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Anotace

Rackl a Morgl jsou tzv. ,,scaffold* proteiny bez enzymatické aktivity, které vazi riizné proteiny
a napomahaji jim spolu interagovat. Rackl se vaze na 40S podjednotku ribozomu, a to pomoci
dvou bazickych aminokyselinovych zbytkli (R38-K40 u Saccharomyces cerevisiae, R36-K38
u sav¢iho Rackl). Stejné aminokyselinové zbytky se pravdépodobné podili i na translokaci
Rackl do stresovych granuli. Nicméné esencialita aminokyselin R38-K40 pro vazbu na
ribozom a jejich role pii presunu Rackl do stresovych granuli neni dosud zcela prokazana. Pro
lepsi pochopeni jejich role jsme vytvotili analogické vazebné misto u strukturné i funkéné
podobného proteinu Morgl, ¢imz vznikla jeho mutantni forma Morgl S45R. Pro stanoveni jeho
intracelularni lokalizace za oxidativniho stresu a jeho afinity k ribozomu, byl Morgl S45R
imunofluorescencné oznacen v modelovém systému MDCK bunék. Jeho kolokalizaci se
stresovymi granulemi jsme nepozorovali, coZ naznacuje, Zze Morgl S45R se bud’ nevaze na
ribozom ¢i1 vaze ve velmi malé mife, anebo Ze vazba na ribozom neni nutnd pro piesun do
stresovych granuli. Soubézné byla pozorovéana lokalizace wild-type (WT) formy proteinu
Morgl. V této praci poprvé prezentujeme pievazné jaderné rozlozeni Morgl WT v MDCK
buiikach. Pro pochopeni role tohoto malo probadaného proteinu, byla také provedena jeho
delece pomoci CRISPR/Cas9, ktera jesté nestihla poskytnout ucelené vysledky.

Klicova slova
Rack1; ribozom; stresové granule; Morgl; scaffoldni proteiny
Annotation

Rack1 and Morgl are scaffold proteins and their main function is to simplify the interactions
between other proteins. Rack1 binds to the ribosome through the pair of amino acids R38-K40
(in Saccharomyces cerevisiae; the analogous sequence for mammalian Rack1 is R36-K38), and
presumably uses this attachement for its translocation into the stress granules. However, the
contribution of R38-K40 to the affinity for the ribosome is questionable and their essentiality
for the transduction of Rack]1 into stress granules has not been proven yet. To better understand
the role of R38-K40 in the binding the Rack] to the ribosome, we created a mutated protein
Morgl S45R, which contains the analogous binding site. Its ability to bind ribosomes was as-
sessed by monitoring the intracellular localisation of Morgl S45R in the model of MDCK cells
during oxidative stress. We have not observed the shift of Morgl S45R into stress granules
during oxidative stress. This implies that Morgl either does not bind to the ribosome, or its
affinity is too low to be detected, or that the attachement of the Morgl S45R to the ribosome is
not necessary for its transfer to the stress granules. Simultaneously, the localisation of WT
Morgl was monitored. For the very first time, a predominantly nuclear localisation of the
Morgl WT in MDCK cells is shown. Morgl is not sufficiently explored yet, so to understand
its main function in a cell, we have attempted to knock out Morgl using CRISPR/Cas9, but
constructive results are still yet to come.
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Rack1; ribosome; stress granules; Morgl; scaffold proteins
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1 Uvop

Pro intercelularni komunikaci a pro koordinaci vnittnich procest vyuZzivaji rostlinné i zivo¢isné
bunky specializované kaskaddy chemickych reakci, které se souhrnné nazyvaji bunécnou
signalizaci. Tzv. scaffold proteiny jsou skupina proteind, jez hraji zasadni roli v bunécné
signalizaci. Ackoli nemaji katalytickou funkci, slouzi jako platforma pro navazani riznych
enzymu, coz umoziuje jejich vzajemné priblizeni a usnadnéni jejich interakce (Hata et al.,
2009). Tyto proteiny mohou vazat enzymy ze stejné signalni drahy a zvySovat tim specificitu
této drahy, nebo naopak propojovat rizné signalni kaskady a umoznovat jejich dialog (Good,
Zalatan a Lim, 2011). Pro tyto proteiny se v anglické literatuie vzilo oznaceni ,,scaffold protein*
reflektujici jejich funkci proteinového leSeni. V tomto textu budu tyto proteiny oznacovat jako
scaffoldni.

Proteiny z rodiny WD-40 maji typicky scaffoldni funkci a vytvareji strukturu nazyvanou f3-
propeler, jez byla tak pojmenovana, protoze piipomind svym tvarem vrtuli (Chaudhuri, S6ding
a Lupas, 2008). Tato konformace poskytuje velikou vazebnou plochu, vhodnou pro interakci
s n¢kolika proteiny naraz. WD-40 proteiny maji soucasné velmi rigidni strukturu a zaroven jsou
velmi flexibilnimi vazebnymi platformami (Stirnimann et al., 2010; Li a Roberts, 2001).
Vazebnou flexibilitu jim zarucuji dlouhé variabilni Gseky v jejich aminokyselinové sekvenci,
jez mohou v ramci evoluce mutovat a specializovat se pro interakci s novymi vazebnymi
partnery (Xu a Min, 2011; Chaudhuri, S6ding a Lupas, 2008). Proteiny Rackl a Morgl jsou
oba ¢leny WD-40 rodiny proteinti a sdileji proto spolu jak strukturni, tak i funkéni podobnost.
Rack1 je jiz dlouho znamym proteinem (Fong et al., 1986) a ticastni se velké fady déju v bunce
jako proliferace, transkripce, proteosyntéza a nékterych nervovych funkci (Adams et al., 2011).
Tato prace se predevSim zaméiuje na vazbu Rackl na 40S podjednotku ribozomu a
mechanismus translokace Rackl do stresovych granuli.

Bunécny stres mize byt zpiisoben riznymi podnéty, které vyvolavaji vétSinou jednu ze dvou
zékladnich bunéénych odpovédi — apoptézu anebo snahu o preziti ¢i adaptaci. Apoptoza je
aktivovana stresem aktivovanymi MAPK kaskddami (stress-activated MAPK, SAPK)
(Takekawa et al., 2011). Naptiklad, po ozafeni bunky ionizujicim zafenim probiha navazani
kindzy MTK1 na Rackl, coz nésledn¢ aktivuje SAPK kaskadu a indukuje apoptdzu (Arimoto
et al.,2008).

Naproti tomu, je-li buiika kratkodob¢ vystavena naptiklad oxidativnimu stresu nebo hypoxii,
projevuje typicky snahu o pfeziti. Jednim ze spusténych procesii je v tento okamzik tvorba
stresovych granuli (SG) (Takekawa et al., 2011). SG jsou nemebranové organely slozené
z proteinii a RNA (Riggs et al., 2020). Malé¢ podjednotky ribozomt i Rack1 jsou soucasti SG.
Rekrutovani Rackl do stresovych granuli inhibuje apoptozu spojenou s MTK 1. Piedpoklada
se, ze Rackl je pasivné prenesen do SG diky své vazbé na 40S podjednotku ribozomu (Arimoto
et al., 2008). Tato hypotéza ovSem postrada dikazy a evidence.

Rackl interaguje s ribozomem prostfednictvim nékolika vazebnych mist (Sengupta et al.,
2004). Velka role se ptfisuzuje paru aminokyselin R38-K40 (toto Cislovani odpovida sekvenci
Rackl u Saccharomyces cerevisiae a je pouzivano nejcastéji. V savéi sekvenci Rackl se
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nachazeji tyto aminokyseliny na pozici R36-K38, coz je v mnoha studiich ptehlizeno. Pro
ptehlednost bude v této praci vyuzivano oznaceni R38-K40, podobné jako ve vétsin¢ odborné
literatury). V domnéni, Ze mutace R38D-K40E znemoziuje navazani Rackl na ribozom,
vyuziva se tato mutovand forma Rackl R38D-K40E ke studiu volného Rackl. Tyto dvé
aminokyseliny ocividn¢ hraji velkou roli ve funkci Rackl, jelikoz jejich mutace vede
ke znatelnym rozdilim ve fenotypu bunék (Kim et al., 2017; Schmitt et al., 2017). Dokonce
bylo pozorovano, ze vznik stresovych granuli nebrani Rackl R38D-K40E v aktivaci MTK1, ze
mutovany Rack1l R38D-K40E je schopny aktivovat MTK 1 nehledé na formaci SG, které bézné
brani WT Rack]1 (z angl. wild-type, tzn. ptirozené vyskytujici se) se asociovat s MTK1. Z toho
bylo vyvozeno, Ze mutace R38D-K40E znemoziuje vazbu Rackl na ribozom a potazmo i jeho
lokalizaci do SG (Arimoto et al., 2008). AvSak nov¢jsi vyzkumy prokazaly schopnost Rack1
R38D-K40L se vazat na ribozom, ¢imz popiely nabidnutou interpretaci (Thompson et al., 2016;
Schmitt ef al., 2017; Cardenas et al., 2015; Opitz et al., 2017).

Esencialita aminokyselin R38-K40 ve vazbé na ribozom a jeji role v lokalizaci Rackl do
stresovych granuli je tedy kontroverzni. Pokusy o mutaci nékolika vazebnych mist naraz vedly
k nestabilnim fenotypim a pravdépodobné vytvarely protein s naruSenou strukturou
(Thompson et al., 2016). Navrhli jsme proto pro studium vazby Rackl na ribozom odliSny
piistup. Misto odstrafiovani vazebnych mist ze sekvence Rackl jsme se rozhodli je integrovat
do podobného proteinu a sledovat jeho afinitu k ribozomiim.

Toho jsme docilili mutagenezi proteinu Morgl. Morgl je, podobné jako Rackl, scaffoldni
protein a patii spolu do WD-40 rodiny proteini (Vomastek et al., 2007). Oproti Rackl1 je Morgl
prozatim malo probadany. Ziejmé plisobi jako mediator v nékolika kaskddach (Vomastek et
al., 2007; Hopfer et al., 2006; Haase ef al., 2009; Bondeva ef al., 2018; Hayase et al., 2013) a
lokalizuje signaliza¢ni déje do spravnych bunécénych kompartementti (Vomastek et al., 2007,
Hayase et al., 2013; Boggiatto et al., 2014). Z toho divodu byla u Morgl pozorovana rtizna
intracelularni lokalizace, kterd se dokonce miize v zavislosti na bunécném typu a okolnich
podminkdch lisit (Bondeva et al., 2013). Paralelné ke studiu vazby Rack1 na ribozom je zaroven
nasim druhym cilem stanovit lokalizaci WT Morgl v MDCK bunécnych liniich.



2 TEORETICKY UVOD

2.1 Scaffoldni proteiny a jejich role v bunécné signalizaci

Na bunécné signalizaci se podili nespocet riznych proteinii a jejich specifické interakce
umoziuji bunice reagovat na vnéjsi podnéty a koordinovat své vnitini procesy. Odhaduje se, Ze
az 10 % vSech savcich proteinti se ti¢astni bunééné signalizace (Good, Zalatan a Lim, 2011).
Majic na védomi toto obrovské Cislo je oCividné, ze musi existovat neméné¢ komplexni
podplirny systém, ktery by byl schopny organizovat tuto sit’ enzymatickych interakci a
regulovat transdukci signélu az po spusténi bunécné odpovédi. Dilezitou roli v tomto procesu
hraji scaffoldni proteiny.

Scaffoldni proteiny jsou skupinou proteint, které¢ usnadiiuji interakce jinych proteinti. Slouzi
jako vazebné platformy a umoznuji pfiblizit si navzajem dva ¢i vice proteint (naptiklad enzym
a substrat) a napomoct jim v jejich funkci (Hata et al., 2009).

Scaffoldni proteiny mohou vazat enzymy a substraty v ramci jedné signdlni kaskady, ¢imz
zvysuji specificitu této drahy (Hata ef al., 2009; Dhanasekaran et al., 2007) nebo mlzou vazat
proteiny z raznych signélnich drah, ¢imz umoziuji riznym signalnim kaskadam se ovliviiovat
a vyvolavat mnohem komplexnég;si bunécnou odpoveéd’ (Loeffler ef al., 2017).

Scaffoldni proteiny jsou také schopné lokalizovat proteinové komplexy do zadouciho
bunécného kompartementu (Good, Zalatan a Lim, 2011). Napiiklad scaffoldni protein Rack1
propojuje aktivovanou proteinkinazu C (protein-kinase C, PKC) s integrinovymi receptory,
které vazou bunku k extraceluldrnimu matrixu (Besson, Wilson a Yong, 2002; Vomastek et al.,
2007), a mozna i pfenasi ribozomy do novych fokalnich adhezi (Nielsen, Flygaard a Jenner,
2017), ¢imz napoméha bunécné migraci (Nilsson et al., 2004). Scaffoldni proteiny nemusi
pusobit pouze v intercelularnim i)rostoru, mohou se tc¢astnit i mimobunécnych procesii (Good,
Zalatan a Lim, 2011). Scaffoldni proteiny z rodiny MAGUK (membrane-associated guanylate
kinases) propojuji adhezni molekuly, receptory a signalni molekuly v mezibunécnych spojich,
konkrétnim piikladem z MAGUK rodiny miize byt protein PSD-95, ktery spojuje neuronové
receptory s cytoskeletem a je diilezity pro synaptickou plasticitu v savéim mozku (Funke,
Dakoji a Bredt, 2005). Roste pocet dlukazii, ze scaffoldni proteiny nejen usnadnuji interakce
mezi proteiny, ale hraji 1 nezanedbatelnou roli v jejich regulaci. Mnohdy jsou to pravé
scaffoldni proteiny, na co mifi regulacni mechanismy, a ne na enzymy samotné (Good, Zalatan
a Lim, 2011; Malleshaiah et al., 2010). Naptiklad scaffoldni protein KSR1 (kinase suppressor
of Rasl, KSR1) propojuje u savcil jednotlivé kinazy v trojstupiiové MAPK kaskad¢ (v tomto
ptipadé kinaza Raf fosforyluje kinazu MEK, kteréd néasledné fosforyluje kinazu ERK), pficemz
aktivace treti findlni kindzy ERK vede ke zpétné fosforylaci KSR1 a MAPKKK (Raf), coz
zpusobuje jejich disociaci, uvolnéni KSR1 z plazmatické membrany a inaktivaci drahy
(obrazek €. 1). KSRI1 tudiz nese autoregulacni funkci (McKay, Ritt a Morrison, 2009; Good,
Zalatan a Lim, 2011).



Obrazek ¢ 1:  Schématické  zndzornéni
autoregulacniho mechanismu fosforylace
scaffoldniho proteinu KSRI1. (a) Neaktivovany stav,
(b) kinaza Raf (MAPKKK) fosforyluje MEK
(MAPKK), kterd nasledné fosforyluje ERK (MAPK),
(¢) zpétna fosforylace KSRI a Raf, (d) disociace
scaffoldniho proteinu KSRI a Raf za disledku
fosforylace. Obrazek propijcen z publikace od
McKay, Ritt a Morrison (2009) a upraven pro
prehlednost.

Kwvli absenci katalytické funkce, scaffoldni proteiny dlouho zlstavaly nepovSimnuty ve stind
svych vazebnych partnerd, jelikoz pti vyzkumu se bézné nejprve usiluje o pochopeni samotné
reakce a jejiho biologického vyznamu, a teprve poté se zkoumad, jak je mozné, Ze reakce
probihaji tak specificky, ze reagenty se situuji na spravném misté a ze aktivita signalizace je
tak precizné regulovana (Good, Zalatan a Lim, 2011). Zajem o scaffoldni proteiny byl vyvolan
az v 90. letech, kdy byly publikovany prvni ¢lanky o multivalentnich proteinech a jejich roli
v MAPK kaskadach (Chol et al., 1994; Therrien et al., 1996).

Dnes se tyto proteiny aktivné studuji, a dokonce se jim (a dal§im procesim jako alternativni
mRNA splicing nebo post-translacni modifikace) ptisvojuje velky vyznam v evoluci vysSich
organismd, jelikoz umoznily budovat mnohem komplexnéjsi mechanismy na zaklad¢ relativné
malého mnozstvi proteinli (Li a Roberts, 2001). Projekt sekvenovani lidského genomu totiz
ukazal, ze neexistuje piima spojitost mezi velikosti genomu a vyslednou komplexitou
organismu. Pro srovnani, lidsky genom obsahuje ptiblizn¢ 20 000 az 25 000 protein-kddujicich
gentl (International Human Genome Sequencing Consortium, 2004) a je pouze dvakrat delsi
nezli genom octomilky obecné (Drosophila melanogaster, 13 601 protein kddujicich gent)
(Adams et al., 2000). A ptesto je lidsky organismus mnohem komplexnéj$i. Neni proto
nahodou, Ze se u genomu ¢lovéka pozoruje silnd expanze genli podilejicich se na signalizaci a
na jeji regulaci. Jedna z vyrazné rozsitenych skupin proteini v lidském genomu je WD-40
rodina proteind, jejiz ¢leny jsou typicky scaffoldni proteiny (Li a Roberts, 2001).

2.2 'WD-40 rodina proteini

WD-40 rodina proteinil se vyznacuje opakujicim se motivem, jez byl poprvé zpozorovan u -
podjednotky bovinniho transducinu (heterotrimerni G-protein) a u jeho kvasinkového
(Saccharomyces cerevisiae) homologu CDC4. Autofi jiz tehdy poukézali na typické periodické
opakovani dipeptidu tryptofan-aspartat (WD), cysteinu a aspartatu (Fong et al., 1986).
Souhrnnéjsi definice motivu byla nabidnuta o osm let pozdéji Evou Neerovou et al. (Neer et
al., 1994). Opakujici se motiv obsahuje n¢kolik konzervovanych segmentii a dva variabilni
useky. Motiv zacind prvnim variabilnim nekonzervovanym tusekem, jehoz délka se mtize
vyrazng lisit. Dle definice stanovené v praci Evy Neerové et al. smi dosahovat délky az 94
aminokyselin (Neer et al., 1994). Nicméné v pozdéjSich review se akceptuje i 150 aminokyselin
dlouhy prvni variabilni tsek (Smith ez al., 1999). Nejcastéji je vSak 11-24 aminokyselin dlouhy.
Po prvnim variabilnim useku nésleduje konzervovany dipeptid glycin-histidin (GH), na n¢&jz
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navazuje druhy variabilni Usek, ktery je jiz mnohem konzervovanéjsi. Je tvofen 23-41
(nejcastéji 27) aminokyselinami a je zakoncen konzervovanym dipeptidem tryptofan- aspartat
(WD). Usek od GH po WD (GH-X-WD) se nazyva konzervované jadro WD motivu (Neer et
al., 1994). Oba variabilni useky typicky obsahuji mnoho nabitych aminokyselin a prolinu (Van
Der Voorn a Ploegh, 1992). Cely motiv primémeé byva 36-46 aminokyselin dlouhy a vyskytuje
se ve WD-40 proteinu 4krat az 8krat (Neer et al., 1994). Motiv neni zcela konzervovany a u
nekterych ¢lentt rodiny se mohou vyskytovat odchylky i1 v konzervovanych mistech
(Stirnimann et al., 2010). Pro ilustraci byl zvolen v potadi druhy WD-40 motiv proteinu Rackl,
jelikoz odpovida popisu vyse (obrazek €. 2).

