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Interaktom N-terminalni domény IL-1a

Cytokiny jsou vysoce ucinné mediatory produkované nejriznéjSimi bunéénymi
typy Vv ramci imunitniho systému i mimo néj za ucelem ovlivnéni sméru, intenzity
a doby trvani imunitni odpovédi a zanétlivého procesu. Jejich biologické efekty
zprostiedkované vazbou na vysokoafinitni membranové receptory a spusténim
drahy signélni transdukce jsou vétSinou dobie definované. Stale Castéji se vSak
ukazuje, ze nckteré cytokiny mohou kromé exokrinni funkce pulsobit také

intrakrinn€. Pro takové cytokiny se vzilo oznaceni ,,cytokiny s dudlni funkci®.

Jednim z téchto cytokini je interleukin-la, u kterého se v posledni dobé vyzkum
zaméfil na nalezeni jeho intracelularnich funkci. Intracelularni funkce
interleukinu-1a zatim nebyla pfesné definovana. Pro jeji existenci vSak, kromé
absence klasické hydrofobni sekretorické sekvence, sveéd¢i také fakt, ze v ramci
jeho prekurzoru obsazeny N-termindlni peptid je vysoce konzervovany a obsahuje

jaderny lokalizaéni signal.

Cilem této prace je definovat podminky lokalizace N-termindlniho peptidu
interleukinu-1o. v riznych bunéénych kompartmentech a pomoci fluorescencni

mikroskopie studovat proteiny potencialné s ni interagujici.

Kli¢ova slova: Interleukin-1a, N-terminalni doména IL-la, dudlni cytokin,

intrakrin, jaderna relokalizace, tumor supresorovy protein p53



Interactome of IL-1a N-terminal domain

Cytokines are highly effective mediators produced by various cell types within
and outside of the immune system with the aim to influence the orientation,
intensity, and duration of the immune response and inflammatory process. Their
biological effects mediated through binding the high-affinity membrane receptors
and triggering the signal transduction pathway are usually well defined. However,
as it is more and more frequently observed, in addition to the exocrine function,
some cytokines may show intracrine effects. For this type of cytokines, the term

“dual function cytokines* has been adopted.

One of these cytokines is Interleukin-la, in which the recent research has
concentrated on determining its intracellular functions. The intracellular function
of interleukin-1a has not been clearly defined so far. However, apart from the
absence of the conventional hydrophobic sequence, its existence is supported by
the fact that the N-terminal peptide included in its precursor is highly conserved

and contains nuclear localization signal.

The aim of this work is to define the conditions of localization of the interleukin-
lo N-terminal domain in different cellular compartments and to study proteins

potentially interacting with it using fluorescent microscopy.

Key words: Interleukin-1a, N-terminal domain of IL-1a, dual cytokine, intracrine,

nuclear relocalization, tumor suppressor protein p53
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1 Uvod

Cytokiny predstavuji dalezitou slozku imunitniho systému. Biologické ucinky
extracelularnich forem cytokini jako mediatort imunitni odpovédi, které po vazbé
na odpovidajici receptor spusti drahu signalni transdukce a v cilové butice
vyvolaji adekvatni reakci, jsou vétSinou znamé. Stale Castéji se vSak ukazuje, zZe
nékteré cytokiny mohou mit kromé svého pleiotropniho uc¢inku v klasické podobé

také dalsi funkce.

Interleukin-1, prvni ¢islovany cytokin a jeden ze zakladnich mediatort imunitni
odpovédi s pleiotropnimi U€inky pfesahujicimi rdmec imunitniho systému ctvrt
stoleti po svém objeveni zapadl i do soukoli modernich imunologickych teorii
kdyz byla odhalena jeho nova funkce jako molekuly ktera ma parametry DAMP

(,,Damage Associated Molecular Patterns®).

V posledni dobé se vyzkum interleukinu-1 zamétil na mozné intraceluldrni funkce
tohoto cytokinu, které nebyly zatim ptfesné definovany, ale pro jejichZ existenci
svéd¢i nekolik indicii. Jedna zforem tohoto cytokinu, interleukin-la je
produkovan jako prekurzor a kromé absence klasické sekretorické sekvence
obsahuje vramci své vysoce konzervované N-terminalni domény jaderny
lokaliza¢ni signal. Byla prokdzana schopnost jaderné translokace této N-
terminalni domény a lze proto predpokladat, Ze se nejednd pouze o vedlejsi

produkt prekurzoru na maturovany cytokin.

Cilem této prace je zkonstruovat rekombinantni vektor nesouci gen pro N-
termindlni doménu interleukinu-1 a prostfednictvim transientni transfekce do
lidské bunécné linie studovat subcelularni lokalizaci N-termindlni domény
interleukinu-1la v zavislosti na riznych kultivacnich podminkach a fyzikalnich
faktorech a pomoci fluorescencni mikroskopie studovat proteiny potencialné

interagujici s N-termindlni doménou interleukinu-1a.
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2  Prehled literatury

2.1 Cytokiny

Cytokiny jsou mediatory imunitni odpovédi produkované nejriiznéjSimi
bunénymi typy v ramci imunitniho systému i mimo n¢j. Jedna se o vysoce ucinné
molekuly zahrnuté do vrozené i specifické imunity. Jsou to proteiny, casto
glykosylované, produkované za tGc¢elem ovlivnéni sméru, intenzity a doby trvani
imunitni odpovédi a zanétlivého procesu. Zaroven jsou dulezité pro udrZeni
homeostazy za fyziologického stavu. Charakteristickymi vlastnostmi cytokini
jsou pleiotropie, redundance a synergie resp. antagonie. U¢inkuji v extrémné
nizkych koncentracich (10° az 10™%), jsou tedy vysoce biologicky aktivni.
Jednotlivé cytokiny byvaji v pribc¢hu fylogeneze zna¢né konzervovany. Vici
hormontiim jsou vymezeny tim, Ze jedna buiika mize produkovat, a vétSinou také
produkuje, vice cytokini a dale tim, ze, zejména tzv. typické cytokiny, jsou
produkovany az po stimulaci builky adekvéatnim podnétem. Pusobi
prostfednictvim vysokoafinitnich receptorti na povrchu bunék a jejich signal ¢asto
vede ke zméné exprese genll V cilovych buinikach. Ovliviiuyji tvorbu dalSich
cytokintl, jejichZ synergistické a antagonistické interakce vytvaii jakousi kaskadu,
propojeni do tzv. cytokinové sité. Pokud se regulace této kaskddy vymkne
kontrole, vysledkem muZe byt nekontrolovatelny zanétlivy proces, poSkozeni

bunék a tkani.

2.1.1 Generalizovana zanétliva odpovéd’

Generalizovand zanétlivda odpovéd’ je zahdjena prostiednictvim receptori PRR
(,,Pattern Recognition Receptors®), které jsou umistény na povrchu ¢i uvniti
bunék vrozené imunity (monocyty, makrofagy, neutrofily). Jejich podskupinu
tvoii Toll-like receptory (TLR) nezbytné pro vlastni zahdjeni imunitni odpovédi.
Toll-like receptory (TLR) maji schopnost vazat struktury charakteristické pro
mikroorganizmy (PAMP/,,Pathogen Associated Molecular Patterns®) a také
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nékteré¢ endogenni molekuly uvoliujici se z bun¢k v disledku poskozeni tkané
oznacované jako alarminy. Takova vazba vyvold v buiikach fagocytl spusténi tzv.
inflamazdémové signalni cesty, v jejimz zadvéru dojde k aktivaci enzymu kaspazy-1
a nasledn¢ ktvorbé klicového cytokinu zanétlivé reakce, interleukinu-1p.
Soubézné s inflamazoémovou signdlni cestou je spusténa také signalozémova
signalni drdha, vedouci k aktivaci transkripéniho faktoru NF«B, indukujiciho
expresi fady prozanétlivych cytokinl. Struktury charakteristické pro
mikroorganizmy (PAMP) a alarminy se mohou vzajemn¢ synergicky posilovat jak
prostfednictvim receptorové signalizace, tak aktivaci transkripce (BIANCHI,
2007). Alarminy spole¢né se strukturami charakteristickymi pro mikroorganizmy
(PAMP) tvoti tzv. DAMP (,,Damage Associated Molecular Patterns), tedy
struktury signalizujici nebezpeci v dusledku poSkozeni tkan€ mikroorganizmy
nebo jako nasledek traumatického déje. V nedavné dobé se ukazalo, ze nékteré
klasické cytokiny, pfipadn¢ néckteré jejich formy, normdln€¢ pusobici
prostfednictvim membranovych receptort a drah signalnich transdukci mohou mit

za urcitych okolnosti roli DAMP.

Cytokiny plisobi nejcastéji parakrinng, ¢asto autokrinné€, endokrinné a jak se stale

Castéji ukazuje, také intrakrinné.

2.1.2 Dualni funkce nékterych cytokinu

V roce 2003 byl v Intrakrinni hypotéze Richardem N. Re definovan pojem
intrakrin. Ve smyslu této hypotézy jsou intrakriny proteiny schopné kromé
extracelularni signalizace pomoci membranovych receptorti zaroven intracelularni
vazby na bunééné struktury nesouvisejici se sekreCnimi nebo degrada¢nimi

drahami (RE, 2003; RE a COOK, 2006).

Cytokiny, u kterych byla krom¢ jejich exokrinni funkce prokdzana také
intracelularni - intrakrinni funkce, nebo u kterych se o takové funkci uvazuje, jsou
oznacovany jako tzv. cytokiny s dudlni funkci. Pisobi tedy jak exokrinné, jako
medidtory uvolnované z produkénich bunék a plsobici prosttednictvim

membranovych receptorti, tak intrakrinné, at’ uz po internalizaci nebo piimo
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Vv bunice, ktera je exprimuje (LUHESHI et al., 2009 b). Jejich exokrinni a
intrakrinni funkce spolu pfitom nemusi souviset, a je pravdépodobné, ze exokrinni
formy cytokind s dudlni funkci se v pribéhu evoluce vyvinuly z intrecelularnich
molekul s DNA vazebnym motivem, pfes protein-proteinové interakce az
k ligandim membranovych receptorit (WERMAN et al., 2004). Dualni cytokiny
sdileji jist¢ spolecné rysy jako cytosolickou translokaci, neklasicky zplsob
sekrece a jadernou lokalizaci v bunkach, které jsou jejich producenty (LUHESHI
etal., 2009 b).

Jako typicky piiklad proteinu s dualni funkci se ¢asto uvadi HMGBI1 (,,High
Mobility Group Box 1%). Jedna se o jaderny, DNA vazebny protein ovliviiujici
transkripci diky schopnosti remodelace chromatinu, ¢imz usnadiiuje pfistup
transkripénim faktorim. Ukézalo se také, ze se po uvolnéni z poskozenych
nebo nekrotickych bunék do extracelularniho prostoru se chova jako DAMP
(SCAFFIDI at al., 2002) a vykazuje atributy endogenniho adjuvans (ROVERE-
QUERINI et al, 2004). Navic miiZze byt jako cytokin uvolfiovan cilené
Z monocytll ¢i makrofagli vystavenych pusobeni lipopolysaridu, prozanétlivych
cytokini ¢i oxidu dusnatého (PISETSKY et al., 2008), nebo z aktivovanych
dendritickych bun€k (LOTZE a TRACEY, 2005). V takovém piipad¢€ po vazbé na
membranové receptory TLR2, TLR4 a RAGE (PISETSKY et al., 2008) spousti
drédhu signalni transdukce. V ptipadé HMGBI1 byla nejprve znama a studovana
jeho jaderna funkce a v priabéhu casu byly odhaleno jeho extracelularni ptisobeni.
U interleukinu-1 je tomu naopak. Biologické i¢inky jeho extracelularnich forem
jsou studovany jiz ctvrt stoleti. Teprve neddvno byla odhalena jeho role alarminu
(DAMP) ve sterilnim zanétu (CHEN et al., 2007; EIGENBROD et al., 2008) a v
posledni dob¢ se vyzkum zaméfil na nalezeni intracelularni funkce interleukinu-

1.

Dalsim ptikladem cytokinu s dualni funkeci je chemokin CCL27 (,,Chemokine (C-
C motif) Ligand 27”) produkovany bazalnimi keratinocyty za telem navratu
pamétovych (“homing”) T-bun€k do kize béhem zanétlivého procesu.

Alternativnim sestfihem vznika nesekretovana forma schopna jaderné translokace,
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jejimz diisledkem jsou morfologické zmény. Byva oznacovana jako PESKY a je
produkovand rozlicnymi bunécnymi typy. Také sekretovand forma muze po
vazb¢ na receptor a internalizaci tohoto komplexu vstupovat do jadra s dosud

nezndmymi disledky (NIBBS a GRAHAM 2003).

Za cytokin s dualni funkci je povazovan také interleukin-16 (IL-16). Maturovany
interleukin-16 je peiotropni cytokin. Bunikami je produkovan jako prekurzor pro-
IL-16, ze kterého je v pribéhu maturace prostfednictvim caspazy-3 odstépena
vysoce konzervovand N-terminalni doména obsahujici jaderny lokaliza¢ni signal.
Tato N-terminalni doména mé schopnost jaderné translokace a jejim ptisobenim

dochazi k zastaveni bunééného cyklu ve fazi Go/G; (ZHANG et al., 2001).

Intracelularni funkce byly studovany také u MIF (,,macrophage migration
inhibitory factor*) (KLEEMANN et al., 2000), interferonu-y (IFN-y) (AHMED et
al., 2003), interleukinu-6 (IL-6) (ALBERTI et al., 2004) a interleukinu-3 (IL-3)
(DUNBAR et al., 1989).

V rodin¢ interleukinu-1 nalezneme tfi  cytokiny s prokazanou nebo
predpokladanou dualni funkci. Kromé interleukinu-1a jsou to interleukin-33 (IL-

33/IL-1F11) a interleukin-37 (IL-37/IL-1F7).

2.2 Rodinainterleukinu-1 (IL-1F/,Interleukin-1 family*)

Rodinu interleukinu-1 tvofi az na jednu vyjimku prozanétlivé cytokiny.

Do rodiny interleukinu-1 je v soucasné dobé tazeno 11 proteind, které sdileji
podobnou tercialni strukturu. Ta je tvofena -barelem s 12 B-listy v antiparalelnim
uspofadani. Strukturné homologickou tercialni strukturu maji proteiny FGF
(,,Fibroblast Growth Factor®) rodiny (ZHU et al., 1991). Tato proteinova rodina
vSak sdili srodinou interleukinu-1 jen malou sekvenéni podobnost a také
biologické ucinky jsou rozdilné (KUMAR et al., 2000).
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Proteiny rodiny interleukinu-1 jsou kédovany 11 riznymi geny. Z nich 9 se u
Clovéka nachazi na druhém chromozomu (TAYLOR et al., 2002). Gen pro
interleukin-18 (IL-1F4) lezi u ¢lovéka na chromozomu 11 (NOLAN at al. 1998) a
gen pro interleukin-33 (IL-1F11) je na chromozomu 9 (SCHMITZ et al., 2005).

Intron-exonové uspotradani genl rodiny interleukinu-1 svédéi pro spole¢ného
predka, u n¢hoz doslo k duplikaci (EISENBERG et al., 1991). V soucasné dobé
je za puvodni formu povazovan interleukin-lo (IL-1a) (DINARELLO, 2010;
MOHAN a YU, 2010).

Ackoliv u vétSiny clenil rodiny interleukinu-1 byla nalezena jejich extracelularni
funkce, pouze gen pro antagonistu receptoru pro IL-1 koduje klasickou signalni
sekvenci smétujici protein k sekreci. S vyjimkou interleukinu-1f a interleukinu-
la (viz kapitola Interleukin-la) neni zcela jasné, jakym zptisobem dochazi
k piipadné sekreci ostatnich ¢lent rodiny interleukinu-1 (SIMS a SMITH, 2010).

Interleukin-1a. a interleukin-33 (IL-1F11) jsou biologicky aktivni i jako
prekurzory. Stejné tak jsou v prekurzorové formé biologicky aktivni IL-1F5, IL-
1F6, 1L-1F8, IL-1F9. Je ale mozné, ze maturaci se biologicka aktivita posledné

jmenovanych interleukint zvySuje (SIMS a SMITH, 2010).

Prekurzory interleukinu-1p a interleukinu-18 (IL-1F4) jsou neaktivni. K jejich
maturaci dochédzi odstépenim N-termindlni domény cysteinovou proteazou,
kaspazou-1. Proces vedouci k aktivaci kaspazy-1 zafind vazbou adekvatniho
ligandu na receptor NALP3 (NLRP3/,Nucleotid-binding domain Leucin-rich
repeat containig Receptor Protein). NALP3 je Vv cytosolu lokalizovany receptor
nespecifické ¢asti imunitniho systému, soucast rodiny NLR, tedy jeden z podtypt
tzv. NOD-like receptort. Po aktivaci NALP3 vytvoii multi-proteinové komplexy,
tzv. inflamazoémy. Po vazbé ligandu dojde k multimerizaci NAPL3 proteind,
PYRIN doména receptoru NALP3 interaguje s PYRIN doménou adaptorového
proteinu ASC (,,Apoptosis-associated Speck-like protein containing a Caspase
recruitment domain®), jehoz doména CARD interaguje s CARD doménou

prokaspazy-1, coz vede k aktivaci kaspazy-1 s naslednym S$tépenim prekurzord
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IL-1B a IL-18. Prostfednictvim PYRIN-PYRIN a CARD-CARD interakci je
vytvoteno leseni vhodné pro vazbu a aktivaci prokaspazy-1 (FRANCHI et al.
2009).

