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Abstrakt

V prvni ¢asti prace byl zjistovan piivod vybranych povrchovych CD znakt ¢lovéka, konkrétné
molekul CD19, CD20, CD21, CD24, CD27 a CD38. Déle byly v praci mezidruhove
porovnavany sekvence nukleotidii a aminokyselin téchto molekul pomoci in silico ptistupu.
Vyuzity byly bioinformatické databaze sekvenci vybranych molekul na trovni DNA, mRNA a
proteinu, napiiklad GeneBank, NCBI BLAST, Homologene a OrthoDB. Zamérem bylo na
doménové urovni identifikovat nejpiivodnéjsi organismy, u nichz lze sledovany protein poprvé
nalézt. V N-koncové doméné molekuly CD38 ptaki byla nalezena sekvence vykazujici
vyznamnou podobnost s archebakteridlni flagelinovou doménou. Tato flagelinova sekvence se
u ptaci molekuly CD38 nachazi v oblasti transmembranové domény, coz naznacuje, Ze vyskyt
této sekvence mohl se vznikem tramsmembranové domény souviset. Pouzity postup by bylo
mozn¢é zaradit do komparativnich hybridiza¢nich studii jako nastroj v ptipravné nelaboratorni

fazi vyzkumu existence paralogl a ortologti u fylogeneticky starych druhd.

Kli¢ova slova: CD znak, imunocyt, B lymfocyt, vrozena a adaptivni imunita, databaze

sekvenci, aminokyselina, nukleotid



Abstract

In the first part of the thesis we investigated the origin of selected surface CD markers of human,
namely CD19, CD20, CD21, CD24, CD27 and CD38 molecules. In addition, nucleotide and
amino acid sequences of these molecules were compared using in silico approach.
Bioinformatic databases of sequences of selected molecules at DNA, mRNA and protein level,
such as GeneBank, NCBI BLAST, Homologene and OrthoDB, have been used. The intent was
to identify at the domain level the first organism in which it is possible to find the searched
molecule. At the N-terminal domain of the CD38 of birds, a sequence showing significant
similarity to the archaebacterial flagellin domain was found. This flagellin sequence in the
CD38 avian molecule is located in the region of transmembrane domain, indicating that the
occurrence of this sequence might be related to the formation of the transmembrane domain.
The approach used here could be implemented in comparative hybridization studies as a tool in
the preparatory non-laboratory phase of the research of the presence of paralogs and orthologs

in phylogenetically old species.

Keywords: CD marker, immunocyte, B lymphocyte, innate and adaptive immunity, sequence

database, amino acid, nucleotide
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1 Uvod do problematiky

Diferenciac¢ni antigeny neboli CD znaky jsou nesourodou skupinou molekul na povrsich bun¢k,
predevsim imunitniho systému. V dnesni dob¢ jsou vyuzivany jako markery pro identifikaci
jednotlivych subpopulaci leukocytl i1 pro diagnostiku fady chorob. Mnohé z téchto molekul
jsou evoluéné konzervované a jejich homology! nach4zime u mnohych zivogisnych druhii. Jako
takové plni mnohé receptorové i enzymatické funkce a nachazeji se i na povrchu bunék mimo

imunitni systém.

Cilem této prace je blize popsat vybrané¢ CD znaky, vytvofit uceleny pichled jejich
enzymatickych a receptorovych funkci a shrnout dosavadni poznatky o jejich fylogenetickém
vyvoji. Dal§im cilem je pomoci in silico metod porovnat lidské molekuly s jejich homology
u vyvojove star§ich organismt, a to predevsim strunatcti. Zameéfila jsem se zejména na srovnani
jejich sekvenci nukleotidi a aminokyselin z hlediska funkéniho a fylogenetického vyvoje

imunitniho systému.

Tato prace tematicky navazuje na diplomovou praci Mgr. Andrey Grigelové Raritni populace
B lymfocytit na pozadi periferni B lymfopoézy u lidi. V praci pomoci né€kolika povrchovych
molekul zachytila a popsala minoritni B lymfocyty v periferni krvi ¢lovéka. Nakonec nalezla
vice nez 40 raritnich subpopulaci B bunék, které doposud nebyly popsany. Tyto subpopulace
lymfocytl pozorovala jak u zdravych kontrolnich jedincl, tak i u pacientli postizenych
imunitnimi a nadorovymi onemocnénimi. U nékterych znich se pravdépodobné jedna

o vyvojove rana stadia B lymfocytli ve smyslu jejich fylogeneze (Grigelova, 2017).

Vysledky prace Mgr. Grigelové nés piimély se zaméfit na fylogeneticky konzervované a staré
diferencia¢ni antigeny CD19, CD20, CD21, CD24, CD27 a CD38. Kombinace pravé téchto
markertt byly Mgr. Grigelovou vyhodnoceny jako zédsadni pro charakterizaci a zachyceni

vyvojove ranych populaci B lymfocyta.

V prvni, reSerSni, ¢asti prace se vénuji popisu téchto CD molekul z hlediska jejich struktury
a funkci a rekapituluji informace znamé o jejich evoluci. Dale navazuji vlastnim in silico
vyzkumem, ve kterém porovnavam v programu BLAST sekvence aminokyselin a nukleotidl
téchto molekul se sekvencemi v databazich. Prace tohoto druhu tykajici se ndmi vybranych

molekul nebyla dosud nikym provedena.

' Homology jsou molekuly, geny ¢i organy fylogeneticky stejného ptivodu. Mezi homology fadime ortologické a
paralogické molekuly. Ortology prosly procesem speciace a v prub&hu své fylogeneze si udrzely stejnou funkci.
Naopak paralogy prosly genovou duplikaci a ziskaly funkci jinou (Jensen RA, 2001).



2 Metody a material

V této praci byly pouzity sekvence nukleotidii a aminokyselin vybranych molekul vyhledané
ve vefejné pristupnych databazich a vyhledavacich programech. V databéazich byly nalezeny
ortology a paralogy téchto molekul. Dale byly vyuzity programy pro porovnavani sekvenci

tvorbu ilustraci.

2.1 Sekvence nukleotidii a aminokyselin

Sekvence DNA nukleotidii a aminokyselin byly ziskany z bioinformatickych databazi NCBI
a Ensembl ve forméatu FASTA, tedy s pouzitim jednopismennych zkratek nukleotid
a aminokyselin. Z vybranych molekul byly vyhlediany sekvence jejich ortologii u ¢loveka,
n¢kolika modelovych organismti a dale organismi, které byly vyhodnoceny jako vyznamné pro

fylogenezi téchto molekul. Vysledky analyzy téchto sekvenci jsou uvedeny v kapitole ¢. 4.

2.2 Pouzité databaze a programy

Software a vyhledavace pouzivané v této praci patii do tzv. databazovych search engine

vyhledéavaci. V dalSich podkapitolach budou popsany jednotlivé databdze pouzité v této praci.

2.2.1 Databaze NCBI — GenBank a Protein

Databaze NCBI je spravovana NCBI (The National Center for Biotechnology Information),
oddélenim Narodni knihovny mediciny Spojenych statt americkych (United States National
Library of Medicine). Toto centrum bylo zalozeno roku 1988 v Marylandu. Zabyva se spravou
nekolika verejné pristupnych databazi shromazd'ujicich pfedevsim data o genomu a proteomu
organismi. Mimo jiné jsou na webovych strankach centra dostupné k volnému stazeni

bioinformatické nastroje, naptiklad BLAST a Homologene (viz nize) 2.

DNA sekvence byly pfevzaty z databaze GenBank. Ta umoziuje zobrazit celkovou DNA
¢i RNA sekvenci, sekvenci exonl a intronil, umisténi a délku daného genu a jejich grafické

znazornéni. Do GenBank data vkladaji ptimo jednotlivi autofi, ptispévky jsou poté zrevidovany

2 Zdroj: Our Mission. National Center for Biotechnology Information [online]. c2017. [cit. 2017-09-09].
Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/home/about/mission/



a zvetejnény. GenBank také spolupracuje s japonskou databazi DDBJ a evropskou ENA. Mezi

t&mito institucemi pravidelné dochazi k vyméné dat > *,

V databazi Protein byly vyhledany sekvence aminokyselin vybranych molekul. Databaze
Protein je propojena s CDD, databazi konzervovanych domén, kterd je rovnéz pod spravou
NCBI. Graficky modul umoziiuje i zobrazeni téchto domén. Krom¢ samotné sekvence je

v databazi Protein mozné zobrazit i délku proteinu a vazebna mista.

2.2.2 Ensembl

Databaze Ensembl je projektem EBI (European Bioinformatics Institute) a shromazd'uje
genomy obratlovc a nékolika dalSich modelovych organismii (Drosophila melanogaster,
Caenorhabditis elegans a Saccharomyces cerevisiae). Pro kazdy z organismi jsou zvetejnény
informace o sekvenci genu, alternativnim sestfihu, regulaci a fenotypu. Databaze rovnéz

vyhledava ortology genii a fylogenetické genové stromy °.

2.2.3 OrthoDB

OrthoDB je hierarchicky katalog ortologickych protein kodujicich genti. Tato databaze se
zaméiuje predevsim na komparativné genomické informace. Umoziiuje nalézt ortologické geny
mezi 64 druhy obratlovctl, 57 druht ¢lenovci, 14 bazéalnich metazoi, 175 hub a 1115 bakterii.
Dale je mozné porovnat funkce ortologickych proteind, jejich domén, poctu aminokyselin

a podtu exontl. Tato databéze je projektem $vycarského institutu SIB &7,

2.2.4 PANTHER

PANTHER (Protein Analysis Through Evolutionary Relationships) je databaze vyuzivana
pro klasifikaci proteind a jejich rozttidéni do rodin podle evolu¢ni ptibuznosti a jejich funkce.
Ke kazdému genu je mozné najit jeho funkce, ortology, paralogy a fylogenetické stromy. Tato

databaze obsahuje kompletni sady genii kodujicich proteiny 103 organismii ®.

3 Zdroj: GenBank Home. National Center for Biotechnology Information [online]. ¢2017. [cit. 2017-09-09].
Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

4 Zdroj: International Nucleotide Sequence Database Collaboration [online]. c2017. [cit. 2017-09-09]. Dostupné
z: http://www.insdc.org/

5 Zdroj: About the Ensembl Project. Ensembl genome browser 90 [online]. ¢2017. [cit. 2017-09-09]. Dostupné z:
http://www.ensembl.org/info/about/index.html

6 Zdroj: OrthoDB: Database of Orthologous Groups [online]. c2007-2015. [cit. 2017-09-18]. Dostupné z:
http://cegg.unige.ch/orthodb7

7 Zdroj: OrthoDB [online]. ¢2007-2017. [cit. 2017-09-18]. Dostupné z: http://www.orthodb.org/

8 Zdroj: PANTHER — About. PANTHER — Gene List Analysis [online]. c2017. [cit. 2017-09-18]. Dostupné z:
http://pantherdb.org/about.jsp



2.3 Vyhledavaci programy

2.3.1 Programy NCBI — BLAST a HomoloGene

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) je ndstroj NCBI umoziiujici hleddni v databazich
NCBI podle sekvence nukleotidli a proteinti. Algoritmus porovna tyto sekvence se sekvencemi
z databazi a najde podobnosti mezi nimi. Dale vypocita i statistickou vyznamnost této shody
anavic je mozné hleddni omezit i na dané organismy’. Podoba vyhledavaci stranky tohoto

programu je zobrazena na Obr. 1.

