UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra biochemie

Bunéc¢na odpovéd’ na ribozomalni stres

BAKALARSKA PRACE
Autor: Ondi‘ej Sanovec
Studijni program: B1406 Biochemie
Studijni obor: 1406R012 Biotechnologie a genové inZenyrstvi
Forma studia: Prezencni
Vedouci prace: Ing. Pavel Moudry, Ph.D.

Rok: 2019



ProhlaSuji, Ze jsem bakalafskou praci vypracoval samostatné s vyznaenim vSech
pouzitych prament a spoluautorstvi. Souhlasim se zvefejnénim bakalafské prace podle
zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych skolach, ve znéni pozdéjsich predpist. Byl jsem
seznamen s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zakona
¢. 121/2000 Sb., autorsky zédkon, ve znéni pozdéjsich predpisti.

V Olomouci dne ........evvvvvveennnnne



Podékovani

Réd bych podekoval panu Ing. Pavlu Moudrému, Ph.D. za trpélivost, jeho odborné
znalosti, a rady které mi béhem feSeni mé prace poskytl. Také bych chtél podékovat
ostatnim zamé&stnancim laboratofe Integrity genomu, zejména Markété Senkytikové,

za pomoc pii piekonavani praktickych problému.



Bibliograficka identifikace

Jméno a pfijmeni autora Ondtej Sanovec

Nazev prace Bunécna odpoveéd’ na ribozomalni stres

Typ préce Bakalarska

Pracovisté Laboratof integrity genomu, Ustav Molekularni a

transla¢ni mediciy

Vedouci prace Ing. Pavel Moudry, Ph.D.
Rok obhajoby prace 2019
Abstrakt

Tato bakalarska prace se zabyva chovanim ATP dependentni RNA helikasy DDX56 po
ovlivnéni riznymi chemickymi a fyzikalnimi ¢inidly. DDX56 je protein z rodiny DEAD
a je lokalizovéan v jadérku. Je zapojen do sestavovani velké podjednotky ribozomu,
konkrétni tiloha vSak neni znama. Pfestoze o tomto proteinu neni mnoho informaci, vi
se, ze po inhibici transkripce dochézi k jeho translokaci do nukleoplasmy a nasledné

degradaci. Pro porovnani byl analyzovéan pfibuzny protein DDXS51.

Kli¢ova slova DDX56, biogeneze ribozomil, ribozomalni stres,
DDX51, U-2 OS

Pocet stran 63

Pocet ptiloh 0

Jazyk Cesky



Bibliographical identification

Autor’s first name and Ondiej Sanovec

surname

Title Cellular response to ribosomal stress

Type of thesis Bachelor

Department Laboratory of genome integrity, Institute of molecular

and translational medicine

Supervisor Ing. Pavel Moudry, Ph.D.
The year of presentation 2019
Abstract

This bachelor’s thesis focuses on ATP dependent RNA helicase DDX56 after treatment
with diverse chemical and physical factors. DDX56 belongs to DEAD box protein
family and is located in the nucleolus. It has a role in assembly of large ribosomal
subunit, precise function is still unknown. Only a few pieces of information is known
about this protein. After inhibition of transcription, this protein is translocated to the
nucleoplasm and degraded. To compare their properties, a familiar protein DDX51 was

analysed too.

Keywords DDX56, ribosomal biogenesis, ribosomal stress,
DDX51, U-2 OS

Number of pages 63

Number of appendices 0

Language Czech



L UVOD oo 1
2 TEORETICKA CAST ...coosiiiiiiiieciieresseieceesesssiesesssesse e 2
2.1 JaderKo. ..o 2
2.1.1  Struktura a funkce jadérka ..........ccoccviiiiiiiiii 2
2.1.2  Jadérko jako strdzce integrity ZENOMU ......ccuevvriveriiireeiiireesiiieesireesieeennns 3
2.2 Eukaryotické r1bOZOMmMY ........cccoiiiiiiiiiiiiiic e 5
2.2.1  Charakteristika ribOZOMU .........ccviiiiiiiiiecii e 5
2.2.2  Biosynt€za riDOZOMU........civeiiiriiiieiieiieiee e 5
2.2.2.1  Transkripce rRNA a mRNA ribozomalnich proteing..................... 5)
2.2.2.2  Modifikace IRNA ..o 6
2.2.2.3  Vznik preribOZomuU .......coviviiiiiieiiiieiiere e 6
2.2.2.4  Transport ribozomalnich podjednotek.............ccoovvviiiiininiiniennnn, 7
2.2.2.5 Dozrévani ribozomalnich podjednotek...........cccccoeviiriiiiiniinnnnne 7
2.2.3  Regulace biosyntézy riboZomul .........ccccvvreiiiiiiiiiiiieiic e 8
2.2.3. 1 GenY rodiny MYC ...cc.eceeiieieiiesieese et 9
2232 MTOR o 9
2.2.3.3  RP-MdM2-p53 draha .........cccoviiiiiiiiicceecee e, 10

2.3 RNAHELIKASY ..o 12
2.3.1 DEAD box protein family.........cccccooiiiiiiiiiiiccece e, 12
2.3.1.1  DDX5B...c ittt 13
2.3.1.2 DEAD box proteiny a patogeny.........cccueeereeriererenesesesesieeneenns 14
2.3.1.3  DDXBL. . 15
2.3.2  RNA helikasy @ rakovina ..........ccoceoeieiiiiiiiiiieeese e 15
2.4 Cinidla pouzita k ovlivnéni bundéné Kultury ..........ccccccoeereerrvnrrreerneenennnn. 16
2.4.1  AKINOMYCIN D .ot 16

