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1. Predmluva

Imunitn{ systém chrani organismus pfed cizorodymi latkami a patogeny, stejné jako
pred plsobenim vlastnich bun€k organismu, které se zaCaly chovat abnormdlné. Tato
obrana je zaji§téna sloZitym systémem vzdjemn¢ spolupracujicich bunék a jejich produktu.
Pro spravné plnéni téchto funkci jsou klicové mechanismy, kterymi spolu buriky navzajem
komunikuji. Zmin€éna problematika je v soucasné dob¢ pfedmétem intenzivniho studia,
nebot’ pochopeni zpusobu fungovani imunitniho systému je zédkladni podminkou pro
nalezeni terapie fady dosud nelécitelnych onemocnéni.

V posledni dobé je stdle vice ziejmé, Ze zachyceni a ptenos signdlu do nitra buriky
probihd jako komplexni proces zahrnujici celou fadu povrchovych i intraceluldrnich
molekul. DuleZitou roli hraje organizace povrchovych molekul receptori do vice ¢i méné
sloZitych nadmolekuldrnich struktur. V poslednich letech dochéazi k vyraznym zméndm
v pohledu na stavbu a funk¢ni organizaci bunééné membrany leukocytd. Predstavu o
existenci viceméné homogenni struktury typu tekuté mozaiky postupné nahrazuje model,
podle né€jZ v membrdné existuji oblasti s odliSnou fluiditou. Tyto jakési kompaktnéjsi
,»ostruvky* se od zbytku membrény li§i nejen rozdilnym zastoupenim jednotlivych druhd
lipidd, ale téZ tim, Ze obsahuji pouze n€které z membranovych proteinli nachizejicich se na
daném typu bun€k. Zd4 se, Ze nejde pouze o odli$nost morfologickou, ale Ze existence a
odlisné sloZeni t€chto mikrodomén hraje vyraznou roli v mechanismu signalizace.

Tato préace si kladla za cil vyklonovat a charakterizovat novy transmembrénovy
adaptorovy protein TRAP2, ktery byl vybrdn na zdkladé prizkumu vefejné pfistupnych
databézi. Tato &4st price byla provedena ve spoluprici s Dr. Janem Pacesem z Ustavu
molekuldrni genetiky AV CR. SnaZili jsme se vybrat neznimé, dosud necharakterizované
proteiny, které by spliiovaly ndsledujici kriteria: 1) kratk4 extraceluldrni ¢4st ndsledovand
jednou transmembranovou o-Sroubovici; 2) za transmembrdnovou oblasti ndsleduje
palmityla¢ni motiv CxxC pfip. CxC (v jednopismeném aminokyselinovém kédu, kde x
zna¢i jakoukoli aminokyselinu); 3) dlouhd intraceluldrni oblast obsahujici strukturni
motivy typické pro adaptorové proteiny, zejména pak tyrosinové fosforylani motivy. Z
moZnych kandidétt byly nakonec vybrany ¢tyfi proteiny, z nichZ jeden je ptedmétem této

préce.
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2. Literarni uvod

2.1 Bunky imunitniho systému

Imunitni systém patii k zdkladnim homeostatickym mechanismim organismu. Jeho
funkci je udrZovat integritu organismu rozpozndnim Skodlivého od neSkodného a tim
organismus chrdnit pfed patogeny nebo abnormalnimi burikami vlastniho téla. Efektorovou
¢asti imunitniho systému jsou nejriznéj§i druhy bilych krvinek (leukocyty). VSechny
druhy leukocytii vznikaji z pluripotentnich kmenovych bun€k kostni dfené¢ pod vlivem
ruznych faktori. Rozlifujeme dvé zdkladni vyvojové linie leukocytli: myeloidni a
lymfoidni.

Myeloidni buriky jsou charakteristické morfologii jddra a jsou pon¢kud vétsi nez
buriky lymfoidni. D¢li se na monocyty, makrofidgy a granulocyty. Podle barvitelnosti
histologickymi barvivy muZeme granulocyty dile rozdélit na neutrofily, bazofily a
eosinofily. Do myeloidni vyvojové fady patfi také dendritické buriky, hlavni buriky
prezentujici antigen. Myeloidni burky tvoii zdklad tzv. antigenné nespecifické Casti
imunitniho systému.

Z lymfoidni linie se diferencuji NK buriky, B a T lymfocyty. Jsou to relativné malé

buriky s velkym jaddrem. B a T lymfocyty (nikoli v§ak NK buriky) nesou na svém povrchu

antigenné specifické receptory a tvoii tak zéklad specifické ¢4sti imunitniho systému.

2.2 Imunoreceptory

v

Na povrchu leukocyti se nachdzi celd fada molekul, které zde plni nejrizné;si
funkce. Dulezitou skupinou jsou receptory zajist'ujici kontakt buriky s okolnim prostiedim,
mezi néZ patfi i antigenné specifické receptory T a B lymfocytd (TCR a BCR) a Fc
receptory myeloidnich bunék.

V3echny tfi typy imunoreceptori vykazuji podobny organiza¢ni princip. Sklddaji se
z Casti rozpozndvajici ligand (antigen) a kratkého intraceluldrniho fetézce nekovalenté
asociovaného s transmembranovou signalizaéni podjednotkou (CD3 u TCR, Igaf u BCR,

FcRy nebo { u Fc-receptorti). Cytoplasmatickd doména signalizagniho fetézce obsahuje
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tzv. ITAM sekvence (,,immunoreceptor tyrosine-based activation motif*). ITAM sekvence,
obsahujici dva tandemové spojené tyrosiny, jsou konzervované sekvence Yxx(L/I/V)xe.
s YXx(L/I/V) v jednopismeném aminokyselinovém kdédu, kde x je libovolnd aminokyselina.
Po vazbé ligandu fosforyluji kindzy rodiny Src (Lck, Fyn u T lymfocytl resp. Lyn, Fyn u
B lymfocytli) dva tyrosiny v motivu ITAM, coZ je prvni krok k zajiS§téni spojeni mezi
receptorem a intracelularnim signalizaénim apardtem. Fosforylované tyrosiny v ITAM se
totiZ stdvaji vazebnym motivem pro tandemové SH2 domény cytoplasmatickych protein-
kindz rodiny Syk (Zap-70, Syk), které zahajuji dal§i kroky v pfenosu signdlu [1, 2].
Analogicky existuji i ITIM sekvence (,,immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif*)
[3, 4], nachézejici se napf. v intraceluldrni ¢4sti molekul CD22 a CD32B [5]. Na rozdil od

ITAM sekvenci vazi ITIM sekvence predevS§im cytoplasmatické protein-tyrosinfosfatdzy

obsahujici tandemové SH2 domény.

2.2.1 Antigenni receptor T lymfocytu

Rozezndvdme dva druhy T lymfocytl, tzv. o/ (asi 90% z celkového poctu T
lidskych lymfocyti) a y/6 T lymfocyty (kolem 10%). Kli¢ovou strukturou na jejich
povrchu, kterd je zodpovédnd za vazbu antigenu je heterodimer dvou transmembrénovych
proteinii o a B u o/f T lymfocytid resp. ¥ a 8 u y/6 T lymfocytd. Tento heterodimer je
nekovalentné asociovan s nékolika fetézci skupiny proteinli souhrné oznaCovanych jako
CD3 (viz. Obrazek 1).

Glykoproteiny TCRa a TCRp patii do imunoglobulinové superrodiny, jejich
struktura je podobnd molekuldm imunoglobulinii. N-termindlni Césti jsou variabilni a
zodpovidaji za vazbu antigenu. V pfipadé o/f T lymfocytd je antigenem peptidovy
fragment vdzany na molekulu MHC glykoproteinu I. nebo II. tfidy, zatimco /8 T
lymfocyty rozezndvaji antigen jako takovy. V tomto pfipad€ nemusi byt antigen peptidové
povahy, ale miZe se jednat i o bakteridlni fosfoantigeny a alkylaminy [6].

Pro sprdvné rozpoznani antigenu se musi na povrchu T lymfocytl vedle TCR
vyskytovat i koreceptory CD4 resp. CD8. CD4 napoméhaji vazbé MHC glykoproteinti II.
tiidy (tzv. Th lymfocyty z anglického ,,T helper) a CD8 komplexy MHC glykoproteinii I.
tfidy (tzv. Tc lymfocyty z anglického ,,cytotoxic T lymphocytes*)

12



Kratké intraceluldrni fetézce TCRa, B, vy, & neumoZiuji pfenos signdlu do nitra
buriky. Vlastni signalizaéni jednotka je tvofena fetézci CD3 (y, 9, €, n, &), v jejichz

intracelularni ¢asti se nachazi nékolik ITAM sekvenci.

2.2.2 Antigenni receptor B lymfocytu

Komplex BCR je tvofen povrchovym imunoglobulinem (zejména tidy IgM a IgD),
ktery je zakotven v membrdné¢ pomoci sekvence 20 hydrofobnich aminokyselin C-
termindlni Césti téZkych fetézcl. S membranovym imunoglobulinem je nekovalentné
asociovan heterodimer dvou transmembranovych proteinit CD790 a CD79p, které jsou
v extracelularni ¢4sti navzdjem spojeny disulfidickou vazbou. Intracelularni ¢ast obou
molekul obsahuje ITAM sekvence. (viz. Obrazek 1)

Plvodni pifedstava asociace BCR se dvéma heterodimery CD79a/B je dnes
nahrazovdna modelem, podle néhoZ jedna strana t€Zkého fetézce imunoglobulinu
interaguje s molekulou CD79 a druha strana zprostiedkovavé oligomerizaci receptoru [7].

Prava povaha a charakter oligomeru zlistava zatim nejasnd.

2.2.3 Fc-receptory

Fc-receptory (FcR) rozezndvaji Fc ¢asti imunoglobulint. Jednotlivé Fc-receptory
jsou specifické pro rizné tiidy imunoglobulini: FcyR pro IgG, FcaR pro IgA, FceR pro
IgE a FcpR pro IgM [8].

Byly popsany tfi rozdilné typy lidského FcyR: FcyRI, FcyRII a FcyRIII lisici se
vazebnou afinitou a specifitou k jednotlivym podtiidam IgG [9]. V3echny FcyR patii do
imunoglobulinové nadrodiny a kromé FcyRIIIb jsou to transmembranové molekuly. FcyR
(krom¢& FcyRII) ve své intraceluldrni ¢4sti postradaji signdlni motivy a pfenos signdlu je
zaji$tén pomoci ITAM sekvence v vy fetézci, ktery je s FcyR asociovan [10].

FcyRI (CD64) je glykoprotein, ktery se vdZze s vysokou afinitou na monomerni a
rovnéZ na agregovany IgG. Specificky se vazZe na lidsky IgG1 a IgG3, rovnéZ je schopen

vézat mysi imunoglobuliny izotypu IgG2a a IgG3. FcyRI je konstitutivné exprimovan na
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makrofazich. Unikétni vysokd afinita pro IgG je podminénd pfitomnosti tfeti extraceluldrni
imunoglobulinové domény, ktera nebyla nalezena u FcyRII ani u FcyRIII [11].

FcyRlIla a FcyRIIb (CD32a, b) jsou glykoproteiny slouzici jako nizkoafinni receptory
vazici IgG ve formé& imunokomplext, se specifitou pro lidské IgG1 a IgG3; dobfe vazi také
mysi IgG2a a IgG2b [12]. Aktivacni receptor FcyRIla je na rozdil od ostatnich FcyR
monomernim receptorem, ktery obsahuje v intracelularni Casti svého fetézce ITAM
sekvenci. FcyRIIb obsahuje naproti tomu inhibi¢ni ITIM sekvenci, slouzi jako inhibi¢ni
receptor na povrchu B lymfocytl a hraje dilezitou roli v prevenci vzniku autoimunitnich
chorob [13].

FcyRIII (CD16) vazi IgG ve formé imunokomplext se specifitou pro lidské IgG1 a
IgG3. Existuji dvé formy FcyRIII: transmembranova forma FcyRIIla, kterd je asociovdna s
dal§imi signaliza¢nimi podjednotkami (y-fetézec nebo CD3&-fetézec) (viz. Obrazek 1) a
FcyRIIIb, ktery je zakotven v membrané pomoci GPI-kotvy [14].

Vysokoafinni IgE receptor FceR, je zodpovédny za schopnost mastocyti a bazofilt
reagovat proti mnohobunénym parazitim, ale také za projevy alergii. Receptorovy
komplex se sklada z podjednotky a, ktera vaze Fc ¢asti molekuly IgE, a fetézcd P a vy, které
zajiStuji spojeni s intracelularnimi signalizaénimi molekulami (viz. Obrazek 1).

Na povrchu myeloidnich bunék se nachazi FcaR, oznaovany téz jako CD89.

TCR-CD3-§-chan BCR FoRi FeeRl Obrizek 1: Imunoreceptory

(pfevzato z [15]). Imunoreceptory se
skladaji z ¢ésti rozpozndvajici ligand
(antigen) a kratkého intraceluldrniho
fet€ézce nekovalenté asociovaného s
transmembranovou signalizaéni
podjednotkou (CD3 u TCR, Igaf u
BCR). Cytoplasmaticki doména

signalizacniho  fetézce  obsahuje

ITAM (nebo ITIM) sekvence.
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2.3 Signalizace v burikach imunitniho systému

V burikach imunitniho systému se uplatiiuji pfedev§im dva zdkladni typy receptort:
receptory s vlastni enzymou protein-kindzovou aktivitou (receptory pro cytokiny M-CSF,
PDGF, TGF-p) a receptory s pfidruZenou protein-tyrosinkindzovou aktivitou (BCR, TCR,
vét§ina Fc-receptori a vétSina cytokinovych receptort). Spole¢nym rysem reakci
aktivovanych obéma typy receptorl jsou ,,signalizacni kaskady*, pfi nichZ protein-kiniza
aktivovand vazbou ligandu fosforyluje a tim aktivuje dal$i kindzu a ta obdobné aktivuje
dalsi atd. aZ posledni kindza v fad€ fosforyluje transkripéni faktor. Ten se pak navédze na
regulacni oblast pfislu§ného genu, ¢imZ umozZni transkripci tohoto genu.

Dal§im dulezitym principem signalizace je vyuziti Ca® iontd. V cytoplasmé je
iontovymi pumpami udrzovdna stald nizkd koncentrace Ca®* iontd. V pocatecnich fézich
signalizaCnich reakci dochdzi k vzniku né&kterych latek, tzv. druhych posla
(inositoltrisfosfat), jejichZ plisobenim na iontové kandly dochdzi k vyraznému zvySeni
koncentrace Ca®* v cytoplasmé. Ca® se pak vdZe na n¢které cytoplasmatické proteiny a
tim je aktivuje. (Zndmym piipadem ja napf. vazba na protein calmodulin, kterd
v kone¢ném dusledku vede k aktivaci transkripéniho faktoru NF-AT.)

DuleZitym rysem receptord s pfidruZzenou kindzovou aktivitou je, Ze po navazani
ligandu dochézi k shlukovéni (prokiiZeni) receptort, které umozni vzdjemnou fosforylaci
pfidruZenych protein-kindz, coz zvy$i jejich aktivitu. Takto aktivovand kindza zalne
fosforylovat patficné intraceluldrni substrity. Plsobenim protein-fosfatdz je pak cely

systém uvadén do pivodniho stavu.

2.3.1 Signalizace pies T bunécny receptor

Signalizace pfes T bunény receptor typu off (TCR) je jednim z nejlépe
prostudovanych signalizaénich dé€ji imunitniho systému. Signdl je spustén po spojeni TCR
na povrchu T lymfocytu a pfislusného MHC gp s navdzanym peptidem na povrchu buriky
prezentujici antigen (dendritické buriky, makrofdgy). Podle standardniho modelu dojde
poté ke konformaénim zméndm uvnitf receptorového komplexu (agregaci dvou nebo vice
receptorovych molekul), které vyvolaji aktivaci intracelularné asociovanych PTK Lck a

Fyn (rodina Src). Tyto kindzy fosforyluji tyrosinové zbytky v ITAM sekvencich fetézci
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CD3 [16, 17]. Fosforylované tyrosiny slouZi jako vazebnd mista pro tandemové SH2
domény cytoplasmatické kindzy Zap-70 (rodina Syk) [18]. Zap-70 je poté aktivovana
fosforylaci tyrosinu v aktivaéni smycce kindzové domény Src PTK [19]. Aktivovand Zap-
70 fosforyluje transmembranovy adaptorovy protein LAT, v jehoZ sekvenci se nachdzi 10
tyrosinl. Fosforylace molekuly LAT umozZiiuje vazbu a tim i translokaci k plasmatické
membrané adaptorovych proteini Grb2 a Gads, p85 podjednotky PI3-kindzy a fosfolipazy
Cyl (PLCy1) [20].

Poté dochézi k aktivaci né€kolika signdlnich drah. Prvni vede pfes adaptorovy
protein Grb2 a vyménny faktor Sos k aktivaci G-proteinu Ras, ktery spousti tzv. MAPK
kindzovou signaliza¢ni kaskddu dstici az v aktivaci transkripéniho faktoru API.
Aktivovany Ras se podili také na dalsi draze vedouci k aktivaci transkripéniho faktoru NF-
KB.

Druhd dréha je zahdjena aktivaci PLCyl, kterd katalyzuje hydrolyzu membranové
vazaného substridtu fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu  (PI1(4,5)P;) na druhé posly
diacylglycerol (DAG) a inositol-1,4,5-trisfosfat (IPs). Inositol-1,4,5-trisfosfat ovliviiuje
cytoplasmatickou koncentraci vdpenatych iontd (otevird kandly v membrdné
endoplasmatického retikula), diacylglycerol aktivuje né€kolik typli PKC, které fosforyluji
dalsi cytoplasmatické proteiny. Oba tyto procesy vedou také mimo jiné k regulaci genové
exprese.

Treti kaskdda je spousténa pomoci adaptorového proteinu Gads, ktery vdZe adaptor
SLP-76. Po fosforylaci pomoci Zap-70 slouZzi fosforylované tyrosiny SLP-76 jako vazebna
mista pro SH2 domény dal§ich molekul. Tato cesta vede jak k aktivaci PLCyl, tak
k reorganizaci cytoskeletu.

Dalsi signalizatni drdha je zahajovdna PI3-kindzou. Tento enzym katalyzuje
fosforylaci hydroxylové skupiny v pozici 3 inositolového kruhu fosfatidylinositolfosfatd
[21]. Dilezitymi slozkami zminéné signaliza¢ni drdhy je tudiz fada lipidii z této skupiny.
Na produkty reakce katalyzované PI3-kindzou se vazi PLCyl a PTK Itk a Tec pfes svou
PH doménu.