Zajimavé je, zZe struktura interleukinu-37 (IL-1F7) mtze byt §tépena kaspazou-1
na dvou potencidlnich mistech. Tato maturace interleukinu-1F7 je nutna pro

jadernou translokaci, ale neni jasné, zda je nutnd pro extracelularni funkce

(SHARMA et al., 2008).

Antagonista receptoru pro interleukin-1 (IL-1Ra) je specificky inhibitor funkei IL-
1. Molekula, asi ze Ctvrtiny totoznd s interleukinem-1, se vaze na receptory, ale

nevyvolava fyziologickou odpovéd. Existuje také v intracelularni formé (icIL-

1Ra) (HASKILL et al., 1991).

2.3 Interleukin 1

Interleukin-1 je souhrnny termin pouzivany pro interleukin-la a interleukin-1p.
Oba piibuzné proteiny predstavuji produkt dvou riznych gent, které se u clovéka
nachazeji na chromozomu 2. Kromé nukleotidové sekvence se odliSuji
izoelektrickym bodem. Nukleotidové sekvence vykazuji 45% podobnost a
aminokyselinové sekvence se shoduji priblizné z 26%. Ackoliv ani jedna z forem
interleukinu-1 neobsahuje typickou hydrofobni sekretorickou sekvenci, ma se
Vv soucasné dobé& za to, Ze interleukin-1p je sekretovanou formou interleukinu-1,
zatimco interleukin-la je preferen¢né intracelularni formou. Interleukin-la i
interleukin-1p jsou produkovany jako prekurzory, které jsou nasledné Stépeny

specifickymi protedzami na maturované formy.

Obé formy interleukinu-1 se s vysokou afinitou vazi na stejné receptory a v tomto
smyslu maji stejny biologicky ucinek. Vazbou interleukinu-1 na receptor IL-1
typu I (IL-1R I) se po vytvoreni komplexu s ptidavnym proteinem IL-1RacP (,,IL-
1 Receptor accessory Protein®) spousti drahy signélni transdukce. Prostfednictvim

kaskady kinaz dojde k uvolnéni transkripéniho faktoru NF-«B, ptipadné k aktivaci
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transkripéniho faktoru AP-1. Receptor pro interleukin-1 typu Il (IL-1R II) ma
zkracenou cytoplazmatickou cast, chybi TIR doména, a po vazbé interleukinu-1
ke spusténi drahy signélni transdukce nedochéazi. Oba receptory se mohou
vyskytovat také v solubilni formé v dusledku odstépeni jejich extracelularnich
¢asti. Solubilni formy a receptor pro interleukin-1 typu II se mohou podilet na

regulaci piisobeni interleukinu-1 tim, Ze kompetuji o dostupny interleukin-1.

Interleukin-1a. a interleukin-1p jsou produkty hlavné monocytl, makrofagi a
vV mensi mife 1 jinych bun€k imunitniho systému. Produkuji je i buiikky mimo
imunitni systém napf. keratinocyty, astrocyty, fibroblasty, epitelidlni bunky,
hepatocyty, chondrocyty a hladké svaly. Ve zvySené mife jsou produkovany
tkdnémi pod vlivem luteinizaéniho hormonu a u pacienti s metabolickym

syndromem (DANDONA et al., 2005).

Transkripce interleukinu-1 je stimulovana rozliénymi faktory. Mohou to byt
soucasti struktur patologickych organizmu nebo produkty jejich metabolizmu jako
napt. lipopolysacharid a muramyl dipeptid. Z exogennich latek pak transkripci
aktivuji uratové a silikatové Castice, hydroxid hlinity, latex a zymosan. Produkce
je stimulovanid sou€dstmi komplementu, trombinem a nékterymi cytokiny.
Z fyzikalnich faktorti aktivuje transkripci interleukinu-1 UV zéafeni. Naopak

vyznamnym inhibitorem produkce interleukinu-1 jsou kortikosteroidni hormony.

Interleukin-1 pfedstavuje jednu z klicovych molekul imunitniho systému v
akutnim 1 chronickém zanétu a tvofi vyznamnou soucast tzv. cytokinové sité,
ktera zajistuje regulaci a koordinaci riznych sloZek obrany organizmu v ptipadé
infekce, zanétu, poranéni nebo stresu. Interleukiny IL-1o a IL-1B se uplatiuji
V hematopoezi a jsou ristovym a diferenciacnim faktorem lymfocyti, ptsobi také
na monocyty, granulocyty a dendritické buiky. Amplifikuji zanétlivou reakci
zvySenim exprese prozanétlivych cytokinii napt. interleukinu-2 a interleukinu-6 a
jejich receptorii a adhezivnich molekul na neutrofilech a bunkach endotelu cév.
Také zvySuji cytotoxickou aktivitu NK bunék. Jeho ptsobeni vSak zdaleka neni

omezeno jen na imunitni systém. Interleukin-1 ma rovnéz vliv na normalni rtst a
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morfogenezi mnoha typd bunék i na celkovy metabolizmus. Vyznamné se podili
na regulaci télesné teploty, spanku a krevniho tlaku. Pusobi jako modulator
resorbce kosti a ovliviiuje hladinu vapniku v krvi. Zajimava je prokazana ucast v
nidaci embrya (SIMON et al., 1997). Piedstavuje tedy protein s pleiotropnim

pusobenim v organizmu.

Interleukin-1 je casto studovan z hlediska ucasti v patogenezi mnoha
autoimunitnich onemocnéni, jako je revmatoidni artritida, osteopordza, lupénka,
parodontoza, systémova sklerdza, diabetes mellitus, Alzheimerova choroba ¢i
autoimunni encefalomyelitida. Jako zanétlivy faktor se interleukin-1 uplatiuje
V patogenezi restenozy korondrnich tepen (KASTRATI et al., 2000). Je také
specifickym indikatorem a vyznamnym faktorem pfi rozvoji septického Soku, jeho
pusobeni vede k nardstu produkce proteinti akutni faze, prostaglandini E2 a
zvySeni exprese nékterych typt adhezivnich molekul. Toto patogenni pusobeni
interleukinu-1 je v organizmu inhibovano antagonistou receptort interleukinu-1
(IL-1Ra). V nékterych piipadech Ize k 1é€bé vyuzit rekombinantni IL-1Ra znamy
pod nazvem Anakinra. Ke zmirnéni pfiznakl osteoartritidy je dostupna
experimentalni terapie autolognim sérem obohacenym o antagonistu receptoru pro

interleukin-1 (IL-1Ra) (BALTZER at al., 2009).

2.4 Interleukin-la

Interleukin-1a je syntetizovan jako 31 kDa prekurzor pro-IL-la. Muize byt
enzymaticky Stépen Ca®" aktivovanou protedzou calpainem na N-terminalni
doménu IL-1a (NTP IL-1a; IL-1 NTP; 16 kDa; ak 1-112) a maturovany cytokin
IL-Too (mat IL-la; IL-1a; 17 kDa; ak 113-259) (KOBAYASHI et al., 1990).
Vsechny tii molekuly jsou biologicky aktivni. Prekurzorova forma a N-termindlni

doména IL-1a obsahuji jadernou lokaliza¢ni sekvenci (COHEN et al., 2010).
Specifickym inhibitorem proteazy calpainu je calpastatin a jeho ptsobeni mtize
byt jednim z mechanizmii, ktery ovliviluje zastoupeni jednotlivych forem

interleukinu-1o uvniti bunék (CARRUTH et al., 1991).
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Interleukin-la.  je syntetizovan predev§im v monocytech a aktivovanych
makrofazich. Konstitutivné se vyskytuje v buiitkdich mezenchymalniho ptivodu
napi. v Keratinocytech, v burikach endotelu a epitelialnich bunikach ledvin, plic a
gastrointestinalniho traktu (DINARELLO 2011).

V piipadé klasické zanétlivé odpovédi muze byt interleukin-la uvolnén
makrofagy po aktivaci antigenem a pusobit chemotakticky na T-lymfocyty.
Interleukin-1a pak v misté ptisobeni navodi zvySeni hladin ostatnich cytokini,
jako jsou IL-2, IL-6, TNF-alfa ¢i PDGF (MAWATARI et al., 1989) a také
zvySeni poctu molekul integrint na endotelidlnich buitkach (GAO et al., 1995).

Extracelularné se interleukin-la vyskytuje jen vzacné (DINARELLO, 1996).
Interleukin-1a je in vivo v télnich tekutinach zdravych jedinct nedetekovatelny,
pfitomny je jen u zavaznych onemocnéni (DINARELLO, 1996). Pro nepfitomnost
interleukinu-1a v extracelularnim prostoru svéd¢i vyskyt neutralizacnich
protilatek proti IL-la u 5-28% zdravych jedinch (SAURAT et al., 1991;
MIOSSEC, 2002). Ptipadnd sekrece interleukinu-lo probihd neklasickym
zpiisobem, je zavisla na pfitomnosti méd’natych kationt a dochazi k ni za pomoci
proteinu S1I00A13 (MANDINOVA et al., 2003). Proteiny S100A 13 nachazejici se
v blizkosti vnitini vrstvy plazmatické membrany po vazbé véapenatych kationt
vytvoii jakousi otevienou konformaci pfipravenou vazat interleukin-la. Tim
dojde k vytvofeni heterotetrameru, ktery po interakci s médnatymi kationty
prostoupi bunéénou membranou. V redukénim prostredi extracelularniho prostoru
dojde k disociaci komplexu a interleukin-lo se uvolni jako monomer v aktivni
konformaci (MOHAN a YU, 2011). Mechanizmus sekrece se stal pfedmétem
studia kvili zavaznosti patologickych stavi, pfi kterych k nému dochdzi. Obecné
se dnes ma ale spiSe za to, Ze v naprosté vétSin¢ piipadli je interleukin-la
intracelularni formou interleukinu-1 a plsobi jako intrakrinni faktor at’ uz za
fyziologickych nebo patologickych podminek. Do nitra buiiky se interleukin-1a

muze dostat také receptorem zprosttedkovanou endocytézou. Vzhledem
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Kk pritomnosti jaderného lokaliza¢niho signalu v sekvenci receptoru je mozna i

jaderna translokace celého komplexu (GRENFELL et al., 1989).

Interleukin-1a. ma radioprotektivni potencial (PERLSTEIN at al., 1995). ZvySena
hladina interleukinu-1la je povazovana za vedlejsi Gc¢inek ionizujiciho zafeni na
proteinové urovni podobné jako zvySeni exprese tumor supresorového proteinu
p53. Ke zvyseni produkce interleukinu-lo v neozafenych bufikach dochazi také

po transportu média z ozafenych bunék (OSTERREICHER et al., 2003).

U epitelidlnich bun¢k pupecnikovych cév (,,Human Umbilical Vein Endothelial
Cells — HUVEC*) muze byt zvySeni exprese interleukinu-la povazovano za
specificky marker buné¢né senescence. U koZnich fibroblast nebyla zvySena

exprese Vv senescenci prokazand (MARIOTTI et al., 2006).

2.4.1 Prekurzor IL-1a (pro-1L-1a)

Rada bun&énych typd nema schopnost $t&pit prekurzor IL-1a Ca** aktivovanou
protedzou calpainem na maturovany protein a N-terminalni doménu (WERMAN
et al., 2004). Prekurzor IL-lo. se konstitutivné vyskytuje v bunkach
mezenchymalniho ptvodu, jako jsou keratinocyty, buiiky endotelu cév, epitelie

apod. (HAUSER et al., 1986; DINARELLO, 2011).

Uvadéna intracelularni lokalizace prekurzoru IL-la se v riznych studiich lisi.
Znov¢jSich studii Cohen a kol. pozoroval pfevazné jadernou lokalizaci, kdy
prekurzor IL-1a byl asociacovan s chromatinem (COHEN et al., 2010). Werman a
kol. uvadi difuzni lokalizaci v klidovych buinkach s naslednou jadernou
translokaci po aktivaci bun€k zanétlivym stimulem (WERMAN et al., 2004). U
mesangidlnich bunék glomerulu po transientni transfekci Stevenson a kol.
nepozoroval jadernou translokaci prekurzoru IL-1o (STEVENSON et al., 1997).
Je mozné, Zze klidova lokalizace IL-1a je tkanové specificka (HU et al., 2003).
Muze byt také ovlivnéna mezibunéénymi kontakty, se zvySujici se konfluenci je
jadernd lokalizace IL-la inhibovana (LUHESHI et al.,, 2009 a). Jaderna

translokace prekurzoru IL-1a probiha aktivné, je zavisla na jaderném lokaliza¢nim
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signalu obsazeném v ramci N-terminalni domény (WESSENDORF et al., 1993;
LUHESHI et al., 2009 c) a krom¢ postranslacnich modifikaci N-terminalni
domény (HU et al., 2003) ji mohou ovliviiovat dal$i proteiny, napi. HAX-1
(KAWAGUCHI et al., 2006). Kineticky je prekurzor IL-1a vysoce aktivni, dokud
nedojde ke spusténi apoptdzy, poté se jeho pohyblivost v rdmci nukleoplazmy
snizuje. V disledku toho neni béhem procesu apoptézy prekurzor IL-la

uvoliiovan do extracelularniho prostoru (COHEN et al., 2010).

Do extracelularniho prostoru se prekurzor IL-1a dostava pii nekrotickém zptisobu
smrti bunék. Nasledn¢ prostfednictvim aktivace signdlni drdhy IL-1R | v
makrofazich pilisobi prozanétlivé, napf. indukci tvorby IL-1B a dalSich
prozanétlivych cytokind. Ma také chemotakticky ucinek, vyvolava infiltraci
neutrofilil a makrofagli do mista traumatu (MOSLEY et al., 1987, COHEN et al.,
2010). Podobnym zpusobem, i kdyz vtomto piipadé prostiednictvim
maturované¢ho IL-la, ale nezavisle na TLR9 a NLRP3 resp. IL-1B, dochazi
kK rozvoji zanétu béhem adenovirové infekce (DI PAOLO et al., 2009).

Prekurzor IL-loo mize byt diky myristylaci kotven v plazmatické membrané
bunck (KURT-JONES et al., 1985; STEVENSON et al., 1993) a pisobit
juxtakrinné¢ (KAPLANSKI et al., 1994).

Po jaderné translokaci snizuje prekurzor interleukinu-1a schopnost migrace bunck
epitelidlniho typu pravdépodobné prostfednictvim interakci se strukturami

cytoskeletu (MCMAHON et al., 1997).

Vyznam intrakrinniho plsobeni prekurzoru IL-la byl studovan u fibroblasti
izolovanych od pacienti se systémovou sklerézou. V téchto fibroblastech je
produkovan konstitutivné a byla prokazand jeho jaderna lokalizace. Prekurzor IL-
lo ma schopnost interakce se supresorem bunécné proliferace, s proteinem
nazyvanym necdin, ktery se na prekurzor vaze v oblasti N-terminalni domény IL-
la. Soucasna produkce obou proteinit vede ke zvySené proliferaci bunck a

zvySené produkci kolagenu. Je mozné, Ze se timto zplsobem prekurzor IL-1a
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podili na patogenezi systémové sklerozy. Presny mechanizmus neni znéam,
interakce muize znemoznit jak piimou interakci necdinu s DNA, tak jeho
potencialni interakce s jinymi transkripénimi faktory (HU et al., 2003). Opacny
ucinek byl pozorovan v transformovanych epitelialnich buiikach. Pii endogenni
expresi prekurzoru IL-1a dochazi ke snizeni rychlosti proliferace a bylo naméieno
zvySené mnozstvi mRNA pro kolagenazu a PAI-1 (MAIER at al., 1994).

2.4.2 N-terminalni doména IL-1a (NTP IL-1a; IL-1 NTP; pp-IL-1a)

Proteolytickym odstépenim maturovan¢ho IL-1a Ca®* aktivovanou protedzou
calpainem se zprekurzoru IL-loo uvolni N-terminalni doména IL-la
(KOBAYASHI et al., 1990).

N-termindlni doména IL-la obsahuje sekvenci KVLKKRRL odpovidajici
jadernému lokaliza¢nimu signalu (WESSENDOREF et al., 1993). Tato sekvence je
U N-termindlni domény IL-la evolucné absolutné konzervovana u vSech

testovanych savc¢ich organizmti (STEVENSON et al., 1997).

Jaderny transport, piipadné aktivita N-termindlni domény IL-la mohou byt
regulovany posttranslacnimi modifikacemi (STEVENSON et al., 1997). Popsany
byly fosforylace (BEUSCHER at al., 1988) a myristylace (STEVENSON et al.,
1993). Jako vyznamné;jsi se jevi myristylace lysint na pozicich 82 a 83 (HU et al.,
2003), fosforylace serinu na pozici 90 na jadernou lokalizaci pravdépodobné vliv
nema (POLLOCK et al., 2003). Jaderna translokace muze byt stimulovana
aktivaci bun¢k zanétlivymi podnéty (WERMAN et al., 2004). Kawaguchi a kol.
zjistil, ze jaderna lokalizace prekurzoru IL-la je zavisla na pfitomnosti proteinu
HAX-1. Zda se, ze¢ HAX-1 interaguje s prekurzorem IL-la na tfech rdznych
mistech v oblasti N-terminalni domény. Jedno z téchto mist se nachazi v oblasti
jaderného lokaliza¢niho signalu a pokryva také aminokyselinu lysin v pozicich 82
a 83, na kterych muze dochazet k myristylaci. Protein HAX-1 je produkovany
mnoha riznymi typy bunék ve zdravych tkanich a byly prokazéany jeho interakce
S riznymi proteiny se strukturné odliSnymi motivy. Spolecnym znakem téchto

proteint je schopnost piesunovat se mezi jadrem a cytoplazmou (KAWAGUCHI
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et al,, 2006). Také vlastni N-terminalni doména vytvaii s proteinem HAX-1
stabilni komplexy (YIN et al., 2001). Zda se tato interakce podili na jaderné
translokaci N-terminalni domény, nebo spiSe umoziiuje jeji cytoplazmatickou
retenci, jak se ptivodn¢ domnivali Yin a kol., neni zcela jasné. Stejné jako
prekurzorova forma interleukinu la je N-termindlni doména kineticky vysoce
aktivni, dokud nedojde ke spusténi apoptdzy, poté se jeji pohyblivost v radmci
nukleoplazmy snizuje (COHEN et al., 2010). V jadfe dochazi ke zvySené
koncentraci N-terminalni domény v jadernych skvrnach ,,nuclear speckles® a byla
prokazana jeji kolokalizace s transkripénim koaktivatorem p300 (POLLOCK et
al., 2003; BURYSKOVA et al., 2004; LUHESHI et al., 2009 a).

