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Anotace

Ve své praci SOC se zabyvam CD4 receptorem, proteinem na povrchu lidskych T bunék. Tento
protein je dulezity pii vyvoji T bunék, hraje roli v jejich aktivaci a také slouzi jako receptor pro
vstup viru HIV do buiiky. CD4 receptor obsahuje fadu potenciondlnich dimeriza¢nich motiva.
Mym ukolem bylo vytvofit mutantni varianty z nékterych pfedem peclivé vybranych motiva a
ocharakterizovat je pomoci fluorescenc¢ni konfokalni mikroskopie. Béhem svého vyzkumu jsem
rutinné pracoval s metodami genového inzenyrstvi (PCR, gelova elektroforéza, cisténi DNA,
transformace bakterii, izolace DNA a DNA sekvenace), naucil jsem se obsluhovat konfokalni
mikroskop a vyhodnocovat ziskana data. Data z konfokalni mikroskopie odhalila zajimavé
informace ohledn¢ exprese néckterych vyrobenych mutantnich variant CD4 receptoru. V
budoucnu mam v planu studovat dimerizaci jednotlivych variant pomoci metody Western blot, a
ovéfit schopnost jejich vazby na znaceny HIV glykoprotein gp120 pomoci pratokové cytometrie.

Klicova slova

CD4; konfokalni fluorescenéni mikroskopie; dimerizace

Annotation

This project deals with the CD4 receptor, which is a protein found on a subset of T-cells. CD4 is
important for a development of T-cells and their activation. CD4 also serves as a receptor for the
HIV virus. Receptor CD4 contains sever potential dimerization motifs. My task was to create
mutant versions of certain motifs and characterize them by fluorescent confocal microscopy. For
this project, | used methods of gene engineering (i. e. PCR, gel electrophoresis, DNA
purification, bacterial transformation, DNA isolation, and sequencing). Moreover, | learned how
to work with confocal fluorescent microscopy and how to evaluate results of confocal
microscopy. Data obtained by the microscopy uncovered interesting information concerning an
expression of some mutated versions of the CD4 receptor. In future, by the Western blot method,
| plan to study dimerization of all the CD4 versions that | have created. In addition, | want to
examine binding of these mutants with the HIV’s gp120 surface glycoprotein by flow cytometry.

Keywords

CD4; confocal fluorescence microscopy; dimerization



Obsah

UVOD ..ttt ettt ettt ettt s b e s a ettt b e s bt e e h e e sae e s at e e a bt e bt e bt e e he e e ae e e Rt e Rt e bt e eheeeaeeeab e e bt e beeabeenbeeeneeeare s 9
L. TEORETICKA CAST ..ottt 10
1.1.  Syntéza protein a jejich NAsIedn€ OSUY ........c.eeeciieiiieicie e e 10
1.1.1. o1 a=To 10N {2 [P PP UPPUPRRPN 10
1.1.2. Post-translacni MOdifIKACe .....ccueiieeiieiiee e 10
1.1.3. SKIAAANT PrOTEINTL...eeiiiieeiie ettt ettt ete e et e e e ate e e beeesabeeeteeeenbeeeseeesareean 12
1.1.4. Lokalizace proteint v bunéénych a mimobunécnych strukturach..........ccocoeevvieineecnennen. 14
1.1.5. Kontrola kvality prot@inli.........c.eeceieiiiiieee et rrae e et e e enes 16
1.1.6. Problémy s mutovanymi Proteiny .......cciccieie i 16

1.2. Receptor CD4 @ imuNitni SYSEEM ...ciiiiiiieicciiie ettt e e e rrae e e e sarae e e s raeaeeeeas 17
1.2.1. Stavha @ STFUKEUIE CDA ...ttt ettt sttt st be e sbee st enee s 20
1.2.2. FUNKCE DA ...ttt sttt b e bt sttt et et e e be e sbeesaeesaeesatesabeebeennes 23

0 T o (VoY T Yol <Y o Yol o T o] o) (<11 VU 24
1.3.1. [ 11 (0] 4 = TP PP PP PP PPPPPOPPRPPOR 24
1.3.2. LG OO 24

2. IMIATERIALY oottt 26
3. IMIETODY ettt ettt et e e e ettt e e e e e e e n e b e et e e e e e e e bbb et ee e e e e e e anereeeeeeeeeannnraeeeeeeeaanan 28
701 O 1 2 OO TP TPV PSUPPUPRRUONt 28
3.2, AZArOzoVa €leKtrofOrzZa .....cccuuii it e et re e e e araeas 29
3.3, Enzymatickd restrikCe DINA.......oo et e e e e e e rree e e e sab e e e e e eabe e e e e nareeas 30
3.4, LIBACE DINA... ettt ettt st sttt r e b s s e e e e r e e r e e sneesane e 30
3.5, Transformace DaKEEIIl . ....ccuieiieiieieee e s 31
3.6. Testovani bakteridlni kolonii pOmMOCIi PCR .........ccooiiiiiiiiie ettt e 31
3.7. Sangerova metoda sekvenace DNA..........ooo i e et e e e e e et e e e e areeas 32
3.8. lzolace plasmidd z bakteridlni kultury — Midi-prep ....cooceeeeeccieeeeceee e e 33
R T = 11 o] o T = ol ISP SP 34
3.10. Konfokalni fluorescencni MIikroSKOPI© .......ueiiieiieieiiiieeecciee ettt 34

4. CHARAKTERISTIKA PRIPRAVENYCH KONSTRUKTU A VYSLEDKY KONFOKALNI MIKROSKOPIE............ 36
4.1, MUEANT CDA P3OBA ...ttt ettt e s e e s et e e s sre e e e s sane e e e s s anae e e s sneneeennee 36
4.2, Mutant CD4 Dim7 (FALTV; FALBL).....ueocuieeiieeeteeecteeetee et eeteeeseteesteeesseeesaeessnaeesneeesseeesnsneennas 38



4.3. Mutant CD4 3F (FA11V; FALT7V; FALBL) .cceviviiiiiiiiiiiicieniceent e 40

4.4,  Mutant CD4 3G (GA03L; GAOAL; GADTV) eeeecueeeeeeeeeieeeceeecteeectee e st e eteeestteesaaeessaeestaeessseesnaeesnnes 42
4.5. Combi (P396A; GA03L; GAOAL; GAOTV) ..ueiiieeeeeeeieeectee st e e tte st e st e e rrte e s aa e e aae e sntaessaeesaeeenns 44
4.6.  Mutant CD4 D4 (K318E; Q344E) ......uueeiiieiieeeieeeeieeeeee e steeeteeesteestaeessteestaeessaeesnsesssaeesnseeennnes 46
4.7. Mutant CD4 D2 (C155S; CLBAS)....ccouiriiiieeieeiteesttesite ettt ettt sbe e st st st sbe b e sbeesbeesmeesaeeeaneas 48
ZAVER oo 50
SEZNAM POUZITE LITERATURY.....ovuuiuimimimeiseieteiessetee st sss s sse s ess sttt ssnnsns 51
6.1.  PouZivané odborné ClANKY........ccoiiiiiiiiiiii et 51
Lo N [ | =Y =Y o )V J o [ o [ PRSP 54
ZDROJE OBRAZKU ..ottt 56
SEZNAM OBRAZKU A TABULEK ......cuucereiriiceeiseessesesseesssesese s ssesss st ssessssssnes 61
PRILOHY ..ttt bbb 63
9.1.  Mapa poUZIVANENO PlAZMIU ...cciiiiiiiiiiiie e e e e e eree e e s ee e e s eabee e e e nareeas 63
1 o TUT ANV [ [ o] o1 ] (e ] 1Y PSRRI 64
9.2.1. PCR Pro zavad&Ni MULACE ....cccccuiiieiciieee et esctiee ettt e e sttt e e e sbee e e e sbte e e s sbeeeessbeaeessseeeeesanes 64
9.2.2. GEloVA IEKErOfOr8Za ...cc..eieieiieeeee et 66
9.2.3. Izolace DNA z gelu (kit: Zymoclean™ Gel DNA RECOVEIY) ...ccovcuiieeeecieeeeeiieeeeeciieeeeeeieee e 67
9.2.4.  DOUBLE DIGEST RESTRIKCNI STEPENI DNA (pro pXJ41CD4 Wt EGFP)......coevvvvveeieeriirerennns 68
9.2.5. LIACE DINA ...ttt ettt st sttt et r e st r e st r e e 69
9.2.6. Transformace bakterii tepelnym SOKEM.......cccciiii i 70
9.2.7. Testovani kolonii bakterii pOMOCI PCR ........coociiiii ettt e e 71
9.2.8. Izolace plazmidi z bakteridlni kultury (kit: NucleoBond® Xtra Midi/Maxi).........ccceeeeverenee.. 72
9.2.9. EleKtroporace DUNEK .........eeie ittt e et e e e et e e e e bt e e e e ebaeeeeeanreeeeeanes 74
9.2.10. Priprava ibidi sklicek na MiKroSKOPii .......ceeecuiiiiiiiiee e e e 75
9.3.  Seznam PouZiVanyCh PrimeErQl .......cuiiciiiiiie ettt esbe e e rar e e sate e ebaeesareean 76



Seznam pouzivanych zkratek

AMK — aminokyselina

bp — z ang. base pair; pocet paru bazi

CD4 — glykoprotein vyskytujici se na povrchu specifickych bun¢k
CD4+ — specificky typ bilych krvinek s CD4 na svém povrchu
dNTPs — deoxynukleotidtrifosfaty

ER — Endoplazmatické retikulum

FRET — z ang. Forster resonance energy transfer; metoda umoznujici zkoumani blizkosti uré¢itych
molekul

GA - Golgiho aparéat

Lck — tyrosin kinaza; zprostiedkovava fosforylaci

MHC Il — Hlavni histokompatibilni komplex II. tfidy

PM — Plazmaticka membrana

SDS PAGE — gelova elektroforéza urcend pro rozdéleni proteinil na zakladé jejich velikosti
TCR — T-bunécny receptor

wt — ang. wild type; v ptirodé se vyskytujici forma

Fwd primer — jeden ze dvou, ktefi spole¢né ohranicuji uréitou oblast

Rev primer — jeden ze dvou, ktefi spole¢né ohranicuji ur¢itou oblast
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Tento projekt vznikl pod zastitou Ustavu fyzikalni chemie Jaroslava Heyrovského AV CR,
v.v.i., pod vedenim Marka Cebecauera, PhD. Spoluprace byla navézdna s Odd¢lenim
leukocytarni signalizace, v ele s Mgr. Tomasem Brdi¢kou, PhD., z Ustavu molekularni
genetiky AV CR, v.v.i.

Nas vyzkum je zaméten na receptor CD4 na povrchu lidskych T bunék, jehoz funkce je naprosto
nezbytna pro vyvoj T bunék, hraje roli v jejich aktivaci a také je kliCovym komponentem pro
vstup viru HIV do bunky (Sattentau a Moore, 1993). Charakterizace toho proteinu a spravné
pochopeni jeho funkce je tedy nezbytné pro vyvoj novych zplisobt terapie nemoci AIDS, ktera

po infekci virem HIV u lidi propuké a zatim proti ni neexistuje 1ék.

Cilem této prace bylo vytvofeni potencialnich dimeriza¢nich mutantt CD4 a jejich
charakterizace. Celkem jsme vytvotili sedm riznych konstruktd (pét s mutaci v transmembrdnové
doméné a dva s mutaci v extracelularni domeéné). Tyto konstrukty jsme transientné transfekovali
do lidské T bunécné linie Jurkat a pomoci konfokalni mikroskopie jsme sledovali jejich expresi a
lokalizaci v Zivych buiikdch. Mikroskopie téchto mutantnich variant byla mozna diky fizi nasich
proteini s fluorescenénim proteinem EGFP. Této fluze jsme dosahli pouzitim technik
rekombinace DNA. Pouziti konfokalni mikroskopie nam umoznilo zobrazit jednotlivé roviny

buriky, diky ¢emuz jsme ziskali detailni informace o pozorované lokalizaci jednotlivych mutantu.

V blizké budoucnosti budeme sledovat, jak jednotlivé mutace ovlivituji schopnost proteinu vazat
obalovy protein HIV gp120. Pro tyto G¢ely mame v planu pouzit metodu priitokové cytometrie.
Dimeriza¢ni schopnosti CD4 wt a vytvofenych mutanti mame v pldnu provéfit pomoci metody
Western blot. Abychom zjistili, jak provedené zmény sekvence nativniho proteinu D4 ovlivni
nanoskopickou lokalizaci na cytoplazmatické membrané, provedeme mikroskopii s vysokym
rozliSenim (PALM).



