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SOUHRN

Pro Zivot jako takovy je nesmirné dllezita stabilita, integrita genomu bunék a ochrana
DNA pied poskozenim. Uginkem exogennich a endogennich faktord dochéazi &asto
k chemickym zménam ve struktufe DNA - poSkozeni DNA.

Neopravené poSkozeni DNA se projevuje mutacemi, které mohou souviset se vznikem
rliznych onemocnéni. Buriky si béhem evoluce vytvofily systémy na vlastni ochranu - opravné
drahy, které brani trvalému poSkozeni DNA, bunék a celého organizmu. Nereparovana nebo
chybné reparovana DNA u bunék vede k senescenci nebo apoptoze.

Ribozomalni stres je stav nedostate¢né ¢i chybné syntézy ribozomi. Mutace v genech
kodujicich ribozomalni proteiny, které se podili na této syntéze, mohou vést ke vzniku
onemocnéni, tzv. ribozomopatie. Mutace v genech RPL5 a RPL11 byly identifikovany
u pacientli s Diamond-Blackfanovou anémii.

V praktické ¢asti byly klonovany lidské geny pro vybrané ribozomalni proteiny do
plazmidu ptdTomato-C1, pfipravenymi vektory byly transfekovany lidské buiky MRC5
a nasledné na nich byly imunofluorescentné znaCeny tfi vybrané markery poSkozeni DNA
(y-H2AX, 53BP1 a MDC1). Pomoci obrazové analyzy a automatické analyzy obrazu byly
srovnany pozitivni (IR) a negativni (nonIR) kontroly MRC5 bunék a s nimi byly porovnany
transfekované MRC5 burky plazmidem ptdTomato-C1 s pfirozenou nebo mutantni formou
expresniho genu. Byly analyzovany markery poSkozeni DNA v bufikach pod ribozomalnim
stresem, avSak vliv ribozomalniho stresu na poSkozeni DNA nebyl na zakladé experimentalni

Casti prokazan.



SUMMARY

The protection of genetic information from DNA damage effects is extremely
important because the genome stability and integrity is essential for every cell. The DNA
damage can be caused by exogenous and endogenous factors which change the DNA
chemical structure.

The impaired DNA damage leads to mutations that may be associated with various
diseases. During the evolution, cells created repair mechanisms for their own protection —
DNA damage repair systems which are pathways protecting DNA, cells and whole organisms
from their permanent damage. Defects in DNA repair lead to senescence or apoptosis.

The ribosomal stress is characterized by the impaired or faulty ribosome biogenesis.
Mutations in genes encoding ribosomal proteins which are involved in synthesis of ribosomes
can lead to the disease called ribosomopathy. Mutations in genes RPL5 and RPL11 were
identified in Diamond-Blackfan anemia patients.

In the experimental part of this work human genes encoding target ribosomal proteins
were cloned into ptdTomato-C1 vector, MRC5 human cells were transfected with this vector
and subsequently immunofluorescent labelling of three specific markers for DNA damage
(y-H2AX, 53BP1 and MDC1) was done. Positive (IR) and negative (nonIR) controls were
compared using image analysis and automatic image analysis. Then these controls were
compared with the results from MRC5 cells carrying ptdTomato-C1 plasmid with the wild
type or mutant form of the selected gene. In conclusion, DNA damage markers in cells under
the ribosomal stress were analysed but the ribosomal stress effect on DNA damage was not
proved.
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1 UvOD

Jednim z hlavnich cili vsech Zivych organizm(l je predavat svym potomkim
neposkozeny geneticky material. Neustalé Gtoky endogennich a exogennich faktord na
bunéCnou DNA organizmu ztéZuji dosaZzeni tohoto cile. Proto si bufiky vyvinuly systémy
reagujici na vznik zmén ve struktufe DNA. Opravné drdhy chréani bufiky, resp. organizmus
pfed trvalym poSkozenim, u bunék s neopravenou DNA Ize sledovat jejich pfeménu
v buriky senescentni (Hayflick a kol., 1961), apoptotické (Kerr a kol., 1972), anebo
nekontrolované se délici - vznikaji bufiky nddorové (Doll a kol., 1981).

Kazda bunka se snazi udrzet vnitfni rovnovahu (homeostazu) a neménny fyziologicky
stav. K udrZzeni homeostazy musi buriky nepretrZité vnimat a reagovat na celou fadu stimull
z vnéjSiho i vnitfniho prostfedi. Zménami podminek ovliviujicich stabilitu buriky je vyvolan
bunécny stres, ktery aktivuje p53 signalni drahu (Zhang a kol., 2009). Kazda signalni draha
informuje buriku 0 zménéach a poté se na nové podminky adaptuje (buné€na odpovéd). Protein
p53 chrani buriky pred tumorogenezi tim, Ze zastavuje bunécny cyklus a indukuje senescenci
nebo apoptdzu (Lane, 1992).

Pro viabilitu bunék je esencialni také spravna a presna syntéza ribozomd, cozZ je
energeticky velmi naroCny proces, ktery se proto povaZzuje za kriticky senzor bunétné
homeostazy. Narusenim biogeneze ribozoml je vyvolan ribozomalni stres, ktery se projevuje
aktivni p53 signalni drahou. Prlbéh drahy ovliviiuji nékteré proteiny malé i velké
podjednotky ribozoml (RPS i RPL). Pfi adaptaci na ribozomalni stres jsou hlavnimi
regulatory proteiny velké ribozomalni podjednotky - RPL5 a RPL11 (Fumagalli a kol., 2012).
Vazbou téchto proteinli na regulator MDM2 (E3 ubikvitin ligaza) je zamezeno jeho navazani
na protein p53, ktery tim padem neni degradovan v proteazomu. V pFipadé stresu se tedy p53
v burice stabilizuje a spousti buné¢nou odpovéd, tzn. aktivuje inhibitory bunécného cyklu
nebo spousti buné€nou smrt (Liu a kol., 2006; Drygin a kol., 2009).

V dnesni dobé existuje cela fada metod na detekci a pfipadné kvantifikaci buné€ného
stresu a bunécnou adaptaci. PoSkozeni DNA Ize skenovat napf. PCR reakci, u které se
posSkozeni DNA detekuje zastavenim amplifikace v misté poSkozeni, kometovou analyzou
(comet assay) (Olive a kol., 1990), fluorescentni in situ hybridizaci (FISH) (Sauter
a kol., 1997) a imunocytochemicky prostfednictvim imunofluorescencné znaceného markeru
poSkozeni DNA (Rogakou a kol., 1998). Citlivym a spolehlivym markerem je napf. histon
H2AX, jehoz fosforylovana forma (y-H2AX) v misté poSkozeni je imunofluorescencné
vizualizovéana a zaznamenavana napf. pratokovym cytometrem (lkeda a kol., 2010).



2 CILE PRACE

R/
L X4

Vypracovani literarni reSerSe na téma ,Principy poSkozeni a oprav DNA®
s dopInénim kapitoly na téma ,,Ribozomy, ribozomalni stres a ribozomopatie*.

Klonovani vybranych gendi RPL5 a RPL11 pro lidské ribozomalni proteiny.

Optimalizace imunofluorescencniho znaceni 3 markerd (y-H2AX, 53BP1 a MDC1)
poskozeni DNA.

Srovnani pozitivnich (IR) a negativnich (nonIR) kontrol pomoci obrazove analyzy
a automatické analyzy obrazu z hlediska poSkozeni.

Transfekce lidské bunécné linie MRC5 elektroporaci vybranymi geny (RPL5

a RPL11) ve vhodném vektoru.
Analyza poSkozeni DNA - srovnani s kontrolami a vypracovani bakalarské prace

s vyslednym potvrzenim nebo vyvracenim teorie o vlivu ribozomalniho stresu na
poskozeni DNA.
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3 SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

Zivot kaZdého organizmu zavisi na schopnosti bunék uchovévat, ¢ist a opravovat
genetickou informaci. Dédi¢né informace jsou predavany z matefskych bunék do bunék
dcefinych, konkrétné procesem bunétného déleni, a dale zgenerace na generaci
prostfednictvim reprodukénich bunék. Veskera geneticka informace je uloZena v podobgé gent
a kompletni genetickd vybava se nazyvd genom. PFi bunécném déleni dochazi k pfenosu
informaci z celého genomu do dcefinych bunék. Esencialni pro tento pfenos je proces zvany
mitdza, pfi kterém dochazi k duplikaci genetické informace podle templatového vidkna DNA,
potom nasleduje rozdéleni zdvojené informace do dcefinych jader.

3.1 Poskozeni DNA
Jako poSkozeni DNA (deoxyribonukleova kyselina) jsou oznaCovany chemické

zmeény, ke kterym dochazi ve struktufe DNA (Krokan a kol., 2004). Bunky jsou neustéle
vystavovany faktorlim, které mohou poskodit DNA a ovlivnit, nebo dokonce ohrozit
funkcnost a prenos genetické informace. DNA je nejvétsi biologickd molekula, kterd podléha
velkému mnozstvi chemickych reakci, a mize se v ni hromadit i vétsi mnozstvi poskozeni.
NarGstem poctu poskozeni/chyb dochazi k poklesu nebo zménam bunéénych funkci,
k projeviim starnuti ¢i propuknuti onemocnéni (lzzotti a kol., 1999). Proto je pro Zivot
nezbytné dllezité udrzovat stabilitu, integritu genomu a chranit DNA pred poskozenim.
Pokud neni vzniklé poskozeni DNA odstranéno opravnymi mechanizmy, mlze dojit ke
genomické nestabilité nebo se burika mlze dostat do stavu senescence (Hayflick a kol., 1961)
¢i podlehnout apoptéze (Kerr a kol., 1972).

Neopravené chyby v DNA se mohou v genomu ustalit ve formé mutaci, které mohou
nasledné vést az k rliznym druhlim onemocnéni. Napriklad dusikaté baze ve struktufe DNA
snadno podléhaji chemickym modifikacim. V dUsledku replikacnich a opravnych chyb se
vzniklé poskozeni bazi mlze transformovat na mutaci. Jedna se o definitivni zménu, ktera se
mlZe projevit i v potomstvu poskozené burky. Nasledkem vzniklé mutace mize byt
napriklad snizeni funkce nebo poskozeni tumor supresorovych genl, které chrani burky
a cely organizmus pred vznikem nadorového onemocnéni, a aktivace onkogend, které spousti
nekontrolované bunécné déleni (Chang a kol., 1982). P¥ikladem provéazanosti mezi
poskozenim DNA a lidskymi nemocemi miZe byt autozomalné recesivni onemocnéni ataxia

telangiectasia, které je zplisobené mutaci genu ATM. Tento gen koduje ATM kinazu, ktera
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spole¢né s ATR kindzou hraje dllezitou roli pri kontrole bunécného cyklu
a pri opravich poskozeni DNA (www.genecards.org).

Buriky jsou neustale vystavovany endogennim a exogennim faktordim, které mohou
byt zdrojem poskozeni DNA molekul. Podle plisobeni téchto faktord rozliSujeme zakladni
typy poskozeni DNA, ke kterym patfi vznik abazickych mist, deaminace bazi, chybné
parovani bazi, formovani pyrimidinovych dimer(, jednoretézcové a dvouretézcové zlomy
v DNA, tvorba pFi¢nych vazeb a taky zmény zplsobené interkalacnimi slouceninami. Zdroje
vedouci k poskozeni DNA a zékladni typy poSkozeni jsou shrnuty na Obr. 1.

Endogenni zdroje ohroZuji integritu DNA a zplsobuji velké mnoZstvi poskozeni. Sam
bunécny metabolizmus je zodpovédny za tvorbu reaktivnich kyslikovych radikald (ROS),
které generuji rlizna oxidativni poskozeni. K poskozenim zplsobenymi reaktivnimi radikaly
zafazujeme chybné parovani bazi, jednofetézcové a dvouretézcové zlomy a vznik pFicnych
vazeb v DNA (Cadet a kol., 1997). K dal$imu endogennimu poskozeni miize dochazet béhem
fyziologickych procesti v molekule DNA. Napriklad miize byt narusen prdbéh replikace,
transkripce i translace. Nejjednodussi typ endogenniho poskozeni je zplsoben kyselou
hydrolyzou (Lindahl, 1993). Nejen hydrolyza, ale i dalSi chemické reakce, jako je alkylace
a oxidace, vedou k endogennimu poSkozeni DNA. Nékteré z&kladni typy poSkozeni mohou
vznikat soucasnym plsobenim endogennich i exogennich faktor(. Pfikladem toho je geneze
chybného parovani bazi ¢i dvouretézcovych zlomda.

DNA neni vystavena pouze endogennim vliviim, ale i exogennim, které mohou byt
fyzikalniho nebo chemického plvodu (Totter, 1980). Fyzikalnim zdrojem je napfiklad
ultrafialové zafeni, jehoz plisobenim se vytvori pyrimidinové dimery, a ionizujici zéareni
indukujici predevsim dvouretézcové zlomy (Ward, 1988). Chemickym zdrojem jsou napfiklad
alkylacni a interkalacni slouceniny. VétSina téchto chemickych latek se vyuZiva pro lékarské
ucely, konkrétné v boji proti rakoviné a jinym onemocnénim (Erickson a kol., 1980).

VSechny buniky maji opravny systém, jehoZ hlavnim ukolem je ochrana pfed trvalym
poskozenim. Tu provadi pomoci kontrolnich bodd v rdiznych fazich bunééného cyklu nebo
také pomoci provazanych opravnych drah. Jestlize neni poSkozeni DNA spravné opraveno,
dochazi napfiklad k mutaci, poSkozeni procesu transkripce, replikace DNA, Spatné segregaci
chromozom(, anebo vzniku chromozomovych aberaci. Néasledkem téchto poskozeni je

zvysené riziko vzniku rakoviny nebo propuknuti bunécné smrti (Hoeijmakers, 2009).
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Obr. 1: Zdroje, typy a nasledky poSkozeni DNA (pfevzato a upraveno Hoeijmakers, 2009)
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DNA - deoxyribonukleova kyselina, ROS - reaktivni kyslikové radikaly, AP mista — apurinova/apyrimidinova
mista

3.1.1 Abazicka mista
Prvnim pfikladem poSkozeni DNA je vznik abazickych mist, mezi ktera patfi

apurinova a apyrimidinova mista (AP). Jejich ndzev odvozujeme od typu dusikaté baze
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(purinovad nebo pyrimidinova), kterd je z polynukleotidového Fetézce DNA odstranéna.
K tomuto endogenné vznikajicimu poSkozeni dochazi spontanni kyselou hydrolyzou
N-glykosidové vazby, ktera se nachdzi mezi purinovou/pyrimidinovou bazi a 2-deoxyribozou.
Nestabilitu této vazby zplsobuji chemické modifikace nukleosidu, ktery je sloZen z dusikaté
baze a 2-deoxyribdzy. Vysledkem reakce je odStépeni purinové/pyrimidinove béaze a zanik
N-glykosidové vazby, avSak fosfodiesterova vazba mezi zbytky nukleotidd zlstava
neporudena. Za toto poSkozeni jsou zodpovédné depurinace a depyrimidinace. Depurinaci
se odstranuji purinové bdze a depyrimidinaci se uvolfiuji pyrimidinové béze z organické
molekuly DNA. Podle toho vznikd bud apurinové, nebo apyrimidinové misto (Kochetkov
a kol., 1972). V apurinovém misté chybi baze — adenin, guanin a v pfipadé apyrimidinového
mista schazi pyrimidinové baze — cytosin a tymin. Pribéh reakce a struktura AP mista je
znazornéna na Obr. 2.

V jedné bunce dochazi k témto spontannim ztratam bézi priblizné 10 000krat béhem
jednoho dne. Vyskyt apurinovych mist v fetézci DNA je CastéjSi nez apyrimidinovych,
protoZe depurinace probiha jednodudeji nez depyrimidinace. V souvislosti se ztratou purinové
baze miZze dochézet k tzv. transverzi, tedy procesu, pfi kterém se zaméni purinova béaze za
pyrimidinovou, anebo naopak. Takovato mista v fetézci DNA jsou potencialnim zdrojem
spontannich mutaci (Lindahl T., 1972). AP mista se fadi mezi cytotoxick& poskozeni, jelikoz
vedou k zablokovani pribéhu replikace DNA (Kamiya a kol., 1993) a naruseni transkripce
(Sanchez a kol., 1994).

Obr. 2: Chemicka reakce vzniku AP mista a jeho struktura na polynukleotidovém fetézci
DNA (prevzato a upraveno Lawrence a kol., 1986)

oA

Purinovd nebo O-P=0
pyrimidinova baze -

? AP misto
CH
s e
= Q
kyselina H20
7
‘D"f =0
Y
DNA

Pu — purinova baze, Py — pyrimidinova baze, AP misto — apurinové/apyrimidinové misto
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3.1.2 Chybné parovéani bazi

Spravné parovani bazi je dllezitym strukturnim i funkénim rysem deoxyribonukleové
kyseliny. Antiparalelni Fetézce pravotoCivé dvousroubovice jsou tvorfené linedrni sekvenci
bazi: adeninu (A), guaninu (G), cytosinu (C) a tyminu (T). Na zakladé Watson-Crickova
pravidla komplementarity bazi se k sobé pomoci dvou vodikovych mistkli vaze A sT
a pomoci tfi vodikovych vazeb G s C. Tato struktura zajiStuje bezchybnou duplikaci
a stabilitu genetické informace (Watson a Crick, 1953).

Chybné pérovani béazi zplsobuji endogenni faktory v priibéhu replikace DNA
(Kornberg a kol., 1992). Jedna se o poskozeni, které se nefidi pravidlem komplementarity
bazi, ale vzajemné se paruji nekomplementarni baze, napf.: Gs T, AsC, As A, G s G a dalSi
(Holliday, 1974). Struktura bazi neni statickd, ale dochazi k chemickym modifikacim
vodikovych vazeb, cozZ vede ke zméndm v parovani bazi (Watson a Crick, 1953). Jednotlivé
typy chybné sparovanych bazi ovliviiuji v riizné mire helikalni strukturu DNA.

Dusledkem chybného parovani bazi mlzZe vzniknout mutace, ktera zapficini zaménu
purinového nukleotidu za pyrimidinovy a naopak. Jedna se o jiZ zminénou transverzi, ktera
nastava v pfipadé ztraty purinové béaze. DalSim typem mutace je tranzice, kterd vyvolava
zaménu purinoveho nukleotidu za jiny purinovy, anebo pyrimidinového nukleotidu za jiny
pyrimidinovy. Tab. 1 schematicky zaznamenava 12 moznych zamén bazi, z toho 8 transverzi
a 4 tranzice. Chybné parovéani bazi ve struktufe DNA se rychle opravuje pomoci specifickych
proteinll. V pripadé vyskytu chyb i béhem opravy chybné sparovanych bazi mize dochazet
k rychlejSim mutacim a u lidi se zvySuje moznost vzniku rakoviny (Kolodner, 1995).

Tab. 1: 12 moZznych z&mén bazi — 8 transverzi a 4 tranzice

purinova baze pyrimidinova baze
adenin guanin cytosin tymin
purinova adenin tranzice | transverze | transverze
baze guanin tranzice transverze | transverze
pyrimidinova | cytosin | transverze | transverze tranzice
baze tymin transverze | transverze | tranzice
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3.1.3 Deaminace bazi

Deaminace je chemicka reakce, pfi které se z baze DNA odStépuje aminoskupina
za vzniku ketonické skupiny v dlsledku plsobeni endogennich zdroji. Deaminace tedy mdze
probéhnout na guaninu, adeninu a cytosinu, protoze maji ve své chemické strukture primarni
aminoskupinu (Lutsenko a kol., 1999).

Zminéné baze DNA podléhaji Gcinkim jak hydrolytické deaminace (Singer
a kol., 1983), tak i deaminaci zplsobené vlivem sloucenin odvozenych od oxidu dusiku - oxid
dusnaty, oxid dusity a kyselina dusitd (Wink a kol., 1991). Deaminace podnicené obéma
zplisoby se Fidi mechanizmem nukleofilni aromatické substituce (Gould, 1959). Pyrimidinové
baze DNA jsou nachylngjsi ke spontanni deaminaci nez purinoveé (Shapiro a kol., 1966).

