Ro¢nik 27 e Cislo 4/2017

zakladajiciho ¢lena
Ceského svazu

védeckotechnickych

spoleénosti (CSVTS)

a
¢lena ,European
Federation
of Biotechnology”
(EFB)




Bio prospect

Society address: Institute of Chemical Technology, Technicka 3, 166 28 Prague 6, Czech Republic.
Tel.: 420-220 443 151, fax: 420-233 334 769, e-mail: danka.pokorna@vscht.cz, ICO 00570397,
account No.: 19534-061/0100 Komer¢ni banka Praha 6, Dejvicka 52, SWIFT CODE: COMBCZTPP

Czech Republic Regional Branch Office as a bridge between European Federation of Biotechnology
and Czech Biotechnology Society is located in the Centre of the Region Hana for Biotechnological
and Agricultural Research, Slechtitelt 21, 783 71 Olomouc, Czech Republic

BULLETIN OF CZECH BIOTECHNOLOGY SOCIETY

founding member of the Czech Association of Scientific
and Technical Societies - http://en.csvts.cz
and
member of European Federation of Biotechnology
http://www.efb-central.org

Bioprospect, the bulletin of the Biotechno-
logy Society is a journal intended to inform
the society members about the most recent
developments in this field. The bulletin should
supply the vitally important knowledge directly
to those who need it and to those who are
able to use it properly. In accordance with the
rules of the Society, the Bulletin also deals
with both theoretical and practical questions
of biotechnology. Articles will be published
informing about the newest theoretical fin-
dings, but many planned papers are devo-
ted to fully practical topics. In Czech Republic
there is a growing gap between basic research
and production. It is extremely important
to reverse as soon as possible the process
of further opening of the scissors, and we
hope the Bulletin will help in this struggle by
promoting both research and practice in our
biotechnology. The Bulletin should facili-
tate the exchange and targeted delivery
of information. The editorial board wel-
come advertisements of products such as
chemicals, diagnostics, equipment and
apparatus, which have already appeared

on the Czech market, or are projected,
enter it. Services, free R&D or production fa-
cilities can also be advertised. The editorial
board, together with the executive committee
of the Biotechnology Society, hope that may-
be some informat on published in the Bulletin,
or some new contacts based on it, will give
birth to new cooperation with domestic or
foreign research teams, to collaborations,
joint ventures or strategic alliances providing
access to expertise and financing in interna-
tional markets.

The editorial board invites all of You, who are
involved in the field called biotechnology,
and who are seeking contacts in Czech Repub-
lic, to advertise in the Bulletin BIOPROSPECT,
which is mailed directly to more than one
and a half thousand Czech biotechnologists.
For more information contacts the editorial
board or directly:

Petra Lipovova, Ph.D. (editor in chief)

ICT, Technicka 3

166 10 Prague 6, Czech Republic

Phone +420 220 443 028

e-mail: petra.lipovova@vscht.cz

http://bts.vscht.cz



UVODEM
Vazeni pratelé,

kon¢i rok 2017, ktery byl bohaty na udalosti v nasi
spole¢nosti a je na misté se zamyslet nad naSimi
aktivitami v pfistim roce. Mezi nase permanentni
aktivity patii zajisténi kvalitniho obsahu ¢tyi Cisel
Bioprospectu. Proto se na Vas obracime s zadosti o za-
slani vhodnych pfispévkl i navrhd na témata, ktera by
Vas zajimala. Z dal3i nasi edi¢ni ¢innosti mizZeme pocitat
se specialnim ¢islem ¢asopisu Biotechnology Advances
pod zastfesujicim nazvem ,Prospects in Biotechnology”
vydavanym v anglickém jazyce nakladatelstvim Elsevier.
Zatim oteviena zlstava napln nasich obvyklych semi-
nérd a jejich terminy. O moznostech Ucasti na zahrani¢-
nich akcich Vas informujeme pomoci mési¢niho (a né-
kdy i mimofadného) zpravodaje Evropské biotechnolo-
gické federace (Newsletter EFB). Pokud nejste dosud
zafazeni do e-mailového servisu, sta¢i ndm oznamit
Vas zajem a budete zafazeni. V pfistim roce mlzeme
doporucit Ucast na Evropském biotechnologickém
kongresu (EBC 2018), ktery se bude konat 1. — 4. cer-
vence 2018 ve $vycarské Zenevé (www.ecb2018.com).

Jiz v r. 2016 ISAAA (viz vyro¢ni zprava ISAAA - In-
ternational Service for the Aquisition for Agri-Biotech
Association, www.isaaa.org) citovala zpravu U.S. Natio-
nal Academies of Sciences, Engineering, and Medicine,
ze biotechnologické (GM) plodiny se neodlisuji od kon-
vencné péstovanych plodin z hlediska rizika pro lidské
zdravi a Zivotni prostfedi. Toto prohlaseni bylo vydano
na zakladé stanoviska vice jak 100 piednich védcq,
vcetné nositel Nobelovy ceny. Prohlaseni ma podpoiit
nézor, Ze biotechnologie v zemédélstvi je vyznamnym
prostiedkem pomahajicim fesit tiZivé problémy jako
je hlad, podvyziva a chudoba v mnoha ¢astech svéta
i klimatické zmény. Soucasny stav vyuzivanych i tes-
tovanych geneticky modifikovanych plodin Ize nalézt
na vyse uvedenych webovych strankach ISAAA. Zajemci,
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ktefi chtéji tuto problematiku sledovat, mohou dosta-
vat e-mailem zadarmo mésicni zpravodaj (newsletter),
pokud si jej na uvedenych strankach objednaji. Vratit se
k problematice genetickych modifikaci zemédélskych
plodin mé pfiméla zprava, Ze oxfordskym védcim se
podaifilo zvysit vynosy ryZze az o 50 %. RyZe, vedle pSe-
nice a kukufice, patfi mezi 3 nejvyznaméjsi obiloviny
zajistujici lidskou vyzivu a proto je tento Uspéch velmi
vyznamny. Tohoto vysledku bylo dosazeno vnesenim
jednoho kukufi¢ného genu do genetické vybavy ryze,
¢imz se zménil zplsob jeji fotosynthesy. Ze skolnich
lavic si mozna jesté pamatujete, Ze rostliny pouzivaji
Calvindv cyklus k produkci cukrd ze vzdusného CO,
ale pfi tom pouzivaji rtzny zplsob jeho fixace, ktery
je uzplsoben environmentalnim podminkam, ve kte-
rych rostlina vegetuje. Z tohoto pohledu rozliSujeme 3
typy fotosynthesy (resp. rostliny), které oznac¢ujeme C3,
C4 a CAM (=crassulacean acid metabolism, u rostlin
vegetujicich za velkého horka a sucha). Tyto metabolické
drahy pro fixaci CO, maji rGzné vyhody a nevyhody. C3
mechanismus je vhodny pro chladné a vlhké prostiedi,
zatimco mechanismis C4 je vyhodny pro teplé a slun-
né prostiedi a CAM pro velmi teplé a suché prostiedi.
BéZna ryZze pouzivd C3 metabolickou dréhu, ktera je
za teplého a suchého pocasi malo efektivni. Metabolic-
ka draha C4, kterou vyuzivaji kukufice a cirok je za béz-
nych klimatickych podminek efektivnéjsi. Védci pred-
pokladaji, Ze ,pfeprogramovanim” ryze z C3 foto-
synthesy na C4 se zvysi jeji produktivita az o 50%
(http://www.ox.ac.uk/research/innovation-and-
-partnership/news-and-events). Vzhledem k vyznamu
ryze pro lidskou vyZivu by zavedeni jejich vyssich vyno-
st predstavovalo vyznamny pfispévek k podpofe potra-
vinovych zdrojd pro rostouci populaci.

Na druhé strané feSeni zminénych socialnich pomér
Ize podpoiit nejen zvySovanim produkce potravin, ale
také jejich racionélné&jsim vyuzivanim. Rijnovy editorial
zpravodaje Food Engineering & Ingredience
(www.fei-online.com) pod nazvem ,From
farm to fork to elsewhere” pfinasi podrob-
nou statistiku neuvéfitelného plytvani potra-
vinami v ,bohatém” svété. Konkrétné&, ro¢ni
potravinovy odpad v EU ¢inil 89 miliond tun,
coz odpovida 180 kg na jednoho obyvatele.
Podle WWF: Z kazdych tii kalorii vyprodu-
kovanych potravin je jedna kalorie nevyu-
Zita. Tyto nevyuzité kalorie by mohly uZivit
10 x vice obyvatel nez maji USA nebo dvoj-
nasobek obyvatel Ciny nebo trojnasobek
podvyzivenych na planeté. Tyto alarmujici
Udaje jisté stoji za zamysleni.

Na zavér naseho uvodniku bychom Vam
radi popfali pfijemné proZiti vanocnich svat-
ki a pro pfisti rok pevné zdravi, spokoje-
nost a spInéni vSech Vasich pfani v osobnim
i profesnim Zivoté.

Tésime se na dalsi spolupraci

Biotechnologicka spole¢nost a redakce Bioprospectu Vasi

Jan Kas a Petra Lipovova
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Upozoriiujeme Vas na nové webové stranky EFB pripravené k jejimu 40. vyroci zalozeni:

www.efbiotechnology.org

www.ecb2018.com

EUROPEAN FEDERATION OF

B BIOTECHNOLOGY

18™ EUROPEAN CONGRESS ON BIOTECHNOLOGY
1-4 JULY, 2018 -«

UNIVERSITE
DE GENEVE

VYZNAMNE ZIVOTNI JUBILEUM
prof. Ing. MICHALA DOHANYOSE, CSc.

Zakladajici ¢len nasi spolecnosti a jeji dlouholety funkcionai prof. Ing. Michal Dohéanyos, CSc. se v plné svézesti
doziva 13. prosince 80 let. Michalovi piejeme pevné zdravi a tésime se na pokracujici spolupraci.

Michal se narodil v kouzelném mésté jihovychodniho
Slovakd nez Madard. Svoji chemickou karieru zahajil
vystudovanim chemické primyslovky v Bratislavé
(1957). Po jejim absolvovani byl jeho profesni Zivot jiz
pIné spojen s Vlysokou skolou chemicko-technologickou
v Praze, kterou absolvoval v roce 1962. Zde také ziskal
titul, CSc. (1967) a pak zde pUsobil na katedie techno-
logie vody jako odborny asistent, védecky pracovnik,
docent a od r. 1994 jako profesor pro obor technologie
vody na Ustavu technologie vody a prostfedi. Zastaval
celou fadu vyznamnych funkci, jako napf. prodékan pro
védu a vyzkum Fakulty technologie ochrany prostiedi
VSCHT, vedouci Ustavu technologie vody a prostie-
di, ¢len védecké rady a akademického sendtu Fakulty
technologie ochrany prostiedi a fady komisi. Od r. 2013
plsobi na VSCHT jako emeritni profesor. Jeho pedago-
gicka ¢innost byla velmi pestra. Pfednasel Anaerobni
Cistirenské procesy, Kalové hospodaistvi cistiren od-
padnich vod, BioinZenyrstvi a Biotechnologie v ochrané
zivotniho prostiedi. Samoziejmé ved| velky pocet diplo-
movych a doktorskych disertacnich praci.

Tato pedagogicka ¢innost vychazela z jeho rozsahlé
vyzkumné cinnosti, které zahrnovala biologické cisténi
odpadnich vod, anaerobni (istirenské procesy, Cisténi
odpadnich vod a stabilizaci kalQ, vysokovykonné ana-
erobni reaktory, anaerobni rozloZitelnosti xenobiotik,
vyvoj metod pro stanoveni aktivity anaerobni bio-

masy, stimulaci a intenzifikaci anaerobni stabiliza-
ce kalGi a produkci a vyuzivani bioplynu, zapracovani
bioplynovych stanic, kofermentaci, minimalizaci pro-
dukce kall a jejich hygienizaci. Profesor Dohéanyos pu-
sobi v Biotechnologické spole¢nosti od jejiho zaloZeni,
kde zastaval funkci mistopfedsedy a v soucasné dobé
je ¢lenem revizni komise. Je téZ ¢lenem a byvalym
dlouholetym pfedsedou Odborné skupiny Kaly a od-
pady pfi Ceské vodohospodaiské spole¢nosti (nyni pfi
Ceské asociaci pro vodu) a v mezinarodni organizaci
International Water Association (IWA) pusobil ve vy-
konnych radéach dvou odbornych skupin (IWA Specialist
Group on Anaerobic Digestion a IWA Specialist Group
on Sludge Management.

Profesor Dohéanyos publikoval 375 védeckych pra-
ci, podilel se na 8 ucebnich textech a na napsani né-
kolika knih. Pfednesl mnozstvi pfednasek nejen v CR,
ale i v zahranici. Je také nositelem 13 patentt. Vsichni,
ktefi prof. Dohényose znaji, si ho véazi nejen pro jeho
znalosti a pedagogické schopnosti, ale i pro jeho skvélé
osobni vlastnosti.

Mily Michale, vSichni Ti pfejeme mnoho dalSich let
aktivniho zivota!

Za viechny piatele
z Biotechnologické spole¢nosti
Jan Kas
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ODBORNE PRISPEVKY

VZTAH STRUKTURY A FUNKCE RNA DEPENDENTNICH RNA
POLYMERAS VYBRANYCH VIRU

Anna Dubankova, Evien Boufa

Ustav organické chemie a biochemie AV CR; Dubankova@uochb.cas.cz

Uvod

Centralni dogma molekularni biologie popisuje ces-
tu pfenosu genetické informace: replikaci DNA podle
DNA, transkripci DNA do RNA a translaci RNA do pro-
teinl'. Replikace RNA dle RNA templatu, ktera je zpro-
stredkovana tfidou enzym( zvanych RNA dependent-
ni RNA polymerasy (RdRp), stoji mimo toto schéma.
RdRp jsou bud evolu¢né staré proteiny z dob, kdy byla
RNA primarnim genetickym materidlem, nebo se u vird
vyvinuly de novo. V kazdém pfipadé viak maji zésadni
funkci v soucasné biologii. RdRp jsou kédovany Sirokou
fadou RNA vird, které je vyuzivaji k replikaci svého ge-
nomu a syntéze mRNA.

Viry jsou obligatné intracelularni paraziti, jejichz ge-
neticky materidl méze byt ulozen bud v podobé DNA,
nebo RNA. Replikace virového genomu i samotna pro-
dukce virovych partikuli je zavisla na hostitelské bunce.
Casto je kvili vysoké mutaéni rychlosti obtizné rozdélit
viry do jednotlivych tfid a celedi. Nejrozsitenéjsi je Bal-
timorova klasifikace', ktera ¢leni viry na zékladé jejich
genetické informace obsazené ve virionech, strategie
replikace a genové exprese.

O cesté, kterou virus ziskda mRNA, castecné vypovi-
da jeho genom: nukleova kyselina (NA z angl. ,nucleic
acid”) ulozena bud ve dvouvléknové (ss z angl. ,sin-
gle strand”), nebo jednovlaknové (ds z angl. ,double
strand”) formé. ssRNA pak muze byt v podobé plus
anebo minus na zakladé jejiho sméru. Plus ssRNA
ma stejny smér jako mRNA a mize byt tedy okamzité
translatovana hostitelskou bunkou. Minus ssRNA je
komplementarni k mRNA a pied translaci musi byt
pfepsana do plus ssRNA (Tab. I).

Tab. I: Baltimorova klasifikace viri. Zafazeni vird do (sub)
tfid na zakladé jejich genomu a replikacni strategii.

Genom | Zastupci
Adenovirus, Herpesvirus,
dsDNA Poxvirus
DNA
ssDNA Parvovirus
dsRNA Reovirus

Picornavirus, Flavivirus,

RNA plus sSRNA Coronavirus

minus ssSRNA | Paramyxovirus, Rhabdovirus
dsDNA Hepadnavirus

‘RT
plus ssRNA Retrovirus

'RT — reversni transkriptasa

Replikacni tovarny

Replikace vird probiha v takzvanych replikacnich to-
varnach. Replika¢ni tovarny jsou intracelularni mem-
branové kompartmenty, které zvysuji efektivitu repli-
kace a chrani replika¢ni komplex pfed neadaptibilnim
imunitnim systémem. Tyto tovarny vznikaji pfeuspofa-
danim hostitelskych membran a Ize je rozdélit na dva
typy: cytoplasmatické a jaderné. Jaderné replikacni to-
varny vytvéieji prevainé velké DNA viry, zde se bude-
me zabyvat predevsim cytoplasmatickymi replika¢nimi
tovarnami plus RNA virQ. V ramci cytoplasmatickych re-
plika¢nich tovaren mizeme dle uspofaddani membrany
rozlisit sferuly a dvoumembranové vesikuly.

Sferuly jsou invaginace na membranach rdznych
organel. Na vnitinim povrchu endosomt a lysosoma
vytvafi své replikacni tovarny alphaviry, Semliki Forest
virus, Sindbis virus a Rubella virus (virus zardének)>.
Nodaviry vytvafi sferuly na vnéjsi mitochondrilni
membrané’.
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Obr. 1: Replikacni tovarny vybranych plus ssRNA viri.
Picornaviry vytvafi sérii dvoumembranovych vesikult odvo-
zenych od Golgiho aparatu. Flaviviry vytvaii sférické vesikuly
tréici z ER nebo sferuly v rdmci ER. Nodaviry vytvafi sferuly na
vnéjsi mitochondrialni membrané.

Své replikaini tovarny maji skryté ve dvoumembra-
novych vesikulech napf. flaviviry, arterioviry, coronaviry
a picornaviry. Flaviviry vytvafi sférické vesikuly pucici
z endoplasmatického retikula (ER). Mezi vesikulem
a ER se nachazi hrdlo, které umoziiuje prepravu virové
RNA*. Picornaviry vytvéieji sérii piekryvajicich se dvou-
membréanovych struktur odvozenych od Golgiho apara-
tu. Takovéto Utvary se jevi jako multilamelarni vesikuly.
Replikacni tovarny téchto vir( jsou schématicky vyob-
razeny na Obr. 1. Dosud neni znam piesny mechanis-
mus, jakym dochézi k uvolnéni vzniklé RNA z takovych-
to multilamelarnich vesikul®, je moiné Ze slouZi jen
ke skladovani virové RNA.
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RNA dependentni RNA polymerasy (RdRp)

RdRp hraji vyznamnou roli v replika¢nim cyklu RNA
virG, maji dileZitou katalytickou funkci, replikaci RNA.
RdRp katalyzuji tvorbu fosfodiesterové vazby mezi ribo-
nukleotidy v nové vznikajicim vlakné RNA. VSechny zna-
mé RNA viry pouzivaji k replikaci svého genomu RdRp®.
V soucasné dobé jsou struktury virovych RdRp intensiv-
né studovany. RARp maji evolu¢né konzervovanou ter-
ciarni strukturu, takzvanou strukturu pravé ruky, ktera
zahrnuje jednotlivé domény zvané: prsty (vyjma palce),
dlari a palec®”. Tyto strukturni prvky jsou spole¢né i pro
DNA dependentni DNA polymerasy, DNA dependentni
RNA polymerasy a RNA dependentni DNA polymerasy
(reversni transkriptasy)®.

Krystalové struktury RdRp ukazuji jejich dvé zakladni
konformace: sevienou a otevienou dlaii®. V konformaci
seviené dlané dochazi k interakci domén prstl a palce
skrze N — konec proteinu a smycek vy¢nivajicich z prstt
(tzv. koneckl prstt), které obklopuji aktivni misto en-
zymu'®". Doména prstl se sklada ze 4 propletenych
strukturnich motivl, které jsou pojmenovany po jed-
notlivych prstech ruky: ukazovak, prosttednik, prstenik
a malicek, jak je uvedeno na Obr. 2.

Motiv ukazovaku se nachazi na N — konci RdRp, vytvafi
smycku, ktera vede pres cely protein k palcové doméné
a zpét. Motiv prostfedniku se sklada z antiparalelnich
B - skladanych listti s B — otockou na konecku prstu.
Motiv prsteniku zaujima strukturu dvou antiparalelnich
B — skladanych listd, které vedou skrz aktivni centrum
RdRp. Konecek prstu ukazovakového motivu saha
do hydrofobni kapsy palcové domény (ktera se nachazi
na na C — konci proteinu?) a tim vytvafi NTP (NTP z angl.:
«nucleotide triphosphate”) vstupni kanal (Obr. 2).

Klicové interdoménové kontakty tvofi dva konzervované
fenylalaniny. Pferusenim této interakce dojde k drama-
tickému poklesu elongacni aktivity proteinu™ . Celkem
byly ve strukturach RdRp nalezeny tfi dllezité kandly:
templatovy kanal, ktery slouzi ke vstupu templatu RNA,
NTP kanal pro vstup nukleosidtrifosfat a centralni ka-
nél, kterym odchazi dvouvldknova RNA ven z enzymu'™.

U virovych RdRp je pozoruhodna jejich vysoka chy-
bovost. Vétsina lidskych polymeras je vysoce presna
i tcinna. Pro viry bylo evolu¢né vyhodnéjsi upfednost-
nit Gc¢innost pied pfesnosti. Virové polymerasy diky své
nizké pfesnosti vytvaii mnoho variant své genomové
RNA, a proto dokézi soupefit s adaptivnim imunitnim
systtmem. Bylo ukdzéno, Ze existuje jedna bodova
mutace, kterd markantné zvysi pfesnost RdRp polioviru,
¢imz znemozni viru rychle mutovat®.

RdARp - mechanismus replikace RNA

Katalyticky cyklus RdRp plus RNA virt se sklada z Sesti
krokd, béhem kterych dochazi k opakovanému otevre-
ni a uzavieni aktivniho mista. V prvnim kroku je nava-
zan RNA templat a aktivni misto je oteviené. V druhém
kroku dochazi k vazbé nukleotidu do aktivniho mista
na zakladé parovani basi, coz vede ke tretimu kroku:
uzavieni aktivniho mista a tvorbé tzv. prekatalytické-
ho komplexu. Ten iniciuje ¢tvrty krok, ve kterém RdRp
pfechazi do tzv. postkatalytického stavu. V nasledujicim
patém kroku je aktivni misto znovu otevieno. Pfedpo-
klada se existence kroku 3est, ve kterém dochazi k tran-
slokaci proteinu podél templatové RNA'™. V prvnim cyk-
lu vznikne minus ssRNA, kteréd je poutzita jako templato-
va RNA pro druhy cyklus, pfi kterém vznika plus ssRNA.
Plus ssRNA mtze byt pouzita jako mRNA pro translaci,
templat pro replikaci, nebo jako substrat

ukazovak

malicek

pro enkapsidaci do virové kapsidy. Plus
ssRNA genom je translatovan jako jeden
polyprotein, ktery je nascentné Stépen
do tii polyproteint: P1, P2 a P3. Polypro-
tein P1 je prekursor virovych strukturnich
proteind, P2 a P3 jsou prekursory nestruk-
turnich proteind.

Dvoukovovy mechanismus

Pro enzymatickou aktivitu RdRp je ne-
zbytna piitomnost dvou dvoumocnych
kovovych iontG'®". Pfichazejici NTP je do-
provazen dvéma ionty kovu (vétsinou hof-

mali¢ek prstenik prostfednik

ukazovak

I O

¢iku), které se vazou na fosfat nukleotidu
a dva evolu¢né konservované aspartaty.
Prvni iont kovu koordinuje o — fosfato-
vou skupinu NTP a 3’ OH skupinu prime-
ru a karboxyl. Druhy iont kovu koordinuje

B — a y — fosfatovou skupinu NTP. Pfi této

Obr 2: Strukturni domény RdRp. Na obrazku A je uveden model RdRp z po-
lioviru v komplexu s UTP (PDB ID 2IM2%*®). Na struktufe jsou oznaceny jed-
notlivé domény: dlai, palec a prsty, které jsou rozdéleny na jednotlivé struk-
turni motivy: ukazovak, prostiednik, prstenik a mali¢ek. V ¢asti B je detail feny-
lalaninovych zbytk( 30 a 34 ukazovakového motivu, které interakci s palcovou
doménou vytvaii NTP vstupni kandl. V ¢asti € je zobrazen detail vazby UTP
Na obrazku D je schematicky znazornéna aminokyselinové sekvence RdRp
polioviru, na kterém jsou oznageny jednotlivé domény. Cisla pod schématem
znadi umisténi motivu v proteinu v po¢tu aminokyselin.

katalyze lezi akceptory vodikové vazby
v identické poloze pro vSechny spravné
Watson — Crickovy pary basi, reakce tedy
majoritné probiha pro korektni parovani®.

Zaver
Plus RNA viry jsou rozsahla skupina vird,
ktera zahrnuje vyznamné lidské patogeny
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zpUsobujici zavazna onemocnéni jako je détska obrna,
SARS, Zluta zimnice, ebola a dalsi.