1. TEORETICKA CAST
1.1. Syntéza proteinii a jejich nasledné osudy

1.1.1. Proteosyntéza

Proteosyntéza je zahajena transkripci, pti niz dochazi, v jadie bunék, k prepisu DNA do mRNA a
nasledné k upravam mRNA jako je pfidani 5 ' ¢epicky, poly-(A)-konce a sestiih intront. Takto
upravena mRNA je rozpoznana ribozomem a muze byt zahajena translace. K translaci dochazi na
ribozomech drsného endoplazmatického retikula, nebo volné v cytoplazmé. VéEtSina nové
translatovanych proteind je post-translaéné modifikovana (viz. 1.1.2.). [1]

1.1.2. Post-translaéni modifikace

Vétsina noveé vzniklych proteind potiebuje byt dodate¢né upravena, aby byly schopné spravné
funkce. Existuje vice nez 100 znamych kovalentnich modifikaci, kterymi proteiny prochazi, aby
se staly ,funkénimi“. Mezi nejtypiCtéjsi post-translaéni modifikace patii fosforylace a
glykosylace. [2]

Fosforylace je nejbéznéjsi post-translacni modifikace, jez podstupuje zhruba 1/3 vSech proteint.
Dochazi k ptipojeni fosfatové skupiny PO+ na aminokyseliny, které disponuji nukleofilni —OH
skupinou, jako jsou serin, tyrosin a threonin. Enzymy zajistujici fosforylaci se nazyvaji kinazy.
Tato modifikace je reverzibilni, fosfatova skupina muze byt pomoci jiného druhu enzymu
(fosfataz) zase odstranéna. Defosforylace je vyznamnym regula¢nim prvkem vétSiny bunéénych
procesu. [2]

Glykosylace spo¢iva v pfipojeni sacharidi k proteinim. Probiha v endoplazmatickém retikulu a
golgiho aparatu za pomoci glykosyla¢nich enzymi. Nejcastéjsi typ glykosylace je N-glykosidova
vazba na asparginu ¢i argininu a O-glykosidovd vazba na —OH skupiné serinu, threoninu
tyrosinu, hydroxylysinu ¢i hydroxyprolinu. Glykosylace hraje vyznamnou roli v procesu kontroly
kvality proteint (viz 1.1.5.) [2]

Lipidova modifikace proteini ma za ukol zvysit afinitu bilkovin vGi¢i biomembranam.
Rozeznavame ftadu ruznych modifikaci, napi.: myristoylaci (pripojeni myristatu;C14),
palmitoylaci (pripojeni palmitatu; C16; reversibilni), isoprenylaci ¢&i prenylaci (pridani
isoprenoidové skupiny), glypidace — pfipojeni glykosylfosfatidylinositolové kotvy (GPI) pies
amidovou vazbu na C-terminalni konec. [2]
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Vznik disulfidickych mistka (-S-S-), mezi dvéma cysteiny, pomaha proteinim ziskat jejich
pozadované prostorové uspotradani. V butice vznikaji pouze v endoplazmatické retikulu z divodu
pfitomnosti vhodného redoxniho prostiedi pro oxidaci thiold. Jako redoxni ¢inidlo obvykle
vystupuje glutathion (GSH), respektive jeho oxidovana dimerni forma (GSSH). Disulfidové
mustky se vyskytuji v lumenalnich prostorech a v extracelularnich doménach proteinti. Divodem
je fakt, ze v bunkach je udrzovana vysoka hladina GSH (redukcni prostredi) a thioly jsou tak
udrzovany redukované. [3]

protein protein

@
) NH3 I-‘i o)
Oxidovand forma N\)|\ AN B
S]
(disulfid) OZC/I\/\W TN o
\ 0] /' H

Redukovana forma HS S
(volny thiol) ‘
HS\ S

HS

protein protein Glutathion (GSH)

protein protein protein

B:
H-<S SY S
HS \ C S
oa ) )
B.

protein " protein protein

Obrazek 1 — proces vzniku disulfidového mustku [1]

Mezi dalsi relativné bézné upravy patii methylace (pridani —CHs skupiny; obvykle probiha na
lysinu ¢i argininu), acetylace (pridani CH3CO — residua;, mize byt navdzdno na N-Konec
proteinu ¢i na lysin), hydroxylace (pripojeni —OH skupiny), proteolyza (odstépeni Casti
proteinu), ubiquitinace (zpravidla se ubiquitin navazuje na proteiny urcené k degradaci),... [2]
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1.1.3. Skladani proteinu

Pouha priméarni struktura proteinu (z. poradi aminokyselin) neudé€luje bilkovindm jejich
charakteristické vlastnosti a funkce — kli¢ova je jejich 3D struktura. Na obrazku ¢. ZX mizeme
vidét schéma skladani proteint — jiz v prubéhu translace (mRNA — protein) je nove
syntetizovany protein p¥ipojen k chaperonu!, aby nedochazelo k jeho samovolnému skladani (A).
Pokud je nové¢ syntetizovany protein v pofadku, dochazi k jeho slozeni (C). Timto dochazi ke
snizeni entropie, protein ziskdva spravnou prostorovou konformaci a muze se stat soucasti
vétsiho celku — komplexu (D).

Zivotnost proteind, a jejich biologicka aktivita, je kontrolovana rovnovaZnym stavem mezi
slozenou a nesloZzenou formou proteinu, protoze proteazomy Stépi proteiny v jejich neslozené
konformaci (G).

Béhem skladani proteini mize dochazet k chybam, a vnika tak protein se Spatnou tercialni
strukturou (E). Takto vzniklé proteiny mohou vést ke vzniku toxickych agregati (F). Avsak tato
chyba mlze byt zvrdcena — protein je mozné zreorganizovat.

NesloZeny protein

Degradovany protein Spatné slozeny protein Agregovany protein

Obrazek 2 — proces skladani proteinti [2]

1 Chaperon — protein zodpovédny za skladani proteind do jejich spravného prostorového uspofadani
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1.1.3.1.  Chemie struktury proteinti
Za procesem skladani proteint (viz 3.3.3.) se skryva fada chemickych interakci a vazeb, které
urcuji, jak se urcité oblasti budou chovat a interagovat mezi sebou.

Fakt, ze naSe bunky jsou tvofeny vodnim prostiedim, vede ktomu, ze aminokyseliny
s hydrofobnimi postrannimi fetézci (tj. alanin, valin, isoleucin, leucin, methionin, fenylalanin,
tyrosin a tryptofan) budou mit tendenci zanofit se dovnité proteinu, aby byly ,,v bezpeci
bezvodého prostiedi. Naopak aminokyseliny s polarnim postrannim fetézcem budou mit tendenci
se ,,rvat k povrchu, aby byly u vody. Mezi jednotlivymi hydrofobnimi zbytky miize dochazet
k hydrofobnim interakcim (Van der Waalsova intakce).

Dalsi charakteristickou interakci je vytvafeni vodikovych mustki. Ty vznikaji mezi vodikem a
siln¢ elektronegativnim prvkem (v pripadé proteinii to je O a N). Vodikové mustky stabilizuji
napiiklad strukturu a-helixu.

Aminokyseliny s nabitymi postrannimi fetézci mezi sebou mohou vytvaiet iontove vazby, kde —
NH3" a — COO" spole¢né kooperuji. Mezi kladné nabité AMK fadime arginin, histidin a lysin.
Naopak mezi zdporné nabité AMK fadime kyselinu glutamovou a asparagovou.

Kovalentni vazby mezi sebou muzou vytvaret thioly (-SH), tedy AMK serin. Vznikaji tak
disulfidové mustky, avSak ty v proteinech nezvykaji spontann¢, ale za Gcasti ¢inidel (viz 1.1.2.).

Posledni ,,chemickou silou®, jez mize ustalovat strukturu protein je patrova interakce mezi
benzenovymi jadry. Ty nachazime u fenylalaninu, tyrosinu a tryptofanu.

I ‘
(CHp)s—NHgz* “0—CCH,CH,

lontova vazba

Hydrofobni interakce
(Van der Waalsovy
interakce)

Disulfidovy mUstek

Obrazek 3 — chemické interakce v ramci protein [3]
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1.1.4. Lokalizace proteind v bunéénych a mimobunéénych strukturach

Poté, co je protein vyroben, musi byt dopraven na misto uréeni.
Velmi obecné miuizeme rozdélit proteiny podle toho, jaky maji
vztah kvodnimu prostiedi, na hydrofilni (rozpustné) a
membranové (s jistou mirou hydrofobicity — ta determinuje
protein k lokalizaci v membranach).

Rozpustny protein  Nerozpustny protein
Zaméiime-li se na proteiny cytoplasmatické membrany, jejich (IWMA) (1C3wW)
cesta za¢ina na drsném endoplazmatickém retikulu (1), kde jsou Hydrofilni/hydrofobni/neutrélni st
syntetizovany a také zde dochazi k modifikacim (napr.:
glykosylace). Pomoci tzv. puéeni (obr. 5) membrany ER dochazi
k odstépeni vacku (2), ktery nasledné putuje do Golgiho aparétu.
Proces puceni je zprostfedkovavan pomoci proteinového leSeni — typicky vytvareny
coatomernimi proteiny (COP), caveolinem, clathrinem (Huotari a Helenius, 2011).

Obrazek 4 - rozdil mezi rozpustnym a
nerozpustnym proteinem [4]

V Golgiho komplexu (3) jsou proteiny dale upravovany (rapr.: proteolytické Stépenti,
glykosylace), ptechovavany a postupuji od cis k trans strané. V tomto momentu jsou proteiny
pfipravené byt exportovany na misto ureni. Pokud se jednd o pfesn¢ kontrolovanou a
podminénou sekreci (napr.. sekrece protilatek), bavime se 0 regulované sekreci. Naopak
transport béznych proteind je ozna¢ovan za sekreci konstitutivni (5) (Huotari a Helenius, 2011).

Plazmaticks membring

Cilova
Misto membrana Regulovang
. sekrece
puvodu
Proteinovy obal O O 4 %
A Sekrecni
7 . Konstitutivn,'
vacky sekrece
5
Latky
uréené k
transportul| || o M 00 0k, Phg,. . HSEEl || s
3 Golgiho
aparat

= = cis T /
U pre-Golgi % Endoplazmaticke
R 4 \ retikulum

7~ N\

Obrazek 5 - transport proteinti z ER [5]

Obrazek 6 — proces vezikularniho transportu [6]
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Endocyto6za neboli invaginace cytoplazmatické membrany (6) je proces, jenz umoziiuje buikam
regulovat po¢et membranovych receptort na povrchu a internalizovat extracelularni komponenty.
Vznikly vaéek nasledné fuzuje s ¢asnym endozomem (CE; 7.0). Pohlcené receptory a lipidy,
pokud jsou v poradku, se navraci zpét na membranu, nebo pod ni mohou ¢ekat na signal pro
splynuti. Molekuly, které nejsou uréené k recyklaci, zistavaji v ¢asném endozomu do té doby,
dokud se nestane pozdnim endozomem (Huotari a Helenius, 2011).

Pozdni endozom (PE; 7.2) vznika, fadou fadou reakci, z ¢asného endozomu. Jeho wvnitini
prostedi je kyselejsi nez u CE (pH 6.8-5.9 — pH 6.0-4.9), coz vede k vy$§imu stupni degradace
jeho obsahu. Odd¢luji se od néj receptory, které se zrecykluji. Pozdni endozom splyne
s lysozomem (8), jenz obsahuje spousty lytickych molekul. Kyselost v této organele je opét vyssi
nez v PE (pH miize klesnout az na hodnotu 4.5). Dochazi zde k degradaci biopolymert (Huotari
a Helenius, 2011).

g Endocytor

Plazmatick membrdng
’-.-

Regulovana
sekrece
7.0 Casny 1

endozom O Sekrec¢ni vacky KO”Stitutiv i
ni
/' Recyklaéni sekrece

\ndOzom
7.2 Pozdni
endozom 4__'

Golgiho
aparat

© 8 Lysozom ois T /

pre-Golgi O

Endoplazmatickeé retikulum

/\

Obrazek 7 — proces recyklace [5]



1.1.5. Kontrola kvality proteint

Nov¢ syntetizovany protein je translokovan do endoplazmatického retikula, kde se uspotada do
nativni konformace. V ER je siln¢ oxida¢ni prostfedi dulezité pro vznik disulfidovych mistkd,
které stabilizuji nativni strukturu proteinu. Endoplazmatické retikulum je také schopné rozpoznat
proteiny, které se neslozily do své spravné konformace. Takoveé proteiny vystavuji na svém
povrchu hydrofobni sekvence, na které se vazou specifické chaperony a brani jim tak
Vv pokracovani sekretorickou drahou. Béhem kazdého pokusu o zaujmuti spravné konformace je
proteinu ustipnut jeden cukerny zbytek. Pokud jsou proteinu ustipnuty vSechny ptislusné cukerné
zbytky, je urCen k degradaci (Chen et al, 2011).

