Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Charakteristika a laboratorni vy&®tani cytotoxickych T lymfocyi

Zdenka Fulkova

Bakal&ska prace

2017



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologické
Akademicky rok: 2014/2015

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a piijmeni: Zdenka Fulkova
Osobni ¢islo: C12216
Studijni program:  B3912 Specidlni chemicko-biologické obory

Studijni obor: Zdravotni laborant
Néazev tématu: Charakteristika a laboratorni vySetfovani cytotoxickych T
lymfocyti.

Zadavajici katedra: Katedra biologickych a biochemickych véd

Zasady pro vypracovani:

1. Seznamte se literarnimi zdroji tykajicimi se charakteristiky a CD znakl cytotoxickych
T lymfocytt. Prehledné diskutujte jejich tlohu v imunitnich mechanismech véetné uvedeni
vyvojovych fazi T lymfocyta.

2. Zaméite se na rozpoznani peptidi receptorem T lymfocyti. Vyhledejte informace o pro-
cesu zpracovani peptidu v Endoplazmatickém retikulu a esenciélni roli chaperon-peptidovych
komplexi.

3. Zpracujte aktudlni pfehled laboratorni detekce cytotoxickych T lymfocyti a vySetfovani
jejich funkei.



Rozsah grafickych praci: dle potieby

Rozsah pracovni zpravy:

Forma zpracovani bakalarské prace: tiSténa

Seznam odborné literatury:

Puvodni zdroje z webovych databazi http://isiknowledge.com/,

http://www.pubmed.gov, http://www.sciencedirect.com/ ne starsi 10 let.
Laboratorni encyklopedie SEKK (http://www.enclabmed.cz/).

Vedouci bakalarské prace: Mgr. Marcela Slovakova, Ph.D.
Katedra biologickych a biochemickych véd

Datum zadani bakaldiské prace: 12. prosince 2014
Termin odevzdani bakalaiské préace: 17. Cervence 2015

i LS. D[%////%

prof. Ing. Petr Lostak, DrSc. prof. RN uzana Bilkova, Ph.D.
dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 27. tnora 2015



Prohlasuiji:
Tuto praci jsem vypracovala samostatdesSkeré literarni prameny a informace, které jsem

praci vyuZzila, jsou uvedeny v seznamu pouzitédiiany.

Byla jsem seznamena s tim, Ze se na moji prachugtgrava a povinnosti vyplyvajici ze
zékona¢. 121/2000 Sb., autorsky zakon, zejména se skhasti, Ze Univerzita Pardubice ma
pravo na uzateni licertni smlouvy o uZiti této prace jako Skolniho dilalieo§8 60 odst. 1
autorského zakona, a s tim, Zze pokud dojde k tétibi prace mnou nebo bude poskytnuta
licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Rardte opraviina ode mne pozadovat
piiméreny @ispivek na Uhradu naklad které na vytvieni dila vynalozila, a to podle

okolnosti az do jejich skuteé vySe.

Beru na ¥domi, Ze v souladu s § 47b zakand 11/1998 Sb., o vysokych Skolach a cmén
a doplreni dalSich zakai (zakon o vysokych Skolach), ve émi pozdjSich gedpidi,
a snérnici Univerzity Pardubice. 9/2012, bude prace zegneéna v Univerzitni knihové

a prostednictvim Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

Souhlasim s prezénim zgistuprénim své prace v Univerzitni kniho¥n

V Pardubicich dne 4.7. 2017

Zdeika Fulkova



Podékovani

Mé podtkovani paiti Mgr. Slovakové Marcele PhDr. za odborné vedeapélivost a ochotu,
kterou mi v ptibéhu zpracovani bakaiské prace &novala.



ANOTACE

Prace je ¥novana cytotoxickym T lymfodwyt, se za@enim na jejich povrchové CD znaky a
proteiny nachazejici se na povrchu, i mimo jejitdzmatickou membranu. Tyto znaky maji
mnoho funkci, pr@loveka je dilezith predevsim tato: cytotoxické T lymfocyty ,kontroluji“
antigeny zpracované bkou, tedy i nadorové a virové. Dikgkterym ¢mto CD znakm a
dalSimi proteinovymi slozkami #ky, jako je napiklad chaperon, jsou schopné se proteiny
preskupit do tzv. jednoduSSich forem, aby jednoduSejchazely pes membranu do

endoplasmatického retikula.

KLI COVA SLOVA

cytotoxické T lymfocyty, CD znaky, proteiny, chapeco-chaperon
TITLE

Characteristics and laboratory investigation ofaytxic T lymphocytes
ANNOTATION

The work is devoted to cytotoxic T lymphocytesdinguon the surface features of CD and
proteins found on the surface and beyond theirmasnembrane. These features have many
features, especially for humans: cytotoxic T lyngytes "control" antigens developed by the
cell, i.e., tumor and viral. Thanks to some of h€® features and other protein components
of cells, such as chaperon, it is possible to canpeoteins into so-called simpler forms to

more easily pass through the membrane into the@admic reticulum.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNA CEK

Ab Protilatka (protilatky)

Ag
APC
ATP
BCL-X,
CD
CD8+
CNS
CR

ER
GADS

GRB2

HPD

KD
LFA
MAC

MHC

Antigen (antigeny)

Antigen prezentujici ka (ky)
adenindinukleotidfosfat

B bure¢ny lymfom — extra velky

diferenciéni antigen (cluster of differentiation)
aktivovany €

centrdlé nervovy systém

komplementovy receptor (complement receptor)
Endoplasmatické retikulum

Grb2-related adaptor downstream of Shc

growth factor receptor — bound protein 2 {@ro 2 vazany na receptoru

rastového faktoru)

histidin — prolin - asparat

imunoglobulin M

interleukin

interferon

imunitni odpo¥d’

kostni den

adhezivni molekula leukoay{leukocyte — function — associated antigen)
komplex (komplementovy) aktivujici membranu

hlavni histokompatibilitni komplex (major higtompatibility complex)



NBD N — terminalni ATPazové domény

NK nukleova kyselina

PI3K fosfatidilinositol-3-kinasa

SBD C — terminalni vazebné domény substratu

SH2 Src homology 2

TCR Receptor T lymfocwtpro antigen (T — cell receptor)
Tc cytotoxicky T lymfocyt (cytotoxin T — cell)

Ty Pomocny T lymfocyt (helper T — cell)

Ts supresorové T lymfocyty

TF spousici faktor

TNF tumor — nekrosis faktor

Treg regulani T lymfocyt

TRIM TCR-interacting molekule (molekula interaguijiir buréény receptor)

ZAP { -associated protein



Uvod

Tato prdce se zabyva cytotoxickymi T lymfocyty. div&akladni povrchové znaky T
lymfocyta, spol€éné s jejich funkci v lidském organismu. Povrchové ksn&£D8 a CD4
roz&luji T lymfocyty na cytotoxické a pomocné. Se vSdbi) znaky je spojena aktivace,
diky které se zahdji imunitni odpalr na neznamy patogen, nebo pémimy vnitini antigen,

nag. nadorovy.

Tato prace se zabyva i momentem zahdjeni imunéakoe, ve kterém spolu komunikuji
antigen prezentujici blka (APC) a T lymfocyt progednictvim molekul HLA (Human
leucocyte antigen = lidsky lymfocytarni antigenY@R (receptor T lymfocyi). Jednotlivé
molekuly HLA systému jsou na povrchu knuspdadany do komplex které se podle
charakteru a funkctadi do dvou zakladnichiid. Molekuly I. ¥idy jsou obsaZzeny na povrchu
vSech jadernych béh a jsou dlezité pro rozpoznani bgk. Cizi antigen (virovy, nadorovy)
prezentovany ve spojeni 8niito antigeny umozni cytotoxickym T lymfodyh (CD8+)
reagovat. Molekuly II. iidy jsou na povrchu pouzeckterych bugk, a to zejm. buwk
prezentujicich antigen (APC), které naskegredkladaji zpracovany antigen T lymfoégt.
Cimz nenavodi imunitni odpé. DaleZitymi produkty imunitni reakce jsou také profia
Ig, lezici na povrchu biR, dale cytokiny jako naplL — 2, IL — 4, IL 10, atd. a také CD40L,
které jsou produkovany kkami imunitniho systému (T lymfocyty) a jsou schépmavodit
nag. rychlé dleni burgk, a také aktivuji biiky ke zrméné tvaru a funkce a sami pagmené
nag. v makrofag pohlcuji okolni patogen. Protilatky ogukované B lymfocytymaji
proteinovy charakter, jsou sloZzené z aminokyselK)( a riznych peptidickych spgj

Sekvence AK a velikost molekul z nich feaych je dlezita pro vlastni charakter molekuly.

Tato prace se také zabyva proteinem, ktery napors@d&nému sbalovani polypeptidového
iettzce do vySSich struktur a skladani podjednotek d@omwolekularnich cetk nazyvana
chaperon. Chaperon se napaze na uité oblasti vznikajiciho polypeptidwimz brani
vzniku nezadouci vzajemné interakce této oblastingmi Useky téhoz polypeptidu,
nespravnému uspadanici prediasné degradaci. Toto ma v této pra@devsim vyznam pro
TCR, reagujici na cizorodé antigeny. Prace je dmangehledem laboratornich metod,
kterymi Ize detekovat a sledovat funkci cytotoxickyl lymfocyti.
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1 Cytotoxické T lymfocyty

Cytotoxické T lymfocyty spokné s pomocnymi T lymfocyty p&t do skupiny bilych
krvinek. Redstavuji asi 23% lymfocytv periferni krvi. Nachazeji se v krvi, v lygfa
specializovanych lymfatickych tkanich. Specificlozpoznévaji antigen a pato specifické
imunity [1, 2].

Vznikaji na fiznych mistech, ale fpdevSim v lymfatickych uzlinach, slezinKD a
v lymfatickych ostéivcich stevni sliznice. Diky dmto orgaim ma swj nazev (lymfocyt =
lymfa), kde i vyzrava a & se“ svému specifickému chovani (proliferace, rdifeiace a
dozravani v imunokompetentniiw). Vyviji se do dalSich subpopulaci. Zralé lymyftycse
kontinualre pohybuji mezi krvi a lymfou. Po prostoupeni tk&d hromadi v malych
lymfatickych cévéach, daletpchazeji do &sSich cév a fesductus thoracicugdou zgt do
krve. Tu po gkolika malo hodinach T lymfocyt @p opusti, aby seips lymfatickou tka
znovu vratil do lymfatickych cév. To usnage setkavani s Ag, ke kterému dochaaBwou
v lymfatické tké&ni. Tento pohyb vede k fepZitému imunitnimu dohledu [2,3, 4].

1.1 Povrchové a CD znaky T lymfocyti

1.1.1 Membranové CD znaky T lymfocyti
T lymfocyty Ize rozliSit pomoci membranovych zGaRD, kterymi je uken typ, diferenciéni
a vyvojové stadium hiky a dalSi charakteristiky. V nasledujicich odstelrgsou uvedeny

CD molekuly dilezité pro pomocné a cytotoxické T lymfocyty [3].

