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Phosphodiesterases 8a and 8b as potential components of membrane rafts
(bio-informatic search, cloning, construction of recombinant proteins)

Signal transduction in the cell requires spatial zoning that ensures efficient interaction
between signaling pathways. Structures which are proposed to organize cellular signaling at
the level of plasma membrane are lipid rafts. They are membrane islands that differ from
surrounding environment in composition and phase. Membrane proteins differ in their affinity
to a raft portion of the membrane according to hydrophobicity or prosthetic groups which they
use to anchor in the membrane. Therefore it leads to their specific separation into both
membrane compartments. According to current opinions, rafts represent the platforms, apart
from other functions, for integration of signals received via antigen specific, co-stimulatory
and inhibitory receptors of various cell types. Even though lipid rafts are mentioned in basic
textbooks, there is increasing physical and chemical evidence that asymmetric composition of
the plasma membrane bilayer is not capable of creating such islands. Moreover some
phenomenons where rafts historicaly play essential role could be explained in terms of
protein-protein interaction. One of the crucial problems in the field lays in the fact that a
direct visualization of rafts has not yet been solved.

We have tried to find new potentially raft localized signal transducing proteins. Our search
was based on their specific sequential patterns and was performed using public protein
databases. Our intention is to expand the knowledge about signaling in lipid rafts. After bio-
informatic summary of the results, we selected, apart from others, two phosphodiesterases
PDE8a a PDESb for further research. Phosphodiesterases are known to lower the
concentration of cCAMP which has an inhibitory effect during activation of T lymphocytes.
Phosphodiestarases in groups 3, 4, 7 and 8 participate in these processes. PDE8a and 8b are
the first to carry clear sequential motiffs for double acylation which is essential for raft
localization. Their regulation was so far studied at the level of general expression and
interaction with transcriptional regulator I-xB. No information is given on a particular role in

signal pathways and cellular localization of the protein.
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Seznam pouzitych zkratek

APC
BCR
BLAST

cAMP
CD
cDNA
CSK
cGMP
DRM
EST
FRET
GFP
GPI
I-kB
LAT

I;
LIME
lo
LST1
MALDI

NF-xB
NP 40
NTAL
PAG
PAS
PDE
Pfam
PKA
PROSITE
SMART
Src

Syt
TCR
TOF

TRAP
UCSC

burika prezentujici antigen (antigen presenting cell)

antigenné specificky receptor B lymfocytt (B-cell receptor)

internetovy program pro vyhledavani sekvenénich homologii (Basic Local
Alignment Search Tool)

cyklicky adenosinmonofosfat, vyznamny druhy posel v bunééné signalizaci
oznaceni povrchovych molekul leukocytt (cluster of differentiation )
cytoplazmaticka DNA, DNA vznikla reverzni transkripci mRNA
c-termindlni Src fosforylujici kinaza

cyklicky guanosinmonofosfat, vyznamny druhy posel v bunééné signalizaci
detergent-rezistentni membrana

exprimovana sekven¢ni znacka (expressed sequence tag)

flurescence energy resonance transfer, metoda studia kolokalizace molekul
zeleny fluorescenéni protein (green fluorescent protein)
glykosylfosfatidylinositol, kotva extracelularnich perimembranovych proteint
inhibitor faktoru NF-«B

linker of activation of T cell, adaptorovy protein rodiny TRAP

kapalna neorganizovana faze membrany (liquid inordered phase)

Lck interacting molecule, adaptorovy protein rodiny TRAP

kapalna organizovand faze membrany (liquid ordered phase)

leucocyte specific transcript 1

metoda laserové ionizace latek pfi hmotové spektroskopii (matrix-assisted laser
desorption / ionisation

protein regulujici genovou expresi (nuclear factor kB)

Nonidet P 40, neiontovy detergent

non-T cell activation linker, protein rodiny TRAP

phosphoprotein associated with GEM’s, protein rodiny TRAP

per-arnt-sim, vazebna a signalni doména

fosfodiesteraza (phosphodiesterase)

webova databaze a program pro predikci domén podle sekvence proteinu
proteinkinaza A, zavisla na cAMP

program pro predikci domén, modifikaci a signdlnich sekvenci v proteinu
webova databaze a program a pro predikci domén podle sekvence proteinu
rodina signalnich proteint;rosinkinéz, protoonkogeny (sarcoma)
synaptotagmin, rodina Ca”" vazicich signanich proteint

antigenné specificky receptor T lymfocytt (T-cell receptor)

méteni molekulové hmotnosti pfi hmotové spektroskopii podle ¢asu letu iontu
v elektrickém poli (time of flight)

transmembranovy adaptorovy protein, rodina signalnich proteinti

velka vetejna databédze proteinti



Abstrakt

Bunééna signalizace vyZaduje prostorové roz¢lenéni burky, diky némuz je zajisténo
setkavani jednotlivych proteint signalnich drah. Strukturou, o niz se predpoklada, ze
organizuje buné¢nou signalizaci na cytoplazmatické membrané, jsou lipidové rafty. Jsou o
ostrivky membrany, které se li§i od okoli lipidovym slozenim a fazi. Membranové proteiny se
1isi svou afinitou k raftové ¢asti membrany podle vlastnosti hydrofobnich oblasti nebo
prostetickych skupin, jejichZ pomoci jsou v membrané zakotveny. Proto dochazi k jejich
specifickému rozdéleni do obou kompartmentii membrany. Podle soucasnych nazort rafty
ptedstavuji platformy mimo jin€ pfi integraci signali obdrzenych ptes antigenné specifické i
kostimulac¢ni a inhibi¢ni receptory leukocytl. Piestoze jsou lipidové rafty uz zakotvené v
zékladnich uéebnicich, mnozi se fyzikaln¢€ chemické diikazy, ze asymetrické slozeni
cytoplazmatické membrany vytvafeni takovychto ostrivkil neumozituje a nékteré funkce rafti
jsou vysvétlovany pomoci protein-proteinovych interakci. Problém je, ze dosud nebyla
vyfesena pfima vizualizace rafti.

Pro rozs$iteni poznatk o signalizaci v lipidovych raftech jsme se pokusili vyhledat nové
potencialné raftoveé lokalizované signdlni proteiny podle specifickych sekvenénich znaki ve
vefejnych proteinovych databazich. Po bioinformatickém zpracovani vysledki jsme vybrali k
dal§imu vyzkumu mimo jiné dv¢ fosfodiesterazy, PDE8a a PDES8b. O fosfodiesterdzach je
znamo, ze pti aktivaci T lymfocytt snizuji hladinu cAMP, které ma inhibi¢ni vliv. Na téchto
déjich se podili fosfodiesterazy rodin 3, 4, 7 a 8. PDE8a a 8b jsou pfitom prvni, které nesou
jasné sekvenéni znaky pro dvojnasobnou acylaci nutnou k raftové lokalizaci. Jejich regulace
byla zatim studovana pouze na urovni celkové exprese a interakci s transkripénim
regulatorem I-xB. O konkrétni roli v signalnich drahach a buné¢né lokalizaci proteinu neni

Znamo nic.



Uvod

Vyzkum nového proteinu obvykle za¢ina jeho nalezenim podle funkce nebo vazebné
specifity a ndslednym sekvenovanim a klonovanim cDNA. Vzhledem k tomu, Ze lidsky
genom je kompletné osekvenovany a predikce sekvenci dosud neznamych protein je jiz
znaéné pokrocild, je mozny i opa¢ny ptistup. Pokud jsme schopni funkei nebo jinou kli¢ovou
vlastnost proteinu, ktery hledame, ptevést do podoby sekvenénich znakii, jez takovy protein
musi nést, mizeme jej hledat .,in silico™ ve vefejnych proteinovych databazich. Pravé tento
pfistup jsme zvolili pfi naSem pokusu najit nové adaptorové proteiny lokalizované v
takzvanych membranovych mikrodoménach ¢ili lipidovych raftech. Hlavnim cilem bylo
dohledat dalsi ¢leny jiz znamych rodin raftovych proteint, které se podileji na signalizaci v
receptorech leukocytl. V databazich jsme hledali v§echny proteiny nesouci zaroven uréité
signaly pro zacileni do mikrodomén a pro fosforylaci tyrosinu. Nalezené sekvence (asi 200)
jsme poté podrobili detailnimu bioinformatickému rozboru. Na jeho zakladé jiz bylo mozné
vybrat n€kolik skute¢né nadéjnych sekvenci, jejichz vyzkum miize pfinést lepsi poznani
signalizace v lipidovych raftech leukocytd. Prakticky tedy nastala opa¢na situace, nez je v
zacatcich podobného vyzkumu béZn4, nebot’ mame k dispozici znamou kompletni sekvenci
proteinu, vime, Ze pravdépodobné patii do skupiny, jez nas zajima, a musime zjistit jeho

funkci v bunééné signalizaci.