WD-40 proteiny typicky utvareji strukturu zvanou B-propeler, pro jeji podobnost vrtuli. -
propelery mohou byt slozeny ze 4-8 lopatek (anglicky se vyuziva pojem blade), nicméné
nejcastéji maji pravé 7 lopatek. Kazda lopatka je tvofena Ctyfmi antiparalelnimi p-vldkny
(anglicky strand), ktera jsou pojmenovana pismeny od A az po D, smérem z N-konce po C-
konec (Chaudhuri, Soding a Lupas, 2008). A-vldkno se nachazi nejblize k centralnimu
pruchodu a d-vlakno naopak z vnéjsku propojuje jednotlivé lopatky. Opakujici se WD-40 motiv
zacina ptiblizné na d-vlakné jedné lopatky a pokracuje na a-, b- a c-vlakné druhé lopatky. D-
vlakno je tedy tvofeno prvnim variabilnim usekem a spojuje lopatky dohromady. Spojeni
prvniho d-vldkna na N-konci proteinu a posledniho c-vlakna na C-konci uzaviré a stabilizuje
B-propeler. Toto spojeni se nazyva ,,Velcro motiv* a je prostfedkovano vodikovymi mistky
(Xu a Min, 2011; Chaudhuri, S6ding a Lupas, 2008; Wall et al., 1995; Stirnimann ef al., 2010).
Konzervované jadro motivu spolu s dipeptidy GH a WD se nachazi na a-, b- a c-vlaknech (Wall
et al., 1995).

51 60 70 80 91
NYGIPQRALR GHSHFVSDVV [ISSDGQFALS GSWDGTLRLW D

o A B I

lopatka (blade)
~ 74

-40 motiv

Obrazek ¢. 2: Hustrace WD-40 motivu u lidského proteinu Rackl. V predstaveném useku proteinové sekvence
Jjsou vyznacené aminokyseliny tvorici beta-vilakna druhého WD-40 motivu od N-konce. Jednotliva vidkna (a, b, c,
d) jsou barevné odlisena jak v aminokyselinové sekvenci, tak v modelované trojrozmérné struktuie Rackl, na které
je také zobrazen Velcro motiv, spojujici N-konec a C-konec proteinu, a dadle jedna ze sedmi lopatek (anglicky se
vyuziva vyraz blade), tvoricich f-propeler. Obrazek na spodni levé strané zobrazuje prostorovy detail WD-40
motivu a byl propiijcen z publikace od Strinimanna et al. (2010). Aminokyselinova sekvence lidského Rackl a jeho
trojrozmérny model byl vytvoren pomoci internetové stranky www.uniprot.org
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Struktura B-propeleru poskytuje WD-40 proteinim uzite¢né vlastnosti pro jejich scaffoldni
funkce. Obecné, struktura proteint se ¢asto vyrazné méni v disledku vazby jiného proteinu ¢i
peptidu. AvSak v piipad¢ B-propeleru, opakovani motivli a symetrické uspotadani lopatek
stabilizuje jeho strukturu a brani jeho celkové deformaci (Stirnimann et al., 2010; Li a Roberts,
2001), coz pravdépodobné napomahd WD-40 proteinim soucasn¢ interagovat s nékolika
vazebnymi partnery.

Dale B-propelery disponuji velikym vnéjSim povrchem (obrazek ¢. 3). Pro své vazebné
interakce mohou tedy WD-40 proteiny vyzivat horni, spodni i okruzni plochu ,,vrtule* (Smith
et al., 1999; Xu a Min, 2011). Vétsina proteinovych interakci probiha v okoli ,,vstupu do
centralniho pricchodu (Stirnimann et al., 2010), jehoZz vnitiek je jiz ptili§ uzky pro proteinové
interakce, ale je mozna schopny vazat ionty (Chaudhuri, S6ding a Lupas, 2008).

Obrazek ¢. 3: Znazornéni vazebné plochy WD-40 proteinu. (a) Zjednodusené rozdeéleni povrchu WD-40 proteinii
na horni, spodni a okruzni plochu b-propeleru. Obrazek propujcen z publikace od Smith et al. (1999). (b) Profilovy
a frontdlni pohled na trojrozmérny model WD-40 proteinu s riiznymi znamymi peptidovymi interakcemi. Nejcastéji
se vyskytuji na horni plose p-propeleru v blizkosti centrdlniho priichodu. Obrazek byl prevzat z publikace od
Strinimanna et al. (2010)

Je pozoruhodné, Ze sekvence jednotlivych motivil jsou si vzdy podobnéjsi v ramci lopatek
jednoho proteinu, nezli vici prostoroveé odpovidajicim motiviim u jiného WD-40 proteinu. Jiz
pii objeveni prvniho WD-40 proteinu byl vyjadien predpoklad, ze mohl vzniknout replikaci
WD motivu a nasledné se diferenciovat v pritbé¢hu evoluce (Fong ef al., 1986). Posléze byly
pozorovany WD-40 proteiny s riznou mirou podobnosti v sekvenci svych WD motivli, od
témet identickych motivii v rdmei jednoho proteinu (napt. WDRS) az po vyrazné odliSené
(Rackl), coz podporuje tuto teorii. Diferenciace variabilnich tsekli umoziuje WD-40
proteinim se specializovat a nabyvat novych vazebnych partnert. Nizkd podobnost mezi
jednotlivymi motivy v jenom proteinu, spolu s vysokou konzervaci sekvence mezi homology,
je povazovana za znak evolucniho stafi proteinu (Xu a Min, 2011; Chaudhuri, S6ding a Lupas,
2008). Tomuto popisu odpovida i protein Rackl, ktery je vysoce konzervovany napti¢ svymi
homology v jinych organismech (Wang, Chen a Zhang, 2003) a sekvence jeho variabilnich
usekd v jednotlivych WD-motivech se mezi sebou velice 1i8i (Neer et al., 1994). O evolu¢nim
stafi Rackl nevypovida pouze jeho aminokyslinova sekvence. Rackl byl dokonce pozorovan
v zelenych tfasdch Clamydomonas (Schloss, 1990), které evolu¢né vznikly pfiblizné v obdobi
rozdéleni eukaryot na rostlinné a zivo€iSné organismy, tudiz zhruba pted 0.6 miliardy lety
(Morris, 1993). To napovida, Ze Rack1 vznikl mozna jesté pfed rozdélenim eukaryot na rostliny
a zivoCichy (Neer et al., 1994).
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Zaroven jsou znamé i WD-40 proteiny (napi. WDRY), které projevuji velikou vnitini podobnost
a vznikly tedy pravdépodobné pozdéji (Xu a Min, 2011). Celkové rodina WD-40 proteinil je
velmi stard a je konzervovana ve vSech eukaryotnich organismech. U prokaryot se WD-40
proteiny vyskytuji pouze vyjimecné (Li a Roberts, 2001; Stirnimann et al., 2010).

Tato prace je zaméfena na konkrétné dva predstavitele WD-40 rodiny proteinti, na Rackl a
Morgl. Jejich zakladni charakteristika bude podrobnéji pfedstavena v nasledujicich kapitolach.

2.3 Rackl

Rackl1 (receptor pro aktivovanou protein kindzu 1, receptor of activated protein C kinase 1) je
¢len WD-40 rodiny proteind. Lidsky ortolog Rackl1 je slozen z 317 aminokyselin a je pfiblizné
36 kDa hmotny. Lidsky gen pro protein Rack]1 se nazyva GNB2L1 (guanine nucleotide binding
protein beta polypeptide 2-like 1), nachazi se na 5. chromozomu (5q35.3) a skladé se z 8 exonli
a 7 intrond pfiblizné o 7 kbp (Del Veccio et al., 2009).

Rackl je velmi evoluéné¢ konzervovany. Jeho sekvence je konzervovéna v Siroké skale
organismt od jednoduchych eukaryotickych jednobunécnych organismi, ptes rostliny, hmyz i
savce. Sekvence lidského Rackl a jeho paralogu u Drosophila melanogaster vykazuje 77 %
identi¢nost, u Arabis thaliana — 66 %, u Saccharamyces cerevisiae — 53 % (Wang, Chen
a Zhang, 2003) a u Tetrahymena thermophila — 43 %, ptiCemz nejvétsi rozdily v sekvenci se
pozorovaly ve variabilnim Useku mezi d-vlaknem a a-vladknem na sedmém v poradi WD-40
motivu (Adams ef al., 2011). Rackl pravdépodobné vznikl jesté pred rozdélenim eukaryot na
rostliny a zivocCichy (Neer et al., 1994).

U savct je deplece Rackl embryonalné letalni jiz pti stadiu gastrulace (Volta et al., 2012).
Knock-out Rack1 u Drosophila melanogaster zptisobuje larvalni letalitu (Kadrmas et al., 2007)
a u rostliny Arabidopsis thaliana trojity rackl (a/b/c) knock-out taktéz zpusobil letalitu semen
(Guo a Chen, 2008). Rackl je tedy bezpochyby esencialni pro embryonalni vyvoj veliké Casti
eukaryot (Nielsen, Flygaard a Jenner, 2017). AvSak u Saccharomyces cerevisiae neni knock-
out Asclp, ortologu pro lidsky Rackl1, letalni (Gebrasi et al., 2004).

Rackl byl poprvé izolovan z knihovny kufeci jaterni cDNA a z lidské B-lymphoblastoidni
bunécné linie. Izolované sekvence se ukazaly byt homologni k jiz zndmym clenim WD-40
rodiny, konkrétnéji k B podjednotkadm guanin nukleotid-vazicich proteint (guanine nucleotide-
binding protein beta subunits, GP $1/2) (Guillemot, Billault a Auffray, 1989). Svlij nazev
Rack1 nabyl o n€¢kolik let pozdéji diky studii, ve které byl identifikovan jako vazebny partner
aktivované protein kindzy C (protein kinase C, PKC) (Ron et al, 1994). V prub¢hu let se
objevilo mnoho dalSich vazebnych partnerit Rackl. Dnes se o ném vi, Ze je jako scaffoldni
protein zapojen do velkého mnoZstvi signalizaci a zakladnich buné¢nych déju jako proliferace,
transkripce, proteosyntéza a nékteré nervové funkce (Adams et al., 2011). Podrobné popsani
vSech znamych funkci a interakei, jez Rack1 podstupuje, pfesahuje rozsah této prace, kterd bude
proto zaméiend na roli Rackl ve stresovych granulich.
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2.3.1 Rackl ve stresovych granulich

Bunka mlize byt vystavend riznym typtim stresu a bunécna reakce na stres se mtize v riznych
ptipadech lisit. Pfi silném stresu zplisobenym naptiklad genotoxickymi latkami nebo gama-
zafenim podstupuji buniky apoptoézu. Tento d&j je podporovan stresem aktivovanymi MAPK
signalnimi drdhami (stress-activated MAPK, SAPK). Je-1i vSak plsobici stres kratkodoby a je
vyvolan napiiklad hypoxii, virovymi infekcemi nebo oxidativnim stresem, buinky bézné
projevuji snahu o adaptaci na stresové podminky nebo jejich ptfeckani. V tomto stavu je pro
bunky typicka formovani stresovych granuli (SG) (Takekawa ef al., 2011).

SG jsou cytoplazmatické nemembranové organely. Jsou slozeny z RNA a proteinti. Tvorba
stresovych granuli za¢ind pozastavenim translace, coz je nejcastéji zptisobeno fosforylaci
ribozomalnich podjednotek a rozpad polyzomi, neboli utvarG sloZzenych z nékolika
navazujicich ribozomi, které se soucasné podileji na translaci jedné molekuly mRNA. K
uvolnéné mRNA se dale ptipojuji RNA-vazici proteiny (RNA-binding protein, RBP). Soucasti
Az poté tyto jednotlivé slozky SG podléhaji procesu nazyvanému v anglicting liquid-liquid
phase sepatration (LLPS). Jedna se o fdzovou separaci kapalin, zptisobenou vysokou lokalni
koncentraci RNA a proteinti, které spolu interaguji za vytvotfeni kondenzovanych ttvarii z RNA
a bilkovin. Tento proces se ¢asto pripodobiiuje separaci vody a oleje. Ulozeni specifickych
proteintt do SG umoziuje rychle a vyrazné meénit proteom buiiky a dynamicky reagovat na
stresové podminky. Timto zptisobem fidi SG metabolismus RNA b&hem stresu, ovliviiuji také
signalizaci a fyziologii bun€k pfi stresu (Riggs et al., 2020).

Protein Rackl1 je také soucasti SG. Volny Rack]1 je nezbytny pro aktivaci proteinkinazy MTK1
(MAP three kinase 1) v SAPK signalizacich, coz nasledn¢ vede k stresem vyvolané apoptoze.
Translokace Rackl do SG brani aktivaci kinazy MTKI1, a inhibuje apoptézu regulovanou
MTKI (obrazek ¢. 4) (Arimoto et al., 2008).

Do zminénych SAPK signalizaci patii p38 draha a JNK draha, které se fadi do MAPK kaskad.
Pro MAPK kaskady je typicky ttistupfiovy systém kinaz, které zodpovidaji za intracelularni
ptenos signalu. Obecné se tfi role kinaz v tomto sytému se oznacuji jako MAPK kindza kinaza
(MAPKKK), MAPK kinaza, (MAPKK) a MAPK, kterd jiz pfenasi signal ze cytosolu do jadra.
Velké mnozstvi MAPKKK umoznuje buiice specificky reagovat na mnoho podnétii a spoustét
signalizacni kaskadu (Morrison, 2012). Aktivovany protein MTK1 (MAPKKK) aktivuje
MAPKK v SAPK signalizaci, coz vede k apoptdze (Matsushita et al., 2020).

Pomoci hmotnostni spektroskopie bylo zjiSténo, ze Rackl je jednim z vazebnych partnert
MTKI1 (Arimoto et al., 2008). Rack1 zodpovida za aktivaci MTK1 spolu s GADD45 proteiny
(GADDA45 jsou multifunkéni proteiny, jejichz exprese je vyvolavana stresem a podileji se na
fad¢ funkci spojenych s bunéénym stresem, jako naptiklad zastaveni ristu, oprava DNA a
apoptoza). Za absence stresu zustavda MTKI1 neaktivni, protoze jeho auto-inhibi¢ni doména
(AID) na N-konci proteinu inhibuje katalytickou doménu (KD) na C-konci proteinu. V ptipadé
stresem indukované¢ exprese proteintt GADD45, vazou se tyto proteiny na N-konec MTK1. To
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zpisobi disociaci auto-inhibi¢ni domény na N-konci proteinu s katalytickou doménou na C-
konci, a navic zpfistupni dimerizacni doménu, jez se nachazi mezi nimi (Mita et al., 2002).
Aktivace MTK1 je dokoncena az vytvorenim homodimeru fosforylovanych MTK1 (Takekawa
etal.,2011). V této aktivni forme je MTK 1schopen se ucastnit SAPK a fosforylovat MAPKK
(Matsushita et al., 2020). Role Rackl v aktivaci MTK1 spociva ve shlukovani dvou (¢i vice)
monomerd MTK1 a utvafeni neaktivnich homodimerd MTK1. Tento proces probihd i za
absence stresu a usnadiiuje naslednou aktivaci MTK 1 pomoci GADD45 (Arimoto et al., 2008).

Volny Rackl tedy podporuje aktivaci MTK1 a SAPK drah. To je potvrzeno experimenty, pfi
nichz deplece Rackl pomoci kratké vlasenkové RNA selektivné inhibovala aktivaci MTKI1.
Stejnym zptsobem je aktivace MTK1 inhibovana pti formaci stresovych granuli, do kterych je
Rackl ptenesen z cytosolu (Arimoto et al., 2008; Takekawa et al., 2011). Lokalizace Rackl do
stresovych granuli tedy brani aktivaci MTK1 a spusténi apoptdzy za mirného stresu (Park et
al., 2020; Arimoto et al., 2008; Takekawa et al., 2011).
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/:E‘m“ ' MTK1 Stresové granule
RACK
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Obrazek ¢. 4: Mechanismus inhibice apoptozy prostiednictvim translokace Rackl do stresovych granuli.
Fluorescencni snimky poukazuji na kolokalizaci Rackl s markerem stresovych granuli G3bp za hypoxie. Obradzek
byl prevzat z publikace Takekawa et al. (2011) a preloZen.

Tato funkce stresovych granuli je pozorovéna i u rakovinnych bunék, kde je ovSem nezadoucti
a zmensuje efektivitu ucinnych latek, cilicich na aktivaci SAPK a indukci apoptdzy. Rychle
rostouci nadory se totiz Casto nachédzi v podminkéach hypoxie, v disledku pomalejsiho ristu
cév. Hypoxie zplisobuje u malignich bun¢k tvorbu SG, které rekrutuji Rackl a inhibuji SAPK
kaskady, ¢imz se inhibuje uc¢inek pro-apoptickych 1éciv jako etoposid (Takekawa et al.,2011)
nebo morusin (Park et al., 2020).

2.3.2 Vazba na ribozom a lokalizace Rack1 do stresovych granuli

Predpoklada se, ze Rackl lokalizuje do SG prostfednictvim své vazby na 40S podjednotku
ribozomu, jez je soucasti SG. Tato hypotéza ovSem prozatim nebyla dostatecné potvrzena.

15



Obrazek ¢.
ribozomalni

5: Umisténi Rackl na malé 40S

podjednotce (Zluta). Obrazky
porovnavaji strukturu ribozomu (a, c) se strukturou
Rackl (b, d). Struktura a lokalizace byla urcena
pomoci kryoelektronové mikroskopie. Obrazek byl

prevzat ze studie od Sengupta et al. (2004).

Ribozomalni Rackl lokalizuje na zadni ¢ast
malé 40S podjednotky ribozomu, pobliz mista
vystupu mRNA (obrazek €. 5). Tato pozice na
ribozomu je konzervovana od Saccharomyces
cerevisiae az po Clovéka (Coyle, Gilbert a
Doudna, 2009) a je ziejmé esencialni pro jeho
spravnou funkci. Celkova plocha dotyku mezi
Rack] a ribozomem dosahuje 1797 A2. Na této
plose mé Rack1 nékolik vazebnych mist, které
interaguji s ribozomalnimi proteiny a RNA
(Nielsen, Flygaard a Jenner, 2017). Nejvétsi
pfinos kcelkové afinit¢ se zdaji mit
aminokyseliny R38 a K40 (toto cislovani
odpovida kvasinkové sekvenci RACKI1. U
savcl se tyto dvé aminokyseliny nachédzi na
pozici R36 a K38, nicméné v literatuie se
nejcastéji pouziva pravé oznaceni podle
sekvence Saccharomyces cerevisiae. V zajmu
ptehlednosti se toho budu v této praci drzet.)
(Sengupta et al., 2004). Tyto aminokyseliny

interaguji prevazné s a-helixem2
ribozomalniho proteinu eS17. Arginin na pozici 38 v sekvenci Rackl tvofi vodikové mustky
s aspartatem na pozici 27 v ribozomalnim proteinu eS17 (Nielsen, Flygaard a Jenner, 2017).
Lysin40 je prostorove ponoten do hloubé ribozomu, avsak je stéle ptili§ daleko od potencialnich
vazebnych partnerd (nejméné 6 A). Nicméné, lysin40 miZe podléhat posttranslacnim
modifikacim, jako acetylace a sukcinylace, které umoziuji tuto vzdalenost piekonat.
Acetylovany lysin40 je schopny interagovat s fosfatovym zbytkem ribonukleové baze U1340 a
sukcinylovany lysin40 mliZe interagovat s bazemi A1410 a C1338 (obrazek ¢. 6) (Schmitt et al.,
2017).