T lymfocyty Ize @lit na dw fenotypové skupiny podlefipomnosti znak CD4 anebo CD8.
CD4 pozitivni T lymfocyt je ozngen jako tzv. pomalisky (helper). Znak CD4 je
koreceptorem receptoru TCR, jehoz ligandem je MHCllga pati do imunoglobulinové
rodiny. T lymfocyty rozpoznavaji Ag v komplexu s HLlI. ttidy. Pomahésky T lymfocyt se
po setkani s Ag a dalSimi faktorytepdevsim cytokif, diferencuji do dvou podskupinyT a
Tu2. Ty produkuji 6zné spektrum cytokin Tyl produkuje IFN —y, IL — 2 a indikuje
imunitni reakci bu&ného typu. T2 produkuje IL - 4, 5, 6, 10. CD4 znak je humoratni
typu. Nekteré lymfocyty T produkujici veliké mnozstvi ILEO a ty se zna jako Th3. CD4+
maji sekréni schopnosti a tim i schopnost aktivovat jiné d&mé populace. A proto se
n¢které CD4 znaky i v malé i@ nachazeji na povrchu, makrofdaghonocyt, dendritickych,

Langerhansovych ahkterych dalSich buik. Zicashuji se tu prezentace exogennich antigen
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predkladané bitkami ve forng komplexu HLA II. tidy. Takto se nap chova i receptor pro
virus HIV vyvolavajici onemocmi AIDS. [2, 4, 5]

CD8 znak je transmembranovy glykoprotein imunoglolmyého typu. CD8 znak T
lymfocytu je koreceptorem receptoru pro Ag (TCRhqz ligandem je MHC gp I. Funkce
CD8 pozitivnich T lymfocyi je cytotoxicka (tzv. usmrcuji defektni iky), pangtova,
supresorova (bb.sJa reguléni funkce diky produkci cytokin[2, 4, 5].

CD8+ T lymfocyty jsou hlavnimi efektorovymi Bkami pro bugénou adaptivni imunitu a
jsou schopny rozpoznat a zabijet viry, infikovaméKly a nadorové hiky. Jejich funkce vSak
muze byt rekterymi nadory naruSen&tudie autak Redegeld a spol a Mendler a spol ukazala,
Ze Ag - specifické funkce T lymfoayimohou byt nachykjsi k nizké hodna@tpH [6].

CD1 je glykoproteinova molekula, ktera se nachazipovrchu tymocyi, a dale také —
burgk, dendritovych bugk, interdigitujicich budk a Langerhansovych bék kize. CD1
molekula se poji §2 — mikroglobulinem do dimeru podobného HLA gpiidy. Je podstatn
mére polymorfni, nezo — iettzce HLA |. CD1 prezentuji lipidové a glykolipidov&g na
povrchu APC a to zejména T lymfoaw, které nesou receptor pro Ag typuTento zfisob
rozpoznani se uplatje v oblasti nap obrany proti mykobakteriim a jinym paraait a také

u rekterych fosfolipidovych syndrofy nag. rizné trombézy a hemolytické anémie [4].

CD2 molekula je transmembranovy glykoprotein, kteey nachazi zejména na povrchu
tymocyti a zralych T lymfocyt. Na tuto molekulu adsorbuji éiverytrocyty, diky kterym Ize
testy utit pocet T lymfocyti [4].

Receptor CD3 je molekula sloZena &i ppolypeptidovychtettzal imunoglobulinového
charakteru pojici se (je stasti) k receptoru TCR. Ten vaze nabidnuty prezemp\Ag ve

spojeni s molekulami HLA. Nachazi se na vSech ezhaly lymfocytech. Jejich funkci je
pienaSet signal z TCR doiky [4].

CD17 slouzi jako prognosticky faktor pro terapiietgidni leukemie.[7]

CD28 podporuje proliferaci a produkci cytokinprispiva k gijimani lipidovych rafi
(glykolipoproteinové mikrodomény v membegn které jsou bohaté na spojeni signalnich
proteini, v mis¢ mezi TCR a APC Po aktivaci T lymfodytje znak CD28 fosforylovan
tyrosynem. T lymfocyty se znaky CD28 poskytuji n&tdéujici pomoc B lymfocyim po
infekci nebo imunizaci. B lymfocyty nejsou tedy spiny znény imunoglobuliri [8, 9].
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CD40 je jeden z nejlépe charakterizovanych kost@mith molekul. Spousti aktivaci a
diferenciaci T-busk hlavre cytotoxickych linii. Také je to jeden z receptdaktoru nekrosy
nadofi B lymfocyti. CD40 se vaze na ligand CD40L (také aavwan jako CD154), ktery je
piechodi exprimovan na T lymfocytech a dalSichikéach zastlivych podminek. Interakce
mezi CD40 a CDA40L iedstavuji tedy hlavni kostimwiai systém, ktery zesiluje imunitni
reakci a niZze tak podporovat z&n Pozitivre kostimul&ni. CD40L je sotiasti TNF se
sendvéovou konstrukci a za zéivych podminek je indukovana na monocyty, NKiky,
Zirné buiky a bazofily [10, 11, 12].

Znak CD56+ maji NK biky takzvani pirozeni zabijéi, jsou velmi blizké T lymfocytm

s primym cytotoxickym fisobenim. Nemaji vSak specifické receptory a jsaésii vrozené
imunity. NK buiky mohou pravépodobré ovliviiovat spolu s cilovymi hikami i fadu

raiznych povrchovych molekul, ¢hteré se podileji na baéné adhezi, &které aktivuji
cytolyticky program NK bu&k (7, 8) a ty ostatni jsou schopny inhibovat aktiviaegativni
signalizace (jak jeifezkoumana odkaz 9). Inhénii receptor NK bugk pisobi proti nadoray
[2, 13].

NK bunky jsou vybaveny schopnostitimo eliminovat transformované nebo infikované
buiky a jsou také schopny regulovat adaptivni imunittipo\edi prostednictvim produkce
cytokini. Rozpoznavani svych cilovych hiknse @je na principu rovnovahy inhibitoru a
akceptoru. Mezi NK bitkami a T lymfocyty jsou ostré rozdily v trvani kaktu mezi
efektorovymi bukami a jejich specifickymi cily. NK hiky interaguji pouze kratce, zatimco
Tc udrzuji prodlouzené kontakty i s pohyblivymidiel4].

1.1.2 Membranovy receptor T lymfocyta

Rozpoznavani T lymfocytje sokast centralniasti imunitni odpo¥di k cizim subjekim.
Toto rozpoznavani zprastdkovava TCR. To je heterodimer, ktery je stgpko protilatka
schopny vytvéet obrovské mnoZstvi jinych pramych sekvenci pragtdnictvim
pieskupovani DNA a dalSich mechanisma zérové je to komplex integralnich
membranovych proteiny ktery se podili na aktivaci T lymfodytv odpowdi na prezentaci
antigenu. Narozdil od protilatek, TCR statestAva na povrchu bgk. Podle prezentace Ag je
Ize rozalit na nesouci TCR typup neboyd. U sava jsou nefastji typy app — TCR. Ténst
vSechny pdebuji ke svému vyvoji thymové priésti. Rozeznavaji specifické fragmenty
antigerii (peptidi) v komplexech s MHC gpiitd y6 — TCR jsou v menSinovém zastoupeni
v téle, vyvijeji se i mimo thymus a rozeznavaji jiné Agz jsou komplexy MHC. Mohou to
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byt nativni Ag, organické latky {pAminy) nebo produkované mikroorganismy, kterysay

vyrazre stimulovany [5, 15, 16].

Stimulace TCR se spousti MHC molekulami nankach prezentujicich antigen, které
vystavuji peptidy antigenu a vyvolavdjdu intracelularnich signalnich kaskad. Zapojeni
TCR iniciuje pozitivni signél (pro zvySeni) a ndgat signal (polebujici), kaskady, které
v kongéném disledku vede k buwiné proliferaci, diferenciaci, produkci cytokinanebo
k aktivaci indukované bwiné smrti (obr. 1). Tyto signalni kaskady regulugi wyvoj T

lymfocytl, homeostazu, aktivaci afpeni efektorové funkce a apoptézu [15, 17].

CcD28

v -
Proliferation
Differentiation

Survival

T cell

Obrazek 1: Spoluprace membranovych a intracelularnth molekul na pgtenosu informace o

antigenu vazaného na TCR

PrrestoZze TCR i#ie regulovat nabor PI3K fosforylaci TRIM/€aistavuje TCR asociovany adapter
proteini), zistava nejasnésesre to, jak je TCR spojen s aktivaci PI3K. Dostupiikady nazneéuji
duleZitou ulohu pro PI3K f prenosu signad, které reguluji proliferaci a diferenciaciFppiisobeni
antigenu na TCR. Naproti tomu CD28 se vazenp na SH2 domény p85, ale podporuje proliferaci a
produkci cytokid nezavisle na této asociaci. Aktivace PI3K CD2&yszdporuje peZiti, coZz pispiva

k vySSi regulaci exprese Bcl-XTCR vyuZiva aktivaci PI3K k regulaci proliferaagtimco CD28
vyZaduje PI3K k podge peZiti. Toto diferencialni vyuZiti signalizace PI3Kindikovano silnym
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porovnanim s &kovanymicarami, ZAP {-asociovanym proteinem; GADS (proteiniibpizného Grb2
v proudu od Shc.)[9, 18].

NK T lymfocyty jsou zvlastni typy, které maji TCRB a disponujifadou receptdr
charakteristickych pro NK hiky. Rozeznavaji komplexy CD1 s lipidy mikrobialninebo
vlastniho fivodu. NK T lymfocyty jsou heterogenni, majizné typy CD znak a rekteré je

nemuseji ani mit. Dikytnto rozditim Ize rozeznavatizné typy T lymfocyi [5].
1.2 Vyvoj cytotoxickych T lymfocyta
Prekurzory T lymfocyi prichazeji do thymu z kostniere a nazyvaji se pro-thymocyty.

Nezralé T lymfocyty exprimuji jak CD4 tak CD8 reteyy, které se vazou na molekuly MHC
Il a MHC I, respektive T lymfocyty tzv. “"fpdukené”” pro molekuly MHC Litdy ztrati po
nastavajici expresi CD4 znaky, aby se stali CD8tpoimi T lymfocyty. Zatimco ty, které
““zvoli”” molekuly MHC II. tidy ztrati diky expresi CD8 znaky pro ziskani C»%ipivnich

T lymfocyti. T lymfocyty CD4+ a CD8+, které ieziji vybér vthymu, migruji do
lymfatickych uzlin a sleziny. Kde spolupracuji s@Rkako nap. dendritickymi bekami [9,
19].

P vyvoji T lymfocyti dochazi k nahodnémugskupovani gaenpro receptor TCR. Nejprve
se v nich peskupi geny pro TCRa TCR. Po uspSném peskupeni TCR, se vyskytne na
povrchu casnych tymocyi nejprve pre-TCR seskupenyp#etézce, tzv. pre-TCR a CD3
komplexu. Dale nasledujegskupovani ganpro TCRx a vznik definitivniho TCR Zettzci

a ap (a CD3 — pendsi signél z TCR do bky). Thymocyty v tomto stupni stadia vyvoje 10
vétSinu burk v thymu. Na povrchuéthto burk se nachazeji i koreceptory CD8 a CDA4.
Dochazi k negativni selekci autoreaktivnich &dura burk s nefunknim TCR, které
nerozeznavaji MHC proteiny (pozitivni selekce). égativni selekci dochazifipdostateéné
silné vazks svym TCR na jakykoli komplex MHC s normalnimi piegt po setkani na
povrchu s thymovych bik. Tento signal vede k rychlé apoptotické smrterd T lymfocyt,
ktery se nenavaze na TCRbec, hyne. Pozitivhselektovany jsou jen ty, kierozeznavaji
s nizkou afinitou MHC proteiny. Ty si poté zanechjaexpresi CD8 nebo CD4. Takto zralé
bunky opoustji thymus a usidluji se v sekundarnich lymfoidnicbrganech.