Koordinované piisobeni enzym, adaptorovych proteini a druhych posli vede ke
zvySené aktivité transkripénich faktord NF-AT, AP-1 a NF-kB a k expresi novych proteint
jako napt. CD69, CD25 a interleukin-2 [22]. VySe popsané signalizaéni dé€je zjednodusené
shrnuje Obrézek 2.
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2.3.2 Signalizace pres B bunécny receptor

Pribéh signalizace pfes BCR je do zna¢né miry analogicky jako u T bunécného
receptoru. V soucasné dobé existuji tfi hlavni modely vysvétlujici pribéh ranych fazi
signalizace BCR. Podle prvniho modelu dochazi po navdzani antigenu k prokiizeni
jednotlivych BCR na povrchu B lymfocytu, coZ néjakym dosud nezndmym mechanismem
vede k aktivaci PTK rodiny Src a k nasledné fosforylaci ITAM sekvenci v molekule
CD790/B [24]. Druhy model pfedpoklada existenci pfedem vytvofenych multimeri BCR, u
kterych dochéazi po vazbé antigenu k reorganizaci ustici v zahdjeni signalizace fosforylaci
ITAM [7]. V tomto modelu je tedy multimer BCR preasociovan s PTK rodiny Src. U
nestimulovanych bunék je tento komplex navic asociovan i s fosfatdzou SHP-1 [25], kterd
slouzi jako negativni regulator signalizace; vazba antigenu vyvold bud’ inaktivaci nebo
uvolnéni SHP-1 z multimeru BCR [26]. Tfeti model vysvétluje poCatecni faze translokaci

BCR do tzv. membranovych mikrodomén (viz. 2.5.4.).
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Na fosforylované ITAM sekvence se pomoci svych tandemovych SH2 domén véze
PTK Syk. Nasledujici priibéh signalizace se vétvi do nékolika odlisnych drah principialné
podobnych jako u TCR (PLCy2, Ras/MAPK, PI3-kindza) [26].

Vyznamnou roli v signalizaci pomoci BCR hraji téZ n¢které dalSi molekuly, n€kdy
souhrnné oznacované jako tzv. pomocné receptory BCR: komplex CD19-CD21-CD81
(vaze molekulu C3d, coZz je degradacni produkt jedné ze soucésti komplementové
kaskady), CD22 (vdze sacharidové struktury glykoproteini obsahujici zbytky kyseliny
sialové), CD32b (neboli FcyRIIb; vdze Fc ¢asti imunoglobulint tfidy IgG). Vazba ligandi
na tyto receptory a jejich ptipadné prokiiZeni s BCR, jde-li o ligand spole¢ny, vede
k pozitivnimu (v pifipad¢ komplexu CD19-CD21-CD81) nebo negativnimu (v piipadé
CD22 nebo CD32) ovlivnéni signalizace v B lymfocytech prostfednictvim protein-

tyrosinkindz,  protein-tyrosinfosfatiz ~a  adaptorovych  proteinli  asociovanych

s intracelularnimi oblastmi zminénych receptora [27].

2.4 Adaptorové proteiny

Adaptorové proteiny hraji dileZitou roli v integraci a propagaci signélu vedouci az
k aktivaci lymfocytli. Lze je definovat jako proteiny postrddajici vlastni enzymatickou
nebo transkripéni aktivitu, které vSak zprostfedkovdvaji nejriznéjsi protein-proteinové
nebo protein-lipidové interakce. Ve své struktufe obsahuji nejriznéjsi vazebné domény
(SH2, SH3, PTB, PH, PDZ atd.) nebo jen tyrosinové fosforylacni motivy. Pomoci téchto
vazebnych motivil vytvaii adaptorové proteiny jakési leSeni signalizaénich drah.
Zprostfedkovdvaji tvorbu a organizaci makromolekuldrnich signaliza¢nich komplext v
raznych signaliza¢nich kaskddich. Zaroven tim pfispivaji k selektivnimu rozdé&leni
signaliza¢nich a efektorovych molekul do jednotlivych bunéénych kompartmentt,
a umoZiuji tak asociaci t€chto molekul s jejich substraty [15]. Pisobi tedy i jako vyznamné
regulétory signaliza¢nich déju.

Nekteré adaptorové proteiny jsou exprimovany ve vSech typech bunék (napf. She,
Grb2), zatimco exprese jinych je omezena jen na specifické tkdané nebo bunécéné typy

(napf. LIME, exprese vT a B lymfocytech a NK burikach). Podle bunééné lokalizace
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mlZeme adaptorové proteiny rozdélit na cytoplasmatické (CAP) atransmembranové

(TRAP) [28].

2.4.1 Cytoplasmatické adaptorové proteiny

Cytoplasmatické adaptorové proteiny jsou rozpustné intraceluldrni proteiny, pro
které je charakteristickd pfitomnost riznych moduldrnich domén a sekvencné
konzervovanych motivi, jakymi jsou napf. tyrosinové fosforylaéni motivy. Tyrosinové
fosforylani motivy tvoii kratkd peptidovd sekvence s tyrosinovym zbytkem, kterd po
fosforylaci tyrosinu zprostfedkovdvd vysoce afinni interakce s proteiny nesoucimi
domény SH2 nebo PTB. Specifita téchto interakci je urCovdna bezprostfednim
aminokyselinovym okolim daného tyrosinu.

Modulédrni vazebné domény jsou obvykle tvofeny 40-150 aminokyselinovymi
zbytky a zprostfedkovdvaji konstitutivni nebo inducibilni mezimolekulové interakce
nezbytné pro signalizaci [29]. Podobnymi vazebnymi doménami jsou vybaveny téZ mnohé
enzymy, které je pouZivaji k regulaci vlastni enzymové aktivity nebo intraceluldrni
lokalizaci.

V nésledujicim piehled€¢ jsou uvedeny nckteré dualeZité vazebné domény

zprostfedkovdvajici kontakt mezi intraceluldrnimi proteiny, ptip. mezi proteiny a lipidy.

SH2 doména (Src homology 2) [30, 31]
SH2 doména, tvofena pfiblizné¢ 100 aa, rozpozndvd sekvence obsahujici fosfotyrosin.
Specifitu vazby urCuje C-termindlni okoli tohoto fosfotyrosinu. SH2 odména je tvofena
centrdlnim anti-paralelnim B-sklddanym listem umisténym mezi dvéma o-helixy. Fosfo-
tyrosin se vaZe do positivné nabité prohlubné obsahujici argininovy zbytek na jedné strané

B-sklddaného listu.

SH3 doména (Src homology 3) [32]
se vaze na sekvence bohaté na prolin, které vytvéreji levotoCivou prolinovou Sroubovici
typu II. VétSina SH3 domén rozeznavd sekvenci ,,OPx®P“ (v jednopismeném
aminokyselinovém kédu, kde ,,x* znaci jakoukoli aa, ,,®* hydrofobni aa). Ukazuje se, Ze i

okoli této sekvence je pro vazbu ligandu duleZité, Casto se napf. vyskytuji sekvence

19



., OPx®Px+* (kde ,,+* znadi basickou aa, ¢asto R). Existuji v8ak i pfipady, kdy se SH3
doména vaZe na sekvenci, kterd prolin vibec neobsahuje. Afinita takové interakce je

obvykle niZsi.

PTB doména (phosphotyrosine-binding) [31, 33, 34]
PTB domény se sklddaji ze 100 - 170 aa a podobn¢ jako SH2 domény rozpoznavaji fosfo-
tyrosin. Na rozdil od SH2 domén je specifita vazby uréena N-termindlnim okolim tohoto
fosfo-tyrosinu. Zpravidla se jednd o sekvenci NPxY, i kdyZ jsou popsany i ptipady, kdy
PTB doména védZe sekvenci neobsahujici fosfotyrosin. PTB domény jsou strukturné
piibuzné PH doméndm. Sklidaji se z f-sandwiche obsahujicitho dva téméf kolmé,

antiparalelni 3-sklddané listy na jednom konci uzaviené C-koncovym a-helixem.

PH (pleckstrin-homology) doména [35]
PH doména se skldda ze 100 - 120 aa. Vazbou na membrinové fosfoinositoly, jako je
fosfatidyl-inositol(PI)-4,5-bisfosfat, PI-3,4-bisfosfat nebo PI-3,4,5-trisfosfat,
zprostfedkovava cytoplasmatickym proteinim s PH doménou translokaci k vnitini strané
plasmatické membrany, kde tyto lipidy vznikaji plisobenim PI-kindz. C-konec né€kterych
PH domén muiZe vézat i podjednotky Ggy heterotrimernich G-proteinii. Struktura je
obdobnd jako u PTB domén. Vazebné misto tvofené pozitivné nabitymi aminokyselinami

se nachdzi ve variabilnich smy¢kéch spojujicich jednotlivé B listy.

WW doména [36, 37]
WW domény jsou nejmenSi pfirozené se vyskytujici proteinové moduldrni domény
sklddajici se z pouhych 40 aa. Jejich jméno je odvozeno od dvou konzervovanych
tryptofani (W), které oddé¢luje sekvence 20-22 aa. WW domény rozpozndvaji oblasti
bohaté na prolin a strukturou vytvaii stabilni B sklddané listy. Dosud byly popsany &tyfi
skupiny WW domén. I. tfida rozpozndvé sekvence PPxY, tato vazba je silné inhibovédna
fosforylaci tyrosinu. II. tfida se vdZe na sekvenci PPLP, III. tfida rozpozndva prolinové
sekvence obsahujici arginin a IV. tfida rozpozndvajici S/TP je pozitivné¢ regulovana

fosforylaci na S/T.
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PDZ doména [38]
Nézev ,,PDZ“ je akronym sloZeny z pocateénich pismem proteind, u nichZ byla tato
doména poprvé popsdna. Jednd se o sekvenci pfiblizné¢ 90 aa, kterd vdze 4-5 C-
termindlnich  aminokyselin  ur¢itych proteind (zejména iontovych kandli a
transmembranovych receptorti). Podle typu vazebného ligandu rozliSujeme tfi tfidy PDZ
domén. Na C-konci proteinu se vZdy nachdzi hydrofobni zbytek (Casto valin nebo
isoleucin). Zbytky na pozicich -2 a -3 urcuji vazebnou specifitu. I. tfida PDZ domén m4 na
této pozici serin nebo threonin (xS/Tx®), II. tfida hydrofobni aminokyselinu (x®x®) a III.

tfida preferuje negativné nabitou aminokyselinu (xD/Ex®).

C1 doména [39]
C1 doména se skldda z 50 aa a je bohatd na cysteiny. Struktura je tvofena péti kratkymi 3
skladanymi listy, kratkym a-helixem a dvéma zinkovymi ionty. Pomoci Cl domény
interaguji proteiny s diacylglycerolem a estery forbolu v plasmatické membran¢. Funk¢éné
je tedy pfibuznd PH doméné a stejné jako ona zprostfedkovdvd relokalizaci proteinu

k membrané.

2.4.2 Transmembranové adaptorové proteiny

Transmembrdnové adaptorové proteiny jsou unikdtni skupinou adaptort
lokalizovanych v plasmatické membran€. VSechny doposud identifikované TRAP vykazuji
obdobné strukturni rysy. Sklddaji se zkrdtké extraceluldirni domény, ndsledované
jednoduchou transmembranou a-Sroubovici a relativné diouhou cytoplasmatickou
doménou [40]. V intraceluldrni ¢4sti té€chto proteini nenachdzime klasické strukturni
domény zndmé z cytoplasmatickych adaptord jako je napt. SH2, SH3, WW apod. Misto
toho se v jejich sekvenci objevuji tyrosinové signalizacni motivy, na které se po fosforylaci
Src, Syk nebo Tec kindzami vazi SH2 domény cytoplasmatickych proteint. Déle Casto
obsahuji sekvence bohaté na prolin stejné¢ jako mista Ser/Thr fosforylace [28]. TRAP jsou
proteiny typické predev$im pro buriky imunitniho systému. Vyjimku tvoii protein PAG,
ktery je exprimovany i v jinych typech bunék jako jsou napt. fibroblasty nebo neurony.

Transmembranové adaptory mulzeme déle rozdé€lit do tifi skupin. Nejlépe

prostudovanymi TRAP jsou signalizaéni podjednotky antigenné specifickych receptort a
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dal3ich ptibuznych receptori. Do této skupiny patii napt. { fetézec TCR, v fetézec Fc
receptori nebo DAP10 a DAPI12 asociované s n¢kterymi receptory myeloidnich a NK
bunék. Tato skupina se od ostatnich TRAP odlisuje také ptitomnosti aktivatni ITAM
sekvence, pfitomné v jejich cytoplasmatické ¢4sti.

Druhou skupinou jsou nepalmitylované TRAP: SIT (,SHP2-interacting
transmembrane adaptor protein) [41], TRIM (,,T cell receptor interacting molecule*) [42]
a LAX (,linker for activation of X cells*, kde X znamend dosud neidentifikovanych
bunék) [43], které hraji roli v regulaci T a B receptorové signalizace (viz Obrazek 3). SIT a
TRIM se od ostatnich adaptori navic odliSuji tvorbou homodimerd, spojenych
disulfidickym mistkem. SIT je jako jediny N-glykosylovan v extraceluldrni ¢4sti. Vyznam
stejn€ jako potencidlni ligand této postransla¢ni modifikace neni doposud znam.

Posledni skupinu tvofi palmitylované TRAP. VSechny fadime mezi
transmembranové proteiny typu III (bez signdlni sekvence), u nichZ N-konec sméfuje do
extracelularniho prostfedi (viz. Obrazek 3). Patii sem LAT (,linker for activation of T
cells*) [44], PAG/Cbp (,,phosphoprotein associated with GEMs/Csk binding protein®) [45,
46], NTAL/LAB (,,non-T cell activation linker/linker for activation of B cells*) [47, 48],
LIME (,Lck interacting molecule®) [49, 50]. Pro jejich strukturu je typické, Ze za
transmembranovou ¢4sti nasleduje sekvence CxxC, kterd je palmitylovana a napoméhé tak
umisténi proteinu do tzv. membrdnovych mikrodomén (viz. 3.5.3). V soucasné dob¢ se
vede diskuse o skutetném vyznamu umisténi té€chto proteint do membrinovych
mikrodomén. Signalizace v T lymfocytech obsahujicich palmitylaéni mutant proteinu
LAT, ktery mél oba dileZité cysteiny zménény na alaniny, a tudiZ se nevyskytoval
v mikrodoménéch, byla siln€ poSkozena [51]. V neddvné dobé ale stejnd skupina autorti
vytvofila chimeru LAT, kde extraceluldrni a transmembranova ¢ast véetné palmitylaéniho
motivu byla nahrazena stejnym usekem z proteinu LAX. Tento konstrukt je LAT funkéné
velmi podobny, ackoli se nenachdzi v membrdnovych mikrodoménach (definovanych
rezistenci k detergentim a flotaci v hustotnim gradientu) [52]. Vysvétlenim téchto

rozporuplnych vysledka se v soucasné dob¢ nase laboratof intenzivné zabyva.
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Obrazek 3: Prehled transmembrinovych adaptorovych proteinéi (pfevzato z [15]). Obrazek
znazoriiuje sedm dosud identifikovanych transmembranovych adaptorovych proteinli, jejich tyrosinové

vazebné motivy, molekulové hmotnosti a vyskyt v burikdch imunitniho systému.
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2.5 Membranové mikrodomény a jejich pravdépodobna role

v imunoreceptorové signalizaci

2.5.1 Plasmaticka membrana

Plasmatickd membrdna je dvojitd vrstva lipidd, kterd ohraniCuje vniténi prostor
buriky, zajiSt'uje kontakt a komunikaci s okolnim prostfedim a také transport latek ven a
dovnitf buriky. Zdkladni stavebni sloZkou biomembrén jsou fosfolipidy, sfingolipidy a
steroidy, amfipatické molekuly s nepoldrnimi alifatickymi fetézci a poldrnimi konci.
Hydrofobni efekt a van der Waalsovské interakce zptisobuji ve vodném prostredi spontanni
asociaci hydrofobnich uhlovodikovych fetézcti za tvorby dvojvrstvy, kde polarni konce
smétuji do vodného protstiedi.

Hlavni lipidovou sloZkou membran jsou fosfolipidy (fosfoacylglyceroly), odvozené
od glycerol-3-fosfatu. Prekurzorem fosfolipidi je kyselina fosfatidovd, kterd vznika
esterifikaci glycerolu dvéma mastnymi kyselinami (v poloze 1 je zpravidla vadzana
nasycend mastnd kyselina, v poloze 2 nenasycend) a kyselinou fosfore¢nou. Jednotlivé
fosfolipidy se 1i§i molekulou vdzanou fosfoesterovou vazbou na kyselinu fosfatidovou
(ethanolamin, cholin, serin, inositol, glycerol, atd.).

Druhou nejvice zastoupenou skupinou lipidi v biomembranach jsou sfingolipidy,
derivaty aminoalkohold sfingosinu a dihydrosfingosinu. Mastna kyselina se na molekulu
sfingosinu vdZe amidovou vazbou a vznikld sloucenina, kterd je zdkladem pro vSechny
sfingolipidy, se nazyvd ceramid. RozliSujeme dv€ =zakladni skupiny sfingolipidi:
sfingomyeliny, nesouci fosforylcholinovy nebo fosforylethanolaminovy zéklad, a
cerebrosidy, jejichZ poldrni skupina obsahuje zbytek jednoduchého cukru.

Soucdsti biomembran jsou také steroly, pfedevS§im pak cholesterol. Cholesterol je
vyznamnou sloZkou ZivociSnych plasmatickych membran. Jeho poldmi OH-skupina
v poloze 3 mu posktytuje slaby amfifilni charakter, zatimco jeho steroidni skelet mu
latkou urcujici vlastnosti membran.

Plasmatickd membrdna neni tvofena pouze lipidy, ale téZ proteiny a sacharidy.
MnoZstvi proteinu v eukaryotickych membréndch souvisi s funkci membrany a hmotnostni

pomér vici lipidim se pohybuje v rozmezi 1:4 az 3:1. Membranové proteiny lze rozdélit
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do dvou kategorii — integrdlni a periferni. Integrdlni proteiny jsou pifmou soucésti
membrény. Transmembrdnové proteiny prochazeji napfi¢ lipidovou dvojvrstvou, tato ¢ast
proteinu je tvofena sekvenci 20 — 30 hydrofobnich aminokyselin. Nékteré membrénové
proteiny vak transmembranovou doménu nemaji a k membréné jsou pfichyceny pomoci
neproteinové struktury, jako je napf. hydrofobni prenylovy fetézec, kyselina palmitova,
kyselina myristovd, jejichz navdzani na protein je podminéné piitomnosti specifickych
vazebnych motivl v proteinové sekvenci. S vnéjsi vrstvou lipidové dvojvrstvy se nékteré
proteiny asociuji téZ pomoci glykolipidu glykosylfosfatidylinositolu (GPI), ktery se vazZe
na specifickou hydrofobni sekvenci na C-konci téchto proteint. Periferni proteiny nejsou
pfimo zanofeny do lipidové dvojvrtsvy, ale interaguji s membranou nepiimo, vazbou na
integrdlni membranové proteiny nebo nekovalentnimi interakcemi s polarnimi ¢astmi
lipidu.

Obsah sacharidu, které jsou pfitomny ve formé glykoproteini nebo glykolipidu,
ptedstavuje 0,5 — 10 % hmotnosti membrany. Uspofddani sacharidd v ramci plasmatické

membrany je asymetrické — nachézeji se pouze v extraceluldrni ¢asti lipidové dvojvrstvy.