Zatimco produkce prekurzoru IL-la byla prokdzand v mnoha typech bunck a
tkani, pfirozené se vyskytujici, volnd N-termindlni doména byla v bunééném
extraktu zatim detekovand pouze u makrofagi (STEVENSON et al.,, 1993;
POLLOCK et al., 2003; DI PAOLO et al., 2009). Piesto se v poslednich letech
fada autori pokousi o nalezeni intraceluldrni, pfipadné¢ jaderné funkce N-
terminalni domény IL-la. Ptedpokladaji, ze vzhledem ke schopnosti jaderné
translokace a vysoké miry konzervovanosti (YIN et al, 2001) je malo
pravdépodobné, Ze by se jednalo pouze o vedlejsi produkt Stépeni prekurzoru IL-

lo na maturovany IL-1a (BURYSKOVA et al., 2004).

Pfesnd funkce N-temindlni domény neni znama. Prozanétlivé piisobeni
intracelularnich forem IL-1a podporuje poznani, Ze nadprodukce prekurzoru i N-
terminalni domény vede k intracelularni aktivaci transkripénich faktord NFkB a
AP-1 snaslednou produkci né€kterych prozéanétlivych cytokind. Prekurzor i N-
terminalni doména u stabilné transfekovanych bunék zptisobuji zvyseni senzitivity
vici nasledné stimulaci pomoci IFN-y a TNF-a, tedy cytokinl, jejichZz
imunomodula¢ni Gc¢inek je davkove a casove zavisly. Navic N-terminalni doména
intrakrinné stimuluje produkci IL-la ve smyslu pozitivni zpétné vazby. Vse
nezavisle na extracelularni stimulaci receptoru pro IL-1 (IL-1R) (WERMAN et
al., 2004).
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Stevenson a kol. prokézali, Ze za specifickych podminek mutze N-termindlni
doména u trvale transfekovanych bunék vyvolat maligni transformaci

(STEVENSON et al., 1997).

Jedna ze studii prokazala, ze ektopickd exprese N-termindlni domény IL-1a po
transfekci bun¢k nadorovych linii retrovirovymi vektory vede k indukci apoptdzy.
Pravdépodobnd interakce N-terminalni domény s komponentami sestiithového
aparatu RNA zpisobi zvySeni produkce proapoptotické sestfihové varianty
proteinu Bcl-X (Bcl-Xs). U nenadorovych bunéénych linii k indukci apoptdzy
prostiednictvim N-terminalni domény IL-1a nedochdzi (POLLOCK et al., 2003).
Otazkou zistava, jakou roli pfi tomto procesu hraje simulace virové infekce
retrovirovymi vektory (BURYSEK, tstni sd&leni). Blanka Zamostnd z nasi
laboratofe v ramci své diplomové prace prokazala, ze nadprodukce prekurzoru IL-
la ¢ini buiiky infikované virem citlivéjsi k apoptdze, zatimco bez virové infekce

k apoptoze nedochazi (VICENOVA, 2005).

Pti adenovirové infekci je po interakci viru s povrchovymi proteiny makrofagt
stimulovana jak produkce prekurzoru IL-1a, tak 1 jeho Stepeni na maturovany IL-
lo a N-termindlni doménu, ktera je poté translokovéana do jadra (DI PAOLO et al.,
2009). Jednou z moznych funkci N-terminalni domény IL-la by mohla byt
protivirova obrana (BURYSKOVA et al., 2004). Prekurzor IL-1a 1 N-terminalni
doména IL-1a jako fuzni protein s Gal4 DNA vazebnou doménou transaktivuji
transkripci pii pouziti systtmu UAS/GAL4 (BURYSKOVA et al., 2004).
K transaktivaci dochazi pfi pouziti N-terminalni domény IL-1o v menS$i mife nez
u prekurzoru IL-1a, maturovany IL-1a tuto schopnost nema (WERMAN et al.,
2004). Mutacni analyza odhalila v rdimci NTP IL-1a dva a-helixy, zodpovédné za
transaktivaci transkripce IL-1o. v UAS/GAL4 systému. Tyto acidické a-helixy
jsou evolucné vysoce konzervované. Nachazi se na obou koncich N-termindlni
domény. Odstranéni at’ uz N-terminalniho nebo C-termindlniho a-helixu vyrazné
snizi transaktivacni potencidl, odstranéni obou a-helixii ho zru$i uplné.
K transaktivaci dochazi za ptfedpokladu neporuseného transkripcniho koaktivatoru

p300 u savcich bunék resp. jemu analogickému SAGA komplexu u kvasinek.
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Transkripéni koaktivator p300 tvoii soucast histonacetyltransferazového
komplexu PCAF, a i sam p300 ma histonacetyltransferazovou aktivitu. SAGA
komplex je kvasinkova obdoba PCAF. Histonacetyltransferazové komplexy jsou
enzymy katalyzujici pfenos acetylového zbytku na N-konce histonl. Acetylace
histontl je spojena s transkripcné aktivnim stavem. Zménou naboje histont dojde
K rozvolnéni struktury nukleozomového vlakna, ¢imZz je usnadnén pfistup
transkripénimu aparatu bunky. Vzhledem k potencidlu nékterych virovych faktort
inhibovat transkripci protivirovych a prozénétlivych genii pravé prostfednicvim
interakce s p300, dohromady se schopnosti rychlé syntézy a aktivni jaderné
translokace po zanétlivych stimulech se autofi domnivaji, ze N-terminalni doména
ma atributy prvku protivirové obrany ve smyslu vrozenych imunitnich

mechanizmi (BURYSKOVA et al., 2004).

S transkripénim koaktivatorem p300 a s histonacetytransferazovym komplexem
PCAF piimo interaguje také tumor supresorovy protein p53. Tumor supresorovy
protein p53 je ptfirozené se vyskytujici protein dilezity pro regulaci bunééného
cyklu a diferenciaci bun¢k. V reakci na genotoxicky stres, jakym miize byt
ionizujici zafeni nebo pusobeni UV svétla, koordinuje adaptivni odpovéd bunky
podle jejiho aktualniho stavu bud’ blokddou bunééného cyklu zejména v G2 fazi,
nebo pomoci vstupu bunky do procesu programované bunécéné smrti, apoptozy.
Ptfesné mechanizmy stabilizace p53 nejsou dosud zndmé, jisté vSak je, ze zahrnuji
jak ptfimé interakce s fadou regulacnich proteind, tak posttranslacni modifikace
(HARRIS a LEVINE, 2005). V disledku ptisobeni UV svétla nebo ionizujiciho
zafeni dochazi pomoci transkripéniho koaktivatoru p300 a
histonacetyltransferazového komplexu PCAF k acetylaci p53, ¢imz dojde ke
zvyseni jeho DNA vazebné schopnosti (LIU et al., 1999). Acetyltransferazy lze
obecn¢ zatadit mezi dulezité reguldtory funkce proteinu p53. Acetylace p53
probiha na Sesti lysinovych reziduich C-konce proteinu p53 a je aktivovdna na
zakladé signalti o bunééném poskozeni (ITO et al., 2001). Kombinace acetylace
lysini v raznych polohach odpovidaji reakci na rtizné stresové podnéty, které s
sebou nesou odlisSny zptsob regulace proteinu p53. Acetylovany protein p53 se

tedy maze uplatnit naptiklad v indukci apoptozy ¢i pti zahajeni senescence (GU a
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ROEDER, 1997; LUO et al., 2000). Oba tyto biologické procesy byly studovany i
v souvislosti s interleukinem-1a (POLLOCK et al., 2003; MARIOTTI et al.,
2006) a je otazkou, zda by interakce interleukinu-la s histonacetyltransferazami
mohla ovliviiovat jejich schopnost modulace aktivity tumor supresorového
proteinu p53 a vést napt. k indukci apoptdzy poskozenych bunc¢k (VICENOVA,
2005).

Po ozéafeni bunék, pifipadné po jejich oSetfeni médiem z bunck vystavenych
radiacnimu zafeni, dochazi k paralelnimu zvySovani intracelularnich hladin tumor
supresorového proteinu p53 a intreleukinu-la (OSTERREICHER et al., 2003)
Vzhledem  k prokdzanému  radioprotektivnimu  G¢inku  interleukinu-la
(PERLSTEIN et al., 1995) by se v ptipad¢ prokazani jeho kolokalizace dalo
hypoteticky uvazovat i o jeho schopnosti reaktivovat nefunkéni tumor
supresorovy protein p53. Z moznosti shrnutych v souhrnném ¢lanku Lane a kol.
by vuvahu piihdzely moznosti jako vazba inhibujici kontakt s MDM2,
modifikace zahrnujici zvySeni rezistence proteinu tumor supresorového proteinu
p53 vici proteolytické degradaci nebo inhibice nukledrniho exportu (LANE et al.,
2010).

2.5 Cytokiny z rodiny interleukinu-1 s dualni funkci

Kromé interleukinu-la jsou za cytokiny s dudlni funkei vramci rodiny

interleukinu-1 povazovany interleukin-33 a interleukin-37.

251 1L-33 (IL-1F11)

v

puvodné identifikovan jako jaderny faktor (,,Nuclear Factor from High
Endothelian Venules*; NF-HEV). Je trvale a hojn¢ ptitomny v bunikdch endotelu
lymfatickych organti. V jeho N-terminalni oblasti se nachazi jaderny lokaliza¢ni
signal a DNA vazebny motiv ,homeodomain-like helix-turn-helix*
(BAEKKEVOLD et al., 2003; CARRIERE et al., 2007). Trvale vysoké exprese
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interleukinu-33 je typicka pro buiiky endotelu cév a pro bunky epiteld tkani, které
jsou ve styku sexogennimi antigeny (MOUSSION et al., 2008). Z bunék
imunitniho systému byla exprese tohoto interleukinu prokazana u aktivovanych
dendritickych bun¢k, makrofagh a Ty2 lymfocytd (SCHMITZ et al., 2005).
Interleukin-33 ma kardioprotektivni G¢inek, je produkovan srde¢nimi fibroblasty a

Vv omezené mife také kardiomyocyty (SANADA et al., 2007).

I kdyzZ se ve struktufe interleukinu-33 vyskytuji mista Stépitelnd kaspazou-1, tento
interleukin nevyzaduje maturaci formou Stépeni a je biologicky aktivni jako
prekurzor. Naopak $tépenim kaspazou-1 in vivo v misté, které je substratem také
pro pro-apoptotickou kaspazou-3, dochazi k inaktivaci interleukinu-33. Podstatou
inaktivace interleukinu-33 pro-apoptotickymi kaspazami muze byt prevence
zanétlivé reakce, kterda by mohla byt spusténa piitomnosti extracelularniho

interleukinu-33. (CAYROL a GIRARD, 2009).

Endogenni interleukin-33 je akumulovan v jadie, v oblastech heterochromatinu, a
pusobi jako represor transkripce (CARRIERE et al., 2007). V jinych
kompartmentech epitelidlnich a endotelialnich bun¢k nebyl in vivo detekovan
(MOUSSION et al, 2008). Vysoka hladina exprese interleukinu-33
v endotelidlnich bunkach, kterd se poji s jejich klidovym stavem, po zanétlivé
stimulaci vymizi a nasledné rozvolnéni chromatinové struktury umozni snazsi
transkripci (KUCHLER et al., 2008). K vazb¢ interleukinu-33 na chromatin
dochdzi v misté acidické kapsy vytvorené konformaci dimeru histonit H2A-H2B
na povrchu nukleozomu (ROUSSEL et al., 2008). Acidicka kapsa je mistem
interakce dimeru histont H2A-H2B shistonem H4 a vede k formovani
chromatinu do vysSich organizacnich struktur, které je spojovano s represi

transkripce (ZHOU et al., 2007).

252 1L-37 (IL-1F7)

Interleukin-37 (IL-37/IL-1F7) je jedinym ¢lenem rodiny interleukinu-1, ktery ma
podle dostupnych informaci protizanétlivé u¢inky (NOLD et al., 2010)
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V lidském organizmu nalézdme 5 sestfihovych variant IL-37, oznacovanych IL-
1F7a — e, s riiznou tkanovou specificitou. Tkanoveé specifickd regulace sestiihu
MRNA IL-37 naznaCuje mozné rozdily v regulacnich nebo funkcénich
schopnostech jednotlivych izoforem (TAYLOR et al., 2002). Indukovat produkci
IL-37 je mozné v mononuklearnich buiikach periferni krve a v dendritickych

bunikach (PAN et al., 2001).

S prozénétlivym interleukinem-18 sdili IL-37b izoforma dvé kritické
aminokyseliny podstatné pro vazbu jak k a-fetézci receptoru pro interleukin-18,
tak Kk solubilnimu vazebnému proteinu interleukinu-18 (IL-18BP, ,,interleukin-18
binding protein®), ktery ucinky interleukinu-18 neutralizuje. Na a-fetézec
receptoru pro interleukin-18 (IL-18Ra) se vaze prekurzor i maturovany IL-37b.
Nejsou ale antagonisty receptoru a ani nespousti signalni transdukci.
Extracelularni 1L-37b vazbou na IL-18BP zvySuje jeho neutralizacni kapacitu ve
vztahu K interleukinu-18 a jeho schopnosti indukovat tvorbu IFN-y (BUFLER et
al., 2002).

V klidovém stavu je IL-37b lokalizovan v cytoplazmé 1 v jadie buné¢k ve velmi
nizkych koncentracich (BUFLER et al., 2004; SHARMA et al., 2008). Nizké
koncentrace jsou zpusobeny rychlou degradaci mRNA IL-37b v neaktivovanych
buiikach. V této mRNA je obsaZena sekvence homologickd s tzv. regionem
nestability, vyskytujicim se napf. u protoonkogenu c-Myc nebo u VEGF
(,,Vascular Endothelial Growth Factor®). Jedné se o A bohaté misto podél kodujici
oblasti. Pfesnd funkce a mechanizmus nejsou zndmy. Stimulace bunék pomoci
LPS vede ke stabilizaci mRNA IL-37b a zvySeni koncentrace proteinu v bunkach
(BUFLER et al., 2004).

Aktivace bun¢k pomoci LPS zptsobi, kromé popsaného zvyseni koncentrace IL-
37b, jeho maturaci proteolytickym Stépenim kaspdzou-1 a naslednou jadernou
translokaci maturovaného IL-37b. Maturovany IL-37b se do jadra dostava

pravdépodobné aktivnim zptisobem (SHARMA et al., 2008).
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V jadfe aktivovanych bun€k byla prokdzana interakce IL-37b s transkripénim
faktorem Smad3, ktery je povazovan za efektorovou intracelularni molekulu TGF-
[ signalizace. Smad3 spolu vytvari funkéni komplex, jehoz vysledkem je inhibice
tvorby prozanétlivych interleukinti. Sam aktivovany prozanétlivymi faktory napf.
ligandy Toll Like Receprorii (TLR) se tak IL-37b jevi jako zprostfedkovatel
negativni zpétné vazby zanétlivé reakce (NOLD et al., 2010).
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3  Material a metody

3.1 Vybaveni

Blocek na mikrozkumavky DB3 (Techne)

Blocek na mikrozkumavky (Major Science)

Biirkerova komurka (Meopta)

Centrifuga 5415 (Eppendorf)

Centrifuga 5415D (Eppendorf)

Centrifuga Biofuge 15 (Heraeus)

Centrifuga EBA 12R (Hettich Zentrifugen)

Centrifuga Megafuge 1.0R (Heraeus)

Centrifuga Micromax (IEC)

Centrifuga Rotina 48R (Hettich Zentrifugen)

Elektroforeticky zdroj Power Pac 200 (BIO-RAD)
Elektroforeticky zdroj OSP-250L-HV (Owl Separation System)
Elektroporacni zatizeni Gene Pulser Xcelltm (BIO-RAD)
Fluorescen¢ni mikroskop (Axiovert 40CFL Zeiss; Olympus Cell-R)
Humidifikovany COz2 inkubator (37 °C, 5 % COz2) (Saynyo)
Jamkov¢ kultivacni desky (Nunc)

Jednorazové zkumavky 10-50 ml (TPP)

Jednorazové mikrozkumavky (Eppendorf)

Kryogenni box s dusikem (Termo Scientific)

Kultiva¢ni misky (TPP; Nunc)

Kultiva¢ni misky se sklickem (In Vitro Scientific - dodava Bio-Port)
Lamindrni sterilni box (Esco Class II BSC)

Milli-Q plus zafizeni na upravu vody (Millipore)
Mikroskopicka sklicka (Meopta)

PCR cykler Mini Cycler (MJ Research)

PCR cykler C1000 Thermal cycler (BIO-RAD)

PCR cykler Mastercycler gradient (Eppendorf)

PCR cykler Mastercycler epgradient S (Eppendorf)
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Spektrofotometr ND-1000 (NanoDrop)
Stérky na tkanové kultury (Orange Scientific)
Svételny mikroskop (Zeiss)

Termobox LBT 165 (Zanussi)

Termobox LBT 168 (Zanussi)

Termoshaker TS-100 (Biosan)
Transluminator (Vilber Lourmat)

Tirepacka Gallenkamp (Scholler Instruments)
Tiepacka GFL 1083 (Thermolab)

Ttepacka GFL 1086 (Thermolab)

UV Crosslinker (Stratagene Crosslinker 1800)
Vortex Genie 2 (Scientific Industries)
Zamrazovaci blok ,,Mr. Frosty* (Nalgene)

Zamrazovaci mikrozkumavky (Nalgene)

3.2 Material

3.2.1 Chemikalie

Agar (Serva, Sigma)
Agar6za (Invitrogen, Serva)
Antibiotika: ampicilin (Sigma, Spofa)

kanamycin (Spofa)

obecna antibiotika a antimykotika pro tkanové kultury (Gibco)
BSA (bovinni sérum albumin) (Serva, Sigma)
DAPI (4,6-diamino-2-fenylindol) (Sigma)
Demineralizovana voda (ddH20)
DME (Dulbecco’s Modified Eagle’s medium) (Sigma)
DMSO (dimethylsulfoxid)
dNTP (Fermentas, Roche)
EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova) (Serva)
Enzymy: Restrikéni endonukleazy 10 U/ul (Fermentas)

Ribonuclease A (Fermentas)
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Taq polymeraza 5 U/ul (Roche, Fermentas)
T4 DNA ligaza 5 U/ul (Roche, Fermentas)
Trypsin-EDTA (Invitrogen, Sigma)

Ethidium bromid (Sigma)

Ethanol (Lachema)

FBS (fetalni bovinni sérum) (Gibco)

Fenol (MERCK)

Fibronektin (Sigma)

Formaldehyd (Sigma)

Glycerol (Lachema)

Glukoza (Serva)

Chloroform (Lachema)

Izoamylalkohol (Lachema)

Izopropanol (Penta)

Kyselina octova (Lachema)

Lysozym 500 U/mg (Serva)

L-glutamin (Sigma Aldriche)

Octan sodny (Sigma)

Paraformaldehyd (Serva)

Roscovitin ~ 6-benzylamino-2(R)-[[1-(hydroxymethyl)propyl]amino]-9-
isopropylpurin) (Cyclacel) (poskytnut laboratoii RNDr. Boftivoje
Vojtéska, DrSc.)

