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UVOD A CILE PRACE

Bunikka se béhem svého zivota potkdva s mnoha internimi ¢i externimi zmeénami
prostiedi, které ji uréitym zptisobem ovliviuji, a je nutné, aby se s nimi vyrovnala. Stres
je jednim ze zatéZovych faktord a bunka na to reaguje aktivaci drah, diky kterym se
snazi prezit ¢i vyvolavd programovanou bunécnou smrt, kterda poskozenou bunku
eliminuje.

Pfi robosomalnim stresu, zndmém také jako nukleoldrni stres, dochazi
povétSinou K naruSeni jadérka, a to predev§im ke zméné jeho struktury, k nizsi tvorbé
rRNA a ribosomt vlivem mutace v ribosomalnich proteinech a k mnoha dalsim. Mutace
Vv genech pro biogenezi ribozomi vedou ke vzniku tzv. ribosomopatii, mezi néz patii
také onemocnéni Diamond-Blackfanova anémie (DBA), ktera je zpisobena mutacemi
Vv ribosomalnich proteinech a je predmétem sledovani v této diplomové praci.

Cilem této prace bylo vypracovat literarni reserSi, ktera bude uziteCna pro
pochopeni procesti, jez nastavaji V buiice béhem ribosomalniho stresu, a pomoci
n¢kolika laboratornich metod zmapovat DBA onemocnéni. Urcit rozdily ve vysledcich
mezi pacienty s odliSnymi mutacemi v ribosomalnich proteinech a porovnat je také s
vysledky zdravého jedince. Tato prace by méla pomoci v porozuméni procestm,
ke kterym dochézi v bunce Vprubéhu tohoto onemocnéni, respektive beéhem
ribosomalniho stresu. A zaroven by také méla fici, zda jsou vytvoiené lymfoblastoidni

linie (LCL) vhodny model pro DBA onemocnéni.
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1 Jadérko

Jadérko je velmi specializovanou funk¢ni ¢asti jadra, tedy bunky, které postrada
fosfolipidovou membranu a bylo identifikovano pfed vice nez 200 lety. Prvni fadné
zdokumentované zaznamy o jadérku byly vytvofeny nezavisle na sob¢ v letech 1835
(Wagner, 1835) a 1836 (Valentin, 1836). Dnes je znamo, Z¢ je jadérko vytvareno
v okoli tzv. NOR oblasti (nucleolus organizer regions — jadérkové organizacni regiony)
vyskytujici se u Clovéka obvykle na ramenech chromosomu 13, 14, 15, 21, a 22
Vv podobé¢ shluku stovek ribosomalnich genti (rDNA). Velmi dulezité jsou v genech
repetitivni sekvence, které maji za ukol kdédovat hlavni ¢asti rRNA a hraji také roli
Vv sestavovani jadérka (Floutsakou et. al., 2013). O velikosti, tvaru, mnozstvi a vyskytu
jadérek rozhoduji faktory, o jaky druh buiky se jedna, v jaké fazi bunééného cyklu
(BC) se zrovna nachazi a jaky je fyziologicky stav sledované bunky.

Ve 20. stoleti bylo jadérko zkoumano mnoha védeckymi skupinami a postupné
byla zjisténa jeho struktura a funkce. Hlavnim ukolem jadérka v buiice je ribosomdlni
biogeneze, tedy tvorba ribosomtl, coz bylo objeveno jiz v roce 1968 (Brown a Dawid,
1968), ¢imz se jadérko zacalo povazovat za velice nepostradatelné misto pro regulaci
proteosyntézy a rust burnky. Tvorba ribosomi neni ale jedinym tkolem jadérka, jak se
zprvu piedpokladalo (Boisvert et. al., 2007). Je potieba zminit také funkci v regulaci
mitdzy, bunécného cyklu, sestiihu mRNA, proliferace, senescence, reakce na stres
avzhledem k velkému poctu nukleovych proteinti, které jsou kodovany dosud
neznamymi otevienymi ¢tecimi ramci, je pravdépodobné, ze v budoucnu budou
odhaleny dalsi funkce jadérka.

Ribosomy jsou makromolekuly podilejici se na translaci mRNA (mediatorové
RNA) do proteint. Jejich funkci je pohybovat se po mRNA, vychytavat molekuly tRNA
(transferové RNA) komplementarni k ptislusSnému kodonu a vytvaret tak fetézec
aminokyselin, ze kterého se nasledn¢ tvoii protein. Syntéza ribosomu je velice
nakladnym procesem v bunice vyZzadujici velké mnoZstvi metabolitl a energie.
Eukaryontni ribosom, 80S, se sklada z velké a malé podjednotky, 60S a 40S. Mala
podjednotka 40S je tvotena 18S rRNA (ribosomalni RNA) spojenim s 33 ribosomalnimi
proteiny (RP) a velka podjednotka 60S vznika spojenim 5.8S, 28S a 5S rRNA s 49 RP
(Tschochner, Hurt, 2003).

Tvorba pre-rRNA, ribosomalnich proteint a RNA processing jsou provadény

Vv jadfe. Jadérko, nachazejici se uvnitf, je soustfedéno do tii odlisnych oblasti
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(obrazek 1), které je mozné pozorovat v interfazi mitdzy a jsou nazyvany jako fibrilarni
centrum (FC), husta fibrilarni slozka (DFC) a granularni centrum (GC) (Boulon et. al.,
2010).

DFC —

FC
— jadérko

GC —

Obrazek 1: Nakres jadra s jadérkem a jeho tfemi oblastmi, FC = fibrilarni centrum, DFC =

husta fibrilarni slozka, GC = granularni centrum (pfevzato a upraveno podle Boulon et. al.,
2010)

47S pre-rRNA je vytvarena transkripci rDNA pomoci polymerazy | (Pol 1), ktera
se nachazeji v NOR oblastech jadérka. Jednotlivé ¢asti jadérka se od sebe 1isi, v oblasti
FC je obsazeno velké mnozstvi polymerasy I, na rozhrani FC s DFC je vytvéfena pre-
rRNA aprobiha zde RNA processing. Modifikace pre-rRNA pak probiha v oblasti
DFC, kde je také vysoka hladina snRNP a proteinu zvaného fibrilarin. V GC oblasti se
nachdzi RPs, protein nukleofosmin a dochazi zde k tvorbé pre-ribosomalnich
podjednotek (Boisvert et. al., 2007, Hernandez-Verdun 2011).

Jadérko samoziejmé méni béhem Zivota buiikky svou strukturu, a to z diivodu
odli$né potieby ribosoml v pribéhu bunééného cyklu a také zdivodu potieby
namnozeni ribosoml pro rozdéleni buiky na dvé dcefiné béhem mitdzy (Sirri et.al.,

vvr

a nejvice ribosomil obsahuje burka ve fazi G2.

1.1 Ribosomalni biogeneze

U eukaryot je ribosomalni biogeneze zakladni bunéény proces, ktery probiha v jadérku,
nukleoplazmé a cytoplazmé a zahrnuje tfi zakladni kroky: koordinovanou expresi rRNA
a ribosomalnich proteinti, rRNA processing a sestaveni malé a velké ribosomalni
podjednotky (Tschochner, Hurt, 2003).

Syntéze jednotlivych rRNA a celkovému procesu napomahaji RNA polymerazy
I-111. Ribosomalni biogeneze zacina transkripci ribosomalni DNA (rDNA) pomoci RNA
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polymerazy I na hranici FC a DFC oblasti jadérka. Vzniké tak prekurzor zvany 47S
polycistronickd pre-ribosomalni RNA (47S pre-rRNA), ktery je zpracovavan pomoci
malych nukleolarnich RNP (snoRNP) v DFC tzv. RNA processingem, coz je podrobnéji
popsano dale v textu. V nukleoplazmé se ve stejnou dobu vytvaii 5S rRNA pomoci
polymerazy III (Pol III) a mRNA pro ribosomélni proteiny (RP) pomoci polymerazy Il
(Pol II). RP jsou poté syntetizovany v cytoplazmé bunky a nasledné pak, stejné jako 5S
rRNA, pieneseny do jadérka pomoci jadérkového loka¢niho signalu. V GC oblasti se
5.8S rRNA a 28S rRNA spojuji s 5S rRNA transkriptem a ribosomalnimi proteiny za
vzniku pre-60S podjednotky, zatimco 18S rRNA vytvaii s RP pre-40S ribosomovou
podjednotku. Prekurzory ribosomalnich podjednotek 40S a 60S jsou pak exportovany
do cytoplazmy, kde je dokonéena jejich syntéza a vazou se na mMRNA za vzniku

funkénich ribosomi (Obrazek 2).

— 1DNA ® RNA polymeraza II
N IRNA ®  RNA polymeraza III
RNA polymeraza [ Jjademy por
Ribosomalni proteiny
A snoRNP
A
0 g =5, 04 0a0 00%0
O O 4 DFC "o / 475 pre-rRNA
y 7 A
R G
GC ;A —&—
/ 0 0
0 /o U 1
nukleoplazma f" 285
® oyntdra 'y 0 188 & ses b mlmmm

i
. - -
& "bosomalnich ¢ "' O _ g -="
proteind ‘1, ® _ -

f -

1) syntérag - pre-60S
:" SSTrRNA= T pre—4OS. .

-

cytoplazma

80 405.\ /
‘ ribosom

Obrazek 2: Obecné schéma shrnujici proces ribosomalni biogeneze Vv jadérku, nukleoplazmé
a cytoplazmé eukaryot (Pfevzato a upraveno podle Boisvert et. al., 2007).

Popis: Cely proces je odstatovan transkripci rDNA na 47S pre-rRNA pomoci RNA Pol I na
hranici FC a DFC a 47S pre-rRNA je zpracovavan pomoci snoRNP v DFC RNA processingem.
V nukleoplazmé (modra oblast) je béhem této doby vytvafena 5S rRNA pomoci Pol III a
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mRNA pro RP pomoci Pol II. RP jsou syntetizovany v cytoplazmé a poté, jako 5S rRNA,
pteneseny do jadérka. V GC oblasti se 5S rRNA a28S rRNA spojuji s 5.85 rRNA a RP za
vzniku pre-60S podjednotky, zatimco 18S rRNA vytvaii s RP pre-40S podjednotku. 40S a 60S
jsou pak exportovany do cytoplazmy, kde je dokoncena jejich syntéza a vdzou se na mRNA za
vzniku ribosomu.

Legenda: FC = fibrilarni centrum, DFC = husta fibrilarni slozka, GC = granularni centrum

Hlavnim krokem ribosomalni biogeneze je tvorba 47S pre-rRNA. Ze 47S pre-
rRNA vytvofené RNA polymerdzou 1 vznikaji 28S, 5.8S a 18S rRNA tvofici zéklad
velké podjednotky 60S a také 5S rRNA, jako zdklad malé podjednotky 40S
(Obrazek 3).