Obr. 1 - Vyhleddvaci radek programu BLAST "

) U.5. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information Sign into NCBI

]
BLAST > blastn suite Home Recent Results Saved Strategies Help
Standard Nucleotide BLAST

blastn | blastp blastx tblastn tblastx |

BLASTH programs search leotide datab: using a leotide query. more... Resetpage  Bookmark
Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gifs), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &)
CETEEECACEEEEAGEACTGCTEEATCCCTCCCCATCACCETTTCTTCTGCATAGCCTEERT A =
CICCTCAACTCCCCAACATTCACACCTCACTCTCARATCTCARCACCTCCACCACATCATCE Lt |:|
CARCCTCTGEAGCARTCTIGCTTAGGATGIGTGCATGTGTGTARGTGIGTGIGTGIGTEIGT
ETETETETATACATECCARTGACACTTCCAGTCCOCTI TETATTCCTTARATARACTCARTG To l:|
ACCTCTTCCRATCCTATCARCTACTCCCATTCCCECAACEAACCCARCCARACCARRCCRAL ¥
GRARGGEARR
Or, upload file Prochazet... | Soubor nevybran. (?]
Job Title
Enter a descriptive title for your BLAST search &)
[ Align two or more sequences &
Choose Search Set
Database OHuman genomic + transcript OMouse genomic + transcript @0Others (nr etc.):
|Nucleotide collection {nr/nt) V‘ Q@
Organism
Optional | p : ‘ OExclude '+
Enter organism commaon name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown &)
Exclude [ Models (XMXP) L Uncultured/environmental sample sequences
Optional
Limit to [ Sequences from type material
Optional :
Entrez Query | | YoullliB) Create custom database
Optional Enter an Entrez query to limit search &
Program Selection
Optimize for @ Highly similar sequences (megablast)
O More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
O Somewhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST algarithm &)
Search datab Nucleotid llection (nr/nt) using Megablast (Optimize for highly similar sequences)
D Show results in a new window
(#)Algorithm parameters

9 Zdroj: BLAST: Basic Local Alignment Search Tool [online]. c2017. [cit. 2017-09-09]. Dostupné z:
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE TYPE=BlastHome

10 7droj: Nucleotide BLAST: Search nucleotide database using a nucleotide query. National Center for
Biotechnology Information [online]. c2018. [cit. 2018-04-05]. Dostupné z:
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?’PROGRAM=blastn&PAGE TYPE=BlastSearch&LINK LOC=blastho
me



HomoloGene je program s online pfistupem, vyuzivany pro nalezeni ortologh a paralogu.
Po zadani nazvu proteinu ¢i genu program porovna sekvence proteinti z databazi NCBI. Poté je
podle podobnosti uspotada do parii skupin a pozdéji do stromové struktury, pricemz piibuzné
organismy se paruji piednostné. Nasledné se porovnaji jejich DNA sekvence a statisticky jsou
vypocteny homologie genli a jim odpovidajicim proteinim. V proteinech jsou nalezeny

i konzervované domény'!.

2.4 Dalsi programy a nastroje

2.4.1 ApE

ApE je voln¢ pfistupny program vytvofeny pro praci s nukleotidovymi sekvencemi
ve formatech FASTA, Genbank, DNA Strider a EMBL. Umoziuje editaci sekvenci, jejich
alignment, pteklad do proteinu a nalezeni primert, ORF a restrik¢nich mist. Lze zde rovnéz
vytvorit linearni 1 cirkularni mapy ORF a restrikénich mist. V programu je mozné exportovat
sekvenci pi¥imo z databazi NCBI, nebo je prohledat pomoci nastroje BLAST '*. Tento program

byl v préci vyuzit pro ziskani zékladniho ptehledu o dané sekvenci.

2.4.2 Microsoft PowerPoint

Schémata a ilustrace v této praci byly vytvoteny v programu Microsoft PowerPoint.

11 Zdroj: Build procedure. National Center for Biotechnology Information [online]. c2017. [cit. 2017-09-09].
Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene/build-procedure/

12 Zdroj: ApE — A plasmid Editor [online]. c2017. [cit. 2017-09-18]. Dostupné z:
http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/



3 Charakteristika, funkce a piivod vybranych CD znaki

V této kapitole budou popsany povrchové diferenciatni markery CD19, CD20, CD21, CD24,
CD27 a CD38 (CD - cluster of differentiation). V podkapitolach se vénuji jejich strukture,
funkcim a fylogenezi. U jednotlivych molekul se rozsah znalosti 1i§i podle toho, kolik studii se

jimi zabyvalo. Proto jsou nékteré molekuly popsany velmi podrobné a jiné struénéji.
3.1 CD19

CD19 je transmembranovy glykoprotein patfici do imunoglobulinové rodiny (Carter RH

a Barrington RA, 2004).

Molekula CD19 je exprimovana ve zdravych B buitkach a ve folikularnich dendritickych
buinikach. Poprvé se na povrchu objevuje uz béhem lymfopoézy pii pieskupovani genua
pro BCR. Exprese je dale udrzovéana v preB a zralych B bunkéch. U plazmatickych B bun¢k
dochazi ke ztrat¢ CDI19 (Ishikawa H et al., 2002). CD19 se objevuje i na povrchu
neoplastickych B lymfocytti, a proto je hojné vyuzivan jako diagnosticky marker leukemii

a lymfomii. Ukazuje se také jako vhodna cilova struktura pro jejich 1€¢bu (Yang W et al., 2005).

Gen CDI9 je umistény na kratkém raménku chromosomu 16 (v misté 16p11.2). Sklada se
z 15 exontl a je dlouhy 7,4 kilobazi. Existuje vice mRNA transkriptii tohoto genu, ale pouze

dva byly izolovany in vivo (Zhou LJ et al., 1992).

3.1.1 Struktura molekuly CD19

Tento glykoprotein o hmotnosti 95 kDa ma délku 557 aminokyselin (Thierry-Mieg D a Thierry-
Mieg J, 2006). V membrané je ukotven jednou transmembranovou doménou. Do cytoplasmy
sméiuje C-konec, do extracelularniho prostoru N-konec. Extracelularné orientovana Cast
molekuly obsahuje dvé immunoglobulin-like domény C2 typu. Cytoplasmatickd doména,
skladajici se z 242 aminokyselin, je vysoce konzervovand a obsahuje devét tyrosinovych
residui. Biologické funkce proteinu CD19 jsou zavislé pravé na tfech z nich (Y391, Y482
aY513) (Tedder TF a Isaacs CM, 1989). Zaména tyrosinu za fenylalanin v pozicich Y483
a Y513 vede k inhibici fosforylace vSech ostatnich tyrosinil v cytoplasmatické doméné (Sato S,

1999). Struktura molekuly a jeji vyznamné domény jsou znazornény na Obr. 2.



Obr. 2 - Struktura molekuly CDI19. Zobrazeny jsou dveé immunoglobulin-like domény a t7i vyznamna
tyrosinova residua Y391, Y482 a Y513. Prevzato z Wang K et al., 2012
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3.1.2 Funkce molekuly CD19
Hlavni funkci CD19 je modulace receptorové signalizace 1 signalizace nezavislé na receptoru.
Ptispiva tak k udrzovani citlivosti imunitni odpovédi a navozeni tolerance (Carter RH a Fearon

DT, 1992).

Slouzi jako dominantni podjednotka signalniho komplexu na povrchu zdravych B bunck
spolecné s receptorem CD21, CD81 a CD225 (Del Nagro CJ et al., 2005). Tento komplex ma
zasadni roli v zavedeni signalnich praht receptorové signalizace a jeho regulaci, a to interakci
s BCR receptorem (Fujimoto M et al., 1998). BCR signalizace jako takova vyzaduje aktivaci
protein tyrosin kindz (PTK) zrodiny Src. CDI19 tyto kinazy rekrutuje a interaguje s nimi
fosforylaci tyrosintt Y513 a Y482 na CD19. Tim rekrutuje dalsi Scr a signal amplifikuje
(Fujimoto M et al., 2000). Po aktivaci BCR molekula CD19 dale jesté zesiluje BCR signalizaci
pomoci aktivace PI3K (Chung EY et al., 2012).

Nezavisle na BCR je CD19/CD21 komplex schopny vazat aktivovany fragment komplementu
C3d. Cely komplex poté translokuje do lipidového raftu, kde fosforylovana CD19 interaguje
s kinazami a moduluje BCR signalizaci (Deaglio S et al., 2007).

CDI19 rovnéz lateralné asociuje s CD38 v lipidovych raftech a jeho pfitomnost v komplexu

pfimo ovlivituje schopnost CD38 signalizovat (Deaglio S et al., 2007).



3.1.3 Fylogeneze molekuly CD19

Fylogenezi glykoproteinu CD19 se literatura vénuje velmi malo. Ortology této molekuly jsem
proto vyhledala v databazich OrthoDB, PANTHER a HomoloGene. CD19 jsem nalezla pouze
u zastupcu ze tiid savcl a plazt. Bylo by logické predpokladat, Ze se molekula vyskytuje
i1 u ptakli, nicméné¢ obsah databazi tomu nenasvédCuje. Je ovSem mozné, ze zatim zadny
vyzkum vyskytu CD19 ve tiidé ptakd proveden nebyl. Molekula CD19 se bud’ u jinych

zivocicht nevyskytuje, anebo zatim nebyla dostatecné zkoumana.

Doposud nebyla nalezena ani zddna vyznamnd homologie mezi CD19 a jinymi znamymi

proteiny (Tedder TF, 2009).

3.2 CD20

Molekula CD20 se nachazi v lipidovych raftech cytoplasmatické membrany B lymfocyti.
Exprimuje se béhem ontogeneze B lymfocytii a reguluje jejich diferenciaci, vyvoj a proliferaci
v plazmatické buiiky. Plazmatické B buiiky tento CD znak ztraci. U pacientl s leukemii
a lymfomy B bunék se vyskytuje ve vy$$im mnozstvi. Jednd se o vyznamny tumorovy marker.

(Tedder TF et al., 1988).

Molekula CD20 je kédovéana genem MS4A41, ktery se nachazi na chromosomu 11 v lokusu
11q12.2. Tento gen se sklada z Sesti exond (Cang S et al., 2012). MS4A1 je soucasti genové
rodiny MS4A, ve které bylo doposud identifikovano 16 genii. VSechny geny této rodiny

se nachazeji v clusteru na dlouhém raménku chromosomu 11 (Zuccolo J et al., 2010).