2.4.2  APIIAICOIIN. ..ot 16



2.4.3  BIMH-2L1 s 17

2.4.4  CamPLOtNECIN ..ot 17
245  DOXOIUDICIN ..o 18
246 HYAIOXYUIBA......ovieiiiiiiiiieiieeeee ettt 18
247 OlaPANTD ..o 19
2.4.8  Peroxid VOdIKU ....ccciiiiiiiiiiiii s 19
2.4.9 UV ZATENT ..oooviiiiiiiiii 20
2.4.10 ReNt@ENOVE ZATENT .....ueeiveiiiieiiie et 20
MATERIAL A METODY ..ottt 22
3.1  Pfistrojové a laboratorni vybaveni ..........ccccoceiiiiiiiiiene e 22
3.2 Pouzité chemikalie .........cccocvviiiiiiiii 23
3.3 POUZILE TOZEOKY ...t 24
3.4 Pouzité Protilaty ......ccoviiviiiiiiiisc s 25
341  Primarni protilatky ......coooveiiiiiiiieiie 25
3.4.2  Sekundarni protilatky pro Imunofluorescen¢ni mikroskopii ............... 25
3.4.3  Sekundarni protilatky pro Western BIot ..........cccocovviiiiiiiiiiniiiicee 25
3.5 BUNECNA TINIC ..t 26
3.6  Kultivace bun€k a pasdZoOVANT ...........cevvriiiieiiiiinieeee e 26
3.7 OVIVRENT BUNCK ..o 27
3.7.1  Ovlivnéni UV Zafenim .........cccoviiiiiiiiiciicc e 27
3.7.2  Ovlivnéni Rentgenovym zarenim .........cccccceevrvieniiiiiieiiciec e 27
3.7.3  Ovlivnéni chemickymi latkami..........ccocoeoiiiiiiiniiiiiii 27
3.8 Imunofluorescencni MikroSkopie ........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiicec e 27
3.8.1  PHPrava vZorkil ........ccociiiiiiiiiiieicc e 27
3.8.2  Barveni mikroskopickych preparatil ..........cccovveiiiiiiiiiiiiiiceee 28
3.8.3  Mikroskopické POZOTOVANT ........cccvviiiiiieiiiiieiiesie e 28

3.9 WWESEEIN BlOt. oo 28



3.9.1  Priprava lyZatl ..o 28

3.9.2  Me¢fteni proteinove KONCENtrace. ........ccovvervieiiiieiiiiisiese e 29
3.9.3  SDS-PAGE LyZatl......cooiiiiiiiiiieiic e 29
3.9.4  Semi-dry DIOL.........ooviii 30
3.9.5  Detekee Proteini .......ocveieeiiiiiiiieiiieese e 30

4 VYSLEDKY A DISKUSE .....coeeuiuiiiiieereieseseieeiee s sessssse s 32
4.1  Zmény v lokalizaci proteinu DDX56 .........ccccevveieiieiicie e 32
4.2  Zmény v mnoZzstvi proteinu DDX56 ........ccccoviiiiiiiiiiii e 36
4.3  Degradace proteintl po inhibici translace ..........cccooevieeriiiiiciiesiiese e 39

5 ZAVER ... 44
6  SEZNAM LITERATURY ..ot 45

7 SEZNAM ZKRATEK ... 52



Cile prace

Cilem teoretické casti této bakaldiské prace bylo popsani jednotlivych krokt
ribozomalni biosyntézy a jeji regulace, popsat proteinovou rodinu ATP dependentnich
RNA helikas DEAD box a charakterizovat dva jeji zastupce, DDX56 a DDX51.
Posledni kapitola teoretické Casti obsahuje popis, mechanismus piisobeni a vyuziti
chemickych latek a zafreni pouzitych v praktické casti.

Prakticka ¢ast se zabyva chovanim proteinu DDX56 po ovlvinéni riznymi
chemickymi a fyzikalnimi ¢inidly (aktinomycin D, aphidicolin, BMH-21,
camptothecin, doxorubicin, hydroxyurea, olaparib, peroxid vodiku, UV a rentgenové
zafeni). Cilem bylo sledovat zménu v bunééné lokalizaci proteinu DDX56 pomoci
imunofluorescencni mikroskopie a zménu v mnozstvi proteintt DDX56 a ptibuzného

DDX51 pomoci western blotu.



1 UVOD

Ribozomy, jakozto jedna =z nejdilezitéjSich organel v bunce, hraji kromé
proteosyntézy roli v regulaci bunééného cyklu a odpovédi na stres. Ve stresovych
podminkach dochézi k disociaci polyzomut a také ke zpomaleni biogeneze novych
ribozomu. Pokud dojde k narusSeni tohoto procesu, mluvime o ribozomalnim stresu.
procest v bunice. Jsou do néj zapojeny vSechny tfi RNA polymerasy a cela fada
modulujicich faktord jako jsou GTPasy, ATPasy, kinasy, molekuly malé jadérkové
RNA a RNA helikasy.

RNA helikasy jsou ATP dependentni enzymy, které se tiCastni vesSkerych procest
spojenych s metabolismem RNA, od alternativniho sestiihu RNA pies biosyntézu
ribozomt az po degradaci RNA. Jednim z téchto enzymt je protein DDX56, ktery je
zapojeny do sestavovani velké podjednotky ribosomu, ovSem jeho funkce neni zndma.
Byla pozorovana jeho translokace z jadérka a proteazomalni degradace po pisobeni

inhibitoru RNA polymeras a oxaliplatiny.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Jadérko
2.1.1 Struktura a funkce jadérka

vvvvvv

syntézy ribozomu. Dochazi zde k transkripci ribozomalni DNA v 47S preribozomalni
RNA (pre-rRNA), jeji nasledné zpracovani, upraveni a spojeni s 5S rRNA dohromady
s nekterymi ribozomalnimi proteiny za vzniku 90S preribozomalni podjednotky.
Kromé toho ma jadérko vliv na odpovéd’ na stres, zpracovani pre-mRNA a nekodujici
MRNA nebo na metabolismus telomer (Lam a Trinkle-Mulcahy, 2015).

Jadérko vznika v priabéhu G1 faze bunééného cyklu a zanikéd béhem profaze
mitozy. Jadérka u ¢lovéka vznikaji kolem akrocentrickych ramen chromozomt 13, 14,
15, 21 a 22. Tato oblast je znama jako jadérko organizujici oblast (NOR, z angl.
nucleolus organizing region) a obsahuje geny kodujici ribozomalni DNA (rDNA)
(McStay, 2016). Rozpad jadérka kontroluje komplex kinasy Cdkl a cyklinu B. Ten
fosforyluje nékteré transkripéni faktory RNA polymerasy | (RNA pol I) (EC 2.7.7.6),
¢imz inhibuje jeji ¢innost. Potlaceni transkripce tDNA a tvorby preribozoméalnich
podjednotek vede k rozpadu jadérka (Hernandez-Verdun, 2011).

