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Seznam zkratek
ACh - acetylcholin

AMK - aminokyselina

Bp — pary bazi

cAMP - cyklicky adenosinmonofosfat

cDNA - komplementarni DNA(complementary DNA)

CoA - koenzym A

COS-7 - opici fibroblastova bunééna linie

CTL - protein podobny cholinovému pienaseci (Choline Transporter Like protein)
CTP - cytidin trifosfat

DEPC - diethylpyrokarbonat

DNA - deoxyribonukleova kyselina

GAPDH - glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza

GITC — guanidium isothiokyanat

CHT!1 - vysokoafinni cholinovy pfenase¢ (Choline Transporter 1)
Kb - kilobaze = 1000bp

kDa - kilodalton

Ki - Inhibi¢ni konstanta

Km - Michaelisova konstanta

MMLYV - Moloneyho virus mysi leukemie

mRNA - messengerova RNA

mTOR - mitochondrialni cil rapamycinu (mitochondrial target of rapamycine)
OCT - prenace¢ organickych kationtli (Organic Cation Transporter)
OCTN - antiporter organicky kationt/karnitin

PC - fosfatidylcholin

PCR - polymerazova fetézova reakce

PE - fosfatidyletanolamin

PKC - proteinkinaza C

RNA - ribonukleova kyselina

RT - reverzni transkripce

SAM - S-adenosylmethionin



SDS — dodecylsulfat sodny

TMD - transmembranova doména



1. Cile prace

1) Provést literarni reSersi na téma transportu cholinu CTL1
2) Optimalizovat metodu izolace RNA z my$iho mozku pro pouziti pti RT-PCR
3) Ovéfit kvalitu izolované RNA pti PCR pro detekci CTL1 a referenéniho genu GAPDH

2. Uvod - Struktura a metabolismus cholinu
Cholin je zakladni Zivina pro vSechny Zivoéichy (9). Byl objeven dr. Streckerem roku 1862

[1]. Nedostatek cholinu v potravé a poruchy jeho metabolismu maji negativni dopady
v organismu. Nedostatek cholinu zptsobuje poruchy funkce jater (tzv. nealkoholicka ztu¢néla
jatra) a ovliviiuje proces kancerogeneze. Tyto procesy souviseji se zménami exprese gent
regulujicich apoptézu a rist bun€k [2, 3]. Ovlivnén je také fosfolipidovy metabolismus [4].
Ve vyvoji plodu pisobi nedostatek a poruchy transportu cholinu defekty neurdlni trubice
a mnoZzstvi cholinu ovliviiuje celkovy vyvoj mozku plodu [5]. U krys bylo pozorovano,
ze pridavek cholinu do potravy bfezich samic potkani ma pozitivni efekt na behavioralni
schopnosti narozenych potomkd a tento efekt pfetrvava i v dospélosti. [6-8]. Cholinova molekula
po chemické strance pfedstavuje kvarterni amin — (2-hydroxyetyl) trimetylamoniumhydroxid
(obr.1).
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Obr. 1. Chemicka struktura molekuly cholinu

Cholin je metabolizovan tfemi hlavnimi cestami (obr. 2). VétSina cholinu v buiikach je
véazana ve formé fosfatidylcholinu (PC), ktery je hlavnim fosfolipidem buné¢nych membran [9].
Déle se ucastni metabolismu methioninu, jako donor metylové skupiny. Po oxidaci na betain

a prichodu jednouhlikovym cyklem, na jehoz konci potom vznika S-adenosylmethionin (SAM),



dale pisobi jako metylaéni latka v biologickych dg&jich [10]. Tteti nezastupitelnou roli cholinu je
jeho funkce prekurzoru pro syntézu neurotransmiteru acetylcholinu [11, 12]. (obr. 3)
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Obr. 2. Metabolismus cholinu: vlevo — jednouhlikaty cyklus a metylace; uprostfed — syntéza
fosfolipidi; vpravo syntéza acetylcholinu.

ADP, adenosindifosfat; ATP, adenosintrifosfat; BHMT, betain:homocystein metyltransferaza,
B12, vitamin B12; CDP, cytidindifosfat; CK, cholin kinaza; CPT, CDP-cholin:DAG
cholinfosfotransferaza; CMP, cytidinmonofosfat; CTP, cytidintrifosfat; DAG, diacylglycerol;
MAT, methioninadenosyltransferaza; methylTHF, S-metyl-tetrahydrofolat; MS, methionin
syntaza, MTHF, 5,10-metylen-tetrahydrofolat; PAF, desticky aktivujici faktor; PCP,
fosfatidylcholin:ceramidcholin  fosfotransferaza; Pcytl, CTP:fosfocholincytidyltransferaza;
PEMT, fosfatidyletanolamin N-metyltransferaza; PLA, fosfolipaza A2; PPi, pyrofosfat; SAH, S-
adenosylhomocystein; SAM, S-adenosylmethionin; THF, tetrahydrofolat. Pfevzato z Michel et al.
2006 [13]

2.1. Cholin jako prekurzor acetylcholinu
V zakoncenich neuront slouZi cholin jako prekurzor pro syntézu acetylcholinu. Acetylcholin

vznika acetylaci cholinu pomoci Acetyl-CoA enzymem cholinacetyltransferazou.
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Obr. 3 Syntéza acetylcholinu z cholinu a Acetyl-SCoA

Acetyl koenzym A pro tuto reakci vznika v mitochondriich v Krebsové cyklu. Z mitochondrii se
transportuje do cytoplazmy, kde dochazi k syntéze acetylcholinu. Cholin pro tuto syntézu pochazi
téméf vyhradné z extracelularni tekutiny a do zakon€eni musi byt transportovan jako volny cholin
pomoci prenasece. Pouze velmi malé ¢ast cholinu pro syntézu acetylcholinu pochézi z degradace
fosfolipidii nervového zakonéeni. Naopak vyznamnym zdrojem volného extracelularniho cholinu
pro syntézu acetylcholinu je cholin, ktery vznika rozstépenim uvolnéného acetylcholinu enzymy

acetylcholinesterazou nebo butyrylcholinesterazou.

