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1 Seznam zkratek

AA
AMPA
BLAST
BSA
CaMKII
cAMP
CBB
CIAP
CM-Sephadex
cPLA
CREB
DAG
DAPI
DMSO
DTT
ECL
EDTA
EGFP
FBS
GAM
GLUT
GST
GTP
HRP
IGF1
IP;
IPTG
LC
MALDI-TOF
MAPK
ORF

arachidonic acid
a-amino-5-hydroxy-3-methyl-4-isoxazole propionic acid
Basic Local Alignment Search Tool

bovine serum albumin
Ca”*/calmodulin-dependent protein kinase II
cyclic AMP (3'-5'-cyklicky adenosin monofosfat)
Coomassie Brilliant Blue

Calf Intestine Alkaline Phosphatase
Carboxymethyl Sephadex

cytosolic phospholipase A

cAMP response element-binding

diacylglycerol

4'.6-diamidino-2-phenylindole

dimethyl sulfoxid

1,4-dithio-DL-threitol

enzymatic chemiluminescence
ethylenediaminetetraacetic acid

enhanced green fluorescent protein

Fetal Bovine Serum

goat anti-mouse

glucose transporter

glutathion-S-transferasa

guanosine triphosphate

Horseradish peroxidase

insulin-like growth factor 1

inositol trisphosphate (inositol-1,4,5-trisfosfat)
isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid

liquid chromatography

Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation — Time Of Flight
mitogen-activated protein kinase

open reading frame



PAA polyakrylamid

PBS phosphate buffered saline

PCR polymerase chain reaction

PI3K phosphoinositide 3-kinase

PIP, phosphatidylinositol bisphosphate

PKA protein kinase A

PKB protein Kinase B

PKC protein kinase C

PLC phospholipase C

SDS sodium dodecyl sulfate

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate Polyacrylamide Gel electrophoresis
SEM scanning electron microscope

SLE systémovy lupus erythematodes

SNAP synaptosome-associated protein

SNARE soluble (N-ethylmaleimide sensitive factor) attachment receptor
SOC Super Optimal Broth, catabolite repression

SytVII synaptotagmin VII

TBE Tris/Borate/EDTA

TCA trichloroacetic acid

TENN Tris/ EDTA/ NaCl/NaNj3 pufr

TGN trans-Golgi network

TMHMM Transmembrane region prediction, Hidden Markov model
TPB Tryptose Phosphate Broth

TRPC transient receptor potential ion channel, canonical

VAMP vesicle associated membrane protein

XRCC4 X-ray repair cross complementing 4

ZA Zivny agar



2 Literarni prehled
2.1 Exocytosa

Aby mohl byt n€jaky objekt prohlaSen za Zivy organismus, musi mimo jiné spliiovat
podminku schopnosti interakce se svym okolim. Buiiky k vnimani svého okoli pouZivaji
riznych povrchovych i intracelularnich receptorl, znichZz je informace pienesena,
zesilena a zpracovana pomoci signalnich kaskad. K vysilani informaci o sob& vyuZivaji
jak povrchovych molekul, tak molekul voln¢ difundujicich do okolniho prosttedi.
Pokud tyto molekuly nemaji schopnost volné prochazet cytoplasmatickou membranou
nebo nejsou syntetizovany na povrchu buiiky, musi existovat néjaky mechanismus, jenz
zajisti jejich dopravu na povrch, ptipadn€ do okoli buiiky. Déje se tak exocytosou, tedy
splyvanim vnitinich membranovych vacki s cytoplasmatickou membranou. Membréana
vacku se stane soucasti cytoplasmatické membrany a obsah vac¢ku se uvolni do vné&jsiho
prostiedi. Prehled sekre¢ni drahy v Obr. 2.1.
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Obr. 2.1 Sekre&ni draha eukaryotické buiiky. Podle [5]

2.2 Typy exocytosy

Exocytosa je bud’ konstitutivni, nebo regulovana. Konstitutivni exocytosa probiha

neustale a jejim zdrojem je proud vacku odSkrcovanych z TGN (trans-Golgi network).



Slouzi k obnové cytoplasmatické membrany a v nékterych piipadech k produkci
extracelularni matrix. Regulovana exocytosa naopak probiha jen po urc¢itém stimulu po
omezenou dobu a vacky uréené kregulované exocytose se hromadi pod
cytoplasmatickou membranou. Vétsiné se vybavi regulovana exocytosa v souvislosti se
sekreci hormontli, neurotransmiteri nebo travicich enzymu, tedy ve spojeni se
specializovanym typem bunék. Regulovanid exocytosa vSak ma své misto ve vSech
typech bunék. Je ji naptiklad ptesun nékterych povrchovych receptorti z intracelularnich
membranovych vacki do cytoplasmatické membrany, ale také exocytosa doprovazejici
hojeni naruSené cytoplasmatické membrany. Oba tyto piiklady regulované exocytosy
maji spole¢né to, Ze pii nich neni primarné potfeba vylit obsah exocytovanych vac¢ka do
prostredi, ale je tfeba vloZit do cytoplasmatické membrany bud’ proteiny anebo zvétsit
jeji plochu. Proto Chieregatti a Meldolesi [1] navrhuji pro rozliSeni téchto dvou typu
regulované exocytosy oznacit tuto jako nesekre¢ni regulovana exocytosa, protoZe jejim
ucelem je transfer membran na povrch buriky, a jako sekreéni regulovanou exocytosou
nazyvat exocytosu slouzici k sekreci specifickych produktt, které jsou uloZeny v lumen
exocytovaného vacku, do extraceluldarniho prostoru. Dals§i ptiklady nesekre¢ni

regulované exocytosy jsou v Tabulka 2-1.



Tabulka 2-1 Nesekrecni exocytosa (podle [1])

Proteiny
Typ dopravované na , Hlavni ,
nesekre¢ni | povrch/ funkce bitr:l;(;lv? ?y stimul/ e)I:)iSttl;ps SNARE
exocytosy expanzivni yyp druhy posel ytosy
exocytosy -
Ca™/ nékolik VAMP2
AMPA receptor neurony CaMKII minut SNAP25
= VAMP2
=
5 TRPC3 HEK?293 karbagklol/ | min SNAP23
ol neurony Ca .
5 syntaxin-3
< bunky . , VAMP2
;;‘ aquaporin-2 ledvinnych vasopresin/ de§1tky SNAP23
S 1 cAMP minut .
£ kanalkl syntaxin-4
,‘.é inzulin/ VAMP2
g GLUT4 adipocyty gﬁg// 5-10 min siiﬁ‘;ii
§ PKC( syntaxin-6
@ Zaludeéni o , VAMP2
;5 H+/ K+ pumpa parietalni histamin/ des:.1tky SNAP25
2 bunky cAMP minut syntaxin-3
§ bunky vasopresin/ cellubrevin/
[_( ’
H+ pumpa ledvinnych cAMP/ de§1tky VAMP3
e 2+ minut SNAP23
kanalkl Ca .
syntaxin-1
- . embrya 24 n&kolik VAMPS
k= cytokinese Xenopus Ca sekund syntaxin-2
5 laevis
Ke)
£ 8 n&kolik | cellubrevin/
5 .
E é fagocytosa makrofagy | GTP/PI3K minut VAMP3
g S prodluzovani neurony, 2+ .
fo < neuritil PC12 IGF1/ Ca 6 min VAMP7
g rychlé klon PC12 ) méné nes
& zvétSovani neschopny Ca’ 1s nestudovano
membrany sekrece

zkratky v tabulce: AMPA o-amino-5-hydroxy-3-methyl-4-isoxazole propionic acid,;
CaMKII Ca**/calmodulin-dependent protein kinase II; GLUT Glucose transporter;
IGF1 Insulin-like growth factor 1; PI3K Phosphoinositide 3-kinase; PKB protein
kinase B; PKC protein kinase C; SNAP; Synaptosome-associated protein; TRPC
Transient receptor potential ion channel, canonical; VAMP Vesicle associated

membrane protein
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2.3 Hojeni porusené cytoplasmatické membrany

2.3.1 Aktivni vs. pasivni proces

vvvvvv

termodynamicky proces, pii kterém se membrana sama zaceli [2]. Vychazelo se
z pozorovani, Ze erythrocyty, cozZ jsou atypické buiiky, protoZe jsou bez jadra a vSech
dalSich organel, v prostiedi bez ptitomnosti divalentnich kationti byly schopné béhem
nékolika minut uzavrtit malé otvory v cytoplasmatické membrané o priméru do 120 nm
[3]. Ostatni buriky, které maji stavbu bézné eukaryotické buriky, jsou schopné zacelovat
mnohem vétsi otvory ( 1 odstranéni 50 % povrchu) v ¢asové Skéle sekund, pokud je
v médiu dostateCnd koncentrace vapenatych kationti [4]. U takto velkych poskozeni
cytoplasmatické membrany v tak kratkém case je obtizné pfedstavovat si zacelovani jen
na zékladé fyzikalné-chemickych vlastnosti biomembran. Proto byla pro tento typ
zacelovani navrZena ucast exocytosy, ktera by zvétSila plochu cytoplasmatické

membrany.

2.3.2 Exocytosa jako podminka uspésného hojeni

Exocytosa regulovana koncentraci vapenatych kationtd v cytoplasmé byla opravdu po
naruSeni integrity cytoplasmatické membrany potvrzena a jeji vyskyt koreloval
s uspéSnym zacelenim otvorti v cytoplasmatické membrané [6, 7]. K odliSeni, zda
exocytosa po naruSeni cytoplasmatické membrany je pouze doprovodny jev, nebo slouzi
pfimo k obnové¢ integrity cytoplasmatické membrany, prispéla studie, pii niZ byla
srovnavéana permeabilita cytoplasmatické membrany u erythrocytli a fibroblasti NIH
3T3 po definovaném poranéni laserem. Erythrocyty v pufru s fyziologickou koncentraci
Ca®* po rozsahlejsim naruSeni cytoplasmatické membrany lyzuji, zatimco fibroblasty
jsou schopné se stimto poskozenim vyporadat. Vysvétlenim rozdilného chovani je
odli$na vnitini struktura téchto bunék. Tento experiment ukazuje na vyznam vnitinich
membran pro znovuobnoveni integrity cytoplasmatické membrany [8]. Vysvétleni
rozdilnych vysledki hojeni erythrocyti zaznamenanych [3] a [8] je v toxicité Ca®* pro
buriku a v rychlosti pasivniho uzavirani otvori v biomembranach. V prostedi bez Ca™,
jako tomu bylo ve studii [3], ma erythrocyt dostatek ¢asu, aby mohl uzavfit otvory
v cytoplasmatické membrané pouhou difusi fosfolipidd. V prostiedi s obsahem Ca®*

v fadu pM, jak bylo pouzito v [8], je vSak erythrocyt zabit déle trvajicim plisobenim

11



vysoké intraceluldrni koncentrace Ca’* dfive, nez dojde k zaceleni cytoplasmatické

membrany.

2.3.3 Funkce exocytosy v procesu hojeni

Exocytosa je tedy pro uspéS$né zacelovani otvorti v cytoplasmatické membrané
nezbytnd, ale nabizi se otdzka, jakou ma pfi tom funkci. Zde je nutné zdiraznit, Ze je
tteba rozliSovat rozsah poskozeni cytoplasmatické membrany. Pokud je opravdu velké,
jako naptiklad pfi odtrzeni lamelopodia béhem pohybu fibroblastu v extracelularni
matrix, slouzi endomembrany k vytvofeni ,zaplaty“. Pfi tvorbé ,zaplat“ dochazi
k velmi rychlému a masivnimu splyvani va&ki u mista priniku Ca>* do cytoplasmy [9].
Tento jev byl u vajicek jeZovky zobrazen rastrovaci elektronovou mikroskopii [10]
(Obr. 2.2).

Obr. 2.2 Povrch vajitka jeZovky v misté poruleni cytoplasmatické
membriny. Na snimku ze SEM je otvor v cytoplasmatické membrané
vyplnény vacky. Metitko 10 pm. [10].

V pfipadé méné rozsahlych poskozeni sniZuje exocytosa napnuti cytoplasmatické
membrany. Vyznam napnuti biomembran pro zacelovéani otvorti se ukazal ve studii
provedené na velkych liposomech (primér 25-56 upm) tvofenych arteficielni
fosfolipidovou dvojvrstvou. Ty byly schopné uzavirat otvory o prumeéru asi 1 um, jen
dokud nebyla ptekroena uréitd hodnota povrchového napéti [11]. V burikach je
cytoplasmatickd membrana napinana cytoskeletem [12, 13]. Ten je navic fyzickou
bariérou pro kontakt vacki s cytoplasmatickou membranou, proto je naruSeni
kortikalniho cytoskeletu, fizené hladinou Ca**, jednim z kroki vedoucich k usp&$nému

zaceleni trhlin v cytoplasmatické membrané [14, 15].
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2.3.4 Facilitace a potenciace hojeni jako adaptace na poskozeni

cytoplasmatické membrany

Zajimavym jevem je tzv. facilitace a potenciace hojeni po prvotnim primiku Ca** do
buniky. Facilitace neboli usnadnéni hojeni trva nékolik minut po prvnim poranéni a
projevuje se rychlej$im zacelenim trhliny. Usnadnéni hojeni poranéni na stejném mistg,
jako bylo prvotni, je zavislé na aktivité¢ PKC (protein kinase C) [13], ktera je aktivovana
Ca®* a DAG (diacylglycerol) a mimo jiné se podili na piestavbé aktinového cytoskeletu
— viz prehledny ¢lanek [16]. KdyzZ je poranéni na jiném misté neZ priméarni, je usnadnéni
hojeni zavislé na aktivit¢ PKA (protein kinase A) [17], aktivované cAMP, kterd se
kromé jiného ucastni regulace aktinového cytoskeletu — viz ptehledny ¢lanek [18].
Potenciace hojeni se stejné jako facilitace projevuje rychlejSim zacelovanim trhlin, ale
tento stav nastava az po obdobi facilitace a trva n€kolik hodin aZ den. Spusténi téchto
pochodtl je zavislé na PKC a ucastni se pfi ni signalni kaskada p38 MAPK (mitogen-
activated protein kinase), kterd aktivuje transkripéni faktor CREB (cAMP response
element-binding protein) [19]. Piehledny ¢lanek o signaliza¢ni kaskadé p38 MAPK je
naptiklad [20].

2.3.5 Identifikace populace vacku ucastnicich se exocytosy

Pomérné neptehlednou oblasti problematiky hojeni bun€k je charakterizace populace
vacku, které se exocytuji. V neoplozenych vaji¢kach se exocytuji kortikalni granula [6,
21]. V oplozenych vaji¢kach jezovky uz kortikélni granula nejsou a pfesto k hojeni
dochéazi. Po odstranéni Zloutkovych granul bylo hojeni inhibovéno, proto se da
predpokladat, Ze jsou to pravé ony, které se exocytuji, i kdyz k jejich exocytose je
zapotiebi vyssi koncentrace Ca®* [9, 21].

Exocytosa endocytického kompartmentu pti hojeni byla studovana na 3T3 fibroblastech
pomoci barviva FM1-43 (N-(3-(triethyl amonium) propyl)-4-(4-dibutylaminostyryl
pyridinium dibromid). Toto barvivo je rozpustné v hydrofilnim i hydrofobnim prostredi,
silné fluorescenéni je vSak pouze v hydrofobnim prostredi. Pfi inkubaci bunék v tomto
barvivu dochazi k jeho inkorporaci do vnéj§iho listu cytoplasmatické membrény a
béhem endocytosy je oznalen endocyticky systém. Po odstranéni barviva z média se
v disledku difuse odbarvi cytoplasmaticki membrana a exocytosa endocytického
kompartmentu se projevi poklesem celkové fluorescence bunek. Ve studiich [7, 12, 13,

17] byl zaznamenan po poranéni pokles fluorescence endosoml v misté trhliny jako
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dasledek exocytosy a ztoho byla vyvozena ucast endocytického kompartmentu na
procesu hojeni. Stejné¢ jako v pfipadé kortikdlnich a Zloutkovych granul je i toto
zacelovani trhlin v cytoplasmatické membran€ inhibovano klostrididlnimi toxiny [13,
21]. Klostrididlni toxiny (napfiklad tetanovy toxin a botulotoxiny) jsou specifické
endoproteasy $tépici komponenty né€kterych SNARE komplexi. SNARE (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor) jsou uz pomérné dlouho
povazovany za vlastni motor fuze membran - viz Obr. 2.3. SNARE byly objeveny
v neuronech jako nezbytnd soucédst exocytosy synaptickych vackd, kde jadro tohoto
komplexu tvofi ¢tyfi helixy, které béhem své asociace do coiled-coil konformace
vytvafi silu, kterd slouzi k pfekonani odpudivych sil mezi dvéma membranami, a tim
jim umoziuje splynout. V sav¢ich buiikach existuje kolem 30 €lend, ne vSechny jsou
Stépeny klostrididlnimi toxiny a kazdy ¢len ma specifickou lokalizaci na membranové
organele. Viz ptehledné ¢lanky [23-27]. Inhibice exocytosy klostrididlnimi toxiny v§ak
neni dokonald [13, 21], a proto se d4 usuzovat na pfitomnost dal§iho kompartmentu,
ktery pro exocytosu pouzivdi SNARE nestépitelné klostrididlnimi toxiny. To by
potvrzoval i poznatek, Ze pokles fluorescence FM1-43 barviva je pouze v prvni rychlé

fazi exocytosy [12].

vesicle

Obr. 2.3 Molekularni mechanismus fizovani membréan [22].
Flze membran je zajidtna sloZzenim komplexu SNARE (zde synaptobrevin, SNAP-25 a

syntaxin). Synaptotagmin slouZi jako senzor vapenatych ionti.
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Dalsi diikazy ucasti nékolika riznych kompartmenti pfinesla elektrofyziologicka
méfeni exocytosy regulované Ca’" v CHO buiikach a 3T3 fibroblastech. Tato mé&feni
byla provedena metodou ter¢ikového zamku (patch-clamp), pfi které se méfi
kapacitance bunky. Pfi zvétSeni povrchu buriky dojde ke zvétSeni kapacitance, lze tak
méfit miru exocytosy. Zvyseni intracelularni hladiny Ca** nad 20 pM mg&lo za nésledek
dvoufazovy pribéh exocytosy, pifi¢emz pomalejsi faze byla tvofena velkymi vacky a
vyskytovala se uZ pii niZ8ich koncentracich Ca®* v cytoplasms, rychlejsi faze byla
tvofena velkym mnoZstvim malych vacka [28, 29]. Zjisténa velikost exocytovanych
vacku okolo 1 pm v pomalejsi fazi odpovida velikosti lysosomu.