PBS (Invitrogen)

Tris (2-amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol) (Serva)
Triton X-100 (Serva)

Tween 20 (Sigma)

Zelatina (Sigma Aldrich)

3.2.2 Soupravy pro manipulaci s DNA

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems)
FastBack DNA Minispin Kit (Renogen Biolab)

Wizard™ Minipreps purification system (Promega)

XNAPS Plasmid Endofree Flexspin Kit (Renogen Biolab)
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3.2.3 Roztoky

KAC 3 M:

PBS 10x:

Roztok II:

STET:

TAE 50x:

TE:
TEG:

TRN:

60 ml 5 M KAc; 11,5 ml ledova kyselina octova; 28,5 ml ddH20
(Roztok 111)

80 g NaCl; 2 g KCI; 26,8 g Na,HPO,4.7H,0; 2,4 g KH,PO,; 800 ml
ddH,0; pufrovano na pH 7,4; doplnéno ddH,O do 1 |

1% SDS; 0,2 M NaOH

10% sachar6za; 50 mM Tris-HCI pH 8; 50 mM EDTA-NaOH (pH
8); 1% Triton X — 100

242 g Tris; 57,1 ml kyselina octova; 100 ml 0,5 M EDTA-NaOH
(pH 8); doplnéno ddH,O do 1 |

10 mM Tris-HCI pH 8; 1 mM EDTA-NaOH (pH 8)

25 mM Tris-HCI pH 8; 10 mM EDTA-NaOH (pH 8)

(Roztok 1)

Ribonuclease A (Fermentas) 110 mg/ml; 0,1 mM Tris-HCI pH 7,5;
0,045 mM NacCl

Vzorkovy pufr 6x (agar6zova elektroforéza):

0,09% bromfenolova modi; 0,09% xylen cyanol; 60% glycerol; 60
mM EDTA (Fermentas)

Pozn.: % jsou uvadéna v % (hmotnost/objem); pokud neni uvedeno jinak, jedna se

o roztoky vodné

3.2.4 Biologicky material

3.2.4.1 Bakterie
Escherichia coli XL-1 Blue: F" proABC laclqg _(lacZ)M15 Tn10(Tetr) / recAl
endAl gyrA96(Nalr) thil hsdR17(rk-mk+) supE44 relAl lac (Stratagene)

3.2.4.2 Sav¢i bunécné kultury

e Mrc-5 (ATCC CCL-171): adherentni sekundarni nenadorova bunécna linie

zdravych diploidnich lidskych fetalnich plicnich fibroblastii s omezenym

poctem dé€leni piiblizné 50x%.
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e HEK 293T (ATCC CRL-11268): bunééna linie odvozena od lidskych
embyonalnich  ledvinnych  epitelidlnich  bun¢k, transformovana

adenovirovym E1A a LT genem viru SV-40.

3.2.5 Kultiva¢ni média

3.2.5.1 Kaultivace bakteridlnich kmenii
Média jsou piipravovana laborantkou pani Vlastou Pelechovou.
Tekutd média

2xTY: 1,6% pepton; 1% kvasni¢ny autolyzat; 0,5% NaCl; upravit pomoci
NaOH na pH 7, podle potieby pfidat antibiotika

Agarové pudy
2xTY: tekuté¢ TY médium; 2% agar, podle potieby ptidat antibiotika

Podle potieby ptidame antibiotika:
Ampicilin 200mg/ml; Kanamycin 50mg/mi

3.2.5.2 Kultivace sav¢ich bunék

Kompletni kultivaéni médium

Kompletni kultiva¢ni médium ptipravujeme z nasledujicich komponent:

DME bez fenolového barviva

10% inaktivované fetalni hovézi sérum (FBS)

0,5% L-glutamin
V ptipad€ potieby, a pokud se tim nenarusi kultivaéni podminky dané kultury,
muzeme piidat obecna antibiotika:

0,5% penicilin; 0,5% streptomycin
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Dalsi roztoky pouzivané pii kultivaci sav¢ich bunék
0,25% Trypsin-EDTA: 2,5 g/l trypsin, 0,38 g/l kyselina
ethylendiamintetraoctova (EDTA)
PBS

Fibronektin

3.2.6 Transfek¢éni média

Opti-MEM (Gibco, Invitrogen)

3.2.7 Transfek¢ni reagencie

ExGen 500 (Fermentas)
JetPEI (Polyplus)
Lipofectamine 2000 (Invitrogen)

TurboFect (Fermentas)

3.2.8 Protilatky

Primérni protilatka: monoklonalni mysi protilatka specificka pro p53 (Chemicon)

Sekundarni protilatka: anti-mouse konjugovana s Alexa Red 594 (Invitrogen)

3.2.9 Roztoky pouZivané pro pripravu preparatii na mikroskopii

Blokovaci roztok (0,25% Zelatina, 0,25% BSA v PBS)
DAPI (40 pl/ml v 50% ethanolu)

Mounting médium (Invitrogen)

Paraformaldehyd (3% v PBS)

Roscovitin 20uM roztok v kompletnim kultivacnim médiu
Triton X 0,5%

Tween 0,05%

3.2.10 Vektory

pPEGFP-C1 (Clonetech)
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MigR1 (poskytnut laboratoii Warrena Peara, Philadelphia)

3.2.11 Primery (Generi Biotech)

PEGFP-C1 sekvenacéni primer: 5'-CATGGTCCTGCTGGAGTTCGTG-3’
MSCYV sekvenéni primer: 5'-CCCTTGAACCTCCTCGTTCGACC-3’
NTP reverse primer: 5-GGCTTGATGATTTCTTCCTCTGAGTC-3’

3.2.12 DNA modifikujici enzymy

BamHI (Fermentas)
Bglll (Fermentas)
Ndel (Fermentas)
Sall (Fermentas)
Xhol (Fermentas)

3.2.13 Pufry pro restrikéni endonukleazy, DNA polymerazy a T4 DNA ligazu

,»Green® restrikéni pufr: 10 mM Tris-HCI (pH 7.5 pti 37°C); 10 mM MgCly;
50 mM NaCl; 0.1 mg/ml BSA (Fermentas)

,Orange® restrikéni pufr: 50 mM Tris-HCI (pH 7,5 pti 37°C); 10 mM MgCl2, 100
mM NaCl; 0,1 mg/ml BSA (Fermentas)

»Red” restrikéni pufr: 10 mM Tris HCI (pH 8.5 at 37°C); 10 mM MgCly;
100 mM; KCI; 0.1 mg/ml BSA (Fermentas)

»Yellow™ restrikéni pufr: 33 mM Tris-octan (pH 7,9 pfi 37°C), 10mM octan
hotecnaty, 66 mM octan draselny, 0,1 mg/ml hovézi sérovy albumin (BSA)
(Fermentas)

Tagq PCR pufr: 100 mM Tris-HCI (pH 8,8 pii 25°C); 500 mM KCIl; 0,8% Nonidet

P40; 15 mM MgCl:2 (Fermentas)
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T4 DNA ligaéni pufr: 40 mM Tris-HCI; 10 mM MgCl,; 10 mM DTT; 0,5 mM
ATP (pH 7.8 pii 25°C) (Fermentas)

3.2.14 Standardy velikosti a mnozstvi DNA

ADNA / Eco911[BstEII] Marker 15 (Fermentas): 117-8453 bp
ADNA / Eco130I[Styl] Marker 16 (Fermentas): 74-19329 bp
O’GeneRulertm 100 bp DNA Ladder Plus (Fermentas): 100-3000 bp
O’GeneRulertm 50 bp DNA Ladder (Fermentas): 50-1000 bp

3.3 Metody

3.3.1 Praces DNA

3.3.1.1 Elektroforéza DNA v agar6zovém gelu

Mnozstvi agardzy, odpovidajici vysledné koncentraci, udavané
Vv procentech, rozpustime zahiivanim v 1XTAE pufru.

Rozpusténou agarézu zchladime na 60°C.

Vychladlou agarézu nalijeme do pfipravené vanic¢ky, piiddme
ethidium bromid (vyslednd koncentrace 0,175 pg/ml), zasuneme
hfeben a nechame ztuhnout.

Po ztuhnuti gelu vysuneme hieben, vanicku s gelem umistime do
elektroforetického pfistroje a prelijeme 1xXTAE pufrem.

Ke vzorkim pifiddime vzorkovy pufr (cca 1/5 objemu vzorki) a
naneseme je do jamek v gelu.

Zapojime zdroj napéti 5 V/cm na cca 1 hodinu.

Gel fotografujeme v prochazejicim ultrafialovém (UV) zafeni (300-
310 nm).

Snimky exponujeme 1-4 sekundy digitalnim fotoaparatem (Samsung
EX1).

3.3.1.2 Minipreparace plazmidové DNA z bakterialnich bunék E. coli

Vybrané klony E. coli pfecarkujeme na plotnu se selekénim médiem

(pozadovanym antibiotikem), na plochu cca 2x2 cm a inkubujeme pfi

39



37°C 12-18 hodin (del$i inkubace mé za nasledek snizeni vytézku
plazmidi).

Do 1,5 ml polypropylénové mikrozkumavky napipetujeme 400 pl
STET pufru, narostlé bakterie opatrn¢ stdhneme sterilnim paratkem a
dokonale je v pufru resuspendujeme.

Piiddme 5 pl 5% lysozymu, dikladné promichdme a inkubujeme 2
minuty pii 95°C.

Nechame kratce vychladnout a centrifugujeme 5-10 minut pfi
15000xg pti laboratorni teploté.

Tupou stranou paratka opatrn¢ odstranime pelet

K supernatantu pridame stejné mnozstvi izopropanolu (1 objem) a
inkubujeme minimaln¢ 30 minut, 1épe 60 minut pii -20°C.
Centrifugujeme 30 minut pii 15000xg pfi laboratorni teploté.
Odstranime supernatant a sediment promyjeme 1 ml 70% ethanolu.
Centrifugujeme 10 minut pii 15000xg pti laboratorni teploté.
Sediment nechdme dokonale vysusit pfi laboratorni teplote, ptipadné
Vv bloku zahiatém na 37°C.

Vysuseny sediment resuspendujeme ve 20-30 pl TE pufru nebo

v TRN pufru.

3.3.1.3 Midipreparace plazmidii z E. coli

Kulturu E. coli nesouci dany plazmid aerobn¢ kultivujeme na tiepacce
ptes noc pii 37°C v 50 ml média s ptislusnym antibiotikem.
Centrifugujeme 10 minut pii 15000%g.

Sediment f4dné€ resuspendujeme ve 2 ml roztoku TEG (roztok I) a
pfidame 4 ml roztoku II, opatrn€ promichdme a inkubujeme 5 minut
pfi laboratorni teploté.

Ptidame 3 ml roztoku 3 M KAc (roztok III), opatrné¢ promichdme a
inkubujeme 20 minut pii -20°C.

Centrifugujeme 30 minut pii 4°C a 15000%g.

Supernatant piefiltrujeme pies gdzu a pfidame k nému 0,7 objemu

izopropanolu.
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Inkubujeme 10 minut pii -20°C.

Centrifugujeme 30 minut pti 4°C a 15000xg.

Sediment promyjeme 3 ml 70% ethanolu a nechdme vyschnout pfi
laboratorni teplot¢.

Sediment resuspendujeme ve 400 pl TE pufru, pfidame 3 pl TRN a
inkubujeme 1 hodinu pii 37°C.

Roztok extrahujeme 1 objemem fenolu a 1 objemem smési
fenol:chloroform:izoamylalkohol v poméru 25:24:1 (opakujeme,
dokud nezmizi mezifaze tvofena vysrazenymi zbytky proteinti).
Roztok extrahujeme 1 objemem smési chloroform:izoamylalkohol v
poméru 24:1.

K supernatantu pfidame 0,1 objemu 3 M octanu sodného a 2,5 objemu
98% ethanolu vychlazeného na -20°C a inkubujeme minimalné 1
hodinu pfi -20°C.

Vysrazenou DNA sedimentujeme 10 minut pii maximalnich otackach,
sediment promyjeme 1 ml 70% ethanolu vychlazeného na -20°C a
dokonale vysuSime.

Vysus$eny sediment rozpustime ve 300 pl TE pufru.

3.3.1.4 Srazeni DNA v ethanolu

Na jeden objem roztoku DNA ptidame 3 objemy vychlazeného 96%
ethanolu a 0,1 celkového objemu 3 M octanu sodného (pH 5,2).
Promichame vortexovanim.

Nechéme srazet 2 hodiny na -20°C.

Vysrazenou DNA centrifugujeme 30 minut pii 13 000xg a 4°C.
Sediment promyjeme 70% vychlazenym ethanolem, 5 minut
centrifugujeme pii 13 000xg a 4°C.

Sediment vysuS§ime pfi laboratorni teploté.

Sediment rozpustime v optiméalnim mnozstvi TE pufru.
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3.3.1.5 Minipreparace plazmida z bakterialnich bunék E. coli pomoci
soupravy Wizard (Promega)

Plazmidovou DNA izolujeme podle navodu piiloZzeného vyrobcem.

3.3.1.6 Izolace plazmidové DNA z bakteridlnich bunék E. coli pomoci
soupravy XNAPS Plasmid Endofree Flexspin Kit (Renogen Biolab)
Pomoci soupravy XNAPS Plasmid Endofree Flexspin Kit (Renogen Biolab)
izolujeme plazmidy pro pouziti v tkanovych kulturach. Souprava obsahuje
reagencii EndoOut Solution EOS, pomoci které dojde k odstranéni endotoxinu.

Postupujeme podle navodu vyrobce.

3.3.1.7 Stépeni DNA restrikénimi endonukleazami

DNA stépime pomoci restrikénich endonukledz ve specifickych restrikénich
pufrech doporuc¢enych vyrobcem (Fermentas). V zévislosti na struktufe a Cistoté
vzorku DNA pouzijeme 1-10 U enzymu/pg DNA. Inkubujeme 1-4 hodiny pfi
vyrobcem doporucené optimdlni teploté Stépeni. Reakci zastavime ochlazenim
smési na -20°C. Mnozstvi a kvalitu Stépené DNA ovéfime pomoci agar6zové

elektroforézy.

3.3.1.8 lzolace DNA z gelu
Fragmenty DNA z agar6zového gelu vhodné koncentrace izolujeme pomoci
soupravy FastBack DNA Minispin Kit (Renogen Biolab). Postupujeme podle
navodu vyrobce.
o Na translumindtoru Cistym skalpelem vyfizneme cCast gelu
s pozadovanym fragmentem DNA, pfeneseme jej do mikrozkumavky
a zvazime.
o Pfiddme minimalné trojnasobek hmotnosti gelu rozpoustéciho roztoku
a zahtivame pti 60°C 5-10 minut (100 mg gelu ptiblizné odpovida 100
ul roztoku).
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o Suspenzi piepipetujeme do kolonky s fritou a centrifugujeme 1 minutu
pii maximalnich otackach.

. Fritu s navazanou DNA promyjeme 750 ul promyvaciho roztoku a
centrifugujeme 1 minutu pii maximalnich otackach.

. Opakujeme promyvaci krok s 250 pl promyvaciho roztoku a
centrifugujeme 1 minutu pii maximalnich otackach.

o Na kolonu s fritou pfidame 20-30 ul ddH20 a centrifugujeme 1 minutu

pfi maximalnich otackach.