Deaminace jednotlivych bazi je schematicky zndzornéna na Obr. 3. Cytosin se
deaminuje na uracil, ktery se nasledné paruje s adeninem misto plvodniho parovani cytosinu
s guaninem. Deaminaci adeninu vznik& hypoxantin, ktery tvofi par scytosinem misto
s tyminem. Deaminaci guaninu vznika xantin, ktery se komplementarné spojuje s cytosinem.
Za paty typ baze se povaZzuje 5-metylcytosin, coZz je metylovana forma baze cytosinu,
a u ZivoCicht se  VvétSinou nachazi v palindromické  sekvenci  CpG
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). 5-metylcytosin se u eukaryot podili na regulaci genove
exprese (Defossez a kol., 2011). Deaminaci 5-metylcytosinu vznika tymin (Lutsenko, 1999).
Slouceniny oxidu dusiku indukuji mutace prostfednictvim deaminace bazi v DNA. Silné
mutagenni jsou deaminace cytosinu a 5-metylcytosinu, protoZze odpovidaji za tranzici
(Hill-Perkins a kol., 1986).

Obr. 3: Deaminace bazi (pfevzato a upraveno z Akbari a kol., 2008)
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3.1.4 Pyrimidinové dimery

Exogenni faktory zplsobuji tvorbu pyrimidinovych dimer(, které poskozuji strukturu
dvousroubovice DNA. Ozafenim bunék ultrafialovym zéafenim (UV) dochazi ke vzniku
mutagennich poskozeni v DNA. Po absorpci UV zéafeni molekulou DNA miiZzeme rozlisit dva
hlavni produkty, a to (6-4)-fotoprodukty ((6-4) PPs) a cyklobutanové pyrimidinové dimery
(CPDs).

Cyklobutanové pyrimidinové dimery - tyminové, cytosin-tyminové a cytosinové
dimery (Becker a kol., 1989) patfi k Castym mutagennim poSkozenim a jejich oprava je
pomald nebo nemozna (Cadet 1997). Jejich vznik je d&n netypickymi kovalentnimi vazbami
mezi dvéma sousednimi pyrimidinovymi bazemi. Mezi ob&ma sousednimi pyrimidiny se
Vytvari charakteristicky cyklobutanovy kruh vazbou péatych a Sestych uhlik(i na benzenovém
jadre. DalSimi produkty po absorbovani UV zéfeni jsou (6-4)-fotoprodukty, které vznikaji
spojenim ¢tvrtého uhliku jednoho pyrimidinu s Sestym uhlikem druhého pyrimidinu.
Chemické struktury CPDs a (6-4)-fotoproduktl jsou na Obr. 4.

Epidemiologické dikazy prokéazaly spojitost mezi UV zarenim arakovinou kize
(Ananthaswamy, 1990). Neopravené fotoprodukty pred replikaci DNA zodpovidaji za mutace
v prislusnych genech. Pfikladem mdze byt mutace genu TP53, ktery kéduje tumor
supresorovy protein p53 - ,,strdZzce genomu“ (Strachan and Read, 1999). Protein p53 obsahuje
dvé domény - vazebnou a oligomeracni, a slouZi jako transkrip¢ni faktor. Protein mimo jiné
reguluje expresi gend, které kontroluji pribéh bunééného cyklu, apoptdzy, senescenci bunék
i opravy DNA. Mutace vtomto genu jsou spojeny s velkym mnoZstvim onemocnéni,

napfiklad Li-Fraumeniho syndrom (www.genecards.org).

Obr. 4: Chemicka struktura pyrimidinovych dimer(i — CPD a (6-4) PP
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3.1.5 Jednoretézcové zlomy

Ve strukture DNA ke zlomu jednoho fetézce (DNA Single Strand Break, SSBS)
dochéazi dvéma zplsoby — pfimo a nepfimo. Pfimé Gtoky endogennich volnych radikald
(ROS) poskozuji 2-deoxyribdzu v fetézci DNA a nasledkem toho pozorujeme preruseni
kontinuity DNA, které trvale ohroZuje genomovou integritu. Nepfimym zplisobem se reparuji
meziprodukty bazové excizni opravy - jednofetézcové zlomy (Caldecott, 2001).
Jednoretézcové zlomy charakterizujeme jako pFeruseni v deoxyribozofosfatové pateri jednoho
vlidkna DNA. V priibéhu dne se tvofi aZ tisice jednofetézcovych zlomd DNA, které, pokud
nejsou opraveny, se mohou zménit na vysoce nebezpecné dvouretézcové zlomy (Lindahl,
1993).

Zlomy mohou byt indukovany i exogennimi zdroji, a to ionizujicim zafenim,
alkylacnimi latkami nebo napfiklad topoizomerdzovym jedem camptotecinem (Caldecott,
2001, 2003). Jednoretézcové zlomy maji cytotoxicky efekt, protoZe blokuji funkci RNA
polymerazy 11, ktera je diileZita v procesu transkripce (Scott, 2004).

Prestoze existuji dvé mozné cesty vzniku jednoretézcovych zlomd, oprav se Ucastni
stejné typy protein(l bez ohledu na zplsob vzniku. Defekty v opravé jednofetézcovych zlom(
maji vliv na nervovy systém a jsou spojovany napfiklad se spinocerebelarni ataxii (Takashima
a kol., 2002). Jedna se o dédi¢nou chorobu, ktera se popisuje jako fyziologické starnuti mozku
v dlsledku apoptézy neuronli a celkového poklesu vykonnosti mozku (Nouspikel a kol.,
2002; Taylor, 2001).

3.2.6 Dvouretézcové zlomy

Ze vSech moznych poSkozeni DNA se pravé dvouretézcové zlomy (DNA Double
jejich oprava naprosto nezbytna (Jackson a kol., 2001). Tyto zlomy zplsobuji nejen exogenni
faktory - zafeni a chemické slouceniny, ale i endogenni faktory — chybna replikace.
Nejcastéjsim faktorem zodpovédnym za vznik dvoufetézcovych zlomd je ionizujici zareni,
jehoz plivod je jak pfFirodni — gama a kosmické zareni, tak umély — rentgenové zareni (Ward,
1988). Predevsim endogenni a exogenni faktory jsou zodpovédné za DSB, ale tvofi se i V(D)J
rekombinaci pri vyvoji T a B lymfocytd (Dai a kol., 2003). U jednofetézcovych zlomd
se narus$i kontinuita pouze jednoho fetézce DNA, ale u dvouretézcovych zloml dochazi ke
zlomOm u obou komplementarnich fetézcli DNA na stejném misté soucasné. V dusledku toho
se v misté zlomu objevuji voIné konce DNA, které jsou velmi sloZité opravovany, a proto

poskytuji pFilezitost k nespravné rekombinaci v genomu.
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Spousta lidskych dédiénych onemocnéni a syndromi vznikd mutacemi gend, které
koéduji produkty dilezité pro prlibéh reparace dvouretézcovych zlomd. Napfiklad ataxia
telangiectasia vznikd mutaci genu ATM (ataxia telangiectasia mutated), jehoz produkty ve
zdravé formé zastavuji bunécny cyklus a aktivuji opravu dvouretézcovych zlomd (Lavin
a kol., 2007). Podobnym syndromem s mirngjsim pribéhem je ataxia telangiectasia like
disorder (ATLD). Mutaci genu ATR vznika Seckellv syndrom. ATR (ataxia telangiectasia and
Rad3-related protein) gen je velmi blizky ATM a spole¢né jsou aktivovany poSkozenim DNA
(Majewski a kol., 1982). V roce 1998 byl identifikovan gen NBS1 (Nijmegen breakage
syndrome 1), ktery odpovida za rozpoznani dvouretézcovych zlomd a naslednou signalizaci.
Mutaci tohoto genu dochazi k propuknuti Nijmegenova syndromu.

3.1.7 Interkalacni slouceniny

Interkalacni slouCeniny jsou chemické latky se schopnosti zabudovat se Ci se
kovalentné vazat do struktury DNA.

K interkalaCnim sloucenindm patfi benzo-a-pyren, ktery se nachazi v nékterych
potravinach, vyfukovych plynech a v cigaretovém koufi. Benzo-a-pyren se fadi mezi
polycyklické aromatické uhlovodiky, coZ jsou jedny z nejsilngjSich karcinogennich latek.
Schopnost vyvolat nadorové bujeni byla prokazana pomoci experiment(l se zvifaty (Fazio,
1973). Polycyklické aromatické uhlovodiky Ize najit v grilovaném masu, v zeleniné a ovoci,
u olejd, uzenych ryb a vnizké koncentraci i v morskych plodech (Kazerouni, 2001).
U mysSi krmenych stravou bohatou na benzo-o-pyren doSlo ke vzniku leukémie
a Zalude¢nimu nebo plicnimu nadoru (Rigdon a kol. 1966, 1969). Dalsi studie na zvifatech
prokazaly, Ze v ddsledku pFijmu potravy obsahujici benzo-a-pyren se zvysuje vyskyt nador(
v horni Casti gastrointestindlniho traktu. Do jaké miry ovliviiuje mnoZstvi této karcinogenni
latky lidské zdravi, je stéle nejasné (Kazerouni, 2001).

Dalsi slouceninou je peptidové antibiotikum aktinomycin D, ktery se vaze mezi baze
DNA. PouZiva se k inhibici syntézy DNA i RNA. Podobnou schopnosti zabudovat se
do struktury DNA se vyznaCuje psoralen. Na Obr. 5 se psoralen kovalentné vaze na paty
a Sesty uhlik pyrimidinové baze — tymin. Vysledkem jsou chemické struktury podobné
cyklobutanovym pyrimidinovym dimerdm (Peckler, 1982). K interkalaénim slouceninam
nalezi i daunorubicin, coZ je antracyklinové antibiotikum uzivané k 1écbé leukémie a jinych
nador(l (Gary a kol., 1980).

Mimo to existuji jesté slouceniny, které se kovalentné vazou k rlznym mistdim baze

DNA. Jedna se o objemné slouceniny obsaZzené v cigaretovém koufi (Bartsch a kol., 1999),
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jez maji schopnost porusit strukturu DNA a zablokovat Watson-Crickovo parovani bazi
(Geacintov a kol., 1997).

Obr. 5: Chemicka struktura psoralenu a jeho navazani na tymin v DNA
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3.2.8 PFicné vazby

Alkylaéni latky a bifunkéni alkylaéni Cinidla zodpovidaji za alkylaci bazi, kterd vede
ke vzniku pricnych vazeb ve struktufe DNA. Metansulfonat a metazolamid jsou zastupci
alkylacnich latek, které modifikaci baze zapfiCini vznik bodovych mutaci. K bifunkénim
alkylaénim ¢inidlim patfi dusikaté yperity, slouceniny platiny a mitomycin C, které
vyvolavaji chromozomalni zmény souvisejici se zlomy DNA (Noll a kol., 2006). Tyto
slouceniny oznacujeme jako klastogeny, protoze indukuji poskozeni DNA na chromozomoveé
arovni, nejcastéji strukturni chromozomové aberace (Vogel a kol., 1996).

Metazolamid je peroralni chemoterapeuticky medikament k léché nékterych typl
rakovin mozku (http://www.nice.org.uk). Ke klinicky vyznamnym zastupclm dusikatych
yperitd fadime chlorambucil, mechloretamin a fosfidovy yperit. Dusikaté yperity reaguji
s guaninovymi zbytky ve struktufe DNA pfes meziprodukt aziridinu za vzniku derivatu
guaninu. Derivaty se ucCastni reakce s dalSimi aziridinovymi meziprodukty a tvofi se pficné
vazby ve struktufe DNA (Ojwang a kol., 1989). DalSim zminénym bifunkcnim alkylacnim
¢inidlem je mitomycin C, ktery se pouziva jako Uspésné chemoterapeutikum, ale pfi Castém

uzivani se mohou projevit vedlejsi hematotoxické ucinky (Denny a kol., 1995).

3.2 Opravy poSkozeni DNA

VSechny Zivé organizmy se snaZi pfedat svou nezménénou a neporusenou genetickou
informaci do generace potomk{. K tomuto prenosu musi dochazet i pres neustalé plsobeni
potencialné nebezpecnych endogennich a exogennich faktor(. Béhem evoluce se v burikach
vytvorily systémy, pomoci kterych mohou buiky opravit vzniklé zmény. Tyto mechanizmy
slouzi jako odpovéd na poskozeni DNA. Hlavnimi funkcemi téchto systémd je rozpoznavani

poSkozeni DNA, prenos signalu o tomto poSkozeni a zprostfedkovani oprav. Bunécné
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odpovédi jsou velmi dlezité, protoZze mohou zabranit vzniku mutaci a jejich prenosu
do dcefinych bunék. Tim chrani Clovéka nebo jakykoli jiny organizmus napfiklad pred
propuknutim nemoci. OvSem i v pribéhu téchto opravnych mechanizmi mdlze dochazet
k chybdm a nasledné k onemocnéni. Odpovédi na riizné typy poskozeni jsou odlisné. Sav¢i
buiiky pouzivaji Sest zakladnich typl opravnych drah, ke kterym se fadi pfima oprava
poskozeni, bdzova excizni oprava, nukleotidova excizni oprava, oprava chybného parovani

béazi, homologni rekombinace a nehomologni spojovani konc.

3.2.1 PFima oprava

Ve srovnani s exciznimi opravami zde nedochazi k odstranéni poSkozené Casti DNA
a k nasledné syntéze chybgjici ¢asti. Pfima oprava DNA se lii tim, Ze neni sloZena z velkého
mnoZstvi po sobé jdoucich krokl a nepodili se na ni mnoho proteind. Postup opravy spociva
pouze v jednom kroku, kdy se poSkozena baze reparuje chemickou reakci (Sedgwick a kol.,
2007). Timto mechanizmem Ize opravit pyrimidinové dimery a produkty s navdzanou
alkylovou skupinou, nap¥. O®-alkylguanin.

Cyklobutanové pyrimidinové dimery vznikle po absorpci UV zéafeni jsou
odstrafiovany procesem fotoreaktivace (Sancar, 1994). V tomto procesu hraje hlavni roli
enzym DNA fotolyaza, ktery rozpoznava dimery ve struktufe DNA, specificky se na né vaze
a s vyuzitim viditelného svétla rozstépi kovalentni vazby mezi pyrimidiny (Kim, 1994).

O°-alkylguanin je substituovany derivat guaninu, ktery ma pdsobenim alkylagnich
latek na Sestém uhliku purinového kruhu pres kyslik navazanou metylovou nebo etylovou
skupinu. Tento derivat se v pribéhu replikace paruje styminem a naruSuje tim
komplementarni parovani guaninu s cytosinem (Lawly a kol., 1970). U savcli se oprava
takovéto zmény uskute&fiuje prostfednictvim enzymu O°-metylguanin-DNA metyltransferazy
(MGMT). MGMT pfrendsi alkylovou skupinu z DNA na aktivni cysteinovy zbytek proteinu
MGMT. Po pfipojeni alkylové skupiny do katalytického mista enzymu dochazi k jeho
inaktivaci, ¢imZ se stava cilem ubikvitinace a proteazomove degradace (Xu-Welliver a kol.,
2002).

3.2.2 Bazova excizni oprava

Bazova excizni oprava (BER) umoZfiuje reparovat DNA, kterd byla poskozena
predevsim hydrolyzou, deaminaci, alkylaci, plisobenim ROS a dalsich latek ¢i reakci, které
jakkoli modifikovaly baze DNA (Lindahl a kol.,, 1993). Mechanizmus této opravy je
uskutecnovan pomoci vétsiho mnoZzstvi po sobé jdoucich enzymatickych reakci, kterych se

Ucastni rGzné proteiny. Jednd se o opravnou drahu, béhem které je poskozend béze
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rozpoznana, odstranéna ze struktury DNA a ukon¢i se uvedenim molekuly DNA do pdvodni
podoby.

Mechanizmus bazové excizni opravy se déli do péti zakladnich krokd, které jsou
znazornéné na Obr. 6. Nejprve je rozpoznana abnormalni baze pomoci enzymu DNA
glykozyldzy. Tomas Lindahl vroce 1974 identifikoval prvni uracil-DNA-glykozylazu
u bakterie Escherichia coli a na zakladé jeho objevil byla zjisténa funkce DNA glykozylazy -
Stépeni N-glykosidové vazby mezi 2-deoxyrib6zou a modifikovanou bazi DNA. Odstranénim
této baze se formuje abazické misto (Lindahl, 1974).

AP mista jsou detekovana endonukleazou (APE) nebo lydzou (AP lyaza). Pro preziti
savCich bunék je esencialni AP-endonukleaza 1 (APEL), ktera hydrolyzuje fosfodiesterovou
vazbu na 5 konci vzhledem k AP mistu. Disledkem je odstranéni 2-deoxyribdzy
a fosfatového zbytku a vznik jednofetézcového zlomu v DNA s hydroxylovou skupinou na
3" konci (3'OH) a na 5" konci s 2-deoxyribozofosfatem (5°dRP) (Abbots a kol., 2010).
AP lyaza prostfednictvim chemické reakce (B-eliminace) pdsobi stejné jako APE, ale na
3" konci ma 2-deoxyribozofosfat (3°dRP) a na 5° konci fosfat (5" P). Pomoci enzymd jsou
tyto abnormalni konce upraveny tak, aby na 5° konci byl fosfat a 3" konec nesl hydroxylovou
skupinu, protoZe pouze na tyto konce je umoznéno nasednuti DNA polymerazy (O Connor
a kol., 1989). Oprava jednofetézcovych zlomi se uskutecriuje DNA polymerazou, jejimz
Ukolem je inkorporace novych nukleotidd do DNA. Tento krok zavisi na tom, jestli se
syntetizuje a inkorporuje do DNA pouze 1 nukleotid nebo 2 az 13 nukleotidd. Na zakladé
toho BER rozdélujeme na dvé drahy, kratkou a dlouhou (Fortini a kol., 2007).

Kratkéa opravna draha probiha mnohem €astéji (80 - 90 % vSech BER). V této draze do
zlomu v DNA vnasi nukleotid dle komplementarity bazi DNA polymeréaza . K Uspésné ligaci
polynukleotidovych Fetézcl slouzi DNA ligaza | nebo DNA ligaza I1l. Do oprav poskozeni
zplisobenych ionizujicim zafenim nebo alkylaénimi latkami se zapojuje sekundarni protein
(XRCC1). U dlouhé opravné drahy jsou nové nukleotidy inkorporovdny do DNA pomoci
DNA polymerazy & nebo € a ve zvlastnich pripadech spolu s proteiny PCNA (Proliferating
Cell Nuclear Antigen) a FEN1 (Flap Structure - Specific Endonuclease 1). Ligaci
polynukleotidovych Fetézcl zajistuje pouze DNA ligaza | (Caldecott, 2003).
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Obr. 6: Priibéh bazové excizni opravy DNA (prevzato a upraveno Tudek a kol., 2006)
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3.2.3 Nukleotidova excizni oprava

Vyznamnou roli hraje nukleotidova excizni oprava (NER) v pfipadé poSkozeni DNA
ultrafialovym zarenim, chemickymi mutageny nebo slou¢eninami, které se kovalentné vaZzou
do molekuly DNA (Leibeling a kol., 2006). Podobné jako u BER je mechanizmus opravy
tvoren vice po sobé nasledujicimi kroky. U savcl tento systém vyzaduje 30 rliznych proteind,
u prokaryotickych organizmd staci jen tfi proteiny (Truglio a kol., 2006). NER mechanizmus
se rozdéluje do péti zakladnich krok( schematicky znazornénych na Obr. 7.