Membranové mikrodomény a detergent-rezistentni membrany

Biologické membrany jsou nadmolekulové struktury tvofené dvéma vrstvami
amfipatickych molekul drzené pohromadé hydrofobni interakci. Jejich skupenstvi je kapalné a
muZeme je proto oznadit za dvourozmérné kapaliny. S touto ptedstavou pfisli jiz roku 1925 E.
Gorte a F. Grendl. Posléze byla potvrzena pokusy s umélymi membranami a od konce
padesatych let je mozné dvojvrstevnou strukturu membran pozorovat elektronovym
mikroskopem. Problém v této dobé ptedstavovalo zaclenéni proteini do takové membrany.
Nedokonalé fixa¢ni techniky elektronové mikroskopie zavinily, Ze se veskeré proteiny z
membrany vysraZely na jejim povrchu. Tak vypadal i model Dawsona a Danielliho z roku
1935, ktery platil az do 70. let (Lichtenberg et al. 2005). Roku 1972 formulovali S. Singer a
G. Nicolson teorii tekuté mozaiky, podle niz proteiny tvoii integralni sou¢ast membrany, jsou
do ni tedy zanofené a mohou se laterdln¢ pohybovat. Membrana tak predstavuje dynamickou
neustale se ménici strukturu. Tento model v principu plati dodnes (shrnuje Vodrazka 1996).

SloZeni biomembran z riznych bunéénych typua a riznych organel je dosti rozdilné. Nas

bude zajimat pfedevsim cytoplazmaticka membrana sav¢i buriky. Ta je jako vSechny



biomembrany tvoifena smési vice typt lipidd. Jeji zakladni stavebni slozku tvoii fosfolipidy.
Cytoplazmatickd membrana obsahuje typicky 40 — 60 molarnich % glycerolfosfolipida
(fosfatidylcholin, fosfatidylserin, fosfatidylethanolamin). Je pro ni specificky je vysoky obsah
cholesterolu a sfingolipidt (30 — 40 % cholesterolu, 10 — 20 % sfingomyelinu) a malé
mnozstvi glykosfingolipidii. Nékteré membrany plnici specialni funkce, naptiklad ve stievnim
epitelu a hematoencefalické bariéfe, ale mohou obsahovat i ptes 30 % glykosfingolipidi
(Munro 2003).

Je tfeba si uvédomit, Ze t€chto druht lipidd je vice, nez by bylo nezbytné nutné k vytvoteni
pouhé stabilni dvojvrstvy. Na tu by ve skute¢nosti stacil pouhy jeden glycerolfosfolipid.
Hlavnim divodem tohoto nadbytku typt molekul je to, Ze kazda burika musi neustale
regulovat fyzikalni a chemické vlastnosti membran. Riizné fosfolipidy maji rlizné vlastnosti,
napiiklad saturace jejich uhlovodikového skeletu ovliviiuje fluiditu membrany. U Zivo¢€icht
ma zasadni vyznam cholesterol, ktery ma rigidni tetracyklickou strukturu a vyrazné
mechanicky zpeviiuje membranu.

Nékteré slozky membran maji téZ signalni funkci. Fosfatidylinositol mize byt Stépen
fosfolipazami na diacylglycerol a rtizné fosforylovany alkohol inositol, coZ jsou vyznamné
druhé posly v bunééné signalizaci. Fosfatidylserin rozpoznavaji makrofagy, jeZ pohlcuji
apoptoticka téliska majici jej na povrchu (Alberts et al 2002).

Dalsi vlastnost membrany je rozdilné sloZeni jejich riznych oblasti. Jiz dlouho je znamo, ze
se lisi sloZeni vnitini a vnéjsi vrstvy cytoplazmatické membrany. Fosfatidylserin,
fosfatidylethanolamin a fosfatidylinositol se vyskytuji pouze ve vnitini vrstve, zatimco
sfingolipidy jsou uplné ¢i témef uplné obsazené ve vnéjsi vrstvé membrany (Bretscher 1973).
Tento stav burika udrzuje aktivné pomoci specifickych translokaz, fosfolipidy maji tendenci
spontann¢ prechdzet mezi vrstvami s polocasem asi 1 s (Alberts et al 2002).

Na dalsi nehomogenitu ve sloZzeni biomembran upozornilo pozorovani, Ze ¢ast
cytoplazmatické membrany vydrzi extrakci ztedénymi neiontovymi detergenty (Triron X-100,
Brij, NP 40) a lze ji od bunécného lyzatu oddelit izopyknickou centrifugaci. Tato detergent-
rezistentni membrana (DRM) obsahuje nékteré membranové proteiny, které s ni pfi
ultracentrifugaci kopurifikuji. Tato pozorovani vedla k piedstavé, Ze na cytoplazmatické
membrané existuji ostrivky DRM obsahujici stejné proteiny také in vivo. Tato hypotéza je
bézné oznacovana jako raftova teorie (Cinek a Hotej$i 1992, Simons a Ikonen viz TIBS).
Pozdéji byla vyvinuta metoda izolace mikrodomén bez detergentd pomoci ultrazvukové lyze
bunék, coZ podporuje piedstavu, Ze nejde o artefakt vznikly pisobenim smacedel (Macdonald

a Pike 2005).
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Obr. 1 Struktura neiontovych detergentl nejcastéji pouzivanych k izolaci DRM

Raftova teorie predpokladd, Ze mikrodomény jsou od okoli oddéleny fazovym piechodem.
Je tedy nutné, aby biomembrany mohly existovat ve vice fazich. V soucasnosti jsou znamy tfi
mozné faze membrany, gel, kapalna neorganizovana (l;) a kapalna organizovana (l,). Jako gel
se membrana chova pii teplotach bod bodem tani a je v ném znemoznéna lateralni difuze. V 1,
membrané je mozny lateralni pohyb molekul, av§ak je velmi omezen pohyb kolmo na rovinu
membrany, a to jak uhlovodikovych fetézch fosfolipidu, tak jinych molekul, naptiklad vody.
Jeji vznik byl pozorovan jen v pfitomnosti cholesterolu (Yeagle 1985). Koneéné 1; (téz 1y)
membrana vykazuje nejmensi organizovanost. Molekuly se pohybuji lateraln€ a zaroven
dochazi k dosti volnému pohybu uhlovodikovych fetézcu fosfolipida (Ipsen et al. 1987).

Podle raftové teorie se mikrodomény nachazeji v 1, fazi, zatimco okolni membrana je ve
skupenstvi ;. Dlivodem je sloZeni mikrodomén. Jsou bohaté na sfingolipidy, které obsahu;ji
nenasycené uhlovodikové fetézce, které jsou téz delsi nez v okolni membrané a prednostné
s nimi interaguje cholesterol. Kromé toho obsahuji i ceramid, produkt $tépeni
glykosfingolipidli (Hotejsi 2005). Neni vysvétleno, jakym zpisobem dochazi k provazani
mikrodomén na vnitinim a vnéj§im listu membrany a hlavné jak mikrodomény na vnitinim
listu vznikaji. Vnitini vrstva membrany neobsahuje sfingolipidy a obsahuje zna¢né mnoZstvi
fosfolipidi s nenasycenymi mastnymi kyselinami. Takova smés v experimentu in vitro neni
schopna zaujmout 1, fazi pfi Zadné koncentraci cholesterolu a netvoii detergent-rezistentni
membrany (Munro 2003). Pokud se odstrani cholesterol methyl-B-cyklodextrinem,
mikrodomény zaniknou a zna¢na ¢ast raftove lokalizovanych proteinii ptestane kopurifikovat

s DRM, ne vsak vSechny (Foster at al. 2003). Pravé tyto membranové mikrodomény podle



soucasnych pfedstav obsahuji zvySené mnozstvi nékterych signalnich proteinti a pfedstavuji

tak idedlni prosttedi pro jejich vzajemné interakce.
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Obr. 2 Lipidovy raft formujici se v membrané Golgiho komplexu ve schematickém
znazornéni s reprezentanty riznych typl proteinid asociovanych s ,,raftovou” membranou na
ucebnicovém obrazku (Alberts et al. 2002). VSimnéte si tradi¢né mylného zobrazeni se
stejnym slozenim vnitiniho i vnéj$iho listu membrany.