2.5.2 Membranové mikrodomény

Prvni pfedstavu o uspofdddni biomembran navrhli Nicholson a Singer v roce 1972,
model veSel ve zndmost jako fluidni mozaikovy model. Cytoplasmatickou membranu
ptedstavuje jako relativné homogenni lipidovou dvojnou vrstvu, ve které se volné pohybuji
molekuly proteinti [53]. Rada poznatkii ziskanych v poslednich letech v§ak tento model
vyznamnym zplisobem modifikuje. Cytoplasmatickd membrana se spiSe skldda z n¢kolika
typt funkéné specializovanych, vice ¢i méné vzdjemné oddélenych ,,mikrodomén*
obsahujicich specifické proteiny a lipidy, které spolu navzdjem komunikuji
prostfednictvim asociovanych molekul, a které jsou téZ schopny ,,dialogu* se slozkami
signalizaCniho apardtu a v neposledni fad€¢ s bunénym cytoskeletem. Vyznaénym typem
t€chto mikrodomén jsou ty, které jsou diky svému specifickému lipidovému sloZeni
CasteCné odolné proti solubilizaci nékterymi detergenty za nizké teploty a daji se proto
pomérné snadno izolovat. Tyto oblasti funguji jako jakési ptedpfipravené signalizacni

platformy a hraji téZ roli v polarizaci epitelidlnich bun¢k.[22, 54-57]
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Casteénd nejednotnost v terminologii odrdzi variabilitu metodickych pfistupt,
kterymi byly studovdny jednotlivé aspekty struktury a funkce té€chto mikrodomén.
V anglické literatufe se nejCast&ji vyskytuji oznaCeni: ,,membrane rafts“, ,lipid rafts®,
GEMs (,,ganglioside-enriched membranes*), GPI-microdomains
(,,glycosylphosphatidylinositol-microdomains*), ,DIGS (detergent-insoluble
glycosphingolipid-enriched domains*) a DRMs (,,detergent-resistant membranes‘) [58-60].
ProtoZe v Ceské literatufe nebyla dosud zavedena jednotnd terminologie budou tyto
domény v této prici naddle zjednoduSené nazyvany membranové mikrodomény.

Membranové mikrodomény jsou specializované ,ostrivky* uvnitf plasmatické
membrany, které maji odli$né lipidové sloZeni od okolni glycerolfosfolipidové dvojvrstvy,
jejich hlavni lipidovou slozku tvoii (glyko)sfingolipidy, sfingomyelin a cholesterol [61].
Sfingolipidy jsou na rozdil od fosfolipidii esterifikovdny nasycenymi mastnymi
kyselinami, coZ jim v pfitomnosti cholesterolu umoziiuje spontdnni t€snou asociaci do tzv.
usporddané tekuté faze (,,liquid-ordered phase®, 1,). Typickou vlastnosti 1, faze je vysoky
stupeni usporadani acylovych zbytkli (podobné jako v tzv. “gel like* fézi), pfiCemzZ si
jednotlivé komponenty zachovavaji zna¢nou laterdlni a rotaéni pohyblivost [62, 63] .

Tyto skute€nosti jsou pravdépodobné zodpov€dné za zdkladni vlastnost
membranovych mikrodomén: odolnost vu¢i solubilizaci v nékterych neiontovych
detergentech polyoxyethylenového typu (Triton X-100, NP-40, Brij-98) pfi 0-4°C [64].
Odtud pochazi jejich oznaceni DIGs a DRMs, protoZe pievdzna ¢ast bunécnych fosfolipida
se za téchto podminek rozpousti. Vzhledem k vysokému obsahu lipidi maji mikrodomény
nizkou hustotu a je mozné je posléze izolovat ze smési bunéfného materidlu pomoct
ultracentrifugace v hustotnim sacharosovém gradientu [65]. Proteiny, které se za téchto
podminek asociuji s mikrodoménami, jsou potom povaZovény za jejich integralni soucést.
Piesnd definice proteind, které jsou jeSte soucdsti mikrodomén a které jiz ne, je pomérné
obtiZnd, protoZe zdvisi na typu pouZité¢ho detergentu a podminek, za jakych byla izolace
provedena [66, 67].

ZpUsob izolace mikrodomén, za pfitomnosti detergentu pfi teplot¢ okolo 4°C,
s sebou pfindsi i moZnost vzniku riznych experimentdlnich artefakti. Nicméné v posledni
dobé bylo ukdzano, Ze mikrodomény existuji i za fyziologickych podminek [55, 56]:

- Detergent Brij 98 zachovdvd membranové mikrodomény dokonce pii 37°C, coZ

alesponi ¢aste¢né vyvraci ndmitku, Ze solubilizace pfi nizkych teplotich ve skuteCnosti
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zpusobuje fizovy prechod dévajici vznik nerozpustnym protein-lipidovym komplexim
[68].

- Pti studiu modelovych membran bylo zji§téno, Ze struktury ndpadn€ podobné
membranovym mikrodoméndm maji tendenci se formovat spontdnné pravdépodobn¢ diky
vytvofeni tzv. uspofddané tekuté faze [69-71].

- Existence proteint a lipida preferujicich oblasti membrdn bohaté na cholesterol
byly potvrzeny i dal§imi metodami jako FRET (,,fluorescence resonance energy transfer)
[72], SPT (,single particle tracking®) [73], FRAP (,fluorescence recovery after
photobleaching®) [74]. Tyto techniky (umoZnujici rozliSeni v fddech nm) také odhalily
skute€nost, Ze velikost membranovych mikrodomén se pohybuje od né€kolika nm aZ po

stovky nm v zdvislosti na typu buné€k a pouZzité metodé.

2.5.3 Proteinové komponenty mikrodomén

Lokalizace proteinli v membranovych mikrodoménach je podminéna jejich afinitou
k tomuto uspofddanému prostiedi, v némz pievladaji nasycené acylové fet€zce. Doposud
Jsou znamy dva zdkladni typy postransla¢nich modifikaci umoziujicich umisténi proteinu
do té€chto domén:

e Zakotveni v membrdné pomoci glykosylfosfatidylové kotvy (tzv. GPI-
proteiny) [65, 72, 75, 76]. Z dllezitych leukocytdrnich proteini s touto
modifikaci jmenujme napf. CD14 (receptor pro bakteridlni lipopolysacharid),
CD16b = FcyRIIIb (receptor pro IgG), adhezivni molekuly CD48 a CDS58,
CD90 (Thy-1) nebo Ly-6.

e Modifikace proteinu zbytky kyseliny palmitové nebo myristové, pfip.
farnesylovym nebo isoprenylovym zbytkem. Tyto modifikace nachdzime
napt. u vyznamnych signaliza¢nich molekul jako jsou nékteré proteinkindzy
rodiny Src (Lck, Fyn, Fgr, Hck) a trimerni G-proteiny [77, 78]. Za lokalizaci
frakce téchto molekul do mikrodomén je zodpovédny N-termindlni motiv
Met-Gly-Cys, v némz je glycin myristylovan a cystein palmitylovan [79-82].

VétSina transmembrénovych proteint je z mikrodomén vyloucena. Vyjimkou jsou

napi. palmitylované adaptorové proteiny LAT [51, 83], PAG [45, 46], NTAL [47, 48],
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LIME [49] nebo koreceptory CD4 a CD8af [84-86]. Existuji vSak i piipady, kdy protein je

palmitylovdn a pfesto neni pfitomen v ,klasickych* membranovych mikrodoménach.

2.5.4 Uloha membranovych mikrodomén v imunoreceptorové

signalizaci

V posledni dobé& nékolik praci zaloZenych na proteomické analyze membrinovych
mikrodomén odhalilo, Ze tyto evolu¢né konzervované struktury koncentruji nejriznéjsi
molekuly dulleZité pro prenos signdlu do nitra buriky, dédle nékteré strukturni proteiny a
proteiny, které pomdhaji propojit membranové déje s cytoskeletem [22, 87]. Ukazuje se, Ze
mikrodomény maji kli€ovou tlohu v mnohych signalizaénich procesech zahrnujicich
receptory ruznych bunéénych typt, t¥idéni proteind a lipidi pro transport do rGznych
oblasti plasmatické membrany [88], endocytézu aexocytézu [89]. Mohou byt také
vyuZivdny riznymi patogeny jako signaliza¢ni platformy [90], prostfedky pro koncentraci,
prunik nebo opusténi buiiky [91, 92].

Role membrénovych mikrodomén v imunoreceptorové signalizaci je dnes intenzivné
studovana. Pfes imunoreceptory je spouSténa fada signaliza¢nich kaskdd, které jsou
naprosto nezbytné pro vyvoj, aktivaci a diferenciaci hematopoetickych buné€k. Soucasnd
pfedstava o ranych fazich imunoreceptorové signalizace predpokladd, Ze v klidovém stavu
se proteintyrosin-kindzy nenachdzi{ v blizkosti imunoreceptorti, ale jsou ,uzamknuty*
v membranovych mikrodoménéch. Po interakci s ligandem dochdzi k asociaci receptoru
s mikrodoménami a tim i s proteintyrosin-kindzami zde pfitomnymi [93, 94]. Relativné
neddvno ale bylo zjiSt€no, Ze TCR (receptor T lymfocytl) je s mebrdnovymi
mikrodoménami jiZ moZnd preasociovdn a vazba ligandu tak spiSe navozuje vhodnou
reorganizaci signalizaéniho aparitu umoZiujici optimédlni konformac¢ni uskupeni celého
signalosomu nutného k pfenosu signdlu déle do nitra buriky [54, 68, 95].

Existence oddé€lenych membranovych mikrodomén spolu s moZnostmi jejich
dynamického spojovani jak mezi sebou tak s ostatnimi sloZzkami plasmatické membrany
vytvéfi znacny potencidl k regulaci bunécnych d&ji. Nékteré proteiny se timto zpisobem
mohou vzdjemné G¢inn€ doCasné nebo natrvalo separovat nebo se naopak mohou spojovat
do vétsich signaliza¢nich komplexi, potiebnych pro efektivnéjsi a vice kontrolovatelny

ptenos signalu do intraceluldrniho prostiedi.
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3. Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Bunécné linie a bakterialni kmeny

Bunééné linie:
Odvozené z fibroblasti: HEK 293 (lidské, (human embryonic kidney, HEK);
COS7 (opici)
Odvozené z lidskych T lymfocytt: Jurkat; CEM (pre-T); MOLT-4; HPB-ALL
Odvozené z lidskych B lymfocyti: Ramos; Raji; Nalm-6 (pre-B lymfocyty)

Odvozené z lidskych myeloidnich bunék: THP-1 (monocyty); HL-60 (myeloidni

prekurzory); U937 (monocyty); KGla (myeloidni prekurzory)
- Sbirka bunéénych linii Oddéleni molekuldrni imunologie UMG AV CR.
Bakteridlni kmen Escherichia coli:
TOP 10F (ptiprava rekombinantni DNA)
- Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
BL21 (produkce rekombinantniho proteinu)
- Stratagene, La Jolla, CA, USA

3.1.2 Enzymy

BamH I, EcoR I, Stu I, Xba I, Xho I
- Amersham Life Science Ltd., Little Chalfont, UK

Alkalickd fosfatdza ,,Calf Intestine Alkaline Phosphatase (CIAP)“, T4 DNA ligdza
- Fermentas, Burlington , Kanada

Phusion™ polymeraza

- Finnzymes, Espoo, Finsko
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3.1.3 Plazmidy, konstrukty a cDNA

Lidské leukocytdrni cDNA knihovna - Human Leukocyte Matchmaker cDNA library
(HL4050AH), cDNA knihovna zlinie Jurkat (T lymfocyty) - Human Leukemia

Matchmaker LexA cDNA library (HL4513AK)

- BD Bioscience - Clontech, Franklin Lakes, NJ, USA
pBluescript I SK

- Stratagene, La Jolla, CA, USA
pEF-BOS-3

- Dr. E. Bruyns, Heidelberg, Némecko
pEFIRES-N,

- Dr. S.Hobbs, Institute of Cancer Research, London, UK
pFLAG-CMV-5a

- Aldrich, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
pET42b, pET28b

- Novagen, Madison, CA, USA

3.1.4 Oligonukleotidy

TRAP2-ERI-START: CGGAATTCATGTGGTGGCTCAGCATTGGC
TRAP2-ERI-STOP: CGGAATTCTTATGGGACTGGTCCACATAGG
TRAP2-seq(366+): GAGGGGCAGGCTGTGAAC
TRAP2-seq(444-): GCCTGGAATGTCACTGGTG

- Metabion, Martinsried, Némecko
TRAP2-ERI(-) bez stop: CCGGAATTCTGGGACTGGTCCACATAGGTC
TRAP2-BamHI(195+): CGGGATCCGAGCTCTAAGCCCCACACAAAG
TRAP2-Xhol(497-)-STOP: CCGCTCGAGTTATGGGACTGGTCCACATAG
huF_Trap2(exon3)_RT: GACCTGGGCTTGAGCTTACA
huR_Trap2(exon4)_RT: CCTTGGCAGTCAGGAGAAAC
huF_Trap2(exonl)_RT: TTCTTCCCCTACGAGCACAG
huR_Trap2(exon3)_RT: TGAAGGCGAGAAGAACCACT
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huR_Trap2(exonS)_RT: CCTCTTGTTTGTGGCAACCT
huR_Trap2(exon2) RT: CGATCACTTGAGTCCAGGAA
FhGAPDH#1198real: CACCACACTGAATCTCCCCT
RhGAPDH#1252real: CCCCTCTTCAAGGGGTCTAC

- Sigma, St. Louis, MO, USA

3.1.5 Kultivaéni média

LB médium ,,.LB Broth, Miller*
- Amresco, Solon, Ohio, USA
RPMI 1640 medium, D-MEM medium
- Pripravna médii UMG AV CR, Praha, CR

3.1.6 Komeréné dodavané soupravy pro molekularni biologii

ABI PRISM® BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing Kit
- Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Zyppy Plazmid Miniprep Kit II, Zymoclean Gel DNA Recovery Kit, Mini RNA
Izolation IT™
- Zymo Research, Orange, USA
TALON™Superflow™Metal Afinity Resin
- BD Bioscience Clontech, Palo Alto, CA, USA
Glutathion Sepharose™ 4B
- Amersham Bioscience, Uppsala, Svédsko
JETSTAR Plasmid Purification Kit
-  GENOMED GmbH, Lohne, Néemecko
SuperScript™ II RNase H — Reverse Transcriptase, Trizol Reagent
- Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Briliant® Sybr®Green QRT-PCR Master Mix, 2-Step
- Stratagene, La Jolla, CA, USA
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Cell Line Nuclefector® Kit V

- Amaxa Inc., Gaithersburg, MD, USA
Anti-Flag M2 Affinity Gel

- Sigma, St. Louis, MO, USA

3.1.7 Chemikalie

fetdlni sérum
- Gibco BRL®, Paisley, UK
,-ECL Western blotting detection reagents
- Amersham Life Science Ltd., Little Chalfont, UK
agarosa, agar-B
- Amresco, Solon, Ohio, USA
standarty pro SDS-PAGE
- Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, USA
standarty pro DNA elektroforézu
- Fermentas, Burlington , Kanada
digitonin, geneticin G418, IPTG
- Alexis Corporation, Lausen, Svycarsko
Nonident P-40
- Fluka AG, Buchs, Svycarsko
DRAQ5™ , n-dodecyl-B-D-maltosid (LM), digitonin, Mowiol® 4.88
- Calbiochem, San Diego CA, USA
TEMED
- USB Corporation, Cleveland, USA
Lipofectamine™2000
- Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
bromfenolovd modf, dihydrogenfosfore¢nan sodny, hydrogenfosforeCnan sodny,
hydrogenuhli¢itan sodny, hydroxid sodny, chlorid sodny, isopropanol, kyselina
chlorovodikovai, kyselina octovd, methanol, octan draselny, peroxodisiran amonny

- Lachema, Praha, CR
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ethanol, chlorid vapenaty, chlorid manganaty, n-dodecylsiran sodny, sacharosa
- Merck, Darmstadt, Némecko
dNTP
- Pharmacia Biotech, Uppsala, Svédsko
suSené odtuénéné mléko
- Promil, Novy BydZov, CR
agarosa, Coomassie Brillant Blue R 250, 30% Akrylamid — Bis roztok (29:1),
- Serva, Heidelberg, Néemecko
ampicilin, azid sodny, Brij-98, BSA, DMSO, EDTA, ethidiumbromid, glycin, fluorid
sodny, Hoechst 33258, chlorid cesny, chlorid rubidny, Pefabloc, peroxid vodiku, Tris,
1,4-dithio-D,L-treitol (DTT), Tween 20, Zelatina
- Sigma, St. Louis, MO, USA

3.1.8 Protilatky

GAM-HRP
- kozi protildtka proti my$imu Ig konjugovana s kienovou peroxiddzou
- Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA
GAM-HRP IgG + IgM (H+L)
- kozi protilatka proti mySimu Ig konjugovana s kifenovou peroxiddzou, kterd se
nevéze na lehké fetézce imunoglobulinu
- Jackson Immunoresearch, Soham, UK
GAR-HRP
- kozi protildtka proti krali¢imu Ig konjugovana s kfenovou peroxiddzou
- Bio-Rad Laboratories, Richmond, USA
GAM Alexa Fluor 680, GAM Alexa Fluor 488
- kozi protilatka proti myS$imu Ig konjugovana s fluorescen¢ni barvou Alexa-680
nebo Alexa-488
- Molecular Probes, Eugene, OR, USA
- pFipraveny pracovniky Oddéleni molekuldrni imunologie UMG AV CR, Praha
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Ra anti-Op-18
- krali¢i polyklondlni antisérum proti Op18 (stathmin)
- Dr. M. Gullberg, Umea, Svédsko
MEM-255
- my$i monoklondlni protilatka proti PAG
TRAP2-04, -05
- my§si antipeptidové protildtky proti lidskému proteinu TRAP2 (proti peptidu aa
110-123: TTSDIPGSPEEAS)
- pFipraveny pracovniky Oddéleni molekuldrni imunologie UMG AV CR, Praha
4G10
- mysi protilatka proti fosforylovanému tyrosinu
- UBI, Lake Placid, NY, USA
,,Konjugat* peroxidazy s niklem

