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Abstrakt

PSTPIP2 je adaptorovy protein z rodiny F-BAR, ktery je dilezitym regulacnim
proteinem kontrolujicim efektorové mechanismy bun€k vrozené imunity. Regulacni funkce
tohoto proteinu byly objeveny diky mySimu kmeni CMO, ktery ztratil expresi tohoto proteinu.
Nésledkem deficience PSTPIP2 mysi kmene CMO vyvijeji autoinflamatorni onemocnéni
postihujici kostni tkan a kitizi. Hlavnim mechanismem, ktery pohani jeho patologii, je ztrata
regulace aktivity neutrofilnich granulocyti, které produkuji nadmérné mnozstvi
prozanétlivého cytokinu IL-1f a reaktivnich kyslikatych sloucenin. Piesny molekulérni
mechanismus pasobeni proteinu PSTPIP2 je v§ak neznamy. Pfi aktivaci proteinu PSTPIP2
dochézi k jeho fosforylaci a k jeho interakci s dalS§imi proteiny, jejichz prostfednictvim
vykonavé svou regulacni funkci. Mezi interakéni partnery, které byly doposud popsany
v neutrofilnich granulocytech, patii fosfatazy z rodiny PEST, lipidova fosfatdza SHIP1 a
nereceptorova tyrosin kinaza CSK. V této diplomové praci se nam podaftilo identifikovat
kindzy z rodiny SRC jako kinazy fosforylujici PSTPIP2. Déle jsme zjistili, Ze hlavni mista
fosforylace PSTPIP2 jsou tyrosiny na pozicich 323 a 329. Na zavér jsme dokézali, ze SHIP1
se miiZze vazat na fosfotyrosinovy motiv v okoli tyrosinu na pozici 329 a v mensi mife i na
fosforosinovy motiv v okoli tyrosinu na pozici 323. Tato prace pfispiva k porozuméni

regulace aktivity neutrofilnich granulocytii prostfednictvim proteinu PSTPIP2.
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Abstract

PSTPIP2 is an adaptor protein of the F-BAR family, which is an important regulator
controlling the effector mechanisms of innate immune cells. The regulatory functions of this
protein were discovered thanks to the CMO mouse strain, which lost the expression of this
protein. As a result of PSTPIP2 deficiency, mice of the CMO strain develop an
autoinflammatory disease affecting bone tissue and skin. The main mechanism that drives its
pathology is the loss of regulation of the neutrophil granulocyte activity. These cells then
produce excessive amounts of the pro-inflammatory cytokine IL-1p and reactive oxygen
species. However, the exact molecular mechanism of action of the PSTPIP2 protein is
unknown. When the PSTPIP2 protein is activated, it is phosphorylated and interacts with
other proteins, which mediate its regulatory function. Interaction partners described so far in
neutrophil granulocytes include phosphatases of the PEST family, the lipid phosphatase
SHIP1 and the non-receptor tyrosine kinase CSK. In this thesis, we identified kinases from
the SRC family as kinases that phosphorylate PSTPIP2. Furthermore, we found that the main
phosphorylation sites of PSTPIP2 are tyrosines at positions 323 and 329. Finally, we proved
that SHIP1 can bind to the phosphotyrosine motif around the tyrosine at position 329 and to a
lesser extent also to the phosphotyrosine motif around the tyrosine at position 323. This work

contributes to the understanding of regulation of the neutrophil granulocyte activity mediated

by PSTPIP2.
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SHIP1 phosphatase
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1 Uvod

PSTPIP2 je adaptorovy protein z rodiny F-BAR, ktery reguluje efektorové funkce
bunék vrozeného imunitniho systému. Mutace vedouci k deficienci tohoto proteinu byla
popséana u mysiho kmene CMO. Mysi tohoto kmene béhem svého Zivota vyvijeji
autoinflamatorni onemocnéni Chronickd multifokalni osteomyelitida a pouzivaji se jako
modelovy organismus pii vyzkumu lidského autoinflamatorniho onemocnéni chronicka
rekurentni multifokalni osteomyelitida. Onemocnéni CMO mysi je charakterizovano sterilnim

zanétem zpiisobujicim osteolytické poskozeni kostni tkané a kiize .

Dulezitym prvkem v patologii onemocnéni CMO mysi je ztrata regulace neutrofild.
Tato bunécéna populace v CMO mysich je naprosto nezbytna pro vyvoj onemocnéni CMO
a deplece neutrofilnich granulocytti zabréani jeho rozvoji *. Neutrofily CMO mysi produkuji
nadmérné mnoZstvi prozanétlivého cytokinu IL-1B a reaktivnich kyslikatych slou¢enin *~7. IL-
1B je kriticky diilezitym cytokinem iniciujicim patologii CMO my3i >°. Jeho nadmérn4
produkce je v tomto mySim kmeni zavisla na NLRP3 inflamazomu/kaspéaze 1, kaspaze 8 a na
kindze SYK *%°. Doposud nebyl ov§em pospan stimul ani signalni draha, které by u CMO

mys$i vedly k nadmérné produkci tohoto cytokinu.

Pfesny mechanismus, kterym protein PSTPIP2 reguluje buiiky vrozené imunity a
potlacuje nadmérnou produkcei IL-1p, je stale nezndmy. PSTPIP2 nevykazuje Zadnou
katalytickou aktivitu a jeho funkce jsou zavislé na jeho schopnosti interagovat se svymi
vazebnymi partnery 7!, Mezi jeho vazebné partnery, které byly doposud popsané
v neutrofilech, patfi protein tyrosin fosfatazy z rodiny PEST, lipidové fosfataza SHIP1 a
nereceptorova protein tyrosin kindza CSK °. Tato diplomova prace se detailngji vénuje

fosforylaci proteinu PSTPIP2 a vlivu této fosforylace na jeho interakcei s fosfatazou SHIP1.



2 Literarni prehled

2.1 Chronicka nebakterialni osteomyelitida

Chronické nebakteridlni osteomyelitida (CNO) je lidské autoinflamatorni onemocnéni
vyznacujici se bolestivymi zanéty kosti, které nejsou zptisobeny infek¢nimi agens. Mezi
nejcastejsi mista zanétlivych 1€zi patii metafyzy dlouhych kosti (zv1asté dolnich koncetin),
obratle, panev, kli¢ni kosti a dolni &elist >"'7. Nejvazn&jsi forma této nemoci se oznacuje jako
chronicka rekurentni multifokalni osteomyelitida (CRMO), kdy dochazi k vyvoji zanétlivych
1ézi na vice mistech a pritbé¢h onemocnéni je charakterizovan stfiddnim obdobi remise
arelapsu 7. Nejcastgji je toto onemocnéni diagnostikovano u déti a mladistvych 17, Zatim
neexistuje ptimy, spolehlivy postup pro diagnostiku CNO a v praxi se pouziva diferencidlni
diagnostika, kdy jsou vylouceny alternativni onemocnéni. Klinické laboratorni testovani
pacientll s CNO obvykle vykazuje mirn€ zvySenou hladinu CRP a sedimentaci erytrocytl
1271417 "U &asti pacientd miize byt detekovana mirné zvysena hladina cytokinti TNFo a IL-6
v séru 17719 'V soucasnosti je preferovanou zobrazovaci metodou pro diagnézu
a monitorovani pacientli s CNO magneticka rezonance, ktera dokaze citlivéji odhalit zanétlivé
léze a identifikovat i 1éze, které se neprojevuji symptomaticky '*>!”. Jako prvni volba v terapii
symptomil a u nékterych pacienti dokazi kontrolovat onemocnéni '*!¢17:20 J ptiblizng
50 % pacienti ale do dvou let od zahajeni terapie pomoci nesteroidnich protizanétlivych 1éciv
nesteroidni 1é¢iva povazovana za neefektivni !7. Vedle té&chto 1ékli se pro terapii pouzivaji
kortikosteroidy, nemoc modifikujici antirevmatické 1€ky, biologicka 1écba a bisfosfonaty
141720 K ortikosteroidy dokazi rychle zmirnit zanét kosti ve vétsing piipadd, ale nejsou
efektivni v navozeni dlouhodobého stavu remise. Dlouhodobd 1é¢ba kortikosteroidy se tedy
u CNO nevyuziva 7. Biologicka lé¢iva blokujici aktivitu TNFa navozuji klinickou
a radiologickou remisi u velké ¢asti pacientt. Na jejich vyuziti by ale mélo dojit jen u ptipada,
kde selhaly standartni terapie '7?°. Pfedbézné vysledky také ukazuji, Ze inhibice uginku IL-1
pomoci pripravku Anakinra (rekombinantni IL-1RA) ma potencidlni vyuziti v terapii tohoto

onemocnéni 72!,

Ptesné patofyziologické mechanismy této nemoci stale nejsou pln¢€ pochopeny. CNO

fadime do skupiny autoinflamatornich onemocnéni. Tyto nemoci jsou zprostiedkovany



dysregulaci bun¢k vrozeného imunitniho systému a nejsou zavislé na adaptivnim imunitnim
systému. Soucasti patologie CNO je pozménéna exprese cytokini bunék vrozeného
imunitniho systému. U pacientti s CNO bylo zaznamenano, ze maji zvySené sérové
koncentrace prozanétlivych cytokint a chemokini TNFa, IL-6, CCL4, CCL5, CXCL9

a naopak snizenou koncentraci CCL11. Studie zkoumajici cytokinovy profil séra pacientii

s CNO ovsem nepfinaseji plné konzistentni vysledky. To také znemoziiuje najit spolehlivy
vzor chemokinii a cytokini, které by prokazovaly na onemocnéni CNO 3181922 Monocyty
téchto pacientli produkuji snizené mnozstvi cytokint IL-10 a IL-19 pii stimulaci pomoci
lipopolysacharidu (LPS). Stimulace monocytti pomoci LPS vyvola fosforylaci histonu H3 na
serinu 10 (H3S10) v promotoru gent /L0 a IL19 a naslednou vazbu transkripcniho faktoru
SP1 na tyto promotory 323, V ptipadé stimulace monocytli CNO pacienti v§ak vidime zmény
v signalni kaskadé receptoru TLR4, které selektivné poSkozuji expresi IL-10 a IL-19,

a dochazi ke snizené aktivaci MAP kinaz ERK1/2. Nedostate¢na aktivace téchto kinaz poté
vede ke snizené expresi transkripcniho faktoru SP1 a snizené fosforylaci H3S10. Tyto zmény
znemozni vazbu SP1 na promotor genii /L-10 a IL-19 a jejich expresi. Monocyty zdravych
darct inkubované s inhibitorem kindzy ERK po stimulaci pomoci LPS kopiruji fenotyp CNO
monocyti 322, Dale bylo ukazano, e mononuklearni leukocyty periferni krve z CNO
pacientii obsahuji zvySené mnozstvi mRNA gentt PYCARD, CASP-1, které koduji
podjednotky inflamasomu tcastnici se maturace prozanétlivého cytokinu IL-1f, a také
zvySené mnozstvi mRNA genu /L-1f. Pokud jsou tyto buiiky stimulovany pomoci LPS,
produkuji vice IL-1 nez buniky ze zdravych déarct. Tento rozdil ov§em neni signifikantni pti
plné stimulaci produkce IL-1B pomoci LPS a ATP ?°. Zvysend produkce IL-1p byla poté
ovéfena pii experimentech s monocyty CNO pacienttl. Jejich stimulace pomoci LPS vyvola
vEtsi expresi proteint ucastnicich se maturace IL-1f. Tyto geny u monocyti z CNO pacientii
vykazuji snizenou metylaci 236, OvSem piidani rekombinantniho IL-10 k CNO monocytiim
pred stimulaci pomoci LPS in vitro dokaZe snizit produkei IL-1B 2. Inhibi¢ni efekt IL-10 na
produkci IL-1P je dale podpotfen zjiSténim, Ze IL-10 dokéze sniZit expresi proteinli
podilejicich se na maturaci IL-1B v mySim modelu antigenem-indukované artritidy.
IL-10-deficientni mysi s antigenem-indukovanou artritidou maji vyssi hladinu mRNA

kodujici IL-1PB a maturovaného IL-1P v zanicené synovidlni tkani nez WT mysi 27,



2.1.1 MySi model Chronické rekurentni multifokalni osteomyelitidy

Mysi kmen CMO se pouziva jako modelovy organismus pro studium lidského
onemocnéni CRMO. Tento kmen byl popsan v roce 1991 pfi kiizeni piibuznych mysi kmene
C.D2-Qa2, kdy se v generaci F15 narodily mysi, které vyvinuly deformace ocasu a dolnich
koncetin ve veéku Sest az osm tydnti. Nasledné kiizeni ukézalo, Ze jejich fenotyp je podminén
jednou recesivni alelou, ktera ma stoprocentni penetraci na riiznych genetickych pozadich
a vyvolava postizeni u obou pohlavi. Tyto symptomy pifipominaly symptomy lidského
onemocnéni CRMO a proto byla nove vznikld mutace a novy mysi kmen pojmenovan CMO
jako zkratka ,,Chronic multifocal osteomyelitis* 2%, Prvni deformace na ocase a na zadnich
koncetinach se u tohoto kmene vyviji od ¢tvrtého az Sestého tydne Zivota. V pozdéjsim véku
u tohoto kmene miZeme pozorovat zCervenalou a zesilenou kiizi na usich. Analyza vybranych
kosti CMO mysi 1 kostry celého téla pomoci vypocetni tomografie odhalila ibytek kostni
tkan¢ naznacujici, ze CMO mysi trpi obecnou osteopenii. Pfiblizn¢ od véku tii mésict
muizeme vidét u CMO mysi splenomegalii a zvétSeni lymfatickych uzlin drénujicich lymfu ze
zanicenich tlapek >*!°. Histologické analyzy ukézaly, Ze uz ve véku 3 tydni se na kaudalnich
obratlech CMO mysi vytvareji 1éze se zanétlivym infiltratem obsahujici polymorfonuklearni
leukocyty, makrofagy, lymfocyty a plazmatické buiiky. Soucasti zanétlivych 1€zi je i zvySené
mnozstvi osteoklastil, jejichZ morfologie vykazuje znamky aktivni osteolyzy. Dochézi
k destrukci obratlii zpisobené nadmérnou resorpci kostni tkané a k Sifeni zdnétu do okolnich
mekkych tkani. Nekrotické 1€ze v oblasti okostice pak zpétné posiluji lokalni zanét. Kaudalni
obratle jsou prvnim postizenym mistem. Se zvySujicim se vékem mysi se zanétlivé 1éze
zacinaji vytvaret i na dalSich obratlech, zatimco v distalngjSich obratlech, které uz byly
znieny, mizeme vidét ubytek imunitnich bun€k a zacinajici opravné procesy vedouci
k fibrotizaci tkané *!%%, Histologicka analyza usi starSich CMO mysi odhalila infiltraci
zanétlivych bunék s prevahou polymorfonuklearnich leukocyti do dermis a epidermis
a destrukci chrupavky tvofici ucho. V histologickych preparatech ze sleziny miZzeme
pozorovat extramedullarni hematopoézu !. Ve sleziné CMO mysi dochazi k akumulaci
progenitortt makrofagt vykazujicich rychlejsi proliferaci. Tento efekt mutace Cmo ve sleziné
je jesté doprovazen zvysenim v poétu progenitorti monocyti v kostni dieni 2. Dale kostni dfeit
a slezina CMO mysi obsahuji zvysSeny pocet prekurzort osteoklasti. Multipotentni myeloidni
prekurzory izolované z kostni dfené CMO mysi vykazuji zvySenou schopnost diferencovat na
osteoklasty v podminkach in vitro kultivace v médiu obsahujicim M-CSF a RANKL. Expanze

téchto prekurzort je zavisla na receptoru C-KIT a cytokinu M-CSF. Podéani dudlniho



inhibitoru M-CSFR a C-KIT CMO mysim signifikantné¢ omezi jejich autoinflamatorni
onemocnéni — dojde ke zmirnéni kostnich 1ézi na ocasnich obratlech a tlapkach, ke snizeni
ubytku kostni tkédné, ke snizeni sérové koncentrace CCL3, k zastaveé expanze

osteoklastogennich prekurzori ve slezing a k potlaéeni splenomegalie '°.

Ptenos kostni dfen¢ z CMO mysi do zdravé recipientni WT mysi indukuje vyvoj
onemocnéni u recipientni mysi a u CMO mysi 1ze nemoc vylé€it pomoci transplantace bunék
kostni dien& z WT mysi 8. Nezavislost této nemoci na adaptivni sloZce imunitniho systému
byla potvrzena u mysi kmene LUPO, které vyvijeji stejné onemocnéni jako mysi kmene
CMO. Mysi tohoto kmene ve svém genomu nesou mutaci ve stejném genu, jako mysi kmene
CMO. Geneticka podstata onemocnéni téchto mysich kment je velice podobna (viz nize).

V této studii byla mutace Lupo k¥iZzena na genetické pozadi Ragl”” mysi. U téchto mysi doslo
k vyvoji zanétu tlapek dokonce diive neZ v kontrolnich mySich s intaktni RAG1 a mutaci
Lupo *°. K¥izeni mysi kmene CMO na genetické pozadi Rag!”" mysi nebylo provedeno,

ale — vzhledem k podobnému mechanismu vyvoje onemocnéni u kmentt CMO a LUPO - by
s nejvetsi pravdépodobnosti také ukazalo nezavislost vyvoje onemocnéni CMO mysi na
adaptivni sloZce imunitniho systému. Tato zjiSténi dokazuji, Ze nemoc CMO mysi je skute¢né
autoinflamatorni onemocnéni zavislé na defektu bunék vrozené imunity stejné jako lidské

onemocnéni CNO 8-,

V séru symptomatickych CMO mys$i miizeme detekovat zvySenou hladinu IL-6,
CCL3, TNFa, M-CSF, CXCL10 a snizenou hladinu IL-13 >!°. Bylo téZ provedeno méfeni
cytokinll v zanicenych tlapkach, kde byla odhalena zvySena hladina IL-1, TNFa, G-CSF,
CXCL1, CCL2, CCL3, CCL4, a M-CSF. IL-1B mé zasadni roli v onemocnéni CMO mysi.
Jeho exprese v tlapkach je zvySend jesté pred vyvojem prvnich viditelnych symptomi. Delece
genu /L-1R1 nebo IL-1f u kmene CMO zabrani vyvoji onemocnéni a osteolytickému zanétu
deformujicimu kostni tkaf a normalizuje hladinu vy$e zminénych cytokint v tlapkach 3. Jina
studie téZ potvrdila zasadni roli IL-1B v patologii CMO mysi, ov§em podle jejich vysledki
delece IL-1f nedokaZe pln€ zabranit onemocnéni, pouze signifikantné zpomali progresi
onemocnéni. Na druhou stranu potvrzuje zjisténi, ze CMO mysi s deleci IL-1R1 jsou
ochranény pied vyvojem onemocnéni °. Na nepostradatelnost IL-1pB v patogenezi CMO
onemocnéni poukazuje také porovnani mezi mysSim kmenem CMO a mySim kmenem CMO
s deleci genu Myd88, mysi tohoto kmene nevykazuji zndmky onemocnéni. MYDSS je
adaptorovy protein, ktery je nezbytny pro signalizaci cytokinu IL-1p. Jeho mutace tedy

zablokuje prozanétlivé G¢inky tohoto cytokinu 7. Pro vyvoj onemocnéni CMO mysi je



kritické, aby produkovany IL-1p piisobil na nehematopoetické bunky. Kdyz byly totiz buiky
kostni dfen¢ CMO mysi transplantovany do CMO mysi s deleci receptoru pro IL-1f3, nedoslo
u téchto chimér k vyvoji onemocnéni. Signalizace IL-1p receptoru v leukocytech je tedy
postradatelnd pro vyvoj onemocnéni 8. Navic se ukazalo, Ze hlavni producenti IL-18 v CMO
mysich jsou neutrofily, které produkuji zvySené mnozstvi IL-1, kdyz jsou stimulovany
pomoci ligandti Fc receptori nebo pomoci pomoci kombinace LPS a ¢astic oxidu kiemicitého
(silika) ex vivo #6. Naopak produkce IL-1B v makrofazich je normdlni ®. Deplece neutrofilii
pomoci protilatky anti-LY6G nebo jejich geneticky podminéna deplece ochrani CMO mysi
pied vyvojem onemocnéni *’. Nedavna studie také odhalila, Ze mastocyty v CMO mysich
ptispivaji k produkcei IL-1p a k osteolytickému poskozeni. Eliminace této bunééné populace
u CMO mysi zpozdi vyvoj onemocnéni, zmensi zavaznost symptomu a snizi mnozstvi IL-15
v zanicenych tkanich. Tato studie také detekovala zvySenou hladinu cytokinu IL-33

v zanicenych tkanich CMO mysi. CMO mastocyty odvozené z kostni diené raeguji na tento

cytokin zvysenou produkei IL-6, GM-CSF a CXCL2 in vitro 3'.