1.1.6. Problémy s mutovanymi proteiny

Buika je velmi chytrd — pokud za Gcelem cilené mutageneze zasdhneme piili§ do struktury
proteinu, jenz studujeme, burika jej vyhodnoti jako chybny a bude zastaven ve své cesté do cilovée
struktury. Na obrazku nize mizeme vidét, jak vypadaji mikroskopické snimky bunék, které
zastavily studovany (mutovany) protein v GA a ER versus sorting wt (piivodniho) proteinu na
PM.

Golgiho aparat Endoplazmatické Cytoplasmaticka

retikulum membrana

Obrazek 8 — ukazka proteint, které zistavaji v GA, ER a PM [7]
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1.2. Receptor CD4 a imunitni systém

V imunologii oznauje CD4 (z ang. Cluster of Differentiation 4) glykoprotein vyskytujici se na
povrchu specifickych bunék. Témito buiikami jsou naptiklad monocyty a pomocné T-lymfocyty
— oznaCované jako CD4+ (Kazazi et al; 1989). Tyto vSechny bunky jsou soucasti naseho
imunitniho systému, jenZ nas chrani pied uréitymi nezadoucimi vlivy vnitiniho (nadorové buriky)
i vnéjsiho (viry, bakterie, ...) prostiedi.

Prvni bojova linie imunitniho systému je zaloZena na vrozené (nespecifické) imunité — ta
zahrnuje bariéry (kize a sliznice) a jimi produkované antimikrobialni latky, proudéni vzduchu,
pohyb fasinek, ur¢ité bunky vzniklé z myeloidniho progenitoru (makrofagy, granulocyty) a NK
buniky. Neni schopna vytvofit si imunitni pamét a sriznymi antigeny bojuje stejnymi
mechanismy. [4]

Do druhé linie imunitniho systému patifi zmiflované T lymfocyty. Jsou jednou ze slozek
adaptivni imunity, spole¢né s B lymfocyty. T i B lymfocyty vznikaji z lymfoidniho progenitoru
a maji n€kolik subtypt. Aktivuji se ptes specifické antigenni imunoreceptory (TCR — T-buriky,
BCR - B-buriky) vazbou specifickych antigeni. Maji schopnost vytvofit si imunologickou pamét
neboli pamatovat si antigeny, se kterymi se jiz setkali (princip ockovani). [4]

® —
multipotentni hematopoeticka

kmenova buiika
(hemocytoblast)

v ¥
spoleny myeloidni progenitor spole¢ny lymfoidni progenitor

g 01 ‘ : @ O

.  erytrocyt  Zirna buiika NK buiika maly lymfocyt
(velky granuldrni lymfocyt)

myeoblast
il | l l T-lymfocyt B-lymfocyt
. @
megakaryocyt ‘3 O w @
l bazofil neutrofil eosinofil monocyt .
e
VR 1 plazmaticka buiika

trombocyty e
makrofag

Obrazek 9 — diferenciace hematopoetické burky [8]
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Jak jiz bylo feceno, buiiky adaptivniho imunitniho systému rozpoznavaji specifické antigeny. Pod
pojmem antigen se skryva jakakoliv molekula, ktera muizeme byt navazana na hlavni
histokompatibilni komplex neboli MHC a nasledné prezentovana T-buné¢nému receptoru. [5]

Hlavni histokompatibilitni komplex 1l (MHC 1) se sklada z fady podjednotek (viz obr. 10). a a
podjednotky souhrnné oznacujeme jako TCR (z ang. T-bunécny receptor). Pravé TCR souZzi
k navdzani antigenu. Dalsi sou¢asti MHC 1I je protein CD3 — jeho podjednotkami jsou: CD3y,
CD38, CD3¢ a CD3(. Na proteinech spadajicich pod CD3 nachazime motivy s hdzvem ITAM,
jez jsou uzce spojené s aktivaci imunitni odpovédi.

T-buné¢ny receptor neboli TCR se vyskytuje na T-lymfocytech a rozezndvé antigen vazany na
MHC Il. CD4 také rozpoznava MHC II a vaze se na néj spolecné s TCR (viz obr. 9). [4]

MHCp /°

l__l
rozpoznani

signal

Obrazek 10 — komplex TCR-MHCII-CD4 [9] Obrazek 11 — stavba MHC Il [10]
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Pro navazani antigenu na MHC I je potieba cilové patogenni struktury upravit (viz obr. 11) —
naptiklad: makrofag pomoci fagocytézy pozie patogen (1), ¢imz ho uzavie ve fagozomu. Ten
nasledné splyne se lysozome (2; 3) — dojde k traveni a fragmentaci daného patogenu (4). Cast
téchto fragmentd (antigenii) bude prezentovana na povrchu buiky pomoci MHC II (5) (viz obr.
12).

Antigen prezentujici burika

Antigen

T-bunécny
receptor

Obrazek 12 - proces fagocytézy patogenu
a jeho nasledné zpracovani [11]
Obrazek 13 — komplex CD4 - MHC Il - TCR [12]
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1.2.1. Stavba a struktura CD4

Molekula tohoto receptoru se sklada se ze ti ¢asti — extracelularni (aminokyseliny 1-371),
transmembrénové (residua 372-395) a intracelularni (residua 396-433) — a jeho molekulérni
hmotnost ¢ini 55 kDa (Matthias et al, 2002).

Extracelularni ¢ast CD4 se sklada ze ¢tyt imunoglobulinovych domén (D1 az D4), které

jsou silné glykosylované, coz hraje roli pfi skladani CD4
a expresi na PM (Tifft et al, 1991). Z funk¢niho hlediska,
HIV vyuziva pro svuj vstup (vazbu) doménu D1 a MHC
Il interaguje s D1 a D2 (Moldovan et al, 2002) (Matthias

CcD4

et al, 2002).
Obrazek 14 — stavba CD4 [13]

V extracelularni doméné D2 je zajimavy disulfidovy

mustek 155184, nebot’ cysteiny, které ho tvofi, lezi na vzajemné prilehlych protibéznych [3-
skladanych listech (viz obr. 15). Normaln¢ jsou ale cysteiny tvofici disulfidovy muistek umistény
v protilehlé pozici. Kromé této zvlastnosti je zajimava i délka samotné vazby (#. Ca-Ca. 3.92
A), jelikoz standardné jsou v imunoglobulinech pozorovany disulfidové vazby o délce Ca-Ca:
6.6 A (Matthias, 2002). Vypoéty také ukazuji, ze tento disulfidicky mistek pFispiva k celkové
stabilit¢ proteinu minimalné a biochemické data potvrdila, ze CD4 je na povrchu buiiky redoxné
aktivni (Matthias, 2002).

D2

Obrazek 16 — porovni disulfidickych mastki v doménech D1, D2 a D4 [14][15]

Obrazek 15 - stavba extracelularni
domény CD4 [14][15]
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Transmembranova doména CD4 vykazuje zajimavy motiv GGxxG, jenz je zachovan u velkého
mnozstvi zivoCiSnych druht (viz tabulka ¢. 1). Motiv
GxxxG se jiz v minulosti ukazal jako misto dualezité pro
dimerizaci transmembranovych domén (Melnyk et al,
2004). V a-helixu proteint je jedna otocka tvoiena 3,6
aminokyselinami, tudiz jsou tyto GxxxG glyciny
relativné nad sebou. Dimerizaci podporuje i fakt, ze
glycin nedisponuje velkym postrannim fetézcem, coz je
divodem pro vznik S$térbiny, ktera by tuto dimerizaci
mohla umoznovat (Parrish, 2015).

Obrazek 17 - dlsledek GGxxG motivu [14]

Tabulka 1 - Porovnani sekvenci transmembranovych domén CD4 u riiznych Zivocichi

Organismus ad)  Transmembranova doména CD4 s vyzna¢enym GGxxG motivem

Clovek (primati) MALIVLGGVAGLLL FIGLGIFF
Pavian (primati) MALIVLGGVAGLLLFTGLGIFFCV
Kotul (primati) MVLIVLGGVAGLLAFTGLGIFL

K (lichokopytnici) LLAAVLGGVAG LLLFTGFFIF CCVKCW

Tur (sudokopytnici) LLPMVLGGIAGLVLFTVCCAFCVKCW

Pes (selmy) FLAITLGGI LGLLLLIGLCVFC

Krélik (zajicovci) LLAGALGGAAGLV LFAGLCIYCCV

MyS (hlodavci) VFLACVLGGSFGFLGF LGLCILC

Netopyr (letouni) LLAI VLEAVGEFLI FIGFCIFCCV KCW (GXxxxG motiv)
Sysel (hlodavci) MFLAAIIGGALSFLLLAGLCIFCCV

Béluha (kytovci) LLAVVLGGITSLLLLAGFCIF
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Intracelularni ¢ast CD4 hraje klicovou roli v aktivaci imunitni odpovédi,
nebot’ je na ni koordinacne véazany zineCnaty kation spolecné s Lck (tyrosin
kinaza) diky motivu dvou cysteini. Béhem aktivace TCR je Lck piivedena CD4
do blizkosti fosforyla¢nich motivi ITAM (na CD3 () v intracelularnich
domeénach komplexu TCR. Dochazi k fosforylaci ITAMua (po rozpoznéni
antigenu). Diky tomu muze nasledné dojit k navdzani kindzy ZAP70 (3), jenz
dale fosforyluje (4) adaptorovy protein LAT a spousti se tak signaliza¢ni draha

LEH

regulujici imunitni odpovéd’ (Fournier et al, 2009). o 18"“
raze -

komplex CD4-Lck [16]

MHC Il

CD4 ‘ i

o0 (409 00 (469

-~ pTyr493

Lck

plyr 49:\

LAT

83 7AP-70

Obrazek 19 - proces aktivace imunitni odpovédi [17]
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1.2.2. Funkce CD4

Receptor CD4 ma zésadni ulohu pti vyvoji T-lymfocytt. U geneticky modifikovanych mysi bez
endogenni exprese CD4 je pozorovan blok ve vyvoji CD4+ buné¢k a deficit v imunitni odpovédi
(Rahemtulla et al, 1991). CD4+ T bunky jsou nazyvané jako pomocné. Produkuji cytokiny,
kterymi ovliviiuji ostatni buiiky zapojené do imunitni odpovédi (Kenway-Lynch et al., 2014). B-
lymfocyty, které produkuji protilatky, jsou stimulovany pravé CD4+ T buinkami (Bottomly,
1989).

Dulezita je také intracelularni interakce CD4 s Lck kinazou, jez fosforyluje T-bunéény receptor
(po rozeznani antigenu) (viz 1.2.1.) a zahajuje tak imunitni odpovéd’. V poslednich letech je
role CD4 v imunitni odpovédi intenzivné diskutovana. Dlouho se myslelo, ze CD4 posiluje
interakci mezi TCR a MHC Il. Nicméné se ukazalo, ze interakce CD4 s MHC Il je velice slaba a
ze nema na stabilizaci komplexu velky vliv (Artyomov, 2010).