- i)
31;9 & & & oy & & A
01 AD 1 3 E C 2 F‘.-\ﬂ'd_ EE] ¥ 1]
—+ b Y — S } e R | '
3857 S537 BE2I &R TS 285 pieea
5 ETS 185 IT51 5.85 ITs2 TETS

Obrazek 3: 47S pre-rRNA fetézec s vyznaCenymi misty S$tépeni (pfevzato a upraveno podle
Mulineux, Lafontaine, 2012)

Béhem tohoto zpracovani, rRNA podstoupi rozsahlou modifikaci, coz je
prevazné v rezii nescetného mnozstvi malych nukleolarnich RNA (snoRNA). SnoRNA
jsou metabolicky stabilni, 60-450 nukleotidii dlouhé, malé jaderné RNA, které existuji
ve formé ribonukleoproteinti (snORNP) (Yu et al., 1999). Kazdy snoRNP se sklada ze
snoRNA asady RP. V jadérku existuje vice nez 200 snoRNP, jez maji mimo jiné na
starost zrani 18, 5.8S and 28S rRNA. Uprava je provadéna dvéma zptisoby, methylaci
2' hydroxylové skupiny cukernych zbytku (2'-O-methylace), a pfeménou uridinu na
pseudouridin (Thomson et. al., 2013). Vice nez 200 nukleotida je takto pfeménéno na
100 az 104 2'-O-methylovanych nukleotidt a asi 95 pseudouridind, které jsou potiebné
pro spravnou funkci ribosomu (Maden, 1990).

Jednotlivé rRNA komponenty (5.8S, 28S a 18S) jsou uvoliiovany z 47S pre-
rRNA po slozitém exo- i endo-nukleolytickém Sté€peni, tzv. RNA processingem
(Obrazek 4). Dochazi zde k rozdéleni vladkna v oblastech zvanych ,.transcribed spacers
(TS), a to vnitinich, internal transcribed spacers (ITS) a vnéjSich, external transcribed
spacers (ETS). Prvnim $tépenim na dvou mistech 5' ETS oblasti 47S pre-rRNA (01

a 02) vznika 458 pre-rRNA, ktera mize byt nasledné¢ zpracovavana dvéma cestami. Pfi
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prvni cesté (Obr. 4A) dochazi k odstiizeni zbylé 5' ETS oblasti 45S pre-rRNA, ¢imz
vznika 418 a jejim rozstfizenim v ITS1 oblasti vznikaji 21S (pre-40S) a 32S (pre-60S)
rRNA. Kone¢né zpracovani 21S je zahajeno jejim piesunem z jadérka do cytoplazmy,
kde vznika 18S finalni podjednotka. 32S rRNA je rozstépena na jiz zralou 28S rRNA
ana 128, kterd podléhd jesté poslednim upravdm na findlni 5.8S rRNA. Pfi druhé cesté
(Obr. 4B) probihaji restrikce obdobné, pouze v jiném potadi. 47S pre-rRNA je hned
v prvnim kroku rozitépena v ITS1 oblasti na dvé ¢asti (30S a 32S). Cast 30S podstupuje
modifikace z 21S podjednotky na finalni 18S podjednotku, ktera je pfesunuta do
cytoplazmy. Cast druhd (32S) podléha jesté rozstdpeni ITS2 oblasti, které davéa za vznik
finalni 28S podjednotce a 12S podjednotce, ktera je nasledné zpracovana na 5.8S finalni
podjednotku.

18S podjednotka je v cytoplazmé spojena s RPS3 ribosomalnim proteinem
(Schéfer et. al., 2006) a vytvati tak 18S rRNA, ze které vznika po spojeni s dal§imi 33
RP mala podjednotka 40S. Spojenim 5.8S, 28S a 5S rRNA se 49 RP vznikéd velka
podjednotka ribosomu 60S a obé vytvoiené podjednotky se V cytoplazmé spoji a vytvari

jiz plné funkéni ribosom.
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Obrazek 4: Schéma RNA processingu. Postupné Sté€peni 47S pre-TRNA fetézce na jednotlivé komponenty cestou 1 (A) a cestou 2 (B) (pfevzato a upraveno

podle Lafontaine, 2015).
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2 Stres

Obecné je stres povazovan za jakékoli zatézové faktory pusobici na bunku, mezi které
patii extrémni teploty, vystaveni builkky toxinim, mechanické poskozeni buiiky,
poskozeni DNA (genotoxicky stres), zvySend exprese onkogeni, hypoxie apod.
V takovychto situacich dochazi k alteracim na Urovni metabolismu, k naruSeni DNA
(napt. vytvofenim zlomi), K odlisné produkci proteini, ke zménam v jejich likvidaci
apod.

Buiiky reaguji na stres dvéma hlavnimi zptsoby. Zaprvé aktivaci drah, které
podporuji preziti a poskytuji bunice urcitou miru odolnosti vi¢i nepiiznivym
podminkdm. Ci zadruhé, vyvolanim programované bunééné smrti, pomoci niz se
eliminuji poskozené bunky a tim se minimalizuji akutni $kody. K druhému ze
zminovanych zptsobti reakci bun¢k na stres, bunéné smrti, dochazi pfi
dlouhodobé¢jsim vystaveni Skodlivého stimulu na builky. Apoptéza, oznacovana také
jako programovana bunéfna smrt, je vyuzivana u fyziologickych bunék nejcastéji.
Tento proces zahrnuje smr§tovani bunck, zaobleni a fragmentaci jadra s kondenzaci
chromatinu a fagocytézu bunéénych fragmentii a ve vétSiné piipadi bez doprovodné
zanétlivé reakce (Kerr, et. al., 1972). Bunétna smrt nemusi byt jen programovana,
nekréza, termin béZn€ pouzivany patology, se vztahuje na jakékoli umrti spojené se
ztratou kontroly iontové rovnovahy, absorpci vody, vznikajicim otokem a naslednym
rozpadem bunék (Berenbom, et. al. 1955). Rozpadem buné¢né membrany se uvolni do
okoli obsah buiiky a pfitahuje buniky imunitniho systému, coZ nasledné vyvolava

zanétlivou reakci.

2.1 p53 aMdmz2 protein

Hlavnim detektorem stresu a obecné zmén v buiice je protein p53, jaderny protein
a nadorovy supresor, ktery je koédovan tumor supresorovym genem TP53. Funkcemi
p53 proteinu jsou: zastavovat G1 fazi bunééného cyklu ve chvili, kdy je potieba opravit
poskozenou DNA, a také indukce apoptdozy. Za bézného stavu je protein p53
shromazd'ovan v jadfe, jeho mnozstvi je nizké, jelikoz vysokd hladina p53 Skodi
proliferaci a vyvoji bunék. Hladina se markantn¢ zvySuje pii poskozeni DNA vlivem

stresu, ktery na burniku pisobi. Tento protein je mozné schematicky rozdélit na nékolik
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Casti (Obrazek 5). Prvni ¢asti je transaktivaéni doména N-konce (TAD, transactivation
domain) interagujici S transkripénim aparatem (Walker a Levine, 1996). Na TAD se
vazou transkrip¢ni koaktivatory. Dale p53 obsahuje doménu bohatou na prolin (PRD,
proline-rich domain) podilejici se na indukci apoptoézy a zastavujici bunécny cyklus
(Toledo et. al., 2006). V centru proteinu se nachazi DNA vazebna doména (DBD,
DNA-binding domain), déle pak tetrameriza¢ni doména (4D, tetramerization domain),
ktera vytvari funkéni tetramer p53 (Jeffrey et. al., 1995), a je ukoncena C-koncovou
regulacni doménou (CTD, C-terminal domain) zajist'ujici specifickou vazbu p53 na

DNA (Hupp et. al., 1992; Weinberg et. al., 2004).

TAD PRD DED 4D CTD
— 122 H 697 oo 102292 —— 324355 = 363303 —
N-konec C-konee

Obrazek 5: Schéma p53 proteinu s vyznac¢enymi jednotlivymi doménami (pfevzato a upraveno
podle Cheok et. al., 2011) Legenda: TAD - transaktiva¢ni doména, PRD - doména bohata na
prolin, DBD - DNA vazebna doména, 4D - tetrameriza¢ni doména, CTD - C-terminalni doména

Mnozstvi, a tedy i funkce p53, je fyziologicky v bunce regulovano pomoci
proteinu Mdm2 (Murine Double Minute) (Moll, Petrenko, 2003), jehoz lidskym
homologem je Hdm2 (Jin et al., 2004).

Mdm2 jaderny p53 inhibitor se sklada ze 491 aminokyselin a obsahuje jako p53
nékolik domén (Obrazek 6).

RING finger
P53 vazebna doména NLS NES kyseli doména Zn finger doména doména
— 18-101 191-9——— 237288  H 289331 | | 436482 f—
N-konec C-konec

Obrazek 6: Schéma Mdm2 proteinu s vyznaCenymi jednotlivymi doménami (pievzato
a upraveno podle Lipkowitz S. a Weissman A.M., 2011). Legenda: NLS - nuclear localization
signal (signal pro jadernou lokalizaci), NES - nuclear export sequence (signal pro export
Z jadra)

Nejdilezitéjsi je doména na N-konci, ktera interaguje s p53 doménou, maskuje ji
a zabranuje nasednuti ko-aktivatort (Kruse, Gu, 2009). Dale zde mizeme nalézt oblast
zvanou signdl pro jadernou lokalizaci (NLS, nuclear localization signal) a signal pro

export z jadra (NES, nuclear export sequence), které reguluji pohyb Mdm2 z jadra do
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cytoplazmy a zpét, diky ¢emuz dochazi k regulaci aktivity p53 (Roth et. al., 1998).
V centru Mdm2 nalezneme kyselou oblast a Zn finger oblast, které jsou odpovédné za
interakci Mdm2 s ribosomalnimi proteiny. Celkové bylo prozatim identifikovano
14 RP. RP velké podjednotky: RPL5 (Dai a Lu, 2004; Marechal et. al., 1994), RPL11
(Lohrum et. al., 2003; Zhang et. al., 2003), RPL23 (Zhang et. al., 2003; Dai et. al.,
2004; Jin et. al., 2004), RPL26 (Ofir-Rosenfeld et. al., 2008; Zhang et. al., 2010),
RPL37 (Daftuar et. al., 2013; Daftuar et. al., 2010). RP malé podjednotky: RPS3
(Yadavilli et. al., 2009), RPS7 (Zhu et. al., 2009; Chen et. al., 2007), RPS14 (Zhou et.
al., 2013), RPS15 (Daftuar et. al., 2013), RPS20 (Daftuar et. al., 2013; Frum et. al.,
2007), RPS25 (Zhang et. al., 2013), RPS26 (Cui et. al., 2014), RPS27 a RPS27L (Xiong
et. al., 2011). Na C-konci Mdm2 se nachazi tzv. RING finger doména, coz je hlavni
misto aktivity ubikvitin ligasy Mdm2 (Marine, Lozano, 2010). Tato doména je také
nezbytna pro tvorbu dimeru s druhou molekulou Mdm2 (Sharp et. al., 1999; Tanimura
et. al., 1999).

Protein p53 interaguje spolu s Mdm2 a navzajem se ovliviiyji. Je znamo, ze p53
aktivuje Mdm2 a zvySuje jeho expresi, zatimco Mdm?2 protein p53 inhibuje a zastavuje

tak jeho funkci pfi reakci na stres (Moll, Petrenko, 2009).