- Sigma, St. Louis, MO, USA

3.1.9 Slozeni pouzitych roztoku

LLB médium

- 10 g ,, Trypton-B*, 5 g kvasinkovy autolyzat (,,Yeast Extract-B*), 10 g NaCl

v 1 litru; pH=7,0

LB-Amp agar

- LB médium obsahujici 100 pg/ml ampicilinu + 1,5% agar
LB-Kan agar

- LB médium obsahujici 60 pg/ml kanamycinu + 1,5% agar
LB-Amp médium

- LB médium obsahujici 100 pg/l ampicilinu
LB-Kan médium

- LB médium obsahujici 60 pg/l kanamycinu
PBS

- 1,9 mM NaH,POy, 8,1 mM Na,HPOy, 154 mM NaCl, pH=7,2
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Lyzaéni roztok
- 20 mM Tris pH 8,2, 100 mM NaCl, 50 mM NaF, 10 mM NasP40,, 10 mM
EDTA, 1 mM Pefabloc, ImM Na3;VOQ,, 1% ptisluiného detergentu
Lyzaéni roztok pro izolaci rekombinantniho proteinu na nosi¢i TALON™
- 8 M mocovina, 0,1 M NaCl, 25 mM Tris pH = 8,0
Lyzacni roztok pro izolaci rekombinantniho proteinu na nosi¢i GTT-Sepharose 4B
- 7 mM glutathion, 0,1% Triton X-100 v PBS
Vzorkovy pufr pro SDS PAGE, 2x koncentrovany
- 100 mM Tris-HCI pH = 6,8, 20% glycerol, 4% SDS, 0,02% bromfenolova
modf, ptipadné 0,5% DTT (redukujici pufr)
Elektrodovy pufr pro SDS PAGE
- 250 mM glycin, 10 mM Tris, 0,1% SDS, pH = 8,3
Roztok pro elektropfenos proteinti
- 48 mM Tris, 39 mM glycin, 20% methanol
PBST
- PBS s obsahem 0,05% Tween 20
Vzorkovy pufr pro DNA elektroforézu
- 30% glycerol a 0,25% Orange G ve vodé
Sol I
- 50 mM glukosa, 25 mM Tris, 10 mM EDTA, pH=8,0
Sol 11
- 1% SDS, 0,2 M NaOH
Sol IIT
- 60 ml 3M octanu draselného, 11,5 ml ledové kyseliny octové, 28,5 ml H,O
TAE
- 40mM Tris, 20mM kyselina octovd, 1mM EDTA, pH=8
TE
- 10mM Tris, ImM EDTA, pH=8
Zamrazovaci médium
- 10 % DMSO a 10 % fetdlni sérum v piisluSném kultivaénim médiu (RPMI
1640, D-MEM)
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e Permeabiliza¢ni roztok
- digitonin 200 ug/ml, 0,2% Zelatina v PBS
¢ Promyvaci roztok

digitonin 40 pg/ml, 0,2% Zelatina v PBS

3.1.10 Ostatni material

e misky pro tkanové kultury ,,Corning® CellBIND® ” s &J 10cm a 6 cm, desticky pro
tkanové kultury (96, 24, 12 a 6 jamek) ,,Corning® CellBIND®*
- Corning Costar, Acton, MA, USA
e rentgenovy film ,,Kodak MXB Film*
- Kodak, Rochester, N.Y., US
e nitrocelulosovd membrina ,,BioTrace®NT“, PVDF membrana ,,BioTraceTMPVDF
- Pall Life Science, Ann Argor, MI, USA
e centrifugaéni zkumavky: ,,13 ml, 15 ml, 50 mI*
- TPP, Trasadingen, Svycarsko
e f6lie Saran
- Dow Chemical, Midland, MI, USA
e ultracentrifugaéni zkumavky ,,Centrifuge Tubes (13 x 51 mm)*
- Beckman Instruments, Palo Alto, CA, USA
e 96-jamkové desticky pro qRT PCR: ,,.96 Well Polypropylene Plates*, Opticka vicka pro
qRT PCR: ,,Optical Cap, 8xStrip*
- Stratagene, La Jolla, CA, USA
e plastové zkumavky 1,5 ml

- Eppendorf, Hamburg, Némecko

3.1.11 Laboratorni pristroje a zafizeni

e L7-65 Ultracentrifuge, OptimaTM MAX-E Ultracentrifuge
- Beckman Instruments, Palo Alto, CA, USA
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“Mastercycler Personal”, spektrofotometer Eppendorf Biophotometer, centrifugy
Eppendorf 5810 R, 5415 D, 5417 R
- Eppendorf, Hamburg, Némecko
Mx3000P® QPCR System
- Stratagene, La Jolla, CA, USA
ptistroj pro SDS-PAGE Mighty Small II, piistroj pro elektropienos proteinti Transblot
- Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, CA, USA
mikroskop Leica DM RXA, mikroskop Leica DM RXA s digitdlni kamerou,
- Leica, Jena, Némecko
spektralni konfokalni mikroskop Leica TCS SP
- Leica Microsystems Heidelberg GmbH, Mannheim,Némecko
Transluminator
- Herolab, Wiesloch, Némecko
Pritokovy cytometer BD™ LSR 11
- BD Biosciences, San Jose, CA, USA
Vyvoldva¢ FOMEI Optima
- Fomei, Hradec Krdlové, CR
Ampulky na zamraZovani bunék NUNC™ CryoTube™ Vials
- Nunc, Roskilde, Ddansko
ZamraZovaci krabicka NALGENE™ Cryo 1°C Freezing container
- Nalgene, Rochester, NY, USA
Nukleofector Amaxa
- Amaxa Inc., Gaithersburg, MD, USA
Sonikétor Ultrasonic Homogenizer — 4710 Series

- Cole — Parmer Instrument Co, Vernon Hills, IL, USA
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3.2 Metody

3.2.1 Polymerazova retézova reakce ( PCR)

Polymerdzova fetézovd reakce je metoda, kterd slouZi k syntéze definovaného
useku DNA in vitro. Pro reakci je nutné navrhnout specifické kritké oligonukleotidové
primery, které jsou komplementarni k 3" a 5” koncovym sekvencim udseku, ktery mé byt
amplifikovan. Jako templét byla pouZita leukocytdrni cDNA knihovna, cDNA pfipravend
z buné¢né linie Jurkat (lidské T lymfocyty), pozdé€ji i konstrukt TRAP2/pBSK. Reakce

byla provedena v objemu 50 pl a reakéni smes méla nasledujici sloZeni:

10 ul 5x Phusion GC Buffer

1l 10 mM dNTP

0,3 ul primer 1 (100 pmol/ul)

0,3l primer 2 (100 pmol/ul)

0,5 ul templdtu (0,01 — 0,05 pg DNA)
0,5 ul Phusion DNA Polymerase (2 U/ul)
38 ul vody

Reakéni smés byla smichdna na ledu (jako posledni byl pfiddn enzym) a vkladddna do

cykleru. Pro amplifikaci DNA proteinu TRAP2 byl pouZit nésledujici program:

Pfeddenaturace: 98°C 30s

Denaturace: 98°C 10s

Nasednuti primerti: 55°C 30s 30x zopakovat
Syntéza DNA 72°C 30s

Syntéza DNA 72°C 5 min

Ochlazeni vzorku 18°C aZ do ukonceni programu uZivatelem

38



3.2.2 Stépeni DNA restrikénimi endonukleazami

Analytické $t€peni bylo provadéno v reakéni smési o objemu 20 pl po dobu 1 — 2
hodin, preparativni §té€peni v reakéni smési obsahujici 1 - 5 pg DNA (celkovy objem 50 —
100 pl) po dobu 2 — 7 hodin. Optimélni teplota a reakéni pufr byly pouZity dle doporuceni

vyrobce enzymu.

3.2.3 Defosforylace fragmentii DNA pomoci alkalické fosfatazy

Alkalickd fosfatdza (CIAP) je enzym, ktery katalyzuje odStépeni fosfatové skupiny
z 5" koncli DNA (téZ RNA nebo oligonukleotidd). Tento proces je nezbytny pro funkci
DNA ligaz. Defosforylace vektoru nastépeného restrikéni endonukledzou zabrariuje tzv.
autoligaci vektoru, tedy potlateni vzniku neZddoucich cirkuldrnich molekul DNA
neobsahujicich vklddany fragment DNA.

CIAP (1 U/ul) byla pfiddna do reakéni smési pfi preparativnim St€épeni DNA (1
U/10 pl) 1 hodinu pfed ukoncenim $tépeni. Inaktivace enzymu byla provedena pfiddnim

25 mM EGTA a 0,5% SDS a naslednym zahidtim na 75°C po dobu 15 minut.

3.2.4 Elektroforéza DNA v agarosovém gelu

Tato metoda slouZi k separaci fragmenti DNA podle velikosti a umoziiuje i jejich
néaslednou izolaci. Byl pouZivdn 1% agarosovy gel pfipraveny ztuhnutim roztoku
ziskaného rozvafenim pfislu§ného mnozstvi agarosy v pufru TAE. Po zchladnuti na teplotu
ptiblizné 60°C byl ptidén ethidiumbromid v mnoZstvi 0,5 ug/ml. Elektroforéza probihala
pfi napéti 100V. Zdény separované DNA byly vizualizovény fluorescenci interkalovaného

ethidiumbromidu v UV svétle.
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3.2.5 lzolace DNA z agarosového gelu

K izolaci DNA z agarosového gelu byla pouZita komeréni souprava Zymoclean Gel

DNA Recovery Kit (Zymo Research). Pti izolaci bylo postupovéno dle ndvodu vyrobce.

3.2.6 Ligace DNA

Ligace DNA je metoda, kterd slouZi ke spojovani fragmenti DNA, napt.
linearizovaného vektoru a do ného vnaseného inzertu. Pouziva se k tomu enzym T4 DNA
ligaza, ktery katalyzuje vznik fosfodiesterové vazby mezi 5°- fosfatem a 3°-OH skupinou
sousedniho nukleotidu.

Ligatni smés scelkovym objemem 20 pul obsahujici linearizovany vektor
a pfisludny inzert v moldrnim pomeéru pfiblizné€ 1:3, komer¢né doddvany liga¢ni pufr a 0,5
ul T4 DNA ligazy (1 U/ul) byla inkubovéna 1 — 2 hodiny pfi laboratorni teploté. Po 15
minutové tepelné inaktivaci enzymu pii 75°C byla ligaéni smés pouZita k transformaci

kompetentnich bakterii TOP10F nebo byla zmraZena.

3.2.7 Transformace DNA do kompetentnich baktérii

ZamraZzend suspenze kompetentnich baktérii byla ponechédna na ledu pozvolna
roztat. Poté byla rozdélena po 50 pl do ptedem vychlazené plastové zkumavky (1,5 ml)
a byl k nf pfidéan pfiblizné 1,0 ug plazmidové DNA, ptipadné 5,0 ul smési z ligaCni reakce.
Po jemném promichéni byla smés inkubovana 20 minut na ledu. Nasledné byla suspenze 1
minutu vystavena teplotnimu Soku 42°C, po kterém byla ihned ochlazena v ledové l4zni
a po pfiddni 1 ml LB média byla inkubovéna 1 hodinu pfi teploté¢ 37°C. Objem bakterialni
suspenze byl centrifugaci upraven na 100 ul a poté byl rozetien po povrchu LB-agaru
s pfislusnym selekénim antibiotikem na Petriho misce (& 10 cm). Bakterie byly

kultivovany 12 — 14 hodin pfi 37°C.
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3.2.8 Minipreparativni izolace plazmidové DNA alkalickou lyzi

Minipreparativni izolace plazmidové DNA je pouZivdna k pfiprav€é malého
mnoZstvi DNA horsi Cistoty, které je ale zcela postacujici napfiklad k restrik¢ni analyze.

Do 3,3 ml LB media s pfislusnym antibiotikem v 10 ml zkumavce byly zaoCkoviny
jednotlivé bakteridlni klony (kolonie z Petriho misky) akultivovdny 12 — 16 hodin
v tiepace pti 37°C. Po kultivaci bylo odebrdno 1,5 - 3 ml suspenze, kterd byla
centrifugovédna (4°C, 5900 x g, 5 minut) a sediment baktérii byl resuspendovan v 100 ul
roztoku SOL I. K smési bylo nésledné ptfidino 200 pl roztoku SOL II, promichdno
a ponechdno inkubovat 5 minut pfi laboratorni teploté. Potom bylo k smési pfiddno 150 pl
studeného roztoku SOL III, jemné promichdno a ponechdno 10 minut inkubovat pti 4°C.
Nasledovala centrifugace (4°C, 16 100 x g, 10 minut), supernatant byl pfepipetovidn do
nové 1,5 ml zkumavky a pro precipitaci DNA byl smichdn v poméru 1:1 s isopropanolem
a ponechdn inkubovat 10 minut pfi laboratorni teploté. VysraZend DNA byla oddé€lena
centrifugaci (18°C, 16100 x g, 10 minut). Sediment byl po proplachnuti 1 ml 75%
ethanolu a vysuSeni na vzduchu rozpustén v 25 — 35 ul destilované vody nebo v pufru TE

pH = 8,0. Vzorek byl déle skladovén pii -20° C.

3.2.9 Minipreparativni izolace plazmidové DNA pomoci komeréni

soupravy

Tato metoda slouZi k izolaci malého mnoZstvi DNA dostatecné Cistoty, kterd je
vhodnd pro transfekci eukaryotickych bun€k (napiiklad na testovdni zda pfipraveny
konstrukt DNA umoZiiuje expresi pfisluSného proteinu v burikdch) nebo k sekvenovani
DNA.

Pro tento tdcel byla pouZivdna souprava Zyppy Plazmid Miniprep Kit II (Zymo

Research). Pracovni postup byl dodrZzovan dle ndvodu vyrobce.
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3.2.10 Purifikace plazmidové DNA rovnovaznou centrifugaci
v gradientu CsCl - EtBr

Rovnovédznd centrifugace DNA v gradientu CsCl - EtBr umoZiuje ziskat
superhelikdlni formu plazmidové DNA s vysokym stupném distoty, vhodnym pro
transfekci eukaryotickych bunék.

K roztoku DNA, ziskaného napiiklad pomoci preparativni izolace DNA, byl pfiddn
CsCl v mnozstvi 1,05 g/ml roztoku DNA. Po rozpusténi CsCl bylo pfiddno 200 pl roztoku
EtBr (10 mg/ml) na kazdych 5 ml roztoku DNA s CsCl. Po 20 minutové inkubaci ve tmé
za laboratorni teploty byl roztok centrifugovan (20°C, 5200 x g, 15 minut) a supernatant
byl ptenesen pomoci injekéni stfikacky do kyvet pro rotor Beckman VTi 65. Kyvety byly
doplnény roztokem CsCl (1,07 g/ml TE) a po zataveni centrifugovany (20°C, 55 000 rpm,
16 hodin, L7-65 Ultracentrifuge). Po skon¢eni centrifugace bylo mozné pozorovat na sténé
kyvety sediment, pfedstavujici RNA, a ve stfedu kyvety dva pruhy, z nichz vrchni
pfedstavoval chromozémovou DNA obohacenou o poSkozenou plazmidovou DNA
a spodni pruh ptedstavoval superhelikdlni formu plazmidové DNA. Pruh superhelikdln{
DNA byl ptenesen do nové kyvety. Kyveta byla znovu doplnéna roztokem CsCl (1,07 g/ml
TE), zatavena a centrifugovédna (20°C, 55 000 rpm, 16 hodin, L7-65 Ultracentrifuge). Po
ukonceni centrifugace byl spodni pruh obsahujici superhelikdlni DNA odebran do 14 ml
plastové zkumavky a nafedén 3-ndsobnym objemem pufru TE. EtBr se zroztoku
extrahoval pomoci n-butanolu nasyceného vodou. Po ptiddni vodného n-butanolu k
roztoku DNA v poméru 1:1 pfechdzel EtBr do vrchni organické faze, zatimco DNA
zUstadvala ve spodni vodné fazi. Cely proces byl opakovan do odbarveni (5x aZ 7x).
Nasledné byl kspodni fdzi pfiddn v poméru 1:2 studeny 100% ethanol, smés byla
inkubovéna 20 minut za laboratorni teploty a centrifugovana (20°C, 5200 x g, 15 minut).
Sediment DNA byl dvakrat proplachnut 10 ml 75% ethanolu, vysuSen a rozpu$tén v 100-
300 ul TE pH = 8,0. DNA byla dale skladovana pti -20°C.
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3.2.11 Preparativni izolace velmi ¢isté plazmidové DNA pomoci

komeréni soupravy

Pro rychlou izolaci velmi ¢isté plazmidové DNA (vhodné pro transfekci
eukaryotickych bunék) v mnoZstvi okolo 100 ug byla pouZivdna souprava JETSTAR

Plazmid Purification Kit (Genomed). Pracovni postup byl dodrZzovén dle ndvodu vyrobce.

3.2.12 Sekvenovani DNA

K sekvenovani DNA byla pouZita komeréni souprava ABI PRISM® BigDye™
Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). Pracovni postup byl dodrZovén

dle navodu vyrobce. Nasledovala analyza vzorki sekvenaénim servisem MBU AV CR.

3.2.13 lzolace RNA

K izolaci RNA z lidskych hematopoetickych bun€k byla pouZita komer¢ni souprava
Trizol (Invitrogen). Pracovni postup byl dodrZovan dle ndvodu vyrobce. RNA byla
rozpusténa ve 150 pl vody a predisténa ptes komeréni soupravu Mini RNA Izolation ™

(Zymo Research). Pracovni postup byl dodrZzovéan dle ndvodu vyrobce.

3.2.14 Reverzni transkripce

K ptipravé c¢DNA zizolované RNA byla pouZita komeréni souprava
SuperScriptTM II Rnase H - Reverse Transcriptase (Invitrogen). Na jednu reakci bylo
pouzito 0,4 - 1 pg ptfipravené celkové RNA. K amplifikaci bylo pouzito 100 ng tzv.
,random primers“ (ndhodné primery) nikoli oligo(dT) primery. Riziko pouZziti oligo(dT)

primertl spo¢iva v tom, Ze pfi nedostatecné ucinnosti reverzni transkripce nebo v pfipad¢
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pfili§ dlouhych transkriptli nebude mRNA dosyntetizovdna aZ na 5° konec. Pro naSe ucely
bylo navic nutné navrhnout primery pro real-time PCR na 5 konec. Od kazdého vzorku byl
stejnym zplUsobem pfipraven i Kkontrolni vzorek, do néhoZ nebyla ptfiddna revezni

transkriptdza. Pracovni postup byl dodrZzovén dle ndvodu vyrobce.

3.2.15 Kvantitativni real-time PCR (qRT PCR)

Metoda qRT PCR je zaloZena na tom, Ze ndrust specifického templétu sledujeme
pomoci ndristu fluorescence. K sledovani pribéhu amplifika¢ni reakce se pouZivaji napf.
barvicky interkalujici se do dvouvldknové DNA (nejcastéji tzv. Sybr Green). V kazdém
cyklu PCR reakce se se zvySujicim se mnoZstvim amplifikované DNA fluorescence
naristd. Hodnota ,,Ct“ (treshold cycle) odpovidd cyklu, vkterém byla naméfend
fluorescence vy3ii ne? fluorescence pozadi. Cfm vy&s$i po¢ateéni mnoZstvi templatu se ve
vzorku nachazi, tim mens{ hodnotu Ct obdrzime. Cetnost sledované mRNA poté odpovida
2,

cDNA byla nejprve nafedéna vodou a to tak, Ze vzorky s pofate¢nim mnoZstvim 1
pg celkové RNA byly fedény 8x. Vzorky s niZ§im pocdte€nim obsahem RNA byly fedény
adekvatné tak, aby pfibliznd koncentrace cDNA byla ve vSech vzorcich shodni. Reakce
byla provedena v 96-jamkové desticce pro qRT PCR. Vzorky byly pfipraveny
v triplikdtech, negativni kontrola — vzorky bez reverzni transkriptdzy a vzorky, do kterych
nebyl pfidén templat byly méfeny v duplikdtech. Kazda reakéni smés v jedné jamce méla

nésledujici sloZeni:

10 ul Briliant® Sybr®Green QRT-PCR Master Mix, 2-Step (Stratagene)
2ul cDNA

2 ul primer mix (kazdy o koncentraci 5 pmol/ul)

6 ul vody
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Pro amplifikaci byl pouzit nasledujici program:

Teplotni aktivace DNA polymerdzy: 95°C 12 min30s
Denaturace: 95°C 25s
Nasednut{ primeru: 62°C 30s 40x zopakovat
Syntéza DNA: 72°C 30s
95°C 1 min
Meéfeni teploty tani produktu: 55°C 30s

(prednastaveny program doporuéeny vyrobcem)  95°C 30

3.2.16 Exprese rekombinantniho proteinu v Escherichia coli

Zakladnim néstrojem studia proteinovych interakci jsou protilatky. Jejich ptiprava
je nej¢astéji zaloZena na imunizaci zvitat rekombinantnim proteinem. Nejsnadngjsi zpiisob
pfipravy rekombinantniho proteinu je jeho indukovand exprese v bakteriich Escherichia
coli. Ptislusnd cDNA se nejprve vloZi do expresniho vektoru, obvykle plazmidu. Tento
vektor obsahuje nékolik ¢asti: sekvenci kddujici selekéni marker slouZici k selekci bunék
obsahujicich vektor, promotor (lac) umoZnujici po indukci produkci velkého mnoZstvi
mRNA z klonovaného genu, sekvence kontrolujici translaci, jako vhodné umisténé misto
vektoru. Neékteré vektory navic obsahuji specidlni sekvence, tzv. kotvy, umoZfujici
snadnéjsi izolaci ziskaného proteinu. Napt. pomoci sekvence 6xHis lze protein afinitné
izolovat na Sepharose s navdzanym Ni** nebo Co**. Dal§im zpiisobem je vytvofeni fiizniho
proteinu s GST (glutathion-S-transferdza). Rekombinantni protein se poté izoluje pomoci
Sepharosy s navdzanym glutathionem (GTT). Pfipravenym vektorem je ndsledné
transformovén vhodny kmen E. coli.