Membranové mikrodomény se podileji na organizaci bunééné signalizace v leukocytech

Proteom béZné cytoplazmatické membrany se lisi od proteomu DRM a zd4 se, Ze proteiny
jsou do DRM a potencialné do mikrodomén zacileny nékolika konkrétnimi posttranslaénimi
modifikacemi. Muze jit o vazbu zbytki dvou mastnych kyselin nebo izoprenoidti u proteinti
kotvenych do intracelularniho listu membrany, GPI kotvu proteint lokalizovanych na
vn&j$im povrchu membrany a také kombinaci transmembranového helixu a palmitoylace.

V jednom proteinu nachazime maximaln¢ jednu z téchto modifikaci. Zda se, ze ve vSech
ptipadech je segregace zaloZena na fyzikalné-chemickém principu, kdy je hydrofobni kotva
proteinu vice rozpustna v membrané sloZzenim odpovidajici DRM a snad majici I, skupenstvi
(Resh 2004). Otazka je, do jaké miry je mozné podle téchto znaki predikovat pfitomnost
takto necharakterizovaného proteinu v DRM.

Znamé proteiny lokalizované v DRM lze rozd¢lit do n€kolika typickych skupin (prehled
Hoftejsi 2005). Jde o kindzy rodiny Src (Foster et al. 2003), receptory hormont a jinych
rozpustnych faktord (anandamid, inzulin, transferinovy receptor, napt. Foster et al 2003)
trimerni G proteiny, GPI kotvené molekuly (napt. CD 48, CD52, CDSS, CD 59, Thy-1, Ly-6
a jiné), adhezivni protein CD44, transmembranové signalni proteiny typu CD3 a zastupci

rodiny TNF-R a adaptorové molekuly pattici do rodiny TRAP, kam patti DRM asociované



PAG, LAT, NTAL a LIME a dalsi transmembranové proteiny LAX, SIT, TRIM, SKAPS55 a
SKAP-HOM (rewiew Hoiejsi 2004 a 2005, Marie-Cardine et al. 1998, Zhu etal. 2002).

Raftova hypotéza ptedpoklada, Ze lipidové rafty slouzi jako platformy, kde se spolu
vyskytuji urcité signalni proteiny. Tak je zajisSténa vyssi procesivita jejich interakce a také je
ovlivnéno spektrum vazebnych partnerti proteinu. DileZity je nejen spoleény vyskyt ur€itych
proteind, ale i opa¢na situace, tedy jejich izolace od proteinti neraftové membrany. Piikladem
je proteintyrosinfosfataza CD45, ktera prodé€lava ptesun z DRM do okolni membranové
frakce po stimulaci TCR, coz se ukazuje byt kliCovym mechanizmem nastavovani prahu
reakce na TCR stimulaci (Zhang et al. 2005). Dalsi zahy rozpoznanou funkci lipidovych rafti
je irozliSeni proteinu transportovanych na apikalni a bazolateralni stranu epiteliarni buriky
(Brown a Rose 1992)
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Obr. 3. Zastoupeni riznych typt signalnich proteint v plazmatické membrané, DRM a

lipidovych raftech. Raftové proteiny jsou zde definovany jako ty, jejichz pfitomnost v

DRM byla zavisla na pfitomnosti cholesterolu. Foster et al. 2003

Dulezitou roli mohou membranové mikrodomény hrat pfi signalizaci ptes GPI kotvené

receptory. Tyto proteiny jsou lokalizovany celym fetézcem extracelularn€ a neni znam zadny
transmembranovy adaptor, ktery by je spojoval s nasledujicimi ¢lanky signalni kaskady. Bylo
zjisténo, ze GPI kotvené receptory (CD 14, 24, 48, 55, 59 aj.) koprecipituji s kindzami rodiny
Src. Podle jedné teorie predavaji signdl pfimo pomoci shluknuti mikrodomén, coz je pfi¢inou
shluknuti tyrosinkinaz rodin Src, Syk a fosfolipazy C v nich obsazenych po vzajemném
provazani receptort ligandem obdobné jako pii signalizaci pomoci TCR (viz dale). Obdobné
by mohla byt zajisténa signalizace pomoci glykosfingolipidii (Stefanova et al. 1991, Cinek a
Hoftejsi 1992). Kinazy rodiny Src a Syk jsou aktivovany vzajemnou fosforylaci tyrosinu v
katalytické doméné¢, ktera je vyrazn€ zvySena prave pti jejich agregaci (Sun et al. 2002). Tuto
teorii podporuje i zji$téni, Ze pti provazani GPI kotvenych receptori dochazi ptimo k

fosforylaci ITAM motivii CD3( fetézce komplexu TCR (rewiev Hotejsi 2005).



Vyznamna role se mikrodoménam pfisuzuje v organizaci signalizace pies receptory BCR,
TCR a né€které Fc-receptory, coz z mikrodomén ¢ini imunologicky dilezité entity (Hotejsi
2005). Tyto receptory samy o sobé asociované s lipidovymi rafty nejsou, ale po vazbé ligandu
se za¢nou vazat s proteiny, u nichz se asociace piredpoklada. Jde o koreceptory CD4, CD8,
fetézec { koreceptoru CD3 tvoriciho sou¢ast TCR a jeho homology. V dusledku toho dojde k
fosforylaci aktivaénich tyrosinovych motivii ITAM pomoci kinaz rodiny Src ptitomnych v
DRM (Hck, Fyn, Lck). Fosforylované motivy ITAM pak slouzi jako vazebny motiv pro
kinazy ZAP70 nebo Syk, které fosforyluji dalsi protein kopurifikujici s DRM, LAT. LAT je
adaptorovy protein, ktery je ma na N konci transmembranovy helix a v jeho blizkosti je
palmitoylovan, coz zpasobuje jeho lokalizaci v DRM (Zhang et al.1998). Obsahuje 10
tyrosinl, jez jsou pii aktivaci T lymfocytl rychle fosforylovany a stanou se tak SH2
vazebnymi motivy (Brdicka et al. 1998). LAT poté vaze fadu proteinii obsahujicich SH2
doménu, pficemz nejdilezit€jsi je PLCy. Ta pak, jak je vieobecné znamo, $té€pi
fosfatidylinositol 4,5-bisfosfat na diacylglycerol a inositol trisfosfat. Dalsi pokracovani
signalni kaskady ustici v aktivaci lymfocytu pak na lipidovych raftech zieymé nezavisi
(shrnuje Hotejsi 2005). Je mozné i to, ze TCR je také asociovan s mikrodoménami a vazba
ligandu jen zmeéni prostorové uspoiaddno komplexu a odhali ITAM lokalizované v
podjednotce CD3(. tento poznatek je zaloZen na zjisténi, ze i samotny TCR kopurifikuje s
DRM extrahovanymi detergentem Brij-98 za teploty 37 °C (Drevot et al 2002).