3.3.1.9 Ligace DNA v roztoku
Ligaci provadime enzymem T4 DNA ligaza.
Slozeni liga¢ni smési (celkovy objem 10 pl):

1 ul 10xkoncentrovany ligaéni pufr

1 ul T4 DNA ligaza

DNA vektor a inzert ve vhodn¢ zvoleném poméru
ddH20 do objemu 10 pl

o Ligaéni smés inkubujeme 2-4 hodiny pfi laboratorni teploté.

o Ligac¢ni smés inkubujeme 16 hodin pfi teploté 16°C.

o Ligac¢ni smés inkubujeme 24 hodin pfi teploté 4°C.

o Liga¢ni smés pouzijeme k transformaci E. coli vhodného kmene,

pfipadné uchovame pii -20°C.

3.3.1.10 Méreni koncentrace DNA
Koncentrace DNA byla méfena na mikrokapilarnim spektrofotometru ND-1000 v

objemu 1-2 pl.

3.3.2 Polymerazova ietézova reakce (PCR)

3.3.21 PCR pro ovéreni vloZeni fragmentu N-terminilni domény do
rekombinantniho vektoru
Pomoci PCR reakce byla amplifikovdna oblast inzertu, kterd byla nasledné
podrobena analyze pomoci agar6zové elektroforézy.
SloZeni PCR reakéni smési (celkovy objem 20ul):
15 pl ddH20
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2 ul 10x PCR pufr s Mg2+

0,5 ul ANTP (1.25 mM)

0,5 pl primer forward (5 pM)

0,5 pl primer reverse (5 uM)

1 ul DNA templat (10 ng templatové DNA)
0,5 pl Taq polymeraza (1 U/ul)

Pouzité primery:

PEGFP-C1 sekvenacni primer:
5-CATGGTCCTGCTGGAGTTCGTG-3’

NTP reverse primer:
5-GGCTTGATGATTTCTTCCTCTGAGTC-3’

Templatova DNA:
rekombinantni vektor pEGFP-C1/NTP

PCR probihalo podle nésledujiciho programu:

1. 95°C 3 minuty

2. 95°C 30 sekund

3. 65°C 30 sekund

4, 72°C 30 sekund

5. vratit ke kroku 2 opakovat 30x
6. 72°C 5 minut

7. 4°C do odvolani

3.3.2.2 PCR pro sekvenovani inzertu v rekombinantnim vektoru pEGFP-
C1/NTP

Pomoci PCR byla amplifikovana oblast inzertu, ktera byla posléze osekvenovéana.

SloZeni PCR reakéni smési (celkovy objem 20pul):

11,5 pl ddH20

4 ul 5x sekven¢ni pufr (souprava BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit)

0.5 pl primer (5pmol)

2 ul templat (500-600 ng DNA)

2 ul sekvenacni smes (souprava BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit)

Pouzité primery:

PEGFP-C1 sekvenacni primer:
S'CATGGTCCTGCTGGAGTTCGTG-3’

NTP reverse primer:
S-GGCTTGATGATTTCTTCCTCTGAGTC-3"
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Templatova DNA: rekombinantni vektor pEGFP-C1/NTP

PCR probihalo podle nésledujiciho programu:

1. 4°C do odvolani
2. 96°C 1 minuta

3. 96°C 30 sekund

4. 58°C 30 sekund

5. 60°C 4 minuty

6. vratit ke kroku 3. opakovat 24x
7. 4°C do odvolani

Po dokonceni programu byla reakéni smés vycisténa srazenim v 96% ethanolu.
VysuSend DNA byla pfeddna k sekvenacni analyze do Laboratote sekvence DNA,

PiF UK.

3.323 PCR pro sekvenovani inzertu v rekombinantnim vektoru
MigR1/NTP

Pomoci PCR byla amplifikovana oblast inzertu, ktera byla posléze osekvenovéana.

Slozeni PCR reakéni smési (celkovy objem 20ul):

11,5 pl ddH20

4 ul 5x sekvenc¢ni pufr (souprava BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit)

0.5 pl primer (5pmol)

2 ul templat (500-600 ng DNA)

2 ul sekvenacni smes (souprava BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit)

Pouzité primery:

MSCYV sekvenéni primer:
5'-CCCTTGAACCTCCTCGTTCGACC-3’
NTP reverse primer:
5-GGCTTGATGATTTCTTCCTCTGAGTC-3’

Templatova DNA: rekombinantni vektor MigR1/NTP

PCR probihalo podle nésledujiciho programu:

1.4°C do odvolani
2.96°C 1 minut
3.96°C 30 sekund
4.58°C 30 sekund
5. 60°C 4 minut
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6. vratit ke kroku 3. opakovat 24x
7.4°C do odvolani

Po dokonéeni programu byla reak¢éni smés vyc€isténa srazenim v 96% ethanolu.

Vysusena DNA byla pfedana k sekvenacni analyze do Laboratofe sekvence DNA,

PiF UK.

3.3.3 Prace s bakteriemi

3.3.3.1 Priprava kompetentnich bunék E. coli

Elektrokompetentni buniky byly pfipraveny laborantkou pani Vlastou Pelechovou

Zaockujeme exponencialné rostouci kulturu pozadovaného kmene do
50 ml 2xTY média (vytemperovaného na 37°C) na ODsoonm = 0,1.
Aerobné¢ kultivujeme pti 37°C do dosazeni ODsoonm = 0,7 - 0,9.
Centrifugujeme 10 minut pfi 2800%g a laboratorni teplot¢, odstranime
supernatant, od ukonceni centrifugace vzdy duasledn¢ chladime na
ledu.

Pelet resuspendujeme v 50 ml ddH20 vychlazené na 4°C,
centrifugujeme 10 minut pti 2800%g a 4°C, odstranime supernatant.
Pelet resuspendujeme v 25 ml ddH20 vychlazené na 4°C,
centrifugujeme 10 minut pii 2800xg a 4°C, odstranime supernatant.
Pelet resuspendujeme v 20 ml 10% glycerolu vychlazené¢ho na 4°C,
centrifugujeme 10 minut pti 2800xg a 4°C, odstranime supernatant.
Pelet resuspendujeme v 10 ml 10% glycerolu vychlazené¢ho na 4°C,
centrifugujeme 10 minut pii 2800%g a 4°C, odstranime supernatant.
Pelet resuspendujeme v 1ml 10% glycerolu vychlazeného na 4°C.

Bunky uchovavame pii -70°C.

3.3.3.2 Transformace bunék Escherichia coli elektroporaci

Ve vychlazené elektroporacni kyveté se vzdalenosti elektrod 2 mm
smichame 50 pl rozmrazené suspenze elektrokompetentnich bakterii
E. coli (kmen XL 1 blue, uchovavané v -70°C) a DNA v mnozstvi cca
100 ng.
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. Osusenou elektroporacni kyvetu vlozime do generatoru pulsu

(Biorad).

. Po nastaveni téchto hodnot: kapacitance 25 pF, napéti 2,5 kV, odpor
200 Q aplikujeme puls.

. Okamzité pridame 0,6-2 ml 2xTY média temperované¢ho na 37°C bez
antibiotik.

o Inkubujeme 1 hodinu pti 37°C na tfepacce.

o Vysejeme na misky s piisluSnym antibiotikem.

. Inkubujeme dnem vzhiiru v termostatu pii 37°C pfes noc.

3.3.3.3 Skladovani bakterialnich kment

Kratkodobé (n€kolik tydnti az mésicli) uchovavame bakteridlni kmeny na
agarovych plotnach pti teploté 4°C. Dlouhodobé bakteridlni kmeny nesouci
rekombinantni vektor uchovavdme pii teplot¢ -70°C v suspenzi sterilniho

glycerolu, jehoz vysledna koncentrace je 25%.

3.3.4 Prace s bunéénymi kulturami

3.3.4.1 Pasazovani adherentni sav¢éi bunééné kultury

Bunky standardné kultivujeme v termostatu pfi 37°C v atmosféfe nasycené 5%
CO; s relativni vlhkosti kolem 90%. Kultivace probihd v jednorazovych
kultivacnich miskach urcenych pro tkanové kultury (960 mm nebo @100 mm).
Pouzivime médium DME bez fenolového barviva s pfidavkem 10%
inaktivovaného fetalniho hovéziho séra (FBS), obohacené o L-glutamin. Na malé
misce (P60 mm) kultivujeme builky ve 4-5 ml kompletniho média, na velké
misce (0100 mm) v 10 ml kompletniho média. Stav bunééné kultury pravidelné
kontrolujeme pod mikroskopem. Pii dosazeni konfluence - vytvofeni souvislé
vrstvy bun€k, které se vzajemné dotykaji - pfistoupime k tzv. pasdzovani,
vytvotfime subkultury. Adherentni buniky uvolnime od kultiva¢niho povrchu 1 od
sebe navzijem, nafedime a preneseme je do nové kultivacni nddoby s Cerstvym
médiem. Bunky pasdzujeme v poméru 1:2 az 1:4, 1 az 2 krat tydné v zavislosti na

jejich konfluenci. Praci s tkanovymi kulturami provadime ve sterilnim boxu.
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3.3.4.2 Pasazovani adherentni savéi bunééné kultury piisobenim Trypsin-

EDTA

Dame temperovat kultivacni medium a roztok 0,05% Trypsin-EDTA.
Odsajeme stavajici médium.

Buiiky oplachneme PBS, tim odstranime zbytky média, které obsahuje
inhibitory trypsinu.

Aplikujeme roztok Trypsin-EDTA (1/10 pouzivaného objemu
kultivacniho média).

Nechame pusobit 4-6 minut pii 37°C a 5% CO,, dokud se burky
neodd¢li ode dna misky.

Doplnime cerstvé kompletni médium (9/10 pouzivaného objemu
kultiva¢niho média, tim také dojde k inaktivaci trypsinu) a bunécné
agregaty resuspendujeme pomoci pipety.

Na novou misku pieneseme pozadovany objem bunééné suspenze,
doplnime Cerstvym kompletnim médiem a resuspendujeme.

Misky s kulturou vlozime do termostatu.

3.3.4.3 Pasazovani adherentni sav¢éi bunééné kultury mechanickou disociaci

Dame temperovat kultivacni medium.

Odsajeme stavajici médium.

Ptidame Cerstvé kompletni médium.

Bunky mechanicky oddélime ode dna kultiva¢ni misky pomoci stérky.
Bunééné agregaty diikladné resuspendujeme pomoci pipety.

Na novou misku pieneseme pozadovany objem bunécné suspenze,
doplnime Cerstvym kompletnim médiem a resuspendujeme.

Misky s kulturou vlozime do termostatu.

3.3.4.4 Pocitani bunék

Ruéni pocitani bun€k provadime pomoci kalibrované Biirkerovy komirky. Jedna

se o pfimou metodu stanoveni po¢tu bunék. Pocitani provadime v poli¢kach, ktera

jsou patrna pod mikroskopem a maji definovanou velikost. Pocitaci sit’ Biirkerovy

komiirky je tvotfena 9 velkymi ¢tverci odd€élenymi trojitou ¢arou, kazdy ma plochu

1 mm?. Ty jsou dale rozd€leny do 16 mensich ¢tverct, jejichz plocha je 0,04 mm>.
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Pocitame nejprve 5 velkych ¢tverci 1 x 1 mm v jedné poloviné komurky. Je-li
celkovy pocet bunék mensi nez 100, pocitdme bunky i v dalSich 5 ¢tvercich ve
druhé poloviné komurky. Za hranici ¢tverce povazujeme prostiedni linku z trojité
¢ary. Abychom buiky lezici na hranici dvou c¢tvercli nezapocitali dvakrat, z
buné¢k, které lezi na okraji Ctverce, se pocitaji ty, které se i1 jen dotykaji levého
nebo horniho okraje, a naopak se nepocitaji buiiky, které se i jen dotykaji pravého

nebo dolniho okraje.

Naneseme malé mnozstvi bunéné suspenze na pocitaci sit’ Biirkerovy komurky a

ptiklopime krycim sklickem.

Biirkerovu komiirku vlozime pod svételny mikroskop a spocitadme buiiky dle vyse

popsanych pravidel.

Pocet bunék vypocitame podle vzorce
P=(N xD x1000)/ (H x S)
kde P je pocet buné€k na 1 ml suspenze
N je celkovy pocet napocitanych bunék
D =tedéni suspenze
H=0,1 (hloubka komirky v mm)

S je pocet zapocitanych ¢tvercl

3.3.5 Transfekce sav¢ich bunéénych linii

3.3.5.1 Izolace plazmidii pro pouziti v tkanovych kulturich

Plazmidy ur€ené k transfekci bunééné kultury izolujeme pomoci soupravy
XNAPS Plasmid Endofree Flexspin Kit, semisterilné, véetné krokl odstrafujicich
endotoxin. Kvantitu a kvalitu plazmidové DNA (OD250/OD2gp 1,8 a vice) méfime

spektrofotometricky pomoci pfistroje NanoDrop.

3.3.5.2 Priprava bunék pred transfekei

Ptipravné préce a vlastni transfekci bun€k provadime ve sterilnim boxu.
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. Do kultiva¢ni nadoby vlozime kryci mikroskopicka sklicka omyta

ethanolem a tfikrat oplachnuta PBS.

. Na sklicka aplikujeme bunéfnou suspenzi predem vyzkousené
koncentrace.
o Buriky nechame 24 hodin kultivovat.

3.3.5.3 Vlastni transfekce
Byly pouzity tyto transfekéni reagencie:
ExGen 500 (Fermentas)
JetPEI (Polyplus)
Lipofectamine 2000 (Invitrogen)
TurboFect (Fermentas)
Transfek¢éni médium Opti-MEM (Gibco)
Postupujeme podle navodu ptilozeného vyrobcem. Pokud bylo potieba ptistoupit
k optimalizaci nékterého z krokt, jsou tato fakta i divody ktomu vedouci

zdaraznéna v kapitole Vysledky.

3.3.5.4 Piiprava preparatu s transfekovanymi buiikami na fluorescencni

mikroskopii
o Bunky fixujeme na krycim sklicku 3% paraformaldehydem v PBS, 25
minut.
o 3x10 minut promyvame roztokem PBS na kyvacce (pokud chceme

ptidat DAPI, tak do 2. promyvani pfidame na druhych 5 minut 5-10pul
roztoku DAPI v ethanolu).

o Kryci sklicka s preparatem smocime v ddH,O a nechame osusit.
o Na podlozni sklo aplikujeme mounting médium, piiblizné 8pul.
o Ptilozime omyté a oschlé kryci sklicko s preparatem.

3.3.5.5 Priprava imunofluorescenénich preparati

o Burniky fixujeme na krycim skli¢ku 3% paraformaldehydem v PBS, 25
minut.

. Bunky permeabilizujeme 5 minut 0,5% roztokem Triton X.

o Promyjeme 3%10 minut PBS.

50



. Nechame pusobit blokovaci roztok 0,25% Zelatiny a 0,25% BSA
v PBS.

. Pfiddme primarni protilaitku nafedénou v blokovacim roztoku
s ptidavkem 0,05% Tween a nechame 1 hodinu inkubovat.

. Promyjeme 3x10 minut PBS.

. Pfidame sekundarni protilatku nafedénou v blokovacim roztoku a
nechdme inkubovat 45 minut.

. 3x10 minut promyvame roztokem PBS na kyvacce (pokud chceme
ptidat DAPI, tak do 2. promyvani pfidame na druhych 5 minut 5-10pul
roztoku DAPI v ethanolu).

o Kryci skli¢ka s preparatem smoc¢ime v ddH,O a nechame osusit.
. Na podlozni sklo aplikujeme mounting médium, piiblizng 8pul.
o Ptilozime omyté a oschlé kryci sklicko s preparatem.

3.3.5.6 Indukce tumor supresorového proteinu p53 a jeho stabilizace
pomoci roscovitinu

K indukci tumor supresorového proteinu p53 pouzijeme UV zafeni generované

ptistrojem UV Crosslinker (Stratagene). K jeho stabilizaci v bunikach pouzijeme

slouCeninu roscovitin.

o Z kultivacnich misek s buitkami odsajeme veSkeré médium.

o Aplikujeme zéfeni o vybrané hodnoté (napt. 20 J/m?).

o K buiikdm pfiddme médium s roscovitinem o koncentraci 20uM.
o Bunky kultivujeme 20 hodin.

3.3.5.7 Kryoprezervace bunéénych linii

Kryoprezervaci bunéénych linii vytvofime zdlohu pro ptipad, Ze by doSlo ke
kontaminaci nebo zniceni péstované kultury. V piipadé bunééné linie s omezenym
poctem dé€leni se po zestarnuti kultury mizeme vratit k zmrazené niz$i pasazi.
Zivé bunky zmrazujeme tak, aby nedoslo k jejich poskozeni krystaly vody. Do
kultiva¢niho média proto pfiddvame kryoprotektivum dimethylsulfoxid (DMSO).
Abychom zlepsili pfezivani bunék pii zmrazeni a rozmrazeni, pfidavame do
kultivacniho média vice séra. NejlepSich vysledku dosdhneme, pokud buiky

zmrazujeme pomalu, ochlazovanim o 1 az 3 °C za minutu ve vhodné izolované
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nadobé naplnéné nemrznoucim roztokem, ktery zabezpec¢i spravnou rychlost
chladnuti bunééné suspenze. Pro piipravu kryokonzerv z adherentnich savcich
bunécnych linii kultivujeme buiiky do cca 90% konfluence. Z jedné malé misky
(@ 60 mm) piipravime jednu kryokonzervu. Pii piipravé kryokonzerv pracujeme
S buitkami a nasledné s bunécnou suspenzi ve sterilnim boxu.