IL-1B je prozanétlivy cytokin, ktery je produkovan nejdiive jako inaktivni prekurzor
pro-IL-1pB. K maturaci pro-IL-1p na aktivni formu dochéazi pomoci jeho $tépeni
kaspazou 1 32734, Oviem delece genu Caspl u CMO mysi nedokaZe zabranit vyvoji
onemocnéni >°. Az delece genti Caspl spole¢né s Casp8 ochrani CMO mysi pied vyvojem
onemocnéni *8, Tento efekt byl také pozorovan u spoleéné delece genti Casp8 a Nirp3 8.
Zajimavy je fakt, Ze delece genu Ctsc, kddujici protedzu Catepsin C, dokaze zpomalit vyvoj
nemoci u CMO mysi °. Catepsin C reguluje nékolik dal$ich prote4z neutrofild, které jsou
schopné §t&penim maturovat IL-1p 3>3¢. U jednotlivych deleci genti kodujicich tyto protedzy
(Elane, Prtn3, Ctsb, Ctsg) viak signifikantni protektivni u¢inek nebyl prokazan *°. Na
maturaci pro-IL-1p na IL-1p a tim padem 1 vyvoj patologie CMO my$i maji tedy zasadni
podil NLRP3 inflamasom, aktivujici kaspazu 1, a kaspaza 8, které jsou v tomto piipade
navzajem redundantni a ¢astecné 1 navzajem redundantni protedzy neutrofili. Doposud ale
nebyl popsan mechanismus, kterym u CMO mysi dochazi k samovolné aktivaci
kaspazy l/NLRP3 inflamazomu, kaspazy 8 a dalSich protedz. Bylo vylou¢eno, Ze by stimul
pro aktivaci kaspazy 8 mohl byt prozanétlivy cytokin TNFa. Delece genu kodujici jeho
receptor na genetickém pozadi kmene Pstpip2<"°’“™ Caspl”" totiz nema vliv na kinetiku
a zavaznost onemocnéni CMO mysi 8. Dalsi genetickd modifikace chranici CMO mysi pred
vyvojem onemocnéni je delece Syk kddujici stejnojmennou cytosolickou tyrosin kindzu.

Hlavni roli kindzy SYK v patologii CMO mysi je aktivace transkripéniho faktoru NF-xB. To

10



ma pak za nasledek zvysSeni exprese pro-IL-1B, ktery pak muze byt §t€pen enzymy
zpracovavajicimi pro-IL-1p na aktivni formu. Samotnd SYK v piipadé€ tohoto onemocnéni
nepodporuje aktivaci kaspazy 8 ani kaspazy1/NLRP3 inflamasomu °. Zapojeni kindzy SYK
do mechanismu patologie CMO my$i ndm napovida, ze stimul iniciujici toto onemocnéni by
mohl aktivovat n€které povrchové receptory obsahujici vazebny motiv ITAM, na ktery se po
jeho fosforylaci kindzami z rodiny SRC vazi SH2 domény kinazy SYK. Tuto hypotézu
podporuje studie, kde kifzenim CMO mysi na genetické pozadi Ptprc”” doslo ke zpomaleni
progrese nemoci a ke zmirnéni zavaznosti symptomu. Pfi stimulaci bun€k kostni diené

z téchto mysi pomoci kombinace LPS a Castice oxidu kifemicitého doslo ke snizeni produkce
IL-1B v porovnani s buitkami z CMO mysi. To se také odrazilo na mnozstvi detekovaného
IL-1B v tlapkach Ptprc¢”- CMO mysi, které bylo mensi nez v CMO mysich. Mnozstvi
detekovaného IL-1B bylo vSak stale signifikantn€ vyssi nez u WT mysi. Delece Piprc
vyustila ve snizeni exprese pro-IL-1p v neutrofilech a buiikach kostni diené, kdyz byly tyto
butiky stimulovany pomoci LPS nebo pomoci ligandii Fc receptort *’. Fosfataza CD45
koédovana genem Ptprc dokéaze defosforylovat inhibi¢ni tyrosin kinaz z rodiny SRC a podpofit
tak aktivaci téchto kindz. Ztrata exprese Ptprc pak vede ke globalnimu snizeni aktivity kindz
rodiny SRC *. Kinazy z rodiny SRC po aktivaci iniciuji signalni kaskadu imunoreceptorti
obsahujici vazebny motiv ITAM, na ktery se vaze vySe zminéna kinaza SYK. Kriticka role
kinazy SYK a pozorovany efekt fosfatazy CD45 tedy podporuji hypotézu, Ze soucasti
fenotypu CMO mysi je dysregulace signalizace z receptoru nebo receptori obsahujici tento
motiv. Stimul, ktery by ale v CMO mysich vyvolaval aktivaci téchto receptorti a jejich
SYK-dependentni signalizaci, zatim nebyl popsan. Zapojeni TLR do iniciace nadmérné
tvorby IL-1 CMO mysi je nepravdépodobné, ale absolutni vylouceni podilu téchto receptorii
na patologii CMO mysi je obtizné. Nejjednodussi metodou genetické inaktivace TLR je
delece genu kodujiciho adaptorovy protein MYD8S, ktery zprostfedkovava signalizaci vétSiny
TLR. Tento adaptor ale pouZiva pro svou signalizaci i receptor pro IL-1f. Kvili tomu nemutze
protektivni ti¢inek delece MYD88 u CMO mysi byt ditkazem pro vylouceni vlivu signalizace
TLR na fenotyp CMO mysi. Pro zkoumani vlivu TLR receptort na fenotyp CMO mysi byla
vyuzita skutecnost, Ze signalizace receptoru pro IL-1p je dllezitd v linii nehematopoetickych
bunék 8. Byl proveden experiment, kde byly izolovany buiiky kostni dfené z CMO mysi

a CMO mysi s deficienci MYDS8S. Tyto bunky byly transplantovany do WT mysi. Obé
transplantace vedly k rekapitulaci vyvoje onemocnéni CMO mysi. Minimalné mizZe byt tedy
vyloucen vliv signalizace TLR exprimovanych na buitkdch hematopoetické linie. Byl také

testovan vliv signalizace TLR zavislé na adaptorovém proteinu TRIF pomoci kiizeni dele¢ni
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mutace genu Trif na genetické pozadi CMO mysi. Vysledné Trif” CMO mysi si oviem

vyvinuly onemocnéni s podobnou kinetikou jako CMO mysi *7.

Experimenty zkoumajici signalni drahy neutrofili ukazaly, ze stimulace neutrofili
z CMO mysi pomoci liganda Fe receptorti in vitro vyvola zvySenou fosforylaci kindzy AKT
a MAP kinaz ERK1/2 a p38. Pii stimulaci CMO neutrofilti pomoci LPS ex vivo lze také
detekovat zvySenou fosforylaci AKT a v ptipad¢ stimulace ¢asticemi oxidu kiemicitého
ex vivo lze detekovat zvysenou fosforylaci ERK1/2 ©. Vedle dysregulace produkce IL-1p
a dalsich cytokini mizeme v CMO mysich pozorovat i nadmérnou produkci reaktivnich
kyslikatych sloucenin, kterd je zadkladem tzv. oxida¢niho vzplanuti. Stimulace bunék konstni
dren¢ nebo neutrofili z CMO mysi pomoci ¢astic oxidu kfemicitého ex vivo vyvola
mohutné&j$i produkci reaktivnich kyslikatych sloucenin nez v ptipadé bun¢k izolovanych
z WT mysi. Tento rozdil v mife produkce reaktivnich kyslikatych sloucenin je vidét pii
pouziti vice riznych stimulujicich ¢inidel — PMA, Zivé bakterie druhu Escherichia coli,
imunokomplexy, TNFa, LPS nebo fMLP. Dokonce i bazalni produkce reaktivnich
kyslikatych slou€enin buitkami kostni dien€ z CMO mysi je zvySena oproti buiikdim WT mysi.
Naopak stimulace CMO a WT monocytil nevyvola vétsi odpovéd u CMO monocyti. ZvySena
citlivost neutrofilti a bun€k kostni diené CMO mysi na stimuly podporujici produkci
reaktivnich kyslikatych sloucenin je zachovana i pfi porovnavani bunék z Myd88”’~ CMO mysi
a Myd88" mysi. V pripadé porovnavani bunék z téchto mysi se eliminuje vliv zanétu
probihajiciho v CMO mysich. Detekované rozdily jsou pak pouze disledkem mutace
podmiiiujici onemocnéni. Nadmeérna produkce reaktivnich kyslikatych slou¢enin v CMO
mysSich je zavislda na NADPH oxidaze a je vysledkem jeji dysregulace. Pti stimulaci bunék
kostni dfen¢ nebo neutrofili zCMO mys$i pomoci ¢astic oxidu kiemicitého ex vivo dochazi
ke zvysené fosforylaci PA7PHOX. ZvysSena fosforylace P4A7PHOX je v CMO mysich nejspis
zprostiedkovana protein kindzou C (PKC), protoZe pouziti inhibitoru PKC zablokuje
fosforylaci P4A7PHOX. Produkce reaktivnich kyslikatych slou¢enin v CMO mysich byla
vizualizovéna in vivo pomoci injikace limuniscen¢niho reportéru, ktery po oxidaci
kyslikatymi radikaly emituje zafeni detekovatelné pomoci CCD kamery. Tento experiment
ukazal, ze k produkci reaktivnich kyslikatych sloucenin dochdzi v CMO mysich uz ve véku tii
tydnu, kdy nevykazuji zjevné symptomy onemocnéni. K nejsilnéjsi produkci dochazi v oblasti
ocasu a zadnich tlapkach, v typickych mistech, kde dochazi u CMO mysi k deformaci kostni
tkan¢. Jak bylo zminéno vyse, deplece neutrofili u CMO mysi zabrani vyvoji onemocnéni. To

je doprovazeno vymizenim detekovatelné produkce kyslikovych radikala in vivo. Nadmérna
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produkce reaktivnich kyslikatych slouc¢enin mé ale na fenotyp CMO mys$i mensi vliv nez
dysregulace produkce IL-1. Pokud jsou CMO mysi kiizeny s mySmi s deficienci NADPH
oxidazy, vysledni mutanti vyvijeji onemocnéni s podobnou kinetikou a nadmérnou produkei
IL-1B. Pti vySetteni téchto mysi pomoci uCT analyzy lze vSak vidét, ze deficience NADPH
oxidazy ochrani mysi pfed destrukci kostni tkan¢. Absence poskozeni kostni tkané

a chrupavky byla potvrzeno i histologickou analyzou tarsalnich kosti .

2.2 PSTPIP2

Genetickou podstatou onemocnéni mysiho kmene CMO je zdména jednoho nukleotidu
v genu Pstpip2 (T293C), ktera zméni aminokyselinu leucin na pozici 98. Tato aminokyselina
je v sekvenci proteinu PSTPIP2 siln€¢ konzervovana napfi€ riznymi Zivo¢iSnymi druhy.
V ptipad€ kmene CMO je tento leucin mutovan na prolin. Bioinformatické ptistupy
umoznujici modelovani proteinové struktury odhaduji, Ze aminokyselinova sekvence kolem
tohoto leucinu tvoii a-helikéalni sekundérni strukturu, kterd je mutaci leucinu na prolin
naruSena. Predpoklddany nasledek této mutace je poskozeni ptirozené struktury a funkce
proteinu *°. Tento predpoklad byl nasledné podpoten, kdyz se nepodatilo detekovat protein
PSTPIP2 v bunéénych lyzatech CMO mysi pomoci western blotu a imunoprecipitace.
Detekce PSTPIP2 pomoci imunoprecipitace selhala, i kdyz byla pouZita protilatka proti
epitopu, ktery se nachéazi na C konci proteinu — tudiZ daleko od popsané mutace 2. Mutace
podminujici fenotyp CMO mysi ma tedy tak vyznamny vliv na strukturu PSTPIP2, Ze stabilita
tohoto proteinu je drasticky sniZzena. Funkéné je Cmo vlastné mutantni alela zptisobujici
deleci PSTPIP2 na urovni proteinu, byt jeji podstatou neni vneseni STOP kodonu. Byly také
vytvotfeny Pstpip2 knock-out mysi. Tyto mysi trp€ly stejnou autoinflamatorni nemoci jako
mysi kmene CMO. K vyvoji prvnich symptomt doslo ale jesté dfive nez v ptipadé CMO
mysi. [ v ptipadé€ t€chto mysi byla namétena zvysena hladina IL-1f v zanicenych tlapkach

a infiltrace neutrofili do zanicenych tkani *°.

V minulosti se pro vyzkum CRMO pouzival i mySsi kmen LUPO. Mysi kmene LUPO
téz vyvijeji onemocnéni postihujici tlapky, kde se vytvaii zanét spojeny s destrukci kostni
kostni tkan€ pomoci vypocetni tomografie potvrdila snizenou hustotu kostni tkdn€ v oblasti
tibie 1%, Genetick4 podstata onemocnéni obou zmin&nych kmenti je velice podobna. Mysi
kmene LUPO ve svém genomu kéduji Pstpip?2 s jednonukleotidovou zaménou ménici

aminokyselinu izoleucin na pozici 282 za asparagin. Tato mutace umoZzni tvorbu proteinu
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PSTPIP2 a jeho detekci. Mnozstvi PSTPIP2 v bunkéach mys$i kmene LUPO detekované
pomoci western blotu a imunoprecipitace je ale signifikantn¢ mensi nez mnozstvi PSTPIP2 ve
WT mysich. Nedochazi ale ke snizeni obsahu mRNA kodujici PSTPIP2. Dochazi tudiz ke
snizeni exprese na proteinové urovni podobné jako u CMO mysi, kde je exprese PSTPIP2
poskozena jesté vice. Stejné jako u kmene CMO je onemocnéni kmene LUPO nezavislé na

adaptivnim imunitnim systému, ale je zavislé na buiikAch hematopoetické linie *°.

rrrrr

funkce tohoto proteinu byla nékolikrat potvrzena ve zvifecich modelech *'~*°. BohuZel piesny
mechanismus, kterym PSTPIP2 vykonava svou regula¢ni funkeci, a jak je spojen s produkei
IL-1B v mysich neutrofilech, je stale neznamy. PSTPIP2 nevykazuje zddnou katalytickou
aktivitu a funguje pouze jako adaptorovy protein zprostfedkovavajici interakce s dalSimi
proteiny. Mezi jeho interakéni partnery popsané v neutrofilech patti fosfatazy z rodiny PEST,
kindza CSK a lipidova fosfataza SHIP1 ¢. Tyto proteiny se podili na regulaci bun&k
imunitniho systému. Do rodiny PEST fadime 3 fosfatdzy — PTPN12, PTPN18 a PTPN22.
Spole¢na vlastnost téchto fosfataz je, Ze interaguji s kinazou CSK **3, CSK se podili na
regulaci aktivity kinaz z rodiny SRC, které iniciuji signalizaci z antigennich receptort

a receptortl imunitniho systému obsahujici motiv ITAM v cytosolické ¢asti. Kinazy SRC se
mohou nachazet v neaktivni a aktivni konformaci. Pfechod mezi témito stavy je kontrolovan
fosforylaci dvou tyrosini — aktiva¢niho tyrosinu v ramci katalytické domény a inhibi¢niho
tyrosinu na C konci *°. CSK fosforyluje inhibi¢ni tyrosin a tim negativné reguluje aktivitu
kinaz z rodiny SRC %!, Aktivaéni tyrosin miiZe byt pak substratem pro fosfatazy regulujici
aktivitu kinaz z rodiny SRC. Mezi tyto fosfatazy patii 1 fosfatazy ze zminéné rodiny PEST
485253 Qpoluprace kindzy CSK a fosfatdz z rodiny PEST tak inhibuje kinazy z rodiny SRC.
Fosfatdza SHIP1 defosforyluje membranovy fosfolipid fosfatidylinostol-3,4,5-trisfostat
(PIP3) a fosfatidylinositol-1,3,4,5-tetrakisfosfat na paté pozici inositolového kruhu 47

Podili se tak na negativni regulaci signalnich drah, které pouzivaji tyto fosfoinositidy jako

mediatory signalu.

Pro interakci s fosfatdzami z rodiny PEST je kriticky dilezity konzervovany tryptofan
na pozici 232 ve struktufe proteinu PSTPIP2. Tuto aminokyselinu nachdzime 1 v proteinu
PSTPIP1, homologu proteinu PSTPIP2. Jeji mutace u obou proteint eliminuje vazbu
s fosfatazami rodiny PEST ®38. Pro vazbu CSK na PSTPIP2 existuji dva mechanismy. CSK
muZe interagovat s fosfatdzami rodiny PEST, a to 1 kdyZ interaguji s PSTPIP2. Timto

zpusobem PEST fosfatazy navdzané na PSTPIP2 vytvoii interak¢éni rozhrani umoziujici
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nepiimou asociaci CSK s PSTPIP2. Druhy mechanismus je piima vazba CSK na PSTPIP2.
Nebyla ovsem identifikovana sekvence PSTPIP2, ktera by tuto piimou interakci
zprostiedkovavala. Oba mechanismy asociace CSK s PSTPIP2 vyzaduji SH2 a SH3 domény
kinazy CSK °. Je také zndmo, Ze PSTPIP2 mtize byt fosforylovan. K této fosforylaci dochazi
na C konci PSTPIP2 %8, Déle v bun&éné linii RAW264.7 byla zaznamendana interakce
PSTPIP2 s transkripénimi faktory STAT1 a STAT6 ** a v bun&ené linii K562 byla

zaznamenana interakce PSTPIP2 s kinazou LYN !,

Fosforylace PSTPIP2 byla poprvé pozorovana in vitro pti transfekci PSTPIP2
spole¢né s kinazou V-SRC a pfi stimulaci bunééné linie BAC1.2F5 pomoci M-CSF %%,
PSTPIP2 se nejspise podili na negativni regulaci G€inkt cytokinu M-CSF. Makrofagy z CMO
mys$i reaguji na tento cytokin zvySenou fosforylaci MAP kindzy ERK1/2, transkripcniho
faktoru STAT1 a zvySenou tvorbou chemokinu CCL3, jehoZz hladina je v CMO mysSich
zvysena >!°, Podavani dudlniho inhibitoru M-CSFR a C-KIT CMO mysim také zabrani
expanzi myeloidnich buné&k ve sleziné CMO mysi '°. Prvni studie, ktera publikovala objeveni
proteinu PSTPIP2, popsala, Zze PSTPIP2 je fosforylovédn na tyrosinech na pozicich 323 a 333.
Predpoklad pro toto tvrzeni byl, Ze tyto tyrosiny v proteinu PSTPIP2 jsou analogické
tyrosintim na pozicich 344 a 367 v homologickém proteinu PSTPIP1, které jsou téz
fosforylovany. Mutace té€chto tyrosind v proteinu PSTPIP2 dramaticky snizila jeho fosforylaci
pii expresi s kindzou v-SRC in vitro . Snizend fosforylace PSTPIP2 s mutacemi téchto
tyrosinil in vitro byla pozorovéna i v jiné studii '°. Analyza proveden4 v nasi laboratoii oviem
nenaznacuje, ze by sekvence kolem tyrosinli na pozicich 323 a 333 odpovidaly sekvencim
kolem tyrosini 344 a 367 v proteinu PSTPIP1. Tyrosin na pozici 367 proteinu PSTPIP1 je
dokonce soucasti SH3 domény, kterou protein PSTPIP2 neobsahuje. Na pozici 329 proteinu
PSTPIP2 se nachazi jesté dalsi tyrosin, jehoz mozna fosforylace nebyla v ptedeslych studii
brana v potaz. Ve studii z nasi laboratoie byla pozorovéna zvySend fosforylace PSTPIP2
in vitro v bunécné linii J774 pii stimulaci pomoci M-CSF, aktivaci Fc receptorii nebo aktivaci
B2 integrind. OvSem vzhledem k tomu, Ze B2 integriny byly stimulovany pomoci protilatky
anti-CD18, nelze vyloucit, Ze vazba téchto protilatek na Fc receptory neovlivnila fosforylaci
PSTPIP2. Exprese PSTPIP2, ktery postrada vSechny C-koncové tyrosiny, v této bunécné linie
eliminuje fosforylaci PSTPIP2 vyvolanou cytokinem M-CSF. Slaba fosforylace PSTPIP2 byla
také pozorovana v buiikach kostni diené WT mysi, kdyz byly stimulovadny pomoci LPS
ex vivo. Tato fosforylace vyvoland pomoci LPS byla znateln¢ zesilena po nasledné stimulaci

pomoci ¢astic oxidu kiemicitého. /n vitro stimulace bunééné linie J774 pomoci M-CSF
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a protilatky aktivujici Fc receptor vedle fosforylace PSTPIP2 podpoiila 1 asociaci PSTPIP2
s CSK. Mutace C-koncovych tyrosini, kterd eliminuje fosforylaci PSTPIP2, nezabrani
interakci CSK s PSTPIP2. Nicmén¢ mutace téchto tyrosinli znemozni proteinu PSTPIP2
interagovat s fosfatazou SHIP1. Fosforylace proteinu PSTPIP2 a jeho interakce s kindzou
CSK a fosfatazou SHIP1 byly téz detekovany v lidskych granulocytech z periferni krve po

ex vivo aktivaci Fc receptori °.