3.2.1 Struktura molekuly CD20

Molekula CD20 je neglykosylovany protein dlouhy 297 aminokyselin o molekulové hmotnosti
33-37 kDa (Tedder TF et al., 1988). Molekula CD20 je tetraspaninem, typem membranového
proteinu.  Typickou strukturou tetraspanini je ukotveni v membrané Ctyfmi
transmembranovymi doménami a intraceluldrni orientace N- i C- konce. Do extracelularniho
prostoru tak ptfesahuji dvé smycky, velkd a mala. Struktura a ukotveni molekuly CD20

v membran¢ je zndzornéna na Obr. 3 a Obr. 4 (Cang S et al., 2012).



Molekuly CD20 se dale skladaji do homotetramernich komplexu. Tvofii tak komplex podobny
Ca?" kandlu Orail. Na rozdil od n&j oviem neobsahuje kyseld rezidua okolo aktivniho mista,
ktera jsou esencialni pro funkci tohoto kandlu. Je tedy nepravdépodobné, ze by CD20 slouzil
sam osobé jako kanal. Spise ma ulohu jako regulator ¢i souc¢ast Ca?* kanalu (Polyak MJ et al.,

2008).

Obr. 3 - Struktura molekuly CD20. Znazornény jsou transmebranové domény (TM), extraceluldarni
smycky (Cervené) a tri cytoplasmatické domény molekuly (bile). Prevzato z Cang S et al., 2012
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Obr. 4 - Ukotveni molekuly CD20 v membrané. Prevzato z Cang S et al., 2012
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3.2.2 Funkce molekuly CD20

Molekula CD20 doposud nema zadny zndmy ligand (Cragg MS et al., 2005). Podobné jako
CD19/CD21 komplex se i CD20 fyzicky asociuje s BCR receptorem. V B lymfocytech
participuje na influxu Ca*" aktivovaném po ligaci BCR. Je i pravdépodobné, ze se CD20

a CD19/CD21 na této aktivaci Ca** kanalt spolupodileji (Polyak MJ et al., 2008).

Na CD20 je cilena monoklonalni protilatka Rituximab (RTX), kterd se, podle Canga et al.,
2012, ukazala byt velmi efektivni v terapiich lymfomt. RTX se vaze na epitop velké
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extracelularni smycky a poté plisobi cytotoxicky. Vazebné misto RTX je zobrazeno na Obr. 4

(Cang S et al., 2012).

3.2.3 Fylogeneze molekuly CD20
CD20 je soucasti proteinové rodiny MS4A, do které patii nejméné 16 proteinli tetraspaninové
povahy. Jak jiz bylo zminéno, geny pro tyto molekuly jsou lokalizované v klastru na

chromosomu 11. Mnoho z nich rovnéz plni funkce v imunitnim systému.

Napiiklad MS4A2 je signalni podjednotkou IgE receptoru a receptoru IgG Zirnych buné¢k
apodili se tedy na alergickych reakcich (Zuccolo J et al., 2010). MS4A3 funguje jako
adaptorovy protein, ktery participuje v regulaci bunécného cyklu bunék lymfoidni a myeloidni
linie. MS4A4 nebyl identifikovan u ¢loveéka (Homo sapiens). Jeho mysi (Mus musculus) ortolog
se vSak podili na regulaci signalizace T bunck. MS4A12 se, ucastni influxu vapenatych iontl
v epitelidlnich bunikach stieva, plni tedy funkci podobnou CD20. Funkce dalSich ¢lentt MS4A

rodiny jsou doposud neznamé (Zuccolo J et al., 2010).

Zuccolo et al. nalezli geny rodiny MS4A u savct, ptaki, plazti, obojzivelnika, ryb a paryb, tedy
viech &elistnatct. Zadny z téchto gend neobjevili u bezdelistnatct, bakterii, protist, hub, ani
rostlin (Zuccolo J et al., 2010). Adaptivni imunitni systém se v evoluci rovnéZz objevuje poprvé
u paryb (Cooper MD a Alder MN, 2006). To, ze proteiny rodiny MS4A plni mnohé funkce
v buiikkach adaptivni imunity, by naznacovalo, ze geny MS44 mohly funkéné vzniknout
soucasn¢ s adaptivni imunitou. Zuccolo et al. ovSem transkripty genli rodiny MS4A
identifikovali 1 u ostrouna obecného (Squalus acanthias), druhu paryby, ktery adaptivni
imunitni systém nema. Vyvozuji tedy, Zze souc¢asny vznik MS4A genové rodiny a adaptivni

imunity u paryb byl ndhodny (Zuccolo J et al., 2010).

3.3 CD21

CD21 je membranovy glykoprotein, ktery je téZ oznacovan jako komplementovy receptor
typu 2 (CDR2, anglicky complement receptor type 2) nebo Epstein-Barr virus receptor. CD21
je exprimovan na povrchu B lymfocyta, folikuldrnich dendritickych bunék a perifernich

T lymfocyti (Asokan R et al., 2006).

Protein CD21 je kddovany genem CR2 na chromosomu 1 v lokusu 1q32.2. Nachazi se zde také

jiné geny aktivace komplementu (Weis JH et al., 1987).
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3.3.1 Struktura molekuly CD21

Molekula CD21 je ukotvena v membrané jednou transmembranovou doménou, obsahuje
extracelularni a kratkou intracelularni doménu, dlouhou 34 aminokyselin. Extracelularni ¢ast
je slozena z 15-16 opakujicich se domén SCR (short consensus repeats), v zavislosti
na alternativnim sestiihu. Tyto domény jsou dlouhé 60-70 aminokyselin. VSechny alternativni

izoformy proteinu vykazuji stejné aktivity (Carel JC et al., 1990).

Dvé z SCR domén (SCR1 a SCR2) tvofi vazebné misto ve tvaru V, do kterého se vazi vSechny
jeho znamé ligandy C3d, CD23, EBV gp350/220 (Szakonyi G et al., 2001). Struktura molekuly

je znazornéna na Obr. 5.

Obr. 5 - Struktura molekuly CD21. Prevzato z Hannan JP, 2016

Complement iC3b, C3dg

& C3d

EBV gp350/220

CD23 (non-glycan mediated)
Interferon-alpha

C. neoformans APP1

SCR modul
h]ﬁ CD23 (glycan medisted) /mo ule
) |

CR2 SCR1-2
PDB Accession code: 1LY2

3.3.2 Funkce molekuly CD21

CD21 je multifunkénim receptorem na povrchu B lymfocyti. Mezi jeho ligandy patii
komponenty komplementové kaskady, CD23, IFN-a a protein gp350 viru Epstein-Barrové.
Ligandy se asociuji s doménami SCR1 a SCR2 (Asokan R et al., 2006).

Centralni funkci CD21 je spoluprace v odpovédi proti cizim antigenim. Laterdln€ se asociuje
s BCR receptorem a slouzi jako jeho koreceptor. Poté, co dojde k aktivaci komplementu,
navazi se komplementové proteiny na antigenni povrch. Zatimco BCR vaze antigen ptimo,
CD21 navaze tyto produkty komplementové kaskady (iC3b, C3dg a C3d), na kterych je
antigen navazan. Tim CD21 propojuje slozky adaptivni a vrozené imunity (Carter RH a

Fearon DT, 1992). Dale se amplifikuje signaliza¢ni kaskada skrze CD19/CD21/CD81
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komplex, coz vede k zesileni uvoliiovani Ca’, aktivaci kindz a proliferaci B lymfocyth

(Asokan R et al., 2006).

Dalsim ligandem CD21 je CD23, nalézajici se na membranach i jako solubilni protein. Jejich

vazba pak ma za nasledek zvyseni produkce IgE (Aubry JP et al., 1992).

Tento glykoprotein ma klicovou roli v udrzeni tolerance vici vlastnim antigeniim, naptiklad
vuci ssDNA, dsDNA, chromatinu a histonim (Prodeus AP et al., 1998). Mutace v genu CR2
vede k rozvoji lupu (Asokan R et al., 2006).

CD21 je receptorem také pro protein gp350 viru Epstein-Barrové (EBV) a napomaha jeho
infekci B bun¢k (Yefenof E et al., 1976).

3.3.3 Fylogeneze molekuly CD21

Receptory pro komplement, CR2 geny vétSiny savcl produkuji dva proteiny — dlouhy protein
CR1 akratky CR2. Naptiklad u mysi je CR1 slozeny z 21 domén SCR a CR2 z 15 domén SCR.
CR2 vznika pii alternativnim sestiihu vystipnutim exont 2-8, které¢ koduji domény SCR1-6.
CR2 gen primati ztratil schopnost produkovat oba proteiny CR1 a CR2. Exony kodujici
domény proteinu CR1 jsou ale v genu stale pfitomné, pouze nejsou piepisovany do transkriptu.

CRI1 je kodovana samostatnym genem CR/ (Jacobson AC a Weis JH, 2008).

Rovnéz molekula CD21 je nedostatecné evolucné pospana. Podle OrthoDB je protein CD21
konzervovéan mezi savci, véetné vacnatcl a ptakofitnych. CD21 byl rovnéz nalezen u kobry
kralovské (Ophiophagus hannah) a leguana anolise rudokrkého (Anolis carolinensis). Lze se
tedy domnivat, ze se molekula vyskytuje alespon u ¢asti, ne-li u v§ech plazi. Pro potvrzeni této
hypotézy mame ovSem nedostate¢nad data. Jistd podobnost byla databazi nalezena i s blize
nespecifikovanymi proteiny nékolika zastupct ¢lenovcl - dvou druht komart (Anopheles
arabiensis, Anopheles coluzzii), Stira Martensova (Mesobuthus martensii), sviluSky chmelové
(Tetranychus urticae) a rusa domaciho (Blattella germanica). Rovnéz zde nemame k dispozici
dostatecné idaje. Proto nemiizeme potvrdit evolu¢ni spojitost mezi proteinem CD21 a témito

proteiny.
3.4 CD24

Glykoprotein CD24 byl poprvé identifikovan v roce 1978. Je rovné€z znamy pod zkratkou HSA,
tedy heat stable antigen. Tato molekula se vyznacuje Sirokou distribuci v tkdnich nejen

imunitniho systému, ale i vysokou variabilitou (Springer T et al., 1978).
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Protein je exprimovan v B a T lymfocytech, neutrofilech, eozinofilech, dendritickych buiikach
a makrofazich. Mimo imunitni systém se vyskytuje na povrchu neuront, epitelidlnich bunék,
keratinocytti, svalovych buné€k a buiikdch pankreatu. CD24 se rovnéZ objevuje u rakovinnych
bun¢k mnoha typt (Fang et al., 2010). V mnoha bunécnych typech se exprimuje v prubéhu
vyvoje a maturace, v mensi mife pak u maturovanych bunék. CD24 je vyznamnym markerem

prekurzorii B bun¢k (Hardy et al., 1991).