CD4 funguje také jako klicovy receptor pro vstup viru HIV do bunky (Sattentau a Moore, 1993).
Povrchovy protein HIV gpl120 vyuziva pro sviij vstup do bunék receptor CD4 spole¢né s CXCR4
a CCR5 na jejich povrchu.
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1.3. Fluorescencni proteiny

Fluorescen¢ni proteiny jsou bilkoviny, které maji schopnost byt excitovany fotonem o urcité
vlnové délce a energii opét uvolnit v podobé fotonu s jinou vinovou délkou. Tato jejich schopnost
je Siroce vyuzivanad v molekularni biologii. Diky nim je mozné vizualizovat molekuly, organely
¢i celé bunky. Umoznuji nam sledovat genovou expresy ¢i proteinové interakce (FRET). Sondy
zalozené na fluorescenénich proteinech nas mohou informovat o pH, koncentraci Ca®" a
redoxnich stavech prostiedi v kterém se vyskytuji. [6]

1.3.1. Historie

Béhem 60. let minulého stoleti pracoval Osamu Shimomura s meduzou Aequorea victoria, ktera
je schopné bioluminiscence. O. Shimomura jel, spole¢né s Frankem Johnsonem, do laboratofi
Friday Harbor (FHL) Washingtonské university. Jejich cilem bylo vyvinout protokol pro extrakci
»svetla emitujicich komponenti™ zmilované medizy. Zjistili, ze obvodovy krouzek na spodni
strané meduzy obsahuje luminiscencni organy. Tisice téchto obvodovych krouzkii bylo
promackano pies jemné sito a z tohoto filtratu se jim povedlo vyizolovat chemiluminiscenéni
protein, ktery byl pojmenovan Aequorin. [7]

Aequorea ma ovSem druhy fluorescencni protein — a to autofluorescenéni zeleny protein GFP.
Ten je excitovan modrym svétlem a emituje svétlo zelené (Kanchiswamy et al, 2014). [7]

Béhem 70. let 20. stoleti Shimomura a jeho kolegové izolovali Cisty GFP a prokazali, ze energie
emitovana aequorinu je opravdu absorbovana EGP. [7]

1.3.2. GFP

Zeleny fluorescenéni protein (z ang. Green Eluorescent Protein) byl objeven v roce 1962 (O.
Shimomura) a své jméno obdrzel az v roce 1971.

Sklada se z 238 aminokyselin a vytvaii tzv. B-barel Al Tyrss St
skladajici se z 11 B-skladanych listh a jedné a- 7 L )/ ( P I A
Sroubovice, ktera je zanofena do nitra barelu (viz o sos L"‘ \ T tovih
obr. 20) a-helix ma na sob¢ piipojené tii klicové AN y kruhu
aminokyseliny (serin65, tyrosin66 a glycin67), l

které spolecné reaguji béhem formace B-barelu. e
Vznika imidazolinovy kruh, dale dochdzi k jeho s e 4  Hnicre Nl
dehydrataci a nakonec k oxidaci molekularnim r_,/\(\l — X P_,«/ f )
kyslikem. Vysledkem je funkéni chromofor p- ~~ e e ¢ i
hydroxybenzylideneimidazilonin (viz obr. 19) a ~ * ¢ &Y

jako vedlej$i produkt vznikd H202. PIn¢ funkéni
nativni GFP ma absorp¢ni maximum pii 400 nm a
emisni vrchol pti 505 nm. [8]

Obrazek 20 - proces vzniku aktivniho chromoforu [18]
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wtGFP ma radu vlastnosti, které
z n¢j délaji vyborného kandidata
na pouziti v molekularni biologii.
Jedna se o relativné maly a
stabilni protein o0 27 kDa, ke své
funkci nepotiebuje kofaktor, a jak
se experimentalné zjistilo, tak ani
neinterferuje S bunéénymi
procesy a  umoZnuje  tak
neinvazivni vizualizaci. AvSak
kazda mince ma dv¢ strany a i
WtGFP mé své nevyhody — nizsi
stabilita pii nizkém pH, snizena
funk¢nost pi1 37 °C a equilibrium

Obrazek 21 - struktura GFP [18]

mezi jeho monomerni a dimerni verzi. [9]

Védcim se povedlo zavést fadu mutaci do wtGFP (viz obr. 4) a upravit si ho podle svych potieb.

Mezi nov¢ ziskané znaky patii zesileni signalu, Zivotnosti a zruSeni dimerizace. Riznymi
mutacemi tfi aminokyselin chromoforu (WIGFP — Ser65-Tyr66-Gly67) doslo k posunuti
excita¢niho/emisniho spektra a podafilo se tak vytvofit 4 rizné barevné varianty wtGFP — tj.
modra (EBFP — ang. Enhaced Blue Eluorescent Protein), azurova (ECFP — ang. Enhanced Cyan
EP), Zluta (EYFP — ang. Enhanced Yellow EP) a zelena (EGFP — ang. Enhanced Green EP). [9]

BFP ' CFP

Thres § &

Obrazek 22 - derivaty wtGFP a jejich barvy [18]

V soucasné dobé jsou derivaty wtGFP Siroce pouzivané, po boku derivati mRFP-1 (z ang.
Monomeric Red FEluorescent Protein), k oznaovani sledovanych proteini pii fluorescenéni

mikroskopii.
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2. MATERIALY

Tabulka 2 - Souhrn pouZitych materiald

Vyrobce

Pristroje

Eppendorf

Centrifuga 5424/5417R/5810R; Thermomixer comfort 1,5 ml; Galaxy 170R CO;
inkubator

ThermoFisher

Nanodrop ND-1000 spektrofotometr

Scientific

InVitroGen Neon Transfection System
Bio-Rad T100™ Thermal Cycler

Serva BlueMarine™ 100

Olympus FLUOVIEW FV1000

Telstar Laminarni box Telstar BIO-I1-A
Okolab Mikroskopicky inkubator
Vyrobce Software

s | LOVIEW

PyMOL The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrodinger, LLC.
Adobe Adobe Photoshop CS3
Vyrobce Komer¢ni kity

Macherey-Nagel

NucleoBond® Xtra Midi / Maxi

Zymo Research

Zyppy Plasmid Miniprep Kit; Zymoclean Gel DNA Recovery
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Vyrobce

Chemikalie, enzymy, pufry, média a spotiebni material

ThermoFisher

dATP; dTTP; dCTP; dGTP; FBS; Xhol; EcoR1; BamHI-Lsp11091 Buffer (10X);

Scientific T4 DNA ligaza (5 U/pL); T4 DNA ligaéni pufr (10X)
Bio Labs Q5® High-Fidelity DNA polymeraza; Q5® reakeni pufr
Sigma-Aldrich EDTA-Naz2; agar6za; RPMI-1640; poly-lysin; ampicilin; primery
Lach-ner ethylalkohol; kyselina octové; isopropylalkohol
Eppendorf Sérologické pipety; kultiva¢ni lahve; ependorfky

UMG AV CR v.v.i. | LB; agarové plotny s ampicilinem

Ibidi Kultiva¢ni mikroskopické komirky

Top-Bio PCR Ultra H,O; PPP master mix

TPP Centrifugacni zkumavky

Gesr | ronay

Serva TRIS

Dodavatel Bunééné kmeny

UMG AV CR v.v.i. | E. Coli Top10

Vychozi plasmid (pXJ41 CD4 wt EGFP) a buné&¢na linie Jurkat CD4KO (bez endogenni exprese
CD4) byly ptipravené v laboratofi na UMG Skolitelem.
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3.METODY
3.1. PCR

Jednou z nejpouzivangjSich metod molekularni biologie je PCR (z ang. Polymerase Chain
Reaction). Je zalozena na amplifikaci (,,namnozeni) DNA a predstavuje metodu s Sirokym
vyuzitim — sekvence DNA, genotypovani, zanaseni bodovych mutaci, amplifikace vybraného
genu a také se pouziva pro detekci pfitomnosti DNA, napt. ve forenzni analyze.

PCR reakce mé nékolik kli¢ovych komponenti. Mezi né patii DNA polymeraza (napi.: Q5 ci
Taq), nukleotidy (ANTPs), DNA templat, primery, pufr a velmi ¢ista voda (bez nukleaz). Celkovy
objem jedné reakce je 25 ul a je pfipravovana ve specidlnich PCR zkumavkach na ledu. Samotna
reakce je zavisla na cyklickém stiidani teplot. K tomu je zapotiebi tzv. thermocycler, jenz funguje
na zéklad¢ Peltierova Clanku, ktery je schopny rychlého sttidani teplot.

ML -~
Originalni DNA o . 5 . / “ W ‘\\\
. |'|n|ml — TILRRNEL - .
£ . !/" ul'ln'n'l3 ¥ * - “““. i/
5" 1] (1]
HHHHHEE A (5] 2] 9‘
bbbl
~ 5 ] 0"
;f l\‘ LELLALLE 5 3 o lﬂu -
L é » ? : \‘ lmluu . |mu|u . \‘
3 5 3 5 -~
Primer \\ “ /’/
Nukleotid Bt .

€ Denaturace (94-98 °C)
®  Nasedani primeri (-65 °C)
L ] Replikace (72 °C)

Obrazek 23 - proces PCR reakce [19]

Primery jsou kratké oligonukleotidy (20-25 nt) komplementarni k sekvenci amplifikovaného
Useku DNA. Pii navrhovani primera je nutné dbat na tii véci. Specifita primeru je klicova, proto
je nutné, aby jeho sekvence odpovidala pouze jedné vybrané ¢asti DNA. Déle je nutné si
zkontrolovat (pomoci programu), jestli nedochazi k interakcim onoho primeru se sebou samym.
Poslednim dulezitym kritériem je jeho tzn. teplota tani, coz je teplota, pii které primer naseda na
DNA. Tato teplota zavisi na délce primeru a mnozstvi CG bazi. Opét existuji online programy,
které tuto teplotu umi vypoditat, napt.: http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html
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3.2. Agardézova elektroforéza

Abychom ziskali nd§ pozadovany fragment DNA z PCR reakce, je potfeba ho oddélit od
moznych nespecifickych produktl, nespottebovanych nukleotidt a dalsi latek. K tomu se vyuziva
agarozova elektroforéza. Pfi ni jsou na gel (tj. agar v TEA pufru s interkalacnim cinidlem)
naneseny vzorky spolec¢né s velikostnim markerem, jenz slouzi pro odhad velikosti fragmentt.
Gel je ponofeny v elektrolytu (ve stejném elektrlytu v jakém je rozpustény agar) a pomoci
stejnosmérného proudu dochazi k migraci DNA ke kladné elektrodé. Pti tuhnuti gelu dochazi
k vytvofeni sité spletitych agarovych vlaken (procentudlni zastoupeni agaru ovliviiuje hustotu
vlaken — vetsi fragmenty pri vysoké hustoté neprolezou, obvykle se pouziva 1% gel). Dusledkem
toho fragmenty DNA cestuji rychlosti zavislou na své velikost. [10]

Interkalaéni ¢inidla (napr.: EtBr) se zainkorporovavaji mezi baze DNA. Pod UV svétlem se EtBr
excituje a emituje svétlo ve viditelném spektru. Diky tomu jsou na gelu vidét shluky fragmentt
DNA o stejne velikosti.

DNA o pozadované velikost je z gelu vyfiznuta a vyizolovana pomoci komer¢niho Kitu.

Zdroj g
Smés DNA o ; ) €
rdznych | “ proudu E
. ‘ . @ Katoda Anoda = N £
velikostech \{‘ x | % % 3
- [ b= -
| A | L S o) =
\,‘,\“’ | / S o -
> \ jamky —» kb
(1) Gel
_ Zdroj ! 000 ]
proudu \ 1500 %
, L] © £
Velké i ‘ 1000 |.@
/ v A 5
fragmenty \’ YA A / @
_—r . ’,’\ 500
&
Kratké .
fragmenty v

Obrazek 24 - ukazka gelové elektroforézy [20] Obrézek 25 — ukézka vysledki gelové

elektroforézy [21]

29



3.3. Enzymaticka restrikce DNA

Restrikéni endonukledzy jsou nezbytnym pomocnikem v genovém inzenyrstvi pii klonovani
vybraného useku DNA. Ten je pomoci PCR izolovan z genomu a zanesen do plazmidu. K tomuto
a k dal$im metodam se vyuzivaji restrik¢ni endonukledzy. Ty maji schopnost $tépit specificka
mista DNA — tzv. restrikéni mista —, ktera jsou specificka pro kazdy enzym. Jedna se o useky
dsDNA 4-6 bp, ¢asto jsou palindromatické.

Vzorek DNA a plazmid obsahujici pfislusna restrikéni mista jsou inkubovan s jednou ¢i vice
endonukledzami v piislugném pufru (zdvisi na restrikénich enzymech) pii 37 °C. Cas potiebny
k nastépeni DNA zavisi na mnozstvi DNA a pouzitého enzymu — bliz$i informace uvadi vyrobce.
Stépeni je nasledovano agarézovou elektroforézou a izolaci odpovidajicich fragmentti DNA.

