivovat in vitro za gitomnosti IL-6, SCF po 40 dni. Po tomto obdobi u#ky snizovaly
expresi povrchovych markierHSC (c-kit a Sca-1) a diferencovaly do prekudzairnych
burék (stavaly se pozitivni na ERI marker). Pluripotenciéthto transdukovanych a
kultivovanych HSC je vSak nutno pomoci vneseniuldetalré oz&enych recipientnich mysi
otestovatin vivo. Infekce MSCV vektory nesoucimi kandidatnimi gewSak neni zatim
Ucinnd, ziskavame pouze malé procento poztiransdukovanych bwk. V sowtasné dob
optimalizuji tuto infekci za pouziti VSV-G (,vesitar stomatitis virus G*), koncentrace
virion pomoci ultracentrifugace a naémi virioni na RetroNectin. Pro ziskani HSC, které
stredreé exprimuji kandidatni geny (nefips, coz by vedlo k moznosti ovli¢ni funkce a

lokalizace proteinu, ale dostaitg pro detekci) a zarowieziskat populaci témt 100 %
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pozitivnich bugk, |ze transdukované hky tridit a nabohatit. V mémifpact existuji dw
moznosti - pomoci ffistroje FACS (detekce aridéni burek exprimujicich ¢erveny
fluorescekni protein TagRFP-T) ¢i magnetickych kuliek (vychytani a deni
transdukovanych b@k na zaklad exprese povrchového markeru Thyl.1l). Saejox Ize
tentoin vivo postup aplikovat nejen na nagimou expresi kandidatnich gerale i na inhibici
jejich exprese pomoci transdukce HSC lentivivovyuektory nesoucimi shRNA. Relati¥n
jednoduSe lze tedy sledovat vyvoj imunitniho systémzavislosti na nadénné expresi
nebo absenci konkrétniho proteinu. Tento systémyghlejSi, mén nar@ny a levigjSi nez
zdlouhava giprava knock-out (KO) mysSi. Vifpad pouziti RNA interference (RNAI) Ize
navic vylo&it moznost kompenzace jinymi geny, ktera nastaytipad KO mysi, kdy
béhem ontogeneze ma organismies si vytvait alternativni zgsoby, jak se vyp@dat

s absenci genu. Nevyhodou pouziti RNAI je ne vzdgtaténé ucinna inhibice exprese.
Existuji gripady, kdy i mala koncentrace endogenniho proteidze dostéovat pro funkci,
tudiz zadny efekt neuvidimeriRouziti této metody je rowi nutné mit na pa#éi mozné
vedlejSi efekty zfisobené ftomnosti vidsenky uvriitburgk a mit gislusné kontroly.
Alternativou klasického KO je kondiciovany KO, kfevypne expresi sledovaného genu az
po stimulaci. Timto zfisobem Ize 0S8t moZznost kompenzace mezi geny, avsak stale fe ten

postupéasow narany.
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6. Zaveér