Lysosomy jsou vétSinou vnimany jako odpadkovy ko$ buiiky. Ac¢koliv bylo znamo, Ze
existuji tzv. sekre¢ni lysosomy, coZ jsou modifikované lysosomy napiiklad
v hematopoetické linii nebo v melanocytech (viz piehledny ¢lanek[30]), schopnost tzv.
konven¢nich lysosomill exocytovat zacala byt zkouména po objevu, Ze lysosomy
migrovaly k cytoplasmatické membrané a fuzovaly sni v mistech priniku parazita
Trypanosoma cruzi [31]. K exocytose lysosomt dochdzi po zvySeni intracelularniho
Ca’" a tato zavislost na Ca** je tizena synaptotagminem VII (déle SytVII) [32-34].
Synaptotagminy se nachdzeji na rtiznych membranovych organelach. Skladaji se
z variabilni glykosylované N-koncové domény, ktera je vlumen vacku, jedné
transmembranové domény, spojovaci domény, kterd ma vysoky obsah cysteinu a je
vhodna pro palmitoylaci, dvou C2 domén a konzervované C-koncové domény. C2
doména vaze Ca®* a v tomto stavu mé vysokou afinitu k fosfolipidim. Pedpoklddana
role pfi fuzovani membran je regulaéni, protoZze se vazou ke SNARE komplexu a
protoZze mohou slouzit jako senzor hladiny Ca®*. Viz ptehledné ¢lanky [35-37].
Lysosomalni exocytosa neni citliva ke klostridialnim toxinim [38] a hojeni je
inhibovano zablokovanim SytVII [33, 39], ktery, jak uz bylo zminéno vySe, fidi
zavislost exocytosy lysosomil na koncentraci Ca®* v cytoplasmé. Mysi s deletovanymi
C2 doménami SytVII, tedy teoreticky bez mozZnosti spiédhnout exocytosu lysosomi
s koncentraci Ca®", mély zvyseny vyskyt zanétd a fibréz v kiZi a kosternich svalech,
coz se da povaZovat za disledek malo efektivniho hojeni [40]. Tyto studie spolecné
s pozorovanim, Ze jedinym ze zndmych membranovych kompartmenti v NRK burikach,
ktery se exocytoval po poskozeni cytoplasmatické membrany, byly lysosomy
nachézejici se v blizkosti povrchu bunék [39], by mély ucinit roli lysosomil v procesu

hojeni cytoplasmatické membrany nepopiratelnou. Skupina Kirchhausena  ji
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zpochybnila praci, ve které byla za pouziti vakuolinu, chemikalie zpisobujici
vakuolizaci pozdnich endosomil a lysosomi, zablokovdna regulovana exocytosa
lysosomi, ale hojeni po poranéni bylo zachovano. Na zakladé tohoto pozorovani
navrhuji ucast jiné populace vacku [41]. Proti tomuto tvrzeni protestuje skupina
Andrewsové, kterd zpochybmuje schopnost vakuolinu zablokovat exocytosu lysosomil
[42].

Populaci vacki, kterd byla identifikovana pii elektrofyziologickych méfenich jako
rychla faze exocytosy po zvyseni intracelularniho Ca®* nad 20 pM [28, 29], nebylo
mozné studovat do doby identifikace bunécné linie, ve které jsou tyto vacky
pfevazujicim typem exocytovanym po zvySeni intracelularni hladiny Ca’*. PH
elektrofyziologickych métenich na PC12-27, coz je klon PC12 s nefunkéni
neurosekre¢ni drdhou, byla zaznamenana exocytosa malych vackd po zvy3eni
intracelularni hladiny Ca®* [43]. Stejny pribéh jako u klonu PC12-27 mélo méfeni na
kontrolnich normalnich PC12, pokud byl pfitomen tetanovy toxin, ktery Stépi né€které
SNARE a inhibuje tak sekreci z neurosekre¢nich granul [43]. Z toho vyplyva, Ze vacky
nejsou v PC12-27 artefaktem vzniklym celkovou aberaci regulované exocytosy, protoze
se vyskytuji i v normalnich PC12. Dals$im prilomem ve studiu téchto vacka se stala
pfiprava a charakterizace monoklonalni protilatky specificky interagujici s antigenem
lokalizovanym v jejich lumen. Tato protildtka umoznila provést s buné¢nou linii PC12-
27 kolokalizaéni studie, pomoci nichZ bylo mozné vyloucit jejich endosomélni piivod.
Navic je nebylo moZné ztotoznit ani s dal§imi popsanymi membranovymi organelami
[44]. Jako antigen rozeznavany touto unikatni protilatkou byl identifikovan protein
Ahnak [44]. Ac¢koliv ani v iivodni studii [45], ktera popisovala objev genu AHNAK, ani
za pouziti novéjsiho algoritmu pro vyhledavani transmembranovych regiont TMHMM
2.0 [46] nebyla vsekvenci Ahnaku nalezena transmembranovda doména, je na
cytoplasmatické membrané po exocytose enlargeosomi teckovita distribuce protilatky,
kterd vypovida o jeho asociaci s vnitinim listem membrany téchto vacki [44]. ProtozZe
se tyto vacky ucastnily expanze cytoplasmatické membréany, byl pro né navrZzen nazev
enlargeosomy [44].

Rozsahlejsi charakterizace exocytosy enlargeosomi je ve studii [47]. Tato studie
podava dalsi dikazy, které ztotoziiuji vaéky objevené elektrofyziologickymi méfenimi
[43] a vacky vizualizovanymi za pouZiti specifické protilatky [44]. Diraz je v ni kladen

hlavné na srovnatelné koncentrace intracelularniho vapniku pfi elektrofyziologickych
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méfenich a pfi sledovani exocytosy imunofluorescenci. Zajimavym zjisténim je
rezistence membran enlargeosoml vu¢i solubilizaci neiontovymi detergenty za nizké
teploty, protoZze tomuto rysu membran se pfipisuje velky vyznam pro regulaci
exocytosy 1 endocytosy [48, 49]. Na zakladé negativnich kolokalizaci s markery jiZ
znamych membran rezistentnich k neiontovym detergentim jsou membrany
enlargeosomii novym typem tohoto druhu membréan. Extrakce cholesterolu z membran
buikky nema za nasledek blok exocytosy enlargeosomi. Piesto ma odstranéni
cholesterolu na lokalizaci a morfologii enlargeosomti i samotnych PC12-27 znaény
ucinek. Buriky se scvrkly a zplostély a enlargeosomy, které jsou jinak jen na periferii
burkky, se rozptylily do celého objemu cytoplasmy a byla pozorovana jejich
vakuolizace. Endocytosa exocytovanych membran enlargeosomu je také zavisld na
koncentraci Ca’* v cytoplasmé. Aby nastala, musi se hladina intracelularniho Ca**
zvysit na minimalné¢ 4 pM. Endocytované membrany maji stejné jako enlargeosomy
neutralni pH lumen a jsou tedy nezavislé na endosomalnim systému, ktery se vyznacuje
nizkym pH v lumen.

Dalsi zminky o enlargeosomech a jejich ucéasti na zacelovani cytoplasmatické
membrany po poskozeni lze najit v pfehlednych ¢lancich [1, 50-52].

2.4 Ahnak

Nejdiive byl objeven proteinovy produkt genu AHNAK, ktery byl pojmenovan
desmoyokin [53]. Gen AHNAK byl objeven nezavisle [45] a nasledné byly ztotoZnény
[54]. Gen je v lidském genomu lokalizovén v oblasti 11q12 [55].

Desmoyokin byl nalezen mezi proteiny s vysokou molekulovou hmotnosti tvoficimi
desmosomy ve stratifikovaném epithelu. Desmosomy se nachézeji ve velkém poctu
v lateralni ¢ésti cytoplasmatické membrany epithelidlnich bun€k a slouzi k upevnéni
buriky k jinym buitkdm pomoci adhezivnich molekul a zarovei k jejich propojeni
intermediarnimi filamenty. Proti desmoyokinu byla pfipravena monoklonalni protilatka,
ktera potvrzovala asociaci s desmosomy [53]. Realna asociace s desmosomy vsak byla
nasledné vyvracena [56, 57]. Pomoci elektronové mikroskopie byl desmoyokin
vizualizovan. Tvar desmoyokinu je ty¢inkovity s globularnimi doménami na okrajich,
jeho velikost byla odhadnuta na asi 170 nm [53].

AHNAK byl identifikovan jako jeden ze suprimovanych gend v neuroblastomu ve
srovnani s normalni neuronalni tkani. Porovnani 17,5 kb dlouhé mRNA s genomem

pfineslo piekvapivé zjidténi, Ze se jedna s nejvétsi pravdépodobnosti o gen bez intrond,
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coz je u takto velkych transkripti neobvyklé. AHNAK je pomérné vysoce fylogeneticky
konzervovan od Dictyostelium discoideum ptes drosophilu az k savcim. Na zakladé
nukleotidové sekvence bylo pfedpovézeno Shtivelman et al. , Ze by protein mél mit tii
domény a délku asi 1,2 um. Prostfedni doména vykazuje periodicitu s repeticemi
dlouhymi 128 aminokyselin. V repeticich byl odhalen interni motiv dlouhy sedm
aminokyselin, ve kterém je na kazdé sedmé pozici prolin [45] (Obr. 2.4). Podle téze

préce se toto neslucuje s tvorbou a-helixu [45].
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Obr. 2.4Aminokyselinova sekvence &asti repetitivni domény proteinu Ahnak.
V sekvenci jsou barevné vyznafeny nabité a polarni aminokyseliny. Ty se pravidelng st¥idaji

s nepolarnimi. Délka jednoho fadku je 128 aminokyselin, coZ odpovidé délce jedné repetice.

Ztotoznéni Ahnaku a desmoyokinu provedl Hashimoto, ktery také poukazal na $patnou
reprodukovatelnost intracelularni imunofluorescen¢ni detekce proteinu Ahnak a na
rozdily mezi riznymi pouZitymi protilatkami [54]. Jak se pozd¢&ji ukazalo pti pouziti
protilatek proti titinu, repetitivni stfedni ¢ast Ahnaku je zdrojem riznych zkiiZenych
reaktivit [58].

Exprese Ahnaku hodnocena podle pfitomnosti jeho mRNA v burice je zavisld na fazi
buné¢éného cyklu a nejvyssi je v Gl a GO fazi [59]. Dalsi studium na Grovni proteinu
vedlo k lokalizaci Ahnaku pomoci krali¢ich polyklonélnich protilatek oznadovanych
KIS a FEN do jadra [59]. Fosforylace Ahnaku prostiednictvim PKC by méla slouzit
jako signal k exkluzi z jadra [56]. Za translokaci z jadra do cytoplasmy, pfipadné na
cytoplasmatickou membranou (zavisi na pouzit¢é bunééné linii) je zodpovédna C-

koncova doména [60]. Fosforylace jako prostiedek k vylouceni Ahnaku z jadra byla

18



potvrzena jesté dalsi studii, kde je ale za fosforylaci odpovédna PKB [61]. Nukleéarni
lokaliza¢ni signél, ktery umoziuje import do jadra pfes jaderny por, je v C-koncové
doméné a k jeho inaktivaci by méla slouzit fosforylace na serinu 5535 a nuklearni
exportni signal v oblasti aminokyselin 4826-5071 [61].

Jedina v literatuie dobife dolozitelna ucelena linie vyzkumu Ahnaku se soustfedila na
jeho ulohu v srde¢nim svalu. V srdci je asociovan s vapnikovym kanalem typu L.
Jeho aktivace se déje depolarizaci membrany a k inaktivaci dochazi spontanné. Sklada
se z al-podjednotky, coz je samotny kanal a soucasné senzor napéti, a B-podjednotky
modulujici vlastnosti kanalu. Zvy3eni pritoku Ca®" a prodlouZeni Casu inaktivace
kanalu zplsobi zvyseni kontraktility svalu. Asociace Ahnaku s 8- podjednotkou kanalu
je zavisla na fosforylaci Ahnaku prosttednictvim PKA [62]. K interakci dochazi mezi
C-koncovou doménou Ahnaku a C-koncovou &asti B,-podjednotky kanalu [63].
Soucasné se na Ahnak vaze aktin [63]. Tato vazba zplisobuje spojeni aktinovych vldken
do svazkili [64]. Obr. 2.5 ilustruje pfedpokladanou interakci ve svalu [63]. Vzhledem
k tomu, Ze vSechny hypotézy o plisobeni Ahnaku v srde¢ni svaloviné se tykaji regulace
kontraktility [64, 65], byla provedena klinicka studie, jestli polymorfismus Ahnaku
[1e5236Thr nema souvislost se srdeénimi onemocnénimi. Vysledkem bylo zji§téni, Ze u
jedincd s touto mutaci neni zvySena prevalence k hypertrofické kardiomyopatii [66].
Presto ma tento polymorfismus dalekosahlé disledky na bunééné urovni, protoZe brani

funkci Ahnaku jako brzdy, snizujici proud Ca** tekoucich do kardiomyocyti [66].
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Obr. 2.5 Usporadani komplexu vapnikového kanalu L-typu v cytoplasmatické membrang

srde¢niho svalu. [63]
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Dalsi pomérné€ ucelend studie se tyka vlivu Ahnaku na aktivitu PLC-yl (fosfolipasa
C-y1). Byla provedena skupinou Rhee et. al [67, 68]. PLC-y je aktivovana povrchovymi
receptory a druhymi posly odvozenymi od lipidd (kyselina fosfatidova,
fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat, kyselina arachidonova - AA). Novy zplsob aktivace

je zaloZen na spole¢ném pusobeni repetitivni ¢asti Ahnaku a AA. Cela jimi navrZzena

dréha je na Obr. 2.6 [67].
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Obr. 2.6 Aktivace PLCy [67]
Po navéazani ligandu na receptor sdruzeny s G-proteinem se aktivuje PLCP, kterd t€pi

fosfatidylinositolbisfosfat na diacylglycerol a inositol-1,4,5-trisfosfat. Diacylglycerol je
aktivatorem PKC, ktera fosforyluje cPLA,. cPLA, §t&€pi fosfatidylcholin na kyselinu

lysofosfatidovou a kyselinu arachidonovou (AA). AA spolu s repeticemi Ahnaku aktivuje

PLCy. [67].

Ostatni poznatky o interakcich Ahnaku s dal$imi proteiny byly zjistény pii hledani
interak¢nich partnerG rliznych proteini a nebyly dale rozvijeny. Jedna se o nalezeni
specifické interakce s proteinem S100B v zavislosti na koncentraci Zn*" a Ca** [69],
studii o vlivu interakce Ahnaku s annexinem 2 a S100A10 na diferenciaci a polarizaci
epitelidlnich bunéénych linii MDCK a MCF-7 [70] a nakonec o vlivu asociace Ahnaku
do komplexu DNA ligasy IV s XRCC4 na opravy dvouretézcovych zlomt v DNA [71].
Studie [71] byla provedena na jadernych extraktech a ve studii [69] byly pouZity
purifikované proteiny, proto se muze jednat o artefakty neodrazejici skute¢nou situaci
v burice. K objasnéni funkce Ahnaku v bunice mél napomoci mysi knock-out, ale ten

nemél Zadny z oCekavanych problému s kizi, srdcem nebo nervovym systémem [72,
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73]. Vysvétluje se to tim, Ze existuje homolog, ktery ztratu Ahnaku kompenzuje. Timto
»zachrancem® ma byt otevieny ¢teci ramec (ORF) lokalizovany v lidském genomu na
14932, ktery je Ahnaku podobny velikosti i obsahem repetic, a proto je pracovné
pojmenovan Ahnak2. Sklada se zN- a C-koncové globularni domény spojené
repeticemi, které vytvareji disky slozené z B-listd. Povrch diskii je nabity a slouzi
k interakcim s jinymi proteiny [73] a predpokladé se, Ze by velmi podobnu strukturu

mél mit i Ahnak. Model struktury Ahnak?2 viz (Obr. 2.7)

Obr. 2.7 Model proteinu Ahnak2 navrzeny na zikladé sekvence. [73]
A. Sekundarni struktura jednoho modulu z repetitivni €asti .
B. Tvar jednoho modulu z repetitivni &asti.