RozliSujeme dvé velmi si podobné opravné dréhy, tzv. genomova NER (Global
Genomic NER, GG-NER), ktera odstrarniuje poSkozeni po celé délce genomu, a NER spojena
stranskripci  (Transcription Coupled NER, TC-NER), kterd prednostné opravuje
transkribovand mista DNA na kodujicim Fetézci. Obé drahy jsou identické s vyjimkou
odlisného zplsobu rozpoznani poskozeni. V pripadé GG-NER jsou chyby ve struktufe DNA
detekovany proteinovym komplexem XPC (Xeroderma Pigmentosum, Complementation
Group C) (Sugasawa a kol., 1998). HR23B (Rad23 homolog B) a CEN2 (Centrin-2) jsou
pridatné proteiny, které zvySuji afinitu skupiny proteini xeroderma pigmentosum (XP)
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k mistu poSkozeni (Sugasawa, 2008). TC-NER se spousti béhem prepisu DNA do mRNA,
v misté poSkozeni se zastavi RNA polymeréza Il (Fousteri a kol., 2008), ktera je specifickymi
proteiny Cockaynova syndromu A (CSA) nebo B (CSB) odstranéna z DNA (Hanawalt a kol.,
2008). Po rozpoznani poSkozeni, at’ uz pomoci XPC nebo CSA (CSB) komplexu, se na
poSkozené misto vazZe transkripcni faktor TFIIH (Transcription factor 11 Human). S timto
faktorem asociuji helikdzy XPB a XPD, jejichZz Ukolem je rozvinout od sebe vldkna DNA
0 délce az 30 nukelotid( vEetné poskozeného mista. Rozvolnéna vidkna DNA umoziuji vazbu
XPA komplexu do poSkozeného mista, coz predstavuje dalSi stupen rozpoznani poSkozeni.
Soucasné s XPA se vaZe replikacni protein A (RPA), ktery od sebe UpIné odviji vlAkna DNA
veetné poskozeni. V dalsim kroku se na 3" konec od mista poskozeni vaZze endonukleaza XPG
(Xeroderma Pigmentosum, Complementation Group G) a na 5  konec od poskozeni
endonukledza XPF (Xeroderma Pigmentosum, Complementation Group F) s proteinem
ERCC1 (Excision Repair Cross-Complementing Group-1) (Matsunga a kol.,, 1996).
Vysledkem je vystfizeni oligonukleotidu dlouhého 24 — 30 nukleotidd obsahujiciho
poSkozeny Usek DNA. Neposkozené vldkno pouZiva DNA polymeraza & nebo € jako templat
na syntézu vystfizeného vlakna. Poslednim krokem NER je spojeni polynukleotidovych
retézcl DNA ligdzou (Hanawalt, 2000).

Chyby v NER dréze se spojuji nejméné se tfemi syndromy - xeroderma pigmentosum,
Cockaynllv syndrom a trichotiodystrofie (Thoms a kol., 2007). Pacienti s témito nemocemi
jsou vysoce citlivi na slunecni zafeni, a proto se u vétSiny vyviji koZzni onemocnéni. K dalim
symptomim patfi imunologické potize, neurodegenerace a Casto trpi rlistovou retardaci nebo
pfedCasnym starnutim (Vermeulen a kol., 1997).

Xeroderma pigmentosum je nemoc zplisobena mutaci jednoho ze sedmi gendl XPA —
XPG (Xeroderma Pigmentosum, Complementation Group A - G), které kdduji proteiny
dalezité pro pribéh nukleotidové excizni opravy (Wood, 1999). Burky pacientl s mutaci
v nékterém z téchto genl nejsou schopny vyuzivat NER opravnou drahu a v brzkém véku (cca
10 let) se u nich mohou projevit prvni symptomy rakoviny kiize (Thoms a kol., 2007). Mutace
CSA nebo CSB genl jsou pric¢inou Cockaynova syndromu. Pacienti trpi trpasli¢im vzrlistem,
kognitivnimi poruchami, mdZze se u nich objevit Sedy zakal nebo refrakéni vady o€i —
kratkozrakost, dalekozrakost, astigmatismus (Thoms a kol., 2007). Trichotiodystrofie neni
spojena s rakovinou klize a u vétsiny pripadl vznikla mutaci genu XPB nebo XPD. Pacienti
maji kiehké vlasy a nehty, jsou malého vzristu a citlivi na slune¢ni paprsky (Thoms a kol.,
2007).
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Obr. 7: Priibéh nukleotidové excizni opravy DNA (prevzato a upraveno Yano a kol., 2004)
GLOBAL GENOMIC NER TRANSCRIPTION COUPLED NER

poskozeni DINA poskozeni DNA i
5 o w; 'I"' 3t 5 ep—— Ninnn |
: m , 503 .I.IJ._J,IJ;,I_-,I,E__!‘I-. :
Rozpomani poskozeni DNA
¥ Y

5 6 oI

> T =2 %
Rozvinuti DNA vlakna po navazani translaripcniho faktoru TFIIH
a helikaz XPB, XPD + XPA komplex a RPA protein

3 g

T
&

)

Vazba XPE/ERCC na 5 konee a XPG na 3 konec

%P 7

'S . . 5°

_ RPA

Vystiireni oligonukleotidn s pogkozenym tisekem DINA
Syntéza chybéjictho vidkna

DNA polymerazou § (€) l\,ihﬁuiiu

Cf .
. TETTT,

|

5t : o T
TS

- -—jl

XPC - Xeroderma Pigmentosum, Complementation Group C, HR23B - UV excision repair protein RAD23
homolog B, CSA (CSB) - Cockayne syndrome A (B), XPA (B, D, F, G) - Xeroderma Pigmentosum,
Complementation Group A (B, D, F, G), RPA — Replication protein A, TFIIH complex — Transcription factor 11
Human, Lig | — DNA ligaza |

25



3.2.4 Oprava chybného parovani bazi

Nespravné sparované baze jsou opravovany mechanizmem DNA mismatch repair
(MMR). MMR systém reaguje na vzniklé inzerce a delece, které mohou byt generovany
béhem replikace repetitivnich sekvenci DNA, tzv. sklouznutim DNA (,slippage*
mechanizmus). Takové defekty v DNA se vyznaCuji mikrosatelitovou nestabilitou a zvySenou
frekvenci mutaci (Peltomaki, 2001). MMR je proces rozdéleny do t¥i zakladnich krokd, na
kterych se podili vétsi mnozstvi proteind (Hoeijmakers, 2001), na Obr. 8 jsou jednotlivé
kroky znazornény.

Na zékladé podrobné prostudované MMR u bakterie Escherichia coli je odvozen
i pribéh MMR u eukaryotnich organizm(l. VétSina proteinli G¢astnicich se této opravy je
charakterizovana na z&kladé podobnosti s proteiny u MMR E. coli.

V lidskych bunkéch jsou k dispozici na detekovani chybné spéarovanych bazi dva
heterodimerni komplexy skladajici se ze dvou MutS homologli (MSH) (Modrich, 2006).
Heterodimer MutSa sloZzeny z monomerlt MSH2 (MutS Homolog 2) a MSH6 (MutS
Homolog 6) rozpoznava substituované baze a inzerce/delece u jednoho, maximalné dvou
nukleotidd na vlaknech DNA (Acharya a kol., 1996). Zatimco heterodimer MutsSB tvoreny
monomery MSH2 a MSH3 (MutS Homolog 3) nedetekuje bazové substituce, ale pouze
inzerce/delece u 2 az 10 nukleotidl (Palombo a kol., 1996). S MutS homologem komunikuje
heterodimer MutLa (mutator L) slozeny z MLH1 (MutL Homolog 1) a PMS2 (PMS1
Homolog 2), ktery pfivadi do mista poSkozeni reparacni proteiny (Kunkel a kol., 2005).
MutS-MutL komplex se na DNA posouva z mista poSkozeni do té doby, aZz na dcefiném
vldkné udéla zé&fez. Na vznikly zarez se vazou kofaktory PCNA (Proliferating cell nuclear
antigen) a RFC (Repliction factor C), jeZz jsou ve spojeni s podjednotkami MSH2 a MLH1
(Umar a kol., 1996). Na takto oznafené misto se navdZze DNA exonukleaza 1 (Exol), kterd
odstrani oligonukleotidy od mista z&fezu k detekovanemu poskozeni (exonukledzova aktivita
5 - 3") (Galio a kol., 1999). Rozsahla mezera vznikla na dcefiném viakné DNA se syntetizuje
pomoci templadtové DNA stabilizované proteinem RPA (replication protein A), DNA
polymerazou & a PCNA. Poslednim krokem MMR je ligace polynukleotidovych Fetézcll
pomoci DNA ligazy I.

Chyby vMMR opravé jsou spojeny s nestabilitou celého genomu, projevem
predispozic k nékterym typlm rakoviny (véetné dédicného nepolypézniho kolorektalniho
karcinomu) a buiiky se stavaji rezistentni viici nékterym chemoterapeutickym latkdm. Mutace
v genech MLH1, MSH2, MSH6 a PMS2, které se ucastni MMR opravy, mohou vést
k propuknuti Lynchova syndromu (HNPCC, hereditary non-polyposis colorectal cancer)
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(www.genecards.org). U pacientl stémito mutacemi pomérné brzy propukne rakovina
tlustého stfeva (Peltomaki, 2001). S menSi Cetnosti se vyskytuji mutace v genech PMS1
(PMS1 Homolog 1, Mismatch Repair System Component), MLH3 (MutL Homolog 3) a Exol
(Vasen a kol., 2007).

Obr. 8: Priibéh opravy chybného parovani bazi (pfevzato a upraveno Bridge a kol., 2014)
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PCNA - Proliferating Cell Nuclear Antigen, RPA — Replication protein A, Exo 1 — DNA exonukleaza 1, G -
guanin, T — tymin, ATP — adenosintrifosfat, ADP — adenosindifosfat, RFC - replication factor C, MSH2 - MutS
Homolog 2, MSH6 - MutS Homolog 6, MSH3 - MutS Homolog 3

3.2.5 Oprava dvouretézcovych zlom(

pouhy jeden neopraveny zlom miZze propuknout v bunéénou smrt — apoptdzu. Nepiesné
opravy zlomd zplsobuji delece nebo chromozomalni aberace, které aktivovanim
protoonkogenli nebo inaktivaci tumor supresorovych genll bunék vedou ke vzniku
nadorového bujeni (karcinogenezi). Pro pfeZiti bunék a udrZeni integrity genomu se vyZaduje

spravna a presna oprava dvouretézcovych zlomi (Khanna a kol., 2001).
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RozliSujeme dva reparacni mechanizmy DSB - homologni rekombinace (HR)
a nehomologni spojovani koncli (NHEJ). Bakterie, kvasinky a jen 10 % savéich bunék
k opravé dvouretézcovych zlomi uzivd homologni rekombinaci. Homologni rekombinace je
mnohem presngjSi nez NHEJ, vyuziva templatu - sesterskd chromatida nebo homologni
chromozom, podle kterého jsou opraveny DSB (Li X a kol., 2008). HR probiha béhem
S a G2 faze bunééného cyklu. Vysledkem homologni rekombinace mlize byt genova konverze
nebo crossing over. Vice nez 90 % savCich bunék se zlomy v DNA je reparovano
mechanizmem nehomologniho spojovani koncl. Na rozdil od HR je NHEJ néachylnéjsi
k chybam, mlze probéhnout béhem jakékoli faze bunécného cyklu a reparuje zlomy primou
ligaci volnych koncli (Johnson a kol., 2000).

3.2.5.1 Homologni rekombinace

Homologni rekombinace (HR) spoCivd v resyntéze DNA v misté zlomu pomoci
templatu - sestersk& chromatida nebo homologni chromozom (Kanaar a kol. 1997). V sav€ich
burikdch HR probiha méné Casto a rozdéluje se do tfi zakladnich krokd: presynapse, synapse
a postsynapse (Obr. 9).

Homologni rekombinace je v presynaptické fazi nastartovana navazanim MRN
komplexu na oba konce v misté DSB (Stracker a kol., 2011). Komplex je sloZen ze tfi
vyznamnych regulatord - Mrell (Meiotic Recombination 11), NBS1 (Nijmegen Breakage
Syndrome 1) a Rad50 (RAD50 Homolog, Double Strand Break Repair Protein) (Jackson
a kol., 2002). Nukledzové aktivni podjednotka Mrell spolecné s RBBP8 (Retinoblastoma
Binding Protein 8) hydrolyzuje na 5° konci od mista zlomu fosfodiesterovou vazbu a formuje
jednoretézcové presahy (tzv. resekce ve sméru 5 — 3°). Tvorbé presahll se vénuje i BLM
helikdza (Bloom syndrome, RecQ helicase-like) a Exol (Symington a kol., 2011), které
potom stabilizuje RPA protein. Na ssDNA presazich je tento RPA protein nahrazen proteinem
Rad51, ktery zde vytvari presynaptické nukleoproteinové vlakno (Khanna a kol., 2001). Na
intracelularnim transportu a funkci Rad51 se podili proteiny BRCAL (Breast Cancer 1)
a BRCA2 (Breast Cancer 2) (Connora kol., 1997). Mutace v genech (BRCA1l a BRCA2)
zvysuji riziko vzniku rakoviny prsu, vajecnikd, prostaty a slinivky (Rahman a kol., 1998).

V pribéhu synapse se vldkno paruje s homolognim duplexem a je mozna vyména
DNA mezi templatem a nukleoproteinovym vldaknem za vzniku D-smycky (Heyer
a kol., 2010).

V postsynaptické fazi se syntetizuje DNA od 3" konce pomoci DNA polymeréazy n
a nasleduje postupné ligovani retézcli DNA ligazou 1. Druhy konec DSB je zarovnan podle
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D-smyCky a tvofi se tzv. Hollidayovy spoje (Mcllwraith a kol., 2005). Enzym resolvaza
separuje rekombinantni molekuly DNA tak, Ze dojde k vyméné genetické informace mezi
nesesterskymi chromatidami — crossing over (Modesti a kol., 2001) nebo probihd pouze
genova konverze (non-crossing over) (Johnson a kol., 2000).

Mutageneze gend kédujicich proteiny a podilejicich se na opravé DSB vede k celé
fadé onemocnéni. Se zminénym MRN komplexem interaguje ATM protein, ktery se diky této
vazbé dostdvd do mista zlomu a aktivuje se. ATM spousti signalni kaskadu, kterou se
minimalizuji n&sledky poskozeni. Instrukce pro tvorbu ATM proteinu nese gen ATM (ATM
Serine/Threonine Kinase), ktery se za normalni situace ucastni regulace buné¢ného cyklu. Uz
dfive zminéna mutace genu ATM vede k dédicnému onemocnéni ataxia telangiectasia (Lavin
a kol, 2007). U pacientd se projevuje neschopnost koordinovat pohyby (ataxie)
a teleangiektazie se odkazuje na vyskyt rozSifeni malych cév. Byla prokazéna degenerace
neurondl, konkrétng ztrata Purkyfovych bunék v mozeCku. U tretiny pacientd vznikaji
zhoubné nédory, vCetné lymfoidni leukémie a karcinomu prsu. LéCba je velmi obtizna,
protoZe pacienti trpi velkou citlivosti na chemoterapeutika a ionizujici zareni (Schalch a kol.,
1970; Bar a kol., 1978).

Mutace genu NBS1 zpisobuje Nijmegenlv syndrom. Pacienti trpici touto nemoci maji
charakteristicky vzhled oblieje s ustupujicim ¢elem a dolni Celisti, maji velké usi a Fidké
vlasy, trpi mikrocefalii a pomalym rlstem (Carney a kol., 1998). Kromé mutace byl
u pacientdi zaznamenan jesté nedostatek proteinu RAD50 (k6dovany genem RAD50), ktery se
stejné jako NBS1 rozpoznava zlomy v DNA (Waltes a kol., 2009).

ATLD (Ataxia-telangiectasia like disorder) vnikd mutaci lidského genu MRE11
(Meiotic Recombination 11 Homolog A), jehoz produkt se 0cCastni opravy DSB
mechanizmem HR (Taylor a kol., 2004; www.genecards.org). Jedna se o mirnéjsi formu
onemocnéni ataxia telangiectasia, u které pretrvava degenerace neuronl a vysoka citlivost
Kk ionizujicimu zafeni. Pacienti ve své genetické vybavé nesou predispozice k rakovingé nebo
ataxii telangiectasii (Stewart a kol., 1999).

ATR (Ataxia Telangiectasia And Rad3-Related Protein) je gen velmi blizky ATM
a spolecné jsou aktivovany poSkozenim DNA, kéduji kindzy s funkci v odpovédi na
poskozeni DNA (Majewski a kol., 1982). Mutaci genu ATR vznika Seckelliv syndrom. Roku
1960 byl poprvé popsan jako prvotni forma trpaslictvi (Seckel, 1960) a ke znak(m tohoto
onemocnéni patfi mikrocefalie, mentalni retardace, citlivost na ultrafialové zarfeni

a charakteristické oblicejove rysy (O Driscoll a kol., 2007).
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Obr. 9: Priibéh homologni rekombinace (pfevzato a upraveno Rass a kol., 2012)
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3.2.5.2 Nehomologni spojovani koncd

VétsSina bunék savcl uprednostiiuje opravu DSB mechanizmem nehomologniho
spojovani koncli (NHEJ) (Liang a kol., 1998). Na rozdil od HR syst¢tm NHEJ neuziva
homologni templat, a proto miZze probihat ve vSech fazich bunétného cyklu. Obecny
mechanizmus této opravy se rozdéluje do nékolika zakladnich krokd (Obr. 10).

NHEJ proces je zahdjen vazbou Ku proteinu na volné konce DNA v misté
dvouretézcového zlomu (Cary a kol., 1997). Ku protein je heterodimer sloZzeny ze dvou
polypeptidd Ku70 a Ku80. Krystalografické studie prokazaly, Ze Ku heterodimer vytvari
kolem volnych konc DNA prstencovitou strukturu, kterd umoziuje jeho pohyb po vlakné
DNA (Walker a kol., 2001). Na DNA-Ku komplex se véZe katalytickd podjednotka
(DNA-PKcs) DNA-dependentni  protein kindzy (DNA-PK) (Gottlieb a kol.,, 1993).
DNA-PKcs se fosforyluje a vaze nukledzu Artemis, kterd Stépi jednovlaknové presahy ve
sméru 5" - 3" (Chapell a kol., 2002). Volné konce DNA musi mit formu tupého zakonceni,

pouze takové se mohou spojit (Bernstein a kol.,, 2005). Ku heterodimer slouzi jako

30



»~molekularni leSeni“, na které se vazou dalsi proteiny UCastnici se reparace DSB. Do mista
poSkozeni se takto pFipojuji dalsi NHEJ faktory — XRCC4 (X-ray cross complementing
protein 4), DNA ligaza IV, XLF (XRCC4-like factor) a APLF (Aprataxin-and-PNK-like
factor) (Mahajan a kol., 1999). Poradi pFipojeni NHEJ faktorl je flexibilni v zavislosti na
komplikovanosti poSkozeni DNA (s vyjimkou Ku heterodimeru).

Po Upravé koncli DNA jsou polynukleotidové fetézce DNA ligovany k sobé pomoci
proteinl XRCC4 a DNA ligazy 1V (Grawunder a kol., 1997). Samotné spojeni koncli méa na
starost pouze DNA ligaza IV a protein XRCC4 spoj stabilizuje a reguluje (Critchlow
a kol., 1997).

Mutace genu PRKDC, ktery koduje katalytickou podjednotku DNA-dependentni
protein kinazy DNA-PKcs, vede k téZké kombinované imunodeficienci (radiosensitive severe
combined immunodeficiency, RS-SCID) (Sipley a kol.,, 1995). Pacienti maji naruSenou
pFirozenou i adaptivni imunitu a bez 1é€by brzy umiraji (cca do 1 roku) (Burg a kol., 2009).
Lidsky protein XLF/Cernunnos kédovany genem NHEJ1 se zapojuje do ligovani fetézcll
DNA a jeho defekty generuji nemoci s typickymi nervovymi poruchami, imundeficienci

a zvysenou citlivosti na ionizujici z&feni (Buck a kol., 2006).