Jadérko se sklada ze tii ¢asti: fibrilarni centrum (FC, z angl. fibrillar center),
které obklopuje denzni fibrilarni komponent (DFC, z angl. dense fibrillar component)
a granularni komponent (GC, zangl. granular component). Uspofadani jadérka
ilustruje obrazek 1. Fibrilarni centrum obsahuje transkripéni faktory RNA polymerasy
I, jako je naptiklad upstream binding faktor (UBF, z angl. upstream binding factor).
Na hranici FC a DFC probiha transkripce. DFC obsahuje faktory potiebné pro
zpracovani a upravu pre-rRNA, napiiklad ribozomalni proteiny, které slouzi jako
chaperony pro sestaveni preribozomalni podjednotky. V granuldrnim komponentu
dochazi k upravé pre-rRNA a zarovein zde dochdzi ke vzniku preribozomalni

podjednotky (Lam a Trinkle-Mulcahy, 2015).
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Obr. 1: Snimek jadérka mysi bunky z elektronového mikroskopu. (f) fibrilarni centrum, (d)

denzni fibrilarni komponent, (g) granularni komponent, (Sipky) jadérkovy heterochromatin,
(hvézdicka) denzni fibrilarni komponent v ramci fibrilarniho centra (jedna se prilezitostné
pozorovany ukaz).

Zdroj: Raska I. (2003): Oldies but goldies: searching for Christmas trees within the nucleolar
architecture. Trends in cell biology, 13, 517-525).

2.1.2 Jadérko jako straZce integrity genomu

Bunéény genom je kazdy den néjakym zpiisoben poSkozen. Na ving jsou jak vnéjsi
(napt. UV zafeni) tak i vnitini faktory (napf. oxidativni stres). Z tohoto diivodu se
vyvinula celd fada obrannych bunéénych mechanismu, které zajistuji, aby vzniklé
poskozeni nebylo pro organismus smrtelné a zaroven byla zachovéna integrita
genomu.

V piipadé piili§ velkého poSkozeni DNA muze dojit k bunééné senescenci
nebo ke spusténi programované bunécné smrti. Kli¢ovou roli v zahdjeni odpovédi na
poskozeni DNA hraji kinasy ATM (z angl. ataxia telangiectasia mutated), ATR
(z angl. ataxia telangiectasia and Rad3-related protein) a DNAPK (z angl. DNA-
dependent protein kinase), které jsou odvozené od fosfatidylinositol-3-kinasy, (PIK),
(Halim et al., 2018).

Geny rDNA patii k nejvice transkribovanym gentim v eukaryotické bunce.
Diky tomu je u nich frekvence poskozeni nebo mutaci vétsi, nez v jinych genech.
Zaroven je rDNA rozdélena na péti chromozomech, coz piedstavuje dalsi prekazku,

se kterou se RNA pol | musi vypotadat. (McStay, 2016).



NarusSeni replikace a transkripce rDNA dusledkem stresu mtize vést k ohrozeni
integrity genomu. Napfiiklad pokud dojde ke sblizeni replikacni a transkripcni
vidlicky, dochazi ke vzniku lokalniho pozitivniho supercoilingu, ktery maze vést az
k zastaveni replikace. To mize mit za nasledek vznik jednovlaknového zlomu, jelikoz
jednovldknova DNA nevydrzi pnuti a praskne. Jednovlaknové zlomy jsou detekovany
ATR a Checkpoint 1 kinasou (Chkl), které spousti fadu kroku, které zajist'ujicich
preziti buniky. Prvnim z nich je odpojeni RNA polymerasy z vlakna DNA at’ nedochazi
ke vzniku dalSiho pnuti, ¢imz dojde k terminaci transkripce. Soucasn¢ dochazi
k pozastaveni replikace. Dusledkem téchto krokd dochazi ke zpomaleni bunécného
cyklu a opravé poskozené DNA (Lindstrom et al., 2018).

Biosyntéza ribozomt je z hlediska zdrojl a energie velice naro¢ny proces. JSou
zapotiebi vS§echny tfi RNA polymerasy, asi 200 druhti malé jadérkové RNA (SnoRNA,
z angl. small nucleolar RNA) a vice nez 250 modulujicich faktorii (Rodriguéz-Galan
et al., 2013). Jelikoz vétSina kroki biosyntézy ribozomu probiha v jadérku a jadre, je
poskozeni DNA piimo spojeno s ribozomdalnim stresem. Z tohoto divodu jsou
ribozomy dal§im z dulezitych regulatori bunécného cyklu. Ve svém vyzkumu Halim
et al., (2018) ukazuji, ze béhem stresovych podminek polyzomy (fada ribozomu
postupujicich podél jednoho vldkna mRNA) disociuji a dochazi k zastaveni translace.
Nedostatecnou syntézou proteintl je bufice zabranén priichod bunéénym cyklem, coz

prodluzuje ¢as potiebny na opravu posSkozené DNA.



2.2 Eukaryotické ribozomy

2.2.1 Charakteristika ribozomu

Ribozomy jsou pro bunku zcela nepostradatelnou organelou, jelikoz zde probiha
piepis mRNA v proteiny. Ribozomy se skladaji ze dvou podjednotek tvoienych
ribozomalnimi proteiny (RP) a ribozomalni RNA (rRNA). Velkou podjednotku
ribozomu u eukaryot tvoii 49 RP a 3 druhy rRNA (28S, 5,8S a 5S RNA). Malou
podjednotku eukaryot tvoti 33 RP a 1 typ rRNA (18S rRNA). Sedimentac¢ni koeficient
celého prokaryotniho ribozomu je 80S. Velka podjednotka ma sedimentaéni koeficient
60S a koeficient malé podjednotky je 40S (Alberts et al., 2015).

Proteosyntéza zacina spojenim malé a velé podjednotky ribozomu na vldknu
mRNA pobliZ poly A 5° konce. Mala podjednotka slouzi jako misto intrakce mMRNA a
aminoacyl-tRNA. Velka podjednotka ma Kkatalytickou funkci, funguje jako
peptidyltransferasa. Dochazi v ni k syntéze polypeptidového fetézce na zakladé
sekvence kodontl templatové mRNA. Pokud proteosyntéza neprobiha, nachazi se ob¢

podjednotky volné v cytoplazmé (Alberts et al., 2015).

2.2.2 Biosyntéza ribozomi
Studia provadéna na Saccharomyces cerevisiae ukazuji, Ze zhruba 80 % z celkové
transkribované RNA je rRNA. Jedna buiikka kvasinky obsahuje zhruba 200 000
ribozomd. JelikoZ se jednotliva bunka dé€li zhruba kazdych sto minut, musi dojit ke
vzniku 2 000 ribozomii za minutu (Warner, 1999).