Nhe | BamH | Kpn |
5...GCTAGC...3 5 .. GIGATCC...3 5. GGTACC...3
3...CGATCG...5 3. CCTAGG...5 3. C|CATGG...5
Obrazek Zlgr;rffzt;i]kéni misto Obrazek 27 - restrikéni misto Obrazek 28 — restrikéni misto
BamH | [23] Kpn | [24]

3.4. Ligace DNA

Po $tépeni a izolaci DNA je nutné nastépeny insert s vektorem zaligovat. K tomuto kroku je opét
potieba enzym. DNA ligdza je spolecné s pufrem sobéma nastépenymi fragmenty DNA
inkubovana pii 16 °C pies noc. Nasledné provadime transformaci bakterii (viz 3.5.) a testovani
bakterialnich kolonii (viz 3.6.).

Vektor (plazmid) Insert (studovany gen)

...‘nn M'...
1 ovaigse

TIlC
A
AllG

G AlIT
— AV
C TIA

Obrazek 29 — schématicka ukazka ligace DNA [25]
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3.5. Transformace bakterii

Transformace bakterii je velmi rychly proces. Chemicky kompetentni bakterie (napr.: E. Coli
TOP10) jsou Setrn¢ rozmrazeny na ledu a nasledné je jim ptidana DNA — 1-10 ng DNA na
50-100 pl bakterii. Bakterie jsou poté inkubovany 20 minut na ledu. Nasleduje tepelny Sok
vV podobé 42 °C po dobu 46 vtetin. Ten zplsobi rozruseni bakteridlni membrany a plasmid se
tak mize dostat do buiiky. Po tomto kroku nésleduje 5 minut na ledu, pfidani 1 ml LB media
a 20-60 minut pii 37 °C na tfepacim termoblo¢ku. Poslednim krokem je naneseni bakterii na
agarovou plotnu a inkubace pii 37 °C pfes noc. [11]

Plasmid transformovany do bakterii zpravidla obsahuje gen pro rezistenci na nékteré
antibiotikum. Této rezistence se vyuziva pfi selekci — antibiotikum je obsazeno v agaroveé
plotné&, tudiz na ni pfeziji jen bakterie, které proSly Gspésné transformaci.

00 ] OO
Inkubace Tepelny Sok ‘,©....,’ Zotaveni
" s
2 = - ~ (8 =

Chemicky kompetentni
bunky

Obrazek 30 — proces transformace bakterii tepelnym Sokem [26]

3.6. Testovani bakterialni kolonii pomoci PCR

Fakt, Ze nam na plotnach GspéSné vyrostly kolonie bakterii neznamena, Ze doSlo ke spravnému
zaligovani insertu do vektoru. Mohlo totiz dojit k zaligovani samotného vektoru se sebou samym,
nebo mohl byt insert zainkorporovan v opaéném sméru (foto miize nastat pouze v pripade, pokud
byl pouzit jeden restrikcéni enzym pro dvé Stépnd mista). Poptipadé vice inzertd za sebou.

Testovani za¢ina vybérem kolonii — ty se ocCisluji, abychom pozdéji védéli, kterd kolonie patii ke
kterému vysledku. Nasledné je nutné namichat PCR reakci (viz. 5.1.) — Ize pouzivat jiz hotovy
premix (tj. predmichany komercni PCR roztok obsahujici vSechny potrebné reaktanty kromé
DNA a primeru), ke kterym staci ptidat DNA a primery. Teplatovda DNA je v tomto piipadé
pfedstavovana samotnou kolonii bakterii — t¢ se jemné& dotkneme pomoci Spicky od pipety a
Spicku vloZime do reakéni smési, jemné s ni zamichame a $picku vyhodime. Nésleduje standardni
PCR reakce a gelova elektroforéza, jez nds informuje o vysledku.
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Pozitivni kolonie jsou kultivovany ve 3 ml LB média po dobu 12 hodin a nasledn¢ je z nich
izolovdna DNA, napf. pomoci komercnich kitd — tzv. mini-prepy. Ziskanou DNA je nutné
nasledné¢ osekvenovat (viz. 5.7).

3.7. Sangerova metoda sekvenace DNA

Dalsi naprosto klicovou metodou je sekvenace, jez ndm umozinuje odhalit primarni strukturu
DNA. Sangerova metoda byla vyvinuta v roce 1977 britskym biochemikem Fredem Sangerem a
jeho kolegy v roce 1977 a v soucasné dob¢ je Siroce rozsifena. Standardné poskytuje moznost
osekvenovat Useky do 1 000 bp, ale my mame tGspéS$nost az 1300 bp.

Princip této metody je zalozen na PCR (viz 5.1) a vyzaduje tedy templatovou DNA (urcena
k sekvenaci), DNA polymerazu, primer a nukleotidy dvojiho typu. Jednim typem jsou klasické
dNTP (zastoupeny majoritné) a druhym jsou ddNTP, kterym chybi -OH skupina na 3' uhliku a
jsou oznaceny fluorescenénimi barvivy. Ona chybéjici hydroxylova skupina znemoZiuje
pfipojeni dalSiho nukleotidu. Vznikaji tak pii PCR fragmenty rizné velikosti. Nasleduje kapilarni
gelova elektroforéza, jejiz vysledky jsou snimany pomoci detektoru. Vysledkem je
chromatogram, ze kterého vyplyva sekvence DNA (viz obr. 30).

Primer
5 e

3:JIIIIIIIIIIIIIIIII5.

Templat ddNTPs

ddTTP -@
ddCTP -@
ddATP -@
dd@TP -@ Kapilarni

elektroforéza

ProdluZovani primeru
15 o e e e e e e e o
5 3 Detektor

Laser
5 T 3

5"IIIIIIIIIIITS'

5 T 3 J
55 93

5’Illlllllllllll,al

Chromatogram

o B e e e e e e e e

5 Ty 3

L o B B R R R ) GGTCATAGC <— Sekvence

Obrazek 31 - proces sekvenace DNA [27]
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3.8. Izolace plasmidu z bakterialni kultury — Midi-prep

Problém s DNA, kterd byla ziskana z mini-prepu, je ten, ze ji je malo a jeji Cistota neni
perfektni — ptitomnost nukleaz eventualné povede k degradaci DNA. Pomoci komerénich kith
muZeme izolovat relativné velké mnozstvi DNA z bakterialnich kultur.

Nejprve je potieba transformovat bakterie (viz 5.5) a kultivovat je pii 37 °C ,,v tiepacim
inkubatoru® po dobu 12 az 14 hodin. Neustdle michani kultury je dtlezité, nebot zabraiuje
sedimentaci bakterii a také je dulezité pro piisun Kysliku. Pokud dojde k pfemnozeni bakterii,
pozménuje se jejich biochemie, coz negativné ovlivni vytézek DNA. Optimalni pomér
Vmédium: Vbaika j€ 1:20.

Kulturu je nutné po 12-14 hodnich sto¢it (1), abychom se zbavili média, které obsahuje
fadu nechténych latek (metabolity). Nasleduje resuspendace vyniklé paletky v resuspenda¢nim
pufru (2), lyzovani bunék (3), neutralizace (4) a nanaseni suspenze na filtr (5), jenz slouzi
k zachyceni zbytkt bunécnych membran — DNA se zachyti dole v kolonce. Kolonku je nutné
promyt (6; 7). Poslednim krokem je eluce (8), vysrazeni DNA zroztoku (9) a zavéreéné
rozpusténi v super Cisté vodé (bez nukledz).

- . W, =

(¢ - §

(NN

= —
vy 4 A,
kolonka
5

= a

=
Filtr 64 "P ?
= &3

i

.

~
- O

1

Obrazek 32 - proces izolace plazmidu [28]
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3.9. Elektroporace

Metodou, jez umoznuje pienos studovaného plazmidu do burky, je elektroporace, kterd vyuziva
vysokého napéti. Vyhodou této metody je t, ze ji 1ze aplikovat na Siroké spektrum bunék.

Zacina se pocitanim bunck, jejich stoenim a ndslednou resuspendaci v elektroporaénim pufru.
Nasleduje piidani DNA (1 ug DNA/200 000 bunek). Posledni faze je samotné elektroporace, k niz
je potieba specidlni elektroporacni aparatura, jez ndm umoziiuje si nastavit délku a silu
elektrického vyboje (napr.: 3x puls 1325V/10ms). Takto pfipravené butiky jsou inkubovany pii
37 °C a 5% koncentraci CO2 v inkubatoru.

@ Elektricky A , '
- = Sok ,/4,’» zmzzey otaveni
"\ ']
L 4

Inkubace

YEoEEEEEETEE

Elektrokompetentni
buriky

Obrazek 33 — proces elektroporace bunék [29]

3.10. Konfokalni fluorescen¢ni mikroskopie

Pfed samotnou mikroskopii je nutné bunky upevnit
na podlozni sklicko, aby se zabranilo pohybu zivych Buka
bun¢k. Povrch skla je dobré oSetfit polylysinem. &)oo'A ) boo;
Roztok polylysinu se pfipravuje jeho rozpusténim v y lonov :

) NH-;’V interakce NH-;*V
destilované vod¢ (1:10). Aplikuje se na sklicko a ’ '

| |
(CHa)s O (CHapk

10 minut se nechava Polv-Lolvsi | N
] ) § oly-L-lysin NH-CH-C-NH-CH-C-NH-CH-C-NH-CH-
inkubovat. Nasledné I | o
se roztok odsaje a 8 (G ol

y J i NHz" |ontovda NH3'
sklicko se nechéa : interakce 5
uschnout. Nyni je jiz (l)'-»--H* (I)'v-»H+ (I)'---H*
mozné na né& builky Sklo —Si—0—Si—0—Si—

nakapat a nechat Obrézek 34 — funkce polylysinu [30]
Obrazek 35 — Ibidi sklitka [31] ~ prisednout.
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Samotny proces konfokalni fluorescencni mikroskopie zac¢inad vybérem laseru o spravné

vinové délce (zdvisi na excitacnim spektru
pouzitého chromoforu — viz 3.3.2.). Laserovy
paprsek nésledn¢ prochazi skrz Stérbinu, jez
umoziuje prichod jen velmi izkému paprsku, a
nasledn¢ skrz excitacni filtr. Ten je vybran na
zékladn¢ pouzivaného laseru a umoznuje
pruchod pouze fotonim s urcitou frekvenci.
Excitatni paprsky jsou nasledné¢ odklonény,
pomoci dichroického zrcatka, smérem ke vzorku
skrz objektiv, jenz zaostii laser do fokalni roviny.
V tento moment fotony dorazily na misto urceni
a excituji zde chromofory, které¢ nasledn¢ uvolni
energii v podob¢ fotonu s nizsi energii. Ty opé&t
prochdzi objektivem, jimz jsou usmérnény, a

Svétlo z roviny zaostreni

)y — Detektor

Stérbina —
X oy - Svétlo mimo rovinu zaostreni
Cistici svételny filtr =

Excitacni filtr Laser

Dichroické zrcatko =

Excitaéni

objektiv 2 paprsky

Stérbina
} Fokalni rovina

Obrazek 36 — princip konfokalniho mikroskopu [32]

Vzorek

dichromatickym zrcatkem. Aby se zajistilo, ze se do detektoru dostane pouze svétlo o urcité

vlnové délce, prochazi Cisticim svételnym filtrem. Poslednim ,,kontrolnim bodem* je $térbina, jez

dovoli projit pouze svétlu z roviny zaostfeni. Vysledné ,,svétlo* dopada na detektor, jenZ vytvafi

obraz na zaklad¢ fotont, které na néj dopadly.

Konfokalni mikroskopie je vyborna v tom, Ze nam umoziiuje pozorovat fluorescenéni
latky pouze v malém detekénim objemu (300 x 300 x 800 nm). To umoziuje fakt, Ze zaostfujeme
excitacni paprsek do fokalni roviny vzorku, nikoliv na zadni ohniskovou vzdélenost ¢ocky jako u

standardniho fluorescen¢niho mikroskopu.

Kryci sklicko

—/Vzorek \— \
~

-
Podlozni sklicko

Excitaéni paprsek Konfokalni

Standardni
fluorescenéni
mikroskopie

mikroskopie

Obrazek 37 - standardni vs. konfokalni mikroskop [32]
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4. CHARAKTERISTIKA PRIPRAVENYCH
KONSTRUKTU A VYSLEDKY KONFOKALNI
MIKROSKOPIE

4.1. Mutant CD4 P396A

V ptipad€ konstruktu P396A doslo k zaménéni prolinu za alanin. Divodem pro tuto zménu je
fakt, ze prolin zpusobuje specificky ohyb a-helixu. Prolin totiz nema vodik, ktery by se mohl
ucastnit vytvoreni vodikového mistku. Mutace je lokalizovana v transmembranové doméné.