2.2. Cholin jako prekurzor membranovych fosfolipidu
Dalsi vyznamnou cestou metabolického vyuziti cholinu (viz obr. 2) je jeho pouziti

pro syntézu fosfolipidi. Volny intracelularni cholin je fosforylovan cholinkinazou
na fosforylcholin, nasledné je citydylovan CTP pomoci Pcytl (CTP:cholincitydylyltransferaza)
a pfeménén na fosfatidylcholin reakci s diacylglycerolem DAG:cholinfosfotransferazou. Tato
metabolicka draha de novo syntézy fosfatidylcholinu, ktera vyzaduje volny cholin, se nazyva
Kennedyho metabolicka draha. Regula¢nim enzymem této drahy je Pcytl, draha neni regulovana
ve svych dalSich krocich nebo transportem cholinu [13]. Vznikly fosfatidylcholin mize byt
kromé své strukturni funkce vyuzivan pro syntézu  sfingomyelinu  pomoci
fosfatidylcholin:ceramidcholinfosfotransferazy. Déale muze byt S§tépen fosfolipdzou A2
na lysofosfatidylcholin a pfeménén na desticky aktivujici faktor. Pfi Sté€peni fosfolipazou D
dochazi k uvolnéni volného cholinu.

Kromé této drahy existuje jeSté zaloZni cesta syntézy fosfatidylcholinu, jejiz funkce se
zachovala jen v jatrech pro pfipad omezeni pfijmu cholinu z potravy (napf. pfi hladovéni nebo
té€hotenstvi). Je to u savci jedina draha pro de novo syntézu fosfatidylcholinu, ktery miiZze slouzit
jako zdroj volného cholinu. Sklada se ze tfikrokové metylace fosfatidyletanolaminu pomoci SAM
enzymem fosfatidyletanolamin-N-methyltransferazou. Tato drdha je spojena stieti cestou
utilizace cholinu. Tou je jeho mitochondridlni oxidace na betain. Betain néasledné slouzi jako

donor metylové skupiny pro metylaci homocysteinu na methionin. Ten se
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methioninadenosyltransferdzou méni na SAM, ktery nasledné slouzi jako univerzalni metylacni
latka v biologickych metylacich a jednou zc¢astych je pravé vySe zmifiovand metylace
fosfatidyletanolaminu na fosfatidylcholin. Jak bylo ukazdno experimenty na mySich
knockoutovanych pro komponenty téchto dvou drah, jsou tyto drahy do jist¢é miry
komplementami, aviak rovnovaha mezi PC, PE a SAM je nezbytna pro spravnou fyziologickou
funkci jater [14].
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3. Transport cholinu
Transport molekul pfes bunééné membrany je charakterizovan : pfenosem molekuly z jedné

strany membrany na druhou, chemickou specificitou transportované latky pro pfenasec,
specifitou pro optické izomery, kompetici mezi strukturné podobnymi latkami a saturovatelnosti
dle kinetiky Michaelise-Mentenové.

Transport cholinu pfes bunéénou membranu mizeme rozdé€lit na dva systémy na zakladé
miry afinity pro cholin a zavislosti na potencidlu Na" [15]. Oba systémy vykazuji odliiné
parametry a lokalizaci v organismu. Nizkoafinni transportni systém vykazuje Kn pro cholin > 30-
100 uM a je v organismu pfitomny v§eobecné€. Dodava cholin pro biosyntézu fosfolipidu (17) a je
nezavisly na potencidlu Na' iontl. Vysokoafinni transport ma Ky pro cholin < 10 pM, je
lokalizovan pfevazné€ v cholinergnich presynaptickych nervovych zakoncenich, kde poskytuje
cholin pro syntézu acetylcholinu [13], a je naopak zavisly na potencialu Na* ionti [15]. Cholin je

schopen také samovolné difuze pfes membranu, avSak nikoli za fyziologického pH [16, 17].

3.1. Nizkoafinni transport cholinu
Nizkoafinni transport cholinu se vyskytuje v podstaté ve vSech tkanich (hepatocyty, placenta,

enterocyty, atd.). Plivodné se uvazovalo, Ze se jedna pouze o pasivni difuzi [18]. Pozd¢;si prace
vSak ukazaly, Ze i tento transport probihd pomoci pfenaSecii (byla zjiSt€na stereospecifita
transportu a kinetické parametry odpovidajici aktivnimu procesu). Je nezavisly na Na' a je
inhibovatelny rliznymi strukturnimi analogy cholinu. V né€kterych tkénich byla ukézana inhibice
transportu cholinovym analogem hemicholiniem-3 [19], ktery je pfi nizkych koncentracich
specifickym inhibitorem vysokoafinniho transportu cholinu, a také zavislost na teploté, coz
ukazuje na mechanismus zavisly na proteinu [20]. Pozdé€ji se ukazalo, Ze pfitomto typu
transportu se uplatiiuje rodina nespecifickych transporterovych proteinti 22, viz obr. 4., které se

nazyvaji transportéry organickych kationtti (organic cation transporter, OCT).
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Obr. 4. Fylogeneticky strom eukaryotickych pfenasect rodiny 22. Jako o moznych cholinovych
pfenaSeCich se uvazuje o Cervené skupiné¢ a c¢asti Zluté¢ oznaCené skupiny (OCTNx). Jde
o pfenaSece kationtti. Ostatni pfenaSece jsou stukturné i funkéné odlisné, pfesto sdileji jistou miru

sekvencni podobnosti. Pfevzato z Koepsell et al. [21].