C. Tvar celé molekuly Ahnak2.

Kromé markeru pro enlargeosomy se Ahnak ukézal byt markerem endothelu
udrzyjiciho hemato-encefalickou bariéru [74]. Zda se, Ze muze byt vyuZit
k diagnostickym ucelim jako marker rakoviny vaje¢nikd [75] nebo pro ptredvidani
relapsi pii 1é¢bé akutni T-bunééné lymfoblastické leukémie u dospélych [76]. Byl
prokazan jako jeden z autoantigend pfitomnych v krvi pacientll se systémovym lupus
erythematodes, ale nebyla prokazdna Zadna souvislost mezi rozvojem tohoto

onemocnéni a hladinou autoprotilatek proti Ahnaku [77].
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3 Cil prace

e Klonovéani fragmentl genu AHNAK kédujicich C- a N-koncové domény a
repetitivni stiedni ¢ast.

e  Produkce a purifikace rekombinantnich fragmenti proteinu Ahnak pro imunizace
mys$i a testovani sér pacientll s autoimunitnimi onemocnénimi.

e  Konstrukce fragmentli proteinu Ahnak fuzovanych s EGFP vyuzitelnych pro

studium enlargeosomu v zivych burikach fluorescen¢ni mikroskopii.
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4 Material a metody
4.1 Material

4.1.1 Pristroje

autoklav PS20A (Chirana)

CCD kamera Exwave HAD (Sony)

centrifuga 5804R (Eppendorf)

centrifuga Universal 32R (Hettich Zentrifugen)

cykler PTC-100 (MJ Research)

cykler TouchGene gradient (Techne)

elektrodovy pH metr InoLab pH720 (WTW)

elektroforeticky systém Mighty small SE250 a SE260 (Hoeffer Scientific)
elektroporator Gene Pulser Xcell (Bio-Rad Laboratories)

invertovany mikroskop IX-71 (Olympus)

invertovany mikroskop IX-81 CellR s filtry pro fluorescenci U-M3DAFITR (Olympus)
orbitalni inkubator NB-205 (N-Biotek)

regulovatelny zdroj stejnosmérného proudu Power pac Basic (Bio-Rad Laboratories)
rotaéni vakuovy koncentrator SpeedVac (Savant)

sada mechanickych pipet EpResearch pippet (Eppendorf)

semi-dry blotter TE77XP (Hoeffer Scientific)

spektrofotometr UV-1601 (Shimadzu)

stolni centrifuga Minispin Plus (Eppendorf)

termoblok Thermomixer comfort (Eppendorf)

trans-iluminator TCP-20-MC (Vilber Lourmat)

ultrazvukovy generator UPS0H (Dr. Hielscher)

vahy ABC plus 600H (ADAM Equipment)

vortex MS1 minishaker (IKA)

vyhiivaci deska VD2 (VEZAS)

vyvolava¢ RTG filmi Optimax (Protec)

4.1.2 Material

Pouzité zkratky viz Kapitola 1.
1,4-dithio-DL-threitol (dale DTT) (Fluka)
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10x Long PCR Buffer with MgCl, (Fermentas MBI)
2-merkaptoethanol (Sigma)
4-ethylmorpholinium acetat (Sigma)

aceton (Lachema)

acetonitril (Sigma)

agarosa (Sigma)

AgNO; (Lachema)

ampicilin (Sigma)

blotovaci papir 17CHR (Whatman)
bromfenolova modf (Sigma)

BSA (Sigma)

CaCl; (Sigma)

CM-Sephadex C-50 (Pharmacia)

Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad Laboratories)
DAPI (Sigma)

D-MEM (Gibco)

dNTP (Fermentas MBI)

dodecylsulfat sodny (dale SDS) (Sigma)

ECL substrat (Pierce)

EDTA (Sigma)

enzym CIAP (Fermentas MBI)

enzym Long PCR Enzyme mix (Fermentas MBI)
enzym T4 DNA ligase (Fermentas MBI)

ethanol (Lachema)

ethidium bromid (Sigma)

FBS (Gibco)

fenol (Lachema)

formaldehyd (Sigma)

geneticin (Gibco)

gentamycin (Lek Pharmaceutical and Chemical Company)
glukosa (Lachema)

glutamin (SEVAPHARMA)

glycerol (Sigma)
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glycin (Sigma)

guanidin hydrochlorid (Sigma)

H3;BO; (Lachema)

HIS-Select Spin Columns (Sigma)
HIS-Select™ Nickel Affinity Gel (Sigma-Aldrich)
Histrap FF crude (Amersham Biosciences)
chloramfenikol (Fluka)

chloroform (Lachema)

imidazol (Loba)

inhibitor proteas AEBSF (Calbiochem)
inhibitor proteas E-64 (Calbiochem)
inhibitor proteas leupeptin (Calbiochem)
isopropy! B-D-1-thiogalaktopyranosid (dale IPTG) (Sigma)
KAc (Lachema)

kanamycin (Sigma)

KClI (Lachema)

KH,PO4 (Lachema)

kit NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel)
kit pPCR®-XL-TOPO® (Invitrogen)

kit QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN)
kit RevertAid H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas MBI)
kryci skla kulatd 8 mm (Hirschmann)
kyselina octova (Lachema)

kyselina trichloroctova (dale TCA) (Sigma)
Lipofectamine 2000 (Invitrogen)

médium SOC (Invitrogen)

methanol (Lachema)

mocovina (Lachema)

Mowiol 4-88 (Calbiochem)
N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (Sigma)
Na,CO; (Lachema)

Na;HPO4.12H,0 (Lachema)

Na,S,03 (Lachema)

25



NaCl (Lachema)

NaN3 (Sigma)

NH4Cl (Lachema)

nitrocelulosové membrany Protran (Whatman)

N-lauroylsarcosin (Serva)

Nuclease free HO (Fermentas MBI)

Nutrient agar (OXOID)

peroxosiran amonny (Bio-Rad Laboratories)

plastik (Nunc, Eppendorf)

plastik pro tkanové kultury (Nunc)

podloZni skla 76x26 mm (Hirschmann)

primarni protilatka Anti-GFP (Roche applied science)

primérni protilatka HiseTag® Monoclonal Antibody (Novagen)

Protease Inhibitor Cocktail for use in purification of Histidine-tagged proteins, DMSO
solution (Sigma)

pufry pro restrikéni endonukleasy (Fermentas MBI)

restrikéni endonukleasy (Fermentas MBI)

RPMI 1640 (Gibco)

RTG filmy Medical X-ray film 13x18 (Foma)

sekundérni protilatka Alexa Fluor® 594 goat anti-mouse IgG (H+L) (Molecular Probes)
sekundarni protildtka Goat Anti-Mouse IgG (H + L)-HRP Conjugate (Bio-Rad
Laboratories)

sestava pro LC Bio-Rad Biologic Duoflow (Bio-Rad Laboratories)

sterilni roztok Trypsin-EDTA, 10x (Sigma)

suSené mléko (Laktino)

tris(hydroxymethyl)aminomethan (déle Tris) (Sigma)

trypsin (Promega)

Tryptose Phosphate Broth (OXOID)

TWEEN 20 (Sigma)

4.1.2.1 Standardy molekulovych hmotnosti

elektroforézy nukleovych kyselin
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GeneRuler™ Express DNA Ladder, ready-to-use (Fermentas MBI) viz Obr. 4.1

proteinové elektroforézy

Precision Plus Protein prestained standards (Bio-Rad Laboratories) viz Obr. 4.2
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— 500
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- o
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Ali Blue Dual Color Kalxdoscope

250 kD
150

100
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15
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Obr. 4.1 Standardy DNA. (stupnice v parech Obr. 4.2 Barvené proteinové standardy.

bazi)
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4.1.2.2 Vektory

Plazmid pCR-XL-TOPO konjugovany s topoisomerasou byl skladovan v -20°C
v origindlnim roztoku. VSechny ostatni plazmidy a odvozené Kkonstrukty byly
skladovany ve vodném roztoku v -20°C. Zaroveri byly vytvofeny bakterialni konzervy

skladované v 10% (v/v) glycerolu v -80°C.

pCR-XL-TOPO (Invitrogen)

M13 Reverse priming sit2 5»"'1-"‘
201 CRCHIASGRA ACAGCTATGA CLATGATTAC GCLAAGCTAT TTAGGTIGACG CGTTAGAATA
GTG?GTCCIT TGTCGATACT SETACTARTS CGETTCGATA AATCCACTGC GLAATCTTAT
Ecn3E il
Msil Aingill Kool S3c! BamHt S,\T.’i

261 CTCAALGCTAT GCATCAAGCT TGGTACCGAG CICGGATCCA CTAGTAACGG CCGCCAGIGT
GAGTTCGATA CGTAGTICGA ACCATGGCTC GAGCCTAGGT GRTCATTGCC GGCGGTCACA

Ec?ﬂl EcTRI Pfl ECORV
221 GEICGRATIC CCC CTTESRTTYOAC GGC GAATICT GCAGMI)
N:le xnlol Nsiixpal Lrall Apsl T7 promoter/priming site
357 TCCATCACAC TGGCGGCCGELC TCSHAGCATGC ATCTAGAGRG CCCHATTICGE CLCTATAGTIGA
LGGTAGTGIG RCCGCLCGGCE AGCTCGTIACE TARZATCTICIC GEGTTAAGCK GGATATCACT
213 Forward {-20) priming site *

417 GTCGTATTIRC ABRTTCHCTGG CCGTCGITIT ACRACGTICGT GACTIGGGAAAR RCCCTGGCGT 470
HIG TTAAGIGACC GGCAGCARRL TGITGCAGCA CTGACCCITIT TGGGACCGCA

\\CAGC LTA]

PCR®-XL-TOPO®

3.5 kb

419 fureueh
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pEGFP-C2/ 3 (Clontech), dar RNDr. K. Drbala, PhD. (UMG, AV CR)

pEGFP-C2
corp 1330 1340 1350 1350 170 1380 13% 1400 STOPs
et . . . . . . .
TAC AAG TCC GGC CGG ACT CAG ATC TCG AGC TCA AGC TTC GAA TTC TGC AGT CGA CGG TAC CGC GGG CCC GGG ATC CAC CGG ATC TAG ATA ACT GAT CA
Fag| Bglll Xhol 52(; { Hindll  EcoR1 Pstl  Sall  Kpnl i\ Apal \ BamiH | Xbal* Bell*
Ech3bll Accl AspT181 \ Bsp1201 g(ma:
pEGFP*C3 Saclt ma
goep 130 1340 1350 1360 1370 1280 13% STQPs
TAC AAG TAC TCA GAT CTC GAG CTC AAG CTT CGAATT CTG CAG TCG ACG GTA CCG CGG GCC CGG GAT CCA CCG GAT CTA GAT AAC TGA TCA
Scal Bglll  Xnhol Sacl Hind Wl EcoR1 Pstl  Sall  Kpnl Apal \ BanHl Xbal® Bell*
£ ‘,’,36“ Accl Aspli81 \ Bspl201 Xmal
¢ Sacll Small

Nhe |
Eco4l I
Agel

puC Pewv e

on

HSV TK EGFP
polyA  pEGFP-C
4.7kb

Kan'/

Neo' _ f1

SV40 ori p O
SV40 am
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pET-15b (Novagen), dar Doc.RNDr. J. Forstové, CSc. ( Katedra genetiky a
mikrobiologie Pif UK)

T7 promoter primer #69348-3
rbs

Byl il T7 promoter lac operator Xbal
AGATCTCGATLICRGAMAT TARTACGATTCACTATAGSOGART 0TGAGIGGATAACAAT TCCCCTC T AGAAATAATTTTGTTTAACT TTAAGAAGGAGA
His*Tag Ndel Xhol BamH |

AGGATCCGOCTGCTAACAAAGCECGA
luAspProAloAloAsniysAloArg

TCACACCAGLEECETESTE
s-isSerSerGlyLauVallro i
thrombin T7 terminator

TAACTAGCATAACCCCTTGREBCCTLTAALCGRGTCTTGAGBGGRTITTITIG

CCATCATCATCATY
-1

riisM sHgH g

AAGGAAGLTGAGTY

LysGluslaSla uSlIntnd

T7 terminator primer #69337-3

pET-15b cloning/expression region

Bpu1102 l¢267)
BamH l(319)
Xho I{324)
Nde 1{331)

EcoR l{s706)
Cla l{24)

Aat Hl{s635)
Ssp lis517) \

Sca I(5193) P Xba l(428)
Pvu l(s083) - 4_,_o-gQ!A'(]494)
“e— BQrA 1{535
\(/’
— EcoN [751)
Bsa (4774} ,\
Ahd 14713) NN
‘\\l‘ \.\
/ 5 '\| Mulazi6)
f/ o |\ *~Bcl l(1230)
] ) lf
|! 2 | IBStE I1(1397)
. pET-15b 21
AlwN |(4°3a5}|l (5708bp) f ‘i | Apa 1(1427)
| O ‘;’ 4
/" /BssH lig1627)

PshA 1(2081)

Acc 1(3530)
BsaA 1{3572)

Tth111 1{3565)

Eag l(2284)
Nru [(2319)

. 3
BspM 1{2399)

T PR

Bpu10 1{2326) F | \Bsm lz704)
VMsc l2791)
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4.1.2.3 Seznam primeri

Primery byly vyrobeny firmou Invitrogen a skladovany jako vodny roztok v -20°C.

Tabulka 4-1 Klonovaci primery

oznadeni primeru

sekvence (restrikéni misto podtrzeno)

AhnakN F Xhol

ACTCGAGATAAAGGTGGGAGGCTCA

AhnakN R BamHI

GGGATCCTTCTACTCTGGGGAGTGTG

AhnakC F Xhol

ACTCGAGCTTAGATGTACACATGGACA

AhnakC R BamHI

CGGATCCCTCTTTCTTTGTGGAAACTG

AhnakREP F Xhol

ATCTCGAGGACCTCGATCTACACTT

AhnakREP R BamHI

CTGGATCCACGAGATTTCTTTGACTTT

teplota tani
primeru

* * %k
58°C 69°C
59°C 68°C
56°C 68°C
57°C 68°C
54°C 67°C
53°C 66°C

Vysvétlivky: * primer bez restrikéniho mista, ** primer s restrikénim mistem.

Tabulka 4-2 Sekvenaéni primery

oznadeni primeru sekvence teplota tani primeru
pEGFP_R2 TTATGTTTCAGGTTCAGGG 56°C
pEGFP_F GATCACATGGTCCTGCTG 59°C
T7_promotor TAATACGACTCACTATAGGG 56°C
T7 terminator GCTAGTTATTGCTCAGCGG 63°C
MI3_F GTTTTCCCAGTCACGA 53°C
MI3_R CAGGAAACAGCTATGAC 54°C
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4.1.3 Roztoky

Pokud neni uvedeno jinak, byly roztoky skladovany pfi laboratorni teploté na svétle.

4.1.3.1 Mowiol

20% (w/v) glycerol; 10% (w/v) Mowiol 4-88; 0,1 M Tris.HCI; pH 8,5; skladovano
ve 4°C

4.1.3.2 Lyzac¢ni pufr pro izolaci RNA

7,2 M guanidin HCI; 0,3 M KAc (pH 4,8); S mM DTT; 14,2 pl/ml N-lauroylsarcosin;
DTT a N-laurylsarcosin byly ptidany pted pouZzitim pufru

4.1.3.3 Agarosova elektroforéza

4.1.3.3.1 TBE pufr
89 mM Tris.HCI; 89 mM kyselina boritd; 2 mM EDTA; pH 8,0

4.1.3.3.2 Vzorkovy pufr
50% glycerol; 0,13 M EDTA; 0,12% bromfenolova modf; pH 8,0

4.1.3.4 Kultivace E. coli

4.1.3.4.1 TPB

29,5 g/l Tryptose Phosphate Broth, sterilizovano 15 min pfi 121°C v autoklavu;
skladovano pti 4°C

4.1.3.4.2 Zivny agar (ZA)
28 g/l Nutrient Agar, sterilizovano 15 min pii 121°C v autoklavu, ptidavek antibiotik po

zchlazeni na asi 40°C

4.1.3.5 SDS-PAGE

4.1.3.5.1 Elektrodovy pufr
25 mM Tris.HCI; 192 mM glycin; 0,1% (w/v) SDS; pH 8,3

32



4.1.3.5.2 Pufr pro délici gel
0,75 M Tris.HCI; 1% (w/v) SDS; pH 8,8

4.1.3.5.3 Pufr pro Fadici gel
0,25 M Tris.HCI; 1% (w/v) SDS; pH 6,8

4.1.3.5.4 2x vzorkovy pufr

30 mM Tris.HCI; 12,5% (v/v) glycerol; 1% (w/v) SDS; 0,005% (w/v) bromfenolova
modrf; pH 6,8

4.1.3.6 10x PBS

79 g NaCl; 1,1 g KCI; 29 g Na,HPO,4.12H,0; 3,1 g KH,POy4; doplnéno do 1 1

destilovanou vodou

4.1.3.7 HIS-Select Spin Columns

4.1.3.7.1 Ekvilibracni pufr 1
0,05M NaH,POy; 0,3M NaCl; pH 8

4.1.3.7.2 Ekvilibracni pufr 11

0,1 M NaH,POy4; 8 M mocovina; pH 8; pfiprava pted pouZitim

4.1.3.8 Ekvilibra¢ni pufr na ionex

0,1x PBS
4.1.3.9 Hmotnostni spektrometrie

4.1.3.9.1 5tép1’c1’ pufr s trypsinem

0,01% (v/v) 2-merkaptoethanol; 50 mM 4-ethylmorpholinium acetat; 1 mM CaCl,; 10%
(v/v) acetonitril; 0,02 g/l trypsin; pH 8,0; skladovéano v -20°C

4.1.3.9.2 Odbarvovdci roztok
10 mM DTT; 50 mM 4-ethylmorpholinium acetéat; 50% (v/v) acetonitril; pH 8,1



4.1.3.10  Detekce proteini v PAA gelu

4.1.3.10.1 Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB)
0,05% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250; 40% (v/v) ethanol; 10% (v/v) octova

kyselina

4.1.3.10.2 Odbarvovaci roztok

40% (v/v) ethanol; 10% (v/v) octova kyselina

4.1.3.11 Histrap FF crude

4.1.3.11.1  Ekvilibracni pufr
0,5 M NaCl; 2 mM DTT; 1 mM imidazol; doplnéno PBS; pH 8

4.1.3.11.2  Lyzalni pufr
IM NaCl; 4 mM DTT; 2 mM imidazol; doplnéno PBS; pH 8

4.1.3.11.3  Promyvaci pufr
0,5 M NaCl; 2 mM DTT; 60 mM imidazol; doplnéno PBS; pH 8

4.1.3.11.4  Elucni pufr
0,5 M NaCl; 2 mM DTT; 600 mM-imidazol; doplnéno PBS; pH 8

4.1.3.12 Tkanové kultury

4.1.3.12.1 D-MEM

90% (v/v) D-MEM; 10% (v/v) FBS; 40 pg/ml gentamycin; 0,25 mg/ml glutamin;
sterilni pfiprava, skladovano ve 4°C

4.1.3.12.2 RPMI 1640

90% (v/v) RPMI 1640; 10% (v/v) FBS; 40 pg/ml gentamycin; 0,25 mg/ml glutamin;
sterilni pfiprava; skladovano ve 4°C

4.1.3.13 Western blotting

4.1.3.13.1  Transferovy pufr
25 mM Tris.HCI; 192 mM glycin; 20% (v/v) methanol
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4.1.3.13.2  Blokovaci roztok na nitrocelulosové membrdny

PBS; 10% (w/v) suSené mléko (1,3 % tuku); 0,05% (v/v) TWEEN 20; 0,01% NaNj.

skladovano ve 4°C

4.1.3.13.3  Redici pufr na protilitky
PBS; 1% (w/v) susené¢ mléko (1,3 % tuku); 0,05% (v/v) TWEEN 20; mléko ptidano

ptred pouzitim pufru

4.1.3.14 Tris/ EDTA/ NaCl/ NaN; pufr (TENN)

20 mM Tris.HCI; 200 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM NaN;;, pH 74
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4.1.4 Pouzité organismy

4.1.4.1 Kmeny E. coli:

BL21 (DE3) pLysS (Invitrogen; dar Doc. RNDr. J. Tachezyho, Katedra parazitologie,
Pif UK)

F ompT gal dem lon hsdSg(rs” mg) MDE3) pLysS(cm®)

(uréeny pro expresi protein z T7 promotoru, pro vysokou ucinnost produkce ma

deletované nékteré proteasy)

TOP10 (Invitrogen)

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 deoR nupG recAl araD139
A(ara-leu)7697 galU galK rpsL(Str") endA1 A

(ur€eny pro klonovani, eliminace restriktas a nékterych endonukleas, vhodny pro piijem
velkych plazmidi, pro modro-bilou selekci ma deletovany cely lac operon a pro a-

komplementaci vneseny na @80 ¢astecné deletovany lacZ)

4.1.4.2 Bunécéné linie

(viechny ATCC; dar Prof. RNDr. V. Hofejsiho, CSc., UMG AV CR):
HeLa
lidska linie plvodem zadenokarcinomu délozniho krcku, adherentni, epitheloidni

morfologie

Ramos

lidska linie pivodem z Burkittova lymfomu, suspenzni, lymphoblastoidni morfologie
Jurkat

lidska linie pivodem z akutni T-lymfocytarni leukemie, suspenzni, lymphoblastoidni

morfologie
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4.2 Metody

4.2.1

Izolace RNA

RNA byla izolovana z bunéénych linii Ramos, Jurkat a HeLa. Sklizené tkarnové kultury

byly skladovany jako suché pelety v mikrozkumavkach v -80°C, dokud nebyly pouZzity.