Z neeliminovanych tymocyt vzniknou tzv. regukni T lymfocyty (Treg), které udrzuji

periferni toleranci vlastnich tkani [1, 3, 4, 5].
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1.3 Role cytotoxickych T lymfocytii vimunitnich mechanismech

Imunitni systém se dastni spolu s nervovym a endokrinnim systémem nigoudni
homeostazy. Jeho zakladni funkci jsou: obranysab&ipn chrani organismus proti infekcim,
imunitni dohled — pibéZn¢ kontroluje a odstiauje staré a nadorévzmenéné buiky,

autotolerance — udrzuje toleranéivvlastnim tkdovym organismim.[3]

Svou ulohu maji T lymfocyty té#éh ve vSech mechanismech imunitniho systému. Imunitni
systém vyuziva specializované kontakty na povrchwely pienasSi signaly mezi jejich
souwastmi bugeénych populaci. Iniciace a progrese imunitni reakdési na pé&ivé regulaci
aktivace lymfocyt. Podle klasického modelu "dvou sigitalT lymfocyty vyZzaduji vstup ze
dvou “zdrofi”, aby se staly pk aktivnimi. Prvni signal, ktery dava specificitu umitni
reakce, je interakci hlavnich antigeMHC Il s antigenem uznané TCR. Druhy signal je
dodavan do APC. Aktivovany T lymfocyt zpréetikovava vhodnou imunitni odpal. V
dusledku toho jsou obrovskeé slizni plochy sloZi osidleny biikami a lymfatickymi organy
specializujicimi se na vyt¥eni ochranné protilatky a b&mé imunity. Imunitni systém tedy
funguje velice podobnym Agobem jako u nervového systému neurony. Recepbaaugigen
stimuluje T a B lymfocyty, které vedou ke koncenira segregaci protein tvorici
supramolekularni aktivai shluky, tzv. imunitni synapse [20, 21, 22].

Interakce mezi CD40 a CD40L generuje nitrolauné signély a sekreci povrchu molekuly,

které v konéném disledku ovlivauji, jak humordlni tak i bus&nou imunitu [23].

1.3.1 Uloha nespecifické (ptirozené) imunity vaktivaci cytotoxickych T

lymfocyta

Nespecificka imunita zajisti schopnost organismuagoyat proti cizorodym
mikroorganisnim. Je tvéena molekulami a bikami, které jsou fichystané v organismu
reagovat na cizorodé patogeny diky svym spole rysim. Tvai ji slozky burééné a
humordlni. Bui¢né slozky jsou fedstavovany fagocytujicimi Bkami a firozerg
cytotoxickymi buikami. Humoralni imunita je vyt¥&@na komplementovym systémem,
interferony, lektiny a jinymi sérovymi proteiny. Blgecifické slozky imunity reaguji
v minutach a nemaji Zzadnou p&nMezi @irozené neimunni obranné mechanismytipat

neporuseny povrchike a sliznic [1, 5].
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Z jedrech fagocytujicich bu¥k jsou makrofagy a dendritické iky, které jsou vybaveny
mnozstvim rozpoznavajicich receptorkteré aktivuji mikrobialni konstra#ki prvky a
geneticky material. Mnohé zZdhto receptar snimaji pitomnost virové RNA a DNA a
aktivuji signaliz&ni kaskady vedouci k indukci interfefgndalSich cytokifi a antivirovych

protein [24].

1.3.2 Uloha specifické (ziskané) imunity v aktivaci cytotoxickych T

lymfocyti

Je pomalejsi, reaguje viiéhu dri a je antigen® specificka. Winkuje tedy diky vysoce
specifickym molekulam a aktivuje se az po setkdApgqlatka, kterou je imunitni systém
schopen rozeznat a je schopna vyvolat v organismunitni odpo¥d). Mezi specifickou
imunitu pati slozky humoralni a to jsou protilatky (Ab) arflami zprostedkovana odpasd’
na Ag. Specificka a nejznajsi funkce této imunity je imunologicka péth V této odpoxdi
hraji svoji roli i fizné signélni molekuly, kterymi jsou lymfokiny, ciiny ¢i chemokiny.
Bunécné slozky specifické imunity jsou hlaym lymfocyty ale i B lymfocyty. Po setkéni
s Ag proliferujicimi B lymfocyty, které se diferamc do plazmatickych buik tvorici Ab
(imunoglobuliny) a to diky “zapojeni” molekuly CD4&nikaji s nimi zarouve i pamgétove
buiky. Podobnym zfisobem se i diferencuji T lymfocyty na Tc a Th lyety [1, 5, 25, 26].

Zvlastnim druhem buik jsou specializované dendritickéitiy a mikrofagy (jsou to APC).
Tyto buiky jsou schopné &bit Ag na peptidy a ve spojeni MHC jégiladat T lymfocyim
[25].

B lymfocyty rozpoznavaiji proteinové a polysachavigld\g, rékteré lipidy, nukleové kyseliny
a hapteny. Aktivace molekuly CD40 v imunitnichikach vede k diferenciaci B lymfodya
k produkci protilatek. T lymfocyty s molekulou CD4@dou k produkci makrofég vyrobs
cytokinu, chemokinu. Nasledrk up-regulaci adheznich molekul, ktera vede k & [25,
27].

Peptidy jsou generovany degradaci dunych proteiri v cytosolu a jsou transportovany do
endoplasmatického retikula (ER)fes [fenaSée asociované se zpracovanim antigennich
(TAP) molekul. Ab se uplatji v obrar proti extracelularnim (exogennim) Ag, které

neutralizuji, opsonizuji nebo vedou k aktivaci kaempentu a lyze patogénV obrarg proti
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intracelularnim (endogennim) patogem se uplatuje buikami zprostedkovana odpad’
s Wasti T lymfocyh [28, 25].

Ne¢kolik  studii  prokazalo, Ze funkce imunitnich kkn véetrg Tc, je zavisla na

patofyziologickych podminkach [29].

Aktivace IFN systému je velmidlezitd, neb6é antivirova girozena imunita podporuje
aktivaci ziskané imunity. Tyto imunitni reakce amgalji vymyceni infikovanych vit.
Efektivni obranyschopnost imunity proti virovym ékicim zavisi vSak na spravnych funkcich

rozpoznavani receptiba prostednictvim stovky gein[21, 30, 31].
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2 Struktura predkladaného peptidu

VSechny buacné proteiny podléhaji kontinualni syntéze a degriadiato trvald obnova je
nezbytna pro udrzeni futkino proteomu a umo#ni rychlych znén hladin specifickych
proteini s regulanimi Cely. Jako nap receptor T lymfocyt se vaze s peptidovymi epitopy
prezentovanymi molekulami MHCritly II, které se nachazeji na povrchu APC @un
prezentujicich antigen). APC je ¢divym krokem pi spouséni antigen-specifické imunitni
odpowdi se schopnosti iniciovat aktivaci specifickychymfocyti a regulovat jejich funkce
sekreci cytokif [32, 33, 34].

Proteiny jsou zodpadné za molekularni procesy &ld a jsou nezbytné prargiti. Funkce
jakéhokoliv proteinu je zavisla na jeho struletuktera je rozélena doctyt hlavnich oblasti:
primérni, sekundarni, terciarni a kvartérni. Primh&truktura je ufitd sekvence aminokyselin
proteini a je uvedena a zapséna ve striktoukleovych kyselin. To je to, co nejvyznasin
uréuje konénou strukturu vSech protein a proto i jejich funkce. Konstrukce je dale
rozvinuta prosednictvim jedinéného a pesného ,pehnuti®, které umozni spravnou a
optimalni funkci proteifi. Aminokyselinova sekvence jégloZzena z mRNA v ribozomu z ER

do transmembranovych luminalnich protejB5].

Funkeni diverzita proteinu je tedy zaloZena na rozdilyprestorovém usgadani jejich
aminokyselin. Jednou ze zakladnich otdzek molekulbiologie je mechanismus proteinu
skladani, coz je proces, ve kterém gen@si linearni sekvence aminokyselin v proteinu
syntézy bilkovin ve specifické trojrozmé struktie. Nicmért, sklddani proteiinje obvykle
rychly proces v rozmezi odékolika sekund nebo dokonce milisekund. Proteinyujso

syntetizovanyn vivo na ribozomech vektoréwd N- k C-konci (obrazek 2) [36].

Nekteré proteiny vyZzadujiipsvém skladani krotnspravné izomerace peptidové vazby mezi
jakymikoli aminokyselinami a aminokyselinou prolinulezitd je také spravna tvorba
disulfidovych vazeb mezi cysteinem a aminokyselinartejména pro vyléované proteiny
cysteinu. Skladani meziprodukise Spatnou prolinovou izomerii nebo vzniku nespgav
disulfidové vazby mize byt také agregaci rizik. ®@lveakce jsou skladané pomoci katalyzy

specialnimi enzymy s PPlase nebo proteindisulfids@sou [44, 37].
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Obrazek2:Zivotni faze proteid v buice.

Proteiny jsou syntetizovany na ribozomu a t@’sacernovany, nebo sloZzeny podedi od ribozomu
Ze své firozené struktury. Ehem tohoto procesu, jsou proteiny nachylné k agregebo mohou byt
degradovany v misfolding. Molekularni chaperonyo(aaené jsou prokaryotické zastupci Escherichia
coli) doprovazeji v3echny Zivotni cykly proteirCervené Sipky nazdaji p-retezce a a-helixy
zelenymi valci; objsou mozné jako sekundarni struktury v proteirj@6h.

Skladaci stav je termodynamicky nestabilni a pngtgsou ovlivieny zmegnami v bugéném
prostedi: stresovymi podminkami, jako je tiegbad rychlé zvySeni teploty, e napiklad
vést k tzv. misfolding (Spatnému poskladani) a gagce nebo k proteolytické degradaci
mnoha proteith (obrazek 2). Molekuly znameé jako chaperony pomalmigkonavat
nestabilitu tim, Ze poskytuji dlouhé aminokyseli@®ekvence pro néwznikajici proteiny s

vhodnym prosedim a s dostatkem energie ve forATP [36, 35.
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3 Chaperon

Hartl a spol. (2011) definuji molekularni chapejako ‘jakykoliv protein, ktery interaguje,
stabilizuje nebo pomaha jinému proteinu ziskat jeimdcne aktivni konformaci, aniz by byl
pritomen ve své kodtee struktue." Chaperony existuji v cytoplazin mitochondriich,
endoplazmatickém retikulu a v jadru sabuiky. (Voisine et al., 2010). A byly poprvé
pozorovany v kvasinkach [39, 40].