Tyto bilkoviny se s riznou specificitou podileji na transportu endogennich organickych
kationtil, l1éku a exogennich toxickych kationtli. [22]. Doposud bylo identifikovano Sest ¢lent
rodiny OCT : OCT1, OCT2, OCT3 [23], OCTNI1 [24], OCTN2 a OCTN3 [25]. OCT1 a OCT2
jsou exprimované pievazné v ledvinach a jatrech, méné€ pak ve stievé [23, 26, 27]. OCT3 je
vyrazné exprimovan v mozku krysy [28-30]. [31]. Studie které se zabyvaly schopnosti rodiny
OCT tranportovat cholin se do zna¢né miry rozchazeji a vysledky jsou zavislé na pouZzitém
modelu. Bylo ukézano, ze OCT1 je schopen transportovat cholin pfi expresi v 293T burkach,
zatimco OCT2 zde ne [32]. Ve studii provadéné na zZabich oocytech tranportovaly cholin oba
proteiny [33]. In vivo studie ukazala, Ze OCT2 ma vyznamnou roli v homeostaze cholinu
v mozku krys a Ze cholin neni substratem OCT3 [33]. OCTN1 i OCTN2 byly nalezeny jak
u ¢lovéka tak u krys [24, 25, 34, 35]. Bylo vsak zjiSténo, Ze cholin neni substratem ani OCTNI
ani OCTN2 [25, 35]. Néktera pozorovani ukazuji na ilohu OCT2 jako nizkoafinniho prenasece

cholinu v mozku.
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3.2. Vysokoafinni transport cholinu
Vysokoafinni transport cholinu byl nejdfive charakterizovan farmakologicky v nervovych

zakondenich mozku [14, 36, 37]. Je lokalizovan pfevaZné& na presynaptickych cholinergnich
zakoncenich a jeho tlohou je dodavat cholin pro syntézu acetylcholinu. Je zprostfedkovéin
pfenasetem (CHT1) [38] zavislym na pfitomnosti Na* a Cl iontd. Specifickym inhibitorem
tohoto transportu je hemicholinium-3. Hemicholinium-3 se vaZe na pfenaSe¢ s vysokou afinitou,
ale netransportuje se. Lze ho tedy vyuZit k autoradiografickému znazornéni lokalizace proteinu
[36, 39]. Autoradiografickd analyza pomoci H-hemicholinia ukadzala v mozku vysokou
koncentraci vysokoafinnich transportnich mist v nucleus interpeduncularis, bazélnich gangliich
(nucleus caudatus a putamen), jadrech bazalniho mozku a tuberculum olfactorium. Tato
distribuce vazebnych mist odpovida oblastem mozku bohatym na cholinergni nervova zakon¢eni
[40, 41] a zachovava se v priibéhu vyvoje [42]. Vysokoafinni transport cholinu do cholinergnich
protoZe nervové buriky savcl nedokazi syntetizovat dostate¢né mnozstvi cholinu a jsou odkazany
na jeho ziskavani z mimobunééného prostoru [43-45].

Vysokoafinni cholinovy pfena§e¢ CHT1 by naklonovan Okudou a spolupracovniky (2000).
Ma stejné farmakologické vlastnosti jako vysokoafinni transport blokovatelny hemicholiniem-3
aje exprimovan v mozkovych oblastech bohatych na cholinergni neurony jako je koncovy
mozek, striatum, mozkovy kmen a pateini micha [16, 17, 46-48]. V posledni dobé byl také
nalezen v nékterych neneuronalnich burikach, avSak jeho funkce mimo neurony neni objasnéna
[49-51].

CHT]1 obsahuje serin/threoninova fosforylaéni mista pro regulaci funkce a povrchové exprese
pomoci proteinkindzy C a proteinfosfatizy 1 a 2A [48]. Tento zpisob regulace je bézny
pro transportéry neurotransmitteri [52]. Bylo ukazano, Ze protein par-4 (prostate apoptosis
response — 4) hraje dilezitou roli v neuronalni dysfunkci a bunééné smrti u neurodegenerativnich
onemocnéni a je pfimym interakénim partnerem CHT 1. Interakce par-4 a CHT1 ma inhibi¢ni vliv
na transport cholinu a snizuje povrchovou expresi CHT1 [53]. Funkce CHT1 je pro organismus
nezbytnd. Bylo ukdzano, Ze jeho knockout ma letalni nasledky [44]. Bylo zjiSténo, Ze Spatna
funkce CHT1 vede k porucham vnimani [54].
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4. Protein podobny transportéru cholinu
Do rodiny cholinovych transportéri v posledni dob& piibyl novy ¢len — CTL (Choline

Transporter Like) protein. Gen pro CTL protein byl poprvé klonovan z cDNA piipravené
z elektrického organu paudhotfe elektrického jako supresor kvasinkového mutanta s defektem
v transportu cholinu [55, 56]. Krysi CTL1 byl klonovany jako homolog CTL proteinu z pauhofe
[56]. Lidsky homolog byl naklonovan nezavisle po zjiSténi, Ze monoklonalni protilatka proti
lidskému antigenu dendritickych bunék CDw92 rozpoznava CTL1 [57]. Byly nalezeny mysi
proteiny CTL2-4 pfi hledani v genbankovych knihovnach cDNA. Vzhledem k nizké expresi
(v cDNA knihovnach ve kterych byl hledan, mél velmi nizkou frekvenci a nebyl ihned nalezen)

byl aZ pozdéji nalezen mysi homolog CTL1.

4.1. Struktura

Proteiny CTL rodiny jsou transmembranové proteiny obsahujici 10 konzervovanych

transmembranovych domén s intracelularni lokalizaci N a C konce proteinu (obr. 5).