Ribozomalni biosyntéza se odehrava v jadérku, jadie a také v cytoplazmé.

(Pelletier et al., 2018).

2.2.2.1 Transkripce rRNA a mRNA ribozomalnich proteini

RNA polymerasa piepisuje geny ribozomalni DNA (rDNA) za vzniku
polycistronniho prekurzoru 47S rRNA (pre-rRNA). Prepisované geny obsahuji
sekvence kodujici 18S, 5,8S a 28S rRNA. Tento proces probihd v jadérku (Thomson
etal., 2013).

RNA polymerasa Il (2.7.7.6) se nachazi v nukleoplazmé a piepisuje geny
kodujici ribozomalni proteiny. mRNA ribozomalnich proteint je nasledné
exportovana do cytoplasmy, kde dojde k translaci. Vzniklé ribosomalni proteiny jsou

ihned po svém vzniku importovany do jadra (Pelletier et al., 2018).
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RNA polymerasa 11l (2.7.7.6) ptuisobi v nukleoplazmé a ma na starosti piepis
gent kédujicich 5S rRNA. Ta se v jadérku shlukuje s 47S pre-rRNA a ribozoméalnimi
proteiny za vzniku 90S preribozomalni jednotky (Pelletier et al., 2018). RP slouzi jako
RNA chaperony, stabilizuji rRNA a zajist'uji jeji spravné sloZzeni do preribozomalni
podjednotky (Xu et al., 2016). Tento proces probiha kotranskripéné (Turowski a
Tollervey, 2014).

2.2.2.2 Modifikace rRNA

Modifikace rfRNA zacCinaji jiz béhem transkripce a dochazi k nim béhem celého
pribéhu biogenese ribozomu (Decatur a Fournier 2002).

Mezi nejvyznamnéj$i modifikace rRNA patii metylace bazi, metylace
2¢ hydroxylové skupiny ribosy a izomerace uridinu na pseudouridin. V tomto kroku
vstupuji do hry SnoRNA. Tyto kratké molekuly RNA se ptechodné vazou na specifické
sekvence rRNA a tim urcuji, které baze maji byt modifikovany. Modifikaci zajistuji
malé jadérkové ribonukleoproteiny (snoRNPs, zangl. small nucleolar
ribonucleoproteins) (Rodriguéz-Galan et al., 2013).

K modifikacim rRNA dochdzi nejcastéji v konzervovanych oblastech.
Modifikace jsou dlileZité pro spravnou funkénost zralého ribozomu a zaroven reguluji
pribéh jeho dozravani (Decatur a Fournier, 2002). Pfitomnost konkrétni modifikace
ovliviiuje vazbu nékteré¢ho z ribozomalnich faktord a konformaci preribozomalnich

podjednotek (Liang et al., 2009).

2.2.2.3 Vznik preribozomi
V tomto kroku se preribozomalni 90S prekurzor rozdé€li na dveé nezralé podjednotky —
pre-40S a pre-60S (Pelletier et al., 2018). Pro spravny prub¢éh ribozomalni biogeneze
je esencialni pfitomnost modulujicich faktorti. Témito faktory jsou RNA helikasy,
ATPasy, GTPasy a kinasy. (Rodriguéz-Galan et al., 2013).

Zaroven dochazi k napojeni dalsich jadérkovych ribozomalnich proteina, které
nejsou soucasti zralého ribozomu, ale slouzi jako chaperony pfi sestavovani nezralych
ribozomalnich podjednotek. Z tohoto divodu je pomér molekulovych hmotnosti

proteinu ku RNA veétsi nez ve zralych ribozomech (Pederson, 2018).



2.2.2.4 Transport ribozomalnich podjednotek

Export nezralych ribozomalnich podjednotek z jadra do nukleoplasmy probiha skrz
jaderné pory (NPC z angl. nuclear pore complex) a vyzaduje pfitomnost karyopherinti
a Ran GTPasovy cyklus. Ribozomalni podjednotky jsou oznaceny jadernym
exportnim signalem (NES, z angl. nuclear export signal). Rozpoznani NES zajistuji
adaptorové proteiny, které napoji ribozomalni podjednotku na exportérovy protein
Crml. Ten zajisti transport podjednotek z jddra do nukleoplazmy skrz NPC (Henras et
al., 2008).  Adaptor zprosttedkovavajici vazbu 60S podjednotky s Crm1 je protein
hNmd3. Ten se vaze na ribozomalni protein Rpl10 (Trotta et al., 2003). Pro vazbu 40S
podjednotky jsou potiebné adaptorové proteiny hRio2 a Hrr25p. Vazebnym proteinem
pro tyto adaptory je protein Rps3 (Caroon et al., 2010).).

2.2.2.5 Dozravani ribozomalnich podjednotek

Po transportu nezralych ribozomalnich podjednotek dochazi pomoci GTPas a ATPas
K odstranéni transportnich adaptorovych proteint a ribozomalnich faktor zapojenych
do vzniku preribozomadlnich podjednotek. VSechny uvolnéné faktory jsou recyklovany
do jadra a znovu pouzity. Zaroven dochazi k pfipojeni poslednich ribozomalnich
proteinti (Thomsone et al., 2013).

Jako prvni ptisobi na velkou podjednotku ATPasa Drgl, kterd odstrani né¢které
ribozomalni faktory, ¢imz umozni proteinu Rpl24 navazat se na velkou podjednotku.
Rpl24 umoznuje vazbu proteinu Reil, ktery recykluje uvolnéné ribosomalni faktory
zpét do jadra. K odstranéni adaptorového proteinu Nmd3 je zapotiebi GTPasa Lsgl.
Lsgl zpisobuje konformacni zménu Rpl10 ¢imZ dojde k uvolnéni adaptoru Nmd3
z velké podjednotky. Uvolnény Ndm3 je diky Reil recyklovan do jadra (Pertschy et
al., 2007).

Mala preribozomalni podjednotka prochazi béhem dozravani dvéma kroky.
Tim prvnim je zména struktury. Zde hraje dlezitou roli kinasa Hrr25, ktera fosforyluje
protein Rps3 a adaptorové proteiny. Diky tomu dojde k oslabeni vazebnych sil mezi
proteinovymi komplexy a K jejich odpojeni od ribozomalni podjednotky. Nasledna
defosforylace stabilizuje uvolnény protein Rps3, ktery se navaze na Celni Cast
ribozomalni podjednotky a vytvoii ,,zobakovou* strukturu nezbytnou pro fungovani

ribozomu (Schifer et al.,2006).



