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Abstrakt

U mnoha skupin obratlovci je v soucasnosti stanoveni zdravotniho stavu a kondice
na zakladé hematologickych znaki odkazano na technicky nedokonalou a pomérné
nepfesnou mikroskopickou kvantifikaci krevnich bunék. Re$enim by mohlo byt vyuZiti
metod pratokové cytometrie, které je ale u vSech skupin obratloved mimo savce
komplikovano pfitomnosti jadernych erytrocytii. Aby bylo mozné cytometricky odlisit
erytrocyty od leukocytli, je potfeba vyuzit specifického znaceni bunécného markeru
leukocytti, kterym je povrchova molekula CD45 kodovana genem PTPRC. Soucasna odborna
literatura poukazuje na vysokou mezidruhovou expresni a strukturni variabilitu této
molekuly, kterd zna¢né komplikuje mozné vyuziti tohoto markeru v zoologickém vyzkumu.
Mnou provedené porovnani struktur CD45 u raznych zastupci obratlovct na zakladé
predikce domén ze sekvencnich genomovych dat ukazalo vysokou variabilitu extraceluldrni
¢asti, a to i mezi fibronektinovymi doménami, které starsi autofi popsali jako konzervované.
Ackoliv doposud nebyla receptorova funkce CD45 dostatené prozkoumana, existujici prace
se shoduji na ptsobeni silné pozitivni selekce na tuto molekulu. Na zavér shrnuji,
Ze prestoze se jednd o uzitecny molekuldrni néstroj, neni pravdépodobné, Ze by bylo mozné
vytvofit univerzalni protilatku, kterd by umoznila testovani fylogeneticky Siroké Skaly

zivocicht.

Klicova slova: CD45, srovnavaci imunologie, evoluce, selekce, markery leukocytd,

povrchové molekuly, proteinova fosfatdza, kondice, zdravotni stav.



Abstract

Determining the health state and condition of vertebrates based on hematological traits is
currently dependent on technically imperfect and erroneous quantification of blood cells.
Solution of this problem can be found in the use of flow cytometry. This is, however,
complicated by the presence of nuclear erythrocytes in all vertebrate groups outside
the mammals. To distinguish erythrocytes from leukocytes, it is necessary to use specific
labeling with a leukocyte marker, which is the CD45 surface molekule encoded
by the PTPRC gene. Current literature suggests high expression and structural interspecific
variability of this molecule, which highly complicates the possible use of this marker
in zoological research. Based on the prediction of domains from genomic sequence data, my
analysis comparing the structure of the CD45 in various vertebrate representatives showed
a high variability of the extracellular part, even in fibronectin domains, which have been
earlier described as conservative. Although the CD45 receptor function has not been
sufficiently resolved yet, the existing research results indicate strong positive selection aimed
to this molecule. Taken together, although the CD45 is a useful molecular marker,
the possibility of designing auniversal antibody allowing testing of a wide range

of phylogenetically unrelated animals remains unlikely.

Keywords: CD45, comparative imunology, evolution, selection, leukocyte markers, cell

surface molecules, protein phosphatases, condition, health state.
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1 Uvod

Kondice jedince je v zoologickém vyzkumu Siroce studovany znak. Odhad kondice
dle hmotnosti napfiklad umoZiiuje detekovat uspéSnost jedince ve shanéni potravy,
na zakladé cehoz lze predikovat reprodukéni tspéch. OvSem kromé vnéjSich vlivi,
mezi které se fadi i jiz zminéna vyZziva, maji vyrazny dopad na celkovou kondici zvifete
idalsi faktory, jejichz zmény se v mnozstvi tukové tkané nemusi okamzité projevit,
ackoliv mohou mit velky vliv kupiikladu na zminény reprodukéni uspéch. Znaky
diagnostikujici takovéto zmeény je tedy tfeba zhodnotit také. Takovymi jsou zdravotni stav
a stres zvifete, posuzované na zakladé vysledkii riiznych metodickych pfistupti. Aktualné
uzivané metody, napriklad méfeni hladin kortikosteronu v krvi umoZznuji spolehlivé
zhodnotit kratkodoby stres. Stres také mtlize vyvolat zvySenou sekreci glukagonu,
jenz zvysuje hladinu glukézy v krvi, na zakladé které Ize pak také odhadnout patfi¢nou
miru stresu. Celkovy zdravotni stav pak reflektuje sloZeni krve, kdy rtizné vykyvy v obsahu
krevnich bunék mohou kromé dlouhodobého stresu poukazovat na infekce patogent,
na alergie, ¢i napiiklad na obsah jedovatych latek v krvi. Celkovd kondice je
tedy fyziologicky provazand se zdravotnim stavem a stresem do vztahu, ktery se odrazi
ve slozeni krve. U jedincti v dobré kondici pak lze ocekavat i efektivnéjsi imunitni odpoveéd
k infekénim chorobdm (Zhao et al. 2017). Hematologické metody jsou tedy pro relevantni
urceni kondiéniho stavu nezbytné a odhady na zdkladé hmotnosti a dalSich jednoduse

méfitelnych znakt jsou ¢asto nedostatecné.

I pfes svou duleZitost je vSak mozno v soucasnosti nékteré pokrocilejsi hematologické
metody uzivat pouze pro modelové druhy savcti a ¢lovéka a posuzovani kondi¢niho stavu
dalsich druhti obratlovcti je mozné pouze na zakladé mikroskopické kvantifikace krevnich
bunék. Ta vSak kromé technické nedokonalosti pfindsi i dalsi obtize v podobé casové
narocnosti a také je zatiZena relativné velkou chybovosti (Bilkova et al. 2017). UzZiti metod
pruatokové cytometrie, kterd by umoznila tyto nesndze prekonat, je vSak znacné
komplikovano pfitomnosti jadernych erytrocytti u vsech obratlovcii kromé savcti. K feseni

tohoto problému v cytometrii existuji molekularni nastroje v podobé protilatek specificky



rozliSujici povrchové struktury erytrocytii a leukocytii. Specifickym markerem leukocytt je

povrchova molekula CD45 kédovana genem PTPRC (fosfatazovy receptor typu C).

CD45 se pro svij znacny vyskyt na leukocytech béZzné uziva jako marker v lidském
hematologickém vyzkumu, avSak pro posuzovani kondi¢niho stavu na Siroké Skale
obratlovcti tato molekula zatim nebyla vyuzita. Cilem této prace je tedy ziskat vhled
do exprese, struktury a také do funkce této molekuly u rtiznych zastupct obratlovcii. Déle
také zpfehlednit, jak jsou tyto charakteristiky CD45 vnitrodruhové a mezidruhové variabilni,
popiipadé zda a do jaké miry za touto variabilitou stoji selekce. Kone¢né mezi cile mé prace
patfi zhodnoceni moZnosti navrzeni univerzalnich mezidruhové reaktivnich protilatek

pro detekci této molekuly.