Mutace aminokyselin R38-K40 byla proto asociovana s uvolnénim Rackl z ribozomu. Tato
hypotéza byla nejprve potvrzena vyzkumy, v nichz mutovany RACKI1 R38D-K40E u
Saccharomyces cerevisiae neprojevoval zadnou (Sengupta et al., 2004) nebo zna¢né snizenou
afinitu k ribozomu (Coyle, Gilbert a Doudna, 2009; Kuroha et al., 2010). Tato mutovand forma
se proto, ¢asto vyuziva pro studium volného Rackl1 ¢i vlivu Rack] na ribozom a translaci (Kim
et al., 2017; Schmitt et al., 2017; Gallo et al., 2018). Napodobné Arimoto et al. nepozorovali
agregaci RACK1 R38D-K40E do stresovych granuli, na zaklad¢ ¢ehoz predpokladaji, ze vazba
Rack1 na 40S podjednotku zodpovida za translokaci Rackl do SG.

Nicméné novéjsi prace zpochybiiuji tyto vysledky. Pro stanoveni vazby Rackl na ribozom
vyuzivali ptedeslé studie ultracentrifugace (Sengupta, et al., 2004; Coyle, Gilbert a Doudna,
2009; Kuroha et al., 2010). Thompson et al. poukazali na nedostatky metody, vychazejici
z rizika disociace ribozomalnich proteinii v pribéhu centrifugace. Ta mize vést k odhaleni
mensitho mnoZzstvi opravdu navazaného na

navazaného proteinu nezli mnoZstvi
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ribozom (Valasek et al., 2007). Pro vyvarovani se tomuto efektu vyuzili Thompson et al. pred
centrifugaci formaldehydovy cross-linking. Jejich vysledky naznacuji minimalni rozdil mezi
Rackl R38D-K40E a Rackl WT v jejich afinité k ribozomu (Thompson et al., 2016). Vazbu
Rack1 R38D-K40E na ribozom dale potvrdily i dalsi studie. Je vSak zfejmé pfipojen mnohem
flexibilné&ji nezli Rackl WT. (Schmitt et al., 2017; Cardenas et al., 2015; Opitz et al., 2017).
Rozdily ve fenotypech zpiisobené mutaci Rackl R38D-K40E jsou tedy nejspiSe vysledkem
naruseni funkce mutovaného Rack1, nikoli jeho disociace od ribozomu (Thompson et al., 2016;
Cardenas et al., 2015). Je tedy mozné, Ze neptesnost nasednuti na ribozom omezuje Rackl
v plnéni jeho funkci a vede k rozdilim ve fenotypech mezi R38D-K40E a WT formou.

Obrazek ¢. 6: Zobrazeni interakci mezi ribozomem a R38-K40 u kvasinkového ortologu Rackl, Asclp. (a)
Arginin38 tvori vodikove muistky s ribozomdlnim proteinem eS17. (b) Mutace R38D-K40E (autori obrazku
vyuzivali oznaceni Asc1DEp) narusuje interakci s ribozomem. Acetylace (c) a sukcinylace (d) lysinu40 umoznuje
jeho interakci s ribozomem. Obrdzek byl prevzat z publikace od Schmitt et al. (2017) a upraven pro prehlednost.

Pokud ale nezpiisobuje mutace R38D-K40E disociaci Rackl a ribozomu, tak je pozoruhodné,
ze Arimoto et al. nepozorovali translokaci Rackl R38D-K40E do stresovych granuli. Mnoho
vysledki poukazuje, ze stresové granule inhibuji apoptozu (Park et al., 2020; Takahashi et al.,
2013; Si et al., 2019). Jednim z ptedpokladanych mechanismii inhibice je znepfistupnéni
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proteinu Rackl a znemoznéni aktivace MTK 1, mediatoru apoptézy. Mutovana forma Rackl
R38D-K40E neprojevovala anti-apoptotické vlastnosti. Autofi publikace proto dospéli
k zavéru, ze Rackl lokalizuje do SG prostfednictvim vazby na 40S podjednotku ribozomu a ze
Rack1 R38D-K40E se na ribozomy nevazal, a tudiz mohl aktivovat MTK1 a spustit apoptdzu
(Arimoto, 2008). Tato hypotéza je ovSem v rozporu se zminénymi daty (Thompson et al., 2016;
Schmitt et al., 2017; Cardenas et al., 2015; Opitz et al., 2017). Je mozn¢, ze vétsi flexibilita
vazby na ribozom umoziuje vyuzit domény, které jsou v piipadé Rackl WT nedostupné pii
navazani na ribozom.

Odstranovani jednotek a sledovani reakce biologického systému je zdkladnim pfistupem
v biologickém a biochemickém vyzkumu. Nicméné, tento postup nebyl pii studiu vazby Rack]
na ribozom prozatim UspéSny. Existuji dalSi mutace, které udajné snizuji afinitu Rackl
k ribozomu. Dobrym pfikladem je mutace D109Y, kterd podle vysledkl ultracentriguface
snizuje afinitu Rack1 k ribozomu dokonce vice nezli mutace R38D-K40E (Kuroha et al., 2010).
Nicméné, tyto vysledky byly zpochybnény ze stejnych ditvodld jako u mutace R38D-K40E
(Thompson et al., 2016). Pti pokusu o sestrojeni volnych forem Rackl1 byla dokonce vytvoiena
forma sobéma zminényma mutacemi Rackl R38D-K40E-D109Y. Avsak tato forma
projevovala velmi nizkou expresi, pravdépodobné za dasledku narusSeni struktury proteinu
(Thompson et al., 2016). V této praci jsme se proto rozhodli vyuzit opacny piistup.

WD-40 proteiny jsou velmi flexibilnimi scaffoldnimi proteiny schopné mit mnoho vazebnych
partnert (Stirnimann et al., 2010). V ramci své rodiny jsou WD-40 proteiny rizné¢ evolucné
staré a projevuji riznou miru konzervace a specializace (Xu a Min, 2011; Chaudhuri, S6ding a
Lupas, 2008). Uvazovali jsme proto, Ze namisto odebirdni vazebnych mist od sekvence Rackl,
1ze je naopak integrovat do podobného WD-40 proteinu. Pro studium role vazebného mista
R38-K40 na lokalizaci Rackl jsme se proto rozhodli pozorovat WD-40 protein Morgl S45R,
ktery diky mutaci obsahuje analogické vazebné misto R45-K47.

2.4 Morgl

Scaffoldni WD-40 protein Morgl byl objeven jako vazebny partner MP1, ktery se podili na
regulaci ERK kaskady (Vomastek et al., 2007). Morgl je 315 aminokyselin dlouhy, pfiblizné
34,5 kDa hmotny. Lidsky gen pro Morgl se nachéazi na 19p13 chromozomu (Lyon et al., 2015).
Dle vysledkti Northern blotu je krysi cDNA Morgl ptiblizné 1137 bp dlouhd. Pozorovana
exprese Morgl se ukazala byt velmi silnou ve varlatech a mozku, slabsi v srdci, jatrech a
ledvinéch a slabou ve slezing, plicich (Hopfer et al., 2006) a kosternim svalstvu (Vomastek et
al., 2007). Dale se také exprese Morgl nalezla i lidskych neuronech, gliovych bunkach a
v cévnich sténach (Haase et al., 2009). Homozygotni delece Morgl u mysi je embryonalné
letalni (10,5. embryonalni den) (Hammerschmidt, Loeffler a Wolf, 2009).

2.4.1 Morgl a jeho funkce v ERK signalizaci

ERK signalizace je jedna z MAPK drah a je aktivovand riznymi druhy podnétt, napt. cytokiny
nebo viry. Signalizace miize byt spuSténa prostfednictvim aktivace tyrosin-kindzovych
receptord, prostiednictvim aktivace PKC nebo receptorti spojenych s G-proteinem (G protein-
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coupled receptors, GPCR) (Guo a Chen, 2020). Nehled¢ na kontinualni aktivitu ERK a na
veliké mnozstvi stimulll, na které reaguje, poskytuje buiikdm specifické signély, na které jsou
poté buiiky schopné relevantné biologicky odpovédét. Je zndmo jiz nékolik scaffoldnich
proteind, které napomahaji specifité a regulaci kaskady (Witzel, Maddison a Bliithgen, 2012).

EGF
sérum, LPA, forboly

GPCR A N /) [bunééna membrana
|WVA'AY)

Obrazek ¢. 7: Schéma pienosu signalu ERK kaskadé
a role proteinu Morgl v ni. Obrazek zobrazuje dve
moznosti aktivace ERK kaskdady, pomoci aktivace
tyrosin-kindzovych receptorii (RTK) a receptorii
spojenych s G proteinem (GPCR). V obou pripadech
muize byt signalu usnadnén scaffoldnim proteinem
KSR, ktery propojuje jednotlivé kinazy ERK kaskady
(Raf-1, MEK a ERK/MAPK), ¢imz usnadnuje jejich
interakci. Natoz Morgl usnadnuje pouze transdukci
signalu vyvolaného aktivaci GPCR. Pres vazbu na
dalsi scaffoldni proteiny MP1 a p14 je mozné prenést
cely proteinovy komplex na povrch pozdnich
endosomit. Obrazek byl prevzat z publikace od Kolch
(2005) a byl nasledné prelozen.

Jednim z takovych scaffoldnich proteinii je
MP1, ktery ovSem neni typickym scaffoldnim
proteinem, jelikoz je velmi maly (pouze 13,5
kDa) a interaguje pouze se dvéma Cleny
kaskady ERK (Schaeffer et al., 1998;
Vomastek al.,  2007). MP1 dale
vaze protein pl4, ¢imz umoznuje lokalizovat
aktivitu ERK do pozdnich endosomli (Lunin
et al., 2004). Pfi podrobnéjsim hledani
vazebnych partnera MP1 pomoci
kvasinkového hybridniho screeningu byl
identifikovan novy WD-40 protein Morgl.
Morgl propojuje vSechny tii stupné MAPK
kinaz v ERK signalizaci a interaguje, kromé
s MP1, také sRaf-1, B-Raf, MEKI1/2,
ERK1/2. Vytvafi spolu s MP1 s kindzami
stabilni oligoproteinovy komplex,
usnadiiuje jejich interakci a transdukci
signalu (obrazek ¢. 7). Jeho vliv na ERK
kaskadu se mize podle jeho koncentrace lisit.

et

¢imz

Pfi snizené expresi Morgl, neuplatiiuje se
jeho scaffoldni funkce a ERK signalizace je
znaén¢ oslabend. Mirné zvySend exprese
Morgl podporuje ERK signalizaci, avSak je-
li jeho koncentrace nadmérné vysoka,
inhibuje ERK signalizaci, pravdépodobné
kvili kompetivité jeho molekul a vytvareni
nefunk¢nich komplexti. Timto mechanismem
muze Morgl mozna regulovat aktivitu ERK
signalizace (Vomastek et al., 2007).

Bylo dale zjisténo, ze Morgl podporuje ERK signalizace, pouze specificky aktivovanou pies
GPCR. Vliv zmény exprese Morgl na ERK signalizaci byl zaznamenan pouze pii oSetieni
bunck agonisty GPCR, tedy konkrétnéji lysofosfatidovou kyselinou (LPA), forboly, sérem
(Vomastek et al., 2007) ¢i angiotensinem II (Bondeva et al., 2012). Nebyl detekovan zadny vliv
exprese Morgl na ERK signalizaci spusténou pomoci aktivace tyrosinkindzovych receptorti
(RTK) (receptory pro epidermalni rastové faktory (EGF)) (Vomastek et al., 2007).
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2.4.2 Morgl a jeho role pri hypoxii

Prozatim nejprozkoumandéjsi funkci Morgl1 je jeho role pii hypoxii, pii které vaze PHD3 (prolyl
hydroxylase domain 3) a inhibuje HIF (hypoxia inducible factor) (Hopfer et al., 2006, Haase et
al., 2009; Hammerschmidt, Loeffler a Wolf, 2009; Bondeva et al., 2013; Loeffler a Wolf, 2015;
Bondeva et al., 2018). HIF je transkripéni faktor, ktery vznika pii hypoxii heterodimerizaci
dvou podjednotek HIF-a a HIF-B. Podporuje expresi proteintl, jako napiiklad erytropoetin,
potiebnych pro ochranu a adaptaci pfed nedostatkem kysliku. Pii normoxii enzym PHD3
hydroxyluje HIF-a, ktery déale podléhd ubiquitinaci a je degradovan v proteazomu. Timto
zpusobem PHD3 brani dimerizaci HIF-a s HIF-f3 a aktivaci transkripniho faktoru HIF. Pomoci
kvasinkového dvouhybridniho systému bylo zjisténo, Ze Morgl je vazebnym parterem a
agonistou PHD3 in vitro a in vivo. Konzervované misto interakce PHD3 s Morgl se
pravdépodobné nachazi na horni ploSe jedné z lopatek Morgl. Potlaceni exprese PHD3 a
Morgl pomoci siRNA signifikantné zvysilo aktivitu HIF-1. ZvySend exprese Morgl je
asociovand se zvySenou aktivitou a/nebo stabilizaci PHD3, coz vede ke snizeni exprese HIF-
la (Hopfer et al., 2006).

Napodobné, byl nékolikrat pozorovan pozitivni vliv snizené exprese Morgl na stav organismu
pii hypoxii.

» Heterozygotni mysi Morgl+/-, prokazovaly znac¢nou odolnost vici systematické
hypoxii, vyvolanou omezenim podilu kysliku v atmosféfe na 10% po dobu 3 dnti
(Loeffler a Wolf, 2015).

»  Akutni ischemicko-reperfuzni poskozeni ledvin ma mirnéjsi pribéh u heterozygotnich
mysi Morgl+/-. Oproti WT mysi vykazovaly ledviny heterozygotni mysi Morgl+/- za
ischemickych podminek vyssi expresi HIF-1o, HIF-2a a mRNA erytropoetinu, a
naopak oslabeni zanétu a redukce prozanétlivych cytokinia (MCP-1, 1P-10, MIP-2).
Ledviny Morgl+/- se udrzely v lepSim celkovém stavu a méné podl€haly apoptoze
(Hammerschmidt, Loeffler a Wolf, 2009).

= Exprese Morgl v bilé mozkové tkani se snizuje béhem ischemického poskozeni,
s vyjimkou reaktivnich astrocyti, které vykazovaly silnou expresi Morgl (Haase et al.,
2009).

Je znamo, ze Morg]1 se spoluticastni ERK a HIF signalizace. Mimo to, zmény v expresi Morgl
ziejmé ovliviiuji 1 NF-kB signalizaci, regulujici zanétlivé procesy. Osetteni WT Morgl +/+
mysi lipopolysacharidem zvétsilo pocet T-bunék v ledvinach a aktivovalo NF-kB transkripcni
faktory. Oproti tomu, Morgl +/- myS$ oSetiena stejnym zpiisobem vykazovala vyrazné nizsi
uroven exprese TNF-a, nizs§i koncentraci T-bunék v jatrech a nizsi transkripcni aktivitu NF-kB.
Je proto mozné, ze Morgl propojuje tyto signdlni kaskady jako scaffoldni protein (Bondeva et
al., 2018). Dalsim efektem snizené exprese Morgl je snizeni exprese TGF-B1. TGF-B1 je znam
pro inhibici exprese PHD2 a naslednou akumulaci HIF-a. Pfesné mechanismy propojeni téchto
jevu nejsou jesté znamy (Loeftler et al., 2017).
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Hypoxické a zanétlivé prostfedi muze vznikat v disledku velké fady onemocnéni a zhorSovat
jejich prubeh. Snizend exprese Morgl byla proto navrhnutd jako cilovy mechanismus pro
terapeutické zlepSeni pribéhu diabetické neuropatie (Bondeva et al., 2018) a hypoxie ledvin
(Loeftler a Wolf, 2015) ¢i mozku (Haase et al., 2009). Adaptace na hypoxii hraje také dilezitou
roli v tumorigenezi (Jing et al., 2019), pro kterou je také typickd zvySend aktivita ERK
signalizace (Guo a Chen, 2020). Morgl se podili na obou téchto procesech a mize proto hrat
dualezitou roli pfi tumorigenezi. Tuto hypotézu potvrzuje skutecnost, Ze zvySena exprese Morgl
podporuje proliferaci malignich bun€k pii rakovin€ zaludku a sniZzend exprese Morgl naopak
inhibuje déleni rakovinnych bunék (Su et al., 2012).

2.4.3 Dalsi funkce proteinu Morgl

Morg] se také podili na polarizaci epitelovych bun€k. Morgl interaguje s proteinem Par6, ¢imz
napomaha jeho vazbé s atypickou protein kinazou C (aPKC). Dale tento komplex pfenasi na
apikdlni stranu epitelové bunky a vaze se na membranovy protein Crumbs. Tento proces je
dualezity pro apiko-bazalni polarizaci, jelikoz deplece Morgl vedla k uvolnéni Par6-aPKC do
cytoplazmy, dale také k naruSeni tésnych mezibunécénych spoji zonulae ocludentes (anglicky
tight junction) v jednovrstevném epitelu a naruseni formace cyst. Zaroven Morgl
pravdépodobné souvisi 1 s jinymi cytoskeletdlnimi déji, ponévadz jeho deplece vedla taktéz
k delokalizaci mikrotubulii, basolaterdlniho markeru betal-integrinu, a k naruseni orientace
déliciho vieténka (Hayase ef al., 2013).

Morgl je multifunkéni scaffoldni protein a byl pozorovan jeho vztah i k dal§im bunéénym
procesim. Mutace Morgl G127R je pozorovéana u pacienti s ADHD (Kim et al., 2017).
Predpoklada se také jeho role ve vyvoji a aktivité osteoklastt (Lyon et al., 2015). Fluorescencné
znaceny Morgl byl pozorovan ve vezikularnich vaccich (Vomastek et al., 2007). Morgl mtze
spolu se scaffoldnimi proteiny MP1 a pl4 rekrutovat fosforylovany ERK1/2 na pozdni
endosomalni vacky a specificky lokalizovat signalizaci (Boggiatto et al., 2014). Morgl byl také
detekovan v C komplexu spliceozomu, a mize se proto teoreticky podilet i na alternativnim
splicingu (Jurica a Moore, 2002). Navic, Morgl ma pravdépodobné specializované funkce
v ruznych bunikach (Bondeva et al., 2013). AvSak Morgl je stale jeSt€¢ malo prozkoumany
protein a jeho konkrétni funkce v téchto d¢jich zlstavaji veétSinou neznamé.