. Pfipravime si zmrazovaci médium s 10% DMSO a 20% FBS, na
kazdou zmrazovaci mikrozkumavku 1 ml.

. Buriky stahneme z povrchu misky stérkou a resuspendujeme v 5 ml
média nebo je trypsinizujeme a doplnime do 5 ml kultivaéni médium,
bunécnou suspenzi piesuneme do plastové zkumavky a
centrifugujeme 5 minut pti 80-90xg.

o Odsajeme médium, pfidame k buitkdm zamrazovaci médium, burnky
dikladné resuspendujeme.

. Bunécnou suspenzi rozplnime do 1,5 ml zamrazovacich
mikrozkumavek Nalgene (0,5-1 minutova inkubace-je dodrZzena
b&hem manipulace).

° Zamrazovaci mikrozkumavky vlozime do zmrazovaciho bloku ,,Mr.
Frosty* — nadoby s izopropanolem a celé ulozime do -80°C.

o Druhy den pfemistime zamrazovaci mikrozkumavky do kontejneru s

kapalnym dusikem (LNy).

3.3.5.8 Rozmrazovani bunék
Zatimco zamrazeni bunécné suspenze provadime pomalu, rozmrazujeme ji naopak

co nejrychleji. Manipulace s vlastni bunéénou suspenzi provadime ve sterilnim

boxu.
. Vyjmeme zamrazovaci mikrozkumavku s buikami z kapalného
dusiku (LN3) a ve vodni lazni temperované na 37°C ji rozehiivame.
o Rozmrazené bunky pieneseme do plastové zkumavky s5 ml
temperovaného kultivaéniho média, resuspendujeme.
. Centrifugujeme 5 minut pii 80-90xg.
. Odpipetujeme médium s DMSO.
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Ptidame potfebné mnozstvi (5 ml) nového kompletniho kultivacniho
média.

Buiiky resuspendujeme a pteneseme do kultiva¢ni misky.

Kultivaéni misku s kulturou vlozime do termostatu a druhy den

kulturu zkontrolujeme.
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4 Vysledky

4.1 Priprava rekombinantniho vektoru pEGFP-C1/NTP

Zkonstruovala jsem rekombinantni vektor pEGFP-C1/NTP pro expresi NTP
domény IL-la vsavcich bunéénych kulturdch scilem vyuzit jej pro dilci
projekty v ramci Sir§iho vyzkumu zaméteného na studium jaderné funkce IL-1a.
Uspé&snost vlozeni DNA kodujici NTP doménu IL-1a do vektoru jsem ovéfila
Stépenim restrikénimi endonukldzami, pomoci PCR a sekvenovdnim. Expresi
NTP domény IL-la a jeji lokalizaci jsem pozorovala fluorescenénim

mikroskopem.

4.1.1 Stépeni plazmidu pcDNA4 NTP a vektoru pEGFP-C1

Pro ptipravu rekombinantniho vektoru pEGFP-C1/NTP jsem NTP doménu IL-1a
vystépila  z plazmidu  pcDNA4-NTP  (obr. 4.1.1.1) pomoci restrikénich
endonukleaz BamHI a Xhol. Cilovy DNA vektor pEGFP-C1 (obr. 4.1.1.2) jsem
Stépila kombinaci restrikénich endonukledz Bglll a Sall. Obé€ restrikéni smési
jsem elektroforeticky rozdélila v 0,5% agarézovém gelu. DNA fragment NTP
domény IL-1a (velikost 328 bp) a prazdny vektor pEGFP-C1 (velikost 4701 bp)
jsem z gelu vyfiizla skalpelem a izolovala pomoci soupravy Fast Back DNA Mini
Spin Kit 100.
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Obr. 4.1.1.1 Plazmid pcDNA4-NTP ze které¢ho byl vystépen gen kodujici NTP
doménu IL-la s vyznacenymi cilovymi misty restrikénich enzymt pozitych ke
Stepeni.

Pcmv
puUC ori

pEGFP-C1
4731 bps

3000
7
Kan/Neo

Obr. 4.1.1.2 Vychozi DNA vektor pEGFP-C1 svyznacenymi cilovymi misty
restrikénich enzymil pouzitych ke Stépent.
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4.1.2 Ligace fragmentu NTP domény IL-1a a otevieného vektoru pEGFP-
C1

Mnozstvi DNA fragmentu NTP domény IL-la (velikost 328 bp) a prazdného
vektoru pEGFP-C1 (velikost 4701 bp) potiebnych kliga¢ni reakci jsem
odhadovala z nasledné agarozové elektroforézy. Ligace probihala pfes noc pii
teplot¢ 16°C ptusobenim T4 DNA ligazy. Plazmid dostal nazev pEGFP-C1/NTP
(obr. 4.1.5.1).

4.1.3 Transformace bakterii ligani smési fragmentu NTP domény IL-1a a

otevireného vektoru pEGFP-C1

Pomoci elektroporatoru jsem liga¢ni smési o objemu 4 pl transformovala 50 pl
suspenze kompetentnich bakterii E. coli kmene XL-1 Blue. Tfi riznd mnozstvi
suspenze transformovanych bakterii jsem vysela na Petriho misky s 2xTY agarem
obsahujicim kanamycin jako selek¢ni agens a kultivovala pfes noc pii 37°C. Do
druhého dne narostlo mnoho kolonii na vSech miskach. Neékolik ndhodné
vybranych kolonii jsem pieCarkovala na nové Petriho misky s kanamycinem a
opét kultivovala pfes noc pfi 37°C. U vybranych kolonii jsem minipreparaci

vyizolovala plazmidovou DNA.

414 Ovéieni vlozeni NTP domény IL-la do vektoru pEGFP-C1/NTP
pomoci PCR

K ovéteni vloZeni fragmentu NTP domény IL-1a do plazmidu pomoci PCR jsem
zvolila kombinaci NTP reverse primeru a pEGFP-C1 sekvena¢niho primeru (v
roli forward primeru). Vyizolovanou plazmidovou DNA z jednotlivych kolonii
narostlych po transformaci liga¢ni smési jsem 100x natedila a 1 pl natedéné DNA
jsem piidala do PCR reakce. Jako negativni kontrolu jsem zvolila prazdny vektor
PEGFP-C1 a reakci bez pouziti templatové DNA. Nasledna analyza pomoci

agarozové elektroforézy potvrdila pfitomnost inzertu v plazmidu pEGFP-C1/NTP.
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415 Ovéieni vlozeni NTP domény IL-la do vektoru pEGFP-C1/NTP

Stépenim restrikénimi endonukleazami

Provedla jsem ovéteni uspéSnosti vlozeni NTP domény IL-1a do vektoru pEGFP-
C1/NTP stépenim restrikénimi endonukleazami. Pouzitim kombinace restrikcnich
endonukledz BamHI a Ndel jsem vystépila fragment DNA o velikosti 1464 bp
obsahujici také sekvenci NTP domény IL-la viz obr. 4.1.5.1. V ptipadé
prazdného vektoru mél fragment DNA velikost 1156 bp. Rozdil ve velikosti

vystépenych fragmentii jsem odecetla z agar6zové elektroforézy.

.BamHI

IL-INTP
EGFP T
5000

Pcmv -

“ HEGFP-C1L/NTP
5039 bps

Ndel .. _

3000 2000
N\

Kan/Neo

puUC ori
/

Obr. 4.1.5.1 Vysledny konstrukt pEGFP-C1/NTP s vyznacenymi cilovymi misty
restrikénich enzymil pouzitych ke Stépeni.

416 Zalohovani pozitivnich klonu E. coli nesoucich plazmid pEGFP-
C1/NTP

Ovérené klony transformovanych bakterii E. coli kmene XL-1 Blue nesouci
rekombinantni vektor pEGFP-C1/NTP jsem dlouhodobé uchovavala v 25%
glycerolu pii -70°C.
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4.2 Priprava rekombinantniho vektoru MigR1/NTP

K piipraveé rekombinantniho vektoru MigR1/NTP jsem pfistoupila z divodu nizké
ucinnosti transfekce lidské bunécné linie Mrc-5 rekombinantnim vektorem
PEGFP-C1/NTP pomoci transfekénich reagencii. Rekombinantni vektor
MigR1/NTP je urceny k enkapsidaci do viru pro virovou transdukci bunék.
V pribéhu mé diplomové prace k retrovirové transdukci bunécéné linie Mrc-5
nedoslo. Spravnost inzerce NTP domény IL-1a do vektoru jsem ovéfila Stépenim
restrikénimi endonukledzami a sekvenovanim. Rekombinantni vektor Migrl/NTP

je pripraven k dal§imu pouziti.

4.2.1 Stépeni plazmidu pcDNA4-NTP a vektoru MigR1

Pii pfipravé rekombinantniho vektoru MigRI/NTP jsem NTP doménu IL-la
vysStépila z plazmidu pcDNA4-NTP pomoci restrikénich endonukleaz BamHI a
Xhol, tedy stejné jako pfii ptipravé plazmidu pEGFP-CL/NTP (obr. 4.1.1.1).
Cilovy vektor MigR1 jsem $tépila kombinaci restrikénich endonukleaz Xhol a
BglIl (obr. 4.2.1.1.). Restrikéni smési jsem elektroforeticky rozdélila v 1%
agarozovém gelu. DNA fragment NTP domény IL-la a prazdny vektor MigR1
jsem z gelu vyfizla a izolovala pomoci soupravy Fast Back DNA Mini Spin Kit
100.
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Obr. 4.2.1.1 Vychozi vektor MigR1 s vyznacenymi cilovymi misty restrikénich
enzymi pouzitych ke Stépeni.

4.2.2 Ligace fragmentu NTP domény IL-1a a otevireného vektoru MigR1

Mnozstvi DNA fragmentu NTP domény IL-la a prazdného vektoru MigR1
potiebnych k liga¢ni reakci jsem odhadovala z agardzové elektroforézy. Ligace
probihala pfes noc pii teplot¢ 16°C plsobenim T4 DNA ligdzy. Nové
pfipravovany plazmid jsem pojmenovala MigR1/NTP.

4.2.3 Transformace bakterii liga¢ni smési fragmentu NTP domény IL-1a a

otevireného vektoru MigR1

Pomoci elektropordtoru jsem ligaCni smési transformovala suspenzi
kompetentnich bakterii E. coli kmene XL-1 Blue. Suspenzi transformovanych
bakterii jsem vysela ve tfech rtiznych objemech (100, 200, 700 ul) na Petriho
misky s 2xTY agarovym médiem s ampicilinem, jako selekénim agens. Na
Petriho miskach s vysevem 200 pl suspenze transformovanych bakterii E. coli
narostly desitky kolonii. Ndhodné vybranych 8 kolonii z kazdé z téchto misek

jsem precarkovala na Cerstvé Petriho misky s2xTY agarovym médiem
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s ampicilinem a nechala kultivovat pii 37°C do druhého dne. Ze vSech narostlych
kolonii jsem minipreparaci vyizolovala plazmidovou DNA u které jsem pak
testovala pfitomnost inzertu Stépenim restrikénimi enzymy. Pouzila jsem
restrikéni endonukleazu Bcll §tépici rekombinantni vektor MigR1/NTP v oblasti
NTP domény IL-1a. Vysledek jsem odecetla z agar6zové elektroforézy. Plazmid
byl nésledné osekvenovan v oblasti inzertu. Ovétené klony transformovanych
bakterii E. coli kmene XL-1 Blue nesouci rekombinantni vektor MigR1/NTP jsem

dlouhodobé uchovavala v 25% glycerolu pti -70°C.
4.3 Transientni transfekce sav¢i bunééné linie Mrc-5

Ptipraveny plazmid pEGFP-C1/NTP, vyizolovany pomoci soupravy XNAPS
Plasmid Endofree Flexspin Kit, jsem pouzila pro transfekci lidské bunééné linie
Mrc-5. Jedna se o sekundarni, nenddorovou, buné¢nou linii odvozenou od
lidskych fetalnich plicnich fibroblasti. Tato bunécna linie je adherentni a ma
omezeny pocet déleni (42-48), poté buiiky dospé&ji do stadia senescence a umiraji.
Bunéénou linii Mrc-5 jsem, z pro mne dostupnych linii sav¢ich bunék, zvolila
jako model zdravé, netransformované buiiky. K transientni transfekci bunck linie
Mrc-5 jsem pouzila transfekéni reagencii ExGen 500. Postupovala jsem podle
navodu vyrobce a v prvnich pokusech jsem pouZila jim optimalizované a
doporuc¢ené mnozstvi plazmidové DNA (3ug) i transfekéni reagencie (9,8 pl).
Bunky jsem den pfed pldnovanou transfekci pasdZovala a pocitala pomoci
Biirkerovy komtirky. Pozadované konfluence 50-70% jsem u bunééné linie Mrc-5
dosahovala nasazenim 4.0x10°> bunék do jedné jamky Sestijamkové kultivagni
desky (,,6 well“/@ jamky 35 mm). Na dno jamky jsem umistila etanolem
odmasténé a v PBS 3krat oplachnuté kryci mikroskopické sklicko. Po kultivaci 24
hodin v termostatu pii 37°C a 5% CO, jsem buiky transfekovala dle navodu
vyrobce pfipravenym transfekénim roztokem plazmidové DNA a transfekcni
reagencie ExGen 500. Jako pozitivni kontrolu tspéSnosti transfekce jsem pouzila
buiikky Mrc-5 transfekované vektorem pEGFP-C1, tedy vychozim vektorem, ktery
nese gen pro zeleny fluorescenéni protein (GFP). Jako negativni kontrolu jsem
pouzila netransfekované buniky Mrc-5, které, az na vlastni transientni transfekci,

prosly vSemi ostatnimi kroky shodné s buitkami transfekovanymi. Po dalSich 24
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hodinach jsem pfipravila doc¢asné preparaty na fluorescencni mikroskopii (obr.
4.3.1). Netransfekované bunky vykazovaly béznou autofluorescenci odlisitelnou
od fluorescence transfekovanych bunék. Prestoze se mi na preparatech podatilo
najit builky vhodné pro fluorescencni mikroskopii, s irovni exprese plazmidu
PEGFP-C2/NTP srovnatelnou surovni exprese pEGFP-C1 jako pozitivni
kontroly, celkova transfekéni G¢innost byla velmi nizka, nepiesahovala jednotky
procent. Pro dalsi pokusy jsem transfekéni ucinnost plazmidem pEGFP-C1/NTP

u linie Mrc-5 optimalizovala.

netransfekované pEGFP - C1 pEGFP - C1/NTP
i -, = P ; ;:{"" s O = 2
A # ¥

DIC | ' /

DAPI- - -
‘6’
GFP

Obr. 4.3.1 Nomarského diferencidlni interferencni kontrast (DIC) a fluorescencni
mikroskopie fixovanych bun¢k linie Mrc-5 v 1. sloupci netransfekovanych, ve 2.
sloupci transfekovanych plazmidem pEGFP-C1 a ve 3. sloupci transfekovanych
plazmidem pEGFP-C1/NTP. Jadra bunék jsou znacena pomoci DAPI (zvétseno
600x).
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4.3.1 Optimalizace transfekéni ucinnosti u sav¢i bunécné linie Mrc-5

pomoci riznych transfekénich agens

Pted zapocetim pokusti sméfujicich napt. k fizenému ovlivnéni lokalizace NTP
IL-1a v sav¢ich buiikach linie Mrc-5 jsem potfebovala zvysit transfekéni ucinnost.
Tu se mi nepodafiilo zlepsit zvySenim mnozstvi transfekované plazmidové DNA a
k vyznamnému zvySeni nevedla ani série transfekci se zvySujicim se pomérem
ExGen 500/plazmidovda DNA, tedy tzv. poctem ekvivalentli, pfedstavujicich
mnozstvi transfekéni reagencie potiebné k neutralizaci zapornych nabojli
fostatovych zbytkli DNA. Abych ovéfila kvalitu pfipravené plazmidové DNA a
vlastnosti transfekéniho reagens ExGen 500, provedla jsem fadu kontrolnich
transfekci plazmidem pEGFP-C1/NTP do transformované bunécné linie HEK
293. Pfipravila jsem preparaty s riznymi poméry ExGen 500/plazmidova DNA.
Ve vsech téchto experimentech jsem dosédhla transfekéni uc¢innosti vyssi nez 50%
a potvrdila jsem vysokou kvalitu pfipravené plazmidové DNA, jakoz i

pouzitelnost transfekéniho reagens ExGen 500.

4.3.1.1 Riistova krivka sav€i bunécné linie Mrc-5

Podle vyrobce transfekéni reagencie ExGen 500 je schopnost bun€k pfijimat
komplexy ExGen 500/plazmidovd DNA nejvy$si v logaritmické fazi rastu
bunétné kultury. Obecné by se bunky v kultufe mély mnozit piiblizné
exponencialné (tzv. faze logaritmického rtstu) az do okamziku, kdy se v disledku
kontaktni inhibice za¢ne rist bun¢k zpomalovat (dosazeni platd). Abych ovéfila,
ze se kultura ve chvili transfekce nachéazi v logaritmické fazi ristu, sestavila jsem
rastové kiivky bunééné linie Mrc-5 (graf 4.3.1.1.1) s pocateénimi koncentracemi
bunck 0,3 a 0,5 miliéon bun€k na jednu kultivaéni misku @ 6 cm. Buiky jsem
pocitala pomoci Biirkerovy komurky. Prvni den jsem nasadila 0,3 resp. 0,5
miliéont bunék na vSechny kultivaéni misky pouzité pro pocitani bun¢k v tomto
pokusu. Dalsi dny jsem vzdy ve stejnou denni dobu pocitala buiiky narostlé na
ttech kultivacnich miskdch z obou pocatecnich koncentraci. Pocty buné¢k na
kultiva¢nich miskéch v jednotlivych dnech vcetné primérnych hodnot jsou

shrnuty v tabulkdch 4.3.1.1.1 a4.3.1.1.2.
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Pocet bunék v miliénech Smeérodatna
Den | Miska & 1 |Miska ¢. 2| Miska ¢. 3 | Pramer | 0dchylka

1 0,3 0,3 0,3 0,30 0
2 0,393 0,395 0,396 0,395 0,001
3 0,422 0,423 0,419 0,421 0,002
4 0,484 0,483 0,488 0,485 0,002
5 0,537 0,539 0,533 0,536 0,002
6 0,612 0,614 0,611 0,612 0,001
7 0,723 0,721 0,726 0,723 0,002
8 0,868 0,865 0,864 0,866 0,002

Tabulka 4.3.1.1.1 Pocty bun¢k udédvané v milionech na kultiva¢ni misce @ 6 cm.