Funkce ostatnich raftovych ¢leni rodiny TRAP je velmi podobna jako u LAT. Protein
PAG nese také 10 fosfotyrosinovych motivi a sekvenci bohatou na prolin, slouzici jako
vazebné misto SH3 domén. V klidové burice se na PAG vaze c-koncova Src kindza (CSK),
ktera je takto aktivovana a lokalizovana v blizkosti cytoplazmatického povrchu membrany.
Zde zajistuje fosforylaci C-koncové sekvence kinaz rodiny Src, které jsou tim udrzovany v
neaktivnim stavu (Armstrong et al. 1992). Po stimulaci buiiky dojde k defosforylaci PAG a
disociaci CSK, coz usnadni aktivaci Src kindz (Brdicka at al. 2000). Za defosforylaci je
pfitom zodpovédna fosfataza Shp2 (Zhang et al. 2004). Tento princip plati v affT burikach, v
vdT lymfocytech dochazi naopak po stimulaci buné€k k fosforylaci PAG a inhibici Src. V
leukocytech mimo T bunék se exprimuje NTAL, dalsi ¢len rodiny TRAP. Jeho struktura i
funkce je velmi podobna LAT, avSak nevaze PLCy. Pienasi signal pies BCR a receptory.
FcyR1 a FceR1. Ziejmé muze byt fosforylovan kinazami rodiny Src i Syk. Hlavni proteiny
aktivované pomoci NTAL byly identifikovany jako Grb2, Sosl, Gabl a c-Cbl (Brdicka et al.
2002). Posledni raftovy TRAP nazvany LIME je fosforylovan Lck po signalizaci pies



receptory CD4 nebo CD8 a vaze SH2 domény CSK a Lck, ¢imz zvysuje jejich kinazovou

aktivitu (Brdickova et al. 2003).
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Obr. 4 Signalni drahy ptenasejici signal z TCRzavislé na proteinech rodiny TRAP. A. Po
vazbé antigenu k TCR dojde k jeho piemisténi do lipidového raftu (a), kde Src kindza Lck
fosforyluje CD3( ITAM motiv (b). Na n¢j se vaze kinaza ZAP70 (c) a Lck ji fosforyluje a
timaktivuje (d). ZAP70 a Lck pak fosforyluji rizné dalsi proteiny, coz vede k aktivaci
lymfocytu (nebo anergizaci pii absenci kostimulace). B. Negativni regulace Lck v lipidovém
raftu fosforylaci Y505 pomoci kindzy Csk vazané adaptorem PAG. Pti podrazdéni buiiky je
PAG defosforylovan a Csk disociuje mimo raft. Podle Hofejsi et al. 2004.

Pochybnosti o existenci membranovvch mikrodomén

Ackoliv dnes o membranovych mikrodoménach a jejich signalnich funkcich existuje velmi
rozsahla literatura, objevuji se stale pochybnosti o jejich existenci. Jedna skupina vyhrad se
zaklada na nedostate¢nosti pfimych diikazi existence diskontinuit cytoplazmatické
membrany. Mikrodomény dosud nebyly pozorovany, coz vét§ina autorii vysvétluje jejich
malou velikosti okolo 10 nm. Tato velikost je hluboko pod hranici rozliseni optického
mikroskopu (Kusumi et al. 2004, Mayor a Rao 2004). Pokud naptiklad obarvime
membranovy protein nebo lipid, ktery by mél byt obsazen v raftech, obdrzime difizni signal
z celé plazmatické membrany (napt. NTAL Brdicka et al. 2002, LIME Brdic¢kova et al 2003).
Jedinym diikazem piitomnosti proteinu v predpokladaném raftu, pfijimanym stale jako
dostate¢ny dukaz, je tedy jeho kopurifikace s detergent rezistentnimi membranami pfi

ultracentrifugaci (Munro 2003). Proteomické analyzy frakci po ultracentrifugaci ale ukazuji,
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ze kromé proteinil nachéazejicich se v piedpokladanych lipidovych raftech se ve frakci
s nizkou vznasivou hustotou purifikuji i proteiny ribozému, jadra a mitochondrii, které se
ptirozené v lipidovych raftech nachazet nemohou. Pfitomnost ¢ésti raftovych proteint ve
frakci DRM neni narusena odstranénim cholesterolu pomoci methyl-Beyklodextrinu, coZ je
v rozporu s predstavou, Ze tyto proteiny kopurifikuji s DRM pravé z diivodu, Ze se nachézeji
v lipidovych raftech (Forster et al. 2003). Proteomy DRM ziskanych pomoci rtiznych
detergentii se navic ¢asto lisi a li$i se i citlivost k vymyti cholesterolu (Gaus et al. 2005).
Problém je, Ze detergent-rezistentni membrany ziskané ultracentrifugaci nejsou totozné
s lipidovymi rafty v burice neoSetfené detergenty (Lichtenberg 2005). Pfi lyzi buiiky slabym
detergentem dochazi k d¢jim, které charakter membrany zna¢né méni. Mikroskopicka
pozorovani prokazala, Ze béhem rozpousténi membrany se v ni tvofi otvory a michaji se
slozky vnitini a vnéj$i vrstvy. Tak vznikne neptirozeny stav, kdy maji obé vrstvy stejné
slozeni. Pozorované membrany s otvory také piili§ neodpovidaji klasické piedstavé malych
tercikd, které detergent jako jediné nerozpusti (Gaus et al 2005, Hao et al. 2001).

Zajimava je skutecnost, Ze cytoplazmaticka membrana obsahuje zna¢né koncentrace
cholesterolu, asi 30 - 40 %, coz je dostate¢né mnozstvi na to, aby navodilo vznik |, faze
v celém vnéjSim listu (Munro 2003). Hao et al. (2001) oznadil cytoplazmatickou membranu
bunék linie TRVb-1 fluorescen¢ni sondou rozpustnou v 1, fazi (DilC¢) a druhou jinak
znacenou sondou rozpustnou piednostné v 1; fazi (C¢-NBD-SM). Vysledkem bylo kontinuélni
obarveni membrany obéma sondami. Kdyz byly buriky zbaveny asi 60 % cholesterolu,
objevily se pozorovatelné oblasti obsahujici pouze prébu specifickou pro |; fazi. Jejich
velikost dosahovala stovek nanometrt az jednotek mikrometrd. Tyto oblasti jsou tedy
inverzni ke klasickym mikrodoménam. Autofi studie navrhuji pro zachranu raftové hypotézy
dosti slozité vysvétleni, ze doslo ke splynuti mikrodomén ptivodné oddélenych vlivem
cholesterolu.

Podobné vysledky ziskala skupina M. J. Swamyho (2006) pomoci elektronové spinové
rezonan¢ni spektroskopie. Touto metodou je mozné odlisit pomoci méfeni relaxaénich ¢ast
znaceni lipidové proby zjistit, zda se préba nachazi v 1, nebo |; fazi membrany. Vysledky
meéteni na zivych buiikéach patficich ke ¢tyfem riznym liniim (RBL-2H3, COS7, NIH-3T3 a
CHO) ukazuji, ze vétSina membrany se nachazi v |, fazi. Autoti z toho vyvozuji, Ze
membranu tvoti souvisly ,,raft” obsahujici malé ostrtivky tvofené l; membranou spis nez
naopak. Metoda samozifejmé neumoziuje poznat prostorové uspoiadani téchto oblasti, pouze

vzijemny pomeér jejich mnozstvi.
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Obr. 5 A. Raftové proteiny (zde NTAL, zelen¢€) pti imunofluorescenci typicky poskytuji
diftizni signal z celé membrany. Obrazek z konfokalniho mikroskopu. Podle Brdicka et al.
2002

B. Otvory v membrang buriky vytvoteni 30min. extrakci pomoci 1% tritonu X-100 na
ledu.V této fazi mize dochazet k miseni slozek obou vrstev membrany a tim i vzniku
dvouvrstevné DRM. C. Ziva burika, v jejiz membrané se objevily oblasti 1; (zelend)
membrany v souvislé |, (Cervend) vrstvé po ztraté 40 % cholesterolu vlivem riistu na
oligotrofnim médiu. Tyto oblasti jsou vlastné opakem pfedpokladanych I, rafti. Podle Hao
et al. 2001