Molekularni chaperony jsou vysoce konzervativnitgiry, které poméhaji ip nastaveni
bilkovin pri skladani do spravné konformace, tzv. efektivia@&ni. Protoze vznik chaperon
je indukovantadou environmentalnich stregpfjako jsou teplo, oxidani ¢inidla a rekteré
toxické latky, byly @ivodné popsany a jsou zndmé je3ako proteiny tepelného Soku nebo
proteiny tepelného stresu (Hsp), (Little et al.,94p ZvySend exprese molekularnich
chaperofi muze potl&it agregaci proteiln a toxicitu v mnoha modelech
neurodegenerativnich onemeonHsp peptido¥ specifické T u¢inné lyzuji buiky myelomu
HLA-I (zavedené bu&neé linie a primarni plazmatickeé fiky). Myelomové biuiky piirozerg
exprimuji Hsp peptidy v kontextu hlavniho histokaatipilniho komplexu I. fidy. Je&t
dulezit&jSi je, ze Hsp peptid@vspecifické E G¢inné sniZuji z&Z nadoti v myelomu [39, 41,
42].

Chaperony jsou velké proteinové multipodjednotkdv@mplexy s hydrofobni dutinou.
Vyvinuly se pro zvySeni fiistupu v konforménim prostoru bugk. Nebo také linearni
polymery, které jsou syntetizovany ribozomy aktigoych aminokyselin (polypeptidovy
fetézec slozeny do trojrozémého komplexu), které pomahaji velkému mnozstiddscich
reakci v pébéhu celého Zivota protein Chaperony kontroluji skladani protéimo sve
pocateEni struktury, udrzuji Spa#nslozené bilkoviny a jsou schopny rozp&tstgregované

proteiny a vzdy je spojeno se sfalifou energie [36, 43, 44, 45].

Hydrofobni interakce nejeniigpivaji ke stabili sloZzené struktury proteinu, ale jsou take
dulezité pro stabilitu oligomernich protéim proteinovych komplex Kontaktni oblasttasto
obsahuji hydrofobni zbytky, které sei pdruzovani mizi. Protein se takube vazat na
rozvinuty polypeptid nebo potid jeho agregaci, aniz by to byl ndtohaperon. Co stanovuje
molekularni chaperony od@gné od €chto hydrofobnich plazmid je jejich schopnost

Mriviw s

navazany polypeptidizenym zg@isobem. To se obvykle provadiepnutim na alternativni
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stav chaperonu se snizenou afinitou k hydrofobrdlgpgepticim (obrazek 3). Podle zakbn
termodynamiky bude vazebny proteinovy substratilstalsat vysoko afinitni stav chaperonu.
Proto je nutny ufity zdroj energie pro igpnuti do stavu s nizkou afinitou z&tpmnosti
vazaného substratu. Obvykle tato energie pochlydmlyzy ATP nebo z interakce s jinymi

proteinovymi slozkami tzv. chaperonovych sirf43].

w Aggregate

N /”"\\ 7

Chaperon

«rl:]

hohe Affinitat ADP * P, niedrige Atfinitat

Obrazek 3: Chaperon -asistované skladani protdn

Biosyntéza proteihy stejrg jako burécny stres, vede k tvatbrozvinutych polypeptid (U). Tyto
molekuly se skladaji progtdnictvim ekolika meziprodukk (I, Ic) se stoupajici strukturou sloZitosti,
dokud nedosahnouripozeného funkniho stavu (N). Bkteré meziprodukty &) mohou vystavit
hydrofobni povrchy, které g@ni nachylnymi k agregaci. Tato reakce byla povabhavza nevratnou,
ale posledni vysledky nazngi, Ze wkteré chaperony mohou resolubilizovat agregéaty. édolarni
chaperony interferuji se Skodlivym procesem agregazbou na druhy;¢ a U. Toto spojeni nejen
blokuje hydrofobni spoje na vazanych polypeptidatthtaké sniZzuje koncentraci molekul nachylnych
k agregaci, ¢cimZz zpomaluje agregaci. V mnohaigadech dochazi ke 2m¢ konformace
zprostedkované ATP v chaperonu, coz vyvolava disociazaného polypeptiduCast uvol@nych
molekul se W¥e pelozit do stavu, vdmz je spachan {), ktery jiz nevyZaduje pomoc chaperonu,
zatimco zbyvajici nevyuZzité (uc) molekuly se znbjavi a @astni se dalSiho chaperonového cyklu. V
zavislosti na typu chaperonu se mohowrmmkonformace v polypeptidu vyskytnodhdm jeho
spojeni s chaperonem.[43]

Zakladni funkci molekularnich chapetone tedy spojovani fiechod s jednim nebo
n¢kolika ,partnery”, ¢imz se zabrani ipdasnym nebo nespravnym, intra- nebo inter-

molekularnim interakcim, ke kterym by doSlo ifpacE neexistujiciho spojeni. Chaperony se
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vSak nepodileji na koreé funkci jejich substrat Nag. chaperonu gp96 jefigitana jeho
schopnost aktivovat vrozené i adaptivni imunitrpetdi [46, 47].

Viskdzni prostedi je jednim evoknim divodem molekularnich chaperignjejichZ ¢innost
vyZadujecasovou sekvenci na ““draze”” skladani, které nemapd®e v monodisperznicn-

vitro systémech [48].

Chaperony tedy v endoplazmatickém retikulu hrayiotré dilezitou ulohu pi skladani,
sestavovani a posttran&té modifikaci sekrénich proteid a také recykluji, opakuji nebo
iniciuji degradaci nespra¥rpreloZzenych proteiin Rychlost procesu skladani a &%gkradre
sloZzeného proteinu, se liSi v zavislosti na prateiRroteiny s velmi malou molekulovou
hmotnosti se rozkladaji obvykle nezavisle na swé&/mastruktue. VEtSi proteiny, které se
skladaji z vice domén, ale m&asto problémy, jsodasto v pasti nachylnych konformaci,
jako je nap. non-nativni agregace. Tyto proteiny jsou subgti@diaperon nag. Hsp70
(DnaK) nebo Hsp60 (GroEL) uznané proteinové rodinya doprovodu cykl vazby a
odtrzeni od fislusného doprovodu na césio nativni struktury [39, 49, 50, 51].

3.1 Zakladnirozdéleni, uloha a funkce chaperonu

Existuji # hlavni #idy nizké molekulové hmotnosti chemickych chapérdhWCC):

sacharidy (glycerol, sorbitol), aminokyseliny a idéaty (glycin, prolin), a methylaminy
(betain, trimethylamin N-oxid)Jak nazev napovida, LWCC jsou malé seminy, které
napomahaji  spravném skladani a snizuji agregaci pragte#EtSina LWCC niize prochazet

hematoencefalickou bariérou [52, 53, 54].

Mnoho chaperoi spolupracuje s protein-kindzami ATP-dependentnipisabem, aby
vykonaval své role. Chronologicka terminologie asifikace mohou na prvni pohled vypadat
zZmater, protoZze se pouzivaji jak terminologie Hsp, takSidaerminologie, coz odrazi
kontext, ve kterém byl kazdy chaperon objeven. &ystchaperoin v sawich buikach
obsahuje vice nez 200 protei(Koren et al., 2009) a v roce 2010 (Stetler et2010) byly
uvedeny 23 Hsps (chaperony), které se nachazeNs. Tyto chaperony mohou byt vhadn
zarazeny doif tfid molekulové hmotnosti: rodiny Hsp70 (a.i. HSPA)diny Hsp90 (také
jako HspC) a rodiny malych protéintepelného Soku. Tyto kategorie negstavuji bd
spole&nou subcelularni polohu, nebo fumk podobnosti v ramci rodiny, neb&azda rodina

obsahuje velmitrznorodé&leny [39.
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Produkce T specifickych pro HSP a "kvalita" cTjsou rozhodujici &i vysoke kvalit
aktivovanych E demonstrovanych fenotypem a silné anti-myelomoytdtoxicity stejré

jako exprimované cytokiny,ipdevsim IFNy. [55]

Mini-chaperony (pochézejicich z oblasti chaperasurystalinu) vykazuji potencialnitfnosy
proti chorobam spojujicim protein. Mini-chaperongtlpiuji agregaci bilkovin, blokuji
tvorbu amyloidnich fibril, stabilizuji mutantni geany, sekvestruji kovoveé ionty a vykazuji
antiapoptotické vlastnosti. Bylo prokazano, Ze tals (nebo jeho podjednotky) potlge
agregaci bilkovin¢ast&né rozvinutych oxidaci, teplem a jinymi stresorgktivita ao-
krystalinového chaperonu je modulovana geminami s nizkou molekulovou hmotnosti, jako
je ATP a glutathion, jejichz koncentrace je znam@rmou v ¢occe se starnutimlepelné
zpracovania-krystalinovych podjednotek vede ke zvySené expdrydrofobnich mist a ze

tepelré zpracovany krystalin vykazuje zvySenou chaperonaidivitu [51, 56, 57].

Chaperony se nachéazeji ve velmi vysokych konceiatiace vSech hikach, od bakterii po
¢lovéka. Jsou vysoce evale konzervativni, slouzi ke kontrole¢ase a prostoru. Chaperony
jsou zvla& dulezité pro peziti burgk za stresovych podminekigné stresové podminky,
jako je nap. tepelny Sok, indukuje syntézu chaperonu, a pjsta také ozn#mvany jako

"proteiny tepelného Soku (Hsp)" [36].

Chaperony jsou tedy skupina proties podobnou funkci,dici se do gkolika rodin a jejich
tiid. (tabulka 1)

Tabulka 1: Piehled chaperoni [pievzato a upraveno z 36]

6-7 mer + ClpB - Clenéni s Hsp70
ClpA - Proteolyza spolu
@ s proteazou ClpP
s Hsp104 - Termoresistence
- Spolecné clenéni s Hsp70

Dimer + HtpG - odolnost vU¢i extrémnim
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0

Monomer

14 — mer

16 - mer

8-24 — mer

+

+

Hsp90 Hop,p23,CDC37 tepelnym Sokim

- Odolnost  vOéi  stresu;
ovladani aktivity skladani
steroidnich receptor(;
proteinkinasa

DnaK Dnal, GrpE - De-novo-skladaci protein

- Prevence agregace
denaturovanych proteint

- rozpusténi  proteinovych
agregatu s ClpB

- regulace odezvy tepelného
Soku

- De-novo-skladaci protein
Hsp70 Hsp40

- Prevence agregace
Bagl , .
denaturovanych proteint
Hsc70  Hip _ o,
- rozpusténi  proteinovych
Chip oo
agregatu s Hsp40
- regulace odezvy tepelného
Soku
- regulace aktivity
Hop skladanych regulacnich
HspBP1 proteind (napf.,
transkripéni  faktory a
kinaza)
GroEL GroES - De-novo-skladaci protein
- Prevence agregace

denaturovanych proteint

CCT/TRiC  Prefoldin
- De-novo — Skladani aktinu a

tubulinu
lbpA - Prevence agregace
denaturovanych proteint
lbpB
- Vazba na inkluze
Hsp25
- Prevence agregace
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Crystallin denaturovanych proteint

- Soucast ocni cocky
obratlovct
Monomer Spoustéci f. - Ribosom-spojené
-/ chaperony s funkci De-
“ novo — skladani proteint

Heterodimer -/
: NAC - Ribosom-spojené
‘) chaperony s potencidlni
funkci De-novo — skladani
proteind