Pocatecni koncentrace 0,3 milionu.

Pocet bunék v miliénech Smérodatna
Den | Miska &. 1 | Miska ¢. 2 | Miska & 3 | Pramér | odchylka

1 0,5 0,5 0,5 0,50 0
2 0,518 0,516 0,522 0,519 0,002
3 0,589 0,586 0,591 0,589 0,002
4 0,621 0,619 0,625 0,622 0,002
5 0,652 0,651 0,658 0,654 0,003
6 0,721 0,716 0,724 0,720 0,003
7 0,924 0,923 0,926 0,924 0,001
8 1,257 1,252 1,259 1,256 0,003

Tabulka 4.3.1.1.2 Pocty bun€k udavané v milionech na kultivacni misce @ 6 cm.

Pocatecni koncentrace 0,5 milionu.
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Rustova krivka bunééné linie Mrc-5
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Graf 4.3.1.1.1 Rustové kiivky bunééné linie Mrc-5 s po€atecnimi koncentracemi
0,3 a 0,5 miliond bunék sestavené z primeérnych hodnot uvedenych v tabulkach
4.3.1.1.1 a4.3.1.1.2. Semilogaritmické vyneseni.

4.3.1.2 Testovani Gcinnosti riznych transfekénich reagencii

Paralelné s ptipravou plazmidu MigR1/NTP uréen¢ho k enkapsidaci do viru pro
virovou transdukci bunécné linie Mrc-5 jsem testovala rGzné transfekcni
reagencie. Kromé pivodni reagencie ExGen 500 to byly Turbofect, Lipofectamine
2000 a jetPAl. Pomoci transfekénich reagencii jsem bunéénou linii Mrc-5
transfekovala plazmidem pEGFP-C1/NTP. U vsech reagencii jsem postupovala
podle néavodu vyrobce. U transfekéni reagencie ExGen 500 jsem pouzila rizna
mnozstvi plazmidové DNA (4, 5 a 6 pg). Transfekéni Gc¢innost jsem hodnotila
pomoci fluorescenéniho mikroskopu. V pfipad¢ transfekénich reagencii
Turbofect, Lipofectamine 2000 a jetPAI jsem buniky pocitala v zorném poli pfimo
na fluorescenénim mikroskopu. U transfekéni reagencie ExGen 500 jsem
vzhledem k velmi nizké transfekéni ucinnosti pocitala buiky na fotografiich
pofizenych na fluorescencnim mikroskopu. Vysledky jsou shrnuty v tabulkach

43121243122
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Transfekéni Cislo POC? t Pocet , Transfekéni
reagencie preparatu bunck tranSfekoy anjch ucinnost
celkem bunék
Turbofect 1 81 9 11,11%
2 103 12 11,65%
3 97 11 11,34%
4 83 10 12,05%
Lipofectamine 1 94 3 3,91%
2000
2 80 3 3,75%
3 92 5 5,43%
jetPEI 1 89 5 5,62%
2 78 3 3,85%
ExGen (4pg DNA) 1 5133 8 0,16%
ExGen (S5pug DNA) 1 6093 27 0,44%
ExGen (6ug DNA) 1 4840 59 1,22%
2 4675 77 1,64%

Tabulka 4.3.1.2.1 Srovnani transfekéni tcinnosti transfekénich reagencii
Turbofect, Lipofectamine 2000, jetPAl a ExGen. Pomoci transfekénich reagencii
byl do bun¢k linie Mrc-5 transfekovan plazmid pEGFP-C1/NTP.

Transfekéni Transfekéni

reagencie ucinnost
Turbofect 11,54%
Lipofectamine 2000 4,36%
JetPEI 4,73%
ExGen (6pg DNA) 1,43%

Tabulka 4.3.1.2.2 Primérné hodnoty transfekcnich G€innosti dosaZzenych pomoci
transfekénich reagencii Turbofect, Lipofectamine 2000, jetPAl a ExGen.

Daéle jsem pracovala pouze s transfekéni reagencii Turbofect, ptfi jejimZ pouZiti
byla transfek¢ni ucinnost z pouZitych reagencii nejvyssi a zvySenim mnoZstvi
pouzité plazmidové DNA jsem dosdhla transfekéni ucinnosti cca 18%. Dalsiho
zvyseni, ptes 20%, jsem dosdhla pouzitim transfekéniho média OptiMem pfii

piipravé transfekéniho roztoku.

4.3.2 Lokalizace NTP IL-1a u savéi bunééné linie Mre-5

Od prvnich transfekénich pokusti s bunécnou linii Mrc-5 jsem pozorovala jak
lokalizaci jadernou, tak lokalizaci difuzni, s fluorescencnim signalem v celé

buiice. Zajimavé bylo, ze jeden typ lokalizace na konkrétnim preparatu casto
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ptevladal. Po nékolikerém pozorovani jsem si vS§imla zavislosti ptrevladajiciho
typu lokalizace na mife konfluence bun€k. Bohuzel dochazelo k rozdilim ve
vysledné konfluenci, i kdyz jsem pokazdé nasazovala stejny pocet bun¢k. Mira
konfluence bunécné kultury nebyla spolehlivym zplsobem vedoucim k dalSimu
pozorovani tohoto fenoménu.

o 4

4.3.3 VIliv konfluence na lokalizaci NTP IL-1a u savéi bunééné linie Mrc-5

Zavislost bunééné lokalizace NTP IL-1a na dosazené konfluenci bunééné linie
Mrc-5 jsem se pokusila potvrdit pokusy, ve kterych jsem cilené nasazovala buiky
tak, aby v dob¢ transfekce byly bud’ téméf konfluentni, nebo jejich konfluence
dosahovala o malo vice nez 50%. Pii konfuenci vyrazné nizs$i nez 50% casto
dochazelo k Uplnému odumfeni bunééné kultury a to se neménilo ani pouZzitim
tzv. kondicionovaného média. Kondicionované médium je takové kultivaéni
médium, ve kterém se ptfed pouzitim nechaji po urcitou dobu rist vhodné, v mém
pfipadé totozné, buiky, které do média produkuji vlastni rtstové faktory.
Konfluenci pod 50% také nedoporucuje vyrobce pouzivané transfekéni reagencie
ExGen 500 a skutecn€ pokud takto nasazena kultura pfezila a transfekovala jsem
ji, byla transfekéni uC€innost odhadem v fadu promile (napf. 4 pozitivné
transfekované bunky na jednom krycim mikroskopickém sklicku). Jako negativni
kontroly jsem ve vSech c¢tyfech pokusech pouzila netransfekované buiiky, které
vykazovaly pouze béZnou autofluorescenci, a jako pozitivni kontroly jsem pouzila
bunky transfekované prazdnym vychozim vektorem pEGFP-C1 nesoucim gen pro
GFP. Vysledky vlivu konfluence na lokalizaci NTP IL-1a jsou shrnuty v tabulce
4.3.3.1. Jedna se o Ctyii pokusy provadéné nezavisle na sobé v riznych dnech.
Pokusy jsem provadéla na bunkach linie Mrc-5, které byly pasdZovany pfiblizné
20-25krat. Buiiky jsem pocitala v zorném poli fluorescen¢niho mikroskopu na
docasnych imunofluorescenénich preparatech pfipravenych 24 hodin po
transientni transfekci. Ve vSech Ctyfech pokusech ptfevazovala v konfluentnich
kulturéch jaderna lokalizace NTP IL-a, zatimco V kulturach s nizkou konfluenci

ptrevladala cytoplazmaticka lokalizace NTP IL-a.
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Cislo pokusu 1 2 3 4
Konfluence

Jadro 19 |es52| 69 |e571| 83 |sos8| 78 | 50,65
Konfluentni | Cytoplazma | 10 |3448| 36 |3420| 20 |1942| 76 | 49,35

Celkem 29 105 103 154

Jadro 12 [3420| 31 [3605| 4 |667| 13 | 1970
Ko’g(')‘;/ince Cytoplazma | 23 |6571| 55 |6395| 56 |9333| 53 | 80,30

Celkem 35 86 60 66

Tabulka 4.3.3.1 Vliv konfluence bunééné kultury linie Mrc-5 na lokalizaci NTP
IL-1a v bunikach. Bunky byly pocitany v zorném poli fluorescencniho mikroskopu
na docasnych imunofluorescencnich preparatech pfipravenych 24 hodin po
transfekci bunék plazmidem pEGFP-CI/NTP. Jako negativni kontroly byly
pouzity netransfekované bunky, jako pozitivni kontroly byly pouzity bunky
transfekované prazdnym vychozim vektorem pEGFP-C1 nesoucim gen pro GFP.

4.4 Ovlivnéni bunécné lokalizace NTP IL-1a u sav¢éi bunécéné

linie Mrc-5

Po opakovaném pozorovani odlisné lokalizace NTP IL-1a zptisobené konfluenci
bunécné linie Mrc-5 jsem zacala hledat Iépe kvantifikovatelny zpiisob, kterym by
bylo moZné navodit relokalizaci NTP IL-la do jadra, jak tomu bylo u bunék

Vv kultufe s vys$si konfluenci.

4.4.1 Ovlivnéni lokalizace pisobky v médiu

Vzhledem k vysledktim pokusti s mirou konfluence se nabizela myslenka, ze by
za jadernou relokalizaci NTP IL-1a mohl stat néjaky ptisobek v médiu. Takového
pusobku by v médiu bunck s plnou konfluenci bylo pfirozené vice. Pfipravila
jsem dva typy pokust. V prvnim pfipad¢ jsem bunkam linie Mrc-5 s konfluenci
60-70% 24 hodin po transientni transfekci plazmidem pEGFP-C1/NTP odstranila
veskeré médium a bunky jsem dvakrat oplachla cerstvym médiem. Takto
osetfené transfekované bunky jsem zalila Cerstvym médiem s rtiznou koncentraci
kondicionovaného média. Termin kondicionované médium v tomto i v druhém
pokusu oznacuje médium, ve kterém byly kultivovany bunky linie Mrc-5 jeden

tyden, kdy doséhly pIné konfluence. Namichala jsem média I-VI: 1-2 ml ¢erstvého
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média; II-2 ml Cerstvého média+1pul kondicionovaného média; I11-2 ml Cerstvého
média+4pul  kondicionovaného média; IV-2 ml cerstvého média+40ul
kondicionovaného média; V-1ml ¢erstvého média+1ml kondicionovaného média;
VI1-2 ml kondicionovaného média. Po dvou hodinach od vymény média jsem
analyzovala buné¢nou lokalizaci NTP IL-1a pomoci fluorescen¢niho mikroskopu.
Mikroskopovany byly zivé bunky, kultivované na miskach urcenych pro
mikroskopii zivych bunék s integrovanym sklickem (In Vitro Scientific). Snimky
na obrazku 4.4.1.1 zachycuji vzdy Ctvetice bunék majoritné zastoupené mezi
bunkami kultivovanymi v médiu s danou koncentraci kondicionovaného média. V
tabulce 4.4.1.1 jsou uvedeny pocty bunék s jadernou ¢i cytoplazmatickou

lokalizaci a také jejich procentudlni zastoupeni v jednotlivych médiich.

68



Obr. 4.4.1.1 Fluorescencni mikroskopie Zivych bunék linie Mrc-5 transientné
transfekovanych plazmidem pEGFP-C1/NTP. Bunkdm bylo 24 hodin po
transfekci vyménéno médium a pied pofizenim snimkl byly 2 hodiny kultivovany
v médiich o rizné koncentraci kondicionovaného média: I-2 ml Cerstvého média;
I1-2 ml cerstvého média+1ul kondicionovaného média; III-2 ml cerstvého
média+4ul  kondicionovaného média; IV-2 ml cCerstvého média+40ul
kondicionovaného média; V-1ml Cerstvého média+1ml kondicionovaného média;
VI-2 ml kondicionovaného média (zvétseno 600x).
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. _ Pocet %
M¢édium | Lokalizace bun¢k
I jadro 8 9,76
cytoplazma 74 90,24
celkem 82
I jadro 11 11,58
cytoplazma 84| 88,42
celkem 95
I jédro 25 26,04
cytoplazma 71 73,96
celkem 96
\Y/ jédro 39| 58,15
cytoplazma 45| 41,85
celkem 93
\ jadro 65| 73,03
cytoplazma 24 26,97
celkem 89
VI jadro 71| 83,53
cytoplazma 14| 16,47
celkem 85

Tabulka 4.4.1.1 Vliv mnozstvi kondicionovaného média v celkovém objemu
kultivaéniho média na bunécnou lokalizact NTP IL-la v Zivych buikach linie
Mrc-5 transientné transfekovanych plazmidem pEGFP-C1/NTP. Buiikam bylo 24
hodin po transfekci vyménéno médium a pied pocitdnim byly 2 hodiny
kultivovany v médiich o ruzné koncentraci kondicionovaného média: 1-2 ml
cerstvého média; 11-2 ml Cerstvého média+1pul kondicionovaného média; 111-2 ml
cerstvého média+4ul kondicionovaného média; IV-2 ml Cerstvého média+40ul
kondicionovaného média; V-1ml Cerstvého média+1ml kondicionovaného média;
VI-2 ml kondicionovaného média. Builky byly pocitany v zorném poli
fluorescen¢niho mikroskopu.

V druhém pokusu jsem builkdm bunécné linie Mrc-5 s konfluenci 60-70% 24
hodin po transientni transfekci plazmidem pEGFP-CI1/NTP odstranila staré
médium a po dvojitém oplachnuti jsem staré médium nahradila Cerstvym.
Obrazek 4.4.1.2 zachycuje snimky jedné builkky pofizené na fluorescencnim
mikroskopu v ¢asovém intervalu 25 minut po dobu osmi hodin. Predpokladala
jsem, ze pokud bunécnou relokalizaci NTP IL-la zplsobuje ptlisobek
produkovany samotnymi bunikami, dojde béhem osmi hodin postupné ke zvySeni
jeho koncentrace a projevi se jeho vliv na bunéénou relokalizaci NTP IL-1a. Také
Vtomto pokusu byly mikroskopovany zivé buiky, kultivované na miskach

uréenych pro mikroskopii zivych bunék s integrovanym sklickem (In Vitro
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Scientific). Ze snimki je patrné, Ze ptivodni jadernd lokalizace NTP IL-1a v Case
0:00:00, tedy v bunkach ovlivnénych starym médiem s vyssi koncentraci
moznych ptisobkti, se do pal hodiny od vymény starého média za Cerstvé
kompletni médium méni v lokalizaci cytoplazmatickou. Ke zmén¢ lokalizace NTP

IL-1a zpét na jadernou dochazi v ¢ase 2:30:00 a az do konce pokusu se neméni.

3:20:00 3:45:0( 4:10:00

5:00:00 5Dy 6:15:00

Obr. 4.4.1.2 Fluorescen¢ni mikroskopie zivych bunék linie Mrc-5 transientné
transfekovanych plazmidem pEGFP-C1/NTP. Bunkdm bylo 24 hodin po
transfekci vyménéno médium za Cerstvé kompletni médium a po dobu 8 hodin
byla sniméana jedna butika v ¢asovych intervalech 25 minut (zvétSeno 600x).
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4.4.2 Ovlivnéni bunééné lokalizace NTP-IL-1a prostiednictvim UV

Po ozéfeni bun€k, piipadné po jejich oSetfeni médiem z bun¢k vystavenych
radiaénimu zafeni, dochéazi ke zvySovani intracelularnich hladin intreleukinu-la a
tumor supresorového proteinu p53 (OSTERREICHER et al., 2003). Vzhledem
k tomu, ze podle naSich pifedbéznych experimentd interaguje IL-1a s proteinem
p53 (POSPISEK, osobni sdéleni), otestovala jsem moznost vyvolani jaderné
lokalizace IL-1 NTP pomoci UV zafeni. Nejprve jsem optimalizovala davku UV
zateni tak, aby 24 hodin po ozafeni bunék o konfluenci 70% byla konfluence 40-
50%. Pouzila jsem tyto davky UV zafeni: 2 J.m?, 10 J.m?, 20 J.m? 40 J.m? a 60
J.m?. Buiiky bun&éné linie Mrc-5 transientné transfekované plazmidem pEGFP-
CI1/NTP jsem 24 hodin po transientni transfekci pii konfluenci 70 % po odsati
média ozéfila UV zafenim o dané davce V pfistroji Stratagene UV crosslinker a
zalila jsem je Cerstvym kompletnim médiem. Po dvaceti hodinéch jsem pftipravila
imunofluorescencéni prepardty s fixovanymi buinikami, které jsem hodnotila
pomoci fluorescencniho mikroskopu (obr. 4.4.2.1). Zjisténad optimalni davka UV
zafeni splitujici vyse uvedené pozadavky je 20 J.m™. Na preparatech oSetfenych

UV zéfenim pifevladala jaderna lokalizace NTP IL-1a.
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20 J.m”

20 J.m”
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Obr. 4.4.2.1 Fluorescen¢ni mikroskopie bunék linie Mrc-5 24 hodin po transientni
transfekci plazmidem pEGFP-C1/NTP oSetfenych v 1. a 2. fadku UV zafenim o
davee 20 J.m™. Ve 3. a 4. fadku jsou buiiky stejné linie neozatené¢ UV svétlem.
Dvacet hodin po ozéafeni byly pfipraveny imunofluorescencni preparaty vcetné
znaceni jader pomoci DAPI (zvétSeno 600x).