Stimulace neutrofili z CMO mys$i pomoci protilatky aktivujici Fc receptor ex vivo také
vyvola zvysenou fosforylaci kinazy AKT a MAP kinaz ERK1/2 a p38. Pti stimulaci CMO
neutrofilli pomoci LPS ex vivo 1ze také detekovat zvySenou fosforylaci AKT a v ptipadé
stimulace samotnymi ¢asticemi oxidu kiemicitého in vitro l1ze detekovat zvySenou fosforylaci
ERK1/2 ¢ . Role PSTPIP2 v regulaci aktivace MAP kinazy ERK byla pozorovéna i v jinych
studiich ', Pro studium role jednotlivych interakénich motivii proteinu PSTPIP2 byly
vytvoreny linie imortalizovanych progenitorti neutrofili z bunék CMO mysi. Tyto linie byly
geneticky modifikovany tak, aby exprimovaly WT PSTPIP2, PSTPIP2 bez C-koncovych
tyrosinit a PSTPIP2 s mutaci v pozici 232. Neutrofily vytvofené z téchto progenitort byly
podrobeny stimulaci ¢asticemi oxidu kiemicitého. Ob¢ mutantni varianty PSTPIP2 pfi této
stimulaci vyprodukovaly vét$i mnozstvi IL-1B a reaktivnich kyslikatych slougenin .
Zaroven, kdyz byly neutrofily z kostni diené CMO mys$i a WT mysi inkubovany
v pfitomnosti ¢astic oxidu kiemicitého a inhibitoru SHIP1 fosfatdzy, tento inhibitor zvysil
produkci IL-1B pouze ve WT neutrofilech °. Je tedy vidét, Ze i jednotlivé mutace narusujici
interakce PSTPIP2 s jeho interak¢nimi partnery nebo inhibice jeho interakénich partnerd maji

signifikantni vliv na funkci tohoto proteinu a na produkei IL-1.

Jedna studie zkoumala vliv PSTPIP2 na diferenciaci megakaryocytii. V této studii bylo
ukazano, ze PSTPIP2 negativné reguluje diferenciaci megakaryocytt a jeho exprese je
omezena transkripénim faktorem GATA1. Exprese WT PSTPIP2 v bunééné linii K562
zamezi diferenciaci téchto bun¢k na megakaryocyty in vitro. OvSem Exprese mutantniho
PSTPIP2, ktery postradal 2 tyrosiny z C-koncové trojice, vykazuje slabsi represi diferenciace,
a exprese mutantniho PSTPIP2, ktery nevaze fosfatazy z rodiny PEST, nedokaZe viibec
zamezit diferenciaci megakaryocytii. Zde PSTPIP2 vykondva svoji funkci pomoci inhibice
MAP kinazy ERK a to mechanismem, ktery je zavisly na kindze LYN. V této studii vyla
detekovéna interakce PSTPIP2 a LYN. Nebylo ovSem ovéfeno, jestli mad LYN vliv na
fosforylaci PSTPIP2, nebo jestli dochazi k pouhé interakci téchto proteind '!.
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Nekteré studie o PSTPIP2 byly vypracovany hlavné v kontextu role PSTPIP2
v makrofazich. Dtive se totiz prfedpokladalo, ze nemoc CMO mysi je zprostfedkovana hlavné
touto bunéénou populaci. Jedna studie detekovala akumulaci makrofagt v zanicenych
tlapkach CMO mysi a dokazala zabranit vyvoji onemocnéni pii depleci makrofagt
a monocytd pomoci liposomi obsahujicich kyselinu klodronovou *°. Makrofagy odvozené
z kostni dfené CMO mysi také rychleji proliferovaly a produkovaly vice CCL2, CCL3
a rozpustného TNFR1 pfi kultivaci v médiu s obsahem M-CSF. Pfi stimulaci pomoci LPS
produkovaly vice CCL3 a IL-6 >!°. Jak bylo popsano vyse, M-CSF je jednim z cytokint, ktery
indukuje fosforylaci PSTPIP2. V jedné studii bylo ukazano, ze PSTPIP2 negativné reguluje
expresi STATI, fosforylaci STAT1 a aktivaci MAP kinaz ERK1/2 pfi signalizaci spusténé
M-CSF. Ve studii z nasi laboratoie se nam ale nepodarilo tyto efekty proteinu PSTPIP2 na
signalizaci M-CSF v makrofazich prokazat. Negativni vliv PSTPIP2 na aktivaci MAP kinaz
ERK1/2 jsme ale pozorovali v mySich neutrofilech. Tato studie dale ukézala, Ze ptisobeni LPS
nebo prozéanétlivych cytokinit TNFa, IFNy a GM-CSF zvysilo expresi PSTPIP2 v bunécné
linii J774. Nov¢jsi studie zkoumaly vliv PSTPIP2 na zanétlivou odpoveéd’ makrofagt a dale
potvrdily protizanétlivou roli proteinu PSTPIP2. V téchto studii bylo ov§em ukazano, ze
kombinace LPS a IFNy indukujici polarizaci M1 makrofagh snizuje expresi PSTPIP2. Naopak
IL-4 indukujici polarizaci M2 makrofagi zvysSuje expresi PSTPIP2. Bylo navrzeno, Ze tyto
pozorované efekty PSTPIP2 na polarizaci makrofagi jsou vysledkem vlivu PSTPIP2 na
aktivaci transkripcnich faktortt STAT1 a STAT6, se kterymi PSTPIP2 interaguje. Pfi snizeni
exprese PSTPIP2 prosttednictvim siRNA totiZz dochazi ke sniZeni fosforylace STAT6
a zvyseni fosforylace STAT1 *2. To je v souladu s pozorovanym vlivem PSTPIP2 na
signalizaci cytokinu M-CSF v makrofazich %. ZvySeni exprese PSTPIP2 v mysich
makrofazich in vivo pomoci cilené infekce adenovirovym vektorem kodujicim PSTPIP2
prokézalo protektivni u¢inek v modelovém zanétu jater, snizilo hladinu prozanétlivych
cytokini a podpoftilo polarizaci makrofagi na M2 fenotyp. V bunécné linit RAW267.4 bylo
dale ukazano, ze PSTPIP2 sniZuje tvorbu prozanétlivych cytokinli a chemokinii a negativné

reguluje aktivaci transkripéniho faktoru NF-kB 4142,

Bylo také zjiSténo, Ze PSTPIP2 se mize podilet na regulaci dynamiky membrany
a tvorby filopodii. Nadmérna exprese PSTPIP2 v makrofagové linii BACI1.2F5 vyvolala
zvySeni frekvence tvorby filopodii, zménila morfologii téchto bun€k a inhibovala vIinéni
membrany (,,membrane ruffling*) na dorzalni strané bunék. Nekteré tyto efekty vyvolané

nadmeérnou expresi PSTPIP2 se podobaji t€ém, které byly pozorovany 1 u dalSich proteinli
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z F-BAR rodiny (viz nize). Nadmérna exprese PSTPIP2 také urychlila migraci téchto bunék
in vitro v médiu obsahujicim M-CSF a ovlivnila organizaci aktinového cytoskeletu tak, ze se
v bunikach zacaly tvofit dlouhé svazky aktinovych filament. Tyto svazky byly pozorovany

1 pfi in vitro kultivaci G-aktinu s purifikovanym PSPTIP2. V tomto in vitro testu PSTPIP2
zpomalil polymerizaci aktinu, ale stabilizoval vznikla aktinova filamenta. Koncentrace
F-aktinu v buiikach ovsem inverzné korelovala s mirou exprese PSTPIP2 . Negativni vliv
proteinu PSTPIP2 na polymeraci aktinu byl dokumentovan i dalsi studii, kdy inhibice exprese
PSTPIP2 pomoci siRNA v bunécné linii RAW264.7 odvozené z mySich makrofagt zvysila
vInéni membrany a polymerizaci aktinu v podosomech. Naopak zvyseni exprese PSTPIP2
redukovalo tvorbu podosomtl v této bunécné linii. Inhibice polymerace aktinu zavisla na
PSTPIP2 spociva v tom, ze PSTPIP2 kompetuje s jinymi proteiny rodiny F-BAR o vazbu na
membranu. Tyto proteiny pak nemohou iniciovat polymeraci aktinu zprostiedkovanou pomoci
N-WASP. PSTPIP2 s N-WASP neinteraguje, protoze postrada C-termindlni SH3 doménu °'.
Jind studie zkoumala vliv proteini PSTPIP1 a PSTPIP2 na dynamiku podosomi u osteoklasti
diferencovanych z buné¢né linie RAW264 a zjistila, ze tyto proteiny maji protichiidné funkce.
Ovsem v tomto ptipadé¢ mel PSTPIP2 pozitivni vliv na tvorbu podosomti a PSTPIP1
podporoval jejich zhrouceni. Velice piekvapivy vysledek této studie byl, Ze sniZeni exprese
PSTPIP1 pomoci siRNA u osteoklasti zvysi schopnost resorpce osteologického disku
nahrazujici kostni tkan in vitro. Naopak snizeni exprese PSTPIP2 omezilo schopnost resorpce
osteologického disku in vitro. Tyto vysledky zjevné neodpovidaji fenotypu absence PSTPIP2
na trovni celého organismu 2. Jin4 studie provedla podobny experiment. V tomto
experimentu byla provedena intramuskuldrni implantace dentinového disku, ktery byl
extrahovan po 3, 5 nebo 23 dnech od implantace. Nasledné analyza disku odhalila, ze v CMO

mysich vykazoval disk rozsahlejsi osteolytické poskozeni a akumulaci osteoklastii '°.

2.3 Proteinova Rodina F-BAR

2.3.1 F-BAR doména

PSTPIP2 patii do rodiny F-BAR. Tyto proteiny jsou charakteristické pfitomnosti
domény F-BAR. Pomoci krystalografickych metod byla urena prostorova struktura F-BAR
domény z proteini FBP17 a CIP4. Ta ukézala, Ze F-BAR doména se sklada z kratkého
N-koncového a helixu, ndsledovaného ttemi dlouhymi a helixy, C-koncovym kratkym

a helixem a kratkym peptidem EEP (,,EFC extended peptide*), ktery netvoti definovanou
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sekundarni strukturu. Osy téchto a helixt nejsou rovné, ale jsou zakiivené. Toto zakiiveni
déava proteinim z BAR superrodiny charakteristicky tvar, ktery pfipomina banan nebo srp.
Nasledkem zaktiveni osy a helixi je, ze ve struktuie této domény miizeme rozlisit konkavni
a konvexni stranu. F-BAR doména zajist'uje dimerizaci protein z této rodiny. Vzniklé dimery
mayji antiparalelni orientaci, kdy proti sob¢ stoji N konce dvou F-BAR domén a v misté styku
jednotlivych monomert se vytvaii svazek Sesti o helixti (o helixy 2 — 4). Rozhrani mezi
dvéma dimery je tvofeno prevazné hydrofobnimi aminokyselinami a nékolika nabitymi
aminokyselinami. V rozhrani mezi dvéma dimery mizeme také najit okrsky obsahujici
aminokyseliny, které¢ jsou vysoce konzervované napti¢ riznymi F-BAR proteiny. Jeden

z téchto konzervovanych okrski se vaze na EEP peptid druhé F-BAR domény. Z toho, Ze se
pii dimerizaci uplatiuji siln¢ konzervované aminokyseliny se usuzuje, ze v§echny F-BAR
proteiny dokazi dimerizovat 5. Prvni studie zkoumajici F-BAR doménu ukazaly, Ze tato
doména mé schopnost vdzat se na membranu a meénit jeji tvar. Pfi inkubaci F-BAR proteint
nebo pouze jejich F-BAR domén s liposomy in vitro doslo k deformaci membrany liposomtl,
na kterych se zacaly vytvaret membranové tubuly %, K indukei tvorby membranovych
tubulti dochézi i pti nadmérné expresi F-BAR proteinii v bunéénych kulturach in vitro 7.
Tvorba membranovych tubulll byla pozorovana i pii inkubaci PSTPIP2 s liposomy in vitro

a pti jeho nadmérné expresi v bunéénych liniich 19616264 Pyj vazb& na membranu jsou F-BAR
proteiny omezeny fosfolipidovym slozenim membrany. F-BAR doména interaguje selektivné
jen s membranou obsahujici negativné nabité fosfolipidy - konkrétné fosfatidylserin

a fosfoinositidy s riznou tirovni fosforylace %, Za vazbu na membranu se zaporng nabitymi
fosfolipidy zodpovidaji konzervované, kladn€ nabité aminokyseliny na konkavni strané
F-BAR domény. Mutace téchto aminokyselin poskodi schopnost F-BAR domény vazat se na

membranu a zamezi indukci membranovych tubuld 6364,

Vzniklé dimery F-BAR proteinii spolu mohou dale interagovat a vytvaret oligomery.
Na oligomerizaci se podili bo¢ni interakce vedlejSich F-BAR domén a vzajemné interakce
Spicky jednoho dimeru F-BAR domény se Spickou druhého dimeru (tzv. ,,tip-to-tip
interakce*). Pomoci této oligomerizace a vazby konkavni strany na membranu vytvaii F-BAR
domény plast’ obklopujici membranu a indukuyji tak jeji zakfiveni. Vznikly plast’ byl
pozorovan na snimcich z elektronového mikroskopu. V ramci tohoto plasté mezi sebou
interaguji bo¢ni strany vedlejSich F-BAR domén a stabilizuji vytvofeny plast. Mutace

aminokyselin zprostfedkovévajicich bo¢ni interakce narusi tubulaci membrany 6366,
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Obrazek 1: Schématické znazornéni struktury proteinii z rodiny F-BAR a jejich vazby

na membranu. (Vytvoieno v internetovém nastroji www.biorender.com)

a) Vazba monomerniho proteinu z rodiny F-BAR na membranu, b) vazba dimerniho proteinu

z rodiny F-BAR na membranu.

Standartnimi metodami zkoumani schopnosti F-BAR proteinii ménit zaktiveni
membrany jsou inkubace F-BAR proteinil (nebo jejich F-BAR domén) s liposomy in vitro
a nadmérnd exprese v bunéénych liniich. V obou pfipadech se jedna o uméle vytvorené
podminky, které nemusi ptimo odrazet fyziologickou funkci F-BAR proteinti v bunce.
Vzhledem k tomu, Ze F-BAR proteiny rekrutuji k membrané své interak¢ni partnery, piipadné
zakiiveni membrany miiZe byt vysledkem kooperace F-BAR proteint s témito interakénimi
partnery a vytvafeni vétsich proteinovych komplext. F-BAR proteiny nemusi byt vzdy
pfimymi induktory zakifiveni membrany, ale pouze iniciatory nebo regulatofi tohoto procesu.
schopnost oligomerizovat do struktur vyssich fada. Pti vazbé F-BAR domény na membranu
muze dojit k rekrutovani dalSich proteinii k membrané pomoci C-koncovych domén
konkrétniho F-BAR proteinu. Oligomerizace F-BAR proteintl by pak mohla zvysit stabilitu

interakce s membranou, aviditu vazby interakcnich partnerti a efektivitu jejich translokace na
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membranu. Indukce tvorby membranovych tubulil v in vitro testech je vysledkem aktivity

pouze vybranych ¢lenti F-BAR rodiny .

2.3.2 C-koncové domény F-BAR proteinii

Proteiny z F-BAR rodiny obsahuji ve své struktute jest¢ dalsi domény, pomoci kterych
interaguji se svymi vazebnymi partnery a umoznuji jejich translokaci k membrané. U vétSiny
F-BAR proteintl nachazime na C konci SH3 doménu nebo pHD doménu *°. Vétsinou tyto
domény umoziuji propojit F-BAR proteiny s aktinovym cytoskeletem pomoci aktivace
proteinu N-WASP a nasledné polymerace aktinu *7°7%, SH3 domény proteintt FBP17, CIP4,
TOCA-1, PSTPIP1, PACSINI a PACSIN2 interaguji s GTP4zou Dynamin a rekrutuji
ji k membrang #7735 SH3 doména proteinu PACSIN2 se vaze na GTPazu RAC1, ktera
reguluje jeho bun&nou lokalizaci. Naopak PACSIN2 negativné reguluje aktivitu RAC1 76,
Nekteré F-BAR proteiny misto C-koncovych vazebnych domén obsahuji domény s vlastni
katalytickou aktivitou. Jedna se naptiklad o kindzovou doménu tyrosin kinaz FER a FES,
nebo o GAP domény stimulujici GTPazovou aktivitu malych G proteini. Mnohé funkéni testy
ukazuji, ze tyto C-koncové domény F-BAR proteinil jsou nepostradatelné pro fyziologické
funkce F-BAR proteind %+7%737778 Protein PSTPIP2 vykazuje uréitou strukturni unikatnost
v ramci F-BAR proteinil. Na rozdil od vétSiny téchto proteinli totiZ nema na svém C konci
zadnou ustanovenou strukturni doménu. To je nejspis také diivod, pro¢ nedokazZe interagovat

s proteinem WASP %%, ktery je vazebnym partnerem PSTPIP1 7.

U nékterych proteinli z F-BAR rodiny vidime, Ze struktury na C konci se podili na
regulaci interakce s membranou a modifikuji preferované zaktiveni membrany, na které se
F-BAR doména vaze. Napiiklad F-BAR doména proteinli PACSIN inkubovana s liposomy
in vitro vytvaii membranoveé tubuly efektivnéji nez celé proteiny PACSIN. Samotnd F-BAR
doména téchto proteinti se dokéaze vazat na liposomy o praméru 50 az 400 nm in vitro a sila
interakce se neméni v zavislosti na priméru liposomi. Nicméné pii inkubaci celych proteint
PACSIN s liposomy o priméru 50 az 400 nm in vitro vidime, Ze tyto proteiny preferuji vazbu

na liposomy o priméru 400 nm 5.

Diky vazbé F-BAR proteinii na membranu a jejich unikatni schopnosti vnimat
a generovat zakiiveni membrany, jsou tyto proteiny zapojeny do procesti, kde dochazi
k dynamickym zméndm tvaru membran a reorganizaci cytoskeletu, jako je naptiklad
vezikularni transport, fagocytoza, bunééna migrace a cytokineze 646>707375.78 K onkrétni

vyznam F-BAR domény proteinu PSTPIP2 pro regulaci zanétu a bun€k imunitniho systému
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nebyl ptilis zkouman. Bylo ukazano, ze mutace kladné nabitych aminokyselin na pozicich
116 a 117, narusi vazbu F-BAR domény tohoto proteinu na membranu. Tato mutantni forma
také vykazuje defektni fosforylaci vyvolanou cytokinem M-CSF a redukovanou schopnost

regulovat diferenciaci osteoklastii in vitro 1°.