1.

X NN kW

10.
11.
12.
13.

14.
15.
16.

4.2.2

resuspendace pelet vlyzaénim pufru v mnozstvi 1-2 ml na 1 peletu (aby
viskozita lyzatu umoznila pipetovani)

pfidani smési fenol/ chloroform (1:1) v mnoZstvi stejném jako byl objem
lyzaéniho pufru

protfepani lyzatu obracenim mikrozkumavky

centrifugace 15 min, 21 500x g, 4°C (centrifuga Universal 32R)

opakovani krokl 2-4 jesté 2x (pfipadné az do vyéefeni vodné faze)

spojeni vodnych fazi do jedné centrifuga¢ni zkumavky

pfidani ¢istého ethanolu v mnozstvi 2,5 nasobku objemu vodné faze

pokud nedoSlo k okamzitému vysraZeni nukleovych kyselin a soli, byla
zkumavka inkubovéna 10 min v -20°C

centrifugace 15 min, 2 600x g, laboratorni teplota (centrifuga Universal 32R)
odstranéni supernatantu

promyti pelety v 1 ml 70% (v/v) ethanolu

prevedeni roztoku do mikrozkumavky

centrifugace 10 min, 14 000x g, laboratorni teplota (stolni centrifuga Minispin
Plus)

opakovani krokl 11. a 13. jesté 2x

rozpusténi pelety ve 100 pl H,O

okamzité preneseni do kapalného dusiku

Reverzni transkripce RNA

Reverzni transkripce mRNA byla provedena kitem RevertAid H Minus M-MulLV

Reverse Transcriptase (Fermentas MBI) podle pokyni vyrobce.

1.

2
3.
4

ptidani 1 pl oligo dT18 primeru (koncentrace 0,5 pg/ pl) k 3,5 pg RNA v H,0O

. doplnéni reakéni smési H,O do 12 ul

kratka centrifugace (stolni centrifuga Minispin Plus)

. inkubace v termobloku 5 min, 70°C
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8.
9.

pfeneseni smési na led

ptidani 4 pl 5x reakéniho pufru, 1 pl inhibitoru ribonukleas (20 U/ul) a 2 pl
dNTP (10 mM)

inkubace 5 min, 37°C

pridani 1 pl RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase (200 U/pl)

reverzni transkripce 1 h, 42°C

10. zastaveni reakce inkubaci 10 min, 70°C

11. uchovavani produktu v -20°C

4.2.3 Amplifikace fragmenti genu AHNAK pomoci PCR

Fragmenty byly amplifikovany z cDNA zbunéénych kultur specifickymi primery.

Teplota naseddni primer byla o stupenl niz$i neZ teplota tani primerd uréend jako

Nearest Neighbor ve webové aplikaci Oligonucleotide Properties Calculator [78].

Tabulka s nazvy primer( a teplotami tani viz Tabulka 2-1.

Pro amplifikaci N-koncové domény (dale Ahnak-N) byla pfipravena tato reakéni smées:

10x Long PCR Bufter with MgCl, (15 mM) Sul

primer AhnakN_F Xhol (25 uM) 2 ul
primer AhnakN_ R BamHI (25 pM) 2l
dNTP (10 mM) 1 ul
cDNA Jurkat 1 ul
Long PCR Enzyme mix (5 U/ul) 0,5 ul
H,0 bez nukleas 38,5 ul

a pouZit program na cykleru viz Tabulka 4-3.

Tabulka 4-3 Nastaveni cykleru pro PCR Ahnak-N

Pocet cykll | program
teplota | trvani

1 94°C | I min

3 94°C | 20s
57°C |30s
70°C | 3,5 min

7 94°C | 20s
68°C |30s
70°C | 3,5 min

20 94°C | 20s
68°C | 30s
70°C | 4 min

1 70°C | 10 min
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Pro amplifikaci C-koncové domény (dale Ahnak-C) byla piipravena tato reakéni smés:

10x Long PCR Buffer with MgCl, (15 mM) Sul

primer AhnakC_F Xhol (25 uM) 2 ul
primer AhnakC_R_BamHI (25 pM) 2 ul
dNTP (10 mM) 1 ul
cDNA Jurkat 1 ul
Long PCR Enzyme mix (5 U/pl) 0,5 ul
H,0 bez nukleas 38,5 ul

a pouzit program na cykleru viz Tabulka 4-4.

Tabulka 4-4 Nastaveni cykleru pro PCR Ahnak-C

pocet cykll | program
Teplota | trvani
1 94°C 1 min
3 94°C 20's
56°C 30s
70°C 4 min
7 94°C 20s
68°C 30s
70°C 4 min
20 94°C 20s
68°C 30s
70°C S min
1 70°C 10 min

Pro amplifikaci repetitivni domény (dale Ahnak-rep) byla piipravena tato reakéni smés:

10x Long PCR Buffer with MgCl, (15 mM) 5pul

primer AhnakREP F Xhol (25 uM) 2 ul
primer AhnakREP R BamHI (25 pM) 2ul
dNTP (10 mM) 1 ul
cDNA Jurkat 1l
Long PCR Enzyme mix (5 U/ul) 0,5 pl
H,0 bez nukleas 38,5 ul

a pouZit program na cykleruTabulka 4-5
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Tabulka 4-5 Nastaveni cykleru pro PCR Ahnak-rep

pocet cykla program

teplota | trvani

1 94°C | 1 min
3 94°C 20s
53°C 30s

70°C | 4 min
7 94°C 20s
66°C 30s

70°C | 4 min
20 94°C 20's
66°C 30s

70°C | 5 min

1 70°C | 10 min

Produkt PCR reakce byl ulozen az do pouziti v -20°C.

4.2.4 PCR z kolonii

Narostlé kolonie byly kli¢kou sklizeny z plotny ZA. Po vy&arkovéani na zaloZni plotnu
ZA byly zbylé bakterie na kli¢ce resuspendovany v 38,5 pul H,O v mikrozkumavce na

PCR. Lyze byla provedena v cykleru programem viz Tabulka 4-6.
Tabulka 4-6 Nastaveni cykleru pro lyzi E. coli

pocet cykla program

teplota | trvani
1 96°C | S min
1 55°C | 5 min
1 96°C | 4 min
1 50°C | 4min
1 96°C | 3 min
1 45°C | 3 min
1 96°C | 3 min
1 40°C | 3 min

Smés byla kratce centrifugovana a PCR reakce byla pfipravena a dale provedena podle
postupu pro PCR konkrétniho fragmentu uvedeného vyse, v programu cykleru byla
pozménéna teplota nasedani primert bez pfidaného restrikéniho mista na teplotu

nasedani primeru s restrikénim mistem.

4.2.5 Extrakce DNA z agarosového gelu

Extrakce DNA zgelu byla provedena pomoci kitu QIAquick Gel Extraction Kit
(QIAGEN).
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1. vyfiznuti DNA zgelu skalpelem a preneseni do predem zvaZené
mikrozkumavky

2. zjisténi hmotnosti vytizlého prouzku gelu

3. pridani pufru QG v objemu 3 pl pufru na 1 mg hmotnosti prouzku gelu

4. inkubace 10 min (pfipadné do uplného rozpusténi gelu), 50°C s obcasnym
kratkym protfepanim na vortexu

5. v ptipad¢ velikosti DNA vétsi nez 4 kbp piidani isopropanolu v objemu 1 pl na
1 mg hmotnosti prouzku gelu

6. naneseni maximalné 800 pl roztoku na kolonku

7. centrifugace 1 min, 14 000x g, laboratorni teplota (stolni centrifuga Minispin
Plus)

8. odstranéni proteklého roztoku

9. pokud byl objem roztoku vétsi nez 800 ul, opakovani krokt 6-8 az do naneseni
celého objemu

10. naneseni 750 pl pufru PE na kolonku

11. centrifugace 1 min, 14 000x g, laboratorni teplota (stolni centrifuga Minispin
Plus)

12. odstranéni proteklého roztoku

13. vysuSeni kolonky centrifugaci 1 min, 14 000x g, laboratorni teplota (stolni
centrifuga Minispin Plus)

14. vyména mikrozkumavky

15. naneseni 20-50 pl H,O na kolonku

16. eluce DNA centrifugaci 1 min, 11 000x g, laboratorni teplota (stolni centrifuga
Minispin Plus)

4.2.6 TOPO TA klonovani PCR produktt

Pro TOPO TA klonovani se vyuZziva terminalni transferasové aktivity Taq polymerasy,
ktera na konce PCR produkti ptiddvd adenin, a transesterifikacni aktivity
topoisomerasy, kovalentné navdzané na koncich linearizovaného vektoru, ke
kovalentnimu vlozeni PCR produktu do pCR-XL-TOPO. 5 pl PCR produktu bylo
zkontrolovano analytickou elektroforézou v 1% (w/v) agarosovém gelu. Na preparativni
elektroforézu byl nanesen zbytek PCR reakce. Byla provedena za stejnych podminek

jako analytickd a DNA o spravné velikosti byla extrahovana z gelu. Pro TOPO TA
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klonovani byl pouzit kit pCR®-XL-TOPO® (Invitrogen). 2 ul pietisténého amplifikatu
byly smichédny s0,5 pl vektoru pCR-XL-TOPO a inkubovdny 5 min pfi 25°C
v termobloku. Po ptidani 0,5 pl 6x TOPO STOP a jemném zamichani byla smés kratce
centrifugovana a uloZena na led. Nasledovala chemickd transformace

chemokompetentnich £. coli TOP10.

4.2.7 Transformace E. coli

4.2.7.1 Chemicka transformace chemokompetentnich E. coli

1. pfidani 0,5 pg plazmidové DNA k 25 pl chemokompetentnich E. coli na ledu
. 30 min inkubace na ledu

. 30 s teplotni Sok 42°C

2

3

4. okamzité vloZeni do ledu na 2 min

5. pfidani 200 pl SOC média o teploté 37°C

6. 1 h tiepani (1 400 rpm) mikrozkumavky s transformovanyma E. coli pii 37°C
v termobloku

7. vyseti suspenze vmnoZstvi 50 a 150 pl na plotny sZA s pfisluinym
antibiotikem

8. inkubace pies noc pii 37°C

4.2.7.2 Transformace elektrokompetentnich E. coli elektroporaci

Na ledu bylo k 50 pl elektrokompetentnich E. coli v elektroporaéni kyveté piidano
maximalné 5 pl roztoku plazmidové DNA obsahujiciho 0,5 pg — 0,5 pg DNA.
Elektroporace byla provedena na elektroporatoru v rezimu Time constant protocol.
Pouzité parametry: §itka kyvety 2 mm, napéti 2,5 kV, ¢asova konstanta 5 ms.

Ihned po skonceni pulzu byl obsah kyvety resuspendovan v 1,5 ml TPB s 0,5 % (w/v)
glukosy a tfepan (1 400 rpm, 1 h, 37°C) v termobloku. Suspenze byla vyseta v mnoZstvi

50 a 300 pl na plotny s ZA s ptislusnym antibiotikem a inkubovéna pii 37°C pies noc.

4.2.7.3 Priprava elektrokompetentnich E. coli
Kultura E. coli BL21 (DE3) pLysS byla zao¢kovana do 3 ml TPB média a inkubovéna

pfi 30°C pies noc za tfepani (230 rpm). Takto pfipravené inokulum bylo prevedeno do

100 ml TPB média s 25 pg/ml chloramfenikolu a bylo inkubovéno za tfepani (230 rpm)
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pii 37°C do dosazeni OD = 0,4-0,6 pii vinové délce 600 nm. VSechno dale pouZivané

nadobi a roztoky byly predchlazeny na ledu.

1.

0 ® N AW

—
—_ O

4.2.8

30 min inkubace kultury na ledu

centrifugace 10 min, 3 000x g, 0°C (centrifuga 5804R)
resuspendace pelety v 10 ml sterilni deionizované H,O
centrifugace 10 min, 3 000x g, 0°C (centrifuga 5804R)
resuspendace pelety v 10 ml sterilni deionizované H,O
centrifugace 10 min, 3 000x g, 0°C (centrifuga 5804R)
resuspendace pelety v 10 ml sterilniho 10% (v/v) glycerolu
centrifugace 10 min, 3 000x g, 0°C (centrifuga 5804R)

resuspendace pelety v 10 ml sterilniho 10% (v/v) glycerolu

. rozplnéni vzniklé suspenze po 200 pl do sterilnich mikrozkumavek
. okamzité zmrazeni v kapalném dusiku

12.

preneseni aliquot do -80°C

Izolace plazmidu z E. coli (miniprep)

Plazmidy byly izolovany bud’ z tekuté kultury v TPB nebo z kultury narostlé na plotné

ZA. K izolaci byly vyuzity kity NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nalgene).

1.

NS e WD

10.
11.
12.

resuspendace bunék v mikrozkumavce ve 250 ul pufru A1 za pomoci vortexu
lyze ptidavkem 250 pl pufru A2

promichani pfevracenim mikrozkumavky

inkubace 5 min, laboratorni teplota

neutralizace lyzatu 300 pl pufru A3

promichéani pfevracenim mikrozkumavky

centrifugace 10 min, 11 000x g, laboratorni teplota (stolni centrifuga Minispin
Plus)

naneseni supernatantu na kolonku

centrifugace 1 min, 11 000x g, laboratorni teplota (stolni centrifuga Minispin
Plus)

odstranéni proteklého roztoku

naneseni 500 pl pufru AW ohtatého na 50°C na kolonku

centrifugace 1 min, 11 000x g, laboratorni teplota (stolni centrifuga Minispin
Plus)
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13. odstranéni proteklého roztoku

14. naneseni 600 pl pufru A4 s ethanolem

15. centrifugace 1 min, 11 000x g, laboratorni teplota (stolni centrifuga Minispin
Plus)

16. odstranéni proteklého roztoku

17. vysuSeni kolonky centrifugaci 2 min, 11 000x g, laboratorni teplota (stolni
centrifuga Minispin Plus)

18. vyména mikrozkumavky

19. naneseni 50 ul H,O

20. inkubace 1 min, laboratorni teplota

21. eluce DNA centrifugaci 1 min, 11 000x g, laboratorni teplota (stolni centrifuga

Minispin Plus)

4.2.9 Elektroforéza v 1% agarosovém gelu

Elektroforéza byla provedena v 1% (v/v) agarosovém gelu s 1 mg/ml ethidium bromidu
v TBE pii stdlém napéti 18 V/em délky gelu. Byl pouzit standard molekulovych
hmotnosti Gene Ruler DNA Ladder Mix. Gely byly prohliZzeny na UV transluminatoru a
snimany CCD kamerou Exwave HAD, uprava jasu a kontrastu byla v aplikaci DIPS

(Digital Image Processing System for Windows 5.0, Druckmdiller, Heriban).

4.210 Uréeni koncentrace DNA

Cirkularni DNA byla linearizovana restrikci a nanesena na 1% agarosovy gel ve 3
fedénich spolu s4 pl standardu Gene Ruler DNA Ladder Mix. Po rozdéleni
elektroforézou byla koncentrace odhadnuta na transluminatoru srovnanim intenzit

fluorescence vzorku s intenzitou fluorescence markeru.

4.2.11 Restrikce

4.2.11.1 Preparativni dvojnasobna restrikce restriktasami BamHI a

Xhol
Byla pfipravena restrikéni smeés o sloZeni:
plazmidova DNA 2-7 ug
10x Y pufr 4 ul
Xhol (10 U/ul) 1 ul
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BamHI (10 U/ul) 1 pl
H,O do celkového objemu 20 pl
a inkubovano 1h pti 37°C.

4.2.11.2 Preparativni restrikce restriktasou Ndel

Byla pfipravena restrikéni smés o sloZeni:

plazmidova DNA 2-7 ng
10x O pufr 2 ul
Ndel (10 U/pl) 1 ul
H,O do celkového objemu 20 pl

a inkubovano 1h pti 37°C.

4.2.11.3 Analyticka restrikce

Byla pfipravena restrikéni smés o sloZeni:

plazmidova DNA asi 200 — 400 ng
10x pufr dle enzymu 1 ul
Enzym 1 (10 U/pl) 0,2 pl
Ev. enzym 2 (10 U/ul) 0,2 ul
H,O do celkového objemu 10 pl

a inkubovano 1h pii 37°C.

Smés byla analyzovana elektroforézou v agarosovém gelu.

4212 Ligace

Byla pripravena liga¢ni smés o slozeni:

10x pufr pro T4 ligasu 2l
linearizovany vektor asi 100 ng DNA
inzert asi 200 ng DNA
T4 DNA ligasa (5 Weiss U/ul) 1 pl
H,O do celkového objemu 20 pl

a inkubovana 2h pfti 22°C.
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4,213 Sekvenace DNA

Sekvenace byla provedena pracovniky Sekvenaéni laboratofe Pif UK nebo Sekvenaéni
laboratote MBU AV CR. PouZivané sekvenatni primery pro jednotlivé vektory

viz Tabulka 4-2.

4214 Exprese rekombinantniho proteinu

Vybrana kolonie byla zao¢kovana do 3 ml TPB média s ampicilinem (100 pg/ml) a
inkubovana pii 30°C pies noc za tiepani (230 rpm). Takto pfipravené inokulum bylo
ptevedeno do 100 ml TPB média s pfisluSnym antibiotikem a bylo inkubovano za
tiepani (230 rpm) pti 37°C do dosazeni OD = 0,6-0,8 pii vinové délce 600 nm. Poté
byla teplota snizena na 30°C a exprese indukovana piidanim IPTG (kone¢na
koncentrace 1 mM). Po indukci byla kultura inkubovana asi 5 h pfi 30°C a potom ptes
noc uloZena ve 4°C. Sucha peleta po centrifugaci (15 min, 1 124x g, laboratorni teplota)
byla bud’ okamzité¢ resuspendovana v pufru poZadovaném pro dalsi aplikace nebo

skladovana v -80°C.

4.2.15 Lyze E. coli BL21 (DE3) pLysS

E. coli BL21 (DE3) pLysS nesou plazmid pLysS, diky kterému je produkovano malé
mnozstvi T7 lysozymu. To usnadnuje lyzi bakterii. Peleta po centrifugaci bakteridlni
kultury (15 min, 1124xg, laboratorni teplota) byla resuspendovana v pufru podle dalsiho
pouZiti lyzatu s inhibitory proteas. Cyklus zmrazeni suspenze v kapalném dusiku a téni
ve vodni lazni o teploté asi 15°C byl proveden 3x. Suspenze byla na ledu 5-20 min

sonikovana na plny vykon.