Souasti mé diplomové prace bylo bioinformatické vylded@ni kandidatnich TRAP, na
kterém jsem spolupracovala s kolegou Pavlem Piwystupem této analyzy bylo vytieni
lidskych a mysSich finalnich tabulek obsahujici poymroteiny splujici vSechna sel€ki
kritéria vyplyvajici z vlastnosti jizZ znamych TRAPo znamena: obsahovaly 1x TM nebo 1x
SP nebo kombinaci 1x TM + 1x SP, neobsahovaly eglwarni domény a byly v nich
piitomny tyrosinové vazebné motivy. Lidska finalnibuéka byla primaré rucné
prohledavana zivodu aktualgjSich expresnich dat pro lidské geny. Nasledovalatrila
ortolognich ge@ v mysi finalni tabulce. Timto Agobem bylo vybrano 14 génse kterymi
jsem dale pracovala. Jediny gemtk?2 (velikost 4444 bp) nebylo mozné vyklonovat, cDNA
ostatnich gein byly vloZzeny do pipraveného MSCV vektoru a analyzovanyétdina
kandidatnich proteih nebyla lokalizovana na plasmatické membravlyjimkou mize byt
Pdzklipl protein, u kterého dochazelo pod konfdkélnmikroskopem Kk iekryvu
povrchového markeru Thyl.1 s faznim kandidatnimegenPMS metoda vedouci k adiehi
plasmatické membrany od zbytkuiiky nebyla idealni pro rozliSeni, zda se jedna egrélni
protein ¢i nikoliv. Metoda neznamym Zigobem ovliviovala tradini lokalizaci samotnych
kontrol - transmembranového adaptorového proteiaud fosfatazové domény Shp-chagt
643-1788). Funéni analyzan vitro zjistovala rozdilnou expresi aktitnaiho znaku CD69 u
lidskych stabil@ transdukovanych Jurkat-EcoR oproti netransdukowabyiikam ged a po
jejich stimulaci anti-TCR protilatkou. Nadimna exprese &tSiny geri neovliviovala v Zadné
situaci expresi CD69. Vyjimku t¢d gen Crtap, ktery se choval stejrjako negativni kontrola
Shp-1. Mira exprese inverZrkorelovala s expresi CD6%qul a po stimulaci bwk. Tento
gen neni lokalizovany na plasmatické membyandiz gestoze je potencianfunkené
zajimavy, pravépodobré se nejedna o klasicky TRAP. Zatim jsme se nezdbgpasobem,
jakym tento gen ovliwje TCR signalizaci. Experimentélni data nazjiamoznost, Ze pet
TRAP dle gisné stanovené definice je v genomu omezeny a&asny seznam TRAP je
koneny a zadny zajimavy TRAP uZz mez nezapada. Tato moznost poklada otazku, zda se
nezangiit radtji na funkeni roli jednotlivych gef nez na identifikaci novych TRAP dle jejich
Uzké definice. Nej§tSi vypovidaci hodnotu o funkci genu ma fank analyzain vivo.
Analyza je zaloZena na sledovani efektu n&dén ¢i potlatené exprese genu (RNA
interference) na vyvoj a aktivaci btk imunitniho systému. V séasné dob pracuji na

tomto in vivo modelu, ktery je spidva v transdukci imortalizovanych hematopoetickych
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kmenovych bu#k kandidatnimi genyi viasenkami psobicim proti gmto gerim a jejich
pienosu do sublet&roz&enych mysSi. Tytan vivo studie by nily vyznamnou nirou odlisit
funkén¢ zajimavé geny od bezvyznamnych &ispet k urteni jejich funkce v imunitnim

systému.
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Prilohac.1: Tabulka vazebnych mofiv