Gen CD24 je lokalizovan na dlouhém raménku chromosomu 6. U ¢loveéka byly rovnéz
identifikovany tfi CD24 pseudogeny na chromosomech 1, 15 a'Y, z nichz ani jeden neobsahuje

introny (Hough MR et al., 1994).

3.4.1 Struktura molekuly CD24

CD24 je kratky glykoprotein variabilni délky, ukotveny GPI kotvou k vnéj$i strané
cytoplasmatické membrany. Béhem maturace je tato molekula sestfizena z prekurzoru
dlouhého 80 aminokyselin v protein o délce 31-35 aminokyselin. Dochdzi rovnéz
k N- a O-glykosylaci v mnoha mistech. Alternativni sestfih transkriptu a glykosylace jsou
vysoce variabilni a jsou zavislé na bunécném typu. To ma vyznamny vliv na velikost, tvar 1
funkci proteinu. Molekulova hmotnost glykoproteinu CD24 se tak mtize pohybovat v rozmezi
20-70 kDa v zavislosti na tkani, ze které byl izolovan. Lidsky CD24, na rozdil od mysiho,
obsahuje serinova a threoninova rezidua, jedna se tedy o glykoprotein mucinového typu (Kay

R et al., 1991). Struktura molekuly je zndzornéna na Obr. 6.

Obr. 6 - Schematické znazornéni struktury glykoproteinu CD24. Peptidové jadro je kotveno
k cytoplasmatické membrané GPI kotvou. Upraveno podle Ayre DC a Christian SL, 2016a
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3.4.2 Funkce molekuly CD24
CD24 plni mnohé funkce v mnoha typech tkani, coz je mozné diky strukturni rozmanitosti
molekuly a vysoce variabilni glykosylaci. V T lymfocytech slouzi jako kostimulac¢ni faktor

v regulaci homeostaze a proliferace, v B lymfocytech aktivuje proliferaci (Tan Y et al., 2016).

Hlavni funkci molekuly CD24 je ovSem zprostiedkovani adheze. Bylo identifikovano nékolik
adhezivnich ligandl této molekuly, naptiklad Siglec-10 a HMGB-1, protein ze skupiny DAMPs
(Chen GY et al., 2009). Specificita ligace je Casto zavisla na typu buiiky exprimujici protein
CD24, a tedy 1 jeho glykosylaci. Dalsim ptikladem ligandu molekuly CD24 mohou byt
P-selektiny exprimované na epitelidlnich bunikach, které jsou schopné vazat molekulu CD24 na
povrchu leukocytd myeloidni linie, thymocytd a B lymfocyt (Aigner et al., 1995). Adhezni
molekula LICAM je ligandem neuront nesoucich CD24 molekulu a reguluje rast axonu. Tato

interakce plni funkci ve vyvoji nervového systému savct (Kadmon et al., 1995).

CD24 se ale podili 1 na Sifeni metastazi a adhezi nddorovych bunék. Vysokéa mira exprese CD24
byla detekovana u pacienti s epitelidlnim karcinomem vajecniku (Kristiansen G et al., 2002),
karcinomem pankreatu (Jacob J et al., 2004), prostaty (Kristiansen G et al., 2004), prsu

(Kristiansen G et al., 2003b) a nemalobunécného karcinomu plic (Kristiansen G et al., 2003a).

Molekula CD24 rovnéz hraje roli v kontrole autoimunity. Polymorfismy a delece v genu CD24
jsou spojeny s nékolika autoimunitnimi chorobami, jako je roztrousena sklerdza a systémovy

lupus erythematodes (Tan Y et al., 2016).

3.4.3 Fylogeneze molekuly CD24

Ortologické molekuly CD24 nachdzime u plaza, ptakl a savci. Tato molekula tedy vznikla
jeste pred oddélenim tiid ptaka a plazi. Jeji vyskyt je pln€ konzervovan u placentalnich savc.
Homologie se ovSem nachazeji v pomérné¢ malém poctu aminokyselin. Nejvice
konzervovanymi oblastmi jsou glykosylaéni mista, kterd v maturovaném proteinu
zprostiedkovavaji interakci s ligandy. Mezi druhy se riizni i struktura genu. Rozdily byly

nalezeny v poctech exond, intront a pfitomnosti UTR (Ayre DC et al., 2016b).

3.5 CD27

CD27 je povrchovy antigen T lymfocytl, NK bunék, plazmatickych B lymfocyti a pamét'ovych

B lymfocytii. Je rovnéz oznacovan jako receptor pro TNF. (Borst et al., 2005)

Gen CD27 je umistén na 12. chromosomu v lokusu 12p13.31. (Baens M et al., 1995)
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3.5.1 Struktura molekuly CD27

Molekula CD27 se sklada z 260 aminokyselin (Widney D et al., 1999). V zivych systémech se
naléza ve form¢ homodimeru o hmotnosti 55 kDa. Spojeni dvou monomert je realizovano
disulfidickym mustkem (Yamamoto H et al., 1998). Molekula CD27 se vyskytuje na povrchu
bun¢k kotvend v membrané, nebo jako solubilni molekula vznikla odStépenim membranové
formy. Solubilni forma ma hmotnost 32 kDa (Widney D et al., 1999). Orientace molekuly

v membrané nebyla nalezena v ¢lancich, ani databazich.

V extracelularni oblasti se nachéazeji tii domény bohaté na cystein (CRD1-3, anglicky cystein-
rich domains), které jsou typické pro TNF receptorovou rodinu. Epitop pro ligand CD70
zahruje rezidua 57-68 v doméné CRD2. Tato rezidua jsou stoprocentné¢ konzervovana
u lidského a mysiho ortologa molekuly CD27 (Teplyakov A et al., 2017). Struktura molekuly
CD27 je zobrazena na Obr. 7.

Obr. 7 - Struktura molekuly CD27 a jeji interakce s ligandem CD70. Upraveno podle Jacobs J et al.,
2015

3.5.2 Funkce molekuly CD27

Jedinym znamym ligandem je cytokin CD70, exprimovany v aktivovanych B a T lymfocytech
a dendritickych bunikach. (Borst J et al., 2005) Jejich kooperace ovliviluje regulaci imunity
a tolerance (Denoeud J a Moser M, 2011). Ligace CD27-CD70 spousti NF-kB signalizaci,
mediovanou adaptorovym proteinem TRAF2. Tato draha stimuluje proliferaci B a T lymfocyti,

diferanciaci plazmatickych buné¢k a sekreci protilatek. (Yamamoto H et al., 1998).
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Ptitomnost CD27 je vyzadovana pro udrzeni T bun€cné imunity, zajiSt'uji totiz jejich proliferaci
vySe zminénou signdlni drahou. Po aktivaci T lymfocytti dochazi ke zvySené expresi CD27

na jejich povrchu (Camerini D et al., 1991).

DalSimi disledky CD27-CD70 ligace je mobilizace vapenatych iontt, aktivace proteinkindzy
C a protein tyrosin kinazy (Kobata T et al. 1994).

Molekula CD27 je dobrym markerem lidskych plazmatickych a pamétovych B bun¢k. Naivni
B buniky jsou CD27 negativni (Klein U et al., 1998; Agematsu K et al., 2000).

3.5.3 Fylogeneze molekuly CD27

Tato molekula rovnéz nebyla z hlediska fylogeneze podrobné popsana. Vyhledavanim v
databazi OrthoDB jsem zjistila, ze molekula CD27 je konzervovana mezi savci. Podobnost
s CD27 byla nalezena u necharakterizovanych proteini plze Lottia gigantea a druhu pijavice
Helobdella robusta. Je v§ak mozné, Ze se jedna o jiné proteiny z rodiny TNF receptort a shoda

byla nalezena pouze v konzervovanych doménach CRD.

Bylo vsak zjiSténo, ze u mysi a krys neni molekula CD27 charakteristickym znakem pro
pamétové B lymfocyty a nelze ji tedy pouzit jako diferenciacni marker (Anderson SM et al.,
2007). Funkce a vyskyt molekuly CD27 tak nejspi$ nejsou ani v ramci savéich druhii plné

konzervovany.

3.6 CD38

CD38 je transmembranovy glykoprotein nachéazejici se na povrchu T i B lymfocytl, nékterych
bunek myeloidni linie, osteoklastl a osteoblastli (Tenca C et al., 2003; Zilber MT et al., 2000).
Vyskyt CD38 byl prokdzan i na nékterych bunkdch neimunitnich tkéni. Jednd se o
fylogeneticky konzervovanou molekulu, starou piiblizn¢ 700 miliona let. CD38 ma nejen
funkci receptorovou, jedna se také o multifunkéni ektoenzym (Ferrero E a Malavasi F, 1997;
Malavasi F et al., 2008). Molekula CD38 byla velmi dikladn¢ prozkoumana, a proto jsou

znalosti o jeji funkci velmi rozséhlé oproti vySe popsanym CD znakam.

Tento glykoprotein je u savcl kotven nejenom v cytoplasmatické membrané, ale muze
se objevovat 1 v membrané jaderné (Orciani M et al., 2012), mitochondrialni (Ziegler M et al.,

1997) ¢i vezikularni (Masuda W a Jimi E, 2011).
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3.6.1 Struktura molekuly CD38

Produkt genu CD38 se u ¢loveka skldda z 300 aminokyselin. Na N-konci se nachazi jeden
transmembranovy helix dlouhy 21 aminokyselin a dalSich 21 aminokyselin pfesahujicich do
cytoplasmy. Orientace C-konce molekuly do extracelularniho prostoru je u obratlovcl
primarni. Nicméné u clovéka se objevuje také topologie opacnd, tedy otoCeni C-konce do
cytoplasmy (Zhao YJ et al., 2012). Misto enzymatické NADasové aktivity se nachazi

v C-terminalni sekvenci 273-285, je tedy orientovano extracelularn€ (Hoshino S et al., 1997).

Obr. 8 - Stuzkovité zobrazeni molekuly CD38. Struktura je vyobrazena v pohledech ze dvou uhli.
Prevzato z Liu Q et al., 2005

N-term domain

C-term domain

Celkovy tvar molekuly je zobrazen na Obr. 8 a Ize ho pfiblizit pismenu L. N koncova doména
je tvofena péti a-helixy a dvéma kratkymi B-listy, C-koncova ¢tyimi o-helixy a ¢tyfmi B-listy.
V molekule se nachazi celkem 6 disulfidickych miustkt (Liu Q et al., 2005).

CD38 se vyskytuje v membranach ve formeé monomeru i dimeru. Tato skute¢nost je vyuzivana

v regulaci receptorové funkce molekuly (Deaglio S et al., 2007).