Replikace RNA téchto vir(i probihd na membranovych
utvarech zvanych replikac¢ni tovarny. Kli¢covou roli v re-
plikaci RNA hraji virové RdRp. Tyto RdRp jsou esencialni
pro mnoZeni viru a naslednou virovou infekci. Znalost
pfesného mechanismu jak biologické funkce, tak i zpa-
sobu, jakym manipuluji s hostitelskymi burikami, je ne-
zbytny k vyvoji novych vysoce specifickych inhibitord.
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Dubankova A., Bouia E.: Vztah struktury a funkce RNA dependentnich RNA polymeras vybranych viri

RNA viry pfi své replikaci manipuluji s membranami hostitelskych bunék, aby vytvofily tzv. replika¢ni tovarny. Tyto tovarny napomahaji
tvorbé replika¢niho komplexu a zérover chréani pfed aktivaci imunitniho systému hostitelské buriky.

Virové RNA dependentni RNA polymerasy (RdRp) jsou enzymy, které virim umoziiuji replikovat sviij genom a také pfipravit mediatoro-
vou RNA pro translaci virovych protein(. Diky své relativni evolu¢ni konzervovanosti jsou RdRp dobrym cilem pro design léciv.

Klicova slova: RNA dependentni RNA polymerasa (RdRp), replika¢ni tovarna, RNA viry, replikace RNA

Summary

Dubankova A., Boufa E.: Relationship of structure and function of RNA dependent RNA polymerases of selected viruses

RNA viruses manipulate host cell membranes to create replication factories during its replication. These factories help the creation
of replication complex and at the same time protect from host cell innate immunity activation.

Viral RNA dependent RNA polymerases (RdRps) are enzymes which enable RNA viruses to replicate their genome and to prepare mRNA
for translation of viral proteins. RdRps are good targets for drug design thanks to its relative evolutionary conservation.

Keywords: RNA dependent RNA polymerase (RdRp), replication factory, RNA virus, RNA replication

ZKRIZENA PREZENTACE ANTIGENU - MECHANISMUS
A BIOLOGICKY VYZNAM V KONTEXTU IMUNITNIHO

SYSTEMU
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Uvod

Imunitni systém sestdva z casti adaptivni a vrozené.
Jednim z dulezitych Ukoll fagocytl vrozené imunity je
vhodnym zplsobem predkladat (prezentovat) nebez-
pecné pohlcené antigeny burikdm adaptivni ¢asti imu-
nitniho systému — hlavné T lymfocytdm, a tim je aktivo-
vat (tzn. spustit jejich diferenciaci a klonalni expanzi)'.
Toho jsou schopné makrofagy a zejména DC, spole¢-
né oznacované jako profesiondlni antigen-prezentujici
buriky (APC).

Ze se jedna o antigeny potencidlné nebezpeéné,
rozpoznava neadaptivni imunita pomoci pattern
recognition receptorll (PRR), které jsou specifické na-
piiklad pro bakterialni lipopolysacharidy, ¢i virovou
DNA. Kromé téchto tzv. pathogen-associated mo-
lecular patterns (PAMPs), mohou byt signalem ne-
bezpe¢i i danger-associated molecular patterns
(DAMPs) - struktury spojené s poskozenim vlastnich
tkani, napf. ATP ¢i jiné nukleosidy a DNA vazebné
proteiny.
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Pokud fagocyt zaznamena pfitomnost PAMPs (i
DAMPs, zvysi se jeho aktivita, mnohem efektivnéji
pohlcuje vzorky svého okoli, vystavuje pfitomné pro-
teiny na MHC glykoproteinech, exprimuje kostimulac-
ni molekuly a produkuje cytokiny. Typ PRR, které jsou
aktivovany, urcuje, jakym konkrétnim zplsobem se
aktivuje APC a nasledné jak konkrétné se polarizuje
imunitni odpovéd, pficemz zalezi také, v jaké casti or-
ganismu byly antigeny zachyceny. Dendritické buriky se
déli na fadu subpopulaci a predpoklada se, ze kazda je
schopna aktivovat T lymfocyty trochu jinak.

Pfi setkéni dendritické buriky s T lymfocytem, ktery
je specificky pro antigen vystaveny na jejim povrchu,
dochazi k tésné interakci téchto dvou bunék — utvafi se
imunologické synapse?. Soucasti imunologické synapse
jsou molekuly antigen specifické, adhezni a kostimu-
la¢ni. T lymfocyt se vaze svym T-buné¢nym receptorem
(TCR) na komplex MHC-antigenni peptid, kostimula¢ni
molekuly jako CD80, CD86 a mnohé dalsi se propojuji
se svymi protéjsky na T lymfocytu (CD28 aj.). Cytokiny
hraji roli nejen v aktivaci T lymfocytu, ale také v nasled-
né diferenciaci do konkrétniho buné¢ného podtypu.
Vhodné prezentace antigenu spociva tedy v poskytnuti
viech tfi typl signald — MHC-peptid komplex, kosti-
mulacni molekuly, cytokiny. Pokud lymfocyt nedosta-
ne potiebné signaly, nedochézi k aktivaci a je naopak
umlcen. Timto zplsobem je zajiSténo, Ze aktivovany
jsou pouze ty lymfocyty, které jsou pravé potieba (co
do specifity). Prezentace antigenu je tedy zasadni
proces, jimZ vrozend imunita pfedava zpravu imunité
adaptivni.

Antigen-prezentujici a rozpoznavajici
bunky

Aby burika mohla prezentovat antigeny bunikam imu-
nitniho systému, musi na svém povrchu nést MHC gly-
koproteiny, které jsou v komplexu s peptidy rozpozna-
vany prostfednictvim TCR. MHC-I glykoproteiny nesou
na svém povrchu vSechny jaderné buriky a prezentuji
na nich své vnitini antigeny®. Umoznuji tak imunitni-
mu systému kontrolu nad svym vnitinim obsahem.
Fragmenty z proteint exprimovanych uvniti bunky
jsou v komplexu s MHC-I rozpoznévany cytotoxickymi
T lymfocyty (CTL, efektorové stadium CD8+ T lymfo-
cyti, kdy CD8 je koreceptor uplatiiujici se pfi vazbé
na MHCI), jednou z hlavnich vykonnych slozek adaptiv-
ni imunity*.

Paklize je bunka napadena intracelularnim pato-
genem, ¢i nadorové transformovana, projevi se to
na skladbé peptidd prezentovanych na jejich
MHC-I molekuléch. To rozpozna CTL a buriku usmrti.
Schopnost zabit télni buriky, jenz pfedstavuiji riziko pro
zbytek organismu, je velmi dileZitd. Timto zpGsobem
je eliminovano Sifeni virové ¢i intracelularni bakterialni
nékazy nebo bujeni nddoru. Na druhou stranu to pied-
stavuje i potencidlné nebezpecny mechanismus, po-
kud CTL omylem zautoci na zdravé a pro télo nezbytné
buriky, jako jsou tfeba B bunky slinivky bfisni produ-
kujici inzulin. Jejich prostfednictvim tak vznikaji mnoha
autoimunitni onemocnéni nebo opoidéné alergické
reakce (hypersenzitivita IV. typu).

Aktivita CTL musi byt proto dobfe regulovana a CTL
rozpoznavajici vlastni antigeny jsou efektivné elimi-
novany jednak pfi jejich vyvoji v brzliku a nésledné i
na periferii. K jejich aktivaci, jenz zahrnuje diferencia-
ci z naivniho CD8+ T lymfocytu na CTL a vyznamnou
klonélni expanzi, je tieba APC, typicky DC. Ta pohlti
a v lymfatickych uzlinach ¢i sleziné vhodné piedlo-
zZi antigen, k némuz je naivni T lymfocyt specificky.
Az pak muze CTL zautodit na bunky, jenz na svém po-
vrchu nesou stejny komplex MHC-I-peptid, jako nesla
DC. K zabiti bunék vyuzivaji CTL rdznych mechanism,
napfiklad a predevsim lysosomalnich vackd s obsahem
cytotoxickych latek granzym a perforin(.

MHC-II glykoproteiny nesou konstitutivné pouze pro-
fesionalni APC a jsou na nich prezentovany peptidy
pochazejici z vnéjsiho prostiedi®. Mezi profesionalni
APC fadime makrofagy, DC a B lymfocyty, ale také Lan-
gerhansovy buriky (DC kiize) a Kupferovy bunky (jater-
ni makrofagy). Nékteré bunky maji schopnost zménit
se v APC za stimula¢nich podminek. V zanétlivém pro-
stfedi jsou tohoto schopny nékteré epitelialni buriky.
MHC-II molekuly rozpoznavaji CD4+ T lymfocyty, sou-
hrnné oznacované jako pomocné T lymfocyty (CD4 je
opét koreceptor podilejici se na vazbé k MHC-II). Po-
mocné T lymfocyty jsou na rozdil od CTL velmi Sirokou
skupinou T lymfocyt s rozmanitymi funkcemi podmi-
nénymi produkci odlisnych cytokind®. Zjednodusené
se vsak da fict, ze jejich roli je vskutku napomahani
imunitni odpovédi. Jejich prostiednictvim jsou diferen-
covany, aktivovany, ¢i ve své funkci podporovany nebo
naopak potlacovany efektorové lymfocyty (CTL a B lym-
focyty produkujici protilatky) stejné tak jako samotné
APC a dalsi pomocné T lymfocyty.

Oproti témto klasickym cestam prezentace antigend
ovsem existuji vyjimky. CD8+ T lymfocyty totiZ nejsou
schopny rozpoznavat antigenni peptidy na MHC-II, je-
jich CD8 koreceptor umoziiuje interakci jediné s MHC-
-1. Pfitom musi byt pomoci APC aktivovéany dfive, nez
diferencuji na efektorové CTL. APC sice nesou oba typy
glykoproteinti (MHC-1 i MHC-II), ponévadz jsou jader-
nymi burikami, ale béZnou cestou antigenni prezentace
by se na MHC-I nemély dostat Zadné antigeny pochaze-
jici zvenci. Prakticky by tak mohly byt aktivovany jediné
CTL specifické k vnitinim antigendm z APC. V pfipadé,
ze by sama APC byla nakaZena intracelularnim pato-
genem, tento mechanismus by byl dostacujici. V fadé
pfipadl v3ak patogen infikuje pouze urité tkané a APC
nikoliv. Také nadory mohou byt odvozeny od spousty
jinych télnich bunék. Proto existuje takzvana zk¥izena
prezentace antigenu, kdy se na MHC-I glykoprotei-
nech mohou objevit antigeny z vnéjsiho prostiedic.
Z analogického divodu, kvali aktivaci pomocnych T
lymfocytl, se na MHC-II mohou vyskytnout antigeny
vnitini, coz je zaloZeno na procesu autofagie.

MHC-1

Podivejme se nyni blize na jednotlivé molekularni
slozky ucastnici se prezentace antigent. MHC je zkratka
z anglického vyrazu major histocompatibility complex,
kterd byla zavedena béhem transplantacnich experi-
mentd, pro genovou oblast odpovédnou za odmitnu-
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ti transplantatu pfijemcem. V dnesni literatufe se v3ak
pouZziva pro oznaceni pfislusné genové oblasti i samot-
nych proteint. Lidské MHC proteiny jsou béZiné ozna-
¢ovany také zkratkou HLA (human leukocyte antigen).

Exprese a skladdani MHC-1

Geny HLA-I jsou exprimovény u vSech jadernych bu-
nék. Jejich produkty jsou membranové vazané glyko-
proteiny fungujici v podobé heterodimeru s invariant-
nim beta2-mikroglobulinem (3,m). K jejich skladani tak
dochézi v endoplasmatickém retikulu (ER). Je to slozity
proces, ktery vyzaduje pfitomnost mnohych chaperon(:
kalnexinu a kalretikulinu (chaperony lektinového typu),
ERp57 (thiol-oxidoreduktasa patfici mezi protein-
-disulfid-izomerasy) a tapasinu’. Po translokaci do ER
tézky fetézec MHC-I asociuje s kalnexinem a s ERp57.
Dochazi ke sbaleni a nasledné propojeni s 3,m. Poté se
misto kalnexinu pfipojuje kalretikulin, tapasin a utvafi
se tzv. peptide loading complex (PLC), v piekladu kom-
plex vézajici peptid na MHC. Jeho soucasti je kromé jiz
zminénych molekul transportér asociovany se zpraco-
vanim antigenu 1 (TAP1) a TAP2, které spolec¢né utvafi
transportni kanal pro peptidy generované v cytosolu
proteazomem, a téZ aminopeptidasy ERAP1 a ERAP2,
které pfichozi peptidy upravuji na vhodnou délku.
PLC zajistuje nasednuti vhodného peptidu do vazeb-
ného zlabku HLA-I.

Bunécné proteiny, které jsou poskozené ¢i jiz nejsou
potieba, jsou oznacovany fetizky ubikvitinu a rozpozna-
ny a degradovany proteazomem. Proteazom je multi-
podjednotkovy komplex, jehoz jednotlivé podjednotky
se podili na rozpoznani, vazbé, rozlozeni a enzymatické
degradaci substratovych proteint®. Nékteré podjednot-
ky proteazomu mohou byt za stimulaénich podminek
(IFN gama) vyménény a vznikd tzv. imunoproteazom,
ktery generuje odlisné peptidy nez proteazom bézny.
Zvysuje se tak Sance, ze néktery z peptidi bude rozpo-
znan T lymfocyty. Peptidy z proteazomu jsou obvykle
dlouhé okolo 9 aminokyselin (AMK) a ty, které jsou del-
8i, jsou uvniti ER dale zastfizeny na délku 8 — 10 AMK
aminopeptidasami ERAP1 a ERAP2. Rlzné peptidy
transientné asociuji s HLA-I a aZ néktery vytvofi dosta-
tecné stabilni komplex, je HLA-I kompletni. Peptid musi
byt pfichycen do zlabku dost silné, aby v ném vydrzel
transport a pobyt na buné¢ném povrchu. Pouze sprav-
né slozené molekuly HLA-I s navézanym peptidem se
pfesouvaji do Golgiho aparatu (GA), kde dochazi k je-
jich dalsi glykosylaci a naslednému transportu na plas-
matickou membranu.

MHCII

Klasické HLAIl molekuly jsou oznacovény jako
HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP3. Podobné jako HLA-I, tvofi
heterodimery, nikoli v3ak s invariantnim ,m. Oba part-
nefi jsou kédovani pospolu, oznaduji se jako geny Aa B
(HLA-DRA, HLA-DRB, atd.). Viysledna struktura HLAII je
podobnéa struktufe HLA-I, prezentované peptidy vsak
mohou byt delSi nez 9 AMK a pfesahovat vazebny
zlabek.

Exprese MHCII a vazba antigennich peptidi
Na MHCIlI molekulach jsou vystavovany pfevainé
peptidy pochazejici zvendi, které nékterd z APC pohl-

tila prostfednictvim fagocytozy, pinocytdzy, receptorem
zprostiedkované endocytdzy, trogocytozy, ¢i pohlcenim
exosomU®. V pfipadé B lymfocytll jsou vnéjsi struktury
zachytavany B receptorem a internalizovany spolec¢né
s nim receptorem-indukovanou endocytézou. Den-
dritické buriky a makrofagy zachycuji kromé patoge-
nd také apoptotickd téliska, fragmenty z nekrotickych
bunék a castice opsonizované protilatkami ¢i komple-
mentem. Zdrojem endogennich peptidd mohou byt
autofagosomy. Ve vsech pfipadech se antigenni protei-
ny dostévaji do endosomd. Jejich zréni je aktivovéano
PRR, jako jsou Toll-like receptory (TLR), které rozpoznaji
pfitomnost urcitych PAMPs ¢i DAMPs. Endosomy pak
splyvaji s lysosomy, které obsahuji peptidasy (ami-
nopeptidasy, karboxypeptidasy, cathepsiny) a vznika
pozdni endosom, nebo téz fagolysosom. Peptidasy na-
Stépi proteiny na peptidy asi 25 AMK dlouhé, dale jsou
zastfizeny na délku 14 — 15 AMK. V pozdnim endoso-
mu, oznacovaném jako MIIC kompartment, pak docha-
zi k navéazani vzniklych peptid do zlabku MHCII.

MHCII je sloZeno v ER, pfesto zde nedochazi k na-
vazani endogennich peptidi do Zlabku — tomu brani
invariantni gama fetézec (li), ktery se k heterodimeru
pfipojuje®. Zaroven ho i stabilizuje a navadi smérem
do fagolysosomu. Ve fagolysosomu je pak invariant-
ni gama fetézec odstépen cathepsinem B, ale cast,
kterd blokuje vazebny Zlabek, zlstava (oznacuje se
jako CLIP). Vyménu CLIPu za néktery z antigennich
peptidi katalyzuji neklasické MHCII molekuly jako
HLA-DM, které umoziuji vyménu CLIPu za peptid aniz
by doslo k poskozeni struktury MHCII. Teprve kdyz anti-
genni peptid vytvofi s MHCIl dostate¢né stabilni
komplex, mize tento byt transportovan na bunécny
povrch vackovym transportem.

Fyziologicky vyznam zkfizené prezentace
antigenu

Zkiizena prezentace antigenl je proces, kdy jsou
exogenni struktury (obvykle peptidy) prezentovany
na MHC-I glykoproteinech. Aktivace CD8+ T lymfocytt
timto mechanismem se oznacuje jako zkfizena aktivace
(cross-priming). Poprvé byla pozorovana pfi transplan-
tacnich experimentech jiz v 70. letech™. Pozdéji bylo
zjisténo, Ze zkfiZzena prezentace hraje roli nejen pro ak-
tivaci, ale i navozeni tolerance u CD8+ T lymfocytd" 2.
Cytotoxicka aktivita CD8+ T lymfocytl je zasadni pfi
eliminaci intracelularnich patogent a nadorovych bu-
nék. Schopnost tolerance brani vzniku autoimunitnich
onemocnéni a moznost jejiho navozeni je zasadni pfi
transplantacich.

Mezi APC, jejichZ ikolem je pomoci zkfizené prezen-
tace aktivovat CD8+ T lymfocyty, patfi zejména DC™**,
nebot pravé jejich odstranéni brani procesu aktivace
i tolerizace CD8+ T lymfocyt(i. Nejedna se v3ak obecné
o viechny typy DC®. Nékteré podtypy DC jsou in vivo
schopny zkfiZzené prezentovat lépe za béznych nezanét-
livych podminek, jiné naopak vyzaduji zanétlivé pod-
minky. Zkfizené prezentujici podtypy DC jsou obvykle
popisovany pomoci povrchovych markert jako CD8o.+
¢i CD103+, dosud v3ak neni jasné, co konkrétné zp(so-
buje, Ze prezentuiji lépe.
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Intracelularni patogeny - viry, bakterie,
parazité

V piipadé, Ze virus neinfikuje DC ale pouze urcitou
tkan, CD8+ T lymfocyty nemohou byt aktivovany béz-
nou MHC-I prezentaci. Samotné nakazené tkarové
bunky nejsou schopny CD8+ T lymfocyty aktivovat,
neb sice nesou MHC-I-peptid komplexy, ale chybi jim
prislusné kostimula¢ni molekuly. Zkfizena prezentace
exogennich antigend na MHC-I v dendritickych buri-
kach je tudiz prakticky jedinym mechanismem, jak
muzZe byt CTL odpovéd v tomto piipadé generovana.
Prikladem maze byt virus Epstein-Barrové, jenz infiku-
je zejména B lymfocyty a v nékterych ptipadech zpG-
sobuje vznik nador@". V ramci DC nebyla detekovana
exprese virovych proteind, coz vylu¢uje moznost jejich
nakazeni. V primarni fazi infekce jsou latentni virové
antigeny v umirajicich B lymfocytech pohlceny a zkiize-
né prezentovany DC, které aktivuji CD8+ T lymfocyty.
Ty nésledné efektivné potlacuji rozvoj onemocnéni.

Nékteré viry disponuji mechanismy, jimiz brani klasic-
ké MHC-I prezentaci a snazi se tak uniknout imunitni-
mu systému, kupfikladu lidsky cytomegalovirus (CMV).
Ten dokaze pomérné vyrazné potlacit funkci imunitni-
ho systému, pfi¢emz zasadni je naruseni funkce DC™®.
CMV mimo jiné vyrazné negativné ovliviiuje schop-
nost DC aktivovat CD8+ T lymfocyty. Bylo zjisténo, ze
na aktivaci CD8+ T lymfocytl specifickych proti CMV
se proto podili nenakazené DC, jenz pohlti antigeny
zvendi a prostfednictvim zkiizené prezentace je vystavi
na svém MHC-I". Zkfizena prezentace hraje vyznamnou
roli i béhem mnohych dalSich virovych onemocnénich,
ac pravdépodobné ne tak vylu¢nou, jako ve vySe zminé-
nych. Pfikladem zde muze byt virus chfipky?.

Z bakterialnich onemocnéni se jedna napfiklad o tu-
berkulézu, zptsobenou patogenem Mycobacterium
tuberculosis?'. Ten ukryty uvniti makrofagl unika pro-
tilatkdm, komplementu i fagocytim. Pokud vsak naka-
zend bunka zahyne apoptozou, DC ji pohlti a zkfize-
né aktivuje CD8+ T lymfocyty, jenz mohou nasledné
zlikvidovat zbytek nakazenych bunék spole¢né s infek-
ci. Existuji také mnohobunécni intracelularni parazité,
vlci nimz je zkfizena prezentace vyznamnym obrannym
mechanismem, napfiklad Chlamydia trachomatis®.

Tolerance

DC indukuji toleranci u CD8+ T lymfocyt zejména
v pfipadé, kdy nejsou stimulovany k maturaci 2 pro-
stfednictvim PRR, zanétlivych cytokind ¢ijiZ aktivovanych
T lymfocytl. Tehdy DC exprimuji malo kostimulaénich
molekul a CD8+ T lymfocyty tak neobdrzi dostate¢né
silny aktivacni signal. Nasledné dochazi k jejich deleci,
¢i anergii, kdy sice v téle zlstavaji, ale na antigeny ni-
jak nereaguiji. Pro navozeni tolerance je rovnéz dilezita
abundance pfislusného antigenu. Pokud se antigen vy-
skytuje v téle ve velkém mnozstvi a po dlouhou dobu,
u CD8+ T lymfocyt(i je navozena tolerance. V nékterych
pfipadech vsak tento mechanismus evidentné selhava
a DC namisto tolerance indukuji rozvoj autoimunitni-
ho onemocnéni. Typickym pfikladem je diabetes I typu,
kdy jsou prostfednictvim CTL, aktivovanych zkfizenou
prezentaci, zlikvidovany B buiiky pankreatu jenz pro-

dukuji inzulin?%. A kone¢né, v pfipadé transplantaci je
zkiizena aktivace CD8+ T lymfocytl ddlezitym mecha-
nismem podilejicim se na odvrZeni transplantatu®.
Pokud by bylo mozné zde uplatnit poznatky z fyziolo-
gické tolerogenni ¢innosti DC, mohli bychom transplan-
tat pfed Gtokem CTL specificky ochranit.

Nadorova onemocneéni

CD8+ T lymfocyty zkiizené aktivované vici nadoro-
vym antigendim jsou zasadni pro likvidaci nadorovych
bunék?s. Samotné nadorové buriky T lymfocyty akti-
vovat nemuzou. Jejich fragmenty musi byt pohlceny
DC v ramci spadovych lymfatickych uzlin a vystaveny
na MHC-I. Avsak v mnohych pfipadech organismus
nevytvaii dostate¢né silnou CTL odpovéd a nadorové
onemocnéni se rozviji. Dalo by se fict, ze v fadé aspek-
td je bujici nador pfilis podobny nasemu organismu,
antigeny jsou pfitomny trvale, souc¢asné se nevyskytuji
znamky zanétu ¢i patogend, a misto aktivace je tak u T
lymfocyt navozena tolerance?.

Je zfejmé, 7e vyznam zkfizené prezentace v ram-
ci imunitniho systému je velky, a proto je dodnes
velmi intenzivné studovana. Kvalitni porozuméni jeji-
mu mechanismu by mediciné poskytlo novy pfistup,
jak léc¢it autoimunitni onemocnéni, rakovinu ¢i efek-
tivné transplantovat organy bez nutnosti celkové imu-
nosuprese. Bohuzel i pfesto jak dlouho se zkiizené
prezentaci nejrliznéjsi védecké skupiny vénuji, kom-
pletni molekularni mechanismus stéle neni objasnén.
V nasledujicich kapitolach se pokusim shrnout, co je
o molekularnim mechanismu zkfizené prezentace
doposud znamo.

