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1 UVOD A CILE PRACE

Bunécny rist je fizen syntézou bilkovin, procesem, ktery vyzaduje vyrobu ribozomu
Vv jadérku (Deisenroth a Zhang, 2010). Tento d&j je znamy pod pojmem ribozomalni
v biologii. Hyperaktivace biogeneze ribozomi hraje roli pfi iniciaci a progresi rakoviny
(Pelletier a kol., 2018) a porucha jakéhokoliv kroku v procesu ribozomalni biogeneze muze
vést k ribozomalnimu stresu a k aktivaci p53 (Zhou a kol., 2012). Protein p53 ma
vyznamnou roli pfi udrzeni bunécné homeostazy. Prostfednictvim regulace exprese
velkého poctu cilovych geni muZze vyvolat zastaveni bunécného cyklu, apoptozu,
senescenci nebo opravu DNA (Horn a VVousden, 2007).

Na biogenezi ribozomi se podileji také trans-pusobici faktory. Tyto faktory
zahrnuji nukleazy, enzymy modifikujici RNA, ATPazy, GTPazy, kindzy a RNA helikazy
(Rodriguez-Galan a kol., 2013). RNA helikdzy jsou vysoce konzervované enzymy, které
pouzivaji  adenosintrifosfat (ATP) kvézdni nebo remodelaci RNA nebo
ribonukleoproteinovych komplexti. Jelikoz se RNA helikazy podileji na Sirokém spektru
bunécnych aktivit, mohou byt také tercem protirakovinovych 1éki nebo profylaktickych
¢inidel (Tanner a Linder, 2001). Protein DDX56 je ¢lenem rodiny proteini DEAD-boX,
coz predstavuje podskupinu ATP-dependentnich RNA helikdz (Zirwes a kol., 2000).
DDX56 se pravdépodobné podili na biogenezi 60S podjednotky (Wild a kol., 2010), ale
jasna molekularni role ¢i spojeni s ribozomalnim stresem nebyly doposud detailné

objasnény.

Byly vyty€eny nasledujici cile prace:
1. Shromazd’ovani a studium literarnich udaji k zadané problematice.
2. Zdokumentovani chovani proteinu DDX56 v podminkach ribozomalniho stresu.
3. Zjisténi mechanismu destabilizace proteinu DDXS56.
4. Popsani bunééné odpovedi na down-regulaci proteinu DDX56.
5. Pribézné zpracovani ziskanych vysledkd.

6. Sepsani diplomové prace.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Ribozomalni biogeneze
Ribozomalni biogeneze je slozity a komplexni proces zahrnujici transkripci, modifikaci
a zpracovani ribozomalnich RNA, produkci ribozomalnich proteini a pomocnych faktort,
a koordinované sestavovani castic ribonukleoproteinu za vzniku zralych ribozomu
(Deisenroth a Zhang, 2010).

Ribozomy jsou ribonukleoproteiny podilejici se na konverzi genetické informace
zakoddované v informacni (messenger) RNA (mRNA) do proteinti. Lidsky ribozom
obsahuje Ctyfi ribozomalni RNA (rRNA) a 80 ribozomalnich proteini (r-proteint)
usporadanych ve dvou podjednotkach. Mala podjednotka (40S) se sklada z 18S rRNA a 33
r-proteinii a velkd podjednotka (60S) obsahuje tfi rRNA: 5S, 5.8S a 28S a 47 r-proteint
(Nicolas a kol., 2016). Schématické zobrazeni prub&hu ribozomalni biogeneze mizeme
vidét na Obr. 1. VétSina krokd pii biogenezi ribozomt probiha v jadérku, kde RNA
polymeraza 1 (Pol I) transkribuje 47S prekurzorové rRNA (47S pre-rRNA) z gent
ribozomalni DNA, které obsahuji sekvence 18S, 5.8S a 28S rRNA. Dale je 47S pre-rRNA
kotranskripcné sestavena do 90S podjednotky spolecné s 5S rRNA a ribozomalnimi
proteiny. Transkripce 5S rRNA je zajisténa RNA polymerazou III a probiha v jadre,
MRNA pro r-proteiny je transkribovana polymerazou II rovnéz v jadie a nasledné je
exportovana do cytoplazmy pro translaci r-proteinti. Po probéhlé translaci jsou ribozomalni
proteiny dopraveny do jadérka. Zpracovavani a modifikace 90S na pre-40S a pre-60S
ribozomalni podjednotky je zajiSténa pomoci zhruba 200 malych RNA (snoRNA).
Kompletni proces biogeneze ribozomua zahrnuje nékolik stovek pomocnych faktort, které

vedou ke vzniku zralého 80S ribozomu (Pelletier a kol., 2018).
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Obr. 1: Ribozomalni biogeneze
Prevzato a upraveno z: Pelletier J., Thomas G., Volarevi¢ S. (2018) Ribosome biogenesis in cancer: new

players and therapeutic avenues. Nature Reviews Cancer 18: 51-63

Mutace Vv ribozomalnich proteinech jsou ¢asto spojovany s vyvojovymi poruchami
a lidskymi nemocemi (Nicolas a kol., 2016). Ribozomopatie oznacujeme jako sbirku
poruch, u kterych genetické abnormality zptisobuji naruSeni biogeneze a funkce ribozomi
a vedou ke vzniku specifickych klinickych fenotypti (Narla a Ebert, 2010). Jako modelové
onemocnéni pro ribozomopatie se ¢asto uvadi Diamondova-Blackfanova anémie (DBA).
Jde o vzacné onemocnéni s vyskytem péti pripadit na milion zivé narozenych (Danilova
a Gazda, 2015). Byly pozorovany mutace V genech kodujicich ribozomalni proteiny 40S
podjednotky: RPS7, RPS10, RPS17, RPS19, RPS24 nebo RPS26 a dale v genech
kodujicich 60S podjednotku ribozomalnich proteinti: RPL5, RPL11, RPL26 a RPL35A.
Onemocnéni DBA je charakterizovano anémii, makrocytézou, retikulocytopenii
a snizenim, nebo nepfitomnosti erythroidnich prekurzorti v kostni dieni (Narla a Ebert,
2010). Jedinci s DBA maji zvysené riziko rakoviny (Danilova a Gazda, 2015). K dal§im
ribozomopatiim mizeme krom¢& DBA zatadit také 50- syndrom, Treacheriv-Collinsiv
syndrom, kongenitdlni dyskeratézu, syndrom hypoplastickych chrupavek a vlasi nebo

Shwachmantiv-Diamondtv syndrom (James a kol., 2014).
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2.2 Ribozomalni stres a aktivace p53
Naruseni jakéhokoliv kroku v procesu biogeneze ribozomi mize vést k ribozomalnimu
stresu a nasledné aktivaci p53 (Zhou a kol., 2012). Podnéty, zptsobujici ribozomalni stres,
rozdé¢lili Zhou a kol. (2015) do tfi skupin. Prvni skupina zahrnuje chemicka ¢inidla nebo
zateni, které narusuji produkci rRNA nebo zprostiedkovavaji degradaci ribozomalnich
proteinti (Zhou a kol., 2015). Zde mGzeme zatadit interkalujici latky jako jsou mitomycin
C, mitoxantron a doxorubicin, které vedou k poSkozeni jadérka a naruSuji transkripci.
Do této skupiny patii také actinomycin D, cisplatina a oxaliplatina, které blokuji
transkripci RNA polymerazy I (James a kol., 2014). U cisplatiny a UV zafeni bylo zjisténo,
ze mohou vést k proteasomalni degradaci r-proteinti, a to konkrétné¢ u RPL37 (LIanos
a Serrano, 2010). Do druhé¢ skupiny muzeme zatadit nedostatek zivin vcetné hladovéni
a hypoxie. Tieti skupina pak predstavuje genové deregulace, napf. poruchy gent

nezbytnych pro biogenezi ribozomu (Zhou a kol., 2015).

2.2.1 Actinomycin D
Jako priklad chemickych ¢inidel indukujicich ribozomalni stres miZeme uvést
actinomycin D (ActD), coz je antineoplastické (pusobici proti nadorim a neoplaziim)
antibiotikum izolované ze Streptomyces sp. (Kleeff a kol., 2000). Actinomycin D je
pouzivan v klinické praxi jiz od roku 1954 jako protinadorové 1é¢ivo pro 1é¢bu Sirokého
spektra nadort, také je uziteCnym nastrojem v biochemii a molekularni biologii (Koba
a Konopa, 2005).

Jednd se o blokator transkripce, potlatuje syntézu RNA vazbou na guaninové
zbytky (Choong a kol., 2009). Nejvice citliva na ptsobeni ActD je predev§im RNA
polymeraza I, protoze rRNA geny, které jsou touto polymerazou transkribovany, jsou
bohaté na GC oblasti.

Nizké davky ActD zplsobuji preferencni inhibici syntézy ribozomalni RNA
a vedou k indukci apoptozy (Kleeff a kol., 2000). Pfi nizkych cytostatickych koncentracich
muZe actinomycin D zpasobit ribozomalni stres vedouci ke snizeni aktivity MDM?2 a tim
ke stabilizaci a aktivaci p53 (Chen a kol., 2014). Borsos a kol. (2017) uvadi, ze ActD
pfi koncentraci 5 nM napodobuje tcinek inhibitoru MDM2, nutlinu-3, zruSenim produkce
rRNA, ktera je zprostiedkovana RNA polymerazou I. Tento stav vede k akumulaci
volnych ribozomalnich proteind, jako je L11 a L5, které interaguji a inhibuji MDM?2.
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Zaklad této myslenky polozil ve své praci jiz Choong a kol. (2009), ktery aplikoval
actinomycin D v koncentraci 1, 10 a 100 nM a dospél k zavéru, ze nizka davka ActD
indukuje aktivitu p53.

Vysoké davky ActD blokuji transkripci vSech druhit RNA (Kleeff a kol., 2000).
Actinomycin D pii vysoké koncentraci (200 nM) indukuje dvoufetézcové zlomy DNA
(Borsos a kol., 2017), a to diky inhibici topoizomerasy Il (Avendaiio a Menéndez, 2008).

Kombinovana 1é¢ba actinomycinu D s jinymi chemoterapeutickymi léky mtize byt
vhodna Kk 1é¢bé rakoviny. Hictanen a kol. (2000) ukazal, ze kombinace nizkych davek
ActD s leptomycinem B zpasobi akumulaci transkripéné aktivniho p53 v jadrech bunék
cervikdlniho karcinomu pozitivniho na lidsky papilomavir, coz nasledn€¢ vede k apoptoze
bunék. Dale bylo zjisténo, ze actinomycin D synergicky zvySuje cytotoxicitu cisplatiny
u buné&cné linie KB (Wang a kol., 2017) a také, ze ActD a RG7787 pusobi synergicky
k zabijeni mnoha nadorovych bunéénych linii pozitivnich na mezotelin (Liu a kol., 2016b).
Tzaridis a kol. (2016) uvadi, Ze nizké davky actinomycinu D mohou ptedstavovat 1é¢ebnou
moznost pro pacienty s ependymomenm, jejichz nadory ¢asto vykazuji inaktivaci p53. Bylo
rovnéz prokazéno, ze ActD inhibuje proliferaci a podporuje apoptézu bun€k lidského
osteosarkomu MG63. Biochemické vysledky této studie ukézaly, ze S$t€pend kaspaza-3

se zvySuje s rostoucimi koncentracemi ActD (Lu a kol., 2015).

2.2.2 Protein p53

Tumor supresor p53 je multifunkéni, vysoce regulovany transkripéni faktor, ktery je citlivy
na poSkozeni DNA a signalizaci bunééného stresu. Nékdy je znamy také pod pojmem
,,Strazce genomu a predstavuje kriticky uzel pro ureni bunééného osudu tim, Ze aktivuje
zastaveni rlstu, bunénou senescenci nebo apoptéozu. Rovnéz ma rozhodujici ulohu
pfi ochrané bun€k pied nekontrolovatelnym ristem, ¢imz zabrafiuje vzniku nadort (Brooks
a Gu, 2010).

Protein byl objeven jiz vroce 1979, kdy bylo zjisténo, Ze interaguje s velkym
T-antigenem viru SV40 (Linzer a Levine, 1979; Lane a Crawford, 1979). Spolu
s transkrip¢nimi faktory p63 a p73, patii do rodiny proteint pS3 (Belyi a kol., 2010). Gen
kodujici protein pS53 je umistén na chromozomu 17p13.1 (Hawes a kol., 2009). Protein se
sklada z 393 aminokyselin a obsahuje nékolik funkénich domén: N-koncovou
transaktivacni doménu 1 a 2 (TADI, TAD2), nasleduje oblast bohata na prolin, centralni

doména vazajici DNA (DBD), oblast jaderné¢ho lokalizacniho signélu, tetramerizacni
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doména a C-koncova oligomerizacni doména (Qian a Chen, 2013). Doména DBD je
zodpovédna za vazbu p53 na cilové geny. V této oblasti se vyskytuje velké mnozstvi
mutaci p53. Doména TAD je vazebnym mistem pro pozitivni nebo negativni regulatory
transkripce genu p53. C-koncova oligomeriza¢ni doména podléha alternativnimu sestiihu
a postranslacni modifikaci, bylo prokdzano, ze ovliviiuje vazbu a transkripcni aktivitu
¢lent rodiny p53 (Pflaum a kol., 2014).

Typicky se p53 véaze na cilové geny jako tetramer (Fischer, 2017). Apoptoticka
aktivita p53 je rozhodujici pro eliminaci defektnich a potencidlné karcinogennich bunék.
Protein p53 je zapojeny v regulaci vnitinich i vnéjSich signélnich cestach apoptdzy, a to
iniciovanim transkripce funkc¢nich proteinti jako jsou PUMA, Bax, Bid, CD95 nebo
TRAIL-R2. Nicméné byly popsany i funkce nezavislé na transkripci. V cytosolu indukuje
p53 bunétnou smrt vytvafenim inhibi¢nich komplexi s Bcl-XL a Bcl-2, coz vede
k permeabilizaci mitochondrialni membrany a uvolnéni cytochromu c¢. Navic mize p53
aktivovat pro-apoptotické proteiny jako jsou Bax a Bak pomoci pifimych protein-
proteinovych interakci (Pflaum a kol., 2014).