Pro vlastni transformaci bunék BL-21 byly pouzity dva typy vektorl
TRAP2/pET28b a TRAP2/pET42b. Vektor pET28b obsahuje pouze sekvenci 6xHis,

zatimco plazmid pET42b obsahuje krom¢ His-kotvy i moZnost vytvofeni fiizniho proteinu

45



GST-TRAP2. S pouZitym plazmidem se liSily i postupy exprese. V obou pfipadech se
bakteridlni kultura inkubovala pti 37°C do dosaZeni optické density ODgp = 0,5 — 0,7.
Poté byl pfiddn IPTG, tak aby jeho vyslednd koncentrace byla 0,5 mg/ml. Po indukci byla
u vektoru TRAP2/pET42b sniZzena teplota na 25°C a po 5 hodindch indukce byla
bakteridlni kultura zcentrifugovéna (5200 x g, 15 minut, 4°C). U vektoru TRAP2/pET28b
se bakterie ponechaly pfi 37°C a po 3 hodinach byly zcentrifugovéany (5200 x g, 15 minut,
4°C). Bakterie byly lyzovéany a vyprodukovany protein byl izolovan z bakteridlniho lyz4tu.

3.2.17 lzolace rekombinantniho proteinu pomoci nosiée TALON™

Tato metoda slouZi k izolaci a purifikaci fiiznich proteini obsahujicich sekvenci
6xHis na nosici s kobaltnatym komplexem.

Sekvence 6xHis byla vnesena pomoc{ vektoru pET28b. Pro izolaci byl pouZit nosi¢
- TALON™Superflow™Metal Afinity Resin®“. Izolace byla provedena za denaturujicich
podminek v pfitomnosti 8 M mocoviny. Bakteridlni peleta byla po expresi lyzovédna
v roztoku 8 M mocovina, 25 mM Tris, 0,1 M NaCl pH = 8,0. Lyzét byl sonikovén 3-5x po
dobu 15 sekund. Po centrifugaci (5200 x g, 20 minut, 4°C) byl rekombinantni protein

izolovén ze supernatantu. Dile bylo postupovéano dle ndvodu vyrobce.

3.2.18 lzolace rekombinantniho proteinu pomoci nosice
Glutathion Sepharose™ 4B

Tato metoda slouZi k izolaci a purifikaci fiznich proteind obsahujicich sekvenci
glutathion-S-transferdzy. K vlastn{ izolaci se vyuZziva pfirozené vazby tohoto enzymu na
jeho substrat — glutathion, ktery je ovSiem navdzan na vhodném nosici napf. Sepharosa 4B.
Izolace se provadi za nativnich nedenaturujicich podminek.

Bakterie byly lyzovany v PBS s 0,1% obsahem Tritonu X-100 a 1 mM GTT. Po
sonikaci a centrifugaci (viz. 4.2.17) byl protein izolovdn ze supernatantu dle ndvodu

vyrobce.
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3.2.19 Transfekce bunék pomoci Lipofectamine™ 2000

(Invitrogen)

K transfekci bunék v Sesti-jamkové desti¢ce pro tkanové kultury bylo na jednu
jamku pouZito 1,0 ug DNA a 2,5 pl transfekéniho €inidla. K transfekci buné€k v Petriho
misce pro tkaniové kultury o & 10 cm bylo pouzito 12,0 ug DNA a 30 pl transfekéniho
¢inidla. Cely transfekéni proces byl provddén v bezsérovém médiu. Pracovni postup byl

dodrzovan dle ndvodu vyrobce.

3.2.20 Transfekce suspenznich bunék Ramos a Jurkat pomoci

komeréni soupravy Amaxa

K transfekci suspenznich bunék (jako je napt. nddorova linie B lymfocyti Ramos)
byla pouZita komerén{ souprava Cell Line Nucleofector Kit V (Amaxa). Pii transfekci bylo

postupovano dle ndvodu vyrobce.

3.2.21 Sbér a lyza bunék

Adherentni buriky byly z povrchu misky pro tkafiové kultury uvolnéné studenym
PBS (v ptipadé linie HEK 293) nebo pomoci pfiméfeného mnoZstvi studeného roztoku 5
mM EDTA/PBS (v ptipadé bun¢k COS7). Suspenzni buriky byly pouze centrifugovany
(20°C, 300 x g, 5 minut) a promyty pfimé€fenym mnoZstvim PBS. Nasledovala inkubace
bunék s pfim&€fenym mnoZstvim lyza¢niho roztoku (5x10" bungk/1 ml lyza¢niho roztoku)
obsahujiciho pfisluSny detergent po dobu 30 minut pti 4°C. Na piipravu vzorkd pro
ultracentrifugaci v sacharosovém gradientu byl pouZit detergent 1% NP-40 nebo 1% Brij-
98 au ostatnich vzorki 1% LM. Po skon¢eni inkubace byly vzorky (kromé vzorkd pro
ultracentrifugaci) centrifugovany (4°C, 25000 x g, 7 minut) a supernatant (bunécny lyzat)

byl oddélen od sedimentu.
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3.2.22 Ultracentrifugace v sacharosovém gradientu

Cely proces byl provadén pii teploté 4°C. 0,5 ml buné&ného lyzétu, ziskaného z
pfiblizné€ 30-50 x 10° bunék Ramos (stabilnich transfektantd TRAP2), bylo smichano s 0,5
ml 80% roztoku sacharosy v piislu§ném lyza¢nim roztoku. Takto pfipravend suspenze byla
nanesena na dno 5 ml ultracentrifugaéni zkumavky, opatrné prevrstvena 1 ml 30% 1 ml
20%, 1 ml 10% a 1 ml 5% roztoku sacharosy v pfislusném lyza¢nim roztoku a 0,5 ml
lyza¢niho roztoku. Po 18 — 20 hodindch (minimdlné€ 16 hodin) centrifugace (vykyvny rotor,
100 000 x g, 2°C) byl obsah rozebran na frakce po 0,5 ml. Membrdnové mikrodomény se
nachézeji prevdzné v tieti a ¢tvrté frakci, vizualné se lze orientovat podle opalescentni

z6ny.

3.2.23 Elektroforetické déleni proteint v polyakrylamidovém gelu
za pfritomnosti n-dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE)

Elektroforetickd separace proteinii v polyakrylamidovém gelu v denaturujicim
prostfedi SDS (SDS-PAGE) je metoda, pfi které dochazi k déleni proteinli podle jejich
molekulové hmotnosti M.

Vzorky byly pfipraveny smichdnim bunéfného lyzdtu s2x koncentrovanym
vzorkovym pufrem pro SDS PAGE (redukujicim nebo neredukujicim) v objemovém
poméru 1 : 1; v pfipadé¢ imunoizolace byl k eluci antigenu pouZit 1x koncentrovany
neredukujici vzorkovy pufr pro SDS PAGE. Pifed vlastni elektroforézou byly vzorky
zahtaty 5 minut pii 95°C. Elektroforetické déleni bylo provddéno v pfistroji Mighty Small
II (Hoefer Scientific Instruments). V zavislosti na velikosti analyzovanych proteinti byl
pouZzit 12-15% separacni gel o délce ptiblizn€ 4,5 cm a 4% zaostfovaci gel dlouhy
ptiblizné 1,5 cm. Déleni bylo provddéno pii konstantni intenzité elektrického proudu 15

mA na gel a napét{ 80 — 150 V.
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3.2.24 Elektroforeticky pfenos proteinii z polyakrylamidového
gelu po SDS-PAGE na nitrocelulosovou nebo PVDF
membranu (“Western blotting®)

PVDF membréina byla pfed pouZitim smafena 5 minut v methanolu a5 minut
v roztoku pro elektroforeticky pfenos proteind, nitrocelulosovd membrdna byla smécena 5
minut v roztoku pro elektroforeticky ptenos proteind. Elektroforeticky ptenos byl
provadeén za pouZiti ptistroje Transblot (Hoefer Scientific Instruments) po dobu 72 minut

pfi konstantnim proudu 0,8 mA na cm? gelu.

3.2.25 Detekce proteini v polyakrylamidovém gelu pomoci
Coomassie Brillant Blue R 250

Polyakrylamidovy gel byl 15 minut fixovdn a barven ve vodném roztoku
obsahujicim 45% methanolu, 10% kyseliny octové a 0,05% Coomassie Brillant Blue R
250. Nésledn€ byl gel promyvdn vodnym roztokem obsahujicim 25% ethanolu a 10%
kyseliny octové aZz do odbarveni pozadi. Poté byl gel usuSen mezi celofanovymi foliemi

v pfitomnosti vodného roztoku obsahujicim 20% methanol a 4% glycerol.

3.2.26 Detekce proteinu imobilizovanych na nitrocelulosové nebo
PVDF membrané pomoci specifické protilatky

Cely proces byl provddén za laboratorni teploty. Membrdna byla 1 hodinu
inkubovéana s 5% roztokem odtu¢néného mléka (Promil) v PBST (zablokovéni volnych
vazebnych mist). Potom nésledovala inkubace membrany s roztokem primdrni protilatky
(fedénd 1:200 az 1:3000 v zavislosti na pouZité protilatce) v 1% roztoku odtu¢néného
mléka (Promil) v PBST po dobu 1 hodiny. Potom byla membréna 3x promyta po dobu 5
minut v PBST a inkubovéna 45 minut se sekundarni protilatkou s navdzanou peroxiddzou
(GAM-HRP nebo GAR-HRP, resp. GAM-HRP IgG+IgM (H+L); fedénd 1:5000 resp.
1:3000) v 1% roztoku odtu¢néného mléka (Promil) v PBST). Po promyti (4 x 10 minut,

PBST) byla membrana 1 minutu inkubovéna v roztoku ,,ECL Western blotting detection
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reagens”. Po osuSeni membrany byly protilitkou oznacené z6ny luminograficky
detekovany na fotografickém filmu (MxB Film, Kodak). K vyvoladn{ byl pouZit pfistroj
FOMEI Optimax.

3.2.27 Detekce proteinii se sekvenci ,,6xHis“ imobilizovanych na
nitrocelulosové nebo PVDF membrané pomoci ,konjugatu“
peroxidazy s niklem

Cely proces byl provddén za laboratorni teploty. Membrdna byla 1 hodinu
inkubovéna s 5% roztokem odtu¢néného miléka v PBST (zablokovani volnych vazebnych
mist). Poté nésledovala inkubace membrany s roztokem ,konjugdtu peroxiddzy s niklem
(fed€éna 1:5000) v 1% roztoku odtu¢néného mléka v PBST po dobu 1 hodiny. Po promyti
(3 x 15 minut, PBST) byla membrdna 1 minutu inkubovdna v roztoku ,,ECL Western
blotting detection reagens”. Po osuSeni membrany byly protilitkou oznacené zo6ny
luminigraficky detegovany na fotografickém filmu (MxB Film, Kodak) pomoci pfistroje

na vyvolavani{ filmi FOMEI Optimax.

3.2.28 Aktivace bunék peroxovanadichanem

Pomoci této metody miizeme docilit nespecifické aktivace bunék. Princip spocivd
v potlaeni funkce proteinfosfatdz pfidanim smési peroxidu vodiku a tetraoxovanadi¢nanu
sodného. Vznikajici peroxovanadi¢nan téZ pravdépodobné aktivuje né€které proteinkindzy
[96]. Vysledkem je silnd stimulace, kterd vede k aktivaci celé tady potencidlnich
signaliza¢nich drah.

Koncentrace bun¢k v suspenzi byla upravena na 10" bunék/ml média. 100 pl 0,1 M
tetraoxovanadi¢nanu sodného bylo smichdno s 10 pl 30% peroxidu vodiku, doplnéno do 1
ml destilovanou vodou a inkubovdno 15 minut pfi laboratorni teplot€. Burky byly
aktivovdny pfidanim 100 ul tohoto roztoku k I ml buné¢né suspenze a inkuboviny 10

minut za laboratorni teploty. Po promyti PBS byla provedena lyza viz. 3.2.21.
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3.2.29 Imunoprecipitace na monoklonalni protilatce navazané na
Sepharosu 4B

Imunoprecipitace je metoda, pfi niZ je dany protein izolovdn ze smési proteinid
napf. z bunééného lyz4tu pomoci vazby na imobilizovanou protildtku. Vyhodou je, Ze se
takto Casto izoluje nejenom piislu$ny protein ale i dalS§i molekuly s nim asociované.
Imunoprecipitace je tak zdkladni metoda pfi studiu protein - proteinovych interakci.

Cely experiment byl provddén za chlazeni ledem resp. pfi 4°C v kolonkovém
uspofddéni. Pro imunoprecipitaci byla pouzita suspenze CNBr-Sepharosy 4B s kovalentné
navdzanou protildtkou. Byly pfipraveny miniaturni kolonky z 200 ul pipetovacich $picek
obsahujici 20-25 pl suspenze CNBr-Sepharosy s navdzanou protildtkou. Po promyti
pétindsobnym objemem lyza¢niho roztoku bylo na kolonku naneseno 100 — 200 ul
bunécného lyzatu a kolonka byla promyta desetindsobnym objemem lyza¢niho roztoku.
Zachyceny protein byl eluovdn 65 pl Ix koncentrovanym neredukujicim vzorkovym

pufrem pro SDS PAGE.

3.2.30 Priprava stabilnich bunéénych klonu

Buriky, transfekované pomoci Cell Line Nucleofector Kit V (Amaxa) (viz. 3.2.20),
byly po 24 hodinové inkubaci rozpipetovany do 96-jamkovych mikrotitranich desti¢ek
pro tkéanové kutltury v koncentraci pfiblizn€ 50 bunék, 500 bun€k 5 000 bunék v 200 ul
média, obsahujicim téZ ptislusné selekéni antibiotikum (G-418 - 4 mg/ml). Mikrotitracni
desticky byly potom zabaleny do potravinové félie Saran a ponechdny minimalné 14 dni
inkubovat v CO; inkubdtoru pfi teploté 37°C. Po pfiblizné 10 dnech bylo mozné pozorovat
v jednotlivych jamkach vyselektované bunéfné klony, které byly nésledné testované na
pfitomnost a Groveni exprese daného proteinu pomoci SDS-PAGE a Western Blottingu

resp. imunologickym barvenim a cytoflourometrickou analyzou.
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3.2.31 Sledovani urovné exprese proteinu v bunkach metodou
prutokové cytometrie

Cely proces byl provddén pfi 4°C. Dostateéné mnoZstvi bunék (pfiblizné 1x10°)
bylo pieneseno do 96-jamkové mikrotitraéni desti¢ky a centrifugovdno (300 x g, 5 minut,
4°C). Buriky byly promyty PBS a znovu centrifugovdny. Pro detekci intraceluldrniho
epitopu byly burky permeabilizovany 15 minut 20 pl permeabiliza¢niho roztoku
obsahujicim digitonin. Poté bylo pfiddno 10 ul primdrni protildtky. Po 15 minutové
inkubaci byly buriky centrifugovany (1500 x g, 10 minut, 4°C) a 3x promyty 200 pl
promyvaciho roztoku. Nésledné byly buiiky 15 minut inkubovédny s 10 pl sekundarni
protilidtky fedéné do promyvaciho roztoku. Po centrifugaci a promyti 3x 200 ul
promyvaciho roztoku, byly buriky resuspendovany v 50 ul PBS a pred vlastnim méfenim
na prutokovém cytometru bylo k burikdm ptiddno jesté¢ 40 pl barvicky Hoechst 33258
(barvi DNA). V piipad¢ detekce povrchového antigenu byla vynechdna permeabilizace
bunék digitoninem, jako promyvaci roztok byl pouZit PBS, jinak byl postup stejny. Buriky

byly nésledné analyzovany na priitokovém cytometru BD™ LSR II (BD Biosciences).

3.2.32 Imunocytochemické sledovani lokalizace proteinu
v bunéénych strukturach

Pomoci této metody je mozZné urcit lokalizaci studovaného proteinu ve strukturdch
bun€k a pfipadné i uroven jeho exprese. Lokalizaci proteinu sledujeme mikroskopicky
pomoci fluorescen¢niho barviva navdzaného na protilatce.

Adherentni buriky byly pfed transfekci pfipraveny do 24-jamkové desticky pro
tkéniové kultury, na jejiz dno byly polozeno sklenéné kryci skli€ko. V dobé€ transfekce
buriky pokryvaly pfibliZzn€ 50% plochy kryctho sklicka. Transfekce byla provedena
pomoci LipofectamineTM 2000 (Invitrogen) (viz. 3.2.19.). Suspenzni burky byly
centrifugovdny pfimo na podloZni sklicko pomoci tzv. cytospinu v mikrozkumavkach
s dolnim otvorem (2000 x g, 2 min., 4°C).