Obr. 10: Mechanizmus opravy dvourétézcovych zloml — nehomologni spojovani koncd
NHEJ (prevzato a upraveno Misteli a kol., 2009)
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3.3 Ribozomy, ribozomalni stres a ribozomopatie

Ve vsech zivych bunkach jsou pritomné ribozomy, které jsou zodpovédné za syntézu
proteinl. Na jejich povrchu probihd translace - preklad genetické informace z poradi
nukleotidd mediatorové RNA (mRNA) do poradi aminokyselin odpovidajiciho proteinu.
RozliSujeme prokaryotické ribozomy (70S) a vétsSi eukaryotické ribozomy (80S), které se
skladaji ze dvou podjednotek - mala podjednotka (40S) a velka podjednotka (60S). Ribozomy
jsou komplexy slozené z ribozomalni RNA (rRNA) a ribozomalnich proteini (RP). Mala
ribozomalni podjednotka (40S) obsahuje jednu rRNA (18S), 33 ribozomalnich protein
a velkd podjednotka (60S) je sloZzena ze tfi rRNA (25S; 5,85 a b5S)
a 50 ribozomalnich proteinii (Wool, 1979). Ribozomalni proteiny tvofici malou ribozomalni
podjednotku jsou oznaovany RPS (Ribosomal Protein Small) a k zndmym zastupclm
z hlediska vyznamu u lidskych onemocnéni patfi RPS7, RPS19 a RPS26. Velka ribozomalni
podjednotka zahrnuje ribozomalni proteiny, které se znaCi RPL (Ribosomal Protein Large)
a v ramci ribozomalniho stresu se nejcastéji diskutuji RPL5, RPL11, RPL23 a RPL26 (Politz
a kol., 2005).

Hlavnim mistem syntézy ribozoml je jadérko, coz je jaderny prostor s tandemovymi
kopiemi gend pro rRNA. V jadérku RNA polymeréza | transkribuje 28S rRNA; 5,8S rRNA
a 18S rRNA ve formé prekurzorového transkriptu 47S rRNA. V jadie se pak prepisuje
5S rRNA pomoci RNA polymeradzy Ill (Leary a kol., 2001). Transkribovanad 5S rRNA
interaguje s ribozomalnimi proteiny RPL5 a RPL11, které umoZiuji jeji prfenos do jadérka,
kde spolecné s 47S rRNA tvofi prvotni jednotku ribozomu o velikosti 90S (Tschochner
a kol., 2003). 90S jednotka se po interakci s ribozoméalnimi proteiny rozdéluje na 18S rRNA,
ktera tvori pre-40S a 5,8S; 28S a 5S za vzniku pre-60S (Vennem a kol., 1999). Prekurzorové
ribozomalni podjednotky 40S a 60S jsou pomoci exportind (NMD3 Ribosome Export
Adaptor, CRM1 Chromosomal Maintenance 1) transportovany do cytoplazmy, kde dochazi
k poslednim Gpravdm, aby na nich mohla probihat translace (Panse a kol., 2010).

Biosyntéza ribozom( je velmi energeticky narocny proces, ktery je kontrolovan tumor
supresorovym proteinem p53 (Lane, 1992). Za normalnich podminek se nachazi v burce
nizka hladina proteinu p53, kterou udrZuje onkoprotein MDM2 (murine and human double
minute 2). Vazba MDM2 na p53 vede k jeho degradaci v proteazomu (Itahana a kol., 2007)
(viz Obr. 11 A). Funkéni domény proteinu MDM2 (E3 ubikvitin ligazy), ktery je sloZeny ze
491 aminokyselin, reguluji proces degradace. Na N-konci MDM2 je p53 vazebnd doména,
jejimz prostfednictvim se MDM2 vaze Kk transaktivani doméné proteinu p53. Na

karboxylovém konci (C-konec) je RING finger doména zodpovédna za ubikvitinaci
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pfebytec¢ného proteinu p53. Na procesu degradace p53 se podili i centralni kysela a Zn finger
doména, kterd v pripadé vazby ribozomalnich proteinii (RPL5, RPL11) zodpovida za zvyseni
mnozstvi a stabilizaci p53 v bufice, nikoliv za jeho degradaci (Manfredi a kol., 2010).
Naruseni biogeneze ribozomd je hlavni pfi¢inou tzv. ribozomalniho stresu bunék. Bunécny
stres m& za néasledek preruSeni transkripce rRNA a strukturni zmény v jadérku. Bunécné
stresory jsou chemické slouceniny (aktinomycin D), UV zéfeni, tepelny 3ok, hypoxie
a poSkozeni DNA. Indukovanim ribozomalniho stresu se na MDMZ2 vaZzou volné ribozomalni
proteiny a inhibuji jeho ubikvitindzovou aktivitu, ¢imzZ se stabilizuje p53 v bufice a nedochazi
k jeho degradovani (Vogelstein a kol., 2000). Hlavnimi ribozomalnimi proteiny regulujicimi
p53 signalni drahu v pribéhu ribozomalniho stresu jsou RPL5 a RPL11. Jejich interakce
s centralni doménou MDM2 zpisobuje inhibici ubikvitinace, tim padem se p53 stabilizuje
a aktivuje ochranu bufiky (Fumagalli a kol., 2012) (viz Obr. 11 B). Na z&kladé této signalni
drahy se potvrzuje esencialni role jadérka v adaptaci na ribozomalni stres. Proteiny RPL5
a RPL11 jsou pfi ribozomalnim stresu chranény pfed degradaci v proteazomu, oproti ostatnim
RP, které se vdZzou na MDM2, napf. RPL23 a RPL25 (Bursac a kol., 2012). Bunécnou
odpovédi na ribozomélni stres je zminéna aktivace p53 signalni drahy, kterd spousti
transkripci cilovych genl (transaktivace). Transaktivované geny sméfuji predevsim
k zastaveni buné¢ného cyklu, coz burice poskytne dostatek ¢asu na opravu DNA (Lindstrom
a kol., 2009; Vousdena kol., 2007). Pokud oviem oprava neni mozna, mohou tyto geny
navést bunky do apoptozy, k diferenciaci (Liu a kol., 2) nebo do senescence (Drygin a kol.,
2009). Pro kazdy organizmus je naprosto nezbytnd bezchybna biogeneze ribozomd, ale
i presto se lIze setkat s fadou genovych mutaci, jejichz produkty se podili na tvorbé ribozomd.
Ne vsechny chyby v syntéze ribozom{ musi byt viditelné jen ve strukture jadérka, ale defekty
Ize pozorovat i v transportu ribozomalnich podjednotek.

Ribozomopatii se oznaCuje skupina patologickych stavli s defekty v biogenezi
ribozoml (James a kol., 2014). Mutacemi v RP genech se snizuje pocet funkénich
ribozomalnich proteinl, ¢imz se narusuje zpracovani pre-rRNA a nasledkem je nelspésné
sestaveni novych ribozomli (Gazda a kol., 2004). Modelovym zastupcem ribozomopatii se
stalo vzacné onemocnéni, kterym trpi z milionu Zivé narozenych déti kazdé paté — Diamond-
Blackfanova anémie (DBA). Vroce 1936 byla popsana jako détska anémie
(Diamond a Blackfan, 1938). DBA je syndrom projevujici se anémii a fyzickymi vadami
(Halperin a kol., 1989; Vlachos a kol., 2012). U pacientli s DBA byly objeveny nékteré
mutace ¢i delece genl kédujicich ribozomalni proteiny (RPS i RPL). Mutace v ribozoméalnich
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genech RPS17 (Cmejla a kol., 2007), RPS19 (Da Costa a kol., 2003) a RPS24 (Gazda a kol.,
2006) byly identifikovany priblizné u jedné tfetiny pacient(l, pfiemz nejCastéjsi je mutace
genu RPS19, ktery kéduje dllezity protein malé ribozomalni podjednotky eukaryot (40S)
(Draptchinskaia a kol., 1999). V roce 2008 Gazda s kol. identifikovali u dalSich pacientd
DBA mutace v genech RPL5 a RPL11. Oba proteiny se pfi vzniku ribozomd vaZzou na 5S
rRNA a transportuji jej do jadérka. Fenotypové projevy ribozomopatii jsou odlisné, ale
spolecnym znakem je aktivace proteinu p53 (Jones a kol., 2008). DBA se u lidi Casto
diagnostikuje uz v prdbéhu prvniho roku Zivota (bledost a letargie). Ke klinickym pfiznakim
patfi anémie, chudokrevnost, nizky pocet retikulocytli, makrocytarnich erytrocytll a zvysena
exprese fetalniho hemoglobinu (Fargo a kol., 2013). Postizeni jedinci jsou malého vzristu
s Gastymi vadami oci, srdce, vnitfnich organl a koncetin. Pacienti s mutacemi v genu RPL5
maji rozstép patra nebo rtu, zatimco u pacientd s mutacemi ve zminéném genu RPL11 se
vyskytuji abnormalni palce. Tyto deformace vsak nebyly pozorovany u jedincd nesouci
mutace v RPS19 (Gazda et al., 2008). Soucasna terapie DBA spociva v podavani steroidd,
2001).

K dal$im ribozomopatiim kromé DBA patfi Schwachman-Diamondlv syndrom,
kongenitalni dyskerat6za, syndrom hypoplastickych chrupavek a vlastl, Treacher-Collinstiv
syndrom a myelodysplasticky syndrom s izolovanou deleci 5g.

Obr. 11: Regulace p53 signalni drahy (pfevzato a upraveno James a kol., 2016)

A) Za normalnich podminek

cytoplazma

MDMZ2 — murine and human double minute 2, p53 — protein p53, Ub — ubikvitinace, RPs — ribozomalni proteiny
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B) Béhem ribozomalniho stresu

RPLS5, RPL11

degradace
ribozomu

Stabilizace a aktivace p53 -
zastaveni BC x apopt6za

CytOp la Zma

MDM2 — murine and human double minute 2, p53 — protein p53, RPL5 — ribosomal protein large 5, RPL11 —

ribosomal protein large 11, BC — bunécny cyklus
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Bakterie Escherichia coli, kmen DH5a (genotyp: F - ®80lacZAM15 A(lacZYA-argF)
U169 recAl endAl hsdR17 (rk -, mk +) phoA supE44 A -thi -1 gyrA96 relAl) a bakterie XL1-
Blue Supercompetent cells (genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac
[F* proAB laclgzAM15 Tnl10 (Tetr)]) byly poskytnuty ze sbirky bakteridlnich konzerv
Mgr. Natéalie Taborské (UMTM).

Buriky linie lidskych fibroblastd MRC5 byly ziskany z banky bunécnych kultur
Laboratofe tkarovych kultur (UMTM). Bufiky byly inkubovany pfi 37 °C a 5% CO,
v kultivaénim médiu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) + 10% fetalni bovinni

sérum + 1x penicilin/streptomycinova smeés.

4.2 Klonovani gendi RPL5 a RPL11
Prvnim krokem experimentalni Casti této prace bylo klonovani vybranych lidskych
genl pro ribozomalni proteiny (RPL5 a RPL11).

4.2.1 Amplifikace geni RPL5 a RPL11

Amplifikace lidskych genli (RPL5 a RPL11) z cDNA byla provedena pomoci
polymerazové Fetézové reakce za pouziti primerd uvedenych v Tab. 2. Primery pochazely
z knihovny Mgr. Natalie Téaborské (UMTM). Jako templat byla pouzita cDNA izolovana
z MRC5 lidskych bunék, kterd byla poskytnuta z knihovny Mgr. Hanu3e Slavika (UMTM).

Priprava PCR reak¢ni smési je uvedena v Tab. 3 a podminky pro amplifikaci v Tab. 4.

Tab. 2: Sekvence primer( na amplifikaci genli RPL5 a RPL11 z cDNA

Nazev primeru 5 - sekvence - 3
RPL5_ WT _cDNA_FP CGGTCTCTGTTCCGCAGGAT
RPL5_WT_cDNA_RP AATTGCTGGGTTTAGCTCTCAG
RPL11_WT_cDNA FP ATCATGGCGCAGGATCAAGG
RPL11_WT_cDNA RP GCTCTTTTGGATAGAAACGGGA

RPL — protein velké ribozomalni podjednotky, WT — wild type, cDNA — komplementarni DNA, FP — forward

primer, RP —reverse primer
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Tab. 3: Reakéni smés na amplifikaci genll RPL5 a RPL11 z cDNA (1 reakce = 20 pl)

Reagencie Objem (ul)
10x DNA polymerazovy reakéni pufr 2
10pM RPL5_WT _cDNA_FP/RPL5_WT_cDNA_FP 1
10pM RPL11_WT_cDNA_RP/RPL11_WT cDNA_RP 1
10mM dNTP 0,4
5 U/ul Tag DNA polymeraza 0,4
MgCl, 1,6
H.0 11,6
DMSO 1
templatova cDNA 1

RPL - protein velké ribozomalni podjednotky, WT — wild type, FP — forward primer, RP — reverse primer,
dNTP - smés deoxyribonukleotidtl, cDNA - komplementarni DNA (c = 100 ng/ul), DMSO - dimetylsulfoxid

Tab. 4: Podminky amplifikace RPL5 a RPL11 genll z cDNA

Teplota (°C) Cas Opakovani
95 5 minut
95 30 sekund
58 30 sekund 35x
72 1 minuta
72 5 minut
4 )

PCR produkty byly rozdéleny elektroforetickou separaci v 1% agarézovém gelu
(TBE pufr) béhem 1 hodiny pfi 120 V stejnosmérného napéti za ucelem kontroly pFitomnosti
a velikosti PCR produktl. Amplikony byly ¢istény pomoci PCR Purification Kit, Qiagen
(Postup 1). Koncentrace ¢istych amplikon( byla zmérena fluorimetricky.

Postup 1: Precisténi PCR produktli (PCR Purification Kit, Qiagen)

1. KPCR produktu (20 pl) byl pfidan 5x objem PBI pufru (100 pl).

2. Smeés byla aplikovana na kolonu a stoena (1 minuta/12 000 rcf).

3. StoCeny obsah byl odstranén a na kolonu bylo pfidano 750 pl PE pufru. Nasledovala
centrifugace (1 minuta/12 000 rcf).
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4. StocCeny obsah byl opét odstranén a kolona byla znovu stocena (vysuseni).

5. DNA byla eluovana do 20 pl destilované vody. Minutu se nechala kolona stat a potom
byla centrifugovana (1 minuta/12 000 rcf).

6. Koncentrace eluované DNA byla zméfena pomoci Quibit fluorometru.

4.2.2 Klonovani genti do pcDNA™ 3.3-TOPO plazmidu a transformace kompetentnich
bunék E. coli

PCR produkty byly klonovany do pcDNA™3.3-TOPO vektoru pomoci
pcDNA™3.3-TOPOTA Cloning Kit (Thermo Fischer Scientific). Schéma vybraného vektoru
je na Obr. 12. Pro kazdy vzorek (gen RPL5 a RPL11) byla pfipravena klonovaci smés
do 0,2ml mikrozkumavky smich&nim 4 pl daného PCR produktu, 1 pl roztoku soli a 1 pl
TOPO vektoru. Klonovaci smés byla inkubovana 5 minut pfi pokojové teploté a umisténa na
led.

Obr. 12: Schéma pcDNA™ 3.3-TOPO vektoru

wal
| Eu.:m:.-l

pcDNA™3.3-TOPO®

5.4 kb

Rekombinantni plazmid pcDNA™3.3-TOPO byl pouZit k transformaci kompetentnich
bakterialnich bunék (E. coli, kmen DH5a) pomoci metody teplotniho Soku (Postup 2).

Postup 2: Transformace bakterii E. coli teplotnim Sokem
1. 50 pl z&sobni suspenze kompetentnich bakterii (E.coli, kmen DH5a) bylo rozmrazeno
na ledu.
2. K bakteriim byly pfidany 2 ul klonovaci smési. Reak¢éni smés byla pomoci pipety

lehce promiché&na a 30 minut inkubovéna na ledu.
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3. Nasledné byla mikrozkumavka umisténa na 30 sekund do termobloku (42 °C). Poté
byla mikrozkumavka prenesena na led (inkubace 2 minuty).

4. Do mikrozkumavky bylo pfidano 250 ul LB média a smés byla inkubovéna za stalého
tfepéni v 37 °C 1 hodinu.

5. Béhem inkubace byly pfipraveny Petriho misky s20 ml LB média a s pFislusnym
antibiotikem — 20 pl ampicilinu (100 pg/ml).

6. Po inkubaci byla kultura vyseta na pripravené Petriho misky.

7. Misky byly inkubovéany dnem vzhlru pfi 37 °C pres noc.

Druhy den byla u narostlych bakteridlnich kolonii provedena kontrolni (colony) PCR
ke zjisténi uspésnosti transformace bakterii. Jako templat byl pouZit odpich z bakteridlni
kolonie, ktery byl prenesen SpiCkou do PCR reakéni smeési. Priprava reakéni smési je
shrnuta v Tab. 5 a specifické podminky amplifikace v Tab. 4.

PCR produkty byly nasledné elektroforeticky rozdéleny v 1% agar6zovém gelu (TBE
pufr) béhem 50 minut pfi 120 V stejnosmérného napéti za Ucelem kontroly velikosti

a pfitomnosti klonovaného inzertu.

Tab. 5: Reak¢éni smés pro kontrolni PCR (1 reakce = 20 pl)

Reagencie Objem (ul)

10x DNA polymerazovy reakéni pufr 2
10pM RPL5_WT cDNA_FP/RPL11_WT_cDNA FP 1
10pM RPL11_WT_cDNA RP/RPL11_WT_cDNA_RP 1

10mM dNTP 0,4

5 U/ul Tag DNA polymeraza 0,4

MgCl, 1,6

H,0O 13,6

RPL — protein velké ribozomalni podjednotky, WT — wild type, cDNA — komplementarni DNA, FP — forward

primer, RP — reverse primer, dNTP - smés deoxyribonukleotid(

Pouze z bakterialnich kolonii, u kterych byla potvrzena pfitomnost a spravna velikost
cilového genu, byly pFipraveny zasobni suspenze bakterialnich bunék (Postup 3).

Postup 3: PFiprava zasobnich suspenzi bakterialnich bunék
1. Podle poctu pozitivnich bakterialnich kolonii bylo pfipraveno stejné mnozstvi 1,5ml

mikrozkumavek.
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Do kazdé zkumavky byl napipetovan 1 ml LB média a 1 pl ampicilinu (100 pg/ml).
Pomoci Spicky byly jednotlivé bakterialni kolonie preneseny do média.

Smési byly inkubovany pres noc pfi 37 °C za stalého tiepani.

Nésledujici den bylo k 800 pl bakterialni suspenze pridano 200 pl glycerolu.
Mikrozkumavky byly zvortexovéany.

Z&sobni suspenze bakteridlnich bunék byly uskladnény v -80 °C.

Stejné pozitivni kolonie z Petriho misky byly 3pickou preneseny do 100ml

Erlenmeyerovy barky, ve které bylo 50 ml LB média s 50 ul ampicilinu (100 pg/ml). Tato

bakterialni suspenze byla inkubovana za stalého tfepani pfes noc pfi 37 °C.

4.2.3 1zolace pcDNA™ 3.3-TOPO plazmidu s cilovym genem z bakterii E. coli

cilovy

Z presnoéni bakterialni suspenze byl izolovan pcDNA™3.3-TOPO plazmid nesouci
gen (RPL5 a RPL11) pomoci komeréné dodavaneho kitu — QIAfilter Plasmid

Purification MIDI 100, Qiagen (Postup 4).

Postup 4: 1zolace pcDNA™ 3.3 TOPO plazmidu s naklonovanou DNA (QIAfilter Plasmid

© ©® N o

12.

Purification MIDI 100, Qiagen)

Presnoc¢ni kultura bakterii byla centrifugovana 15 minut pfi 6 000 rcfa 4 °C.
Supernatant byl odstranén, peleta byla suspendovana ve 4 ml P1 pufru.

Byly pfidany 4 ml pufru P2, 4 - 6x promichano pfevracenim zkumavky a inkubovano
5 minut v pokojove teploteé.

Byly pridany 4 ml pufru P3 a cela suspenze byla promichana prevracenim.