Aktivace p53 mize vést k zastaveni rGstu v Gl 1 G2 fazi bunécného cyklu.
Zastaveni v G1 zabranuje replikaci poskozené DNA, zatimco zastaveni v G2 zabratiuje
nespravné segregaci chromozomt. Protein p5S3 muze také zastavit replikaci DNA v S fazi,
toto je vSak obvykle maskovano pfedchozim zastavenim v G1. Schopnost zastavit buiky
ve vice kontrolnich bodech je rozhodujici pro potlaceni genetickych zmén, které by mohly
vést k rakoving (Sionov a kol., 2001). Mezi prvnimi cilovymi geny p53 k zastaveni
bunééného cyklu byl CDKNIA (téz znamy jako WAF1 a CIP1). Protein p21, ktery je
kodovan genem CDKNI1A, inhibuje nékolik cyklin-dependentnich kinaz (CDK), vcetné
cyklinD-CDK4/6, cyklinE-CDK2 a cyklinA-CDK2 (Liebermann a kol., 2007). Navic p21
zastavuje bunécny cyklus blokovanim PCNA, které je nutné pro replikaci DNA. Inhibice
CDK vede ke stabilizaci a aktivaci retinoblastomového proteinu (Rb) a komplexu DREAM
souvisejiciho s Rb. Dalsi cilové geny proteinu p53 jsou BTG2 a GADD45A, které rovnéz
mohou indukovat zastavu G1/S a G2/M fazi bunécného cyklu (Fischer, 2017).

Avsak polozme si otdzku, jak mize p53 regulovat zastaveni ristu oproti apoptdze?
Zda se, Ze pii vybéru mezi zastavenim bunééného cyklu a apoptozou hraje roli nékolik
faktori, vCetné¢ typu buiky, pfitomnosti ¢i nepfitomnosti faktord nutnych k preziti
ve vn&jSim prostiedi, rozsah poSkozeni DNA, hladiny p53 a posttranslacni modifikace

(Liebermann a kol., 2007). Spoluprace mezi cestami p53 a retinoblastomovym proteinem
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se jevi jako zasadni pfi urCovani biologické odezvy na poskozeni DNA. Inaktivace Rb
vede ke ztraté zastavy bunécného cyklu v bodé G1 a indukci apoptézy po poSkozeni DNA.
Tento stav muze byt vysvétlen uvolnénin transkripéniho faktoru E2F, ktery miize pii
nadmérné expresi indukovat apoptéozu. Modulace Rb a E2F prostiednictvim signalizace
p53 jako odpovéd na poskozeni DNA muze hrat ustiedni roli pii rozhodovani o volbé mezi

apoptozou a zastavou bunécéného cyklu.

2.2.2.1 Aktivace p53

V nestresovanych bunikdch jsou hladiny p53 typicky velmi nizké, a to diky plsobeni
MDM2 (Michael a Oren, 2003). Enzym MDM2 negativné reguluje p5S3 piimou vazbou
nebo pasobenim jako E3 ubiquitin ligaza (Deisenroth a Zhang, 2011). Ligiza MDM?2
se muze vazat na N-konec p53 a blokovat tak jeho transkripéni aktivitu, nebo mize tvofit
S p53 negativni zpétnovazebnou smyc¢ku, ve které p53 pozitivné reguluje transkripci genu
MDM2, zatimco MDM2 ubiquitinuje pS3 a podporuje tak proteasomem zprosttedkovanou
degradaci (Golomb a kol., 2014).

Existuje velké mnozstvi regulacnich faktorl, které plisobi na MDM2. Jde naptiklad
o lokus INK4a/ARF, ktery kdduje tumor supresor ARF (alternative reading frame), ktery je
klicovym aktivatorem p53. V reakci na onkogenni stres (napiiklad nadmérna exprese RAS
nebo c-myc) stabilizuje a stimuluje aktivitu pS3 neutralizaci inhibi¢nich uc¢inki MDM2.
Nadmérn¢ exprimovany ARF interaguje pfimo s MDM2 a blokuje tak ubiquitinaci
zprostfedkovanou MDM?2, jaderny export a degradaci p53 proteasomem (Ozenne a kol.,
2010).

Nekteré formy genotoxického stresu zplsobené ionizujicim a ultrafialovym
zatenim nebo riiznymi chemickymi latkami mohou aktivovat kaskady ATM-Chk1 (Ataxia-
telangiectasia mutated/Checkpoint kinase-1) nebo ATM-Chk2 (Ataxia-telangiectasia
mutated/Checkpoint kinase-2) k podpote fosforylace jak MDM2, tak i p53, coz brani jejich
vzajemné interakci (Deisenroth a Zhang, 2011). Také je popséna fada posttransla¢nich
modifikaci jako je ubiquitinace, fosforylace, acetylace ¢i sumoylace jak MDM2 nebo p53
ovlivityjici vzajemné interakce a stabilizaci p53 (Mekk a Knippschild, 2003; Brooks a Gu,
2003).

Protein p53 muze byt aktivovan také v dusledku ribozomalniho stresu. Ten mize
byt vyvolan poruchou syntézy rRNA. Produkci rRNA ovlivituji rizna chemicka cinidla.

Jde naptiklad o actinomycin D, jehoZ mechanismus je popsan vySe. Dale miizeme zminit
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5-fluorouracil, analog uracilu satomem fluoru v pozici C5, ktery diky zaclenéni
do vznikajici RNA zpusobi blokaci syntézy rRNA (Longley a kol., 2003). Mykofenolova
kyselina (MPA) inhibuje enzym inosinmonofosfat dehydrogendzu, coz vede k vycCerpani
guaninovych nukleotidd. Ovlivnéni pomoci MPA zplsobi inhibici syntézy pre-rRNA
a naruseni jadérka. Dojde k aktivaci p53 a indukci zastaveni bunééného cyklu a apoptoze
(Sun a kol.,, 2008). Regulace syntézy rRNA je zprostfedkovana také transkripénim
k zeslabeni transkripce rRNA, ztraté nukleolarni integrity, zvySeni p53 a aktivaci apoptozy
(Yuan a kol., 2005). Byla odhalena také funkce nadorového supresoru PTEN pii regulaci
transkripce zavislé na Pol 1. Bylo zjisténo, ze PTEN potlacuje transkripci RNA Pol I diky
schopnosti regulovat drahu PI3 kindza/Akt/mTOR/S6K (Zhang a kol., 2005).

Rovnéz naruSeni zpracovani rRNA muze vést k aktivaci p53. Ribozomalni RNA je
nejprve transkribovana jako 47S pre-rRNA a poté musi byt zpracovana na 18S, 5.8S a 28S
rRNA, které jsou nasledné zaclenény do ribozomalnich podjednotek. Poruchy
ve zpracovani rRNA mohou vést k akumulaci nezpracovanych meziprodukti, které mohou
zpomalit sestaveni podjednotek a spustit tak stresové udalosti (Deisenroth a Zhang, 2011).
Bylo zjisténo, ze exprese dominantni negativni formy Bopl (BoplA) vede K inhibici 28S
a5.8S rRNA a k nedostatecnosti nové syntetizovanych 60S ribozomalnich podjednotek
(Strezoska a kol., 2000). Exprese BoplA zplsobi zastavu bunééného cyklu v G1 fazi
a bylo ukazano, Ze toto zastaveni je zavislé na proteinu p53 (Pestov a kol., 2001). Dale
bylo zjisténo, ze protein WDRI12 tvofi komplex s Bopl a Pesl a je rozhodujici
pro zpracovani 32S pre-rRNA. Exprimovany dominantni negativni mutant WDRI12
blokuje zpracovani rRNA, spousti akumulaci p53 a indukuje zastaveni bunécného cyklu
(Holzel a kol., 2005). Roli pti zpracovani tTRNA ma i protein WDR36. Ztrata WDR36
narusuje zpracovani 18S rRNA a rovnéz vede k aktivaci p53 (Skarie a Link, 2008).

Ribozomalni biogeneze neni regulovana jen ve stadiich syntézy a zpracovani rRNA
(Golomb a kol, 2012). Ribozomalni proteiny jsou syntetizovany v cytoplazmé, dovezeny
do jadra a poté exportovany zpét do cytoplazmy jako zralé ribozomalni podjednotky.
Poruseni jaderného importu nebo exportu miize vyvolat ribozomdlni stres. Vytvoteni
nerovnovahy v jaderném importu ribozomalnich proteinii prostiednictvim narusSeni

importniho faktoru Importinu 7 (IPO7) spousti aktivaci p53 a zastaveni ristu.
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2.2.2.2 Draha RP-MDM2-p53
Pied vice nez 20 lety bylo zjisténo, ze 5.8S rRNA je kovalentn¢ spojena s p53 (Fontoura
a kol., 1992; Samad a Carroll, 1991). Na toto zjisténi navazal Marechal a kol. (1994), ktery
publikoval jednu z prvnich myslenek, a to, Zze ribozomalni proteiny mohou hrat roli
pii aktivaci p53. Jeho tym zjistil, ze RPL5 tvofi komplex s MDM2, p53, 5S rRNA
a ptripadné s 5.8S rRNA. Bylo ukéazano, ze komplexy MDM2-L5 a MDM2-L5-p53 vazi 5S
rRNA specificky, pravdépodobné pies znamou speficitu L5 proteinu pro 5S rRNA. Tuto
myslenku potvrdil Dai a Lu (2004), ktefti zjistili, ze protein L5 zesiluje transkripcni aktivitu
p53, indukuje zastaveni bunééného cyklu zavislého na p53 a také vyrazné inhibuje
MDM2-zprostiedkovanou ubiquitinaci p53.

Dale bylo zjisténo, Ze ribozomalni protein L11 se vaze na centralni doménu HDM2
(lidsky MDM2), muze tvofit kvarterni komplex s HDM2, p53 a ARF. Protein L11 také
redukuje ubiquitinaci p53, kterd je zprostiedkovana HDM2 a stabilizuje p53. Je zajimavé,
ze L11 reguluje HDM2 a p53 zpisobem podobnym regulaci pomoci ARF. Oba proteiny,
L11 i ARF, jsou za béznych podminek lokalizovany v jadérku, k interakci s HDM2 jsou
ale pfemistény do nukleoplazmy. Rovnéz se mohou vazat ptimo na HDM2 a formovat
komplexy s p53, inhibuji ubiquitinaci p53 podporovanou HDM2 a obnovuji transaktivacni
aktivitu p53. Existuje vSak jeden vyznamny rozdil mezi mechanismy regulace HDM2
zpostiedkovanymi L11 a ARF. Protein ARF inhibuje jaderny export HDM2, zatimco L11
nikoliv (Zhang a kol., 2003).

Vzijemné plsobeni HDM?2 sribozomalnim proteinem bylo také prokazano
u proteinu L23, kdy tato interakce zahrnovala centrdlni kyselou doménu HDM2 a N-
koncovou doménu L23. Bylo dokdzdno, Zze L23 a L1l mohou soucasné interagovat
s HDM2 a tvoftit tak ternarni komplex. Protein L23 rovnéZ inhibuje polyubiquitinaci
a degradaci p53 indukovanou HDM2 a zpusobuje zastaveni bunééného cyklu zavislé na
p53 (Jin a kol., 2004).

U vySe uvedenych proteinli byl navozen ribozomdlni stres pomoci nizké
koncentrace actinomycinu D. Byla zjiSténa zvySena interakce mezi L11 a HDM2
s naslednou stabilizaci p53 (Zhang a kol., 2003) a také mezi L5 a HDM2 (Dai a Lu, 2004).
Byl vSak pozorovan rozdil v odpovédi na piisobeni actinomycinu D u proteinu L11 a L23.
Buiikky po osetfeni actinomycinem D vykazovaly pokles L23, ktery byl v korelaci

S nartistem p53, avSak hladina L11 zlstala beze zmény. Toto zjisténi naznauje, Ze
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proteiny L11 a L23 pouzivaji odliSny mechanismus odpoveédi na poruchu ribozomalni
biogeneze (Jin a kol., 2004).

Dosud bylo zjisténo, ze az 16 ribozomalnich proteini se miize vazat na MDM?2,
zejména na centralni kyselou doménu, a regulovat hladinu p53. Proteiny RPL5 a RPL11
pusobi jako senzory ribozomalniho stresu, zatimco jiné r-proteiny zahrnujici RPLS6,
RPL23, RPL26, RPL37, RPS3, RPS7, RPS14, RPS15, RPS20, RPS25, RPS26
RPS27/RPS27L a RPS27a nesou efektorovou funkci (Liu a kol., 2016a). Seznam
ribozomalnich proteint, jejichz deregulace miize podporovat aktivaci p53 se stale rozriista,
avsak zda se, ze RPL5 a RPL11 maji v regulaci p53 jedine¢nou ulohu (Golomb a kol.,
2014). Bursa¢ a kol. (2012) osetiili bunky lidského plicniho karcinomu (A549)
actinomycinem D v koncentraci 5 nM a pouZili metodu siRNA transfekce proti konkrétnim
r-proteinim. Bylo zjisténo, ze vycerpani (down-regulace) r-proteinu L5 nebo L11
inhibovala ¥izenou indukci proteinu p53 a jeho cili p21WAF: a MDM2. Na rozdil od L5
a L11, vyCerpani proteinu S7, L23 nebo L26 akumulaci p53 nezmensSilo. Bylo ukazano, ze
L5 a L11 jsou unikatni mezi ostatnimi r-proteiny. Zatimco jiné nové syntetizované RP byly
degradovany proteasomem po oSetfeni actinomycinem D, L5 a L11 se akumulovaly
V neribozomalni frakci, kdy bylo ukazano, Ze tato akumulace je zplsobena vzajemnou
ochranou L5 a L11 proti proteasomalni degradaci. Nesestavené ribozomalni proteiny L5
aLll, které¢ se nahromadily v nukleoplazmé jsou schopné dale interagovat s MDM2.
Predlozené vysledky vedou K zavéru, ze L5 a L11 jsou kritickymi mediatory aktivace p53.
Tyto vysledky dale doplituje Fumagalli a kol. (2012), ktefi ve své studii rovnéz dospé€li
k nazoru, Ze vyCerpani S7, L23 a jinych ribozomalnich proteint, S vyjimkou L11 a L5
vyvolava odpovéd p53. Potvrdili, Ze RPLS a RPL11 jsou potiebné k indukci p53.