2 CD molekuly jako nastroj k determinaci bunék

CD (z anglického cluster of differentiation, diferenciacni skupina) je souhrnné oznaceni
pro povrchové antigeny molekul exprimované na leukocytech, ale i dalSich burikach
imunitniho systému. Nomenklatura byla zavedena v roce 1982 za ucelem pfehlednéjsi
komunikace ve védecké sféfe sjednocenim nazvi protilatek proti povrchovym antigentim
(Boumsell 1996). Engel et al. (2015) ve svém review publikovali aktudlni seznam vsech

popsanych CD, ktery ¢ita na 401 rtiznych molekul.

Rtizna distribuce CD molekul na odliSnych bunécnych typech umozniuje identifikaci téchto
bunécnych typli na zakladé pouziti protildtek proti konkrétnim CD antigentim, coz se dale
uplatiiuje pfi imunologickych ¢i histologickych technikach, napfiklad pfi priitokové
cytometrii (Aydin et al. 2017), ¢i imunohistochemii (Sakabe et al. 2017). Kupfikladu snizeny
vyskyt CD127 na Treg (regulacnich T lymfocytech) zjednodusSuje identifikaci téchto
lymfocyta (Liu et al. 2006) , mezenchymalni kmenové buriky jsou definovany kombinovanou
expresi CD105, CD73 a CD90 (Dominici et al. 2006). Dobfe zndm4 je prezence CD3 na vsech
zralych T lymfocytech, CD8 na Tc (cytotoxickych T lymfocytech), ¢i CD4 na Th (pomocnych

T lymfocytech), monocytech, makrofazich a Treg.

Povrchové glykolipidy a glykoproteiny, mezi jez se fadi i CD, umoznuji leukocytiim
rtiznorodé interakce, které zajistuji spravné fungovani imunitniho systému. Mezi diilezité
funkce CD antigent patii casto funkce koreceptorti. Jako znamy pifiklad mohou opét
poslouzit CD4 a CDS8, které pomdhaji vazat MHC glykoproteiny (z anglického major
histocompatibility complex, hlavni histokompatibilni komplex), ¢imz zesiluji signdl
pies TCR (T bunéény receptor) (Miceli and Parnes 1991). Za zminku stoji i kostimulacni
receptor CD28, jenZ se na povrchu APC (antigen prezentujici buriky) vaze na molekuly CD80
a CD86, coz je zapotiebi ke spusténi bunécéného déleni a diferenciace T lymfocyti. Poslednim
pfikladem mtize byt CD40 vyskytujici se na povrchu B lymfocytt, ktery se vdze na CD40
ligand na Th2 bunkach, ¢imZz dochazi ke stimulaci B lymfocyt. CD se dale uplatiuji
jako komplementové receptory. B lymfocytovy CD21 vaze C3dg (degradacni produkt C3)
a tvofi komplex s CD19, ktery vaze antigen. Dojde tak k zesileni odpovédi vii¢i antigenu.

Dal$imi odliSnymi funkcemi jsou vazba a prezentace glykolipidi CD1 molekulami



T lymfocytiim, dale CD3, komplex transmembranovych proteint, které v ramci TCR
zprostfedkovavaji signalizaci do bunky, CD95, Fas receptor, po jehoZ vazbé s Fas ligandem
se spousti apoptoza, ¢i adhezivni vlastnosti molekul CD34, CD2, CD11, CD54 a dalsich

(Horejsi 2013). Fosfatazové aktivité molekuly CD45 bude vénovan vlastni prostor (kap. 5).

CD45 (téz znamy pod nazvy L-CA, T200, B220 ¢i Ly-5) je transmembranovy glykoprotein
typu I, receptor s funkci tyrosin fosfatazy (Tonks et al. 1988) a antigen hojné se vyskytujici
na povrchu vsech bunék hematopoetické linie, s vyjimkou zralych erytrocytti a jejich
progenitortl. Pro tento vyskyt se bézné pouZziva jako marker leukocytti pfi imunologickych
vyzkumech modelovych druhti savcii i ¢lovéka, napriklad pfi priitokové cytometrii (Mota
and Rico-Hesse 2009), ¢asto pfi rozpoznavani chronickych lymfoproliferativnich onemocnéni

nebo akutni leukemie (Braylan et al. 2001).

3 Struktura genu pro CD45

Gen koédujici molekulu CD45, PTPRC, byl na fylogenetické Skale popsan v genomech vsech
Celistnatcti a kruhoustych (Aken et al. 2016), kdédujici sekvence se vSak mezi taxony
vyznamné lisi v délce. Celkova exon-intronova struktura genu se zda byt mezidruhové
pomérné konzervovana, pficemz u vétsSiny druhti je gen PTPRC tvofen pfiblizné tficeti
exony. Shodné ocislované exony u rtiznych zivocichti vsak nemusi nutné kddovat stejné casti

molekuly, nejsou tedy homologni.

Lidsky PTPRC se délkou pohybuje kolem 120 kb (kilobazi) (Fernandez-Luna et al. 1991)
a charakteristicky je pro néj pomérné vysoky pocet exond, nejcastéji 33 (Aken et al. 2016).
Témito exony jsou kodovany rtizné strukturni ¢asti molekuly. U savet tedy koduji exony
3-15 extracelularni ¢ast, pfiéemz exony 4, 5 a 6 identifikuji u ¢lovéka c¢ast O-glykosylovaného
extraceluldrniho fetézce podléhajici alternativnimu splicingu (kap. 4.1.2). Exon 16 dale
kéduje transmembranovou c¢ast, exony 17-32 intraceluldrni ¢ast a 33. exon C-termindlni
konec (Hall et al. 1988). Mezi ¢lovékem a primaty byla popsdna az 92% shodnost
v nukleotidovych sekvencich genu PTPRC a az 86% v aminokyselinovych, pficemz

i sekvence kddujici extraceluldrni ¢ast molekuly jsou na 70 % homologni (Montoya, Vernot,



and Patarroyo 2004). Také pomérné dlouho znamy mysi gen pro CD45, historicky oznacovan
jako Ly-5, je strukturné velmi podobny lidskému, obsahuje vSak napfiklad navic 34. exon
a také na alternativnim splicingu se podili vice exonti nez u ¢lovéka (kap. 4.1.2) (Saga et al.
1988). Mezi lidskymi a hlodavéimi sekvencemi identifikujicimi extracelularni ¢ast pak byla
spatfena uz pouze 40% homologie (Okumura et al. 1996). Jako ortolog velice blizky lidskému
PTPRC se také jevi gen pro CD45 u kura se svou 70% podobnosti v nukleotidové sekvenci

pro intracelularni ¢ast molekuly a 20% pro extracelularni ¢ast (Fang et al. 1994).