Nésledné byl lyzat prenesen na QIAfilter cartridge a 10 minut inkubovan v pokojové
teploté.

Béhem inkubace byla QIAGEN-tip ekvilibrovana 4 ml QBT pufru.

Z QI Afilter cartridge byl lyzat filtrovan do ekvilibrované QIAGEN-tip.

Nésledné byla QIAGEN-tip promyta 20 ml QC pufru.

DNA byla eluovéna do 5 ml QF pufru.

. K eluované DNA bylo pfidano 3,5 ml izopropanolu.
11.

DNA s izopropanolem byla rozdélena po 2 ml do Ctyr 2ml mikrozkumavek, vzorky
byly centrifugovany 30 minut pfi 4 °C a 15 000 rcf.

Supernatant byl odstranén, peleta plazmidové DNA byla resuspendovana v 500 ul
70% etanolu (pokojova teplota), vzorky byly centrifugovdny 10 minut pfi 4 °C
a 15 000 rcf.
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13. Supernatant byl odstranén, peleta byla vysuSena v oteviené zkumavce pfFi pokojové
teploté béhem 10 minut.

14. Plazmidova DNA byla rozpusténa ve 20 ul destilované vody.

15. Koncentrace izolovaného plazmidu byla zmérena spektrofotometricky.

Izolovany pcDNA™3.3-TOPO plazmid slouzil jako templat v kontrolni PCR (Tab. 6)
Podminky pro amplifikaci byly shodné s Tab. 4. PCR produkty byly separovany agar6zovou
elektroforézou (TBE pufr) béhem 50 minut pfi 120 V stejnosmérného napéti z diivodu

kontroly velikosti a pfitomnosti klonovaného genu ve vektoru.

Tab. 6: Reakéni smés kontrolni PCR izolovanych pcDNA™3.3-TOPO plazmidd

s cilovym inzertem (1 reakce = 20 pl)

Reagencie Objem (ul)
10x DNA polymerazovy reakéni pufr 2
10pM RPL5_WT_cDNA _FP/RPL11_WT_cDNA_FP 1
10puM RPL5_WT _cDNA _RP/RPL11_WT_cDNA_RP 1
10mM dNTP 0,4
5 U/ul Tag DNA polymeraza 0,4
MgCl, 1,6
H,0O 12,6
izolovany pcDNA™ 3.3-TOPO plazmid s cilovym genem 1

RPL — protein velké ribozomalni podjednotky, WT — wild type, cDNA — komplementarni DNA, FP — forward

primer, RP — reverse primer, dNTP - smés deoxyribonukleotid(

4.3 Cilena mutageneze vybranych gen

Do cilovych gend v pcDNA™ 3.3-TOPO plazmidu byla vnesena genova mutace
pomoci komer¢né dodavaného kitu - QuickChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent
Technologies).

4.3.1 Mutageneze
Pomoci primer(l uvedenych v Tab. 7 byla vexonu 6 genu RPL5 provedena cilena

genova mutace. U RPL5 genu byl substituovan 680. nukleotid C za G, tato mutace vede pfi
translaci k zafazeni argininu (Arg) misto aminokyseliny izoleucin (llle). Tato mutace meéni
smysl polynukleotidového Fetézce, tzv. MISSENSE 1le227Arg. Primery cilového genu RPL11
uvedené v Tab. 7 zplsobily v exonu 2 u RPL11 genu substituci 59. nukleotidu T za A. Tato

genova mutace vede pfi translaci k zarazeni leucinu (Leu) misto histidinu (His) a méni tak
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smysl polypeptidového Fetézce, tzv. MISSENSE Leu20His. Primery navrzené pro mutagenezi

cilovych gend pochézely z knihovny Mgr. Natalie Taborské (UMTM). Izolované pcDNA™

3.3-TOPO plazmidy s cilovymi geny byly vhodnym templatem pro cilenou mutagenezi

(Tab. 8, Tab. 9).

Tab. 7: Sekvence primer( na mutagenezi gendl RPL5 a RPL11

Nazev primeru

5" - sekvence - 3’

RPL5_M_cDNA_FP

GAAAAGTTCTCTCAATACAGAAAGAACAGCGTAACTCCAG

RPL5_M_cDNA_RP

CTGGAGTTACGCTGTTCTTTCTGTATTGAGAGAACTGTTTC

RPL11_M_cDNA_FP

CTTCGCATCCGCAAACACTGTCTCAACATCTG

RPL11_M_cDNA_RP

CAGATGTTGAGACAGTGTTTGCGGATGCGAAG

RPL - protein velké ribozomalni podjednotky, M — mutant, cDNA — komplementarni DNA, FP - forward

primer, RP —reverse primer

Tab. 8: Reakéni smés na mutagenezi pcDNA™ 3.3-TOPO plazmid(i s cilovymi inzerty
(1 reakce = 50 pl)

Reagencie Objem (ul)

10x Pfu ultra Il reakéni pufr 5

10puM RPL5_M_cDNA_FP/RPL11_M_cDNA_FP 2,5
10pM RPL5_M_cDNA_RP/RPL11_M_cDNA_RP 2,5
10mM dNTP 1
2,5 U/ul Pfu DNA polymeraza 1

H,O 37,5

80 ng pcDNA™ 3.3-TOPO plazmidu s cilovym inzertem 0,5

RPL - protein velké ribozomalni podjednotky, M — mutant, cDNA — komplementarni DNA, FP - forward

primer, RP — reverse primer, dNTP — smés deoxyribonukleotiddl
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Tab. 9: Podminky cilené mutageneze vybranych gen

Teplota (°C) Cas Opakovani
95 30 minuty
95 30 sekund
58 1 minuta 30x
72 5,5 minuty*
72 3 minuty
4 )

* 5,5 minuty/ 5,4 kb vektoru pcDNA™3.3-TOPO

K odstranéni plivodnich molekul DNA byl do kazdé reakce na mutagenezi pfidan 1 pl
restriktniho enzymu Dpnl (10 U/ul). Smés v mikrozkumavce byla propipetovana a lehce
stoCena, poté byly vzorky inkubovany 1 hodinu pfi 37 °C. Enzym Dpnl byl tepelné
inaktivovan 70 °C béhem 10 minut. Pro kontrolu Uspésné mutageneze DNA byla provedena
elektroforeticka separace PCR produktli v agar6zovém gelu (50 min/120V) a srovnana
migrace plvodnich plazmid( s inzerty oproti tém, které prosly mutagenezi, a jsou tedy

v linearni formé.

4.3.2 Transformace kompetentnich bakterialnich bunék XL1-Blue Supercompetent cells

PcDNA™3.3-TOPO vektory byly pouZity k transformaci kompetentnich bakterif
E. coli XL1-Blue Supercompetent cells (Postup 2). Na zkontrolovani uspésnosti transformace
bakterii byla provedena kontrolni (colony) PCR (Tab. 5). Templatem byly bakteridlni kolonie
pfenesené Spickou do PCR reak¢ni smési. Podminky amplifikace jsou v Tab. 4. Nasledné byla
provedena separace PCR produktl agar6zovou elektroforézou (50 minut/120V).

Pouze z bakterialnich kolonii, u kterych byla potvrzena pfitomnost a spravna velikost
cilového genu, byly pfipraveny zasobni bakterialni suspenze (Postup 3). Stejné bakterialni
kolonie byly pfeneseny do 100ml Erlenmeyerovy bariky s 50 ml LB média a 50 pl ampicilinu
(100 pg/ml) a inkubovany pres noc.

4.3.3 Izolace pcDNA™ 3.3-TOPO plazmidu s cilovymi geny po mutagenezi z bakterif
XL1-Blue Supercompetent cells
Z presnoéni bakterialni suspenze byly izolovany mutantni pcDNA™3.3-TOPO
plazmidy (Postup 4). lzolovand DNA slouZila jako templadt v kontrolni PCR (Tab. 6)
a podminky amplifikace jsou v Tab. 4. Na zavér byly PCR produkty separovany agar6zovou
elektroforézou (TBE pufr/50min/120V). Spektrofotometricky byly zméfeny koncentrace
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izolovanych mutantnich pcDNA™ 3.3-TOPO plazmidd. Kromé kontroly p¥itomnosti daného
inzertu pomoci elektroforetické separace byla provedena i kontrolni analyza sekvenci pomoci
sekvenovani, které bylo zajisténo specializovanym pracovistém SEQme s.r.0.

4.4 Preklonovani genti RPL5 a RPL11 do ptdTomato-C1 vektoru

Za Ucelem nasledného rozliseni transfekovanych a netransfekovanych lidskych MRC5
bunék byly geny RPL5 a RPL11 pFeklonovany do vektoru ptdTomato-Cl. Tento vektor
exprimuje Cerveny fluorescenCni protein tdTomato, ktery je odvozen od dsRed proteinu.

Schéma vybraného vektoru je na Obr. 13.

Obr. 13: Schéma ptdTomato-C1 vektoru

ptdTomato-C1 tdTomato

5442 bp

4.4.1 VVneseni restrikénich mist na cilové geny

Cilové geny zaklonované v plazmidu pcDNA™3.3-TOPO z n&j byly amplifikovany
tzv. Tag primery z knihovny Mgr. Natélie Taborské (UMTM), viz Tab. 10. Tyto primery byly
navrzeny tak, aby amplifikovaly dané geny a zarover vnesly na jejich konce kratkeé sekvence
(restrik¢ni mista), které rozpoznévaji vybrané restrikéni enzymy EcoRI a Kpnl.

Pfiprava PCR reakCni smési s Tag primery je popséna v Tab. 11 a podminky
amplifikace jsou v Tab. 4. PCR produkty byly nasledné pomoci agardzové elektroforézy
(120Vv/50 min) separovany na kontrolu pfitomnosti a velikosti amplikonll RPL5 a RPL11
ohrani€enych restriknimi misty. Produkty Tag PCR reakce byly precistény kolonovym
systétmem (PCR Purification Kit, Qiagen) (Postup 1), nasledné byla spektrofotometricky

zmeérena jejich koncentrace.
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Tab. 10: Sekvence Tag primer(

Nazev primeru 5 - sekvence - 3
RPL5_cDNA_EcoRI_Tag_FP CCGAGAATTCTGAGGGGTTTGTTAAAGTTGT
RPL5_cDNA_Kpnl_Tag_RP CCGAGGTACCAAATTGCTGGGTTTAGCTCTCAG
RPL11 cDNA_EcoRI_Tag FP CCGAGAATTCTCATGGCGCAGGATCAAGGTGA
RPL11 cDNA_Kpnl_Tag_RP CCGAGGTACCGAAACGGGAATTTATTTGCCAGG

RPL - protein velké ribozomalni podjednotky, cDNA — komplementarni DNA, FP — forward primer, RP —
reverse primer, EcoRI — Escherichia coli R-factor I, Kpnl - Klebsiella pneumonie enzym |

Tab. 11: Reak¢ni smés na Tag PCR (1 reakce = 20 pl)

Reagencie Objem (ul)
10x DNA polymerazovy reakéni pufr 2
10pM RPL5_cDNA_EcoRI_FP/RPL11_cDNA_EcoRI_FP 1
10pM RPL5_cDNA_Kpnl_RP/RPL11_cDNA_Kpnl_RP 1
10mM dNTP 0,4
5 U/ul Tag DNA polymeraza 0,4
MgCl, 1,6
H,0O 12,6
Izolovany pcDNA™ 3.3-TOPO plazmid s cilovym genem (WT i M) 1

RPL - protein velké ribozomalni podjednotky, cDNA — komplementarni DNA, FP — forward primer, RP —
reverse primer, EcoRI — Escherichia coli R-factor I, Kpnl - Klebsiella pneumonie enzym 1, WT — wild type,

M - mutant, dNTP — smés deoxyribonukleotidd

4.4.2 Restrik¢ni Stépeni

Enzym EcoRI Stépi DNA v restrikénim misté - 5- GLAATTC -3" a Kpnl v misté -
5-GGTAC!.C -3.

Tag PCR produkty (RPL5 WT, M a RPL11 WT, M) svnesenymi sekvencemi -
restrikCnimi misty pro vySe uvedené enzymy byly Stépeny pres noc (Tab. 12).

Vybrany ptdTomato-C1 vektor byl poskytnut tstavem UMTM v Olomouci a byl
Stépen v mistech uvedenych na restrikCni mapé (Obr. 14) taktéZz endonukleazami EcoRI
a Kpnl. Reak¢ni smés na Stépeni je popsana v Tab. 12.
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Obr. 14: Mapa restrikénich mist ptdTomato-C1 vektoru

Belll Sacl
End tdTomato BspEl Xhol HindIII EcoRI

2031 CTG TAC AAG TCC GGA CTC AGA TCT CGA GCT CAA GCT TCQ AAT TCT GCA

Xmal
Sall Asp718 Apal BamHI
Accl Kpnl Smal Xbal*

2118 GTC GAC|GGT ACC JGCG GGC CCG GGA TCC ACC GGA TCT AGA TAA

Tab. 12: Reakéni smés na restrikéni Stépeni Tag PCR produkti a ptdTomato-C1 plazmidu
(1 reakce = 20 pl)

Reagencie Objem (ul)
10 U/ul EcoRl 1
10 U/ul Kpnl 1
10x M pufr 2
Tag PCR produkt/ptdTomato-C1 16

EcoRI — Escherichia coli R-factor I, Kpnl - Klebsiella pneumonie enzym |

Tag PCR produkty a ptdTomato-C1 plazmid byly $tépeny pres noc pfi 37 °C. Poté
byly restrikéni endonukleédzy tepelné inaktivovany v 65 °C po dobu 20 minut. Nésledujici den
byly Tag PCR produkty i vektor pfecistény systémem kolon (Postup 1).

PtdTomato-C1 plazmid byl defosforylovdn 1 pl alkalické fosfatazy (CIP)
(10 U/ml) spolecné s 2 ul 10x CutSmart pufru, aby bylo moZzné do néj zaligovat Tag PCR
produkty. Defosforylace plazmidu ptdTomato-C1 byla provedena v 37 °C po dobu 1 hodiny.

4.4.3 lzolace ptdTomato-C1 plazmidu z agardzového gelu

K ziskani Cistého linearniho plazmidu ptdTomato-C1 byla provedena jeho
elektroforeticka separace v 1% agardézovém gelu (90min/120V). Na jeho extrakci byl pouZit
DNA Gel Extraction Kit (Millipore) (Postup 5).

Postup 5: 1zolace ptdTomato-C1 plazmidu z gelu (DNA Gel Extraction Kit, Millipore)

1. PtdTomato-C1 plazmid byl separovan v 1% agar6zovém gelu (TAE pufr) béhem
1 hodiny a 30 minut pfi stejnosmérném napéti 90 V.

2. Poté byl cilovy vektor ptdTomato-C1 vyfiznut z gelu v UV transiluminatoru sterilnim
skalpelem, kosticka gelu byla vloZena do extrakéni kolony.

3. Kolona s gelem byla centrifugovana 10 minut pfi 5 000 rcf.

4. Koncentrace izolovaného ptdTomato-C1 plazmidu byla zméfena spektrofotometricky.
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4.4.4 Ligace cilovych gend do ptdTomato-C1 vektoru

Do izolovaného ptdTomato-C1 plazmidu byly ligovany Tag PCR produkty (RPL5
WT, M a RPL11 WT, M) s komplementarnimi konci pomoci komeréné dodavaného névodu
k enzymu T4 DNA ligaza (Ligation Protocol with T4 DNA Ligase, BioLab) (Tab. 13).

Tab. 13: Reakéni smés na ligaci cilovych gentl do ptdTomato-C1 vektoru
(1 reakce = 20 pl)

Reagencie Objem
10x T4 DNA ligazovy pufr 2 ul
ptdTomato-C1 vektor (5 400 bp)* 4,5 ul
o RPL5 WT/M (924 bp)* 1,73 pl/0,81 pl
cilovy gen
RPL11 WT/M (537 bp)* 0,57 /0,5 pl
T4 DNA ligaza 1pl
H.O do 20 pl

* 50 ng plazmidu ptdTomato-C1; RPL5 WT, M — 23 ng, RPL 11 WT, M - 16 ng
RPL - protein velké ribozomalni podjednotky, WT — wild type, M — mutant

LigaCni smés byla inkubovana 18 hodin v 16 °C a T4 DNA ligaza byla poté tepelné
inaktivovana pfi 70 °C béhem 10 minut.

Rekombinantni ptdTomato-C1 plazmid byl pouZit k transformaci kompetentnich
bakterii E. coli, kmen DH5a (Postup 2). Bakterialni suspenze byla vyseta na Petriho misky
s 20 ml LB média a 20 pl kanamycinu (50 pg/ml). Byla provedena kontrolni (colony) PCR,
kdy templatem byla bakterialni kolonie (Tab. 5) a podminky amplifikace jsou uvedeny
v Tab. 4. PCR produkty byly separovany agar6zovou elektroforézou (120V/40minut). Pouze
z bakterialnich kolonii, u kterych byla potvrzena pFitomnost a spravna velikost cilového genu
(RPL5, RPL11), byly pfipraveny zasoby bakteridlnich suspenzi (Postup 3). Pfes noc byly
bakterie kultivovany ve 100ml Erlenmeyerové barice s 50 ml LB média a 50 pl kanamycinu
(50 pg/ml) pfi 37 °C za stalého tfepani.

4.4.5 l1zolace ptdTomato-C1 plazmidu s cilovymi geny z bakterii E. coli

Z tekutych bakterialnich kultur byly izolovany ptdTomato-C1 plazmidy s cilovymi
geny RPL5 WT, M a RPL11 WT, M (Postup 5). U izolovaneé plazmidové DNA byla
provedena kontrolni PCR (Tab. 6) za shodnych podminek uvedenych v Tab. 4. PCR produkty

47




byly separovany agar6zovou elektroforézou (40min/120V) a spektrofotometricky byla

zmeérena jejich koncentrace.

4.5 Transfekce lidskych MRC5 bunék
K transfekci bunék (MRC5) izolovanymi plazmidy ptdTomato-C1 s cilovymi geny
(RPL5/RPL11 WT, M) byla pouzita elektroporace.

4.5.1 Pasazovani bunék
Bunky vybrané bunécéné linie MRC5 byly nejprve pasazovany (Postup 6).

Postup 6: Pasazovani MRC5 bunék

1. Z kultivacni ldhve s MRC5 burikami bylo vylito médium DMEM.

2. Adherované bunky byly 2x oplachnuty 10 ml 1x PBS.

3. K burikdm bylo pfidano 2,5 ml enzymu TrypLE a inkubovaly se 2 minuty
v inkubétoru pfi 37 °C a 5% CO,.

4. Bylo pfidano 13 ml média DMEM.

4.5.2 Elektroporace bunék MRC5

Transfekce bunék byla provedena pomoci Neon Transfection System, Invitrogen.
MRC5 buriky transfekované ptdTomato-C1l plazmidem s cilovym genem RPL5 WT, M
a RPL11 WT, M byly vysety (kazdy vzorek) do 9 jamek (50 000 bunék/jamka) na desku
ViewPlate-96 Black, Glass Bottom (PerkinElmer) dle Postupu 7.

Jako pozitivni kontrola byly pouZity buiky MRC5 vystavené 1 minutu ionizujicimu
zafeni (2,3 Gy). Negativni kontrolou byly nestresované buriky MRC5. Nejdfive byla
provedena optimalizace metody a skenovani, buiky na pozitivni kontrolu byly vysety na
3 skla a na negativni kontrolu taktéz na 3 skla (100 000 bunék/sklo) dle Postupu 8. Nasledné
byly kontrolni buiky (pozitivni i negativni) ke srovnani s transfekovanymi bufikami vysazeny
do 3 jamek (30 000 bunék/jamka) a do dalSich 3 jamek (15000 bunék/jamka) na desky
ViewPlate-96 Black, Glass Bottom (PerkinElmer) dle Postupu 9.