Zakladni otdzkou vSak je, jak signaly ribozomaélniho stresu komunikuji s MDMZ2,
aby regulovaly p53. Intenzivni studie o ribozomalnim stresu ukazaly, Ze nerovnovaha
ribozomalnich slozek je klicovym zdrojem volnych ribozomalnich proteinil. Bylo ukézano,
ze nedostatek nckolika RP ma za nasledek indukci p53-zavislych stresovych odpovédi.
Tvrdi se, Ze nerovnovaha ribozomalnich slozek je tedy hlavnim divodem ribozomalniho
stresu a nasledné aktivace p53 (Liu a kol., 2016a). Studie provedné na RPL11 naznacuji
dva mozné modely, které by mohly vysvétlit fyzickou interakci ribozomalni proteina
s MDM2. Prvni model piedpokladé, ze naruseni jadérka a porucha ribozomalni biogeneze
vyvolava difazi fady ribozomalnich proteint, véetné L11, z jadérka do nukleoplazmy, kde
se mohou vazat na MDM2 a stabilizovat p53 (Bhat a kol., 2004; Zhang a Lu, 2009). Tento
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model je podpoien zjisténim, ze piemisténi ribozomalniho proteinu L6 2z jadérka
do nukleoplazmy, pti ribozomalnim stresu indukovaném actinomycinem D, ptedchazi
interakci s MDM2 (Bai a kol., 2014). Druhy model hovofi o tom, Ze piestoze nékteré
poruchy ribozomalni biogeneze nezplsobuji zjevné poskozeni jadérka, stdle mize dojit
k aktivaci p53 zpisobem zavislym na RPL11/MDM2. Naptiklad vyfazeni RPS6 narusi
biogenezi malé ribozomalni podjednotky 40S a aktivuje p53, avSak bez zjevného naruSeni
nukleolarni  integrity. Vtomto pifipadé se prednostné prekladaji mRNA
s polypyrimidinovou oblasti V jejich 5'-transkripénim pocateénim misté (5'-TOP mRNA),
véetné RPL11 a ptfipadné dalSich RP, coz vede k akumulaci nesestavenych volnych L11,
které jsou k dispozici pro vazbu na MDM2 (Fumagalli a kol., 2009). Spole¢n¢ tyto data
podporuji regulaéni mechanismus drahy ribozomalni protein-MDM2-p53, ktery reaguje
na poruseni ribozomalni biogeneze.

Predpoklada se, ze za normalnich podminek existuje dynamicka rovnovaha mezi
nesestavenymi ribozomalnimi proteiny a r-proteiny, které jsou integrované do ribosomd.
V reakci na ribozomalni stres se nékteré ribozomalni proteiny uvoliiuji z jadérka a vstupuji
do nukleoplazmy, kde se vazi na MDM2 a stabilizuji p53. Pokud je builka vystavena
onkogenni stimulaci dojde k hyperaktivaci exprese RP a syntézy rRNA. Zvysena de novo
syntéza RP jednak usnadiiuje biogenezi ribozomii v jadfe, soucasné¢ vSak zvySuje
koncentraci volnych RP, které¢ se akumuluji v nukleoplazmé a iniciuji drahu RP-MDM2-
p53. Tato signélni cesta tedy plsobi jako citlivdA monitorovaci sit, zaznamenavajici

poskozeni nebo nadmérnou aktivaci ribozomalni biogeneze (Liu a kol., 2016a).

2.2.3 Degradace ribozomalnich proteinu

Kontrola kvality proteinii je rozhodujici pro wudrZzeni proteinové homeostazy
v eukaryotickych bunkach. U eukaryot se vyvinuly dvé hlavni cesty k eliminaci proteint,
které vykazuji odchylky a to: ubiquitin proteasomovy systém (UPS) a autofagie (Wang
akol.,, 2015). Chemické a genetické studie naznacuji, ze nadmérné exprimované
ribozomalni proteiny jsou degradovany pomoci UPS a nikoliv autofagii (Sung a kol.,
2016Db). Substraty UPS jsou oznaceny ubiquitinem a nasledn¢ doruceny k 26S proteasomu
k degradaci. Konjugace ubiquitinu se substratem vyzaduje tfi typy enzymu: enzymy
aktivujici ubiquitin (E1), enzymy konjugujici ubiquitin (E2) a ubiquitin ligazy (E3) (Wang
a kol., 2015).
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Bylo zjisténo, ze nadprodukované ribozomadlni proteiny se vétSinou nesestavuji
do ribozomt, ale jsou rychle ubiquitinovany a degradovany v jadie, a to zpisobem
zavislym na proteasomu (Sung a kol., 2016b). Dale bylo prokazano, Ze po navozeni
ribozomalniho stresu jsou RPL5 a RPL11 pfed proteasomalni degradaci chranény, zatimco
jiné ribozomalni proteiny ne (Bursa¢ a kol., 2012). Otazkou vSak zlstava, jaké ubiquitin
ligdzy se podileji na degradaci ribozomdlnich proteinii. Shcherbik a Pestov (2010) ve své
praci uvadi, Ze identita ubiquitin ligdz zapojenych do cileni ribozomalnich proteint
k proteasomalni degradaci je nejasna. Od zvefejnéni této studie vSak uz ub€hl néjaky cas
a postupné byly provadény dalsi vyzkumy tykajici se této oblasti. Sung a kol. (2016b)
se zamé&fili na ubiquitinaci r-proteinu L6. Potvrdili, ze r-protein L6, ktery je produkovany
v piebytku, se do zna¢né miry nesestavi do ribozomil, ale je ubiquitinovan a poté
degradovan v proteasomu. Také testovali, zda je degradace RPL6 zavisla na ubiquitin
lighze Sanl, nicméné nadprodukovany RPL6 se nehromadil v sanlA bunkach, coz
naznacuje, ze se kontroly kvantity proteinu bude tcastnit jina ubiquitin ligaza. Pozdéji bylo
zjisténo, Ze jde 0 ligazu TOM1, ktera je popsana niZze (Sung a kol., 2016a).

E3 ubiquitin ligaza TOM1 patii do rodiny HECT a spolupracuje s enzymy E2 Ubc4
a UbcS5, aby zprostiedkovala degradaci nesestavenych ribozomalnich proteint u kvasinek.
Bylo zjisténo, ze TOML1 pifimo ubiquitinuje nesestavené ribozomalni proteiny (Sung a kol.,
2016a). Bylo objeveno, ze u RPL4 rozpoznava ligaza TOM1 K56 spolu s K310 a K340
u Chaetomium thermophilum a ubiquitinuje je v nepfitomnosti chaperonu Acl4 a jaderného
transportniho faktoru Kap104 (Huber a Hoelz, 2017). Sung a kol. (2016a) provedli méfeni
pro tii ubiquitinacni mista na RPL4: K55, K308 a K338 u Saccharomyces cerevisiae.
Zkoumanim krystalové struktury bylo zjisténo, ze K55 a K308, jejichz ubiquitinace
vykazovala nejsilnéj$i zavislost na TOM1, nejsou piistupné pro modifikace ve zralém
ribozomu. Dale bylo ukéazano, ze Acl4 zakryva K55 a Kap104, zakotveny na RPL4-Acl4,
chrani K308 a K338. Tyto informace podporuji zjisténi Hubera a Hoelze (2017), ktefi
ukazali, ze pouze nechranény r-protein L4 je cilen pro proteasomalni degradaci. Spole¢né
tato data ukazuji, ze ligaiza TOM1 selektivné rozpoznava a ubiquitinuje ribozomalni
proteiny prostfednictvim zbytkl, které jsou piistupné pouze v nesmontovaném stavu
avedou kzavéru, ze TOM1 se vaze na lysinové zbytky, které jsou za normalnich
podminek ve struktuie zralého ribozomu nepftistupné. V neposledni fad¢ je potfeba zminit,

ze byl objeven lidsky ekvivalent TOM1 znamy jako HUWEL a zjisténé informace
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naznacuji, ze HUWE1 putisobi podobnym zplisobem jako ligaiza TOM1 (Sung a kol.,
2016a).

Jako dalsi ligazu, kterda je zodpovédna za ubiquitinaci ribozomalnich proteina
muzeme uvést Zinc Finger Protein 598 (ZNF598). Lidsky ZNF598 se sklada z 904
aminokyselin a obsahuje jednu N-koncovou RING doménu, charakteristickou pro E3
ubiquitin ligazy, ¢tyfi N-koncové a jeden C-koncovy C2H2 motiv zinkového prstu (Garzia
a kol., 2017). Bylo zjisténo, Ze ZNF598 ubiquitinuje r-protein S10 a to na misté¢ K138
a K139. Ubiquitinace pomoci ZNF598 byla prokazana i pro r-protein S20, ktery je
modifikovany na K4 a K8 a také pro r-protein S3, modifikovany na K214 (Juszkiewicz
a Hedge, 2017). Bylo zjisténo, ze ZNF598 interaguje s enzymem UBE2D3, ktery patii
do skupiny enzymu E2. (Garzia a kol., 2017). Dale byl identifikovan pomocny protein
RACK1, ktery usnadiuje ubiquitinaci r-proteind S2, S3 a S20. Experimenty ukazaly, ze
vyrazeni (knock-down) RACKI1 vedlo ke zruSeni ubiquitinace RPS2 a ke sniZeni
ubiquitinace RPS3 a RPS20 stimulované pomoci harringtoninu a dithiothreitolu. Avsak
narozdil od ZNF598, ztrata RACK1 neméla vliv na ubiquitinaci RPS10. Tyto vysledky
vedou k zavéru, ze RACK1 a ZNF598 reguluji odlisnou, ale caste¢né se piekryvajici
podmonozinu r-proteinii a jsou klicovymi faktory regulujici funkci kontroly kvality,
pomoci  zprostiedkovani  regulace ubiquitinace 40S  ribozomalnich  proteini
(Sundaramoorthy a kol., 2017).

Dale byla identifikovana E3 ubiquitin ligiza HELZ2. Jednd se o kvasinkovy
homolog sav¢i E3 ubiquitin ligazy ZNF598. Jako cile HEL2 byly oznaceny r-proteiny S3
a S20, pricemz bylo zjisténo, ze RPS3 je ubiquitinovan na K212 a RPS20 na K6 a K8
(Matsuo a kol., 2017). Bylo zjisténo, ze ligiza HEL2 interaguje s E2 konjugujicim
enzymem Ubc4p (Singh a kol., 2012). Ribozomalnim proteinem S3 se zabyva i studie,
kterou provedli Jung a kol. (2017). Ukazali, ze cykloheximid, emetin, blasticidin S,
anisomycin ale i vysoké davky ozafovani ultrafialovym zafenim (200 J/m?) mohou
indukovat mono-ubiquitinaci RPS3. RovnéZz ovlivnéni rapamycinem ¢i vyéerpani
aminokyselin (napf. deplece tryptofanu, histidinu) mize vést k mono-ubiquitinaci
kvasinkového RPS3. Bylo zjisténo, Ze mono-ubiquitinace RPS3 na K212 muze byt
zvySena inhibici Tor kinazy, nebo inhibici elongace translace. U lidského RPS3 byla
mono-ubiquitinace indukovana rovnéz plsobenim riaznych inhibitorti elongace translace
ataké UV zéfenim. Bylo potvrzeno, Ze kvasinkovy RPS3 ubiquitinuje ligiza HEL2,
zatimco lidsky RPS3 ligaza ZNF598.
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Ubiquitinaci ribozomalnich proteinii se ve své praci zabyvaji i Higgins a kol.
(2015). Bylo ukazano, ze cykloheximid, anisomycin, harringtonin a dithiothreitol (DTT)
jsou silnymi induktory ubiquitinace RP. Po ovlivnéni pomoci DTT byl detekovan
az 16nasobny nartist ubiquitinace oproti neovlivnénym buitkam. Byla zaznamenana
ubiquitinace RPS2 na K58 a K275, RPS3 na K214 a K230 a RPS20 na K8. Také ovlivnéni
UV zafenim mélo za nasledek zvyseni ubiquitinace u RPS2, RPS3 a RPS20 (Higgins
a kol., 2015). Déle bylo zjisténo, ze doxorubicin, ktery indukuje poSkozeni DNA, miize
také zpusobit ubiquitinaci ribozomalnich proteind. Zvyseni ubiquitinace bylo pozorovéano
jiz 2 hodiny po poskozeni DNA, a to pro velkou skupinu RP. Jednalo se o RPL6, RPL7A,
RPL10, RPL15, RPL17, RPL18, RPL23, RPL28, RPL36, RPL27A, RPS2, RPS3, RPS11,
RPS16 a RPS20. Ubiquitinaéni mista pro jednotlivé ribozomalni proteiny vsak nebyly

Vv této studii charakterizovany (Halim a kol., 2018).

2.3 RNA helikazy

V této praci byla pifedmétem zajmu jedna z RNA helikaz — protein DDX56 — a jeji vztah
k aktivaci p53. RNA helikazy jsou vysoce konzervované enzymy, které pouzivaji
adenosintrifosfat (ATP) k vazani nebo remodelaci RNA nebo ribonukleoproteinovych
komplexti. Prakticky se tcastni vSech procest tykajicich se molekul RNA, zahrnujicich
transkripci, editaci, sestfih, biogenezi ribozomu, export RNA, translaci nebo degradaci
RNA (Tanner a Linder, 2001). Existuji priklady dysregulace exprese lidskych RNA
helikaz, které mohou vést k iniciaci, podpoie nebo progresi u rtiznych typt rakovin. Bylo
zjisténo, ze DDXI1 je nadmémé exprimovany v neuroblastomu a retinoblastomu.
V kolorektalnim karcinomu byla zvySena hladina DDX5 a DDX6. Dale byl nalezen DDX2
nadmérné exprimovany v melanomu a hepatocelularnim karcinomu. U DHX9 byla
detekovana interakce s BRCA1l a CBP, zvySeni bylo zaznamenano u rakoviny plic.
Zvysena regulace byla zjisténa i u DDX48 u rakoviny zaludku, naopak snizeni bylo
detekované u DHX32 v ptipad¢ akutni lymfoblastické leukémie (Abdelhaleem, 2004).