Tetramer SecB - Sekrece proteinu

a5

Razné chaperony jako DnaK (Hsp70) GroEL (Hsp60) anpabteiny tepelného Soku (IbpAB
typti sHsp), slouzi jako ochranny pufru a zatja vazk¥ rozloZzenych proteiin k jejich

agregaci [36].
3.2 Druhy chaperoni

Podle evoldni konzervace jsou chaperony reélahy do rodin, jejichz nazev je odvozen od
molekulové hmotnostiifslusnych hlavnich fgdstavitel (nagiklad Hsp70 - proteinu o 70
kDa). Tabulka 1 ukazuje strukturu a funkci hlavnhaPeronové rodiny, s ékterymi
prokaryotickymi a eukaryotickymi zastupci a jejisipoluprace s chaperony, regirani

proteiny (tabulka 1) [36].
3.2.1 gp9e6

gp96 je aminopeptidaza, kteraibe zkratit NH-terminalré prodlouzené peptidy, jako jsou
nag. komplex MHC |. Fidy zodpo¥dnych za rozpoznavanicTJe to bohaty peptid vazajici
chaperon z lumen endoplazmatického retikula, ksehdZuje s Sirokodadou antigennich
peptidi vytvorenych v cytosolu nebo v sekrd draze. Je to také akceptor pejtid
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dopravovanych do endoplasmatického retikula pedstictvim transportéru spojeného se
zpracovanim antigenunternalizovany gp96 fize &inné prezentovat asociované peptidy na
molekuly MHC tidy | a ¥idy Il a tak aktivovat specifické odpé&di CD8 + a CD4 + T buk.
gp96 se vaze na APC digobi jako hlavni chaperon pro Toll-like receptolLR), (nag.
TLR2, TLR4 a TLR9) [28,58].

A konené, pozorovani, Zze gp96 skryva ATPazové a aminopé&ptide cinnosti je
piekvapuijici, ale neni v rozporu s vice enzymatickghtivitami jinych Hsp. Jako jsou nap
protein disulfid izomeraza, to je dalSi chaperotumen ER. A Lon - mitochondrialni

chaperon, je ATPaza, stéjjako serinova proteaza [28].
3.2.2 Mini chaperony

Peptidové chaperony mianiA a mini-aB jsou (&inné g prevenci agregace a vysrazeni
rozkladajicich se protein podobr jako na full-length nativni krystalické podjedneta.
Sekvence mini-chaperérje vysoce konzervovana u mnoha malych praétégpelného Soku
(tabulka 1) a srovnava se s oblasfpBi a p4 ve trojroznérné (3D) krystalové strukie
zkracenéha-krystalinu. Substituce Lys s Asp v miak-peptidu zvySuje rozpustnost peptidu
a chaperonovou aktivitu [57, 59, 60, 61, 62].

a-krystalin funguje jako antiapoptoticka latka a mje burécné smrti zprogedkované
apopt6zou. Jak peptidy minA, tak amineB zabraiuji oxidaci indukované buné smrti
inhibici aktivace kaspazy-3rfiRozeny ochranny dinek proteirti a-krystalinovych chaperdn
je zapouztkn v peptidovych chaperonech aiza poskytnout filezitost k pouziti mini-

chaperoi jako farmakologickycRinidel [57, 63, 64].

Kvartérni struktura tviena de¢ma oA-krystalinovymi a d¢ma aB-krystalinovymi
podjednotkami je fundni jednotka, protoZe jednotlivé podjednotky nemadpdnou
chaperonovou aktivitu a funkce sHsps zavisi na Kermp velikosti (Lambert et al., 1999,
Rogalla a kol., 1999) [39

3.2.3 Hsp100

Trida chaperain Hspl00 pai k nadazené skupih ATPaz a je definovanaripomnosti
bazického jadra. Maji schopnostrepodelovat proteinové substraty uspbem ATP-
dependentnim [11, 65].
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Chaperony Hsp100 jsou ra#dny do dvou itid; Proteiny tidy | s déma moduly, vetrg
kvasinkového proteinu Hspl104, bakteridlniho ClpBejich vzdalenych fibuznych ClIpA,
ClpC, zatimco chaperonyidy Il zahrnuji ClpX a HslIU [98]. Jejich Uloha v emocrni
agregace proteinje rozhodujici, protoZe e rychle rozlozitizné amyloidy a prefibrilarni
oligomery a reaktivovat proteiny z agregdHsp100 vykazuji ATP-aktivovanou zavitovou
aktivitu a translokuji proteinové substraty predhictvim svého centralniho kanalu aifvo
proteolytické komplexy s peptidazami [65, 66, 100].

3.2.4 Hsp 90

Hsp90 jsou ¢leny rodiny vysoce konzervativnhi mezi druhy, ifed 1-2% celkovych
cytosolickych proteifi v nestresujicich hikach (Csermely et al., 1998). Na rozdil od HSP70,
které vazi vznikajici a n@vsyntetizované proteiny,étdina ¢leni rodiny Hsp90 jsou v
partnerstvi s jinymi chaperony a pracuji po ~pwwiudHsp70 a podili se na strukturalnim
zrani a obchodovani cytoplazmy protemapojenych do signalni transdukce (Taipale et al.,
2010). Exprese Hsp90 je transkmp regulovana tepelnym a jinym n#pn pomoci faktoru
tepelného Soku 1 a NF-kB ). Chaperony Hsp90 pagiléonform&nim zménam vazani a
hydrolyze ATP, které jsoutdeZité pro regulaci vzajemnych interakci a pro pwdpzrani
klienti. Komplexy Hsp90 / co-chaperone spadagwazre do tidy s vysokou afinitou a
charakterizuji interakce mezi diskrétnimi doménamsekvetnimi motivy interagujicich
partnefi [39, 67].

Hsp90 je ATP-dependentni chaperon, ktery fungiij@ldivaci a stabilizaci protein Véetns
proteinkinaz, regulatdr buré¢ného cyklu, receptér burééného povrchu a transkeipich
faktoni. Proto hraje rozhoduijici roli v bagnych procesech,cetre prenosu signalu, progrese
burg¢ného cyklu, apoptézy a degradaci probeiAktivace klienfi Hsp90 jetizena cyklem
vazby a uvalovani substratu zprasdkovanymiadou konforménich zngén v chaperonu a
ATP-indukovanym gechodem mezi otégnou a uzaenou konformaci. Hsp90 existuje jako
homodimer, ficemz kazda podjednotka sestava ze dvou aminokySeteyminalni ATP-
vazebna doména (doména NYedhi doména doména, ktera vaze substrat (M-doneg)
terminalni dimerizéni doménu (C-doména)iiRibsenci nukleotidu Hsp9Gipma, otewenou
konformaci ve tvaru pismene V. Vazba ATP na N-damémukuje konforméni zmenu,
ktera uzaie ~“kapsu~~ vazby nukleotidu. Po uani ““vicka” se N-domeény dimeruji a

vytvareji kompaktni konstrukci s uzganou konformaci. Tvorba uz@aného dimeru indukuje
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ATP hydrolyzu, nasledn podporuje N-domény k disociaci a navrat Hsp90 &viené

konformaci s uvolénim substratu [68].

Hsp90se lokalizuje na obou stranach lysosomalni bné&ny, ale luminalni forma je pe¥n
vazana na lysosomalni membranu. Tato luminalnawgai stabilizuje LAMP 2A i prechodu

z monomerniho na multimericky stav [69].

Hsp90 je povazovan zail@zity cil pro |€bu rakoviny, protoZze rozpoznava metastabilni a
témet nativni domény Také Hsp90 stabilizuje onkogenrotginy a je up-regulovan v
malignich nadorech a hkach. Atkoli komplex Hsp90-p23 je také spojen s progrelsbvany
regulaci gkterych cest, p23 fize také regulovat expresikierych ged sam o sobnezavisle

na Hsp90, a proto interakce mezi Hsp90 a p23 nast&owinnosti [48, 70]

Fragmentace studie naznf, Ze Hsp90 obsahuje élvazebna mista pro négodni proteiny,
které se liSi v jejich speciinosti. To znamena, Ze Hsp90 cyklusijeen a regulovan
hydrolyzou ATP [43, 71, 72].

Obréazek 4: Struktura malého proteinu tepelného Soku z archad@thanococcos jannaschii.

A) proteinové formy heat shock velké porézni duatélek které jsou sloZzeny z 24 identickych
podjednotek. Podjednotky maji strukturteyaz @ list:.

B) pricny ez sHsp od M. jannaschii. ¥&i primer castic je asi 120 jako, vriti prumer asi 65 a a
objemu cca 140 000 A3. Vzhledem ke sloZeni ammlokysitniho povrchu je podstagnvice
hydrofobni, nez je ViBi [43].
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3.2.4.1 p23

Protein p23 je chaperon Siroce zapojeny do prow@irftomeostazy. A takéétdina gchto
proteini obsahuji ve svych sekvencich 5 tryptdfa? tyrosiny a 7 fenylalaninovych zbyitks
vyjimkou p231-117, které maji 5 fenylalafjn Je také dale znamy jako Hsp90 co-chaperon,
protozetidi Hsp90 chaperonovy cyklus. Je fyzicky a fémknapojen na systémy pracujici v
transportu bilkovin, biogenezi ribosémsignalizaci, aktivaci transkripci a remodelovani
chromatinu. Lidsky p23 je protein s N-koncovym gwirobsahujici strukturni doméftistu

a C-koncovy kysely ocas. Je to také CK2 kinadzovyssat, ktery reguluje aktivitu
prostaglandinu [70, 73, 74]

Stspeni p23 za vzniku pl9 nastavdhbm buiéné smrti indukované endoplazmatickym
retikulovym stresem. &koli oba p23 a pl9 jsou schopny interagovat s HsmBldji to
raznymi zpisoby [70, 75, 76, 77, 78].
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Hsp90 N-domain
interaction

Hsp90 M-domain

p23 interaction

Client protein

R

Binding partner

@ Flying casting
@ Caspase cleavage

@ Phosphorylation

Obrazek 5: Model pro rezim p23.

Jadrop-listu p23 interaguje s amfipatickou a-helixem @-koncem pomoci jemnych kontakspojeni
p23 s-listového jadra s Hsp90, klientskymi proteinytémakenimi partnery nebo malymi molekulami,
jako je gedunin, by #&o naruSit nekkou interakci p23 C-koncového ocasu na jggHistu. Jakmile se
uvolni p23 C-koncovy konecjige to dovolit dalSi interakce s M-doménou Hsp9®met¥e pisobit
jako odlévani (1), ziskavat interak partnery nebo dokonce slouZit jako substrat kaspazové
Stepeni (2) Generovanim produkte@ni p19 nebo slouZit jako substrat pro fosfory|@6i

3.2.4.2 GRP94

GRP94 je makromolekularni chaperonifmatdo rodiny Hsp90 a je nigstjSi glykoprotein v
endoplazmatickém retikulu (ER) sdivcje silré indukovan poruchami v homeostaze ER
(Chen a kol., 2006). Hsp90 mé Sirokou Skélu kliejth proteiri ve vice cestach signalni
transdukce, &etné kontroly kvality proteii pres proteasom a autofagnimyi lysosomy

(Taipale et al., 2010). Jeden z klientskych prdtgentau protein, ktery je hyperfosforylovan a
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nachazi se v neuritickych placich a neurofibriléngpletech v AD mozku. Krointoho
inhibitory funkce HSP90 (n&pl7-AAG, netoxicky inhibitor HSP90) brani agregaejen tau
proteinu, ale také asynukleinu v PD, stejjako huntingtinovych a polyglutaminovych

opakovani u Huntingtonovy choroby (Falsone a ko0 Salminen a kol., 201179).