Druhym krokem potfebnym pro dozrani malé ribozomalni podjednotky je
sestith pre-rRNA ve funkéni 18S rRNA. RNA helikasa Prp43 a kinasa hRio2
zpusobuji konformacni zmény pre-rRNA, ¢imz umoziuji ptistup nukledze Nobl. Ta
zajisti sestfih pre-rRNA ve zralou 18S rRNA (Panse a Johnson, 2010). Kinasova
aktivita hRio2 je zaroven esencidlni pro transport uvolnénych modulacnich faktort.
Mutovana nebo nefunk¢éni hRio2 kinasa méa za nasledek hromadéni LTV1, hDim2 a
Nobl v cytoplazmé, kvuli ¢emuz nedojde k jejich zpétnému transportu do jadra.

Spravna funkce hRio2 kinasy je nutna také pro sestiih (Zemp et al., 2009).

2.2.3 Regulace biosyntézy ribozomu

Biosyntéza ribozomu je esencialni proces pro pieziti buniky. Pokud dojde k naruseni
tohoto procesu, mluvime o ribozomalnim stresu. Ten mize byt zpGsoben napiiklad
inhibici transkripce a sestithu rRNA, Spatnym shluknutim rRNA a RP do
preribozomalnich  podjednotek nebo naruSenim exportu preribozomalnich
podjednotek od jadra. Z toho divodu existuje celda fada regulacnich drah, které

kontroluji spravny prubé&h ribozomalni biogeneze (Golomb et al., 2014).

Cytoplazma Jadérko

Obr.2: Grafické znazornéni biosyntézy ribozomu



AKT1 je Rac-a serin/treonin kinasa zapojena do celé fady metabolickych procesi.
AKT1 ovliviiuje metabolismus glukosy, apoptozu, bunéénou proliferaci, transkripci a
celou fadu dalsich bunécnych déji. Ve vztahu k biogenezi ribozomi AKT1 ovliviiuje
dve regulacni drahy a s dalsi dréhou se doplnuje. AKT1 piimo reguluje drahu kinasy
mTOR a drahu Mdm2-p53. Dopliuje se s geny rodiny myc (Sarbassov et al., 2005,
Riggelen et al., 2010, Liu et al., 2016).

2.2.3.1 Geny rodiny myc
Myc je rodina regulac¢nich genii a protoonkogenii kodujicich fosfoproteiny, které slouzi
jako transkripéni faktory. MYC proteiny ovliviiuji celou fadu riiznych bunécnych
procest jako je transkripce, translace, DNA replikace, piestavba chromatinu a také
biogeneze ribozomu (Riggelen et al., 2010).

Jednim ze zpusobd regulace biosyntézy ribozomu je regulace transkripce
rRNA. MYC proteiny se pifimo vazou na lokusy rDNA, kde ptestavuji chromatin a tim
umoznuji navazani RNA polymerasy I a naslednou transkripci rRNA. MYC proteiny

zaroven ovliviyji ¢innost RNA polymerasy II, ktera je zodpovédna za transkripci

mRNA ribozomalnich proteini a né€kterych moduluyjicich faktord. Mezi
nejvyznamnéjsi patii nukleolin (NCL), ktery je zodpovédny za sesttih 47S pre-rRNA
v 18S, 5,8S a 28S rRNA. Zaroven jeho nepfitomnost v jadérku zpusobuje zastaveni
bunééného cyklu a akumulaci bunék v G2 fazi. Zaroven dochdzi ke zvySeni apoptozy
(Ugrinovaetal., 2007). Dal$im vyznamnym proteinem je nukleofosmin (NPM), ktery
ovliviiuje stabilitu ribozomalnich proteint a transport preribozomalnich podjednotek
do cytoplasmy (Riggelen et al., 2010).

Myc nejsou pfimo ovliviiovany AKT1. Oba tyto faktory jsou potifebné pro
spravnou transkripci rDNA. MYC proteiny jsou deregulovany zhruba v 15-20 %
ptipadt rakoviny u clovéka. AKT1 pravdépodobné slouzi jako pojistka kontroly riistu

a proteosyntézy (Chan et al., 2011).

2.2.3.2 mTOR
mTOR, (z angl. mammalian target of rapamycin) je kinasa patfici do skupiny
fosfatidylinositol-3-kinas (PI3K), ktera slouzi jako vyhybka mezi anabolickymi a

katabolickymi reakcemi organismu. mTOR interaguje s celou fadou proteind riznych



metabolickych drah za vzniku komplexii (mTORC1 nebo mTORC?2), aby zajistil
optimalni tempo ristu buiiky a homeostazu. Zaroven je mTOR dilezitym reguldtorem
v fadé onemocnéni jako je rakovina, obezita nebo diabetes mellitus 2. typu (Laplante
a Sabatini, 2012).

Jednim z proteind zapojenych do biogeneze ribozomu regulovanych kinasovou
aktivitou mTOR je protein S6K1. Tento protein slouzi k regulaci translace mRNA.
S6K1 je aktivni pouze pokud je dvojité fosforylovany. Primarni fosforylaci, kterou
zajistuje mTORCI, dojde ke zméné konformace proteinu. Diky tomu mulZze nastat
sekundarni fosforylace fosfatidylinositol dependentni kinasou (PDK1). S6K1 slouzi

v

jako ptfenasec fosfatové skupiny a fosforyluje dalsi proteiny. Z nich nejvyznamngéjsi je

......

rrrrrr

PDCD4. Odstranéni PDCD4 zptisobuje jeho fosforylace proteinem S6KI1.
Fosforylovany PDCD4 se vaze na ubikvitin ligasu E3, ¢imz dochazi k jeho
proteasomalni degradaci a je zachovana kontinuita bunééného cyklu (Gentiella et al.,
2015).

MTORCI1 také zasahuje do translace rRNA. Fosforylaci proteinem S6K1
dochazi k aktivaci CAD (karbamoylfostfat syntasa II, aspartat karbamolytransferasa a
dihydroorotasa). Tento multidoménovy enzymovy komplex katalyzuje prvni tii kroky
de novo syntézy pyrimidind, ¢imz stimuluje syntézu RNA a DNA (Ben-Sahra et al.,
2013). Dale se mTORCI podili na aktivaci RNA polymerasy III. n”TORCI1 fosforylaci
zpiisobuje konformacni zmény proteinu Mafl, ktery slouzi jako represor RNA
polymerasy Il (Kantidakis et al., 2010).