2.4.4 Intracelularni lokalizace Morgl

Népodobné charakteristicka lokalizace a dynamika pohybu Morgl v bufice nejsou zcela
pochopeny. Morgl se ziejm¢é muze piesouvat do rtznych intracelularnich kompartmenta,
ponévadz riizné publikace popisuji riznou intracelularni lokalizaci Morgl.

Jiz bylo zminéno, ze Morgl se miize spolu s MP1 a pl4 vazat na pozdni endosomy
(Boggiatto et al., 2014; Lunin et al., 2004) a mozna i na jiné vezikularni vacky (Vomastek et
al., 2007). Ve vétsiné publikaci se zmifiuje jak jaderna, tak i cytoplazmaticka lokalizace Morgl
(Bondeva et al., 2012; Bondeva et al., 2013; Hayase et al., 2013; Loeffler et al., 2017; Su et
al., 2012), pticemz pievazné byl Morgl pozorovan prave v cytoplazmé (Bondeva et al., 2012;
Hayase et al., 2013). Podobna lokalizace se pozoruje i u jeho vazebného partnera PHD3
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(Hopfer et al., 2006). Exprese a lokalizace Morg1 je zfejmé¢ navic v jednotlivych bunécnych
typech specificka. To bylo ndzorné ptredstavené pii oSetfeni mySich mesangialnich bunék
(MMC), proximdlnich tubuldrnich bunék (MTC) a podocyti glykovanym bovinnim sérem
albuminem (Advanced Glycation Endproduct-bovine serum albumine, AGE-BSA), coz u
MMC zptisobilo zvySeni exprese Morgl a zvyseni enzymatické aktivity PHD3, zatimco u MTC
a podocytl byl pozorovan opacny efekt. Lokace Morgl byla u kontrolnich MMC buné¢k a
podocytt pfevazné jaderna, ale z Casti i cytoplazmaticka. Po oSetfeni AGE-BSA se pfesunula
velké ¢ast proteinu do cytoplazmy (obrazek ¢. 8). Tento efekt nebyl pozorovan u MTC buné¢k
(Bondeva et al., 2013). AvSak toto zajimavé pozorovani je trochu kontroverzni, jelikoz titiz
autofi ve své predeslé publikaci popisovali jinou lokalizaci Morgl u stejnych bunéénych linii
za tém¢et stejnych podminek (obrdzek €. 8). Jediny rozdil v metodach kultivace spocival v tom,
ze kontrolni linie ve studii z roku 2013 byly navic oSetfeny BSA (5 mg/1ml), zatimco ve studii
z roku 2012 nikoli. Je tedy mozné, ze BSA ma vliv na lokalizaci Morgl, nicméné je zvIlastni,
ze se autofi publikaci k této skuteCnosti nevyjadiuji (Bondeva et al., 2012; Bondeva et al.,
2013). Dal$im zajimavym pozorovanim bylo, zZe se Morgl mirn¢ pfesouval z cytoplazmy do
jaddra MMC bun¢k po oSetfeni angiotensinem II, medidtorem ledvinovych poSkozeni a
antagonistou PHD3 (Bondeva et al., 2012). Je tedy ziejmé, ze rozlozeni Morg1 v buiice se mtize
se liSit a ménit. Nicméné lepsi pochopeni dynamiky pohybu Morgl v buiice stile vyzaduje
podrobnéjsi studium.

Kontrola 9hANGII 24 h ANG I

MMC

Kontrola - BSA AGE-BSA Bondeva et al. (2012)

MMC

Bondeva et al. (2013)

Obrazek ¢ 8: Porovndni lokalizace Morgl v mySich mesangidlnich buiikach (MMC) za ruznych podminek.
V roce 2012 prezentovali Bondeva et al. prevazné cytoplazmatickou lokalizaci Morgl v MMC. Poukdzali také na
castecnou translokaci Morgl do jadra za dusledku oSetieni bunék angiotensinem II (ANG II), medidtorem
ledvinovych poskozeni a antagonistou PHD3. AvSak o rok pozdéji publikovali autori ¢lanek, ve kterém sledovali
viiv glykovaného séra albuminu (AGE-BSA) na lokalizaci Morgl ve stejnych bunécnych liniich jako v predeslé
studii. Prekvapive, kontrolni linie MMC bunék projevovaly odlisnou lokalizaci v obou experimentech. Jedinym
rozdilem v metoddch kultivace bylo, ze v publikaci z roku 2013 byl ke kontrolnim liniim pridan BSA. Tataz
dynamika byla pozorovana i v podocytech, avsak s méne vyraznymi rozdily pri presunu Morgl mezi jadrem a
cytoplazmou. Je tedy mozne, ze BSA ovliviuje lokalizaci Morgl, avsak je zvlastni, Ze autori se k této skutecnosti
nijak nevyjadrili. Obrazky byly prelozeny a upraveny pro prehlednost.
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3 HYPOTEZA

Morgl WT se nevyskytuje na ribozomech a nepfesouva se do SG. Nasi hypotézou bylo, Ze
mutovand forma Morgl, kterd by obsahovala vazebné misto pro 40S podjednotku ribozomu,
analogické k R38-K40 u Rackl, by se mohla alespon ¢aste¢né véazat na ribozom. Morgl WT
obsahuje lysin na pozici 38, a proto pro vytvoreni analogického vazebného mista je dostacujici
zaménit serin na pozici 45 za arginin, ¢imz vznikne mutantni protein Morgl S45R
(obrazek €. 9). Prepokladame, ze piipadna afinita Morgl S45R k ribozomu bude nizka za
dasledku absence jinych vazebnych mist, jez Rack1 obsahuje. Nicméné ocekavame zaznamenat
pfesun Morgl S45R do SG, coz by potvrdilo jak jeho vazbu na ribozom, tak i esencialitu této
vazby pro pfesun Rackl do stresovych granuli.

Obrazek ¢. 9: Porovndni usekii aminokyselinové 38 40
sekvence Rackl WT, Morgl WT a Morgl S45R.
V sekvenci Rackl WT je tucné vyznacené vazebné
misto R38-K40. Morgl WT jiz obsahuje lysin na 45 47

pozici 47 a pro vytvoreni analogického vazebného | Morgl WT T C G S D K T L
mista na ribozom R45-K47 je dostacujici pouze MorglS4sR T C G R D K T L

Rackl WT S A S R D K T |

zameénit serin na pozici 45 za arginin. Tato mutovand

forma je oznacovadna jako Morgl S45R.
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4 METODIKA

4.1 Pouzita technika

Pro mutagenezi a amplifikaci plazmidl byl pouzit pfistroj pro polymerazovou fetézovou reakci
Biometra Tadvanced, Analytic Jena. Imunofluorescen¢ni snimky byly pofizeny na mikroskopu
Olympus BX53 up-right (tzn. neinvertovany) a pomoci softwarového programu CellSens.
Fluorescence zivych bunék a uspésnost transfekce se sledovala na invertovaném mikroskopu
Olympus IX51. Autoradiografické filmy na Western Blot byly vyvolany na pfistroji Agfa Curix
60.

4.2 Pouzity biologicky material

Experimenty byly provadéné na psich ledvinovych epitelidlnich bunkach Madin-Darby (z angl.
Madin-Darby Canine Kidney, MDCK). Transformace vektorii byla provedena v bakterii
Escherichia coli.

4.3 Seznam pouzitych enzymi

Tabulka ¢. 1: Seznam pouZitych enzymii a jejich vyrobce.

Nazev Typ Vyrobce
Trypsin Proteaza Biowest
Pfu-X Polymeraza Jena Bioscience
HindIII Restrik¢ni endonukledza New England Biolabs
Agel Restrik¢ni endonukledza New England Biolabs
Bpil Restrik¢ni endonukledza Thermo Scientific
Dpnl Restrik¢ni endonukledza New England Biolabs
T4 ligdza Thermo Scientific

4.4 Seznam a popis pouzitych vektori

Pro ptipravu MDCK bunécénych linii s pozménénou expresi byly sestrojeny nasledujici
plazmidy (tabulka ¢. 2). Zakladnimi vektory byly tfi plazmidy bez insertu: pEGFP-NI
s konstitutivni expresi, pcDNA4-GFP s inducibilni expresi a PX458, ktery byl pouzit pro
knock-out Morgl prostfednictvim technologie CRISPR/Cas9 (obrazek ¢. 10). VSechny ostatni
pouzité plazmidy byly sestrojené inserci potfebné sekvence do téchto vektort. Vyjimkou je
plazmid pN1-G3bp1-mCherry, ktery byl poskytnut Tomasem GrousSlem. Plazmidy urené pro
deleci Morgl (PX458 a jeho derivaty) byly zkonstruovany Vérou Chvalovou.
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Tabulka ¢. 2: Seznam pouZitych plazmidi.

Jméno plazmidu Exprese Insert Bunécna linie vznikla transfekci
WT MDCK bunék
pEGFP-N1 konstitutivni - MDCK-GFP k
pEGFP-C1-mMorgl WT konstitutivni | mMorgl MDCK mMorgl-GFP WT k
pEGFP-C1-mMorgl S45R konstitutivni | mMorgl S45R | MDCK mMorg1-GFP S45R k
pN1-G3bpl-mCherry konstitutivni - MDCK G3bpl-mCh k
pcDNA4-GFP inducibilni - -
pcDNA4-to-mMorgl-GFP WT inducibilni mMorgl MDCK mMorgl-GFP WT i
pcDNA4-to-mMorg1-GFP S45R inducibilni mMorgl S45R | MDCK mMorg1-GFP S45R i
PX458 konstitutivni - -
PX458-Morg-gRNA1 konstitutivni | gRNA1
PX458-Morgl-gRNA2 konstitutivni | gRNA2 11B6, 11B11, 11C2, 11C4...
PX458-Morgl-gRNAS konstitutivni | gRNAS
Ly ,
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g
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Obrazek ¢ 10: Grafické zndzornéni pouZitych zakladnich plazmidii pEGFP-N1, pcDNA4-GFP a PX458.
Vsechny t7i plazmidy obsahuji sekvenci pro GFP (EGFP). U plazmidu PX458 pred EGFP lezi sekvence pro enzym
Cas9 a pro gRNA scaffold (tyrkysové). Ddle vektory nesou rezistenci vici antibiotikiim, nezbytnou pro selekci
bunék po transfekci ¢i transformaci. Konstitutivni vektor pEGFP-NI nese rezistenci proti kanamycinu pro
bakterialni selekci po transformaci, a selekcni oblast neomycin poskytujici rezistenci proti geneticinu pro selekci
savéich bunék po transfekci (NeoR/KanR). Inducibilni vektor pcDNA4-GFP nese rezistenci proti ampicilinu
(AmpR) pro selekci bakterialnich bunek, a proti zeocinu (ZeoR) pro selekci savcich bunék po transfekci. Vektor
PX458 obsahuje rezistenci proti ampicilinu, za icelem selekce transformovanych bakterii. Uspésné transfekované
savcéi bunky byly v pripadé vektoru PX458 selektované pomoci fluorescencni priitokové cytometrie (z angl.
Fluorescent Activated Cell Sorting, FACS) a fluorescence GFP. Obrazek byl vytvoren pomoci programu
GenSmart Design (https://www.genscript.com/gensmart-design/).
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4.5 Seznam pouzitych oligonukleotidii

Tabulka ¢. 3: Seznam pouZitych oligonukleotidii a jejich sekvence.

Oznaceni oligonukleotidi Sekvence
Morgl S45R fwd (Eurofins Genomic) | GTGCGGCcGCGATAAAACCC
Morgl S45R rev (Eurofins Genomic) | GTTTTATCGCgGCCGCACGTC
gRNA1fwd (Merck) caccCCCGGAGCTGCCGCAAAAAC
gRNAI rev (Merck) aaacGTTTTTGCGGCAGCTCCGGG
gRNA2 fwd (Merck) caccGCAAAAACGGGTGAAGACCC
2gRNA2 rev (Merck) 2aacGGGTCTTCACCCGTTTTTGC
gRNAS fwd (Merck) caccACGCTGCTGAGGACGTACAG
2gRNAS rev (Merck) 2aacCTGTACGTCCTCAGCAGCGT
pEGFP-C1-HindIII-fwd (Merck) CTCAAGCTTCGAATTCTGC
Morgl-Agel-rev (Merck) gctACCGGTaaGCCTGCTCCACCC

4.6 Seznam pouzitych protilatek

Tabulka ¢. 4: seznam protilatek pouZivanych pii Western blotu (WB) a imunofluorescencénim barveni (IF).
*plati zminéné redeni, pokud neni urceno jinak.

Nazev primarni Vyrobce Piavodni Redéni (WB) | Redéni (IF)
protilatky imunizované zvire
anti-Rackl1 Santa Cruz my$ 1:1000 -
anti-GFP Exbio kralik 1:1000 -
anti-Rsk Santa Cruz my$ 1:2000 -
anti-G3bp1 Santa Cruz myS$ - 1:50
anti-Morg1 Upstate kralik 1:1000* 1:50
anti-Morg1 Thermo Fisher Scientific | kralik 1:1000 -
Nazev sekundarni Vyrobce Pivodni Redéni
protilatky imunizované zvire
Anti-mouse konjugovana | Merck koza 1:10 000
s HRP
Anti-rabbit konjugovana | Merck koza 1: 5000
s HRP
Anti-mouse Alexa Fluor | Invitrogen koza 1:1000
568
Anti-rabbit Alexa Fluor | Invitrogen koza 1:1000
488

4.7 Pouzité metody a postup

4.7.1 Kultivace bunék a pasaz

MDCK bunécné linie byly kultivovany v termostatu (37 °C, 5 % CO2) ve DMEM médiu
(Dulbecco's Modified Eagle Medium; Merck, dale pouze ,,médium* neni-li ureno jinak)
obohaceném o 10% FBS (fetal bovine serum; Gibco). Linie byly pii inkubaci pfisedlé k
plastovym Petriho miskam, nebo k 96 jamkové mikrotitracni desti¢ce v pfipad€, ze byly
separovany pomoci FACS. Po narlstu kolonie s konfluenci ptesahujici 80 % byla linie
pasazovana. Pro pasaz byly buiiky nejprve zbaveny media a proplachnuty v piedehiatém PBS
(137mM NaCl, 2,7mM KCI, 10mM Na,HPOs4, 1,8mM KH;PO4, pH=7,3), ve kterém byly
buiiky poté inkubovany az do jejich zakulaceni (pfiblizn€ 8 min), zplisobenému rozvolnénim
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mezibunéénych spojii. Poté byl PBS nahrazen trypsinem (0,05% trypsin v PBS v kyseliné
ethylendiamintetraoctové, EDTA) o desetin€ objemu misky. Trypsin plisobil na bunky, dokud
se neodpoutaly od povrchu Petriho misky (7-12 min). V ten okamzik byl trypsin inhibovan
pridanim Cerstvého media. Buiiky v suspenzi byly nafedény na potfebnou koncentraci a vysety
na novou Petriho misku. Potiebna doba pro inkubaci bun¢k s PBS a trypsinem byla pro kazdou
linii individualni a zvySovala se, pokud bunky byly jiz dlouho pfisedl¢ k podkladu. Pro
zamezeni teplotnimu Soku se dle moznosti omezovala doba pobyvani bun¢k vné termostatu.

4.7.2 Kryokonzervace

V piipadé potieby konzervace linie nebyly buiiky pii pasazi ve finalnim kroku natedény, ale
koncentrovany centrifugaci (200 g, 3min) a resuspendovany v 1 ml ¢erstvého média. Kultura
se dale smichala v kryozkumavce s FBS (findlni koncentrace 20 %) a DMSO (findlni
koncentrace 100mM).

Po rozmrazeni, pro odstranéni DMSO a ptebytecného FBS byly buiiky rozpustény v Cerstvém
médiu, centrifugovany (200g, 3 min) a resuspendovany v novém predehiatém médiu. Poté byly
bunky piipravené na vyseti na Petriho misky.

4.7.3 Mutageneze Morgl pomoci PCR

Pro sestrojeni plazmidu nesouciho mutovanou sekvenci Morgl S45R jsme vyuzili
polymerdzové ftetézcové reakce (polymerase chain reaction, PCR). Templatem poslouzil
konstitutivni vektor pEGFP-C1-mMorgl WT, ktery obsahuje cDNA kodujici mysi Morgl.

Byly pouzity dva primery. Optimalni teplota pro nasednuti primeru Morgl S45R fwd
(z anglického forward — Cesky dopfedu) na nemutované vlakno odpovida 61,4 °C, pro jiz
mutované vlakno 64,6 °C. Obdobn¢, optimélni teplotou pro nasednuti primeru Morgl S45R rev
(z anglického reversed — zpétny) na nemutovany fetézec je 62,5 °C a na mutovany fetézec
65,2 °C. Primery byly zakoupeny u firmy Eurofins Genomic.

Amplifikace mutovaného fetézce byla zprosttedkovana polymerazou Pfu-X (0,5 U; Jena
Bioscience), ktera je aktivni pti 68 °C a syntetizuje nukleotidovy fetézec s rychlosti 1000 part
bazi za minutu. Vzhledem k délce o¢ekavaného produktu o 5764 parech bazi byla pro syntézu
fetézce s rezervou zvolena doba 6,5 minut. Reakce probihala ve vodnim roztoku pufru pro
polymerazu Pfu-X s rozpusténymi 2'-deoxyribonukleosid 5'-trifosfaty (dNTP; Fermentas).
Ptehled slozek reakéni smési a jejich objemt, spolu s piehledem pouzitych teplotnich cykla,
jsou zobrazené v tabulkach nize (tabulka ¢. 5, tabulka ¢. 6). Celkovy objem reakéni smési
predstavoval 20 pl.
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Tabulka ¢. 5: Piehled sloZek reakcni smési pro PCR mutagenezi a jejich objemy na reakci o 20 ul.

Slozky reakéni smési pro PCR Objem na jednu reakcéni smés
pEGFP-C1-mMorgl WT 0,2 pl (100 ng)

Morgl S45R fwd 1 pl (0,5 uM)

Morgl S45R rev 1 ul (0,5 uM)

Pfu-X 0,2 pl

Pfu pufr 2 ul (10x Pfu-X)

dNTP 2 ul (200 uM od kazdého nukleosidu)
H,O 13,6 pl

Tabulka ¢. 6: Piehled teplotnich cyklii pro PCR mutagenezi.