Piedpokladali jsme, ze vyménou prolinu zplusobime narovnani a-helixové struktury
transmembranové domény a ovlivnime tak lokalizaci mutantni verze. Nicméné vyména prolinu
za alanin neméla ptredpokladany efekt, proto mame v planu v budoucnosti zaménit prolin za
leucin, protoze ma velky hydrofobni postranni fetézec.

CD4 wt VQPMALIVLGGVAGLLLFIGLGFFCVRCR
CD4 P396A VQAMALIVLGGVAGLLLFIGLGVLCVRCR

Chybéjici
vodikovy

mustek

O O
HiC \Hk
OH OH
NH NH,
Obrézek 39 — grafické zobrazeni zamény prolinu za alanin [34][35] Obrézek 38 — ukazka rozrudeni alfa helixu

pomoci prolinu [33]

Obrazek 40 — vlevo: P396 (Cervena); vpravo: P396A (zelend) [14]
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Obrazky ziskané pomoci konfokalni mikroskopie ukazuji, u CD4 P396A dochazi ke zvySené
recyklaci — vacky jsou pravdépodobné recyklacni, ale mohlo by se jednat i o lysozomy. Tato
hypotéza bude vyvracena ¢i potvrzena az kolokaliza¢ni mikroskopii mutovaného proteinu
s markerem lysozomt. Mutovany protein nezlstava v zadné ze sekreénich organel (4.
endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat). Predpokladame tedy, Ze protein je na exprimovan
cytoplazmatickou membranu, ale mutace ovliviiuje jeho stabilitu na PM.

P396A

Obrazek 41 — snimky z konfokalni mikroskopie mutantu CD4 P396A [36]
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4.2. Mutant CD4 Dim7 (F417V; F418L)

Aminokyseliny s benzenovym jadrem (tj. fenylalanin, tryptofan a tyrosin) jsou vyjime¢né v tom,
7e mohou stabilizovat struktury pomoci patrovych interakci, které vznikaji

mezi benzenovymi jadry. Mohou tak stabilizovat struktury v ramci jednoho &

mezi vice proteiny.

Konstrukt s pracovnim nazvem dim7 v sob¢ skryva dvé mutace, pii nichz doslo

k zamén¢ fenylalaninli za aminokyseliny bez aromatického kruhu. Mutace jsou

lokalizovany v transmembranové doméné. Domnivame se, Ze pravé vyse ] )
Lo, L. . i B Obrazek 42 - patrové

zminéné patrove interakce by mohly stabilizovat dimerni formu CDA4. interakce benzenu [37]

CD4 wt VQPMALIVLGGVAGLLLFIGLGFFCVRCR
CD4 dim7 VQPMALIVLGGVAGLLLFIGLGVLCVRCR

OH
0 HoN

OH
NH, o)

NH

2

Obrazek 43 - grafické zobrazeni mutaci, které probéhly [38] [39] [40]

Obrazek 44 — nasledky mutaci pro 3D strukturu — vlevo: F417 (fialova); F418 (rGZova);
vpravo: V417 (oranzova); L418 (azurova) [14]
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Konfokalni mikroskopie odhalila, Ze ackoliv se dim7 dostava na cytoplazmatickou membranu, je
zvySena recyklace z plazmatické membrany (viz 1.1.4.). Cist& teoreticky je mozné, ze dim7 neni
stabilni, a proto je zPM stahovan. Stejné¢ jako u pfedchozi mutace nevidime intracelularni
struktury jako Golgiho aparat a endoplazmatické retikulum, tudiz neni nijak negativné ovlivnéna
kontrola kvality proteinu (viz 1.1.5.). Nicméné neni vylouceno, ze vacky lokalizované pod PM
nejsou lysozomy. Toto bude také ovétreno kolokalizaéni mikroskopii.

Dim7

Dim7

Obrazek 45 - snimky z konfokalni mikroskopie mutantu CD4 Dim7 [36]
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4.3. Mutant CD4 3F (F411V; F417V; F418L)

Tento konstrukt se velmi podoba dim7. Lisi se od n&j jednou mutaci v podobé zamény tietiho, a

posledniho, fenylalaninu za aminokyselinu bez benzenového jadra. Logicky

predpokladame, ze pokud opravdu dochazi k dimerizaci CD4 wt diky témto

patrovym interakcim, tak 3F ndm poskytne jasnou informaci zda-li tomu tak je !

& nikoliv.
Obrazek 46 — patrové
interakce benzenu [37]

CD4 wt VQPMALIVLGGVAGLLLFIGLGFFCVRCR
CD4 3F VQPMALIVLGGVAGLLLVIGLGVLCVRCR

2 0
OH
NH, 0

NH

2

Obrazek 47 - grafické zobrazeni mutaci, které probéhly [38] [39] [40]

Obrazek 48 — nasledky mutaci pro 3D strukturu — vlevo: F411 (tmavé riiZzova); F417 (fialova); F418 (razova);
vpravo: F411 (svétle oranzova); F417 (oranZova); F418 (azurova) [14]

40



Data z mikroskopu ukazuji, ze dochazi k silné recyklaci CD4 3F z cytoplazmatické membrany.
Nedochazi k zasek&véani proteinu na endoplazmatickém retikulu, ani v Golgiho aparétu, ale ma
ziejm¢ problémy se stabilitou. Zda se, ze pocet vacku je vyssi oproti dim7, ale tyto data nelze
zatim kvantitativné vyjadtit. Proto se pokusime vytvofit analytickou metodu na sledovani po¢tu
vezikul.

Obrazek 49 - snimky z konfokalni mikroskopie mutantu CD4 3F [36]
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4.4. Mutant CD4 3G (G403L; G4041; G407V)

Davodem pro zaménu tii glycind za aminokyseliny s velkymi nepolarnimi postrannimi fetézci je
fakt, Ze tyto tfi glyciny vytvati ve 3D struktufe transmembranové domeény
jakysi zlabek. Pravé tento zlabek by mohl potencialné interagovat se stejnou
strukturou na jiné molekule CD4 — zapadly by tak do sebe a vytvafily
dimer.

Publikovany ¢lanek jiz sice vyvratil pfedpoklad, ze motiv GGxxG stoji za
dimerizaci CD4 wt, nicméné jejich zkoumany mutant m¢l zménénou jen
jednu aminokyselinu (GGxxG na GVxxL), tudiz je mozné, Ze to nebylo
dostatecné, a navic nezasahli do motivu GXxXG, jenz je u urcitych proteini
dulezity pro dimerizaci (Parrish, 2015).

Obrazek 50 — ukazka

Zlabku v

CD4wt  VQPMALIVLGGVAGLLLFIGLGFFCVRCR transmembranové
CD43G  VQPMALIVLLIVAVLLLFIGLGFFCVRCR doméné [14]

O
OH
NH

0
o <  HN_
0]

@]

HoN

OH
NH,
Obrazek 51 — grafické zobrazeni mutaci, které probéhly [42] [41] [40] [39]

Obrazek 52 — nasledky mutaci pro 3D strukturu — vlevo: G403 (tmavé modra); G404 (bledé modra);
G407 (fialova); vpravo: L403 (svétle zelend); 1404 (fialova); V407 (tmavé zelend) [14]
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Konstrukt 3G vykazuje pfitomnost mutovaného proteinu jak na cytoplazmatické membrané, tak
v Golgiho aparatu. Zhruba u 50 % pozorovanych bunék dochazelo k zastaveni mutanti CD4 3G
v GA. Musi tedy dochéazet k problému se sortingem (viz 1.1.5.), bude nutné specifikovat,
k jakému problému dochéazi.

3G

Obrazek 53 — snimky z konfokalni mikroskopie mutantu CD4 3G [36]

43



4.5. Combi (P396A; G403L; G404l; G407V)

Konstrukt combi je spojenim konstruktu P396A (viz 4.1.) a 3G (viz 4.4.). Vytvoiili jsme ho,
jelikoz by nam mohl pomoci objasnit, zda onen ohyb zptusobeny prolinem (P396A; viz 4.1.) mohl
napomahat ,,zapadnuti z1abka*“ do sebe (3G; viz 4.4.). Také si myslime, ze ovlivnime dynamiku
celého systému, jelikoz prolin je velmi dynamicky. (Peralvarez-Marin, et al; 2008)

CD4 wt VQPMALIVLGGVAGLLLFIGLGFFCVRCR
CD4 kombinatorni VQAMALIVLLIVAVLLLVIGLGVLCVRCR

OH

;.

o™ U,

o o)
OH
NH,
O @]
H3C
OH OH
NH NH,

Obrazek 54 - grafické zobrazeni mutaci, které probéhly [42] [41] [40] [39] [35] [34]
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Konstrukt Combi na rozdil od 3G vykazuje silnéjsi problém s lokalizaci na cytoplazmatické
membrang — tedy se sortingem (viz 1.1.5.). Mikroskopické snimky ukazuji zastaveni CD4 Combi
v Golgiho aparatu, snizenou expresi na cytoplazmatické membrané a domnivame se, Ze je i
transportovan do lysozomil — to ovSem potvrdi az kolokaliza¢ni mikroskopie.

Combi

Obrazek 55 — snimky z konfokalni mikroskopie mutantu CD4 combi [36]
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4.6. Mutant CD4 D4 (K318E; Q344E)

Diulezitost K318 a Q344 (v doméné D4) pro funkénost CD4 vyplyva na povrch pfi porovnani
sekvenci DNA pro CD4 napfi¢ druhy. Napriklad ¢lovek, Simpanz, kocka, kralik a mys — tito
vSichni zivoCichové maji zachovana tyto residua v extracelularni doméné CD4 proteinu.
(Moldovan, et al; 2002)

Tyto mutace byly pievzany z literatury (Moldovan, et al; 2002). Pro nase Gcely slouZi spise jako
pozitivni kontrola, protoze by mély zrusit dimerizaci.

CD4 wt KLMLSLKLENKEAKVSKREKAVWYVLNPEAGMWQCLLSDSGQVLL
CD4 D4 KLMLSLELENKEAKVSKREKAVWYLNPEAGMWECLLSDSGQVLL
O

HZN\/\/\Hk
OH
NH, \ o o
H OJ\/YLOH

HoN J\/\‘/U\OH

NH;

Obrazek 56 — grafické zobrazeni mutaci, které probéhly [43] [44] [45]
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Obrazek 58 — 3D struktura
extracelularni domény CD4 D4 [14] [15] Obrazek 57 — 3D struktura extracelularni domény CD4 [14] [15]
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Diky tomu, Ze tato mutace byla jiz studovana, mizeme porovnat vysledky publikované studie
(Moldovan, et al; 2002) s nasimi. Publikovana data byla ziskana pomoci biochemické eseje —
veskeré postupy a ziskané informace jsou validni, nicmén¢ absence kombinaci riznych metod se
zde ukézala byt na skodu. Zminovana studie informovala o faktu, Ze provedené mutace (K318E;
Q344E) zhorsuji aktivaci CD4 K318E; Q344E. Tento fakt vysvétluji nase vysledky ziskané
konfokalni mikroskopii — exprese na cytoplazmatickou membranu je vyrazné sniZena, nebot’
dochéazi k stagnaci proteinu v endoplazmatickém retikulu a v Golgiho aparatu. Aktivace T bunék
mohla byt potencidlné zhorSend v disledku malého mnozstvi proteinu na membrang, nikoliv
zhorSenou funkcnosti proteinu.

D4

Obrazek 59 — snimky z konfokalni mikroskopie mutantu CD4 D4 [36]
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4.7. Mutant CD4 D2 (C155S; C184S)

Vymeéna dvou cysteinii za serin byla také inspirovana literaturou, nebot’ vysledky ohledné tohoto
konstruktu byly jiz publikované (Matthias et al, 2002). Na ,,reakci* nize mizeme vidét, jak se od
sebe 1isi cystein od serinu. Jeding, v ¢em vidime rozdil, je zakonceni uhlikatého skeletu. Seriny
nemohou vytvaret disulfidické mistky. Nepfidali jsme vét$i ani mensi residuum, které by mohlo
zpusobovat nechténé zmény.