DalSi velky chaperon ER je GRP94, je to homologimpdHSP90. GRP94 secastni
komplexi chaperofi obsahujicich GRP78 pro sekreci thyreoglobuliniikami Stitné zlazy a
zrani apolipoproteinu B (ApoB) a&akych rettzci imunoglobulini (Kleizen a Braakman,
2004). GRP94 je také vyvolan porucou v homeostarze &strocyi a proto byl navrZzen jako
potencial@ relevantni etiologicky faktor v neurodegenerad\d a PD (Qian et al., 2005a,
Seifert et al., 2006) [39

3.2.5 Kalnexin a kalretikulin

DalSi dv¥ dilezité ER chaperony jsou kalnexin a kalretikulinké nazyvané calregulin.
Calnexin a kalretikulin jsou chaperony glykanovelwg o kterych je znamo, Ze se podileji na
skladani protein s MHC imunoglobuliny. Calnexin se vaze pouze navaxané
glykoproteiny, které obsahuji oligosacharidy GlciAdan9GIcl. Calreticulin vaze
hydrofobni C-konec Ab42ips vazebné misto polypeptidu chaperonu (Duus a X0Q8).
Tyto dva chaperony spolupracuji a vyieja strukturu proteinu podobnou ,kleci” s ERp57,
thiol oxidoreduktdzou ER chaperonu, ktera katalyztworbu disulfidu v &kych fetézcich
molekul MHC f¥idy |, coz poskytuje ERp57fistup k jeho substratu Exprese mRNA
kalnexinu a kalretikulinu, stefnjako exprese mRNA GRP78, jsou v primérnich kultbra

astrocyl (Aremu et al., 2011) regulovany glycinatem hlinity39].

3.2.6 Hsp70 a Hsc70

Hsp70 chaperony jsou vysoce konzervované, bohatéipy, které ve dvou eukaryotickych
bunkach maji d¥ formy: konstitutivié exprimované cytosolové homology Hsp70 (HSC70) a
stresem indukovatelné formy (Hsp70). Hsp70 je w tékupir® nejsilrgji studovanym
chaperonemNa rozdil od GroEL DnaK nezahrnuje jeho substaahgletni jeden, ale pouze
se vaze jeden, kratky peptidovy segment asétz gminokyselin. Hsp70 se sklada ze dvou
funk¢nich jednotek: N-koncovou doménou ATPazy a mengtigpevazajici C-terminalni
domény [20]. DnaK ATPaza se sklada z vazani substtdmény. Vlastni vazba a uvem
substratu jetizena hydrolyzou ATP a ADP a také ATP wWmou regulaci ddmi co-

chaperony DnaJ a GrpE[36, 39, 80].
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Tyto chaperony udrzuji vznikajici a nogyntetizované peptidovietezce v ohebném stavu
pro rychlé skladani po uvaini z ribozoni, aby podporovaly skladani vicedoménovych
proteini zabragnim intramolekularniho chybného skladani (Hartlayét-Hartl, 2002). Tato
funkce vyZzaduje co-chaperone HSP40 (Terada etl@®7). Vazba hydrofobnich sekvenci
pomoci chaperanHSP70 slouzi k ochrénvznikajicichtettzci a sklagcich meziprodukt
pied agregaci tim, Ze tyto rozpoznavaci oblasti d¢hpigad intermolekularnimi hydrofobnimi
interakcemi. DalSim isledkem vazby Hsp70 d#e byt zpomaleni kolapsuéchto
hydrofobnich oblasti do jadra formujiciho proteiNapiklad, ER Hsp70 chaperon, BiP, se
vaze na imunoglobulin (lg) lehk¥ettzec (LC) hlave pres dva peptidy na LC variabilni
domér. Jeden z&chto dvou peptitl se fimo podili na tvor® amyloidnich viaken variabilni
domeénou [48, 81, 82, 83].

Hsp70 misobi v Sirokém spektru b&gnych proces vcetrg skladani no¥ syntetizovanych
bilkovin, opitovného sloZzeni nespravrslozenych a agregovanych proteintransportu
proteini pies membrany a degradaci prote(|8). Tyto funkce se opiraji o schopnost Hsp70
interagovat s hydrofobnimi Useky exponovanymi vemdskych proteinech a naslédn
podléhaji cyklu zavislému na ATP vazani a weefni substrét Hsp70 je slozen z N-
terminalni ATPazové domény (NBD) a C-terminalni elazé domeény substratu (SBD),
roz&klenych na subdomény, které tvdydrofobni vazebnou “"kapsu &k (2). NBD a
SBD jsou propojeny flexibilnim spojovacimizzenim, které NBD umdilije alosteostegn
fidit prizpasobeni SBD. Ve stavu vdzaném na ATP ma véazaci kapBdr v otevené
konformaci. SBD ma nizkou afinitu k substratu ahitycvyménny podklad substratu.
Hydrolyza ATP k ADP vede SBD do stavu s vysokoui&du pro vazbu substratu uzanim
“vicka”", coz umoituje stabilni vazbu klienta na protein. Uvéih ADP a optovného
navazani ATP vyvola otéeni vika a nasledné vylozeni mezivrstvy. Redlcyklus Hsp70
obsahuje dva stugnomezujici rychlost, ATP hydrolyzu, & nizké bazalni ATPazove
aktivit¢ a disociaci ADP, kidi vysokym hladinam cytoplazmatického ATP za fypigickych
podminek. Proto Hsp70 vyZadujésobeni co-chaperérpro usnadéni reakniho cyklu mezi
ATP a ADP véazanymi stavy. Aktivita ATPazy Hsp70 geémulovanacleny rodiny DnaJ
(Hsp40) progsednictvim jejich konzervované J domeény (5]). Disgei ADP vyZaduje
oteweni vazaci €tbiny pro nukleotidy, ktera je katalyzovani@dou nukleotidovych
vyménnych faktoé (NEFs), ¥etne Hsp70-podobnych proteinHsp110, HspBP1, SIL1 a
rodiny BAG ([6]) mezivrstvy [68].
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Hsp70s se podileji na vyvoji nebo patologii neugmieerativnich onemoeéni wetrg AD,
PD, Huntingtonova choroba a prionovych onemdaén(Cummings et al., 1998, Duan a
Mattson, 1999, Hamos et al., 1991, Jin et al., Newra kol., 1999). A také se podili na
regulaci transkripce HSP90 (Ammirante et al., 200&]eau a kol., 1993) [R9

3.2.6.1 Hsc70

Hsc70 je multifunkni chaperon, ktery secastni mnoha dalSich b&mmych funkci (tj.
Znovuziskavani proteir) demontaze kompléxs vice proteiny, jako je clathrin, z&rovani
proteini na jiné organely). Pro mnoho &hto funkci interaguje hsc70 s proteiny na zéklad
jejich hydrofobicity nebo jinych aminokyselinovyahmotivi [69].

Hsc70 se také asociuje s cytosolovou stranou lysako membrany, kde e gispét k
rozvinuti substratovych protdira aktivni demontaz translok@ho komplexu LAMP-2A [69,
84, 85].

3.2.6.2 GRP78

GRP78 je protein, ktery je vysoce drubdwnzervativni a je nezbytny pro Zivot (Quinones et
al., 2008). Chaperonové funkce GRP78 byly poprvgspny ve své roli vazebného proteinu
zapojeného do posttranstaho zpracovani éékych imunoglobulinovych fetzca v
lymfoidnich buikdch (Hendershot a Kearney, 1988), proto je protské znamy jako BiP.
GRP78 pomahatpnaset vznikajici proteiny do endoplazmatickéhdkukt a pomaha i
jejich skladani a sestavovani (Hendershot et 896, Laitusis a kol., 1999). GRP78 byl
nazvan "hlavnim reguladtorem" ER (Hendershot, 2004)li jeho rozmanitym rolim ve
stresové reakci ER. Kdyz se GRP78 izoluje Spaiozenymi peptidy, spou§t se fti
signaliz&ni cesty UPR (ATF6, IRE1 a PERK), aby se udrzelymani ER funkce a kontrola
kvality produkce proteinu (Rao et al., 2004). RRmkGRP78 je nezbytna pro sekreci IL-6
astrocyl v kulture a jeho dva proteiny jsou lokalizovany intracala(Qian et al., 2007).
Proto IL-6 miZze byt klientskym proteinem pro sekreci GRP78 chape [39.

GRP78 je také pozorovan na anmém povrchu &kolika buréénych typi véetné neuralnich
burgk (Shin et al., 2003; Xiao et al., 1999; Zhanglet2010b). Pozoruhodné je, Ze GRP78
ma mimo buku také z&tZové odezvy, které zahrnuji protizdivé a imunomoduléni
vlastnosti (Panayi a kol., 2004, Panayi a Corrjgd06, Vollmer et al., 2010) [T9
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Funkce GRP78 je také spojena s ochranou proti jimjramocinim charakterizovanym
depozici amyloidu, jako je diabetes typu Il. DMobsahuje lidsky amylin, coZ je i polypeptid
amyloidniho ostivku, cytotoxické agregaty fr burek pankreatickych osivku [79).

3.2.7 Hsp60

Hsp60, také nazyvany chaperoniny, jsou velké dumléxouzky, které obklopuji centralni
dutinu. Substratové proteiny, typicky sloZzené mexipkty, jsou zapouzdny do centralni
dutiny, ¢imz se chrani exponované hydrofobni zbytkgdoagregaci a umbidji, aby se
substrat foldoval v chr&ném prostedi. Chaperoniny mohou byt rageny do dvou
podskupin. Skupina | (HSPD) chaperoniny jsditgmny v bakteriich (GroEL) a mitochon-
drialni matrici (Hsp60). Obsahuji 7 podjednotekrutu a vyZzaduji chaperony (HSPE), které
pusobi jako wtka nad komplexem. Chaperoniny skupiny Il se nagh&zarchea (termosom)

a v cytosolu eukaryot (CCT nebo TRIC). @byx maji 8 podjednotek na jeden prstenec a
nevyzaduji spokné chaperony [68].

3.2.7.1 GroE(L)

GroEL pati do rodiny Hsp60, ktera se také nazyva chaperorinfilediska své funkce a
vztahu s¢leny této fidy mohou byt rozéleny do dvou skupin. Skupina chaperaninto je
GroEL skladajici se ze sedmi podjednotek v kazdéohlk které pdebuji co-chaperon
podobrg jako GroES. Nachazeji se Bubacteria mitochondriich a chloroplastech
eukaryotické biiky. Skupina chaperoninll se sklada z osmi nebo deviti podjednotek v
kazdém kruhu a nevyzaduji co-chaperon. Ty se nagihdazytosoluArcheia eukaryot [86,
87].

Hlavr¢ tvar GroEL-Chaperonu se sklada ze dvou #rutad sebou, sedmi identickych

podjednotek, icemz skladaci cyklus prstence trva asi 15 sekund43638].