3.6.2 Struktura genu CD38

Lidsky gen pro molekulu CD38 se nachdzi na 4. chromosomu, konkrétné¢ v misté¢ 4pl5
(Nakagawara et al., 1995). Gen je dlouhy 70 kb a skldda se z 8 exonll a 7 introntll. Exon 1 je
nejvetsi a koduje cytoplasmatickou, transmembranovou i extracelularni ¢ast molekuly. Pres

98 % genu se sklada z intronovych sekvenci (Ferrero E a Malavasi F, 1997).
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Regula¢ni oblast tohoto genu je charakteristicka absenci TATA boxu a ptitomnosti CpG

ostrovu kontrolovaného methylaci (Ferrero E a Malavasi F, 1997).

V lidském CD38 genu byl nalezen polymorfismus v intronu 1, ktery je nejdelSim intronem
tohoto genu. Byla prokazana existence dvou alel, CD38" 4 a CD38" B. V italské populaci,
ve které byl vyzkum provadén, je alela CD38" B cast&j$i a jeden ze &tyf jedincd je

heterozygotem (Ferrero E, Saccucci F a Malavasi F, 1999).

3.6.3 Vyskyt molekuly CD38

Molekula CD38 byla ptivodné objevena na lidskych T lymfocytech za pouziti mysich
monoklonélnich protilatek. K vyrazné expresi dochazi v double-pozitivnich thymocytech,
nenachazi se u double-negativnich (Tenca C et al., 2003). CD38 se rovnéz nevyskytuje,

nebo se vyskytuje na velmi nizké tirovni u pamétovych T lymfocytt (Deaglio S et al., 2001).

CD38 ma téz vysokou expresi u prekurzort kostni diené. U klidovych B bunék je tato exprese
regulacné snizena. CD38 se poté znovu objevuje u terminaln¢ diferenciovanych plazmatickych

bunék (Funaro A, Malavasi F, 1999).

V myeloidni linii se CD38 objevuje u cirkulujicich monocytti, u makrofagii v§ak chybi (Zilber
MT et al., 2000). Pii maturaci monocytu v nezralou dendritickou buniku dochazi ke ztrat¢ CD38
(Fedele G et al., 2004.) K jeji op€tovné expresi ovSem dojde po indukci lipopolysacharidem
a ndsledném zrani dendritické bunky (Frasca L, et al., 2006). CD38 se objevuje i na povrchu
NK bun¢k (Mallone R et al., 2001), granulocytt (Fujita T et al., 2005), cirkulujicich osteoklastt
a osteoblastli (Shalhoub V et al., 2000).

Vyskyt CD38 byl potvrzen i v nékterych tkanich mimo imunitni systém, a to naptiklad
na povrchu Cervenych krvinek (Ramaschi G et al., 1996), krevnich desti¢ek (Zocchi E et al.,
1993) a v Langerhansovych ostrivcich (Koguma T et al., 1994; Mallone R et al., 2002).
Molekula byla nalezena i na Purkynovych bunkach (Mizuguchi M et al., 1995) a v hladké

a pticné pruhované svaloving (Fernandez JE et al., 1998).

Nejzajimavéjsi nalez byl ziskan analyzou krve novorozenct, kdy nebyli nalezeni zadni CD38
negativni jedinci. Z hlediska ontogeneze ¢lovéka to znamena, Ze neptitomnost molekuly CD38

je neslucitelna se zivotem (Malavasi F et al., 2008).

3.6.4 Receptorové funkce molekuly CD38
Ligandem CD38 je protein CD31, nachazejici se ve velkém mnozstvi v endotelu. Jeho vazba

zajistuje adhezi T lymfocyti na endotelidlni buniky a tedy i homing lymfocytt (Dianzani U
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et al., 1994). Interakce CD38 a CD31 téz reguluje cytoplasmaticky tok Ca iontii. Soucinnost
obou molekul rovnéz hraje klicovou roli v regulaci bunécného cyklu a migraci leukocyti

(Deaglio S et al., 1998).

Receptor je regulovan tfemi urovnémi kontroly — vyskytem monomerni ¢i dimerni formy
CD38, lokalizaci molekuly v lipidovych raftech cytoplasmatické membrany a déle lateralni
asociaci v téchto mikrodoménach s komplexy molekul spolupracujicich na signalizaci. Tyto
komplexy se ovSem podle typu leukocyta rtizni (Deaglio S et al., 2007). Napiiklad u T bun¢k
se jedna o TCR/CD3 komplex. Pfenos signalu je zde po vazbé CD38 a CD31 zajistén
tyrosinovou fosforylaci ramen molekuly CD3 (Zubiaur M et al., 1999). V B lymfocytech CD38
asociuje s CD19 komplexem. Utlumeni funkce molekuly CD19 inhibuje schopnost CD38
zprostiedkovat vlévani Ca®', pfi¢emz ale neovliviiuje povrchovou expresi CD38

(Deaglio S et al., 2007).

3.6.5 Enzymatické funkce molekuly CD38

Glykoprotein CD38 je ADP-ribosyl cyklazou (ARCs). ARCs jsou enzymy glykoproteinové
povahy s NADasovou aktivitou, které za neutrdlniho pH Kkatalyzuji hydrolyzu NAD"
(nikotinamid adenin dinukleotidu) v cyklickou ADP ribosu — cADPR (Howard M et al., 1993).
Tento produkt dale plni vyznamnou funkci druhého posla p¥i mobilizaci Ca?*. Spojuji se zde
tedy funkce enzymatické a receptorové (Lee, H C, 2001). ARCs enzymy zajiStuji rovnéz
hydrolyzu cADPR na ADPR (Howard M et al., 1993).

V kyselém prostiedi ovSem CD38 preménuje NADP+ v NAADP+ (nicotinic acid adenin
dinukleotid fosfat), tedy dalSiho druhého posla, ktery figuruje v mobilizaci vapenatych kationtt
(Aarhus R et al., 1995). Zatimco cADPR aktivuje ryanodinovy receptor, NAADP cili na TPC,
two-pore channels, které mobilizuji Ca>" z lyzozomu a dalsich kyselych organel (Lee, H C,

2001).

Dalsi funkci CD38 je schopnost extracelularni domény zprostfedkovat ADP ribosylaci nékolika

proteint v¢etné sebe sama. (Grimaldi JC et al., 1995).

3.6.6 Fylogeneze molekuly CD38

CD38, jak jiz bylo zminéno, se fadi mezi takzvané¢ ARCs, tedy ADP-ribosyl cyklazy. Tato
rodina enzymil je velmi starobyld. A jako takovd s sebou nese relikty svého dlouhého
fylogenetického vyvoje. Ortologické ARC molekuly, byly objeveny nejen u obratlovct,
ale i bezobratlych (Ferrero E et al., 2014).
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Napiiklad, ortology molekuly CD38 byly popsany u savcii — skotu Bos taurus (Pekala PH
a Anderson BM, 1978), ptakt - kura Gallus gallus (NBCI ADQ89191), obojzivelnikli —
drépatky Xenopus laevis (Churamani D et al., 2012), mnoha zéstupct jezovek (Churamani D
etal., 2008) a dokonce plosténct - Schistosoma mansoni (Goodrich SP et al., 2005).
Vzhledem k dnesnimu rozsifeni ARCs mezi takto Sirokou Skalou obratlovct 1 bezobratlych, se
musela ARC vyskytovat uposledniho spole¢ného predka trojlistych, takzvaného
Urbilateriana. Jednalo se pravdépodobné o malého motského zivocicha podobného
plosténciim (De Robertis EM, 2008). Jeho existence je fosiln¢ doloZena pfinejmenSim pied
630 miliony lety béhem kambrické exploze (Knoll AH a Carroll SB, 1999). Podle n¢kterych
autort se ale Urbilaterian vyskytoval uz drive, ptiblizné pted 700 miliony let. (Erwin et al.

2011).

Ribhydrolazova doména je siln¢ konzervovana u ARCs, nejvetsi uniformitu vykazuji
v konzervovanych cysteinech, formujicich disulfidické mustky. Naopak u C- a N- konce

molekul nabyvaji nejmensich homologii (Chothia C et al., 2003).

CD38 ortolog byl nalezen u motského plze zeje kalifornského, Aplysia californica (Hellmich
MR a Strumwasser F, 1991). Jedna se o jediného ¢lena rodiny ADP-ribosyl cyklaz, ktery je
solubilni, tedy neni vazany v membrané (molekula je zobrazena na Obr. 9). Vyznam Aplysia
cyklazy spociva predevsim ve schopnosti signalizace pomoci druhych posli. K expresi tohoto
proteinu dochézi ve zralych 1 nezralych oocytech a hraje vyznamnou roli pfi fertilizaci (Glick
DL et al., 1991). Aplysia cyklaza byla rovnéz detekovana v cytosolu neuronti tohoto mekkyse,

pfi¢emz béhem depolarizace se translokovala do jadra (Bezin S et al., 2008).

U jezovky purpurové, Strongylocentrotus purpuratus, byly objeveny dokonce Ctyfi rtizné
ADP-ribosyl cykladzy, a to ve tfech riznych orientacich. Dvé cykldzy jsou kotvené GPI-kotvou,
dvé maji transmembranovou doménu, ovSem jsou zakotveny v opacnych orientacich C- a N-
koncem. VSechny typologie cyklaz jezovky jsou zobrazeny na Obr. 9 pod oznacenim
SpARC1-4 (Ramakrishnan L et al., 2010). I zde se ARCs vyskytuji v oocytech a podili se na
fetilizaci zavislé na mobilizaci vapenatych kationtd. Vzhledem ktomu, Ze jezovka je
modelovym organismem vyvojové biologie, je tento proces ditkladnéji popsan nez u Aplysie

(Davis LC et al., 2008).

CD38 se vyskytuje i u parazitického helminta krevnicky stfevni, Schistosoma mansoni.
Molekula je GPI-kotvena v tegumentu schistosom, povrchové struktuie zajistujici obranu

pied imunitnim systémem hostitele (Castro-Borges W et al., 2011). Tento enzym vyhradné
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hydrolyzuje NAD na ADPR a nevykazuje Zadnou cykldzovou aktivitu (Goodrich SP et al.,
2005). Ztrata této enzymatické aktivity je zplisobena mutaci v aktivnim misté — zdménou

histidinu za konzervovany tryptofan (Kuhn I et al., 2006).

Obr. 9 - Typologie ARCs a jejich lokalizace v membrandch. Prevzato z Ferrero E et al., 2014

Type | Type ll Type Il GPI Secreted

SpARC1 Human CD38 Human Bst1 Aplysia ARC
Macaque CD38 Macaque Bst1
Mouse CD38 Mouse Bst1
Rat CD38 Human CD38 Rat Bst1
Chick CD38 Chick Bst1
Frog CD38 Frog Bst1
SpARC3 SpARC2
SpARC4

S.mansoni ARC

Jak jiz bylo zminéno, molekula CD38 je u obratlovci orientovana C- koncem
do extracelularniho prostoru, ovS§em u lidského ortologa je mozna i orientace opacna. U jinych
obratlovcll nebyla zatim tato dvoji orientace popsana, ale ani vyvracena (orientace a ukotveni

molekul v membrané viz Obr. 9) (Zhao YJ et al., 2012).