Dalsi komplikace raftové hypotézy ptinesly experimenty zacilujici signalni proteiny
povazované za typicky mikrodoménove lokalizované (tedy kopurifikujici s DRM) do
mimoraftovych &asti membrany. Zu et al. (2005) ve své praci vytvotili fizni protein Lax-Lat,
majici intracelularni doménu z adaptorového proteinu Lat a transmembranovy helix z proteinu
Lax. Zatimco Lat kopurifikuje s DRM, Lat-Lax konstrukt stejn¢ jako Lax nikoliv. Po vneseni
Lax-Lat do buné€k z deleci Lat pfesto doslo k uplné reverzi fenotypu. K obnoveni funkce
doslo i v LAT deficientni mysi, coz dokazuje, Ze LAT nevyzaduje lokalizaci v klasickych
lipidovych raftech. Tak byl zpochybnén jeden z dosud nejvyznamnéjs$ich dukazl existence
funk¢nich lipidovych raftd, ktery spoéival v poruSeni funkce LAT s mutaci palmitoyla¢niho
signalu (Zhang et al. 1998). Studie této mutanty na mysi s deleci vlastniho LAT navic
ukazuje, ze porucha funkce spo¢iva v poruseni transportu a stability proteinu (Tanimura et al.
2006). Precizni konfokalni mikroskopie navic nalezla strukturu, kterd mize nahradit lipidové
mikrodomény coby platformy pro zpracovavani signald z membranovych receptort.
Sledovanim kolokalizaci fluorescen¢né znacenych proteinti bylo zjisténo, ze se Lat vyskytuje
v perimembranovych komplexech tvofenych proteiny CD2, Lat a Lck, pficemz tyto komplexy
jsou zalozZené Cisté na protein proteinovych interakcich. Segregaci proteind do separatnich
lipidovych domén nenasvédcuje ani sledovani pohybu jednotlivych molekul v ¢ase (Douglass

a Vale 2005). Existenci ,,raftd* zaloZzenych na proteinovych interakcich nasvéd¢uje i prace
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Langhorsta a kol (2005), ktery pifedpoklada existenci specifickych mikrodomén vzniklych
agregaci proteinli rodiny SPFH (stomatin, prohibitin, flotilin, HFLK/C).

V principu obdobny experiment jako s Lat byl proveden i s GPI kotvenym konstruktem,
napodobujicim membranovy GPI kotveny receptor. Do buné¢né membrany T lymfocyti byl
vnesen konjugat fosfatidylinositol-polyethylenglykolu s biotinem, ktery obsahoval bud’ dvé
nasycené nebo nenasycené mastné kyseliny. Podle toho bud’ kopurifikoval nebo
nekopurifikoval s DRM. Na tento konjugat, mimikujici GPI kotvu, byl poté navazan
streptavidin. Provazani molekul streptavidinu pomoci protilatky pak vedlo k aktivaci T bun¢k
doprovazené influxem Ca®" a fosforylaci Lat obdobné jako po aktivaci pomoci ptirozeného
GPI kotveného receptoru CD59 nebo gangliosidu GM1. Autofi studie ptfitom nenalezli rozdil
mezi U¢inky provazani streptavidinu zacileného do predpokladanych mikrodomén a mimo né,
€0Z je v rozporu s ndzorem, Ze shluknuti raftd po provazani v nich obsazenych proteinti je
nezbytné pro pfenos signalu ptes membranu (Wang et al. 2005). Glebov a Nichols (2004)
navic testovali metodou FRET, zda na cytoplazmatické membrané jsou detekovatelné shluky
GPI vazanych proteini odpovidajici lipidovym raftiim, a dosli k zavéru, ze se neshlukuji, ale
jejich rozlozZeni je nahodné. GPI vazané proteiny se neshlukuji ani s transmembranovym
raftovym proteinem Lat.

Pies mnozZstvi provedenych pokusu o detekcei lipidovych raftii tedy jejich existence stale
neni potvrzena a uvedené nové poznatky hovoii proti ni. Celou situaci komplikuje i chronické
sméSovani DRM, |, membran a lipidovych raft autory mnoha studii. Je tfeba si uvédomit, Ze
rozliSovani téchto entit neni akademické slovickareni, ale Ze jde o naprosto odlisné objekty.
Tim spise je zarazejici, ze vétsina pozitivnich dikazl existence lipidovych raftl je zalozena
praveé na izolaci DRM. Také studie zalozené na likvidaci mikrodomén v Zivych burkéch
odstrafiovanim cholesterolu se potykaji s obtizemi pramenicimi z komplexnich dusledki
tohoto zasahu, mezi nimiz je obtizné rozliSit zmeény pramenici z naru$eni lipidovych rafti
(Munro 2003). Zadny ze zde popisovanych experimentii ani dal3i zjisténi (shrnuje Munro
2003) samoziejmé nejsou dikazem, Ze lipidové rafty neexistuji, nicméné vSechny tyto
zpochybniujici vysledky vyzaduji vnaseni dal$ich a dal$ich komplikaci do raftové hypotézy,
aby s ni byly slucitelné. Raftova hypotéza je stale Siroce ptijimana a neni nezbytné ji
zatracovat, je ale nutna ostrazitost pii interpretaci zavéru studia lipidovych raftii. Tim spise ale
muiZe pfinést zajimavé vysledky studium dalSich potencialné mikrodoménovych proteind,
které 1ze bioinformaticky vytipovat pomoci charakteristickych sekven¢nich motivi. Je zde
také realna nadéje najit proteiny, které nebyly dosud z hlediska membranové segregace nijak

studovany.
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Vyhledavani proteinua potencialné lokalizovanvch v membranovvch mikrodoménach

Jak jiz bylo uvedeno, existuje nékolik posttransla¢nich modifikaci, jejichZ pomoci burika
muze zacilit membranové proteiny do pifedpokladanych lipidovych mikrodomén. Patii mezi
né dvojnasobna modifikace mastnou kyselinou na N konci proteinu, dvojnasobnd modifikace
izoprenoidni skupinou (geranylgeranyl, farnesyl) a jejich kombinace a také kombinace
transmembranového helixu s acylaci v blizkosti jeho cytoplazmatického konce (Resh 2004,
Hofejsi et al. 2004). Pro vSechny uvedené modifikace existuji specifické signdly v sekvenci
proteinu. Z tohoto poznatku vyplyva i moznost predikce lateralni lokalizace proteinu
v membrané ze zndmé sekvence. Pomoci takovéto predikce se jiz podatilo nalézt nékolik
transmembranovych proteini z rodiny TRAP (Brdickova et al. 2003).

Ve snaze najit dalsi zastupce této skupiny a ptipadné dalsi proteiny potencidlné
lokalizované v lipidovych raftech byly T. Brdi¢kou a J. Patesem zadany dotazy do
mezindrodnich proteinovych databazi SwissProt-TrEmbl (http://www.expasy.ch/sprot/sprot-
top.html, Gasteiger et al. 2003) a UCSC (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway,
Karolchik et al. 2003), jez mély za kol najit veSkeré znamé sekvence nesouci pozadované
znaky. Celé vyhledavani jsme zamé&fili na dvé skupiny proteint ptitomnych v DRM, které
spojuje to, Ze Casto maji adaptorovou funkci. Jedna se o proteiny nesouci kombinaci
myristoylace a modifikace jinou hydrofobni skupinou, konkrétné palmitoylem nebo prenylem
(¢ast Src kinaz), a proteint obsahujicich N-terminalné umistény transmembranovy helix a
signal pro palmitoylaci v tésném sousedstvi jeho C-terminalné smétujici ¢asti (raftové
TRAP). Aby bylo spektrum moznych sekvenénich ryst co nejkompletnéji pokryto, bylo
zadano celkem pét dotazi, které shrnuje tabulka 1. Pro zvySeni pravdépodobnosti, Ze protein
oznaceny jako pozitivni hraje roli v bunééné signalizaci, byly dotazy doplnény o podminku
pfitomnosti dvou typickych rysi adaptorovych proteini. Jedna se o pfitomnost tyrosinu v
okoli zndmém jako konsenzudlni substrat pro proteintyrosinkinazy a o pfitomnost C koncové
sekvence umoznujici vazbu s adaptorovymi proteiny asociovanymi s cytoskeletem. V obou
ptipadech jde o znaky ¢lenli rodiny TRAP (Hotejsi 2004).