Teplota Doba trvani Pocet cykli
95 °C 2 min |

95°C 20s

61°C 30s 10

68 °C 6,5 min

95°C 20s

64 °C 30s 20

68 °C 6,5 min

68 °C 10 min 1

4.7.3.1 Priprava gRNA plazmidd pomoci PCR

Zaucelem sestaveni plazmidl pro metodu CRISPR/Cas9, byly nejprve navrhnuty a pfipraveny
gRNA. Ptiprava spocivala v denaturaci navrzenych oligonukleotidii (gRNA1/2/5) a v jejich
nasledné renaturaci postupnym snizovanim teploty. Reak¢ni smési mély objem 50 pl. Skladaly
se ze 2 ul 100 uM gRNA1/2/5 fwd a rev (Merck), 5 ul NEB 2.1. pufru (New England Biolabs)
a zvody doplnéné do pozadovaného objemu reakce. Teplotni rezim, za kterého reakce
probihaly, je ptfedstaven v tabulce nize (tabulka ¢. 7). gRNA 1/2/5 byly pfipraveny Vérou
Chvalovou.

Tabulka ¢. 7: Piehled teplotnich cyklii pro pripojeni gRNA oligonukleotidii pomoci PCR.

Teplota Doba trvani Pocet cykli
95 °C 5 min |
95 °C plynule klesajici na 25 °C 70 min 1

4.7.4 Purifikace produkti PCR reakce

Bezprosttedni produkty PCR reakce obsahuji kromé pozadovaného produktu i pouzité primery,
polymerdzu, nezreagované dNTP a plvodni templat. Pro dosazeni Cistého plazmidu byly
produkty reakce purifikovany pomoci ,,PCR purification kit od Quiagen. Postupovalo se dle
pokynti vyrobce. Pouze gRNA piipravené pomoci PCR nebyly purifikovany kitem, jelikoz jsou
prilis kratké a nezachyti se na membrané.

Precisténi pres kit vSak neodstrani ze smési pivodni templatovou plazmidovou DNA.
Pfitomnost ptivodniho templatu pfi transformaci by mohla zptsobit jeho nezadouci amplifikaci
v nékterych bakteridlnich koloniich a tim i nezadouci zvySené mnozstvi negativnich kolonii. Po
purifikaci je proto nezbytné rozstépit pivodni templat pomoci Dpnl restriktdzy od New
England Biolabs. Nejprve byly tedy produkty PCR piecistény pies kit (PCR purification kit;
Quiagen). Postupovalo se dle pokynt vyrobce. Dale byly do precistené DNA (40 ul) ptidan
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CutSmart buffer (5 pl), Dpnl restriktaza (0,5 pl) a voda doplnéna do pozadovaného objemu
reakéni smési (50 pl). Reakce béZela po dobu 1 h pti 37 °C a byla ukoncena inaktivaci enzymu
pti 80 °C po dobu 20 min.

4.7.5 Transformace a izolace plazmidu

Pro amplifikaci byly plazmidy transformovany v Escherichia coli, které byly vystaveny
teplotnimu Soku 42 °C po dobu 2 min, protoze béhem stresovych podminek bakterie ochotnéji
piijimaji exogenni DNA. Pfed i po teplotnim Soku byly bunky udrzovany na ledu,
transformované baktérie byly néasledné vysety na misky s LB médiem, agarem a selek¢nim
antibiotikem a inkubovany pres noc pii 37° C. Narostlé jednotlivé bakterialni kolonie byly
zaoCkovany do 2 ml kapalného LB média obsahujici selek¢ni antibiotikum, inkubovany ptes
noc pii 37° C. P¥i nasledné izolaci plazmidu se postupovalo se podle doporuéeného protokolu
kitu ,,QIAprep Miniprep Kit* nebo ,,QIAprep Midiprep Kit“ (Qiagen). Izolované plazmidy byly
poslany firmé¢ SeqMe (https://www.seqme.eu) na Sangerovo sekvenovani pro ovéieni
uspesnosti mutageneze.

4.7.6 Klonovani Morgl S45R do inducibilniho vektoru

V piedchozich experimentech bylo zjisténo, ze MDCK bunécné linie transfekované vektorem
a konstitutivné exprimujici Rackl nebo Morgl, maji tendenci byt nestabilni a velmi rychle
ztraceji expresi transgennich proteini. Tomu Ize predejit klonovanim genu Morgl WT nebo
Morgl S45R (Morgl WT/S45R) do inducibilniho vektoru pcDNA4-GFP, a expresi transgennich
proteinti indukovat 24h pted experimentem pomoci tetracyklinu nebo doxycyklinu.

4.7.6.1 Amplifikace Morg1l WT a Morg1 S45R

Pro pteneseni sekvence Morgl WT/S45R z konstitutivniho plazmidu pEGFP-C1-mMorgl
WT/S45R) do inducibilniho plazmidu (pcDNA4-GFP), byl gen nejprve amplifikovan pomoci
metody PCR (viz. 4.7.3). Jako templat poslouzily dva konstitutivni vektory pEGFP-CI1-
mMorgl WT/S45R. Byly zvoleny dva primery, které ohranicovaly insert z obou stran. Jednalo
se o primer pEGFP-CI1-HindlIII-fwd (Merck) s nasedaci teplotou 55,2 °C a primer Morgl-Agel-
rev (Merck) s nasedaci teplotou 49,6 °C a 72, 1 °C. Jejich vyuziti zpiisobilo amplifikaci pouze
useku plazmidu mezi nimi, tedy Morgl WT/S45R. PCR reakce byla pfipravena a provedena
podobné jako pii mutagenezi (tabulka €. 8, tabulka €. 9).
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Tabulka ¢. 8: Prehled sloZek reakéni smési pro amplifikaci insertu 7 vektoru pomoci PCR a jejich objemy na
reakci o 50 ul.

Slozky reakéni smési pro amplifikaci genového tseku Objem na jednu reakéni smés
pEGFP-C1-mMorgl WT/S45R 0,5 ul (100 ng)
pEGFP-C1-HindIII-fwd 2,5 pl (0,5 uM)

Morgl-Agel-rev 2,5 ul (0,5 uM)

Pfu-X 0,5 pl

Pfu pufr 5 ul (10x Pfu-X)

dNTP 5 pl (200 pM od kazdého nukleotidu)
H,O 34 ul

Tabulka ¢. 9: Prehled teplotnich cyklii pro PCR mutagenezi.

Teplota Doba trvani Pocet cykli
95°C 2 min 1

95°C 20s

49 °C 30s 10

68 °C I min 15s

95°C 20s

55°C 30s 20

68 °C I min 15s

68 °C 10 min 1

4.7.6.2 Restrikce insertu a ligace s inducibilnim vektorem pcDNA4-GFP

Produkty PCR reakci byly precisténé pies kit (PCR purification kit; Qiagen) dle pokynt
vyrobce a rozpusténé v elucnim pufru od vyrobct kitu do objemu o 30 pl.

Dale se namichala reak¢ni smés pro nastépeni koncovych tsekt insertu (Morgl WT/S45R), coz
umozni jeho komplementarni navazani na koncové ¢asti inducibilniho vektoru. Tim se vytvoii
cirkularni plazmid. Stépeni je zajisténo restrikénimi endonukleazami HindIIl a Agel (New
England Biolabs) a probihalo podle doporuceného protokolu vyrobcii restriktaz, tudiz alespon
1 h pti 37 °C. Reakce byla poté zastavena inhibici restriktdz nahtivanim na 80 °C po dobu 20
min. Produkt restrikce byl ptecistén ptes kit (PCR purification kit; Qiagen), dle pokyni
vyrobce. Timto zpisobem byly pfipraveny inserty (Morgl WT/S45R, 973 nukleotidl) pro ligaci
pomoci T4 ligazy (o aktivit¢ SU; Thermo Scientific) do linearizovaného inducibilniho vektoru
pcDNA4-GFP (5745 nukleotidii). Postupovalo se dle pokynu vyrobce ligazy. Ligace bézela 2
hodiny pii pokojové teploté a byla poté prerusena zahiivanim smési na 65 °C po dobu 10 min.
Nasledn¢ byla cast smési (10 pl) ptidana do bakteridlni kultury (E. Coli). Dale probéhla
transformace vektoru, dle jiz popsaného protokolu popsaného (viz. 4.7.5).

4.7.7 Restrikce a ligace gRNA s vektorem PX458

Sestrojené gRNA (viz. 4.7.3.1) byly vlozeny do vektoru PX458, ktery nese sekvence pro enzym
Cas-9, GFP a selekéni oblast poskytujici transfekovanym buitkdm ampicilinovou rezistenci.
Pro vloZeni insertu byl plazmid $tépen podle protokolu ptiloZzeného k pouzité restriktdze Bpil
(Thermo Fisher Scientific). Reak¢éni smés byla inkubovana 2h pii 37 °C. Restriktaza byla
inaktivovana v 65 °C po dobu 20 min. Nastépeny linearizovany vektor byl izolovan pomoci
kitu (PCR purification kit; Qiagen). Dale byl nastépeny plazmid ligovan s gRNA1/2/5
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za vyuziti T4 ligazy, opét podle protokolu od vyrobct. Ligace probihala pii pokojové teploté
po dobu 2 hodin nebo pfi 16° C pfes noc. Ligéza byla inaktivovana pii 65° C béhem 10 min.

4.7.8 Vneseni plazmidi do bunék MDCK (transfekce DNA)

Pripravené plazmidy byly zvlast transfekovany do MDCK bunéénych linii pomoci
Lipofectamine 2000 Invitrogen. Postupovalo se dle pokyna vyrobce. Pro selektivni kultivaci
bunék transfekovanych konstitutivnimi plazmidy byl k liniim pfidan geneticin (400 pg/ml).
Inducibilni linie byly selektovany zeocinem (150 pg/ml). Po selekci by mély piezit pouze
transfekované bunky, jelikoz pfijaty vektor nese sekvenci pro rezistenci proti pouzitému
antibiotiku.

Utinnost transfekce se sledovala na fluorescenénim mikroskopu diky GFP obsazenému ve
vektorech. Bunééné linie s inducibilnimi vektory byly pro vizualizaci indukovany
tetracyklinem (1pg/ml) a to 24h pied pozorovanim. Po mikroskopii byly linie zpasaZovany a
op¢t selektovany.

Buiiky, které byly transfekované vektorem pX458-Morgl-gRNA1/2/5 nebyly selektovany po
transfekci antibiotikem, ale byly jednotlivé separovany pomoci fluorescencni pritokove
cytometrie (z angl. Fluorescent Activated Cell Sorting, FACS). Metodu bylo mozné pouzit diky
pritomnosti genu pro GFP v plazmidu pX458. Kazda separovana transfekovana bunka zalozila
svou linii.

4.7.9 Western Blot

Western Blot je laboratorni metoda, ktera umoziiuje stanovit expresi vybraného proteinu v
buiice. Vzorky proteinovych lyzatl se nejprve nafedi na stejnou koncentraci, aby bylo mozné
nasledné porovnavat relativni mnozstvi proteinii v nich. Proteiny ve vzorku jsou poté
separovany dle velikosti pomoci elektroforézy v polyalrylamidovém gelu v pifitomnosti
dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE) a nasledné pfeneseny na nitrocelul6zovou membranu, na
které jsou oznaCeny primarnimi a sekundarnimi protildtkami. Sekundarni protilatky na sobé&
nesou enzym kienovou peroxidazu (horseradish peroxidase, HRP). Nasledn¢ jsou pouzivané
chemiluminiscenc¢ni substraty vyzatujici v pfitomnosti HRP svétlo, které 1ze zachytit na film,
¢imz se zajisti vizualizace jednotlivych proteinii. Diky velikostni separaci, jsou proteiny na
membrané ,,v zastupu®. Proto pfi vizualizaci se protein zobrazuje na filmu jako prouzek, pro
ktery se vyziva anglicky vyraz band. Band dokazuje pfitomnost proteinu v lyzatu, a vypovida
o jeho relativnim mnozstvi v lyzatu, ¢imz tedy poskytuje piedstavu i o jeho expresi v burice.

4.7.9.1 Priprava proteinovych lyzati na Western Blot

Pro sledovani proteinové exprese pomoci metody Western Blot byl z bunécné kultury odebran
1 ml bunék v suspenzi. Odebrana suspenze byla stoc¢ena béhem 3 min pti 370g za pokojové
teploty. Pelet byl resuspendovan ve vychlazeném 120-150 pl RIPA pufru, slozeného z SOmM
Tris-HCl (pH 7,4), 150mM NaCl, 1% deoxycholatu sodného, 0,1% sodium dodecylsulfat
(SDS)a ImM EDTA. Vysledné pH RIPA pufru odpovida 7,3. Je vhodné zvolit nejmensi mozny
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objem RIPA pufru za ucelem dosazeni nejvyssi mozné koncentrace proteint, avSak objem musi
byt dostacujici pro pohodlnou nasledujici manipulaci z lyzadtem. Po resuspendovani z RIPA
pufru nasledovalo stoceni po dobu 15 min pti 18 000 g, po kterém byl ze dna zkumavky odebran
pelet s DNA. Proteinové lyzaty byly ulozeny v -20 °C.

4.7.9.2 Sjednoceni koncentrace a objemu proteinovych lyzati pro Western Blot

U proteinovych lyzati byla zméiena koncentrace pomoci kitu od Pierce BCA Protein Assay
Kit. Postupovalo se dle navodu vyrobce. Proteinové lyzaty byly déale nafedény na stejnou
spole¢nou koncentraci a objem v Laemmli pufru slozeného z 50mM Tris-HCI (pH 6.8), 2%
SDS, 10% glycerolu, 1% p-merkaptoethanolu, 12,5mM EDTA a 0,02% bromfenolové modre.
VSechny slozky Laemmli pufru byly zakoupeny u firmy Merck. Lyzaty se fedily Laemmli
pufrem v pomé&ru 5 dild lyzatu :1 dil Laemmli pufru. Dale bylo ke kazdému vzorku pfidano
0,6 ul 1,4-dithiothreitolu (DTT) na 10 pl vzorku. Smés se nésledné vatila po dobu 3 az 5 min
ve 100 °C.

4.7.9.3 SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfat-polyakrylamidova gelova elektroforéza)

Vzorky proteinovych lyzati byly poté separovany podle molekulové hmotnosti pomoci
elektroforézy na polyakrylamidovém gelu. Jeden platek gelu byl slozen ze dvou typa gelu —
gelu separacniho a zaostfovaciho. Objemy slozek gelll jsou urcené v tabulce ¢. 10. VSechny
pouzité latky byly zakoupeny u firmy Merck.

Tabulka ¢. 10: Prehled sloZek separacniho a zaostiovaciho polyakrylamidového gelu.

10% separacni gel o 15 ml 4% zaostiovaci gel o Sml

Slozky gelu objem Slozky gelu objem
H20 6,75 ml H20 3,1 ml
1,5M Tris (pH 8,8) 3,75 ml 1,5M Tris (pH 8,8) 1,25 ml
10% SDS 150 pl 10% SDS 50 ul
29% akrylamid, 5ml 29% akrylamid, 650 pl
1% bisakrylamid 1% bisakrylamid

TEMED 10 pl TEMED 7 pl
10% APS 50 ul 10% APS 35 ul

Na zatuhl¢ gely byly pieneseny proteinové vzorky a proteinovy marker. Elektroforéza bézela
v elektroforetickém pufru sloZzeném z 25mM Tris-HCI, 192mM glycinu a 0,1% SDS. Byl
nastaven konstantni proud o 15 mA na jeden zaostfovaci gel o tloust’ce 0,75 mm. Po 20 az 30
minutach vzorky ptejdou ze zaostiovaciho gelu na gel separa¢ni. Po tomto okamziku Ize zvysit
proud na 30 mA na jeden gel. Separace trva primérné 40 az 60 min.

4.7.9.4 Prenos proteint na nitrocelulézovou membranu - blotovani

Po separaci proteinti pomoci SDS-PAGE je potieba je ptenést z polyakrylamidového gelu na
nitrocelul6zovou membranu (od Merck, s pory o 0,45 um). Z toho divodu se gel pokryva
nitrocelul6zovou membranou a déle se obaluje ve filtracnich papirech a poréznich vlozkach.
Vzniké tak nékolikavrstevny utvar, tzv. sandwich slozeny z porézni vlozky, filtracnich papira,
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gelu a nitrocelul6zové membrany. Pfenos proteinu probihal v blotovacim zafizeni po dobu
90 min pfi napéti 90-110 V.

4.7.9.5 Blokovani

Po ukonceni blotovéani nasledovala blokace nespecifickych ¢i neobsazenych mist na membrané
pro zvySeni specifity vazby protilatek. Nejdiive byly membrany proplachnuty v 0,05% roztoku
Tween 20 v PBS (PBS-T). Déle se membrany 30-60 min za pozvolného ttepani blokovaly v 3%
roztoku odtu¢néného mléka (Santa Cruz) v PBS-T. Nasledné se membrany proplachly PBS-T
arozsttihly na dva kusy, podle velikosti proteint, které bylo potiebné vizualizovat, tak aby bylo
mozné jednotlivé ¢asti membrany inkubovat zvIast’ s rozliSnymi protilatkami (tabulka €. 4, 4.6)
Pro kontrolu rovnomérného naneseni proteinovych lyzati na polyakrylamidovy gel se pouZzila
imunodetekce proteinu Rsk-1, laminu nebo Rackl, jejichz exprese by méla byt ve vSech
vzorcich konstantni.

4.7.9.6 Inkubace s primarni, sekundarni protilatkou a striping

Membrany byly inkubovany minimalné¢ po dobu 3 h pii pokojové teploté (nebo pies noc
pii 4 °C) s primarnimi protilatkami fedénymi v poméru 1:1000, pokud neni zminéno jinak.
Pouze primarni protilatka anti-Rsk, byla vzdy fedéna v poméru 1:2000, kvili zkuSenosti s piili§
intenzivnim vyslednym signalem. Sekundarni protilatky byly ftedéné v 3% roztoku
nizkotu¢ného mléka v PBS-T. Anti-mouse protilatka konjugovanid s HRP byla fedéna v poméru
1:10 000, anti-rabbit protilatka konjugovand s HRP — v poméru 1:5000. Ob¢é sekundarni
protilatky byly inkubovany s membranami po dobu 1 h pfi pokojové teploté za pozvolného
trepani. Nasledoval cyklus tii proplachovani membran v PBS-T pokazdé po dobu 5-10 min. Na
zavér byly membrany proplachnuty v PBS a byl knim piidan luminogenni substrat
(SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate, Pierce), ¢imz se zcela ptipravily na
vyvolavani v temné komoie.

V piipadé€ potieby odstranit jiz navazané protilatky, byly membrany 15 min inkubovany s 0,2M
NaOH (tzv. stripping) a proplachnuty destilovanou vodou. Poté bylo mozné membrany op¢t
blokovat a inkubovat s novymi protilatkami. Signaly byly detekovany na autoradiografickych
filmech pomoci vyvolédvaciho ptistroje Agfa Curix 60.

4.7.10 Stresovani arsenitanem sodnym

Pro sledovani stresovych granuli byly buné¢éné linie vystavené oxidativnimu stresu, ktery byl
vyvolan pfidanim arsenitanu sodného (NaAsOz, 0,5mM kone¢nd koncentrace v kultufe).
Nasledné¢ byly pouzity metody jako fluorescencni mikroskopie nebo Western Blot.