U c¢tverzubce byly identifikovany exony 4-12 jako kodujici sekvence extraceluldrni casti,
u savct vSak tuto ¢ast kdduji exony 3-15. Ddle exon 13 pro transmembranovou ¢ast a exony
14-33 pro cytoplasmatickou cast, coz je opét odliSné od situace u savct. C-terminus je
pak kodovan exonem 30. Nejvyraznéjsim rozdilem je vSak celkova délka genu, kdy PTPRC
¢tverzubce vzhledem k velmi malé velikosti introntit nabyva rozsahu pouze 12 kb , jedinym
rozsahlym mistem je intron 1 a chybi také ekvivalent savciho exonu 3 (Diaz del Pozo,
Beverley, and Timén 2000). Dale pri porovnani sekvence koédujici extracelularni domény
molekuly u sliznatky sjinymi zastupci obratlovcd, tedy s clovékem, kurem, kaprem,
¢tverzubcem a Zralokem, vysla najevo velice nizka aminokyselinova podobnost, a to 20-25%.
Naopak v sekvenci specifikujici fosfatdzovou ¢ast molekuly je rozliSnosti znacné méné,
jak napfiklad reflektuje az 59% podobnost s lidskou sekvenci (Nagata et al. 2002). Tyto
poznatky mimo jiné indikuji funkéni konzervativnost molekuly. Podobné tak mezi savci,
zralokem a kurem byla popsana pouze 20% homologie sekvenci koédujicich extracelularni
¢ast (Okumura et al. 1996). Naopak pfi srovnani potkaniho a mysiho genu pro CD45 byla
zjisténa 69% homologie nukleotidovych sekvenci a 47% aminokyselinovych sekvenci
kédujicich extracelularni doménu a 87-89% podobnost pro cytoplasmatickou doménu (Saga
et al. 1986). Sekvence PTPRC jsou tedy na mezidruhové trovni velice malo konzervativni,
obzvlasté mezi blizce nepfibuznymi druhy Zzivocichi. Na vnitrodruhové urovni lze
pak v genu PTPRC spatfit znacény polymorfismus vznikly nejcastéji na zdkladé cetnych
bodovych mutaci, tedy pfedevsim inzerci, deleci a substituci (Ballingall et al. 2001, Montoya,
Vernot, and Patarroyo 2004), zpusobujicich variaci sekvenci v délce a kromé toho také
intragenické rekombinace (Uinuk-ool et al. 2005). Vysoky podil na vnitrodruhové variabilité
ma ale i alternativni splicing, jehoZ vlivem vznikd z PTPRC nékolik izoforem molekuly CD45

(kap. 4.1.2).



I pfes probéhlé spekulace, Ze PTPRC mihuli neni ortologni genu pro CD45 u obratlovct, ho
analyzy nakonec jako ortologni potvrdily (Uinuk-ool et al. 2005, Uinuk-ool et al. 2002,
Shintani et al. 2000). Data o genové a proteinové struktufe CD45 u plasténcti a kopinatcii
prozatim chybi (Nagata et al. 2002, Aken et al. 2016), je tedy mozné, Ze pravé u nizsich
strunatcti se vyskytuji pouze paralogy genu PTPRC. Zkouména byla z hlediska vyskytu
CD45 napriklad i octomilka obecnd. Objeveny protein DLAR (Drosophila
leukocyte-antigen-related-like) sice obsahuje transmembranovou fosfatdzu, ovSem zcela
odli$né usporadani domén vylucuje moznost, Ze DLAR je ortologem CD45. Evolu¢né
nejstarsim a nejvic divergentnim genem pro CD45 od obratlov¢iho se tedy prozatim zda byt

PTPRC mihuli (Nagata et al. 2002).

4 Proteinova struktura CD45

I pfes rtizné délky kodujicich sekvenci se celkova struktura domén zda byt mezidruhové
relativné konzervovand. Molekula CD45 je glykoprotein obsahujici jedinou
transmembranovou doménu skladajici se z22 aminokyselin. Transmembranova doména
rozdéluje molekulu na protdhlou glykosylovanou N-termindlni extraceluldrni cast
a C-termindlni cytoplazmatickou ¢ast. Cytoplazmaticka ¢ast je u ¢lovéka dohromady tvofena
707 aminokyselinami (Shin et al. 2011) a sestava ze dvou proteinovych tyrosin fosfataz,
jejichz ptisobeni bude objasnéno v samostatné kapitole (kap. 5). Délka extracelularni ¢asti je
velmi variabilni a pohybuje se v rozmezi 391 aZ 552 aminokyselin (Streuli, Hall, et al. 1987).
Naproti fosfatdzovym doméndm, které jsou u obratlovci fylogeneticky konzervativni
(Nagata et al. 2002, Dowding 1992), byla pravé v extracelularni ¢asti zaznamendna vysoka
mira evolucni plasticity. Pfesto i zde je vS8ak mozné napfi¢ riznymi druhy obratlovch najit
konzervované casti. Nejvy$si mira konzervativnosti je patrné zacilena pfedevsim
do fibronektinovych domén typu III (Okumura et al. 1996) lezicich v bezprostfedni blizkosti
membrany, kdy pocet domén je nékterymi autory uddvan na tfi, nékterymi na dvé
(Uinuk-ool et al. 2005). Nasledujici casti sméfujici k N-konci molekuly se jiz jevi
variabilnéjsimi. Jsou jimi oblast bohatd na cysteiny, kdy se vSak pocet jednotlivych
cysteinovych zbytkt i jejich pozice mezi obratlovci 1isi (Holmes 2006, Fang et al. 1994,
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Nagata et al. 2002). Tato doména tvori disulfidické vazby, mimo intradoménovych také
vazby s fibronektinovou doménou. Tyto atypické interdoménové vazby mohou patrné
slouzit k udrZovani stability proteinu (Symons, Willis, and Barclay 1999). Zasadni podil
na variabilit¢ molekuly ma pak posledni cast, rtizné dlouhy O-glykosylovany fetézec

(kap. 4.1.2). Schéma proteinové struktury CD45 je zobrazeno na obr. 1.

CD45ABC CD45R0O CD4
Alternatively
spliced exons ~51 nm
Cysteine rich 20-28 nm
Fn lll-like
repeats o ~13 nm

PTPase q
domains e

Obrazek 1. Struktura CD45. Velka isoforma (CD45ABC) a mala isoforma (CD45R0) s vystfizenymi alternativnimi exony.
Porovnani proteinové struktury CD45 se strukturou molekuly CD4. Pfevzato z Penninger et al. (2001).