4.2.16 SDS-PAGE

Exprese, rozpustnost a postup purifikace byly sledovany pomoci SDS-PAGE [79].
Elektroforéza byla provedena pii stdlém napéti 200 V za chlazeni. Byly pouZity

markery molekulovych hmotnosti Precision Plus Protein prestained standards.

4217 Western blotting

1. transfer proteini z PAA gelu na nitrocelulosovou membranu semi-dry systémem
s transferovym pufrem pii proudové hustot& 0,8 mA/cm” po dobu 1,5 h
2. 1 h blokovani membrany v blokovacim roztoku na nitrocelulosové membrany

3. oplachnuti membrany PBS s 0,05% (v/v) Tween20
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4. 1 h inkubace pii pokojové teploté (nebo ve 4°C pies noc) s primarni protilatkou
1000x natedénou do fediciho pufru na protilatky

5. 3x Sminutové promyti v PBS s 0,05% (v/v) Tween20

6. inkubace v 10 000x natedéné sekundarni protilatce GAM konjugované s HRP
v fedicim pufru za stejnych podminek jako u primarni protilatky

7. 5x Sminutové promyti v PBS s 0,05% (v/v) Tween20

8. naneseni substratu pro ECL na membréanu

9. detekce chemiluminiscence v mistech aktivity HRP za pouziti modrého RTG

filmu a pfistroje na vyvolavani filma

4.2.18 Detekce proteinti v PAA gelu CBB

Gely byly za mirného michani 1 h barveny vCBB a potom odbarvovany

v odbarvovacim roztoku az do dostate¢né redukce pozadi.

4.2.19 Detekce proteint v PAA gelu stifibrem

1. 30 minut fixovani v roztoku 40% (v/v) ethanolu a 10% (v/v) kyseliny octové
1 h promyti ve vodé MiliQ

2 min senzitizace v 0,02% (w/v) roztoku thiosiranu sodného

2x 1 min promyti MiliQ vodou

30 min inkubace v 0,1 % (w/v) roztoku dusi¢nanu stiibrného

2x 1 min promyti MiliQ vodou

N v ke w D

vyvolani 2% (w/v) roztokem uhli¢itanu sodného s ptidavkem 0,04% (w/v)
formaldehydu
8. zastaveni vyvolani po dosaZeni optimalniho kontrastu piidavkem 5% (v/v)

kyseliny octové

4.2.20 Afinitni chromatografie na Histrap FF crude (Amersham
Biosciences)

Ve vSech pufrech, ve kterych byl rekombinantni protein, byly inhibitory proteas E-64

(kone¢na koncentrace 10 pM), AEBSF (kone¢na koncentrace 1 mM) a pepstatin

(kone¢na koncentrace 1 uM). Zmrazena sucha peleta ze 100 ml bakteridlni kultury byla

resuspendovana ve 3 ml lyza¢niho pufru a lyzovana. Lyzat byl centrifugovan (15 min,
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4500x g, 4°C). Supernatant byl az do naneseni na kolonku uchovavan na ledu. Pritok

kolonkou byl 1 ml/min, nanaSeni bylo provadéno injekéni stiikackou.

1.

NS ke

8.

promyti kolonky 2,5 ml H,O

ekvilibrace 2,5 ml ekvilibra¢niho pufru

naneseni supernatantu z lyzatu

jimani 0,5 ml frakci az do zavére¢ného vymyti
promyti kolonky 6 ml promyvaciho pufru

eluce rekombinantniho proteinu 6 ml elu¢niho pufru
¢isténi kolonky 5 ml 20% (v/v) ethanolu

uloZeni ve 4°C

Z kazdé frakce bylo odebrano 50 pl na SDS-PAGE, k nim bylo pfiddno 50 pl 2x

vzorkového pufru pro SDS-PAGE a poté 10 min vaieno. Frakce byly ulozeny v -80°C.

4.2.21

Afinitni chromatografie na HIS-Select Spin Columns
(Sigma)

Ve vsech pufrech, ve kterych byl rekombinantni protein, byla smés inhibitorl proteas

Protease Inhibitor Cocktail for use in purification of Histidine-tagged proteins. Pro

purifikaci byla polovina pelety ze 100 ml kultury resuspendovéna v 3 ml ekvilibraéniho

pufru s 20 pl smési inhibitori a lyzovana. Lyzat byl centrifugovéan (15 min, 4 500x g,
4°C, centrifuga 5804R).

1.

umisténi kolonky do 2 ml mikrozkumavky

. naneseni 600 pl ekvilibraéniho pufru s 1 pl smési inhibitor na kolonku
. centrifugace 2 min, 600x g, laboratorni teplota (stolni centrifuga Minispin Plus)
. odstranéni proteklého roztoku

. naneseni 300 pl supernatantu z lyzatu na kolonku

2
3
4
5
6.
7
8
9

centrifugace 2 min, 600x g, 4°C (stolni centrifuga Minispin Plus)

. uschovani proteklého roztoku na ledu
. premisténi kolonky do nové mikrozkumavky

. prvni promyti 600 pul ekvilibraéniho pufru s 1 pl smési inhibitord

10. centrifugace 2 min, 600x g, 4°C (stolni centrifuga Minispin Plus)

11. uschovani proteklého roztoku na ledu

12. ptemisténi kolonky do nové mikrozkumavky
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13. druhé

az

étvrté

promyti

opakovanim krokd 9-12

s modifikovanymi

ekvilibraénimi pufry (viz Tabulka 4-7, Tabulka 4-8)

Tabulka 4-7 Pouzité pufry pro purifikaci za nativnich podminek

typ (Veluc,:e klesajici pH | rostouci iontova sila rost01.JC1.k0ncentrace
poradi imidazolu

1. promyti ekvilibra¢ni pufr [, pH 8,0

2. promyti pH 6,0 0,5 M NaCl 2 mM imidazol

3. promyti pH 5,0 1,5 M NaCl 20 mM imidazol

4. promyti pH 4,0 pH 4,0 250 mM imidazol

Tabulka 4-8 PouZité pufry pro purifikaci za denaturujicich podminek:

typ cvalu?e klesajici pH | rostouci iontova sila rost01.101.koncentrace
poradi imidazolu

1. promyti ekvilibra¢ni pufr II, pH 8,0

2. promyti pH 6,0 0,5 M NaCl 2 mM imidazol

3. promyti pH 5,0 1,5 M NaCl 20 mM imidazol

4. promyti pH 4,0 pH 4,0 250 mM imidazol

Jednotlivé ziskané frakce byly vysrazeny TCA (vyslednd koncentrace 10% (v/v)),
vysuSeny na rotacnim vakuovém koncentratoru a resuspendovany ve 100 pl 2x
vzorkového pufru pro SDS-PAGE + 100 pl 1,5 M Tris.HCI, pH 8,8; vafeny 10 min za
trepani (850rpm) v termobloku a pak az do analyzy na SDS-PAGE uchovéavéany
v -20°C.

4.2.22 Chromatografie na iontoménici

Ve vSech pufrech, ve kterych byl rekombinantni protein, byla smés inhibitor proteas
Protease Inhibitor Cocktail for use in purification of Histidine-tagged proteins.
Vzhledem k bazickému pl obou rekombinantnich proteind (pI vypocitdno na zakladé
aminokyselinové sekvence) byl pro provedeni chromatografie zvolen CM-Sephadex
C-50. Bohuzel klasické kolonové uspotadani se vzhledem k nandSenému materidlu
ukédzalo jako nepraktické, proto byla zvolena vsadkova metoda. 0,5 g CM-Sephadexu
C-50 bylo resuspendovdno v 50 ml ekvilibraéniho pufru a 2 h za stdlého michani
vaieno. Objem byl ekvilibra¢nim pufrem znovu doplnén na 50 ml a pfes noc michén pti
laboratorni teploté. Peleta ze 100 ml kultury byla resuspendovéna v 3 ml ekvilibra¢niho
pufru s 20 pl smési inhibitord proteas a lyzovana. Lyzat byl centrifugovan (30 min,
4 500x g, 4°C, centrifuga 5804R). Dalsi manipulace se uskute¢nily v chladové mistnosti

s predchlazenymi roztoky.
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pridani supernatantu k ptipravené CM-Sepharose v kadince

1,5 h michani suspenze na magnetické michacce

centrifugace 15 min, 16x g, 4°C (centrifuga Universal 32R)
uschovani supernatantu v -20°C

resuspendovani pelety v 15 ml ekvilibra¢niho pufru s 20 pl inhibitort
1 h michéani suspenze na magnetické michacce

centrifugace 15 min, 16x g, 4°C (centrifuga Universal 32R)

resuspendace v 15 ml ekvilibraéniho pufru s 20 pl inhibitort

A S A o

michani pies noc

—
O

. pocet promyvani elu¢nim pufrem se zvysujici se iontovou silou se liSil pro oba

rekombinantni proteiny; béhem eluce byly opakovény kroky 3-6

4.2.22.1 Eluce ionexové Kkolony s navazanym rekombinantnim

Ahnak-N

Jednotlivé eluéni pufry byly ptipraveny tak, Ze k 3 ml 0,2x PBS s 6 pl smési inhibitord
byl pfidan 3 M NaCl v mnozstvi podle Obr. 4.3 a roztok byl doplnén do 6 ml vodou.
Z kazdé frakce purifikace Ahnak-N byl do centrifugaéni zkumavky odebran 1 ml, ktery
byl pfesraZzen 8 ml acetonu vychlazeného na -20°C. Po centrifugaci (5 min, 670x g,
laboratorni teplota, centrifuga Universal 32R) byly pelety nechany volné 3 h vyschnout
pii laboratorni teploté. Pelety byly resuspendovany v 300 pl 1x vzorkového pufru pro

SDS-PAGE, pievedeny do mikrozkumavky a 10 min vafeny, nasledovala analyza na
SDS-PAGE.

4.2.22.2 Eluce ionexové kolony s naviazanym rekombinantnim

Ahnak-C

Jednotlivé eluéni pufry byly pripraveny tak, Ze k 5 ml 0,2x PBS s 10 pl smési inhibitord
byl pfidan 3 M NaCl v mnozstvi podle Obr. 4.3 a roztok byl doplnén vodou do 10 ml.
Z kazdé frakce purifikace Ahnak-C bylo odebrano do mikrozkumavky 600 pl, které
byly pifesrazeny 66 pl 100% TCA. Po centrifugaci (5 min, 20 000x g, laboratorni
teplota, stolni centrifuga Minispin Plus) byly pelety vysuSeny na rota¢nim vakuovém
koncentratoru a resuspendovany ve 100 pl 2x vzorkového pufru + 100 pl 1,5 M
Tris.HCI, pH 8,8; 10 min za tfepani (850 rpm) vafeny v termobloku a pak analyzovany
na SDS-PAGE.
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Obr. 4.3 SloZeni elu¢nich roztokii pro ionex

4.2.23 Afinitni chromatografie na stfedotlaké koloné

Afinitni chromatografii na stfedotlaké kolon¢ provedl Mgr. Petr Jedelsky. Pro afinitni
chromatografii byla pouZita sestava Bio-Rad Biologic Duoflow osazena vodivostnim
detektorem, ¢tyfkanalovym UV-Vis detektorem, pH elektrodou a sbéracem frakci. Pro
separaci byla pfipravena kolona o vnitinim priméru 1 cm s néplni HIS-Select™ Nickel
Affinity Gel o objemu naplné 2 ml. Pro chromatografii byly pouzity pufry doporucené
vyrobcem. Pro nativni podminky byl pouzit 50 mM fosfatovy pufr pH 8,0 s 0,3 M
NaCl, pro eluci tentyZ pufr doplnény na 250 mM imidazolu. Pro denaturujici podminky
byl vyuzit 100 mM fosfatovy pufr pH 8,0 s 8 M mocovinou, pro eluci 100 mM
fosfatovy pufr pH 4 s 8 M moc€ovinou. Pritok kolonou byl nastaven na 1 ml/min. Pfi
separaci byla kolona nejprve ekvilibrovana pritokem 10 ml ekvilibraéniho pufru,
nasledné¢ byl na kolonu prostfednictvim automatického mnohocestného ventilu
aplikovan vzorek. Piiprava vzorku probihala tak, Ze peleta z 10 ml kultury byla
resuspendovana v ekvilibraénim pufru s inhibitory a lyzovana. Lyzat byl centrifugovan

(30 min, 4 500x g, 4°C). Po promyti kolony po¢ate¢nim pufrem (5 ml) bylo zahajeno
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sméSovani gradientu tak, aby bylo béhem 30-40 ml dosazeno 100% elu¢niho pufru. Po
dalsich 5 ml 100% elué¢niho pufru bylo pfepnuto promyti zékladnim pufrem a kolona
byla ptipravena pro dal$i pouziti. Mezi pouZitimi byla kolona nejprve promyta vodou a
nasledné uchovavana ve 30% ethanolu. Detekce byla zajisténa snimanim absorbance pfi
280 nm, v pripad¢ eluce za denaturujicich podminek byla pouZzivéna i pH elektroda. Pro
ucely analyzy sloZeni eludtu byl po pocatecni optimalizaci strmosti a rozsahu gradientu
pouzivan automaticky sbéra¢ frakci snastavenim objemu sbirané frakce 0,5 ml.
Jednotlivé ziskané frakce byly vysrazeny TCA (vysledna koncentrace 10% (v/v)),
vysuSeny na rotaénim vakuovém koncentratoru a resuspendovany ve 100 pl 2x
vzorkového pufru pro SDS-PAGE + 100 pl 1,5M Tris.HCI, pH 8,8; 10 min za tfepani
(850rpm) vareny v termobloku a pak az do analyzy na SDS-PAGE uchovavéany
v -20°C.

4.2.24 Pfiprava vzorku rekombinantniho proteinu pro

hmotnostni spektrometrii

Na SDS-PAGE bylo naneseno 50 pl vzorku zpfedchozich SDS-PAGE analyz
z posledni frakce z purifikace na Histrap FF crude (Amersham Biosciences) na 12%
PAA gel vpiipadé Ahnak-N, na 10% PAA gel v piipadé Ahnak-C. Po ukonceni
elektroforézy byly proteiny vgelu obarveny CBB a prouzek odpovidajici
rekombinantnimu proteinu byl skalpelem vyfiznut a nakrajen na 1 mm kousky.
Postup odbarvovani a $tépeni v gelu

1. ptidani 200 pl odbarvovaciho roztoku k nakrajenému gelu
5 min sonikace
odsani supernatantu
opakovani krokl 1-3 az do Uplného odbarveni gelu
ptidani 100 ul H,O
5 min sonikace
odsani supernatantu

pfidani 100 pl acetonitrilu

A S A S

5 min sonikace

10. odsani supernatantu

11. opakovéni kroka 5-10 jesté 2x

12. pfidani 200 pl 50% (v/v) acetonitrilu
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13. 5 min sonikace

14. odsani supernatantu

15. 10 min suseni gelu v rota¢nim vakuovém koncentratoru
16. rehydratace gelu §tépicim pufrem s trypsinem

17. inkubace pies noc pii 37 °C

18. pridavek acetonitrilu do vysledné koncentrace 30 % (v/v)
19. 20 min sonikace

20. supernatant byl pouzit k dal$im analyzam

4.2.25 Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

Megfeni na pristroji BIFLEX II (Bruker-Franzen, SRN) provedl RNDr. Miroslav Sulc,
Ph.D. (MBU, AV CR).

4.2.26 Tkanové kultury

HelLa burky byly péstovany v D-MEM v CO; inkubatoru pii 37°C s5% CO,
a pasaZzovany 2x tydné trypsinem s EDTA. Ramos a Jurkat byly péstovany v RPMI
1640 v CO; inkubdatoru pii 37°C s 5% CO, a pasdZzovany odstranénim % média 3-4x
tydné.

4.2.27 Transfekce HeLa bunék konstrukty pEGFP

Fragment Ahnak-N v pEGFP-C3 a fragment Ahnak-C v pEGFP-C2 byly transfekovany
do HeLa bunék. HeLa bunky byly nasazeny na Sestijamkovou desti¢ku do 2 ml D-MEM
a nechany 2 dny rist do 80% konfluence. Transfekce byla provedena kationickym
lipofekénim ¢inidlem Lipofectamine 2000 (Invitrogen).
Postup pripravy lipofekéniho ¢inidla pro jednu jamku v Sestijamkové desticce:

1. nafedéni 1-6 pg plazmidové DNA do objemu 250 pl bezsérového D-MEM
jemné promichani
nafedéni 10 pl Lipofectamine 2000 ve 240 pl bezsérového D-MEM
jemné promichani
inkubace 5 min, laboratorni teplota
smichéani nafedéné DNA a nafedéného Lipofectamine 2000
jemné promichani

inkubace 20 min, laboratorni teplota

0 ® N v»oR WD

pfidéani roztoku k burikdm do média
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Postup pripravy lipofekéniho ¢inidla pro jednu jamku ve dvaceti¢tyfjamkové desticce:
jednotlivé kroky jsou stejné, zmenSen je objem pro fedéni na 50 pl bezsérového
D-MEM, mnozZstvi DNA na 0,1 -1 pg a mnozstvi Lipofectamine 2000 na 2 pl.

Vyména média byla v obou pripadech provedena 8-12 h po transfekei.

4.2.28 Klonovani transfektanti metodou mezniho fedéni

HeLa bunky byly prevedeny do suspenze trypsinem s EDTA a spocitany pomoci
Buerknerovy komurky. Postupné byly nafedény v médiu na 50 bun¢k v 10 ml. Ty byly
rozdéleny po 100 pl do devadesatiSestijamkové desti¢ky s plochym dnem. Po 1 tydnu
kultivace bylo vyménéno médium a byla pfidana selekce 0,25 mg/ml geneticinu. Po
dalSich dvou tydnech kultivace byly desticky prohlédnuty inverznim fluorescenénim
mikroskopem a od kazdého konstruktu byly vybrany 3 pozitivni kolonie, které byly
pasadzovany trypsinem s EDTA a pfeneseny na Sestijamkovou desti¢ku do 1 ml média

s 0,25 mg/ml geneticinu. Po dosaZeni dostate¢ného nértstu kultury byl klon zamrazen.

4.2.29 Zamrazovani bunéénych kultur

Bunky byly sklizeny do centrifuga¢nich zkumavek a centrifugovéany (8min, 170x g,
4°C). Pelety byly resuspendovany v médiu s 10% (v/v) DMSO a rychle rozpipetovany
do zamrazovacich ampuli. Ampule byly ihned preneseny do -20°C a po 20 minutich
pfemistény do -80°C, po dal$ich 3 hodinach bylo mozné vlozit ampule do kontejneru

s kapalnym dusikem.