4.7.11 Imunofluorescence

Imunofluorescence je metoda vyuzivana pro vizualizaci tkdni, bun¢k ¢i bunécnych struktur.
Spociva ve specifické vazbe protilatek na epitopy vybranych struktur. Vizualizaci prostiedkuji
fluorochromy, které jsou navdzané na protilatky. Pro imunofluorescen¢ni barveni se musi
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kultury nejprve zafixovat, coz brani rozkladu bunky a zajiStuje zachovani jeji plvodni
morfologie. Nasleduje permeabilizace membrany, kterd zpfistupiiuje protilatkdm prichod
k vnitinim bunécnych strukturam. Dal§im krokem je blokace, ktera ma za ucel zvysit specifitu
navazani primarni protilatky. Poté jiz probiha samotna inkubace s protilatkami a montovani
preparatu mezi podlozni a kryci sklicko.

Ptfed imunofluorescenénim barvenim byla nejprve ptipravena kryci sklicka. K predehiatym
krycim sklickiim ve dvanécti jamkové desticce byl na 30-60 min pfidan 1 ml 0,1% roztoku
fibronektinu (EDM Milipore) v PBS (1ul/pg fibronektinu v 1 ml PBS), ktery umoznuje
nasledujici pfichyceni buné€k na sklicko.

Mezitim probéhla ptiprava bunéénych linii ur¢enych k imunofluorescen¢nimu barveni. U linii
vyzadujicich indukci exprese plazmidu ¢i stresovani arsenitanem sodnym byly tyto kroky
provedeny v souladu s jiz zmiflovanym protokolem (4.7.8, 4.7.10). Déle byly bunky po dobu
15 minut fixovany v PFA (4% roztok paraformaldehydu v 100mM KPOs, pH 6,5) a poté linie
prosly cyklem tii proplachovéani 1 ml 100mM KPOg4 (pH 6,5). Nasledn¢ se bunééné membrany
permebilizovaly pomoci 1 ml 1% Tritonu-X100 ve 100mM KPO4 (pH 6,5) po dobu 10 min pfi
pokojové teploté. Nasledoval dalsi cyklus ctyt proplachovéani 1 ml 1% BSA ve 100mM KPO4
(dale jen BSA-KPOs), po kterém preparat ziistal v 1 ml BSA-KPO4po dobu minimélné 1 h, za
ucelem blokace nespecifickych epitopti. Poté se linie inkubovaly ve tmé pii pokojové teploté
po dobu 2-3 h s primarnimi protilatkami, nafedénymi 1:50 v BSA. Po oplachnuti 1 ml BSA-
KPO4 byly preparaty inkubovany dobu 1 h, opét ve tmé a pokojové teploté s kozimi
sekundarnimi protildtkami anti-mouse a anti-rabbit Alexa Fluor od Invitrogen, fedénymi 1:1000
v BSA. Po dal$im cyklu proplachovani, slozeném ze tii proplachnuti 1 ml BSA-KPOs4, jednoho
proplachnuti v 100mM KPOs (pH 6,5) a jednoho proplachnuti v destilované vodé¢, byl preparat
nakonec piipevnén na podlozni sklicko za pouziti 5 pl montovaciho média (Vectashield
s DAPI, Vector Laboratories) na vzorek. Hrany podlozniho a kryciho sklicka byly pro udrzeni
vlhkosti preparatu hermeticky izolovany. Sklicka lze skladovat ve tmé ve 4 °C.
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5 VYSLEDKY

5.1 Vysledky sekvenace

Za ucelem sestrojeni plazmidu pEGFP-CI-mMorgl S45R, nesoucitho my$i mutovanou
sekvenci pro Morgl S45R, byla vyuzita PCR reakce (4.7.3). Templatem pro reakci poslouzil
plazmid pEGFP-C1-mMorgl WT a mutageneze byla zajiSténa specifickymi primery Morgl
S45R rev/fwd od Eurofins Genomic. Mutace spocivala v jedno-nukleoidové substituci adeninu
za cytosin. Pfedpokladanym vysledkem byla zdména kodénu pro serin (AGC) na kodon pro
arginin (CGC) (obrazek ¢&. 11). Uspé$nost mutageneze byla ovéfena, pomoci Sangerova
sekvenovani, které bylo provedeno firmou SeqMe (https://www.seqme.eu).

TG CCTG CGTGCGGCAGTCGAT AAACCCTAAAGCTGT GG cccegceCc TG

pEGFP-C1- Morgl

Af]\w/\ W /N\MM N\/\/\/\N\

C TG CC 6 TGCGGCOC CTGTGG

pEGFP-C1- mMorgl S45R

MANMMW\M\{\M A A

Obrazek ¢. 11: Grafické zndzornéni vysledki Sangerova sekvenovdani. Na hornim diagramu je zobrazen usek
vektoru pEGFP-CI1-MORG1 obsahujici kodon pro S45 (AGC). Na dolnim diagramu je zobrazen usek vektoru
PEGFP-CI1-mMORG1 S45R obsahujici kodon pro R45 (CGC). Mutovany nukleotid je zvyraznén Sipkou.

5.2 MDCK bunécné linie transformované konstitutivnim vektorem pEGFP-C1-
mMorgl WT/S45R nejsou stabilni

Mutagenezi vektoru pEGFP-C1-mMorgl WT byl piipraven vektor pEGFP-C1-mMorgl S45R.
Vektory byly po ovéfeni mutageneze dale amplifikovany pomoci Escherichia coli, izolovany a
transfekovany do WT MDCK bun¢k (4.7.4—4.7.8). Dalsi den byla GspéSnost transfekce ovétena
pomoci fluorescenéni mikroskopie. Nicméné exprese konstitutivniho plazmidu pEGFP-C1-
mMorgl WT nebyla stabilni a fluorescen¢ni signal béhem nékolika dni vymizel (obrazek ¢. 12).

MDCK mMorgl-GFP WT k - konstitutivni exprese

Obrazek ¢. 12 Ovéieni exprese Morgl-GFP WT v linii ,MDCK mMorgl-GFP WT k* cili v MDCK burikdch
transfekovanych konstitutivnim vektorem pEGFP-CI-mMorgl WT. Den po transfekci linie vykazovala zietelnou
fluorescenci, ktera ovsem jiz po ctyiech dnech nebyla detekovina. Oba snimky zachycuji stejné misto na misce
¢tyri dny po transfekci linie. Levy snimek byl porizen pomoci fluorescencni mikroskopie se Sirokym polem. Pravy
snimek byl porizen pomoci fazového kontrastu.
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5.3 Klonovani useku Morgl S45R do inducibilniho vektoru pcDNA4-GFP

Transfekce MDCK buné¢k konstitutivnimi plazmidy pEGFP-C1-mMorgl WT/S45R nevedla
k stabilni expresi Morgl-GFP WT/S45R. Z tohoto divodu, byly inserty klonovany
z konstitutivniho vektoru do inducibilniho vektoru pcDNA4-GFP (4.7.6). Vysledné vektory
byly pojmenovany pcDNA4 mMorgl-GFP WT a pcDNA4 mMorgl-GFP S45R. Tyto
inducibilni vektory byly dale transfekovany do WT MDCK bunééné linie. Pro ovéfeni
transfekce byly vzniklé bunécné linie (,,MDCK-Morgl-GFP WT i1* a , MDCK-Morgl-GFP
S45R 1*) oSetieny tetracyklinem, coz indukovalo expresi vektoru (4.7.8). Exprese fuzované¢ho
proteinu Morgl-GFP WT/S45R byla zaznamenana pomoci fluorescencni mikroskopie
(obrazek ¢. 13).

MDCK mMorgl1-GFP WT i MDCK mMorg1-GFP S45R i
- inducibilni exprese - inducibilni exprese

Obrazek ¢. 13: Oveéieni exprese Morgl-GFP WT/S45R v ,MDCK mMorgl-GFP WT/S45R i“ liniich cili v
MDCK bunikach transfekovanych inducibilnimi vektory pcDNA4-mMorgl-GFP WT/S45R. Obé linie vykazovaly
po indukci tetracyklinem zietelnou fluorescenci, zpiisobenou expresi Morgl-GFP. Oba snimky byly porizeny CtyFi
dny po transfekci pomoci fluorescencni mikroskopie se Sirokym zornym polem.

5.4 Vysledky imunofluorescen¢ni mikroskopie a lokalizace Morgl za stresovych
a kontrolnich podminek

Za ucelem stanoveni intraceluldrni lokalizace Morgl WT a Morgl S45R v MDCK bunkach za
oxidac¢niho stresu (NaAsO:) i za kontrolnich podminek (bez vyvolani oxida¢niho stresu), byla
vyuzita fluorescen¢ni mikroskopie. Porovnani lokalizace Morgl WT/S45R a stresovych granuli
bylo umoznéno fluorescencnim zna¢enim markeru stresovych granuli, proteinu G3bpl.
Ektopické proteiny (exprimované z transfekovaného vektoru) jsou fluorescencné znacené diky
fuzi s GFP nebo s mCherry. Endogenni proteiny byly znaCeny imunofluorescen¢né. VSechny
sledované linie MDCK bun¢k byly transfekované. Z toho divodu je vzdy jeden ze dvou
sledovanych proteinii znacen imunofluorescencné a druhy pomoci fuze s fluorescencnim
proteinem (naptiklad ektopicky Morgl-GFP a endogenni G3bpl znaceny pomoci protilatky
Alexa Fluor 568).

5.4.1 Morgl WT ma prevazné jadernou lokalizaci

Lokalizace Morgl WT za kontrolnich podminek se sledovala ve dvou liniich. V linii ,, MDCK
mMorgl-GFP WT i byl Morgl-GFP WT vizualizovan pomoci fuze s GFP. V linii ,, MDCK
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G3bpl-mCh k* byl Morgl WT imunofluorescenéné barven pomoci primarni protilatky
anti-Morgl od firmy Upstate a sekundérni protilatky znacené Alexa Fluor 488. V obou liniich
jsou jadra znacena pomoci DAPI. Ektopicky i endogenni Morgl WT byl lokalizovan ptedevsim
v jadre. Z ¢asti byl defuzovan i v cytosolu, pticemz jeho nejvétsi koncentrace zistavala v okoli
jadra (obrazek ¢. 14).

Morgl WT DAPI Merge

AF488

GFP

Obrazek ¢. 14: Sledovani lokalizace endogenniho Morgl WT pomoci krali¢i primdrni protildatky anti-Morgl a
mysi sekundarni protilatky Alexa Fluor 488 (AF488) a ektopického Morgl-GFP WT (GFP). Bunécna jadra
Jsou oznacena pomoci DAPI. Sledovani probihalo za kontrolnich podminek. Oba zpuisoby vizualizace MORG1 WT
poukazuji na jeho prevazné jadernou lokalizaci, s castecnym presahem i do cytosolu. Snimky byly porizeny
pomoci fluorescencni mikroskopie se Sirokym zornym polem.

5.4.2 Morgl WT nelokalizuje do stresovych granuli

Sledovala se lokalizace Morgl WT za stresovych (0,5mM NaAsO;, 30 min) i kontrolnich
podminek (bunky nebyly vystaveny zadnému stresu). Znaceni markeru stresovych granuli

G3bpl umoznilo porovnat rozmisténi Morgl a SG. Lokalizace Morgl WT nebyla oxidativnim
stresem nijak znatelné€ ovlivnéna. Vysledek se u ektopického Morgl1-GFP WT i u endogenniho
Morgl WT nelisil (obrazek ¢. 15).

Morgl WT arass G3bpl-mCherry Merge

G3bp1 arses

Morgl-GFP WT Merge

kontrola

Obrazek ¢. 15: Porovndni lokalizace Morgl WT a G3bpl za oxidacniho stresu (NaAsQ:z) i za kontrolnich
podminek (kontrola). Ektopicky G3bpl-mCherry (v levém panelu) i endogenni G3bpl znaceny pomoci primarni
protilatky anti-Morgl od firmy Upstate a Alexa Fluor 568 (AF568, panel vpravo) zobrazuje umisteni SG. Snimky
potvrzuji, ze Morgl WT nelokalizuje do SG. Pozorovanim endogenniho Morgl znaceného protilatkou Alexa Fluor
488 i ektopického Morgl-GFP se dosahlo stejného vysledku. Snimky byly porizeny pomoci fluorescencni
mikroskopie se Sirokym zornym polem.
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5.4.3 Mutace S45R nevede k lokalizaci Morg1 do stresovych granuli

Proteiny Morgl a Rackl maji velmi podobnou strukturu. Vazebné misto R38-K40 u Rackl
zodpovida z velké Casti za jeho schopnost vazat se na ribozom (viz kap. 2.3.2) (Sengupta et al.,
2004). Morgl WT toto vazebné misto neobsahuje a na ribozomech se nevyskytuje, respektive
obsahuje pouze lysinovy zbytek K47 odpovidajici K40 u Rackl. Pro vytvoieni analogického
vazebného mista R45-K47 byl u Morgl WT zaménén serin na pozici 45 za arginin, ¢imz vznikla
mutantni forma Morgl S45R. Nasi hypotézou bylo, ze Morgl S45R by mohl nabyt afinity
k ribozomu a piechazet do SG podobné jako Rackl. Byly proto vytvofené MDCK bunécné
linie exprimujici mutovany Morgl1-GFP S45R. Byla porovnéna lokalizace Morgl-GFP S45R a
G3bpl za oxidativniho stresu a kontrolnich podminek. Lokalizace mutovaného Morgl-GFP
S45R, podobné jako lokalizace Morgl WT, nebyla oxida¢nim stresem nijak znateln€ ovlivnéna
(obrazek ¢. 16).

Morgl-GFP WT G3bp1 arses Merge Morgl-GFP S45R

Obrazek ¢. 16: Porovndni lokallzace ektopického Morgl -GFP WT a MorgI-GFP S45R s markerem stresovych

granuli G3bp1, znacenym pomoci sekundarni protilatky Alexa Fluor 568 (AF568), za oxidacniho stresu (NaAsO)
i kontrolnich podminek (kontrola). Mutace nezpiisobila presun Morgl S45R do stresovych granuli. Snimky byly

G3bp1 arses Merge

kontrola

NaAsO,

porizené pomoci fluorescencni mikroskopie se Sirokym zornym polem.

5.5 Sledovani exprese forem proteinu Morgl v MDCK bunécnych liniich
pomoci Western Blot

Po imunofluorescen¢nim barveni bylo naSim cilem ujistit se, Ze pozorovand fluorescence
opravdu odpovidéa expresi zkoumanych proteinti, konkrétnéji Morgl-GFP WT nebo Morgl-
GFP S45R, nikoli samotného GFP. Ztoho divodu jsme se pokouseli stanovit expresi
fuzovanych 1 endogennich forem studovanych proteinii. Vyuzivali jsme k tomu techniku
Western blot.

Pro analyzu exprese pomoci metody Western Blot byly vybrané stejné linie jako pfi
imunofluorescenénim barveni, a dale také kontrolni linie netransfekovanych WT MDCK
bunc¢k. Nejprve byla pouzita kralici anti-Morgl protildtka od Upstate, natedénd v poméru
1:1000, jez dokazala vizualizovat expresi Morgl pouze u dvou vzorkl (obrazek ¢. 17, I).
Experiment byl proto replikovan (obrazek ¢. 17, II). Za pouziti stejné protilatky a stejného
fedéni, byla pfitomnost Morgl prokazana pouze u dvou vzorkl pii 3minutové expozici a tif
vzorkll pfi 45minutové expozici. Nasledn¢ byly membrany stripovany a opét inkubovany
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s krali¢i anti-Morg1 protilatkou (Upstate) nafedénou v poméru 1:500. Vyslednd membrana sice
zobrazovala mnoho nespecifického Sumu, ale projevila expresi Morgl az v 5 liniich (WT
MDCK, GFP k, G3bpl k, WT il a S45R il). Exprese GFP byla v obou experimentech
prokézana pouze u linie MDCK-GFPk (MDCK linie transformovana vektorem pEGFP-N1),
fazovany Morg1-GFP nebo Morgl-GFP S45R se nepodafilo vizualizovat.

%‘@ G\\P & J;? @)‘47
0. % %, D .55 S 2
G ke R

anti-Morg1 1:1000, 40 min anti-GFP 1:1000, 40 min

anti-RSK 1:2 000, 40 min _- anti-RSK 1:2 000, 40 min

anti-Rsk 1:2 000, 3 min [N ont-RSK 1:2.000, 3 min [e—————=

anti-Morg1 1:1000, 3 min i‘ w anti-GFP 1:1000, 3 min —

_ II

| 1:500, 20 min ,
1:500, 20 min T g

Obrazek ¢ 17: Pokus o stanoveni exprese Morgl a GFP pomoci metody Western blot u kontrolni linie
netransferovanych WT MDCK bunék (WT MDCK), u linie MDCK-GFPk (GFPk), MDCK-G3bplk (G3bplk),
MDCK-Morgl-GFPi 172 (WT il1/2), MDCK-MorgI-GFP S45Ri 1/2 (§45R i1/2). Vektory obsahujici sekvence
pro Morgl nebo Morgl S45R byly konstruovany v duplikatech, které jsou odliseny cislicemi 1 a 2. Piivodni pokus
je oznacen I, jeho replika II. Vizualizovana exprese Morgl se v I a II lisi. Bandy pro Morgl jsou v obou
experimentech velmi slabé nebo na prahu detekcniho limitu, ktery se podarilo snizit pomoci zvySovani expozice a
koncentrace primarni protilatky. Nove zobrazené bandy jsou od nespecifickych signalii odliseny Zlutou Sipkou.
Oba experimenty (I, 1) prokazaly expresi GFP pouze u linie MDCK-GFP. Byla vyuzita kralici protilatka anti-
Morgl od firmy Upstate.

5.6 Ovéreni delece Morgl pomoci Western blotu

Pro urceni esenciality a lepSi pochopeni funkce Morgl v MDCK WT liniich byla provedena
delece genu pro Morgl pomoci technologie CRISPR/Cas9. Buiiky, u nichz doslo k Gspésné
transfekci, byly rozpozndny a separovany pomoci fluorescencni pratokové cytometrie (z angl.
Fluorescent Activated Cell Sorting, FACS). Izolované jednotlivé buiiky byly poté kultivovany,
dokud nevytvortily vlastni bunééné linie. Celkové bylo piipraveno ptes 100 linii a kazda byla
nazvana kédovym oznacenim (11B6, 11B11, 11C2, 11C4 atd.).

5.6.1 Ovéreni delece Morgl pomoci Western Blotu za vyuziti protilatky anti-
Morgl od firmy Upstate

Za ucelem ovéteni delece Morgl bylo vybrano 12 linii, u kterych jsme se pokouseli specificky
vizualizovat expresi proteinu Rsk, jakozto nanaskové kontroly, a Morgl (obrazek ¢. 18).
Koncentrace proteinovych lyzath byla peclivé naméiena a sjednocena mezi vzorky pomoci
fedéni v Laemmli pufru (viz. 4.7.9.2).