0 0
HS oOH ——— HO/\HLOH
NH,

NH>

Obrazek 60 — grafické zobrazeni mutaci, které probéhly [46] [47]

Obrazek 62 — 3D struktura
extracelularni domény CD4 D4
[14] [15]

Obrazek 61 — 3D struktura
extracelularni domény CD4
D4 [14] [15]
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Data ohledn¢ této mutace byly také jiz publikovany. Na zdklad¢ biochemickych dat dosli k
zavéru, ze zruseni disulfidického mustku vede k zruseni dimerizace (zaloZeno na zdklade dat
z SDS PAGE), a tim padem ke snizené aktivaci T bun¢k (Matthias et al; 2002). Data vsak nebyla
podlozena mikroskopickymi snimky. Ty mlize nabidnout nase prace a s nimi také mozny divod,
pro¢ nedochazelo k aktivaci. NaSe data jasné ukazuji, ze mutovany protein zistava zcela
v endoplazmatickém retikulu. Zda se byt vysoce pravdépodobné, ze onen disuflidicky mistek
(155184) hraje kli€ovou roli pro zaujeti nativni struktury CD4 nebo pro zaujeti jakéhosi
mezistupné pii tvorbé findlni struktury.

Obrazek 63 — snimky z konfokalni mikroskopie mutantu CD4 D2 [36]
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5.ZAVER

V teoretické Casti prace se vénuji obecné Zivotu proteint v buiice — od proteosyntézy az k jejich
recyklaci. Porozuméni témto pochodiim je naprosto klicové, protoze interpretace dat ziskanych
konfokalni mikroskopii na nich stoji. Receptor CD4, jenz je klicovy pro fungovani naSeho
imunitniho systému, je téZ popsan v teoretické Casti prace, protoZe cely tento projekt je zaméfen
na pochopeni fungovani tohoto receptoru. Uvedeny jsou jeho funkce, stavba a vyvoj nazord na
jeho fungovani. Porozuméni stavbé tohoto proteinu je velmi dualezité, nebot’ se jedna o receptor,
jenz je nezbytny pro vstup HIV do bun¢k a regulaci imunitni odpovédi. Pokud tedy chceme
vyvinout nové zpusoby terapie pro lidi infikované virem HIV ¢i s poruchami imunity, je nutné
pln¢ porozumét tomuto receptoru V jeho nativnim prosttedi. V neposledni fadé¢ se vénuji
fluorescencnim proteiniim, a predevsim EGFP, jelikoZ se jednéd o nenahraditelné pomocniky pfi
zkoumani proteinti — umoziuji ndm pozorovat jejich presnou lokalizaci v zivych bunce.

Cela jedna c¢ast prace je vénovana pouzitym metoddm — metody jsou popsany a vysvétleny za
doprovodu ilustra¢nich obrazkd.

Prace zatim pfinesla zajimavé a nové informace, které mnohdy doplnily jiz publikované
vysledky. Nasi praci jsme objasnili divod, pro¢ je v pfipadé konstrukti D2 a D4 pozorovéna
sniZena aktivace T bun¢k — publikovano Matthias et al; 2002 a Moldovan, et al; 2002.
Mikroskopické snimky vSech mutantli nas posunuly dale ve vyzkumu a daly nam piedstavu o
tom, s ¢im pracujeme, jak nase ,,pracovni pole* vypada, a hlavné jsou ziskané snimky podkladem
pro nas dalsi vyzkum.

Ackoliv se jedna o obecny zavér, je nutné fici, ze kombinace mikroskopickych, biochemickych a
funkéné imunologickych metod je naprosto kli¢ova, nebot’ zadna neni dokonald a nepfinese
veskeré informace. Dovoluji si fict, Ze pfi praci s mutovanymi proteiny je témef nezbytné vyuzit
zobrazovaci metody, nebot’ zaména ,,pouhé” jedné aminokyseliny mize vést k razantni zmeéné
lokalizace proteinu v burce.

Veskeré cile projektu nebyly zatim splnény, nicméné prace na projektu stile probihaji.
V nejblizsi dobé nas ¢eka priprava dalSich konstrukti a méteni vazby zmutovanych verzi CD4 s
gpl120 (HIV) pomoci pratokové cytometrii (FACS). Déle planujeme provést kolokalizaéni
mikroskopii, jeZ potvrdi, nebo vyvrati naSe predpoklady ohledné recyklace u P396A, dim7, 3F,
3G a combi mutantt. Mikroskopie s vysokym rozlisenim (PALM) bude provedena na
konstruktech, které vykazuji pfitomnost mutované verze CD4 na cytoplazmatické membrané (tj.
P396A, dim7, 3F, 3G, combi a D4). V neposledni fadé¢ bude provedena biochemicka analyza
mutovanych proteinit CD4 (SDS PAGE a Western blot), abychom ur¢ili, zda mutanti v buiice
dimerizuji ¢i nikoliv a na zakladé veskerych dat se budeme rozhodovat o tom, jestli provést
komplexni méfeni FRET pro charakterizaci dimerd nebo shlukt receptoru CD4 na povrchu T
bunék.
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9. PRILOHY

9.1. Mapa pouzivaného plazmidu

pXJ41_CD4_wt_EGFP

6633 bp

Bampy
Agel
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9.2. Pouzivané protokoly

9.2.1. PCR pro zavadéni mutace

CASOVA NAROCNOST

1 hodina a 30 minut

PRISTROJE A POMUCKY

1. Termocyklér 4. PCR zkumavky

2. Polystyrenova krabice 5. Stojanek na PCR zkumavky

3. Pipety a Spicky 6. Mikrocentrifuga

CHEMIKALIE

1. Led 5. vhodné primery (2x 1 pl/reakce; 25 mM)
2. PCR H20 (16,25 pl/reakce) 6. Q5® High-Fidelity DNA polymeréaza

3. nukleotidy (0,5 ul/reakce; 10 mM) (0,25 pl/reakce)

4. templatova DNA (1 pl/reakce; 100 ng/ul) 7. Q5® 5X reak¢éni pufr (5 pl/reakce)
POSTUP

1. Do polystyrenové krabice dame led — reakéni smés je nutné michat pii nizkych teplotach, aby

nedochazelo k degradaci jednotlivych komponentd.

Na led umistime stojanek s PCR zkumavkami, do nichz odpipetuje veskeré chemikalie (krom
ledu) — zac¢ina se vodou (je ji nejvice — je jednodusi pipetovat malé objemy, jako napt. 1 pl,
do vétsiho objemu tekutiny, nezli do prazdné zkumavky) a kon¢i se polymerazou (je
nejdrazsi, takze pokud se néco pokazi pii pipetovani ostatni latek, neplytva se polymerazou).
Zkumavky uzavieme, cvrnkanim ,,promichame®, sto¢ime na mikrocentrifuze a umistime do
termocykléru, zapneme.

NASTAVENI TERMOCYKLERU

o PRE

98 °C, 1:00 5. GOTO step 2, 25x
98 °C, 0:10 6. 72°C,5:00

Ta (zaleZi na primeru), 0:30 7. 15°C, ©

72 °C, 1:00
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POZNAMKA

Pro zavedeni mutace je nutné provést PCR reakci 2x. Po prvni PCR jsou jeji produkty rozdéleny
pomoci gelové elektroforézy, pozadovanad DNA je extrahovana a nasleduje druha PCR reakce,
ale s jinymi primery (viz. seznam pouzivanych primerti — 1. PCR — 1. zkumavka: specificky Fwd
primer + obecny Rev primer a 2. zkumavka: specificky Rev + obecny Fwd; 2. PCR — obecné Rev
i Fwd primery)
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9.2.2. Gelova elektroforéza

CASOVA NAROCNOST

15 minut chladnuti gelu + 30 minut samotna elektroforéza

PRISTROJE A POMUCKY

1. Zdroj elektrického proudu 7. Skalpel

2. Nadoba na elektroforézu 8. UV box

3. Forma na gel s hiebinky 9. Mikrovinna trouba

4. Eppendorfova zkumavka 10. Véhy a vazenka

5. Pipety a Spicky 11. Reagencni ldhev

6. Fotoaparat 12. Vodni lazen

CHEMIKALIE

1. Vzorek (PCR produkty, DNA po stépeni) 5. 1X TAE pufr (200 ml)

2. Barvivo na DNA (cca. 0,5 p/vzorek) 6. Agaroza (2 g)

3. Ethidium bromid (10 pl; 1mg/ml) 7. Ethanol (70%)

4. 1 Kb DNA ladder/zebticek (10 pl)

POSTUP

1. Pro gelovou elektroforézu je nezbytné mit pfipraveny gel — ten pfipravime ze 2 g agar6zy ve
200 ml 1X TAE — smés spole¢né vatime v mikrovlnné troub¢, dokud se veskera agardza
nerozpusti, poté pridame EtBr a skladuje ve vodni lazni.

2. Ptipraveny gel nalijeme do formy s hiebinky a nechame ho ztuhnout — sta¢i zhruba 15 minut.
Poté hiebinky vyndame a gel ve formé vloZzime do nadoby na elektroforézu (musi byt
naplnéna 1X TAE a gel musi byt pln€ ponoten)

3. Do jamek v gelu (vytvorené hiebinkem) napipetujeme DNA Zebiicek a vzorky smichané
s barvivem (pokud jesté neobsahuji barvivo). Nadobu na elektroforézu piipojime ke zdroji
elektrického proudu a nastavime napéti na 120 V — nechame 25 minut.

4. Gel nasledné umistime do UV boxu, vyfotime, a pokud chceme s DNA déle pracovat, pomoci

ethanolem ocisténého skalpelu vyfizneme pozadované fragmenty DNA a umistime je do
Eppendorfové zkumavky. Zbytek gelu vyhodime do odpadu urc¢eného pro EtBr.
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9.2.3. lzolace DNA z gelu (kit: Zymoclean™ Gel DNA Recovery)

CASOVA NAROCNOST

20 minut

PRISTROJE A POMUCKY

1. Eppendorfova zkumavka 4. Pipety a Spicky
2. Stojanek na Eppendorf zkumavky Termoblocek
3. Kolonka (soucast kitu) 6. Centrifuga

o

CHEMIKALIE

1. ADB pufr (300 pl/vzorek; soucast kitu) 3. PCR H20 (12 pl/vzorek)
2. DNA Wash pufr (400 pl/vzorek; soucast
kitu)

POSTUP

1. Kvytriznutému kousku gelu z elektroforézy pridame ADB pufr a nechame zahtivat
v termobloc¢ku na 45 °C, dokud se gel nerozpustni (tj. cca. 5-10 minut).

2. Roztok prepipetujeme do kolonky a stoc¢ime na 10 000 g po dobu 1 minuty. Kolonku
promyjeme 200 pl s DNA Wash Buffer — sto¢ime na 10 000 g po dobu 1 minuty. Omyvame
celkem 2x.

3. Kolonku umistime do Eppendorf zkumavky, ptfiddme 12 pl vody (nepouzivame dodavany
DNA Elution Buffer! — nezname slozeni a voda funguje dobfe), nechame 4 minuty a nasledné
sto¢ime na 12 000 g po dobu 2 minut.
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9.2.4. Double digest restrikéni Stépeni dna (pro pXJ41CD4 wt EGFP)

CASOVA NAROCNOST

20 minut samotné provedeni + inkubace (od 1 hodiny az pies noc)

PRISTROJE A POMUCKY

1. Polystyrenova krabice 3. Eppendorfova zkumavka

2. Pipety a Spicky 4. Inkubator/termoblocek
CHEMIKALIE

1. Led 4. Restrikéni enzymy (Kpnl, Xhol)

2. PCRH20 5. Insert (PCR produkt izolovany z gelu)
3. Vektor (pXJ41CD4 wt EGFP) 6. BamHI-Lsp1109I pufr (10X)

POSTUP — STEPENI INSERTU

1. Naledu do Eppendorfové zkumavky napipetuje insert (10 pl/reakce), PCR H20 (7 pl/reakce),
enzymy (kazdy 0,5 pl/reakce) a pufr (2 pl/reakce).

2. Smés zvortexujeme, sto¢ime a inkubujeme na teplotu optimalni pro pouzivané enzymy (pro
Kpnl s Xhol to je 37 °C). Je mozné inkubovat reakci po dobu pouze 1 hodiny, nicméné
nemusi dojit k nastépeni veSkeré DNA. Umoziuje-li to ¢as, inkubujeme reakci pies noc.