Lze fici, Ze prvni ¢tyfi dotazy jsou navrzené tak, aby odpovidaly znakiim nékolika
proteintyrosinkinaz rodiny Src, o nichz je znamo, Ze kopurifikuji s DRM. Jde o Hck, Fyn, Fgr
a Yes (Stefanova et al. 1991, review Katagiri et al. 2001). Obdobné modifikace nese i vétsi
pocet trimernich G-proteint (review Pike 2003). Posledni dotaz byl pak namifen na nalezeni
proteinii obdobnych zastupciim rodiny TRAP. Ve vsech ptfipadech byly dotazy omezeny na
lidské proteinové sekvence. Jelikoz je lidsky genom zcela osekvenovan a v§echny dosud

nepopsané oteviené ¢teci ramce jsou v databazich reprezentovany jako predikované,
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predpokladame, Ze se podatilo nalézt vSechny existujici lidské proteiny, jejichz sekvence
spliiuji ndmi zadané podminky. V kazdé skuping je samoziejmé nékolik pozitivnich kontrol v
podobé jiz znamych proteind, o nichz byla fe¢ dfive. Jako negativni kontrola mohou poslouzit
veskeré ostatni dobie znamé proteiny postradajici lokalizaci v DRM, nebo u nichz je tato

lokalizace zjevné arteficialni (ribozomalni proteiny, Munro 2003).

Databaze | Hledany konsenzus Testovanych genil Pocet pozitivnich
proteini
SwissProt | 1. M-G-C-X-X-[C,S] 71 157 (Clovek 4. 4. 2006) | 54
-TrEmbl 1 219 569 (cela databaze 2.
2.2004)
2. M-G-C-X-X-[C,S]-X(1- 27 (vesmes
1000)-Y-X-N obsazeny v 1.)
3. M-G-C-X(0-20)-C-X(1- 18 (14
1000)-Y-X-N redundantnich s 1)
4. M-G-C-X-X-[C,S]-X(1- 38 (vesmes
1000)-Y-X-X-[L,I,V.M] obsazeny v 1.)
5. M-G-C-X(0-20)-C-X(1- 34 (13
1000)-Y-X-X-[L,I,V.M] reduntantnich s 1)
UCSC 6. X(5-50)transmem(18-23)+ | 41 062 149, z toho 87 P-Y
X(20-60)-C-X(1-2)-C-X(n)- motiv
Y-X-X-[L,I,V]-X(n)-[S,T]-
X-[L,I,V]-C konec

Tab. 1 Prehled dotazii pouzitych pii prohledavani databazi proteint. Prvni ¢tyfi sekvenéni
znaky oznacuji proteiny N-koncové myristoylované a palmitoylované nebo prenylované v
kombinaci s ptitomnosti tyrosinu v okoli umoziiujicim jeho fosforylaci. Posledni dotaz
pfedstavuje konsenzus proteinti obsahujicich N-koncovy transmembranovy helix a
palmitoyla¢ni signal v t&sné blizkosti jeho C-terminalniho konce. Zaroven byly v sekvencich
splfiyjicich tuto podminku vyhledany fosfotyrosinové motivy a C-koncové misto pro vazbu
adaptorovych proteini vazicich k DRM a cytoskeletu (ezrin, radixin, moiesin).

Tvrdime-li, Ze by databazova reSerSe méla zastihnout veskeré proteiny obsahujici
pozadované znaky, nelze totéz fici o jeji selektivité. Zdroju fale$Sné pozitivnich nalezi je
nékolik. Prvni moznosti jsou netplné sekvence, jejichz pocet je nékolikandsobné vyssi nez
téch uplnych. Nékteré pak nesou na zdanlivém N konci ndmi hledané signaly ¢isté ndhodné.
Dalsim zdrojem nespecifity je skute¢nost, Ze signaly pro posttransla¢ni modifikaci jsou kratké
sekvence, jez mohou vzniknout i nahodou, takze neimplikuji, Ze je u daného proteinu
modifikace realizovana. Proto bylo nutné vysledky resersi obsahujici desitky aZ vice neZ sto
polozek prohlizet a ru¢né t¥idit.

Kritéria pro selekci ziskanych polozek jsme stanovili tak, aby jako pozitivni prosly
proteiny, které jsou neznamé nebo nedostate¢né znamé a v jejich sekvenci lze predikovat

znamé vazebné nebo jiné signaliza¢ni domény. K predikci domén a vazebnych mist jsme
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pouzili programy Pfam (http://pfam.wustl.edu/hmmsearch.shtml, Bateman et al. 2004),
Prosite (http://www.expasy.ch/tools/scanprosite) a SMART (http://smart.embl-heidelberg.de,
Schultz et al. 1998). Ovéfovan byl i pocet, rozloZeni a orientace transmembranovych useki
(http://bioinfo.limbo.ifm.liu.se/tmap, http://www.ch.embnet.org aj.) a homologie kli¢ovych
sekvencnich rysi u jinych savct programem BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast,
Altschul et al. 1990). Pomoci porovnani kazdé sekvence s databazi znamych proteind a
databdze EST (GenBank, Benson et al. 2004) pomoci programu BLAST jsme ovéfili i
kompletnost nalezené sekvence a také ptipadnou pfitomnost falesnych pozitivit mylné
ptreloZzenych nekodujicich sekvenci. Vybrali jsme i proteiny, které jsou jiz ¢asteéné popsané a
je znamo, Ze hraji alespon n¢jakou roli pti imunoreceptorové signalizaci nebo Ze jsou opravdu
asociované s membranami. V téchto pfipadech musela byt splnéna podminka, Ze nebyla
publikovana Zadna studie tykajici se jejich kopurifikace s DRM nebo lateralni segregace na
nekteré z bunéé¢nych membran.

Zasadni vyhodou takovéhoto postupu je moznost za¢inat vyzkum proteinu, 0 némz mame k
dispozici vSechny dnes znamé informace. Nevyhodou je pfirozené jeho velka subjektivita,
ktera mize vést predevsim k vytazeni nad€jnych sekvenci. Toto riziko Uplné neodstrani ani
pfitomnost pozitivnich kontrol, nebot’ neni mozné zaslepeni pokusu (data o proteinu se
zpravidla dohledavaji podle jeho jména).

Reserse velmi podobna této byla provedena jiz jednou, kdy byl jejim vysledkem objev
adaptorového proteinu LIME (Brdickova et al. 2003). Tehdy pouzité zadani bylo zaméfeno na
ptitomnost N koncové 5 — 50 AK velké domény nésledované transmembranovym helixem,
palmitoylaéni signél (CxxC) 0 — 4 AK od konce tohoto helixu a alesponi jeden tyrosinovy
motiv (Yxx[L/I/V]). Dotaz je tedy velmi podobny jednomu z dotazti provedenych v nasi
reSersi, nicméné ma vyznam jej opakovat, jelikoz béhem poslednich let doslo k doplnéni
databazi a predevsim k editovani nekvalitnich a neuplnych sekvenci. Tehdy vybrany protein
LIME také mohl vzhledem k nutné subjektivité vybéru zastinit jiny potencidlné¢ nadéjny

protein.

Vvsledky reSerse

Prvnim piedpokladem pro hodnoceni reserse jako uspé$né bylo nalezeni pozitivnich
kontrol. Pfi jejich hleddni jsme se zaméfili zejména na kontrolu jiz vzpominanych skupin
DRM asociovanych proteinti, na néz byly zaméteny nase dotazy. Mezi dvakrat acylovanymi
proteiny se jako pozitivni kontroly objevily Src kinazy Fgr, Fyn, Yes a Hck a celkem pét

ruznych sekvenci podjednotek trimernich G proteint. Jako transmembranové raftové proteiny
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byly nalezeny vSechny ¢tyti palmitoylované proteiny z rodiny TRAP. Tento vysledek podle
naSeho nazoru nasvédcuje, Ze experiment mél v nasich zajmovych skupinach dostate¢nou
citlivost.