ID SEKVENCE MOTIVU POPIS MOTIVU SKORE
1 [V.{2}IL]1]V]{6,8}V.{2}[L|1|V] ITAM 10
2 |[D|E].{7,8}[D|E].{2}Y.{2}[L|1].{7}Y.{2}L]1] ITAM 20
3 ILIVIIISLY.2}L[TV] ITIM 10
4 |T.Y.{2}[V]|1] ITSM 10
5 JIK|P].Y.N Grb2 binding site 5
6 [TIY..[V]I] SAP and EAT2 SH2 domain binding motif 10
7 IM.Y.{4}ENLDEDGYTQL.F Dectin 1 konsensus 2
8 JY.{2}L]IV] Generic pY docking site 7
9 JY[EIM|V][N|V|I] 3BP2 SH2 domain binding motif 5
10 JYENP Abl SH2 domain binding motif 4
11 v..P Crk SH2 domain binding motif 2
12 JYDHP Crk SH2 domain binding motif 3
13 [Y[T|A|SIK|R|Q|N][M[I]|V]|R] Csk SH2 domain binding motif 10
14 JYE.[V|[1] Fes SH2 domain binding motif 4
15 JYEE[I]|V] Fgr SH2 domain binding motif 4
16 JYEDP Fyn SH2 domain binding motif 7
17 JYIY[IVINIFIL|1]V] Grb2 SH2 domain binding motif 5
18 JY[Q]Y|VIN[Y|Q|F] Grb2 SH2 domain binding motif 4
19 YIMI[L|V].[M]I|L|V] GRB2, 3BP2, Csk, Fes, Syk C-terminal SH2 domain binding motif 4
20 [Y.N Grb2 SH2 domain binding motif 2
21 [IFIYIYE| TIY[SIN[I|L|V|P|T|Y|S] GRB7, GRB10 SH2 domain binding motif 4
22 JYF.[F|P|L]Y] HCP SH2 domain binding motif 4
23 IY[A|E|V]IY|FIE|[SIN|VI[P|F]I|H] Itk SH2 domain binding motif 7
24 [YDYV Lck and Src SH2 domain binding motif 7
25 |YDEP Nck SH2 domain binding motif 7
26 [Y..M PI3 Kinase p85 SH2 domain binding motif 2
27 [YM.M PI3 Kinase p85 SH2 domain binding motif 3
28 [YMPMS PI3 Kinase p85 SH2 domain binding motif 4
29 JY[L|I|VIE[L]1]V] PLCgamma C and N-terminal SH2 domain binding motif 5
30 fv..p RasGAP C-terminal SH2 domain binding motif 2
31 fY[|L|VI].IM/L/1/V/P] RasGAP N-terminal SH2 domain binding motif 5
32 JY[L|VIN[V|P] Sem5 SH2 domain binding motif 3
33 JY[T|V]I].L Shb SH2 domain binding motif 4
34 QY[ E|Y[LL.[IILIM] SHC SH2 domain binding motif 4
35 JHVIL|S].Y..[L]1] SHIP2 SH2 domain binding motif 6
36 |.L.Y[M|F].[F|M] Shpl N-terminal SH2 domain 2
37 J.LYA.L Shpl N-terminal domain 2 2
38 JI|V].Y..[L|V] SHP1 SH2 domain binding motif 3
39 [[V|I|L].YA.[L|V] SHP1 C-terminal SH2 domain binding motif 3
40 |..YYM[K|R] SHP1 C-terminal SH2 domain binding motif 5
41 LIY|H]Y[M|F].[F|M] SHP1 N-terminal SH2 domain binding motif 5
42 |ivinLLyim L FL.P SHP1, SHP2 SH2 domain binding motif 5
43 [YEMEVTV Shp2 binding site 5
a4 |[TIVIIYLY[AIS| T VLI VL] SHP2 CSH2 domain binding motif 4
45 | L vVInL VIO LIV R TIYIYIT [ LIVID LI LIV P] SHP2 C-terminal SH2 domain binding motif 4
46 J[H|F].V.[T|S|A]Y SHP2 N-terminal SH2 domain binding motif 4
47 J[1|V|L].Y[F|M].P SHP2 N-terminal SH2 domain binding motif 4
48 IY[I|VL.[I|V] SHP2 N-terminal SH2 domain binding motif 4
A9 JI|LIV|M]LY[T|V|AL[I|V|L]|F] SHP2 N-terminal SH2 domain binding motif 4
50 [[I|V].Y[L|M|T]Y[A|P|T]SG SHP2 N-terminal SH2 domain binding motif 4
51 fW[M|T|VIY[Y|R][I|L]. SHP2 N-terminal SH2 domain binding motif 4
52 JYIPP SHP2, PLCgamma SH2 domain binding motifs 5
53 [YM.M Src and Abl SH2 domain binding motif 5
54 IY[R|K|H|Q|E|D][R|K|H|Q]|E|D][I|P] Src, Fyn, Lck, Fgr, Abl, Crk, Nck SH2 domain binding motif 6
55 JPP.Y Src, Fyn,Csk, Nck and SHC SH2 domain binding motif 6
56 JYEEI Src,Lck and Fyn SH2 domains binding motif 8
57 |[Y[D|E][P|R][R|P|Q] STAT1 SH2 domain binding motif 3
58 1y..Q STAT3 SH2 domain binding motif 1
59 [Y[M|L|V[I[FI[P|R|K|H]Q STAT3 SH2 domain binding motif 3
60 [Y[Q|T|E][E|Q][L|I] Syk C-terminal SH2 domain binding motif 5
61 JYTT[I|L|M] Syk N-terminal SH2 domain binding motif 5
62 [[D|E]{7}D|E]..Y..LA7}Y..[L|1] Syk, ZAP-70, Shc, Lyn SH2 domain binding motif 7
63 JYEN[F|I|V] Tensin SH2 domain binding motif 2
64 [Y[M|L|E]EP Vav SH2 domain binding motif 5
65 JYESP Vav SH2 domain binding motif 5
66 |D[N|D].Y Cbl PTB domain binding motif 4
67 IN.LY Dokl PTB domain binding motif 2
68 IN..Y FRIP PTB domain binding motif 1
69 INP.Y Shc PTB domain binding motif 2
70 [DD.Y Shb PTB domain binding motif 2
71 INP.YF.R ShcA PTB domain binding motif 2
72 [HN[M|L|V[I][M|L]V|I|NINP[S|T]Y ShcC PTB domain binding motif 4
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