Kontrolni i transfekované burfiky byly pouZity k imunofluorescenénimu znaceni

marker(l poskozeni a k analyze poskozeni DNA.
Postup 7: Elektroporace MRC5 bunék (Neon Transfection System, Invitrogen)

1. Na Vi-cell XR analyzatoru bylo naméfeno 810 000 bunék v 1 ml DMEM média.

48



I

10.

Do 9 jamek bylo tfeba 450 000 bunék, a proto bylo odebrano 0,6 ml suspenze bunék
v DMEM mediu (pro kazdy vzorek).

Dany objem bunék byl sto¢en pfi 530 rcf po dobu 5 minut a v 20 °C.

Buriky byly resuspendovany v 1x PBS a centrifugovany za stejnych podminek.
Supernatant byl odstranén a peleta resuspendovana ve 100 pl R pufru.

K MRC5 bunkam bylo pfidano 4,5 pg izolovaného ptdTomato-C1 plazmidu s jednim
z cilovych genli - RPL5 WT, M a RPL11 WT, M.

Néasledovala 1x elektroporace bunék 1700 V béhem 20 ms.

Transfekované bunky byly resuspendovany v 1,8 ml DMEM média bez antibiotik.

K bunk&m bylo pfidano 1,8 pl geneticinu 418 (selek¢ni marker).

Buriky byly vysazeny v deviti opakovanich po 200 pl (kazdy vzorek) do ViewPlate-96
Black, Glass Bottom (PerkinElmer) a inkubovany 3 dny v inkubatoru (37 °C,
5% COy).

Postup 8: PFiprava kontrolnich MRC5 bunék na optimalizaci (skla)

1
2
3.
4

MRCS5 buriky byly pocitany na Vi-cell analyzatoru XR.
Dany pocet bunék byl sto¢en pfi 530 rcf, 5 minut a v 20 °C.

Buriky byly resuspendovany ve 2 ml 1x PBS a centrifugovany za stejnych podminek.

. Supernatant byl odstranén a peleta resuspendovdna v DMEM médiu (4,2 ml)

s 10% fetalnim bovinnim sérem a 1x penicilin/streptomycinovou smési.
Buriky byly po 700 pl vysazeny na skla a inkubovany 3 dny v inkubatoru (37 °C,
5% COy).

Postup 9: PFiprava kontrolnich MRC5 bunék (desky)

1.

2
3.
4

MRCS5 buriky byly pocitany na Vi-cell analyzatoru XR.
Dany pocet bunék byl sto¢en pfi 530 rcf, 5 minut a v 20 °C.
Buriky byly resuspendovany ve 2 ml 1x PBS a centrifugovany za stejnych podminek.

. Supernatant byl odstranén a peleta resuspendovana v DMEM médiu (1,2 ml)

s 10% fetalnim bovinnim sérem a 1x penicilin/streptomycinovou smési.
Bunky byly po 200 ul vysazeny na desky ViewPlate-96 Black, Glass Bottom
(PerkinElmer) a inkubovany 3 dny v inkubatoru (37 °C, 5% CO,).
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4.6 Imunofluorescence
Pomoci metody nepfimé imunofluorescence byly lokalizovany a analyzovéany

3 vybrané markery poSkozeni DNA (Tab. 14).

Tab. 14: Markery poskozeni DNA a jejich protilatky

Marker poskozeni Primarni protilatka/ Sekundarni protilatka/
DNA plvodni organizmus plvodni organizmus
y-H2AX anti-y-H2AX (Ser139)/mys anti-mys alexa fluor 488/osel
53BP1 anti-53BP1/krélik anti-krélik alexa fluor 488/osel
MDC1 anti-MDC1/mys anti-mys alexa fluor 488/osel

YH2AX - gamma histon 2AX, 53BP1 - 53 binding protein 1, MDC1 — mediator of DNA damage checkpoint 1

4.6.1 Imunofluorescenc¢ni znaceni

Vybrané markery poSkozeni DNA byly imunofluorescentné znaceny u adherovanych
kontrolnich bunék na skle i v jamkéch podle Imunofluorescene General Protocol (Cell
Signaling Technology) (Postup 11). Od protokolu se postup odklonil v pfipadé znaceni
MDC1 proteinu, kdy byla provedena preextrakce jak v pfipadé kontrolnich, tak
i u testovanych transfekovanych bunék (Postup 10).

Postup 10: Preextrakce bunék pfed lokalizaci MDC1 markeru

1. DMEM médium z jamek bylo odstranéno, adherované buriky byly na ledu oplachnuty
1x PBS.

2. 1x PBS byl odséan, bufiky 2 minuty inkubovany na ledu v preextrakénim pufru A
(200 pl).

3. Pufr byl odséan, bunky byly na ledu 20 minut inkubovany ve 200 pl preextrakéniho
pufru B.

4. Po odsani pufru byly bunky oplachnuty ve 200 pl studeného 1x PBS.

Postup 11: Imunofluorescenéni znaceni

1. Jamky sadherovanymi bufikami byly fixovany 4% formaldehydem v 1x PBS
a inkubovany 15 min pfi pokojové teploté.

2. Formaldehyd byl odsan a bunky byly permeabilizovany v 0,25% TRITON X-100
v 1x PBS a inkubovany 15 minut pfi pokojové teploté.
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10.
11.
12.
13.

14.

TRITON X-100 byl odstranén a bunky byly 3x po dobu 5 minut promyvany
v 1x PBS.

Buriky byly inkubovény ve 200 ul dilu¢niho pufru.

Priméarni protilatky anti-y-H2AX, anti-53BP1 byly fedény 500x dilu¢nim pufrem
a anti-MDC1 byla fedéna 200x diluénim pufrem. 10% azid sodny byl pfidan (300x
fedény) ke kazdé nafedéné protilatce.

Diluéni pufr byl odsan a do jamky bylo napipetovano 28,6 ul zfedéné primarni
protilatky — kazda ve 3 opakovanich.

Buriky byly s protilatkami inkubovany pres noc ve tmé ve 4 °C.

Dalsi den byly jamky 3x promyty po dobu 5 minut v 1x PBS.

K burikam bylo pfidano 10 ul specifické sekundarni protilatky (1000x fedéné dilu¢nim
pufrem) a desky byly inkubovany 1 hodinu a 30 minut ve tmé.

Jamky byly 3x promyty po dobu 5 minut v 1x PBS.

Do kazdeé jamky bylo pfiddno 10 pl Hoechstu 33342 (10 mg/ml) na barveni jader.
Jamky byly promyty v 1x PBS a uchovany ve 200 ul 1x PBS.

Pripravené preparaty na sklech byly pomoci fluorescenéniho mikroskopu 1X81
a ScanR Acquistion programu snimany a byla provedena analyza obrazu.

Pfipravené preparaty byly pomoci Yokogawa CV7000s snimény, nasledné byla
provedena analyza obrazu jak pozorovanim, tak automaticky. Analyzované bylo
poskozeni DNA pomoci vybranych markerl u WT a M vzork(l ve srovnani

s kontrolami.

4.7 Analyza poSkozeni DNA

Nejdfive byla provedena analyza poskozeni DNA v jadrech u kontrolnich bunék

pouhym pozorovanim. Automatickd analyza imunofluorescencné znacenych MRC5 bunék

byla provedena Mgr. Natalii Taborskou pomoci specializovaného systému Columbus™

Image Data Storage and Analysis. Systém pocital mnoZstvi bunécnych jader vyskytujicich se

v jednotlivych jamkach na deskach a poté z celkového poctu vybral jadra dle jejich velikosti

a kulatosti. Bunécna jadra byla obarvena modrym barvivem Hoechst 33342, a proto byla

detekovana modrym kandlem pfi 445/45 nm. Déle byly v jadrech pocitany body skenované

zelenym kanalem pfi 515/30 nm. Timto systémem byly mimo jiné rozliSovany transfekované

buiky od téch netransfekovanych pomoci Cerveného fluorescencniho proteinu z plazmidu

ptdTomato-C1, ktery byl detekovan ¢ervenym kanalem p¥i 595/40 nm.
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4.8 Pouzité komercni kity
Imunofluorescene General Protocol

Ligation Protocol with T4 DNA Ligase

Neon Transfection System

pcDNA™ 3.3-TOPOTA Cloning Kit
QIAquick DNA Gel Extraction Kit

QIAquick PCR Purification Kit

Quifilter Plasmid Purification MIDI 100
QuikChange 11 Site-Directed Mutagenesis Kit

4.9 Pouzité chemikalie (katalogové Cislo)
10x CutSmart reak¢ni pufr

10x M pufr

10x Pfu ultra Il reakéni pufr

10x Thermo-Start PCR pufr

6x DNA Loading Dye

Agar

Agar6za

Alexa Fluor 488 osel anti-kralik
Alexa Fluor 488 osel anti-mys
Alkalicka fosfatdza (CIP)
Ampicilin

Anti-53BP1 (krélik)

Anti-gamma H2AX Ser139 (mys)
Anti-MDC1 (mys)

Azid sodny

DAPI

DMSO

Dulbecco’s Modified Eagles Medium
EcoRI 10 U/ml

Etanol

FCSi

Fetalni bovinni sérum

Formaldehyd

52

Cell Signaling Technology
BioLabs

Invitrogen

Invitrogen

Qiagen

Qiagen

Qiagen

Agilent Technologies

BioLabs (B7204S)

Clontech (SD006)

Agilent (600670-52)

Thermo Scientific (AB0908B)
Thermo Scientific (R0611)
Thermo Scientific (LP0028)
Sigma Aldrich (A9539)
Thermo Scientific (A-21206)
Thermo Scientific (A-21202)
BioLabs (M0290S)

Sigma Aldrich (A9393)
Santa Cruz (sc-22760)
Millipore (05-636)

Abcam (ab50003)

Millipore (822335)

Cytocell (S7113)

Sigma Aldrich (D9170)
Sigma Aldrich (D5796)
Thermo Scientific (ER0271)
Fagron (1000800)

Sigma Aldrich (12003C)
Sigma Aldrich (A0281)
Fagron (100500)



GelRed

GeneRuler 1 kb, DNA ladder

Geneticin 418

Glycerol

Hoechst 33342 trihydrochlorid, trinydréat
Izopropanol

Kanamycin

Kpnl 10 U/ml

MgCl,

Penicilin-streptomycinova smeés

Pfu DNA polymeraza 2,5 U/l

Quibit dsDNA HS pufr

Quibit dsDNA HS reagent

Thermo-Start Tag DNA polymeraza 5 U/l
TrypLE Select enzym

4.10 Pouzité roztoky a jejich sloZeni

Biotium (41003)

Thermo Scientific (SM0311)
Sigma Aldrich (A1720)
Sigma Aldrich (G6279)
Thermo Scientific (H21492)
Lach-ner (20037-CT0-M1000-1)
Sigma Aldrich (K1377)
Thermo Scientific (ER0521)
Thermo Scientific (AB0908B)
Sigma-Aldrich (P4333)
Thermo Scientific (EP0502)
Thermo Scientific (Q32854)
Thermo Scientific (Q32854)
Thermo Scientific (AB0908B)
Thermo Scientific (12563029)

Dilucni pufr (50 ml) BSA.....oiiiiieieiie. 005 @
IXPBS......oiiiiiiiiiiee e, 5O MI
1x TAE pufr (11) destilovand voda ......................... 900 ml
10X TAE PUTT oo, 100 ml
10x TAE pufr (11) TRIS oL 4814 G
ledova kyselina octova ............... 11,4 ml
O0SMEDTA ... 20 ml
pH 8
destilovana voda .................... do 1000 ml
1x TBE pufr (11) TRIS ... 10,8 @
kyselina borita ............................ 55¢
0SMEDTA ..o, 4 ml
pH 8,3
destilovana voda.................... do 1000 ml
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LB médium (200 ml) destilovandvoda ......................
(tekuté) LB BaSE . .vuveieie e

LB médium (50 ml) destilovandvoda ......................
(tuhé) LBBase ....c.vvvvviiiiieiie v

101

1x PBS (1) NACL. ..ot
NazHPO4.12 HyO.....vveveeve.
KH2PO4 e

pH 7,4

Preextrakéni pufr A (100 ml) 300mMM SUCIOSE ...cvvvvvvvevneananns
1L5mM MQCly e
100mM NaCl ...,

pH 6,8

Preextrak¢ni pufr B (2 ml) ImM DTT (1000X).. ..o veeenenieeiaeann
5 pg/ml Leupeptin (500X) ...........
2 ug/ml Aprotinin (500x%) ............
0,5% Triton X ...oooiviiiieenn
Preextrakeni pufr A ...................

4.11 PouZité pFistroje

Analyzator Vi-cell XR viability

Centrifuga 5430

Centrifuga MiniSpin

Centrifuga Rotina 420 R

Columbus™ Image Data Storage and Analysis system
Digitalni CCD kamera C10600 (ORCA-R2)
Elektroforetickd komora HU10 Mini Plus Horizontal
Flow box TopSafe 1.2

Fluorescencni mikroskop 1X81
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... 200 ml
59

... 50 ml
...1,25¢
..0,75¢

89
0,2¢g
..3,21¢
0,29

. 10,27 ¢g
0,0305 ¢
0,5844 g

2ul
v 4ol
v A4l
.51l
.. 1939 ul

Beckman
Eppendorf
Eppendorf
Hettich
PerkinElmer
Hamamatsu
Scie-plas
Euroclone

Olympus



Fluorometr Qubit 2.0
Inkubator C 24 Benchtop
Inkubator IR 230

Laboratorni vahy Sartorius Extend ED423S-OCE

Mastercycler nexus

Nanodrop spektrofotometr ND 1000

Neon Transfection System

ScanR Acquistion

Termoblok ThermoStat plus

Thermal Cycler C1000

Transiluminator 1500 UV Kodak Gel Logic
Vodni lazerh SUBAqua 12 plus

Vortex Mixer VX — 200

Yokogawa CV7000s

Zdroj stejnosmérného napéti PowerPack HC
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Invitrogen

New Brunswick Scientific
Cole-Parmer
Sartalex
Eppendorf
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Olympus
Eppendorf
Bio-Rad

LabX

Grant

Labnet
PelkmansLab
Bio-Rad



5VYSLEDKY

5.1 Klonovani genti RPL5 a RPL11

Amplifikace lidskych genli RPL5 a RPL11 byla Uspésna, protoze elektroforeticka
separace (Obr. 15) potvrdila jejich oek&vanou velikost — RPL5 (924 bp) a RPL11 (537 bp).
Pro kazdy gen byly zpracovany 2 vzorky. Fluorimetricky ziskané koncentrace PCR produkt(
precisténych systémem kolonek (PCR Purification Kit, Qiagen) jsou v Tab. 15.

Obr. 15: PCR produkty RPL5 a RPL11gend

L 12 L, 3 4
10005~ ws gy =
500 bp - .

Ly, = GeneRuler 1 kb, DNA ladder (Thermo Fisher); 1 = RPL5; gen, 2 = RPL5, gen; 3 = RPL11; gen;
4 = RPL11, gen; nanasSeci pufr — 6x Loading Dye (ThermoFisher), barvivo NK — GelRed (Biotium).

Tab. 15: Koncentrace PCR produktl RPL5;., a RPL11;.,

PCR produkt Koncentrace (ng/ul)
RPL5; 69,6
RPL5, 77,4
RPL11, 41,2
RPL11, 22,4

RPL - protein velké ribozomalni podjednotky

PCR produkty odpovidajicich gendl (RPL5 a RPL11) byly klonovany do pcDNA™
3.3-TOPO vektoru (TA klonovani) pro transformaci kompetentnich bakterii E. coli (kmen
DH5a). Kontrolni (colony) PCR byla provedena u 10 narostlych kolonii s cilovym RPL5
genem a u 10 kolonii s cilovym RPL11 genem. Vysledna elektroforeticka separace (Obr. 16)
potvrdila ocek&vanou velikost PCR produktu u 10 kolonii - RPL5 gen 924 bp a RPL11 gen
537 bp.
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Obr. 16: Kontrolni (colony) PCR genu RPL5 a RPL11
L1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1000 bp —

B S G S SR R W — —

-

L, 11 12 13 14 15 16 1718 19 20

-
-
—
—

L Sgeewe vy

| —

L1, = GeneRuler 1 kb, DNA ladder (Thermo Fisher); 1 — 10 = bakterialni kolonie s RPL5 genem; 11 — 20 =

bakteridlni kolonie s RPL11 genem; nandSeci pufr — 6x Loading Dye (Thermo Fisher), barvivo NK — Gel Red

(Biotium).

Pomoci Qiafilter plasmid purification MIDI 100 (Qiagen) byly uspé3né izolovéany
3 vzorky plazmidd pcDNA™ 3.3-TOPO s cilovym genem RPL5 i 3 vzorky s cilovym genem

RPL11. PlazmidovA DNA byla eluovana do 20 pl

destilované vody a jejich

spektrofotometricky naméfend koncentrace je v Tab. 16. Elektroforeticka separace

izolovanych plazmidd po kontrolni PCR potvrdila pfitomnost i spravnou velikost cilovych

gentd (RPL5 gen 924 bp, RPL11 gen 537 bp), viz Obr. 17.

Tab. 16: Koncentrace izolovanych pcDNA™ 3.3-TOPO plazmidd s cilovymi geny

Izolovany pcDNA™ 3.3-TOPO plazmid s cilovymi geny

Koncentrace (ng/pl)

RPL5; 121
RPL5; 146
RPL5; 131
RPL11, 163
RPL11, 250
RPL11; 188

RPL - protein velké ribozomalni podjednotky
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Obr. 17: Kontrolni PCR izolovanych pcDNA™3.3-TOPO plazmidd s cilovymi geny RPL5

a RPL11
L 1 2 3 4 5 6

6 000 bp >
-

1000 bp — .
500 bp - _- '.. -..

L = GeneRuler 1 kb, DNA ladder (Thermo Fisher), 1 — 3 = izolovany pcDNA™ 3.3- TOPO plazmid (5 400 bp)
s cilovym RPL5 genem; 4- 6 = izolovany pcDNA™ 3.3- TOPO plazmid (5 400 bp) s cilovym RPL11 genem:;
nanaseci pufr — 6x Loading Dye (Thermo Fisher), barvivo NK — Gel Red (Biotium).

5.2 Cilend mutageneze vybranych gend

Pomoci Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies) byla do cilovych gend
v plazmidu pcDNA™3.3-TOPO (sp&$né vnesena genova mutace. Templatem pro cilenou
mutagenezi byl izolovany pcDNA™3.3-TOPO plazmid scilovym RPL5 genem
0 ¢ =146 ng/ul, 131 ng/pl a s cilovym RPL11 genem o ¢ = 163 ng/ul , 181 ng/ul. Linearni
struktura produktll mutageneze byla detekovana jejich separaci agordzovou elektroforézou ve
srovnani s kruhovymi plvodnimi plazmidy s WT inzerty (Obr. 18).

Obr. 18: Kontrolni PCR WT a M pcDNA™3.3-TOPO plazmidd

L 1. 2 3 4 56 7 8
S = - _

1000 bp —

-\WTM WT MAWT‘M WTM}

! !

RPL 5 RPL 11

L = GeneRuler 1 kb, DNA ladder (Thermo Fisher). 1, 3, 5, 7 — izolované WT pcDNA™ 3.3-TOPO plazmidy
s RPL5 genem o ¢; = 146 ng/ul, c; = 131 ng/ul; RPL11 genem cs = 163 ng/ul a ¢; = 181 ng/ul. 2, 4, 6, 8 —
M pcDNA™ 3.3-TOPO plazmidy sRPL5 genem o ¢, = 28 ng/pl, ¢, = 120 ng/pl; RPL11 genem
0 Cs = 113 ng/ul, cg = 86 ng/ul. NanaSeci pufr — 6x Loading Dye (Thermo Fisher), barvivo NK — Gel Red
(Biotium).
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Uspésna transformace bakterialnich bunék E. coli XL1-Blue Supercompetent cells
mutantnimi pcDNA™ 3.3-TOPO plazmidy byla zji$téna pomoci kontrolni (colony) PCR
u 4 kolonii s RPL5 genem a u 3 kolonii s RPL11 genem. Néasledna elektroforeticka separace
(Obr. 19) potvrdila pFitomnost inzertll o ocekavané velikosti — RPL5 gen 924 bp a RPL11 gen
537 bp.