Savci ortology CD38 se exprimuji v pomérné velkém mnozstvi tkéni. K vysoké expresi dochéazi
v krvi, lymf€, kostni dieni, ale i1 v dalSich organech, jako napiiklad mozek, srdce, jatra, svaly,
¢i pankreas. CD38 ma také, jak se zda, zdsadni vliv na sekreci oxytocinu a socialni chovani

(Jin D et al., 2007).

3.6.7 CD38 genovd rodina
U obojzivelnikt, plaz, ptakl a savet se kromé molekuly CD38 vyskytuje jesté dalsi ARC —
CD157. Byla tedy definovana CD38 genova rodina, kterd zahrnuje pouze geny pro tyto dve

molekuly. Bylo zjisténo, ze oba geny od sebe byly odvozeny genovou duplikaci (Ferrero E,
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Saccucci F a Malavasi F., 1999). K této udalosti doslo pied 340 miliony lety, pied oddélenim
obojzivelniki a plazi (Chothia C et al., 2003).

CD157 je téz znama jako BST-1 (bone marrow stromal cell antigen 1). Geny CD157 a CD38
jsou orientovany tandemoveé na lidském chromosomu 4 (4p15) v orientaci hlava-ocas. U mysi

se geny pro CD38 i CD157 nachazeji na 5. chromosomu (Malavasi F et al., 2008).

Gen CD157 ma délku 35 kb a sklada se z 9 exonit (Muraoka O et al., 1996). Je vysoce podobny
genu pro CD38 a exony 2-8 jsou podobné délky. Na rozdil od CD38 je ale molekula CD157
v membrané kotvena GPI kotvou na C- konci (viz Obr. 9) (Kaisho T et al., 1994).
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4 Mezidruhové porovnani sekvenci nukleotidii a aminokyselin
CD znaku

V této kapitole budou popsany postupy, které jsem pouzila pro vyhledani nejstarSich ortologt
molekul CD19, CD20, CD21, CD24, CD27 a CD38 a vysledky téchto vyhledavani.
Mezidruhové porovnani sekvenci nukleotidi a aminokyselin CD znaki jsem provedla pomoci

programt popsanych v kapitole €. 2.

Pro ziskani prvniho pfehledu o vyskytu ortologickych molekul jsem molekuly vyhledala
v databazi OrthoDB. 1dentifikované ortology jsou uvedeny v tabulce Tab. 1.

Tab. 1 - Prehled nalezenych ortologii jednotlivych molekul

Molekula Ortology nalezené u:

CD19 savci, anolis, kobra, komari

CD20 savci, ptaci, plazi, ryby, hlistice, pijavice, mekkysi, houbovci, krevnicka,

plasténci, nezmar, jezovka, vlo¢kovci

CD21 savci, anolis, kobra, komari

CD24 savci, ptaci, plazi, obojzivelnici

CD27 savci

CD38 savci, ptaci, plazi, obojzivelnici, ryby, paryby, hlistice, pijavice, mékkysi,

houbovci, krevnicka, nezmar, jezovka, vlockovci

Sekvence nukleotid a aminokyselin lidskych homologli molekul CD19, CD20, CD21, CD24,
CD27 a CD38 jsem vyhledala v databazi NCBI (Protein a Gene). Nasledné jsem tyto sekvence
porovnala programem BLAST s celou databazi NCBI a vyhledala proteiny a geny s vysokym
stupném identity. Z téchto vysledkli jsem vybrala pouze shody s kompletnimi sekvencemi.
Odfiltrovany byly 1 duplicitni sekvence molekul a gena stejného druhu. Toto srovnéni vSak
vypovida pouze o celkové homologii molekul, nikoliv jejich domén. Nejvyssi shody dosahuji
homology molekul priméti a dalSich savci. Vysledky jsou prezentovany pro sekvence

nukleotidil v tabulce Tab. 2 a pro sekvence aminokyselin v tabulce Tab. 3.

Vysledkem vyhledavani pomoci programu BLAST byly pouze sekvence obratlovcti. To je dano
charakteristikou algoritmti tohoto vyhledavaciho programu, ktery poskytuje pouze 100
sekvenci s nejvyssi identitou. U dalSich homologickych molekul a gend tedy shoda neni

zjistitelnd bez pouziti filtra.
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Tab. 2 - Vysledky porovnani sekvenci nukleotidit genii pro jednotlivé molekuly programem BLAST.
Popis hodnot je vysvétlen v poznamkach pod carou.

Vysledky pro porovnani sekvenci nukleotidt
Gen pro ; -
molekul Druh Max Total Query | Identita Accession
oleRuy score * | score * cover 1° 16 number !’
Homo sapiens 3513 9510 100% 99% | AH005421.2
CD19 | Pan troglodytes 3193 12608 99% 97% | AC275222.1
Macaca mulatta 520 1950 25% 95% | XR 001441690.1
Homo sapiens 5107 14619 100% | 100% | AH003353.2
CD20 | Pan troglodytes 798 3022 21% |  99% | XM 024347171.1
Macaca mulatta 4124 12515 99% 94% | AC197791.4
Homo sapiens 3330 7300 77% | 100% | M26004.1
cp21 | Pan paniscus 3225 7163 77% 99% | XM 003822895.2
Macaca
fascicularis 2780 6109 75% 94% | XM 005540689.2
Homo sapiens 15285 15285 100% | 100% | FJ226006.1
Pan troglodytes 3587 5474 42% 99% | XM 016956068.2
CD24 | Macaca nemestrina 2892 4202 37% | 93%| XM 011736401.2
Mus musculus X X X X X
Rattus norvegicus X X X X X
Homo sapiens 25547 29173 100%| 100% | NG 031995.1
CD27 | Pan troglodytes 1493 2936 11%|  99% | XM 016922832.1
Macaca mulatta 7415 66590 97% 92% | AC202669.10
Homo sapiens 6567 14821 100% | 100% | D84284.2
Pan troglodytes 2025 3851 26% 98% | XM _001160669.5
CD38 | Macaca nemestrina 1792 3681 30%|  92% | XM 011751563.1
Mus musculus X X X X X
Rattus norvegicus X X X X X

13 Max score - maximalni skore - skore nejlépe alignované sekvence

14 Total score - celkové skére - soucet skore viech alignovanych sekvenci
15 Query cover - podil vyhledané sekvence alignované se sekvenci vyhledavanou
16 Identita - pomér identickych bazi/aminokyselin v sekvenci
17 Accession number - kdd genu/proteinu vyhledatelny v databazich
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Tab. 3 - Vysledky porovnani sekvenci aminokyselin jednotlivych molekul programem BLAST. Popis

hodnot je vysvétlen v poznamkdach pod carou tabulky Tab. 2.

Vysledky pro porovnani sekvenci aminokyselin
i eore | soore | cover | Mentia] ST
Homo sapiens 1127 1127 100%| 100% | AAB60697.1
CDI19 | Pan troglodytes 1116 1116 100% 99% | XP 016784252.1
Macaca mulatta 944 944 100% 91% | XP_001103043.1
Homo sapiens 604 604 100% | 100% | NP 068769.2
CD20 | Pan troglodytes 598 598 100% 99% | XP 003826386.1
Macaca mulatta 591 591 100% 97% | NP _001274241.1
Homo sapiens 2246 2246 100% | 100% | AAA35784.1
cD21 | Pan paniscus 2175 2175 100% 97% | PNJ00346.1
Macaca
Jascicularis 2041 2041 100% 91% | XP_005540745.1
Homo sapiens 150 150 100% | 100% | NP 037362.1
Pan troglodytes 147 147 100% 98% | XP_016783410.1
CD24 | Macaca nemestrina 61.6 61.6 100% | 75% | XP_005552293.1
Mus musculus 48.1 48.1 82% 61% | NP 033976.1
Rattus norvegicus 48.9 48.9 82% 65% | NP_036884.1
Homo sapiens 536 536 100% | 100% | NP 001233.1
CD27 | Pan troglodytes 456 456 86% 98% | XP _008971981.1
Macaca mulatta 502 502 100% 94% | XP 001104337.1
Homo sapiens 625 625 100% | 100% | NP 001766.2
Pan troglodytes 620 620 100% 99% | XP 001160669.1
CD38 | Macaca mulatta 546 546 100% 91% | NP_001248702.1
Mus musculus 356 356 98% 59% | NP 031672.2
Rattus norvegicus 340 340 98% 59% | NP 037259.1

Pro dalsi analyzu jsem zvolila molekulu CD38. Tu jsem vyhledala v databazi HomoloGene.
Homology gend i proteini byly nalezeny nejen mezi savéimi druhy, ale i mezi ptéky,

obojzivelniky a rybami. U vSech homologli molekuly CD38 byla nalezena velmi podobna rib-

hydrolazova doména. Pfekvapivé byla nalezena i archebakterialni flagelinova doména u CD38

molekuly kura domaciho (Gallus gallus) (viz Obr. 10). Pozoruhodné je, ze tato doména u jinych

druhti objevena nebyla a Ze se nachdzi piiblizn€ v oblasti domény transmembranové (jak

popisuji dale). Dalsi zajimavosti je, ze transmembranova doména nebyla v HomoloGene

nalezena, piestoze je jinak v databazich (alespon u ¢lovéka a mysi) piesné definovana.
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Obr. 10 - Vysledek vyhledavani molekuly CD38 v programu HomoloGene. Riuizové je zobrazena
Rib-hydroldazova doména, zelene archebakterialni flagelinova.

HomoloGene:1345. Gene conserved in Euteleocstomi

Genes Proteins
Genes identified as putative homologs of one another during Proteins used in sequence comparisons and their conserved
the construction of HomoloGene. domain architectures.
CD38, H.sapiens NP_001766.2 ——
CD38 molecule 300 aa
CD38, Ptroglodytes ¥P_001160669. 1 = -
CD38 molecule 300 aa
CD38, M.mulatta ¥P_001099851 1 = -
CD38 molecule 301 aa
CD38, C.lupus NP_001003143 1 =— -
CD38 molecule 308 aa
Cd38, M musculus NP_0316722 ———
CD38 antigen 304 aa
Cd38, R.norvegicus NP_037253.1 =
CD38 molecule 303 aa
CD38. G.gallus NP _001188317 1 e
CD38 molecule 308 aa
cd38, X fropicalis NP 0010112301 -5
CD38 molecule 253 aa
LOC101886891, D.rero XP_005162637_1 =~
ADP-ribosyl cyclase 1-like 259 aa

Pokusila jsem se tedy vyhledat sekvenci této flagelinové domény v databazich. Tato doména
nebyla popsand v Nucleotide, GenPept ani v zadné jiné databazi. Sekvenci jsem tedy musela
vyhledat jinym zptisobem. V GenPept byla popsana rib-hydrolazova doména, kterd podle této
databaze zahrnuje rezidua 57-286 (kdd proteinu v databazi ADQ89191.1). Z vysledkt databaze
HomoloGene bylo jasné, ze flagelinovd doména se nalézd v N-koncové oblasti pied rib-
hydrolazovou doménou, tedy pied 57. aminokyselinou. Rezidua 1-56 jsem tedy vyhledala
v BLASTu a skutecné byl nalezena flagelinova doména v reziduich 18-40 (viz Obr. 11).