Zakladni molekularni mechanismy
zk¥izené prezentace

Jiz nékolikrat bylo zminéno, ze principem zkfizené
prezentace je vystavit antigenni peptid pochazejici z ex-
tracelularniho antigenu na MHC-I. Aby k tomuto do-
Slo, je zfejmé, Ze antigen musi byt nejprve nastépen
na peptidy o vhodné délce a ty se musi navazat na
MHC-I molekuly. Principidlné existuje mnoho variant,
jak by k né¢emu takovému mohlo dojit, dnes je v3ak
obecné piijiman koncept dvou hlavnich intracelular-
nich cest, kterymi zkfiZzena prezentace mizie probéh-
nout - tzv. cytosolickou ¢i vakuolarni cestou. Prvnim
spole¢nym krokem je vidy internalizace antigenu zven-
¢i. Cesta cytosolicka je pak charakteristickd vystupem
antigenu z fagosomu do cytosolu, kde dochézi k de-
gradaci prostiednictvim proteazomu. Cesta vakuolarni
naopak vystup antigenu z fagosomu neuvazuje, dle ni
pfimo ve fagosomu dochézi k nastépeni na peptidy
a jejich naslednému navazani na MHC-I. Cytosolické
cesta je v posledni dobé délena jesté na dva podty-
py dle mista, kde vzniklé peptidy nasedaji na MHC-I.
+ER cesta” predpokladad navazani v rdmci ER, zatimco
~fagosomalni/endosomalni cesta” uvazuje navazani ve
fagosomu/endosomu, kam jsou nezbytné komponenty
z ER dopraveny. Proces zkiizené prezentace je sloZity,
zalozeny na komunikaci mezi fagocytézou, endocyto-
zou a klasickou MHC-I prezentaci. Je rovnéz ovlivnény
fadou aspektd, mezi nimiz je velmi vyznamny zptsob
pohlceni antigenu.
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Cytosolicka cesta

Prvni dikaz existence cesty fagosom — cytosol
a v souvislosti tedy i moznosti, ze by skutecné moh-
la existovat cytosolickd cesta zkiizené prezentace, byl
podan v roce 1995%. Po tomto objevu byla nasnadé
varianta, ze pohlcenému antigenu, ktery pronikl do cy-
tosolu, by nemuselo nic branit v napojeni se na dob-
fe prozkoumanou cestu klasické MHC-I prezentace.
Ve snaze tuto variantu ovéfit vznikla fada studii, z je-
jichz vysledkd byla vyvozena zakladni koncepce cytoso-
lické cesty zkfizené prezentace. Dle ni pohlceny antigen
opousti fagosom, je degradovan proteazomem v cyto-
solu, pomoci TAP transportovan do ER, kde je navazan
na MHC-I, a nasledné v komplexu MHC-I-peptid expor-
tovan na bunéény povrch?,

Vyznam TAP pro zkfizenou prezentaci vsak neni tak
ziejmy, jak se zpocatku zdalo. Je ddlezité si uvédomit,
ze pokud TAP nefunguje, na ¢emz byly studie zaloZeny,
na MHC-I molekuly nemohou byt ani klasicky navaza-
ny peptidy a komplex pak nemize byt transportovan
nym zdrojem MHC-I molekul pro zkfizenou prezentaci
mohou byt MHC-I recyklované z buné¢ného povrchu.
Naruseni zkfizené prezentace pfi umlceni exprese TAP
tak maze byt pouze disledkem nefunkénosti klasické
MHC-I drahy jako takové*.

Zapojeni proteazomu do procesu zkiizené prezenta-
ce je ovéfovano poutzitim jeho inhibitord. Existuje vsak
podezieni, Ze narudeni zkfizené prezentace pfi jeho
inhibici nemusi byt pfimym dlsledkem zapojeni pro-
teazomu, ale disledkem nedostatku ubikvitinu (Ub).
Pokud je zablokovan proteazom, budou se totiz hro-
madit ubikvitinylované proteiny oznacené takto pro de-
gradaci. Ub se ucastni téz modifikace histon( a pfi jeho
nedostatku mize dochazet k deubikvitinylaci a zméné
genové exprese, kterd nakonec maze byt tim, co ovlivni
prabéh zkfizené prezentace?.

Model cytosolické cesty zkiizené prezentace je po-
staven na faktu, Ze obsah fagosomu se musi dostat
do cytosolu. Jak k tomu ale dochazi? Bylo vysloveno
nékolik teorii, mezi nimi napf. varianta prasknuti fago-
somu, ktera je oviem vyrazné nefyziologickd. Takovy-
to proces by pravdépodobné spustil u DC apoptozu.
Mnohem pravdépodobnéjsi je varianta, Ze na membra-
ny fagosomi se dostava néjaky proteinovy komplex,
ktery unik proteini z fagosomu umoznuje. Vzhledem
k tomu, Ze dochézi ke splyvani fagosom@ s membréna-
mi z ER*®, zd4 se pravdépodobné, Ze onen proteinovy
komplex by mohl pochézet rovnéz odtud. V ER jeden
takovy komplex je, Gcastni se procesu oznatovaného
jako ER-asociovana degradace (ERAD). Proteiny v ER,
které se nezvladnou slozZit do nativni konformace, jsou
mechanismem ERAD exportovany vné ER, do cytosolu,
oznaceny Ub a degradovany proteazomem. Je to velmi
dilezity proces, nebot pokud by Spatné sbalené protei-
ny nemohly z ER uniknout, hromadily by se zde a brzy
zacaly pusobit na bunku toxicky. Proteinovy komplex
téchto vlastnosti je pfesné to, co by fagosom potiebo-
val k dopravé antigen( ze svého nitra do cytosolu.

Ve velmi recentnim ¢lanku bylo ovéfeno, ze ERAD
hraje pfi zkfizené prezentaci vyznamnou roli, konkrétné

jeho slozka Sec6134. Sec61 je translokon, ktery se tidast-
ni nejen ERAD procesu, ale rovnéz je zcela zasadni pro
zékladni transportni mechanismus ve sméru do ER®.
Umlceni exprese takového proteinu méa pochopitelné
fadu disledkd (tj. mdze mit pleiotropni efekt). Zeh-
ner et al. vdak vyznam Sec61 translokonu pro zkfizenou
prezentaci, a konkrétné pro export jak solubilnich tak
partikularnich antigeni do cytosolu, elegantné proka-
zali. Velmi presvédc¢ivym dikazem bylo zablokovani
zkiizené prezentace, kdyz donutili Sec61 zlstat v ER
prostiednictvim ER-reten¢ni sekvence a necestovat
do endosomd, aniz by tim jakkoliv narusili jeho translo-
ka¢ni funkci v ER. Ze se Sec61 na membranach fago-
somU/endosomi obsahujicich antigeny opravdu vysky-
tuje a tudiz maze fungovat tak, jak z vysledkd vyplyva,
bylo jiz znamo dfive®*. Nebylo vSak znamo, jak se Sec61
na fagosomalni membranu dostavé a Zehner et al. uka-
zali, Ze tento proces je zavisly na signalizaci pfes TLR.
Piitomnost Sec61 translokonu ve fagosomech/endo-
somech je tedy ovlivnéna pfitomnosti mikrobialnich
struktur ve fagosomech/endosomech, které signalizaci
skrz TLR iniciuji.

Zavérem lze fici, ze dnesni koncept cytosolické cesty
se od plvodniho trochu lisi. Z{stava transport antigenu
do cytosolu a jeho degradace proteazomem. Neni viak
jisté, kde dochazi k navazani antigenu na MHC-I. Ve hte
jsou kromé ER také endocytické kompartmenty, kam
jsou komponenty PLC dopravovany®’. Je pravdépodob-
né, ze lokalizace navazani antigenu zélezi na konkrétni
situaci, tzn. na typu antigenu, zplsobu jeho pohlceni,
konkrétni cytokinové situaci, typu DC a podobné?®.

Vakuolarni cesta

Prvni ¢lanek dokumentujici proces vakuolérni ces-
ty ukazuje, Ze ke zkiizené prezentaci antigenu dojde
v makrofazich zcela nezavisle na klasické MHCI pre-
zentaci a transportu sekre¢ni drahou mezi ER a GA®.
Na snimcich z elektronového mikroskopu je vidét,
ze fagosomy obsahujici pohlcené bakterie zahy sply-
vaji s lysosomy a ani po hodiné nedoslo k viditelnému
Uniku bakteridlnich antigent do cytosolu. Nezavislost
na transportu mezi ER a GA naznacuje, Ze MHC-I mo-
lekuly pouzité ke zkiizené prezentaci musi pocha-
zet z kompartmentd v sekre¢ni draze postavenych az
za Golgiho apardtem. V dvahu tedy pfichazi plasma-
tickk membrana, endocytické a recyklujici kom-
partmenty. Clanek pracuje také s variantou zpé&tného
vyvrhnuti zpracovanych antigent ven z buiiky, kde by
se mohly navézat na MHC-I, tato varianta vSak byla
pozdéjsimi pracemi vyvracena.

Dal3i podobné zaméfena prace byla zvefejnéna o tii
roky pozdéji*>, kde kromé zablokovani proteazomu
a drahy ER-GA, které nevedlo k naruseni zkfiZzené pre-
zentace, byla umlcena také exprese TAP. Bylo zjisténo,
ze jeji umlceni sice neblokuje zkfizenou prezentaci
zcela, ale vede ke sniZeni intenzity tohoto procesu.
Teprve po inkubaci TAP-deficientnich makrofagt
ve 26 °C doslo k obnoveni béiné intenzity zkfizené
prezentace. S vysvétlenim tohoto jevu pfichazi v po-
mérné recentnim ¢lanku Merzougui et al.*. Inkubace
APC pii této teploté vede k obnoveni béznych mnozstvi
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MHC-Il-peptid komplex& na plasmatické membrané.
A pravé recyklované MHC-I z PM se zdaji byt pravdépo-
dobnym zdrojem pro zkfizenou prezentaci vakuolarni
cestou®. O deset let pozdéji je identifikovan katepsin
S jako klicovy hra¢ vakuolarni cesty zkfizené prezen-
tace*.

Efektivita vakuolarni cesty zkfizené prezentace se zda
niz8i, nez v pfipadé cesty cytosolickés®. Pfi zpracovani
pohlceného antigenu na kratké peptidy se uplatiiu-
ji fago/endolysosomalni proteasy. Je mozné, ze fada
potencialnich antigennich epitopl je takto znicena
a proto se efektivita oproti cytosolické cesté snizu-
je. Vzniklé peptidy jsou nasledné pfimo ve fagosomu
navazany na MHC-I. Obecné se tento proces hodné
prekryvd s MHC-II prezentaci. Jaky je vSak skutecny
vyznam vakuolarni cesty oproti cytosolické cesté neni
znamo. Zda se, Ze vakuolarni cesta se uplatiiuje spi-
Se, pokud APC pohlti velké mnozstvi antigen('. Mohla
by se tudiz primarné uplatiovat pfi zpracovani velkych
fagocytovanych objektd, jako jsou celé buriky.

Nejdiskutovanéjsi adaptace DC
na zkkiZenou prezentaci

Kdyz DC pohlti néjakou vnéjsi strukturu, dochazi
ke vzniku intracelularniho utvaru oznacovaného jako
endosom v jeji cytoplasmé. Pokud se jednalo o vétsi
strukturu (napf. celou bakterii), obvykle se uziva ozna-
¢eni fagosom. Endocytické vacky vznikaji jako vchlipe-
niny plasmatické membrany, kteryzto proces muze byt
facilitovan strukturnim proteinem klathrinem (napf.
internalizace transferrinového receptoru), ¢ nikoliv
(napf. MHC-I). Po odstranéni obalového proteinu pak
vacky fazuji a davaji vznik takzvanym tfidicim endoso-
muam. Tento nazev souvisi s pozorovanim, Ze v tomto
kompartmentu jsou napfiklad oddélovany receptory
od jejich nakladu, obsah vacku je tedy tfidén podle
toho, co chce burika zachovat a co degradovat. Panu-
je zde ponékud kyselejsi pH, které umoziiuje oddéleni

receptord od nakladu. Receptory obvykle putuji bud

do endosom recykla¢nich, odkud jsou transportova-
ny zpét na plasmatickou membranu, nebo mohou byt
na plasmatickou membranu poslany pfimo, tzv. rych-
lou recykla¢ni cestou. Naklad je naopak casto zpraco-
van v pozdnich endosomech splyvajicich s lysosomy.
V imunologické literatuie je toto rozdéleni rliznych typt
endosomi obvykle zjednoduSovéno, kdy recyklujici
a tfidici endosomy jsou slu¢ovany dohromady a ozna-
¢ovany jako endosomy casné. Obsah ¢asnych endoso-
mu byva pouze slabé kysely, smérem k lysozomu pH
vacku postupné klesa az k pH 5. Peptidy, které jsou
vystavovany pfi zkfizené prezentaci, musi endocyticky-
mi vacky projit, nez se dostanou na MHC-I molekuly.
Proto problematika endo/fagosomd, jejich okyselova-
ni, splyvani s dalSimi vacky, obohacovani o dalsi aktiv-
ni proteiny, a podobné, je v souvislosti se zkfizenou
prezentaci studovana. Zaroven, za jeden ze zékladnich
ddvod, pro¢ dendritické buriky ve zkfizené prezentaci
vynikaji nad jiné APC, je povaZzovana schopnost udrzet
pohlcené antigeny po dlouhou dobu nenastépené.

Jiz dlouho je znamo, Ze u DC oproti makrofaglim je
vyrazné omezena aktivita lysosomalnich proteas a tato

skutecnost je zaroven velmi prospésna pro ucinnost
klasické antigenni prezentace na MHC-11*%. SniZena pro-
teolyticka aktivita nejspiSe uchovava pohlcené antigeny
s jejich potencialnimi epitopy, coz mlze byt podstatné
zejména pro DC, které putuji do lymfatickych uzlin né-
kolik dni a postupné shromazduji material k prezenta-
ci®®. Chatterjee et al se zaméfili na vyznam zjisténého
konkrétné pro Gcinnost zkiizené prezentace u DC*.
Studovali antigeny internalizované receptorem zpro-
stfedkovanou endocyt6zou. Receptor CD40, ktery nava-
di pohlceny material do ¢asnych endosom byl shledan
mnohem efektivnéjs$im pro naslednou zkiizenou pre-
zentaci, nez receptor DEC205, ktery navadi antigeny na-
opak do endosom pozdnich. V pozdnich endosomech
byly antigeny degradovény dfive, nez se mohly dostat
do cytosoluy, kde by je rozstépil proteazom a vznikly by
tak peptidy vhodné pro nasednuti na MHC-I molekuly.
Paklize byla omezena proteolyticka aktivita endosom(,
zkiizena prezentace opét probihala efektivné. Pokud
v3ak byly podany pifilis vysoké davky inhibitord proteas,
narusilo to i zkfiZenou prezentaci antigen( cilenych na
CDA40. Z toho vyplyva, ze urcita mala mira degradace je
pfed exportem do cytosolu potieba, ale pfilisna pro-
teolyticka aktivita v endosomech procesu zkfizené pre-
zentace Skodi. Spole¢né s lysosomalnimi proteasami,
které endosomy ziskavaji béhem zrani, také nizsi pH
napomaha ucinné degradaci obsahu plvodniho va¢-
ku. Nebot vétsina lysosomalnich proteas, ma kyselé pH
optimum®. K okyselovani dochazi zejména prostied-
nictvim membranového pienasece, ktery koncentruje
protony z cytosolu uvniti va¢ku na tkor spotieby ATR
obvykle je oznacovan jako V-ATPasa.

Dal3i mechanismus, vedle nizké koncentrace pro-
teas, ktery k zachovani potencialnich epitopt pfispiva,
je produkce reaktivnich kyslikovych slou¢enin (ROS)
NADPH oxidasou v endo/fagosomech dendritickych
bunék*¢-*¢, NADPH oxidasa, ozna¢ovana jako NOX2, se
vyskytuje na membréanach fagosomi mysich DC, zajis-
tuje alkalizaci fagosom, udrzuje v nich pH vyssi nez 7
a pusobi tak proti aktivité V-ATPasy a potazmo proteas.
Tim zajistuje, Ze pohlcené antigeny jsou degradovany
v mensi mife a zvySuje efektivitu zkiizené prezentace®.
I u lidskych DC je NOX2 ddleZitym hracem pifi zkiizené
prezentaci antigend, zfejmé vSak zde vyznamnou roli
vedle produkce ROS hraje i nizkd aktivita ¢i rekruta-
ce V-ATPasy, pfipadné néjakého dalsiho protonového
pfenasece®. NOX2 pfenasi elektrony z cytosolického
NADPH pfies fagosomalni membranu a produkuje su-
peroxidovy anion dovniti fagosomd. Ten se nasledné
méni v dalsi ROS jako je peroxid vodiku a jiné a pfitom
spotiebovava pfitomné protony. Ve vysledku ¢innos-
ti NOX2 dochazi nejen k produkci ROS, které zabijeji
mikroorganismy ve fagosomech (proces oznacovany
jako oxidativni vzplanuti), ale zaroveri pH uvniti fago-
somU rapidné roste. A pravé prostfednictvim pH je tedy
pravdépodobné moiné proteasy s kyselym optimem
ve fago/endosomech DC efektivné regulovat. Tak, aby
pohlcené proteiny byly nastépeny pouze do té miry,
ktera usnadni transport do cytosolu, a pfitom maxi-
mum potencialnich epitopd bylo zachovano. Mimo to
bylo navrzeno, ze pozitivni role vyssiho pH pro zkfize-
nou prezentaci antigend maze byt vysvétlovana i ji-
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nak, neZ jen prostfednictvim inhibice pfilisné aktivity
proteas. Je mozné, Ze néktery z mechanismd, ktery je
ke zpracovani antigenu nezbytny, jako transport antige-
nu do cytosolu, ¢i samotné nasedani hotovych peptidu
na MHC-I molekuly, je nizkym pH blokovan#’.

Aby se NOX2 dostala na fagosomalni membranu, je
tieba GTPasy Rab27a*. Tato GTPasa zajistuje transport
NOX2 na membrany fagosomd prostfednictvim faze
vezikul podobnych lysosomm s vzniklymi fagosomy.
K rekrutaci NOX2 navic dochazi nezavisle na signalizaci
skrze TLR 4. Dalsi identifikovanou molekulou, ktera se
podili na funkci NOX2 ve fagosomech je GTPasa Rac2*.
Zajistuje spravné sesednuti komplexu NOX2 na fagoso-
malni membrané, ktery sestava z nékolika membréano-
vych a cytosolickych podjednotek.

Naproti vySe zminénym studiim stoji recentnéjsi
vyzkum, kde je ukazano, ze NOX2 ovliviuje aktivitu fa-
gosomalnich cysteinovych proteas pfimo, skrze redoxni
reakce a nikoliv prostfednictvim pH“. Cysteinové ka-
tepsiny (B, S, L) vyZaduji pro svou aktivitu redukéni pro-
stfedi, které NOX2 produkci ROS narusuje. Autofi studie
navrhuji, Ze se zfejmé jedna o dal$i mechanismus, jak
NOX2 reguluje proteolytické vlastnosti fagosom. To, Ze
nebyl pozorovéan narlst pH pfisuzuji odliSnému experi-
mentalnimu uspofadani, ve kterém bylo pH fagosomt
méfeno. Pfestoze podnikli fadu experiment( ve snaze
zopakovat vysledky Savina et al., neuspéli. Ve prospéch
svych vysledki argumentuji, Ze jelikoZ aktivita NOX2
ve fagosomech vede k produkci zaporné nabitého su-
peroxidového aniontu, musi byt néjak udrzovana uvnitf
fagosomi elektroneutralita, pokud ma byt funkce
NOX2 zachovéna. A bylo zjisténo, ze elektroneutraliza¢-
nim procesem je zde zejména vstup protond. Aktivita
NOX2 byla vyrazné narusena, pokud byla zablokova-
na V-ATPasa spole¢né s dalSim protonovym kanalem
Hv1. Na jeden vznikly superoxidovy anion by tak byl
spotiebovan jeden proton pfi vzniku peroxidu vodiku
(mechanismus alkalizace), ale zaroven by jeden proton
vesel dovniti fagosomu (mechanismus udrzZeni elektro-
neutrality). Tedy ve vysledku by se pH viibec neménilo,
coz podporuje jejich pozorovani. Z analyzy literatury je
ovSem patrné, ze tento model plsobeni NOX2 je hife
akceptovan, nez vysledky vyzkum@ a modely z labora-
tofe Sebastiana Amigoreny“¢47495_Jak je vidno, mecha-
nismus ptsobeni NOX2 ve zkfiZzené prezentaci je nejas-
ny a zasluhuje dalsi hlubsi a nezavislou analyzu.

Teprve nedévno bylo zjisténo, ze DC aktivované
skrze TLR jsou schopné zabranit zna¢nému pfisunu
lysosomalnich proteas do fagosom( znemoZnénim
fago-lysosomalni faze®. Jako hlavni regulator tohoto
déje byla identifikovana GTPasa Rab34, jenz zajistuje
nahlouc¢eni lysosom@ v oblasti okolo jadra. Naopak
transkrip¢ni faktor TFEB reguluje Gi¢innost zkiizené pre-
zentace negativné®2. Stimuluje expresi lysosomalnich
proteas a struktur odpovédnych za acidifikaci fagoso-
mu, ¢imz umociiuje proteolytickou aktivitu a degradaci
pohlcenych antigent. Jeho aktivace namisto zkfizené
prezentace podporuje antigenni prezentaci na MHC-IL.
U DC dochézi k aktivaci TFEB dlouho poté, co pohltily
plvodni antigen, jenz je stimuloval prostfednictvim TLR
ke zkfizené prezentaci. V tom okamziku jsou jiz anti-
genni peptidy v komplexu s MHC-I vystaveny na povr-

chu pro CD8+ T lymfocyty a exogenni antigeny tak mo-
hou zacit byt zpracovéany i pro CD4+ T lymfocyty. Autofi
této studie navrhuji, Ze TFEB funguje jako molekularni
pfepinac mezi zkfizenou a MHC-II prezentaci, které obé
zpracovavaji exogenni antigeny, stimuluji vsak imunitni
systém odlisné.

Typickym znakem endosom(, které se Giastni zkiizené
prezentace v DC, je peptidasa IRAP (insulin-regulated
aminopeptidase), kterou obsahuji®***. Pokud neni tato
aminopeptidasa exprimovana, zkfizend prezentace
je narusena. Jeji jméno je odvozeno od jiz dfive zjis-
téného vyskytu v recyklujicich endosomech adipocytt
a svalovych bunék spole¢né s glukézovym pienasecem
Glut4. Pro problematiku zkfizené prezentace je vsak ze-
jména podstatné, Ze IRAP je peptidasa piibuzna pep-
tidasdm ERAP1 a ERAP2, které jsou dllezité pfi vazbé
endogennich peptid na MHCI molekuly v ER, kde je
jejich roli finalni zastfizeni peptidd vzniklych v protea-
zomu na vhodnou délku. IRAP méa v porovnani s ERAPy
SirSi spektrum substratd, které je schopna stépit a svou
aktivitou se vyrovnd ERAP1 a ERAP2 dohromady. Na-
chazi se spole¢né s MHCI molekulami v endosomech
DC, kam je transportovana z endosomalniho recykluji-
ciho kompartmentu (ERC). ERAP se v endosomech ne-
nachézi a IRAP by tak mohla zde vskutku suplovat jeji
funkci. Pokud byla zablokovana exprese IRAP i ERAP
zéroven, zkiizend prezentace fagocytovaného antigenu
byla narusena jesté vice, nez pfi umléeni pouze IRAP%,
Z téchto vysledkl vyplyva, zZe se jedna o dvé na sobé
nezavislé cesty, jimiz fagocytované antigeny mohou byt
v DC finalné zastfizeny — v ER pomoci ERAP, ¢i v endo-
somu/fagosomu pomoci IRAP.

Vnitrobunécny transport komponent
masinérie zajistujici vazbu peptidu
na MHC-I

V kapitole o zakladnich molekularnich mechanis-
mech zkiizené prezentace bylo v zavéru zminéno, ze
dnes neni s jistotou znamo, kde dochazi k navazani
antigennich peptidd na MHC-I pfi cytosolické cesté.
Vedle ER, které se zpocéatku zdalo jedinym moznym
mistem, se totiZ objevila dal$i varianta - k navaza-
ni by mohlo dochézet ve fagosomech, jimiz antigeny
do DC vstoupily. Oproti vazbé peptidd na MHC-I v ER
tato varianta pfinasi nespornou vyhodu; antigenni pep-
tidy vznikajici nastépenim pohlcenych ¢éastic nemusi
kompetovat se spoustou endogennich peptidd a exo-
gennich peptidl z jinych fagosomd, jak tomu je, kdyz
vie probiha spole¢né v ER. Takto se mizou jednotlivé
fagosomy plné ,soustiedit” na sv(j naklad a jeho zkii-
Zenou prezentaci. Jak vsak tato myslenka vznikla? Hlav-
nim impulzem bylo pfekvapivé zjisténi, ze fagosomy
obsahuji prakticky viechny proteiny, které jsou soucasti
PLC, tedy masinérie ucastnici se vazby antigennich pep-
tidG na MHC-I v ER333655,

Na zékladé proteomickych studii bylo nejprve zjis-
téno, Ze fagosomy z makrofagl obsahuji a asociuji
s proteiny jako Ub-ligasy, proteazomy, TAP komplexy,
MHC-I molekuly i Sec61%. Podobné i u DC byly v ramci
¢asnych fagosom@ nalezeny komponenty PLC a dalSi
ER-rezidentni proteiny®**®, MHC-I molekuly, kalretiku-
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lin, kalnexin, tapasin, Erp57, TAP 1/2 a Sec61/62. Sou-
Casti ¢asnych fagosomu se staly velmi zahy po pohlceni
antigenu, prostfednictvim fize membran ER a fagoso-
mu. PLC byl ve fagosomech navic funkéné propojen
a byl schopen katalyzovat vazbu peptidti na MHC-I.