2.4 SHIP1

Protein SHIP1 je 1189 aminokyselin dlouha lipidova fosfataza. Poprvé byl tento
protein pozorovan pii zkoumani fosforylace adaptorového proteinu SHC po aktivaci
B-bunééného receptoru (BCR), kde byla odhalena tvorba komplexu SHC s proteiny SOSI,
GRB2 a s do té doby nezndmym fosforylovanym proteinem %2, O dva roky pozdgji byl tento
protein popsan a pojmenovan SHIP1 345633 Protein SHIP1 ve své struktuie obsahuje
N-koncovou SH2 doménu, centralni Pleckstrin homology-related (PH-R) doménu,
fosfatazovou doménu, C2 doménu a C konec bohaty na prolin, ktery netvoii definovanou
strukturni doménu, ale obsahuje n¢kolik interakénich motivl. Exprese SHIP1 byla detekovana
v mnoha orgénech, ale je omezena jen na buniky hematopoetické linie, mezenchymalni
kmenové buiiky a spermatidy 3+%. SHIP1 pomoci své fosfatdzové domény hydrolyzuje
fosfatovou skupinu na patém uhliku PIP3 a fosfatidylinositol-1,3,4,5-tetrakisfosfatu. PIP3 je
ovSem preferovany substrat a reakce jeho defosforylace pomoci SHIP1 mé nizsi konstantu
Michaelise-Mentenové 34786, SHIP1 tak ustanovuje rovnovéhu mezi koncentraci PIP3

a fosfatidylinositol-3,4-bisfosfatu v bunce.

Pomoci své N-koncové SH2 domény mtze SHIP1 interagovat s motivy obsahujici
fosforylovany tyrosin na cytosolické ¢asti povrchovych receptorti a pfibliZit se tak
k plasmatické membrané, kde se nachazi 1 jeji substrat. Byla popsana vazba SH2 domény
SHIP1 na receptory FcyRIIB, gp49B1 a CD1 obsahujici vazebny motiv ITIM a na receptory
FcyRIIA, FeyRI-associated C-chain, € fetézec komplexu TCR, FceRI a CD79 obsahujici motiv
ITAM ¥, SH2 doména proteinu SHIP1 se také miiZe vazat na cytoplasmatické proteiny SHC
88 a DOK-3 %°. SHIP1 mtize také interagovat s dalsi molekulou fosfatazy SHIP1 pomoci
intermolekularni vazby své SH2 domény na motiv kolem fosforylovaného tyrosinu na pozici
1020, ktery patii jiné molekule SHIP1. Tato interakce dvou molekul SHIP1 omezuje vazbu

SHIP1 na své interakéni partnery *°.

Fosfatdzova doména je tvotrena sekvenci aminokyselin na pozici 401 — 866 a je

zodpovédna za katalytickou aktivitu proteinu SHIP1. Tato doména je regulovana pomoci
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dvou alosterickych aktiva¢nich mist — fosforylovatelnym serinem na pozici 440 a C2
doménou, ktera je tvofena aminokyselinami na pozicich 725 — 863 °!. Serin na pozici

440 muze byt fosforylovan Protein kindzou A (PKA) a defosforylovan A-fosfatdzou. Jeho
fosforylace zvysi katalytickou aktivitu SHIP1 2, Hlavnim mechanismem, ktery aktivuje
katalytickou aktivitu SHIP1, je jeji asociace s membranou >’. Fosforylace se ale ¢asto pouziva
jako ukazatel aktivace této fosfatazy, protoze tato aktivace s fosforylaci pozitivné koreluje
5357 SHIP1 miZe byt fosforylovana na vice pozicich, ale jen u serinu na pozici 440 byl
zdokumentovan vliv na katalytickou aktivitu SHIP1 32, Naopak nebylo pozorovano zvyseni
aktivity SHIP1 pfi jeji fosforylaci kindzou LYN 7. Alostericka regulace SHIP1 pomoci jeji
C2 domény byla objevena diky pokusu o nalezeni molekul, které by modulovaly aktivitu
SHIP1. V ramci této studie bylo zjisténo, ze fosfatidylinositol-3,4-bisfosfat interaguje

s C2 doménou SHIP1 a posiluje jeji aktivitu *>.

Aminokyseliny 292 az 401 tvoii PH-R doménu. Tato doména byla odhalena az studii,
ktera urcila strukturu této sekvence pomoci nuklearni magnetické rezonance a odhalila jeji
podobnost s PH doménou. PH-R doména SHIP1 interaguje s fosfoinositidy, preferencné

s PIP3. OvSem tato doména na rozdil od C2 domény nema vliv na katalytickou aktivitu SHIP1
94

Na C konci SHIP1 se nachazi 2 NPXY motivy a 2 polyprolinové motivy. Tyrosiny
NPXY motivii mohou byt fosforylovany pomoci kinaz z rodiny SRC a zprostiedkovavat
interakci s proteiny obsahujicimi PTB doménu °!. Mezi proteiny, které takto interaguji s
SHIP1 patii SHC 3%%°, DOK-1 %6 a DOK-3 %7, Polyprolinové motivy zprostiedkovavaji

vazbu na SH3 doménu proteinu GRB2 367,

2.4.1 Regulacni funkce SHIP1 fosfatazy

SHIP1 se podili na signalizaci inhibi¢niho receptoru FcyRIIB a tim padem na
negativni regulaci aktivace B lymfocytii a mastocytii *1°2, K aktivaci tohoto receptoru
dochazi, kdyz je B lymfocyt aktivovan pomoci antigenu s navazanou protilatkou IgG. Antigen
spousti signalni drahu z BCR. Protilatka navazana na antigenu se ale svou Fc ¢asti vaze na
FcyRIIB. Tento receptor se tak dostava do blizkosti BCR a iniciuje signalni drédhu zavislou na
SHIP1. SH2 doména fosfatazy SHIP1 interaguje s ITIM motivem tohoto receptoru a omezuje
proliferaci, vapnikovou odpovéd’, aktivaci kindzy AKT, MAP kinazy ERK a transkripéniho
faktoru NFAT. Timto zpGisobem dochazi k omezeni aktivace B lymfocytu **1%71% Smgrem

k C konci od ITIMu receptoru FcyRIIB, ktery vaze SH2 doménu SHIP1, se nachazi druhy
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tyrosinovy motiv. Na tento motiv se miize vazat adaptorovy protein GRB2, ktery nésledné
interaguje s polyprolinovymi motivy SHIP1 pomoci své SH3 domény a stabilizuje asociaci
SHIP1 s receptorem FcyRIIB '%7. Funkce SHIP1 v negativni regulaci signalizace BCR je
castecné nezavisla na FcyRIIB a negativni regulace aktivace BCR se uplatiiuje 1 pii stimulaci
B lymfocyti pomoci F(ab*)2 fragmentu aktivujiciho pouze BCR %1% [ aktivace samotného
BCR vyvol4 pesun SHIP1 z cytosolu na membranu ', Adaptory DOK-3 a GRB2 vytvafi
modul inhibujici signalizaci BCR, ktery rekrutuje SHIP1 k BCR. DOK-3 miiZe interagovat

s SHIP1 fosfatazou dvéma zpiisoby. Prvnim je vazba PTB domény adaptoru DOK-3 na
fosforylovany tyrosin na pozici 1020 v sekvenci SHIP1. Druhym moZznym zpiisobem je vazba
SH2 domény SHIP1 na fosfotyrosinovy motiv C-koncové ¢asti adaptoru DOK-3, ktery muize
byt fosforylovan kindzami rodiny SRC *%7. Fosforylace SHIP1 je v tomto piipadé zavisla na
kindze LYN. Na stabilizaci interakce SHIP1 a BCR se podili také vazba SH3 domény
proteinu GRB2 na polyprolinovy motiv na C konci SHIP1 *’. Jin4 studie navrhla, Ze se na
interakci SHIP1 s BCR podili fosforylace proteinu SHC z4visla na kindze SYK '%°. SHIP1
miZe také asociovat ptimo s CD79 komplexem pomoci své SH2 domény **7. Mutantni verze
SHIP1, kterd nedokaZze interagovat s DOK-3, GRB2 i CD79 komplexem exprimovana v DT40
buiikach in vitro nedokaze inhibovat vapnikovou signalizaci pti aktivaci BCR

a ¢asovy vyvoj koncentrace vapniku ma v téchto bunkéach stejnou podobu jako v buiikach bez
SHIP1 7. Negativni regulace signalizace BCR pomoci SHIP1 je také diileZit4 pro ustanoveni
anergie autoreaktivnich B lymfocyti. Bylo navrZzeno, Ze v anergizovanych B lymfocytech je
fosforylovén jen jeden ITAM v ramci CD79 komplexu. Fosforylace pouze jednoho ITAMu

by pak neaktivovala kindzu SYK, ale preferen¢né by aktivovala SHIP1 fosfatazu ''°.

SHIP1 diky své katalytické aktivité reguluje signdlni drahy jejichz soucasti je
generovani fosfoinositidll s riznym stupném fosforylace. Tyto fosfoinositidy mohou slouZit
jako signalni molekuly, které rekrutuji k membrané proteiny se specifickymi interakénimi
doménami. SHIP1 diky své katalytické aktivit¢ omezuje v buiice obsah PIP3, ktery je tvofen
PI3K, a katalyzuje jeho $t&peni na fosfatidylinositol-3,4-bisfosfat 1%, Jednim z diileZitych
enzymu regulovanych fosfoinositidy a SHIP1 fosfatazou je kindza AKT. Pfesny mechanismus
regulace kinazy AKT pomoci SHIP1 fosfatazy neni pln¢ pochopen. AKT se totiZ mliZze vazat
na PIP3 i fosfatidylinositol-3,4-bisfosfat !'"!13, Timto zpiisobem se AKT dostava
k membrang, kde dochdzi k jeji fosforylaci a aktivaci 16, Tvorba PIP3 a nasledna aktivace
AKT je jednou ze signalnich drah iniciovanou aktivaci BCR a bylo pozorovano, Ze aktivace

SHIP1 zprostiedkovana receptorem FcyRIIB omezuje aktivaci AKT 195196117 Tento inhibiéni
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efekt SHIP1 fosfatdzy na aktivitu AKT byl pozorovan i v mastocytech SHIP1-deficientnich
mysi '3, Ztrata negativni regulace AKT v SHIP1-deficientnich B lymfocytech a mastocytech
byla spojena s vys§i rezistenci vii¢i apoptoze %3, Jiné studie navrhly hypotézu, ve které
fosfatidylinositol-3,4-bisfosfat preferenéné podporuje fosforylaci AKT na serinu na pozici
473, a SHIP1 by tim padem nemusela mit &isté inhibi¢ni vliv na aktivitu AKT ''*12°, PIP3
vSak zprosttedkovava premisténi i dalSich proteini na membranu. Jedna se naptiklad o kindzu
BTK. U SHIP1-deficientni bunétné linie DT40 vidime, ze vétsi mnozstvi kindzy BTK
asociuje s membranou a toto mnoZstvi je jesté zvyseno aktivaci BCR '?!7123, Tvorba PIP3 je
také soucasti signalizace CD32a/FcyRIIA, ktery obsahuje motiv ITAM. Pii aktivaci FcyRITA
pomoci anti-FcyRIIA protilatky dochazi k fosforylaci SHIP1 pomoci kinaz z rodiny SRC

a k jeji asociaci s timto receptorem a adaptorovym proteinem SHC. V tomto ptipad¢ se na
asociaci SHIP1 s receptorem FcyRIIA podili fosforylace SHIP1 na tyrosinu 1020, ktery je
soucasti jednoho z NPXY motivil fosfatdzy SHIP1 '2#12°>, MozZnou pti¢inou této zavislosti je,
ze pro stabilni vazbu SHIP1 na receptor FcyRIIA je vyzadovan adaptor SHC, ktery mutize
interagovat s NPXY motivem SHIP1 pomoci své PTB domény 3>, Regula¢ni role SHIPI se
uplatiiyje 1 pfi rozeznédni bakteridlniho peptidoglykanu neutrofilnimi granulocyty. Stimulace
SHIP1-deficientnich neutrofili pomoci peptidoglykanu ex vivo vyvola vétsi fosforylaci kinazy
AKT, MAP kindz ERK1/2 a p38 a transkripcniho faktoru RELA a vétsi tvorbu cytokini
IL-1pB, TNFa, IL-6, IL-10 a chemokinu CXCL2 %,

Signalizace pomoci PIP3 a aktivita SHIP1 se podili na chemotaxi, migraci a adhezi
bunék. Pii chemotaktickém pohybu se na ptfednim konci (,,Leading edge*) buiiky akumuluje
PIP3 127-131 3 SHIP1 3!, SHIP1 kontroluje, aby k této akumulaci dochazelo jen na pfednim
konci membrany. Bez ptitomnosti SHIP1 dojde k akumulaci PIP3 na vice okrscich
plasmatické membrany. Vzhledem k tomu, Ze se PIP3 podili na ur€eni a udrZeni bunécné
polarity a na aktivaci monomernich GTP4z z rodiny RHO, kontrola jeho tvorby a akumulace
je potiebna pro regulaci bunééné migrace ve sméru chemotaktického gradientu 32,
Neutrofily SHIP1-deficientnich mysi vykazuji dramatické snizeni rychlosti migrace
v chemotaktickém gradientu tvofeném chemotaktickym peptidem fMLP ex vivo, ovSem stéle
udrzuji spravny smér migrace. Tento fenotyp je podobny fenotypu PI(3)Ky-deficientnich
mysich neutrofild. Jejich rychlost migrace je ovSem trochu vyssi nez rychlost migrace
SHIP1-deficientnich neutrofild '%. Z mysich WT neutrofilt se v chemotaktickém gradientu
stanou podlouhlé buriky se zfetelnym pfednim koncem orientovanym proti gradientu

a s uropodem na zadni stran¢ buiiky. Na piednim konci také dojde k viditelné akumulaci
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F-aktinu. Vizualizace SHIP1-deficientnich neutrofilii ex vivo ukazala, Ze tyto buiky vytvaii
kratké periferni lamelipodie a maji odlisnou morfologii nez WT neutrofily. V chemotaktickém
gradientu se tyto bunky velice neefektivné polarizuji a F-aktin se neakumuluje do jednoho
mista na pfednim konci bunky. Inhibitor syntézy PIP3 wortmannin dokazal zvysit rychlost
migrace SHIP1-deficientnich neutrofild a napravit jejich aberantni morfologii 23, U WT
neutrofild naopak wortmannin snizil rychlost migrace. Role SHIP1 v regulaci migrace byla
prokazana také u mysich makrofagi '%°. Jedna ze studi, ktera zkoumala polarizaci a chemotaxi
SHIP1-deficientnich neutrofilii, argumentuje, ze defekt v migraci, morfologii a polarizaci
neutrofill pii absenci SHIP1 je vysledkem negativni regulace bunécné adheze pomoci této
fosfatazy. Defekty v migraci a morfologii SHIP1-deficientnich neutrofilti jsou totiz
pozorovany pouze, kdyz neutrofily maji moznost adherovat na povrch a zabranime-li jejich
adhezi, rychlost migrace v chemotaktickém se zvy$i. Podle této studie ztrata SHIP1 nema vliv
na polarizaci neutrofill a jejich intenzitu fosforylace AKT, dokud jsou v suspenzi. Pti adhezi
na povrch dochdzi ale k rekrutovani SHIP1 k membrang, kde defosforyluje PIP3 na
fosfatidylinositol-3,4-bisfosfat. Tato asociace s membranou je také doprovazena interakci
SHIP1 s B3 podjednotkou integrinti a kinazami LYN a FAK '3, Jin4 studie zjistila, Ze asociace
SHIP1 s B2 podjednotkou integrinll je zavisla na dalSich signalech, které plisobi na neutrofily.
V této studii stimulace neutrofilii pomoci aktivacni protilatky proti CD18/B2 vyvolala
interakci SHIP1 s B2 podjednotkou jen pii soucasné stimulaci pomoci TNFa nebo anti-FAS
protilatky 134, Deficience SHIP1 zptisobi, Ze dojde ke zvysené tvorbé PIP3 na membrang,
ktera tvofi rozhrani buniky a povrchu, na ktery tato butika adheruje. Pti plisobeni
chemotaktického gradientu na adhezivni neutrofil tedy SHIP1 defosforyluje PIP3 tvofeny
pomoci signalizace integrini a umozni tak ustanovit PIP3 gradient, ktery se vytvaii

signalizaci daného chemotaktického signalu. Naopak pfti absenci SHIP1 by v buiice existovaly
dva gradienty PIP3. Jeden by byl vytvaien chemotaktickym signalem na pfednim konci buiiky
a druhy by byl vytvafen signalizaci integrinli na rozhrani bunky a povrchu, na ktery adheruje
133 Vzhledem k tomu, Ze adheze je nedilnou soucasti pohybu bunék v tkanich, narugeni
aktivity SHIP1 by se mélo projevit i na urovni celého organismu. V porovnani s témito
vysledky jina studie zkoumala vliv SHIP1 na migraci neutrofilli v modelovém organismu
Danio rerio. V této studii byla Gspésné detekovana akumulace PIP3 a SHIP1 na pfednim
konci neutrofili. OvSem deficience SHIP1 in vivo zde zrychlila nahodny pohyb neutrofilt

v nepfitomnost chemotaktického gradientu a zrychlila pohyb neutrofili do mista poranéni.

Naopak ektopicka exprese proteinu asociovaného s membranou obsahujici katalytickou
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doménu SHIP1 zpomalila ndhodny pohyb neutrofilt. Efekt deficience SHIP1 na neutrofily

v organismu Danio rerio je tedy opa¢ny, nez je efekt této deficience na mysi neutrofily 3!,

Bylo navrzeno, ze SHIP1 se podili i na regulaci tvorby reaktivnich kyslikatych
slouc¢enin pomoci NADPH oxidazy. Soucasti komplexu NADPH oxiddzy jsou podjednotky
p40PHOX a p47PHOX, které se pomoci svych PX domén vazi na membranu na
fosfoinositidy s riiznym stupném fosforylace '*°. Kdyz jsou SHIP1-deficientni neutrofily
stimulovany pomoci TNFa nebo CXCL2 a poté aktivovany ligandy integrinti, produkuji vice
reaktivnich kyslikatych sloucenin nez WT neutrofily. Signalizace integrinii totiz vede k tvorb¢
PIP3, jehoz hladina v butice je za normalnich okolnosti regulovana SHIP1 fosfatdzou. Autofti
této studie navrhli hypotézu, ze PIP3, ktery se akumuluje v nepfitomnosti SHIP1 podporuje
aktivitu NADPH oxidazy. Podporoval ji i experiment, kde inhibice adheze inhibice adheze
SHIP1-deficientnich neutrofili normalizovala produkci reaktivnich kyslikatych slouc¢enin na
troveit WT neutrofili '3, PIP3 neni povaZzovéan za vyznamny ligand PX domén proteinii
p40PHOX a p47PHOX a za vyznamny aktivator NADPH oxidazy, a tak maze byt

vvvvvv

proteiny 3%,

SHIP1 ma vliv na regulaci buné¢né smrti imunitnich bunék. Kdyz jsou
SHIP1-deficientni neutrofily inkubovény s agens indukujicimi osmoticky stres nebo
s inhibitory proteolyzy ex vivo, méné z téchto neutrofili podstoupi apoptdzu v porovnani
s WT neutrofily. Podobné vysledky byly ve stejném experimentu potvrzeny
1 u SHIP1-deficientni linie mastocytii. Mimo to bunky této IL-3 dependentni linie také méné
umiraly in vitro pii odstranéni IL-3 z média. Tato negativni regulace buné&¢né smrti mize byt
castecné dusledkem vlivu SHIP1 na signalizaci n€kterych cytokinovych receptorii a na
signalizaci kinazy AKT, jejiz aktivace je v neptitomnosti SHIP1 siln&jsi a déle trvajici '8,
Zvysena rezistence SHIP1-deficientnich neutrofilii proti apoptoze byla pozorovana
1 v experiemtech s kombinaci proti-apoptotickych a pro-apoptotickych signalt. Pti inkubaci
neutrofild s TNFa, s protilatkou aktivujici B2 integriny nebo s protilatkou aktivujici FAS
in vitro dochazi k tvorbé& PIP3 a aktivaci kindzy AKT. Kombinace plisobeni protilatky
aktivujici B2 integriny a protilatky aktivujici FAS nebo TNFa ovSem zpiisobi sniZeni produkce
PIP3, sniZenou aktivaci AKT, zvySenou tvorbu reaktivnich kyslikatych slouc¢enin a podpofi
apoptozu misto piezivani. Tyto kombinace totiz indukuji asociaci SHIP1 s integrinem omp2
a tim 1 s plasmatickou membranou, kde maze snizovat hladinu PIP3 a podporovat apoptdzu.