RNA helikdzy mizeme klasifikovat jako Cleny Sesti superrodin proteini (SF1 az
SF6) na zakladé vyskytu a charakteristik konzervovanych motivli ve své primarni sekvenci
(Rodriguez-Galan a kol., 2013). Vétsina RNA helikaz patii do superrodiny SF2, ktera se
dale déli na n€kolik rodin véetné DEAD-box (bézné oznacované také jako DExD/H-box),
DExH-box a Ski2 rodiny (Singleton a kol., 2007). Umate a kol. (2011) provedli celkovou
genomovou analyzu lidskych helikdz a identifikovali 64 RNA helikdz, 16 DExH (DXH)
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helikaz, z ¢ehoz 14 z 16 detekovanych ¢lent vykazovalo pfitomnost osmi konzervovanych
helikazovych motivi. Dale identifikovali 42 ¢lenti rodiny DEXD (DDX), kdy na zakladé
konzervativniho helikazového motivu bylo validovano 37 ¢lentt DDX. Nezavisla kategorie
helikaz pak zahrnovala helikazy, které nepatii k DHX ani k DDX, obsahovala 6 ¢lent
a zafazena zde byla U5.snRNP 200 kDa helikaza, transkripéni regulator ATR-X, dale
helikaza SUPV3L1, SKIV2L2, SKI2W a helikaza FANC]J.

Nekolik lidskych helikaz je spojovano s transkripci ribozomalnich slozek. Tyto
helikdzy miizeme rozdélit do dvou kategorii: prvni kategorie — RNA helikazy, které
ovliviiuji transkripci pre-rRNA a druhd — helikdzy, které ptsobi jako koaktivatory
transkripcnich faktord, napiiklad proteinu p53, souvisejicich s biogenezi ribozomu
(Rodriguez-Galan a kol., 2013). Co se tyce kategorie prvni, tak pouZiti techniky RNA
interference ukézalo, Ze pro efektivni transkripci ribozomalni DNA je pozadovano nékolik
lidskych RNA helikéz, predevs§im pak DHX33 a DHX9. Vyzkumy ukazuji, ze vyfazeni
DHX33 vede k silnému poklesu hladin 47S pre-rRNA a také, ze DHX33 interaguje s UBF,
coz je specificky transkripéni faktor RNA polymerazy I (Zhang a kol., 2011). Do druhé
kategorie mliizeme zahrnout proteiny DDX5 a DDX17, které funguji jako koaktivatory
aktivity p53 (Bates a kol., 2005; Shin a Janknecht, 2007) a jako trans-pasobici faktory
pro biogenezi 60S podjednotky (Rodriguez-Galan a kol., 2013). Bylo zjisténo, Ze jak
DDXS5, tak 1 DDX17 jsou nadmérn¢ exprimovany u karcinomu prsu, prostaty a tlustého
stieva (Janknecht, 2010). Déle bylo zjisténo, ze protein DDX31 reguluje drdhu p53-HDM2
a trankripci genl ribozomalni RNA prostifednictvim interakce s nukleofosminem (NPM1)

v karcinomu renalnich bunék (Fukawa a kol., 2012).

2.3.1 DEAD-box helikazy

DEAD-box helikazy jsou nejvétsi rodinou, pojmenovanou dle motivu II (téz motiv Walker
B), ktery ma aminokyselinovou sekvenci Asp-Glu-Ala-Asp neboli D-E-A-D. Tento motiv,
spole¢né s motivem 1 (neboli motiv Walker A), Q-motivem a motivem VI, je vyzadovan
pro vazbu a hydrolyzu ATP (Linder, 2006).

Jak uz bylo zminéno vySe, patii DEAD-box helikdzy do superrodiny SF2
(Singleton a kol., 2007). Vyznacuji se tim, ze obsahuji 9 konzervovanych sekven¢nich
motivii — GFxxPxxIQ, AxXGXGKT, PTRELA, TPGR, DExD, SAT, FVxT, RGxD
a HRXGRxxR. U péti ¢lent DEAD-box helikdz nekteré z vySe uvedenych sekvencnich

motivl zcela chybi, nebo maji zmény ve slozeni aminokyselin. Jde o helikdzy DDXI,
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DDX11, DDX12, DDX58 a DDX60. Proteiny zafazené do rodiny DEAD-box jsou
zobrazeny v tabulce 1 (Umate a kol., 2011).

Tab. 1. RNA helikazy patiici do rodiny DEAD-box

Nézev proteinu Synonymum

DDX1 RNA helikaza DDX1, DEAD-box protein retinoblastomu

DDX2A RNA helikaza elF4A-1, Eukaryoticky iniciaéni faktor elF4A-I

DDX2B RNA helik4za elF4A-2, Eukaryoticky iniciacni faktor 4A-II

DDX3X RNA helikaza DDX3X, HLP2, X-chromozomalni

DDX3Y RNA helikaza DDX3Y, Y-chromozomalni

DDX4 RNA helikaza DDX4, Vasa homolog

DDX5 RNA helikdza DDXS5, RNA helikaza p68

DDX6 RNA helikdza DDX6, RNA helikaza p54, onkogen RCK

DDX10 RNA helikdza DDX10

DDX11 RNA helikaza DDX11, CHLI1-ptibuzny protein 1, KRG-2

DDX12 RNA helikaza DDX12, CHLI1-ptibuzny protein 2

DDX17 RNA helikdza DDX17, RNA-dependentni helikdza p72

DDX18 RNA helikaza DDX18, Myc-regulovany DEAD-box protein

DDX19A RNA helikdza DDX19A

DDX19B RNA helikaza DDX19B, DEAD box RNA helikaza DEADS

DDX20 RNA helikaza DDX20, DEAD box protein DP 103, Gemin-3

DDX21 Nukleolarni RNA helikaza 2, RH 11/Gu, Gu-alpha

DDX23 RNA helikaza DDX23, 100 kDa U5 snRNP-specific protein

DDX24 RNA helikdza DDX24

DDX5 RNA helikaza DDX25, Gonadotropin-regulovana testikularni
RNA helikaza

DDX27 RNA helikdza DDX27

DDX28 RNA helikaza DDX28, Mitochondrialni DEAD-box protein 28

DDX31 RNA helikaza DDX31

DDX39 RNA helikdza DDX39, Nukleolarni RNA helikdza URH49

DDX41 RNA helikdza DDX41

DDX42 RNA helikaza DDX42, SF3b DEAD-box protein, SF3b125

DDX43 RNA helikaza DDX43, DEAD box protein HAGE, CT13
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DDX46 RNA helikaza DDX46, PRP5 homolog

DDX47 RNA helikaza DDX47

DDX48 RNA helikaza elF4A-3, Eukaryoticky iniciacni faktor 4A-Il1

DDX49 RNA helikaza DDX49

DDX50 RNA helikaza DDX50, Nukleolarni protein Gu2, Gu-beta

DDX51 RNA helikaza DDX51

DDX52 RNA helikaza DDX52, RNA helikaza ROK1-like

DDX53 RNA helikaza DDX53, DEAD box protein CAGE, CT26

DDX54 RNA helikaza DDX54, RNA helikaza DP97

DDX55 RNA helikaza DDX55

DDXEE RNA helikdza DDX56, ATP-dependentni 61 kDa nukleolarni
RNA helikaza

DDX58 RNA helikaza DDX58, Retinoic acid-inducible gene 1 protein

DDXES RNA helikaza DDX59, Zinc finger HIT domain-containing
protein 5

DDX60 RNA helikaza DDX60

BAT1 Spliceosomova RNA helikaza BAT1, DEAD box protein UAP56

2.3.1.1 DDX56

Protein DDX56 neboli také NOH61 byl charakterizovan Zirwesem a kol. (2000). Tento
protein ma hmotnost 61,5 kDa a hodnotu izoelektrického bodu 9,9. Kontrola primérni
sekvence ukazala, Ze protein je ¢lenem rodiny DEAD-box a jedna se pravdépodobné
0 ATP-zavislou RNA helikdzu. Byla nalezena homologie RNA helikazy Dbp9
ze Saccharomyces cerevisiae s DDX56 a je zajimavé, ze oba proteiny vykazuji vysokou
konzervaci sekvence v karboxylové terminalni oblasti. Co se tyce intracelularniho
umisténi, bylo pomoci imunocytochemie zjisténo, ze protein DDX56 se nachazi primarné
Vv jadérkach, u nckterych bunék pak navic v nukleoplazmé. Lokalizace byla potvrzena
na bunéénych kulturach riznych druhG obratlovel, konktrétné se jednalo o lidské
cervikdlni adenokarcinomové bunky linie HeLa, buniky skotu (linie BMGEIH), bunky
odvozené od hladkého svalstva cév potkana (linie RV) a epitelialni bunky ledvin drapatky
(linie A6) (Zirwes a kol., 2000).

Protoze protein DDX56 patii do rodiny predpokladanych ATP-zavislych RNA

helikaz, byla dale analyzovana jeho intracelularni distribuce po ovlivnéni
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deoxyribonukleazou (DNaza), ribonukleazou (RNaza) a actinomycinem D (Zirwes a kol.,
2000). Bylo zjisténo, ze po inkubaci kultivovanych bunék s DNazou zlstava protein
DDX56 v jadérkach, ackoliv barveni bylo trochu slab$i ve srovnani s neoSetfenymi
buinikami. Distribuce proteinu DDX56 byla olivnéna pasobenim RNazy, kdy toto piisobeni
vedlo Kk uplnému uvolnéni z nukleolarnich struktur, coz naznacuje, ze protein DDX56
se vaze na RNA transkripty a pravdépodobné je soucasti vétSich ribonukleoproteinovych
Castic. Po ovlivnéni actinomycinem D (koncentrace 5 ug/ml, ptsobeni 4 hodiny) byl
protein DDX56 uvolnén zjadérek a caste¢né translokovan do nukleoplazmy a také
do cytoplazmy.

Specificka intracelularni lokalizace a sekvencéni homologie S jinymi RNA
helikazami vede k hypotéze, Ze protein DDX56 by mohl byt zapojen do syntézy ribozomti,
pravdépodobné do procesu sestavovani velké (60S) ribozomalni podjednotky (Zirwes
akol., 2000). Tuto hypotézu potvrzuje i systematicka analyza lidské ribozomalni
biogeneze pomoci RNA interference provedena Wildem a kol. (2010), kterd rovnéz
naznacuje, ze se DDX56 pravdépodobné podili na biogenezi 60S podjednotky.

Dalsi vyzkumy tykajici se proteinu DDX56 se ubiraji predevSim smérem
k virologii. Xu a kol. (2011) ve své praci popisuji interakci mezi kapsidem West Nile viru
(WNV) a RNA helikazou DDX56. Zjistili, ze protein DDX56 je dulezity pro infekcnost
WNV. Publikovand data dale napovidaji, Ze infekce WNV zplisobuje transport DDX56
z jadérka do cytoplazmy s néslednou degradaci DDX56 v proteasomu. Rovnéz je ukézano,
ze protein DDX56 je potfebny pro sestaveni infekénich ¢astic WNV, coz potvrzuje Xu
a Hobman (2012) ve své dalsi studii. Na tyto vysledky navazuje Reid a Hobman (2017),
kteti ukazuji, Ze WNV infekce vede k pfemisténi DDX56 z jadérek na mista shromazdéni
viru v oblasti endoplazmatického retikula.

Souvislost proteinu DDX56 s ribozomalnim stresem a aktivaci pS3 nebyla doposud
detailné objasnéna, i proto byl tento protein hlavnim objektem zajmu v predkladané
diplomové praci. Co se tyce dalSich oblasti vyzkumu u proteinu DDX56 mizeme zminit
vyzkum v oblasti kolorektalniho karcinomu (Kouyama a kol., 2017). Gen DDX56 byl
identifikovan na chromozomu 7p. Bylo zji§téno, Ze exprese DDX56 byla vyznamné vyssi
u tkani kolorektalniho karcinomu, nez u normalnich tkani tlustého stfeva. Navic byla
exprese pozitivné spojena s lymfatickou invazi a metastazemi a byla Spatnym nezavislym

prognostickym faktorem. Kromé toho muze byt DDX56 zapojen do progrese nadoru
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prostiednictvim stimulace buné¢ného cyklu a mohl by byt terapeutickym cilem, ale

I prognostickym biomarkerem u kolorektalniho karcinomu.

2.3.1.2 DDX51

Protein DDX51 je ATP-zavisla RNA helikaza o délce 666 aminokyselin a molekulovou
hmotnosti 72,457 kDa (http://www.uniprot.org/uniprot/Q8N8AG6). Byl identifikovan jako
interagujici partner savéiho kofaktoru NOG1 a metodou fluorescencni mikroskopie byla
prokazana jeho jadérkova lokalizace. Dale bylo zjiSténo, ze DDXS51 hraje roli pfi dozravani
ribozomil v sav¢ich buiikach a pasobi pii zpracovani pre-rRNA. VaZe se na komplexy pre-
60S podjednotky, je potiebny pro zpracovani 3" konce 28S rRNA a ovliviiuje asociaci U8
snoRNA s preribozomy (pre-60S) (Srivastava a kol., 2010). Byla nalezena homologie
s kvasinkovou RNA helikdzou Dbp6 (Rodriguez-Galan a kol., 2013), avsak je zajimavé, Ze
cilem DDX51 je U8 snoRNA, ktera byla nalezena u vysSich eukaryot, ale chybi
u Saccharomyces cerevisiae (Srivastava a kol., 2010). Tento fakt naznacuje, ze DDX51
I pfes vysoky stupeit homologie nejspise neni funkénim ekvivalentem Dbp6 (Rodriguez-
Galan a kol., 2013).