MTORC2 fosforylaci aktivuje AKT1. Aktivovana AKT1 poté mize regulovat
vznik nebo zanik komplexu mTORC1 (Sarbassov et al., 2005).

2.2.3.3 RP-Mdm2-p53 draha

Tumor supresorovy protein p53 je transkripcni faktor, ktery souzi jako hlavni strazce
integrity genomu a regulator bunétné proliferace. V piipad€ neptiznivych nebo
stresovych podminek zpiisobi tento protein zastaveni bunécného cyklu, bunécnou
senescenci nebo apoptdzu. Za standardnich podminek je jeho hladina diky proteinu

Mdm?2 nizkd. Mdm?2 je ubikvitin E3 ligasa, kterd se vaze s p53 ¢imz zpiisobi jeho
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degradaci v proteazomu. Nekteré ribozomalni proteiny se dokazi vazat na protein
Mdm2 a tim inhibovat jeho schopnost vazat se na p53, ¢imz brani jeho degradaci.
(Deisenroth a Zhang, 2011).

Narusenim nékterého z krokt ribozomalni biosyntézy nebo nedostatkem zivin

muze dojit k nerovhomérné produkci rRNA a RP. Diusledkem tohoto nemusi dojit
k vyuziti v§ech RP k sestaveni nového ribozomu. Nekteré nevyuzité RP mohou prejit
Z jadérka do nukleoplazmy, interagovat s Mdm2 a tim inhibovat jeho schopnost vazat
se na p53. Konkrétné se jedna o proteiny: Rpl5, Rpl6, Rpll1, Rpl27, Rpl37, Rsp3,
Rsp7, Rspl4, Rsp20, Rsp26, Rsp25, Rsp27, Rsp27a, Rsp27L (Liu et al., 2016)
Rpl5 a Rplll. Ribozomdlni proteiny, které se neshluknou do preribozmdlnich
podjednotek jsou degradovany v proteazomu, avSak Rpl5 a Rplll tomuto procesu
unikaji (Bursac et al., 2012). Tyto dva proteiny jsou esencialni pro vznik velké
podjednotky. Rpl5 se vaze na 5S rRNA za vzniku 5S ribonukleoproteinu. RNP se
Vv jadérku slouéi s Rpll1 a spole¢né vytvati zaklad pro sestaveni 60S podjednotky (Liu
etal., 2016).

AKT]1 slouzi jako donor fosfatové skupiny, ktera fosforyluje Mdm2 v pozici
Ser186. Diky tomu dochazi k intenzivnéjsimu odbouravani p53 (Ogawara et al.,

2002).
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2.3 RNA HELIKASY

RNA helikasy jsou vysoce konzervované enzymy, které se ucastni témét veskerych
aspektli metabolismu RNA. Nalézaji uplatnéni pii transkripci a degradaci RNA,
iniciaci a terminaci translace, biosyntéze ribozomu nebo sestfihu pre-mRNA. RNA
helikasy se vazou na dvouvlaknovou RNA (dsRNA) nebo RNA-proteinové komplexy
a tim je remodeluji. Oba tyto procesy jsou ATP dependentni (Janowski, 2011; Owttrim
2013). RNA helikasy se vazou vyhradné na cukr-fosfatovou kostru RNA. Jejich
funkce neni vazana na specifitu nukleotidové sekvence (Rodriguéz-Galan et al., 2013).

RNA helikasy se spolecné s DNA helikasami dé€li do Sesti super rodin (SF1-
SF6). Kazda super rodina se dale déli na rodiny. Déleni helikas do super rodin je
zaloZzeno na podobnosti konzervované sekvence v kodujici oblasti, struktufe enzymu
a také na mechanismu pusobeni helikas na DNA nebo RNA (Fairman-Williams et al.,
2010).

Helikasy ve svém katalytickém centru obsahuji protein RecA, ktery se vdze na
DNA nebo RNA. Helikasy ze super rodiny 1 a 2 maji v katalytickém jadru monomer
RecA proteinu. Oproti tomu katalytické jadro helikas super rodiny 3 az 6 je slozeno ze
Sesti jednotek RecA proteinu uspofadanych do kruhu (Williams et al., 2010).

Déleni super rodin je zaloZeno na typu vldkna, na které se helikasa vaze a na
sméru ve kterém helikasa po vlaknu DNA nebo RNA putuje. a helikasy se vdZou na
jednovldknovou DNA, zatimco  helikasy se vazou na dvouvlaknovou DNA. Helikasy
typu A c¢tou vlakno DNA nebo RNA ve sméru 3°-5° a helikasy typu B ¢tou vlakno
DNA nebo RNA ve sméru 5°-3° (Singleton et al., 2007).

Drtiva vétSina RNA helikas spadé do super rodiny 2, typ A. Jedinou vyjimkou
je rodina XPD, ktera spada do typu B helikas. RNA helikasy super rodiny 2 sdili devét
konzervovanych aminokyselinovych motivt. Jsou to motivy Q, L, Ia, Ib, I, III, IV, V,

V1. (Fairman-Williams et al., 2010, Singleton et al., 2007)

2.3.1 DEAD box protein family

Rodina DEAD proteinit je jednou z nejpocetnéjSich podskupin helikasové super
rodiny 2. Své jméno dostala podle konzervovaného motivu aminokyselinové sekvence
Asp—Glu— Ala—Asp. Bylo identifikovano vice nez 500 proteinti a RNA helikas s touto

konzervovanou sekvenci. Funkce kazdého proteinu DEAD skupiny urcuje celkem
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Obr. 3: Grafické znazornéni konzervovanych motivii rodiny DEAD proteint a jejich funkce

devét konzervovanych aminokyselinovych sekvenci (viz obr 3.): Nicméné pét ¢lent
DEAD rodiny ma né¢ktery z motivli vynechany nebo vyrazné zménény. Jsou to
proteiny DDX1, DDX11, DDX12, DDX58 a DDX60. Tyto motivy hraji roli pfi
hydrolyze ATP, vazani se na RNA, rozvijeni dSRNA a hydrolyzu NTP (Umate et al.
2011).