Asociace SHIP1 s integrinem amp2 je v tomto piipadé zavisla na aktivité kinazy LYN a na
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tvorbé reaktivnich kyslikatych slou¢enin pomoci NADPH oxidazy. U SHIP1-deficientnich
neutrofild nevidime zvySenou miru apoptdzy zptisobenou touto kombinaci stimulti. MnoZzstvi
neutrofilii podstupujicich apoptdzu snizi i pouziti inhibitoru kinaz z rodiny SRC, inhibitoru

NADPH oxid4zy nebo delece kindzy LYN, které znemozni plné aktivovat SHIP1 34,

2.4.2 SHIP1-deficientni mysSi

SHIP1 mé vyznamny vliv na homeostazu imunitniho systému a celkovy fenotyp mysi
in vivo. SHIP1-deficientni mysi neprospivaji, maji zvysenou sérovou koncentraci protilatek
a riznych cytokint, snizenou hmotnost oproti WT myS$im a trpi splenomegalii,
lymfoadenopatii, ostepor6zou a zanéty postihujicimi plice a dalsi organy, které zkracuji délku
jejich zivota. Jednou z hlavnich charakteristik SHIP1-deficientnich mys$i je zvySena
proliferace myeloidnich bunék. V kostni dfeni téchto mysi dochéazi ke zvySeni mnozstvi

136 3 ke sniZeni

progenitor bunék myeloidni linie a hematopoetickych kmenovych bun¢k
mnozstvi bunék erythroidni linie, B lymfocytl a lymfoidnich progenitorti 196118137 Celkovy
podet bunék kostni diené je snizen '¥7. Ve sleziné SHIP1-deficientnich mysi byla
pozorovana dramatickd akumulace progenitorti myeloidnich bunék, myeloidnich
supresorovych bun¢k, zvySeni poctu regulacnich T lymfocyti a snizeni poc¢tu B lymfocyta
1377140 v krvi SHIP1-deficientnich mysi je zvy$ené relativni mnoZstvi monocyti,
maturovanych neutrofil a zvySeny absolutni pocet bazofilii. Naopak relativni mnozstvi

krevnich lymfocytti je snizené 137141

. V riznych tkanich SHIP1-deficientnich mysi je také
zvyseny pocet mastocytil '*?. Makrofigy v nepfitomnosti SHIP1 1épe preZivaji a snadn&ji
diferencuji na osteoklasty diky zvysené citlivosti na cytokin M-CSF a kostimulac¢ni ligand
RANKL. V ex vivo testech SHIP1-deficientni osteoklasty dokazi efektivnéji rozkladat
dentinovou desti¢ku nez WT osteoklasty. V dlouhych kostech SHIP1-deficientnich mys$i bylo
nalezeno zvysSené mnozstvi osteoklastl, které dosahovaly vétsi velikosti. Vysledkem téchto
efekti je, ze SHIP1-deficientni mysi trpi osteopordzou 4. Plice SHIP1-deficientnich mysi
jsou postizeny infiltraci imunitnich bunék s pfevahou makrofagi, eozinofilii a neutrofild bez
pfitomnosti patogennich agens a dochazi k jejich fibroze. Selektivni delece SHIP1

v hematopoetické linii reprodukuje vyvoj této imunopatologie. V dychacich cestach dochézi
k hypertrofii epitelu, hyperplazii poharkovych bunck a nadmérné produkci mukusu. Tento
plicni zanét je zprosttedkovan odpovédi Tha. V plicich je zvySend exprese 1L-4, IL-5, IL-13,
Argindzy 1 a riznych chemokind. V bronchoalveoldrni tekuting je zvyseny obsah leukocyta

a zvysena koncentrace IgE, IL-13, CCL2 a histaminu '37:144.145,
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V mysich s deficienci SHIP1 je podpofena diferenciace Tho lymfocytl. Ve slezing,
kostni dfeni a krvi SHIP1-deficientnich mysi se totiz nachézi vice bazofill, které tvoii
zvySené mnozstvi IL-4. Pficinou této zvySené produkce IL-4 je nejspiSe ztrata negativni
regulace signalizace IL-3 pomoci SHIP1 '*!. K polarizaci na Tha odpovéd piispiva
1 skutecnost, ze diferenciace alveolarnich makrofagii je v nepfitomnosti SHIP1 naklonéna
k diferenciaci M2 makrofagii. SHIP1-deficientni makrofagy odvozené z kostni dfen¢ ovsem
dokdzi normaln¢ diferencovat na M1 makrofagy ex vivo. Za tento efekt na diferenciaci
makrofagii pti absenci SHIP1 je zodpovédny defekt signalizace TGF-P, ktery posiluje
diferenciaci SHIP1-deficientnich makrofagti na M2 fenotyp. Hladina TGF-f v séru se nelisi
do hladiny WT mysi '“°. Je ale vy$si v postizenych plicich SHIP1-deficientnich my3i, kde
podporuje polarizaci alveolarnich makrofagti na fenotyp M2 %4, Na preferenéni polarizaci
makrofagli na M2 fenotyp se miize také podilet zvySena produkce IL-4 bazofily '*!. Ovsem
preferencni polarizace SHIP1-deficientnich makrofagii na M2 fenotyp byla pozorovana jen
u alveolarnich a peritonedlnich makrofagii. Naopak intestindlni SHIP 1-deficientni makrofagy
nevykazuji zvysenou polarizaci na fenotyp M2. Ve stievé byl naopak pozorovan defekt
diferenciace na tento fenotyp. Tento rozdil mezi intestindlnimi a alveoldrnimi makrofagy byl
pozorovan pii zkoumani vlivu SHIP1 na pribéh mysi infekce stfevnim parazitem Trichuris
muris. V této experimentalni infekci byla u mysi s tiplnou deficienci SHIP1 nebo s deficienci
SHIP1 pouze v myeloidnich buiikdch pozorovana zvySena produkce IL-12 a IFNy
a preferencni odpoved’ typu Thi, ktera je neefektivni proti tomuto parazitu. Infekce
SHIP1-deficientnich mysi timto parazitem byla doprovazena siln€j$im zanétem stieva
a perzistenci parazita '*’. Jedna studie, ktera zdokumentovala imunopatologii plic
u SHIP1-deficientnich mys$i, navrhla, Ze by se na vyvoji plicniho zanétu mohla podilet
populace bunck ILC2. V plicich SHIP1-deficientnich mysi se tyto buiiky akumuluji
a produkuji cytokiny IL-13 a IL-5 '*°. Naopak byl vylou¢en vyhradny vliv T lymfocytt,
dendritickych bunck a dokonce i buné€k celé myeloidni linie. Selektivni delece SHIP1 v téchto
bunéénych populacich nevede k zadnym klinickym projeviim 3148199 Absence SHIP1
v dendritickych buiikach nebo T lymfocytech paradoxné snizuje zavaznost experimentalné
vyvolaného alergického zanétu dychacich cest a indukuje presmyk na Th; odpoved’ 14514,
Jedna studie vytvotila mysi kmen s dvojitou deleci SHIP1 a G-CSF, jehoz hladina je zvySena
v bronchoalveolarni tekutin€ SHIP1-deficientnich mys$i. Tito dvojiti mutanti maji sniZzeny
pocet imunitnich bun¢k a chemokini v bronchoalveolarni tekutiné a nevykazuji Zadné
znamky plicniho onemocnéni a ani splenomegalii s expanzi myeloidnich bunék a jejich

progenitort. Absence G-CSF ale nedokézala pln¢ zvratit zmény, které vidime
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v kompartmentu B lymfocytii u SHIP1-deficientnich mys$i, a mysi kmen s dvojitou deleci

vyviji autoprotilatky a glomerulonefritidu ',

U SHIP1-deficientnich mysi byly pozorovany zmény v relativnim mnozstvi riiznych
subpopulaci B lymfocytii ve slezin€. Dochazi ke sniZzeni poctu nezralych B lymfocyti a témét
k vymizeni populace B lymfocytti marginalni zony !37-138:140.151 'Efekt absence SHIP1 na pocet
B lymfocyti marginalni zony ve slezin¢ je vysledkem defektu makrofagli marginalni zony,
které pii nepfitomnosti SHIP1 nedokazi udrzet tyto B lymfocyty ve slezing '°!. V rozporu
s timto tvrzenim jina studie zdokumentovala, Ze pti deleci SHIP1 v myeloidnich buiikach
nedochazi k vymizeni B lymfocyti marginalni zony. Bylo ale vidét snizovani poctu téchto
B lymfocytli s vékem mysi 138, Celotélova deficience SHIP1 i selektivni deficience SHIP1
v B lymfocytech zvySuje mnozstvi standardnich folikuldrnich B lymfocyt s maturovanym
fenotypem, aktivovanych B lymfocytii a plazmatickych bungk 1140, Mysi se selektivni
deficienci SHIP1 v B lymfocytech také trpi splenomegalii, glomerulonefritidou a tvorbou
autoprotilatek, ale jsou chranény pred akumulaci myeloidnich bunék ve slezing %14,

K vyvoji plicni imunopatologie u téchto mysi dochézi, ale az v pozdé&jsim véku '*°. Bylo
ukéazéano, Ze zmény pozorované v populaci B lymfocytl jsou diisledkem zrychleného vyvoje
B lymfocyti, ktery nastava pfi naruseni negativni regulace signalizace BCR pomoci SHIPI.

SHIP1 tak reguluje vyvoj B lymfocytli a zpomaluje jejich maturaci a vstup do sleziny '%,

Role myeloidnich bun¢k byla studovéana s vyuZzitim mysi se selektivni deficienci
SHIP1 v myeloidnich bunikach. Tato zvitata stale vyvijeji splenomegalii, ktera ale neni
doprovazena statisticky signifikantnim zvySenim poctu myeloidnich bun¢k ve slezing. Tyto
my$i také nevyviji imunopatologii plic a stfev, které jsou typické pro mysi s celotélovou
deficienci SHIP1 138151152 Py specifické deleci SHIP1 v myeloidnich buiikach Ize pozorovat
1 zvySeny pocet myeloidnich supresorovych bunék. Pti¢inou tohoto efektu neni ztrata aktivity
SHIP1 v myeloidnich supresorovych buiikach, protoze tato bunécna populace neexprimuje
SHIP1. Byla navrZena hypotéza, Ze zvySené mnoZzstvi téchto bungk je diisledkem zvysené
koncentrace cytokinu G-CSF. Neutralizace tohoto cytokinu pomoci intraperitoneélni injekce

specifické protilatky po indukci deficience SHIP1 zamezi expanzi téchto bunék !>,

V ileu SHIP1-deficientnich my$i dochézi k vyvoji zanétlivého onemocnéni
podobnému Crohnové chorobé, které se vyznacuje zvySenym poctem neutrofild a snizenym
poétem CD4" a CD8" T lymfocytt v tenkém stievé. Tato patologie se projevi i u WT mys$i pii
adoptivnim pfenosu splenocytli SHIP1-deficientnich mysi. Naopak adoptivni pfenos smési
SHIP1-deficientnich T lymfocytl a NK bunék do WT mysi nedokéaze reprodukovat stfevni
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imunopatologii '**. Nasledné studie také odhalily, Ze ani selektivni delece SHIP1 v buiikach
myeloidni linie nedokaze reprodukovat tuto stfevni imunopatologii. OvSem dvojita delece
SHIP1 v T lymfocytech a myeloidnich butikach jiz zvysi incidenci stievni i plicni
imunopatologie '3%!%*, N4sledna studie potvrdila, Ze stejné jako v plicich je v tenkém stievé

SHIP1-deficientnich mysi zvysené mnozstvi regulaénich T lymfocytd 1>,

Na celkovy fenotyp SHIP1-deficientnich mysi ma velice dulezity vliv genetické
pozadi zkoumanych mysi. Studie porovnavajici plicni patologii SHIP1-deficientnich mysi
s genetickym pozadim C57BL6 nebo BALB/c ukazala, ze BALB/c mysi jsou chranény pied
vyvojem plicni imunopatologie. Mysi s genetickym pozadim BALB/c ve véku 8 az 12 tydnti
vykazovaly také normalni rist a sérovou hladinu cytokinl, méné zavaznou splenomegalii bez
expanze myeloidnich bunék a zddné zndmky lymfoadenopatie. K vyvoji zanétu plic
u SHIP1-deficientnich mysi s genetickym pozadim BALB/c dochazi az ve v€ku 30 tydna, kdy
uz je vétSina mysi s genetickym pozadim C57BL/6 po smrti. U obou mySich kmeni byla
detekovana ptitomnost autoprotilatek v séru, které byly v pozd¢jsim véku pti¢inou
glomerulonefritidy. Ve véku 40 tydnl zacinaji SHIP1-deficientni mysi na genetickém pozadi
BALB/c vykazovat nékteré znaky SHIP1-deficientnich my$i na pozadi C57BL/6, jako jsou

zmény v bun&éném slozeni kostni diené a zmény kompartmentu slezinnych B lymfocytt 140,

2.4.3 Regulace cytokinovych receptori

SHIP1 se také podili na regulaci nékterych cytokinovych receptorti. Pti stimulaci
SHIP1-deficientni linie mastocytl pomoci IL-3 in vitro dochazi ke zvySené a déle trvajici
fosforylaci AKT na Serinu 473 a Threoninu 308 a k vétsi tvorbé PIP3. Tato fosforylace byla
pozorovana i po 10 hodinach od vymény média za médium bez IL-3. Po aktivaci IL-3R je
SHIP1 rekrutovana na membranu pomoci asociace s adaptorovym proteinem SHC a je
fosforylovéana '8, V bazofilech se SHIP1 podili na negativni regulaci produkce IL-4 pii
stimulaci pomoci IL-3 nebo IgE '*!. Souc¢ast fenotypu SHIP1-deficientnich mysi je zvyseny
pocet myeloidnich progenitorii v kostni dfeni. KdyZ jsou buiiky kostni diené
SHIP1-deficientnich mysi kultivovany ex vivo v methylcelul6zovém médiu, vytvari vice
kolonii pii nizkych koncentracich cytokinti IL-3, GM-CSF, M-CSF nebo SCF. 137140,
Pisobeni SHIP1 pii signalizaci M-CSF bylo potvrzeno v bunéénych liniich odvozenych
z fibroblastii nebo monocytl in vitro a také v makrofazich odvozenych z kostni diené ex vivo.
Pti signalizaci M-CSF dochazi k fosforylaci SHIP1 a k jeji asociaci s membranou, kde

negativné reguluje aktivaci AKT. Pfi této fosforylaci kinaza LYN fosforyluje SHIP1
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a podporuje jeji asociaci s membranou. Deficience SHIP1 nebo kindzy LYN vyvola silnéjsi
aktivaci AKT pfi signalizaci M-CSF !, Regulace signalizace cytokinu M-CSF pomoci
SHIP1 byla pozorovana také u studie popisujici vliv absence SHIP1 na homeostazu kostni
tkang, diferenciaci a prezivani osteoklastl 4. Alveolarni makrofagy jsou jednou z populaci,
ktera se podili na plicni imunopatologii SHIP1-deficientnich mysi a jejich reakce na cytokin
G-CSF, jehoz hladina v brochoalveoléarni tekutiné SHIP1-deficientnich mysi je zvySena, byla
zkoumana. Kdyz jsou alveolarni makrofagy stimulovany pomoci G-CSF ex vivo, jejich

signalizace vykazuje zvysenou fosforylaci MAP kinazy ERK a transkripcniho faktoru STAT3
150

2.5 Kinazy rodiny SRC

Proteinova rodina SRC obsahuje 9 nereceptorovych tyrosinovych kinaz — SRC, FYN,
HCK, FGR, LYN, LCK, YES, YRK a BLK. Ve sv¢ struktufe tyto kinazy obsahuji 4 domény.
N-koncova SH4 doména obsahuje motivy, kde mize dochazet k posttranslacnimu napojeni
zbytku kyseliny myristové nebo kyseliny palmitové. Hydrofobni fetézec téchto kyselin
umozni kinaze asociovat s membranou. Nasleduji interakéni domény SH3 a SH2, které
zprostiedkovavaji vazbu na dalsi proteiny. SH3 doména interaguje s polyprolinovymi motivy
a SH2 domény interaguje s fosfotyrosinovymi motivy. Tyto dvé domény se také podili na
regulaci aktivit kindz z rodiny SRC. Na C konci se pak nachazi SH1 doména, ktera katalyzuje
fosforylaci proteint. V ramci této domény se nachdzi autofosforylacni/aktivacni tyrosin, jehoz
fosforylace je dtlezita pro plnou aktivaci kindzy. Rodina SRC je zapojena do regulace
Sirokého spektra bunéénych déjl, jako jsou naptiklad proliferace, diferenciace, aktivace bunék

imunitniho systému, nidorové transformace *.

Aktivita kinaz z rodiny SRC je regulovana pomoci jejich fosforylacniho stavu. Ve
své sekvenci maji tyto kinazy 2 dllezité tyrosiny, jejichZ fosforylace ovliviiyje jejich strukturu
a aktivitu. Jednim z té€chto tyrosint je tyrosin v aktiva¢ni smycce SH1 domény. Fosforylace
tohoto tyrosinu podporuje katalytickou aktivitu kinazy. Za SH1 doménou na samotném
C konci proteinu se nachézi inhibicni tyrosin, jehoZ fosforylace inhibuje kinazu. V neaktivni
konformaci je aktivaéni tyrosin defosforylovan, inhibi¢ni tyrosin je fosforylovan a vytvaii
intramolekularni interakci s SH2 doménou. Tato intramolekularni vazba dostava kinazu do
inhibovaného/uzavieného stavu, ktery je dale stabilizovan intramolekularni interakci SH3
domény se sekvenci odd€lujici SH2 a SH1 domény. V opaném piipadé, kdy je inhibi¢ni

tyrosin defosforylovan a aktivacni tyrosin je fosforylovan, se kindza nachézi
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v aktivovaném/otevieném stavu a intramolekulérni interakce nezabranuje jeji aktivite.

K fosforylaci aktiva¢niho tyrosinu dochazi pomoci autofosforylace *°. O fosforylaci
inhibi¢niho tyrosinu se stard hlavné nereceptorova tyrosin kindza CSK, kterd omezuje aktivitu
kinaz z rodiny SRC °%3!. Oba tyrosiny mohou byt pak substratem pro riizné fosfatazy, které se
podileji na regulaci katalytické aktivity kindz z rodiny SRC. Nejvyznamné;jsi fosfatazou

inhibi¢niho tyrosinu je CD45 136,

2.5.1 Funkce kinaz rodiny SRC v imunitnim systému

Jedna z roli kinaz rodiny SRC v rdmci imunitniho systému je jejich ucast
na signalizaci receptort obsahujici cytosolicky motiv ITAM. Jedna se naptiklad o antigenni
receptory, Fc receptory, NK bunécné receptory a n¢které PRR. Pti signalizaci téchto receptorii
kindzy z rodiny SRC fosforyluji motivy ITAM v cytosolické ¢asti receptorti nebo v jejich
ptidruzenych podjednotkach. Tato fosforylace umoznuje asociaci kindz z rodiny SYK s témito
receptory, propagaci signalu a aktivaci efektorovych funkci danych leukocytti 1”18, Byt jsou
receptory s motivem ITAM vnimény jako vyloZené aktivacni receptory, tak jejich signalizace

miize mit i regulaéni a inhibi¢ni u&inek '%°-161,

Podobnym mechanismem, jako je iniciace signalizace receptorti obsahujici ITAM,
aktivuji kindzy z rodiny SRC i inhibi¢ni receptory imunitniho systému obsahujici tyrosinovy
motiv ITIM. Fosforylace motivii ITIM pomoci kindz z rodiny SRC umoziuje receptoru
interagovat s fosfatizami SHP-1/2 a SHIP1. Spolecna agregace aktivacnich receptorii
s motivem ITAM a inhibi¢nich receptorti s motivem ITIM vede k inhibici aktivaéni
signalizace pomoci defosforylace signalnich proteinti fosfatizami SHP-1/2 nebo pomoci
defosforylace signalni molekuly PIP3 na fosfatidylinositol-3,4-bisfosfat fosfatdzou SHIP1
162,163 * Aktivace téchto inhibi¢nich receptorti omezuje efektorové odpovédi bungk imunitniho
systému a zabratiuje nadmérnému zanétu a poskozeni organismu 6. kinazy rodiny SRC se
tedy podili na ustanoveni rovnovahy mezi aktivacnimi a inhibi¢nimi signdly a na udrZeni

homeostaze imunitniho systému.