4.2.30 Fixace preparatt pro imunofluorescenc¢ni mikroskopii

Prvni dva kroky postupu byly provedeny na vyhfivaci desce nastavené na 37°C
s roztoky piedehfatymi na 37°C.

1. oplachnuti krycich skel s narostlou buné¢nou kulturou PBS

2. 20 min inkubace v PBS s 4% (w/v) paraformaldehydu
2x5 min promyti v PBS

(U'S)

5 min neutralizace zbytkl formaldehydu v 15 mM NH4Cl
2x5 min promyti v PBS

SANER AN

pouziti skel pro fluorescencni barveni nebo kratkodobé uchovavani ve 4°C

v PBS 5 0,01% (w/v) NaNj3;
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4.2.31 Barveni pro imunofluorescenéni mikroskopii

1. 5 min permeabilizace v PBS s 0,05% (v/v) Tritonem X-100

oplachnuti PBS

30 min blokovéni v PBS s 5% (w/v) BSA

1h inkubovani s primarni protilatkou nafedénou do PBS s 1% (w/v) BSA

3x promyti v PBS

1 h inkubovani v PBS s 1% (w/v) BSA a s 500x fedénou sekundarni protilatkou

A

konjugovanou s AlexaFluor
7. 3x promyti v PBS

8. zamontovani krycich skel do Mowiolu s DAPI na podlozni sklo

55



5 Vysledky
5.1 Navrzeni primera pro klonovani fragmenti genu AHNAK

Aby byly pokryty vSechny mozZnosti umisténi lokalizaénich signdld a interakénich
motivi, byly vybrany sekvence ze dvou unikatnich domén Ahnaku, tedy z C- a N-
koncové domény, a €ast z repetitivniho useku ve stfedni ¢asti. Aby mohly byt vybrané
sekvence Ahnaku klonovany, byly navrZeny primery pro jejich amplifikaci z cDNA.
Primery pro N- a C-koncovou doménu (dale Ahnak-N a Ahnak-C) byly navrZeny tak,
aby byly tyto domény ziskdny témét celé. Pomoci webové aplikace Nucleic Acid Dot
Plots' [80] byly nalezeny uvnité repetitivni domény oblasti s relativng unikatni
sekvenci,kam byly poloZeny specifické primery — viz Obr. 5.1.Pro navrZeni primert
byla pouzita sekvence mRNA zvefejnénd v databazi GenBank [81] pod ptistupovym
¢islem NM 001620 v kvétnu 2005. Primery doplnéné o restrikéni mista pro vkladani

fragmenti do expresnich vektord byly navrZzeny pomoci programu PerlPrimer [82].

Make Plot I vandow Size {15 tismatch Limit |0

|You clicked near base 7290 n DNA 1 and base 7290 1n DNA 2

DNA 1 on honzontal axis = 18815 bases
DNA 2 on vertical axis = 18815 bases
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Obr. 5.1 Vnitini podobnost nRNA AHNAKu (NM_001620).
Mista s vysokou hustotou bodi predstavuji repetitivni sekvence.
Zakrouzkované oblasti s unikatni sekvenci byly vychozi pro navrZeni

primert pro klonovani repetitivni ¢asti.

' Dot plot se pouziva pro jednoduché porovnavani dvou sekvenci. Je to dvoudimenzionalni matice, kde
osy pfedstavuji porovnavané sekvence. Okno pevné velikosti z jedné sekvence na jedné ose klouZe po
sekvenci na druhé ose a pfi identit® obou sekvenci je matice na tomto mist& oznatena bodem. Proto se pfi
porovnavani dvou stejnych sekvenci objevi na diagondle nepferuSovana linie bodli. Tento zplsob
porovnavani sekvenci je vyhodny pro hledani ptimych nebo invertovanych repetic apod.
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Sekvence vybrané pro klonovani byly zkontrolovany pomoci webové aplikace
NEBcutter V2.0 [83], aby neobsahovaly stejnd restrikéni mista, jako byla v primerech.
Umisténi primera v sekvenci AHNAK je na Obr. 5.2, jejich sekvence viz Tabulka 2-1.

Primery byly skladovany jako 25 uM vodny roztok v -20°C.

‘AHNA@ AhnakN_F _Xhol
00 7900
AhnakN_R_BamH|
e 2500 d

NM_001620

NM_001620

s i i o0
NM_001620

3500 000" 0300
NM_001620
AhnakREP_F_Xhol
NM_001620
|AhnakREP_R_BamHi|
9000 ~9000— 10000

———
NM_001620

~—10000 T1000 1000 12000

eskesssssssssah e ——————————
NM_001620

12900 13000

——— ds—————

NM_001620
000

NM_001620

NM_001620

AhnakC_R_BamHl|

NM_001620

Obr. 5.2 Umisténi vybranych fragmenti v sekvenci AHNAK. Modfe sekvence mRNA, Zluté
ptekladana oblast, zelené trojiihelniky a popisky oznaduji polohu a nazev primeru.

5.2 Vybér zdroje pouzivanych cDNA

Pro pfipravu ¢cDNA byly z dostupnych tkanovych kultur vybrany takové, které mély
vysoky obsah mRNA AHNAKu. Vybér bunéénych kultur pro ptipravu cDNA se fidil
v ptipadé HeLa buné€k praci [84], v pfipadé Jurkat a Ramos databazi Garvan U133AB,
obsahujici udaje o expresi 44 936 variant proteint v lidskych leukocytech, poskytnutou
RNDr. Karlem Drbalem, Ph.D (UMG, AV CR).
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3 kbp

1 kbp

Obr. 5.3 Elektroforetogram produkti PCR.
Amplifikace cDNA Jurkat.

5.3 Klonovani fragmentu genu AHNAK vektorem pCR-XL-
TOPO

Pfi klonovéani byly nejdiive fragmenty amplifikovany specifickymi primery z cDNA
pomoci PCR. V ptipadé¢ Ahnak-rep se nepodaiilo najit podminky PCR, pfi kterych by
vznikal specificky produkt. Ahnak-N a Ahnak-C se podarilo specificky amplifikovat ze
vSech typti cDNA (Obr. 5.3) a pro dalsi amplifikaci byly tyto fragmenty klonovany
pomoci pCR-XL-TOPO vektoru (mapa viz 4.1.2.2), kterym byly transformovény E. coli
TOP 10. Aby byly nalezeny klony s vloZenymi fragmenty, byly pfipraveny miniprepy
plazmidi z jednotlivych kolonii po transformaci. Ty byly kontrolovany analytickou
restrikci bud’ BamHI a Xhol nebo EcoRI, které vystépuji vloZeny fragment z plazmidu.
Klony s vloZenymi fragmenty o spravné velikosti byly ¢aste¢né sekvenovény z primerd
M13 (obklopuji polylinker plazmidu a slouzi k sekvenaci vloZenych fragmentl) (viz
Tabulka 4-2). Pokud i sekvenace ukézala, Ze jsou v poradku, byly fragmenty pouZity

pro konstrukci expresnich vektort.

5.4 Vkladani fragmentu genu AHNAK (z pCR-XL-TOPO) do

expresnich vektoru

54.1 pET-15b

Pro ziskani dostate¢ného mnozstvi rekombinantniho proteinu pro imunizace, nasledny
screening hybridomid a testovani sér pacientll s autoimunitnimi chorobami bylo
rozhodnuto vyuZit expresniho systému v E. coli. Pro usnadnéni nésledné purifikaci byl

vybran expresni vektor pET-15b (mapa vektoru viz 4.1.2.2), ktery obsahuje v t€sném
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sousedstvi mista pro vkladani exprimovaného fragmentu kratkou sekvenci kédujici Sest
histidind a misto rozpoznavané proteasou thrombinem. Tato sekvence se exprimuje
spolu s vloZzenym fragmentem v jednom polypeptidu, ktery tak na svém N-konci nese
tzv. his-tag, odstépitelny thrombinem. Pomoci his-tagu se protein zachyti pii afinitni
chromatografii na koloné s imobilizovanymi nikelnatymi ionty a muze byt eluovan
gradientem imidazolu. Dal$i vyhodou his-tagu je moznost detekce rekombinantniho
proteinu Western blottingem komer¢nimi monoklondlnimi protiladtkami proti his-tagu.
Do pET-15b byly fragmenty vkladany pfes restrikéni mista rozezndvana restriktasami
BamHI a Xhol, ktera jsou v polylinkeru vektoru a ktera byla do vkladanych fragmentd
vnesena PCR (specifickymi primery stémito misty). Preparativni restrikce byla
provedena obé€ma restriktasami najednou, pET-15b byl soucasné s restrikci
defosforylovan CIAP (ptidany 2 U do restrikéni smési), aby se béhem ligace zamezilo
recirkularizaci bez vlozeného fragmentu. Restrikéni smési byly rozdéleny na
preparativni agarosové elektroforéze a linearizovany vektor pET-15b a fragment
vystépeny z pCR-XL-TOPO byly extrahovany z gelu. Fragment byl do linearizovaného
expresniho vektoru zaligovan pomoci T4 DNA ligasy. Liga¢ni smési byly chemicky
transformovany E. coli TOP10, aby se docililo amplifikace konstruktu. Pro ovéfeni
vloZeni fragmentd byly z narostlych kolonii vybrany tfi od kazdého konstruktu pro
miniprep. Konstrukty pET-15b_Ahnak-N a pET-15b_Ahnak-C byly ovéfeny
analytickou restrikci riznymi restriktasami (Obr. 5.4) a ¢asteéné sekvenovany pomoci
T7-promotor primeru a T7-terminator primeru (viz Tabulka 4-2), které lezi na okrajich
exprimované sekvence.

ProtoZe z konstruktu pET-15b Ahnak-C se nezdafila exprese z transformovanych
E. coli (DE3) BL21 pLysS, byl zkloni pouzitych pro expresi proveden miniprep
plazmidi. Z nich byla pro ovéfeni fragmentl provedena analytickd restrikce. Protoze
plazmid mél vlozeny fragment, ktery byl podle restrikci v pofddku, byl revidovén cely
postup konstrukce plazmidu od navrzeni primert az po transformaci E. coli (DE3)
BL21 pLysS. Chyba se ukdzala v navrzeni primeru AhnakC F Xhol, diky kterému
nebyl vklddany fragment ve Ctecim ramci s his-tagem. Ve fragmentu vSak bylo ve
¢tecim ramci restrikéni misto Ndel, které se nachazelo i v polylinkeru pET-15b, ¢ehoz
bylo vyuZito pro opravu. Konstrukt pET-15b_Ahnak-C byl §tépen Ndel, restrikéni smés
byla rozdélena na preparativni agarosové elektroforéze a vektor byl extrahovan z gelu.

Linearizovany vektor bez vystépené c¢asti byl recirkularizovan T4 DNA ligasou.

59



Restrikéni ovétovani konstruktu pET-15b_Ahnak-C2 je na Obr. 5.6, sekvenovani bylo
obdobné jako u piivodniho konstruktu. Vysledné konstrukty pET-15b_Ahnak-C, pET-

15b_Ahnak-C2 a  pET-15b_Ahnak-N znazornény na  Obr. 5.5.

jsou

pET-15b_Ahnak-C BamHI/Xhol

Fragment koordinaty | délka (bp)
e d
6 KDpm g oa BamHI-Xhol 2823-8525 | 5703
3 kop= é‘“ Xhol-BamHI 8526-2822 | 2822
i
et
pET-15b_Ahnak-N BamHI/Xhol
£ Fragment koordinaty | délka (bp)
6 kops S5 == BamHI-Xhol 1042-6744 | 5703
§ Xhol-BamHI 6745-1041 | 1041
-
L
N
1 KOp" ws am
-

Dréaha 1) pET-15b_Ahnak-C EcoRI/KspAl

Fragment koordinaty | délka (bp)
KspAI-EcoRI 7132-3143 | 4537
EcoRI-KspAl 3144-7131 | 3988
Dréha 2) pET-15b_Ahnak-C KspAl/Xhol
Fragment koordinaty | délka (bp)
Xhol-KspAl 8526-7131 | 7131
KspAl-Xhol 7132-8525 | 1394

Obr. 5.4 Restrikéni ovéFeni sekvence konstrukti s pET.
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"M 1 2 pET-15b _Ahnak-C2 Apal/ApaLl
Fragment koordinaty | délka (bp)
! ApaLI-Apal 4979-7193 | 2215
2,5 kopw
1,5 Kops : Apal-Apall 1605-3232 | 1628
' ApaLl-ApaLl 7417-420 1287
= ApaLl-Apall | 3233-4478 | 1246
— Apal-Apal 742-1604 | 863
v ApaLlI-ApaLl 4479-4978 | 500
ApaLI-Apal 421-741 321
Apal-ApalLl 7194-7416 | 223
pET-15b_Ahnak-C2 HindIII
6 kop= gl = Fragment koordinaty | délka (bp)
2 kopw e HindIII-HindIII 2876-977 6385
; HindIII-HindIII 1091-2875 | 1785
:“ HindIII-HindIII 978-1090 113

Obr. 5.6 Restrik&ni ovéFeni sekvence konstruktu pET-15b_Ahnak-C2

17 Ahnak-h A\

Hdeel  thbel
Xhol

00 =

\
[ wd
322 P8R 12

Obr. 5.5 Schémata konstrukti.
Zleva: pET-15b_Ahnak-N, pET-15b_Ahnak-C, pET-15b_Ahnak-C2
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5.4.2 pEGFP-C

Vektor pEGFP-C (mapa viz 4.1.2.2) se pouziva pro expresi proteinii fizovanych na N-
konci s EGFP v eukaryotech. Flzovani s EGFP umozZiuje sledovani vnitrobuné¢éné
lokalizace pomoci fluorescenéniho mikroskopu pfimo na zZivych builkach, ¢imz jsou
odstranény artefakty vznikajici fixaci a pouzitim protilatek, ale na druhou stranu mohou
vzniknout chybné lokalizace kvuli zméné konformace fiizniho proteinu.

Pro dodrzeni Eteciho ramce byl Ahnak-N vkladan do pEGFP-C3 a Ahnak-C do pEGFP-
C2 pfes restrikéni mista Xhol a BamHI. Preparativni restrikce byla provedena obéma
restriktasami najednou, pEGFP-C byl souasn€ s restrikci defosforylovan CIAP
(ptidany 2 U do restrikéni smési), aby pfi ligaci nedochazelo k recirkularizaci bez
vloZzeni fragmentu. Restrikéni smési byly rozdé€leny na preparativni agarosové
elektroforéze a linearizované vektory pEGFP-C a fragmenty vystépené z pCR-XL-
TOPO byly extrahovany z gelu. Fragment byl do linearizovaného vektoru vkladan
pomoci T4 DNA ligasy. Ligaéni smési byly chemicky transformovany E. coli TOP10.
Z narostlych kolonii byly vybrany tfi od kaZdého konstruktu pro miniprep.
Amplifikovany konstrukt byl ovéfen restrikéné a aste¢né sekvenovan pomoci nami
navrZzenych EGFP_F a EGFP_R2 sekvena¢nich primert (viz Tabulka 4-2).

Vysledné konstrukty pEGFP-C3_Ahnak-N a pEGFP-C2_Ahnak-C jsou znazornény na

Obr. 5.7, postup restrikénich ovéfeni je na Obr. 5.8.

nak-N

BamHI 6000 ~

PEGFP-C3a_Ahnak-N
5721 bp

pEGFP-C2a_Ahnak-C
7510 bp

4000 ~

BamHI

2000
eomycin | il
000
neomycin phosphotransfera:

Obr. 5.7 Schémata konstrukti.
Zleva: pEGFP-C3_Ahnak-N, pEGFP-C2_Ahnak-C.
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M 1 2 3 4 5 Drahy 1-3 pPEGFP-C3_Ahnak-N BamHI/Eco47111

i
R 4

4 KOD wp g S0 e’ St b
&

2 kbp w waw
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Lol

Fragment koordinaty | délka (bp)
BamHI-Eco471I1 | 1042-4978 | 3937
Eco4711I-BamHI | 4979-1041 | 1784

Drahy 4 a 5 pEGFP-C2_Ahnak-C BamHI/Eco471I11

Fragment koordinaty | délka (bp)
BamHI-Eco471I1 | 2823-6759 | 3937
Eco4711I-BamHI | 6760-2822 | 3573

Draha 1) pEGFP-C2_Ahnak-C BamHI/Eco471I1

Fragment koordinaty | délka (bp)
BamHI-Eco471I | 2823-6759 | 3937
Eco471ll-BamHI | 6760-2822 | 3573

Dréha 2) pEGFP-C2_

Ahnak-C BamHI/Pstl

Fragment koordinaty | délka (bp)
BamHI-Pstl 2823-1263 | 5951
Pstl-BamHI 1264-2822 | 1559
pEGFP-C2_Ahnak-C HindIII

Fragment koordinaty | délka (bp)
HindIII-HindIII 1328-7 6190
HindIII-HindIII 8-1214 1207
HindIII-HindIII 1215-1327 | 113

Obr. 5.8 Restrikéni ovéFeni sekvence konstrukti s pPEGFP-C.
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5.5 Exprese rekombinantnich proteinu

Elektrokompetentni E. coli (DE3) BL21 pLysS byly elektroporaci transformovany
konstrukty pET-15b_Ahnak-C a pET-15b_Ahnak-N a vysety na plotny ZA
s ampicilinem (100 pg/ml). Z vybranych kolonii bylo provedeno PCR (souéasné
s vy¢arkovanim na ZA s ampicilinem), protoZe bylo potieba screenovat velké mnoZstvi
kolonii, coz by bylo postupem pies miniprep plazmidu pfili§ naro¢né jak Casové tak
materialné. U pozitivnich klont se z vyéarkovanych zaloh provedl miniprep a restrikéni
ovéteni. Z kolonii, které byly takto testovany, byla vybrana jedna od kazdého

konstruktu pro expresi. Suchd peleta zkultury po ukonceni produkce byla

M4 5 6

Ha
20KD0 W -
L

Obr. 5.10a Elektroforetogram z SDS-PAGE (CBB) a Western blotting (His*Tag Monoclonal
Antibody).

Analyza produkce rekombinantnich proteinii

Drahy 1- 3 desitkové fed&ni lyzatu z E. coli transformovanych pET-15b_Ahnak-N

Drahy 4-6 desitkové fedéni lyzatu z E. coli transformovanych pET-15b_Ahnak-C

Jasna exprese Ahnak-N v 1-3, nedetekovatelna exprese Ahnak-C v 4-6.