Periplasmicky prostor

Cytoplazma
Obr. 5 Struktura CTL1 — CTL1 obsahuje 10 TMD s velkou variabilni smy¢kou mezi TMDI1
a TMD2, ktera obsahuje mozné glykosyla¢ni misto (N-134). Cytoplazmatické smycky obsahuji
celou fadu fosforyla¢nich mist pro PKC. Pfevzato z Michel et al. 2006 [13].
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Protein také obsahuje jeden na cystein bohaty usek a jednu konzervovanou doménu (cadmium

resistentni transporterovd doména) pokryvajici TMD 3-5.

4.2. Genomické usporadani
Gen pro CTL1 patfi mezi vétSi geny. Pokryva 194 kilobazi na lidském chromozému 9 —

oblast 9q31.2. Sklada se ze 17 exond a 16 introni. Dva z exonll vykazuji alternativni sestfih.
Velikost exonl se pohybuje od 75 bp (exon 1) po 2221 bp (exon 17). Velikost intronti se také
velmi vyznamné 1i8i, nejkratsi je intron 10 (919 bp) a nejdelsi intron 1 (54 kb). Prvni a posledni
intron v genu jsou nejdel$imi souc¢astmi tohoto genu a zabiraji vice neZ polovinu celé jeho délky
[58] obr.6.
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Obr.6 Genomova struktura lidského genu CTL1. A - exon intronova struktura genu a alternativni
sestfih hCTL1a a hCTL1b. B - vysledek alternativniho sestfihu — odli§na proteinova C terminalni
sekvence. Prevzato z Michel et al. 2006 [13]
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Promotor genu CTL1 vykazuje vlastnosti typické pro promotor tzv. ,housekeeping gent“,
jejichz exprese je nutna pro udrzeni chodu buiiky. Neobsahuje TATA box (misto obvykle tvofici
u genu jadro promotoru), avSak obsahuje usek bohaty na guanosin, ktery miiZe zastavat
obdobnou funkci a nalézdme jej i u jinych ,housekeeping genti“. Dale obsahuje vazebnad mista
pro obecné transkrip¢ni faktory jako je naptiklad Spl a GATA1/2 [58].

U genu CTL1 nalézdme vyznamné odliSnosti v tkaniové expresi mezi druhy Zivocichi.
U mysi byla nalezena exprese CTL1 mRNA téméf ve vSech tkanich, zatimco u krysy byla
nalezena jen v mozku, prodlouZzené miSe a traéniku. mRNA pro CTL1 vykazuje alternativni
sestfih, ktery vede ke vzniku isoforem CTLla a CTL1b. Tyto isoformy maji odlinou tkatiovou
expresi. Strukturné se tyto isoformy li§i poslednim exonem. U CTL1a je pouzit exon 16 zatimco
u CTL1b exon 17. Tato zména zpiisobuje odlidnost C terminalniho peptidu A*'SGASSA®’
uCTLla a L®'KKR®* u CTL1b. KKXX motiv pfitomny v CTL1b formé je zndma signaliza&ni
sekvence, kterd sméfuje dany protein do endoplazmatického retikula [58, 59]. U c¢lovéka byla
ve studii Wille et al. 2001 [57] nalezena jesté tfeti forma sestfihu CTL1c, u které bylo popsano

interni sestfihové misto v exonu 16. Homology CTL1 a genomicka struktura isoforem viz obr. 7.
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Obr. 7. Fylogenetickd analyza a genomické uspofadani CTL geni. A — fylogeneticky strom
homologti CTL. B — Alternativni sestfih lidského CTL1. Pfevzato z Traiffort et al. 2005 [59].
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Dalsi proteiny z rodiny CTL (CTL2 a CTLS) vykazuji také alternativni sestfih a podobnou
délku intronti. OdliSuji se vSak tim, Ze u nich dochazi k alternativnimu sestfihu i na N konci
proteinu. U proteini CTL3 a CTL4 nebyl alternativni sestfih nalezen [59].

CTLI1 protein byl nalezen jako dva peptidy o molekulové hmotnosti 23 a 50 kDa u mysi a 31
a 50 kDa u ¢love€ka. Exprese proteinu byla u my$i nalezena pouze v kosternim svalu, zatimco
u ¢loveéka byla vétsi forma nalezena ve vSech studovanych tkanich, kdeZto mala forma i velka

forma pouze v jatrech obr. 8.

Mys BrHeln KiLiLlu Mu Ov Sp St Te

Clovék BrHeln Ki Li Lu MuPaSpOvTe

50 kDa
31 kDa —

1t 23 4 56 7 8 9 10 11

Obr. 8 Exprese CTL1 proteinu detekovaného protilatkou na western blotu. Nahote panel mysich
tkani, dole panel lidskych vzorki. Sipkami naznaéeny formy proteinu a molekulové hmotnosti.
Br — mozek, He — srdce, In — tenké stfevo, Ki — ledviny, Li — jatra, Lu — plice, Mu — kosterni sval,
Ov — vajeénik, Pa — pankreas, St — Zaludek, Sp — slezina, Te — varle. Upraveno z Michel et al.
2006 [13].

Exprese ostatnich ¢lent rodiny CTL nebyla zatim tak detailné¢ studovana. Byla nalezena
slaba exprese CTL2 v jazyce, kosternim svalu, ledvinach, srdci a plicich. U ostatnich ¢lent byla

exprese jen stézi detekovatelna [59].
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4.3. Predpokladana funkce
CTL1 byl naklonovéan jako predpokladany specificky cholinergni vysokoafinni prenaSec