Pozorovali jsme mnoho nespecifickych bandt. Bandy, které pravdépodobné odpovidaji expresi
Rsk a Morgl, dosahovaly u vSech vzorkli podobné intenzity. Kromé nich se vyskytovaly i
neidentifikované bandy, jejichz exprese byla na rozdil od zdanlive specifickych signald, velmi
nehomogenni. Intenzita nespecifickych signalt byla u vzorka WT, 11B6, 32C6, 42C11, 55F3
vyrazn¢ slabsi a u vzorku 65E9 nebyl pozorovan zadny band.

11 11 11 11 11 11 21 21 21 21 21 WT32 42 42 42 42 56 55 65 65 65 65
wr B6 B11 C2 C4 F1 F7 A5 A9 B10 C7 G2 C6 C11 E12 G5 G8 E8 F3 B12Cl12 E9 H9

Obrazek ¢. 18: Sledovani exprese Morgl za ucelem urcit linie, u nichz doslo ke knock-outu Morgl (Il). Exprese
Morgl a nanaskové kontroly Rsk je napric vzorky velmi podobna. Byly pozorovany vyrazné neidentifikované bandy
(*, **), jejichz exprese se napric vzorky lisi. U vzorki WT (WT MDCK linie), 11B6, 32C6, 42C11 a 55F3 byla
intenzita neidentifikovanych bandii vyrazné nizsi. U vzorku 65E9 nebyl zaznamendan zadny band.

5.6.2 Ovéreni delece Morgl pomoci Western Blotu za vyuziti krali¢i protilatky
anti-Morgl (Thermo Fisher Scientific)

Z divodu nespecifické vazby protilatky anti-Morgl od firmy Upstate, pouzité v predchozim
experimentu (viz. 5.6.1), byl experiment zopakovan s novou krali¢i protildtkou anti-Morgl
(Thermo Fisher Scientific). Jako nandskova kontrola tentokrat slouzil protein Lamin, pro ktery
je typicky dvojity band. Koncentrace proteinovych lyzati byla peclivé naméfena a byla
nasledn¢ sjednocena pomoci fedéni v Laemmli pufru (viz. 4.7.9.2). 1 presto intenzita
vizualizované exprese Laminu byla velmi nehomogenni, a nékteré vzorky neprojevovaly
zadnou expresi. Expresi Morgl se nepodafilo vizualizovat u zadného vzorku (obrazek ¢. 19,
II). Vzhledem k podezielé expresi Laminu jakozto nanaSkové kontroly byly membrany
stripovany a oznaceny primarnimi protilatkami proti Rsk a Rack1 (obrazek €. 20). Exprese Rsk
byla pozorovana pouze u ¢tyt vzorkli. Exprese Rackl poskytla nejhomogennéjsi expresi ze
vSech tii pouzitych nanaskovych kontrol.

11 11 11 11 11 11 21 21 21 21 21 32 42 42 42 42 56 55 65 65 65 65
B6 B11 C2 C4 F1 F7 A5 A9 B10 C7 G2 C6 C11 E12 G5 G8 E8 F3 B12C12 E9 H9

Morgl

b

II

Obrazek ¢ 19: Sledovani exprese Morgl za ucelem urcit linie, u nich? doslo ke knock-outu Morgl (II).
Replikace experimentu za vyuziti Laminu jako nandSkové kontroly. Intenzita bandii Laminu je napric vzorky
extremné odlisnd, u vzorku 11B11, 32C6, 42E12, 55F3 a 65E9 nebyly detekovainy. Exprese Morgl nebyla

detekovana u Zadného vzorku.
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WT 56 B11C2 C4 F1 F7 A5 A9 B10 C7 G2 C6 C11 E12 G5 G8 E8 F3 B12C12 E9 H9
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Obrazek ¢ 20: Sledovani exprese Morgl za uclelem urcit linie, u nich? doslo ke knock-outu Morgl (II).
Membrana byla stripovana a nasledné inkubovana s protilatkami proti Rsk a Rackl, které slouzily jako kontrolni
nanaskové kontroly. Exprese Rsk se pozorovala pouze u 8 linii. Exprese Rackl nebyla pozorovana pouze u 3 linii.

5.6.3 Ovéreni delece Morgl pomoci Western Blotu za vyuziti krali¢i protilatky
anti-Morgl (Thermo Fisher Scientific) a ovéFeni piritomnosti proteint ve
vzorcich

U vybranych linii byly pfipravené dva SPS-PAGE gely. Jeden z gelli se nechal ptes noc nabarvit
v barvivu Coomassie Brilliant Blue, které nespecificky zna¢i vSechny proteiny na gelu.
Nasledujici den, gel zobrazil v celku rovhomérné zastoupeni proteinit v linii WT MDCK,
11B11, 11C4, 32C6, 42G8, 55F3, 65E9. Linie 55F3 a 65E9 neprokazaly pfitomnost zadnych
proteina v nich. Vyjimkou byl vyrazny pas bandt o velikosti 50 kDa az 70 kDa, ktery byl
pozorovany u vSech vzorkd a mohl vzniknout kviili agregaci proteinti. Zbyly gel byl pouzit na
Western Blot. Exprese Morgl byla zobrazena pomoci krali¢i primarni protilatky anti-Morgl
(Thermo Fisher Scientific). Vzor na autoradiografickém filmu napadné se podobal vzoru na
polyakrylamidovém gelu (obrazek €. 21).

WT 11 11 32 42 55 65 WT 11 11 32 42 55 65
Bl1 C4 C6 G8 F3 E9 Bll C4 C6 G8 F3 E9

Obrazek ¢. 21: Ovéreni specifity protilatky anti-Morgl (Thermo Fisher Scientific) a pFitomnosti proteinii ve
vzorcich. Snimek vpravo zobrazuje vysledky Western blotu za znaceni pomoci anti-Morgl (Thermo Fisher
Scientific). Snimek vlevo zobrazuje SDS-PAGE gel po barveni pomoci Coomassie Brilliant Blue.
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6 DISKUSE

6.1 Inducibilita vektoru stabilizuje transfekovanou bunéé¢nou linii

Vysledkem mutageneze vektoru pEGFP-C1-mMorgl WT byl vektor pEGFP-C1-mMorgl
S45R. Ptipraveny vektor po ovéfeni mutageneze byl dale amplifikovan, izolovan a
transfekovan do MDCK WT bun¢k, ¢imz byla ptipravena linie ,, MDCK mMorg1-GFP S45R k*
(4.7.4, 4.7.8). Nasledujici den po transfekci byla jeji u€innost ovérena pomoci fluorescencni
mikroskopie. Uspé&$na transfekce bunék by zptisobila expresi fizovanych proteini Morg1-GFP
S45R, kterou Ize sledovat pomoci zelené fluorescence GFP. Linie ,,MDCK Morgl-GFP S45R
k.“ nejprve projevila ocekavanou fluorescenci, kterd se ovSem v pribéhu nékolika dni vytratila
(obréazek €. 22).

Podobny problém byl pozorovan i pti transfekci WT MDCK bunéénych linii konstitutivnim
vektorem obsahujicim sekvenci pro protein Rackl1 (nepublikovana data Tomase Grousla a Véry
Chvalové). Transfekce plazmidu nesouciho gen pro urcity protein nehledé na to, zda se jedna o
Morgl ¢i Rackl, zplisobuje jeho nadbytecnou expresi, jelikoZ pfirozena syntéza tohoto proteinu
nebyla naruSena. Pfedpokladame, ze ve vysledku je celkova exprese dané¢ho proteinu nadmérna
a nefyziologicka. Snaha MDCK bunék tuto expresi regulovat a ustalit na fyziologickych
hodnotach mitize vést k degradaci plazmidu, ¢imz si vysvétluyjeme nestabilni expresi
konstitutivnich plazmida.

Linie transformované konstitutivnimi vektory se ukazaly byt nevhodné pro metodu Western
Blot i pro imunofluorescencni barveni. To poslouzilo pfi¢inou k pieklonovani Morgl WT/S45R
do inducibilniho vektoru pcDNA4-GFP. Tak byly sestrojeny plazmidy pcDNA4-to-mMorgl-
GFP WT a pcDNA4-to-mMorgl-GFP S45R. Po celou dobu mezi transfekci a indukci,
zustavaly linie stabilni. Exprese byla vzdy vyvolana 24h pied experimentem (viz. 4.7.8). To
umoznilo linie zafixovat nebo vytvofit proteinové lyzaty jesté diive, nez byl protein degradovan
a jeho exprese pierusena.

MDCK mMorgl1-GFP WT i MDCK mMorgl1-GFP S45R i MDCK mMorgl1-GFP WT k
- inducibilni exprese - inducibilni exprese - konstitutivni exprese

mMorgl-GFP WT k*, ktera byla tranfekovana konstitutivnim vektorem pEGFP-CIl-mMorgl WT, nevykazovala
po ctyrech dnech Zadnou signifikantni fluorescenci. Naproti tomu linie ,, MDCK mMorgl-GFP WT/S45R i, které
vznikly transfekci MDCK bunék inducibilnimi vektory pcDNA4-to-mMorgl-GFP WT/S45R, vykazovaly po své
indukci i ¢tyFi dny po transfekci zretelnou fluorescenci. To naznacuje, Ze az do indukce ziistava transfekovana linie
stabilni. Stejna tendence byla pozorovana u MDCK bunécnych linii transfekovanych konstitutivnimi ci
inducibilnimi vektory nesoucimi sekvenci pro Rackl. Prvni t7i snimky zleva byly porizeny pomoci fluorescencni
mikroskopie se Sirokym zornym polem, posledni snimek vpravo byl porizen pomoci fazového kontrastu.
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6.2 Morgl se v MDCK buiikach lokalizuje prevazné do jadra

Riizné zdroje uvadéji riznou lokalizaci Morgl. Morgl se miiZze védzat na pozdni endozomy
(Boggiatto et al., 2014), a mozna i na jiné vezikularni vacky (Vomastek et al., 2007).
V literature se nejcastéji zminuje jeho cytoplazmatickd a jaderné lokalizace (Su et al., 2012;
Bondeva et al., 2012; Bondeva et al., 2013; Hayase ef al., 2013; Loeffler et al., 2017), pticemz
pokud je zminén jejich pomér, témét vzdy prevazovala cytoplazmatickd lokalizace (Bondeva
et al.,2012; Hayase et al., 2013).

Jediné zminky v literatufe o pievazné jaderném Morgl pochazeji ze dvou publikaci od Bondeva
et al., ale jejich vysledky jsou tézko interpretovatelné. Pii imunofluorescenénim znaceni Morgl
v mySich mesangialnich buitkach (MMC) byl pozorovan silny jaderny signal (Bondeva et al.,
2013). Nicméné v predchozi studii titiz autofi zaznamenali u stejné bunééné linie pievazné
cytoplazmatickou lokalizaci Morgl. V obou piipadech se jednalo o kontrolni linie a jediny
rozdil v metodach kultivace spocival v ptidani BSA (5 mg/ml) ke kontrolni linii MMC z roku
2013 (Bondeva et al., 2012; Bondeva et al., 2013). Je teoreticky mozné, ze BSA ma jakysi vliv
na rozlozeni Morgl v buiice, avSak je zvlastni, Ze se autofi nijak nevyjadrili k této skutecnosti.
Hlavnim cilem studii bylo sledovani vlivu angiotensinu II a glykované¢ho bovinniho séra na
lokalizaci Morgl. Autofi dokonce poukazuji, ze Morgl se mirn¢ piesouval z cytoplazmy do
jadra MMC bun¢k po oSetieni angiotensinem II, mediatorem poSkozeni ledvin a antagonistou
PHD3 (Bondeva et al., 2012). Avsak je narocné zhodnotit vliv ANG II a AGE-BSA na umisténi
Morgl v burice, jestlize jeho lokalizace se ve stejné kontrolni linii v riiznych experimentech
lisila. Je tedy zfejmé, Zze Morgl méni svou intracelularni lokalizaci, jen pfi¢iny a mechanismy
stale zistavaji nejasné. Nasim cilem, bylo proto urcit lokalizaci Morgl v MDCK burnikach a
porovnat nase vysledky s existujicimi evidencemi.

Pro stanoveni lokalizace proteinu Morgl v MDCK buinkach za oxida¢niho stresu, bylo
provedeno imunofluorescencni barveni tfi bunécnych linii (obrazek €. 23). Z kazdé linie byly
pripraveny dva typy preparatl, ze kterych jeden byl vzdy pied fixaci vystaven NaAsO»
zpisobujicimu silny oxidativni stres, a druhy preparat byl kontrolni a nebyl vystaven
oxidativnimu stresu.

Lokalizace Morgl WT za kontrolnich podminek se sledovala ve dvou liniich. Ektopicky i
endogenni Morgl WT byl lokalizovan pfedevsim v jadie. Z¢&asti byl ptitomen i v cytosolu,
pricemz jeho nejvétsi koncentrace ziistavala v okoli jadra. Nase pozorovani se 1i$i od vysledk
Hayase et al. (2013), kteti zaznamenali u MDCK bunék pfevazné cytoplazmatickou lokaci
Morgl. Jiz bylo piedstaveno, ze pomér cytoplazmatické a jaderné lokalizace se mize ménit,
avSak stale neni jasné, z jakého divodu. NaSe vysledky ukazuji, ze oxidativni stres nema vliv
na dynamiku Morgl v intracelularnim prostoru. Pro¢ se v nasem experimentu Morgl
lokalizoval ptedevsim do jadra, tudiz zistava otazkou dalSiho vyzkumu.
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Morgl WT DAPI Merge

AFA88

GFP

Obrazek C. 23: Sledovani lokalizace endogenniho Morgl-GFP WT (AF488) pomoci mysi sekundarni protilatky
Alexa Fluor 488 a ektopického Morgl-GFP WT (GFP). Bunecna jadra jsou oznacena pomoci DAPI. Oba
zpusoby vizualizace MORGI1 WT poukazuji na jeho prevazné jadernou lokalizaci, s castecnym presahem do
cytosolu. Sledovani probihalo za kontrolnich podminek. Snimky byly porizeny pomoci fluorescencni mikroskopie
se Sirokym zornym polem.

6.3 Vliv mutace Morgl S45R na lokalizaci do SG

Proteiny Morgl a Rackl patii oba do WD-40 rodiny proteinti. Maji velmi podobnou strukturu
a slouzi jako scaffoldni proteiny. Rackl je dlouho zndmym a dobie prozkoumanym proteinem.
Jedna zmnoha znamych interakci, kterou Rackl podstupuje je jeho vazba na malou
podjednotku ribozomu, ¢imz ovliviiuje translaci. Vi se také, ze se lokalizuje do SG, ¢imz se
pfedchazi aktivaci MTK1, mediatoru apoptdzy, pro kterou je nezbytna vazba na Rackl. Malé
slozkami stresovych granuli. Pfedpoklada se proto, ze Rackl lokalizuje do stresovych granuli
prostiednictvim své vazby na ribozom. Avsak tento ptfedpoklad prozatim nebyl potvrzen.

Rack1 ma nekolik vazebnych mist, jimiz se drzi na ribozomu. Dtlezita role se pfisuzuje paru
aminokyselin R38-K40. Jejich mutace R38D-K40E se vyuziva pro studium volného, ¢ili
neribosomalniho, Rackl. Avsak novéjsi evidence poukazuji, Ze Rackl R38D-K40E, sice
ponékud flexibilnéji, ale pfesto se vaze na ribozom. Pro studium volného Rackl1 byly vytvareny
mutantni formy neobsahujici vicero vazebnych mist. Tyto formy vSak nebyly stabilni, nejspiSe
kvali naruseni struktury proteinu (Thompson et al., 2016).

Jelikoz odstranovani vazebnych mist u Rackl neni vhodné pro studium jejich role pii vazb¢ na
ribozom, rozhodli jsme se tyto vazebna mista naopak integrovat do sekvence jiného proteinu.
Modifikovany Morgl, jakozto multifunkéni a flexibilni scaffold, ktery sdili s jak strukturni, tak
a funk¢ni podobnost s Rack1, ma potencial byt schopny ho v nékterych jeho funkcich nahradit.
Z obou aminokyselin tvoficich u Rackl vazebné misto na ribozom obsahuje mysi Morgl
ptirozené pouze lysin na pozici K47. Na pozici 45 obsahuje Morgl serin, ktery lze substituci
jednoho nukleotidu mutovat na arginin, ¢imz se vytvofi analogicky vazebny par k R38-K40 u
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Rackl. Zajimalo nds, zplsobi-li tato mutace navazani Morgl S45R na ribozom a translokaci
do SG. Tento postup lze opakovat pro riznd vazebnd mista Rackl a porovnavat jejich
esencialitu pti vazbé na ribozom.

Z nepublikovanych dat TomasSe Grousla a Véry Chvalové vime, ze Morgl WT nelokalizuje do
SG, coz nase pozorovani v této praci potvrzuje (obrazek ¢. 24). Nezaznamenali jsme zadny vliv
mutace na lokalizaci Morgl S45R. Vysledek byl opét u ektopického Morgl-GFP WT 1
endogenniho Morgl WT stejny. Dale byl sledovan vliv mutace Morgl-GFP S45R na jeho
subcelularni lokalizaci za stresovych i kontrolnich podminek. Signifikantni rozdil mezi WT
Morgl a Morgl-GFP S45R nebyl detekovan.

Tento vysledek neprokazuje, ze se Morgl-GFP S45R nevaze na malou podjednotku ribozomu.
Je mozné, Ze koncentrace Morgl-GFP S45R navazaného na ribozom byla pfili§ nizkd a
nachdzela se pod limitem detekce fluorescencniho mikroskopu. Tato situace je pomérné
pravdépodobnd, jelikoz SG se vytvareji pouze v cytoplazmé, zatimco v nasem experimentu
byla pozorovana ptedevsim jaderna lokalizace Morgl-GFP S45R. Tudiz celkové koncentrace
cytoplazmatického Morgl-GFP S45R, ktery by se potencialné¢ mohl vazat na ribozom, byla
velmi nizka.

Planujeme proto ovéfit schopnost Morgl-GFP S45R se vézat na ribozom pomoci analyzy
polyzomovych profilit a Western blotu. Zadna nebo velmi nizka afinita Morgl-GFP S45R
k ribozomu je pravdépodobné vysledkem absence dalSich vazebnych mist, které umoznuji
Rack]1 interagovat s ribozomem i po mutaci R38D-K40E.

Morgl-GFP WT Merge

G3bp1l Arses

NaAsO,

Morgl-GFP S45R

ﬁr‘

g

NaAsO,

&7,

Obrazek ¢ 24: Porovndni lokalizace Morgl-GFP WT, Morgl-GFP S45R a G3bpl za oxidacniho stresu
(NaAsQ:z). Endogenni G3bpl znaceny pomoci Alexa Fluor 568 (AF568) za stresovych podminek zobrazuje
stresové granule. Snimky potvrzuji, ze Morgl WT i Morgl S45R nelokalizuji do stresovych granuli. Snimky byly
porizeny pomoci fluorescencni mikroskopie se Sirokym zornym polem.
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6.4 Sledovani exprese forem proteinu Morgl v MDCK bunéénych liniich
pomoci Western Blot

Po imunofluorescencnim barveni a mikroskopii, bylo nasim cilem prokézat, Ze pozorované
vysledky opravdu odpovidaji expresi piedpokladanych proteinti. Toho jsme se pokouseli docilit
pomoci metody Western blot. AvSak 1 pfes opakovani experimentii a zménu protilatky proti
Morgl jsme nedokazali dosahnout vérohodnych vysledkd.