Mo Y 7
2 3 563 8 250kDO’M]234_M.5678
150 kDa = 4,
) 100 kDa » ey

75kDa » - B Z 75KkDa » e
soi00w - S - 50 kDo & —
37 kDo "7 37kDO B ~

; .
25400 » &,
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Obr. 5.10b Elektroforetogram z SDS-PAGE (CBB) a Western blotting (His*Tag Monoclonal
Antibody).

Analyza produkce rekombinantnich proteint

Dréahy 1- 4 desitkové fedéni lyzatu z E. coli transformovanych pET-15b_Ahnak-C2

Dréhy 5-8 desitkové fedéni lyzatu z E. coli transformovanych pET-15b_Ahnak-C

Exprese Ahnak-C v 1-4, lyzat v drahach 5-8 pouzit jako negativni kontrola.
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resuspendovana v 3 ml TENN pufru. Po odebrani 1 ml na SDS-PAGE byla suspenze
ulozena v -80°C.

Vzorky byly analyzovany na SDS-PAGE a Western blottingem pomoci HiseTag
Monoclonal Antibody. Ahnak-N byl produkovén, Ahnak-C produkovéan nebyl (Obr.
5.10a). Exprese Ahnak-C byla jesté¢ nékolikrat opakovéna za riznych podminek
kultivace bakterii, ale ani jednou se nezdafila. Pro ovéfeni, Ze bakterie byly
transformovany, byl z pouzitych klonl pfipraven miniprep a po restrikci BamHI a Xhol
bylo potvrzeno, Ze obsahuji konstrukt pET-15b_Ahnak-C. Po dikladné revizi postupu
konstruovani pET-15b_Ahnak-C bylo zjisténo, Ze vloZeny fragment neni ve &tecim
ramci s his-tagem, a proto byl konstrukt upraven (viz 5.4.1). Exprese z konstruktu pET-

15b_Ahnak-C2 probe¢hla bez problému (Obr. 5.10b).
5.6 Rozpustnost rekombinantnich proteinu

Vzhledem ktomu, Ze byla poZadovana produkce protildtek proti konformacnim
epitoplim, aby byly pouzitelné v pritokové cytometrii a imunofluorescenci, byl kladen
diraz na ziskani rekombinantnich proteini pro imunizaci v co nejnativnéj$im stavu.
Proto bylo nutné zjistit, zda se rekombinantni proteiny produkuji do inkluznich télisek
nebo zistavaji solubilni. Ze suspenze bakterii v TENN pufru byl odebran 1 ml do
mikrozkumavky a lyzovan bez zavére¢né sonikace. Lyzat byl centrifugovan (20 000x g,
20 min, laboratorni teplota). Peleta byla resuspendovéana ve 200 pl 1x vzorkovém pufru
pro SDS-PAGE. Supernatant byl srdZen 8 ml acetonu (-20°C). SraZenina byla
centrifugovana (3 000x g, 10 min, laboratorni teplota) a po odpafeni zbytkl acetonu
resuspendovana ve 200 pl I1x SB pro SDS-PAGE. Peleta i supernatant byly 5 min
vafeny pii 99°C a potom kratce sonikovany na plny vykon pro sniZeni viskozity vzorku.
Analyza na SDS-PAGE a Western blotting ukézaly, Ze Ahnak-N je solubilni, zatimco
Ahnak-C je priblizné ekvimolarnim dilem pfitomny v inkluznich téliskach i v rozpustné
forme.

5.7 Optimalizace purifikace rekombinantnich proteint

Prvni purifikace byly provedeny za nativnich podminek, i kdyZ to znamenalo ztratu
¢asti vyprodukovaného Ahnak-C, na niklové kolonce Histrap FF crude (Amersham
Biosciences) s eluci vysokou koncentraci imidazolu. Z SDS-PAGE analyzy a Western
blottingu vyplyvd, Ze his-tag je patrné u obou rekombinantnich proteind Casteéné

zanofen do nitra, protoZe oba se zkolonky uvoliovaly uz pti nizké koncentraci
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imidazolu (Obr. 5.16; Obr. 5.13). Z frakci eluce nejvice obohacené rekombinantnim

proteinem byl pfipraven vzorek na MALDI-TOF analyzu provedenou RNDr.

Miroslavem Sulcem, Ph.D. Vysledky:

AHNAK-N, pokryti 51 %
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AHNAK-C, pokryti 48 %
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Zlut& jsou oznateny peptidy identifikované ve hmotnostnim spektru, tyrkysové jsou

oznaceny

isobarické peptidy. Diky

tomuto oveéfeni

identity produkovanych

rekombinantnich proteind bylo nadale pro jejich detekci nutné vyuzivat Western

blotting.

Dalsi pokusy o hrubé stanoveni podminek purifikace byly provedeny na niklovych

kolonkach HIS-Select Spin Columns (Sigma), které umoziiuji provést najednou v kratké

dobé nékolik purifikaci v malém méfitku. Purifikace byly provedeny za nativnich i



denaturujicich podminek. Pro oba fragmenty byly pouZity za nativnich i denaturujicich
podminek tfi typy eluci: eluce zvySujici se koncentraci imidazolu, eluce klesajicim pH a
eluce rostouci iontovou silou (Tabulka 4-7 a Tabulka 4-8). Frakce byly analyzovany na
SDS-PAGE a gely byly pro nizké mnozZstvi proteind, které je mozné na kolonku nanést,
barveny stfibrem. Vysledky vSech zvolenych typt purifikace nebyly dobré, cast
rekombinantniho proteinu se zacala uvoliiovat uz béhem promyvani a vSechny frakce
obsahovaly silnou kontaminaci n€kolika bakteridlnimi proteiny a mnoho minoritnich
kontaminant. Z tohoto diivodu a z prostorovych diivodli neni ukézéno vsech 12 geld.
LepsSich vysledkti bylo v pifipad¢ obou rekombinantnich proteinii dosazeno za
denaturujicich podminek. Nejslibn€j$im typem eluce za denaturujicich podminek se
ukézala eluce klesajicim pH, ale ani pfi ni nebyla ziskédna frakce, ve které by byl
rekombinantni protein v elektroforeticky homogenni ¢istot¢ (Obr. 5.18). Dalsi usili
sméfovalo ke stanoveni podminek purifikace na sttedotlaké niklové koloné, na které byl
zatim testovan jen Ahnak-C. Ani na tomto systému se nepodafilo nalézt podminky
k oddéleni rekombinantniho proteinu ze smési (Obr. 5.22a a Obr. 5.22b).

Pro dal$i optimalizace bylo rozhodnuto pouzit tandemovou chromatografii, pii které by

Obr. 5.13a Elektroforetogram prib&hu
200 kDa |
150 kDo »

100 kDO ®f -
75 kDa =

nanaSeciho vrcholu Ahnak-N na koloné
Histrap FF crude (CBB)
Drahy 1-5 frakce z nandsky

Dréha 6 negativni kontrola

Draha 7 pozitivni kontrola

Obr. 5.13b Elektroforetogram prib&hu
promivani Ahnak-N na kolon¢ Histrap FF
crude (CBB)

Dréhy 1-5 frakce promyvani

Dréaha 6 negativni kontrola
25 kDa»

Draha 7 pozitivni kontrola

7 8 9 Obr. 5.13¢ Elektroforetogram pribéhu eluce

75kDa »

0100 Ahnak-N na koloné Histrap FF crude (CBB)
37400 » B Drahy 1-9 frakce promyvani

25kDa »

20kDa »
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Obr. 5.16a Elektroforetogram prib&éhu

nanaSeciho vrcholu Ahnak-C na koloné
Histrap FF crude (CBB)
Dréhy 1-4 frakce z nanasky

Dréha 5 negativni kontrola

Dréha 6 pozitivni kontrola

M1 2 34567 8 9 Obr. 5.16b Elektroforetogram prib&hu

spas L o ., promivani Ahnak-C na kolon€¢ Histrap FF
Soos L crude (CBB)
37kDa & * ”
’ & o Drahy 1-7 frakce promyvani
B - L " Dréha 8 negativni kontrola
20k00 »
h - —~ Dréha 9 pozitivni kontrola
M1 2 345067 8 o (Obr5.16cElektroforetogram prib&hu eluce
R Ahnak-C na koloné Histrap FF crude
75kDa » (CBB)
50kDa »
37100 » W Dréhy 1-7 frakce promyvani
.: Draha 8 negativni kontrola
25kDa » s

Draha 9 pozitivni kontrola

byl lyzéat pifed nanesenim na niklovou kolonu zjednodu$en jinou chromatografii, ¢imz
by mohlo dojit k odstranéni nékteré z majoritnich kontaminant, a soucasné by doslo
k nabohaceni rekombinantniho proteinu. Proto byla provedena chromatografie na
ionexu CM-Sephadex C-50. Jednotlivé frakce byly analyzovany na SDS-PAGE a
Western blottingem pomoci His*Tag Monoclonal Antibody. Tato samotna
chromatografie nepostacuje k ziskéani Cistého rekombinantniho proteinu (Obr. 5.20a a
Obr. 5.20b). Frakce nejvice obohacené o exprimovany rekombinantni protein (Obr.
5.20a a Obr. 5.20b) budou pouzity pro purifikace na niklové koloné.

Vysledkem vSech téchto optimaliza¢nich kroku je, Ze ackoliv zatim nebyly nalezeny
podminky purifikace, nejlepSich vysledkii bylo dosazeno pifi pouZiti denaturacnich
podminek a eluce snizujicim se pH. Ionexova chromatografie sama o sobé& nestaci pro
ziskani Cistého rekombinantniho proteinu, ale doslo k zakoncentrovani rekombinantniho
proteinu do jedné frakce, coz se da vyuzit pti dalSich optimalizacich. Ur¢ité je dobré

zvazit i moznost pfechodu od his-tagovaného proteinu k proteinu fizovanému s GST,
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protoZe zde je afinita k substratu navazanému na kolonu vyssi a specifi¢téjsi, nez afinita
his-tagu k imobilizovanym nikelnatym iontim.

M1 2 345 6 7 M1 2 3 4 5

100 kDa »
75kDa »

50 kDa »

37 kDa »

25kDa e
[ §

Obr. 5.18a Elektroforetogram (stfibro) a Western blotting (HiseTag Monoclonal Antibody)
analyzy afinitni chromatografie Ahnak-N na HIS-Select Spin Columns.

Dréaha 1 lyzét s rekombinantnim proteinem

Dréha 2-4 promyti pufry s klesajicim pH

Dréha § eluce pufrem o pH 4,0

Dréha 6 negativni kontrola

Dréaha 7 pozitivni kontrola
M1 2 3 4 5 6 7

250 kDa w»
150 kDa =»
100kDa »
75kDa »

150 kDa »

100 kDo » ¢
75 kDa »

50 kDa »

50 kDo » S
37kDa »

37 kDa w

25 kDa »

Obr. 5.18b Elektroforetogram (stfibro) a Western blotting (HiseTag Monoclonal Antibody)
analyzy afinitni chromatografie Ahnak-C na HIS-Select Spin Columns.

Dréha 1 lyzét s rekombinantnim proteinem

Draha 2-4 promyti pufry s klesajicim pH

Draha 5 eluce pufrem o pH 4,0

Dréha 6 negativni kontrola

Dréha 7 pozitivni kontrola
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Obr. 5.20a Elektroforetogram (stfibro) a Western blotting (His°Tag Monoclonal Antibody)
anlyzy ionexové chromatografie rekombinantniho Ahnak-C

Drahy 1-9 frakce prib&hu chromatografie
M12345678910 11 12

M12345678910 112 G
250 kDa = oo
150 kDO = 100kDa #=
100 kDG = 750G wp
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50 kDo » « ¥ S0KDa = =

‘ 37kDa -

37 kDa » i

25kDa » -
# 20kDa » -
- - ’

25 kDa = %%
20 kDo w» . 38 7%

Obr. 5.20b Elektroforetogram (stfibro) a Western blotting (His*Tag Monoclonal Antibody)
anlyzy ionexové chromatografie rekombinantniho Ahnak-N

Drahy 1-10 frakce prib&hu chromatografie

Draha 11 negativni kontrola

Draha 12 pozitivni kontrola
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Obr. 5.22a Graf prib&hu afinitni chromatografie Ahnak-C na stfedotlaké kolon& za
denaturujicich podminek.

Sedé& procenta ekvilibra¢niho pufru ve smé&si s elu¢nim pufrem (stupnice vlevo uvnitt)

zelené& pribeh absorbance pti vinové délce 280 nm (stupnice vpravo)

fialové prib&h pH (stupnice vlevo vng)
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Obr. 5.22b Graf prib&hu afinitni chromatografie Ahnak-C na stfedotlaké kolon& za nativnich
podminek.
&erné procenta eluéniho pufru ve smési s ekvilibraénim pufrem (stupnice vlevo uvnitf)

zeleng prabe&h absorbance pfi vinové délce 280 nm (stupnice vpravo)
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5.8 Vnitrobunécna Ilokalizace
fuzovanych s EGFP

fragmentd proteinu Ahnak

Obr. 5.23 Zivé HeLa buiiky 2 dny po transfekci — vievo pEGFP-C2_Ahnak-C, vpravo pEGFP-
C3_Ahnak-N. Kombinace svétlého pole a fluorescence EGFP, zvé&t§eno 200x.

Pro studium

lokalizace fragmentli byly transfekovany HeLa burky rostouci

v dvaceti¢tyfjamkové desticce. Druhy den po transfekci byly buriky na destice pfi

stondsobném zvétSeni vyfoceny na invertovaném mikroskopu Olympus IX-71. Viz Obr.

5.23. Tteti den po transfekci byly buriky pasaZovany trypsinem a pteneseny do 60 mm

Petriho misky s kulatymi 8 mm krycimi sklicky a byla nasazena selekce 0,8 mg/ml

geneticinu. Sesty den po transfekci byly builky na sklech zafixovany 4%

paraformaldehydem a vyfotografovany na invertovaném mikroskopu Olympus IX-81

DAPI EGFP

SloZeny obraz

dd0d D-yeuyy

dADd N-Yeuyy

Obr. 5.24 HeLa buiiky fixované 6 dnii po transfekci. Zvé&tSeno 1000x.
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CellR pfi tisicinasobném zvétSeni (Obr. 5.24). Pokud je moZné posoudit z mensiho
zvétSeni, pfi kterém byly prohliZzeny zivé buriky na desti¢ce, nedochdzi béhem fixace
paraformaldehydem ke zméné lokalizace signalu EFGP. Lokalizace Ahnak-C_EGFP je
prevazné jadernd, se slabym signalem v cytoplasmé. ProtozZe jsou zietelné vyznaceny
hranice mezi pozitivnimi burikami, je velmi pravdépodobné, Ze je asociovan
s cytoplasmatickou membréanou. Je mozZné, Ze co se jevi pii epifluorescenci jako slaby
signal v cytoplasmé, je ve skute€nosti signél z cytoplasmatické membrany. Proto budou
preparaty jesté analyzovany na konfokalnim mikroskopu, ktery je schopen zobrazovat
fezy bez ruSivé fluorescence pod a nad ohniskovou rovinou. Lokalizace
Ahnak-N_EGFP naopak vjadie chybi a je pouze cytoplasmatickd, coz dokazuji
negativni velké vacky na periferii (tento jev je velmi dobfe zachycen na fotografiich

z kolokalizaéniho pokusu v kapitole 5.9) a chybéjici vyznaceni hranice mezi buiikami.

5.9 Kolokalizace Ahnak_EGFP s enlargeosomy

Pro srovnani bunééné lokalizace enlargeosomui a fragmentli proteinu Ahnak byl
proveden kolokalizaéni pokus. Byly transfekovany HeLa buiiky rostouci na 8 mm
kulatych krycich sklech. Dva dny po transfekci byly buriky zafixovany a barveny 200x

fedénou primarni protilatkou popsanou v [44]. Pouzita sekundéarni protilatka byla GAM

konjugovana s AlexaFluor 594. Byla provedena kontrola nespecifické reaktivity

Obr. 5.25Kolokalizace Ahnak-N_EGFP a enlargeosomii. Vpravo slozené RGB kandly. Vlevo shora:
DAPI (jadra), EGFP (Ahnak-N), AlexaFluor 594 (enlargeosomy)
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sekundarni protilatky vynechanim kroku s primarni protilatkou. Nespecificka reaktivita
byla velmi slaba. Pfi tisicindsobném zvétSeni na invertovaném mikroskopu Olympus
IX-81 CellR lze vylou¢it kolokalizaci obou fragmentid proteinu Ahnak s protilatkou [44]
(Obr. 5.26, Obr. 5.25). Protoze se lokalizace enlargeosomi mirné li§i mezi jednotlivymi
burikami, je objektivni posouzeni vlivu exprese fragmentl proteinu Ahnak fizovanych

s EGFP na jejich lokalizaci t&€z$i, ale zd4 se, Ze nedochazi ke zménam, které by se

nedaly vysvétlit pravé individudlnimi odli§nostmi mezi buiikami. Lokalizace Ahnak-
C_EGFP a Ahnak-N_EGFP byla stejna jako v kapitole 5.8.

Obr. 5.26 Kolokalizace Ahnak-C_EGFP a enlargeosomii. Vpravo slozené RGB kanaly. Vlevo shora:
DAPI (jadra), EGFP (Ahnak-N), AlexaFluor 594 (enlargeosomy)

5.10 Vytvoreni stabilné transfekované linie HeLa

Aby nedochézelo k problémim s interpretaci vysledkl z riznych transfekci (méni se
mira exprese v zavislosti na u¢innosti transfekce), bylo rozhodnuto pro dalsi pokusy
vytvofit linii stabilné transfekovanych Hela bun€k. Transfektantim byla nasazena
selekce 0,8 mg/ml geneticinu do doby, nez byla zfetelnd 100% mortalita
netransfekované kontroly (coZ trvalo 10 dnd) a potom byla ponechana udrZovaci
selekce 0,5 mg/ml geneticinu az do doby rozklonovavani metodou mezniho fedéni.
Touto metodou se podafilo ziskat jeden viabilni klon produkujici Ahnak-N EGFP

detekovatelny na fluorescenénim mikroskopu v 90 % bunék a jeden viabilni klon
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produkujici Ahnak-C_EGFP detekovatelny na fluorescenénim mikroskopu v 50 %
bunek (odhad byl proveden spocitanim bunék ve svétlém poli a na fluorescenci pfi
dvousetnasobném zvétSeni na invertovaném mikroskopu Olympus IX-71). V pribéhu
dlouhodobéjsi kultivace behem klonovani byl zaznamenan trend k postupnému
sniZovani exprese obou fragmentl, u Ahnak-C_EGFP byl mnohem vyraznéjsi a nebyla
nalezena kolonie, kde by se nevyskytovaly buriky s natolik nizkou expresi Ahnak-
C_EGFP, Ze nebyla pozorovatelna fluorescenénim mikroskopem pii dvousetnasobném
zvétSeni. Klony byly zmrazeny a do dal$iho pouzivani budou uchovavéany v kapalném

dusiku.