Transfekované burnky byly zpracovdny 36 - 48 hodin po transfekci. Po odséti
kultivaniho media, byly buriky opatrn€ proplachnuty v PBS a fixovdny na kryci nebo
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podloZni sklicka bud’ pomoci methanolu vychlazeného na -20°C po dobu 3-5 minut nebo
pomoci 4% vodného roztoku paraformaldehydu po dobu 30 minut. Poté bylo fixaCni
¢inidlo odséto, buriky byly 3x promyty v PBS. Pii pouZiti paraformaldehydu byly navic
inkubovany 10 minut s 0,2% Tritonem X-100 v PBS. Poté byly inkubovdny 60 minut
s primarni protildtkou. Po promyti (5x) PBS néasledovala hodinovéd inkubace ve tmé se
sekunddrni protildtkou konjugovanou s fluorescen¢ni barvou Alexa 488. Nasledovalo
opé€t promyti vzorkd 5x v PBS a jednou ve vodé. Poté bylo kryci sklicko s transfekovanymi
burtkami poloZeno na podloZni sklicko s kapkou Mowiolu (pfiblizné 5 pl), ve kterém bylo
rozpuiténo barvivo DRAQ5™ (barvici DNA). U vzorkt suspenznich bunék na podloznim
skli¢ku byl Mowiol s DRAQ5™ pipetovén pfimo na buriky a vzorky byly pfikryty krycim
sklitkem. Po 15 minutdch byly okraje sklicka oSetfeny lakem na nehty a vzorky byly
skladovény pii 4°C ve tmé&, neZ byly analyzovéany na konfokdlnim mikroskopu Leica TCS

SP (Leica Microsystems).
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4. Vysledky

4.1 Predbézna charakterizace proteinu TRAP2 pomoci
predikénich metod

Protein TRAP2 byl identifikovdn po systematickém prizkumu vefejné€ ptistupnych
bioinformatickych databdzi. Tato ¢ast prace byla provedena ve spolupréci s Dr. Janem
Pagesem z Ustavu molekuldrni genetiky AV CR. Hledali jsme proteiny, které by byly
strukturn€ podobné jiz drive identifikovanym a popsanym adaptorovym proteinim LAT,
PAG, NTAL, LIME: tzn. kratky N-konec (10 - 20 aa) smeéfujici do extraceluldrniho
prostoru, ndsledovany jednoduchym transmembrinovym o-helixem, za kterym je umistén
potencidlni palmytilaéni motiv CxxC nebo CxC (v jednopismenném aminokyselinovém
kodu, kde x znaci jakoukoli aminokyselinu) a v cytoplasmatické ¢asti by mél obsahovat
nejriznéjSi vazebné motivy charakteriztické pro adaptorové proteiny, pfedev§im pak

tyrosinové fosforylacni motivy typu Y-X-X-[I/L/V] (fosforylovatelné Src kindzami).

Tabulka 1: Prehled vysledkii prizkumu bioinformatickych databazi. Z plivodnich 41062 gend byly
vybrdno 149 s transmembrdanovou doménou a palmitylaénim motivem. TM = transmembrénova oblast; PM

= palmityla¢ni motiv

Kriterium Pocet potencidlnich proteint

spliiujicich dané kriterium

Hodnocené genové produkty 41062
Jedna TM 4099
Jedna TM 5-50 aa od startu 1587
T™ + PM 20 - 60 aa od startu 149
TM + PM + tyrosinové motivy 87

TM + PM + C-termindlni motivy 11

Bez TM 32859

Vice neZ jedna TM 4104
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Celkovy pribéh hledani vhodnych kandidati shrnuje Tabulka 1. Z poc¢ateéniho mnozZstvi
41062 potencidlnich genovych produkti, zistalo 149 kandidétl, z nichz byly vybrany Ctyfi
a oznateny TRAP1 — 4 (provedeno jinymi pracovniky nasi laboratofe), kde zkratka TRAP
Znamena ,,transmembranovy adaptorovy protein“. Pfedmétem této prace je protein TRAP2.
Jako pozitivni kontrola byly timto zptisobem identifikovany i jiz dfive popsané adaptorové
proteiny LAT, NTAL, PAG, LIME.

Gen pro lidsky protein TRAP2 nese podle databdze Entrez Gene
(www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez) oznaceni MGC52498 a dale synonyma PRO7171 a

WWLS2783 (pozn. - genovy nazev dosud nebyl schvalen organizaci HGNC, Hugo Gene
Nomenclature Comittee). Nachazi se na chromosomu 1 s pfesnou lokalizaci 1p32.3. Cely
gen zaujima kolem 36 kbp a je tvofen 7 exony, jejichZ transkripci vznikaji tfi zdkladni
alternativni transkripéni formy oznacené podle Genbank AY358621, AK128236 a

AA213820
15 6 50 51 53
AW571408
15 6 50 51 53
AK128236
1 61 62 106 107 153

AY358621 = TRAP 2

[]

1 5 6

BC041608
il

1 61 62 72

Obrazek 4: Schematicky obrdzek exon-intronové struktury jednotlivych alternativnich sestfihovych
variant MGCS52498. Jednotlivé exony jsou odliseny barevné, vzorkovani znamend, Ze dany exon neni
prekladdan do proteinové struktury, ¢isla znamenaji poéty aminokyselin kédovanych v jednotlivych exonech.
Pozn. Jedna se pouze o schematicky obrazek, tzn. Ze velikosti introni neodpovidaji skuteéné vzdalenosti

mezi jednotlivymi exony.
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BC041608. V databazi Aceview lze naleznout i dal§i dvé kratS§i formy AA213820 a
AWS571408, které maji vzajemné zcela shodnou proteinovou sekvenci. Alternativni formy
kdduji riizné proteinové produkty, pficemz protein TRAP2 odpovidéd alternativni formé
AY358621 (schematicky zniazornéno na obr. 4 a 5). Isoformy se odliSuji rozdilnym
sestfihem na C konci. MuZe dochdzet k vyuziti exonu 2, v kterém se pomémé zédhy
generuje stop kodon (BC041608), nebo se vyuziva nekterého z exoni 4 (AY358621), 5
(AK128236), nebo 6 (AA213820, AW571408). Dal§im rozdilem je rizny pocatek
translace v prvnim exonu. Zatimco varianty AK128236 a BC041608 pouZzivaji prvni
methionin, ostatni formy maji poCétek translace aZ u konce prvniho exonu. Z databazovych
udaju lze usuzovat, Ze druhy methionin se jako pocatek translace vyuziva Castéji. Genové
produkty vyuzivajici druhy methionin (AY358621, AA213820, AWS571408) obsahuji
signalni sekvenci, ktera se neod$tépuje a tvofi transmembranovou oblast proteinu. Tato
vlastnost je typickd pro vétSinu transmembranovych adaptorovych proteini. Ostatni dvé
isoformy (AK128236 a BC041608) jsou s nejvétsi pravdépodobnosti cytoplasmatické
proteiny. To je téZ divodem, pro¢ nebyly identifikovany hned v prvnim databdzovém
prizkumu, kde jsme hledali proteiny majici blizko N-konce transmembranovou oblast.
Existenci jednotlivych isoforem je nutné experimentalné ovéfit a to jak na transkripéni, tak
na protetnové Urovni. V pfipad€, ze vSechny formy opravdu redlné existuji, nabizi se zde
moZnost zajimavé vzdjemné funkéni regulace a to pfedev$im mezi formou AY358621
(TRAP2) a variantami AA213820, AW571408, které postradaji dilezité strukturni motivy.

cDNA AY358621 (524 bp) byla identifikovdana v ramci rozsahlého projektu
zaméfeného na identifikaci novych sekretovanych a transmembranovych proteind [97].
Transla¢ni produkt AY358621 ma 134 aa, teoretickou molekulovou hmotnost 14120 Da a
teoreticky pl 4,7.

V cytoplasmatické Césti proteinu TRAP2 se nachdzeji 2 tyrosiny, 12 serinl, 6

threonini. Pomoci programil http://elm.cu.org a http://scansite.mit.edu/ bylo zjisténo, Ze

dale obsahuje tfi potencidlni vazebna mista pro SH3 doménu, a tfi potencidlni vazebna
mista pro WW doménu typu IV. Dilezité je vazebné i fosforylaéni misto pro MAPK
(klicovy protein signalizace pfes receptor pro cytokin TNF). Vzhledem k velkému
mnoZstvi serinti, threonint a potencidlni vazby FHA domény (FHA = ,.forkhead associated
domain*, doména vazici se na fosfoserin nebo fosfothreonin, tedy jakysi ekvivalent SH2

domény) je pravdépodobné, Ze bude tento protein vyuzivan spise v signalizacich.
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zaloZzenych na fosforylaci serini a threonini nez na tyrosinové fosforylaci. VSechny

vazebné motivy shrnuje Tabulka 2 a Obrazek 6.

GSK3 SH3
v 1
MWWLSIGALI GLSVAAVVLL AFIVTA YLFISSKPHT KLDLGLSLQT
PKC CK1

PDZ

—_qw wWwW
Vv v

AGPEEVSPDC QGVNTGMAAE VPKVSPLQQS YSCLNPQLES NEGQAVNSKR
FHA PKC

]

LLHHCFMATV TTSDIPGSPE EASVPNPDLC GPVP
F

TRAF2

Obrazek 6: Umisténi vazebnych motivii v molekule lidského TRAP2.

Homolog TRAP2 byl dosud identifikovan u mysi (Mus musculus), potkana (Rattus
norvegicus), psa (Canis familiaris), kravy (Bos taurus), makaka (Macaca mulatta).
Porovnanim téchto sekvenci s lidskou (obr. 7) vyplyva, Ze nejvice konzervovana je Cast
molekuly té€sné za transmembrdnovou oblasti a ddle C-konec proteinu. Je proto
pravdépodobné, Ze praveé tyto Casti proteinu budou funkéné nejvyznamnéjsi. Nachazi se
zde 1 vétsina pfedpovézenych vazebnych motivii (viz. obr. 6). Tyr 81, ktery by mohl byt
fosforylovany Src kindzami, se nachdzi pouze u ¢lovéka a makaka, na druhou stranu
vétSina serint i threonind je v proteinu TRAP2 mezidruhové velmi konzervovana, coz opét
naznacuje, zZe by jejich fosforylace mohla byt pro funkci tohoto proteinu vyznamnéjsi nez
fosforylace tyrosinu. Mezi vysoce homologni oblasti patii i vazebné misto pro adaptorovy
protein TRAF2.

Podle expresnich (mRNA) dat by se TRAP2 mél nachdzet kromé imunitniho

systému téz slabé ve svalech a v mozku. Pomoci genovych ¢ipti bylo déle zji§téno, ze
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TRAP2

je

exprimovan

piedevsim v B

lymfocytech

(http://linkage.garvan.unsw.edu.au/public/microarrays/Arthritis_Inflammation/index.html).

Tabulka 2: Seznam strukturnich a vazebnych motivit v molekule TRAP2.

Druh motivu Nazev motivu Umisténi Sekvence
33-40 FISSKPHT
GSK3
106-113 FMATVTTS
35-37 SSK
PKC
Fosforyla¢ni 98-100 SKR
motivy pro CKl1 47-53 SLQTAGP
kinazy CK2 115-121 IPGSPEE
54-60 EEVSPDC
,,Prolin-directed*
) 72-78 PKVSPLQ
kinazy (MAPK)
115-121 IPGSPEE
37-44 KPHTKLDL
SH3 113-119 SDIPGSP
121-127 EASVPNP
54-59 EEVSPD
WWIV 72-77 PKVSPL
Vazebné
_ 115-120 IPGSPE
motivy pro
65-68 TGMA
FHA
112-115 TSDI
TRAF2 118-121 SPEE
PDZ doménu 53-56 PEEV
Erk-D doména 37-53 KPHTKLDLGLSLQTAGP
Transmembranova
bl 6-32 IGALIGLSVAAVVLLAFIVTACVLCYL
oblast
Dalsi motivy
Palmitylaéni
) 27-30 CVLC
motiv
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cloveék
mysS
potkan
pes
krava
makak

¢lovék
nys
potkan
pes
krava
makak

¢loveék
mys
potkan
pes
krava

makak

VSPDCQGVNT
MSPDHHGLNT
MSPDHQGLNT
GPPGCQGGNA
APSDCQGRNT
VEPDCOGUNT

FMATVTTSDI
FMATVTASNTI
FMATVTASHI
FMARVTASDI
FMATVTAGDL
FMATVTTSDI

MWWLSIGALIGLSVA AVVLLAFIVT A
IGALVGLSTA AVVLLAFLIT A
NCWYGIGALVGLSTA AVVLLAFLIT AF
SIGALVGLSIA AVVLLAFIVT A
TGALVGLSIA AVVLLAFIVT A
IGALVGLSVA AMVLLTFIVT A

GMAAEVPKVS
AIPMEVPGVS
AIMMEVPGVS
GNWMEV PGTS
GNSVEVRGVS
GMAAEVPRVS

PGSPEEASVP
PGSPDEISVP
PDSPEEASVP
PGSPEEAPVP
PRSPEE--VP
PGSPEEASVP

YLFIS
YLFIS
YLFIS
YLFIN
YLFIS
YLFIS

PLQQSYSCLN
SPRQSSSS-N
SPRQS-SSLN
TLEQNHPFLS
PLRQSHPFLN
PLRQSYPCLN

NPDLCGPVP
TPGPHGPVP
TPDPYGPAP
NLDPCGPAP
VPSLLYPAP
NPDPRGPVP

SKPHTKLDLG
SKPQTKLDPG
SKPHTKLDPG
SKPHTKLDPG
SKPHTKLDPG
SKPHTKLDLG

PQLESNEGQA
THLESNKKQT
TRLESNERQT
PRLDGTEEQP
SWLDCNEEQA
POLESNEGQV

LSLQTAGP-EE
LSLOTTGS-KE
LSLQTTGS-KE
LSLQPADSREE
LNLQTTDP-DE
LSLOQTAGP-EE

VNSKRLLHHC
VSPTCLPQONQ
VGPRGLLQONQ
VHPRRLLQHC
KDPKRLLQHC
VNSKRLLHHC

Obrizek 7: Porovndni sekvenci homologii TRAP2. Sedivé vyznatena transmembrinova oblast, Zluté

palmytilaéni motiv, Cervené shodné ¢asti sekvence.

4.2 Klonovani

TRAP2,

priprava

rekombinantniho proteinu

expreshnich

vektoru

4.2.1 Ziskani cDNA koédujici protein TRAP2 z lidské leukocytarni

knihovny a pfFiprava konstruktu TRAP2/pBSK

Sekvence DNA kédujici protein TRAP2 byla amplifikovdna ze dvou typi cDNA

knihoven - leukocytarni (HL4050AH) a z bun€k nadorové lymfocytarni linie Jurkat (T

lymfocyty) (HL4513AK) pomoci PCR. Pro amplifikaci byly pouZity nésledujici primery:

TRAP2-ERI-START: CGGAATTCATGTGGTGGCTCAGCATTGGC
TRAP2-ERI-STOP: CGGAATTCTTATGGGACTGGTCCACATAGG
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Oba primery obsahuji na svém 5° konci restrikéni misto pro enzym EcoRI. Oc¢ekdvand
velikost ziskaného fragmentu méla byt kolem 500 bp. Byly ziskany dva fragmenty
s velikosti okolo 500 bp: prvni s velikosti mezi 450-500 bp (oznagen T2S), druhy mezi
500-550 (oznacen T2L). Oba byly vyizolovany z agarosového gelu. Po Stépeni enzymem
EcoRI byly ligovany do plazmidu pBSK (§t€peného enzymem EcoRI). Ligaéni smés byla
pouZita k transformaci bakterii E. coli kmene TOP10F. Od obou fragmentl bylo vybrdno 5
kolonii vyrostlych na Petriho misce, které byly zaoCkovany do 3,3 ml LB média s
ampicilinem. Po 12-16 hodin4ch inkubace ptfi 37°C byla izolovdna plazmidovd DNA.
Piitomnost inzertu byla ovéfena restrikéni analyzou. Od kaZdého puvodniho PCR
fragmentu byl ziskan jeden pozitivni klon (T2-S1 a T2-L2). Oba klony byly sekvenovany,
ziskané sekvence byly porovnany s udaji uvedenymi v databdzi a bylo zji§téno, Ze
sekvence klonu T2-S1 odpovid4 sekvenci proteinu TRAP2. Pro dalsi praci byl pouzivan

klon TRAP2-S1/pBSK (dle jiZ pouze TRAP2/pBSK).

4.2.2 Priprava expresnich vektord TRAP2/pEF-BOS-3 a
TRAP2/pEFIRES-N

Pro experimenty vyZadujici expresi proteinu TRAP2 v sav¢ich burikach bylo tfeba
pfipravit vhodny expresni konstrukt obsahujici sekvenci kédujici TRAP2. K tomuto tcelu
byly pouZity dva typy eukaryotickych expresnich vektori pEF-BOS-3 a pEFIRES-N.
Plazmid pEFIRES-N obsahuje nejen sekvenci umoziujici bakteridlni selekci pozitivnich
kloni, ale téZ sekvenci zarucujici resistenci vici antibiotiku neomycin. Diky tomu je
mozné piipravit stabilni klony v eukaryotickych buiikdch exprimujici protein TRAP2.
Plazmid pEF-BOS-3 obsahuje pouze bakteridlni resistenci, pouZivd se pro transientn{
kratkodobou transfekci eukaryotickych bunék.

Fragment obsahujici sekvenci kédujici protein TRAP2 (v¢etné stop kodonu) byl
vyStépen z konstruktu TRAP2/pBSK restrikéni endonukledzou EcoRI a klonovédn do
plazmidi pEF-BOS-3 a pEFIRES-N $tépenych stejnym enzymem. Ziskanym materidlem
byly transformovany bakterie E. coli TOP10F a z Petriho misky bylo vybrano 6 kolonii od
konstruktu TRAP2/pEFIRES a 5 kolonii od konstruktu TRAP2/pEF-BOS-3. U vyslednych
konstrukti (TRAP2/pEF-BOS-3 a TRAP2/pEFIRES-N) byla ovéfena pfitomnost a

orientace inzertu restrikénim mapovanim 1 sekvenovdnim za pouZiti vnitinich
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sekvenadnich primerd (TRAP2-seq(366+); TRAP2-seq(444-)). Shoda ziskané sekvence

byla ovéfena porovnanim s databazi.

4.2.3 Priprava expresniho vektoru TRAP2/pFLAG-CMV-5a

Tzv. ,flag-tag” je sekvence 8 aminokyselin (asp-tyr-lys-asp-asp-asp-asp-lys), kterd
se jako jakdsi znacka umeéle pripoji k sekvenci kédujici piislusny protein. Vyhodou je, Ze
pro izolaci a detekci rekombinantniho proteinu lze pouZit b€Zné dostupné monoklonélni
protilatky proti flag-tag, aniZz bychom museli mit protilatky proti vlastnimu proteinu.
Dal§im diivodem pro pouZiti flag-konstruktd mtzZe byt i potfeba odliSit endogenn{ protein
od proteinu vneseného do bun€k uméle. Snadné vytvoieni fizniho proteinu s pfipojenym
flag-tag umozZnuji plazmidy pFLAG-CMYV, v jejichz sekvenci je bud’ za nebo pted
polylinkerem obsazena i sekvence kodujici flag-tag. Pro naSe ucely bylo nejvhodné;si
vlozit flag-tag na C-konec proteinu. Sekvence kddujici dany protein je bez stop kodonu
ligovadna do prislusného restrikéniho mista pFLAG-CMV-5a, za nimZ je umistén flag-tag
nésledovany stop kodonem.