2.2 Ribosomalni stres

Ribosomadlni stres vedouci k naruseni bunééné homeostazy se nazyvany také jako stres
nukleolarni, a je terminem, ktery se nyni pouziva k popisu poruch biogeneze nebo
funkce ribosomi. Je charakteristicky markantnimi zménami, jeZ se tykaji jadérka, at’ uz
jeho funkce (nizsi tvorba rRNA a ribosomil) ¢i struktury (nukleolarni segregace, kdy
jsou kondenzovany a separovany FC a GC oblasti jadérka, a zaroven se vytvari
tzv. jadérkové cCepicky (,,nucleolar caps®)) (Shav-Tal, et. al., 2005, Boulon et. al.,
2010). S takto vzniklymi zménami je burika schopna vypotadat se dvéma zptsoby, a to

za pomoci p53 proteinu (kap. 2.2.1) ¢i bez n¢j (kap. 2.2.2).

18



2.2.1 Ribosomalni stres zavisly na p53

Za fyziologickych podminek se RP nachdzi béhem ribosomalni biogeneze V jadérku
a Mdmz2 spolu s p53 jsou v jadie (Kreiner et. al., 2013), kde je protein p53 navazan na
N-konec proteinu Mdm2 a RING finger doména Mdm2 poté interaguje s p53 proteinem
svou E3 ubikvitinovou ligasou, ¢imz jej degraduje v proteasomu. RP jsou Vv bunce
pouzity k sestaveni malé a velké podjednotky ribosomu.

V piipadé vyvolani ribosomalniho stresu (narusenim rRNA syntézy, rRNA
processingu ¢i nerovnovahou RP) dochazi k potlaceni biogeneze ribosomu, nesestavi se
tak mala a velka podjednotka ribosomu a dochazi ke zméné struktury jadérka. To
umoziuje ribosomalnim proteinlim cestovat do jaderné nukleoplazmy, kde interaguji
s fosforylovanou centralni oblasti Mdm2, coz vede ke stabilizaci a aktivaci p53 jehoz
hladina se zvySuje a vyvolava tak apoptozu buiky (Lindstrom et. al., 2007). Jednotlivé

déje jsou znazornény na Obrazku 7.
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Obrazek 7: Buiika za normalnich podminek (A) a béhem ribosomalniho stresu (B). (Pfevzato a upraveno podle Zhang, Lu, 2009).
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Kazdy z ribosomalnich proteinii ma odlisné misto pro vazbu na protein Mdm2
(Obrazek 8). Geny kodujici RP jsou rozptyleny na riznych chromosomech (Tabulka 1)
aje prisn¢ regulovano, aby bylo vytvafeno spravné mnozstvi téchto RP v poméru
k rRNA. V piipadé nerovnovahy téchto pomérd dochazi k selhavani pii sestavé

funkénich ribosomil, coz ma za nasledek ribosomalni stres.

RING finger
kyseld doména Zn finger doména doména

H 289331 436-482

NLS NES
191.9—— 237288

156 - 294

P53 vazebna doména

-_— 18-101

216-374
284-374 RPLU

150 - 300

204 -345
273 - 339
243 - 257
273-339

152-301

1-220

273-339

1-220

Obrazek 8: Mdm?2 protein a jeho funkéni domény se znazornénymi regiony, na které jsou

273 -339

180- 298

200 - 299

152-293

437-82

437-82

vazany ribosomalni proteiny (pievzato a upraveno od Kim et. al., 2014)

RPS7

RPS14
RPS15
RPS20
RPS25
RPS26

RPS27/27L

Tabulka 1: Rozpis vazebnych mist jednotlivych RP s Mdm2 proteinem (Kim et. al., 2014)

Ribosomalni proteiny \ Interagujici ¢asti na Mdm?2 \ Lokace na chromosomu
Velka podjednotka

RPL5 153-294, 216-374 1p22.3-p22.1

RPL11 284-374 1p36.1-p35

RPL23 150-300,384-425 17911.2-912

RPL26 204-345 17p13

RPL37 273-339 5p13.3-p13.1
Mala podjednotka

RPS3 243-257 11913.3-913.5

RPS7 273-339 2p25.3-p25.1

RPS14 152-301 5033.1-933.3

RPS15 1-220, 273-339, 437-482 19p13.3

RPS20 1-220, 273-339, 437-482 8911.2-913

RPS25 180-298 11923.3

RPS26 200-299 12913

RPS27 151-293 1921.1-21.3

RPS27L 151-293 15022.1
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Z ribosomalnich proteini jsou nejvice studovany RPL5 a RPLI11, které
pravdépodobné hraji nejvyznamnéjsi roli v regulaci p53. Bylo zjisténo, Ze tyto RP jsou
specidlné chranény pii ribosomalnim stresu proti degradaci v proteazomu na rozdil od
jinych RP, jako naptiklad RPL23, RPL25 a RPS7 (Bursac et. al., 2012). Tyto RP se
vazou na centralni kyselou oblast Mdm2 velmi podobnym zptsobem (Dai el. al., 2004)
a pro spravnou vazbu obsahuji specifické domény. Je pravdépodobné, ze vazba pouze
jednoho RP na Mdm2 neni dostate¢nd k jeho potlaceni a je potfeba urcit¢é mnoZzstvi
téchto RP v komplexu, kde spolu RP pfimo komunikuji a reguluji pak Mdm2. I kdyz se
RPL5 a RPL11 mohou véazat na Mdm?2 jednotlivé, studie naznacuji, Ze ochranny ucinek
stability pS3 je mnohem vétsi v piipadé, Zze se vazou v komplexu (Horn a Vousden,
2008, Nicolas et. al., 2016).

Konkrétné u proteini RPL5 a RPL11 dochazi pii poruse ribosomalni biogeneze
k jejich navazani na Mdm2 protein, coz vede ke snizené degradaci a aktivaci p53
proteinu (Teng et. al., 2013). RPS7 protein je také povazovan za pozitivni regulator
p53, a to prostfednictvim modulace aktivity proteinu Mdm2. Pii vazbé RPS7-Mdm2-
p53 dochazi k inhibici E3 ligasové aktivity Mdm?2 proteinu a nedochazi k ubikvitinaci
p53 (Chen et. al., 2007). RPL26 protein se pfi ribosomalnim stresu vaze na tzv. 5° UTR
(untranslated region) oblast a nadmérnéd exprese tohoto proteinu indukuje zastavu Gl
faze bunétného cyklu a spousti tak apoptozu (Takagi et. al., 2005). Obecné tedy
blokace Mdm2 ubikvitin ligasové aktivity vede ke zvySené aktivité p53 v buice
(Lindstrom et. al., 2007). Pfi nedostatku RPS6, RPS7 nebo RPS23 dochazi k aktivaci
p53 bez zjevného naruseni jadérka. Dochazi k produkovani nadbytecného mnozstvi
RPL11, které pak blokuje Mdm?2 a aktivuje p53 protein (James et. al., 2014).

Pti ptekondvani stresu dochazi k zastaveni bunécného cyklu v pozdni G1 fazi
(Song et. al., 2013), coz je dulezitym krokem, ktery poskytne dostatek Casu K reparaci.
Je-1i poskozeni spravné opraveno, pS3 aktivuje protein Mdm2, ktery reguluje p53
dvéma zptsoby (Zhang a Lu, 2009): Pfimou vazbou na p53, kdy maskuje transaktiva¢ni
doménu p53 nebo nepiimo, jako E3 ubikvitin ligasa pro p53 (Oline et. al., 1993), ktera
zajist'uje kunjugaci ubikvitinu s p53 a jeho naslednou degradaci v proteazomu (Micel et.
al., 2013).
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2.2.2 Ribosomalni stres nezavisly na p53

Druha moznost, ribosomalni stres nezavisly na p53, neovliviiuje p53 protein a vede tedy
k zastavé buné¢ného cyklu bez néj (Donati et. al., 2012).

Prvni mozny mechanismus probiha na zakladé¢ inhibice syntézy rRNA
zpusobujici snizeni exprese E2F-1 transkripniho faktoru. Za normalnich okolnosti je
E2F-1 chranén pied degradaci v proteazomu prostiednictvim interakce s Mdmz2, ktera
zabranuje vazbé s E3 ligasou zodpovédnou za E2F-1 ubikvitinaci (Zhang et. al., 2005).
Inhibice syntézy rRNA uvolni ribosomalni protein L11 (RPL11), jez vazbou na Mdm2
blokuje jeho stabiliza¢ni funkce na E2F-1 proteinu (Donati et. al., 2011). E2F-1 faktor
je dulezity pro piechod bunky z G1 faze do S faze bunééného cyklu a je-li tento faktor
bez ochrany, dochézi k jeho degradaci v proteazomu a bunécny cyklus je zastaven.

Dale bylo prokazano, ze RPL11 protein muZze negativné regulovat transkripéni
faktor c-MYC nezavisle na Mdm2-p53 draze (Dai a Lu, 2008). c-MYC je gen fidici
syntézu DNA a bunécny cyklus a je zodpovédny za spravnou biogenezi ribosomil
usnadiiovanim exprese gend, které zajiStuji spravny chod bunééného cyklu. Pii
interakci c-MYC s RPL11 dochazi ke snizovani aktivity c-MYC, coz vede ke snizovani
bunééné proliferace (van Riggelen, 2010). Je také znamo, ze RPLI11 protein
spolupracuje s RPL5 proteinem a prostfednictvim mRNA degradace potlacuji aktivitu
c-MYC (Liao et. al., 2014).

Dal$i mechanismus nezavisly na p53 je spojovan s PIM1 (serotonin/theronin-
protein kinasa) regulujici bunéény cyklus, pfeziti a proliferaci, a to zejména
v hematopoetickych bunkach (ladevaia et. al., 2010). PIM1 kinaza je regulovana
cytokiny, ristovymi faktory a hormony, které snizuji aktivitu p27Kipl CDK inhibitoru
a zvysuji jeho degradaci (Morishita et. al., 2008). Tato kinasa je stabilizovana interakci
s RPS19 proteinem a vazbou na zralé ribosomy. Pfi nedostatku zralych ribosoma se
zvySuje degradace PIM1 kinazy v proteazomu, tim se sniZzuje hladina PIM1 a dochazi
ke stabilizaci a aktivaci CDK inhibitoru p27Kipl, coz zpusobuje blok v G1 fazi
bunééného cyklu (ladevaia et. al., 2010). PIM1 také navic zvysuje aktivitu c-MYC jeho
fosforylaci. Snizenim hladiny PIM1 se tedy snizi také aktivita c-MYC a snizi se

proliferace bunck.
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3 Ribosomopatie

V pribéhu let bylo popsano nékolik onemocnéni a syndromi zplsobené poruchou
biogeneze a funkce ribosomt (Narla a Ebert, 2010). Tyto poruchy byly zafazeny do
sbirky tzv. ribosomopatie typické specifickym klinickym fenotypem, jako jsou napf.
poruchy kostni diené, které se vyznacuji sniZzenym poctem Gervenych krvinek (anémie),
malformace kostry a vyssi predispozice ke vzniku rakoviny. Prekurzorové cervené
krvinky potfebuji velké mnozstvi ribosomt na syntézu hemoglobinu a musi si je
vytvofit jesté pred ztratou jadra.