5.110véreni exprese fragmentu fuzovanych s EGFP Western
blottingem

Protoze se stavd, zZe fuzni proteiny se rozpadaji, bylo ovétfeno Western blottingem, zda
to neni pfipad nékterého z fragmentd proteinu Ahnak. Byly transfekovany HeLa buiky
rostouci v Sestijamkové desticce. V piipadé¢ Ahnak-C_EFGP-C2 byla d¢innost této
transfekce velmi nizka, uéinnost transfekce Ahnak-N_EGFP-C3 byla odhadem 20 %.
Dva dny po transfekci bylo z bunék odebrano médium a po oplachnuti PBS byly buiky
lyzovany ptimo na desti€ce 1x vzorkovym pufrem na SDS-PAGE, aby se zabranilo
moznosti proteolyzy béhem pasdzovani. Vzorky byly analyzovany Western blottingem
za pouZziti monoklondlni primarni protilatky Anti-GFP (Obr. 5.27). Lyzat z bun¢k
transfekovanych pEGFP-C3_Ahnak-N ma reaktivni jeden prouzek, ktery svou velikosti
odpovida 62 kDa fizniho proteinu, a nebyly detekovany zadné degradaéni produkty ani
po prodlouzeni doby expozice na desetindsobek. Na zékladé tohoto vysledku je mozné
usuzovat, Ze se fuzni protein v burikdch nerozpada. Lyzat z bun€k transfekovanych
pEGFP-C2_Ahnak-C nevykazoval Zadnou reaktivitu. Protoze transfekce méla velmi

nizkou ucinnost, je pravdépodobné¢ mnozstvi fuzniho proteinu pod mezi detekce

Moo 2 3 Obr. 527 Western blotting (anti-GFP) lyzati
150 kDG oot
z transfekovanych HeLa bungk.
100 kDO e
. 1. dréha Ahnak-N_EGFP
75KDQ wp sm— -
2. dréha Ahnak-C_EGFP
3. draha netransfekované (negativni kontrola)
S0KDO ® e
37k00 B S “e
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Western blottingem a proto nelze na stav fuzniho proteinu v buiice podle tohoto
vysledku usuzovat. Lyzat netransfekovanych bunék je uveden v Obr. 5.27 jako

negativni kontrola.
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6 Diskuse

Problematika enlargeosomt je potencidlné velmi zajimava, zejména sohledem na
moznou funkci pfi bunééném de¢leni [87]. Detailni pozndni mechanismi zvétSovani
cytoplasmatické membrany a moznosti inhibice té€chto procest je slibnym smérem
vyvoje novych terapeutickych postupi u proliferativnich poruch. Poznéani funkce
enlargeosomill je vSak zatim v pocatcich, pfi¢emz jejich studium je komplikovano
faktem, Ze je dosud zndm pouze jeden, a to jesté diskutabilni (viz dale) marker protein
Ahnak. Pro dal$i studium navic nejsou dostupné kvalitni monoklondlni protilatky,
umoznujici jednoznacnou korelaci mikroskopickych a biochemickych dat [54, 58] .
Cilem této prace byla priprava modelu pro studium enlargeosoml in vitro
prostfednictvim bunéénych linii produkujicich fragmenty markerové molekuly
enlargeosomii Ahnak kovalentné spojené se zelenym fluorescenénim proteinem. Déle
bylo cilem pfipravit expresi v bakterialnim systému rekombinantni fragmenty proteinu
Ahnak pro naslednou imunizaci a produkci monoklondlnich protilatek a také pro
screening sér pacientll s autoimunitnimi onemocnénimi na pfitomnost autoprotilatek
proti Ahnaku.

Vzhledem ke zna¢né velikosti Ahnaku (cca 700kDa) byly pro expresi fuzniho proteinu
s EGFP i pro expresi v bakteridlnim systému vybrany pouze fragmenty.

Diivodem pro klonovani ¢asti repetitivni oblasti je potencidlni funkce repetic jako
kostry pro interakci Ahnaku sjinymi proteiny, pfipadné¢ pro jeho lokalizaci na
cytoplasmatickou membranu [66, 67]. S touto oblasti navic s nejvétsi pravdépodobnosti
interaguje jedind monoklonalni protiladtka pouZzitelnd pro vizualizaci enlargeosomui [44].
Rekombinantni protein z repetitivni oblasti ziejmé nebude vhodny pro produkci
monoklonalnich protilatek jednoznaéné zameétenych proti Ahnaku z ddvodu velké
pravdépodobnosti zkiiZené reaktivity sjinymi proteiny s podobnou skladbou repetic
[58]. Vhodné je naopak pouziti tohoto fragmentu pro testovani sér pacientl
s autoimunitnimi onemocnénimi, vzhledem kjeho potencidlni antigenicit¢ dané
znacnou repetitivnosti (vice nez 30x) obecné se vyskytujicich u autoantigeni [85].
Autoprotilatky proti Ahnaku byly identifikovany u pacientd se systémovym lupus
erythematodes (SLE) [77]. Ackoliv u pacienti se SLE neni vyskyt autoprotilatek proti
Ahnaku vyuzitelny pro diagnostiku [77], neni vylouceno, Ze u jiného autoimunitniho
onemocnéni by mohl slouzit pro ptedpovéd’ vyvoje onemocnéni. Byly jiZ pfipraveny

sady reprezentativnich sér kontrolnich i od pacientd sriznymi autoimunitnimi
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onemocnénimi, kterd budou testovana na pfitomnost autoprotilatek proti repetitivni ¢asti
Ahnaku. Lokalizace ¢tyt repetic fizovanych s EGFP neni vackova [67], proto
neplanujeme konstrukci fragmentu obsahujiciho repetice fizované s EGFP.

N-koncovéa doména nemd Zadny dokumentovany vliv na lokalizaci Ahnaku v buiice,
proto nad¢je vkladané do fuzniho proteinu s EGFP jako markeru enlargeosomt nebyly
ptili§ velké. Rekombinantni protein bude pouzit k imunizacim mysi za u¢elem piipravy
specifické monoklondlni protilatky. Rovnéz bude vyuZit pro testovani sér pacientil
s autoimunitnimi onemocnénimi, primarn¢ se SLE. Pokud se u nich vyskytnou kromé
autoprotilatek proti repeticim také autoprotilatky proti unikatnim doméndm Ahnaku,
budou testovana séra pacientd i s dal$imi autoimunitnimi onemocnénimi.

Do C-koncové domény byly vkladany nejvétsi nadéje pro pripravu modelu pro studium
enlargeosomul v Zivych bunkéch, protoZe jsou v ni obsazeny lokaliza¢ni signély a tato
doména se ucastni vétSiny popsanych interakci s jinymi proteiny [56, 60, 61, 63-65, 68-
70]. Rekombinantni protein by byl stejné¢ jako u N-koncové domény pouZit pro
imunizace a testovani autoprotilatek.

Pti vlastnim klonovéni vybranych oblasti byla usp&$na jen snaha u N-koncové a C-
koncové domény. V piipadé repetitivni stiedni ¢asti se PCR nezdafila. Primery byly
peclivé vybrany tak, aby byly specifické, unikatni a nezasahovaly do repetic (Obr. 5.1),
nelze vSak vyloucit komplikace pfi transkripci repetitivni oblasti bakteridlni
polymerasou, kterd na repetitivnim templatu mize predcasné terminovat polymeraci.
Pro budouci praci probihaji jednani k ziskani klonu z80, ktery byl vyuzivén v ptivodni
praci Shtievelmanové [45] a byl pouzit i pro studium reakci autoprotilatek [77] a pro
identifikaci protilatky specificky znacici enlargeosomy [44].

Pro expresi rekombinantnich proteind byl zvolen bakteridlni systém a flze
pozadovaného proteinu s Usekem Sesti histidini umoziujicim afinitni purifikaci a
nasledné specificky odstépitelny proteasou. Vektor pET-15b byl zvolen proto, Ze
stejnym postupem byl ziskan v jiné laboratoti dobfe purifikovatelny produkt, ktery byl
nasledné pouzit pro Gspé$nou imunizaci [86]. Po nalezeni optimélnich podminek pro
produkci byla provadéna purifikace rekombinantnich proteind. I pfes uplatnéni
veskerych doporucovanych postupli pro afinitni purifikaci se nepodafilo ziskat
rekombinantni protein v dostate¢ném mnozZstvi a istoté pro dalsi aplikace. Z vysledkl
purifikaci se da soudit na problém s ptistupnosti ¢i konformaci afinitni znacky, protoZe

protein se uvoltioval uz pfi pouziti mirnych podminek, které se béZné pouZivaji pro
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odmyti necistot z kolony. Pon€kud zarazejici je nepfitomnost peptidu s his-tagem na
MS analyze, zejména proto, Ze histidin je dobfe ionizovatelny za podminek MALDI-
TOF, a mél by zaji§tovat ptitomnost peptidu s his-tagem ve spektru. MozZnost chybné
primarni sekvence oblasti his-tagu je vSak vylou€ena na zakladé sekvenace DNA, kde je
his-tag pfitomen ve spravné podob&€. MozZnost proteolytického odSté€peni his-tagu
v bakteriich vyluCuji data z Western blottingu s HiseTag® Monoclonal Antibody a
velikost rekombinantnich proteini odpovidajici pfedpokladané velikosti.

Pii afinitni purifikaci miiZze mit negativni vliv nevhodna konformace proteinu
znemoziujici dostateény kontakt his-tagu s afinitnim nosi¢em. Pfi¢inou miiZe byt okolni
sekvence bezprostfedné navazujici na his-tag, jeZ mé hydrofobni charakter a proto se da
predpokladat, Ze bude sbalend uvniti proteinu (Obr. 6.1). K navazani rekombinantniho
proteinu v$ak dochazelo témét kvantitativné, protoze nebyl pfitomen v roztoku proslém
kolonou po naneseni lyzatu.

Hydrophobicity piot of Ahnak N his tagged Hydrophobicity plot of Ahnak C his tagged
10F l
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Obr. 6.1 Grafy hydrofobicity rekombinantnich proteinii. Vynos Kyte-Doolittle ma hydrofobni oblasti

nad osou X.
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Obr. 6.2 Graf zavislosti naboje rekombinantnich proteini na pH roztoku.
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Dalsi postup pro pfipravu rekombinatnich fragmenti proteinu Ahnak bude vyuZivat jiny
vektor umoziujici afinitni purifikaci. Jako vhodny se jevi expresni systém zaloZeny na
glutathion-S-transferase (GST). Tento postup slibuje sniZeni rizika chybné konformace
afinitni znacky, ktera by se proto $patné vazala na imobilizovany ligand.

V navaznosti na neuspé$nou afinitni purifikaci byla testovana ionexova chromatografie.
Vzhledem k isoelektrickému bodu obou konstruktii okolo pH 9 nebylo mozno pouzit
anex. Pro purifikaci na katexu CM-Sephadex bylo zvoleno neutralni pH, aby byly
zajistény podminky pro izolaci nativnich proteini optimalnich pro imunizaci. Pfi
neutrdlnim pH je naboj obou rekombinantnich proteini zfejmé nedostateény pro
ucinnou purifikaci, proto v pfipadé rezignace na nativni konformaci proteinu by
pomohlo snizeni pH na 5 (Obr. 6.2). Nejschtidnéjsi cestou se vsak jevi prechod na jiny
expresni systém.

V pripadé N-koncové domény spojené s EGFP nebyla pozorovana selektivni lokalizace
v burice, coZ je v souladu s o¢ekavanim, nebot’ u N-koncové domény nebyla v literature
popséana role v regulaci lokalizace. Pozorovany signal vykazoval typickou cytosolickou
lokalizaci nezasahujici do expandovanych endosomalnich struktur (Obr. 5.24, Obr.
5.25). Jeho lokalizace odpovida stavu, ktery byl pozorovan u C-koncového fragmentu
zbaveného signalu pro jadernou lokalizaci [61]. Naproti tomu u C-koncové domény
byla pozorovéna piedpoklddand jadernd lokalizace, popsand u C-koncové domény
fuzované s GFP ve studii [61]. Lokalizace na cytoplasmatické membrané, ktera byla
také pozorovand, by mohla byt potencidlné zajimava, nebot’ cytoplasmatickd membréana
je cilem pro enlargeosomy béhem regulované exocytosy vyvolané Ca** [44]. Z tohoto
divodu by byla zajimava informace, zda je Ahnak-C_EGFP na vnitinim nebo vné&j$im
listu cytoplasmatické membrany. Zadny zfuznich proteind neposkytuje pii
fluorescen¢ni mikroskopii kolokalizaci s protilatkou proti Ahnaku, jez byla pouZita ve
studii prof. Meldolesiho vedouci k popisu distribuce enlargeosomi v burice [44].
Moznosti, jak si vysvétlit rozdil mezi znacenim protildtkou proti enlargeosomim a
intracelularni lokalizaci fragmenti Ahnaku, je hned nékolik. Je mozZné, Ze ve
fragmentech neni pfitomna dostate¢na informace pro lokalizaci. Bud’ proto, Ze je
v jiném misté, neZ které bylo klonovano, nebo musi byt souc¢asné ptitomno synergicky
nékolik signall z riznych &asti Ahnaku pro lokalizaci v enlargeosomech anebo fuze
fragmenti s EGFP narusila jejich strukturu natolik, Ze uZ neobsahuje informace

pfitomné v nativnim proteinu. Piikladem pro synergismus signalti pro lokalizaci je
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nutnost soucasné pritomnosti nuklearniho exportniho signalu a fosforylace [61]. Zcela
jist¢ neni pro funkénost Ahnaku nahodnd jeho obii velikost, kterd je evolu¢né
konzervovéna [45]. Je mozZné, Ze pouze kompletni molekula je v buiice spravné zacilena
a plni dokonale svou funkci. Také 1ze spekulovat o tom, Ze exprese fragmentii Ahnaku,
kterd neni regulovana potiebami burky, vede k ukldddni Ahnaku mimo obvyklou
lokalizaci. V takovém ptipadé by mohlo nadprodukci vazebného motivu pro proteiny
interagujici s proteinem Ahnak dojit v transfekovanych burikach ke zméné distribuce
enlargeosomu, detekovatelné pfislusnou protilatkou. To v§ak nebylo pozorovéno, zd4 se
tedy, Ze produkované N- a C- koncové fragmenty neptisobi jako kompetitor ovliviiujici
distribuci endogenniho epitopu protilatky pouzivané pro detekci enlargeosomtl.

Dal§im vysvétlenim je velmi nepfijemna moznost, Ze Ahnak neni markerem
enlargeosomtii a byl snimi asociovan pouze nahodné€, coZz neni uplné vylouceno
vzhledem k tomu, Ze za 15 let studia Ahnaku nebyla publikovana prace, ve které by
byla pozorovana lokalizace ve vaécich, kromé studii provedenych s vyuZitim protilatky
pfipravené skupinou prof. J. Meldolesiho [41, 44, 51].

Resenim problémi se zajisténim ,,spravné“ bun&ené lokalizace rekombinatniho
fragmentu by mohla byt konstrukce proteinu obsahujiciho kromé C-koncové domény i
usek repetic a N-koncovou doménu. V takovém piipadé se vSak uz velikost konstruktu
dostava za hranice transfekovatelnosti. Raciondlnim postupem by bylo detailni ovéfeni
specifity protilatky pouzivané ke znaCeni enlargeosomi, zda nedoSlo k chybné
identifikaci rozeznavaného antigenu anebo zda neni za podminek fixace vyuZivané pro
imunofluorescenci rozeznavan antigen odliSny od antigenu rozezndvaného pii Western
blottingu. Tento postup je zatim limitovan nedostateénym mnoZstvim darované
protilatky.

Dalsi snaha o vytvofeni modelu pro studium enlargeosomt i v jinych burikéch nez
pouzivaném defektnim klonu PC12 by méla smétovat k ziskani jiného markeru nez je
protein Ahnak. Jeho velikost je ptekdzkou v klonovani celého proteinu a navic existuje
opravnéna pochybnost, zda je viibec lokalizovan v enlargeosomech. Prakticky by toho
mohlo byt dosaZzeno podobnou metodikou, jako byla pouzita pii identifikaci Ahnaku
jako markeru enlargeosomil [44]. Jde o biotinylaci povrchu bun€k po exocytose
vyvolané vzestupem hladiny Ca®* a nasledné identifikovani biotinylovanych proteinti

prostiednictvim hmotnostni spektrometrie.
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7 Zaver

Byly klonovany fragmenty genu AHNAK kdédujici C-koncovou a N-koncovou
doménu. Klonovani repetic ze stfedni domény se nezdafilo, proto probihaji
jednani o jejich ziskdni v expresnim vektoru od prof. J. Meldolesiho.

Podarila se produkce rekombinantnich proteinti v E. coli. Jejich sekvence byla
ovéfena MALDI-TOF hmotnostni spektroskopii.

Podminky purifikace rekombinantnich proteini nebyly nalezeny, béhem snahy o
optimalizaci se ukédzala nutnost konstrukce rekombinantniho proteinu s jinou
afinitni znackou neZ pouzity his-tag (napt. GST).

Byly zkonstruovany proteiny sloZené z fragmentli Ahnaku a EGFP, které se
podaiilo exprimovat v HeLa burnkéach. Problém jejich negativni kolokalizace
s enlargeosomy vyvolava otazniky kolem proklamované funkce proteinu Ahnak
jako markeru enlargeosomu, proto povazuji za nutné vydat se timto smérem

v dal$im studiu enlargeosomu.
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Svoluji k zapijceni této prace pro studijni uéely a prosim, aby byla fadné vedena
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Barbora Pavli — dopltiujici materiél z fluorescenéni mikroskopie

DAPI EGFP SloZeny obraz

d4d0d D-Yeuyy

d409 N-Yeuyy

Obr. 1 HeLa buiiky fixované 6 dnii po transfekci. Zvétseno 1000x.
Podrobny postup uveden v kapitole Metody.

Obr. 2 Kolokalizace Ahnak-N_EGFP a enlargeosomii. Vlevo sloZzené RGB
kanaly. Vpravo shora: DAPI (jadra), EGFP (Ahnak-N), AlexaFluor 594
(enlargeosomy). Podrobny postup uveden v kapitole Metody.

Obr. 3 Kolokalizace Ahnak-C_EGFP a enlargeosomii. Vlevo slozené RGB
kanaly. Vpravo shora: DAPI (jadra), EGFP (Ahnak-N), AlexaFluor 594
(enlargeosomy). Podrobny postup uveden v kapitole Metody.