4.1.1 Porovnani predikovanych struktur CD45 u obratlovcii na zikladé dat ze
sekvenc¢nich databazi

Abych doplnila mezery v informacich o strukturni variabilit¢ CD45 u obratlovcii v soucasné
odborné literatufe, provedla jsem analyzu sekvenci stazenych zgenomové databaze
ENSEMBL (Aken et al. 2016) vyuzivajici program SMART (Schultz et al. 2000) k predikci
lokalizace struktur proteinovych domén. Sekvencni data u vybranych druhti obratlovcii
podporuji vySe zminénou prfedstavu o variabilit€¢ v délce molekuly CD45 predevsSim
v diisledku rtizné délky extracelularni N-terminalni ¢asti molekuly (obr. 2), ktera podléha
glykosylaci. Nejkratsi extracelularni ¢ast CD45 byla detekovana u ¢tverzubce zeleného, coz je

shodné s vysledky analyz autorti (Diaz del Pozo, Beverley, and Timoén 2000), jimz jako model
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poslouzil ¢tverzubec rudoploutvy. Naopak nadmiru dlouhd ektodoména CD45 se vyskytuje
uplaty skvrnité. Kratkd sekvence PTPRC wudrdpatky tropické je pravdépodobné
nekompletné popsana. Z vysledku je také patrné, Ze konzervovanost tfi fibronektinovych
domén, k niz se priklani nékolik dfivéjsich autortt (Okumura et al. 1996, Holmes 2006), je
spornd. Ackoliv je predikce existence a lokalizace strukturnich domén na zakladé
sekven¢nich dat zavisla na pouzitém predikénim algoritmu (krystalograficky urcené
struktury CD45 nejsou pro vétsinu druhii v soucasnosti dostupné), domnivam se, Ze tyto
vysledky podporujici u rtznych druht vyskyt jedné aZz tfi fibronektinovych domén

dokumentuji zvySenou miru evoluéni variability i v této oblasti molekuly CD45.
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Obrazek 2. Doménova struktura molekuly CD45 u vybranych zastupcl obratlovcli. Cytoplasmatickda doména s dvéma
fosfatazami, transmembranovy peptid a extracelularni ¢ast obsahujici fibronektinové domény. Sestupné: 1) Tetra
mexicka (Astyanax mexicanus) 2) Plata skvrnita (Xiphophorus maculatus) 3) Ctverzubec zeleny (Tetraodon nigroviridis)
4) Drapatka tropicka (Xenopus tropicalis) 5) Anolis rudokrky (Anolis carolinensis) 6) Krocan divoky (Meleagris gallopavo)
7) Lejsek bélokrky (Ficedula albicollis) 8) Tur domaci (Bos taurus) 9) My$ domaci (Mus musculus) 10) Clovék (Homo
sapiens). Sekvence PTPRC u drapatky tropické je pravdépodobné nekompletné popsana. Vytvofeno na zakladé dat
z genomové databaze ENSEMBL (Aken et al. 2016).



4.1.2 Vznik a funkce izoforem CD45

Jak je jiz déle zndmo, na vnitrodruhové trovni se strukturni variabilita glykoproteinu CD45
ukdzala byt zapfi¢inéna kromé genetického polymorfismu také alternativnim splicingem
exont kodujicich O-glykosylované fetézce (Streuli, Hall, et al. 1987). V zavislosti
na kombinaci alternativnich exonti, které konecnd mRNA obsahuje, jsou translatovany rtizné
dlouhé izoformy, jejichz molekuldrni hmotnost se u savcti uddva v rozmezi od 180 do 240
kDa (Barclay et al. 1987). Alternativni peptidy, dlouhé 66 aminokyselin (peptid A), 47
(peptid B) a 48 (peptid C) mohou byt do konecného proteinu zatfazeny za 8 vzdy pfitomnych
aminokyselin na N-konci extracelularni casti, ¢imZ formuji rozlicné délky izoforem CD45

(Shin et al. 2011) (obr. 3).

CD45-O Isoform B H -
[}

CD45-B Isoform — H -
A B

CDM5-AB Isoform T} H -
B C

CD45-BC Isoform —{ N H -
A B C

CD45-ABC Isaform  — ' N——H H -

Extracellular Domain TM Intracellular PTPase Domains

Obrazek 3. Struktura izoforem CD45 u ¢lovéka. Nejdelsi izoforma CD45-ABC obsahuje vSechny tfi alterantivni exony,
nejmensi CD45-0 neobsahuje Zzadny. Pismeno A indikuje pfitomnost exonu 4, B exonu 5 a C exonu 6. Pfevzato z Shin et
al. (2011).

Prestoze ze tii alternativnich exont 4, 5 a 6 je teoreticky mozné si pfedstavit osm rtiznych
izoforem, u clovéka bylo vredlu izolovano pouze pét izoforem (Shin et al. 2011),
zatimco u mysi je patrné mozno specifickou protilatkou detekovat i Sestou, obsahujici pouze

exon 4 (Bio-Rad [online]).

Kromé obvykle jmenovanych exonti 4, 5 a 6 podilejicich se na alternativnim splicingu

u clovéka i mysi existuji i ditkazy o tcasti exont 7, 8 a 10 kodujicich mysi cysteinovou oblast



molekuly (Chang et al. 1991, Virts, Barritt, and Raschke 1998). Mechanismus splicingu se
sice zdd byt evolucné konzervovany, avsak pocet alternativnich exonti, které se ho tcastni,
neni urtznych zastupcti obratlovei shodny (Nagata et al. 2002, Uinuk-ool et al. 2005,
Montoya, Vernot, and Patarroyo 2004). Kupfikladu u c¢tverzubce se na alternativnim
splicingu podili pouze dva exony, a to exon 5 a 6 (Diaz del Pozo, Beverley, and Timén 2000).
Naopak vysoky pocet exontl je do alternativniho splicingu zahrnut u sumecka teckovaného,
kde bylo detekovano tfindct alternativnich exonti. Nékteré jsou vsSak zcela identické
¢i podobné, muze se tedy jednat o vysledek duplikace exonti. Kombinaci bylo
vSak detekovano 21 a nejdelsi cDNA obsahovala deset alternativnich exonti, z nichZ Sest
kédovalo glykosylaéni mista (Kountikov et al. 2004). Jestli a kolik z nich se pak exprimuje
na povrch buriky ale zatim neni znamo. V tivahu pfipadd moZznost existence téchto izoforem
pouze jako mRNA transkriptu, ktery napfiklad mtize byt po translaci degradovan. Podobné
jako u ¢tverzubce se tcast dvou exonti na alternativnim splicingu odhadovala i v pfipadé
sliznatek. Obdobné jako u sumecka byly vsSak v oblasti N-termindlniho konce objeveny
tandemové duplikace a studie cDNA u sliznatek nakonec poukazaly na moznost existence
¢tyf potencidlnich alternativnich exonti (Nagata et al. 2002, Kountikov et al. 2004). U mihuli
byl popsan zcela odlisny typ alternativniho splicingu, kdy nemusi byt vystfiZeny celé exony,
jak bylo popsano u jinych Zivocichti, ale pouze ¢asti exonti, a to bez zjevného funkéniho
dopadu (Uinuk-ool et al. 2005). Vyskyt glykosyla¢nich mist v ¢astech molekuly kédovanych
alternativnimi exony je pomérné konzervovany jev, popsany u sumecka i ¢tverzubce (Diaz