Proteiny z DEAD rodiny jsou zapojeny do téméf vSech bunéénych procesu,
které zahrnuji RNA. Maji svou roli od transkripce az po rozpad RNA. Jsou také
zapojeny do biosyntézy ribozomtl, kde se Gi¢astni dozravani rRNA (Cordin et al. 2006).

2.3.1.1 DDX56
Protein DDX56 (EC 3.6.4.13), také nazyvany NOH61, je ATP dependentni RNA
helikasa a patii do rodiny DEAD box proteini. Ma molekulovou hmotnost 61,5 kDa,
isoelektricky bod 9,9 a nachazi se v granularnim centru jadérka. Na zakladé
lokaliza¢nich a biochemickych studii se predpoklada, ze je tento protein zapojen do
sestavovani velké podjednotky ribozomu a zpracovani pre-rRNA. Zaroven ma tento
dulezitou funkci v prib&hu ribozomalni biogeneze (Zirwes et al. 2000).

Bylo zjisténo, ze po navozeni ribosomalniho stresu Aktinomycinem D dochézi
k translokaci proteinu DDX56 z jadérka do nukleoplazmy a jeho nasledné degradaci
Vv proteazomu. Degradaci DDX56 v dusledku stresu anebo umlceni proteinu pomoci
siRNA dochazi k akumulaci proteinu p53 v bunkach (Harokova 2018). Stejny efekt,
tedy degradaci a translokaci DDX56, je také mozné pozorovat u bunck oSetienych
oxaliplatinou. Oxaliplatina se vaze mezi vlakna DNA, ¢imZ znemoziiuje replikaci a
transkripci DNA. Z proteomické analyzy vyplyva, Ze oxaliplatina v buiice aktivuje
dréhy typické pro odpovéd’ na poskozeni DNA a zaroven spousti ribozomalni a

jadérkovy stres (Ozdian et al., 2017).
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2.3.1.2 DEAD box proteiny a patogeny

Prestoze RNA viry koduji své RNA helikasy, pottebuji nékteré DEAD proteiny jako
kofaktory. Xu a jeho kolegové ukazali, ze protein DDX56 hraje dilezitou roli pii
nakaze zépadonilskou horeCkou. Toto virové onemocnéni patii spolecné
s hepatitidou C nebo horeckou dengue do virové ¢eledi Flaviviriade. Z jejich vyzkumu
vyplyva, ze virovy kapsid interaguje s proteinem DDX56. Piestoze se jedna o helikasu,
vysledky naznacuji, ze v tomto konkrétnim piipadé neni helikasova aktivita proteinu
DDX56 pro sekreci infekénich virovych ¢astic nutna (Xu et., 2011).

48 hodin od zacatku infekce dochazi k translokaci proteinu DDX56 z jadérka
do jadra a nasledné proteazomalni degradaci. Tento jev se ovSem vyskytuje pouze u
zapadonilské horecky. Virus horecky dengue ani hepatitidy C degradaci proteinu
DDX56 nezpisobuje. Data ze semikvantitativni PCR ukazuji, Ze degradace proteinu
se odehravd na post-transkripni Urovni. Hladina DDX56 mRNA se oproti
nenakazenym bunkdm nezménila (Xu a Hobman, 2012).

O par let pozdg&ji tym ze stejné laboratote ukazala, ze DDX56 v jadre interaguje
s virovym kapsidem viru zapadonilské horecky. Po této interakci nasleduje translokace
komplexu DDX56-kapsid do endoplasmatického retikula a nasledné DDX56 vymizi.
V endoplasmatickém retikulu pravdépodobné dochazi ke vzniku novych virovych
castic a poté se komplex DDX56-kapsid rozpada. Kolokalizace kapsidu a DDX56
Vv cytoplasmé nebyla zaznamenana (Reid a Hobman, 2017).

DDX56 neni jedinou DEAD helikasou potfebnou pro replikaci zapadonilské
horecky. Svou roli v tomto onemocnéni maji také DDX15, DDX28 a DDX42. DDX1
a DDX3 jsou zase potfebné pro funkci HIV-1 Tat proteinu. HIV nekdduje RNA
helikasu ve svém genomu, a proto je zavisly na ATPasové aktivité hostitelské RNA
helikasy. DDX3 se s HIV-1 shlukuje v cytoplasmé a podporuje funkci Tat proteinu.
Tat je regulacni protein, ktery zvysSuje ucinnost transkripce HIV-1. Oproti tomu
hostitelské proteiny DDX1, DDXS5, DDX17, DDX21 a DDX56 stimuluji export virové
RNA ven z bunky (Yasuda-Inoue et al., 2013).

Prozatimni vysledky riznych studii (napt. Mulhern a Bowie, 2010, Jin et.al.,
2017) ukazuji, ze pro virova onemocnéni neni dulezita helikasova aktivita DEAD
proteint, ale spise jde o jejich schopnost vazat se na kapsidu a pomahat v tvorbé a

exportu virovych ¢astic.

14



Role DEAD proteinti je studovdna také pifi bakteridlnich infekcich
(Helicobacter pylori, Clostridium perfringens), houbovych infekcich (Candida
albicans, Aspergillus nidulans) anebo pii kontaktu parazitickych prvoku s ¢lovékem
(Trypanosoma cruzi) (Heung a Poeta, 2005). Obecné Ize fict, Ze patogeny vyZaduji pro

kontakt s hostitelem pro né¢ specifické DEAD proteiny.

2.3.1.3 DDX51
DDX51 (EC 3.6.4.13) je ATP dependentni helikasa z rodiny DEAD box proteind.

Nachazi se v jadérku a mé funkci v biosyntéze velké podjednotky ribozomi. DDX51
je zapojeny do zpracovani 5,8S a 28S rRNA prekurzor. DDX51 se vaze na pre-60S
podjednotku ribozomu a zahajuje ptemisténi U8 snoRNA pry¢ z 3¢ konce 28S rRNA.
(Srivastava et al., 2010).

DDX51 také slouzi jako inicidtor bunééné proliferace skrz aktivaci cyklinu D1
a také negativné reguluje apopotické efekty proteinu p53. Buiiky rakoviny plic linie
H1299 po umlc¢eni DDX51 pomoci siRNA rostly pomaleji, zastavily bunéény cyklus
v S fazi a také podstoupily apoptozu Castéji nez bunky kontrolni (Wang et al., 2016).
Z toho ditvodu ma tento protein moznou budoucnost v protinadorové terapii. Protein

DDX51 je v této praci pouzivany jako kontrolni helikasa.