Obr. 11 - Identifikace flagelinové domény programem BLAST

} 2|ﬂ 3|ﬂ 4|ﬂ Slﬂ SIB
' ' ' ' ! ' 1 1 ' 1 1 ' ' 1 ' | ' '
RORCYLLAGIAILLIALYLAAYLASY LTGSESKEEANPEPLRWOGRGT

10
' | | 1 |
Huery seq. MPSORGSARER

Ngn-specific fArch_flagellin
hits
FlaE
Superfanilies Arch_flagellin superfamily

Poté jsem celou sekvenci aminokyselin této domény vyhledala v BLASTu zvlast. Kromé
homologii s ADP-ribosyl cykldzami ostatnich ptacich druhii byla nalezena identita s proteiny
bakterii, naptiklad ABC transportéry. Piiklady téchto homologl jsou zobrazeny v tabulce
Tab. 4.



27

Tab. 4 - Priklady molekul vykazujicich identitu s flagelinovou doménou nalezenych programem
BLAST. Popis hodnot je vysvetlen v poznamkdch pod carou tabulky Tab. 2.

Max | Total | Query

Nézev molekul
y score | score | cover

Identita Kéd proteinu

ADP-ribosyl cyclase/cyclic ADP-ribose hydrolase 1

[Gallus gallus] 68.5 |68.5 | 100% | 100% | NP 001188317.1
hypothetical protein [ Gordonia polyisoprenivorans] 44.8 |44.8 86% 76% | WP _006368243.1
ABC transporter [Microbacterium sp. 70-38] 42.6 |42.6 78% 83% | OJU70125.1

ABC transporter permease [Bifidobacterium sp. 7101] |42.6 |42.6 | 82% 79% | WP_081709055.1
ATP-binding cassette, subfamily C, CydC

[Curtobacterium sp. 9128] 41.8 1418 | 82% 74% | SBN63118.1
DUF2953 domain-containing protein [Paenibacillus

chitinolyticus] 37.5 1375 86% 69% | WP _042228534.1
ABC transporter permease [Streptosporangium

amethystogenes| 37.5 190.1 95% 70% | WP _030904236.1

ABC transporter permease [A/bimonas donghaensis] | 36.7 |36.7 91% 64% | WP 092679183.1

amino acid permease [4eromicrobium sp. Root472D3] | 36.7 |36.7 82% 74% | WP_056608000.1
hypothetical protein PHLGIDRAFT 104115
[Phlebiopsis gigantea 11061 1 CR5-6]"8 36.7 [36.7 | 78% 72% | KIP08617.1

Nasledn¢ jsem hledani omezila pouze na druhy archebakterii. Nalezeno bylo alespont 175
podobnych proteinti. Piehled n€kolika ptikladt flagelinovych proteint s nalezenou identitou je
shrnut v tabulce Tab. 5. Vybrala jsem flagelin druhu Thermoplasmatales archaeon, ktery déle
porovnavam s flagelinovou doménou kura domaciho (viz Obr. 19).

Tab. 5 - Priklady molekul vykazujicich identitu s flagelinovou doménou nalezenych programem

BLAST s pouzitim filtru pro archebakterie. Popis hodnot je vysvétlen v poznamkach pod carou tabulky
Tab. 2.

Max | Total | Query

Nazev molekul
y score | score | cover

Identita Kéd proteinu

archaeal flagellin [Thermoplasmatales archaeon
SCGC AB-540-F20] 35.0 [35.0 | 86% 65% | EMR74789.1

flagellin [Thermococcus zilligii] 32.5 1325 86% 65% | WP _010477643.1
flagellin-like protein [ Cuniculiplasma divulgatum] 30.8 |30.8 78% 62% | SIM68664.1

Dale jsem porovnala sekvence nukleotidi a aminokyselin N koncové oblasti ptred
rib-hydroldzovou doménou mezi kurem domacim (Gallus gallus), ¢lovékem a mysi domaci
(Mus musculus). Vsechny tfi homologické geny se sklddaji zosmi exoni. V této praci
prezentuji porovnani sekvenci pouze exont 1 (Obr. 13, Obr. 14, Obr. 15), nebot’ v exonech 2-8
se distribuce domén napti¢ druhy shodovala. V obrazcich jsou zvyraznény rib-hydrolazové
domény Cervené a transmembranové a flagelinové domény modfe. Vyuzila jsem sekvence

proteinil z databaze NCBI-Protein a sekvence DNA z databaze Ensemble.

18 jedn4 se o kornatce obrovského (Phlebiopsis gigantea), dfevokaznou houbu, tedy o eukaryontni organismus
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Obr. 12 - Chybné oznacent exonti genu CD38 kura domaciho jako UTR v databazi Ensemble

Exons/ Introns  Translated sequence Flanking sequence Intron sequence  UTR

Variants Missense

Markup loaded

Show PN entries Show/hide columns

No. Exon [ Intron Start End Start End Length Sequence
Phase Phase

5" upstream sequence «@CggCtcggcgcggaggcggcagogotgcgtgctgoctggccggcatcgos

1 ENSGALE00000433382 77,193,125 77,192,950 - = 176
Intron 1-2 77,192,949 77,181,656 11,294
2 ENSGALE00000432551 77,181,655 77,181,526 - 0 130 I GCATTCGTTCACAAGRATCC
TTAATGGAGT TGACRAGTCATCCAGTACC
Intron 2-3 77,181,525 77,180,963 563
3 ENSGALE00000153130 77,180,962 77,180,827 0 1 136 TCACTGTTTTGGAGCAGGACGTATGACCTCGTTCATCTTTATTCARAATGCAATCATCAT

TTCCTTACCTTGGEAGGRACACGTTCCTGEGTTATATGCTTGATGGGCTTTCATGGTGTGGA
GACCCCTCAGCTCCAG

Ke komplikacim doslo pii vyhleddvani exonl kufeciho genu CD38 v databazi Ensemble. Jako
5‘UTR totiz databaze oznacovala cely exon 1 a ¢ast exonu 2 (viz Obr. 12). Podle mych
piekladovych kontrol v exonu 1 zjevné chybéla pocatecni cast sekvence a chybél tak kod casti
flagelinové sekvence. Oznaceni jako 5’UTR je v této databazi pravdépodobné automaticke,
kdyz tedy nebyl nalezen prvni ATG kodoén, byla takto oznacena celd sekvence az do ATG
kodoénu v exonu 2. Sekvenci exonu 1 jsem se pokusila doplnit z jinych databazi. V databazi
Nucleotide bylo mozné nalézt pouze sekvenci mRNA genu CD38. Pomoci néstroje pro pieklad
sekvenci na portalu SIB ExPASy se mi podaiilo nalézt nukleotidovy kod prvniho metioninu a
nasledné celého exonu. Tento zrestaurovany kod je zobrazen na Obr. 13.

Obr. 13 - Nukleotidovd a aminokyselinova sekvence molekuly CD38 u kura domaciho (Gallus gallus).

Jsou zobrazeny pouze sekvence prvmniho exonu. Flagelinova doména je podbarvena modre,
rib-hydrolazova doména Cervené.

1 60
ATGCCCTCGCAGCGCGGCTCGECECGEAGGCGGCAGCGCTGCGTGCTGCTGGCCEGCATC
-M--P--S--Q--R--G--§--A--R--R--R--Q--R--C--V--L--L--A——G—-I-

61 120
AT T eC T BATCCCCCT T EC T aECeeCETCETEELETCCETECTCACEEGENEE
S P N T JUNE | TN RV W R - T - -

121 180
ABAGAGGAGGCGAACCCGGAGCCGCTGAGGTGGCAGGGCAGGGGGACGACCAGGAACCTG
K+-E-E-A-N-P-E-P-L-R W0 G R -G T ~T-—R-~N--L~

181 239
CGGGAGATCGTCCTGGGGAGATGCTACAGCTACCTCGCCGAGGGGCACGCGGAGCTGAG
S S N, T T




29

Obr. 14 - Nukleotidova a aminokyselinova sekvence molekuly CD38 u cloveka (Homo sapiens). Jsou
zobrazeny pouze sekvence prvmniho exonu. Transmembranovda doména je podbarvena modre,
rib-hydrolazova doména cCervené.

il 60
ATGGCCAACTGCGAGTTCAGCCCGGTGTCCGGGGACAAACCCTGCTGCCGGCTCTCTAGG
-M--A--N--C-—~E-~F--§--P~-V-—-S——G--D--K--P--C-—~C~——R-~L-—S—-R~

61 120
AGASCECAACTET IR TaeCETC AT ATCCT G T TEATCETUE e TRETECT G
S - O OO A SN W { O R A (D¢ S {S_—G O P 0 | S " Y

121 180
GTGGTCGTCCCGAGGTGGCGCCAGCAGTGGAGCGGTCCGGGCACCACCAAGCGCTTTCCC
I N S O B B R R Y

181 233
GAGACCGTCCTGGCGCGATGCGTCAAGTACACTGARATTCATCCTGAGATGAG
—E--T-~N--L--A-—R-—-C--V--K—Y—-T—-h-—-1--H--P—-—-E--M-—-R

Obr. 15 - Nukleotidova a aminokyselinova sekvence molekuly CD38 u mysi domaci (Mus musculus).
Jsou zobrazeny pouze sekvence prvniho exonu. Transmembranova doména je podbarvena modre,
rib-hydrolazova doména Cervené.

i 60
ATGGCTAACTATGAATTTAGCCAGGTGTCTGGGGACAGACCTGGCTGCCGCCTCTCTAGG
-M--A--N--Y--E--F--§--Q--V--§--G--D--R--P--G--C--R—-L—-S—-R-

61 120
AAAGCCCAGATCGGTCTCGGAGTGGGTCTCCTGGTCCTGATCGCCTTGGTAGTAGGGATC
R VR T S [ U 7 G R T R gV T — —

121 180
GTGGTCATACTTCTGAGGCCGCGCTCACTCCTGGTGTGGACTCGAGAGCCTACCACGAAG
=TT TR P RSl Ti = =T B P Tl B

181 240
CACTTTTCTGACATCTTCCTGGGACGCTGCCTCATCTACACTCAGATCCTCCGGCCGGAG
-H--F--8§--D--I--F--L--G--R~-C~—L--I--Y--T--Q—-I--L--R--P--E-

241 245
ATGAG
-M--R

Celkovou distribuci domén v ramci molekul CD38 c¢loveka (Homo sapiens), dlouhou 300
aminokyselin, my$i domaci (Mus muscullus), dlouhou 304 aminokyselin, a kura domaciho
(Gallus gallus), dlouhou 308 aminokyselin, jsem znazornila ve schématech (Obr. 16, Obr. 17,
Obr. 18). VSechna schémata jsou vykreslenu ve stejném méfitku. V horni ¢asti kazdého
nakresu je zndzornén pomeér celkové délky molekuly k jednotlivym doméndm — flagelinové
(fd), transmembranové (td) a doméné s ADP ribosyl cykldzovou a ADP-rib6za hydrolazovou
aktivitou (rib-hydroldzové). Barevné jsou zachyceny segmenty domén kodované rGznymi
exony. Bile je vyznalen Usek proteinu nepatfici k zadné doméné. Kazdy segment je dale

oznacen ¢iselnym poctem aminokyselin, ze kterych se sklada. V ptipadé, Ze je aminokyselina
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koédovand kodonem nachéazejicim se na rozhrani dvou exoni, je zapocitana do oblasti toho

exonu, v kterém se nachéazeji dva nukleotidy kodujici tuto aminokyselinu.