Diamondova-Blackfanova anémie je definovana jako vrozena, autozomalné
dominantni hypoplasticka makrocytarni anémie. Toto onemocnéni je zapfi¢inéno
vrozenou mutaci v nékterém z gentl, které koduji ribosomalni proteiny, a zpiisobuje
selhani funkce kostni dfené, coz vede ke snizeni produkce krevnich elementu.
Podrobné&ji bude probrana v nasledujici kapitole (viz kap. 3.1).

5¢-syndrom je zplUsoben somaticky ziskanou deleci kratkého ramene
chromozomu 5, na kterém lezi ribosomalni protein RPS14 (Ebert et. al., 2008). Ztrata
tohoto ramene vede k RPS14 happloinsufficienci a fenotypu erytrocytli velmi podobné
jako u Blackfanovy-Diamondovy anémie.

Treacher Collinsiv syndrom je vyvolan mutaci v TCOF1 genu, vedouci
k haploinsufficienci treacle proteinu a snizené urovni produkce rRNA. TCOF1 gen
koduje protein melasu, jez je zakladnim proteinem pro transkripci rRNA gent a je
lokalizovana spolu s vazebnymi faktory a polymerazou I v jadérku (Valdez et. al.,
2004).

Dyskeratosis congenita je soubor multisystémovych fenotypové heterogennich
onemocnéni (Heiss et. al., 1998). I kdyz jsou jednotlivé defekty zptisobeny mutacemi
Vv riznych genech, tyto geny maji spole¢né, ze kazdy z nich koduje protein ovliviujici
aktivitu telomerdzy ¢i stabilitu telomerazového komplexu a toto rychlé zkracovani
telomer neni pro bunky vyhodné. Extrémni forma tohoto onemocnéni je zpisobena
mutaci v proteinu zvaném dyskleretin. Ten plsobi jako nukleolarni protein a je spojen
se snoRNAs zapojenymi do rRNA processingu.

Syndrom hypoplastickych chrupavek a vlasti je typicky pro Amise a finské
populace s charakteristickymi koncetinami kratkého vzrastu vyplyvajici z kosterni

displazie a je spojen s mutaci v genu RMPR (Welting et. al., 2004). RMPR koduje
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snoRNA, které jsou soucasti mitochondrialniho RNA processing komplexu, ktery je
primarné lokalizovan Vv jadérku, kde zpracovava pre-5S rRNA.
Shwachmantiv-Diamondtv syndrom (SDS) je porucha s Sirokou $kalou pfiznaka
(Ganapathi et. al., 2007). Jako pfi¢ina tohoto syndromu, byly identifikovany mutace
v SBDS genu. Po piemisténi 60S ribosomalni podjednotky do cytoplasmy, elF6 z jeho
povrchu musi byt propustén k vytvoreni kompletni 80S ribosomu, coz ma provadét
pravé SBDS protein. Pokud je SBDS poskozen, odstépeni elF6 neni mozné a nésledné

tedy ani tvorba zralych ribosomu.

3.1 Diamondova-Blackfanova anémie

Diamondova-Blackfanova anémie (DBA, MIM# 205900) je jednou z vzacnych
geneticky podminénych poruch kostni dfené, ktera byla poprvé zaznamenana Vv roce
1936 (Josephs, 1936) a uplngji pak popsana Diamondem a Blackfanem v roce 1938
(Diamond a Blackfan, 1938). Tato nemoc postihuje z pravidla 7 jedinct z 1 milionu
narozenych. Prvotni projevy jsou patrné jiz pii porodu a b€hem prvnich mésicl jeho
zivota, kdy je novorozenec velice slby a anemicky. Tento stav je zpisoben sniZenim
hormonu erytropoetinu, ktery je zodpovédny za produkci erytrocytd (Vlachos et. al.,
2001). Malé mnozstvi erytrocyti ma obvykle novorozenec z divodu reakce na zvyseny
parcialni tlak kysliku spolu se zvySenym hemoglobinem. Dochazi k posunu afinity
hemoglobinu k niz§im hodnotam, coz umoziuje vétsi dodavku kysliku do tkani a tyto
zmény vedou k vytvotfeni pfechodné anémie. Nasledné mé byt stav Cervenych krvinek
ustalen (Lipton a Ellis, 2009), coz se u pacientd s DBA bohuzel nepodaii. Obvykle se
ptiznaky objevi jako vrozend aplazie erytropoézy S mirnou makrocytozou,
retikulocytopenii a téméft nepfitomnymi erytroidnimi prekurzory Vv jinak normalni Kostni
dieni (Vlachos et. al., 2010). Zaroven se u téchto jedinct vyskytuje zvySena hladina
fetalniho hemoglobinu (HbF) (Vlachos et. al., 2008) z divodu poruchy erytropoézy
a enzymu adenosindeaminasy (eADA) v postizenych erytrocytech a oproti klasické
anémii, 25 — 40 % pacienti S DBA trpi pfidruznymi anomaliemi s vyssi

pravdépodobnosti ke vzniku malignich chorob (Tabulka 2).
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Tabulka 2: Seznam ptidruznych anomalii u DBA onemocnéni (pievzato z Willig, 1999)

Anomalie Frekvence vyskytu
Kraniofacialni dysmorfie 31%
Anomalie palce 14,6 %
Anomalie skeletu 8,8 %
Anomalie ledvin 8 %
Anomalie srdce 5%

Dalsi 22,8 %

DBA onemocnéni bylo detekovano u pacienti s mutacemi ve 13 odlisnych
genech. Prvnich dvanact gent koduje RP a patii zde zastupci pro velkou podjednotku:
RPL5 a RPL11 (Gazda et. al., 2008), RPL15 (Landowski et. al., 2013), RPL26 (Gazda
et. al.,, 2012), RPL31 (Farrar et. al., 2014), RPL35A (Farrar et. al., 2008) i malou
podjednotku ribosomu: RPS7 (Watkins-Chow et. al., 2013), RPS17 (Cmejla et. al.,
2007), RPS19 (Willig et. al., 1999), RPS24 (Gazda et. al., 2006), RPS26 a RPS10
(Doherty et. al., 2010). Ttinacty gen koduje protein GATAL (Sankaran et. al., 2012),
coz je transkripcni faktor podilejici se na vyvoji erytrocytl. Ve vétSiné piipadi, DBA
vznika spontanné ztratou funkce mutaci v jedné ze dvou kopii genu ribosomalniho
proteinu a je obvykle pfenasena autosomalné dominantnim zpisobem. Asi 90 %
pacientll je postizeno mutaci v genu RPS19, RPL5, RPS26, RPL11, RPL35A nebo
RPS24. Zbylych 10 % ma mutaci v jiném genu. Mutace v RPS19 a RPS24 byly jako
prvni 2 mutace identifikované u DBA pacientti (Choesmel et. al., 2008; Flygare et. al.,
2007).

Mutace v genech pro RP ovliviwyji buitku a procesy v ni mnoha zptsoby, mezi
které patii defekt v ribosomalni biogenezi aktivujici p53 dependentni drahu
hromadénim volnych RP (Lindstrom et. al., 2007) nebo zastaveni bunécného cyklu
v pozdni G1 fazi (Song et. al., 2013) pro naslednou reparaci. Charakteristicka je také
tvorba nefunkéniho ribosomalniho proteinu ¢i preruSeni translace (inzerci, deleci,
posunem cteciho ramce aj.). Ribosomalni proteiny jsou soucasti prekurzor ribosomu
a pomahaji zrani pre-rRNA, jejich deplece tedy vede k blokaci v riznych krocich RNA
processingu a k ovlivnéni zpracovani prekurzort ribosomu (Henras, et. al. 2015).
Obecné plati, ze nedostatek nékterého z RPS proteind vede k porucham v pre-18S-
rRNA processingu a akumulaci prekurzord 21S rRNA (Obrazek 9 znaceno Cerveng).
Nasledkem toho miizeme pozorovat pokles mnozstvi volnych 40S podjednotek, ktery

vede ke zvySeni hladiny volnych 60S podjednotek a vyznamnému snizeni mnozstvi
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zralych 80S ribosomu.. Naopak pii nedostatku RPL proteind dochézi k akumulaci 5.8S
a 28S rRNA (Obrazek 9 znaceno zelen¢) a ke snizeni hladiny volnych 60S podjednotek
(Robledo et. al., 2008). Celkov¢ je tedy ziejmé, ze mutace v genech kodujicich RP

vedou u DBA pacientt ke sniZzeni poctu zralych ribosom.
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Obrazek 9: ZjednoduSené¢ schéma rRNA processingu v lidskych buiikach s vyznaénymi
mutacemi v genech pro RPL a RPS (RPS19, RPS24, RPL5 a RPLI11) (pfevzato a upraveno
podle Dianzani a Lorenzi, 2008).

U pacientll s DBA mtzeme také pozorovat markantni zménu jadérek. To je diky
absenci membrany velmi dynamickou strukturou, jez je schopna okamzité reagovat na
zmény (virova infekce, DNA poskozeni, stres aj.) morfologickou ¢i kompoziéni
alteraci, jako je reorganizace jednotlivych oblasti jadérka (FC, DFC, GC),
nukleolarni segregace a vytvareni tzv. jadérkovych cepicek (,,nucleolar caps®) (Nicolas
et. al., 2016).

Primérna doba pieziti nemocnych s DBA onemocnénim je 46 let a u tézkych
nelééenych forem pouze okolo 15 let. Median preziti ¢ini u DBA 31-42 let,
u nelécenych tézkych forem 13 let. K 1é€bé této nemoci se uzivaji kortikoidy, transfiize

krve s podanim chelatoru Zeleza, transplantace kmenovych buné¢k a dalsi.

27



PRAKTICKA CAST

28



4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Ze vzorki krve pacienti s DBA onemocnénim, které byly ziskany za pomoci Prof.
MUDr. Dagmar Pospisilové, Ph.D (FN Olomouc), byly v laboratofi tkanovych kultur ve
sterilnim prostfedi kultivovany lymfoblastoidni linie (LCL) vytvofené Mgr. Zuzanou
MacecCkovou transfekci lymfocyti virem Epstein-Barrové (EBV). Transfekce byla
provedena u ¢tyt pacientd s DBA onemocnénim a jednoho kontrolniho vzorku zdravého
jedince. Pacienti méli heterozygotni mutaci v odlisnych RP (Tabulka 3). LCL linie byly
kultivovany v médiu RPMI 1640 (RNBF1543, Sigma-Aldrich, USA) s piidavkem 10%
fetalniho bovinniho séra (P110704, PAN-Biotech, Némecko) a antibiotika penicilin-
streptomycin (10 mg/ml, 115M4795V, Sigma-Aldrich, USA). Kultivace bun¢k byla
provadéna Vv plastovych kultivaénich lahvich T75 (TPP Trasadigen, Svycarsko) za

pomoci inkubatoru nastaveného na 37°C, 95% vlhkost a 5% CO2 atmosféry.