Vsechny pouzité linie by mély piirozené exprimovat endogenni Morgl. Oc¢ekavali jsme proto,
ze budeme pozorovat band pro Morg1 u vSech linii, a u linii s transfekovanou sekvenci Morg1-
GFP navic i band pro Morgl-GFP. Avsak podafilo se ndm vizualizovat expresi endogenniho
Morgl pouze u dvou linii. Exprese GFP byla prokazana pouze u linie MDCK-GFP a nikoli u
linii obsahujicich Morg1-GFP. Ponévadz tento vysledek je velmi nevérohodny, byl experiment
opakovan (II).

Exprese Morgl byla tentokrat (II) pozorovana u jinych linii nezli v pfedeslém experimentu (I)
(WT MDCK, MDCK-GFP, MDCK-G3BP1). Intenzita signalu byla opét velmi nizka. Byly
pouzity tytéz vzorky, které tedy nemohly zptlisobit rozdily v pozorované expresi. Rozdily ve
vysledcich ptivodniho experimentu a repliky musely byt tudiz zptisobeny nizkou kvalitou
protilatky. Membrany byly proto stripovany a Morgl byl znovu oznacen stejnou protilatkou
anti-Morgl (Upstate), ovSem o dvojnasobné koncentraci. Intenzita bandi se zvysila a
s prodluzujici se expozici, jsme byly schopni detekovat Morgl i v liniich, v nichz se pfedtim
nezobrazoval. Tyto nové bandy jsou oznaceny na obrazku oznacené Zlutou Sipkou (obrazek
¢. 25). Ve vysledku byla exprese Morgl vizualizovana téméi ve vSech liniich. V obou
experimentech byly bandy pro Morgl nejintenzivnéj$i v liniich s nejsiln€j$i nanéaskovou
kontrolou, tedy v liniich, ve kterych bylo vice Morgl z diivodu jemné nepfesnosti naneseni.
Z toho vyvozujeme, Ze protilatka anti-Morgl od firmy Upstate neni dostate¢né ti¢inna.

I
anti-Morg1 1:1000, 40 min
anti-RSK 1:2 000, 3 min
anti-Morg1 1:1000, 3 min
II

anti-Morg1 1:1000, 45 min

striping Morgl, anti-Morg1l
1:500, 20 min

Obrazek ¢. 25: Srovndni pozorované exprese Morgl v piivodnim experimentu (I) a v jeho replikaci (II). V

prvnim pokusu (1) jsme vybrali proteinové lyzaty z MDKC linii transformovanych vektorem konstitutivnim (k) nebo
inducibilnim (i), obsahujicim Morgl-GFP (WT), Morgl-GFP S45R (S45R) nebo pouze GFP (GFP), a také bunky
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transfekované vektorem s G3bpl i netrasfekované viibec (WT MDCK). Nékteré linie byly pripravovany v
duplikatech (1, 2). Prekvapive, vizualizovana exprese se v replikovaném experimentu (I1) odlisuje od experimentu
puvodniho (I). V obou pripadech, byly bandy pro Morgl nejprve zaznamenané u linii s nejsilnéjsim bandem pro
Rsk. Prodlouzeni expozice ziejmé sniZilo limit detekce a umoznilo vizualizovat slabsi bandy v dalsich liniich (Zluté
Sipky). Ackoli velké mnozstvi nespecifického Sumu komplikuje interpretaci, po strippingu a zvyseni koncentrace
primarni protilatky anti-Morgl (Upstate) jsme byli schopni detekovat Morgl pravdépodobné u vsech linii kromé
WT i2. Predpokladame proto, zZe vazba pouzitych protilatek proti Morgl je velmi neefektivni, coz zpusobuje slabé
vysledné bandy.

Pokus o vizualizaci GFP dopadl v replikovaném experimentu podobné jak v experimentu
puvodnim (obrazek €. 26). Pozorované bandy pro GFP byly u vzorku MDCK-GFP pomérné
intenzivni, zatimco u linii obsahujicich fuzovany Morgl-GFP ¢i Morgl-GFP S45R nebyl
zpozorovan ani ndznak slabého bandu. Z toho vyvozujeme, Ze protilatka proti GFP je sice
ucinna, ale fizovany Morgl stericky brani vazb¢ protilatky na epitop proteinu GFP.

Anti-RSK 1:10 000, 40 min

Anti-GFP 1:5000, 40 min

Anti-RSK 1:10 000, 3 min

Anti-GFP 1:5000, 3 min -

Obrazek ¢. 26: Porovndni pozorované exprese GFP v piivodnim (I) a v replikovaném experimentu (II). GFP se
podarilo vizualizovat pouze u MDCK-GFP (GFP k). U linii obsahujicich Morgl-GFP (WT il/2) nebo Morgl-
GFP S45R (S45R il) se nepodarilo fiizovany GFP vizualizovat. Predpokladame, Ze fuizovany Morgl stericky brani
protildatce navazat se na specificky epitop GFP.

6.5 Sledovani exprese MDCK linii po knock-outu Morgl pomoci Western Blot

6.5.1 Sledovani exprese MDCK linii po knock-outu Morgl pomoci Western Blot
-1

Zaucelem pozorovani fenotypu MDCK bunék neexprimujicich Morgl byl proveden knock-out
genu Morgl pomoci CRISPR/Cas9. Pro urcenti linii, u kterych doslo k uspésné deleci genu pro
Morgl, bylo vyuzito metody Western Blot. Vybralo se 11 linii, u kterych se o¢ekéavala deplece
Morgl, a kontrolni WT MDCK linie. Jako nanaskova kontrola slouzil protein Rsk. Pro znaceni
Morgl byla pouzita krali¢i primérni protilatka anti-Morgl od firmy Upstate, ktera v minulych
experimentech poskytovala velmi slabé signaly.

Tentokrat bylo naopak pozorovano mnoho nespecifickych bandid (obrazek ¢. 27).
Ptredpokladané bandy pro Rsk a Morgl méli velmi homogenni intenzitu napti¢ vSemi vzorky
kromé& vzorku ,,65E9%, ve kterém nebyl v zddném experimentu pozorovan zadny protein, ackoli
opakované méfend koncentrace pomoci Pierce BCA Protein Assay Kit nenaznacuje zadny
rozdil oproti ostatnim vzorkiim. Dalsi zvlastnosti je, Ze specifické bandy se mezi vzorky pfilis
nelisily, zatimco intenzita nespecifickych bandi byla u vzorkt vyrazné odlisna.
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Obrazek ¢. 27: Ovérovani delece Morgl vyvolanou pomoci CRISPR/Cas9. Pro vizualizaci exprese Morgl byla
vyuzita anti-Morgl protilatka od firmy Upstate. Band pro Morgl byl zaznamenan u vsech linit kromé ,,65E9 .
Byly pozorovany dva pasy nespecifickych bandii (* a **). Intenzita exprese Rsk a Morgl byla u vsech vzorkii
podobnad, intenzita nespecifickych bandii se naopak lisila.

6.5.2 Sledovani exprese MDCK linii po knock-outu Morgl pomoci Western Blot
-1I

Kvili nizké specifit¢ protildtky anti-Morgl od firmy Upstate, pouzité v predchozim
experimentu (6.5.1), byl experiment zopakovan s protilatkou anti-Morgl od firmy Thermo
Fisher Scientific. Taktéz byla zménéna nanasSkova kontrola z Rsk na Lamin, pro ktery je typicky
dvojity band v rozmezi 60-70 kDa.

Avsak ve vysledku exprese Morgl nebyla viibec detekovana. Exprese Laminu byla u 15 z 24
vzorkl ptiblizné€ stejnd. Vyskytlo se ale taky 7 vzorkt, u kterych byla exprese Laminu velmi
nizkd, a 2 vzorky u kterych byla exprese vyrazné vyss$i. Tento vysledek je velmi
nepravdépodobny. Pted elektroforézni separaci SDS-PAGE byla koncentrace proteinovych
lyzatu vzdy peclivé zmétena. Nasledné byly koncentrace a objem vsSech vzorkil peclivé
sjednoceny (viz. 4.7.9.2). Tloustka bandi nanaskové kontroly se sice mize mirné lisit v piipade
nerovnomérného naneseni vzorkli na polyakrylamidovy gel pied elektroforézou, ale
pozorované rozdily v expresi Laminu jsou pfili§ veliké na to, aby je bylo mozné vysvétlit
nerovnomérnou nanaskou. Opakované meéfeni koncentrace také nepoukazalo na zmény
v koncentracich proteinti.

Tento podeziely vysledek nas vedl k vyzkousSeni i jinych nanaskovych kontrol. Membrany byly
proto nejprve stripovany a poté inkubovany s primarnimi proti Rackl a Rsk. V pfechozich
experimentech byl protein Rsk jiz pouzit jako nanaskova kontrola a protilatka anti-Rsk
reagovala velmi specificky, nebo vyjimecné tvotila slabé nespecifické fady bandd, jejichz
intenzita vSak korelovala s intenzitou specifického signalu, a byly proto také velmi homogenni.
Tentokrat vSak protilatka proti Rsk byla schopnd navazat pouze na 4 vzorky. Je dilezité
podotknout, Ze tyto Ctyfi vzorky vykazovaly také nejvyraznéjsi expresi Laminu. Nejvhodnéjsi
nanaskovou kontrolou v daném experimentu se ukéazal byt Rackl1, jelikoz se navéazal na nejveétsi
pocet vzorkl ze vSech ostatnich pouzitych nanaskovych kontrol. I pfesto jeho exprese nebyla
zcela rovnomérnd, a dokonce nebyl vitbec pozorovan v ,,11B11%, ,21G2* a ,,65E9*“. Nicmén¢
v téchto vzorcich se neprokazala exprese zadného proteinu v rdmci tohoto experimentu (II). A
opét nejvyrazngjsi exprese Rackl byla pozorovéna u stejnych vzorki, které vykazovaly i
nejsilngjsi expresi Laminu a Rsk.
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Vysledky vSech nanaskovych kontrol byly podobné a relativni intenzita banda byla specificka
pro kazdy vzorek. Konktrétnéji u vzorku ,,65E12* na obou membranach nebyla pozorovana
vibec zadna exprese. Vzorek ,,21G2* také neprojevoval témét zadnou expresi. Vzorky ,,32C6%,
»A2C11% a ,,55F3* zobrazuji nizsi expresi Rackl a vétSinou zadnou expresi Laminu a Rsk,
pri¢emz pii prvnim experimentu také obsahovaly slabsi udajné nespecifické bandy v porovnani
s ostatnimi vzorky. Tato korelace mezi dvéma experimenty naznaCuje, ze piiCina
nestandardnich vysledki alespon Castecné souvisi s proteinovymi lyzaty nebo samotnymi
liniemi (obrazek ¢. 28).

Avsak tato korelace mé své vyjimky. Naptiklad rozdil mezi zobrazenou expresi nanaSkovych
kontrol u vzorku ,,11C4*“ a ,,21A5% je v experimentu Il velmi silny, ale pfi prvnim experimentu
() jsme nezaznamenali zadny rozdil mezi tyto vzorky. Intenzita exprese WT MDCK se ve I
experimentu navzajem lisila, ackoli vzorky byly pfipraveny stejnym zptisobem, a dokonce byl
pouzit sejny proteinovy lyzat. Rozdil v jejich expresi jesté ale neni pfiliS veliky a lze
predpokladat, ze byl zpisoben pouze nerovnomérnym nanesenim vzorku. Dalsi vyjimky, se
nam jiz nepodafilo vysvétlit. Vzorek ,,11B6*“ projevoval pomérné silné bandy pii prvnim
vyvolavani (I), avSak pfi zopakovani pokusu (II) nebyla v ném pozorovana exprese zadného
znaceného proteinu.

wr 11 11 11 11 1 1 21 21 21 21 21 WT 32 42 42 42 42 56 55 65 65 65 65
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Obrazek ¢ 28: Porovndni vysledkiit Western blotu u vzorkii s ocekdvanou deleci Morgl. Na obrazku jsou
odliseny vysledky z prvniho experimentu (1) a jeho repliky (Il), pri které byl nejprve znacen protein Lamin, jehoz
dvé izoformy se typicky zobrazuji jako dvojity band. Poté byla membrana stripovdana a inkubovana s primdrnimi
protilatkami proti Rsk a Rackl. V obou experimentech byly pouZity tytéz proteinové lyzaty.

6.5.3 Sledovani exprese MDCK linii po knock-outu Morgl pomoci Western Blot
—1II

V piedeSlém experimentu jsme nebyli schopni detekovat Morgl a vSechny tfi nandskové
kontroly (Lamin, Rsk, Rack1) naznaCovaly nerovnomérny obsah proteinti, ackoli koncentrace
proteinovych lyzatl byla pokazdé pfedem naméfena a sjednocena. Zobrazené exprese Laminu,
Rsk a Rack1 neposkytly spole¢né jasnou predstavu o mnozstvi proteinového lyzatu ve vzorcich.
Nasledujicim cilem proto bylo stanovit pfitomnost a relativni mnozstvi proteinti ve vzorcich.
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Bylo vybrano 7 linii vcetné kontrolni linie WT MDCK. Jejich proteinové lyzaty byly
aplikované na dva polyakrylamidové gely, ve kterych byly dale separovany pomoci SDS-
PAGE (viz. 4.7.9.3). Poté byl jeden z geli zpracovan dle popsaného protokolu na Western Blot
(viz. 4.7.9), a druhy gel se nechal pies noc barvit v barvé Coomassie Brilliant Blue, ktera se
nespecificky vaze na vSechny proteiny.

Vysledek znaceni kralici protilatky anti-Morgl (Thermo Fisher Scientific) byl zcela analogicky
k nespecifickému barveni vSech obsazenych proteini pomoci barvy Coomassie Brilliant Blue
(obrazek €. 29). Pouzita protilatka je tudiz absolutné nespecificka.

Intenzita vizualizace proteinil v jednotlivych vzorcich odpovidala pfedchozim experimentiim.
Vzorky ,,11C4* a “42G8* projevovaly vysoky obsah vSech doposud znacenych proteini béhem
vSech pokusu (I, II, III), naopak vzorky ,,32C6%, ,,55F3“ a ,,65E9* vykazovaly nizkou expresi
napfi¢ vSemi experimenty. Jedinou vyjimkou byl vzorek ,,11B11%, u kterého nebyla pozorovana
zadna exprese Laminu, Rsk a Rackl1, ale tentokrat vykazoval nevyraznéjsi expresi srovnatelnou
s kontrolni linii WT MDCK. Prozatimni data nd&m neumoziiuji navrhnout hypotézu vysvétlujici
tuto skutecnost.

Na membrané i gelu se zobrazil napadny silny trojity band o velikosti 50kDa az 70kDa. Jeho
intenzita u vzorka ,,32C6%, ,,55F3*“ a,,65E9* je piiblizné stejna ¢i dokonce vyssi nez u ostatnich
vzorkil. U kontrolni MDCK WT linie je vyrazné slabsi. Mohlo to byt zplisobeno agregaci
proteinového lyzatu. V ptipadé agregace proteinil ve vzorku by sledovany protein Morgl mohl
byt soucasti velikych agregatli a zplisobovat zdanliveé nespecifické barveni protilatky a bandy o
velké velikosti. Ac¢koli tato hypotéza miize byt Castecné pravdiva, nevysvétluje piitomnost
nespecifickych bandu o mensi velikosti, nez je Morgl. Piesto, se dale pokusime o vyménu
DDT, ktery se pouziva pii ptipravé proteinovych vzorkt na elektroforézni separaci. NaruSuje
vazby mezi proteiny a zamezuje agregaci.

WT 11 11 32 42 55 65 WT 11 11 32 42 55 65
Bll1 €4 Cé6 G8 F3 E9 Bll C4 C6 G8 F3 E9

Morgl

o _l. - : et , S
Obrdzek ¢. 29: Porovndni bandii vizualizovanych protilatkou anti-Morgl (Thermo Fisher Scientific) pomoci
metody Western Blot (vlevo) a barveni polyakrylamidového gelu po SDS-PAGE barvou Coomassie Brilliant
Blue. Vysledek barveni udajné specifickou protilatkou je témer identicky barveni pomoci Coomassie Brilliant
Blue, jez vizualizuje vsechny proteiny (vpravo). Vysledky naznacuji, ze protilatka anti-Morgl (Thermo Fisher
Scientific) neni specificka. Na obrazku je oznacena vyska, ve které by se mel vyskytovat Morgl.
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7 ZAVER

Jelikoz studium vazby Rackl na ribozom pomoci mutageneze vazebnych mist na Rackl
prozatim nebylo pfili§ uspésné (Thompson et al., 2016), rozhodli jsme se naopak integrovat
jedno z vazebnych mist do sekvence proteinu Morgl. Tim vznikla jeho mutovana forma Morgl
S45R. Nepozorovali jsme vazbu Morgl S45R na ribozom ani translokaci proteinu do SG. Nase
vysledky opét zpochybiiuji esencialitu vazebného mista R38-K40 u Rackl a poukazuji na
dualezitou roli dalSich ostatnich vazebnych mist, jimiz Rack1 interaguje s ribozomem. Tato data
mohou byt velmi zajimava po opakovani experimentu s jinymi vazebnymi useky a mozna i
s jejich kombinaci. Pokud by se mutantni formy Morgl obsahujici jiné vazebné sekvence nebo
jejich kombinace dokazaly vazat na ribozom, bylo by mozné nepiimo wurcit, které
aminokyseliny se podileji vice na afinité k ribozomu a které méné. Nasledné by bylo mozné
sledovat, zda tyto mutantni formy lokalizuji do SG a odvodit z toho mechanismus pfenosu
Rack1 do SG. Vytvareni dalSich mutantnich forem je proto cilem pokracujiciho vyzkumu.

Poprvé v této praci prezentujeme vyraznou jadernou lokalizaci Morgl v MDCK buiikach
s Castecnym presahem do cytoplazmy. Predchozi evidence popisovaly prevazné
cytoplazmatickou lokalizaci Morgl v MDCK liniich (Hayase et al., 2013). Na mySich
mesangialnich bunkach jiz bylo ukazano, ze Morgl se mlze v buiice piemist’ovat v zavislosti
na vnéjSich podnétech (Bondeva et al., 2013). Pficina a mechanismus pfenosu Morgl mezi
cytoplazmou a jadrem zistdva piredmétem vyzkumu. V této praci bylo pfedvedeno, ze
oxidativni stres nema znatelny vliv na intracelularni lokalizaci Morgl.
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