Pro dals$i studium jsme z nalezenych proteind po vylouéeni v§ech faleSnych pozitivit,
proteinii majicich zjevné jinou funkci (napt. ABC transportéry, metabolické enzymy) a dvou
jiz studovanych molekul (DTFT 5783, FLJ32580) vybrali ze skupiny transmembranovych
proteint pro dal$i vyzkum jiz ¢asteéné znamé molekuly LST1, Synaptotagmin7 (Syt7) a
potencialné zajimavé predikované proteiny SWRP 5927, WLS 2783 a PRR7. Z molekul, které
nesou signal pro dvojnasobnou acylaci jsme vybrali pouze fosfodiesterazy PDE 8a a PDE 8b.
Syt7 je pfitom prvni zastupce rodiny synaptotagmint, u n¢jz bude zkoumana membranova
segregace, ackoliv z rodiny synaptotagminti nesou DRM asocia¢ni motiv je$t€ minimalné
dalsi dva proteiny, Syt5 a Syt13. Pavodni piedpoklad, ze budou nalezeny nové molekuly s
uspotradanim obdobnym adaptortim z rodiny TRAP se v§ak nepotvrdil. Sice se podatilo najit
nékolik proteintl, které maji zna¢ny pocet fosfotyrosinovych motivii a SH2 a SH3 vazebné
motivy, ale vesmes $lo o proteiny zndmé a majici jinou funkci, nebo jinak prokazatelné

fale$né pozitivni.

Fosfodiesterazy a jejich funkce pri imunoreceptorové signalizaci

Fosfodiesterazy jsou dnes ¢lenény do celkem 11 rodin podle sekvenéni podobnosti a
biochemickych vlastnosti jako je afinita k cAMP a cGMP a citlivost k inhibitorim (Wang et
al. 2001). Obecné jde o proteiny se signalni funkci, protoze cyklické nukleotidy predstavuji
dulezité druhé posly. Pro tuto praci byly z nalezenych potencialné raftovych proteinti vybrany
dvé fosfodiesterazy, PDE8a a PDE8b. Pomoci programu BLAST jsme pfitom zjistili, Ze
acyla¢ni signdly jsou zachovany u PDES i u ostatnich savcl a N konec, na némz lezi, je
skute¢ny, nebot’ pfed nim lezi stop kodon (Glavas et al. 2001, GenBank polozka AF 332653).
Jiné nez tyto dvé fosfodiesterazy pak nemaji sekvenéni signaly nutné pro zacileni do DRM,
ackoliv PDE4b ma potencidlni myristoyla¢ni motiv na N konci (Arp et al. 2003).
Mikrodoménova lokalizace PDE rodiny 8 dosud nebyla studovéana.

Objev PDES8a byl publikovan 1998. Byla nalezena pfi porovnavani sekvenci cDNA se
znamymi geny mezi izolaty z fetalni sleziny a linie THP1 odvozené od promyelocyti. Cast
sekvence nového proteinu jevila homologii s katalytickou doménou jinych fosfodiesteraz
v¢etné kli¢ovych aminokyselin konzervovanych u vSech fosfodiesteraz. Mira homologie
katalytickych domén v3ak neptekrocila 40%, takze bylo zjevné, Ze nepatii do Zadné z tehdy

znamych sedmi rodin fosfodiesteraz, vyznacuyjicich se silnou vnitini podobnosti. Kompletni
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c¢DNA proteinu se poté podatilo ziskat z jinych tkani, pfi¢emz nejvyssi exprese byla nalezena
ve varlatech, vaje¢nicich, tenkém a tlustém stfevu. Katalyticka doména lezici pobliz C konce
a velka asi 283 aminokyselin tvofi jen necelou tietinu proteinu. Biochemické testy ukazaly, ze
PDES8a je specificka pro cAMP asi 2000x vice nez pro cGMP a necitliva ke vS§em znamym
inhibitorum fosfodiesteraz krom¢ dipyridamolu do koncentrace 100 uM (Fisher et al. 1998).
Pozdgjsi studie ukazaly, Ze se jedna o protein velky 829 aminokyselin majici kromé
katalytické domény jesté¢ REC a PAS doménu, které se obé podili na prenosu signalu u
bakterii i eukaryot. Gen je tvofen 23 exony. Autofi studie nalezli minimalné pét forem
alternativniho sestfihu. Sestfihové varianty se lisi zejména v PAS doméné¢ a jevi odliSnou
tkaniovou specifitu (Wang et al. 2001).

PDES8D byla objevena v databazi EST jako homolog PDE4 (Hayashi e al. 1998). Sekvenéné
je ze 68 % shodna s PDES8a. Jeji exprese je vyrazné nejvyssi ve §titné Zlaze, asi 5x az 7x nizsi
expresi 1ze pozorovat i v CNS a placenté. V lymfatickych tkanich je obecné velmi nizka, coz
ji ¢ini imunologicky méné zajimavou. Jeji funkce se ale na $titnou Zlazu neomezuje, o ¢emz
svéd¢i nalez zvysené exprese tohoto proteinu v mozkové kiife v pokrocilejsich stadiich
Alzheimerovy choroby (Pérez-Torres et al. 2003). U potkana je PDES8D specificka pro mozek
a neni exprimovana ve §titné zlaze, obdobn¢ PDE8b chybi ve stitné Zlaze mysi (Kobayashi et
al. 2003). Protein obsahuje 885 aminokyselin a jeho uspofadani je podobné PDE8a, opét s
podafilo nalézt REC a PAS doménu a 5 az 6 sestfihovych variant lisicich se v PAS doméné
(Hayashi et al.2002). Biochemicky jsou oba enzymy téZ velmi podobné, PDE jevi mirn¢ vyssi
Km a niz8i V. nez PDESa a je tiikrat méné citliva k dipyridamolu. Dulezité je zjisténi, Ze
ob¢ fosfodiesterazy pii expresi v COS burikach miZeme nalézt v cytosolické i membranové
frakci (Gamanuma et al. 2003).

Piesna pozice a funkce PDE rodiny 8 v signélnich drahach zatim neni zndma. Nékolik
publikaci na toto téma ale existuje a ukazuji, Ze se zvySuje exprese PDE8al béhem aktivace T
lymfocytl a Ze se tento enzym podili na pfenosu kostimula¢niho signalu. Dochazi také ke
zvySeni exprese PDE7a3 (Glavas et al. 2001). Jiz dfivéjsi studie odhalily podobnou funkci
PDE7al, jejiz aktivita je nezbytna pro zahajeni proliferace a produkce IL-2 lidskymi CD4" T
lymfocyty po stimulaci receptort CD3 a CD28, pfi¢emz inhibice PKA tento fenotyp rusi (Li
et al. 1999). Rychlost vzristu mnozstvi a aktivity se u jednotlivych enzymi lisi, PDES8al
burika syntetizuje oproti PDE7al se zpozdénim a pomaleji, maxima dosahuje PDE8al po 16
hodinach. V ptipadé¢ PDE7a3 je nastup exprese jesté pomalejsi. Exprese vSech enzymi v T
lymfocytech mize dosahnout maximalni miry jen po stimulaci zaroven pomoci CD3 i CD28.

Je zajimavé, Ze PDE7a3 ma velmi nizkou enzymovou aktivitu, a to jak po extrakci z buné€k
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linie THP1, tak pfi heterologni expresi v buiitkach mtry Spodoptera frugiperda Sf9 (Glavas et
al. 2001). Wu a Wang (2004) odhalili pomoci vazebnych testl jednu z funkci PAS domény
PDES8al. Ta je schopna vytvaret komplexy s podjednotkami regula¢niho proteinu IxB, ktery
je inhibitorem duleZité¢ho regulatoru genové exprese pii aktivaci T lymfocytii NF-xB (Li a
Verma 2002). Pi overexpresi PDES8al v tkéanové kultufe sice byla zaznamendna kompetice
mezi PDE8a a NF-kB o vazbu s IxkB, ale ani tak nedoslo o ovlivnéni citlivosti aktivace NF-xB
ani degradace IkB. Vazba NF-«kB v$ak zptisobila vyrazné zvyseni fosfodiesterazové aktivity
PDES8al (Wu a Wang 2004).