Tabulka 3: Genotyp LCL bunéénych linii, vSechny mutace jsou heterozygotni

Cislo pacienta Gen Mutace Misto mutace
K Kontrola | Kontrola Kontrola
01 RPS26 | c.4-1G>A, p.Metl Intron 1
02 RPS26 | c.6_9delAAAG, p.Lys4GlufsX40 Exon 2
03 RPL5 | c.169_172delAACA, p.Asn57GlufsX12 Exon 3
04 RPS19 | ¢.173C>T, p.Ala58Val Exon 4

4.2 Izolace RNA

4.2.1 Chemikalie

Trizol, chloroform, isopropanol, 75% ethanol, DEPC (dietyl pyrokarbonat), voda.

4.2.2 Postup

Pelety s buiikami byly rozsuspendovany v 1 ml trizolu, smés byla ponechana 5 minut
stat a poté bylo pridano 200 ul chloroformu. Pomoci vortexu byly obsahy zkumavek
promichany a nasledn¢ ponechény pfti laboratorni teploté, dokud se nevytvoftila vrchni
¢ira vrstva. Centrifugaci 15 min na 12 000 g pti 4°C doslo k oddéleni jednotlivych

vrstev. 500 pl vrchni €iré vrstvy obsahujici RNA bylo odebrano do nové zkumavky.
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K objemu bylo ptiddno 500 pl isopropanolu za ucelem precipitace RNA. Nasledovala
centrifugace (10 min pii 12 000 g, 4°C), a vznikla peleta s RNA byla promyta v 1,5 ml
75% ethanolu, centrifugovana za stejnych podminek, susena ve floxboxu a poté
rozpu$téna v DEPC vod¢. Vzorky byly inkubovany v termobloku pii 60°C 10 min
apoté schlazeny. Koncentrace acistota RNA byla zjisténa pomoci NanoDrop

spektrofotometru dle pokynti vyrobce.

4.3  Analyza bunééného cyklu

4.3.1 Chemikalie

PBS, 70% ethanol, Pl roztok (70 mM roztok v PBS), roztok ribonukleazy A (0,7 M,
060M7000V, Sigma-Aldrich, USA), citratovy pufr (0,5 M roztok citratu trisodného
monohydratu v H20).

4.3.2 Postup

1 milion bunék (zmé&feno pomoci Vi-Cell XR (Beckman Coulter)) bylo napipetovano do
cytometrickych zkumavek, stoéeno (5 min, 500 g), promyto v PBS, fixovano v 70%
ethanolu pii 4°C a uchovano ptes noc pii - 20°C. Druhy den byly buiiky centrifugovany
5min (500 g), promyty v PBS a rozsuspendovany ve 4 ml citratového pufru. Po
nasledné centrifugaci za stejnych podminek bylo ptidano 500 pl roztoku PI, nésledovalo
zvortexovani a inkubace 15 min ve tmé ve vodni l4zni vytemperované na 37°C. Poté
bylo pfidano 200 pl roztoku ribonukle4dzy A a nasledovala inkubace 15 minut ve tmé ve
vodni lazni pii 37°C. Vzorky byly uchovany 1 hodinu pii 4°C a poté analyzovany
pomoci pritokového cytometru FACS Calibur s argonovym laserem (excitace pii
488 nm) apomoci softwaru CellQuest. Méfeni bylo vyhodnocovano v programu
ModFit verze 2 (Verity Software House) a zpracovano v programu Excel (Microsoft

Office 2010).
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4.4  Detekce fosforylace histonu H3

4.4.1 Chemikalie

PBS, 70% ethanol, 1% FBS, 0,25% roztok Tritonu X-100 v PBS, PBS + 1% FBS,
primarni protilatky Anti-phospho-Histone H3 (Anti-H3pSer10-FITC, 06-570, Merck
Millipore, Canada) v PBS + 1% FBS, sekundarni protilatka Alexa Fluor 488 goat anti-
rabbit 1gG (1705868, Life Technologies) v PBS + 1% FBS, 14 mM roztok Pl v PBS.

4.4.2 Postup

1 milion bunék (zméteno pomoci pristroje Vi-Cell XR (Beckman Couter)) bylo
napipetovany do cytometrickych zkumavek, stoceno (5 min, 500 g, 4°C), promyto
v PBS, fixovano v 70% ethanolu pii 4°C a uchovano pies noc pii - 20°C. Druhy den
byly bunky centrifugovany 5 min (500 g), promyty v PBS + 1% FBS, opét
centrifugovany za stejnych podminek a poté inkubovany 15 minut na ledé¢ s 1 ml
vychlazeného 0,25% roztoku Tritonu X-100 v PBS. Po ptfidani 10 ml PBS + 1% FBS
a stoCeni bun€k bylo na 1 hodinu pfidano 100 pl primarni protilatky (fedéni 1:200),
nasledovalo promyti v PBS a 1 % FBS a inkubace 30 minut ve tmé pfi laboratorni
teploté se 100 pl sekundarni protilatky (fedéni 1:5000). Po promyti ve 2 ml PBS s 1 %
FBS byla provedena inkubace 30 minut s 500 ul roztoku PI a RNAsy ve tmé pti 37°C.
Tyto vzorky byly poté analyzovany pomoci pritokového cytometru FACS Calibur
s argonovym laserem (excitace pii 488 nm) a pomoci softwaru CellQuest. Méteni bylo
vyhodnocovano programem ModFit verze 2 (Verity Software House) a zpracovano

v programu Excel (Microsoft Office 2010).

45  Analyza apoptozy

Pro méfeni programované bunééné smrti byly vzorky zpracovany stejnym zpusobem
jako u detekce fosforylace histonli. Analyza byla provadéna pomoci priutokového
cytometru FACS Calibur s argonovym laserem (excitace pii 488 nm) a pomoci softwaru
CellQuest. M¢feni bylo vyhodnocovano v programu ModFit verze 2 (Verity Software

House) a zpracovano v programu Excel (Microsoft Office 2010).

31



4.6 Imunofluorescence

4.6.1 Chemikalie

PBS, 4% formaldehyd v PBS, blokovaci pufr (5% FCSi, 0,3% Triton X), 0,1% Tween
v PBS, 5% FBS v PBS, destilovana voda.

4.6.2 Postup

150 000 bunék bylo pomoci cytocentrifugy Cyto-Tek (SAGURA) nastfeleno na
podlozni sklo. Nasledovala fixace 15 min ve 4% formaldehydu v PBS, inkubace
1 hodinu v blokovacim pufru a poté s primarni protilatkou (seznam pouzitych protilatek

viz. Tabulka 5) v 5% FBS v PBS pies noc pii 4°C.

Tabulka 5: Seznam pouzitych protilatek

Protilatka Vyrobce Kod redéni | sekundarni protilatka
Nukleolin abcam ab22758 1:500 anti-rabbit
Nukleofosmin| abcam ab10530 1:500 anti-mouse

Po inkubaci probihalo promyti 5 min v 0,1% Tweenu v PBS, 5 min v PBS,
5 min v 0,1% Tweenu v PBS a poté inkubace 1 hod se sekundarni protilatkou v 5% FBS
v PBS (fedéni 1:1000). Nasledné byly skla promyvana 5 min v 0,1% Tweenu v PBS,
2 X V destilované vodé a oznaeny pomoci Hoechst 33342. Skla byla zakapnuta
montadZnim médiem a pozorovany pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Obrazky byly

upravovany pomoci programu ZEN.

4.7  Double RNA FISH

471 Chemikalie

4% formaldehyd v PBS, PBS, 70% ethanol, RNA WASH pufr (2xSSC, 10%
formamid), smés se sondou (10% formamid, 2xSSC, 0,005 tRNA, 10% dextran,
250 ng/ul BSA, 10 mM vanidyl, 1 pl proby — viz Tabulka 6), montazni médium.

Tabulka 6: Sekvence sond na double RNA FISH detekci

Detekéni sonda | Sekvence

ITS1 (Cyb) 5’-CCTCGCCCTCCGGGCTCCGTTAATGATC-3’
ITS2 (Cy3) 5'-GCGATTGATCGGCAAGCGACGCTC-3'
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4.7.2 Postup

Objem s 200 000 bunkami byl pomoci cytocentrifugy Cyto-Tek (SAGURA) nastielen
na sklo. Nastielené buniky byly fixovany ve 4% formaldehydu v PBS, oplachnuty v PBS
a ponechany 24 hod v 70% ethanolu pfi teploté - 20°C. Druhy den byla skla dvakrat
promyta v RNA WASH pufru a inkubovédna 4 hodiny pii 37°C se sondou. Poté byla
skla oplachnuta v nahtatém RNA WASHi, ponechana uschnout ve tmé a naznacena
pomoci DAPI (Hoechst). Skla byla zakapnuta montaznim médiem a pozorovana pomoci

fluorescenéniho mikroskopu. Obrazky byly upravovany pomoci programu ZEN.

4.8 Northern blot

4.8.1 Chemikalie

10x MOPS pufr (200mM MOPS, 50mM sodium acetate, 20mM EDTA), 20x SSC pH
7,5 (3M NaCl, 300mM sodium citrate), loading buffer (200 pl 100% formamidu, 83 pl
37% formaldehydu, 50 pl 10x MOPS pufru, 10 ul 2,5% bromfenolové modii, 50 pl
glycerolu, 57 ul RNA vody), LSB (10% SDS v 50 ml 2 x SSC), HSB (10% SDS
v 50 ml 0,5 x SSC),

DIG Northern Starter Kit (Cat. No. 12 039 672 910), CDP-Star®, ready-to-use
(12041677001, Roche).

4.8.2 Namichani detekénich sond

Proby byly piipraveny za pomoci optimalizovaného protokolu (Terminal transferase
protocol — NEB — M0315S) smichanim 8 pl Terminal Transferase Reaction Bufferu,
8 ul CoClz, 4 ul 10 mM dNTP, 4 pl Terminal transferasy, 12 ul DEPC vody a 40 nl
oligo a naslednou inkubaci 30 minut pii 37°C a poté 10 min pii 70°C.

Sekvence sondy ITS1: 5'ITS1 (5-CCTCGCCCTCCGGGCTCCGTTAATGATC-3')

Sekvence sondy ITS2: ITS2b (5-CTGCGAGGGAACCCCCAGCCGCGCA-3")
ITS2d/e (5'-GCGCGACGGCGGACGACACCGCGGCGTC-3")

Dalsim krokem pak bylo otestovani proby na membané Hybond-N+ (GE

Healthcare, Orsay, France) podle schématu, které je znazornéno v Tabulce 7.