Na zékladé téchto zjisténi byla rozvinuta teorie o vaz-
bé antigennich peptidd na MHC-I ve fagosomech,
kdy je antigen v cytosolu nastépen proteazomem, po-
moci TAP se dostavaji vzniklé peptidy zpét do fagoso-
mu, a zde je PLC vaze na MHC-l1 molekuly. Po Gspés-
ném nasednuti peptidu na MHC-I je komplex pfenesen
na bunéény povrch, aniz by se vracel do ER. Komplexy
MHCI:peptid bylo dokonce mozné ve fagosomech de-
tekovat. Navic bylo zjisténo, Ze i solubilni antigeny se
dostavaji do vackd, které obsahuji komponenty z ER,
tudiz tato teorie nebyla nutné omezena jen na velké
fagocytované antigeny. Postupem ¢asu ¢asné fagosomy
dozravaly ve fagolysosomy a mnoiZstvi ER-rezidentnich
proteint v nich klesalo. Pravdépodobné jsou rozstépe-
ny pii umocnujici se proteolytické aktivité ve fagolyso-
somech.

Jak dochézi k fazi membran ER a fagosomi u DC
bylo objasnéno teprve nedavno. Nedochazi k tvorbé
fagosoml za pfispéni membran ER, ale komponenty
z ER se do fagosomi dostavaji vackovym transpor-
tem?’. Respektive nejde pfimo o membrény ER, ale
ER-Golgi stredniho kompartmentu (ERGIC), kde se ER
rezidentni proteiny nezbytné pro zkiizenou prezentaci
shlukuji. Specifitu vatkového transportu zajistuje pa-
rovani proteinu Sec22b (ERGIC) a Syntaxinu 4 (fago-
somy/endosomy). Sec22b je SNARE protein a nebot
zajistuje transport ER rezidentnich proteint z ERGIC
nejen do fagosomd, ale i do endosomd, tento proces
je zéasadni pro zkfizenou prezentaci bez ohledu na
to, jestli se jedna o antigeny solubilni ¢i partikularni.
Do fagosomi/endosomi jsou takto dopravovany pro-
teiny z PLC, struktury podstatné pro export pohlcenych
antigenl do cytosolu (mohlo by se jednat o kompo-
nenty ERAD masinérie) a v dasledku dochazi také
ke zpomaleni maturace fagosomi (méné fuzuji s lyso-
zomy, proteiny uvniti jsou méné degradovany).

Vnitrobunécny transport MHC-1 molekul

At' uz jsou pohlcené struktury Stépeny v endoso-
mech/fagosomech, ¢i proteazomem v cytosolu, v kaz-
dém piipadé se vzniklé antigenni peptidy musi potkat
s MHC-I, aby mohly byt navazany a nasledné vystaveny
na bunééném povrchu. Z dosavadnich vyzkuma vyply-
va, ze k tomu muze dochazet i v endosomech/fagoso-
mech kam se komponenty masinérie vazajici peptid
na MHC dostévaji. Jakym zplGsobem vsak cestuje do
téchto kompartmentt samotné MHC-I molekuly dlou-
ho nebylo (a dosud neni zcela) podrobné zndmo. Dnes
vané z plasmatické membrény, které putuji skrze rlizné
recyklacni kompartmenty, az se potkaji s peptidy urce-
nymi ke zkfizené prezentaci.

Jiz deldi dobu je znamo, Zze MHC-I molekuly vysta-
vené na povrchu bunék jsou po ur¢ité dobé interna-
lizovany a mohou na né byt znovu navazany jiné pep-
tidy’6. Tento proces vyzaduje lehce kyselé prostiedi

v kompartmentu, kde k ,vyméné nakladu” dochazi.
V piedchozi kapitole jsem se vénovala transportu ER-
-rezidentnich protein z ERGIC do fagosom( a endo-
somu. Snadno se nabizi, ze MHC-I molekuly by mohly
byt transportovany stejnym mechanismem. Nékolik
pozorovani ovsem ukazuje, Ze tomu tak neni. V recent-
nim ¢lanku bylo objeveno ,hlavni buné¢né skladisté”
MHC-I molekul, které je MHC-I1 molekulami zasobova-
no nezavisle na fiizi membran ERGIC a fagosomd, tedy
nezavisle na Sec22b*. Rovnéz v pfipadé vakuolarni ces-
ty, kdy jiné ER-rezidentni proteiny nejsou pro zpracovani
antigenu tfeba, je zkiizena prezentace na Sec22b nezé-
visla®’. Neznamou jsou na tomto poli MHC-I molekuly
z povrchu bunék, které jsou spole¢né s pohlcovanymi
antigeny ucinény soucasti fagosom{. A¢ by se mohlo
zdat, ze tyto molekuly budou pro zkfizenou prezenta-
ci vyznamné, experimenty tomu zatim nenasvédcu;jie.
Kazdopéadné je dost pravdépodobné, ze MHC-I mo-
lekuly necestuji pouze jednim zplisobem ve vSech pifi-
padech. Nedévno bylo napiiklad zjisténo, ze dlouhé
peptidy (které jsou jako typ antigent studovany, neb
se zdaji byt velmi dobrymi kandidaty pro protinadoro-
vou vakcinaci) mohou byt v rdmci endosomu navéaza-
ny na nascentni MHC-I molekuly, tedy takové, které na
plasmatické membrané jesté viibec nebyly, a pfitom
nepfichazi ani pfimo z ER%". Ve vysledku tedy neni moz-
né fict, jak se tyto MHC-I molekuly k peptidim dosta-
nou. Je mozné, ze putuji skrze GA rovnou do néjakych
recykla¢nich kompartmentd, ¢ vyuZivaji dosud zcela
nezndmou transportni cestu. V této publikaci bylo rov-
néz zjisténo, Ze dudlezitym materidlem pro zkfizenou
prezentaci jsou MHC-I s nedokonale navazanymi pep-
tidy, jeZ umoznuji snadnou vyménu za jiné.

Na vnitrobunécném transportu MHC-I
molekul se podili Fada Rab GTPas

Protoze transport MHC-I molekul burikou je ziejmé
zalozen na vezikularnim transportu, byla provéfena
fada rGiznych Rab GTPas, co do funkce pfi zkiizené pre-
zentaci®®. Rab GTPasy jsou proteiny schopné specificky
asociovat s rlznymi membranami, pfivadét na jejich
povrch dalSi komponenty a regulovat tak vezikularni
transfer v zavislosti na vazbé GTP/GDP. Naruseni zkfize-
né prezentace bylo nalezeno pfi umléeni exprese dva-
ndcti rznych Rab GTPas®®, z ¢ehoz vyplyva, Ze se jedna
o velmi komplexni proces. Mezi nimi, Rab3b/3c GTPasy
byly navic objeveny v kolokalizaci s MHC-I a transferri-
novym receptorem v tubuldrnich strukturach pobliz
jadra, kam se MHC-I molekuly dostavaji po internali-
zaci. Rab3b/3c tedy oznacuji néjaky recyklujici endo-
somalni kompartment a je mozné Ze hraji zasadni roli
pro jeho vznik.

O recyklujicich endosomech jiz byla zminka na za-
¢atku kapitoly o adaptacich DC ke zkfizené prezentaci.
Je to jedno z mist, kam mohou byt pfesouvany inter-
nalizované struktury. Casto jsou souhrnn& oznacovany
jako endosomalni recyklujici kompartment (ERC). Ten-
to se nachazi pobliz jadra nebo organiza¢niho centra
mikrotubul(i a je tvofen smési tubul( a vackd. Hodnota
pH je v ném prakticky neutrélni a nedochazi v ramci néj
k Zzddnému dozravani spojenému s okyselenim ¢i pro-
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teolyzou®t. Tubuly ERC vybihaji k plasmatické membra-
né, kde z nich probiha recyklace dfive internalizovanych
struktur zpét na bunéény povrch. V recentnim ¢lanku
je ERC hloubéji popsano pomoci super-rezolu¢nich
mikroskopickych pfistupG®, které ukazaly, ze struktury,
které pfichazi z tfidicich endosomd, jsou aktivné udr-
Zovany v ERC oddélené, aby uz nemusely byt tfidény
znovu. Tudiz s nimi maze byt rozmanité nakladano.

Dnes jsou identifikovany i dalSi Rab GTPasy, které
jsou vyznamné pro mechanismus zkfizené prezen-
tace. Jednou z nich je Rab22a®, jejiz uml¢eni vyrazné
ovlivnilo recyklaci MHC-I molekul a doslo ke zna¢né-
mu zmenS$eni bunéénych zésob MHC-I. Zéroven byla
u Rab22a-deficientnich DC narusena zkfizena prezen-
tace antigent solubilnich i partikularnich. Za béznych
podminek se Rab22a dostava na membrany fagosoma
i endosomd, nejspiSe spole¢né s MHC-I. Jaka je vsak
jeji konkrétni role v rdmci mechanismu zkiizené pre-
zentace neni dosud znamo.

Za jeden z nejvyznamnéjsich ¢lankd posledni doby
ohledné vnitrobuné¢ného transportu MHC-1 molekul
je povazovéana prace, kde autofi nalézaji jednak dalsi
GTPasu Rablla regulujici zkfizenou prezentaci, zjis-
tuji vyznam signalizace pfes TLR pro transport
MHC-I molekul a nakonec nalézaji bunécné ,shromaz-
disté” MHC-1 molekul v DC*. Nejprve bylo zjisténo,
ze pokud mysi DC fagocyticky pohlti néjakou castici
(ne solubilni antigen), at uz se jedna o bakterii, naka-
Zenou apoptotickou burikuy, ¢i latexovou kulicku kon-
jugovanou s LPS (lipopolysacharid, tvofi vnéjsi cast
membrény bakterii), nasledna signalizace pfes TLR ma
pozitivni efekt na zkiizenou prezentaci peptidi odvoze-
nych od pohlceného antigenu. Pokud v3ak k signalizaci
skrz TLR nedojde, tzn. DC pohlti nenakazenou apop-
totickou bunku, CD8+ T lymfocyty nejsou vyznamné
aktivovany. Pravdépodobné zde nejde jen o TLR, ale
dulezité signalizace se ucastni i dalsi typy PRR.

Jednim z pfimych dasledkd aktivace TLR bylo nabo-
haceni MHC-I molekul na fagosomech, kde byly TLR
aktivovany. MHC-I molekuly vsak nepfichéazely spole¢-
né s PLC z ERGIC. Komponenty PLC se na fagosomy
dostévaly nezévisle na TLR signalizaci, prostfednictvim
Sec22b, kdezto MHC-I molekuly byly hotové skladova-
ny samostatné, prevainé v ERC, jehoZ hlavnimi mar-
kery byly VAMP8, VAMP3 a Rablla. Internalizace
MHC-I z plasmatické membrény nebyla zavisla na
klathrinu ani dynaminu a transport z tfidicich do re-
cyklujicich endosom zajistila GTPasa Rab1la. Rab1la
hrala zasadni roli pro udrzeni rezerv MHC-I. Obzvlasté
zajimavé je, Ze MHC-1 molekuly byly mobilizovany z ERC
ve chvili, kdy DC néco fagocytovala, ale na konkrétni
fagosomy pfichézely az na popud signalizace skrz TLR.
Po aktivaci TLR totiz doslo k aktivaci MyD88 (myeloid
differentiation primary response gene 88) a nasledné
IKK2 (druhd podjednotka kinasy inhibitoru jaderné-
ho faktoru kapa-B), ktera fosforylovala fagosomalni
SNAP23 a tim stabilizovala SNARE komplexy vznika-
jici pfi fuzi fagosoma s ERC. Tyto komplexy tvoii na fa-
gosomalni strané SNAP23 a Syntaxin4, na ERC strané
VAMP3 a VAMPS. Jedna se tedy o proces, kdy fago-
somy obsahujici TLR-ligandy jsou selektivné obohace-
ny o MHC-I molekuly, nebot fuzovani s vacky z ERC je

preferované oproti tém fagosomm, které zadné TLR-
-ligandy neobsahuiji.

Poznatky o vnitrobuné¢ném transportu MHCI mo-
lekul, které jsou vice méné etablované, Ize shrnout
do nékolika vét. MHC-1 molekuly mohou byt recyklo-
vany z buné¢ného povrchu a klathrin-nezavislou endo-
cytézou se dostavaji do tfidicich endosom spole¢né
s fadou dalSich molekul. Z tfidicich endosom0 muze
probéhnout rychlad recyklace pfimo na plazmatickou
membranu, nebo dojde k transportu do ERC. Z ERC se
MHC-I molekuly dostévaji na popud signalizace skrz
TLR do pfislusnych fagosoma. TLR svou aktivaci spousti
signalni kaskadu, kdy je aktivovan MyD88, IKK2 a na-
konec fosforylovan SNAP23, ktery stabilizuje SNARE
komplexy, které vznikaji pfi splyvani ERC a fagosomu.
MHC-I molekuly se tak dostanou specificky do fago-
somd, které nesou antigeny stimulujici TLR. Antigenni
peptidy od nich odvozené pak vynesou na bunécny po-
vrch a prezentuji CD8+ T lymfocytiim. Aby mohly byt
ony antigenni peptidy na MHC-I molekuly navéazany,
je nezbytné, aby se do fagosomu dostaly ER-rezidentni
proteiny jako je TAP a dalsi. Tyto jsou do fagosom( do-
pravovany na MHC-I molekulach i signalizaci skrze TLR
nezavisle, z ERGIC. Ve vysledku existuji tedy dvé hlavni
nezavislé transportni cesty zodpovédné za pretvoieni
fagosomu v kompartment umoznujici zkfizenou pre-
zentaci.

Mechanismus ERAD a zk¥izena prezentace

V ramci kapitoly o cytosolické cesté zkiizené pre-
zentace byl zminén nedéavno potvrzeny vyznam tran-
slokonu Sec61 pro prenos pohlcenych antigent skrze
fagosomalni membranu do cytosolu. Sec61 je jednak
translokon umoziujici cestu proteint sekre¢ni drahy do
ER, mimo to je vSak schopen i procesu opa¢ného a je
tak jednim z kanald, u néjz piedpokladame roli v ramci
ER-asociované degradace (ERAD). Mechanismus
ERADu je dosti komplexni, slozity a dosud ne zcela
objasnény, podobné jako je tomu u zkiizené prezen-
tace. Obecné se vsak jedna o souhru mnoha protei-
nd, jejichz zasadni ulohou je pfemistit Spatné slozeny
protein z ER do cytosolu, pficemz je ubikvitinylovan
a nasledné degradovan proteazomem. Takto jsou pfe-
naseny jak proteiny solubilni, tak membrénové vaza-
né a je pozorovana urcitd substratové specifita v tom
smyslu, Ze rozlicné ERAD substraty vyuZivaji rizné kom-
ponenty ERAD masinérie. Obvykle je rozliSovan ERAD-L
pro solubilni substraty v lumen ER, ERAD-M pro mem-
branové vazané substraty, které maji Spatné slozenou
doménu v lumen ER nebo v membréané, a ERAD-C pro
membranové vazané substraty, které maji Spatné slo-
Zenou doménu v cytosolu. Pravé takovy transport pies
membranu, jako v pfipadé ERAD-L, je potieba pfi cyto-
solické cesté zkfizené prezentace. Dokonce kdyz uvazi-
me, ze ve fagosomu, v némz se nachéazi antigen, panuje
mirné kyselé pH a urcita mira proteolytické degradace,
zda se dost pravdépodobné, Ze proteiny v ném obsa-
zené budou vykazovat nékteré charakteristiky Spatné
sbalenych solubilnich protein v ER. Da se tedy pied-
pokladat, Ze Sec61 nebude jedinym ¢lankem ERAD
masinérie, ktery je do fagosomu dopravovan. Pfipadné,
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Ze se ve fagosomech nachazeji proteiny jiné, ale s ana-
logickou funkci ke komponentam ERADu.

Zakladni mechanismus ERADu Spatné
slozenych solubilnich proteinii
v lumen ER (ERAD-L)

Mechanismus ERADu je studovan pfevainé na kva-
sinkach. V zésadé ho lze rozdélit do nékolika dtlezitych
krok(®'. Prvnim je jisté rozpoznani Spatné sbaleného
proteinu. Nasledné musi byt tento protein pfenesen
pfes membréanu a jiZ v ramci pfenosu, ¢i az po ném,
probéhne ubikvitinylace. Poslednim krokem je pak
degradace v proteazomu. K rozpoznani slouzi jednak
lektiny v lumen ER, nebot fada proteind je v ramci ER
glykosylovéna, cukerné zbytky jsou nasledné zkraco-
vany béhem skladani proteinu do vhodné konformace
a paklize tuto konformaci neni schopen po delsi dobu
zaujmout, nabydou jeho cukerné zbytky konkrétni po-
doby, kterou rozpoznaji lektiny ERADu. Vedle lektind
jsou to pak nékteré Hsp70 proteiny jako Kar2 a Hrd3,
které rozpoznavaji vylozené tu Spatné sbalenou c¢ast
proteinu. Po rozpoznani je protein ubikvitinylovan E3
Ubligasou specifickou pro ERAD — Hrd1 nebo Doalo0.
Obé jsou v cytosolické casti vybaveny tzv. RING domé-
nou, jiz asociuji s E2 Ub-ligasou nesouci Ub a nasledné
pfenesou tento Ub z E2 na rozpoznany protein. Zatim
nedefinovanou roli nékdy okolo okamziku ubikvitinyla-
ce hraje téz protein Der1.

Translokace proteinu pfes membranu probiha bud

prostiednictvim proteinového kanalu a to pfed, ¢i sou-
¢asné s ubikvitinylaci. Alternativni model pfedpoklada
pozménéni struktury fosfolipidové membrany prostied-
nictvim néjakych proteinovych faktord, které tak snizi
energii nezbytnou k piekonani této bariéry a umoznuji
prostup proteinu pfimo skrze membranu®'. Kazdopad-
né tak, jako import proteinti do ER vyZaduje energii
(je pohanén energii samotné proteosyntézy), tak upra-
vena membrana ¢i kanal je pravdépodobné pouze pa-
sivnim otvorem, ktery prostup umoziiuje, ale musi zde
existovat néjaky pohonny zdroj energie. Zde hraje roli
nejspiSe cytosolicka ATPasa Cdc48 (u savcll p97), ktera
za spotieby ATP uvolfiuje protein z membrany.

Retrotranslokony

Ktery protein vytvafi retrotranslokacni kanal, pfipadné
destabilizuje membranu je predmétem debat. Momen-
talné jsou zvazovany tfi hlavni mozné mechanismy pro
transport Spatné slozenych proteini pfes membranu
ER®2 Jeden z nich uvaZuje jako vystupni kanél Sec61
translokon, druhy E3 Ubligasu Hrd1 a tieti pseudopro-
teasu Der1. Je samoziejmé mozné, zZe se tohoto proce-
su Gcastni vechny tfi zéroven, nebo Ze zélezi na typu
proteinu ur¢eného k degradaci. A nebot vystupni kanal
ti exportniho mechanismu, i vzhledem k roli pro zkfi-
zenou prezentaci zde shrnu recentni zjiSténi o jejich
funkci.

Sec61 translokon
Existuji ¢lanky hovofici jak pro, tak proti funkci Sec61
translokonu pfi retrotranslokaci, v zavislosti na charak-

teru Spatné sbaleného proteinu. Solubilni proteiny ten-
to kanal ziejmé mohou vyuzivat®, na rozdil od proteind
membréanovych, které jsou retrotranslokovany jinym
mechanismem®,

Bohuzel zédsadnim problémem pfi analyze funkce
Sec61 pro ERAD je pleiotropni efekt jeho umlceni/in-
hibice funkce. V dfivéjSich studiich byly vyuzivany tep-
lotné senzitivni mutanty Sec61 kanalu, které byly pfi
vyssi teploté zcela funkeni, pfi nizké teploté pracovat
prestaly. To v3ak stejné znameng, ze v okamziku snizeni
teploty nefungovaly fddné pro pienos ani tam, ani zpét.
Navic sniZeni teploty mohlo ovlivnit téz stabilitu ERAD
substratu a tim zmirnit jeho degradaci, aniz by zde ne-
funk¢énost Sec61 hrala vyznamnou roli.

V posledni dobé se vsak objevila mutace specificka
pravé pro exportni a nikoliv importni funkci Sec61 tran-
slokonu. Mutace Y344H (tyrosin na pozici 344 nahra-
zen histidinem) byla primarné nalezena u mysi trpici
diabetem®>. Nedostatek inzulinu byl zplisoben apo-
ptézou beta bunék pankreatu v disledku stresu v ER.
Cisterny ER byly zvétSené, coz naznacuje, Zze primar-
nim divodem mohl byt problém v odstrafovani Spat-
né sbalenych proteind. Exprese nemutovaného Sec61
v beta burikach pankreatu vedla k obnoveni homeosta-
zy v ER - beta buriky piestaly apoptoticky umirat a do-
Slo k vyléceni diabetu. Pii analyze translokonu bylo zjis-
téno, Ze import proteini do ER zifejmé narusen nebyl,
coz bylo ovéfeno pomoci analogické mutace transloko-
nu u kvasinky®. S pomoci téchto mutantd by v budouc-
nu mélo byt snazsi analyzovat roli Sec61 pro ERAD ¢i
jiné bunécné procesy.

Ubikvitin ligasa Hrd1

Tato E3 Ubligasa byla v nékolika recentnich pracich
oznacena jako membranovy protein umoziujici pfenos
Spatné sbalenych proteint pfes membranu ER. Ma 6
transmembranovych domén, coz je teoreticky dostacu-
jici pro tvorbu transmembranového kanalu.

V jedné z téchto praci byl proces ERADu-L rekon-
stituovan in vitro z purifikovanych komponent z kva-
sinky Saccharomyces cerevisiae®. Z vysledka vyplyva,
Ze Hrd1 je centralnim proteinem procesu ERAD-L, neb
je schopna rozpoznat Spatné sbalené proteiny, ubikvi-
tinylovat je i sebe a pfivést ATPasu Cdc48, ktera Spat-
né sbaleny protein vyprosti z Hrd1 do cytosolu. Hrd1
by tedy byla multifukéni komponentou uplatiiujici se
mimo jiné i jako transmembranovy kanal. Pouzity ex-
perimentalni pfistup viak témto vysledkGm ubird na
vérohodnosti. Z pocétku byl cely proces rekonstituovan
pouze v detergentu. Nasledné se autofi sice pokusili
zopakovat pozorovani na membrané proteoliposo-
mu, avsak, vedle Spatné sbaleného proteinu, Hrd1 li-
posomy opoustéla také a ve vétsi mife. Navic protein
byl asociovan s Hrd1 jesté pied vytvofenim liposom.
Ani jedno by se na membrané ER béiné dit nemélo.
O nékolik let pozdéji byl proto proveden podobny vy-
zkum, ve snaze vysledky ovéfit®®. Jako substrat ERADu
byla pouzita mutovanéa karboxypeptidasa Y, byla mo-
difikovana pfidatnou transmembranovou doménou
na C konci (CPY*-TM), jejimZ prostfednictvim se sama
stala soucasti proteoliposomu ve fyziologické orientaci.
Vacek byl poté jemné solubilizovan, dodate¢né pfidana
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Hrd1 se do néj zaclenila, a znovu zpevnén. Nasledné
byl detekovan export CPY*-TM z proteoliposomu za pfi-
tomnosti ATP a ubikvitinyla¢ni masinérie. Bohuzel v3ak
nebylo ukézéno, Ze pfi zaclerovani Hrd1 do liposo-
m0 nedoslo k asociaci s CPY. Pokud by tomu tak bylo,
ve vysledku by se tento pfistup pfili$ nelisil od ptvodni-
ho. Nelze tedy zcela vyloucit, Ze Hrd1 sama o sobé ka-
nél nevytvafi, ale je pouze jeho ¢asti a ve fyziologickych
podminkach potiebuje ke spravné funkci tfeba pravé
Der1, ¢i dalsi komponenty.