Sun a kol. (2017) zkoumali funkci DDX51 v rakoviné prsu na buiikach MCF-7.
V tkdnich a bunécénych liniich byla zjiSténa zvySend exprese DDX51 a ziskand data
naznacuji, ze DDX51 je onkogenem a reguluje signalizaci Wnt/B-cateninu. Tato studie

poskytuje novou nadéji na 1é¢bu pacientt s rakovinou prsu.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Pristrojové a laboratorni vybaveni

V experimentalni ¢asti byly pouzity tyto ptistroje:

Aparatura pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra Cell (BioRad, USA)

Automaticky pocita¢ bunék Vi-Cell XR (Beckman Coulter, USA)
Blotovaci aparatura Panther Owl-HEP1 (Thermo Scientific, USA)
Centrifuga Combi-Spin FVL-2400N (Biosan, Loty$sko)

CO2 inkubator (Thermo Scientific, USA)

Chemiluminiscenéni kamera ChemiDoc™ XRS+ System (Bio-Rad, USA)
Magneticka michacka Instelli-Stirrer MSH-300i (Biosan, LotySsko)

Michacka Thermo Mixer C (Eppendorf, Némecko)
Mikroskop Olympus CKX41 (Olympus, Japonsko)
Mikroskop Olympus 1X81 (Olympus, Japonsko)

Mikroskop Zeiss Axio Imager A2 (Carl Zeiss AG, Némecko)

Laboratorni digestof (MERCI, Ceska republika)

Laminarni box s vertikalnim proudénim HeraSafe (Thermo Scientific, USA)

Predvazky BPS 51 (Boeco Germany, Némecko)

Ttepacka MR-1 (Biosan, LotySsko)
Ultraviolet Crosslinker CL-1000 (UVP, USA)

Vodni lazen Memmert WNB (Memmert, Némecko)
Zdroj napéti Consort EV202 (Sigma-Aldrich, USA)

3.2 Pouzité chemikalie
30% akrylamid/bis-akrylamid (29:1)
Actinomycin D
Azid sodny
Bortezomib
Bromfenolova modi (BPB)
Butanol
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PO4)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

Dodecylsiran sodny (SDS)
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Bio-Rad
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Calbiochem
Sigma-Aldrich
Penta

Penta

AppliChem GbmH
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich



Dulbecco's Modified Eagle’s Medium (DMEM)
Ethanol 70% a 96%

Fetalni bovinni sérum (FBS)

Formaldehyd

Glycerol

Glycin

Hoechst 33342

Biosera

Fagron

Thermo Scientific
Sigma-Aldrich
Penta
Sigma-Aldrich

Molecular Probes

Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (Na,HPO4 * 12H,0) Penta

Chemiluminiscenéni ¢inidlo SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate

Thermo Scientific

Chemiluminiscenéni ¢inidlo SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate

Chlorid draselny (KCI)

Chlorid sodny (NaCl)

Kyselina octova

Methylalkohol

MLN7243

Opti-MEM™ Reduced Serum Medium
Penicilin

Peroxodisiran amonny (APS)

Ponceau S

Proteinovy marker Precision Plus Protein™ Dual Color Standards

SiCON — Ambion® Silencer® Negative Control #1 siRNA

siDDX56

SiRPL11

Streptomycin

Tetramethylethylenediamin (TEMED)
Transfek¢ni Cinidlo

Tris (hydroxymethyl) aminomethan (TRIS)
Triton X-100

Trypsin

Tween 20
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Thermo Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Penta

Penta

Chemietek
Thermo Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Bio-Rad

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Thermo Scientific
Serva

Carl Roth GbmH
Thermo Scientific

MP Biomedicals



Vectashield Vector Laboratories

Vyrobce (stat): AppliChem GbmH (Némecko), Biosera (Francie), Bio-Rad (USA),
Calbiochem (USA), Carl Roth GbmH (Némecko), Fagron (Ceska republika), Chemietek
(USA), Molecular Probes (USA), MP Biomedicals (USA), Penta (Ceska republika), Serva
(Némecko), Sigma-Aldrich (USA), Thermo Fisher Scientific (USA), Vector Laboratories
(USA)

3.3 Pouzité roztoky
10x TBS: 24,2 g TRIS; 80 g NaCl v 1 1 destilované vody; (pH = 7,6)
10x Transfer: 30,3 g TRIS; 144 g Glycin v 1 | destilované vody
10x Running: 30,3 g TRIS; 144 g Glycin; 10 g SDS v 1 I destilované vody
10x PBS: 80 g NaCl; 2g KCI; 2g KH2PO4; 32,1 g Na2HPO4 * 12H,0 v 1 | destilované
vody; (pH=7,4-17,5)
4x LSB (Laemmli Sample Buffer): 8 ml 1 M TRIS (pH =6,8); 2,7 g DTT; 3,2 g SDS; 16
ml glycerol; 700 ul BPB; 40 ml ddH>O
Ix TBS: 100ml 10x TBS; 900 ml destilované vody; 1 ml Tween
1x Transfer: 100 ml 10x Transfer; 100 ml methylalkohol; 800 ml destilované vody
1x Running: 100 ml 10x Running; 900 ml destilované vody
1x PBS: 100 ml 10x PBS; 900 ml destilované vody
2x LSB: 1,5 ml 4x LSB; 1,5 ml ddH20
5% blokovaci roztok: 2,5 g suseného odtu¢néného mléka v 50 ml TBS s 0,1% Tween 20
10% APS: 1g APS /10 ml H.0O
10% SDS: 10g SDS / 100 ml H20
10% DMEM: 10% FBS, penicilin (100 U/ml), streptomycin (0,1 mg/ml)
ABD médium: DMEM, 10% FBS, 0,02% azid sodny
PBS — Triton X-100: 50 ul Triton X-100; 50 ml PBS

Ponceau: 0,2% v 1% kyseling octové

3.4 Pouzité protilatky
Pro metodu Western blotting:
Primarni protilatky
anti-ddx51, rabbit, fedéni 1:1000 (Abcam, UK)
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anti-ddx56, rabbit, fedéni 1:500 (Abcam, UK)

anti-p21, rabbit, fedéni 1:1000 (Santa Cruz Biotechnology, USA)

anti-p53, rabbit, fedéni 1:500 (Santa Cruz Biotechnology, USA)

anti-rad51, rabbit, fedéni 1:1000 (Abcam, UK)

anti-MCM7, mouse, fedéni 1: 100 (Santa Cruz Biotechnology, USA)

Sekundarni protilatky

ECL anti-mouse 1gG, Horseradish peroxidase linked whole antibody (from sheep) fedéni
1:1000 (GE Healthcare, USA)

ECL anti-rabbit IgG, Horseradish peroxidase linked whole antibody (from donkey), fedéni
1:1000 (GE Healthcare, USA)

Pro metodu imunofluorescen¢niho barveni bunék na sklic¢ku:
Primarni protilatky

anti-Nucleolar Helicase, mouse, fedéni 1:250 (Progen Biotechnik, Némecko)
anti-ddx56, rabbit, fedéni 1:500 (Abcam, UK)

anti-p53, rabbit, fedéni 1:250 (Santa Cruz Biotechnology, USA)
anti-p53, mouse, fedéni 1:500 (Santa Cruz Biotechnology, USA)
anti-NCL, rabbit, fedéni 1:500 (Abcam, UK)

anti-NPM, mouse, fedéni 1:1000 (Abcam, UK)

anti-NS, rabbit, fedéni 1:500 (Abcam, UK)

Sekundarni protilatky

anti-mouse, goat, Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher Scientific, USA)
anti-mouse, goat, Alexa Fluor 568 (Thermo Fisher Scientific, USA)
anti-rabbit, goat, Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher Scientific, USA)
anti-rabbit, goat, Alexa Fluor 568 (Thermo Fisher Scientific, USA)

3.5 Pouzité bunécné linie
Experimenty byly provadény na adherentni nadorové bunécéné linii odvozené z lidského
osteosarkomu — U20S a na buné¢né linii HeLa odvozené od rakoviny délozniho ¢ipku.
Dale na adherentnich nenadorovych bunéénych liniich BJ (lidské kozni fibroblasty)
a MRC-5 (lidské plicni fibroblasty).
Bunééné linie byly kultivovany na sterilnich plastovych Petriho miskach (Techno

Plastic Products AG, Svycarsko) nebo ve sterilnich kultivaénich 1ahvich (Techno Plastic
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Products AG, Svycarsko) Vv kultivaénim médiu DMEM s ptidavkem 10% fetalniho
bovinniho séra, streptomycinu (0,1 mg/ml) a penicilinu (100 U/ml). V inkubatoru

pfi teploté 37 °C a v atmosféie s obsahem 5% oxidu uhli¢itého.

3.6 Pasazovani bunék
Buné&né linie byly uchovavéany v plastovych lahvich (25 cm?). Buiiky byly kontrolovany
pod mikroskopem a pasdzovany dle potieby Vv zavislosti na rychlosti rtistu, aby nedoslo
ke 100% konfluenci a k odumirani bunék. Linie U20S a HelLa byly pasazovany kazdy
druhy den, jelikoz jsou rychleji rostouci nez BJ a MRC-5, které byly pasazovany
V priméru 1 - 2x tydné.

Pasazovani probihalo ve sterilnim prostiedi flowboxu. Nejprve bylo odsato staré
médium, nasledné bylo pfiddno 1-2 ml trypsinu, kultivacni ldhev byla opatrné naklanéna
k dosazeni rovnomérného rozprostieni trypsinu po celé plose lahve a poté byla vlozena
do inkubatoru nastaveného na teplotu 37 °C na dobu 5 min. Po uplynuti kultiva¢ni doby
byla lahev zkontrolovana, aby bylo zjisténo, zda doslo k uvolnéni bunék z podkladu.
Trypsin byl inaktivovan pfidanim ¢erstvého média DMEM, obsah lahve byl né€kolikrat
promichan pomoci pipety a poté byl piepipetovan do 15 ml zkumavky. Nésledné bylo
odebrano 500 ul suspenze pro potieby pocitani bunck pomoci automatického pocitace
bunék Vi-Cell XR nebo pro pocitani bunék pomoci Biirkerovy komurky a optického
mikroskopu. Do ¢istych sterilnich kultivaénich lahvi bylo napipetovano definované
mnozstvi kultivaéniho média, bylo pfidano vypocitané mnozstvi bunécné suspenze, obsah
lahve byl nckolikrat promichan a lahev byla vloZena do inkubatoru do doby dalSiho
pasdzovani. Pro potifebu nasazeni bun€k na urcité experimenty bylo vypocitané mnozstvi
bunééné suspenze piepipetovano do Petritho misek, nésledné bylo pfidano odpovidajici
mnozstvi média, celkovy obsah byl pomoci pipety promichan a Petriho misky pripravené

k ovlivnéni byly vlozeny do inkubatoru.
3.7 Ovlivnéni bunéénych linii

Do Petriho misek (60 mm) bylo nasazeno urcité mnozstvi bunék v zavislosti na délce

casového ovlivnéni. Celkovy objem bunééné suspenze Cinil 5 ml.
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3.7.1 Ovlivnéni pomoci chemickych ¢inidel

Ve sterilnich podminkach flowboxu bylo k buiikdm pomoci pipety pfidano definované
mnozstvi actinomycinu D tak, aby vysledna koncentrace ActD byla 1 nM, 5 nM a 10 nM.
Obsah Petriho misek byl jemnym kyvanim ze strany na stranu promichan a misky byly
vraceny zpét do inkubatoru (37 °C, 5% CO.). Po uplynuti délky ovlivnéni, ktera byla 3, 6
nebo 24 hod byly buiniky zlyzovany postupem popsanym nize.

Stejny postup se opakoval 1 U ovlivnéni pomoci MLN7243, vysledna koncentrace
¢inila 5 mM, délka ovlivnéni 6 hod a u bortezomibu, kdy vysledna koncentrace byla

2,6 mM a ¢asové ovlivnéni 6 hod.

3.7.2 Ovlivnéni pomoci UV zareni
Pii ovlivnéni buné€k pomoci UV bylo z Petriho misek odsato médium do 15 ml zkumavky.
Petriho miska bez horniho vicka byla vlozena do pfistroje UV Crosslinker CL-1000
a doslo k ovlivnéni, bylo pouzito UV zafeni o ddvce 50 J/m2. Poté byla miska vyjmuta
Z piistroje, predem odebrané médium bylo piepipetovano zpét a Petriho miska byla

vracena do inkubatoru (37 °C, 5% COz). Po uplynuti 6 hod. byly bunky zlyzovany.

3.7.3 siRNA transfekce

Pro kazdou Petriho misku (60 mm) byly pfipraveny dvé mikrozkumavky. Do prvni
mikrozkumavky bylo napipetovano 500 ul Opti-MEM™ a 10 ul transfek¢éniho ¢inidla.
Druha mikrozkumavka obsahovala 500 pl Opti-MEM™ a 2 ul siRNA pro pfislusny
protein. Obsah jednotlivych mikrozkumavek byl protfepan a kratce stoCen na centrifuze.
Nésledné byl obsah obou mikrozkumavek smichan a inkubovan 15 minut pfi laboratorni
teploté. Po uplynuti této doby bylo z Petriho misky odebrano 3 ml média a do misky byl
nakapan pfipraveny transfekéni roztok. Misky byly vloZeny do inkubétoru nastaveného
na teplotu 37 °C s atmosférou 5% COz. Po 6 az 8 hodinach bylo veSkeré médium z misky
odebréano a bylo pfidano 5 ml €erstvého média DMEM. Po uplynuti 24 hodin od provedené
transfekce byly bunky pasdzovany a nasledné¢ 72 hodin po transfekci byly zlyzovany
pro analyzu metodou Western blotting, nebo byly fixovany pro imunofluorescencni

barveni.
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3.8 Tvorba lyzati
Z ovlivnénych i kontrolnich bunék v Petriho miskach bylo odsato médium. Misky byly 3x
opatrné promyty pomoci PBS. Nésledné bylo ptidano 250-350 pl 2x LSB. Krouzivymi
pohyby S$picky po dné Petriho misky byl vytvoren lyzat, ktery byl nasledné ptrenesen
do oznaené eppendorfové zkumavky. Zkumavky byly vlozeny na michacku Thermo
Mixer C a zahtivany pfi teploté¢ 96 °C a 1600 rpm po dobu 5 min. Poté byly uskladnény

v mrazaku pii teploté -20 °C.