33



Tabulka 7: Schéma testovani pfipravenych prob

jamka stripu | mnozstvi zjamky | vodav pl | finalni koncentrace fedéni
oligo v ul (fmol/pl)

A(1) 1 Originalni 24 100 1:25
B (2) 3 1 7 30 1:3,3
C(3) 2 1 18 10 1:10
D (4) 2 2 18 3 1:10
E (5) 2 3 18 1 1:10
F (6) -- - 20 0 --

Z vyslednych zkumavek s odliSnymi koncentracemi prob byl odebran
multikanalovou pipetou 1 pl, ktery byl nanesen na membranu, a ta byla ponechana
uschnout. Poté byla membrana vlozena na 5 minut pod UV, 1 hodinu promyvéana v 1x
DIG Easy Hyb a 30 minut v blokovacim roztoku. Nasledovala inkubace s protilatkou
Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragments (11093274910 Roche) v blokovacim roztoku
1 hodinu, promyti 2x 15 minut v 1x DIG High Wash roztoku a poté byla provedena
detekce pomoci roztoku CDP-Star®, membrana byla ponechana s roztokem 5 minut ve
tmeé. Membrany byly vyfoceny a signdly vyhodnoceny pomoci pfistroje LI-COR
(ODYSSEY).

4.8.3 Postup Northern blot metody

Aparatura byla pted pouzitim sterilizovéna vysvicenim pod UV a poté byl pfipraven 1%
agarosovy gel (1xX MOPS puft, 37% formaldehyd). Béhem tuhnuti gelu v digestofi byly
nachystany vzorky tak, ze z naméfené koncentrace (v ng/ul) bylo vypocitano mnozstvi
na 10 pg, k vypoc¢itanému mnoZzstvi byl ptidan stejny objem loading bufferu a tato smés
byla vlozena na 10 min do 65°C, aby doslo k denaturaci a vytvofené jednovlaknovych
molekul. Kazdy vzorek byl zastoupen dvakrat, pro néaslednou detekci pomoci sondy
ITST a ITS2. Vzorky byly schlazeny a napipetovany do jamek agarosového gelu
v potadi: K, 01, 02, 03, 04 mezera K, 01, 02, 03, 04 pro nasledné rozstfizeni membrany
na 2 odlisné detekce (ITS1 a ITS2 sondou). Elektroforéza jela v 1x MOPS pufru
Vv chladici mistnosti 1 hodinu pfi 100 V a poté 20 hodin pii 25 V. Gel byl po
elektroforetickém rozdéleni promyvan spole¢né s nylonovou membranou Hybond N+
(GE Healthcare, Orsay, France) 2 X 15 min ve 20 X SSC. Po promyti nasledovalo

blotovani na membranu (viz. Obrazek 10).
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Obrazek 10: Schéma sestaveni pii blotovani na membranu.

Do jamky okolo aparatury byl nalit roztok 20x SSC a blotovani probihalo po
dobu 4 hod v chladici mistnosti. Poté byla membrana vyjmuta z aparatury, rozstfizena
na 2 stejné Casti a promyta 5 min ve 2X SSC, ¢imz doslo k odstranéni zbytkl agarosy
a uvolnéni nadbyte¢nych soli. Poté byl proveden crosling membrany pomoci UV 5 min
a membrana byla ponechdna uschnout v digestofi, aby byla pfipravena pro nasledné
znaceni pfipravenymi sondami. Po uschnuti byla membrana 1 hodinu promyvana
v 1x DIG Easy Hyb roztoku pii 45°C a poté ponechéna inkubovat s ITS1 a ITS2
sondami ptes noc pii 45°C. Druhy den byly membrany promyty v LSB pii pokojové
teplot¢ av HSB pii 45°C. Nasledovalo promyti v 1x DIG High Wash, inkubace
30 minut v blokovacim roztoku, inkubace 1 hodinu s protilatkou Anti-Digoxigenin-AP,
Fab fragments (11093274910 Roche, fedéni 1:10 000) v blokovacim roztoku, promyti
2% 15 minut v 1x DIG High Wash roztoku a poté byla provedena detekce pomoci
CDP-Star®. Membrany byly vyfoceny a signaly vyhodnoceny pomoci piistroje LI-COR
(ODYSSEY).

4.9 Western blot

4.9.1 Chemikalie

RIPA pufr (50mM Tris-HCI pH 8, 150mM NaCl, 1% NP-40, 0,5% sodium
deoxycholate, 0,1% SDS), Pre diluted protein assay standards: Bovin serum albumin
(BSA) set (Thermo Scientific), Bicinchinon Acid Solution, Cooper (11) sulfate solution,

35



5% SDS loading buffer pH 6,8 (250 mM Tris-HCI, 10% SDS, 30% glycerol, 0,5M
DTT, 0,02% bromfenolova modf), Ladder (Spectra™ Multicolor Broad Range Protein
Ladder), 1x TGS (Tris-Glycine-SDS), AN | (0,3m Tris, 10% methanol, pH 10,4),
AN Il (25 mM Tris, 10% methanol, pH 10,4), CAT (25 mM Tris, 40 mM e-amino-n-
caproic acid, 20% methanol, pH 9,4), 1x TBS (pH 7,5, 6,05 g Tris —Cl a 9,76 g 150
mM NaCl), TBS-T (1x TBS obsahujici 0,05% Tweenu 20), 5% BSA v TBS-T,
Ponceau S, 5% susené mléko v TBS-T, substrat pro kienovou peroxidasu (Luminata™
Forte Western HRP Substrate)

4.9.2 Izolace proteint

Pelety sklizenych bunécnych linii byly rozpustény v RIPA pufru, ponechany na ledu po
dobu 30 minut a poté byla provedena sonikace 30 sekund (10% amplituda). Nasledovala
centrifugace (1400 rpm, 5 min) a supernatant s proteiny byl odebran do nové

eppendorfky.

4.9.3 Zméreni a vypocet koncentrace

Do 96 jamkové desticky bylo napipetovano 20 pl jednotlivych vzorkt, pfi€emz do prvni
jamky (A) byl vzdy nanesen blank (voda) do prvniho sloupce standardy 1-7 viz
Tabulka 8.

Tabulka 8: Schéma naneseni vzorkti na 96 jamkovou desticku

1 2

Blank blank
S1 (125 pg/ml) | vzorek
S2 (250 pug/ml) | vzorek
S3 (500 pg/ml) | vzorek
S4 (750 pg/ml)
S5 (1000 pg/ml)
S6 (1500 pg/ml)
S7 (2000 pg/ml)

I O|Mmmgo|0|m@|>

V Petriho misce bylo smichdano 8 ml Bicinchinon Acid Solution se 160 ul
Cooper (II) sulfate solution a multikanalovou pipetou bylo 160 pl této smési pridano do
kazdé jamky. Nésledovala inkubace 15 min pii 60°C a poté byla koncentrace zmétena

destickového spektrofotometru Multimode plate reader EnSpire (Perkin Elmer)
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a namétené hodnoty byly zpracovany v programu Excel (Microsoft Office 2010), kdy
Z hodnot standardii byl vytvoren bodovy graf zavislosti koncentrace na namétenych
hodnotach, ktery byl prolozen linearni spojnici trendu a pomoci rovnice pfimky byly

dopocitany hodnoty koncentrace nasich vzorkt (v pg/ml).

4.9.4 Postup Western blot metody

Pro analyzu vzorkd metodou WB byly nachystany gely K separaci proteint. Nejprve byl
namichan separaéni gel (na jeden gel: 1,65 ml vody, 2 ml 30% akrylamidu, 1,25 ml
1,5M Tris (pH 8,8), 50 ul 10% SDS, 50 ul 10% amonium persulfatu, 2 ul TEMEDu),
ktery byl prevrstven 200 pl butanolu a po ztuhnuti gelu byl namichan zaostfovaci gel
(na jeden gel: 1,75 ml vody, 412,5 ul 30% akrylamidu, 312,5 ul 1M Tris (pH 6,8), 25 ul
10% SDS, 25 pl 10% amonium persulfatu, 5 ul TEMEDu), ktery byl navrstven na gel
separacni. Vzorky byly mezi tim smichany s 5X SDS loading bufferem, poté byly
inkubovany 10 min pii 95°C a rychle schlazeny na ledu. Po stoceni na mikrofuze byly
vzorky naneseny do jamek gelu, pficemz do prvni jamky byly naneseny 3 pl Ladderu
a elektroforéza byla spusténa v aparatute zalit¢ 1x TGS pufrem na 15-20 min pii 60
V a poté zhruba na 1 hodinu pti 150 V. Po separaci proteinti pomoci elektroforézy bylo
provedeno blotovani na membranu (Trans-Blot Transfer Medium Supported
Nitrocellulose Membrane, 0,2 um, BIO-RAD) vytvofenim ,,sandwiche z filtra¢nich

papirt namocenych v roztocich AN 1., AN II. a CAT (obrazek 11).

} 3 filtraéni papiry v KATODE
I e

MEMBRANA v AN2
= Z2filtragni papiry v AN2
- 2 filtraéni papiry v AN1

Obrazek 11: Schéma pfi blotovani na membranu.

Pomoci pfistroje Trans-Blot Turbo (Transfer System, BIO-RAD) bylo
provedeno blotovani za podminek 25 V, 1 A po dobu 30 minut. Po pieblotovani vzorka
na membranu byl pienos zkontrolovan za pomoci barviva Ponceau S, které bylo odmyto

TBST roztokem a nasledné byla membrana inkubovana 1 hod v mléku, oplachnuta
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v TBS-T a ponechana pfes noc s primarni protilatkou (Tabulka 9) v 5% BSA v TBS-T

V chladici mistnosti.

Tabulka 9: Seznam pouzitych protilatek

Sekundarni
Protilatka Vyrobce Kod Redéni | protilatka | Velikost
p53 Santa Cruz Biotechnology | Sc-6243 1:250 Rabbit 53 kDa
GAPDH | Santa Cruz Biotechnology | Sc-32233 | 1:1000 Mouse 45 kDa
RPL11 | Cell Signaling Technology | 18163S | 1:1000 Rabbit 20 kDa
RPS26 Abcam ab104050 | 1:250 Rabbit 17 kDa
RPL5 | Cell Signaling Technology | 14568S 1:500 Rabbit 34 kDa
RPS19 | Santa Cruz Biotechnology | Sc-100836 | 1: 1000 Mouse 16 kDa

Druhy den byla membrana promyta 2x 5 minut v TBS-T a poté inkubovana se
sekundérni protilatkou o fedéni 1:10 000. Po inkubaci bylo provedeno rychlé promyti
3X v TBS-T a poté byla membrana pokapana substratem pro kienovou peroxidasu
a ponechana 5 minut pasobit ve tm¢. Membrany byly vyfoceny a signaly vyhodnoceny

pomoci pfistroje pro kvantifikaci proteinii LI-COR (ODYSSEY).
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5 VYSLEDKY

5.1  Analyza bunécéného cyklu

Pro detekci jednotlivych fazi bunécného cyklu bylo pouzito barveni fluorescenénim
barvivem propidium jodidem (PI), které diky své schopnosti vmezefit se mezi vlakna
DNA umoziiuje semikvantitativné stanovit celkové mnozstvi DNA a také rozlozeni
bunécéné populace ve fazich bunééného cyklu. Bunéény cyklus byl analyzovan ve tfech
nezavislych opakovanich za pomoci pritokového cytometru. Bylo zjisténo, ze vzorky
pacienti s DBA onemocnénim vykazovaly oproti kontrole zvySené mnozstvi bunék
v GO-G1 fazi bunééného cyklu. Z Grafu 1 je nartst bun¢k oproti kontrole (61,75 %)
v GO-G1 fazi patrn}'/, a to u vzorku P01 a P02 a P04 velmi podobny, zhruba o 15 %, a
Pocet bun¢k v S fazi a G2-M fézi bunécného cyklu byl u pacientskych vzorkt
niz8i oproti vzorku kontrolnimu. U vzorku P01, P02 a P04 kleslo mnozstvi bun¢k
v S fazi oproti kontrole (30,15 %) o 13 %, u vzorku P03 0 7 %. G2-M faze je u vzorki
PO1-P04 nizsi oproti kontrole (8,10 %) 0 2,7 %, 1,9 %, 1,09 % a 3,3 %, v tomto potadi.