cholinu ve stejné dobé, jako skuteény CHT1 [46, 56]. Podobné jako CHT1 ma Kt odpovidajici
vysoké afinit¢ a je blokovatelny HC-3. Na rozdil od CHT1 vSak jeho funkce nezavisi
na gradientu Na+ iontli a jeho tkafiova distribuce neodpovida rozloZeni cholinergnich zakonceni.
V posledni dobé byla funkce CTL1 jako vysokoafinniho cholinového pfenaSece, vzhledem k jeho
neschopnosti komplementovat defektni kvasinky s poruSenou de novo syntézou a transportem
cholinu, zpochybnéna [55, 56]. Na druhou stranu bylo ukazano, Zze zvySena exprese CTL1
v COS-7 burikach 2,5 x zvySuje transport cholinu [60] a také, Ze CTL1 je hlavnim cholinovym
pfenaSeCem v THP-1 buiikach (prekurzory makrofagi). Po diferencicaci této linie v makrofagy
pomoci forbolového esteru se tento transport vyznamné snizuje a toto snizeni pfimo koreluje se
sniZzenou expresi CTL1 proteinu v bunééné membrané [61]. Dale bylo v THP1 burikach zjisténo,
Ze transport cholinu je pln€ inhibovatelny hemicholiniem-3, ale neni nijak ovlivnén inhibitory
OCT pfenasecti, coZz ukazuje na ulohu CTL1 v transportu cholinu. Kromé hemicholinia-3 byl
nalezen také dal$i inhibitor CTL1, latka s ndzvem Geftinib. Tato latka se pouziva jako ustné
podavany 1€k na rakovinu plic a jeho primarni funkci je inhibice EGFR-TK (tyrosinova kinaza
receptoru pro epidermalni ristovy faktor) [62].

CTL1 protein byl nalezen ve vSech doposud zkoumanych bunéfnych liniich. U buné&k
neuronové linie NG108-15 byl zjistén jak na urovni genové, tak i proteinové exprese (61) jako
jediny vysokoafinni pfenase¢ cholinu. Jeho aktivita se zvySovala pfi inhibici proteinové kinazy C
staurosporinem. Dals$i pokusy ukazaly, Ze exprese mRNA pro CHT1 jsou zvySeny leukemickym
inhibi¢nim faktorem (LIF), coz dale podporuje hypotézu o vlivu PKC na expresi CTL1 [63].

Protein CTL1 byl také ve zvySené mife nalezen ve svalech pacienti se svalovou dystrofii.
Promotor genu pro CTL1 obsahuje vazebné misto pro MyoD, coZ je transkrip¢ni faktor, ktery
moduluje svalovou myogenezi udrzovanim rychlych vlaken a ma i dal$i regula¢ni funkce [64].
Sval vykazuje velmi vysokou regeneracni schopnost a v poskozeném a nemocném svalu byly
nalezeny makrofagy [13]. To ukazuje na mozZnou roli CTL1 ve svalovych onecmocnénich
a nabizi jej jako jeden z moznych terapeutickych cilii téchto onemocnéni. Ve studii Wang a kol.
[65] bylo ukéazano, Ze na regulaci transportu cholinu se podili také draha PI3 kindza/AKT/mTOR,
a byla diskutovdna moZnost vyuziti sniZeni pfisunu cholinu jako terapeuticky néstroj

u denokarcinomi plic.
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5. Zaveér

Protein CTL1 je novy vysokoafinni pfenase¢ cholinu nebo soucast komplexu proteint, které
zajistuji vysokoafinni transport cholinu. Na rozdil od cholinergniho CHT1 nebyl
pfed naklonovanim charakterizovan farmakologicky. Jedna se o vysokoafinni transportni systém,
ktery je podobné jako CHTI1 inhibovatelny hemicholiniem-3, ale je nezavisly na gradientu
sodnych ionti. Na rozdil od specifického cholinergniho CHT1, ktery zabezpecCuje transport
cholinu pro syntézu acetylcholinu, se nachazi nejen v neuronech, ale jeho pfitomnost byla
prokazana témér ve vSech tkanich. Jeho fyziologicka role zatim neni zcela objasnéna. Zmény
funkce a abnormalni exprese byly popsany pfinékterych patologickych procesech jako je
kancerogeneze a svalova dystrofie. Pfi studiu molekuly CDw92, coz je lidsky homolog CTL1,
se ukazalo, Ze se ucastni imunomodulaénich déju. Z hlediska neurodegenerativnich onemocnéni
je zajimavym nalezem vysoka exprese této bilkoviny v myelinovych strukturdich mozku.
Koncentrace volného extracelularniho cholinu v mozku je podstatné niz§i neZ v krevni plasmé
[66, 67], coz ukazuje na vyznam existence vysokoafinniho pfenasece cholinu pro syntézu
fosfolipidd nezbytnych pro obnovu membran ve vSech buiikich mozku. ZvySeny rozpad
membranovych fosfolipidi byl nalezen napifiklad u Alzheimerovy nemoci [68]. CTL1 tak
predstavuje perspektivni cil pro terapii Alzheimerovy choroby a dalSich neurodegenerativnich
onemocnéni. Dalsi studium je nezbytné pro ziskani detailnéjSich informaci o jeho fyziologické

uloze a mechanismech, které se uplatiiuji pfi patologickych procesech.
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6. Experimentalni ¢ast: Optimalizace izolace RNA z mysiho
mozku
Pro spolehlivé stanoveni exprese cilového genu je nezbytnou souasti experimentd izolace

kvalitni, nedegradované RNA v dostatecném mnozZstvi z biologického materialu. V ramci prace
byly testovany rizné metody izolace RNA. Izolovana RNA byla nasledné testovana pomoci RT-
PCR pro budouci méfeni exprese CTL1 genu a referenéniho genu GAPDH (Glyceraldehyd-3-

fosfat dehydrogenaza) v ramci navazujici diplomové prace.