del Pozo, Beverley, and Timon 2000), ale napfiklad i u kurt a Zralokti (Okumura et al. 1996).

U cdlovéka byl popsan princip regulace alternativniho splicingu negativnimi
trans-regulacnimi elementy, které potlacuji zahrnuti alternativnich exontt do mRNA.
V diasledku této regulace je pak napfiklad na povrchu pamétovych T lymfocytt
distribuovadna pfedevsim mald izoforma CD45RO, zatimco naivni T lymfocyty exprimuji
velkou izoformu CD45RABC. Pfi aktivaci T lymfocyt tak dochdzi k urcéitému prepnuti
izoforem (Rothstein et al. 1992, Akbar et al. 1988). Jejich rizna exprese je pak u clovéka
diagnosticky uzite¢na pravé pro rozeznavani naivnich a pamétovych T lymfocytti (Beverley
1992). V ptipadé B lymfocytt je na povrchu vzdy pfitomno vétsi mnozstvi CD45RABC

izoformy (Rothstein et al. 1992). Tato distribuce je pozorovatelna napfiklad i u sumcti a kurt
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(Kountikov et al. 2004), ale také u zab (Barritt and Turpen 1995) ¢i u primatt (Montoya,
Vernot, and Patarroyo 2004).

Jako funkéni vysvétleni existence alternativniho splicingu v CD45 bylo navrZeno, Ze se rizné
izoformy molekuly CD45 lisi v mife glykosylace, ktera pak patrné mutiZe ovliviiovat funkci
fosfataz. Majeti et al. (1998) ve své praci predstavuji, jak s vyuzZitim strukturniho klinu
vzniklého homodimerizaci fosfatdzovych domén dokaZe jedna fosfataza blokovat katalyticky
aktivni oblast druhé, ¢imz dochdzi k zamezeni fosfatazové aktivity celé molekuly. Podle Xu
a Weisse (2002) je pak O-glykosylace, ke které dochdzi v casti molekuly koédované
alternativnimi exony, jednim z moZnych nastrojti, jak tuto dimerizaci mechanisticky ovlivnit.
Odlisnosti v dimerizaci u rtizné glykosylovanych izoforem se poté projevuji na nasledné
aktivité¢ molekuly. Zatimco tedy fosfatdzy bohaté O-glykosylovanych molekul dimerizuji
méné, ty méné glykosylované jsou k dimerizaci nachyInéjsi, coz vede k utlumeni signalizace
pres TCR. Také Irles et al. (2003) potvrzuji, Ze pro spravné vedeni signdlu pres TCR je
vyhodna velkd izoforma. Dimerizace fosfatdz by mohla byt indukovatelna pifitomnosti
potencidlniho ligandu podobné jako u receptorovych kindz, kde vSak vede k pozitivni
regulaci (Majeti et al. 1998). Rizné stupné glykosylace CD45 by pak mohly regulovat
moznost interakce s ligandy a tak dale pfispivat k regulaci signaliza¢ni funkce této molekuly.
Zasadni otdzkou vsak zlistavd, zda CD45 opravdu ma vlastni ligand a ktery ligand to je,

popfipadé které ligandy to jsou (Holmes 2006).

5 Funkce molekuly CD45

Defosforylace (odstranéni fosfatové skupiny z molekuly) je spolecné s fosforylaci procesem
hojné regulujicim proteinovou aktivitu. Defosforylace je zprostfedkovana aktivitou
proteinovych fosfatdz, jejichz nazev se déle odviji od toho, na jaky konkrétni substrat ptisobi.

V piipadé CD45 je timto substratem tyrosin (Tonks et al. 1988, Mustelin et al. 2003).

Jak jiz bylo zminéno, proteinové tyrosin fosfatdzy se v intraceluldrni ¢asti molekuly CD45
vyskytuji ve dvou vedle sebe lezicich doménach, pficemz enzymaticky aktivni je pouze
prvni fosfatdza D1 (Nam et al. 2005). Fosfatdza D2 vsak zastava dulezité regulacni funkce.
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Kromé zajisténi stabilizace a zesileni aktivity D1 (Felberg and Johnson 2000) se podili
inaregulaci vapnikové signalizac¢ni kaskady vedouci k aktivaci T lymfocytti (Leitenberg
et al. 2007), nezbytnou se ukazala byt i pro spravnou produkci interleukinu 2 ovlivnénim

substratové specifity D1 (Kashio et al. 1998).

Fosfatdzova doména reguluje Src kinadzy Lck (p56) a Fyn (p59) defosforylaci jejich
negativniho regulatoru C-termindlniho fosfotyrosinu. Tim je zajisténa oteviena konformace
kindz, v dtsledku ¢ehoz dochazi k aktivaci i proliferaci T lymfocytii (Ostergaard et al. 1989,
Hurley, Hyman, and Sefton 1993). Pokud je ale defosforylovan tyrosinovy zbytek v aktivnim
misté (Y394) Lck, kindzova aktivita je utlumena (D’Oro et al. 1996). Lck tedy mtiZze byt
jak pozitivné, tak negativné regulovana fosfatdzou CD45. DalSimi substraty podléhajicimi
defosforylaci CD45 jsou vSak napfiklad i CD3 zeta fetézec, coz naznacuje kromé zahajeni
aktivace i dalsi funkci, a to zakonceni odpovédi T lymfocytt (Furukawa et al. 1994). Ddle je
CD45 asociovana napftiklad i s fosfoproteinem LPAP (Schraven et al. 1994), CD100 (Herold
et al. 1996) ¢i interferonem-a (Petricoin et al. 1997). Signdlni drdha, k niz dochazi na povrchu

T lymfocytt je naznacena na obr. 4.