Analyza bunécéného cyklu
80%

70%
60%
50% B GO-G1 faze
40% | S faze
(]
m G2-M faze
30%
20%
. ™ 1 ] ™

Kontrola PO1 (RPS26) P02 (RPS26) PO3 (RPL5) P04 (RPS19)

X

Graf 1: Graf znazuriiujici mnozstvi bun€k v procentech u kontrolniho vzorku a vzorki pacienti
s DBA onemocnénim (s odliSnymi mutacemi v ribosomalnich proteinech) v jednotlivych fazich
buné¢éného cyklu. Buniky byly zafixovany, oznaceny pomoci propidium iodidu a podrobeny
analyze za pomoci prutokového cytometru.

39



5.2  Detekce fosforylace histonu H3

Histony jsou proteiny, které obsahuji velké mnozstvi kladné nabitych aminokyselin
(arginin a lysin), diky kterym vazou zaporné nabitou cukr-fosfatovou kostru DNA. Ta
se omotava okolo histond, zmenSuje tak svoji délku. Histony tak zodpovidaji za
usporddani DNA v chromosomech. Nejvice je chromatin kondenzovan béhem metafaze
mitdzy (Slaby et al., 2015). Zmétenim fosforylace histonu H3 na Ser10 (HpSer10) jsme
schopni detekovat mitotické bunky a odlisit je tak od bun¢k v G2/M fazi. Z vysledku

znazornénych v Grafu 2 je patrné, ze pacienti s DBA maji mnohem nizsi hladinu

Cvwr

v

s mutaci v RPS26. O néco vyssi hodnoty, ale stale nizsi ve srovnani s kontrolou, byly
naméfeny u vzorklt P02 (RPS26 mutace) a PO3 (RPL5 mutace), a to 0 1,56 % a o

1,45 % nizsi, v tomto portadi.

Analyza histon(
3.0%

2.5%
2.0%
1.5%
1.0%

0.5%

0.23%
0.12%
0.0% ] e

Kontrola ~ PO1(RPS26) P02 (RPS26) P03 (RPL5) P04 (RPS19)

Graf 2: Graf znazornujici mnozstvi histoni u kontrolniho vzorku a vzorku pacienti s DBA
onemocnénim (s odliSnymi mutacemi v ribosomalnich proteinech) v jednotlivych fézich
bunécného cyklu. Bunky byly zafixovany, oznaceny pomoci sekundarni protilatky Alexa Fluor
488 goat anti-rabbit IgG vazajici se na primarni protilatku Anti-phospho-Histone H3
a podrobeny analyze za pomoci priitokového cytometru.
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5.3  Analyza apoptézy

Za pomoci pratokového cytometru byl u vSech vzorki zjistén také pocet apoptotickych
bunék. Namétené hodnoty byly zaznamenany do Grafu 3. U vSech pacientskych vzorkl
je mozné pozorovat narust apoptotickych bunék oproti kontrole (12,05 %), a to
konkrétné u PO1 0 9,98 %, u P02 0 24,95 %, u P03 0 8,04 % a u vzorku P04 o 13,02 %.

Analyza apoptézy
40%
35%
30%

25%

20%

15%

10%
B
0%

Kontrola P01 (RPS26) P02 (RPS26) P03 (RPL5) P04 (RPS19)

Graf 3: Graf znazorfiujici mnoZstvi bunék v apoptodze u kontrolniho vzorku a vzorkl pacient
s DBA onemocnénim (s odlisSnymi mutacemi v ribosomalnich proteinech) v jednotlivych fazich
bunécného cyklu. Bunky byly zafixovany, ozna¢eny pomoci sekundarni protilatky Alexa Fluor
488 goat anti-rabbit IgG vazajici se na primarni protilatku Anti-phospho-Histone H3
a podrobeny analyze za pomoci prutokového cytometru.

5.4 Imunofluorescence

Za pomoci konfokalniho mikroskopu byla pozorovana imunofluorescence proteinu
nukleolinu (Obrazek 12) a nukleofosminu (Obrazek 13), které se podileji na vysledném
tvaru a velikosti jadérek v bunice. Z Obrazku ¢. 10 je patrné, ze mnozstvi nukleolinu je
u pacientskych vzorkli nizsi nez u vzorku kontrolniho. Na Obrazku 11, zndzortiujiciho
detekci proteinu nukleofosminu, je mozné vidét naopak zvySeni hladin u vSech
pacientskych vzorki, kromé vzorku P03 s mutaci v ribosomalnim proteinu RPLS, kde je
naopak mnozstvi nukleofosminu niz§i. Z Obrazku 11 je také viditelna zména velikosti
jadérek u PO1 a P02 vzorku s mutacemi v RPS26. Jadérka jsou v porovnani v kontrolou
mnohem vétsi a jejich pocet na jednu bunku je nizsi. U pacienta s mutaci v RPS19 (P04)

muzeme pozorovat mirnou nukleolarni segregaci.
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kontrola PO1 (RPS26) P02 (RPS26) P03 (RPLS) P04 (RPS19)

Hoechst

Nukleolin

Obrazek 12: Snimky LCL linii kontrolniho vzorku a pacientti s DBA s imunofluorescen¢né naznacenym proteinem nukleolinem (zelen¢). Hoechst
33342 — obarvena buné&¢na jadra, Merge — spojeni vSech fluorescenénich kanalti dohromady.
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kontrola PO1 (RPS26) P02 (RPS26) PO3 (RPL5) P04 (RPS19)

Merge

Hoechst

Nukleofosmin

Obrazek 13: Snimky LCL linii kontrolniho vzorku a pacientti s DBA s imunofluorescen¢né naznacenym proteinem nukleofosminem (zelen¢).
Hoechst 33342 — obarvena bunééna jadra, Merge — spojeni v8ech fluorescenénich kanali dohromady.
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55 Double RNA FISH

Za pomoci konfokdlniho mikroskopu byly u jednotlivych vzorkd pofizeny snimky
z dvojité RNA fluorescencni in situ hybridizace se sondami ITS1 a ITS2, diky kterym
jsme schopni detekovat hladiny rRNA prekurzorii pro 40S a 60S: 18S a 5.8S. ITS1
sonda se vaze na 18S konec rRNA a zacatek ITS1 oblasti. ITS2 sonda se vaze na konec

5,8S rRNA a zacatek oblasti ITS2 pre-rRNA, viz Obrazek 14.

ITS1 ITS2
[ ] [ ]
— | [ +—+——Hil : )
285
5'ETS 185 ms1 585 152 3'ETS

Obrazek 14: Schéma vazby fluorescencnich sond ITS1 a ITS2 na rRNA fetézec.

Z vytvorenych snimku (Obrazek 15) je patrné, ze u kontrolniho jedince je pomér
ITS1 a ITS2, tedy prekurzorové a rozstépené rRNA v jadérku zhruba stejny, vznika tedy
shodny pocet 40S a 60S podjednotek pro tvorbu 80S ribosomi. U pacientli s DBA
onemocnénim jsou okem viditelné zmény. U POI pacienta je vyrazné zvySend hladina
ITS1 sondy, u P03 je pak hladina ITS1 naopak téméf nulova. P04 ma oproti ostatnim

snizenou hladinu ITS2 sondy.
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kontrola PO1 (RPS26) P02 (RPS26) PO3 (RPL5) P04 (RPS19)

] ...

Obrazek 15: Snimky LCL linii kontrolniho vzorku a pacientd s DBA onemocnénim znafené pomoci dvojité RNA fluorescencni in situ
hybridizace za pouziti fluorescen¢nich sond ITS1 (zelena) a ITS2 (Servena). Hoechst 33342 — obarvena bunécna jadra, Cy3 - ITS1 sonda, ktera se
navazala na konec 18S rRNA a zacatek vnitini transkribovaného spaceru, Cy5 - ITS2 sonda, ktera se navazala na konec 5,8S rRNA a zacatek
vnitini transkribovaného spaceru 2, Merge — spojeni vSech fluorescen¢nich kanalti dohromady

Merge

Hoechst

Cy3 (ITS2)

Cy5 (ITS1)




5.6  Northern blot

Za pomoci specifické sondy ITS1 a ITS2, které se vazou na rRNA, byla provedena
detekce protilatkou vazajici se na digoxigenin sond (Obrazek 16). Z vytvofenych
snimki je vidét variabilita meji jednotlivymi pacienty. U pacientd 1, 2 a 4 (s mutaci
vV RPS) je po oznaceni sondou ITS1 patrnd akumulace 21S prekurzoru, coz znaci
zvysenou hladinu 40S podjednotky a nedostatek 60S pro tvorbu ribosomu. U pacienta
P03 (mutace v RPL5) je hladina 21S nizka a mizeme pozorovat ohromné zvyseni

hladiny 32S prekurzoru rRNA po znaceni soundou ITS2.

ITS1 ITs2
K POl P02 P03 PO4 K P01 P02 P03 PO4

- s .
185 585 28§ 455 .. -

185 5.85 288 = 418
=2 o /]

—o—o—amm 455 [r— -

= 415

_ e 325 M e ! ..

—-— 305 |
26S

- 25 M - -

- 18S-E

— 125, 48

Obrazek 16: Northern blot analyza LCL linii za pouziti 2 detekénich sond (ITS1 a ITS2)
vazajicich se do odlisného mista rRNA (vyznaceno zelen¢ a Cervene)

5.7 Western blot

Western blot analyza proteinti byla provadéna v triplikatech pro kazdy protein
a namétené hladiny signalu jednotlivych proteini byly dany do poméru s proteinem
GAPDH, ktery je u vSech jedincii zastoupen ve stejném mnoZstvi.

Dle namétenych vysledka znazornénych v Grafu 5 je hladina p53 protein u PO1
a P03 pacienta oproti vzorku kontrolnimu (90,90 %) nizsi, a to u P01 o 49 %
a u pacienta P03 o0 24 %. Pacient P04 nevykazuje v porovnani s kontrolou téméf zadny

posun hladiny p53 proteinu a u pacienta PO2 byla detekovana hladina vyssi nez
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u kontroly. Hladina RPL5 proteinu byla u vSech pacient vzhledem ke kontrole zhruba
stejna, vyjma pacienta PO3 s mutaci pravé v proteinu RPL5, kde hladina RPL5 klesla
oproti kontrole (90,59 %) o0 53 %. Tento pacient také vykazuje zvySenou hladinu RPL11
proteinu oproti kontrole (61,74 %), a to o necelych 41 %. Z Grafu 4 je patrné, Ze
u pacientti PO1 a P02 s mutaci v RPS26 proteinu bylo mnozstvi tohoto proteinu oproti
kontrole nizsi. Konkrétné je snizeni oproti kontrole (88,33 %) u P01 o necelych 10 %
a u P02 o0 30 %. Zvysené mnozsti RPS19 proteinu ma dle grafu pacient PO1, P03 a P04.