2.5.2 Funkce kinaz rodiny SRC v neutrofilech

Pti vazbé€ integrint na sviyj ligand asociuji kindzy rodiny SRC s integriny
a zprosttedkovavaji tzv. ,,outside-in‘ signalizaci, kterd vede k agregaci integrinii do mista
interakce s adherovanym povrchem, zvySeni afinity integrint a k iniciaci efektorovych

odpovédi neutrofilti jako je produkce reaktivnich kyslikatych sloucenin a degranulace. V této
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signalni kaskad¢ kindzy SRC aktivuji kinazy SYK a PYK?2. Fosforyluji i vyménny faktor
VAV, ktery aktivuje malé G proteiny z rodiny RHO. Inhibitory kinéz z rodiny SRC zabrani
zvyseni afinity integrint, jejich agregaci do mista adheze, produkci reaktivnich kyslikatych
sloucenin, degranulaci, fosforylaci kindazy PYK2 a snizi silu adheze. Stejné G¢inky ma

1 spolecna delece kinaz HCK, FGR a LYN a nékter¢ studie pozorovaly tyto u¢inky i pii deleci
pouze dvojice HCK a FGR. Deficience pouze jedné z téchto kindz vétSinou neovlivni
signifikantné aktivitu integrinti '*+'72, Bylo oviem zdokumentovano, Ze delece pouze kinazy
HCK narusi signalizaci integrinu CR3 v mysich neutrofilech a jejich degranulaci zavislou na
komplementu '"°. Sougasti signalizace integrint je fosforylace adaptorovych proteintt DAP12
a FcRy pomoci kindz z rodiny SRC. Tyto adaptory obsahuji motivy ITAM, na které se po
fosforylaci vaze kindza SYK. Tato kinaza pak dale propaguje signal, ktery vede k aktivaci
efektorovych funkci neutrofilii !”*. Fosforylace kindzy SYK prostfednictvim integrinti je také
narusena v Hek”, Fgr', Lyn”" neutrofilech '"173, Nékteré studie pozorovaly, Ze naruseni
aktivity kinaz z rodiny SRC také poskodi schopnost neutrofild transmigrovat skrz cévy do
zanicenych tkani in vivo %172, V souladu s timto tvrzenim jedna studie pozorovala

u Hek, Fgr'™ mysi zvy$enou rezistenci proti endotoxickému $oku doprovazenou snizenou
akumulaci neutrofild v jatrech '’*. Pro rekrutovani neutrofild do tkani kinazy z rodiny SRC
také fosforyluji adhezivni molekulu ICAM-1 a zprostfedkovavaji jeji shlukovani na
membrané a asociaci s aktinovym cytoskeletem pii stimulaci pomoci TNFa ex vivo !,

V jedné z téchto studii bylo argumentovéno, ze Hek”, Fgr', Lyn”" neutrofily nedokazi narusit
strukturu bazalni membrany cév, ktera je hlavni piekazkou pro jejich extravazaci 72, Jina
studie, kde autofi indukovali autoprotilatkami zprosttedkovanou artritidu v Hek™, Fgr”, Lyn™
mySich ukdzala, Ze neutrofily téchto mysi dokazi transmigrovat ptes endotel do zanicené
tkang, ale nedokazi vytvorit zanétlivé prostiedi, které by amplifikovalo chemotaxi neutrofild
do dané tkané 7. V souladu s timto vysvétlenim dal§i studie detekovala snizenou tvorbu
chemokinti a snizeny pocet neutrofili v plicich Hck™, Fgr’~ mysi pfi inhalaci LPS. Oviem
nepozorovala snizenou migraci Hck™", Fgr’- neutrofilii do plic zprostfedkovanou chemokinem
CXCL2 in vivo. Za snizenou prvotni produkci chemokinti v mist& zanétu u Hek™, Fgr’™ mysi
muze byt zodpovédny defekt makrofagt, které in vitro odpovidaji na LPS sniZenou tvorbou
chemokindl !”7. Tti studie pozorovaly, Ze Hck™, Fgr’", Lyn”" neutrofily dok4Zi transmigrovat
pies cévni sténu do zanicené tkané in vivo, kdyz jsou v krevnim obé&hu spole¢né

s WT neutrofily !"172176_Dals{ studie také ukazaly, Ze kinzy z rodiny SRC neovlivni

171,176 166,178

chemotaktickou migraci neutrofilt a ,,inside-out* signalizaci aktivujici integriny
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Kindzy z rodiny SRC tedy nemaji rozhodujici vliv na migraci neutrofilii do zanicené tkané.

Jsou ale kritické pro vytvoreni zanétu, ktery by rekrutoval neutrofily do tkan¢.

Stimulace neutrofili pomoci fMLP aktivuje neutrofily a iniciuje produkci reaktivnich
kyslikatych slou¢enin ve dvou vlnach. Prvni vlna je rychla a nezavisla na integrinové adhezi,
zatimco druhd vina trvéa déle, je zavisla na integrinové adhezi a tim padem i na kindzach
z rodiny SRC ', Kinazy rodiny SRC se ale podili i na prvni vIng, protoze deficience HCK a
FGR snizi prvni vinu produkce reaktivnich kyslikatych slouc¢enin indukovanych peptidem
fMLP, i kdyz je druhé faze tvorby reaktivnich kyslikatych sloucenin inhibovana pomoci
cytochalasinu B '7°. fMLP také spusti degranulaci neutrofilii. Tento proces je také zavisly na
fosforylaci MAP kinazy p38, kterou podporuji kinazy z rodiny SRC, a mtize byt narusen
inhibici téchto kinaz nebo deleci trojice kinaz HCK, FGR a LYN '8,

Fey receptory rozeznéavajici imunokomplexy tvotrené protilatkou IgG a antigenem
vyuzivaji pro signalizaci motiv ITAM. Diky témto receptorim mohou neutrofily rozeznavat
opsonizované cile a uplatiiovat proti nim své efektorové funkce. Delece signalni podjednotky
FcRy obsahujici motiv ITAM znemozni aktivaci mysich neutrofilt zprosttedkovanou FcyR
receptory '8!, Kinazy z rodiny SRC iniciuji signalizaci FcyR receptori vedouci k aktivaci
dal$ich signalnich proteinti jako jsou SYK, PI3K a MAP kinazy ERK1/2. Makrofagy s deleci
kindz HCK, FGR a LYN vykazuji sniZzenou efektivitu fagocytdzy erytrocytt

G182,183

a amastigotl Leishmmania amazonensis opsonizovanych pomoci Ig . naruSeni

fagocytdzy je doprovazeno snizenou tvorbou reaktivnich kyslikatych slou¢enin '*2. Kinazy

rodiny SRC se podili i na fagocytdze patogenti zprostfedkované jinymi receptory 34185,

Dulezitost trojice kindz HCK, FGR a LYN pro ustanoveni zanétu byla zkoumana
1 in vivo v mys$ich s deficienci téchto kinaz. Tyto mysSi jsou chranény pied vyvojem artritidy
a kozniho zanétu indukovanych autoprotilatkami. Pouze delece vSech tii kindz poskytne plnou
ochranu pied indukci zanétu. To ndm naznacuje, Ze funkéné se tyto kinazy prekryvaji.
V modelu artritidy i kozniho zanétu u téchto mysi nedochazi k infiltraci myeloidnich bun¢k
do synovialnich tkani nebo do klize a ke zvyseni hladiny IL-1p, reaktivnich kyslikatych
sloucenin a chemotaktickych mediatort CXCL1, CXCL2, CCL2 a leukotrienu B4. V in vitro
testech ov§em Hck™”", Fgr’", Lyn”" neutrofily a monocyty nevykazuji zadny defekt
v chemotaktické migraci a pokud jsou indukci autoprotilatkami zprostiedkované artritidy
podrobeny mysi chiméry, které maji v kostni dieni smés WT a Hck”, Fgr’", Lyn”" bunék, tak
u téchto mysi dochdzi k infiltraci neutrofili do synovialni tkdn€ bez ohledu na jejich genotyp.
Vysvétlenim ochrany Hck™", Fgr', Lyn” mysi pred autoprotilatkami indukovanym zénétem je
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ztrata signalizace pies Fc receptory, které v téchto modelech stoji na poc¢atku prozanétlivé

kaskady '7°.

2.5.3 Regulacni role kinaz SRC

Jak bylo zminéno vyse, kindzy z rodiny SRC maji i regula¢ni a inhibic¢ni role.
Naptiklad negativné reguluji signalizaci chemokinti prostfednictvim fosforylace ITIM motivu
receptoru PIR-B. Hck”", Fgr'~ neutrofily reaguji na chemokiny rychlej$im chemotaktickym
pohybem, zvysenou vapnikovou odpovédi a zvySenou fosforylaci MAP kindz ERK1/2.

V in vivo podminkéach se vliv téchto kinaz na chemotaxi projevil jako zvySena akumulace
Hck", Fgr' neutrofilii do peritonealni dutiny po intraperitonedlni injekci 3% thioglykolatu.
Zvysena chemotaxe Hck™", Fgr’~ neutrofill byla spojena se ztratou fosforylace cytosolického
ITIM motivu PIR-B, kterd umoziiuje jeho asociaci s fosfatizami SHP-1 a SHP-2.

U Pirb™" neutrofila byly pozorovany podobné dysregulace jako u Hck™, Fgr'- neutrofila 86,
Snizena fosforylace PIR-B a snizena vazba SHP-1 na PIR-B byla pozorovéana

i u Lyn” neutrofilii pti aktivaci B2 integrini ex vivo ", U kindz FGR a LYN bylo pozorovano,
ze se podili na fosforylaci dal$iho inhibi¢niho receptoru s motivem ITIM — SIRPa. Tento
receptor po fosforylaci asociuje s fosfatazou SHP-1 a negativné reguluje fagocytozu
zprostiedkovanou Fc receptory a komplementovym receptorem CR3 87188 Inhibi¢ni role
kindzy FGR byla pozorovana i pii signalizaci B2 integrini v bunééné linii BACI in vitro, kdy
FGR po aktivaci téchto integrinti asociuje s kinazou SYK pomoci své SH2 domény a inhibuje
jeji aktivitu. Makrofagy BAC1 exprimujici FGR maji jinou morfologii neZ makrofagy

s deficienci FGR pfi kultivaci na misce pokryté ligandem ICAM-1 '

Regulacni funkce kindz z rodiny SRC byly asi nejpodrobnéji zkoumany v piipadé
kinazy LYN. Tato kindza se prostfednictvim fosforylace receptoru FcyRIIB podili na regulaci
aktivace B lymfocytl a mastocytl. FcyRIIB je Fc receptor pro protilatky izotypu IgG
obsahujici ITIM sekvenci v cytosolycké ¢asti. KdyZz dojde k aktivaci BCR nebo FceRI
mastocytli pomoci ligandu s navdzanou protilatkou IgG, dojde k agregaci téchto receptort
s receptorem FcyRIIB !*°. Pii této udalosti kindza LYN fosforyluje tyrosin v rAmci motivu
ITIM a na tento motiv se vaze fosfatdza SHIP1, ktera negativné reguluje aktivaci B lymfocytt
a mastocytt 190192191 'Vedle tohoto receptoru se LYN podili na signalizaci lektinového
receptoru CD22, ktery se vdze na endogenni oligosacharidy obsahujici kyselinu sialovou
2193 'LYN fosforyluje motivy ITIM v cytosolické ¢asti tohoto receptoru, umoziuje fosfataze

SHP-1 interagovat s témito motivy a negativné regulovat aktivaci B lymfocytu 4%,
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LYN” B lymfocyty jsou citlivéjsi na aktivaci BCR a jejich stimulace pomoci anti-BCR
protilatky nebo F(ab‘), fragmentu ex vivo vyvola vétsi proliferaci, vapnikovou odpovéd’ a
aktivaci MAP kinaz ERK1/2 a JNK '"""!%°_ Bylo pozorovéno, Ze kinaza LYN fosforyluje
TLR4 pfti jeho aktivaci. Tato fosforylace pak zabrani interakci MYDS88 s TLR4 a snizi
aktivaci MAP kinazy JNK a transkrip¢niho faktoru NF-xB, zatimco zvysi aktivaci MAP
kinazy ERK. Pozorovana zména v této signalizaci méla za nésledek snizenou tvorbu IL-6

a IL-8. Tato studie ovSem byla vypracovana pouze pomoci in vitro metod a inhibi¢ni vliv
kindzy LYN na aktivaci TLR4 nebyl ovéfen na irovni celého organismu 2°°. Podobné jako

v ptipad¢ kinazy FGR bylo u kindzy LYN pozorovano, ze dokaze negativné regulovat
efektorové funkce neutrofilti zavislé na integrinové adhezi jako jsou napiiklad produkce
reaktivnich kyslikatych sloucenin a degranulace. Deficience LYN byla doprovazena snizenou
fosforylaci inhibi¢nich receptorti PIR-B a SIPR1a a jejich sniZenou asociaci s fosfatdzou
SHP-1 '8 Aktivace signalni osy SRC-SYK pomoci integrinti a receptorti signalizujicich pies
motiv ITAM dokaze také omezit signalizaci receptoru pro interferony prvniho typu
prostiednictvim indukce exprese proteint, které se podili na negativni regulaci této

signalizace '*°.

Protizénétlivou roli kindzy LYN doklada i fenotyp LYN-deficientnich mys$i. Tyto mysi
maji snizené mnozstvi B lymfocyti v sekundarnich lymfatickych organech, zvySené mnozstvi
aktivovanych T lymfocytl a B lymfocytl ve slezing, snizené mnoZstvi recirkulujicich
B lymfocyti v kostni dfeni a zvySenou sérovou hladinu IgM. Béhem svého Zivota vyvijeji
splenomegalii s akumulaci myeloidnich bunék a autoimunitni glomerulonefritidu s depozici
autoprotilatek IgG 2°'-2, Akumulace myeloidnich bungk je také pricinou zvysené sérové
hladiny cytokinu BAFF. ZvySena produkce cytokinu BAFF poté podporuje aktivaci
T lymfocyti a jejich produkcei IFNy. Jedna studie vytvofila mys$i chiméry, které postradaly
kinazu LYN v myeloidnich buiikach. Tyto mysi chiméry také trpély akumulaci myeloidnich
buné¢k ve slezing, zvySenym poctem aktivovanych T lymfocytd a B lymfocytl ve slezing,
zvysenou sérovou hladinou cytokinu BAFF a tvorbou autoprotilatek zptsobujicich
studii, kterd vytvotila mysi model s deleci LYN v dendritickych bunikach. Pti stimulaci
pomoci LPS produkuji dendritické buniky z téchto mysi zvySené mnozstvi TNFa a IL-6 a také
vykazuji zvy$enou aktivaci NF-kB a MAP kinazy ERK **. Jin4 studie sledovala negativni
vliv deficience kindzy LYN na priib&h plicniho zanétu indukovaného intraperitonealni injekci

LPS. V plicich LYN-deficientnich mysi byla po injekci detekovana vyssi hladina IL-6, vyssi
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aktivita myeloperoxidazy a transkripniho faktoru NF-kB a vétsi exprese MMP-9 a adhezivni

molekuly ICAM-1. Plicni zanét byl u téchto mysi také doprovazen zvysenou produkei IL-1f3
205

Kinazy z rodiny SRC jsou déle zapojeny 1 do regulace produkce IL-1 pomoci NLRP3
inflamasomu. Kinazy z rodiny SRC dokdzi fosforylovat E3 ubikvitin ligdzu CBL a aktivovat
ji. CBL po aktivaci mtze zprostfedkovavat své efektorové funkce, mezi které patii modulace
velikosti mitochondrii, regulace tvorby mitochondridlnich reaktivnich kyslikatych sloucenin a
inhibice NLRP3 inflamasomu prostiednictvim degradace kindzy PYK2 2%, Bylo ov§em
popsano, ze kinazy z této rodiny mohou i podporovat aktivaci NLRP3 inflamasomu a
produkci IL-1B. Agregovany protein a-synuclein funguje jako molekularni vzor asociovany
s nebezpecim, ktery se uplatiluje v patologii Parkinsonovy choroby. Agregovany a-synucleinu
své prozanétlivé funkce vykonava prostiednictvim aktivace receptoru CD36 na mikrogliich.
Pti této signalni draze dochazi k aktivaci kindzy FYN, ktera dale aktivuje transkripéni faktor
NF-«B a iniciuje maturaci IL-1p pomoci NLRP3 inflamasomu. FYN-deficientni mikroglie
jsou ¢aste¢né chranény pied prozanétlivym plisobenim agregovaného a-synucleinu 2%7. Jiné
studie pozorovaly, Ze kindzy rodiny SRC se podili na aktivaci NLRP3 inflamasomu
a produkci IL-1p vyvolané mykotoxinem roridin A, nebo hemozoinem, metabolickym

produktem detoxifikace hemu produkovanym parazity rodu Plasmodium *°%>%.
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3 Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo detailnéji popsat fosforylaci PSTPIP2 a vliv této

fosforylace na jeho interakci s fosfatdzou SHIP1 a na signalizaci neutrofilnich granulocyti.

Prvnim dil¢im cilem bylo ur€it, které kindzy exprimované v neutrofilech dokazi
fosforylovat PSTPIP1. Ukolem bylo vyuZit in vitro expresni systém zaloZeny na kotransfekci
plasmidii kodujicich PSTPIP2 a vybrané kindzy do bun¢k linie HEK293 s naslednou detekci
fosforylace PSTPIP2.

Dalsim dil¢im cilem bylo pouzit kinazy, které fosforyluji PSTPIP2 a identifikovat
tyrosiny v sekvenci PSTPIP2, které tyto kinazy fosforyluji. Pro tuto ¢ast prace bylo nutné
vytvoftit nékteré konstrukty kodujici PSTPIP2 s mutacemi v C-koncovych tyrosinech
a fosforylaci téchto i dalSich jiz pfipravenych konstrukt analyzovat v kotransfekénim

systému popsaném vyse.

Ttetim dil¢im cilem byla identifikace fosfotyrosini, které zprostfedkovavaji interakci
mezi PSTPIP2 a SHIP1 s vyuZitim koimunoprecipitace PSTPIP2 a SHIP1 ze stejného
kotransfekéniho systému zaloZzeného na koexpresi mutantnich forem PSTPIP2 vybrané kinazy

a SHIP1 v linii HEK293.

Poslednim dil¢im cilem byla zédkladni analyza fosforylace a signalizace vybranych
mutantnich forem PSTPIP2 v primérnich my$ich neutrofilech. Od plnéni tohoto dil¢iho cile

ale bylo nakonec z diivodii technické a ¢asové naro¢nosti ptedchozich dil¢ich cilii upusténo.
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4 Metody a materialy

4.1 Metody

4.1.1 Buiky

V této praci byla pouzita bunécnd linie HEK293. Buniky této linie byly kultivovany
v plastové misce o priméru 8 cm, ve 20-ti ml média DMEM obsahujiciho 10 % hovéziho
fetalniho séra a smés antibiotik (Penicilin G, gentamycin a streptomycin). Buinky HEK293
pfipravené na transfekci byly kultivovany v médiu DMEM obsahujicim 10 % hovéziho
fetalniho séra bez antibiotik. Kultivace bun¢k probihala pti 37 °C v 5% koncentraci CO»
v inkubatoru ,,MITRE 4000 Series*. Pasazovani bun¢k probihalo nasledovné: Z plné narostlé
misky bylo odstranéno médium a buriky byly promyty v 10 ml PBS. PBS bylo pipetovano
opatrné na okraj misky, aby nedoslo ke ztrat¢ adheze bun¢k na dno misky. PBS bylo odsato.
Do misky byl napipetovan 1 ml roztoku trypsinu, ktery narusil adhezi bun¢k na povrch misky.
Byly pfipraveny nové, ¢isté misky, do kterych bylo napipetovano médium DMEM s obsahem
10 % hovéziho fetalniho séra a smési antibiotik. Po 5-ti min byly buriky resuspendovany
v 10 ml média DMEM s obsahem 10 % hovéziho fetdlniho séra a smési antibiotik. Uréeny
objem buné¢né suspenze byl prepipetovan do novych predpiipravenych misek. Pomér
bunécné suspenze ku novému médiu byl 1:4, 1:9 nebo 1:19. Vedle této bunécéné linie byly
pouzivany chemicky kompetentni bakterie Escherichia coli kmene TOP10. Tyto buiiky byly
kultivovany bud’ na pevném agar6zovém LB médiu v plastové misce o primeéru 8 cm, nebo
v tekutém LB médiu obsahujicim antibiotikum ampicilin o koncentraci 1 mg/ml. Kultivace
bunék na pevném médiu probihala pti 37 °C v biologickém termostatu ,,BT-50%. Kultivace
bunék v tekutém médiu probihala pti 37 °C v inkubatoru ,,SI6R-2* s rotacnim pohybem 180

otacek za min.