PTPN22 [ Tyrosine phosphorylation, MAPK activation ]

(LYP/PEP) Calcium increase...

Obrazek 4. Signalni draha molekuly CD45 a s ni asociovanych molekul na povrchu T lymfocytu. Pfevzato z Zikherman and
Weiss (2009).
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Na rozdil od situace u T lymfocyt(i, na B lymfocytech se pfitomnost CD45 ukdzala hrat
v regulaci signalizace pouze pozitivni roli a pfi cileném zamezeni exprese CD45 neni
signalizace pfes BCR (B bunécny receptor) omezena tak kriticky jako je tomu u signalizace
pfes TCR (Zikherman et al. 2012, Stone et al. 1997). Nicméné i na B lymfocytech podléhaji
defosforylaci Src kindzy. V pfipadé kindzy Lyn jsou dynamicky regulovana dvé tyrosinova
mista, pricemz defosforylace C-terminalniho tyrosinu je opét nezbytna pro vedeni signalu
pfes BCR (Yanagi et al. 1996). Procesy odehravajici se na povrchu B lymfocyt jsou

vyznaceny na obr. 5.

N
ng' &

SHP1 !

Obrazek 5. Komplex CD45 a ostatnich molekul Gcastnici se signalni drahy na povrchu B lymfocytu vedouci k uvolnéni
vapenatych iontd. Pfevzato z Zikherman and Weiss (2009).

SLPE5/BLNK

CSK [ Tyrosine phosphorylation, MAPK activation
Calcium increase...

CD45 se rovnéz ucasti i signalizace pfes cytokinové receptory, kdy v dasledku defosforylace
pozitivni regulacni pozice JAK (Janus kinaz) negativné reguluje JAK/STAT signalizaci
(Irie-Sasaki et al. 2001). Kromé T a B lymfocytti vSak zajistuje obdobné procesy napiiklad
ina NK (z anglického natural killer, pfirozeni zabijeé¢i) bunikdch (Krzywinska et al. 2016).
Uplatruje se tedy v adaptivni imunitni odpovédi jako kli¢ovy regulator proteinovych tyrosin

kindz a reguluje signalni transdukci vedouci k proliferaci bunék ¢i produkci protilatek.
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Vyznamnou funkci mimo fosfatdzy zajistuji i fibronektinové domény, jeZ umoznuji molekule
CD45 blokovat integrinem zprosttedkovanou adhezi a migraci bunék. Ukazuje se,

ze v pripadé T lymfocytti je v nepfitomnosti CD45 adheze zvySena (Shenoi et al. 1999).

Vyskyt CD45 u sliznatek a mihuli, jejichZ specifickd imunita je analogickd k imunité
Celistnatcti, také mimo jiné indikuje funkéni podil CD45 v jejich alternativni adaptivni
imunitni odpovédi, a to zejména regulaci signalizace cytokinovych receptori (Nagata et al.
2002, Im et al. 2016, Uinuk-ool et al. 2005). VySe popsana regulace signalni transdukce
pres TCR se tak zdd byt evolucné mladsi funkci (Nagata et al. 2002) zajisSténou ortology CD45
uvSech druhti celistnatct (Dowding 1992, Barritt and Turpen 1995, Maddox, Mackay,
and Brandon 1985, Fang et al. 1994).

I pfes znacny polymorfismus v genu PTPRC, ktery lze spatfit jak na trovni mezidruhové,
tak vnitrodruhové (Uinuk-ool et al. 2005), se mezi jednotlivymi alelami z velké casti
neprokazuje funkéni rozdil v aktivité fosfatdzy. Domnivam se tedy, Ze se jedna o neutralni
variabilitu. Polymorfismus vSak byl zkouman z hlediska korelace s rozvojem autoimunitnich
chorob u ¢lovéka a nékteré publikace naznacuji existenci podobnych vztahti. To plati
napiiklad u Graves-Basedowovy nemoci (polymorfismus exonu 6) (Boxall et al. 2004)
¢i roztrousené skler6zy (polymorfismus exonu 4) (Jacobsen et al. 2000), ackoliv nékteré dalsi
vysledky ukazuji nejednoznacnost téchto zavérti (Miterski et al. 2002). Zasadni funkce CD45
v aktivaci specifické imunitni odpovédi se zda byt vyuzZivana evolucné adaptovanymi
patogeny, ktefi tak vazbou na CD45 inhibuji signalni transdukci a proliferaci T lymfocyta
(Gabaev et al. 2011). Je tedy pravdépodobné, Ze na molekulu dlouhodobé ptisobi rtizné

selek¢nti tlaky, které se mohou podilet na indukci vzniku polymorfismu.

6 Variabilita selek¢nich tlaki v ramci molekuly

Vyse popsané mezidruhové odlisnosti ve struktufe povrchové molekuly CD45 spolu s jejim
funkénim vyznamem naznacuji adaptivni vyznam mezidruhové variability CD45
u obratlovcti. Snahu o identifikaci kandidatnich pozitivné selektovanych pozic vSak znacné

komplikuje pravé vyse popsand vysokd sekvencni variabilita v ortolognich genech PTPRC
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kédujicich CD45 u rtaznych druhtt (kap. 3). Ta v kombinaci s vysokym poctem exont
v tomto genu zna¢né komplikuje spolehlivou konstrukci alignmentu sekvenci PTPRC na Sirsi
fylogenetické Skale. Patrné v diisledku této metodické nesndze je molekuldrné evolucnich
studii, které by popisovaly adaptivni evoluci PTPRC stale spiSe poskrovnu. Pfesto jiz
z dostupnych studii, které byly provadény predevsim v ramci blizce pfibuznych druhd,
vyplyva, Ze z riznych potencidlnich selekénich tlakii ptisobicich na gen pro CD45 prevaZzuje
pozitivni selekce. To napfiklad dokazuji vysledky Ballingalla et al. (2001), ktefi ve své studii
porovnali CD45 nékolika divergentnich plemen tura. Nejvyssi miru selekce zjistili na exonu
9 kodujicim cast extraceluldarni domény molekuly. Ackoliv autofi nebyli schopni plné
vysvétlit molekuldrni podstatu této selekce, predpokladaji selekci ze strany
intravaskularnich patogenti, napiiklad trypanozom. Podobné i Filip a Mundy (2004)
podpofili vyznam pozitivni selekce ptisobici na extracelularni doménu CD45 u tizkonosych
primati, porovnanim poméri nesynonymnich substituci k synonymnim u exont,
které podléhaji alternativnimu splicingu s exony, které nepodléhaji, a s intronem 6. Zavérem
je, Ze nejsilngjsi selekci podléhaji exony 9 a 14, kodujici fibronektinové domény. Alternativni
exony 4-6 kodujici variabilni oblast jsou pod slabsi pozitivni selekci. U tizkonosych primata
je vsak selekéni tlak vyvolany trypanozomami jen mdalo pravdépodobny z divodu nizké
prevalence. K podobnym vysledktim, tedy vysokému poméru nesynonymnich substituci
k synonymnim, dosli i Montoya, Vernot, and Patarroyo (2004) pfi porovnani sekvenci
u ¢lovéka a ploskonosych primatt z celedi mirikinovitych. Nejsilnéji selekce je opét zacilena

do extracelularni ¢asti.