Obr. 16 - Distribuce domén v ramci molekuly CD38 kura domdaciho a jejich oblasti kédované exony

Molekula CD38 kura doméciho (Gallus gallus), Metitko

délka 308 aminokyselin

50 aminokyselin
1T 1 1T 1T 1

—{

Rib-hydrolazova doména }—

2 L

[ oblast exonu 1
[ oblast exonu 2
[ oblast exonu 3
["] oblast exonu 4
I oblast exonu 5

fd:
Rib-hydrolazova doména:

v

@ %

<9
K
2

~ a

M oblast exonu 6
H oblast exonu 7
B oblast exonu 8
| oblast nepatiici do 7adné domény

flagelinova doména
doména s ADP ribosyl cyklazovou a ADP-ribdza hydrolazovou aktivitou

Obr. 17 - Distribuce domén v ramci molekuly CD38 c¢lovéka a jejich oblasti kodované exony

Molekula CD38 ¢loveka (Homo sapiens), Méfit_ko _
délka 300 aminokyselin 50 aminokyselin
—{ td H Rib-hydrolazova doména }—

A

N

g

29
k3
3

v v >

‘o

[ oblast exonu 1
[ oblast exonu 2
[ oblast exonu 3
["] oblast exonu 4
[l oblast exonu 5

td:
rib-hydrolazova doména:

B oblast exonu 6
I oblast exonu 7
B oblast exonu 8
oblast nepattici do zadné domény

transmembranova doména
doména s ADP ribosyl eyklazovou a ADP-ribéza hydrolazovou aktivitou
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Obr. 18 - Distribuce domén v ramci molekuly CD38 mysi domaci a jejich oblasti kodované exony

Molekula CD38 my$i domaci (Mus musculus), Méfit.ko _
délka 304 aminokyselin 50 aminokyselin

—{ td }—{ Rib-hydrolazova doména }—

vk @ @ & & T
[ oblast exonu 1 B oblast exonu 6
[ oblast exonu 2 B oblast exonu 7
[ oblast exonu 3 [l oblast exonu 8
[7] oblast exonu 4 oblast nepatiici do Zadné domény
M oblast exonu 5
td: transmembranova doména
rib-hydrolazova doména: doména s ADP ribosyl eyklazovou a ADP-ribéza hydrolazovou aktivitou

V databézich nebylo mozné nalézt rezidua transmembranové domény molekuly CD38 u druhu
Gallus gallus. Ze schémat je vSak patrné, Ze tato doména se u ¢loveéka (Homo sapiens) a mysi
(Mus musculus) nachazeji v pfiblizné stejné oblasti jako flagelinova doména kura (Gallus
gallus). Je tedy velice pravdépodobné, ze transmembranova doména kura domaciho se nachézi

praveé v oblasti piivodné archebakterialni flagelinové domény.

Je otazkou, pro¢ se tato flagelinova sekvence nachazi prave zde, a to navic v oblasti prekryvajici
se s transmembranovou doménou. A zda je zde evolu¢né vyuzita jiz existujici sekvence pro
flagelin a z jakého divodu. Z hlediska fylogeneze si lze pfedstavit situaci, kdy jiz existujici
strukturni a funkcéni vzor mohl byt pomoci riznych mutaci, duplikaci a inzerci pozménén jiz na
genové urovni a dal by tak vzniknout funkéné€ nové ¢asti proteinu. K tomu by mohlo dojit v
souvislosti se zménou prostiedi, napi. vystupem zivocichll na sou$, a tim s nutnosti se
pfizplsobit novym selekénim tlakiim. Také u ostatnich molekul jako je CD19, CD20, CD21,
CD24 a CD27 se lze domnivat, ze pokud by byla k dispozici sekvencni data alespon u

konzervovanych oblasti, bylo by mozné podobny trend nalézt také u jejich vyvoje.

Pro porovnani jsem déale vypracovala schéma molekuly archedlniho flagelinu druhu
Thermoplasmatales archaeon (Obr. 19). Mezi sekvenci pravé tohoto proteinu a flagelinovou

doménou CD38 kura byla nalezena identita programem BLAST (viz tabulka Tab. 5).
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Obr. 19 - Schéma molekuly archealniho flagelinu druhu thermoplasmatales archaeon

Meritko
50 aminokyselin
1T 1 1T 1T 1

Archaeal flagellin [Thermoplasmatales archaeon SCGC AB-540-F20]

]

fd: sekvence vykazujici podobnost s flagelinovou doménou

Cely tento postup dokladdme zejména na molekule CD38, protoze dalsi vybrané molekuly
nejsou zatim dostatecné popsany. Presto vysledky této prace potvrzuji, Ze zvoleny postup je

korektni.

Pro Uplné dokresleni feSené problematiky uvadim na zavér kapitoly genové stromy molekul
CD38 (Obr. 20) a CD24 (Obr. 21) vygenerované databazi PANTHER. Z obou obrazki je

patrné, ze metoda gene tree je nejjednodussim postupem pro ziskdni predstavy o fylogenezi

molekul.

Obr. 20 - Genovy strom pro molekulu CD38 vygenerovany databazi PANTHER

Tree Geneld Gene Name Organism Definition Subfamily Name
F4-ADP-RIBOSYL CYCLASE ADP-RIBOSYL CYC...
SF5-MOUSE_Cd38 (AN48) \MGI107474 Cd38 Mus musculus ADP-ribosyl cyclase/... ADP-RIBOSYL CYC..
ESF&RAT_CUSB [AN49) RGD:2303 Cd38 Rattus norvegicus ADP-ribosyl cyclase/... ADP-RIBOSYL CYC...
SF3-HUMAN_CD38 (AN43) HGNC:1667 CcD38 Homo sapiens ADP-ribosyl cyclase/... ADP-RIBOSYL CYC..
SF3-CHICK_CD38 (ANG2) | Ensembl:ENSGALG0000001...|CD38 Gallus gallus Uncharacterized prot... ADP-RIBOSYL CYC..
SF5-XENTR_cd38 (ANG4) Xenbase:XB-GENE-945949  |cd38 Xenopus tropicalis Uncharacterized prot... ADP-RIBOSYL CYC..

Obr. 21 - Genovy strom pro molekulu CD24 vygenerovany databdazi PANTHER

Tree Gene Id Gene Name Organism Definition Subfamily Name
SFO-HUMAN_CD24 (ANS) HGNC 1645 CD24 Homo sapiens Signal transducer C.. SIGNAL TRANSDUC ..
SFO-GORGQ (ANG) Ensembl ENSGGOG000000. Gorilla gorila gorila | Uncharacterized prot._ SIGNAL TRANSDUC...

SFO-MACMU_CD24 (ANT7) Ensembl: ENSMMUG000000... |CD24 Macaca mulatta Uncharacterized prot... SIGNAL TRANSDUC...
SFO-MOUSE_Cd24 (ANG) MGI-88323 Cu24 Mus musculus Signal transducer C.. SIGNAL TRANSDUC...
SFO-RAT_Cd24 (AN10) RGD:2208 Ca24 Raftus norvegicus | Signal transducer C... SIGNAL TRANSDUC...
SFO-BOVIN_MGC127538 (AN14) Ensembl ENSBTAGO000003... MGC127538 Bos taurus MGC127538 protein  SIGNAL TRANSDUC...
SFO-PIG (AN15) Ensembl ENSSSCG0000003.. Sus scrofa Uncharacterized prot... SIGNAL TRANSDUC...
SFO-HORSE (AN16) Ensembl- ENSECAGO000000.. Equus caballus Uncharacterized prot... SIGNAL TRANSDUC...
SFO-CANLF (AN17) Ensembl ENSCAFG0000000.. Canis lupus familiaris | Uncharacterized prot._ SIGNAL TRANSDUC...

SFO-CHICK_CD24 (AN18) Ensembl ENSGALG0000003... | CD24 Gallus gallus Uncharacterized prot... SIGNAL TRANSDUC...
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5 Zavér

V N-koncové doméné molekuly CD38 ptakii jsem pomoci nastroji programu BLAST nalezla
sekvence vykazujici vyznamnou podobnost s archebakterialni flagelinovou doménou. V zadné
databazi nebylo mozné nalézt, ktera rezidua tvofi transmembranovou doménu molekuly CD38
u Gallus gallus. Je nicmén¢ velice pravdépodobné, Zze se nachazi pravé v oblasti flagelinové
domény. Je otazkou, proc se tato flagelinova sekvence nachazi pravé zde, v oblasti prekryvajici
se s transmembranovou doménou. Jednim z vysvétleni by mohlo byt, ze pravé podobnost s
flagelinem umoznila vznik transmembranové domény v molekule CD38 a jeji transformaci ze

solubilni molekuly v membranovy receptor.

Béhem analyzy pomoci in silico postupu jsem vyhledala v dostupnych genovych
a proteinovych databazich homology, paralogy a ortology nékterych povrchovych CD znakd.
Pro spravnost postupu svédci to, ze nase vysledky koresponduji se zndmymi informacemi
o molekule CD38. U dalsich molekul jako je napi. CD20 nebo CD24 bylo mozné dohledat
homologické molekuly az k bezobratlym, vlockovcim nebo respektive k obojzivelnikiim. Jako
nejefektivnéj$i postup se ukéazalo vyuzivat predevS§im konzervované domény a tuseky
sledovanych molekul. Na zaklad¢ toho by pak bylo mozné vytvoftit genovy strom (gene tree),
jehoz jednotlivé vétveni bude presné sledovat fylogenezi druhti. Tento postup by mohl byt

vyuzitelny v ptipravné fazi komparativnich hybridizac¢nich studii k usnadnéni laboratorni prace.
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