4.5 Indukce p53

Tumor supresorovy protein p53 se za normalnich okolnosti vyskytuje v burice
Vv latentni form¢ s nizkou DNA vazebnou aktivitou a ve velmi nizké koncentraci.
K aktivaci proteinu p53 dojde po vystaveni buniky riznym druhlim stresi
vedoucim k poskozeni DNA. Zpétnou vazbou dochazi k p53-dependentni
transkripci genu pro protein MDM?2, ktery zprostiedkovavd degradaci tumor
supresorového proteinu p53. Ke stabilizaci proteinu p53 Ize pouzit slouceninu

roscovitin inhibujici expresi MDM2.



Tumor supresorovy protein p53 jsem v buikach linie Mrc-5 aktivovala
prosttednictvim UV zafeni. Pii konfluenci 70 % jsem buiniky po odsati média
ozéfila UV zafenim o davee 20 J.m? v piistroji Stratagene UV crosslinker a do
Cerstvého média jsem piidala roscovitin ve vysledné koncentraci 20 uM. Po
dvaceti hodinach jsem pfipravila imunofluorescencni preparaty s fixovanymi
bunikami. Pouzila jsem primarni monoklondlni mysi protilatku specifickou pro
p53 a sekundarni protilatku anti-mouse konjugovanou s fluorochromem Alexa
Red 594. Uspé&snost indukce proteinu p53 jsem hodnotila na fluorescenénim
mikroskopu. Na obrazku 4.5.1 jsou vprvni tadce dva snimky bunék
s indukovanym proteinem p53 a v druhé fadce dva snimky s neindukovanym
proteinem p53. V buinikach sindukovanym proteinem p53 je protein p53 je
lokalizovany v bunééném jadfe a pozorujeme silny fluorescencni signal.
V buiikach s neindukovanym proteinem p53 se nachazi malé mnozstvi tohoto

proteinu v celé burce.
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indukovany p53 (20 J.m”) o indukovany p53 (20 J.m")

neindukovany p53 (0 JIm?) neindukovany p353 (0 J.m™)

Obr. 4.5.1 Fluorescencni mikroskopie bun¢k linie Mrc-5 s proteinem p53
znacenym monoklonalni mys$i protilatkou specifickou pro p53 a sekundérni
protilatkou anti-mouse konjugovanou s fluorochromem Alexa Red 594. V 1. tadce
jsou dva snimky s indukovanym proteinem p53. Protein p53 byl aktivovan UV
zafenim o davce 20 J.m™ a stabilizovan 20 pM roztokem roscovitinu. V 2. fadce
jsou dva snimky s neindukovanym proteinem p53. Imunofluorescencni preparaty
vcetné znaceni jader pomoci DAPI byly ptipraveny 20 hodin po ozareni (zvétSeno
600x).

Analogicky pokus s indukovanym proteinem p53 jsem piipravila také s bunkami
linie Mrc-5 transientné transfekovanymi plazmidem pEGFP-C1/NTP. Buiiky byly
ozateny 12 hodin po transientni transfekci. Ostatni kroky byly stejné jako
v predchozim pokusu. Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, zda je lokalizace NTP IL-
la a indukovaného tumor supresorového proteinu p53 po ozaieni UV svétlem
v urcitém case stejna a jestli by tedy bylo efektivni ptistoupit v dalsi fazi pokust
K prokazani ¢i vyvraceni kolokalizace téchto dvou proteintt odpovidajicimi
metodami napt. pomoci metody FRET. Na snimcich obr. 4.5.2 v prvni fadce je

Vv buiikach transientné transfekovanych plazmidem pEGFP-C1/NTP po ozéfeni
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UV svétlem o davce 20 J.m™ a stabilizaci roztokem roscovitinu indukovany
protein p53 lokalizovany Vv jadfe stejné¢ tak jako NTP IL-la. V bunikdch
neoSetienych UV zafenim jsou fluorescen¢ni signaly proteinu p53 znaceného

protilatkami i NTP IL-1a diftzni.

pEGFP-CI/NTP + indukovany p53 pEGFP-C1/NTP + indukovany p53

Q;”

pEGFP-CI/NTP + neindukovany p53 pEGFP-CI/NTP + neindukovany p53

- »

Obr. 4.5.2 Fluorescencni mikroskopie bunck linie Mrc-5 12 hodin po transientni
transfekci plazmidem pEGFP-C1/NTP osetienych na snimcich v 1. fadku davkou
20 J.m? UV zafeni (s indukovanym proteinem p53), v 2. fadku neozarené¢ UV
svétlem (s neindukovanym proteinem p53). Dvacet hodin po ozafeni byly
pfipraveny imunofluorescencni preparaty vcetné znaceni jader pomoci DAPIL
Protein p53 je znafen primarni monoklonalni mysi protildtkou specifickou pro
p53 a sekundarni protilatkou anti-mouse konjugovanou s fluorochromem Alexa
Red 594 (zvétseno 600x).
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5 Diskuze

Interleukin-1a se in vivo extracelularné v té€lnich tekutinach organizmu vyskytuje
jen vzacné a kdyz, tak v pribéhu zavaznych patologickych stavii (DINARELLO,
1996), ptipadné¢ po nekrotickém zptsobu smrti bunék (CHEN et al., 2007
EIGENBROD et al., 2008). Ackoliv je syntetizovan monocyty a aktivovanymi
makrofagy a muze byt z aktivovanych makrofagii uvolnén a prostiednictvim
vazby na odpovidajici membranové receptory spustit drahu signalni transdukce
(MAWATARI et al., 1989; GAO et al., 1995), zarovén se vyskytuje konstitutivné
Vv buitkdch mezenchymalniho ptivodu napt. v keratinocytech, v buiikach endotelu,
Vv epitelidlnich bunkach ledvin, plic a gastrointestindlniho traktu (DINARELLO,
2011) a v soucasné dobé pievlada nazor, Ze interleukin-lo je forma interleukinu-

1, kterd ztstava uvnitf bunék a pisobi jako intrakrinni faktor.

Prekurzor interleukinu-1a postrada klasickou sekretorickou sekvenci a obsahuje
ve své vysoce konzervované N-termindlni doméné jaderny lokalizac¢ni signal
(WESSENDORF et al., 1993). N-terminalni doména muze byt enzymaticky
odtépena Ca®" aktivovanou proteazou calpainem (KOBAYASHI et al., 1990). Jak
prekurzorova forma, tak i odSt€épena N-termindlni doména IL-la obsahuji
jadernou lokaliza¢ni sekvenci, ale udaje o jejich vnitrobunétné lokalizaci se
rozchézi. Je pravdépodobné, ze klidova lokalizace je tkanové specificka (HU et
al., 2003) a zavisi na aktualnim stavu buiiky a okolni tkan¢ (WERMAN et al.,
2004; LUHESHI et al., 2009 a). Rada autort pfedpokladd, ze N-termindlni
doména neni vzhledem ke schopnosti jaderné translokace a vysoké mife
konzervovanosti (YIN et al., 2001) jen vedlejsi produkt proteolytického Stépeni
prekurzoru interleukinu-lo na maturovany interleukin-lo (BURYSKOVA et al.,

2004) a snazi se nalézt jeji intraceluldrni, ptipadné jadernou funkci.

Jednim z cill této prace, v rameci Sir§iho vyzkumu zaméfeného na studium jaderné
funkce interleukinu-1a, bylo zkonstruovat rekombinantni vektor nesouci gen pro
N-termindlni doménu interleukinu-1 a prostfednictvim transientni transfekce do

lidské bun&tné linie studovat subceluldrni lokalizaci N-terminalni domény
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interleukinu-1o pomoci fluorescen¢ni mikroskopie. Jako vychozi vektor jsem
zvolila pEGFP-C1 nesouci gen pro zeleny flurescen¢ni protein GFP a pro expresi
NTP domény IL-la v lidské bunécné linii jsem zkonstruovala rekombinantni

vektor pEGFP-C1/NTP.

Z pro mne dostupnych bunécnych linii jsem zvolila lidskou buné¢nou linii Mrc-5.
Jedna se o adherentni sekundarni nenadorovou bunécnou linii zdravych
diploidnich lidskych fetalnich plicnich fibroblasti S omezenym poctem déleni. S
ohledem na dalsi cil mé diplomové prace, kterym bylo s pomoci fluorescencni
mikroskopie studovat proteiny potencialné interagujici s N-termindlni doménou
IL-1a, a vzhledem k tomu, ze podle naSich pfedbéznych experimentii interaguje
IL-lo s tumor supresorovym proteinem p53 (POSPISEK, osobni sdéleni), na
ktery jsem se proto soustfedila, jsem tuto bunécnou linii zvolila jako model

zdravé, netransformované bunky.

Pfi transientnich transfekcich rekombinantniho vektoru pEGFP-C1/NTP do bunék
linie Mrc-5 jsem zpocatku narazila na technické potize, které se postupné podafilo
alespon castecné vyfteSit. Prvnim problémem byla nizkd transfekéni Uc¢innost
vybraného média, kterou bylo tfeba optimalizovat. Déale bun&cnéd linie Mrc-5
citlivé reagovala na rizné mechanické podnéty, jako byla rozdilnd intenzita
resuspendace bunétné kultury nebo odlisSny povrch, na ktery mély buiky
adherovat. Nicméné prostiednictvim téchto pocatecnich dil¢ich neuspéchii jsem
si, diky vysokému poctu provedenych transfekénich pokusii, méla mozZnost
vS§imnout rozdilné lokalizace N-termindlni domény na preparatech s rtiznou
konfluenci. V konfluentnich ~ kulturdch  transientné¢  transfekovanych
rekombinamtnim vektorem pEGFP-C1/NTP pievazovala jaderna lokalizace N-
terminalni domény IL-0, zatimco v kulturach s nizkou konfluenci prevladala
cytoplazmatickd lokalizace N-terminalni domény IL-a. Podobny pokus provedla
Luheshi a kol. s prekurzorem interleukinu-lo. a vysledek jejich pozorovani
byl opaény. U vysoce konfluentni kultury buné€k mikroglii pozorovala vyssi
zastoupeni bunék s cytosolickou lokalizaci prekurzoru interleukinu-1. Za pfic¢inu

tohoto fenoménu oznacila, po vylouc¢eni ovlivnéni relokalizace prekurzoru
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interleukinu-1 ptsobky kondicionovaného média, mezibunééné kontakty.
Duvodem jaderné relokalizace je podle Luheshi a kol. retence prekurzoru
interleukinu-1o. v jadie jako prevence jeho uvolnéni a pusobeni jako DAMP
(,,damage-associated molecular patterns®) ve vztahu k rozvoji sterilniho zanétu
(LUHESHI et al., 2009 a). U N-terminalni domény interleukinu-1a jsem naopak
pozorovala ovlivnéni relokalizace prostfednictvim pusobkd v médiu, at jiz
V pokusech se zvySujicimi se koncentracemi kondicionované¢ho média, nebo
V pokusech zachycujicich jednu buiiku po dobu osmi hodin od vymény starého
média za nové kompletni médium v ¢asovych intervalech 25 minut. U tohoto
pokusu jsem ptedpokladala, ze v prubéhu pokusu trvajiciho osm hodin bunky
samy vytvofi plsobky schopné relokalizaci N-terminalni domény ovlivnit. Ve
vSech téchto piipadech vyssi koncentrace ptisobku zplisobila jadernou relokalizaci
N-termindlni domény interleukinu-lo. ve vétSiné pozorovanych bunck. Je
pravdépodobné, ze i kdyz, stejné jako u prekurzoru interleukinu-la, po spusténi
apoptdzy dochazi ke sniZzeni pohyblivosti N-termindlni domény interleukinu-1a
v ramci nukleoplazmy (COHEN et al., 2010), ma jeji jaderna relokalizace jinou
funkci, nez jeji retenci ve smyslu zabrany jejiho uvolnéni do extracelularniho
prostoru v ptipadé nekrotického zptisobu smrti bunék z diivodu prevence rozvoje

sterilniho zanétu, jako je tomu u prekurzoru interleukinu-1 (CHEN et al., 2007).

Po ozéatfeni bunck, ale 1 po jejich oSetfeni médiem zbun€k vystavenych
radiaénimu zafeni, dochazi ke zvySovani intracelularnich hladin intreleukinu-la a
tumor supresorového proteinu p53 (OSTERREICHER et al., 2003). V disledku
pusobeni UV svétla nebo ionizujictho zafeni dochazi pomoci transkripéniho
koaktivatoru p300 a histonacetyltransferazového komplexu PCAF k acetylaci
p53, ¢imz dojde ke zvySeni jeho DNA vazebné schopnosti (LIU et al., 1999). Se
stejnymi  histonacetyltransferdzami interaguje také N-termindlni doména
interleukinu-1a. (BURYSKOVA et al., 2004) s dosud ne zcela prokdzanymi
disledky.

Vzhledem k tomu, Ze podle naSich pfedbéznych experimentt interaguje IL-la

S tumor supresorovym proteinem p53 (POSPISEK, osobni sdéleni), otestovala
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jsem moznost vyvolani jaderné lokalizace IL-1 NTP pomoci UV zéfeni. Bunky
linie Mrc-5 jsem po transientni transfekci rekombinantnim vektorem pEGFP-
C1/NTP ozafila optimalni davkou UV zafeni, ktera byla u bunék této linie 20 J.m"
2. Subcelularni lokalizaci N-terminalni domény IL-lo jsme hodnotila pomoci
fluorescencniho mikroskopu a dvacet hodin po ozafeni na preparatech oSetfenych
UV zafenim pievladala jaderna lokalizace NTP IL-la. Stejn¢ tak indukovany a
roztokem roscovitinu stabilizovany tumor supresorovy protein p53 je dvacet
hodin po ozafeni na preparatech osetienych davkou 20 J .m? UV zafenim
lokalizovan v jadfe. Protoze by se vzhledem k prokdzanému radioprotektivnimu
ucinku interleukinu-lo (PERLSTEIN et al., 1995) dalo v pfipadé¢ prokdzani
kolokalizace N-terminalni domény stumor supresorovym proteinem p53
hypoteticky uvazovat o jeji schopnosti ovliviiovat aktivitu proteinu p53, pfipravila
jsem pokus zaméfeny na zjisténi lokalizace obou téchto proteint v konkrétnich
buikach linie Mrc-5 po ozafeni UV svétlem ve stejném case. Vysledek pokusu
hodnoceny pomoci fluorescencni mikroskopie ukazuje, Ze po ozateni UV svétlem
jak N-terminalni doména interleukinu-1a, tak i tumor supresorovy protein p53
relokalizuji do jadra bunék linie Mrc-5 a lze se domnivat, Ze ma smysl ptistoupit
k pokroc¢ilejsim technikam schopnym potvrdit ¢i vyvratit kolokalizaci téchto dvou
proteinli napi. metodou FRET a nésledné ke studiu mechanizmi, jakymi se
mohou vzdjemné ovlivilovat. V ivahu pfichazi napt. moZznost, Ze by interakce N-
termindlni domény interleukinu-la s histonacetyltransferazami mohla ovliviiovat
jejich  schopnost modulace aktivity tumor supresorového proteinu p53
(VICENOVA, 2005). V pfipadé¢ prokdzani piimé kolokalizace by se dalo
uvazovat o schopnosti N-terminalni domény interleukinu-lo reaktivovat
nefunkéni tumorsupresorovy protein p53 napi. modifikaci vedouci ke zvyseni
rezistence proteinu p53 vuc¢i proteolytické degradaci nebo o schopnosti N-
terminalni domény interleukinu-la inhibovat nukledrni export proteinu p53

(LANE et al., 2010).
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Souhrn

Zkonstruovala jsem rekombinantni vektor pEGFP-C1/NTP pro expresi N-

terminalni domény IL-1a v lidské bunécné linii Mrc-5.

Provedla jsem optimalizaci transfek¢ni u€innosti pro transientni transfekci

bunééné linie Mrc-b.

Expresi N-terminalni domény IL-1o v buiikach linie Mrc-5 a jeji lokalizaci
jsem sledovala po transientni transfekci rekombinantnim vektorem

PEGFP-C1/NTP pomoci fluorescencni mikroskopie.

Definovala jsem nékteré podminky subceluldrni lokalizace N-terminélni

domény IL-1a v zavislosti na kultiva¢nich podminkéch.

Navodila jsem jadernou translokaci N-terminalni domény IL-lo pomoci

biologickych a fyzikalnich faktort.

Pomoci imunofluorescencnich metod jsem zjistila, Zze N-terminalni
doména IL-1a a tumor supresorovy protein p53 jsou po ozafeni bunééné

linie Mrc-5 ve stejném Case lokalizovany v jadrech bunék.

Zkonstruovala jsem rekombinantni vektor MigR1/NTP urceny
k enkapsidaci do viru pro virovou transdukci bunék. V prabéhu této
diplomové prace k transdukci bunék linie Mrc-5 nedoslo, vektor je

pfipraven k dal§imu pouziti.
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