Fragment obsahujici sekvenci kédujici protein TRAP2 bez stop kodonu byl
vytvofen pomoci PCR. Jako templét slouZil konstrukt TRAP2/pBSK. Pro amplifikaci byly

pouZity néasledujici primery:

TRAP2-ERI-START: CGGAATTCATGTGGTGGCTCAGCATTGGC
TRAP2-ERI(-) bez stop: CCGGAATTCTGGGACTGGTCCACATAGGTC

Oba primery obsahuji na 5 konci restrikéni misto rozezndvané endonukledzou EcoRI. Po
nastépeni PCR fragmentu a vyizolovani z agarosového gelu byl fragment ligovén do stejné
na$tépeného vektoru pPFLAG-CMV-5a. Liga¢ni smési byly transformovény bakterie E.coli
kmenu TOP10F. Bylo vybrano 5 kolonii na Petriho misce, které byly zaoCkovany do 3,3
ml LB media s ampicilinem, z nichZ byla po inkubaci pfipravena plazmidovd DNA.
Piitomnost a orientace inzertu byly ovéfeny restrikénim mapovanim. Shoda ziskané
koédujici sekvence s ddaji v databdzi byla ovétena sekvenaci DNA. Obrdzek 8 zobrazuje

schematicky nédkres konstruktu TRAP2/pFLAG-CMV-5a.
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EcoRlI

EcoRl Obrazek 8: Schematicky ndkres konstruktu
TRAP2/pFLAG-CMV-5a. Sekvence kédujici

TRAP2
CcMv (bez STOP  , &

kodonu) protein TRAP2 bez stop kodonu byla vloZena do

mista rozpoznavaného restrikéni endonukledzou

EcoRl, za nimZ nasleduje flag-tag. CMV -

TRAP2/pFLAG-CMV-5a

5102 bps

CMV promotor, hGH poly A (human growth
hormon poly A) — konec replikace, SV40 ori —
pocatek replikace v eukarytickych buiikach, E.
coli or/beta-lact - pocatek replikace

v bakteriich a gen pro resistenci vi¢i ampicilinu,

E.coli ori/beta-lact

f1 IG - pocatek replikace bakteriofiga.

4.2.4 Priprava expresnich vektori TRAP2/pET28b a TRAP2/pET42b

Pro produkci rekombinantniho proteinu (potfebného k pfipravé protilitek) bylo
nutné pfipravit vhodny bakteridlni expresni konstrukt. Cilem bylo vytvorfit DNA kédujici
fizni protein obsahujici cytoplasmatickou ¢ast proteinu TRAP2 (aa 35-134) a na jeho N-
konci pfipojenou sekvenci kddujici protein glutathion-S-transferazu (plazmid pET42b)
nebo sekvenci ,,6xHis* (plazmid pET28b). Sekvence GST resp. ,,6xHis* je pouZivana pro
1zolaci rekombinantniho proteinu pomoci afinitni izolace na sorbentu GTT-Sepharosy resp.
TALON™.

Fragment kddujici ¢ast proteinu TRAP2 byl pfipraven amplifikaci z templatu
TRAP2/pBSK pomoci PCR. Pro reakci byly pouzity primery:

TRAP2-BamHI(195+): CGGGATCCGAGCTCTAAGCCCCACACAAAG
TRAP2-Xhol(497-)-STOP: CCGCTCGAGTTATGGGACTGGTCCACATAG

Prvni primer vnas$i na 5" konec restrikéni misto rozezndvané enzymem BamHI, druhy

primer vnasi na 3’ konec restrikéni misto pro endonukledzu Xhol. Nastépeny PCR

fragment byl ligovan do vektoru pBSK, kde byla jeho pfitomnost a sekvence ovéfena
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restrikénim mapovénim a sekvenovanim. Teprve po tomto ovéfeni byl fragment znovu
vyStépen a ligovan do expresnich vektori pET28b a pET42b. Ligatni smési byly
transformovany do bakterii E.coli kmenu TOP10F. Od kazdého konstruktu byly vybrany 3
kolonie z Petriho misky, z kterych byla izolovdna plazmidovd DNA. Pfitomnost inzertu
byla ovéfena restrikénim mapovanim. Obrazek 9 zobrazuje schema obou konstruktii. Pro

zkuSebni produkci byly pouzity konstrukty TRAP2/pET42b-1,2 a TRAP2/pET28b-1,2.

BamHI BamHI
Xhol

MCS

TRAP2 MC
(aa 35-134)

TRAP2 MC
(aa 35-134)

f1 origin

TRAP2/pET28b
5670 bps

TRAP2/pET42b Kan R
6240 bps

Obrdzek 9: Schematicky ndkres konstrukti TRAP2/pET28b a TRAP2/pET42b. Sekvence kédujici
intraceluldrni ¢ast proteinu TRAP2 byla vloZzena do mist rozpoznavanych restrikénimi endonukledzami
BamHI a Xhol. MCS (multiple cloning site) - polylinker, Kan R - resistence proti antibiotiku kanamycin,
GST Tag - &ast sekvence kodujici glutathion-S-transferazu, lac | - gen pro lac represor, ori — pocdtek

replikace, F1 origin — pocatek replikace bakteriofaga.

4.2.5 Priprava rekombinantniho proteinu

Pfipravenymi konstrukty TRAP2/pET28b-1,2 a TRAP2/pET42b-1,2 byly
transformovany bakterie E.coli kmenu BL21. Funké¢nost pfipravenych konstrukti byla
prokazana zkuSebni produkci v 3,5 ml LB media s kanamycinem. Po pfidani IPTG byly
bakterie inkubovany pifi 37°C po dobu 3-4 hod. Odebrané vzorky bakterii (vzdy 0,2 ml)
pied a po indukci byly smichany s 2x koncentrovanym vzorkovym pufrem pro SDS PAGE
a poté byly analyzovany pomoci SDS PAGE (15% gel). Proteiny byly detekovany
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barvenim gelu Coomassie Brilliant Blue R 250. Paralelné byl proveden ,,Western blotting*

na PVDF membranu a pro specifickou detekci rekombinantniho proteinu byl pouzit

3 ’ e 2+ 7w . . , .
»konjugat“ peroxidazy s Ni? (vaze se na sekvenci ,,6xHis“). Pro vlastni produkci

rekombinantniho proteinu byly pouzity klony TRAP2/pET42b-1 a TRAP2/pET28b-2,

které mély lepsi produkci. Izolace rekombinantniho proteinu byla provedena z bakterii
ziskanych z 1000 ml bakterialni kultury na sorbentu TALON™ (TRAP2/pET28b-2) resp.
GTT-Sepharosy 4B (TRAP2/pET42b-1). Bylo ziskano pfiblizn¢ 7 mg GST-TRAP2 a 3 mg

His-TRAP2. Protein His-TRAP2 byl pouZit pro screening mySich monoklonalnich

antipeptidovych protilatek (provedeno jinymi €leny laboratofe). Oba proteiny jsou nyni

pouzivany pro vyvoj novych monoklondlnich protilatek. Oba proteiny budou i vyuzity pfi

identifikaci pfipadnych asociovanych molekul (napi. TRAF2).

113 —
91 —

50 —

35 —
28 —

20 —

113 —

35 —
28 —

20 —

Obridzek 10: Produkce a izolace
rekombinantniho GST-TRAP2.

1 - bakteridlni lyzat pred indukci; 2 -
bakteridlni lyzat po indukci; 3 - bakteridlni
lyzat po sonikaci; 4 - bakt. lyzat po inkubaci
s GTT -Sepharosou; 5,6,7 - vybrané
nejbohatsi frakce vyizolovaného proteinu; 8

- bakteridlni lyzat samotného GST po

indukct.

o

Obrazek 11:  Produkce a izolace
rekombinantniho His-TRAP2. 1 — bakteridlni
lyzat pfed indukci, 2 - bakteridlni lyzit po indkci,
3 — bakteridlni lyzat po sonikaci, 4 — bakteridlni
lyzat po inkubaci s TALON, 5,6,7 — vybrané

nejbohatsi frakce vyizolavného proteinu.
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4.3 Charakterizace proteinu TRAP2 v leukocytarnich burikach

4.3.1 Exprese TRAP2 a jeho isoforem v leukocytarnich burikach

stanovena pomoci qRT PCR

Nejprve jsme chtéli zjistit, v jakych leukocytarnich butikkdch lze TRAP2 a jeho

isoformy detekovat na transkripéni drovni. K tomuto tdcelu byly z krve lidskych dérci

pfipraveny jednotlivé subpopulace lidskych leukocytdrnich bun€k metodou bunécného

sortovdni pratokovou cytofluorometrii (provedeno MUDr. Ondrejem Horvdthem), z

kterych byla izolovdna RNA (viz. 3.2.13). Z ptipravené celkové RNA byla provedena

reverzni transkripce (viz. 3.2.14). Uroveii exprese TRAP2 a jeho isoforem byla stanovena

pomoci kvantitativni real-time PCR. Pro reakci bylo navrZeno né&kolik sad primert

detekujicich nejenom TRAP2, ale také jeho hlavni isoformy AK128236 a BC041608. Jako

referenéni neboli tzv. ,housekeeping” gen byl pouZit gen pro glyceraldehyd-3-

fosfatdehydrogendzu (GAPDH). VSechny primery véetné jejich sekvenci uvadi Tabulka 3.

Tabulka 3: Piehled primeri pouZitych pro real-time PCR.

Zkratkovité
Detekovany Nukleotidova sekvence
Nézev primeru oznaceni ) ‘
produkt primeru (od 5"k 3” konci)
smési primert
AY358621 huF_Trap2(exon3)_RT AY GACCTGGGCTTGAGCTTACA
(TRAP2) huR_Trap2(exon4)_RT CCTTGGCAGTCAGGAGAAAC
AK128236, huF_Trap2(exonl)_RT AKI TTCTTCCCCTACGAGCACAG
BC041608 huR_Trap2(exon3)_RT TGAAGGCGAGAAGAACCACT
AK128236, huF_Trap2(exon3)_RT AIO GACCTGGGCTTGAGCTTACA
BC041608 huR_Trap2(exon5)_RT CCTCTTGTTTGTGGCAACCT
huF_Trap2(exonl)_RT TTCTTCCCCTACGAGCACAG
BC041608 BC
huR_Trap2(exon2)_RT CGATCACTTGAGTCCAGGAA
FhGAPDH#1 198real CACCACACTGAATCTCCCCT
GAPDH GAPDH
RhGAPDH#1252real CCCCTCTTCAAGGGGTCTAC

66




"($27aD,¥ad) Akooyuik| | usowod (.$7dD,8QD) AKI0JWA] I 9¥01X010140 (,61D) AMkoowiA] g *(.€dD,95AD,91AD) AUng AN = €3N (,$2AD, +AD)
K1KoojwiA| |, yugen3al = 8a1 | ‘K1K003na| jurgapynuoptowAjod = NJNJ ‘wapureyoesKjododi sueaonuins Aung 9XonUIPUSp = Sd71 D ‘Aunq XONLIpUsp

=Dd RUAIZ D ‘A0ZULIO THV ‘AJpoul (ZdVYL) AV ‘RuadIeq Audgipo nos( 03eal YOd Annpoid 9ueAOpS]s JAIHOUPSL “(UNISPO AIRAS) UBIPIW I (UNSPO Areun)
Jounud uasauka nyess op of uag Lueaopals Apzey oid ‘MAd0jwA| yaendodqns yasarppoupal A watojost oyaf € ZJVH L VNAW IS0UII) IUADERY :] JBiD)

JWA|
£IN 6a1 | 13udowod | jwA) | ook | AhoojwiA| g Akoouow NINd sd12a oa

om7§<7>< o9 Nv_<7>< om_~x<7>< om7~x<_>< om7§<_>< om7~x<7>< om;mvj? 08 |2DIV] AV | 08 |DIV| AV

W E -

- 000

- 00002

- 00'00Y

- 00009
- 00°'008
% - 00°0001

- 00'0021

VNYW jsoujan Juapeiey

- 00°00V1

00'0091

- 00'0081

000002

67



Vsechny vzorky byly pfipraveny v triplikdtech, negativni kontrola (vzorky, kam
nebyla b&hem revezni transkripce pfiddna reverzni transkriptdza) byly pfipraveny
v duplikétech, stejn€é jako kontrola, kam nebyl pfiddn Zadny templat. Z negativnich
kontrolnich vzorkli se ukédzalo, Ze sada primeri oznacend AK1 je pro real-time PCR
nepouZzitelnd, pravdépodobné dochdzelo k tvorbé tzv. primer-dimerd. Data ziskdna touto
sadou primert nebyla proto vyhodnocovéna. Ziskané hodnoty Ct TRAP2 a jeho isoforem
byly normalizovdny na Ct GAPDH a poté byly vztaZzeny na Ct monocyt, kde byla exprese
vSech sledovanych mRNA nejniz§i. Do grafu byl poté vynesen pramér a median hodnoty
2% odpovidajici relativni &etnosti mMRNA.

Z grafu 1 je patrné, Ze TRAP2 i jeho isoformy se svou transkripéni expresi omezuji
na lymfoidni subpopulace leukocytd. V myeloidnich populacich jsou slabé exprimovany
téZ u dendritickych bungk. Nejvétsi exprese byla zjisténa u T lymfocytt. Cetnost mRNA
TRAP2 je u vSech sledovanych subpopulaci vy$si nez u isoforem AK128236 a BC041608.

4.3.2 Exprese TRAP2 v bunéénych liniich.

Pro zjisténi, ve kterych typech bunék je protein TRAP2 pfirozen€ exprimovén, byla
zkoumdna exprese proteinu TRAP2 v né&kterych vybranych leukocytdrnich bunécnych
liniich.

Buriky buné¢nych linii Jurkat, CEM, MOLT-4, HPB-ALL (T lymfocytdrni linie),
Ramos, Raji, Nalm-6 (B lymfocytdrni linie), THP-1, HL-60, U937 a KGla (myeloidni
linie) byly solubilizovény 1% detergentem LM a buné¢né lyzéty byly imunoprecipitovany
na Sepharose 4B s navdzanou my$i monoklondlni protilditkou TRAP2-05. Proteiny byly
analyzovdny pomoci SDS-PAGE (14% gel), elektroforeticky pfeneseny na
nitrocelulosovou membrdnu. Membrany byly nejprve barveny samotnou sekundérni
protilitkou GAM-HRP IgG + IgM (H+L), protein TRAP2 byly detegovdn pomoci
monoklondlni protildtky TRAP2-04. Jako pozitivni kontrola byl pouZit lyzat ze stabilnich
transfektanti TRAP2 v buiikdch Ramos klon DS.
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Obrazek 12: Exprese proteinu TRAP2 v bunénych liniich po imunoprecipitaci. Z jednotlivych
leukocytarnich linii byly pfipraveny lyzdty v 1% LM, nasledné byla provedena imunoprecipitace na
Sepharose s kovalentné navazanou protilitkou TRAP2-05. Vzorky byly analyzoviany na SDS PAGE a
elektroforeticky pieneseny na nitrocelulosovou membrdanu. Membrany byly nejprve barveny samotnou
sekundarni protilitkou GAM-HRP IgG + IgM (H+L) (levy panel), protein TRAP2 byl detekovan
monoklondlni protilitkou TRAP2-04 (pravy panel). Jako pozitivni kontrola je pouzit lyzat stabilnich
transfektanti TRAP2 v buiikich Ramos klon D5 (oznacen ,,Ctrl“). [A] B lymfocytdrni linie; {B] T
lymfocytarni linie; [C] Myeloidni linie.

Na obrazku 12 je vidét, Ze TRAP2 je ztestovanych liniich slabé exprimovéan
v buiikkdich Ramos (B lymfocyty) a dale v linii CEM (pre-T lymfocyty). V myeloidnich
burikdch neni exprimovan vibec, coz koreluje s daty mRNA exprese TRAP2 ziskané
metodou real-time PCR z lidskych leukocytarnich buné€k (viz. 4.3.1). Dal§im vyznamnym
pozorovanim je také to, ze zatimco predpovézena molekulovd hmotnost TRAP2 je
pfiblizné 14 kDa, na SDS PAGE tento protein migruje aZ v oblasti odpovidajici 23-25 kDa.
Tento jev muze byt zpisoben jeho pomérné nizkym pl (kolem 4,7), diky némuz se na né)

muze hufe vazat SDS.
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4.3.3 Priprava stabilnich transfektantu v burikach Ramos a Jurkat

ProtoZe nebyla nalezena vhodnd leukocytarni bunécnd linie exprimujici TRAP2
pfirozené a ve vét§im mnozstvi, bylo pro dalsi pokusy nutné pfipravit stabilni transfektanty
TRAP2, které by tento protein stabiln€ exprimovaly ve vét§im mnoZstvi.

K pfipravé stabilnich bunéénych klonid byly pouzity bunééné linie Ramos a Jurkat.

K transfekci byl pouzit konstrukt TRAP2/pEFIRES-N. Po 24 hodinové inkubaci byly

A
Ctrl D2 D4 D5 E8 J7 K1 M2M4 Ramos

TRAP2 777 | qpnes o> — G

OP-18 - oeeoeodoow o

Ctrl F2 F4 F6 H3 H8 18 K5 Ramos

TRAP2 77 gy — > at>eee
OP-18 eosedery ©

20

B

Ctrl Jurk A1 G6 17
27— |
TRAP2 |. e

OP-18 ,,_[ceaEnEE

Obrazek 13: Exprese proteinu TRAP2 v jednotlivych klonech stabilnich transfektantii. Ze vsech
vyselektovanych klond byl pfipraven bunéény lyzat v 1% LM, z néhoz byly pfipraveny vzorky pro SDS
PAGE. Proteiny byly elektroforeticky pfeneseny na nitrocelulosovou membranu. Protein TRAP2 byl
detekovdn monoklondlni protiladtkou TRAP2-04, jako kontrola na celkové mnoZstvi proteint bylo pouzito
barveni cytoplazmatického proteinu OP-18 (stathmin) kraliéim antisérem Ra OP-18. [A] Stabilni
transfektanty v buiikdich Ramos. [B] Stabilni transfektanty v buiikdch Jurkat. (Jednotlivé klony jsou oznaéeny
pismenem s ¢islem; Ramos, Jurk = negativni kontrola — lyzat pfipraveny z netransfekovanych bunék; Ctrl =

pozitivni kontrola — lyzét pfipraveny z transientnich transfektantti v buiikach COS7.)
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transfekované buriky rozpipetované do 96-jamkovych mikrotitra¢nich desticek pro tkénové
kultury v koncentraci 50, 500 a 5000 buné€k/200 ul média. Dalsi postup byl dodrzen podle
odstavce 3.2.30. Jako selekéni antibiotikum byl pouZit geneticin 418 (G-418, 4 mg/ml).
Pfitomnost a droven exprese proteinu TRAP2 byla ovéfena pomoci Western blottingu
barvenim protilitkou TRAP2-04 (Obrazek 13) a cytofluorometrickou analyzou
permeabilizovanych bunék (neukdzino). Jako pozitivni kontrola byly pouZity buriky COS7
transfekované stejnym konstruktem pomoci LipofectamineTM 2000 (Invitrogen). Jako
negativni kontrola byl pouzZit buné¢ny lyzét pfipraveny z netransfekovanych bun¢k Ramos
a Jurkat. Celkové mnoZstvi proteini pro srovnani ukazuje barveni cytoplazmatického
proteinu OP-18 (stathmin) kréli¢im antiserem Ra OP-18.

Z obrazku 13 vyplyvé4, Ze se podafilo pfipravit stabilni transfektanty z obou linii.
Nicméné€ z linie Jurkat se Gspé€$né vyselektovaly pouze dva klony. Pro dal$i praci byly

pouzity predev§im klony D5 a J7 z Ramos a klony G6 a I7 z Jurkat.