3. Po dokonceni inkubace provedeme gelovou elektroforézu.

POSTUP — STEPENI VEKTORU

1. V podstaté totoZny postup jako u St€peni insertu — jen jiné poméry. Na ledu do Eppendorfové
zkumavky napipetuje vektor (0,5 pl/reakce; ¢ = 4 ul/ul), PCR H20 (16,5 pl/reakce), enzymy
(kazdy 0,5 ul/reakce) a pufr (2 pl/reakce).
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9.2.5. Ligace DNA

CASOVA NAROCNOST

20 minut samotné provedeni + inkubace (od 1 hodiny az pies noc)

PRiSTROJE A POMUCKY

1. Polystyrenova krabice 3. Eppendorfova zkumavka

2. Pipety a Spicky 4. Termoblocek

CHEMIKALIE

1. Led 4. T4 DNA liga¢ni pufr (10X; 4 ul/reakce)
2. PCR H20 (9 pl/reakce) 5. T4 DNA ligaza (5 U/uL; 1 pl/reakce)

3. Produkty Stépeni po gelové elektroforéze
a procCisténi z gelu — tj. insert + vektor

POSTUP — STEPENI INSERTU

1. Naledu do Eppendorfové zkumavky napipetuje insert (5 pl/reakce), vektor (1 pl/reakce) PCR
H>0, pufr a ligazu.
2. Smés zvortexujeme, sto¢ime a inkubujeme pii 16 °C pies noc.
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9.2.6. Transformace bakterii tepelnym Sokem

CASOVA NAROCNOST

1 hodina 40 minut

PRiSTROJE A POMUCKY

1. Termoblocek 3. Eppendorfova zkumavka
2. Polystyrenova krabice 4. Pipety a Spicky s filtrem
CHEMIKALIE

1. Led 3. Kompetentni bakterie

2. LB medium (1 ml/vzorek) 4. DNA (ve formé plasmidu)
POSTUP

1. Bakterie rozmrazime na ledu (3-5 minut) a ptepipetujeme je (50 pl/rekce) Spic¢kou s filtrem
(aby nedoslo ke kontaminaci pipety bakteriemi) do Eppendorfové zkumavky.

2. K bakteriim ptfidame DNA (1-10 ng/reakce), zvortexujeme, sto¢ime a nechame 20 minut na
ledu.

3. Nasleduje tepelny Sok — zahtivani bakterii na teplotu 42 °C po dobu 46 sekund. Poté jsou
vzorky umistény na 5 minut na led. Nakonec se pfida 1 ml LB média (bez antibiotik) a
bakterie jsou inkubovéany po dobu 60 minut (nedovoluje-li ¢as, 30 minut sta¢i) pii 37 °C na
termoblocku — 1 400 rpm.

MOZNE NASLEDNE VYUZITI

Naneseni na gelové plotny — Bakterie jsou staéeny 1 minutu pii 20 000 g. Nasledné je piebytecné
médium odsato, nechava se 50 pl — v téch je paletka resuspendovana. Takto ziskany ,,koncentrat*
je za pomoci pipety pfenesen na agarovou plotnu (musi byt ohidta na pokojovou teplotu ¢i 37 °C
a obsahovat antibiotikum, vii¢i kterému jsou bakterie rezistentni). Pomoci sterilizované (omyto

Vv ethanolu, vloZeno do ohné¢ kahanu a nechano vychladnout!) sklenéné ,,hokejky* jsou bakterie
rozprostfeny po celém povrchu plotny. Bakterie se inkubuji pies noc pii 37 °C.

Kultivace bakteridlni kultury — cely obsah Eppendorfové zkumavky je piepipetovan do
Erlenmeyerovy baiiky obsahujici LB médium (50 — 100 ml) a antibiotikum (mnozstvi zalezi na
typu antibiotiku), vii¢i némuz jsou bakterie odolné. Bakterie se inkubuji 12 — 14 hodin pfi 37 °C a

160 — 220 rpm (podle moZnosti inkubétoru).
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9.2.7. Testovani kolonii bakterii pomoci PCR

CASOVA NAROCNOST

1 hodina a 30 minut

PRISTROJE A POMUCKY

1. Termocyklér 4. PCR zkumavky

2. Polystyrenova krabice 5. Stojanek na PCR zkumavky

3. Pipety a Spicky 6. Mikrocentrifuga

CHEMIKALIE

1. PCR H20 (3 ul/reakce) 3. vhodné primery (2x 1 pl/reakce; 25 mM)

2. Vzorek bakterialni kolonie 4. PPP Master Mix (5 pl/reakce)

POSTUP

1. Do polystyrenové krabice se dat led — reak¢ni smés je nutné michat pfi nizkych teplotach, aby
nedochazelo k degradaci jednotlivych komponentd.

2. Na led umistime stojanek s PCR zkumavkami, do nichz odpipetuje PPP Master Mix, vodu a
primery — optimalni je si ptipravit roztok pro vSechny reakce v jedné vétsi zkumavce a
nasledné jej rozpipetovat.

3. Do zkumavek (s roztokem) dame S$picky, s nimiz jsme se dotkly vybranych bakterilnich
kolonii — timto zpiisobem dostavame do reakce DNA, jez testujeme.

4. Zkumavky uzavieme, cvrnkanim ,,promichame*, sto¢ime na mikrocentrifuze a umistime do
termocykléru, zapneme.

NASTAVENI TERMOCYKLERU

1. 98°C, 1:00 5. GOTO step 2, 25x

2. 98°C,0:10 6. 72°C,5:00

3. Ta(zalezi na kombinaci primert), 0:30 7. 15°C, w0

4. 72°C, 1:.00
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9.2.8. Izolace plazmidia z bakterialni kultury (kit: NucleoBond® Xtra
Midi/Maxi)

CASOVA NAROCNOST

2—4 hodiny (zélezi na poctu vzorki)

PRISTROJE A POMUCKY

1. Kolonka (1/vzorek; soucast kitu) 5. Eppendorfova zkumavka (1/vzorek)

2. Falkony 50 a 15 ml (1/vzorek) 6. Nanodrop nd-1000 spektrofotometr

3. Stojanek na falkony 7. Centrifuga s thlovym rotorem

4. Lepenka 8. Pipetboy a pipety

CHEMIKALIE

1. Pufr RES (8 ml/vzorek; soucast kitu) 6. Pufr ELU (8 ml/vzorek; soucast kitu)

2. Pufr LYS (8 ml/vzorek; soucast kitu) 7. lIsopropylalkohol (3,5 ml/vzorek)

3. Pufr EQU (17 ml/vzorek; soucast kitu) 8. Supercista voda (200 pl/vzorek)

4. Pufr NEU (8 ml/vzorek; soucast kitu) 9. 70 % ethanol (2 ml/vzorek)

5. Pufr WASH (8 ml/vzorek; soucést kitu)

POSTUP

1. Bakteridlni kulturu pfelijeme do 50ml falkony a sto¢ime v chlazené centrifuze pii 4 °C na 5
minut pii 8 756 rpm (Uhlovy rotor). Supernatant se odlije do odpadniho kontejneru se Savem
a falkonu opét sto¢ime — stejné nastaveni, ale jen po dobu 1 minuty.

2. Paletku resuspendujeme v RES pufru. Pfidame LY pufr, zavieme falkonu a otacime s ni,
aby doslo k dokonalému promichani. LYS pufr, jenz lyzuje bakterie, nesmi ptisobit déle nez 5
minut, nebot’ poté snizuje vytézek. Neutralizujeme ho teda NEU pufrem — pii neutralizaci
dojde ke zméné zbarveni z modra do bila.

3. Nasledné¢ naneseme suspenzi na kolonku, jeZ byla navlhéena 12 ml EQU pufru, nechdme
prefiltrovat. Poté kolonku promyjeme 5 ml EQU pufru a vyndame filtr.

4. K druhému promyti kolonky je pouzit WASH pufr. Po promyti je DNA pfipravena k eluci,
takze kolonku pfilepime k 15 ml falkoné a promyjeme ji ELU pufrem — DNA se tak uvolni
z filtru v kolonce.

5. DNA vysrazime z roztoku piidanim isopropylalkoholu. Nasleduje stoc¢eni v chlazené

centrifuze s uhlovym rotorem pii 4 °C na 10 000 g.
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Supernatant odlijeme, Kk paletce pfidame ethanol a ,,pfepipetujeme” ji do Eppendorfové
zkumavka. Sto¢ime pii 4 °C na 20 000 g po dobu 5 minut. Supernatant opatrné¢ odsajeme a
Eppendorfovou zkumavka nechdme vyschnout.

. Nakonec ptidame supercistou vodu a nechdme DNA rozpustit ptes noc.

. Druhy den zvrtexujeme roztok a zmétime koncentraci DNA pomoci nanodrop nd-1000
spektrofotometru.
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9.2.9. Elektroporace bunék

CASOVA NAROCNOST

30 minut

PRiSTROJE A POMUCKY

1. Falkona 15ml 5. Eppendorfova zkumavka (1/vzorek)
2. Pipety a $picky 6. Neon Transfection System

3. Opticky mikroskop 7. Kultivacni desticky

4. Skli¢ko na pocitani bun¢k 8. Centrifuga

CHEMIKALIE

1. PBS 4. Elektropora¢ni pufr (100 pl/vzorek)
2. RPMI-1640 (10% FBS; 10 ml/vzorek) 5. DNA (ve formée plasmidu)

3. Jurkat CD4KO

POSTUP

1. Nejprve spocitame koncentraci bun¢k v kultute za pomoci sklicka na pocitani bunék a
optického mikroskopu.

2. Na jednu elektroporaci je potieba 200 000 bun¢k — potifebné mnozstvi kultury odpipetujeme
do falkony a sto¢ime bunky pii 170 g po dobu 5ti minut.

3. Supernatant odsajeme, ptiddme 10 ml PBS (o 37 °C), jemné resuspendujeme buiiky (timto se
omyvaji) a nasledné je opét sto¢ime — 170 g, 5 minut.

4. Opét supernatant odsajeme a tentokrat buiiky resuspendujeme v elektropora¢nim pufru.

5. Bunky prepipetujeme do Eppendorfové zkumavky a pfiddme DNA — 1 pg. Do zaviené
zkumavky parkrat cvrkneme, abychom DNA s buiikami fadné promichali.

6. Nasledn¢ buiiky nasajeme pomoci Neon pipety a $picky, umistime do Neon Transfection
Systemu a ,,prozeneme* buiikami 3x puls 0 1325V/10m:s.

7. Buiiky poté napipetujeme do kultiva¢ni desticky, pfidame 0,5 ml RPMI-1640 a nechame
Vv inkubatoru minimalné 16 hodin.
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9.2.10. Priprava ibidi sklicek na mikroskopii

CASOVA NAROCNOST

25 minut

PRISTROJE A POMUCKY

1. Pipety a Spicky 3. Falkona 50ml
2. Ibidi sklicka

CHEMIKALIE

1. Voda do tkanové kultury 2. Poly-L-lysin

POSTUP

1. Vytvotime 0,1 % roztok poly-L-lysinu a nakapeme ho na skli¢ko. Nechame 10 minut
,,pisobit* a nasledné roztok odsajeme

2. Sklicko nechame samovolné uschnout.

3. Na takto ptipravena sklicka napipetujeme buiiky a miizeme mikroskopovat.
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9.3. Seznam pouzivanych primeri

P396A
Fwd 5‘— GGTCCACCCCGGTGCAGGCAATGG

Rev 5°— AGCACAATCAGGGCCATTGCCTGCAC

Fwd 5°—CAATGGCCCTGATTGTGCTGCTGATCGTCGCCGTCCTCC

Rev 5°— GCCCAATGAAAAGCAGGAGGACGGCGACGATCAGCAGC

Fwd 5‘—TTTTCATTGGGCTAGGCATCGTCCTCTGTGTC

Rev 5°—-GGTGCCGGCACCTGACACAGAGGACGATGCCT

Fwd 5°-—GTCGCCGGCCTCCTGCTTGTCATTGG

Rev 5°- AGATGCCTAGCCCAATGACAAGCAGG

D4

D4/1 Fwd 5 - ATGCTGAGCTTGGAACTGGAGAAC

D4/1 Rev 5-GTTCTCCAGTTCCAAGCTCAGCAT

D4/2 Fwd 5‘ - GCGGGGATGTGGGAGTGTCTGCT

D4/2 Rev 5‘— CAGCAGACACTCCCACATCCCCGC
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D2
D2/1Fwd 5~ CCCTCAGTGCAATCTAGGAGTCCAAG

D2/1 Rev 5‘— CCTTGGACTCCTAGATTGCACTGAGGG

D2/2 Fwd 5‘— GGCACCTGGACATCCACTGTCTTGCAG

D2/2 Rev 5‘ - CTGCAAGACAGTGGATGTCCAGGTGCC

OBECNE PRIMERY

Fwd CD4 pXJ41 5 - GGTACCAAGAAAGTGGTGCTGGGCAAAAAA

Rev CD4 pXJ41 5‘ - GGATCCAATGGGGCTACATGTCTTCTGAAACC
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