6.1. Pouzité chemikalie, kity a pristroje

Trizol isolation reagent Invitrogen (USA)
Isopropanol Fluka (USA)
Chloroform Lachner (CR)
Etanol Lachner (CR)
Dietylpyrokarbonat (DEPC) Sigma (USA)
Tripure isolation reagent Roche (USA)
RNAWiz RNA isolation reagent Ambion (USA)
HighPURE RNA Tissue Kit Roche (USA)
MMLYV reverse transcriptase kit Promega (USA)
OligodT primer Sigma (USA)
dNTP mix TopBio (CR)
PCR HotStarTaqg DNA Polymerase QIAGEN (USA)
Tris Serva (SRN)
Ethidium Bromid TopBio (CR)
Kyselina Borita Sigma (USA)
EDTA Sigma (USA)
Marker molekulovych hmotnosti PCR-100 low Sigma (USA)

Agardza TopBio (CR)
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Pfistroje:

DNA Engine Tetrade MIJ Research (USA)

Elektroforeticka aparatura OmniBio (CR)

Elektroforeticky zdroj — PowerPac 3000 BioRad (USA)

NanoDrop UV Spektrofotometr NanoDrop Technologies
(USA)

Dokumentac¢ni systém - BioDocAnalyze Biometra (USA)

Centrifuga Sigma 3k18 Sigma (SRN)

6.2. Metody izolace RNA

Vlastni izolace RNA piedstavuje experimenalné naroény proces spojeny s problematikou
stability izolovaného materidlu. RNA, na rozdil od DNA, pfedstavuje labilni latku, ktera je
snadno degradovatelnd pusobenim jednak chemickych a fyzikalnich faktori a jednak
enzymaticky RNazami. RNA je snadno degradovatelna ptisobenim teplot nad 65°C, dale na ni
negativné puisobi alkalické prostfedi a opakované cykly rozmraZovani a zamraZovani. Kromé
téchto faktori je kritické pilsobeni enzymi RNéaz. Tyto enzymy pfestavuji jedny
z nejstabilnéjSich enzymi a vzhledem k tomu, Ze jsou pfitomny ve vSech Zivych organismech, je
nutné predpokladat, Ze jsou jimi potencialné kontaminované vSechny povrchy.

Pro samotnou izolaci RNA existuje cela fada postupti. Mezi nejbéZné€j§i patii
Chomczynského metoda [69] a jeji modifikace, které jsou dnes dostupné ve formé& komercnich
reagencii pro izolaci RNA. Tento postup je zalozen na mechanickém rozruSeni materialu,
ze kterého izolujeme RNA a soucasném puisobeni komponent RNA izola¢niho reagens, které
inhibuji endogenni bunééné RNazy a degraduji proteiny (GITC, LiCl, SDS, fenol). Nasleduje
pfidani chloroformu a fazova separace. RNA se ve vzniklém tfifaizovém systému nachazi
ve vrchni vodné fazi. Pod vodnou fazi nalézame interfazni pruh precipitovanych proteint
a pod nimi nasleduje fenolicka faze. Po odebrani vodné faze precipitujeme RNA rozpusténou
v roztoku pfidavkem nadbytku isopropanolu. Peleta obsahuje kromé izolované RNA také sole,
které byly isopropanolem precipitovany a pro jejich odstranéni pouZivame roztok 70% etanolu,
kterym peletu promyjeme a sole tak odstranime. Nasledné RNA suS§ime na vzduchu
pro odstranéni etanolu, ktery by mohl nevhodné interferovat s nésledujicimi experimenty

a rozpoustime v DEPC oSetfené destilované vode¢.
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Druhou velmi roz§ifenou variantou pro izolaci bunéénych RNA je pouZiti kolonek
se silikagelovou membranou nebo jinou matrici, ktera je chemicky upravena tak, aby specificky
vazala RNA. Umoziuje jeji promyti od ostatnich kontaminujicich latek a snadnou naslednou
eluci zménou pH a sloZeni eluéniho roztoku. Tyto metody poskytuji sice niZsi vytézek, nicméné

vvvvvv

vstupniho materialu vzhledem k postupu, ktery je pro tento druh izolace vhodné;si.

6.2.1. Varianta Chomczynskeho metody- RNAwiz
Pro prvni izolace ztkdni my$i bylo pouzito reagens RNAwiz (Ambion — ABL,USA).

Pro izolaci RNA timto protokolem byl proveden nasledujici postup. Kousky tkané odebrané
thned po zabiti zvifete uloZzené v -70 °C byly bez rozmrazovani ponofeny do roztoku RNAwiz
(Iml roztoku na 100 mg tkan€) a homogenizovany Dounceovym homogenizitorem
(homogenizator sklo-sklo). Nasledné byl roztok inkubovan 5 minut pfi pokojové teploté.
Po inkubaci bylo pfidano 0,2 ml chloroformu na 1 ml objemu RNAwizu. Vzorek byl protfepan
20 vtefin (vortex) ainkubovan 10 minut pfi pokojové teploté. Po inkubaci byl roztok
centrifugovan 20 minut 12000 g pfi 4 °C. Po fazové separaci byla odebrana vodna faze. Ta byla
nafedéna 0,5 ml destilované vody (DEPC osétfené) k niz byl pfidan 1 ml isopropanolu. Roztok
byl dikladn€ promichan a inkubovan 10 minut pfi pokojové teploté a nasledné centrifugovan 15
min 12 000 g pfi 4 °C. Supernatant byl opatrn€ odstranén a peletka promyta vortexovanim v 1 ml
75% etanolu (pfedchlazeny). Nasledné byl roztok opét centrifugovan 5 min 12 000 g pti 4 °C.
Etanol byl odstranén odsatim a zbytky odstranény suSenim na vzduchu pfiblizné 10 minut. Poté

byla peleta rozpusténa v DEPC destilované vodé.