Nejvice divergentni PTPRC od celistnatcti se jevi gen mihuli. Po srovndni DNA sekvenci
odlisSnych jedinci mihuli se ukdzalo, Ze nékteré alely se riéizni mnohonasobnymi
substitucemi, coz by mohlo vyloucit ptisobeni recentnich mutaci a indikovat selekci. U exonti
3, 5, 7 a9, jez specifikuji extraceluldrni ¢ast, opét pfevazuji nesynonymni substituce.
Zajimavé ovsem je, Ze u mihuli se variace ukazala byt i v exonech urcujicich intraceluldrni
¢ast, pocet synonymnich a nesynonymnich substituci si je zde vSak roven (Uinuk-ool et al.

2005).

V téchto studiich byla ¢asto uzita metoda poméru nesynonymnich substituci nukleotidi

k synonymnim u homologickych sekvenci, Ka/Ks, kdy pomér vyssi nez 1 znaci pozitivni
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selekci. Pozitivni selekce je u gent vztahujicich se k imunité casto pozorovatelna (Sawyer
et al. 2005, Hughes 1997). Pod silnou pozitivni selekci se ukazala byt napiiklad i CD59,
zejména alela A (Osada et al. 2002).

Silné selekéni tlaky mohou byt disledkem rychle se vyvijejicich patogenti a nutnosti reakce
na jejich evoluci. Ac¢koliv z dostupnych dat vyplyva existence pomérné intenzivni selekce
na molekulu CD45, pfimé diikazy vztahu variability v CD45 s variabilitou mezi parazity
vSak prozatim chybi. Je vSak evidentni, Ze spiSe neZ funkce fosfatdz jsou selektovany
extraceluldrni interakce, at uz mezi burikami, nebo mezi jednotlivymi molekulami CD45

(Montoya, Vernot, and Patarroyo 2004).

6.1 Vlastni selek¢ni analyza

Abych pfispéla k poznatkiim ziskanych z dostupné odborné literatury, rozhodla jsem se
provést vlastni selekéni analyzu, a to vrozmezi blizce nepfibuznych zastupci savci,
u kterych bylo mozné ziskat alignment jen s mensim podilem deleci. Z genomické databaze
ENSEMBL (Aken et al. 2016) jsem tedy stahla 18 sekvenci PTPRC vybranych druhti savct
apomoci programu Geneious (Kearse et al. 2012) jsem za pouziti nastroje ,muscle
alignment” v rezimu respektujicim tripletovou strukturu kodujicich sekvenci vytvofila
alignment. Z alignmentu byly dale odstranény vSechny pozice obsahujici u nékterého
z analyzovanych druhti delece ¢i inzerce. Takto upraveny alignment byl poté nahran
na server Datamonkey (Delport et al. 2010), ve kterém byl identifikovan vhodny substitucni
model pro ma data a provedena nasledna analyza selekce pomoci metod FEL, FUBAR
a MEME. Protoze se nejedna o blizce pfibuzné druhy, nepfedpokladdm vyskyt relevantniho
mnozstvi rekombinaci. Z vysledk analyz jsem poté vybrala pouze signifikantni selektovana
mista podpofend vSemi tfemi analyzami zdroven. Takto ziskanych 21 selektovanych pozic
¢islovanych dle sekvence kodonti lidské CD45 jsem pak vyobrazila na linearnim strukturnim
modelu (obr. 6) pomoci softwaru R (R Development Core Team 2017). Pocetny vyskyt
selektovanych pozic v aminokyselinové sekvenci extracelularni ¢asti naznacuje ptisobeni
silné pozitivni selekce na tuto ¢ast molekuly, a to jak na oblast O-glykosylovaného fetézce,
tak na cysteinové a fibronektinové domény. Selektované pozice v aminokyselinové sekvenci

transmembranové domény a fosfatdz nebyly detekovany.
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Obrézek 6. Linearni struktura lidské molekuly CD45. Sipky oznacuji pozice v aminokyselinové sekvenci molekuly
nachazejici se pod pozitivni selekci. Vysledky na zakladé vlastnich dat.

7 Cross-reaktivita protilatek proti CD45

V dtsledku vySe zminénych expresnich a strukturnich rozli¢nosti je pravdépodobna
omezend mezidruhova cross-reaktivita protilatek proti CD45, coZz potvrzuji kupfikladu
Jeurissen a Janse (1998). Prestoze jsou vSak protilatky vétsinou druhové specifické, nékteré
lidské protilatky cross-reaguji vradmci primatd. Neékteré pak dokonce reaguiji
i napfi¢ riznymi savci, jak dokazuji Saalmdiiller et al. (2005), kdy jedna z testovanych
monoklondlnich protiladtek reagovala mezi makakem, turem, ovci, kozou, koném a norkem.
I ptes polymorfni epitopy také protilatky reagovaly mezi raznymi druhy cichlid, u nichz se
vazba zd4 byt zajiSténa v cysteinové oblasti molekuly, ktera je N-glykosylovana (Dowding
1992). Je tedy mozné, Ze cilené vazani protilatek do této oblasti by bylo u nékterych zvifat
vhodnéjsi, nez do O-glykosylované ¢asti podléhajici alternativnimu splicingu. Jak vsak bylo
zminéno vyse, naptiklad u mysi podléhaji splicingu také pravé cysteinové casti molekuly,
tato metoda by tak nebyla vhodna pro vSechny druhy. Pro specifické stanoveni lidské CD45
byly vytvofeny protilatky proti vSéem izoformam CD45 a protilatky, které na zakladé exonu
A rozeznavaji pouze dvé izoformy (obr. 3) (Rothstein et al. 1992, Streuli, Matsuyama, et al.
1987). Proto by teoreticky mohlo byt mozné uzivat podobné protilatky i mezi ostatnimi savci
vykazujicimi obdobné izoformy a tvofené stejnymi exony. Takové, odpovidajici lidské malé
(CD45R0) a velké (CD45RABC) izoformé, byly kuprikladu detekovany u primatti (Montoya,
Vernot, and Patarroyo 2004). Aby vSak mohla protildtka proti CD45 cross-reagovat

mezi vzdalenymi druhy obratlovct, musela by u nich byt navdzdna do konzervovanych
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extracelularnich ¢asti molekuly. Takové oblasti ale vzhledem k vysoké expresni a strukturni
mezidruhové variabilité molekuly CD45 prakticky nelze nalézt. MoZnost vytvorit
univerzalni protilatku umoznujici testovani fylogeneticky Siroké Skaly Zivocichii se tak jevi
jako nepravdépodobnd. Avsak dalsi studium mezidruhové a vnitrodruhové variability genu
PTPRC by mohlo pfispét k vyuziti tohoto hematologického markeru v metodice stanoveni

kondice u navzdjem pribuznych druht.