Pozoruhodné u GroEL je kvartérni struktura, kteea ppdobd barelu. 14 podjednotek
uspdadanych ve dvou prstencich ze sedmi molekul, kieo& dv¢ samostatné dutiny o
praméru 45 (obrazek 4 A, B). Kazdy z 14 podjednotek GroELs&tada ze i domen.
Rovnikové domény twd centralnicast sudu. Jsou zodp#iné za vazbu a hydrolyzu ATP a
zprostedkovavaji vSechny kontakty mezintito dwma kruhy a w¥tSiny kontakit mezi
podjednotkami ve stejném kruhu. Apikalni doményujsanisény na koncich valce. Zde

dochéazi k vazani proteinovych subgira co-chaperonu GroES. Ekvatorialni a apikalni
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domény jsou spojeny prdstinictvim mezilehlé domény spole&, kterd slouzi jako
molekularni za¥s a umoiuje strukturalni zrny v prabéhu funiéniho cyklu GroEL [43, 89,
90].

V koneiném disledku neposkytuje GroEL zadné naroky na strukha&wvazaného proteinu,
pokud ma dostate¢ velky povrch pro hydrofobni interakci. Zde se & Hsp70, ve kterém
je tunel podobné struktury vazebného mista vyzadupkalrt natazené konformace
polypeptidu [43, 91].

GroEL chaperon a jeho ko-chaperon GroES, jsou @laenhqro burény rist, protoze
pomahaji pi skladani bui&nych proteii. Tento chaperon a Co-chaperoi $vé aktivaci
hydrolyzuji ATP a v neaktivni foriji tedy snizuji [92].

3.2.8 sHsp

SHSP jsou rodiny nebo vice rodin stresovych prétsimolekulovou hmotnosti do 40 kDa.
Jedenéctclena této rodiny je charakterizovano jadrovou domén@i180 aminokyselin
znamou jakau-krystalin, hlavnim proteinermo¢ky, na C-konci (Kim et al., 1998). N-konec
ukazuje rozmanitost v sekvenci a délce mdeny rodiny sHspa-krystalinova doména je
tvorena d¥ma podobnymi podjednotkamiA-krystalinem aaB-krystalinem, které tvio
velké komplexy s prognlivym poctem podjednotek viznych sHSPs (ndp MjHspl16.5
sestavajici z 24 podjednotek) a funguji jako mdi@ki chaperony (Clark a Muchowski,
2000; Haslbeck a kol., 2005; Kim et al., 1998)][69

VSechny dive zkoumané typy sHsp tkiooligomerni komplexy obvykle od 12 do 42
podjednotek. Zakladni jednotka této oligomerni lgtiy je dimer, dale spojeny za vzniku
struktury s “miem””. Doména C-terminalniho monomeru se zahrnigdqySim jako listova
struktura, strukturu N-termindalni domény lze ¢iur pouze casténé. Elektronova
mikroskopicka rekonstrukce struktunykrystalin potvrdila sférickou strukturu. Typy sHsp
byly zahrnuty do rodiny molekularnich chapeakpnprotoze specificky interaguji
s rozlozenymi proteiny a zahigi jejich agregaci. Typy sHsp maji UZzasnou vazebno
kapacitu. Jsou tedy schopné vazat velkygbmon-nativnich protein pravd&podobr az na
non-nativni protein na podjednotce komplexu oligamekupiny sHsp [43, 93, 94, 95, 96].

Prekvapiva vlastnost typsHsp je vznik velkych pravidelnych kompteg jeho substratovych

proteini. Konzervovanych ve vSech Hsp40 o 75 aminokysetinscptitomnosti Hsp40 ATP
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hydrolyza probih& rychleji, a tedy prajgbdobré neni reakni rychlost v cyklu. Neni proto
piekvapujici, Ze je to druhy potenciélpomaly krok vynény nukleotidi, kterymi mohou byt

stimulovany. Tento ukol se provadi, na co-chapeveér®@rpE [43, 97].
3.2.8.1 Hsp27

Hsp27 je nejroz&érgji studovanym chaperonem v rodisHsps a fispiva k sestaveni mnoha
cytoskeletalnich protein (nag. Aktin, gllialni fibrilarni kysely protein, neurdémenty a
akrystalin) a enzymy detné superoxiddismutazy (SOD) v sagh buikach (Arrigo et al.,
2007). Sestaveni fugkich sHsp komplex je regulovano ATP-dependentni fosforylaci a
defosforylaci (Hayes et al., 2009; Lambert a kb899; Muchowski a Clark, 1998). sHsps
mohou ovliviovat progresi onemoéni, wetné katarakt a neurodegenerativnich poruch, u
kterych jsou agregovany nesprdvpieloZzené proteiny. #ledpoklada se, Ze agregace je
inhibovana, kdyz jsou sHsp upregulovany aritvprechodné interakce s exponovanymi
hydrofobnimi povrchy na rozvinutych proteinech (®la Muchowski, 2000). TakZze Hsp27 a
aB-krystalin  byly navrzeny jako terapeutické cile oprrizné nemoci etnd
neurodegenerativnich onem@éofn myopatii, astmatu, katarakty a rakoviny (Arrigo al.,
2007) [79.

3.2.9 Spoustéci faktor

Spouskci faktor (TF) je kléovou sloZzkou prokaryontni chaperonové,ditera zahrnujeizné
zakladni bus¢né procesy, jako je rozvijejici se peptidové skidddenos proteifi, sestaveni
ribozomi. TF je prvni chaperon, ktery narazi vznikajiek€zce v prokaryat Pres vazbu k
ribozomalnimu proteinu L23 je TRdre umisén na mist vystupu peptidu z ribozomu a
pomaha nasazenyrnetzcim skladat se do nativni konformadEerbitz et al., 2004;
Hoffmann et al., 2010; Mashaghi a kol., 2013)terakce TF se vzniklyntettzcem a
ribozomem je cyklus dynamického vazebného twedni, ktery jerizen identitou a délkou
vznikajiciho polypeptidu vystupujiciho z ribozorfiaiser et al., 2006; Oh et al., 201I)F
dimer, se stabik spoji s celouradou proteifi s plnou délkou a podili se na sestavovani
ribozomi a zabrauje agregaci protein(Liu et al., 2005; Martinez-Hackert a Hendrickson,
2009; Saio et al., 2014%8].

TF a DnaK mohou postupninteragovat s velkymi multidoménovymi proteiny ktiané

spolupracovat na podfmjejich skladani [99,100].
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TF ma modularni a flexibilni strukturu, kterd sdasla ze iti odliSnych domén. N-koncova
doména se nachazi na konci molekuly, ktera je 2oftp@d za zakotveni TF na ribosom
(Merz et al., 2008). C-terminalni doména je usmatve stedu molekuly a buduje &binu
spoleéné s N-terminalni doménou. 8bina je povazovana za hlavni chaperonové misto TF
[Martinez-Hackert a Hendrickson, 2009; Hoffmann @al.,k2010]. AvSak delece TF by
narusila fyziologicky stav hiky [98].

3.2.10 NAC chaperon

NAC je prvni kotranskni faktor, ktery se vaze na polypeptidy a pomalgish spravnym
skla@nim. Dale skupina protein které existuji ve vSech mnohol&inych organismech
[101].

Tento komplex v souvislosti s nascentnim polypeptid(NAC) je cytosolicky chaperon,
ktery rozpozna vznikajidiettzce na transta¢ aktivnich ribosomech a hraje roltiglovozu
nuklear kédovanych mitochondrialnich protéinTento heterodimericky komplex je slozen
z jednéa a jedné podjednotkp. Tento komplex se podili natkolika procesech, jako je
ochrana nascentnich polypeptidpied agregaci a zatfenim na organely jako je
endoplasmatické retikulum [102, 103, 104].

3.2.11 SecB
SecB stabilizuji nesloZzené proteiny a udrZuji jestayu exportovatelnosti [105].

SecB pouziva dlouhé hydrofobni drazky, ktek&ibkolem svého diskovitého tvaru, aby
rozpoznaly a vazaly se nakolik hydrofobnich segmefitpo celé délce protein Tato
jedingnd komplexni architektura &ni kinetiku vazani protein na SecB a poskytuje
chaperonu silnou antifoldingovou aktivitu. Tent@apkron je vSak pouze prokaryontniho typu
(Tab. 1) [106].

3.3 Co - chaperon

Reakni cyklus chaperonu je regulovafiznymi Co-chaperony. Co-chaperony vykazuji
specifické vazebnéipdnosti pro izné konformace chaperonu a oviliyi raizné faze cyklu,
jako je vazba na ““klienta” a hydrolyza ATP. Cayobrony proto obvykle spolupracuji v

sekvernim cyklu, aby usnadnili zrani “"klienta” chaperof68]
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3.3.1 GroE(S)

GroES je Co-chaperon rodiny Hsp60, vede k vyznamagmkturalnim zrdinam v GroEL -
¢asticich. _Za prvé, isobi jako kryt. To znamenda, Ze blokuje d&ni GroELRings, ke
kterému se vaze, a tak obsahuje polypeptid vazamtive. Za druhé, vazba GroES ma za
nasledek ot&eni apikalni domény, v jejimz ehu, se mini v podstat vlastnosti sedové
dutiny. Tyto hydrofobni skupiny, které jsou zodpdré za vazbu polypeptidu, jsotepunuty

a nahrazeny polarnimi zbytky (Obrazek 2C). Tim s&uwge afinita k hydrofobnim
polypeptidim, dochézi k uvokni navazaného proteinu v uzamé dutid. Za teti zvySuje
modifikaci objemu dutiny. Tyto vazby protaigobi jako molekularni spisa [43, 90, 107,
108, 109].

Tyto Co-chaperony GroES se skladaji ze sedmi podge#t a maji tvar kopule. ZvlaStnosti
GroES je "mobilni smika ", Usek 16 aminokyselin, ktery je zodpdwy za vazbu na GroEL
[110, 111, 112].

Obrazek 6: Struktura GroE chaperonu z E. coli, dena rentgenovou krystalografi[26, 27]

A) Bani pohled na asymetricky komplex Kek GroE, ktery se sklada z dvojitého prstence GraEL
jediného prstence GroES. Distélni krouzek GroEkdgbrazen Sef]l sedm podjednotek proximalniho

41



prstence GroEL je zobrazeno v odstinech zelenéE&(tervena) se vaze na hord¢dst proximalniho
krouzku.

B) Prirez krouzlit GroE. Kazdy krouzek GroEL obklopuje dutinu, ktgliduZi jako skladaci oddil pro
polypeptidovy substrat. ddteré zbytky ekvatorialnich domén nebyly v kryskaélistruktie vyeSeny,
coz dalo (Spatny) dojem, Zecofhutiny jsou sousedici. Vazba GroES na horni pestgbroEL blokuje
pristup do horni dutiny a séasre vyvolava pohyb apikélnich domén.iRer proximalni dutiny se
zvySuje z 44na 80°a jeho vy3ka se pohybuje od 73° do 85°.