4.1.2 Transfekce/lipofekce pomoci lipofectaminu 2000

Jeden den pted transfekci byly buiiky linie HEK293 resuspendovany v médiu DMEM
obsahujicim 10 % hovéziho fetalniho séra bez antibiotik a pfeneseny do plastovych desti¢ek
s 24 nebo s 6 jamkami. 24 jamek bylo pouZito pro provedeni western blotu a 6 jamek bylo
pouzito pro imunoprecipitaci. Druhy den byla provedena transfekce téchto bun¢k pomoci

transfekcniho €inidla ,,lipofectamin 2000%. Transfek¢ni smés obsahovala 0,8 pg plasmidové
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DNA a 2 pl lipofectaminu 2000 v 100 ul média ,,Optimem*. Tato sm¢s byla piipravena
nasledovné. Nejdiiv bylo do mikrozkumavky napipetovéano 0,8 pg plasmidové DNA do

50-ti ul Optimemu a do jiné mikrozkumavky bylo napipetovano 2 ul ,,lipofectaminu 2000

v 50-ti pul Optimemu. Po 5-ti min byly obsahy mikrozkumavek smichany. Vznikly roztok byl
po 20-ti min opatrné napipetovan do jamek obsahujicich buitky HEK293. Transfekéni smés

o celkovém objemu 100 pul byla pouzita pro transfekci bunék v desticce s 24 jamkami. Pro
transfekci bunék v desticce s 6-ti jamkami byl objem smési zvysSen na 500 pl. Postup ptipravy

a koncentrace DNA 1 ,,Lipofectaminu 2000 byly zachovany.

4.1.3 Imunoprecipitace

Pted zacatkem imunoprecipitace byl pfipraven lyza¢ni pufr obsahujici 1% lauryl
maltosid (N-dodecyl-B-D-maltosid) s inhibitory protedz a fosfatdz (sloZeni viz nize v kapitole
Ptehled pouzitych chemikalii a materiali). Lyzac¢ni pufr byl uchovan na ledu. Z jamek
obsahujicich transfekované buiiky linie HEK293 bylo 1 den po transfekci odstranéno médium.
Buniky byly resuspendovany v 1 ml PBS a pfeneseny do 1,5ml ,,Jow retention*
mikrozkumavek. Bunky byly centrifugovany (1 min, 3380 RCF, pokojova teplota),
supernatant byl odsat a mikrozkumavky byly pieneseny na led. Bunécna peleta byla
resuspendovana v 250 pl lyzacniho pufru a inkubovéna na ledu. Po 15-ti min byly vzorky
promichéany a znova inkubovany 15 min na ledu a promichany. Vzorky byly poté
centrifugovany (10 min, 25 000 RCF, 2 °C). Supernatant byl pifenesen do novych
1,5ml ,,Jlow retention* mikrozkumavek. Ze supernatantu bylo odebrano 30 ul do samostatnych
mikrozkumavek obsahujicich 30 ul vzorkového pufru obsahujiciho SDS. Takto byly potizeny
vzorky bunéénych lyzath, které slouZzily jako kontrola. Do zbylého objemu supernatantii byly
pfidany 2 pg protilatky M2 specifické proti afinitni zna¢ce FLAG a vzorky byly inkubovéany
1 hodinu na ledu. Poté bylo do supernatanti ptidano 40 ul suspenze agar6zovych kuli¢ek
s navazanym geneticky modifikovanym proteinem s nazvem ,,Protein A/G PLUS*, ktery se
specificky vaze na protilatky. Vzorky byly 90 min inkubovéany v chladové mistnosti
o teploté¢ 4°C v pristroji ,, Test-tube-rotator 34528 od firmy. Kratce pied dokoncenim této
inkubace byl pfipraven promyvaci roztok obsahujici 0,1% lauryl maltosid s inhibitory protedz
a fosfataz. Po inkubaci byly vzorky centrifugovany (5 min, 370 RCF, 2 °C). 40 ul ze
supernatantu bylo pfeneseno do samostatné mikrozkumavky se 40-ti ul vzorkového pufru
obsahujiciho SDS. Zbytek supernatantu byl opatrné odsan. Peleta byla resuspendovana

v 400 pl promyvaciho pufru. Vznikla suspenze byla pfenesena do chromatografickych

41



kolonek umisténych do 2ml mikrozkumavek. Byly pouzity ,,Micro Bio-Spin Chromatography
Columns*. Kolonky byly centrifugovany (10 s, 371 RCF, 2 °C) a protekly pufr byl odstranén.
Vzorek byl takto promyt celkem pétkrat. Po poslednim promyti byly kolonky uzavieny, bylo
do nich ptidano 30 ul lyzacniho pufru obsahujici SDS a byly inkubovany 5 min pti pokojové
teplote. Poté byly kolonky otevieny, umistény do 1,5ml mikrozkumavek a mikrozkumavky

s chromatografickymi kolonkami byly centrifugovéany (3 min, 20 200 RCF, pokojova teplota)
a lyza¢ni pufr s imunoprecipitovanou frakci se tak dostal z kolonky do mikrozkumavky.
Kolonka byla odstranéna a do vSech vytvotrenych vzorkl bylo pfidano DTT, ve vysledné
koncentraci 1 %. Vzorky byl pak uchovany v mrazéku o teploté — 30 °C. Vzdy pted
nanesenim na SDS-PAGE byly vzorky ohtaty v termobloku (1 min, 99 °C).

4.1.4 Lyzovani bunék a izolace proteinové frakce

1 Den po transfekci bun¢k linie HEK293 bylo odsano médium, buiiky byly
resuspendovany v 1 ml PBS a pfeneseny do tlustosténnych mikrozkumavek o objemu 1,5 ml.
V téchto mikrozkumavkach byly centrifugovany (5 min, 376 RCF, pokojova teplota).
Supernatant byl odsat a peleta z bunék byla resuspendovana v 30-ti pul PBS. K takto vytvofené
bunééné suspenzi bylo ptidano 70 pl vzorkového pufru a vytvoreny lyzat byl promichén.
Mikrozkumavky byly nasledné centrifugovany za vysokych otd¢ek pomoci ultracenrifugy
,,Optima MAX-E* v rotoru ,,TLA 110* (30 min, 88 088 RCF, 24 °C). Vznikla peleta tvofena
zejména DNA byla odstranéna pipetou a supernatant obsahujici proteinovou frakci byl
piendan do Cistych mikrozkumavek o objemu 1,5 ml. Do takto vzniklych roztoki bylo
piidano DTT, aby jeho vyslednd koncentrace byla 1 %. Vzorky byly vZdy pfed nanesenim na
akrylamidovy gel s obsahem SDS ohtaty (1 min, 99 °C). Vzorky, které nebyly plné

spotfebovany byly uschovany v mrazaku o teploté — 30 °C.

4.1.5 SDS-PAGE elektroforéza

SDS-PAGE byla pouzita pro separaci proteintl izolovanych z transfekovanych bunék
linie HEK293 na zéklad¢ molekularni hmotnosti. Pro SDS-PAGE elektroforézu byla vyuzita
aparatura ,,Mini-PROTEAN® Tetra Cell* se separacnimi gely obsahujicimi 7,5%, 8% nebo
9% akrylamid. Gely s 8% nebo 9% obsahem akrylamidu byly pouzity pro detekci PSTPIP2
a vybranych protein tyrosin kinaz. Gely se 7,5% obsahem akrylamidu byly pouzity pro
detekci SHIP1 fosfatazy. Rozméry akrylamidovych gelt byly pfiblizné

8,6 cm x 7,2 cm x 0,75 cm. Pfipraveny roztok separaniho gelu byl nanesen mezi skla vsazena
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do drzaku skel, ktery byl ukotven v nalévacim stojanku a ptevrstven isopropanolem. Po
ztuhnuti separacniho gelu byl odsat isopropanol a nad ztuhly separacni gel byl nanesen roztok
zaostfovaciho gelu az po okraje skla. Mezi skla do neztuhlého roztoku zaostrovaciho gelu byl
vlozen hiebinek pro vytvoreni 10-ti jamek potiebnych pro naneseni vzorkti. Po ztuhnuti
zaostfovaciho gelu byl hiebinek odstranén. Skla se ztuhnutym gelem byla pfenesena do
elektroforetické cely. Sestavena cela byla ponofena do elektrodového pufru v elektroforetické
nadobé¢ a elektrodovy pufr byl nalit do elektroforetické cely az po okraje skel. Do jamek

v zaostfovacim gelu byly napipetovany vzorky o objemu 10 pl nebo 15 ul (v ptipad€ vzorki
z imunoprecipitace) a marker molekulovych hmotnosti ,,Precision Plus Protein Dual Color
Standards®. Elektroforeticka nadoba byla ptikryta vikem a elektrody byly pfipojeny ke zdroji
elektrického napéti ,,Power Pac Basic®. Zdroj elektrického napéti byl nejdiive nastaven na 80
V. KdyZ se vzorky dostaly ze zaostfovaciho gelu do separacniho gelu, tak bylo napéti zvysSeno
na hodnotu 120 V. Po separaci proteint v separacnim gelu byly elektrody odpojeny od zdroje
elektrického napéti a elektroforeticka nadoba byla oteviena. Elektrodovy pufr

z elektroforetické cely byl vylit a z cely byla odstranéna skla. Gel se separovanymi proteiny

byl sejmut ze skel a byl vloZen do petriho misky obsahujici blotovaci puft.

4.1.6 Western blot

Provedeni western blotu nésledovalo hned po ukonceni separace proteini pomoci
metody SDS-PAGE. V pribéhu separace proteinti byla ptipravena polyvinylidendifluoridova
(PVDF) membrana o rozmérech 8,5 cm x 5,5 cm. Tato membrana byla inkubovéna ve
sklenéné petriho misce s metanolem pro jeji aktivaci na tiepacce s houpavym pohybem. Na
kazdou membranu byly ptfipraveny 2 prouzky tlustého filtracniho papiru o rozmérech
8,5 cm x 5,5 cm. Pfiblizné 10 min pfed dokoncenim SDS-PAGE byl metanol vylit z petriho
misky s membranami a do této misky byl nalit blotovaci pufr. Po ukonc¢eni SDS-PAGE byly
gely se separovanymi proteiny a pfipravené¢ prouzky filtraéniho papiru promyty v blotovacim
pufru. Pfenos proteind z gelu na membranu probéhl v piistroji pro polo-suché blotovani
,»9D20 Semi dry maxi‘. Na anodu pfistroje byly v nasledném potradi nad sebou polozeny
prouzek filtraéniho papiru, pfipravend membrana, gel z SDS-PAGE a zase prouzek filtra¢niho
papiru. Sklenéna pipeta byla pouzita pro ,,rozvaleni vzniklého svazku, aby doslo k eliminaci
vzduchovych bublin mezi jednotlivymi vrstvami. Piipravené svazky byly ptekryty druhou
casti pristroje obsahujici katodu. Prebytek blotovaciho pufru mezi anodou a katodou byl vylit,

aniz by doslo k naruseni svazkii. Na ptistroj byla poloZena 1dhev obsahujici 2 litry vody, ktera
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slouzila jako zavazi, které ptitlacovalo elektrody k sob¢. Blotovaci piistroj byl zapojen do
zdroje elektrického napéti ,,Electrophoresis Power Supply EPS 301 a pfistroj byl nastaven na
15 mV a 400 A. Cas pienosu byl 100 min nebo 120 min. Po ukoné&eni pienosu byly
membrany jednou kratce promyty v pufru TBS + T (TBS obsahujici detergent TWEEN-20)

a pak 40 min inkubovany v TBS + T obsahujici 5% suSené mléko nebo 5% BSA, aby doslo

k zablokovani membrany. BSA bylo pouZzito pro membrany, které byly barveny protilatkou
4G10. Vzniklé membrany byly zabaleny do prithledné plastové folie a uchovavany v mrazaku

o teploté — 30 °C.

4.1.7 Znaceni membran z western blotu

Zablokovand membrana byla tfikrat rychle promyta v roztoku TBS + T a inkubovéna
40 min v roztoku obsahujicim 1% mléko nebo BSA a primarni protilatku. Po tomto ¢ase byla
membrana tfikrat rychle promyta v roztoku TBS + T a dvakrat pomalu promyta v roztoku
TBS + T po dobu 15 min. Pokud byla pro barveni pouzita protilatka 4G10, pomalé promyvani
bylo provedeno v roztoku TBS + T s 0,5M koncentraci soli. Promyvaci roztok byl odstranén
a membrana byla inkubovéana 40 min v roztoku se sekundérni protilatkou konjugovanou
s kienovou peroxidazou (fedéno 1:10 000) v TBS + T, ktera slouzila jako enzym katalyzujici
chemiluminiscencni reakci. Po tomto ¢ase byla membrana opét tiikrat rychle promyta
a dvakrat pomalu (15 min) promyta v roztoku TBS + T. Po tomto promyvani byla membrana
ususSena pomoci filtraéniho papiru a bylo na ni napipetovano 800 pl roztoku obsahujiciho
substraty pro chemiluminiscenc¢ni reakci (,,Radiance Plus* a ,,Radiance Peroxide®).

Emitované zateni bylo zachyceno pomoci zobrazovaciho systému ,,Azure c300.

4.1.8 Kbvantifikace intenzity signalu z barveni membran

Z fotografii potizenych pomoci systému ,,Azure c300* byla kvantifikovéna intenzita
signalu z obarvenych membran. Kvantifikace byla provedena v programu ,,AIDA Image
Analyzer* pomoci kterého byla prouzkiim na membranég ptifazena hodnota o arbitratnich
jednotkéch, kterd odpovidala intenzité signalu. Tyto hodnoty byly pak exportovany do tabulky
programu ,,Microsoft Excel. Pro kvantifikaci byly vybrany expozice tak, aby pramérna
intenzita barveni na jeden prouZek byla mezi jednotlivymi opakovanimi experimentu co

nejvice vzajemné podobna.
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4.1.9 Statisticka analyza

Statisticka analyza byla provedena v programu ,,GraphPad Prism®. Analyzovana byla
data obdrzena pomoci programu ,,AIDA Image Analyzer“. Pomoci programu ,,GraphPad
Prism* byly hodnoty intenzity signala graficky vyobrazeny pomoci bodového grafu, kde na
ose X jsou hodnoty z jednotlivych transfekci. Pti statistické analyze fosforylace PSTPIP2
pomoci vybranych kindz byla porovnavana fosforylace PSTPIP2 mezi vzorky ,.kin4dza“

a ,.kinadza*“ + WT PSTPIP2 pomoci parového t testu. V piipad¢ statistické analyzy fosforylace
WT PSTPIP2 pomoci HCK a vazby SHIP1 na fosforylované formy proteinu PSTPIP2 byl
pouzit statisticky test jednosmérna ANOVA. Jako post hoc test k tomuto testu byl pouzit

t test, pro néhoz byla hladina statistické signifikance upravena pomoci Bonferroniho metody
zohledniyjici mnohocetnd porovnavani. Statisticky vyznamné vysledky byly znazornény
hvézdickou. Hladina statistické signifikance byla p < 0,05 s vyjimkou statistickych analyz,

kde byla upravena pomoci Bonferroniho metody zohlednujici mnohocetna porovnavani.

4.1.10 Izolace RNA

RNA byla izolovana z mysich progenitort neutrofild, které nam poskytla nase
kolegyné¢ Nataliia Pavliuchenko. Pro izolaci RNA byla pouzita komeréni souprava
,,Quick-RNA™ MiniPrep Kit*. Bunéna suspenze byla centrifugovéana (5 min, 500 RCF,
pokojova teplota). Supernatant byl odsat a peleta byla resuspendovana v 600-ti pl lyza¢niho
roztoku. Vzorek byl centrifugovan (1 min, 20 200 RCF, pokojové teplota). Supernatant byl
pfenesen do chromatografické kolonky se Zlutou barvou. Pies tuto kolonku byl supernatant
prefiltrovan v centrifuze do sbérné mikrozkumavky (1 min, 20 200, pokojova teplota).

K pftefiltrovanému supernatantu bylo ptidano 600 pl 95% etanolu. Vzorek byl promichan

a prenesen do chromatografické kolonky se zelenou barvou. Po centrifugaci (30 s,

10 000 RCF, pokojova teplota) bylo do chromatografické kolonky bylo pfidano 400 ul
,»RNA Prep* pufru. Po dalsi centrifugaci (30 s, 10 000 RCF, pokojova teplota) bylo do
chromatografické kolonky ptidano 700 ul ,,RNA Wash* pufru, kterym byla kolonka za
centrifugace promyta (30 s, 10 000 RCF, pokojova teplota). Promyti pomoci ,,RNA Wash*
pufru bylo zopakovano, ale se 400 pl pufru a s jinym nastavenim centrifugy (2 min,

20 200 RCF, pokojova teplota). Po centrifugaci byla chromatografick4 kolonka ptfendana do
¢isté mikrozkumavky o objemu 1,5 ml. Do chromatografické kolonky bylo ptidano 100 pl

vody ,,DNase/RNase-Free Water a kolonka s mikrozkumavkou o objemu 1,5 ml byla
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centrifugovana (30 s, 20 200, pokojova teplota). Roztok izolované RNA byl uskladnén

v mrazaku o teploté — 80 °C.

4.1.11 Syntéza cDNA

cDNA byla vytvofena pomoci enzymu ,,RevertAid Reverse Transcriptase®. Jako
templatova RNA bylo pouzito 740 ng RNA izolované z mySich progenitord neutrofilii. Jako
primery byly pouzity Oligo(dT)18 primery komplementarni k polyA koncim mRNA. Po
smichani vSech komponent reakce do mikrozkumavky byla reak¢ni smées inkubovéana
1 hodinu pfi teploté 42 °C, poté byla inkubovana 10 min pfi teploté 10 °C. Vznikla cDNA
byla pak pouzita jako templatova DNA v PCR reakci pro vytvoteni molekuly DNA kédujici

kinazu FGR. SloZeni celé reakéni smési bylo ndsledovné:

Izolovana RNA 12 pl (740 ng)

Oligo(dT)18 Primery 1 ul (vysledné koncentrace 100 pmol)
,,5X Reaction Buffer* 4 ul

Smés dNTPs 2 ul (vysledna koncentrace 1 mM)
»RevertAid Reverse Transcriptase* 1 ul (200 U)

4.1.12 Mutagenni PCR

Pro tvorbu plasmidii kodujici Pstpip2 nesouci mutace v C-koncovych tyrosinech byla
provedena mutagenni PCR s ,,Q5 high fidelity DNA polymerase®. Primery s orientaci
,reverse byly navrzeny tak, aby zménily smysl tyrosin-kédujicich kodonti v C-koncové
sekvenci genu Pstpip2 na fenylalanin-kodujici kodony. Primer s orientaci ,,forward* byl
komplementarni k useku upstream od protein-kodujici sekvence plasmidu. Oba primery nesly
sekvenci rozeznavanou restrikéni endonukleazou Xhol, ktera byla pouZita pro klonovani.
Vysledny PCR produkt pak obsahoval sekvenci genu Pstpip2 s danymi mutacemi. Jako
templatova DNA byla pouzita DNA plasmidu kodujici WT PSTPIP2 (tvorba plasmidu
kodujici PSTPIP2 S324*) nebo PSTPIP2 se vSemi tfemi C-koncovymi tyrosiny mutovanymi
na fenylalanin (tvorba plasmida kodujici PSTPIP2 Y323,333F a PSTPIP2Y323,329F). Pro
tuto PCR reakci byla pouzita ,,Q5 high-fidelity* DNA polymeraza. PCR reakce probehla
v pfistroji ,,T100 Thermal Cycler. Nastaveni cyklti mutagenni PCR pro vytvofeni mutanta
PSTPIP2Y323,333F, PSTPIP2 Y323,329F a PSTPIP2 S324* bylo nasledovné:
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Prvotni denaturace 30s 98 °C
Denaturace 10s 98 °C
Nasednuti primert 15s 55°C Opakovano celkem 30 x
Prodlouzeni primera 30s 72 °C
Finalni prodlouzeni primert 2 min 72 °C
Ukonceni reakce - 12 °C

Pro vytvofeni molekuly DNA kdédujici kindzu FGR byla cDNA z mySich progenitort
neutrofilll pouzita jako templatova DNA. Tato PCR reakce také prob&hla pomoci
,»Q5 high-fidelity* DNA polymerazy. Nastaveni cykli mutagenni PCR pro vytvoreni

plasmidu kodujici kindzu FGR bylo nasledovné:

Prvotni denaturace 30s 98 °C
Denaturace 10s 98 °C
Nasednuti primert I5s 69 °C Opakovano celkem 35 x
Prodlouzeni primera 45s 72 °C
Finalni prodlouzeni primert 2 min 72 °C
Ukonceni reakce - 12 °C

PCR produkt o ocekdvaném poctu nukleotidli byl po reakci detekovan pomoci

agardzové elektroforézy.