3.9 SDS-PAGE, Western blotting, imunodetekce

Elektroforeticka skla byla nejprve ocisténa 70% ethanolem z diivodu odmasténi a poté byla
slozena do aparatury pro vertikalni elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra Cell. Byl nanesen
délici gel ptipraveny dle navodu v tabulce 2, ktery byl nasledné zalit butanolem
a ponechan polymerizovat po dobu zhruba 25 minut. Jakmile gel zpolymerizoval, butanol
byl odsan, prostor mezi elektroforetickymi skly byl oplachnut 3x destilovanou vodou
a osusen filtratnimi papiry. Na dé€lici gel byl nanesen zaosttovaci gel (pfiprava viz Tab. 3),
do kterého byl zapustén desetijamkovy hiebinek. Po zpolymerizovani byl gel zalit
elektroforetickym pufrem (1x Running) a hiebinek byl vyjmut. Do krajni jamky bylo
napipetovano 10 pl proteinového markeru a do zbylych jamek 15 pl vzorku. Aparatura
byla pfipojena ke zdroji, byl nastaven proud 40 mA / 2 gely nebo 20 mA / 1 gel.
Elektroforetické déleni probihalo zhruba 90 min, dokud marker nedoputoval na konec
déliciho gelu. Po skonéeni SDS-PAGE byl gel vyjmut z aparatury, zaostiovaci gel byl
oddélen a vyhozen a délici gel, ktery obsahoval separované proteiny, byl pienesen
na nitrocelulosovou membranu.

Blotovaci aparatura Panther Owl-HEP1 obsahovala nitrocelulosovou membranu
a filtra¢ni papiry namocené v Transfer pufru. Pfenos probihal pii proudu 300 mA / 2 gely
nebo 150 mA / 1 gel po dobu 120 minut. Po skonéeni blotovani byla membrana omyta 3 X
destilovanou vodu, obarvena v roztoku Ponceau po dobu 2 min, opét omyta destilovanou
vodou a usuSena na filtranim papife. Membrana byla nafezdna dle velikosti sledovanych
proteinii a nasledné odbarvena v roztoku TBS + 0,1% Tween 20 (2 min). K zablokovani
nespecifickych vazeb byly nafezané membrany vloZeny do 5% blokovaciho roztoku
na dobu 1 hodiny a byly ponechany na kyvacce pii laboratorni teploté. Po zablokovani

byly membrany promyty TBS + 0,1% Tween 20 3x po dobu 10 minut.
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Na membrany byly naneseny primdrni protilatky natfedéné dle potieby v 5%
blokovacim roztoku. Inkubace membran s primarnimi protilatkami probihala pies noc
pfi teploté 4 °C. Nasledujici den byly membrany promyty 3x po dobu 10 minut v roztoku
TBS + 0,1% Tween 20. Posléze byly naneseny sekundéarni protilatky, které byly nafedény
v 5% blokovacim roztoku. Inkubace trvala 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Po uplynuti
doby byly membrany opét 3x promyty po dobu 10 minut v TBS + 0,1% Tween 20.
Detekce proteintl byly provedena pomoci chemiluminiscence. Chemiluminiscencni €inidlo
SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate a SuperSignal™ West Femto
Maximum Sensitivity Substrate bylo smichano v poméru 3:1 a naneseno na membrany.
Signal byl zaznamenan pomoci CCD kamery a pofizené snimky byly nasledné

analyzovany v programu Image Lab™ Software.

Tab. 2: Slozeni déliciho gelu

8% (ml) 10% (ml) 12% (ml)
H20 7,0 59 5,0
30% Acrylamid mix 4,0 5,0 6,0
1,5M Tris (pH 8,8) 3,8 3,8 3,8
10% SDS 0,15 0,15 0,15
10% APS 0,15 0,15 0,15
TEMED 0,009 0,006 0,006

Tab. 3: Slozeni zaostfovaciho gelu

5% (ml)
H.0 3,4
30% Acrylamid mix 0,83
0,5 M Tris (pH 8,8) 0,63
10% SDS 0,05
10% APS 0,05
TEMED 0,005

3.10 Imunofluorescen¢ni barveni bunék, foceni, analyza
Buniky narostlé na krycim skli¢ku byly 2x oplachnuty roztokem 1x PBS a poté fixovany
4% formaldehydem pfi teploté 4 °C po dobu 15 minut. Po uplynuti doby byly bunky opét
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2x oplachnuty roztokem 1x PBS, nasledné doslo k permeabilizaci 0,2% roztokem Tritonu
X-100 v PBS po dobu 5 minut. Dale byla sklicka 3x oplachnuta roztokem PBS. Primarni
protilatka nafedéna v ABD médiu byla inkubovana s buiikkami po dobu jedné hodiny
pii laboratorni teploté. Po uplynuti inkuba¢ni doby byly vzorky 4x promyty 1x PBS a byla
nanesena sekundarni protildtka rovnéz natfedéna dle potfeby v ABD médiu. Inkubace
probihala ve tmé 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Nasledné byly buiiky 4x promyty pomoci
1x PBS. Byl nanesen roztok Hoechst 33342 (zasobni koncentrace 1 mg/1 ul, fedéni 1000x
v PBS) a inkubovan 10 minut ve tmé pii laboratorni teploté. Sklicka byla nasledné¢ omyta
Vv destilované vod¢ a usuSena na filtracnim papife. Na podlozni mikroskopické sklo byl
kapnut Vectashield, nasledné bylo ptiklopeno kryci sklicko a to tak, aby strana sklicka
obsahujici buiiky byla v kontaktu s roztokem Vectashield. Takto pfipraveny preparat byl
po stranidch fixovan prihlednym lakem na nehty. Po zaschnuti laku byly preparaty
pozorovany pod mikroskopem Zeiss Axio Imager A2, nasledné foceny na mikroskopu

Olympus 1X81 a analyzovany pomoci programu Olympus ScanR software.
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4 VYSLEDKY

Experimenty probihaly v Laboratofi integrity genomu na Ustavu molekularni a translaéni
mediciny Lékaiské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci v obdobi od fijna 2016

do prosince 2017. Experimenty byly provedeny minimalné ve dvou opakovanich.

4.1 Chovani proteinu DDX56 v podminkach ribozomalniho stresu
K navozeni ribozomalniho stresu byl pouzit actinomycin D o riznych koncentracich
(InM, 5 nM a 10 nM) a razné délce Casového ovlivnéni (3, 6 a 24 hod). VétSina
experimentl byla provedena na bunééné linii U20S, pfi testovani rtiznych bunéénych linii
byly navic pouzity linie HelLa, BJ] a MRC-5. Analyza proteini byla provedena pomoci
metody western blotting, Kk objasnéni lokalizace proteini byla pouzita metoda
imunofluorescenc¢niho barveni bun¢k.

Nejprve byl testovan actinomycin D o koncentraci 5 nM a ¢asovém pusobeni 24
hodin. Po navozeni ribozomalniho stresu pomoci ActD vykazoval protein DDX56 pokles
hladiny, zatimco u p53 byl detekovan narist oproti kontrolnim neovlivnénym buiikdm, coz
muzeme vidét na Obr. 2. Rovnéz byla sledovana hladina proteinu DDX51, ktery stejné
jako DDX56 patii mezi DEAD-box helikazy. Hladina proteinu DDX51 zistala beze zmény
a DDX51 byl v této praci pouzit jako kontrolni protein.

U208

ActD - +

DDXS56 |

DDX51 |w —

-

pS3 o ————

Obr. 2: Detekce proteint DDX56, DDX51 (kontrola) a p53 u bunééné linie U20S bez

ovlivnéni a po ovlivnéni actinomycinem D (5 nM), délka pisobeni 24 hodin.
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Pomoci imunofluorescen¢niho barveni byl protein DDX56 detekovan v jadérku
(na Obr. 3 muzeme vidét jadérka svitici jasné zelené, coz predstavuje signal proteinu
DDX56). Kontrolni buiiky U20S vykazovaly silnou fluorescenci proteinu DDX56
Vv jadérkach, zatimco u ovlivnénych bunék byla pozorovana ztrata intenzity fluorescence.
Po aplikaci actinomycinu D doslo ke snizeni signalu proteinu DDX56. U nékterych
ovlivnénych bunék byl jest¢ zaznamenan jaderkovy signal, avSak o mnohem slabsi
intenzit¢ neZ v buiikach kontrolnich. Vysledky naznacuji, ze je protein DDX56 degradovan

po navozeni ribozomalniho stresu.

ActD - +

Obr. 3: Detekce proteinu DDX56 u bunék U20S ovlivnénych actinomycinem D (5 nM)

po dobu 24 hodin. Oblast jadra ohrani¢ena bilou pferusovanou ¢arou.

4.1.1 Rizné ¢asové ovlivnéni actinomycinem D
K objasnéni, zda ma délka ovlivnéni actinomycinem D ngjaky vliv na hladinu exprese
proteinu DDX56 byly bunky ovlivnéné po dobu 3, 6 a 24 hodin. Jak je patrné z Obr. 4,
oproti kontrolnim bunikam byl u ovlivnénych bunék zaznamenéan pokles hladiny DDX56.
Exprese DDX56 byla sniZzena jiz po 3 hodinach a nejvétsi pokles byl detekovan po 24
hodinach. Pomoci imunofluorescencéniho barveni byl zjistén pokles intenzity fluorescence
DDX56 u vSech testovanych cast. Bylo pozorovano vyrazné sniZeni jadérkového signdlu
proteinu DDX56, coz svédc¢ilo o degradaci DDX56, a to jiz po 3 hodinach od ovlivnéni
actinomycinem D. U bun¢k ovlivnénych v délce 6 hodin byl jesté detekovan slaby signal

proteinu DDX56 v jadérkach (Obr. 5). Na zaklad¢é zjisténych informaci mtizeme usoudit,
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ze actinomycin D ma vliv na hladinu DDX56 jiz pfi testované délce ovlivnéni 3 hod., ale
hladina p53 byla vyrazné zvednuta az pii 6 hodinovém ptisobeni ActD.

Co se tyce proteinu p53 bylo potvrzeno, ze se vzristajicim pisobenim ActD
se zvySovala hladina p53 (Obr. 4). Z vysledku muZzeme potvrdit, Ze exprese proteinu p53 je

zavisla na casovém ovlivnéni actinomycinem D.

ActD
(hod) - 3 6 24

DDXS0 | i s q——

pS3
e ‘d

Obr. 4: Detekce proteini DDX56, DDX51 (kontrola) a pS53 u bunétné linie U20S

S riznym ¢asovym ovlivnénim (3, 6 a 24 hod.) actinomycinu D o koncentraci 5 nM.

41



ActD - 3
(hod) ‘

Obr. 5: Ruzné Casové ovlivnéni (3, 6 a 24 hod.) actinomycinem D (5 nM) s naslednou

detekci proteinu DDX56 u bunék U20S.

4.1.2 Rizné koncentrace actinomycinu D

Rovnéz byl zkouman vliv riznych koncentraci (1, 5 a 10 nM) actinomycinu D pfi stejné
délce ovlivnéni (6 hod.) na hladinu DDX56. Na zaklad¢ analyzy proteini pomoci metody
western blotting (Obr. 6) bylo pozorovano snizeni hladiny proteinu DDX56 v zavislosti
na ovlivnéni pomoci ActD. Bylo zjisténo, ze ActD zplisobuje degradaci proteinu DDX56
jiz pii testované koncentraci 1 nM.

S rostouci koncentraci ActD byla zaroven detekovana i zvySujici se hladina p53
ap2l v porovnani s proteinem MCM?7, ktery slouzil jako kontrola. Bylo potvrzeno, ze

exprese proteinu p53 vykazuje zavislost na pouzité koncentraci ActD.
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Obr. 6: Detekce proteini DDX56, p53, p21 a MCM7 (kontrola) u bun¢k U20S s riznou

koncentraci (1, 5 a 10 nM) actinomycinu D, délka pisobeni 6 hodin.

Metodou imunofluorescen¢niho barveni bylo potrvzeno, ze nejmensi testovana
koncentrace 1 nM ActD méla vliv na lokalizaci proteinu DDX56 (Obr. 7). Jiz pfi této
koncentraci bylo viditelné, ze doslo k vyliti proteinu DDX56 z jadérek do jadra. Pokles
intenzity fluorescence naznacoval degradaci DDX56. Byl pozorovan slaby jadérkovy
signal proteinu DDX56 pii koncentraci 5 nM ActD a délce ovlivnéni 6 hod., tento signal
byl viditelny i pfi jiném experimentu se stejnou koncentraci a casem ovlivnéni (viz Obr. 5).
Pii koncentraci 10 nM ActD jadérkovy signal zaznamendn nebyl, bunky vykazovaly

pokles intenzity fluorescence oproti neovlivnénym buiikam.
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Obr. 7: Rizna koncentrace (1, 5 a 10 nM) actinomycinu D s naslednou detekci proteinu
DDX56 u bun¢k U208, délka ptisobeni ActD 6 hodin.

4.1.3 Testovani bunécnych linii

Ke zjisténi, jaké je chovani proteinu DDX56 u jinych bunéénych linii byly pouzity linie
HelLa, BJ a MRC-5 a buiiky byly ovlivnény actinomycinem D o koncentraci 5 nM a délce
ovlivnéni 24 hodin. Byl zaznamenan pokles hladiny DDX56 u vSech testovanych
bunénych linii po ovlivnéni ActD (Obr. 8, 10 a 12). Pomoci imunofluorescenéniho
barveni byla u ovlivnénych bunék pozorovana postupna degradace proteinu DDX56
rovnéz u vsech testovanych linii (Obr. 9, 11 a 13).

Hladina proteinu p53 a p21 po ovlivnéni ActD byla zvySena u linii BJ a MRC-5,

u linie HeLa nebyl protein p53 ani p21 po pouziti actinomycinu D detekovan.
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Obr. 8: Detekce proteini DDX56, DDX51 (kontrola), p53, p21 u bunééné linie Hela

bez ovlivnéni a po ovlivnéni actinomycinem D o koncentraci 5 nM a délce puisobeni 24

hodin.