Obr. 19: Kontrolni (colony) PCR RPL5 a RPL11 genu

L 1 2 3 4 5 6 7

1000 bp — e
T
500bp — s -.-

L = GeneRuler 1 kb, DNA ladder (Thermo Fisher). 1- 4 = bakterialni kolonie s RPL5 M genem, 5 - 7 =
bakterialni kolonie s RPL11 M genem. NandaSeci pufr — 6x Loading Dye (Thermo Fisher), barvivo NK — Gel Red
(Biotium).

Z bakterialnich suspenzi pomoci Qiafilter plasmid purification MIDI 100 (Qiagen)
byly Gsp&sné izolovany mutantni pcDNA™ 3.3-TOPO plazmidy. Koncentrace 4 izolovanych
vzorkll plazmidové DNA s RPL5 genem a 3 vzorkl plazmidové DNA s RPL11 genem jsou
v Tab. 17. Plazmidovd DNA byla eluovéna do 30 pl destilované vody a po kontrolni PCR
jejich vysledna elektroforeticka separace potvrdila pfitomnost a spravnou velikost inzertl
(Obr. 20). Sekvenovani potvrdilo ocekavanou velikost cilovych genl RPL5
a RPL11 v plazmidu a u mutantnich genll v plazmidu byly identifikovany spravné vnesené
bodové mutace (MISSENSE 1le227Arg a MISSENSE Leu20His).

Tab. 17: Koncentrace izolovanych pcDNA™ 3.3-TOPO plazmid{ s mutantni formou

cilovych gend

Izolovany pcDNA™ 3.3-TOPO plazmid s M genem Koncentrace (ng/pl)
RPL5; 1584
RPL5, 1349
RPL5; 2567
RPL5,4 1151
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Tab. 17 pokradovani: Koncentrace izolovanych pcDNA™ 3.3-TOPO plazmidd s mutantni

formou cilovych gen(

Izolovany pcDNA™ 3.3-TOPO plazmid s M genem Koncentrace (ng/pl)
RPL11, 658
RPL11, 646
RPL11; 470
RPL11,4 2814

RPL - protein velké ribozomalni podjednotky, M - mutant

Obr. 20: Kontrolni PCR izolovanych pcDNA™ 3.3-TOPO plazmid(i s mutantnimi cilovymi

geny
L 12 3 4 5 6 7 8
<
5400bp - BN o o o o
1000 bp —

-

500 bp —

L = GeneRuler 1 kb, DNA ladder (Thermo Fisher). 1- 4 = izolovany pcDNA™ 3.3-TOPO plazmid
s M RPL5 genem, 5 — 8 = izolovany pcDNA™ 3.3-TOPO plazmid s M RPL11 genem. Nanaseci pufr — 6x
Loading Dye (Thermo Fisher), barvivo NK — Gel Red (Biotium).

5.3 Preklonovani genli RPL5 a RPL11 do ptdTomato-C1 vektoru

Pomoci Tag primerl byla vytvorena restrikéni mista pfi PCR amplifikaci.
Elektroforetickou separaci byla ovéfena u Tag PCR produktl spravna velikost cilovych genl
— RPL5 (924 bp) a RPL11 (537 bp) (Obr. 21). Fluorimetricky zméfené koncentrace Tag PCR
produktd jsou v Tab. 18. Uspé$na izolace ptdTomato-C1 plazmidu z agar6zového gelu
pomoci QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) byla zkontrolovana elektroforetickou separaci
(Obr. 22). Spektrofotometricky zméfena koncentrace izolovaného plazmidu ptdTomato-C1
byla 11 ng/pl DNA.
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Obr. 21: Produkty Tag PCR
L 1 2 3 4

-
6000bp - ped
= -

1000 bp — -
500 bp — -.

L = GeneRuler 1 kb, DNA ladder (Thermo Fisher); 1 - pcDNA™3.3-TOPO plazmid s WT RPL5 genem a Tag
pFivésky, 2 - pcDNA™3.3-TOPO plazmid s M RPL5 genem a Tag privésky, 3 - pcDNA™3.3-TOPO plazmid
s WT RPL11 genem a Tag pfivésky, 4 - pcDNA™ 3.3-TOPO plazmid s M RPL11 genem a Tag privésky;
nanaSeci pufr — 6x Loading Dye, barvivo NK — Gel Red (Biotium).

Tab. 18: Koncentrace Tag PCR produkt(i

Tag PCR produkt Koncentrace ng/ul
RPLS WT 13,3
RPLS M 28,4
RPL11 WT 28,2
RPL11 M 35

Obr. 22: 1zolovany ptdTomato-C1 plazmid
L 1
6000 bp - &=

[

{l

L = 1 kb DNA Ladder GeneRuler (Thermo Fischer), 1 — ptdTomato-C1 plazmid

Po restrikénim Stépeni byly cilové geny UspéSné zaklonovany do ptdTomato-C1
vektoru podle protokolu Ligation protocol with T4 DNA Ligase (BioLabs) a probéhla
transformace bakterii. Usp&3na ligace byla potvrzena pomoci kontrolni (colony) PCR, kdy
nasledna elektroforeticka separace potvrdila pfitomnost a velikost cilovych genli — RPL5 gen
924 bp a RPL11 gen 537 bp (Obr. 23). Spektrofotometricky zmérené koncentrace izolovanych
plazmidd eluovanych do 30 pl jsou v Tab. 19.
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Obr. 23: Kontrolni (colony) PCR bakterialnich kolonii sWT a M formou genu

v ptdTomato-C1 plazmidu
L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213

H

e
a
. O 00 0 0 o o 0 0

L =1 kb DNA Ladder GeneRuler (Thermo Fischer). 1 - 2 - gen RPL5 WT, 3 - gen RPL5 M, 4 — 8 - gen RPL11
WT, 9-13-gen RPL11 M. NanaSeci pufr — 6x Loading Dye, barvivo NK — Gel Red (Biotium).

Tab. 19: Koncentrace izolovanych ptdTomato-C1 plazmidd s cilovymi WT a M geny

Izolovany ptdTomato-C1 plazmid Koncentrace
s cilovymi geny (ng/ul)

1314

876

RPL5 WT 5205

950

708

827

RPL5 M 5351

1183

569

RPL11 WT 723

406

1401

1354

1136

RPL11 M 1099

1297

RPL - protein velké ribozomalni podjednotky, WT — wild type, M — mutant

5.4 Analyza poSkozeni DNA u kontrolnich a transfekovanych MRC5 bunék

U imunofluorescenéné znatenych MRC5 bunék byly sledovany zelené signaly
markerd signalizujicich poskozeni DNA. Na Obr. 24, 25 a 26 jsou ukazky z analyzy obrazu
pozitivnich a negativnich kontrol, poskozeni DNA bunék na sklech bylo stanoveno pomoci
3 indikatorli — y-H2AX, 53BP1 a MDC1. V Tab. 20 je vysledna analyza obrazu kontrol na

sklech pouhym pozorovanim.
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Obr. 24: Pozitivni a negativni kontrola znaceného markeru poskozeni DNA — y-H2AX

MRC5 2,3 Gy MRC5 0 Gy

DAPI

Anti-
yH2AX

DAPI +
anti-
yH2AX

zvétSeni 40x

Buné&cna linie MRCS5, zdroj Laboratof tkanovych kultur (UMTM); 2,3 Gy/1minuta, fixace 30 minut po ozéarent;
+ IR — pozitivni kontrola, - IR — negativni kontrola, DAPI - 4',6-diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride =
obarveni jader MRC5 bunék, anti-y-H2AX - protilatka proti gamma histon 2AX = marker poSkozeni DNA
detekovany zelenym kanalem, DAPI + anti- y-H2AX = spojeni kanalu DAPI a anti-y-H2AX
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Obr. 25: Pozitivni a negativni kontrola znaceného markeru poskozeni DNA — 53BP1

MRCS5 2,3 Gy MRC5 0 Gy

DAPI

Anti-
53BP1

DAPI +
anti-
53BP1

zvétSeni 40x

Buné&cna linie MRCS5, zdroj Laboratof tkanovych kultur (UMTM); 2,3 Gy/1minuta, fixace 30 minut po ozéarent;
+ IR — pozitivni kontrola, - IR — negativni kontrola, DAPI - 4',6-diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride =
obarveni jader MRC5 bunék, anti-53BP1 — protilatka proti 53 binding protein 1 = marker poSkozeni DNA
detekovany zelenym kanalem, DAPI + anti-53BP1= spojeni kandlu DAPI a anti-53BP1
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Obr. 26: Pozitivni a negativni kontrola znaceného markeru poskozeni DNA — MDC1

MRCS5 2,3 Gy MRC5 0 Gy

DAPI

Anti-
MDC1

DAPI +
anti-
MDC1

zvétSeni 40x

Buné&cna linie MRCS5, zdroj Laboratof tkanovych kultur (UMTM); 2,3 Gy/1minuta, fixace 30 minut po ozéarent;
+ IR — pozitivni kontrola, - IR — negativni kontrola, DAPI - 4',6-diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride =
obarveni jader MRC5 bunék, anti-MDC1 — protilatka proti mediator of DNA damage checkpoint 1 = marker
poskozeni DNA detekovany zelenymi sgnaly, DAPI + anti-MDCL1 = spojeni kanalu DAPI a anti-MDC1
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Tab. 20: Analyza marker(i poskozeni DNA u kontrolnich bunék pozorovanim

Marker Kontrola | Pocet | Pocet zelenych | Prdmérny | Prdmérny
poskozeni bunék spotl pocet spotd/ pocet o
DNA detekovanych buriku spotl/
pozorovanim bunku
y-H2AX + 100 1009 10,09
y-H2AX + 100 996 9,96 10,03 0,092
y-H2AX - 100 135 1,35 134 0,014
y-H2AX - 100 133 1,33 !
53BP1 + 100 529 5,29
53BP1 + 100 515 5,15 5,22 0,099
53BP1 - 100 120 1,20
53BP1 - 100 117 1,17 119 0,021
MDC1 + 100 325 3,25
MDC1 + 100 319 3,19 3,22 0,042
MDC1 - 100 91 0,91
MDC1 - 100 86 0,86 0.89 0,035
+ pozitivni kontrola, - negativni kontrola, y-H2AX — gamma histon 2AX, 53BP1 — 53 binding protein 1, MDC1

— mediator of DNA damage checkpoint 1, 0 — smérodatna odchylka

Byl spocitan rozdil v primérném poctu zelenych spotl na buriku u pozitivnich

a negativnich kontrol kazdého markeru poSkozeni DNA. U bunék s detekovanym markerem

y-H2AX byl pozorovan u negativnich kontrol pokles spotdl vzhledem k pozitivni kontrole
0 86,6 %, u bunék s markerem 53BP1 0 77,2 % a u markeru MDC1 o 72,4 %. U kontrolnich
bunék vysetych na sklech byla kromé analyzovani poSkozeni DNA pouhym pozorovanim

pofizena i automaticka analyza pomoci ScanR Acquistion a Columbus™ Image Data Storage

and Analysis system, viz Tab. 21. Pro pfehlednost jsou ziskané vysledky zaneseny v Grafu 1.

Graf 1: Priimérny pocet spotd/kontrolni buiiku u markerd poskozeni DNA (pozorovani)
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Primeérny pocet spotti/buriku u vybranych markerd poskozeni (kontroly)
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y-H2A.X
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5,22

1,19

53BP1 53BP1

(IR) (nonlIR)

3,22

N

MDC1
(IR)

markery poskozeniu kontrol
IR — pozitivni kontrola, nonlR — negativni kontrola, y-H2AX — gamma histon 2AX, 53BP1 — 53 binding

protein 1, MDC1 — mediator of DNA damage checkpoint 1
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Tab. 21: Automaticka analyza markerd poskozeni DNA u kontrolnich bunék na sklech

Marker y Pocet Primérny Primérny
. . Pocet . o o
poskozeni | Kontrola bunak zelenych pocet pocet o)
DNA spotli | spotl/buriku | spotli/buriku
y-H2AX + 485 13432 27,70
y-H2AX + 478 13 368 27,96 27,83 0,184
y-H2AX - 359 1998 5,57
y-H2AX - 352 1976 5,61 5,59 0,028
53BP1 + 634 7678 12,11
53BPL ¥ 620 7503 12,25 12,18 0,099
53BP1 - 625 2 568 4,11
53BP1 - 631 2512 3,98 4,04 0,092
MDC1 + 558 10 554 18,91
MDCL ¥ 536 | 10243 19,11 19,01 0.141
MDC1 - 444 6 388 14,39
MDCL : 425 6 253 14,71 14,55 0,226

+ pozitivni kontrola, - negativni kontrola, y-H2AX — gamma histon 2AX, 53BP1 — 53 binding protein 1, MDC1

— mediator of DNA damage checkpoint 1, 0 — smérodatna odchylka

Automatickou analyzou byly spocteny rozdily v primérném poctu zelenych spotll na

buiku u pozitivnich a negativnich kontrol kazdého markeru poSkozeni DNA (na skle).

U bunék s markerem y-H2AX byl zjistén pokles poctu spotl u negativni kontroly vzhledem

k pozitivni kontrole o 79,9 %, u bunék s markerem 53BP1 0 66,8 % a u bunék s markerem

MDC1 o 23,5 %. Pro prehlednost jsou ziskané vysledky zaneseny do Grafu 2.

Graf 2: Prlimérny podet spotd/kontrolni buiiku u markerd poskozeni DNA (analyza obrazu)
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IR — pozitivni kontrola, nonlR — negativni kontrola, y-H2AX — gamma histon 2AX, 53BP1 — 53 binding

protein 1, MDC1 — mediator of DNA damage checkpoint 1
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U transfekovanych bunék byla zajisténa automaticka analyza obrazu pomoci softwaru
Columbus™ Image Data Storage and Analysis system, viz Tab. 23 a 24. Automaticka analyza
obrazu byla pofizena i pro kontrolni bufiky na deskach (Tab. 22), protoZe snimi byly
srovnavany vysledky analyzy transfekovanych bunék (Graf 3 — 8).

Tab. 22: Automaticka analyza markerd poskozeni DNA kontrolnich bunék na deskach

poSkozeni | Kontrola bunsk zelenych poce poce o
DNA uné spotti sthu/ sthu/
bunku bunku
y-H2AX + 1496 1642 1,09
1,05 0,092
y-H2AX + 713 682 0,96
y-H2AX - 2422 268 0,11
0,11 0,007
y-H2AX - 304 36 0,12
53BP1 + 2222 5 757 2,59
2,42 0,247
53BP1 + 2 025 4 536 2,24
53BP1 - 1432 1718 1,20
1,21 0,014
53BP1 - 1444 1766 1,22
MDC1 + 10 768 438 0,041
0,042 0,004
MDC1 + 3116 142 0,046
MDC1 - 243 4 0,016
0,014 0,001
MDC1 - 1108 15 0,014

+ pozitivni kontrola, - negativni kontrola, y-H2AX — gamma histon 2AX, 53BP1 — 53 binding protein 1, MDC1

— mediator of DNA damage checkpoint 1, 0 — smérodatna odchylka

Automatickou analyzou byl zjistén rozdil v primérném poctu zelenych spotl na buriku
u pozitivni a negativni kontroly markeru poSkozeni DNA (na deskéch). U bunék s markerem
y-H2AX byl zjistén pokles spotl u negativni kontroly vzhledem k pozitivni o 89,5 %, u bunék
s markerem 53BP1 0 50 % a u bunék s markerem MDC1 byl pokles o 66,7 %. Na Obr. 27

jsou ukazkoveé fotografie transfekovanych MRC5 bungék s detekovanym proteinem y-H2AX.
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Tab. 23: Automaticka analyza obrazu marker( poskozeni DNA u transfekovanych bunék |

Marker | Cilovy o . Ffrﬂ(r]érné Cellfe,m spottl Pramérny
poskozeni | gen I_:’ocet Transfgkovane Uspésnost Y Jadrech, potet
DNA (RPL) jader bunky transfekce transfekoyanych spote/
(%) bunék burs

unku

274 116 11 0,10

V-HAX Y 5wt [ae1 236 435 26 0,11
117 19 3 0,16

194 61 18 0,29

V-HAX L 5\ 365 136 38,0 45 0,33
220 99 35 0,35

239 133 31 0,23

V-H2AX w220 % 52,1 29 0,30
259 145 29 0,20

984 263 178 0,67

y-H2AX | 11M | 359 94 26,0 69 0,73
287 66 31 0,47

183 37 48 1,29

53BP1 SWT 147 15 21,8 23 1,53
193 62 74 1,19

186 90 175 1,94

53BP1 oM 209 84 44,2 134 1,59
205 91 205 2,25

243 100 116 1,16

53BP1 1IWT | 195 77 44,5 67 0,87
230 120 138 1,15

540 201 368 1,83

53BP1 11M 443 144 33,2 267 1,85
362 101 213 2,11

173 29 1 0,034

MDC1 S5WT | 201 86 30,6 4 0,046
179 54 2 0,037

243 79 3 0,037

MDC1 oM 211 71 28,5 3 0,042
135 18 2 0,032

194 64 1 0,016

MDC1 | 11WT | 263 89 30,9 2 0,022
233 60 2 0,033

176 63 2 0,032

MDC1 11M 285 131 41,0 5 0,038
279 109 4 0,037

RPL - protein velké ribozomalni podjednotky, WT — wild type, M — mutant, y-H2AX - gamma histon 2AX,
53BP1 - 53 binding protein 1, MDC1 — mediator of DNA damage checkpoint 1
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Tab. 24: Automaticka analyza obrazu marker(i poskozeni DNA u transfekovanych bunék |1

Marker - Primeérny pocet spotl/
poskozeni DNA Cllovy gen (RPL) bunku °

y-H2AX 5WT 0,11 0,032

y-H2AX 5M 0,33 0,031

y-H2AX 11IWT 0,24 0,051

y-H2AX 1M 0,66 0,136
53BP1 SWT 1,27 0,175
53BP1 oM 1,94 0,330
53BP1 11IWT 1,08 0,165
53BP1 11M 1,90 0,156
MDC1 SWT 0,04 0,006
MDC1 oM 0,05 0,005
MDC1 11IWT 0,02 0,009
MDC1 11M 0,04 0,003

RPL - protein velké ribozomalni podjednotky, WT — wild type, M — mutant, y-H2AX - gamma histon 2AX,
53BP1 - 53 binding protein 1, MDC1 — mediator of DNA damage checkpoint 1, o — smérodatna odchylka

Obr. 27: Ukazka transfekovanych MRC5 bunék ptdTomato-C1l plazmidem s mutantnim
genem RPL11 (y-H2AX)

Hoechst 33342 dsRed Hoechst 33342 + dsRed

ZvétSeni 20x
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Obr. 27 pokracovéani: Ukazka transfekovanych MRC5 bunék ptdTomato-C1 plazmidem
s mutantnim genem RPL11 (y-H2AX)
Alexa Fluor 448 Alexa Fluor 448 + dsRed

zvétSeni 20x
Bunécna linie MRC5, zdroj Laboratof tkanovych kultur (UMTM), fixace 3 dny po elektroporaci, DAPI - 4',6-

diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride = obarveni jader MRC5 bunék, Hoechst 33342 — barvivo jader,
dsRed — protein ptdTomato-C1 plazmidu, Hoechst 33342 + dsRed — spojeni kanalu Hoechst 33342 a dsRed

Grafy 3 — 8 zobrazuji a shrnuji automatickou analyzu obrazu vybranych markerd
poskozeni DNA (y-H2AX, 53BP1 a MDC1) u transfekovanych bunék (Tab. 23, 24) vzhledem
k pozitivnim a negativnim kontroldam (IR, nonIR). V Tab. 25 jsou pfehledné shrnuty poklesy
primérnych poctl spotd/buriku u vsech transfekovanych bunék vzhledem ke specifickym

pozitivnim kontrolam.