6.2.2. Varianta Chomczynskeho metody- Trizol a Tripure

Pro srovnani byla provedena izolace pomoci reagens Trizol a Tripure. Kousky tkané 50-
150 mg byly pfidany do 1ml ¢inidla a homogenizovany sklo-teflonovym homogenizatorem.
Nasledné byl roztok inkubovan 5 minut pfi pokojové teploté. Poté bylo pfidano 0,2 ml
chloroformu a vzorek byl dukladné promichan vortexovanim (15 vtefin). Nasledovala
dvouminutova inkubace pfi pokojové teploté a centrifugace 15 min 12 000 g pfi 4 °C. Po této
fazové separaci byla odebrana vrchni vodna faze obsahujici RNA. K této fazi bylo pfidano 0,5 ml
isopropalnolu a vzorek byl inkubovan 10 minut pfi pokojové teploté. Nasledovala centrifugace

10 min 12 000 g pti 4 °C. Isopropanol byl odstranén a peleta byla promyta 1 ml 75% etanolu.



23

Po promyti byl vzorek opét centrifugovan 5 min 7500 g pti 4 °C. Etanol byl slit a zbytek odpaten

suSenim pfi pokojové teploté (5 minut). Peleta byla rozpusténa v DEPC destilované vodé¢.

6.2.3. Izolace HighPure kolonkou

20-25 mg zmrzlé tkané€ bylo umisténo do zkumavky a nasledné bylo pfidano 400 pl lyzaéniho
pufru. Nasledovala homogenizace vzorku pomoci Dounceova homogenizatoru. Lyzéat byl
centrifugovam po dobu 2 min pfi maximalni rychlosti ve stolni centrifuze (cca 13 000 g).
K supernatantu bylo pfidano 200 pl etanolu a vzorek byl promichan. Po sestaveni kolonky byl
do horniho rezervoaru napipetovan cely objem supernatantu a kolonka byla znovu
centrifugovana. Ve sterilni 1,5 ml zkumavce bylo smichano 90 pl inkuba¢niho pufru a 10 pl
DNazy 1. Do znovu sestavené kolonky byl do horniho rezervoaru napipetovan pfipraveny roztok
DNazy. Kolonka byla inkubovana 15 min pfi pokojové teploté. Poté bylo ptidano 500 pl
promyvaciho pufru 1 a nasledovala centrifugace 15 s pfi 8 000 g. Kolonka byla znovu promyta
500 pl promyvaciho pufru 2. Naposledy byla promyta 300 pl promyvaciho pufru 2 a 2 min
centrifugovana na maximalni rychlost pro odstranéni zbytkii promyvaciho pufru. Na zavér byla
kolonka opatrné¢ vyjmuta ze spodni ¢asti a vloZena do nové zkumavky o objemu 1,5 ml.
Navazana RNA byla eluovana 100 pl eluéniho pufru. Eluce byla provedena centrifugaci 1 min 8

000 g.

6.3. Ovéreni kvality izolované RNA
Pro dal$i pouziti RNA potiebujeme znat jeji koncentraci a cistotu. Pro stanoveni

koncentrace RNA pouzivame spektrofotometrickou metodu, zaloZenou na absorbci aromatickych
struktur bazi v UV oblasti. Pokud jsou v roztoku pfitomny pouze nukleové kyseliny, pak mira
absorbce odpovida koncentraci nukleové kyseliny. Vzhledem k tomu, Ze RNA izolujeme z tkané¢,
jsou v preparaci RNA ¢asto pfitomna mala mnozstvi bilkovin, jejichz aromatické aminokyseliny
také absorbuji v UV oblasti. Intenzita absorpce UV zéfeni se 1i8i pfi riznych vinovych délkéch,
lze tedy &istotu vzorku posoudit na zakladé poméru absorbanci pti 260 nm a 280 nm. Koncentraci
RNA zjistime pouZitim vzorce:

Crva =40+ Ay, - redeni

Pomér absorbanci RNA by mél byt vétsi nez 1,6, aby byla RNA pouzitelnd pro dalsi aplikace.

Niz8i pomér ukazuje na vysokou miru kontaminace proteiny (napf. chyba pfi rozebirani fazi).
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Pro stanoveni koncentrace byl pouzit spektrofotometr Nanodrop, ktery umoziuje pfimé méteni

koncentrace v 2 pl kapce roztoku pomoci optického vlakna.

6.4. RT-PCR

6.4.1. Reverzni transkripce

Reverzni transkripce je nutnym mezikrokem pfi detekci genové exprese pomoci PCR.
Virovy enzym reverzni transkriptaza, ktery je v této reakci vyuzivan, je DNA polymeraza zavisla
na RNA. Tento enzym umoziiuje syntézu DNA fetézci komplementarnich k izolované RNA.
Pro zahajeni syntézy, jako vSechny DNA polymerazy, vyZaduje volny 3 konec, na ktery pfidava
dalsi nukleotidy. V naSem pfipadé byla pouZita reverzni transkriptdiza M-MLV spole¢né s oligo
dT primerem. Toto nastaveni reakce vede k pfekladu vSech bunéénych mRNA do cDNA. To je
zaji§téno piitomnosti polyA sekvenci na jejich koncich. Reakce byla provedena nasledujicim
zptusobem : k lug RNA byly ptidany 2 ul (lug) oligo dT a ptidina DEPC destilovana voda
na objem 15,7 ul. Smés byla inkubovéana 5 minut pfi 70 °C. Déle bylo do smési pfidano pfi 4 °C
1,25 ul ANTP mixu (10mM), S ul 5x koncentrovaného reakéniho pufru a 1 ul M-MLV enzymu
(200 jednotek). Poté byla smés inkubovana 60 minut pfi 42 °C a 10 minut pfi 72 °C. VSechny
inkubace byly provadény v PCR stripech v termocykleru. Pfipravené cDNA byly skladovany
pti -20 °C.