ActD - +

Obr. 9: Detekce proteinu DDX56 u bunék HelLa bez ovlivnéni a ovlivnénych

actinomycinem D (5 nM), délka ptisobeni 24 hodin.



MRC-5
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DDXS51
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Obr. 10: Detekce proteintt DDX56, DDX51 (kontrola), p53 a p21 u bunééné linie MRC-5

bez ovlivnéni a po ovlivnéni actinomycinem D o koncentraci 5 nM a délce ptisobeni 24

hodin.

actinomycinem D (5 nM), délka ptisobeni 24 hodin.
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Obr. 12: Detekce proteint DDX56, DDX51 (kontrola), p53 a p21 u buné¢né linie BJ

bez ovlivnéni a po ovlivnéni actinomycinem D o koncentraci 5 nM a délce pisobeni 24
hodin.

Obr. 13: Detekce proteinu DDX56 u buiek BJ bez ovlivnéni a po ovlivnéni

actinomycinem D (5 nM) (délka puisobeni 24 hod.).
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4.2 Chovani proteinu DDX56 po navozeni proteotoxického

a genotoxického stresu
Abychom objasnili chovani proteinu DDX56 v riznych stresovych podminkach, byly
buiikky U20S ovlivnény nejenom actinomycinem D (5 nM), ale také pomoci bortezomibu
(2,6 mM), jakozto chemikalie vyvolavajici proteotoxicky stres. Pro navozeni silné¢ho
poskozeni DNA bylo pouzito UV zafeni (50 J/m?). Po ovlivnéni pomoci UV bylo
detekovano snizeni hladiny DDX56, stejné jako v pfipadé ovlivnéni actinomycinem D.
Toto zjisténi naznaCuje, Ze se protein DDX56 degraduje také po aplikaci UV zafeni.
Po ovlivnéni bortezomibem, byla exprese DDX56 stejna jako v kontrolnich neovlivnénych
bunkach, hladina DDX56 se neménila (Obr. 14).

Dale bylo zjisténo zvyseni hladin p53 a p21 po aplikaci ActD i bortezomibu s tim,
ze po ovlivnéni pomoci ActD byla hladina proteinu p53 1 p2l zvySena vice nez
po ovlivnéni pomoci bortezomibu. U bunék ovlivnénych UV zatfenim nedoslo k indukci
proteinu p21 a exprese p53 byla jen nepatrné zvySena.

Imunofluorescen¢ni barveni bunék ovlivnénych pomoci UV potvrdilo vysledky
ziskané analyzou metodou western blotting. Byl detekovan pokles intenzity fluorescence

DDX56 svédcici o degradaci proteinu u ovlivnénych bunék (Obr. 15).

U208

uv - +
Bort - - - +
ActD - - +

DDX56

DDX5] | e e

p2l — -

Obr. 14: Detekce proteini DDX56, DDX51 (kontrola), p53 a p21 u bunééné linie U20S
bez ovlivnéni a po ovlivnéni UV (50 J/m?), bortezomibem (2,6 mM), actinomycinem D
(5 nM), (délka ptsobeni 6 hodin).
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Obr. 15: Detekce proteinu DDX56 u bunék U20S bez ovlivnéni a po ovlivnéni UV
(50 J/m?), délka puisobeni 6 hodin.

4.3 Mechanismus destabilizace proteinu DDX56
Na zaklad¢ vysledkd, které byly ziskany po ovlivnéni bun¢k bortezomibem (viz Obr. 14)
byla vyslovena hypotéza, Ze by redukce hladiny proteinu DDX56 mohla byt disledkem
degradace v proteasomu. K objasnéni této otazky byly na bunééné linii U20S pouzity latky
zabranujici degradaci v proteasomu, a to inhibitor proteasomu bortezomib a inhibitor
ubiquitin E1 enzymu MLN7243.

Nejprve bylo provedeno ovlivnéni bun¢k actinomycinem D (5 nM), bortezomibem
(2,6 mM) a ActD soucasné s bortezomibem (Obr. 16). Pokles hladiny DDX56 se projevil
pouze u bunc¢k ovlivnénych ActD. Builky ovlivnéné bortezomibem, ale i sou€asné
bortezomibem a ActD vykazovaly stejnou hladinu exprese jako burnky kontrolni.
Na druhou stranu u vSech ovlivnénych buiiek se projevilo zvyseni hladiny p53 a p21.

Dale byl proveden experiment, kdy doslo k ovlivnéni actinomycinem D (5 nM),
MLN7243 (5 mM) a soucasn¢ ActD a MLN7243 (Obr. 18). Byly ziskany téméf totozné
vysledky jako pfi experimentu s bortezomibem. Pokles hladiny DDX56 byl pozorovan
pouze u bun€k ovlivnénych ActD. U bunek, které byly ovlivnéné MLN7243 nebo
kombinaci MLN7243 a ActD byla pozorovana stejna hladina proteinu DDX56 jako

u bunek neovlivnénych. Hladiny proteind p53 a p21 byly u ovlivnénych bunék zvyseny.
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Ziskané vysledky naznacuji, ze protein DDX56 je pravdépodobné degradovan
cestou pres proteasom. Bylo prokazano, ze kombinace bortezomibu a actinomycinu D

nebo kombinace MLN7243 a actinomycinu D zabranuje proteasomalni degradaci.

U20S
+ - +
Bort
ActD - - + +
DDX56 [[m— - - L
DDX51 | —
P53 —
21
p Rt -

Obr. 16: Detekce proteint DDX56, DDX51, p53, p21 a MCM7 (kontrola) u bunééné linie
U20S bez ovlivnéni a po ovlivnéni bortezomibem (2,6 mM), actinomycinem D (5 nM)

a actinomycinem D a bortezomibem souc¢asné (délka ptisobeni 6 hod.).

Co se ty¢e imunofluorescenéniho barveni (Obr. 17) vykazovaly bunky ovlivnéné
bortezomibem silnou intenzitu fluorescence DDX56 v jadérkach. Pfi ovlivnéni pomoci
actinomycinu D byl detekovan pokles intenzity fluorescence. U nékterych bunék byl jesté
pozorovan signal v jadérkach, avSak tento signdl byl mnohem menS$i intenzity nez
u kontrolnich bunék. U bunégk, které byly ovlivnény soucasné ActD a bortezomibem, doslo
k castecnému vyliti proteinu DDX56 z jadérek do jadra. Jadérkovy signal byl mensi
intenzity vzhledem ke kontrolnim bunkam. Také byla zaznamenana akumulace proteinu

DDX56 v jadre, jelikoz bylo pomoci bortezomibu zabranéno degradaci v proteasomu.
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Obr. 17: Detekce proteinu DDX56 u buniek U20S po ovlivnéni bortezomibem (2,6 mM),
actinomycinem D (5 nM) a bortezomibem a actinomycinem D soufasné v porovnani
s kontrolnimi buiikami (CTRL), (délka piisobeni 6 hod.).
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Obr. 18: Detekce proteinu DDX56, DDX51, p53, p21 a RAD51 (kontrola) u bunék U20S
po ovlivnéni actinomycinem D (5 nM), MLN7243 (5 mM) a ActD soucasné s MLN7243,
délka piisobeni 6 hod.

U bunék, u kterych byl aplikovdn MLN7243 doslo k ¢aste€nému vyliti DDX56
z jadérek do jadra, ale soucasné byl stile detekovan signal v jadérkéach a protein DDX56
nebyl degradovan (Obr. 19). Buiky ovlivnéné actinomycinem D vykazovaly oproti
kontrolnim bunkdm pokles intenzity fluorescence, jadérkovy signal nebyl piitomen.
U buniek ovlivnénych zaroven ActD 1 MLN7243 bylo zaznamenano vyliti DDXS56
z jadérek do jadra. Jadra vykazovala silnou intenzitu fluorescence coz svédcilo o tom, Ze
byla ubiquitinace DDX56 a potazmo jeho proteasomalni degradace inhibovana. Na zakladé
zjisténych informaci miZeme usoudit, Ze inhibici ubiquitinace se zabrani degradaci
proteinu DDX56 po navozeni ribozomalniho stresu actinomycinem D.

Na zékladé¢ imunofluorescenéniho barveni byly zaznamenédny jisté odliSnosti
u bunek ovlivnénych pomoci MLN7243 oproti buikdm ovlivnénych bortezomibem
(srovnani Obr. 17 a 19). Bunky ovlivnéné bortezomibem vykazovaly silny jadérkovy
signal, kdeZto u bunék ovlivnénych MLN7243 bylo zaznamenano kromé jadérkového

signalu také castecné vyliti DDX56 z jadérka do jadra. Dale u bun¢k ovlivnénych soucasné
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actinomycinem D a MLN7243 doslo k vyliti DDX56 z jadérek do jadra, ale u bunék
ovlivnénych soucasné¢ ActD a bortezomibem bylo zaznamenano pouze castecné vyliti

DDX56 z jadérek do jadra, stale byl detekovan jadérkovy signal.

Obr. 19: Detekce proteinu DDX56 u buiiek U20S po ovlivnéni actinomycinem D (5 nM),
MLN7243 (5 mM) a soucasné actinomycinem D s MLN7243, délka pisobeni 6 hod.

4.4 Down-regulace proteinu DDX56

Pro studium efektl utlumeni genové exprese DDX56 na biogenezi ribozomu bylo vyuzito
metody RNA interference. Po aplikaci siDDX56 doslo k vyraznému poklesu hladiny
DDX56 oproti kontrolnim buiikdm. Umlceni proteinu DDX56 tedy bylo tspésné. U bunék

transfekovanych pomoci siDDX56 se projevil vzestup hladiny p53 a p21 (Obr. 20).
53



Zvysledkli predpokladame, Zze =zvySeni hladiny p53 by mohlo byt disledkem

ribozomalniho stresu zptisobeného uml¢enim exprese DDX56.

U208
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DDX56
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Obr. 20: Detekce proteint DDX56, p53, p21 a MCM7 (kontrola) u bunééné linie U20S
po SiRNA transfekci.

Vysledky ziskané metodou western blotting byly potvrzeny imunofluorescen¢nim
barvenim. Byl detekovdn pokles intenzity fluorescence proteinu DDX56 u bunck
transfekovanych siDDX56, coz svédcilo o utlumeni exprese DDX56 (Obr. 21). Dale byl
potvrzen vliv transfekce siDDX56 na hladinu p53. Byl zaznamenadn nariist intenzity

fluorescence p53 u bunék, které byly ovlivnény siDDX56 (Obr. 22).
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Obr. 22: Detekce proteinu p53 u buniek U20S po siRNA transfekci.

Dale byly detekovany proteiny nucleophosmin (NPM), nucleolin (NCL)
a nucleostemin (NS) u kontrolnich bun¢k a buné¢k transfekovanych siDDX56 (Obr. 21, 22
a 23). Vyliti téchto proteinti z jadérka do jadra se povazuje za markery ribozomalniho
stresu. Pomoci imunofluorescencniho barveni byly proteiny NCL a NS detekovany
v jadérkach. Signal proteinu NPM byl zaznamenan nejenom v jadérkach, Céastecné byl
NPM detekovan také v jadfe. Porovnanim bunck siCON a siDDX56 nebyly pozorovany

rozdily v lokalizaci ani v hladinach exprese proteinti.
55



U20

|72]

siDDX56

= SE@EE
%IIIW

SRIEE
ceERa

Obr. 23: Detekce proteinu NPM u bunécné linie U20S po siRNA transfekei.
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Obr. 24: Detekce proteinu NCL u buniek U20S po siRNA transfekci.
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Obr. 25: Detekce proteinu NS u bunééné linie U20S po siRNA transfekci.

Abychom objasnili, zda je zvySeni exprese proteinu p53 po siDDX56 aktivovano
drahou zavislou na RPL11, bylo provedeno ovlivnéni nejenom pomoci siDDX56, ale také
pomoci siRPL11. U bungk transfekovanych DDX56 SiRNA bylo zaznamenano zvyseni
hladiny proteinu p53. Po ovlivnéni pomoci siRPL11 doslo k poklesu p53 a v bunikach
transfekovanych kombinaci siRPL11 a siDD56 doslo také k vyraznému poklesu hladiny
p53 (Obr. 26). Mizeme tedy usoudit, ze ribozomalni protein L11 je nezbytny k akumulaci
p53 po siDDX56. Také bylo zjisténo, ze na hladinu proteinu DDX56 ma vliv i transfekce
siRPL11 (Obr. 26). Domnivame se, Ze knock-down RPLI11 zpisobi ribozomalni stres
s naslednou destabilizaci DDX56.
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Obr. 26: Detekce proteini DDX56, DDX51 (kontrola) a p53 u bunécéné linie U20S
po siRNA transfekci.
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5 DISKUZE

5.1 Vliv ribozomalniho stresu na protein DDX56 a aktivaci p53
O proteinu DDX56 bylo celkové zjisténo relativné malo informaci a co se tyCe vztahu
DDX56 k ribozomalnimu stresu jevi se tato oblast jako neprobadana. Zirwes a kol. (2000)
lokalizovali protein DDX56 na zaklad¢ imunofluorescence Vv jadérku, a to u bunéénych
linii HeLa, BMGE1H, RV a A6. Na zakladé nami provedenych experimentd V rdmci této
diplomové prace byl protein DDX56 rovnéz lokalizovan v jadérku u neovlivnénych bunék.
Jednalo se o bunééné linie HeLa, U20S, BJ a MRC-5.

Po ovlivnéni bunék pomoci actinomycinu D (5 nM, 24 hod.) doslo k poklesu
intenzity fluorescence proteinu DDX56 oproti kontrolnim bunkam. Na zakladé vysledkt
z analyzy pomoci western blotu a z imunofluorescenéni analyzy bylo naznaceno, ze by
protein DDX56 mohl byt degradovan po navozeni ribozomalniho stresu.