V kazdém pfipadé v3ak Hrd1 hraje pfi retrotranslokaci
v ramci ERADu vyznacnou roli, jak bylo potvrzeno na
sav¢ich burikach®. Bylo zde vyuZito specialné uprave-
ného fluorescentniho proteinu (odvozeného od Venus
fluorescent protein), ktery za¢ne fluoreskovat pouze,
pokud je nejdfive v ER glykosylovan a nasledné degly-
kosylovan v cytosolu, kam se z ER muize dostat jediné
retrotranslokaci, vyuZivanou pfi ERADu. Prostfednictvim
siRNA byla umléena exprese rlznych proteind, které
by pfi ERADu mohly hrat roli, a byl pozorovan vliv na
fluorescenci tohoto proteinu. Nejvyznamnéjsi efekt vy-
kazovalo umlceni pravé Hrd1 a jeji dalsi sav¢i podjed-
notky, az po ni nasledoval Sec61 a jesté mensi roli hrély
homology Der1. Problematicky je zde fakt, Ze u savcti
se nachazeji dva homology Sec61 a umlicet oba dva
nelze bez vedlejsich ucinkd (véetné letality). Je mozné,
ze z toho dlivodu muze byt vyznam Sec61 v této studii
podcenén.

Vyznam Der1 pro retrotranslokaci

Konkrétni vyznam proteinu Der1 obecné pro ERAD
neni doposud uspokojivé znam. Vedle jinych byla navr-
Zena téZ mozna role v samotné retrotranslokaci™. Pro-
tein Der1 ma pravdépodobné 6 transmembranovych
domén a také je schopen oligomerizace, jejimZ pro-
stfednictvim by mohl vytvéiet kanal. Der1 asociuje se
substraty pro ERAD, a to jak svymi ER-luminalnimi, tak
membranovymi doménami, coZ vyznamné naznacuje,
Ze je soucasti retrotransloka¢ni masinérie. Zda se vsak,
ze je podjednotkou, kterd je potieba pouze pro urci-
té typy substrat(, hlavné pro solubilni ERAD substraty.
Autofi navrhli model, kdy $patné sbalené proteiny jsou
od rozpoznavaciho chaperonu Hrd3 piedany pravé
Der1, ktery zprostiedkuje jejich pfenos skrze membra-
nu. Na cytosolické strané membrény jsou proteiny na-
sledné ubikvitinylovany Hrd1 Ubligasou. Samotny kanal
by pfitom mohl byt tvofen transmembranovymi domé-
nami Der1 i Hrd1 soucasné.

Vyznam ERADu pro zkkiZenou prezentaci

Jednim z prvnich vyzkum@ zaméfenych Cisté na toto
téma je prace z roku 2006 publikovana ve vyznamném
imunologickém c¢asopise”. Plvodni myslenka vychazi
ze zjisténi, Zze ER-rezidentni proteiny se stavaji soucasti
endosomi a fagosomU nesoucich antigeny ke zkfize-
né prezentaci, jak uz bylo zminéno vyse. Tyto antige-
ny jsou mnohdy zpracovany tzv. cytosolickou cestou,
ktera ve svém principu pfedpokléda transport antige-
nu skrze fagosomalni membranu. V ER se k vyfeSeni
tohoto problému naskyta retrotranslokacni masinérie
uplatiiujici se pfi ERADu. Ackerman et al. testovali jako
retrotranslokon Sec61 kanal pomoci reverzibilniho inhi-

bitoru Exotoxinu A (ExoA)”'. Blokace Sec61 kanalu sice
zabranila transportu antigenu (OVA) z fagosomu do
cytosolu, ale vysledky spojené s inhibici Sec61 jsou do-
provazeny fadou pochybnosti, neb se da pfedpokladat
pleiotropni Ucinek takové inhibice. Sec61 kandl se tak
touto praci dostal do podvédomi badatell na poli zkii-
Zené prezentace, ale nebyl pfijat jako prokazany. V roli
antigenu zde byla pouZzita také luciferasa. Bylo zjisténo,
Ze jeji transport z vackd do cytosolu je zavisly na pfi-
tomnosti cytosolickych komponent a ATP. To napovida
roli cytosolické ATPasy p97, ktera napomaha vytazeni
proteinu skrze membranu ER pfi ERADu. Jeji vyznam
pro zkfizenou prezentaci zde byl potvrzen. Tato prace
tedy ukazala na pravdépodobnou roli dvou kompo-
nent ERADu, ATPasy p97 a kanélu Sec61, pro zkfizenou
prezentaci. Jako u vdeho nového je vsak na misté obe-
zietnost a proto jesté fada recentnéjsich ¢lank( muse-
la tuto problematiku provéfit, nez bylo zapojeni ERAD
masinérie ve zkfizené prezentaci obecné pfijato.

Jednim z nich je pomérné recentni prace na zkfizené
prezentaci dlouhych peptidd@’. Zkoumany peptid byl
fluorescen¢né oznacen a pozorovan konfokalni mik-
roskopii. Zpracovani téchto peptidd na kratsi probéhlo
cytosolickou cestou. Umléeni ATPasy p97, vedlo k vy-
raznému naruseni zkfizené prezentace, coz znadci, Ze se
na transportu do cytosolu tato ATPasa opravdu podi-
li. Naopak role Sec61 byla vyvracena, neb pouZiti jeho
inhibitoru ExoA ani jeho uml¢eni zkiizenou prezentaci
nijak vyrazné neovlivnilo. Podobné ani umlceni protei-
nu Derlin-1 nemélo na zkfiZzenou prezentaci vliv.

Avsak jesté recentnéjsi studie, kterd jiz byla zminé-
na v kapitole o cytosolické cesté zkiizené prezentace,
na roli Sec61 ukazuje**. Pfi pouZiti stejného inhibitoru
(ExoA), avsak jiného typu antigenu (solubilni ¢i parti-
kularni OVA) bylo pozorovano vyrazné naruseni zkfi-
Zené prezentace. V dalsim kroku byla navic role Sec61
dokézéna natolik elegantnim zplsobem, Ze se neni
tfeba obavat ani pleiotropnich ucinkd pfi jeho inhibici.
Rovnéz byla analyzovana mozina role Derlinu-1, ktera
v3ak ani zde nebyla potvrzena. Posledni komponentou
ERAD, na kterou se zde zaméfili byla Hrd1. Pfi jejim
umléeni doslo ke snizeni exportu antigenu do cytosolu
i nizsi aktivaci CD8+ T lymfocytl. Bohuzel vsak byla za-
rover ovlivnéna i prezentace na MHC-II, pro kterou by
export do cytosolu nemél hrat zadnou roli. Neni tudiz
jasné, zda snizeni ucinnosti zkfizené prezentace bylo
dasledkem nefunkénosti translokacni drahy, nebo jiné-
ho nespecifického efektu pfi uml¢eni Hrd1.

Role p97 pro zkiizenou prezentaci byla navriena
i 0 néco dfive v souvislosti s polyubikvitinylaci manoso-
vého receptoru (MR) a zda se tedy dosti pravdépodob-
na”. Jako antigen zde byl pouzit OVA cileny na MR, jenz
ma na svém cytosolickém konci lysinovy zbytek, ktery je
po vazbé OVA polyubikvitinylovan. Po mutaci tohoto ly-
sinu nebyla nijak ovlivnéna internalizace OVA, ani jeho
zacileni do ¢asnych endosomt, ale zkiizena prezentace
a export do cytosolu byly naruseny vyrazné. Polyubikvi-
tinylace cytosolické casti tohoto receptoru tedy ziejmé
hraje pro export OVA z endosomu roli. ATPasa p97 je
schopnd polyubikvitinylované proteiny vazat prostied-
nictvim svych kofaktord a MR by tak mohl prostied-
nictvim své polyubikvitinylace tento protein pfivadét

Ro¢nik 27

Bioprospect ¢. 4/2017



na endosomalni membranu a umoziiovat tak jeho par-
ticipaci na exportu antigeni z endosomu. Tato teorie
zde byla vysledky potvrzena.
Zda se tedy, Ze minimalné nékteré komponenty ERAD
masinérie se zkfizené prezentace vskutku ucastni.
Z recentnich vyzkum( vyplyva role hlavné pro Sec61
a ATPasu p97, zatimco vyznam Hrd1 je nutné ovéfit.
Z pohledu exportu antigenu do cytosolu je tedy k dis-
pozici kanal i pohonny mechanismus k protazeni anti-
genl skrze néj. V ER je vS8ak mechanismus prostupu
protein( do cytosolu mnohem komplexnéjsi. Da se pro-
to predpokladat, ze jesté nékolik komponent v ramci
fagosomu zbyva nalézt. Nemusi se nutné jednat o pro-
teiny z ER, pravdépodobné jim vsak budou minimalné
funkéné pfibuzné. Rovnéz je z dosavadniho vyzkumu
ziejmé, Ze tak jako existuje vice mechanisma zkfizené
prezentace, tak jsou potieba riizné ERAD faktory v za-
vislosti na konkrétnim typu pohlceného antigenu. Viyse
uvedenymi divody lze i vysvétlit fakt, Ze vétsina télnich
bunék zkiizené prezentace neni schopna. Zatimco té-
méf vSechny télni buriky ERAD masinérii alespori v né-
jaké zakladni formé exprimuji, je mozné, ze jim pravé
chybéji tyto, zatim nepopsané, komponenty ERADu
nutné pro mechanismus zkfizené prezentace.
Zaver
Fyziologicky vyznam zkfizené prezentujicich DC v boji
proti intracelularnim patogendm, rakoviné a autoreak-
tivnim T lymfocyt@im je pomérné dobie etablovan, mo-
lekulérni podstata zkiizené prezentace vsak dosud neni

Endocytoza
MHC-1

uspokojivé objasnéna. Rovnéz propojeni mezi moleku-

larnim mechanismem a fyziologickym vyznamem zatim

nezname, tedy neni znamo, jak konkrétné probiha zkfi-

Zena prezentace pfi navozeni tolerance oproti procesu

navozeni aktivace u T lymfocytd.

Diskutované molekularni mechanismy zkiizené pre-
zentace jsou pro prehlednost shrnuty na Obr. 1. Po-
moci Cisel a Sipek je zde naznacen sled udalosti od
pohlceni exogenniho antigenu az po prezentaci od néj
odvozenych peptidii na bunééném povrchu. Struktury
ovlivnéné signalizaci skrze TLR jsou oznaceny ¢ervenou
hvézdickou, kdy v zavorce je uvedeno, v jaké fazi do-
zravani DC (k tzv. dozravani dochazi pravé po stimula-
ci TLR) se projevuji. Napiiklad Sec61 se na membrany
fagosomU dostava zahy po pohlceni antigenu, naopak
TFEB se projevuje az mnohem pozdéji a zkiizenou pre-
zentaci vlastné zastavuje.

DaGvodem, pro¢ dosud neni mechanismus zkfizené
prezentace zcela objasnén, ackoliv se jim zabyva a za-
byvala fada laboratofi, je pravdépodobné nesnadnost
propojovani jednotlivych vysledk( v celistvy obrazek,
nebot se béhem celého procesu zkiizené prezenta-
ce projevuje spousta riznych faktord. Nejen Ze zélezi
na typu antigenu a zpUsobu jeho pohlceni, ale s mecha-
nismem zkfiZené prezentace Uzce souvisi problematika
dendritickych bunék, jejichz podtyp, které se lisi svymi
vlastnostmi a funkcemi, nachazime v ramci ¢lovéka ce-
lou fadu ™. Pfitom mnoho informaci o zkfizené prezen-

taci bylo objeveno na mysich DC, které se od lidskych
DC lisi. RovnéZz momentalni stav imunitniho systému,
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Obr. 1: Molekularni mechanismus zkiizené prezentace (pfevzato a upraveno z 7)
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pfitomnost konkrétnich cytokin(i a patogennich struk-
tur ovlivhuje dendritické buriky spolecné s procesy,
které v nich probihaji. Po stimulaci skrze PRR DC do-
zravaji a v raznych fazich dozravani vykazuji rozmanité
vlastnosti, i co se zkfizené prezentace tyce’. Komplexni
porozuméni problematice zkiizené prezentace a jejimu
fyziologickému vyznamu se pravdépodobné neobe-
jde bez vyuziti modernich systémovych pfistupt, které
umozni zohlednit fadu proménnych zaroveri. Bylo by
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Souhrn

Bohacova §., StiiSovsky K.: Zk¥iZena prezentace antigenu - mechanismus a biologicky vyznam v kontextu imunitniho systé-
mu

Zktizena prezentace antigent je proces, kdy dendritické buriky ptedkladaji antigeny zven¢i CD8+ T lymfocytim na MHC I glykoprotei-
nech. Jako zkfiZzena se oznacuje proto, Ze oproti cestdm klasické prezentace vede vskutku kiizem, protoZe vnéjsi antigeny jsou zpravidla
prezentovany na MHC Il a vnitini na MHC | glykoproteinech. Molekularni mechanismus zkfizené prezentace doposud neni uspokojivé
objasnén. Uvazuji se dvé hlavni cesty — vakuolarni a cytosolicka. Vakuolarni cesta pfedpoklada, Ze pohlcené antigeny jsou nastépe-
ny v endosomu pomoci proteas a nasledné navazany na MHC I. Cytosolické cesta predpoklada, Ze pohlceny antigen proniké z vacku
do cytosolu, kde je nastépen v proteazomu. Odtud putuje bud do endoplasmatického retikula (ER), kde dochazi k vazbé peptidu na
MHC 1 i pfi klasické prezentaci antigenu, nebo zpét do endosomu, kam se masinérie vazajici peptid na MHC | pfesouva. Procesu se
Ucastni proteiny z ER, vcetné téch, které spolupracuji na mechanismu ERAD, Rab GTPasy regulujici vackovy transport a struktury podi-
lejici se na maturaci endosom. Zkiizena prezentace ma svdj vyznam z medicinského hlediska, jelikoZ aktivuje CD8+ T lymfocyty proti
intracelularnim patogentim a rakovinnym burikdm a také navozuje toleranci na periferii.

Klicova slova: prezentace antigenu; zkfizena prezentace; dendritickd buiika; MHC I; CD8+ T lymfocyt

Summa

Bohacova S., StfiSovsky K.: Antigen cross-presentation - mechanisms and biological roles in the immune system

Antigen cross-presentation is a process, when dendritic cells present exogenous antigens in context of MHC | to CD8+ T lymphocytes.
Unlike classical antigen presentation, this one goes crosswise, because exogenous antigens are otherwise usually presented on MHC-II
and endogenous antigens on MHC-I glycoproteins. Molecular mechanism of cross-presentation has not been well established yet. Two
major pathways are considered — vacuolar and cytosolic. In the vacuolar pathway, the internalised antigens are cleaved in the endoso-
me by proteases and then loaded onto MHC 1. In the cytosolic pathway, the internalised antigens leave the endosome to be cleaved
by the proteasome in the cytosol. They are then imported into the endoplasmic reticulum (ER) to by loaded onto MHC I as in classical
antigen presentation, or they go back into the endosome where the MHC-I loading machinery is trafficked. This process is mediated by
ER proteins including those participating in ERAD, by Rab GTPases regulating vesicular transport, and by structures important for endo-
some maturation. Cross presentation is important in medicine, because it ensures activation of CD8+ T lymphocytes against intracellular
pathogens and cancer cells, and induction of tolerance at the periphery.

Keywords: antigen presentation; cross-presentation; dendritic cell; MHC I; CD8+ T lymphocyte
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DIGITALNI PCR A JEJi POROVNANI

S PCR I All. GENERACE

EliSka Fialova, Kamila Zdeikova, Katefina Demnerova
Wysokd skola chemickotechnologickd v Praze; fialovae@vscht.cz

Uvod

Polymerasova fetézova reakce (PCR) je metoda po-
uzivana pro selektivni mnozeni (amplifikaci) kratkého
Useku nukleové kyseliny. Amplifikace specifické sek-
vence je zaloZena na principu enzymatické replikace
in vitro, ktera se cyklicky opakuje. Metoda PCR byla
poprvé popsana americkym biochemikem Kary B.
Mullisem v roce 1983. Od té doby prosla fadou Gprav
a v soucasné dobé patfi, diky svym vyhodam jako je
napfiklad specifita, rychlost, potieba malého mnozstvi
templatové DNA nebo maly reakéni objem, k rutinnim
metodam v fadé vyzkumnych i komer¢nich oblastech.
Postupné doslo k rozvoji metody do mnoha variant, vy-
voj se dnes déli do tfi generaci — tradi¢ni PCR (. gene-
race), kvantitativni PCR s fluorescen¢ni detekci v real-
ném case — qPCR (Il. generace) a digitalni PCR — dPCR
(lll. generace)™.

Digitalni PCR

VSechny tfi generace PCR jsou pouzivany pro selek-
tivni amplifikaci kratkého Gseku DNA ohrani¢eného pri-
mery. Slozeni amplifikani smési se mezi jednotlivymi
generacemi PCR vyznamné nelisi; zahrnuje vidy DNA
polymerasu, templatovou DNA, primery a nukleotidy
ve vhodném reak¢nim pufru. Do dPCR se, stejné jako
do gPCR, pfidéva sonda nebo interkala¢ni fluorescenc-
ni barvivo. Specifikem digitalni PCR je rozdéleni reakéni
smeési s analyzovanou DNA do velkého mnoZstvi alikvét
(Obr. 1). Pocet alikvot byva nejcastéji 20000, nékteré
pristroje vSak umozriuji distribuci vzorku az do 10 mili-
6n0 alikvot. Objem reakéni smési dPCR byva mezi 20
az 50 ul, objem v jedné alikvété je tedy nékolik pi-
kolitr(i az desitky nanolitr(. Rozdélovani do alikvét je

provadéno dvéma zplsoby: pomoci mikrocipu, kdy je
vzorek rozdélen do mnoha malych komirek pomoci
mikrokapilar, nebo vytvofenim emulze olejovych kapi-
¢ek. V obou pfipadech, tedy v komtrkach na ¢ipu nebo
v reverznich miceléch, posléze probihd klasicka PCR.
Kapacita ¢ipu (pocet komrek), popi. pocet kapek,
ovliviiuje mnozstvi templatové DNA, které je mozné
uspééné kvantifikovat v jedné dPCR. Pro pfesnou kvan-
tifikaci je zcela zasadni ndhodna distribuce templatu
do jednotlivych alikvét. V pribéhu vyhodnocovani lze
zohlednit mozZnou pfitomnost vice cilovych molekul
v dané alikvoté soucasné, nejcastéji vyuzitim korekce
na zakladé tzv. Poissonova rozdéleni. Statisticka analyza
je moina diky linearnimu charakteru ziskanych dat' >
Diky principu dPCR, kdy je méfena end-point fluores-
cence, je eliminovan vliv inhibitord PCR na vyhodnoce-
ni kvantifikace.

Privlastek ,digitalni” dostala metoda pravé na zakladé
individualniho sbéru dat z jednotlivych alikvot a jejich
vyhodnoceni systémem ,jedni¢ek a nul”. Pozitivni vy-
sledek amplifikace v reakénim oddilu (obsahujici jednu
nebo vice cilovych molekul DNA) se oznaci hodnotou
1, negativni (alikvoty na detektoru poskytuji signél pod
nastavenou mezi detekce) se oznaci ¢islem 0. Pro vy-
pocet koncentrace cilovych molekul je nutné znat pocet
a objem reak¢nich oddild a déle mnozstvi negativnich,
popi. pozitivnich, oddild®™. Vysledek se pak vyjadiu-
je kumulativné za vsechny alikvoty> °. Zjistény pocet
kopii templatové DNA Ize snadno piepocitat na objem
smési, popi. extraktu®. Nutnym ptedpokladem je volba
vhodné koncentrace DNA tak, aby systém nebyl zcela
saturovan (nutnd je pfitomnost negativnich reakcnich
oddild). V porovnani s qPCR, kde je pro kvantifikaci
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potieba kalibra¢ni kfivka a stanoveni mezniho cyklu
(Cq), v némz intenzita fluorescence pfesahne prahovou
hodnotuy, je absolutni kvantifikace pomoci dPCR pies-
néjsi a jednodussi, coz je vhodné pro analyzy vzorkd
vyZadujici vysokou citlivost a/nebo majicich omezené
mnozstvi vzorku.

Dnes jiz existuje nékolik forem digitalni PCR. Lisi se
kapacitou, cenou i zplisobem rozdéleni vzorku do alik-
vot. V pripadé dropletové digitalni PCR (digital droplet
PCR, ddPCR) probihd emulgace vzorku v generétoru
kapének (alikvot). Kapénky jsou nasledné amplifikova-
ny emulzni PCR. Fluorescence jednotlivych alikvot se
vyhodnocuje v mikrofluidnim zafizeni, tzv. ¢tecce ka-
picek, kde jsou kapénky systémem mikrotrubi¢ek na-
sdvany a pomalu posouvany k detektoru® " 2. Zvlastni
formou ddPCR je tzv. BEAMing format. Nézev je odvo-
zen od anglického pojmenovani ¢tyi hlavnich kompo-
nent: kuli¢cky (beads), emulze (emulsion), amplifikace
(amplification) a magnetismus (magnetics). Metoda
vyuziva magnetické kulicky s navazanymi biotinylova-
nymi oligonukleotidy, které slouzi pfi PCR jako prime-
ry pro amplifikaci cilového tGseku DNA. Vodny roztok
kulicek a reakéni smési s templatovou DNA je smichan
se smési voda/olej/detergent za tvorby mikroemulzi.
Dojde tak ke vzniku reak¢nich oddild, jez obvykle obsa-
huji jednu ¢i zadnou cilovou molekulu a/nebo kuli¢ku.
Po PCR jsou diky svym magnetickym vlastnostem kuli¢-
ky izolovany a precistény. Nasledné jsou kulicky s PCR
produkty rozliSeny pomoci fluorescenéné znacenych
sond; pocet je stanoven pomoci pritokové cytomet-
rie®s.

Druhou variantou dPCR je ¢ipovda dPCR (chamber
digital PCR, cdPCR), u niz je vzorek pipetovan do hlav-
niho pritokového kanalu mikrofluidniho ¢ipu a nésled-
né je rozvodnymi kanalky, za vyuZiti tlaku vychylujiciho
membrany mezi kanalky a komdtrkami v ¢ipu, rovno-
mérné rozdélen do alikvét po celé jeho plose, ve kte-
rych probéhnou amplifikace cilové molekuly™. V zavis-
losti na vybraném pfistroji mdze u této platformy ana-
lyza probihat jak v redlném case, tak v koncovém bodé
(tzv. end-point) PCR™. Vyhodou pfistroji pro cdPCR
oproti ddPCR je mozZnost zopakovani analyzy, pokud se
prvotni ¢teni fluorescence na ¢ipu jevi jako Spatné'™®e.

Dalsi mozZnosti je krystalova dPCR, kterd vyuziva 2D
usporadani cipovych forem v kombinaci s tvorbou
monodisperznich kapének, coz je charakteristické pro
ddPCR. Reakéni smés je pipetovana do jamek special-
né navrzeného Cipu, nasledné dojde k jejimu rozdéle-
ni do kapének. Ty se poté v ¢ipu spontanné organizuji
do struktury podobné uspoiadani atomi v krystalu.
Bezprostiedné po jejich vzniku je zahajena PCR ampli-
fikace. Analyza probiha pomoci fluorescen¢niho mik-
roskopu s filtry pro ¢ervenou, zelenou a modrou ¢ast
barevného spektra; to umoznuje poutziti celé fady fluo-
rofor(': 2°,

Mnohonasobna dPCR

Mnohonasobna (angl. multiplex) PCR vyuZiva najed-
nou nékolik part primer v jedné reakci, coz umozriuje
soucasnou amplifikaci odlisSnych cilovych tGsek DNA.
Mnohonésobna PCR (mPCR) tak umoznuje nejen zkra-

tit cas potfebny pro analyzu daného vzorku, ale také
snizit spotfebu chemikalii, a tedy i cenu analyzy. Mul-
tiplexovani je mozné diky oznaceni jednotlivych sond
fluorofory s rGiznymi emisnimi spektry a/nebo Ize sle-
dovat intenzitu fluorescence barvy jedné (vyuZziti odlis-
nych amplitud, viz déle). Pfistroj dPCR testuje fluores-
cenci kazdé alikvéty, ¢imz detekuje pfitomnost cilovych
sekvenci™ 222,V soucasné dobé je pro dPCR nejcastéji
pouzivana detekce dvou rtiznych emisnich vinovych dé-
lek, a to obvykle kombinace fluorescenc¢nich filtrl pro
fluorofory FAM (EvaGreen) a VIC (HEX). VétSina systé-
mi dostupnych na trhu tedy umoznuje duplex reakce.
Krystalova DNA pracuje s tfemi fluorescen¢nimi kanaly.
Detekéni postupy je rovnéz mozné zkombinovat a na-
vysit tak mnozstvi odlisitelnych produktd v reakci. Dob-
nik a kol. 2 navrhli multiplex systém, ktery umoziiuje
soucasné kvantifikovat ctyfi cilové Gseky (kvadruplex)
v pfistroji firmy Bio-Rad se dvéma detekénimi kana-
ly. Toho docilili pouZitim rliznych koncentraci primert
a sond (FAM a VIC). Systém zaloZeny na odlisné am-
plitudé vSak nemusi byt spolehlivy v pfitomnosti inhi-
bitor(l nebo v pfipadé poutziti nukleové kyseliny Spatné
kvality. Robustnéjsi metodou tak je pfifazeni jednoho
vzorku na jeden fluorescen¢ni kanal> ™ ™.