Soucasna odborna literatura pojednavajici o rtiznych aspektech struktury a funkce molekuly
CD45 postradd souhrnné informace o evoluci této molekuly u obratlovcii. Ackoliv bylo
izolovdno u rtiznych druht pomérné mnoho genomickych DNA sekvenci PTPRC a mRNA
jejiho transkriptu, ne vsechny studie shrnuji presné strukturni a velikostni poméry genu
anepfinaseji zadné souborné mezidruhové srovnani napfi¢ skupinami obratlovct.
Jako idedlni model pro dalsi studium funkce CD45 se jevi malé, kompaktnéjsi geny jako je
napiiklad PTPRC ¢&tverzubce, naopak vyzkum komplexnich a dlouhych savéich gent je
pomérné komplikovany, avSak zejména zhlediska studia transkripéni variability
a alternativniho splicingu mtize pfinést cenné poznatky. Popsani PTPRC genu u novych
druhti by mohlo znacné ulehcit dalsi studium molekuly CD45. Stale chybi napiiklad prace
komplexné popisujici vyskyt a vyznam CD45 u ektotermnich zivodichti, typicky plazti. Dale
také chybi data identifikujici CD45 u plasténci a kopinatci (Nagata et al. 2002),
pravdépodobné tak ortology PTPRC postradaji. Prozatim byl tedy za evolucné nejstarsi gen
pro CD45 identifikovan PTPRC mihuli (Nagata et al. 2002).

Vgenu pro CD45 je napfi¢ riznymi druhy patrnd nizkd sekvenéni konzervativnost.
Prestoze i v této ¢asti genu lze najit polymorfismus, nejvice shodné jsou sekvence kdédujici
fosfatazy. Z toho je také zjevnd funkéni konzervovanost CD45 jako fosfatdzy nepostradatelné
pro spravnou regulaci signalizace na receptorech T a B lymfocyt(i, a tim pro specifickou
imunitni odpovéd obratlovci. Dilezitou aktivitou je ale zrovna tak i regulace signalizace

pres cytokinové receptory, jez patrné mohla byt z hlediska evoluce prvotni funkci CD45.
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Jak vyplyva z mezidruhového srovnani na zdkladé genomovych sekvenci, extraceluldrni
domény molekuly CD45 jsou konzervované o mnoho méné. Dle starsich autorti je nejvyssi
mira variability u obratlovcii zacilena do oblasti cysteinti a pfedevsim do O-glykosylovaného
fetézce, j4 se vSak dle srovnani struktur CD45 na zakladé dat z genomickych databazi
domnivam, Ze zna¢nou roli ve variabilité extraceluldrni ¢asti molekuly hraji i fibronektinové
domény. Na zakladé téchto predikovanych struktur se minimalné zdd, Ze star$i ndzor
ohledné konzervovanosti vyskytu tfi fibronektinové domén neni zcela pfesny. Znacny podil
na vnitrodruhové i mezidruhové variabilité ma alternativni splicing exonti kdédujicich
predevsim O-glykosylovany fetézec. Z dlivodu ucasti rozlicného mnoZstvi alternativnich
exontt u raznych obratlovctl vSak vznikaji i rizné pocty izoforem. Zda ale vzniklé izoformy
disponuji i rozdilnou funkci neni zcela jasné. Zistava tak oteviena cesta ke spekulacim
adohadtm, jejichz rozifeSeni by mohly ndpomoci experimentalni studie, které je
ale s ohledem na pleiotropni funkci CD45 obtizné provést. Pokud opravdu slouzi variabilita
extraceluldrni ¢asti CD45 k regulaci fosfatdzové aktivity, jak je mozné predikovat z modelu
stérické blokace funkce fosfatdz klinem, nabizi se otdzka, zda existuje tato regulace
i u dalSich obratlovcli nez clovéka, poptipadé jak je zajisténa u zivocichi s jinym poctem
izoforem. Také je evidentni, Ze RNA studie jsou pro stanoveni poctu izoforem nedostatecné
anutné je provést i expresni studie na urovni proteinti, které vyloudi vedlejsi produkty

alternativniho splicingu (Diaz del Pozo, Beverley, and Timén 2000).

Mimo evoluéné konzervovany mechanismus alternativniho splicingu maji predevsim
na vnitrodruhovou variabilitu molekuly CD45 vliv bodové mutace pravdépodobné vzniklé
dtisledkem silné pozitivni selekce. Ta je dle vysledkii publikovanych v odborné literatute
amé analyzy zacilena do extracelularni oblasti molekuly. Jaky aspekt funkce CD45 je
pod pozitivni selekci ziistdva nejasné, avSak je mozné se domnivat, Ze malo konzervované
extraceluldrni ¢asti obsahuji struktury, které patrné slouzi k interakci s potencidlnim
ligandem. Prestoze repertoar znamych molekul asociovanych s CDA45 je stdle rozsifovan,
klicové interagujici prostfedniky jako pravé specifické ligandy pro CD45 ztstavaji neznamé.
Nabizi se také moznost, ze né€které selektované exony budou ménit glykosylaéni mista,
coz by poté mohlo vést k existenci raznych ligandt u raznych druht Zivocichti. Urceni

téchto ¢i tohoto ligandu by kazdopadné doplnilo celkovou pifedstavu o signalni kaskadeé,
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které se molekula CD45 tcastni, a dale by napomohlo ur¢it, co konkrétné stoji za selekci a co

je selektovano.

Na zavér bych shrnula, Ze se molekula CD45 vzhledem k vysoké mezidruhové variabilité
strukturnich domén nejevi jako vhodny antigen pro testovani Siroké skaly obratlovct
jedinou cross-reaktivni protilatkou. Jeji uziti jako hematologického markeru pro stanoveni
kondic¢nich stavi u blizce pribuznych druhti Zivocichti by vSak mohlo byt efektivni. Aplikace
podobného pfistupu je ale podminéna dalsim studiem mezidruhové a vnitrodruhové

variability genu PTPRC.
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