Snizenou hladinu ma naopak pacient P02.

160%
140%

120%

100%

mK

80% H PO1 (RPS26)
| ]

c0% P02 (RPS26)

PO3 (RPL5)
40% B P04 (RPS19)
20%
0

RPLS5 RPL11 RPS26 RPS19

SN

Graf 4: Western blot analyza LCL linii kontrolniho vzorku a DBA pacientl. Pro kvantifikaci
mnozstvi proteint bylo provedeno srovnani s GAPDH proteinem. Analyza byla provedena ve
ttech opakovanich.

Vybrané snimky z western blott analyz jednotlivych pacientd a kontrolniho
vzorku byly pouzity k vytvofeni Obrazku 17, kde je také patrné srovnani exprese

jednotlivych proteind.
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(RPS26) (RPS26) (RPLS) (RPS19)
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Obrazek 17: Srovnani exprese proteind p53, RPLS, RPL11, RPS26 a RPS19 u LCL buné¢nych
linii pacientt DBA a kontrolniho jedince pomoci western blot analyzy. Pro kvantifikaci
mnozstvi proteinli bylo provedeno srovnani s GAPDH proteinem. Analyza byla provedena ve
ttech opakovanich.
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6 DISKUZE

Jadérko je velice specializovanou a nepostradatelnou strukturou v bufice a ma mnoha
vyuziti. Mezi jeho hlavni funkce patii tvorba ribosomii (ribosomalni biogeneze),
regulace mitozy, bunééného cyklu, sestiihu mRNA, proliferace, senescence aj. (Brown
a Dawid, 1968, Boisvert et. al., 2007). Ribosomy jsou dilezitymi molekulami bunky
pro jejich dtlezitost v procesu proteosyntézy. Jejich tvorba je pro buriku velice naro¢ny
proces a naruSeni n¢kterého z krokli syntézy mize mit markantni nasledky.

Diamond-Blackfanova anémie je geneticka porucha projevujici se Spatnou
sestavou ribosomt, coz vede ke zpozdéné translaci prekurzord cervenych krvine
(globinu) a pfebytku hemu. Volny hem je pro buiiky toxicky, a dochazi tak k bunécné
smrti (Yang et. al., 2016). Dominantni teorii je, Ze je v buiikach piebytek uréitych
ribozomalnich proteint, aktivuje se p53 protein a dochazi k bunééné apoptoze (Dott et.
al., 2011). Nicméng¢, pro¢ je erytropoéza ovlivnéna zatimco jiné linie jako granulocyty,
lymfocyty a nehematopoetické buiiky funguji spravné, stale neni vysvétleno.

Ptiblizné¢ 50 % pacienti ma mutaci v jednom z gent kodujicich ribosomalni
proteiny. Ve zbylych piipadech je pfi¢ina vzniku tohoto onemocnéni prozatim neznama.

Mutace v ribosomalnich genech obvykle vedou v bunce k ohromnym zménam,
jako je naruseni ribosomalni biogeneze, zastaveni bunééného cyklu za asistence p53
i bez tohoto proteinu s pomoci jinych proteini (E2F-1, c-MYC, PIM1). Pro téméf
polovinu jedinci stimto onemocnénim je typicky vznik vyvojovych malformaci
a zvysené riziko vzniku rakoviny (Willig, 1999).

Ribosomalni stres vede k naruSeni struktury jadérka a vlivem toho pak RP
mohou pfijit do kontaktu s Mdm?2 proteinem, ktery mé za fyziologickych podminek
inhibovat funkci p53, coz v této situaci neni schopen a hladina p53 proteinu se tak
zvySuje (Lindstrom et. al., 2007). Z vysledkd analyzy bunétného cyklu, apoptozy
amitdézy je patrné, ze pacienti S DBA onemocnénim maji zvySenou aktivitu p53
dependentni ¢i independentni drahy, coz zvySuje mnoZstvi bunék, které jsou v G1 fazi
bunééného cyklu. Vyssi obsah apoptotickych bunék u pacientd s DBA také koreluje
s vysledky z analyzy bunécného cyklu, vétSinu oprav buniky pravdépodobné nezvladaly
v¢as a byly nuceny vyuzit k vyfeSeni situace programovanou bunéénou smrt.

Nukleolin (NCL) je protein oznacovany jako ,RNA binding protein®, coz

znamena, ze je v piimém kontaktu S touto nukleovou kyselinou. Za stresovych
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podminek dochézi v buiice ke snizeni rDNA transkripce, které mizeme pozorovat jako
snizeni hladiny NCL v buiice. Nizkd hladina NCL vede k zéastavé bunééného cyklu,
apoptoze aj (Ugrinova et. al., 2007). Nami namétfené vysledky potvrzuji tento fakt,
jelikoz hladina NCL je u pacienti s DBA mnohem nizsi nez u kontroly a z analyzy BC
a apoptozy jak jiz bylo zminéno, je hladina bunék v G1 fazi vyssi a také je zvySené
mnozstvi apoptotickych bun¢k u pacientskych vzorkda.

Nukleofosmin (NPM1) je nukleolarni protein potiebny jako endoribonukleaza
Stépici ITS2 oblast pii pre-rRNA processingu a funguje jako kliCovy regulator pfi
nuklearni regulaci buné¢né homeostazy (Savkur a Olson, 1998). NPML1 je molekularni
chaperon, ktery se v buiice ucastni opravy poskozeni dvoufetézcovych DNA, podili se
na duplikaci centrosomy pfi profazi a tvorbé mitotického vieténka v metafazi (Yip et.
al., 2011). Jeho snizena hladina nuti buniku k pouZiti programované buné¢né smrti a tak
se buika snazi jeho hladinu zvySovat a tim buiiku pfed apoptdézou chranit, coz je také
viditelné v nasich snimka jednotlivych pacientd vyjma pacienta PO3. U tohoto pacienta
s mutaci v RPL5 proteinu byla hladina NPM1 téméf nulova podle Yu et. al., 2006 je
vlivem inhibice ¢i snizené hladiny NPM1 zablokovan jaderny export RPL5 proteinu
a5S rRNA vedouci opét k apoptdéze. Mizeme se tak domnivat, ze NPMI1 piimo
interaguje s RPL5 proteinem. Je zde ale také moznost chyby ve znaéeni pfi piipraveé
vzorku, a proto by mél byt experiment zopakovan.

Pro pacienty s DBA onemocnénim je u RPS mutaci typické hromadéni 21S
prekurzoru projevujici se nedostatkem velké podjednotky 40S nezbytné pro tvorbu
ribosomu. Hladinu 21S prekurzoru je mozné detekovat za pomoci ITS1 specifické
sondy, kterd byla pouZita v naSich analyzach. U pacientd s RPL mutaci se naopak
akumuluje 32S prekurzor a nedostatek je prekurzori malé podjednotky 30S, coz
mizeme zviditelnit diky ITS2 sondy (Robledo et. al., 2008, Dianzani a Lorenzi, 2008).
Tato fakta byla dvojnasobné potvrzena, a to za pouziti dvojité RNA fluorescencni
in situ hybridizace pomoci vytvotenych specifickych ITS1 a ITS2 fluorescen¢nich sond
a pomoci Northern blot analyzy s vyuzitim detekénich ITS1 a ITS2 digoxigeninovych
sond.

Vysledek Western blot analyzy p53 proteinu je prekvapujici. Pfedpokladalo se,
ze podle ¢lanku Aspesi et.al., 2017 budou hladiny p53 proteinu u pacientskych LCL
linii vy$8i nez u vzorku kontrolniho. Podle Takagi et al., 2005 je navic znamo, ze

vysoka hladina nukleolinu ma za nasledek jeho vazbu na 5" UTR oblast p53 a brani tak
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translaci tohoto proteinu. Nizka hladina naopak vede ke zvySeni exprese pS53.
Z vysledkti detekce imunofluorescencéni sondy pro NCL bylo snizeni hladiny NCL
patrné a proto jsme piedpokladali pfi western blot analyze u pacientii s DBA vysoké
hladiny p53 proteinu. Zvyseni hladiny je ale mozné pozorovat pouze u jednoho ze
4 pacientd. Domnivame se, Ze nizké hladina u ostatnich pacienti miize byt zpisobena
tim, ze tyto linie vyuzivaji v reakci na stres p53-independentni drahy. Pro potvrzeni této

domnénky je za potiebi zméftit hladiny E2F-1, c-MYC a PIM1 proteint.
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7 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo vypracovat literarni resersi tykajici se jadérka
bunky, reakce buniky na ribosomalni stres se zaméfenim na ribosomopatii zndmou jako
Diamond-Blackfanova anémie. V praktické ¢asti byly pomoci n€kolika laboratornich
metod zmapovany LCL bunétné linie vytvoiené z lymfocyti zdravého jedince
a pacient s DBA onemocnéni s mutaci v RP RPS26, RPL5 a RPS19. LCL linie byly
analyzovany pomoci prutokové cytometrie, Northern blot analyzy, Western blot analyzy
a konfokalniho mikroskopu (dvojitd RNA-FISH analyza a imunofluorescence se
zna¢enym nukleolinem a nukleofosminem). Naméfené vysledky potvrdily informace
tykajici se tohoto onemocnéni zminéné ve védeckych publikacich, vyjma analyzy p53
proteinu metodou western blot. Vytvofené lymfoblastoidni linie (LCL) povazujeme za

vhodny modelovy systém k analyze ribosomalniho stresu.
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ABECEDNI SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

4D
CTD
DBA
DBD
DEPC voda
DFC
eADA
ETS
FC

GC
HbF
ITS
LCL
Mdm2
MRNA
NES
NLS
NOR
PIM1
Pol I-111
PRD
Pre-rRNA
rRNA
SnRNA
SnRNP
RP
rRNA
SDS
TAD
tRNA
TS
UTR

tetramerizacni doména

C-terminalni doména
Diamondova-Blackfanova anémie
DNA-binding domain (DNA vazebnd doména)
dietyl pyrokarbonat voda

husta fibrilarni slozka

enzym adenosindeaminasa

external transcribed spacers

fibrilarni centrum

granuldrni centrum

fetdlni hemoglobin

internal transcribed spacers

lymfoblastoidni bunééné linie

Murine Double Minute protein

mediatorova RNA

nuclear export sequence (signal pro export z jadra)
nuclear localization signal (signal pro jadernou lokalizaci)
nucleolus organizer regions
serotonin/theronin-protein kinasa

polymeraza I-111

proline-rich domain (doména bohata na prolin)
polycistronicka pre-ribosomalni RNA
ribosomalni RNA

malé nukleolarni RNA

malé ribonukleoproteiny

ribosomalni protein

ribosomalni RNA
Shwachmantiv-Diamondiiv syndrom
transaktivacni doména

transferovda RNA

transcribed spacers

untranslated region
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