Aplikace dPCR

Digitalni PCR je efektivnim feSenim pro celou fadu
aplikaci. Vyhodou je jeji robustnost a senzitivita. Pro
svou citlivost se dPCR vyuzivd napfiklad pro detekci
minoritnich, mimofadné vzacnych cill. Diky ziedéni
celého vzorku DNA dojde ke snizeni poméru divoké-
ho typu cilové sekvence amplifikace k mutantu, ¢imz je
zvySena Sance na jeho detekci. dPCR tak byla ispésné
aplikovéna pro diagnostiku nador(i (detekci amplifika-
ce genl spojenych s maligni transformaci), monitoro-
vani odmitnuti transplantovanych organt nebo hodno-
ceni volné cirkulujicich fragmentd fetalni DNA v plazmé
matky (prenatalni vysetfeni plodu). Dale Ize dPCR vyu-
zit pro absolutni kvantifikaci patogent a analyzu jejich
nukleovych kyselin. Napfiklad Shen a kol. * publikovali
slibnou metodu pro detekci pfenosu HIV z matky na
dité, a to pomoci digitalni RT-PCR. Mimo oblast medi-
ciny je metoda vyuzivana i v jinych oborech, napfiklad
v rznych odvétvich genetiky (forenzni genetika, detek-
ce a kvantifikace geneticky modifikovanych organismd,
sledovani genové exprese), mikrobiologii, biochemii
a dalSich'. 57152328,

V soucasné dobé se stale vice pouzivda mnohonasob-
nd dPCR (mdPCR), a to nejen u vzacné dostupnych
vzork nebo vzorkd malého mnozstvi, ale i u ostatnich
analyz za ucelem usetieni ¢asu a financi®™. Pfikladem
mohou byt dva systémy mnohonasobné ddPCR pro de-
tekci geneticky modifikované kukufice, které publikovali
Dobnik a kol?2. Pomoci kazdého multiplexu bylo mozné
kvantifikovat ctyfi cilové sekvence DNA v jedné reakci.
Jiny piiklad vyuziti mdPCR publikovali napfiklad Ander-
sen a kol. ?, ktefi pouzili systém mdPCR pro screening
az 31 mutaci ve 4 genech cirkulujici nddorové DNA.
Celkem bylo pro analyzu pouzito osm multiplexd, pfi-
zemz kazdy test detekoval 3 — 5 mutaci. Pozitivni vzorky
byly dale analyzovany duplexni dPCR, béhem které byly
identifikovany a kvantifikovany zjisténé mutace.
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Porovnani tii generaci PCR

U PCR 1. a Il. generace dochazi k amplifikaci hned
nékolika molekul DNA templétu najednou. V dasledku
toho soutézi molekuly o reagencie pfitomné v reakéni
smési. Oproti tomu PCR lIl. generace jiz vyuZiva spe-
cifickych podminek, které zarucuji amplifikaci jednot-
livych molekul DNA v oddélenych prostorech (sektoru
¢ipu, kapce olejové emulze) '. Porovnani tii generaci
PCR je uvedeno v Tabulce I.

Zaver

V soucasné dobé je stale vétsi snaha o urychleni
a automatizovani analyz vzork(. Digitalni PCR je citli-
va metoda umoziujici detekci i kvantifikaci nukleovych
kyselin. Ve srovnani s qPCR, ktera je rovnéz pouzivana
pro detekci a kvantifikaci nukleovych kyselin, je pofizo-
vaci cena pfistrojl a pfisluSenstvi pro dPCR vyssi. Zis-

Tab. I: Piehled PCR pfistupi.’ 163

kané kvantitativni vysledky jsou vséak mnohem piesnéj-
8i a riziko chyb vlivem lidského faktoru je nizsi, nebot
manipulace se vzorkem pracovnikem je minimalni.
Rovnéz binarni charakter dat pfinasi, v porovnani s ex-
ponencialni povahou signalu gPCR, jisté vyhody, a to
umozZnéni statistické analyzy. Kvantifikace cilového
useku je méfena pfimo, neni nutné porovnani se stan-
dardni kfivkou. Metoda dPCR je také vhodna pro mno-
honasobné analyzy, diky ¢emuz je moziné dosahnout
finan¢nich i ¢asovych uspor. Pro své vyhody tak nalé-
z4 dPCR Siroké analytické uplatnéni, dochazi k jejimu
masivnimu vyvoji a fadi se mezi stale ¢astéji pouzivané
techniky molekularni biologie.

Podékovani: Grantu MZe (NAZV) QJ1530272: ,Kom-

plexni strategie pro efektivni odhalovani falSovani po-
travin v fetézci (prvo)vyroba — spotiebitel”.

Typ PCR
PCR qPCR dPCR
Stanovi celkové mnozstvi na- Stanovi mnozZstvi PCR produktd | Kvantifikuje pocet pozitivnich a ne-
Stanoveni hromadénych PCR produktd v kazdém reakenim cyklu (v redl- | gativnich frakci daného vzorku, a to
produktu na konci PCR (detekce probiha | ném case) na konci amplifikace
az v plato fazi amplifika¢ni
krivky)
Ne: Ano: Ano:
porovnani intenzity pasma data jsou sbirdna béhem faze frakce negativnich PCR je vhodna
amplikonu se standardem exponencialniho ristu (log) pro Poisson(v statisticky algoritmus;
Moinost o znamé koncentraci na gelu amplifika¢ni kivky, kdy je mnoz- | stanoveni absolutniho poctu kopii
kvantifikace muze poskytnout semikvantita- | stvi PCR produktu pfimo umérné
tivni vysledek mnozstvi templatové nukleové
kyseliny; Ize relativni i absolutni
kvantifikace
o relativné nizké pofizovaci o 3irsi dynamicky rozsah e pfima uméra mezi poctem replika-
i provozni naklady, detekce/kvantifikace td a pfesnosti celkové kvantifikace,
e snadné provedeni, e schopnost rozlisit méné jak o diky rozdéleni do alikvét neni po-
e jednodussi pfistroj (neni dvojnasobny rozdil, tfeba technickych replikata
potieba cteni fluorescence) e narust fluorescence je pfimo e bez nutnosti pouzit kvantitativni
¢ vhodna k analyze jednodu- umérny mnozstvi vznikajicich standardy,
chych i komplexnich vzorkd PCR amplikond, e stanoveni poctu kopii v linedrnim
e [ze poutzit sondy (pfesnéjsi, modu umoziiuje detekci i nepatr-
Vyhody finan¢né narocnéjsi) nych rozdilG,
i interkala¢ni barvivo (levnéjsi, | e vysoka tolerance k inhibitordim,
specifita obdobna jako u PCR) | e neni nutna post-PCR analyza,
e neni nutna post-PCR analyza | e vhodna k analyze jednoduchych
¢ vhodna k analyze jednodu- i komplexnich vzorkd,
chych i komplexnich vzork ¢ vhodna pro kvantifikaci nizké kon-
centrace cilového Useku
ve vysokém mnozZstvi doprovodné
nukleové kyseliny
e nutna post-PCR analyza, o nakladnéjsi instrumentace, o nakladnéjsi instrumentace i cena
e nizké rozliseni, cena vlastniho stanoveni (pfi vlastniho stanoveni
e nizsi citlivost, pouZiti sond)
e maly dynamicky rozsah e naro¢néjsi vyhodnoceni nez
analyzy, u PCR,
Nevyhody e rozliSeni pouze na zékladé e pro kvantifikaci je nutné pouZiti
velikosti PCR produktu, standardu
e vysledky nejsou vyjadieny
jako ¢isla,
¢ neautomatizované,
o (poutziti toxického EtBr)
o amplifikace DNA pro klono o kvantifikace genové exprese, e absolutni kvantifikace: NGS kniho-
Priklady vani, genotypizaci, sekveno- | e stanoveni poctu kopii studova- | ven, exprese genu, standardu
aplikace vani, detekci cilové sekvence ného genu, nukleovych kyselin, virion(
(napfi. patogen() o detekce SNP, detekce patogen | ¢ detekce vzacnych alel
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Souhrn

Fialova E., Zdeiikova K., Demnerova K.: Digitalni PCR a jeji porovnani s PCR I. a Il. generace

Polymerasova fetézova reakce (PCR) je metoda pouZivana pro namnozeni specifického Gseku DNA. Pro své vlastnosti se stala tato
technika oblibenou a v praxi hojné pouzivanou metodou. V sou¢asné dobé rozliSujeme tii generace PCR — tradi¢ni PCR (I. generace),
kvantitativni PCR s fluorescen¢ni detekci v redlném case — qPCR (ll. generace) a digitalni PCR — dPCR (llI. generace). dPCR je robustni
a citlivda metoda, diky ¢emuz nachézi uplatnéni v mnoha oblastech jako je mikrobiologie, analyza potravin, onkologie apod. Vyuziva se
piedeviim pro absolutni kvantifikaci a/nebo detekci vzacnych cil(. Jeji vyhodou je, v porovnani s qPCR, pfesnéjsi kvantifikace nezavisla
na po¢tu amplifika¢nich cykld a kalibraéni kfivce.

Klicova slova: DNA, PCR, kvantitativni PCR, digitalni PCR, mnohonasobna PCR

Summary

Fialova E., Zdeiikova K., Demnerova K.: Digital PCR and its comparison with PCR 1 and 2" generation

Polymerase chain reaction (PCR) is a technique used to amplify a specific DNA segment. For its qualities, this technique has become
popular and widely used method in practise. Nowaday, we distinguish three generations of PCR — traditional PCR (1 Generation), quan-
titative PCR with fluorescence detection — qPCR (2 generation) and digital PCR — dPCR (3" generation). dPCR is robust and sensitive
method, which is applied in many fields such as microbiology, food analysis, oncology, etc. It is mainly used for absolute quantification
and / or detection of rare targets. Its advantage, in comparison to qPCR, is more precise quantification independent of the number
of amplification cycles and the calibration curve.

Keywords: DNA, PCR, quantitative PCR, digital PCR, multiplex PCR

Bioprospect ¢. 4/2017 94 Rocnik 27
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Uvod

Receptor pro epidermalni rdstovy faktor (dale EGF re-
ceptor’) je transmembréanovy protein patfici do skupiny
receptort s vlastni tyrosinkinasovou aktivitou'. Je pfito-
men u organismu napfi¢ fylogenetickym spektrem, ne-
vyjimaje oblibené modelové organismy (Caenorhabdi-
tis elegans, Drosophila melanogaster ¢i Mus musculus)
ani moderniho ¢lovéka (Homo sapiens sapiens). Jeho
cilovou destinaci v ramci buriky je plasmaticka mem-
brana, kde plni roli senzoru signélt z vnéjsiho prostiedi
a spoustéce adekvatnich odpovédi uvniti buriky.

ST
S5455555

cytosol

EGF receptor je transmembranovy protein typu I.
Lipidovou dvojvrstvou tedy prostupuje pouze jednou,
jsa svym C-koncem orientovan do cytosolu (Obr. 1).
Jeho extracelularni ¢ast obsahuje dvé domény bohaté
na cystein (CR domény) uplatriujici se jak pfi zachovani
neaktivni konformace, tak pfi tvorbé dimerd po aktivaci
receptoru?. Zbylé dvé domény extracelularni ¢asti — pro
obsah leucinovych motivli zvané L1 a L2 - tvofi vazeb-
né misto pro ligand?, jsouce od sebe v neaktivnim stavu
oddaleny diky interakci CR domén“. Za transmembra-
novym o-helixem nasleduje konservovana tyrosinki-
nasovd doména a variabilni C-koncova ¢ast s tyrosiny
podstupujicimi fosforylaci.

Mechanismus aktivace EGF receptoru

Poté, co se do vazebného mista mezi doménami L1
a L2 navaze ligand, dojde k pferuseni interakci CR do-
mén drZicich receptor v neaktivnim stavu a k vytréeni
Ldimerisa¢niho raménka”, jez umozni vytvoreni dime-
ru s jinym parem EGF receptor-ligand*. Nasleduje vza-
jemna fosforylace tyrosinovych zbytk(i v C-koncovych
doménach obou receptord, ktera vede ke zvyseni ki-
nasové aktivity receptoru a k vytvoreni vazebnych mist
pro proteiny signalni transdukce (Obr. 2). Odlisnost
od signalisace skrz ostatni tyrosinkinasové receptory
tkvi v tom, ze k vytvofeni dimeru EGF receptort muze
dojit az po navazani molekuly ligandu na kazdy z dime-
risaCnich partnerd, nebot ligand se vazebnych interakci
s protéjskem ,svého” receptoru viibec neucastni®.

<=<< <<

aktivace signélnich kaskad

Obr. 1: Schéma struktury EGF receptoru. L, na leucin bo-
haté domény; CR, na cystein bohaté domény; TM, transmem-
branova doména; TK, tyrosinkinasovda doména; C, C-kon-
cova doména obsahujici fosforylovatelné tyrosiny (Y; jejich
pocet na obrazku neodpovida skute¢nosti). Podle (Bogdan
a Klambt, 2001)"e,

Obr. 2: Schéma priibéhu aktivace EGF receptoru. Po navazani
ligandu (1) nasleduje zména konformace receptoru provaze-
na vytr¢enim dimerisa¢niho raménka. Poté dojde k dimerisaci
(2) a vzdjemné fosforylaci tyrosinovych zbytkd obou recepto-
ri v C-koncovych doménach (3). Fosforylované tyrosiny poté
slouzi jako vazebna mista pro proteiny signalni transdukce.

'Pozndmka: V odborné literatufe je pojem ,EGF receptor” uzivan jednak ve smyslu obecném, tedy pro oznaceni receptoru aktivovatelného
ligandem s EGF-like doménou, druhak pro oznaceni molekuly ErbB1, jednoho ze ¢tyf EGF receptort pfitomnych u savct. Za Gcelem vyhnuti se
nejednozna¢nostem je v tomto ¢lanku termin EGF receptor (EGFR) vidy minén sensu lato.
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Canorhabditis elegans

Uvod

U C. elegans je piitomen jediny EGF receptor zvany
Let-23. Své jméno obdrzel na zakladé pozorovani, ze
jeho absence zpUsobuje letalitu larev’. Uplatiiuje se
pfi vzniku vulvy, posteriorniho ektodermu a samcich
spikul. Jeho ¢innost je rovnéz dilezita pro plodnost
hermafroditll a Zivotaschopnost larev. Nejlépe proba-
danym procesem z hlediska uplatnéni signalisace skrz
Let-23 je indukce vzniku vulvy (Obr. 3), procez pfi popi-
su zpUsobu jeho regulace budeme vychazet predevsim
z poznatk( shromazdénych o tomto déji.

A

Obr. 3: Indukce 1° a 2° bunéénych linii pfi vyvoji vulvy pro-
stfednictvim signalisace pfes Let-23 receptor. GAC, ukotvujici
bunka; MAPK, MAP kinasova signélni kaskada. Pfekresleno
podle (Escobar-Restrepo a Hajnal, 2014)™".

Béhem prvniho a druhého larvalniho stadia je z jede-
nacti bunék (oznacovanych Pn.p) ventralni epidermis
vybrano 3est, které maji potencial diferencovat ve vul-
valni buriky a v jejichz plasmatickych membranach je
Let-23 pfitomen. Poté za¢ne burika nachazejici se dor-
salné od nich, tzv. ukotvujici burika (gonadal anchor
cell, GAC), sekretovat molekulu LIN-3, jediny ligand
Let-23 receptoru. Nejvétsi mnozstvi tohoto parakrinni-
ho signalu obdrzi bunka P6.p, ktera je ukotvujici buii-
ce nejblize; spusténi MAP kinasové drahy v ni kromé
posileni exprese let-23 vyvolad preménu v piedka 1° li-
nie. P6.p také u svych sousedek, P5.p a P7.p, produkci
DELTA ligandd indukuje spusténi LIN-12/Notch dréhy.
Ta v nich zpUsobi umléeni Let-23 signalisace a umozni
proménu v prekursory 2° linie. Zbylé z Sesti vyvolenych
bunék dostavaji pouze slaby LIN-3 i DELTA signal a na-
sleduji 3° osud, tedy splynuti s epidermalnim syncytiem
hyp7 (shrnuto v®).

Pfi vzniku jednoho jediného organu tedy dochazi
k uplatnéni jak positivnich tak negativnich regulacnich
mechanism( aktivace EGF receptoru. Dokonce jsme
svédky situace, kdy se jejich vyuziti lisi u dvou bezpro-
stfedné sousedicich bunék.

Transkripcni regulace Let-23 signalisace

Exprese Let-23 je v burice P6.p positivné regulovéna
chromatin remodelujicim komplexem SWI/SNF°. V ji-
nych burnkéch v8ak SWI/SNF expresi let-23 zabraruje,
procez je nasnadé, ze se v tomto zplisobu regulace an-
gazuje jesté néjaka jina molekula/molekuly. V pfipadé
ligandu hraje nezastupitelnou roli 59 bp dlouhy zesilo-
vac transkripce uvnitf jednoho z intront. Jeho sekvence

obsahuje dva E-box elementy a jedno vazebné misto
pro nuclear hormone receptor (NHR). Dalsi geny, kte-
ré se regulace transkripce /in-3 ucastni, Ize najit pod
souhrnnym nazvem synMuyv, nebot mutace v nich u ha-
datek zplsobuje ,synthetic multivulva” fenotyp. Jedna
se z velké casti o jaderné a chromatin remodelujici pro-
teiny.

Regulace alternativnim sestiihem receptoru
u C. elegans

mRNA genu let-23 se vyskytuje ve dvou sestfihovych
variantach. Prvni z nich obsahuje exony 1-18, druha
na 5’ konci zacina tzv. splice leader 1 (SL1) sekvenci,
vyskytujici se i na jinych mRNA tohoto organismu™.
Na ni navazuji dva exony kédované pifed exonem 1,
ktery je vSak v pribéhu uUprav pre-mRNA vystiizen,
takze zbytek sekvence je tvofen exony 2—18. Neni vSak
znamo, zda se jejich role v organismu lisi.

Regulace lokalisaci receptoru u C. elegans

Sest potencialnich ptedchtdkyn vulvalnich bunék je
soucasti polarisovaného epitelu”, coz znamena, Ze je-
jich apikalni a basolateralni strana se vzajemné lisi co
do skladby membréanovych komponent, lipidd i protei-
nd. Za fyziologického stavu je receptor Let-23 rozmistén
rovhomérné po celém obvodu epitelialni buriky a je tak
pfipraven reagovat na signal pfichazejici z basolateral-
ni strany od ukotvujici bunky. Jeho cileni na basolate-
ralni membranu je Ukolem komplexu proteind Lin-2,
Lin-7 a Lin-10. Aktivitu této trojice proteini antagoni-
suje proteinovy komplex AGEF-1/Arf GTPasa/AP-1. Dal-
sim faktorem ovliviujicim lokalisaci receptoru je protein
Erm-1. Jeho funkci je propojeni transmembranovych i
s membréanou asociovanych proteint s aktinovym cyto-
skeletem. U P6.p buriky fixuje neaktivni Let-23 na baso-
lateralni membrané a brani jeho endocytose. Zadanym
efektem pak muze byt, Ze buriky 1° linie maji na své
basolateralni membrané stale k disposici zasobu EGF
receptorl, které mohou byt aktivovatelné LIN-3 signa-
lem a zajistit tak dlouhodobou stimulaci MAP kinasové
drahy™.

Regulace vazbou ligandu u C. elegans

Jedinym ligandem Let-23 je LIN-3, ortolog savci-
ho epidermalniho ristového faktoru. Béhem indukce
tvorby vulvy je jeho hlavnim zdrojem ukotvujici buri-
ka™ (Obr. 3). Vazba LIN-3 receptor aktivuje a vyusti
ve spusténi MAP kinasové signalni drahy, jejimz ci-
lem jsou rozli¢né jaderné molekuly jako transkripcni
faktory LIN-1 a LIN-31, gen pro fibroblastovy ristovy
faktor (FGF) egl-17 nebo Hox-protein LIN-39. Zaroven
také dochazi k endocytose receptoru a tim padem téz
k ukonceni signalisace™. Ektopicka exprese LIN-3 in-
ternalisaci Let-23 jesté posili a navodi jeho hromadéni
na apikalni strané pfedchtdkyn vulvalnich bunék (VPC).

Regulace alternativnim sestiihem ligandu
u C. elegans

U hadéatka byly nalezeny celkem tii sestiihové
varianty LIN-3: kratkd LIN-3S, delsi LIN-3L a nejdelsi
LIN-3XL". Ukotvujici burika, hlavni a nezastupitelny
zdroj LIN-3 pfi vyvoji vulvy, sekretuje LIN-3S, zato pro-
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dukce formy LIN-3L je lokalisovana v prekursorovych
burikach vulvy a je zavisla na aktivité intramembranové
proteasy ROM-1 z rodiny rhomboid-like proteas. LIN-3L
isoforma se od kratké varianty lisi pouze v patnacti ami-
nokyselinach pfidanych vedle $tépiciho mista ROM-1.
Ty mohou hrét roli retenéniho signalu pro Golgiho apa-
rat (GA) a zapficinovat tak nezbytnost proteolytického
Stépeni pro Uspésné projiti na konec sekretorické drahy,
podobné jako v pfipadé EGFR ligandu Spitz u octomilky
(viz odst. Regulace vazbou ligandu u D. melanogaster).
Stejni autofi téZ nabizeji model, podle néhoz pfi induk-
ci tvorby vulvy dochazi k sekven¢nimu zesileni signalu:
jako odpovéd na signal v podobé LIN-3S od ukotvujici
buriky je v burice P6.p zesilena exprese ROM-1, diky
¢emuz se nastartuje produkce LIN-3L, ktera spole¢né
s lateralni LIN-12/Notch signalisaci u bunék P5.p a P7.p
indukuje pfeménu na 2°linii. Funkce varianty LIN-3XL
nebyla dosud uspokojivé prozkoumana.

Regulace dostupnosti receptoru u C. elegans

Po aktivaci EGF receptoru vazbou ligandu nésleduje
endocytosa receptoru, ¢imz se snizuje mnozstvi mo-
lekul, které mohou na signal z extracelulérniho pro-
stfedi odpovidat. Internalisovany receptor se vydava
na jednu ze dvou moznych cest: bud se vraci na pa-
vodni membranu (recyklace), nebo putuje z ¢asnych
endosomi do multivesicular bodies (MVB) a odtud
do lysosom{, kde je rozlozen (degradativni cesta)®.

Endocytované receptory mohou svoji cytosolickou
Casti dale signalisovat, nebot zlstavaji asociovany
s adaptorovymi a efektorovymi proteiny. Vyznam toho-
to jevu teprve zacina byt doceriovan. Ukazuje se totiz,
Ze pravé uzavieni aktivovanych EGF receptort do vacku
a jejich putovani do nitra buriky se podili na zesilovani
signalu smérem k jadru, kam by se slozky MAP kinaso-
vé drahy prostou difusi ve fosforylovaném stavu dosta-
valy dlouho vzhledem k bunéénym ¢asovym pomériim
(shrnuto v").

Uplné umléeni Let-23 signalisace tedy zajistuji pro-
teiny, které napomahaji jeho vstupu do degradativni
cesty. Mezi né patfi Sli-1 (ortolog sav¢i c-Cbl)™®, coz je
E3 podjednotka ubikvitinligasy. Ta s aktivovanym EGF
receptorem interaguje skrz vazbu své SH2 domény na
jeho fosforylovany tyrosin 1225 (viz odst. Regulace fos-
forylaci tyrosinovych zbytki u C. elegans) a navazuje na
néj ubikvitinylové zbytky pfedurcujici jej k degradaci®.
Déle je to GTPasa Rab-7, jez zajistuje dopravu Let-23
z pozdnich endosom(/MVB do lysosomd. Negativnim
regulatorem negativniho regulatoru Rab-5 je protein
Eps-8. Jeho exprese je v burice P6.p posilena diky po-
sitivni zpétné vazbé pii aktivaci Let-23. Eps-8 asociuje
s komplexem LIN-7/LIN-2/LIN-10 zajistujicim basolate-
ralni lokalisaci receptoru (viz odst. Regulace lokalisaci
receptoru u C. elegans) a brani jeho endocytose?.