Pfi testovani rtizného casového ovlivnéni bylo zjisténo, Ze aplikovana doba
ovlivnéni 3 hod. pii koncentraci actinomycinu D 5 nM byla dostate¢na k navozeni
stresovych podminek a k poklesu hladiny DDX56. Zarovei se ukézalo, Ze ActD zplsobuje
degradaci proteinu DDX56 jiz pii testované koncentraci 1 nM a délce ovlivnéni 6 hodin.
Pfi planovani dal$ich experimenti by bylo vhodné vzit tyto vysledky v avahu a objasnit
odpovéd’ proteinu DDX56 na ribozomalni stres pii délce ovlivnéni 3 hod. a soucasné
pii koncentraci 1 nM ActD.

Dale bylo pii testovani rtiznych koncentraci ActD zjiSténo, ze jiZ testovana
koncentrace 1 nM ActD (pasobeni 6 hod.) méla vliv na lokalizaci proteinu DDX56. Bylo
viditelné, ze doslo k vyliti proteinu DDX56 z jadérek do jadra. Podobny experiment byl
proveden Zirwesem a kol. (2000). Byl pouzit ActD o koncentraci 5 ng/ml, doba ptisobeni
¢inila 4 hodiny. U bunécné linie A6 bylo detekovano uvolnéni proteinu DDX56 z jadérek
do nukleoplazmy, coz je v souladu s nami zjisténymi vysledky.

Je znamo, ze nizké davky actinomycinu D indukuji aktivitu p53 (Choong a kol.,
2009). Rovnéz bylo ukazano, ze exprese a fosforylace proteinu p53 je zavisla na davce, ale
1 ¢asovém ovlivnéni actinomycinem D. V davkovych studiich bylo dosaZzeno maximalni
hodnoty exprese p53 pii osetieni ActD o koncentraci 10 nM a délce ptisobeni 24 hodin
u bunéénych linii 293 a 293T. U bunétné linie HepG2 se jednalo o koncentraci ActD
10 nM a ovlivnéni 6 hodin (Chen a kol., 2014). Velmi podobnych vysledkii bylo dosazeno

Vv naSich experimentech, kdy byla zaznamenana nejvyssi hladina exprese p53 pii pouziti
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10 nM actinomycinu D a délce ovlivnéni 6 hod, avSak experimenty byly provedeny
na bunécné linii U20S.

Zvyseni exprese pS3 po ovlivnéni actinomycinem D bylo detekovdno nejenom
U linie U20S, ale také u linie BJ a MRC-5. U buné&né linie HeLa nebyl protein p53
detekovan. U HeLa bun¢k je zaznamenand pouze velmi nizka exprese p53, a to z divodu
vazby vysoce rizikového E6 proteinu lidského papilomaviru (HPV) na E6-asociovany
protein (E6-AP). Diky vazbé HPV E6 na E6-AP, coz je buné¢na ubiquitin proteinova

ligaza, je umoznéna ubiquitinace p53, coz vede k nasledné degradaci p53 (Wei, 2005).

5.2 Navozeni proteotoxického a genotoxického stresu

Navozenim stresovych podminek pomoci UV zafeni byly ziskany podobné vysledky jako
Vv ptipadé actinomycinu D, byl detekovan pokles hladiny proteinu DDX56. Bylo
prokazano, Ze ultrafialové zateni zpisobuje genotoxicky stres, muze vSak dojit i k indukci
ribozomalniho stresu (Brumbaugh a kol., 2004; Wurtmann a Wolin, 2009). Po ovlivnéni
bortezomibem, o kterém je znamo, ze zpUsobuje proteotoxicky stres (Neznanov a kol.,
2011), byla zaznamenana stejna exprese DDX56 jako V kontrolnich neovlivnénych
bunkach. Bortezomib mé za nasledek inhibici proteasomu (Groll a kol., 2006) a jelikoz
jsme nezaznamenali pokles hladiny DDX56 jako tomu bylo v pfipadé ovlivnéni pomoci
UV a ActD, vedlo toto zjisténi k hypotéze, ze protein DDX56 miize byt degradovan cestou
zéavislou na proteasomu.

Po aplikaci actinomycinu D nebo bortezomibu doslo ke zvySeni hladiny p53 a p21,
avSsak u bunék ovlivnénych UV zafenim k indukci p21 nedoslo. Nase vysledky jsou
v souladu se zjisténim, které publikoval Lee a kol. (2006). Bylo ukézéano, ze hladina p21
je redukovana v zavislosti na davce UV zafeni. Bylo naznaéeno, ze vyssi davky vedou
k u¢inngjsi degradaci p21. Davky vyssi nez 80 J/m? mély za nasledek témé&f tiplnou
degradaci proteinu p21 u vétSiny testovanych bunéénych linii. Konkrétné u linie U20S byl
zaznamenan pokles hladiny p21 jiz pti davce 40 J/m?, coz odpovida na§im experimentiim,
kdy pfi davee 50 J/m? jsme nezaznamenali indukci p21. Zjisténi, Ze protein p21
je degradovan po osetfeni UV zafenim publikoval i Nishitani a kol. (2008). V této studii
byla pouzita davka 20 J/m?, a to na bun&ené lini HeLa. Co se ty¢e mechanismu degradace
proteinu p21 byla identifikovana ubiquitin ligaiza CRL4P™? (CUL4-DDB1-CDT2), ktera

se podili na UV-indukované¢ degradaci p21. Predpokladem proteolyzy fizené pomoci
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CRL4P™ je interakce p21 s PCNA. Bylo zjisténo, ze degradace p21 byla inhibovana,
pokud doslo k uml¢eni PCNA nebo CUL4A (Nishitani a kol., 2008).

5.3 Mechanismus destabilizace DDX56

K objasnéni mechanismu destabilizace proteinu DDX56 byly pouzity latky zabranujici
degradaci proteinu v proteasomu: bortezomib a MLN7243. Pouzitim bortezomibu nebo
MLN7243 byly pomoci metody western blotting ziskany témét totozné vysledky. U bungk
ovlivnénych bortezomibem, a soucasné bortezomibem a ActD, nebo MLN7243 a soucasné
pomoci MLN7243 a ActD byla zaznamendna stejnd hladina DDX56 jako u bunék
kontrolnich. Z provedenych experimentti bylo prokazano, ze redukce hladiny proteinu
DDXS56 je disledkem degradace v proteasomu.

Metodou imunofluorescenéniho barveni byly zjiStény rozdily V intenzité
fluorescence a lokalizaci proteinu DDX56 u bunék ovlivnénych soucasné bortezomibem
a ActD nebo MLN7243 a ActD. Domnivame se, ze by zjisténé odlisnosti mohly byt dany
rozdilnym mechanismem ucinku bortezomibu a MLN7243 pfi inhibici proteasomalni
degradace. Latka MLN7243 je maly molekulovy inhibitor, u kterého byla prokazana vazba
na ubiquitin aktivujici enzym (UAE, téz znamy jako E1). Prostfednictvim tvorby aduktu
MLN7243-ubiquitin je dosazeno inhibice UAE, coZz mé za nésledek zabranéni jak
ubiquitinace proteind, tak i nasledné proteasomalni degradace. (Milhollen a kol., 2014).
Bortezomib je dipeptid kyseliny borité, ktery inhibuje aktivaci 1 a B5 podjednotek jadra
20S proteasomu Vv proteasomovém komplexu 26S (Ri, 2016).

U v8ech ovlivnénych bunék (po aplikaci bortezomibu, ActD nebo MLN7243) bylo
zaroven zaznamendno zvySeni exprese p53 a p21. ZvySeni hladin p53 a p21 po ovlivnéni
pomoci MLN7243 bylo zaznamenano také Zhuangem a kol. (2016), a to na bunécnych
myelomovych liniich MM1.S a MOLP-8. Rovnéz byla zjiSténa zvySend hladina p53
po ovlivnéni bortezomibem (500 nM) u bunék U20S a u bunééné linie MCF7 (bortezomib
0 koncentraci 50 a 100 nM) (Halasi a kol., 2014).

5.4 Uml¢eni proteinu DDX56

Jadérko je povazovano za dilezity stresovy sensor. Velké mnozstvi vnéjsich 1 vnitifnich

stimulli mize vyvovat nukleolarni stres naruSenim jadérkové struktury, coz mé za nasledek

translokaci n€kolika proteinii z jadérka do nukleoplazmy, véetné proteini nucleophosminu

(NPM), nucleosteminu (NS) a nucleolinu (NCL) (Katagiri a kol., 2015). Pravé translokace
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NPM z jadérka do nukleoplazmy je povazovana za charakteristicky znak nukleolarniho
stresu (Yao a kol, 2010). Bylo zjisténo, ze ovlivnéni actinomycinem D, ktery vyvolava
ribozomalni stres, zpiisobi disociaci proteinu NPM z jadérka do nukleoplazmy (Chan
akol., 1999). Podobnych vysledkti bylo dosazeno i u proteinu NCL, kdy po ovlivnéni
adriamycinem nebo actinomycinem D doslo k translokaci NCL z jadérka do nukleoplazmy
(Katagiri a kol., 2015). K objasnéni miry stresové zatéze siRNA transfekce byla provedena
detekce proteinit NPM, NS a NCL.

Metodou RNA interference pomoci siDDX56 doslo k umléeni proteinu DDX56.
Pomoci imunofluorescencniho barveni byl u bunc¢k ovlivnénych siDDX56 detekovan
pokles intenzity fluorescence DDX56, coz potvrzovalo utlumeni exprese DDX56. Jelikoz
ma protein DDX56 pievazné jadérkovou lokalizaci (Zirwes a kol., 2000; tato prace —
viz Obr. 3), pfedpokladali jsme, Ze jeho vyfazeni by mohlo zplsobit ribozomalni stres
a translokaci proteinit NPM, NS a NCL z jadérka do nukleoplazmy. Porovnanim bunék
transfekovanych siCON a siDDX56 vSak nebyly pozorovany zadné vyraznéjsi rozdily
Vv lokalizaci zminénych proteint. Translokace z jadérka do jadra se neprojevila. Zarovei
ale doslo po siDDX56 k vzestupu hladiny proteint p53 a p21. Na zaklad¢ predlozenych
vysledk nevylu¢ujeme, ze by vyrazeni proteinu DDX56 mohlo vyvovalat ribozomalni
stres, ale tento stres pravdépodobné neni dostatecny k vyvolani translokace studovanych
proteinit NPM, NS a NCL. Nase vysledky jsou v souladu se studii, kterou provedli Llanos
a Serrano (2010). Po depleci RPL37 zaznamenali indukci p53 a p21, ale bez nukleolarniho
naruseni. Sledovali protein NPM, kdy bylo zjisténo, ze translokace z jadérka do jadra
se neprojevila. K podobnym zavérim dospé€li také Fumagalli a kol. (2009), ktefi zjistili,
ze také deplece RPS6 vedla Kk indukci proteinti p53 a p21, avSak bez nukleolarniho
naruseni. Po transfekci siRPS6 byl protein NCL detekovan pouze v jadérkach, translokace
NCL z jadérka do nukleoplazmy nebyla zaznamenana. Fumagalli a kol. (2009) na zaklad¢
zjisténych vysledkl pfedpovédéli, Ze nukleolarni naruseni neni pfedpokladem indukce
proteinu p53 po inhibici ribozomalni biosyntézy.

Dale bylo pomoci transfekce siRPL11 zjisténo snizeni hladiny DDX56 oproti
kontrolnim bunkdm. Ze ziskanych vysledkii predpokladame, Ze by transfekce siRPLI11
mohla zptsobit ribozomalni stres vedouci k ¢aste¢né degradaci proteinu DDX56, podobné
jako pii ovlivnéni actinomycinem D.

Bylo zjisténo, Ze ribozomalni protein L11 hraje v regulaci p53 dtleZitou ulohu a je

nezbytny k akumulaci proteinu p53 (Bursa¢ a kol., 2012). Dale bylo ukazano, ze redukce
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RPL11 pomoci siRNA vedla ke snizeni hladiny p53 (Sun a kol., 2010; Goudarzi a kol.,
2014). Bursa¢ a kol. (2012) uvadi, ze down-regulace ribozomalniho proteinu L11
inhibovala indukci proteinu p53 pii ribozomalnim stresu. Nase vysledky, kdy jsme zjistili,
ze u bunck transfekovanych siRPLI1 doSlo k umlceni p53, jsou ve shodé s vyse
uvedenymi informacemi. Po transfekci pomoci siDDX56 se projevila zvySena hladina p53,
ale pfi ovlivnéni pomoci siDDX56 a zaroven siRPL11 hladina p53 vyrazné poklesla. Tento
vysledek naznacuje, Ze RPL11 je nezbytny k akumulaci proteinu p53 po transfekci pomoci
siDDX56. K podobnym zavérim dospéli také Fumagalli a kol. (2009), ktefi zjistili,
ze transfekce siRPL6 vede k aktivaci p53, ktera je zprostiedkovana pres RPL11.
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6 ZAVER
Tato diplomova prace se zabyva ribozomalnim stresem a aktivaci p53. Pozornost je
zamétena zejména na protein DDX56. Vytycené cile prace byly splnény. Autorka dospéla

k nasledujicim zavérim:

e Byla vypracovana literarni reSerSe na zadanou problematiku.

e Na zdkladé¢ imunofluorescencniho barveni byla potvrzena jadérkova lokalizace
proteinu DDX56.

e Bylo zjisténo, ze protein DDX56 je degradovan po navozeni ribozomalniho stresu
pomoci actinomycinu D, a to jak u nadorovych bunéénych linii U20S a HelLa, tak
i unenadorovych linii BJ a MRC-5.

e Aplikovand doba ovlivnéni 3 hodiny pomoci ActD (5 nM) byla dostate¢na
Kk navozeni stresovych podminek.

e Bylo detekovano, ze actinomycin D zpisobuje degradaci proteinu DDX56 jiz
pfi testované koncentraci 1 nM a délce ovlivnéni 6 hod u bunééné linie U20S.

e UV zéfeni zptsobilo pokles hladiny DDX56.

e Bylo zjisténo, Ze protein DDX56 je pravdépodobné degradovan cestou pies
proteasom.

e Umlceni proteinu DDX56 vyvolava ribozomalni stres a akumulaci p53 zavislou

na ribozomalnim proteinu L11.
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