6.4.2.PCR

PCR - polymerazova fetézova reakce, je metoda, pii které se pomoci termostabilni DNA
polymerazy (Taq) provadi exponencialni amplifikace useku DNA, ktery lezi mezi dvéma primery
navrzenymi na cilovou DNA. Primery jsou navrzZeny tak, aby jejich teplota tani byla co nejblizsi
a aby obsahovaly co nejméné repetitivnich sekvenci. Amplifikace probiha v tfikrokovych
cyklech. Za¢ina pocateéni denaturaci pti 95°C, kdy se oddéluji dvouvlaknové DNA molekuly
od sebe a aktivuje se PCR polymeraza. Nasleduje vlastni amplifikaéni cyklus zahajeny opét
kratkou denaturaci, nasledovanou sniZenim teploty na 58°C. Pfi této teploté nasedaji primery
na cDNA. Poté je teplota zvySena na 72°C a zahajuje se polymerace. Tento cyklus byl 30x
opakovan. Na konci bylo jesté¢ ponechano 10 minut ptfi 72°C pro doplnéni eventuelnich
nedosyntetizovanych fetézcl. Slozeni reakce bylo : 5 ul 10x PCR pufru, 2 ul MgCl,, 1 ul dNTP,
0,25 ul Taq polymerazy, 0,125 ul (100uM) primert, 39 ul destilovana voda a 2,5 ul smési
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z reverzni transkripce. Pouzité primery GAPDH-A (GAACATCATCCCTGCATCC), GAPDH-
B(GCTTCACCACCTTCTTGATG),CTL1-A (GAATGCATACACAGCCACAG) a CTLI1-B
(GTTGAGCAGGATAATCCCAG) syntetizované u firmy Metabion.

6.5. Vysledky a diskuze

Pro izolaci RNA byly odebrany vzorky mozkové tkan€ z pravé usmrcené mysi, pfeneseny
do mikrozkumavek a zamraZeny v kapalném dusiku, aby byla zastavena degradace RNA v tkani.
Nasledné byla z té&chto vzorki izolovana RNA pomoci vySe uvedenych metod. Izolovana RNA
byla dale analyzovana pomoci UV spektrofotometrie pro zjiténi koncentrace a &istoty izolované
RNA. MnoZstvi RNA izolované pomoci jednotlivych metod viz tabulka 1.

n i Pomeér . Celkové .
gg::g: Mtk(;in? Koncentrace  ro601280 O”°™  mnozstvi RNA Vitézek
mg pg/pl pl Hg pg RNA/mg tkané
RNAWIZ 77 1,761 1,93 25 44,03 0,57
TRIZOL 80 2,660 1,94 25 66,50 0,83
TRIPURE 70 2,148 1,96 25 53,70 0,77
ﬂghPURE 19 0,080 2,06 100 8,02 0,42

Tab. 1 Vytézky izolace RNA z mysiho mozku pomoci testovanych metod.

Vsechny ¢&tyfi pouzivané metody poskytovaly kvalitni &istou RNA, jejiz Eistota se
pohybovala mezi 1,93 a 2,06. Vytézek izolované RNA z miligramu pouZité mozkové tkané byl
nejnizsi u ,kolonkové“ izolace, kdy bylo ziskano jen méné nez 0,5 ug RNA z mg tkané, zatimco
nejvyssi vyté€zek poskytovalo reagens TRIZOL — 0,83 ug z jednoho mg tkané.

Po izolaci RNA byl proveden ptepis izolované RNA do c¢cDNA pomoci reverzni
transkriptizy MMLYV a oligo-d(T) primeru pro zahdjeni syntézy cDNA fetézce. Pfipravena
cDNA byla pouzita v PCR pro detekci exprese genu CTL1 a referenéniho genu GAPDH.

Primery pro tuto amplifikaéni reakci byly navrZeny tak, aby vznikal produkt o délce
ptiblizn¢ 200 bp. Tento navrh souvisi s dal§im planovanym pouZitim pro kvantifikaci CTL1
transkriptu. Po amplifikaci byly PCR produkty rozdéleny pomoci agar6zové elektroforézy v tris-
boritovém pufru a prouzky DNA byly detekovany pomoci barveni Ethidium Bromidem
(interkala¢ni ¢inidlo, které po vazbé na DNA fluoreskuje po UV excitaci). Vysledek viz obr 9.
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Obr. 9 PCR amplifikace GAPDH (A) a CTLI(B) ¢cDNA. 1 — RNAWiz, 2 — TRIZOL, 3 -
TRIPURE, 4 — HighPURE, BL1 — slepy vzorek (HighPURE) BL2 — slepy vzorek (ostatni), BTK

— kontrola specifity PCR (reakce bez templatu), nanaseno vzdy Sul PCR reakce.
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Amplifikace obou geni probé¢hla na vSech pouzZitych vzorcich RNA. Amplifikace
GAPDH useku nebyla ovlivnéna pouzitou izolaéni metodou. Jedna se o oCekavatelny vysledek
vzhledem k tomu, Ze se jedna o gen, jehoZ exprese je velmi silna a neménna. Amplifikace CTL1
probéhla na vsech izolovanych RNA, ale s odlisnou u¢innosti. Nejsiln€j$i amplifikacni produkt
vykazovaly metody TRIZOL a TRIPURE. RNAWiz a HighPURE, pfestoze poskytovaly
podobné koncentrace a mnozstvi RNA, vykazuji slabsi amplifikaci. To je pravdépodobné dano
kvalitou pfipravené RNA (intaktnost, délka RNA atd.). Druhou moZnosti ovlivnéni PCR jsou

stopova mnozstvi zbytku izola¢nich reagens. Ta mohou sniZovat G¢innost reakce.

6.6. Zavér
Byly otestovany ¢tyfi metody izolace RNA pro detekci CTL1 genu pomoci PCR. Vysledkem

bylo zjisténi, Ze nejucinnéj§i metodou byla izolace pomoci TRIZOLu. Poskytovala nejvyssi

vytéZky izolované RNA z tkané€ a nejlepsi amplifikaci z ni pfipravené cDNA.
\
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