Regulace dostupnosti ligandu u C. elegans
Obdrzeni (silného) signalu v podobé LIN-3 od GAC
v burice P6.p mimo jiné zplsobi zesileni exprese
Let-23?. Tudiz se na povrchu této buiky objevi vice
vazebnych mist pro LIN-3, jehoz difuse ke vzdalenéj-
§im VPC je takto omezena (Obr. 4). Tento model potvr-
zuji pozorovani, Ze mutace ¢aste¢né oslabujici aktivitu

Let-23 piekvapivé vedou k vytvofeni ,multivulva”
fenotypu a Ze overexprese Let-23 tento fenotyp neu-
tralisuje.

A
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Obr. 4: A - U normalniho jedince dochazi k vyvazani ligan-
du EGF receptory na P6.p (i P5.p a P7.p) bunkach a zamezeni
ektopickému vzniku vulvy. B — U mutanta v genu let-23
a gap-1 je sekvestrace ligandu nedostate¢na a citlivost vici
aktivaci Let-23 receptoru zvySena. Buriky P3.p, P4.p a P8.p
na signal od GAC reaguji pfeménou na 1°, 2° nebo smiSe-
nou (1°/2°) linii. GAC, ukotvujici burika. Piekresleno podle
(Hajnal et al., 1997)"s.

Regulace fosforylaci tyrosinovych zbytkd
u C. elegans

V C-koncové casti Let-23 se nachazi osm potencio-
nélnich vazebnych mist pro domény SH2, jejichZ sou-
¢asti je fosforylovatelny tyrosin (Obr. 5). Projevy ztraty
kazdého z nich v8ak nejsou uniformni?2. Tyrosiny s Cisly
1 a 3 (Cislovano od N-konce Let-23 receptoru) se pfi
transdukci signalu patrné neuplatriuji, zato fosforylace
tyrosinu 5 je nezbytna a dostacujici pro plodnost. Ty-
rosiny 6, 7 a 8 pak hraji roli pfi indukci vulvy a pod-
minuji Zivotaschopnost. Tyrosin 4 je multifunkéni, posi-
tivné ovliviiuje Zivotaschopnost, plodnost i vyvoj vulvy.
Tyrosin 2 ma negativni vliv na Zivotaschopnost a vy-
voj vulvy a predstavuje téz pfimé ¢i nepfimé vazebné
misto pro Sli-1, protein negativné regulujici signalisaci
skrz Let-23 (viz odst. Regulace dostupnosti receptoru
u C. Elegans)®™. Receptor zbaveny v8ech osmi kli¢ovych
tyrosinti viak stale vykazuje asi 10 % aktivitu vzhledem

-
1187
1225
1232
Lft242 Zivotaschopnost
1257 vyvoj vulvy

plodnost & izz_zs
1311 —YS/
Obr. 5: Fosforylace jednotlivych tyrosinovych zbytkd je klicovd

pro riizné fenotypové projevy. Zobrazena je pouze C-koncova
doména EGF receptoru. Podle (Lesa a Sternberg, 1997)%.

k svému nezménénému protéjsku. Je tedy moiné,
ze nékteré signal pfedavajici proteiny s Let-23 interagu-
ji jinak nez prostfednictvim SH2 domén nebo Ze signa-
lisace mGze probihat také skrze fosforylaci tyrosind
v jinych ¢astech receptoru®.
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Drosophila melanogaster

Uvod

U octomilky se rovnéz vyskytuje jediny EGF recep-
tor, zvany DER (Drosophila EGF receptor)?*. Na rozdil
od hadatka se pfi jeho regulaci uplatiuji hned ¢tyfi li-
gandy. Aktivovany EGF receptor spousti MAP kinasovou
signalni kaskadu, ktera nasledné posili transkripci jader-
nych genl nezbytnych pro zapoceti bunééného déleni
nebo diferenciace. Signalisace skrze DER je nezbytna
pro mnoho rdiznych procest napfi¢ stadiemi ontoge-
netického vyvoje: od indukce ventrélniho ektodermu
a polozeni zékladd nervové soustavy v raném embryo-
nalnim stadiu?>?¢ pfes polozeni zakladu kfidel, cév a oci
u larvy ¢i kukly?-?° po ustanoveni obou hlavnich télnich
o0s pii zrani oocytl u dospélce®. Neni tedy divuy, Ze nu-
lova mutace v der genu je embryonalné letalni, coz vy-
zkum funkce EGF receptoru znacné ztéZuje® 3.

Transkripcni regulace DER signalisace

Jelikoz je EGF receptor exprimovén hojné v mnoha
tkanich, vypada to, ze hlavni regulace jeho aktivity se
odehrava posttranskriptné2. Naproti tomu exprese
vétsiny ligandd DER vykazuje vyraznou tkanovou spe-
cificitu, transkripéni regulace u nich tedy hraje klicovou
roli. Jedinou vyjimkou je Spitz, jenz je hojné exprimo-
van napfi¢ tkanémi i ontogenetickymi stadii a regulace
jeho biologické aktivity se odehrava na posttransla¢ni
trovni (viz odst. Regulace vazbou ligandu u D. melano-
gaster)®.

Regulace alternativnim sestirihem receptoru
u D. melanogaster

Byly popsany celkem tfi sestfihové varianty DER liSici
se v sekvenci na nejzazsim 5’ konci transkriptu3“. Jelikoz
vsak jejich distribuce u embrya, larvy i dospélce vyka-
zuje napadnou uniformitu, je nejvy$ pravdépodobné,
ze vyznamnou regulacni roli nehraji.

Regulace vazbou ligandu u D. melanogaster

U octomilky byly dosud objeveny ctyii ligandy EGF
receptoru: Spitz, Vein, Gurken a Keren. Tfi z nich jsou,
podobné jako LIN-3 u hadétka nebo EGF u savc, tvo-
feny ve formé transmembranovych prekursord, pouze
Vein je produkovan jako solubilni protein. Pfi uvolfo-
vani sekretovanych forem ligandG se uplatiuji intra-
membranové proteasy z rodiny rhomboid, jichz je v ge-
nomu octomilky kédovano celkem sedm, z toho Sest
aktivnich. Ke stépeni dochazi v Golgiho aparatu, kam
se z ER ligandy EGF receptoru dostavaji diky proteinu
Star*>-*’. Pro uvolnovani ligandu Gurken je navic po-
tiebny protein Cornichon. Ligandy se od sebe lisi co
do tkanové lokalisace i potencialu aktivovat EGF re-
ceptor, avsak jejich funkce se caste¢né piekryvaji
(napf. Spitz a Vein se Ucastni vzniku Zilek, Spitz a Keren
vzniku slozenych o).

Regulace negativni zpétnou vazbou
u D. melanogaster

Silnou aktivaci EGF receptoru zpravidla nasleduje
sekrece proteinu Argos®. Ten z okoli burky vyvazuje

Spitz a plsobi tak utlumeni signalisace skrze DER®.
Ackoli bylo predpokladéno, ze Argos jako solubilni mo-
lekula plsobi na dlouhou vzdélenost (model tzv. vzda-
lené inhibice*®), vysledky vypocetni analysy naznacuji,
ze pravdou mUzZe byt pravy opak®.

Aktivaci EGF receptoru je spousténa také exprese
transmembranového proteinu Kekkon**, kterd vsak
na rozdil od Argosu vykazuje stuprnovity charakter.
Kekkon se pomoci na leucin bohatych domén ve své
extracelularni Casti vaze na DER tak, Ze znemozZnuje
vazbu ligandu*?. Na této interakci se podili také jeho
transmembranovy Usek, zatimco cytosolicka cast Kek-
konu je nezbytnd pro jeho spravnou — apikélni - lo-
kalisaci. Mutace v tomto regulacnim proteinu se ve
fenotypu nijak vyrazné neprojevuji, coz je znamkou
prekryvajicich se funkci inhibitord DER.

Dal3im proteinem, jehoZ exprese je podminéna akti-
vaci MAP kinasové drahy, je Sprouty. Jedna se o intra-
celularni protein asociovany s vnitfni stranou plasma-
tické membrany*. Princip jeho inhibi¢niho plsobeni je
ziejmé zaloZen na znemoznéni spravného sestaveni
proteint signélni transdukce do komplexu vazbou na
dva z nich, Drk a Gap-1%.

Echinoid je transmembranovy protein s Sesti Ig-like
doménami, ktery interaguje se svymi protéjsky na okol-
nich burkach a také podstupuje odstépovani ektodo-
mény*. Na rozdil od vy3e popsanych inhibitorl DER
viak ziejmé nepodléha transkri¢pni regulaci. Podle mo-
delu vychézejiciho z poznatkl o inhibitorech aktivity ty-
rosinkinasovych receptorl u obratlovcl se na fosforylo-
vany Echinoid véze protein Corkscrew, ktery tim padem
nemulzZe zprostfedkovat interakce mezi efektorovymi
proteiny signalni transdukce*.

Regulace dostupnosti receptoru
u D. melanogaster

Podobné jako u C. elegans je i u octomilky mnozZstvi
receptoru dostupného pro navazani ligandu negativ-
né ovliviiovano ubikvitinligasou D-Cbl, ktera po jeho
aktivaci napomaha endocytose*. D-Cbl se vyskytu-
je ve dvou isoformach: isoforma L obsahuje jak RING
doménu kli¢ovou pro internalisaci EGF receptoru, tak
na prolin bohatou doménu (proline-rich region, PRR),
u isoformy S v8ak PRR chybi. D-CbIL navozuje endocy-
tosu aktivovaného EGF receptoru v zavislosti na mife
své exprese, zatimco cinnost D-CbIS tuto zavislost
nevykazuje. L-forma ubikvitinligasy endocytovany re-
ceptor cili do Rab5/Rab7 drahy konc¢ici jeho degradaci
v lysosomech®. S ohledem na skute¢nost, ze buné¢na
lokalisace forem S a L se zda byt odlisna, Ize ptedpo-
kladat, Ze EGF receptor endocytovany za ucasti D-CbIS
sméfuje do jiné transportni drahy“e.

Regulace dostupnosti ligandu u D. melanogaster

Pozoruhodnou roli hraje vyse zminéna D-Cbl ubikvi-
tinligasa pfi zrani oocytu. Bylo prokazéano, ze efektiv-
ni pohlcovani EGF receptoru s navazanym proteinem
Gurken bunkami folikulu mimo jiné zamezuje pfilis
daleké difusi tohoto ligandu a tedy i dorsalisaci
embrya®.

"V genomu Drosophily bylo dosud identifikovano celkem Sest lokusti nazyvanych kekkon, avsak inhibi¢ni vliv na DER byl dosud popsan pouze
u Kekkonu 14'. Neni-li uvedeno jinak, je v této praci pod pojmem Kekkon minén vzdy pouze proteinovy produkt tohoto genu.
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Jinym proteinem podilejicim se na regulaci do-
stupnosti ligandd je Rhomboid 5 — nazyvany také
iRhom -, ktery postrada proteolytickou aktivitu®. Jeho
exprese byla prokazana v bunkach davajicich vznik ner-
vové soustavé u vSech ontogenetickych stadii a jeho
absence je spojena s ¢astéjsim upadanim do spanku.
iRhom se vyskytuje hlavné v endoplasmatickém reti-
kulu, kde interaguje s prekursory ligand(i DER a vysila
je na cestu tzv. degradace asociované s endoplasma-
tickym retikulem (ER-associated degradation, ERAD)>,
kterd kon¢i degradaci v proteasomu. Tento mecha-
nismus ukazuje, jak se zdkladni mechanismus kontroly
kvality protein( zajimavé vyvinul v prvek regulujici me-
zibunéénou signalizaci.

Homo sapiens sapiens

Diversita lidskych EGF receptori

U clovéka jsou piitomny hned ¢tyfi EGF receptory:
ErbB1 znamy jako EGFR nebo HER1, ErbB2 oznaco-
vany HER2 ¢i Neu, ErbB3 zvany téZ HER3 a konecné
ErbB4 neboli HER4%'-%4, Za tcelem zachovani jednot-
né terminologie budeme dale pouzivat nazvy ErbB1,
ErbB2, ErbB3 a ErbB4. Prvnim popsanym EGF recep-
torem se stal ErbB1. Nachazi se na vsech epitelialnich
a stromalnich burikach, na vybranych burikach gliovych
a nékterych bunkach hladkych svali (shrnuto v %),
ve fibroblastech a naopak chybi v melanocytech. U po-
larisovanych bunék epiteltl je pfitomen pFedevsim
na basolateralni strané, ¢imz je zabranéno jeho ne-
zadouci aktivaci ligandy produkovanymi do lumen3e.
ErbB1 ma zachovanou jak schopnost vazat ligandy
(viz odst. Regulace vazbou ligandu u H. sapiens) tak
tyrosinkinasovou aktivitu (Obr. 6)".

Obr. 6: Schematické znazornéni ¢ty EGF receptord u savcl
a jejich interakci s ligandy. AR — amphiregulin, BTC — beta-
cellulin, EGF - epidermalni rdstovy faktor, EPR — epiregulin,
EPG — epigen, HB-EGF — heparin vazebny EGF, NRG - neu-
regulin, TGFa - transformujici rastovy faktor a. Podle (Sesha-
charyulu et al., 2012)™.

Naproti tomu ErbB2 schopnost vazat ligandy ziejmé
nema, nebot Zadna pfirozené se nan vazici molekula
pfes velkou snahu dosud nebyla identifikovana. Kry-
stalova struktura jeho extracelularni domény odhalila,
Zze domény L1 a L2 svou posici napodobuji konfor-
maci receptoru s navazanym ligandem. Tyrosinkinaso-
va doména tohoto EGF receptoru viak je pIné funk¢-
ni*®. ErbB2 najdeme na nervosvalovych spojich a také
v mléc¢né Zlaze, v keratinocytech, melanocytech, epite-
lech Zlaz i ve fibroblastech.

Receptor ErbB3 se vyskytuje v keratinocytech, mela-
nocytech, epitelu Zaludku, plic ¢i ledvin, také v mozkuy,
v placenté a na nervosvalovych spojich. Co do signali-
sacnich vlastnosti je pfesnym opakem ErbB2: na jeho
extracelularni ¢ast se vazi rozlicné ligandy (viz odst.
Regulace vazbou ligandu u H. sapiens), avsak doména
tyrosinkinasova ma, ve srovnani s ErbB1, prakticky nu-
lovou schopnost fosforylovat.

Posledni z ErbB receptord, ErbB4, se rovnéz vyskytu-
je na postsynaptickych membranach nervosvalovych
spojl, hojné v mozku, srdci, ledvinach, mozecku, mise
a v mlé¢né zlaze. Podobné jako ErbB1 je aktivovan
nékolika ligandy a rovnéz jeho tyrosinkinasova aktivita
je neporusena®* ¢,

Mnohé pokusy osvétlujici biologickou funkci EGF
receptoru, napi. s knock-outy gen(, byly provadény
na mysich a teprve podle jejich vysledki bylo usuzova-
no na zplsob fungovani doty¢nych molekul v lidském
téle.

Transkripcni regulace EGFR signalisace

Co se ErbB receptorl tyce, bylo zatim vyzkoumano,
Ze v mlé¢né Zlaze je transkripce ErbB1 i ErbB2 regu-
lovana pfitomnosti estrogenu a to jak negativnés' &2
tak positivné®. O transkrip¢ni regulaci ligandi je toho
znamo mnohem vice. Transkripci TGFa a amphiregu-
linu posiluje protein Ras, jenz je sam aktivovan skrze
EGF receptory a Ucastni se tudiz positivni zpétnova-
zebné smycky®*. Ektodysplasin skrze NFkB positivné
reguluje transkripci amphiregulinu a epigenu v k(zi®.
Interleukin-13 ma u mysi tyz vliv na transkripci epige-
nu v hornich cestach dychacich®. Luteinisa¢ni hormon
a choriogonadotropin zase stimuluji expresi amphiregu-
linu, epigenu a epiregulinu v granulosovych bunkach
mysich vaje¢nych folikuld®”.

Regulace alternativnim sestiihem receptori
u H. sapiens

Vsechny ErbB receptory se vyskytuji v nékolika se-
stfihovych variantach. U ErbB1, 2 a 3 byly popséany
solubilni formy receptor(i, popf. formy s membranou
asociované a solubilnimi se stavajici po odstépeni
ektodomény metalloproteasami ADAM. Solubilni formy
ErbB receptorll jsou schopny branit aktivaci plnodélko-
vych transmembranovych receptor( vyvazovanim ligan-
da v okoli bunéks®-"°. Neni bez zajimavosti, Ze u nékte-
rych typl rakovin byly objeveny aberantni alternativni
transkripty ErbB1 i ErbB27", jakoz i fakt, Ze obsah solu-
bilni formy ErbB2 v séru pacienta je vyuzivan jako indi-
kator pfi odhadu ucinnosti [é¢by na néj cilené (shrnuto
v Baron et al., 2009)72. V piipadé ErbB4 hraje alterna-
tivni sestfih klicovou regulac¢ni roli. Kromé plnodélkové
varianty byla objevena forma odolna vici odstépova-
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ni ektodomény”™ i forma postradajici vazebné misto
pro PI-3 kinasu, a tudiZ neschopna skrze tento protein
signalni transdukce komunikovat” 7.

Regulace vazbou ligandu u H.sapiens

U lidskych ErbB receptori byla identifikovana vice
nez jedna desitka ligand( (shrnuto v Singh a Coffey,
2014)7. VSechny jsou produkovany ve formé trans-
membranovych prekursorll a z nich poté odstépovany
metalloproteasami skupiny ADAM (shrnuto v Blobel,
2005)7". Ligandy se vzajemné lisi tkanovou expresi,
specificitou vazby vi¢i jednotlivym ErbB molekulam
(Obr. 6) a afinitou k receptoru (napf. EGF se na ErbB1
vaze silnéji nez epiregulin ¢i epigen). Pole plsobnosti
ligand( se in vivo Casto prekryvaji, coz ma za nasledek,
ze 1) knock-out jediného z nich se nemusi viibec pro-
jevit, nebot ostatni ligandy jej hravé zaskodi, 2) odstra-
néni vice nez jednoho genu zaroven ma horsi disledky
nez soucet efektd jejich separatnich nulovych mutaci.

Regulace alternativnim sestiihem ligandu
u H. sapiens

Neuregulin-1 se vyskytuje v mnoha isoforméch (shr-
nuto ve Falls, 2003)8. Nékteré z nich jsou solubilni, jiné
prochézejici membréanou jedenkrat ¢i dvakréat. Isoformy
mohou obsahovat EGF-like doménu bud typu a, nebo
B (typ B je silnéjsim aktivatorem ErbB receptor(i). Se-
stfihové varianty neuregulinu-1 se dale lisi svou N-kon-
covou sekvenci. Ta mGze byt bud typu | nebo Il (pak
je u obou nasledovana Ig-like doménou), nebo typu
I, v kterémito pfipadé zahrnuje na cystein bohatou
doménu. Vysledky mnoha experimentd naznacuji, zZe
formy typu | a Il podstupuji odstépovéani ektodomény
metalloproteasou ADAM-17 a Ucastni se tudiZ para-
krinni signalisace, zatimco u typu Il se setkavame
spiSe se signalisaci juxtakrinni. Nékolik sestfihovych
variant se ziejmé vyskytuje také v pfipadé vSech ostat-
nich neuregulind.

Regulace dostupnosti ligandu u H. sapiens

VSechny ligandy ErbB receptord jsou produkovany
jako transmembranové prekursory**, a odstépovani
jejich biologicky aktivni N-koncové casti, tzv. ektodo-
mény, tudiz predstavuje klicovy regulacni krok. Ten-
to ukol zastavaji predevsim membranové zakotvené
metalloproteasy z rodiny ADAM (Tabulka 1), hlavné
ADAM17 a v mensi mife ADAM10. Produkci nékte-
rych ligandd zésadné ovliviuji také pseudoproteasy
iRhom-1 a 2 (t. j. sekven¢né pfibuzné proteasam z ro-
diny rhomboid{, ale postradajici proteasovou aktvitu),
a to tim, Ze zajistuji dopravu ADAM17 z ER do Golgiho
aparatu a umoziuji tak jeji maturaci, aktivaci a sekreci
ligand@™. Navic se ukazuje, Ze iRhom pusobi jako jakysi
stabilni kofaktor ADAM-17%° ovliviujici jeji proteolytic-
kou specifitu®'.

Regulace dimerisaci u H. sapiens

Po vazbé ligandu a vytréeni dimerisa¢niho raménka
muZe ErbB receptor vytvofit dimer s jinym ErbB recep-
torem vyskytujicim se na téZze membrané. Interagovat
spolu mohou molekuly stejné, coz vede k tvorbé ho-
modimerQ, nebo rozdilné, ¢imz vznikaji silnégji signa-
lisujici heterodimery. Rizné kombinace aktivovanych
ErbB receptorll pfitom pfivabi riizné efektorové pro-
teiny a vedou k riznym bunéénym odpovédim, nejsou
tedy vzdjemné zastupitelné®® ©2, Uprfednostiiovanym
dimerisa¢nim partnerem je ErbB2, ktery signalisaci
skrze ostatni ErbB receptory posiluje. Jak jiz bylo zmi-
néno vySe, ErbB2 neni schopen vazat Zadné ligandy.
Roziedeni jeho krystalové struktury ukazalo, ze ma
neustdle vytr¢ené dimerisa¢ni raménko®. Tyto dvé
skutecnosti dobfe vysvétluji jeho ohromny signalisa¢ni
potencial: k vytvofeni dimeru s ErbB2 staci vazba pou-
ze jedné molekuly ligandu. Vznik homodimerd ErbB2,
které by signalisovaly i bez pfitomnosti ligandu, by vsak
pro organismus pfedstavoval velké nebezpeci, a proto
je mu in vivo branéno nejspi$ vzdjemnou elektrosta-
tickou repulsi ramének. Byla také popsana asymetricka
homodimerisace ErbB2 zplisobem ,hlava k ocasu”, coz
muZe pfedstavovat dalsi zplsob, jak nezadouci aktiva-
ci tohoto receptoru zabranit®*. Homodimer ErbB3 zase
neni schopen predat signal pfes plasmatickou mem-
branu z dlvodu nefunké¢ni tyrosinkinasové domény.
Ctyfi lidské ErbB receptory tedy skytaji paletu celkem
osmi rdznych dimerd, které se mohou podilet na mo-
dulaci signalu®. Kuriosné se z nich jako nejschopnéjsi
in vitro ukazal byt pravé vzdjemné se dopliiujici hetero-
dimer ErbB2-ErbB38> ¢,

Regulace dostupnosti receptoru u H. sapiens

ErbB receptory se u polarizovanych epitelG vyskytuji
na basolateralni membrané, ¢imz je zabranéno jejich
nezadouci aktivaci rdstovymi faktory produkovanymi
do lumen. Nicméné mensinova populace receptord
na apikalni strané preferen¢né spousti jiné signalni
kaskady a je také pomaleji endocytovana®. Za baso-
lateralni lokalisaci EGF receptorli odpovidaji proteiny
CASK, mLIN-7 a X11a (neboli Mint-1), homology pro-
teind LIN-2, 7 a 10 u hadatka®. Miru aktivace ErbB
molekul také maze ovlivnit jejich pfednostni dopraveni
do kaveol, kde snaze narazi na dimerisa¢niho partnera
nebo proteiny signalni transdukce®.

Dimer aktivovanych receptorli s navazanymi ligan-
dy zéhy podstupuje internalisaci do endocytotickych
vacka'. Jeho dali osud zavisi na nékolika faktorech.
Prvnim je typ vytvofeného dimeru. Zatimco homo-
dimer ErbB1 prakticky vidycky skon¢i v lysosomech,
homodimery ErbB3 a heterodimery obsahujici ErbB2
jsou navraceny (,recyklovany”) na plasmatickou mem-
branu®® °', Dal3im faktorem je typ navazaného ligandu.

Tabulka I: Metalloproteasy tGcastnici se odstépovani ektodomén ligandt EGF receptoru. Podle?? 8 14 115

ADAM9 HB-EGF

ADAM10 betacellulin, EGF

ADAM17 TGFa, HB-EGF, amphiregulin epiregulin, betacellulin, epigen, neureguliny
ADAM19 neuregulin-1

“Kromé nékterych solubilnich isoforem neuregulini®.
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Vazba EGF na ErbB1 je odolna vici kyselému pH v en-
dosomech, komplex ligand-receptor se tedy nerozpada
a pred MVB putuje do lysosom, kde je degradovan®2.
Naproti tomu TGFa od svého receptoru v endosomu
disociuje a, nastoupiv sam degradativni cestu, umozni
mu navrat na plasmatickou membranu®s. Stejné jako
TGFa funguji i epiregulin a epigen® . Internalisaci
ErbB receptorti a jejich cileni do lysosom posiluje také
¢innost ubikvitinligas: c-Cbl interaguje s ErbB1°¢, CHIP
s ErbB2%. Nékteré experimenty naznacuji, Ze ErbB1
muze byt z MVB dopravovén do exosom a v nich pod-
stupovat proteolytické stépeni®®.