C) Zmeny struktury GroEL fi vazani GroES. Vlevo: Sedmdiéh jednotek, které tvbjeden prstenec,
jsou zobrazeny v odstinech zelené a modré. Hydrbfobinokyseliny v apikalnich doménéach, které
byly identifikovany jako ieZité pro vazbu polypepiida GroES, jsou uvedeny v bilé barw
nepitomnosti GroES tyto zbytky potahuji vek centralni dutiny a /edstavuji vysokou afinitu k
rozvinutym polypeptiim tohoto stavu. Vpravo:ipvazani GroES se apikalni domény dag snerem
ven o1 90 °C. Hydrofobni naplasti jsou zakryty v podjettogych rozhranichiimz je vnigni povrch
dutiny hlavr hydrofilni a zgsobuje uvailovani vazaného polypepti@é].

3.3.2 Hsp40 a Hsc70

Co-chaperone HSP40 (Terada et al., 1997) &isbd5C70 také vaze Sirokou Skalu
vznikajicich a no¥ syntetizovanych peptidovychtettzci za nepiznivych podminek
(Thulasiraman et al., 1999). GRP78 (a i HSP5A anioglobulinovy protein vazajici BiP) je
homolog HSP70 umisty v ER, ktery vaze vznikajici a n®vsyntetizované peptidy
zpisobem nezavislym od exponovanych hydrofobnich selvéMisselwitz et al., 1998).
TakZe chaperony v rodirHSP70 majittiznou dynamiku vazeb peptidu [79

Clenové rodiny DnaJ (také ozfmvané jako Hsp40) jsoutitbZitymi regulatory aktivity
Hsp70 stimulaci hydrolyzy ATP. VSechny proteiny Drabsahuji J doménu, konzervovanou
oblast 70 aminokyselin, kterd se sklada aigé a-helixi. Helix 11 a Sroubovice Il tvéi
antiparalelni dvojsvazkovy svazek se skou, ktera spojuje dvspiraly obsahujici motiv
histidin-prolin-aspartat (HPD). Motto HPD je kriki€ pro sniZzeni aktivai energie hydrolyzy
ATP [68,113].

Lidsky genom koduje 49 DnaJ protéjrkteré mohou byt rozteny do ti tiéid podle jejich
doménové kompozice [8]. Proteinjidy | (DNAJA) sdileji vSechny domeénytippmné v
proteinu Escherichia coli DnaJ s N-koncovou J dameénoblasti bohatou na aglycin-
fenylalanin (GF), zinkem vazajici doménou a C-tedimi doménou. Proteinyidy Il
(DNAJB) obsahuji doménu N-terminalu a oblast bohata GF, zatimco proteirfidy 1l
(DNAJC) obsahuje pouze J doménu. Diverzifikace donmémo J doménu umozZznila
proteimim DnaJ pijmout specializované funkce. Nidklad domény, které cilénzaneiuji
proteiny DnaJ naipsné vnitrobugtné lokality pro podporu interakce Hsp70 s specyfink
pacienty. Klientské vazebné domény navic uimngiznékterym DnaJd pro-teiim poskytovat

klientaim SBD Hsp70. Specializované domény také usmgccileni klienfi na degradaci,
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¢imz vytv&eji dileZzitou vazbu mezi Hsp70, nespréavieloZzenymi bilkovinami a degradaci
[68,113, 114].
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4 Laboratorni detekce cytotoxickych T lymfocytii a
vySetrovani jejich funkci

NejpouzivagjSi metoda ve zdravotnictvi pro detekci cytotoxicky T lymfocyti, je
pritokova cytometrie, ktera je zaloZzen& na expresrgiowych znak burek (T lymfocyti).
Jeji jedin€nou vlastnosti gitokové cytometrie je, veliké vyuziti pro typ iy, tak jeji

vlastnosti.
4.1 Obecny princip priitokové cytometrie

Praitokova cytometrie se pouziva ke zkoumani dum castic @i pratoku velmi Gzkou
praitokovou kontirkou. Nejprve se vzorek nasaje a régzd poté se #di v pgedem
definovaném powru a oznai patentovanym barvivem (napfluorescetnim negastji),
které se vaze specificky na nukleové kyseliny. Psgévzorek pesouva do mitokové
komarky. Osviti se polovodbvym laserovym paprskem, dikgmuz je mozné hiky odctlit
pomoci ti riznych signél: Predni rozptylené s¥#lo (predni rozptyl neboli FSC), Boi
rozptylené sstlo (bocni rozptyl neboli SSC), Bmi fluorescenni swtlo (bocni fluorescence
neboli SFL). Dle intenzity f@dniho rozptylu se @r objem krvinky. Béni rozptyl poskytuje
informace o obsahu hly, jako jsou jadro a granule. Bai fluorescence potom identifikuje
mnoZstvi DNA a RNA v biice [115].

4.2 Vlastni detekce cytotoxickych T lymfocyti

Vyznamny posun v charakterizaci subpopulaci leuKoayastal pray diky moznostem
laboratornich technik prokazovat expresi vice C@kinna povrchu boky. Kvalitativni
posun spéiva v moznosti lépe definovat diferenindé stadium biiky resp. funkni stav
(aktivace). V sodtiasnosti je rutiné vyuzivano dvoji zngni pro stanoveni aktigaich a

diferenci&nich znak predevsSim lymfocytarnich populaci [116].

Aktivace gredevsim cytotoxickych T lymfocgtma velky vyznam # 10 a tedy i u vzniku
nadorového bujeni. Aktivované T lymfocyty jsou paakvany kombinaci zn&akCD3/CD25,
CD3/CD69 nebo CD3/HLADR. Rkaz exprese znék CD28 a CD38 umaiuje lépe
charakterizovat populaci CD8+ lymfoéy{Ts/Tc). V Klinickych aplikacich dosud plati, Ze
populace CD8+CD28- zahrnuje Tsily, fenotyp CD8+CD28+ hiky Tc. Exprese znaku

CD38 na CD8+ je vyrazem aktivace, jeho sledovaniyyzaam pedevsim u virovych infekci
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(EBV — divodem infekni mononukleézy, CMV - z&tlivé onemocgni raiznych orgaf,

jako jsou jatra, plice, tlustéist’o, mozkové tk&ha sitnice) [116].

Pro podrobgjSi charakteristiku lymfocytarnich populaci vyuaivé trojiho, v ®&kterych
piipadech ityrnasobného, ziani. V €chto gipadech jsou krothzakladnich fluorochrof
(fluorescein izothiokyanatu — FITC a phycoerythrin®E) vyuzivany i peridinin chlorophyll
proteinse stejnou excitai vinovou délkou jako iedchozi. Dostupnost druhého laseru
(diodovy laser s excitai vinovou délkou 635 nm) otevira moznosti pro powalsi skupiny
fluorochromi nebo jejich tandetn(nag. Allophycocyanin — APC, APC v tandemu s CY7).
Pro pikaz pangtovych pomahé&skych T lymfocyfi (CD45RO+CD27+CD4+) a pro tzv.
panttovy ,Tyl like* a ,Tu2 like* fenotyp (CD45RO+CD62L-CD4+ resp.
CD45RO+CD62L+CD4+) je sledovana exprese CD45R0O/C0R4% a
CD45R0O/CD62/CD4. # pouZiti vhodného stimulans Ize paraleldetekovat i produkci
IFNa [116].

Samostatnou problematikou je diagnostika krevnicalignit, kde mozZnosti ptokové
cytometrie spolu s vyuZzitim diagnostickych monitdypu MP ginesly zn&ny pokrok. V
souwasnosti je mozno provéd diagnostiku leukemii podle protokol které odpovidaji
dopori&enym paneim diagnostickych MP (nap protokol ALL-BFM 95) ¥etrg stanoveni
cytoplazmatické expresetkterych znak (clgM, cCD22, cCD3, cMPO, cTdT, cCD79a aj.).
V diagnostice krevnich malignit musi ale imunoldgigracovi&t vzdy Gzce spolupracovat s
odctlenim klinické Hematologie [116].

Ze Sirokého spektra fugkich test T lymfocyti, kdy je obvykle po &kolikadenni stimulaci
sledovana prolifekmi schopnost lymfocyt detekci no¥ syntetizované DNA, je zde

prezentovan screeningovy test aktivaceitro [116].

V testu je sledovéan jeden z prvnich kitpktery nize sn&iovat k proliferaci lymfocyid. Neni
mozZné, jej povazovat za alternativni test blastitk@sformace lymfocyt kde je sledovano
mnoZstvide novosyntetizované DNA. Po 4h stimulaci lymfogypolyhydroxialkoholatem
(PHA) nebo komitogenni monoklonalni protilatkou COR2R je sledovana expregasného
aktivatniho znaku CD69. SniZzené hodnoty Iz€el@vat u #kterych primarnich a
sekundéarnich  imunodeficienci. V ftipact diferencidlni diagnostiky primarnich
imunodeficienci (geneticky podn@imé choroby vznikajici genetickou mutaci) je s vytod

vyuZzivano suboptimalni koncentrace mitogenu (2/m)d116].
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5 Zavér

Cilem této prace, bylo seznameni s literarnimi gd2® znalki cytotoxickych T lymfocyi.
Literarni zdroje &chto znaki jsou od¢asopisi az po tizné typy webnic. Nekteré informace se
liSi, ale je to spiSe diky tomu, Ze jsou vydanynedri€ casu a tedy i s linearitou vywvoj
raznych typ analyzatoit a jich principu nieni a tedy i zji%ni novych poznatk V literatue
se dozvime vSe p@bné o vyvoji lymfocyi a celé vyvojovéadt jejich typi jako jsou

zmirgné cytotoxické T lymfocyty.

Vyvoj cytotoxickych T lymfocyt jak je znamo probiha v lymfatickych organech. Gaky
neni Uplk i pro vSechny znamé, jsou jejich povrchové znakyto znaky nebyly Upl&
neznamé, avSakékteré typy ano. Jejich proteinové sloZzeni nenitaplné prozkoumané
zalezitost a neni divu, Ze se jimi mnoheédet zabyva. Totiz kazda jina sekvence
aminokyselin s peptidovymi znaky znamena novy Clkzw rekterych literarnich dilech i
jen gp (glykoproteiny) a to hla¥rpodle zjiS¢ni jejich funkci. Ty jsou téZiznorodé. Pro tuto
praci byly nejdlezitéjSi hlavre ke vztahu Kk imunitni odp@di. Tyto poznatky ra téz
obohatily. A to zejména ip dovidani pedkladaného peptidu a jeho propojeni a vyvoj
v chaperon komplex.

Chaperon komplexy byly pro tuto praceéastjni a to diky tomu, Ze to byla celkem nova
informace. Jak bylo vtéto praci napsano, chaperf@moy tzv. ,pomocné” proteinovée
komplexy, které pomahajitipreakci antigen protilatka s TCR a HLA znaky t a t. Il.
Zjisténo bylo, Ze jsou zejménail@zité @i zamezeni rakovinového bujeni a Spatné funkce
v 10. Jak bylo ¥ejm¢ porozungt je to tzv. ,sendwi”, ktery je spolu celistvi a kaZzd&st

zvla¥, je bul’ neaktivni anebo tw0,,zI0” v naSem organismu.

Na z&a¥r tato prace shrnuje informace aifmkovém cytometru a v laboratornim vy&eti. |
v této kapitole ovSem tato prace narazila na nguiik vyzn&ovani povrchovych zndkpro

stanoveni a i na to Ze Ize vyi§etrazné faze aktivnich cytotoxickych T lymfodyt
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