Dalsi fosfodiesteraza znama funkei pii aktivaci T lymfocytli je PDE4b2. Cast tohoto
proteinu také kopurifikuje s DRM a pti konfokélni mikroskopii kolokalizuje s GM1. O
PDE4b2 je zndmo, Ze ma myristoylaéni signal a asociuje se souc¢asti TCR CD3(, ktera typicky
kopurifikuje s DRM. Béhem prvnich 30 minut aktivace T lymfocytu pomoci APC pak
PDE4b2 prodélava redistribuci z mista imunologické synapse na opa¢ny pol buriky. Pti
expresi v lymfocytech postradajicich vlastni PDE4b snizuje prah aktivace a jeji efekt je
aditivni k u€inku CD3 a CD28 stimulace (Arp et al. 2003). Roli pfi aktivaci T lymfocyti
mimoto hraje i PDE3 (Giembycz 1996)

Piedpoklada se, ze cAMP je tvofeno v lymfocytech mimo jiné jako negativné
zpétnovazebna odpovéd’ na stimulaci TCR (Abrahamsen et al. 2004). Blokovani aktivace T
lymfocytd po zvys$eni hladiny cAMP zprosttedkovava aktivace PKA [ — Csk drahy. PKA 1 je
vazéana na adaptorovy protein ezrin, ktery je lokalizovan v DRM, coz je stale povazovéano za
dikaz piitomnosti v membranovych mikrodoménach. Zde PKA I po aktivaci pomoci cAMP
fosforyluje Csk, vazanou na adaptorovém proteinu PAG, na serinu 364. Vznika komplex PKA
I/ezrin/EBP 50/PAG/Csk. Csk je pomoci uvedené fosforylace asi dvoj az ¢tyinasobné
aktivovana a fosforyluje inhibi¢ni C koncovy tyrosin proteintyrosinkinazy Lck. Lck je pfitom
kinaza nezbytna pro fosforylaci ITAM motivia TCR CD3(. Pokud je inhibovana, nemiZe dojit
k ptedani signalu z TCR (Vang et al. 2001). Csk se kromé toho pfesouva mimo oblast

imunoreceptorové signalizace diky defosforylaci PAG (Torgersen et al. 2001).
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Kromé uvedené drahy existuje jesté jedno misto, kde se mize setkat PKA a PDE8al. PKA
se totiz také vaze k IxB, ¢imzZ je negativné regulovana. Po degradaci IkB PKA fosforyluje
NF-kB, zfejmé nezavisle na hladiné cAMP (Zhong et al. 1997). Zda opravdu dochazi k

interakci mezi PDE8a a PAK vazanymi k Ixp v$ak neni znamo.

Ligand

'

CD4  CbplPAG

Lipid raft

R ¢y~

AKTIVACE

Obr. 6 Zakladni signalni drdha popisovana v textu, jejiz pomoci zvyseni hladiny cAMP
inhibuje pfedani signalu z receptoru TCR. Receptor provazany s adenylatcyklazou muze byt
napfiklad TCR. Podle Vang et al. 2001.

Diky studiu cAMP regulovanych iontovych kanalt je jiz dlouho znamo, Ze hladina cAMP
se v burice béhem signalizace méni lokalné (shrnuje Conti et al. 2003). Tento poznatek miize
mit zasadni vyznam pro vyzkum fosfodiesteraz rodiny PDES, protoze fyziologicky
odtvodruje zacileni PDE regulujicich imunoreceptorovou signalizaci do membranovych
raftl, kde probiha kli¢ova faze rozhodovani o vysledku simulace lymfocytu. cAMP jakoZzto
maléd molekula produkovana adenylatcyklazami po fadé€ riznych stimull a degradovana
nékolika riznymi a hlavné separatné regulovanymi fosfodiesterazami ma podle naSeho nazoru
naprosto idealni vlastnosti, aby mohla slouzit jako integrator v§ech signalu, prevadéjici
mnohorozmérné pole vstupnich signalti do linearn€ se ménici lokalni hladiny cAMP.

Konkrétni fyziologicky vyznam fosfodiesteraz 4, 7 a 8 patrn€ spo¢iva ve sprostfedkovani
kostimula¢niho signalu z receptoru CD28 a mozZna i jinych receptord. CD28 receptor je po
vazbé ligandu transportovan do pfedpokladanych raftt spolu s komplexem B-arrestin-PDE4.
Zde PDE4 snizi hladinu cAMP, vznikajiciho lokalné jako odpovéd’ na stimulaci TCR jako

negativné zpétnovazebna odpovéd’. Lokalni snizeni hladiny cAMP pomoci PDE4b stejné jako
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inhibice PKA-I prokazatelné vede k vétsi aktivovatelnosti T lymfocyti pomoci TCR
(Abrahamsen et al. 2004). Jestlize v pfipadé PDE8a bylo prokazano nejvétsi zvyseni exprese
po kombinované stimulaci cestou TCR i1 CD28, které pietrvava fadu hodin (Glavas et al.
2001, Li et al. 1999), muizZe jit o ur¢itou formu paméti signdlnich drah, které si takto po

obdrZeni uvedené stimulace uchovaji po urcity ¢as zvy$enou reaktivitu.

Zavér

Databazova reSerse, kterou jsme provedli, pfedstavuje G€inny nastroj pro dohledéavani
proteint z jiz znamych skupin. které lze charakterizovat pomoci sekven¢nich znaki. Oproti
Jinym metodam jde vlastn€ o opa¢ny pfistup, kdy je nutné zjistit o zndmém proteinu, zda
opravdu ma vlastnosti, pro které byl v reSer$i vytipovan. V tomto ptipad¢ je tedy prvotni ukol
ovetit DRM lokalizaci fosfodiesteraz 8a a 8b. Pfednostné se budeme vénovat PDES8a, ktera je
exprimovana v imunologicky vyznamnych tkanich. V prvni fazi bude nutné ziskat klon cDNA
kéduyjicich ob¢ fosfodiesterazy. Z ni Ize vytvorit konstrukty vhodné pro imunizaci a tvorbu
dosud neexistujicich monoklonalnich protilatek. Pomoci nich bude mozné testovat jak
bunéénou lokalizaci, tak kopurifikaci s DRM. Nezbytné je i ovéfeni ptitomnosti
posttransla¢nich modifikaci naptiklad metodou MALDI-TOF na proteinu exprimovaném v
sav¢ich burnkéach. Dalsi dostupny piistup je konstrukce GFP-fuznich proteinti a jejich
lokalizace pomoci epifluorescenéni a konfokalni mikroskopie zivych bun€k. Tato metoda ma
oproti klasickému znaceni proteinii pomoci protilatek na fixovanych preparatech vyhodu v
podstatné niz§im mnozstvi artefaktd. Jeji hlavni nevyhoda spociva v alteraci funkce fuzniho
proteinu, coz muzZe byt zdroj artefaktd jiného typu. Pokud se podafi prokazat dvojitou acylaci
proteinu, je mozné studovat jeji vyznam pro buné€nou signalizaci pomoci cilené mutageneze.
Velmi dulezité bude zavedeni umélé imunologické synapse v tkanové kulture. NerozieSeny
patrné zustane problém, do jaké miry je kopurifikace v DRM relevantni pro uvahy o
lokalizaci PDE8a/b v lipidovych raftech.

Dulezité bude i ovéfeni jejich interakci s jinymi proteiny pomoci pull-down vazebnych
experimentu a identifikaci vazebnych partnerti v idedlnim ptipadé¢ metodou MALDI-TOF.

V soucasnosti jiz provadime pokusy o ziskani cDNA PDES8a a 8b a jeji expresi v bakteriich
s cilem ziskat protein pouZitelny pro imunizaci mysi a tvorby monoklonélni protilatky. Ziskali
jsme i cDNA PDE7al a pokousime se pfipravit i cDNA PDE7a3 a 4b. Také se pokouSime
lokalizovat PDE4, 7 a 8 pomoci nepfimé fluorescence v burikach linii odvozenych od

leukocytl (viz obr.7).
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Obr. 7 Epifluorescenéni znaceni fosfodiesteraz v burikach HeLa. Primarni protilatky kozi
polyklonélni (Santa Cruz Bio Labs, USA), sekundarni DaG Alexa Fluor 488 (zelena) a 594
(Cervend, vse Molecular probes, USA). Jadra znacena DAPI, fotografovano na mikroskopu
Olympus CellR. A. PDES8a, fixace methanol-aceton B. PDES8a, fixace paraformaldehyd C.
PDE7a, methanol-aceton D.PDE4a, methanol-aceton
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