Regulace skrz ostatni signdini kaskddy
u H. sapiens

K aktivaci ErbB receptorli miize dochazet také v di-
sledku spusténi signalisace pfes jiné receptory. V tom-
to pfipadé hovoiime o tzv. signélu tfi-

Regulace fosforylaci tyrosinovych zbytkii
u H. sapiens

Fosforylaci jednotlivych tyrosinovych zbytk(i v cyto-
solickych doménach ErbB receptorll vznikaji vazebna
mista pro mnoho proteind Géastnicich se transdukce
signdlu (Obr. 7) (shrnuto v Olayioye et al., 2000)™.
Do jaké miry vsak jsou tyto zbytky potfebné pro vznik
té které buné¢né odpovédi nebo do jaké miry jsou vza-
jemné zastupitelné neni dosud u vsech ErbB molekul
jednoznac¢né prokazano. V pfipadé ErbB2 byly ctyfi
z péti fosforylovatelnych tyrosint viic¢i Ras/MAP kinaso-
vé draze identifikovany jako aktiva¢ni a vzajemné zastu-
pitelné, zbyly tyrosin pak jako inhibi¢ni'*. U ErbB1 bylo
prokazéno, ze role jednotlivych tyrosinovych zbytkl se
pfi zapinani rznych bunécnych odpovédi mohou [isit™
a ze jejich pfitomnost je klicova pro efektivni internali-
saci receptoru s navazanym ligandem™2 "3,

krat prochazejicim membrénou (triple
membrane-passing signal, TVIPS)®°. Pfije-
ti signalu z vnéjsiho prostiedi vede k akti-
vaci pfislusné ADAM metalloproteasy, ta Mo L F
z prekursoru ligandu EGF receptoru od- '
Stépi jeho ektodoménu, kterd se navaze

na ErbB receptor, jenz je timto aktivovén
a standardnim zplsobem piedd signal
dovniti buriky. Tento proces byl dosud po- 1068}-®)
psan u HB-EGF, TGFa, amhiregulinu a epi-
regulinu, kde v roli metalloproteasy vystu-
puje ADAM178" 1%, Pro transaktivaci ErbB
receptor(l jsou naprosto klicové iRhomy,
které reguluji dopravu ADAM17 do Golgiho
aparatu (viz odst. Regulace dostupnosti
ligandu u H. sapiens)™ i jeji aktivitu a sub-
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teiny nebo cytokinové receptory mohou
zaroven vyvolat fosforylaci protein ErbB,
a to nezdvisle na jejich vlastni kinasové
aktivité. Déje se tak napfiklad prostied-
nictvim Src nebo Jak kinas'' 12,

Regulace odstépovdnim ektodomény
receptoru u H. sapiens

Podobné jako jejich ligandy podstupuji téz nékte-
ré isoformy ErbB receptorli odstépovani ektodomény
za Gcasti ADAM proteas. PInodélkovy ErbB1 je vici to-
muto Stépeni odolny'®, jeho isoforma vznikajici z 3 kb
transkriptu jako transmembranovy protein je vsak sub-
stratem ADAM17'%4. Uvoliiovani ektodomény ErbB2
za ucasti ADAMI10 bylo popsano u bunék rakoviny
prsu'® 16 7 isoforem ErbB4 tomuto procesu podlé-
héa pouze JM-a, kterd je specificky stépena ADAM 177,
Pozoruhodné je, ze v membrané pozlstaly zbytek
receptoru mGze byt déale Stépen y-sekretasou a poté
jako solubilni molekula dopraven do jadra'®, kde spolu
s ostatnimi proteiny ovliviiuje transkripci gend. Jinym
prekvapujicim zjisténim bylo, zZe pfi silné (uméle na-
vozené) nadprodukci mlze byt ErbB1 substratem pro
intramembranovou proteasu RHBDL2 (Rhomboid-like
protein 2)'®. Jestli se tento mechanismus skutec¢né
uplatriuje pfi endogennich expresnich trovnich danych
proteinli nebo in vivo vak neni znamo.

Obr. 7: Jednotlivé fosforylované tyrosiny v C-koncovych ¢astech ErbB receptori
piedstavuji vazebna mista pro rlizné proteiny signalnich drah. PI-3 K, fosfoino-
sitidkinasa. Prekresleno podle (Olayioye et al., 2000)™.

Zaver

Sledovéni vyvoje regula¢nich mechanismi aktivace
EGF receptor( ukazuje, Ze jejich komplexita roste se
zvysujici se slozitosti organismu. Na zékladé informa-
ci shromazidénych na piedchozich strankach vysvita
nékolik zfetelnych trendd, které se pfi tomto procesu
uplatnily.

1. ZmnoZeni (multiplikace): Zatimco u héadatka
signalisace probiha prostfednictvim jednoho EGF re-
ceptoru s jednim ligandem, u octomilky jsou jiz k dis-
posici ligandy ctyfi. U ¢lovéka pocet EGF receptort
vzrista na Ctyfi a pocet ligandi na jedenact. Roste tudiz
i pocet kvalitativné odliSnych dimer(, jez spolu mohou
aktivované receptory vytvaret.

2. Rozruznéni (diversifikace): Vétsi pocet ligandu
i receptorll umoznuje efektivni rozdéleni jejich roli.
U hadétka aktivace EGF receptoru probiha vidy pro-
stfednictvim jediného ligandu, modulace sily signélu se
tedy musi odehravat ovlivnénim jeho mnozstvi, at uz
na transkrip¢ni, posttranslacni ¢i postsekrecni urovni.
Mezi ligandy octomilky nalezneme silné i slabé aktiva-
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tory EGF receptoru, které se navic lisi svou tkarnovou
lokalisaci. U ¢lovéka se k rozriiznéni vlastnosti a tkarno-
vé distribuce ligandi pfidava téz jejich rozdilna specifita
pro jednotlivé typy EGF receptorl (a vice versa z pohle-
du receptor(). Za extrémni pfiklad diversifikace roli lze
povazovat receptory ErbB2 a ErbB3. Zatimco prvni jme-
novany neni schopen vazby ligandu, ale mé zachovanou
tyrosinkinasovou aktivitu, ErbB3 ligandy vazat dovede,
avsak tyrosinkinasova doména u néj funkéni neni. Tyto
dva receptory, a¢ jako jednotlivci transdukce signélu
neschopni, se ve svych omezenich vzajemné dopliuji
a vytvareji spolu silné signalisujici heterodimer.

3. Zachovani (konservace): Nékteré regulacni me-
chanismy zlstavaji zachovany u vsech analysovanych
organismd, napf. endocytosa receptoru nebo fizeni
jeho lokalisace. Za pozornost také stoji, ze role protei-
nd z rodiny rhomboid{ jakozto modulatord signalisace
pies EGF receptor zlstava zachovana napfi¢ fyloge-
netickym spektrem organism@. U hadétka se podileji
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Souhrn

Travnickova K., StfiSovsky K.: Evoluce regula¢nich mechanismii aktivace EGF receptoru

Signalisace prostfednictvim EGF receptoru je klicova pro spravny priibéh ontogenetického vyvoje i udrzovani homeostasy v télech orga-
nismu. Jsou skrze ni regulovany procesy jako proliferace, migrace ¢i diferenciace bunék. Na pfikladu tfi dobie probadanych organism,
C. elegans, D. melanogaster a H. sapiens sapiens, jsou v tomto ¢lanku vyloZeny principy regulace EGF receptoru a na jejich zakladé poté
vyvozeny trendy, které se pfi jejich evoluci uplatnily. Zvlastni pozornost je pfitom vénovana proteiniim z rodiny rhomboidd, jejichz ¢innost
je se signalisaci EGF receptoru pevné spjata. Naruseni regulace EGF receptoru vyznamné pfispiva k projeviim nékterych onemocnéni,
pfedné mnohych typ( rakovin, ale také schizofrenie, lupénky a kardiovaskularnich chorob. Proto maji vysledky vyzkumu na tomto poli
potencial uplatnit se pfi vyvoji novych lé¢ebnych prostiedka.

Klicova slova: EGF receptor, regula¢ni mechanismy, evoluéni trendy, signalni transdukce, dimerisace, odstépovani ektodomény, rhom-
boid, endocytosa, autofosforylace, tyrosinkinasa

Summary

Travnickova K., StfiSovsky K.: Evolution of regulatory mechanisms of EGF receptor activation

Signalling through the EGF receptor is crucial both for ontogenesis and for maintaining homeostasis in adult organisms. It is involved
in controlling cellular behaviours such as proliferation, migration or differentiation. This thesis provides an insight into evolution of the
regulatory mechanisms of EGF receptor activation by discussing their principles in C. elegans, D. melanogaster and H. sapiens sapiens,
on the basis of which conclusions about their evolutionary tendencies are made. Attention is focused on the roles of the rhomboid family
of proteins, whose activity is tightly associated with EGF receptor signalling. Dysregulation of the EGF receptor unnegligibly contributes
to the development of various diseases, mainly many types of cancer, but also schizophrenia, psoriasis and cardiovascular disorders.
Experimental results obtained on this field of research therefore have the potential to be applied in drug design.

Keywords: EGF receptor, regulatory mechanisms, evolutionary trends, signal transduction, dimerisation, ectodomain shedding, rhom-

boid, endocytosis, autophosphorylation, tyrosin kinase

AUXINOM INDUKOVANA SPECIFICKA DEGRADACIA
PROTEINOV V CICAVCICH BUNKACH
AKO EXPERIMENTALNY NASTROJ PRE STUDIUM FUNKCIE

PROTEINOV

Ivana Ferencova, Petr Solc

Ustav Zivoé&isné fyziologie a genetiky AV CR, Laboratof integrity DNA, Centrum PIGMOD; ferencova@iapg.cas.cz

Uvod

Regulécia fyziologickych procesov je u vsetkych or-
ganizmov podmienend spravnou regulaciou expresie
proteinov v danom mieste (tkanivo) a c¢ase (napr. faza
bunkového cyklu, faza ontogenetického vyvoja). Ovplyv-
nenie expresie, predovietkym jej zniZenie, sa vyuziva
pre identifikaciu funkcie proteinu. Pre deléciu proteinu
(4plne zrusenie expresie) sa dnes vo vyskume vyuzi-
vaju dva hlavné metodické pristupy: 1) delécia génu
kédujuceho protein (DNA knock-out)' alebo 2) RNA
interferencia cielend na destabilizaciu alebo degrada-
ciu mRNA daného proteinu?. V oboch pripadoch sa jed-

nad o nepriamu regulaciu expresie proteinu. V pripade
stabilnejsich proteinov nie je mozné tymito pristupmi
dosiahnut ich GpIna deléciu v kratkom ¢ase. Takyto pro-
tein je degradovany postupne, pricom sa fenotyp delé-
cie neprejavi ihned, ale postupne a vysledkom méze
byt nespravne stanovenie funkcie proteinu. Riesenim
je metdéda schopna Uplnej a Specifickej degradacie
proteinu v kratkom ¢asovom intervale. Tito mozZnost
poskytuje nedavno objaveny systém degradacie pro-
teinov indukovanej auxinom, tzv. AID (Auxin Inducible
Degron) systém?. Jednd sa o akdtnu degradaciu Speci-
fického proteinu indukovant fytohorménom auxinom.
Pristup indukovanej degradacie proteinov poskytuje
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moznost regulovat degradaciu v ¢ase v zavislosti na pri-
tomnosti / absencii induktora, v pripade AID systému
auxinu. To je vyhodou v porovnani s tplnou deléciou
proteinu v organizme, kedy je delécia génu pre dany
protein trvald a stabilna. Preco AID systém predstavuje
revolu¢ny metodicky pristup v stadiu funkcie proteinov
u cicavcich buniek? Ako bol tento systém objaveny a ¢o
je jeho podstatou? Cielom tohto ¢lanku je odpovedat
na tieto otazky.

Mechanizmus auxinom indukovanej
degradacie proteinov u rastlin

Auxin je fytohormon, ktory zohrava u rastlin central-
nu ulohu v regulacii vac¢siny procesov rastu a vyvoja.
Reguluje expresiu Aux/IAA (auxin / indol-3-octova ky-
selina) proteinov, ktoré funguju ako transkripcné repre-
sory blokujice expresiu ARF (auxin response factor)
transkripénych faktorov. V pritomnosti nizkej hladiny
auxinu s Aux/IAA proteiny stabilné a inhibuju funkciu
ARF. Nérast koncentracie auxinu vedie naopak k de-
gradacii Aux/IAA proteinov, ¢o sposobi uvolnenie ARF
transkripénych faktorov pre regulaciu expresie protei-
nov auxinovej drahy>*.

Degradacia Aux/IAA proteinov v pritomnosti auxinu
prebieha prostrednictvom proteazomu. Proteiny cielené
pre tuto degradéciu su oznacené kovalentne viazanym
polyubiquitinom (Ub) v procese ubiquitinylacie. E3 Ub
ligaza (u eukaryotickych organizmov je to najcastejSie
SCF ligéza) je na konci tohto procesu a prenasa aktivova-
ny Ub na lyzin proteinu cieleného pre degradaciu. SCF li-
gaza je tvorena komplexom proteinov: Rbx-1, Cul1, Skp1
a F-box (SCFF-b*)’. Jednotlivé druhy SCF ligaz sa od seba
lisia typom F-box proteinu, ktory urCuje Specificitu pre
cielovy substrat uréeny k degradaciie.

U rastlin s Aux/IAA proteiny ubiquitinylované pro-
strednictvom SCF ligazy, kde F-box protein je reprezen-
tovany TIR1 (Transport Inhibitor Response 1) potei-
nom (SCF™®") %10V pritomnosti auxinu je TIR1 schopny
rozpoznat tzv. AID doménu u Aux/IAA proteinov: auxin
sa naviaze na TIR1, ¢im vytvori vdzbové miesto pre Aux/
IAA (Obr. 1). Auxin teda predstavuje ,molekularne lepi-
dlo” stabilizujiice vdzbu medzi TIR1 a Aux/IAA protei-
nom". Nasledne st Aux/IAA proteiny ubiquitinylované
SCF™®! ligazou, a nakoniec degradované v proteazéme.

N/

\\Auxin/

E:) \Auxin/

Obr. 1: Model vdzby TIR1 a AU/IAA proteinov regulova-
ny ucinkom auxinu. TIR1 viaze AUX/IAA proteiny obsahu-
juce AID doménu, ale len v pritomnosti fytohorménu auxi-
nu. Auxin zvysuje afinitu tychto dvoch proteinov na zéklade
interakcie s nimi bez vyznamnej konformaénej zmeny TIR1
(upravené podla Xu et al., 2007).

Aplikacia AID systému u cicavcich buniek

Proteiny mozu byt v bunke exprimované z prirodze-
ného lokusu (tj. vzniké endogénny protein z genému
bunky) alebo ektopicky (t.j. po mikroinjekcii / transfek-
cii DNA vektora alebo mRNA pre dany protein). TIR1

SCFOsTIR1
OsTIR1

Cielovy pr'oteirif;-.

S e

Auxin*\

P STIRT

tpiel’ovy protei 9‘
Ow

Ubiquitin

Clel’ovy proteln -.

Proteazém

Obr. 2: Schematické znazornenie degradacie proteinov
prostrednictvom AID systému u cicavcich buniek. U ci-
cavc¢ich buniek je exogénny OsTIR1 (TIR1 protein exprimo-
vany Oryza Sativa — ryZa siata) schopny vytvorit s ostatnymi
endogénnymi proteinmi (Rbx-1, Cull, Skp1) fun¢kny kom-
plex SCFo™!  Proteiny degradované AID systémom obsahu-
ju AID doménu. V pritomnosti fytohorménu — auxinu je AID
doména rozpoznéavana TIR1 proteinom, dochadza k ubiqui-
tinylacii tohto proteinu prostrednictvom SCF™' a nakoniec
k jeho degradacii v proteazome (upravené podla Natsu-
me et al., 2016).

a rovnako Aux/IAA proteiny si endogénne exprimo-
vané len u rastlin. Aviak sekvencia Skp1 proteinu,
na ktort sa viaze TIR1 za vzniku SCF™®' (Rbx-1- Cull—
organizmov (rastliny, kvasinky, mys, ¢lovek) konzervo-
vana®. TieZ sa zistilo, Ze termostabilny TIR1 protein ex-
primovany u rastliny Oryza sativa — ryza siata (OsTIR1)
funguje aj pri 37 °C (t. teplote pre kultivaciu cicavcich
buniek) a je schopny po ektopickej expresii v cicav¢ich
bunkach vytvorit funkény SCF™®' komplex s ostatnymi
endogénnymi komponentami SCF (Rbx-1-Cul1-Skp1)3
(Obr. 2). Aby u cicavcich buniek mohlo dojst k rozpo-
znaniu proteinu prostrednictvom OsTIR1, musi Studo-
vany protein obsahovat sekvenciu AID domény (dalej
v texte oznacenie protein-AID) (Obr. 2). U ludskych
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buniek ektopicky exprimujtcich protein-AID a OsTIR1
je mozné G¢inkom auxinu velmi efektivne degradovat
protein-AID. Naopak odmytie auxinu viedie k narastu
hladin protein-AID3. Holland et al. (2012) navyse uka-
zali, Ze AID systém je mozné vyuzit pre rychlu a efektiv-
nu degradaciu proteinov bez ohladu na to, ¢i s vol-
né alebo sucastou komplexu, lokalizované v cytosole
alebo v jadre, pricom k tejto degradacii dochadza
v kazdej faze bunkového cyklu™.

Akym spdsobom je moziné napr. v ludskej bunkovej
linii pomocou AID systému rychlo odstranit Studova-
ny protein pre sledovanie fenotypového prejavu jeho
absencie? Pri sucasnych technoldgiach sa ponukaju
3 zakladné pristupy: 1) Znizit pripadne Uplne umlcat
expresiu prislusnej mMRNA pomocou RNA inteferencie.
Zéaroven v bunke exprimovat proti RNA interferencii
rezistentnu variantu prislusnej mRNA, kedy v kddujucej
Casti je naviac sekvencia pre AID. 2) Dalsou mozZnostou
je vyuzit bunky deficientné pre gén kodujici dany pro-
tein a v nich opét exprimovat prislusnd mRNA obsahuj-
Gcu naviac i sekvenciu pre AID. 3) Poslednou a pravde-
podobne najelegantnejSou moznostou je vloZit sekven-
ciu AID do oboch alel kédujicich studovany protein.
Vo vsetkych troch uvedenych moznostiach mame vo
vysledku bunky, ktoré neexprimuju pévodnt variantu
proteinu, ale exprimuju jeho modifikovanu variantu
t,j. protein-AID. Hlavnou nevyhodou prvého pristupu je,
ze stdle moze byt v malom mnozZstve pritomny povod-
ny protein, ktorého stabilita nie je ovplyvnena auxinom.
Pre prvy a druhy pristup je tiez spolo¢nou nevyho-
dou, Ze exprimovany protein-AlD nemusi byt pritomny
v rovhakom mnozstve ako povodny protein. To mozno
¢iasto¢ne vyriesit vyuZitim odpovedajiiceho promotoru,
ale riziko nie uplne korektnej miery expresie je stale
pritomné. Treti pristup tieto nevyhody nema, pretoze
Studovany protein je exprimovany z endogénnych lo-
kusov, len ma pripojent AID sekvenciu. Tento pristup je
vSak metodicky najnaroc¢nejsi, pretoze vyzaduje presnu
editaciu oboch képii daného génu. Naviac ale umoznu-
je vykonat akdtnu degradaciu proteinu, ktorého trvala
absencia (pri knock-out alebo RNA interferencii) je pre
bunku dplne letalna a nie je tak napr. mozné precizne
Studovat rolu tohto proteinu v konkrétnej faze bunko-
vého cyklu.

Vyuzitie AID systému sa ukézalo ako ucinny nastroj
pre degradaciu ektopicky exprimovanych proteinov
u réznych typov cicav¢ich buniek (mys, skre¢ok, opica
a ¢lovek)>™. Aplikacia AID systému tym prekonala limi-
ty inhibicie expresie proteinu na trovni DNA a mRNA,
ktoré st v pripade degradacie velmi stabilnych pro-
teinov malo efektivne a v pripade uplne esencialnych
proteinov obtiazine interpretovatelné. Bolo preukaza-
né, ze napr. CENP-A protein patriaci do skupiny velmi
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stabilnych proteinov™ je mozné vdaka AID systému de-
gradovat efektivne a rychlo™.

Aplikadcia AID systému sa ukazala ako elegantny
pristup, ktorym je mozné u cicav¢ich buniek reverzi-
bilne manipulovat aj stabilitu proteinu exprimované-
ho z prirodzeného endogénneho lokusu. To umoziiuje
sledovat jeho Specificku ulohu aj v tak rychlych proce-
soch, akym je prechod bunkovym cyklom. Prvykrét sa
o degradéciu endogénneho proteinu pomocou AID
systému pokusili vo vedeckej publikacii Lambrus et al.
(2015). Vytvorili bunkov liniu, kde obe alely endogén-
neho Plk4 (Polo-like kinase 4) proteinu boli doplne-
né o AID sekvenciu (Plk4A®/AP) Hladiny endogénneho
Plk4 manipulovali u tychto buniek po stabilnej expre-
sii OsTIR1 na zaklade pritomnosti / absencie auxinu.
To umoznilo analyzu proteinov asociovanych s Plk4
v bunkovych procesoch, a tiez pomohlo odhalit tulohu
Plk4 v signaliza¢nej drahe'. NavySe sa nedavno poda-
rilo kombinaciou AID systému a CRISPR/Cas (Cluste-
red Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/
CRISPR-associated) techniky vytvorit fudské linie expri-
mujuce rézne typy endogénnych proteinov-AID. Aplika-
cia auxinu aj v tomto pripade viedla k efektivnej degra-
dacii cytosolického aj jadrového proteinu-AID. Rovnako
sa ukazalo, Ze je moZné tymto pristupom indukovat
degradaciu endogénnych proteinov aj u mysich emb-
ryonélnych kmeriovych buniek®. Kombinécia AID sys-
tému s CRISPR/Cas technoldgiou prinasa nastroj pre
ulah¢enie tvorby réznych typov endogénnych proteinov
cielenych pre degradaciu AID systémom.

Zaver

Stadium funkcie proteinov vyZaduje ich akudtnu
a rychlu degradaciu. V opa¢nom pripade je skimany
protein degradovany postupne, ¢o je sprevadzané ob-
tiazne interpretovatelnymi efektmi na fenotyp. Vysled-
kom méze byt nespravna charakterizacia jeho funkcie.
Rastlinny AID systém bol tcinne aplikovany u cicavéich
buniek pri studiu réznych proteinov''. Vyhodou tohto
systému je jeho rychly Gc¢inok a efektivna degradacia
cielového proteinu. V porovnani s metédami reguluju-
cimi degradaciu proteinu na trovni DNA alebo mRNA,
ktoré boli zatial v pripade studia funkcie proteinu po-
uzivané, je ucinok AID systému reverzibilny. K akumu-
lacii proteinu dochédza uZ niekolko desiatok minut
po odmyti auxinu'>®. V kombinacii s CRISPR/Cas9
technikou prinasa aplikacia AID systému v oblasti regu-
lacie expresie endogénnych proteinov u cicav¢ich bu-
niek velky potencial do budtcnosti.
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Suhrn

Ferencova I, Solc P. : Auxinom indukovana Specificka degradacia proteinov v cicavéich bunkach ako experimentalny nastroj
pre studium funkcie proteinov

AID (Auxin Inducible Degron) systém bol objaveny u rastlin ako degrada¢na draha regulovana fytohorménom - auxinom. Tento sytém
mozno aplikovat aj u cicavcov a vyuZit pre rychlu a Specificki degradaciu exogénnych aj endogénnych proteinov. Aby v pritomnosti
auxinu bol studovany protein u cicavcov degradovany, musi obsahovat AID sekvenciu a bunky musia zaroven exprimovat receptor pre
AID — tj. OsTIR protein (TIR1 protein exprimovany u Oryza Sativa — ryZa siata). Vdaka svojej rychlosti, efektivnosti degradécie a reverzi-
bilnému dcinku predstavuje AID systém idedlnu metodu pre Stadium funkcie proteinov u cicavcov.

Kltcové slova: auxin, degradacia proteinov, uréenie funkcie proteinu

Summa

Ferencov;y I, Solc P: Specific auxin-induced protein degradation in mammalian cells: an experimental tool for protein
function determination

AID (Auxin Inducible Degron) system was discovered in plants as a protein degradation pathway regulated by the phytohormone
auxin. This system is applicable also in mammals and it can be used for rapid and specific degradation of exogenic as well as endogenic
proteins. In order to be degraded in presence of auxin in mammals, the protein has to contain the AID sequence and the cells have to
express the AID receptor — i.e. OsTIR. Thanks to a rapid, effective degradation and reversibility effect, AID system represents an ideal
approach for studying protein functions in mammals.

Keywords: auxin, protein degradation, protein function determination
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