4.3.4 Bunécna lokalizace TRAP2

Pro ovéfeni lokalizace TRAP2 v plazmatické membrané byly pouzity buiky COS7
transientn¢ transfekované konstruktem TRAP2/pEF-BOS-3 a stabilni klon D5 v burikdch
Ramos. Transientné transfekované buriky byly zpracovdny 36 — 48 hodin po transfekci.
Fixace byla provedena paralelné¢ methanolem i 4% paraformaldehydem (viz. 3.2.32).
Stabilni transfektanty byly fixovdny pouze paraformaldehydem. Protein TRAP2 byl
detekovdn pomoci mysi monoklondlni protilditky TRAP2-04 a sekundédrni protildtky GAM-
Alexa Fluor 488 (konjugované s fluorescenénim barvivem Alexa 488). Jako negativni
kontrola slouZily buiiky znaéené sekundarni protilatkou. Pro vizualizaci jader bylo pouZito

barvivo DRAQS™ rozpoznavajici DNA.
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COS7

Obrizek 14: Bun&énd lokalizace proteinu TRAP2. [A] Buiiky Ramos, [B, C] stabilni klon TRAP2 D5 v
burikdch Ramos, vSechny prepardty byly pfipraveny fixaci paraformaldehydem. [D, E, F] Buiiky COS7
transientné transfekované konstruktem TRAP2/pEF-BOS-3: [D] fixace methanolem, [E, F] fixace
paraformaldehydem. Protein TRAP2 byl detekovan monoklondlni protilitkou TRAP2-04 a sekunddrni
protilatkou GAM-Alexa Fluor 488 (zelend fluorescence) [A, B, D, E]. Jako negativni kontrola bylo pouzito
barveni pouze sekundarni protildtkou [C, F]. DNA (j4dra) byla vizualizovéna pomoci DRAQ5™ (&ervend).

Obrazek 14 ukazuje, Zze se TRAP2 nachdzi pfedev§im na plasmatické membrané. U
transientnich transfektantii velkd Cdst proteinu pravdépodobné zilistdvd i neprocesovana
v endoplasmatickém retikulu. Zajimavy je rozdil mezi netransfekovanymi a stabilné
transfekovanymi Ramos. U netransfekovanych bunék se protilitkou TRAP2-04 barvi
jakysi jaderny protein, u stabilnich transfektantii je to méné patrné. Z kapitoly 0 navic
vyplyva, ze buiikky Ramos exprimuji TRAP2 pfirozenné, ale ve velmi malém mnozZstvi. Je
také nutné podotknout, Ze protilitka TRAP2-04, barvi na blotu ,,nespecificky* protein
s pfibliznou molekulovou hmotnosti 40 kDa. Nelze tedy vyloucit jak moZnost, Ze se
TRAP2 miize nachdzet v jadfe, tak to, Ze se v jadfe deteguje néjaky kiiZové reagujici

protein. Je proto nutné tento pokus zopakovat s pouzitim jiné protilatky.
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4.3.5 Membranova orientace proteinu TRAP2

Pro ur¢eni membréanové orientace proteinu TRAP2 byly pouZity stabilni klony D5 a
J7 v buiikkdch Ramos a klon G6 v bunkdch Jurkat ziskané transfekci konstruktem
TRAP2/pEFIRES-N. Monoklonélni protildtky TRAP2-04 a TRAP2-05 maji epitop pobliz
C-konce proteinu TRAP2. Pokud je C-konec TRAP2 orientovdn do cytoplasmy, bude
moZné protein detekovat pouze po permeabilizaci bun€k (digitoninem). Po znaceni bun¢k
primarn{ protildtkou TRAP2-04 nebo TRAP2-05 a promyti byly buriky ddle inkubovéany se
sekunddrni protilditkou GAM Alexa Fluor 680. Po dal$im promyti byly buriky analyzovany
na prutokovém cytometru. Jako negativni kontrola byly pouZity netransfekované burky
Ramos a Jurkat.

Je zitejmé, Ze monoklondlni protilitky TRAP2-04 a TRAP2-05 nebyly schopné
detekovat protein TRAP2 bez ptedchozi permeabilizace bun€k (Obrazek 15), TRAP2 tedy

pfedstavuje transmembranovy protein typu III s C-koncem sméfujicim do cytoplasmy.
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Obrazek 15: Orientace proteinu TRAP2 v plasmatické membrané. Stabilni klony TRAP2/pEFIRES-N
v burikaich Ramos [B, C], netransfekované buiiky Ramos [A] resp. stabilni klon TRAP2/pEFIRES-N
v buiikdch Jurkat [E] a netransfekované buriky Jurkat [D] byly permeabilizované digitoninem nebo ne. Poté
byly buiiky znaleny monoklonalnimi protilitkami TRAP2-04 a TRAP2-05 a sekundarni protilitkou GAM

Alexa Fluor 680 a analyzovany prutokovym cytometrem.
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4.3.6 Distribuce proteinu TRAP2 ve frakcich po ultracentrifugaci

v sachorosovém gradientu

Pro zji§téni zda se protein TRAP2 nachdzi v membranovych mikrodoménach byly
pouzity stabilni transfektanty TRAP2/pEFIRES-N v bunécné linii Ramos, konkrétné€ klon
J7. Buriky byly solubilizovany v 1% detergentu NP-40 nebo Brij-98 (tyto detergenty
nerozpoustéji membranové mikrodomény). Bunéény lyzdt byl centrifugovan
v sacharosovém gradientu, ktery byl poté rozebran na frakce po cca 500 pl. K sedimentu
byl pfidan 1 ml 1x koncentrovaného vzorkového pufru pro SDS PAGE a byla sonikovéna.
Vzorky byly analyzovany pomoci SDS-PAGE (12 % gel) a metodou ,,Western blotting*.
Protein TRAP2 byl detekovan mys$i monoklondlni protildtkou TRAP2-04. Jako pozitivni
kontrola slouzila detekce endogenniho mikrodoménového proteinu PAG pomoci
monoklondlni protilitky MEM-255 a jako negativni kontrola detekce endogenniho

cytoplasmatického proteinu OP-18 (stathmin) pomoci kréliiho antiséra.

NP-40 BRI1J-98
A B

1 23 45 6 728 910 123 45 67 89 10

. alie—

PAG —meoeaas | " @0 - ~ogm

OP-18 ~—uy ‘—20—[ -hgy

Obrizek 16: Distribuce proteinu TRAP2 po ultracentrifugaci v sacharosovém gradientu. Stabilni
transfektanty TRAP2/pEFIRES-N v bun&éné linii Ramos (klon J7) byly lyzovany paraleln€é v 1% NP-40 a
v 1% Brij-98. Po ultracentrifugami v sacharosovem gradientu bylo odebrano 9 frakci po 0,5 ml, 10. frakce
pfedstavuje sediment. Vzorky byly analyzovdny pomoci SDS PAGE, elektroforeticky pfeneseny na
nitrocelulosovou membranu a proteiny byly imunologicky detekovany (TRAP2 protilatkou TRAP2-04, PAG
protilaitkou MEM-255 a OP-18 kréli¢im antisérem Ra OP-18). [A] Stabilni transfektanty TRAP2 v linii
Ramos lyzované v 1% NP-40. [B] Stabilni transfektanty TRAP2 v linii Ramos lyzované v 1% Brij-98.

Je zifejmé, Ze Cast proteinu TRAP2 se nachdzi v membranovych mikrodoménéch
bunék Ramos pfii solubilizaci v detergentu Brij-98 (Obrazek 16), ale nikoli pfi solubilizaci

v detergentu NP-40. Pravdépodobnym diivodem miZe byt to, ze NP-40 je silné€jSim
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detergentem neZ Brij-98. Porovnanim s pozitivni kontrolou (protein PAG) je také zfejma
rozdilnd distribuce  TRAP2 a PAG. Zatimco vétSina proteinu PAG se nachdzi
v membrinovych mikrodoménach u TRAP2 tomu tak neni. V mikrodoménach se nachdzi

pouze mala ¢ast z celkového mnoZstvi TRAP2.

4.3.7 Fosforylace TRAP2 po aktivaci peroxovanadi¢nanem
v burikach stabilnich transfektantit Ramos a Jurkat

Potencidlni role TRAP2 v signaliza¢nich drahich byla studovdna pomoci aktivace
bun¢k peroxovanadi€nanem, ktery do jist€é miry arteficielné stimuluje celou fadu
signalizacnich drah vedoucich k aktivace pfedevsim proteintyrosin-kinéz.

Stabilni klony TRAP2 v burikich Ramos D5 a J7 a v burikdch Jurkat I7 byly
aktivovdny peroxovanadi¢nanem (viz. 3.2.28) a lyzovany v 1% LM. Bunéény lyzit byl
imunoprecipitovdn na Sepharose 4B s navdzanou mys$i monoklonélni protildtkou TRAP2-
05. Vzorky byly analyzovdny pomoci SDS PAGE (14% gel) a proteiny byly poté
elektroforeticky pfeneseny na nitrocelulosovou membrdnu. Imunoglobuliny uvolnéné
béhem eluce byly detekovany protildtkou GAM-HRP IgG + IgM (H+L), kterd by se méla
méné€ vizat na lehké fetézce imunoglobulinl. Fosforylované proteiny byly detekovany
pomoci monoklondlni protildtky proti fosfotyrosinu 4G10, protein TRAP2 byl detekovan
mySi monoklonalni protildtkou TRAP2-04.

Z obrazku 17/B je ztejmé, Ze po aktivaci peroxovanadi¢nanem doSlo k vyrazné
fosforylaci fady proteinti nikoli v§ak TRAP2. Na lyzatech jsou sice fosforylované proteiny
s podobnou velikosti jako TRAP2, ty se ale neimunoprecipituji. Na obr. 17/A si nicmén¢
muiZeme povSimnout mirné redistribuce prouzkd odpovidajicich TRAP2. Obecné se pti
fosforylaci proteind méni jejich néboj a tudiZ i mobilita béhem SDS PAGE, fosforylace
proteinu je proto ¢asto provdzena zdanlivym ,,zvy$enim* jeho molekulové hmotnosti. Po
aktivaci lze néco obdobného pozorovat i u TRAP2. Otdzkou zistavé, zda se mizZe jednat

napfiklad o serinovou nebo threoninovou fosforylaci. Tento aspekt bude déle studovan.
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Obrizek 17: Fosforylace TRAP2 po
aktivaci

v buiikdch stabilnich transfektanti

peroxovanadi¢nanem

Rameos. Netransfekované  buriky
Ramos (oznafeny Ctrl) a stabilni
klony D5 a J7 byly aktivovany
peroxovanadi¢nanem a ndsledné byly
imunoprecipitovany (IP) na Sepharose
4B s navazanou protilditkou TRAP2-
05. Vzorky byly analyzovany na SDS
PAGE a elektroforeticky pfeneseny
na  nitrocelulosovou = membranu.
TRAP2 byl detekovidn monoklondlni
protilatkou TRAP2-04 [A].
Fosfoproteiny  byly  detekovéany
protildtkou proti fosfotyrosinu 4G10
[B]. Imunoglobuliny byly detekovény
sekunddarni protilitkou GAM-HRP

IgG + IgM (H+L) [C].
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5. Diskuse

Vitéto praci jsme se zabyvali charakterizaci nového transmembrénového
adaptorového proteinu membrianovych mikrodomén lidskych leukocytd, prozatim
pracovné oznaceného jako TRAP2. Tento protein byl identifikovdn bioinformatickym
prizkumem databdzi, kdy jsme hledali proteiny strukturné piibuzné s jiz dfive
identifikovanymi transmembranovymi adaptorovymi proteiny leukocytdrnich mikrodomén
(LAT, PAG, NTAL, LIME).

Na transkripéni drovni existuje n€kolik isoforem TRAP2, jejichZ existenci jsme
prokdzali pomoci real-time PCR pfedev§im u lymfoidni fady leukocyti. Nicmén¢ stéZejni
bude prokdzat expresi na proteinové urovni, kterd muiZe byt odliSnd od transkrip¢ni.
V ptipad¢ jednotlivych isoforem TRAP2 to samoziejmé ptedpoklddd vyvoj novych
monoklonélnich protilatek, proti kazdé jednotlivé formé&. Hlavnim pfedmétem naSeho
zdjmu jsou ale transmembranové adaptorové proteiny, ptri¢emz dvé hlavni isoformy
TRAP2 AK128236 a BC041608 nemaji signdlni peptid a potencidlni transmembranova
¢ast je piili§ daleko od N- nebo C-konce proteinu a lze tedy predpoklddat, Ze se nebude
jednat o transmembranové proteiny. Proto se budeme v dalsi praci koncentrovat ptedev§im
na samotny TRAP2. KaZzdopddné je mozné, Ze existence produktl alternativniho sestfihu
m4 funk¢ni vyznam.

Expresi TRAP2 jsme zatim prokdzali na proteinové urovni pouze u dvou ze
sledovanych lymfocytdrnich linif, a to u linie Ramos (B lymfocyty) a CEM (pre-T
lymfocyty). U obou je uroveni exprese TRAP2 velmi nizkd. Je zndmo mnoho slabé
exprimovanych proteind, které jsou ale pro funkci buriky velmi dileZité (napf. nékteré
transkripéni faktory). Je mozZné, Ze nové monoklonélni protilatky, které se v sou¢asné dob¢
pfipravuji v nasi laboratofi, budou protein rozeznavat lépe. Hlavnim divodem pro jejich
Vyvoj je to, Ze epitop soucasnych anti-peptidovych protildtek proti TRAP2, kterymi
disponujeme, leZi v evolu¢né velmi konzervované oblasti TRAP2 (C-konec proteinu), kam
se pravdépodobné mohou véazat potencidlni interagujici proteiny. Je mozné, Ze TRAP2 je
v burikéch siln€ asociovan s néjakou molekulou a tudiz je obtizné ho detekovat.

Metodou konfokdlni mikroskopie a pritokové cytometrie jsme prokazali, Ze
TRAP2 je transmembranovy protein typu III s C-koncem sméfujicim do cytoplasmy (coz

se predpokladalo). Buné&¢nou lokalizaci TRAP2 bude nutné jest€ podrobnéji prostudovat,
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protoZe z porovnani stabilné transfekovanych a netransfekovanych bun¢k Ramos (Obrézek
14, str. 72) je patrné, Ze ¢ast proteinu se miiZze nachdzet i v jadfe. MiZe se samoziejme
jednat pouze o arteficielni nespecifitu protilatky, kterd byla patrné i pfi Western blottingu,
na druh€ strané je mozné, Ze TRAP2 se skute¢né nachdzi jak na membrané, tak i uvnitf
buriky. Tyto vysledky by také korelovaly s tim, Ze endogenni protein v burikich Ramos
velmi $patné€ detekujeme pomoci Western blottingu. Pii piipraveé lyzatu totiz analyzujeme
pouze postnukledrni supernatant, nikoli sediment obsahujici DNA a jaderné proteiny. Je
tedy moZné, Ze pouze mald ¢ast z celkového mnozstvi proteinu TRAP2 se nachdzi na
membriné, zatimco vétSina plni svou funkci v jadie. Bylo jiz identifikovdno né€kolik
proteint (napf. B-catenin), které maji takovouto duélni lokalizaci [98].

DalSim aspektem, kterym se tato price zabyvala byla také asociace TRAP2
s membranovymi mikrodoménami. Tyto membranové ttvary hraji zfejme dileZitou tlohu
v fadé¢ bunéénych dé&jii vcetné signalizace pies imunoreceptory na buiikdch imunitniho
systému. V aminokyselinové sekvenci TRAP2 se za transmebrdnovou oblasti nachdzi
potencidlni palmitylacni motiv. Ten umoZnuje posttranslaéni modifikaci proteinu
kyselinou palmitovou a ndsledné smérovani do membranovych mikrodomén. Zjistili jsme,
Ze s mebrdnovymi mikrodoménami ja asociovdna pouze mald ¢ast z celkového mnoZstvi
proteinu (str. 75, Obrdzek 16). Neni zatim jasné, jestli tento rozdil oproti jinym TRAP
asociovanych s mikrodoménami je zpisoben nedostate€nou palmitylaci nebo né&jakymi
jinymi faktory.
lymfocytii. Nepodaftilo se prokédzat tyrosinovou fosforylaci proteinu pfi silné nespecifické
aktivaci bun¢k peroxovanadi¢nanem. K tyrosinové fosforylaci TRAP2 nedochézelo ani pfi
kotransfekci TRAP2 s jednotlivymi PTK rodiny Src (Lck, Lyn, Fyn, Hck, Csk) a rodiny
Syk (Syk, ZAP-70) (tato data nejsou v diplomové praci prezentovéna) v buiikdch HEK 293
a COS7. V molekule TRAP2 se nachdzi pouze dva tyrosiny, z nichZ Y31 je bezprostfedné
za transmembranovou oblasti a jeho fosforylace je tudiZ mdlo pravdépodobnd. Druhy
tyrosin, Y81, neni evolu¢né zakonzervovany a z dostupnych ddaji vyplyvd, Ze se nachdzi
pouze u primétii. Naproti tomu vétSina serint a threoninli je mezidruhov€ konzervovana, a
proto predstavuji potencidlné funkéné nad€jnd mista v molekule zasluhujici dalsi
pozornosti. V soucasné dob€ optimalizujeme obdobny zplsob nespecifické stimulace
bungk, jakym je peroxovanadi¢nan pomoci Calyculinu A, ktery by mél siln€ stimulovat

serin-threoninovou fosforylaci.
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Dal§im ddlezitym aspektem, kterému se hodldme vénovat, je identifikace
asociovanych molekul, které byly diskutovédny také v kapitole 4.1. To by ndm mohlo hodn¢
pomoci v urceni signalizacnich dé&ja, kterych se TRAP2 ucastni. Je tfeba prozkoumat
pfedev§im asociaci s adaptorovym proteinem TRAF2, ktery hraje dullezitou roli
v signalizaCnich drahich receptoru pro cytokin TNF (tumor necrosis factor), ale napf. i
asociaci s MAPK kindzami. V budoucnu bude dal§im dileZitym tkolem potladeni exprese
proteinu pomoci siRNA nebo genového ,knock-outu” a zjisténi vlivu absence tohoto
proteinu na chovdni sledovanych bunék. To vSe by mohlo vést k ureni funkce tohoto

nového adaptorového proteinu.
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6. Zaver

V ramci této diplomové prace byl studovdn novy transmembranovy adaptorovy
protein TRAP2. cDNA kédujici tento protein byla ziskdna z leukocytdrni cDNA knihovny,
byly pfipraveny konstrukty umoziiujici expresi TRAP2 v eukaryotickych burikéch, stejné
jako konstrukty umoZiujici produkci rekombinantniho proteinu. Rekombinantni proteiny
byly pouZity pro testovdni mySich antipeptidovych monoklondlnich protildtek a nyni jsou
oba proteiny vyuZzivany pfi vyvoji novych monoklonélnich protilatek. Pomoci kvantitativn{
real-time PCR byla zjiSténa exprese TRAP2 a jeho isoforem u jednotlivych leukocytarnich
populaci izolovanych z krve lidskych dérct. Déle byla zjiSténa velmi nizké exprese tohoto
proteinu ve dvou béZnych lymfoidnich liniich, byla prokdzdna jeho membranovd
lokalizace a orientace odpovidajici transmembranovému proteinu typu III. TRAP2 je jen
malo piitomen v membridnovych mikrodoménich a zifejmé€ se nefosforyluje na
tyrosinovych zbytcich ani po silné farmakologické stimulaci peroxovanadi¢nanem.
V budoucnu bude tfeba identifikovat molekuly asociované s TRAP2 a zjistit jeho
potencidlni biologické funkce (potlaceni exprese proteinu pomoci siRNA nebo genového

,.knock-outu‘).
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