Graf 3: Srovnani prlimérného poctu spotl/buriku u kontrolnich bunék a bunék
transfekovanych vektorem ptdTomato-C1 s cilovym genem RPL5 WT, M u protilatky anti-
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IR — pozitivni kontrola (ionizujici zé&feni), nonlR — negativni kontrola, RPL — protein velké ribozomalni
podjednotky, WT — wild type, M — mutant

71



Graf 4: Srovnani prlimérného poctu spotl/buriku u kontrolnich bunék a bunék
transfekovanych vektorem ptdTomato-C1 s cilovym genem RPL5 WT, M u protilatky anti-

53BP1
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podjednotky, WT — wild type, M — mutant

Graf 5. Srovnani prlimérného poctu spotl/buriku u kontrolnich bunék a bunék
transfekovanych vektorem ptdTomato-C1 s cilovym genem RPL5 WT, M u protilatky anti-
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podjednotky, WT — wild type, M — mutant

72



Graf 6: Srovnani prlmérného poctu spotl/buriku u kontrolnich bunék a bunék
transfekovanych vektorem ptdTomato-C1 s cilovym genem RPL11 WT, M u protilatky anti-
yH2A.X
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Graf 7: Srovnani prlimérného poctu spotl/buriku u kontrolnich bunék a bunék
transfekovanych vektorem ptdTomato-C1 s cilovym genem RPL11 WT, M u protilatky
anti-53BP1
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IR — pozitivni kontrola (ionizujici zareni), nonIR — negativni kontrola, RPL — protein velké ribozomalni
podjednotky, WT — wild type, M — mutant

73



Graf 8: Srovnani prlmérného poctu spotl/buriku u kontrolnich bunék a bunék
transfekovanych vektorem ptdTomato-C1 scilovym genem RPL11 WT, M u protilatky
anti-MDC1
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IR — pozitivni kontrola (ionizujici zé&feni), nonlR — negativni kontrola, RPL — protein velké ribozomalni
podjednotky, WT — wild type, M — mutant

Tab. 25: Pokles priimérného poctu spotd/buriku u viech transfekovanych bunék vzhledem
k pfislusné pozitivni kontrole (IR)

WT forma genu

M forma genu

Cilovy gen Marker poSkozeni (%) (%)

y-H2AX 89,5 68,6

RPL5 53BP1 47,5 19,8

MDC1 100 125*

y-H2AX 77,1 37,1

RPL11 53BP1 55,4 21,5
MDC1 52,4 5

* 0 25 % zvysen pocet spotli/buriku

RPL - protein velké ribozomalni podjednotky, WT — wild type, M — mutant, y-H2AX - gamma histon 2AX,
53BP1 - 53 binding protein 1, MDC1 — mediator of DNA damage checkpoint 1
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6 DISKUZE

DNA bunék je vystavena velkému mnoZzstvi endogennich a exogennich faktord, které
zpUsobuji jeji poskozeni. NejrizikovéjSim poskozenim DNA jsou dvoufetézcové zlomy,
jejichz nasledkem dochazi ke genomické nestabilité nebo propukd bunécna smrt. Aby se
zabrénilo apoptdze nebo hromadéni genomickych poskozeni, maji bufiky vyvinuty systémy
oprav. Diky ochrannym mechanizmdm existuje moznost detekovat a lokalizovat proteiny
Gcastnici se téchto drah a vyuzit je jako markery poSkozeni DNA (Cadet a kol., 1997; Jackson
a kol., 2001, 2002).

Z recentnich studii vyplyva, Ze by poskozeni DNA mohlo ur¢itym zplsobem iniciovat
ribozomalni stres, nebo naopak. Tato teorie je vSak stdle pfedmétem studia. Ribozomalnim
stresem se oznacuje naruSeni nebo poskozeni biogeneze ribozomi a nasledkem této udalosti
se aktivuje p53 signalni draha (Zhang a kol., 2009). Draha mdzZe byt iniciovana vycerpanim
nebo poskozenim nékterych ribozomalnich proteind, ale zato jiné ribozomalni proteiny,
konkrétné RPL5 a RPL11 se vaZzou na MDM2. Zastavi se proces proteazomové degradace
proteinu p53 a misto toho se v burikach stabilizuje (Llanos a kol., 2010). Existuje tedy jakési
propojeni mezi vybranymi ribozoméalnimi proteiny a p53 signalni drahou, kterd je jasnym
signalem pro stres/poSkozeni v bufice. Proto se geny pro zminéné proteiny staly predmétem
této prace.

Napfiklad byl analyzovan ucinek Ubytku proteinu RPL37 na hladinu proteinu p53
a jeho redukci byla prokazana aktivace signalni drahy p53, vCetné stabilizace proteinu p53.
V bunéénych liniich U20S byl v jadérku vizualizovan RPL37 pomoci fluorescencné (GFP)
znacCené protilatky. Po 48 hodindch od transfekce téchto bunék pomoci siRNA, kdy probéhla
RNA interference, doSlo k vyraznému Ubytku proteinu RPL37. Tento pokles byl pozorovan
snizenym poctem detekovanych signalll a po celkovém vycerpani proteinu RPL37 doslo
k zéstavé bunécného cyklu (Caldarola a kol., 2009; Kruse a kol., 2009). Ziskane vysledky
tedy prokazaly, Ze v pFipadé Ubytku ribozomalniho proteinu RPL37 byla aktivovana signalni
draha p53, ale pfi nedostatku proteinu RPL5 a RPL11 se signalni draha p53 neaktivovala (Sun
a kol., 2010). Byla podpofena teorie, Ze poSkozeni DNA indukované proteazomovou
degradaci RPL37 miZze mit souvislost s iniciaci ribozomalniho stresu poskozenim DNA
(Llanos a kol., 2006, 2010).

Naruseni biogeneze ribozom( je Casto propojeno s viditelnymi morfologickymi
zménami jadérka. PFi vycerpani ribozomalnich proteinll RPL23, RPL29 dochézi k uvolnéni

proteind z jadérka do nukleoplazmy (Bhat a kol., 2004; Sun a kol., 2010). V pfipadé vystaveni
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bunék cytotoxickym latkdm je mozné pozorovat rozpleteni a rlizné fragmentace jadérka.
Pfikladem je plsobeni drogy DRB (5,6-dichloro-1-B-D-riboruranosylbenzimidizole), ktera
meéni jadérko na strukturu znamou jako ,,jadérkovy nahrdelnik*, jez lze pomoci protilatek na
jadérkovy protein fibrillarin (DFC marker) vizualizovat (Haaf a kol., 1996; Ochs, 1998).

V bakalarské praci byly klonovany geny ribozomalnich proteind RPL5 a RPL11 do
vektoru pcDNA™3.3 TOPO pomoci TOPO klonovéni (pcDNA™ 3.3-TOPOTA Cloning Kit,
Invitrogen), protoZe jeho klonovaci Uspésnost dle vyrobce je az 99 % (v zavislosti na velikosti
PCR produktu). Cilové geny ve wild type a mutantni formé (mutageneze cilovych genl -
QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis Kit, Agilent Technologies) byly presto
preklonovany do ptdTomato-C1 vektoru, protoZe tento vektor ma Cerveny expresni protein
tdTomato, pomoci kterého byly rozliSeny transfekované bunky. Firma Invitrogen dodavajici
kit na elektroporaci (Neon Transfection system) udava 75% UspéSnost v transfekci
fibroblastovych bunék z plic, ale nam se podafilo priimérné transfekovat ptdTomato-C1
plazmidem pouze 36,2 % MRC5 bunék. Analyza vybranych marker(i poskozeni DNA
(y-H2AX, 53BPla MDC1) v transfekovanych bunkach byla provedena pomoci jejich
nepfimého imunofluorescenénino  znaCeni specifickymi primarnimi a sekundarnimi
protilatkami s Alexa Fluor 488.

U bunék se znatenym markerem y-H2AX byl pozorovan narlst poctu spotd Vvici
negativni kontrole. Tento aspekt byl ocekavéan, protoze v disledku elektroporace milze
dochézet ke vzniku nebezpecnych dvouretézcovych zloml. Odpovédi na tyto zlomy je pravé
fosforylace histonu H2AX, ktery je béZznou sou€asti primarni struktury chromatinu, tzv.
nukleozomu. V misté dvouretézcovych zlomi DNA se na C-konci histonu fosforyluje serin
(139. pozice). Tato posttranslacni modifikace histonu byla poprvé pozorovana po plisobeni
y-zareni a z toho ddvodu se nazyva fosforylovany histon y-H2AX (Rogakou a kol., 1998
a 1999). Hlavnim faktorem zpUlsobujicim jeho fosforylaci je kindza ATM, pripadné DNA-PK
a ATR kinaza (Burman a kol., 2001; Durocher a kol., 2001). U bunék s wild type formou
genu RPL5 nebylo detekovano zvySené mnozstvi markeru y-H2AX, ale naopak u mutantni
formy dosSlo k vice nez 60% narlistu vzhledem k nestresovanym burikdm (negativni kontrola).
Tuto skute€nost si vysvétlujeme pFitomnosti mutantniho proteinu RPL5 (i RPL11) v burikéach.
PFitomnou mutaci se narusila syntéza ribozom( a tim padem zifejmé nedo$lo k dostate¢nému
zasobeni mista poSkozeni proteiny opravnych drah, takZze mnoZstvi detekovaného markeru
poskozeni DNA z(stal zvysen.

Fosforylovany y-H2AX poskytuje vazebné misto pro protein MDCL1. Zavislost MDC1
proteinu na y-H2AX se ziejmé projevila tim, Ze pfi zvySeném vyskytu y-H2AX nar(stalo
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i mnozstvi MDC1. Hlavnimi vazebnymi doménami proteinu MDC1 k fosforylovanému
histonu jsou BRCT (BRCA1 C Terminus) oblasti, které slouzi i jako mista vazby dalSich
reparacnich proteinli. Lokalizace proteinu MDC1 zavisi na pritomnosti fosforylovaného
histonu a k jeho citlivému znaceni byla provedena preextrakce. Na zékladé téchto informaci
bylo podobné jako u histonu pozorovano navySeni markeru MDC1 u bunék s mutantnimi
proteiny RPL5 a RPL11.

DalSim proteinem kolokalizujicim a interagujicim s fosforylovanym histonem
v mistech dvouretézcovych zlomd je marker 53BP1. V analyzovanych buiikach byl u markeru
53BP1 pozorovan narQst poctu spotd podobné jako u proteinu MDC1, jelikoZ je stejné jako
MDC1 zavisly na pritomnosti fosforylovaného histonu. Esencialni funkci proteinu 53BP1 je
vazba na centralni vazebnou doménu proteinu p53, ¢imZ zprostfedkovava jeho aktivaci
v burikach (Iwabuchi a kol., 1994, 1998).

Nejcitlivéjsi metodou na lokalizovani dvouretézcovych zloml je imunofluorescenéni
znaCeni daného markeru, napf. y-H2AX protiladtkou. Ke kvantifikaci jednotlivych y-H2AX
spotl se pouziva nejcastéji fluorescenéni mikroskop, protoZe pravé jednomu spotu y-H2AX
odpovida jeden dvouretézcovy zlom (Rogakou a kol., 1999). K dalSim méné citlivym
metodam na kvantifikaci marker(i poskozeni DNA miize byt pouZita kometova analyza neboli
gelova eketroforéza, kterd detekuje poSkozeni na Grovni jednotlivych bunék (Singh
a kol., 1998), Western blot (Burma a kol., 2001), 2-D elektroforéza (Foster a kol., 2005)
anebo prdtokovy cytometr (Kataoka a kol., 2006).

K naSemu studiu vlivu ribozomalniho stresu na markery poSkozeni DNA by bylo
vhodné pouZit i jiné markery, které by nesignalizovaly tak fatalni poSkozeni DNA, jako jsou
pravé dvouretézcové zlomy. S nejvétsi pravdépodobnosti by v buiikdch pod ribozomalnim
stresem ani nevznikaly. Pokud bychom chtéli analyzu doplnit o dalsi markery signalizujici
poskozeni DNA, nabizi se markery oxidativniho stresu (zplisoben ROS) — 8-hydroxyguanosin
a 8-0x0-2"-deoxyguanosin (Shigenaga a kol., 1989). Pfipadné se mohou pouZit i markery
reparacnich proteinl, které jsou soucasti opravnych drah poskozeni DNA, napriklad XPC,
Ku70, Rad52 a ATM Ci ATR.

Na klonovani a naslednou analyzu markerd Ize pouzit i jiné zndmé geny kédujici dalsi
ribozomalni proteiny. PfedevSim se nabizi geny kodujici proteiny RPL23, RPL26, RPL37
a RPS15 a RPS20, které svou vazbou na MDMZ2 aktivuji p53 signalni dréhu.

Elektroporace je u¢innou metodou na transformaci bungk, ale elektricky proud miize
velkou ¢ast bunék usmrtit nebo (dle vyse popsanych vysledk() vést k poskozeni DNA, a proto

by bylo moZné srovnat elektroporaci s Gcinnosti napf. lipofekce a jejim ucinkem na
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buiiky/DNA. Déle by bylo vhodné k testovanym kontrolam a vzork{m pfidat skupinu bunék,
které by byly transfekovany ,,naprazdno“, tzn. prosly by elektroporaci stejné jako testované
bunky, ale bez dodani vektoru. Mohli bychom takto jednodude odecist vliv samotné
elektroporace.

Skenovani spotll po imunofluorescenénim znaceni bylo provedeno pfi zvétseni
objektivu 20x. PouZitim vétSiho zvétSeni (40x) bychom mohli ziskat podstatné presnéjsi
vysledky. S ribozomalnim stresem souvisi cela fada dalSich jevd, jejichz sledovanim bychom
mohli dojit k dal$im vysledklim a k vysvétleni nékterych trendd. Napfiklad mérenim hladiny
proteinu p53 by mohl byt signifikantné potvrzeny vliv ribozomalniho stresu na tento marker
poskozeni DNA.
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7 ZAVER

V rdmci zadani bakalarské prace byly z cDNA UspéSné izolovany geny pro
ribozomalni proteiny RPL5 a RPL11, které se podafilo zaklonovat do vektoru pcDNA™3.3
TOPO. Bakterie Escherichia coli, kmen DH5a byly transformovany témito vektory s wild
type a mutantni formou genu, ze kterych byly nasledné izolovany plazmidy. Za UcCelem
rozliseni transfekovanych bunék byly obé formy cilovych geni preklonovany do vektoru
ptdTomato-C1, ktery exprimoval protein dsRed. Izolované plazmidy s cilovymi geny byly
transfekovany (elektroporace) do lidskych MRC5 bunék. Nasledné se podafilo Uspésné
imonufluorescencné znacit 3 vybrané markery poSkozeni DNA (y-H2AX, 53BP1 a MDC1)
u kontrolnich i transfekovanych bunék. Na z&vér bylo analyzované poSkozeni DNA srovnano
s kontrolnimi burikami.

Uspé3nost transfekce byla u MRC5 bunék spocitana na 36,2 %. Z automatické analyzy
kontrolnich bunék vysetych na sklech i na deskach bylo u pozitivnich kontrol primérng
detekovano vétsi mnoZstvi poSkozeni DNA neZ u negativni kontroly. U negativnich kontrol
na sklech v porovnani s pozitivni kontrolou byl u markeru y-H2AX zjistén pokles poSkozeni
0 79,9 %, u markeru 53BP1 0 66,8 % a u markeru MDCL1 o 23,8 %. Kontrolni bufky vyseté
na deskach mély taky detekovany pokles posSkozeni u negativni kontroly, u markeru y-H2AX
0 89,5 %, u markeru 53BP1 0 50 % a u markeru MDC1 o 66,7 %. U transfekovanych bunék
byl ve srovnani s pfislusnou pozitivni kontrolou vypocitan pokles markerd poskozeni DNA.
Buriky s wild type formou RPL5 genu mély vzhledem k pozitivni kontrole u markeru y-H2AX
pokles 0 89,5 %, u markeru 53BP1 0 47,5 % a u MDC1 nebyl Z&dny pokles (0 %). U bunék
s mutantni formou RPL5 genu byl oproti pozitivni kontrole detekovan podstatné mensi pokles
spotll - u markeru poskozeni y-H2AX 0 68,6 %, u 53BP1 o 19,8 % akorat u MDC1 doslo
dokonce k navyseni poskozeni oproti pozitivni kontrole, a to 0 25 %. Burnky swild type
formou RPL11 genu mély u markeru poSkozeni y-H2AX pokles o 77,1 %, u markeru 53BP1
0 55,4 % a u markeru MDCL1 o 52,4 % oproti pozitivni kontrole. U bunék s mutantni formou
RPL11 genu doSlo k podstatné mensimu poklesu spotli ve srovnani s pozitivni kontrolou -
u markeru y-H2AX o0 37,1 %, u 53BP1 0 21,5 % au MDC1 0 5 %.

PFi srovnani transfekovanych MRC5 bunék s wild type a mutantni formou genu RPL5
a RPL11 bylo u bunék s mutantni formou genu pozorovovano podstatné vétsi poskozeni nez

u bunék s wild type formou genu.

79



8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

53BP1

A

AP

APE 1
APLF
ATLD
ATM
ATR
BER
BRCAL (2)
BRCT

C

cDNA
CPD
CSA (CSB)
DBA
DMSO
DNA
DNA-PKcs
dRP
DSB

E. coli
ERCC1
FEN1
FP

G
GG-NER
HNPCC
HR
HR23B
IR

kb

53 binding protein 1

adenin

abazické misto (apurinové/apyrimidinove)
apurinova/apyrimidinova endonukledza 1
aprataxin-and-PNK-like factor

ataxia telangiectasia like disorder

ATM serin/treonin kindza

ataxia telangiectasia and Rad3-related protein
bazové excizni oprava

breast cancer 1 (2)

BRCA 1 C Terminus

cytosin

komplementarni DNA

cyklobutanové pyrimidinové dimery
Cockayne syndrome A (B)
Diamond-Blackfanova anémie
dimetylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

katalyticka jednotka DNA dependentni protein kinazy

deoxyribozofosfat

dvouretézcovy zlom (double strand break)
Escherichia coli

excision repair cross-complementing group 1
flap structure-specific endonukleaza 1
forward primer

guanin

global genomic NER

hereditary non-polyposis colorectal cancer
homologni rekombinace

UV excision repair protein RAD23 homolog B
pozitivni kontrola (ionizujici zareni)

kilobaze
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Lig | DNA ligaza |

M mutant

MDC1 mediator of DNA damage checkpoint 1
MDM?2 mouse double minute 2 homolog

MGMT 0°-methylguanin-DNA-methyltransferaza
MMR chybné péarovani bazi (DNA mismatch repair)
Mrell meiotic recombination 11

MRNA mediatorova RNA

NBS1 Nijmegen breakage syndrome 1

NER nukleotidova excizni oprava

NHEJ nonhomologous end joining

noniR negativni kontrola

PCNA proliferating cell nuclear antigen

PCR polymerazova fetézova reakce

PP fotoprodukty

Pu purinova baze

Py pyrimidinova baze

Rad50 RAD50 homolog, double strand break repair protein
RNA ribonukleova kyselina

ROS reaktivni kyslikovy radikal

RP reverse primer

RPA (C) replication protein A (C)

RPL ribosomal protein large

RPS ribosomal protein small

rRNA ribozomalni RNA

RS-SCID radiosensitive severe combined immunodeficiency
SSB jednoretézcovy zlom (single strand break)
T tymin

TC-NER transcription coupled NER

TFIIH complex transcription factor 1l human

TP53 tumor protein P53

UMTM Ustav molekularni a translaéni mediciny
uv ultrafialové zéreni

XLF XRCC4-like factor

81



XPA (B, C, D, F, G)

XRCC1

XRCC4
WT
y-H2AX

)

Xeroderma Pigmentosum, complementation group A
(B,C,D, F,G)

X-Ray repair complementing defective repair in
Chinese hamster cells 1

X-ray cross complementing protein 4

wild type

gamma histon 2AX

smérodatna odchylka
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