4.1.13 Agarozova elektroforéza

Horizontalni agardzova elektroforéza s 1% agar6zovym gelem byla pouZita pro
separaci molekul DNA v roztoku na zdkladé molekulové hmotnosti. PraSkova agardza byla
rozpusténa v Tris-acetatovém (TAE) pufru a vafena v mikroviné troubg, dokud nevytvoftila
¢irou tekutinu. Lahev s roztokem agar6zy byla pak ulozena do vodni 1azné o teploté 55 °C. Do
pfipraveného roztoku byl pfidan Ethidiumbromid pro vizualizaci DNA (vysledna koncentrace
=0.169 mM). Samotna elektroforéza byla provedena v aparatute ,,Mini-Sub Cell GT
Systém*. Roztok byl nalit do formy s hfebinkem pro vytvofeni jamek pro naneseni roztoku
DNA. V této formé roztok ztuhnul do podoby gelu. Po ztuhnuti roztoku byl z gelu odebran
hiebinek a gel byl ponofen do elektroforetické vany obsahujici TAE pufr a do vytvofenych
jamek byly napipetovany vzorky a marker délky DNA ,,GeneRuler 1 kb DNA ladder*.
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Aparatura byla ptipojena ke zdroji elektrického napéti ,,PSS500XT DC Power Supply*“. Zdroj
elektrického napéti byl nastaven na 100 V a molekuly DNA byly rozdéleny na zakladé poc¢tu
bazi. Vysledky elektroforézy byly fotograficky zaznamenéany pomoci ,,UltraCAM Digital
Imaging System* s fotoaparatem ,,Sony Alpha A6000.

4.1.14 1zolace DNA z agarozového gelu

Pro izolaci molekul DNA separovanych pomoci agar6zové elektroforézy byl pomoci
skalpelu vytiznut prouzek gelu obsahujici DNA a DNA byla izolovana s pouzitim komercni
soupravy ,,Zymoclean™ Gel DNA Recovery*. Vyiizly gel byl inkubovéan 10 min pii teploté
10 °C ve 300 pl roztoku ,,ABD* v mikrozkumavce o objemu 1,5 ml, aby doslo k rozpusteni
gelu. Vznikly roztok byl ptenesen na chromatografickou kolonku ,,Zymo-Spin™ Column* ve
sbérné mikrozkumavce. Chromatograficka kolonka byla centrifugovéana (1 min, 10 000 RCF,
pokojova teplota). ProteCena kapalina byla odstranéna. Na kolonku bylo pfidano 200 pl pufru
,DNA Wash Buffer a chromatograficka kolonka byla centrifugovana (1 min, 10 000 RCF,
pokojova teplota). Tento promyvaci krok byl jesté jednou zopakovan. Chromatograficka
kolonka byla ptenesena do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml a na chromatografickou kolonku
bylo pfidano 10 pl PCR Ultra H20, ve které se rozpustila DNA v chromatografické kolonce.
Chromatograficka kolonka byla inkubovana 3 min pii pokojové teploté a poté byla

centrifugovana (1 min, 10 000 RCF, pokojova teplota).

4.1.15 Klonovani DNA

Metody klonovani DNA byly pouZity pro ptipravy n€kterych plasmidi kddujicich
Pstpip2 s mutacemi v C-koncovych tyrosinech a afinitni znatkou FLAG a pro ptipravu
plasmidu kodujici Figr s afinitni znackou MYC. Sekvence kodujici dané varianty Pstpip2 byly
vytvofeny pomoci mutagenni PCR. Vzniklé molekuly DNA insertd a DNA plasmida byly
nastépeny pomoci ,,FastDigest* restrik¢nich endonukleédz a plasmid byl také defosforylovan
pomoci ,,FastAP* fosfatazy. Pro piipravu plasmidt kodujicich Pstpip2 s mutacemi
v C-koncovych tyrosinech byla pouzita restrikéni endonukleaza Xhol. Pro ptipravu plasmidu
kodujici Fgr byly pouZzity restrikéni endonukledzy Xhol a EcoRI*. Reak¢ni smés obsahovala
pfiblizné 1 ng DNA plasmidu nebo 0,2 ng DNA insertu a 1 ul Xhol. V pfipadé Ste€peni
plasmidu byl do reakéni smési navic ptidan 1 ul ,,FastAP* fosfatdzy a v ptipad¢ stépeni DNA
insertu kddujiciho Fgr byl do smési navic pfidan 1 ul EcoRI. Reakce probihala 15 min pfi

teplote 37 °C. Po §té€peni byl obsah reakce rozdélen pomoci agarozové elektroforézy, kde byl
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identifikovan prouzek odpovidajici nastépené DNA insertu a plasmidu. DNA z téchto prouzka
byla vyizolovana (viz vyse) a pomoci T4 DNA ligazy byla DNA insertu zaligovana do
plasmidu. Pro liga¢ni reakci byly pouzity 2 pl DNA insertu, 2 ul DNA plasmidu

a1 U T4 DNA ligazy. Ligac¢ni reakce probihala 1 hodinu v roztoku o objemu 20 ul pii teploté
22 °C. Paralelné s touto reakci byla provedena 1 self-ligacni reakce, ktera postradala DNA
insertu. Nové plasmidy byly transformovany do bakterii Escherichia coli kmene TOP10, které
byly kultivovany v plastovych petriho miskach na pevném agar6zovém LB médiu obsahujici
ampicilin. Druhy den od transformace byly vyrostlé kolonie pieneseny do plastové desticky
obsahujicim 24 jamek s 1 ml LB média obsahujici 1 mg/ml ampicilinu. Bakterie byly v tomto
médiu kultivovany 24 hodin v inkubétoru s rotaénim pohybem. 2 pl z této bakterialni kultury
byly pouzity pro kontrolni PCR (viz nize), pomoci které jsme otestovali uspésnost
transformace jednotlivych kolonii. Z bakteridlnich suspenzi, ve kterych kontrolni PCR
prokazala ptitomnost plasmidu s vlozenym insertem, byla izolovdna plasmidovda DNA
(vysledny objem 10 ul), kterd byla znovu testovana na pfitomnost a spravnou orientaci DNA
insertu pomoci zpétného Stépeni restrikénimi endonukledzami. Vysledek Stépeni byl urcen
pomoci agardzové elektroforézy. Spravnost sekvence izolované plasmidové DNA byla
testovana pomoci DNA sekvenovani. Cast DNA obsahujici insert o spravné molekulové
hmotnosti a spravné orientaci byla zaroven znovu transformovana do bakterii Escherichia coli
kmene TOP10, které byly kultivovany na pevném agarézovém LB médiu obsahujicim
ampicilin. Minimalné 2 kolonie byly pfeneseny kazda do 100 ml LB média obsahujiciho 100
pg/ml ampicilin. Tyto bakterialni suspenze byly 24 hodin kultivovany v inkubéatoru s rotaénim
pohybem a pak z nich byla izolovéna plasmidova DNA. Podle vysledkl sekvenovani byly
vybrany plasmidy obsahujici ndmi vytvoiené mutace a byly zapojeny do nasich transfek¢nich

experimentu.

4.1.16 Kontrolni PCR

Kontrolni PCR byla provedena pfi tvorb& novych plasmidi. Z tekutych bakteridlnich
kultur o objemu 1 ml, obsahujici bakterie Escherichia coli kmene TOP10 transformované
nove vytvorenymi plasmidy, byly odebrany 2 pl bakterialni suspenze, které¢ byly bez dalSich
uprav pouzity namisto templatové DNA pro PCR reakci. V této PCR reakci byly pouzity
mutagenni primery, které byly urCeny k pfipravé konkrétni molekuly DNA a ,,PPP Master

Mix* , jehoz soucasti je Taq DNA polymeraza. Nastaveni cykli kontrolni PCR se shodovalo
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s nastavenim cykli mutagenni PCR (viz vyse). PCR produkt o o¢ekavaném poctu nukleotida

byl po reakci detekovan pomoci agardzové elektroforézy.

4.1.17 DNA Sekvenovani

Sekvenovani bylo provadéno pro kontrolu spravnosti protein-kodujici sekvence
pouzivanych plasmidi. Pro sekvenovany byl vzorek plazidové DNA se sekvena¢nim
primerem poslan do firmy ,,Eurofin Genomics*, kterd odvedla samotné sekvenovani pomoci
Sangerovy metody. ObdrzZena data byla porovnana se sekvenci plasmidu obsahujiciho WT

Pstpip?2.

4.1.18 Méreni koncentrace DNA

Koncentrace DNA byla méfena pomoci pfistroje ,,NanoDrop2000* od firmy ,,Thermo
Scientific*. Jako blank byla pouzita PCR Ultra H>O, ktera je soucasti produktu ,,PPP master

mix“ od firmy ,,Top-Bio* a byla pouZzivéana i pro rozpusténi plasmidové DNA po jeji izolaci.

4.1.19 Bakterialni transformace

Plasmizmidova DNA byla vnesena do chemicky kompetentnich bakterii Escherichia
coli kmene TOP10 pomoci indukce teplotniho Soku. Pro jednu transformaci bylo pouZito
piiblizné 70 pl bakterialni suspenze a 2 pl roztoku plasmidové DNA. Bakterie TOP 10 byly
vyndany z mrazaku o teploté — 80 °C a rozmraZeny na ledu. Po jejich rozmraZeni byly
k 70-ti pl bakteridlni suspenze napipetovany 2 ul plasmidové DNA. Bakterie byly inkubovany
30 min na ledu. Poté byl indukovan teplotni Sok inkubaci bakterii pii teploté 42 °C po dobu
45 s v ohtivacim blocku. Po teplotnim Soku byla bakteridlni suspenze inkubovana
5 min na ledu, poté k ni byl pfidan 1 ml LB média bez antibiotika a bakterie byly inkubovéany
30 min pfi teploté 37 °C v termobloku s rotacnim pohybem 800 RPM. Nasledné¢ byly bakterie
centrifugovany (3 min, 20 200 RCF, pokojova teplota). Supernatant byl odsat a peleta byla
resuspendovana v 50-ti ul LB média. Tato bakteridlni suspenze byla nanesena na petriho
misku s pevnym médiem obsahujici ampicilin jako selekéni agens. Misky pak byly

inkubovany 1 den v teploté 37 °C biologickém termostatu.
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4.1.20 Tekuté bakterialni kultury

Pro pomnozeni plasmidové DNA byla pouzita kultivace kolonie transformovanych
bakterii v tekutém LB médiu. Kolonie vyrostla na pevném agar6zovém LB médiu
s ampicilinem jako selekénim agens byla pfenesena pomoci pipetovaci Spicky do LB média
o objemu 1 ml nebo 100 ml s ampicilinem o koncentraci 1 mg/ml. Objem 1 ml byl pouzit pro
kultivaci bakterii transformovanych nové vytvorenymi plasmidy, které musely byt otestovany
na pritomnost zaligovaného insertu. Objem 100 ml byl pouzit pro kultivaci bakterii
transformovanych jiz otestovanymi plasmidy. Vznikl¢é tekuté bakterialni kultury byly

inkubovany 1 den pii teploté 37 °C v inkubatoru s rotacnim pohybem.

4.1.21 Izolace plasmidové DNA

Plasmidova DNA byla izolovana z transformovanych bakterii. K izolaci byla pouzita
komeréni souprava ,,NucleoBond Xtra Midi“ vyuzivajici technologii iontové vyménné
chromatografie. Tato souprava byla pouzita pro izolaci plasmidové DNA transformované do
bakterii Escherichia coli kmene TOP10, které byly kultivovany ve 100 ml LB média
s ampicilinem o koncentraci 1 mg/ml. Po 24 hodinach kultivace byla bakterialni suspenze
ptenesena do plastovych zkumavek o objemu 50 ml, které byly centrifugovany (30 min,

6 000 RCF, 4 °C). Supernatant byl odsat a peleta tvofena bakteriemi byla resuspendovéana

v 8 ml pufru ,,RES*. Do vzniklé suspenze bylo ptidano 5 ml lyza¢niho pufru ,,LYS*.
Suspenze byla opatrné promichdna a inkubovéana 5 min pii pokojové teploté. Béhem inkubace
byly pfipraveny chromatografické kolonky ,,NucleoBond Xtra Column* s filtrem, na ktery
bylo naneseno 12 ml pufru ,,EQU*. Po inkubaci bylo k bakteridlnimu lyzatu ptidano

8 ml neutraliza¢niho pufru ,,NEU%, lyzat byl opatrné promichén a nanesen na filtr
chromatografické kolonky. Poté, co lyzat protekl kolonkou bylo na filtr kolonky naneseno

5 ml pufru ,,EQU*. Po proteceni tohoto pufru byl filtr odstranén z kolonky a na kolonku bylo
ptfidano 8 ml pufru ,,WASH®. Po prote¢eni tohoto pufru kolonkou bylo na kolonku pfiddno

5 ml pufru ,,ELU*, ktery byl jiman do plastové zkumavky o objemu 15 ml. Poté bylo do této
zkumavky ptidano 3,5 ml isopropanolu, aby doslo k precipitaci DNA, a cely roztok byl
promichan. Zkumavka s DNA byla nasledné¢ centrifugovana (30 min, 15 000 RCF, 4 °C).
Supernatant byl odsat a peleta tvofend DNA byla pienesena do 1 ml 70% Etanolu

v mikrozkumavce o objemu 1,5 ml pomoci nastfizené Spicky. Mikrozkumavka s peletou byla
centrifugovana (5 min, 20 200 RCF, pokojova teplota). 70% etanol byl odsat a tento krok byl

jeste jednou opakovan. Peleta byla poté ponechana v digestofi, aby doSlo k vypateni zbylého
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etanolu. Po vypareni etanolu byla peleta rozpusténa ve 100 ml PCR Ultra H>O. Vznikly
roztok DNA byl uchovévan v teplot¢ -30 °C. Pro izolaci DNA nové vytvotfenych plasmida
byla pouzita komeréni souprava ,,Zyppy '™ Plasmid Miniprep Kit“. Tato komeréni souprava
byla pouzit pro izolaci DNA z transformovanych bakterii Escherichia coli kmene TOP10,
které byly kultivovany 24 hodin v 1 ml LB média s ampicilinem o koncentraci 1 mg/ml.

600 pl bakterialni suspenze bylo pfeneseno do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml. K suspenzi
bylo pfidano 100 pl lyzac¢niho pufru. Vznikly lyzat byl opatrné promichan a byl inkubovan 2
min pii pokojové teploté. Poté bylo k lyzatu piidano 350 ul neutralizacniho pufru a obsah
mikrozkumavky byl promichén. Mikrozkumavka byla pak centrifugovana (4 min,

16 000 RCF, pokojova teplota). Supernatan byl ptenesen do chromatografické kolonky
,,Zymo-SPIN™ IIN“, ktera byla umisténa ve sb&rné mikrozkumavce o objemu 2 ml.
Chromatograficka kolonka ve sbérné mikrozkumavce byla centrifugovana (30 s, 16 000 RCF,
pokojova teplota). Kapalina ve sbérné mikrozkumavce byla odstranéna. Do chromatografické
kolonky bylo ptidano 200 ul pufru ,,Endo-WASH Buffer a chromatograficka kolonka ve
sbérné mikrozkumvace byla znovu centrifugovana pfi stejném nastaveni. Kapalina ve sbérné
mikrozkumavce byla odstranéna, na chromatografickou kolonku bylo pfidano 400 pl pufru
,Zyppy ™ Wash Buffer a chromatograficka kolonka ve sbé&rné mikrozkuvace byla
centrifugovana (1 min 16 000 RCF, pokojova teplota). Chromatograficka kolonka byla
pienesena do mikrozkumavky o objemu 1,5 ml a na chromatografickou kolonku bylo
naneseno 30 ul ,,PCR Ultra H>O*. Chromatograficka kolonka byla inkubovéana 1 min pfi
pokojové teploté a poté byla centrifugovéana (1 min, 16 000 RCF, pokojova teplota). Takto
izolovana plasmidova DNA byla poté pouzita pro testovani uspéSnosti liga¢ni reakce pomoci
Sté€peni restrikénimi endonukleazami a pro kontrolu sekvence plasmidu pomoci DNA

sekvenovani.
4.2 Prehled pouzitych chemikalii a materiali

4.2.1 Chemikalie a média

e Agaroza, Sigma-Aldrich® 20 Co., St. Louis, Missouri, USA

e Bromfenolova modf, AMRESCO®, Inc., Solon, OH, USA

e Dithiotreitol (DTT), Sigma-Aldrich® 20 Co., St. Louis, Missouri, USA

e 10 mM dNTPs, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA

e Dodecylsiran sodny (SDS), SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Nemecko
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4.2.2

EDTA, Sigma-Aldrich® 20 Co., St. Louis, Missouri, USA

Etanol, Merck KGaA, Darmstadt, Nemecko

Ethidium bromid, Merck KGaA, Darmstadt, Nemecko

Gentamycin, Sigma-Aldrich® 20 Co., St. Louis, Missouri, USA

Glycerin bezvody, Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceskd republika

Glycin, Merck KGaA, Darmstadt, Néemecko

Hovézi fetalni sérum, Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Hovézi sérovy albumin, Sigma-Aldrich® 20 Co., St. Louis, Missouri, USA
Hydroxid sodny,

Chlorid sodny, Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceskd republika

Isopropanol, Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceskd republika

Kyselina chlorovodikova, Merck KGaA, Darmstadt, Néemecko

Kyselina octova, Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceskad republika

Lipofectamine 2000, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
US4

Metanol, Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceskd republika

N-Dodecyl-b-D-maltosid (Lauryl maltosid), Merck KGaA, Darmstadt, Némecko
Penicilin, BB Pharma a.s., Praha, Ceskd republika

Persiran amonny (APS), Sigma-Aldrich® 20 Co., St. Louis, Missouri, USA
PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail Tablets, Roche, Mannheim, Germany
Sodna stl Ampicilinu, AppliChem GmbH, Darmstadt, Nemecko

Susené mléko, Promil, Novy Bydzov, Ceskd republika

Streptamycin, Sigma-Aldrich® 20 Co., St. Louis, Missouri, USA
tetrametyletylendiamin (TEMED), Merck KGaA, Darmstadt, Némecko
tris(hydroxymethyl)aminomethan (TRIS), SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Neémecko

TWEEN-20, Sigma-Aldrich® 20 Co., St. Louis, Missouri, USA

Materialy a buniky

Bunécéna linie HEK293: 293FT Cell Line, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA
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filtracni papiry pro western blot, Whatman 17CHR, Whatman™, Inc., Maidstone,
Velka Britdanie
Chromatigrafické kolonky: Micro Bio-Spin Chromatography Columns, Bio-Rad
Laboratories, Inc., Hercules, California, USA
Laboratorni plast:
o Tissue Culture Dish 100 (60,1 cm?), TPP Techno Plastic Products AG,
Trasadingen, Svycarsko
o Tissue Culture Testplate 6, TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen,
Svycarsko
o Tissue Culture Testplate 24, TPP Techno Plastic Products AG, Trasadingen,
Svycarsko
o Zkumavky o objemu 15 ml a 50 ml, Techno Plastic Products® AG,
Trasadingen, S‘v;ﬁcarsko
Mikrozkumavky o objemu 1,5 ml:
o 1.5ml Microcentrifuge Tubes, Biologix Group Limited, Jinan, Shandong,
China
o Low Protein Binding Microcentrifuge Tubes, 1,5ml, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA
Mikrozkumavky o objemu 2 ml, Collection Tubes, 2.0 mL T5449, Sigma-Aldrich® 20
Co., St. Louis, Missouri, USA
Petriho misky — primér 60 mm, GAMA® GROUP a.s., Ceské Budéjovice, CR
Pipetovaci nastavec SwiftPet Pro Pipette, Corning HTL SA, Warsaw, Polsko
Polyvinylidenfluoridova (PVDF) membrana na western blot: Immobilon®-P PVDF
Membrane, 0.45 um pore size, Merck KGaA, Darmstadt, Némecko
Agarozové kulicky s fuznim proteinem A/G: Protein A/G PLUS agarose, Santa Cruz®
B