2.3.2 RNA helikasy a rakovina

Uprava a hlavné alternativni setfih pre-mRNA hraji dileZitou roli v Zivoté buiiky.
Tento sestiih zajistuji RNA helikasy. Jestlize dojde k chybnému sestiihu pre-mRNA,
mize dojit k rozvoji patologickych jevi, napiiklad nadorovych onemocnéni. Z tohoto
ditvodu je dualezité prostudovat vztah aktivity RNA helikas a rozvoje rakovinovych
onemocnéni (Abdelhaleem, 2004).

Bylo identifikovano nékolik DEAD box proteinti, které maji spojitost
s konkrétnimi druhy rakoviny. Jedna se naptiklad o proteiny DDX1 (nadexprese
v neuroblastomu a retinoblastomu), DDX2 (nadexprese v melanomu a karcinomu
jater), DDX5 (nadexpresev kolorektalnim karcinomu) a dalsi. Z tohoto dtivodu jsou
RNA helikasy slibnym cilem novych metod 1écby rakoviny. Komplikaci ovSem je,
7ZeRNA helikas existuje velké mnozZstvi, vétsina z nich zatim nema jasné¢ definovanou
funkci a jsou zapojeny do vice nez jednoho molekularniho procesu (Abdelhaleem,
2004).

15



2.4 Cinidla pouZita k ovlivnéni bunééné kultury

2.4.1 Aktinomycin D

Aktinomycin D je cyklické antibiotikum tvotené polypeptidy, produkované bakteriemi
rodu Streptomyces. Aktinomycin D se vaze na B-Sroubovici DNA a tim inhibuje
syntézu RNA. Fenoxazonovy kruh aktinomycinu D se vmezeii mezi par
nukleotidovych bazi a jeho pentapeptidovy fetézec se vodikovou vazbou navaze na
postranni skupiny guaninu v malém zlabku DNA (Sobell, 1985). Pti davkach vétsich
nez 1pg/ml aktinomycin blokuje transkripci vSech druhtt RNA. Naopak pfi nizkych
koncentracich (pod 100 ng/ml) blokuje aktinomycin D transkripci 47S rRNA (Kleeff
et al, 2000). Seclektivita aktinomycinu je dana molekulovou hmotnosti
transkribovaného RNA produktu a také jeho slozenim. Cim vice nukleotidovych part
gen obsahuje, tim je citlivéjsi na pfitomnost aktinomycinu D. Zaroven se aktinomycin

D preferen¢né vaze na tseky bohaté na GC pary bazi (Perry a Kelley, 1970).

2.4.2 Aphidicolin

Aphidicolin (APH) je tetracyklické diterpenoidni antibiotikum izolované z houby
Nigrospora sphaerica. APH se vaze na aktivni misto DNA polymerasy a (EC 2.7.7.7)
¢imz blokuje inkorporaci deoxycitidin trifosfatu. Vysledkem je akumulace bunck
Vv kontrolnim bod¢ S bunétného cyklu. Funkce DNA helikasy neni aphidicolinem
nijak ovlivnéna, proto vznikd jednovlaknovd DNA, kterd je velice nachylnd na
poskozeni (Ma et al., 2012). Dochazi ke vzniku zlomi DNA v takzvanych fragilnich
mistech. Jedna se o lokusy mitotickych chromozomii, které jsou nachylnéjsi na
poskozeni nez zbytek genomu. Podle latky, ktera genom ve fragilnich mistech
poskozuje, rozdélujeme nékolik skupin fragilnich mist. Aphidicolin se vaze na 76
lokust, které jsou bohaté na AT pary bazi (Durkin a Glover, 2007).

Disledkem inhibice DNA polymerasy a a tvorby zlomi ve fragilnich mistech
muze dojit k pfedCasné senescenci bunék, zpomaleni syntézy a opravy DNA, zastaveni
replikacni vidlicky, pfipadné ke vzniku mikrojader béhem bunécného déleni.
Konkrétni efekt aphidicolinu na bunky zalezi na pouzité koncentraci. Ve vyzkumnych
laboratofich se mimo jiné aphidicolin pouziva k synchronizaci bunééného cyklu
(koncentrace 0,2 uM po dobu 7 az 24 hodin) (Vesela et al., 2017).

Jelikoz neni aphidicolin rozpustny ve vod¢€, pro praxi byl testovan jeho derivat,

aphidicolin glycinat. Prvni faze klinickych testti ukazala velmi rychlé odbouravani této
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latky z téla pacientl a zadné protinadorové Gcinky. Z tohoto ditvodu neni aphidicolin
ani zadny z jeho derivatd pouzivan pro 1é¢bu onkologickych pacientt (Sessa et al.,
1991). Aphidicolin nicméné naléza uplatnéni i v jinych odvétvich mediciny. Santos
(2016) a jeji tym demonstruji G¢inky semisynetickych derivata aphidicolinu k 1é¢bé

parazitickych onemocnéni.

2.4.3 BMH-21

BMH-21 je planarni, tetracyklicka slouCenina, ktera se vaze na DNA bohatou na GC
pary bazi, tedy hlavné na geny rDNA. Alifatickym fetézcem se BMH-21 reverzibilné
vaze na fosfatovou kostru DNA, zatimco jeho aromatickd ¢ast se vmezeii mezi GC
pary bazi. Diky tomu dochédzi k inhibici ¢innosti RNA polymerasy I (Pol I).
V disledku inhibice aktivity RNA Pol I, dochazi k reorganizaci jadérka a aktivaci
proteinu p53, coz muze vést k apoptdze a nizsi viabilité bunék (Fu et al., 2017).

Dale BMH-21 zpuisobuje proteazomalni degradaci nejvétsi podjednotky Pol 1
zvané RPA194 (Peltonen et al., 2014). Diky tomu je pro 1é¢bu rakoviny G¢innéjsi, nez
ostatni inhibitory RNA Pol I fady BMH. Zaroveii ma BMH-21 rychly nastup ucink.
V praxi proto BMH-21 naléza uplatnéni v onkologii, jelikoz se jedna o

Sirokospektralni nadorovy supresor (Wei et al., 2018).

2.4.4 Camptothecin
Camptothecin (CPT) je pfirodni latka s Sirokym spektrem protinddorovych ucinkd,
izolovana z ¢inského stromu Camptotheca acuminate. Kura tohoto stromu je
pouzivana v tradi¢ni ¢inské medicing. Po chemické strance se jedna o pentacyklicky
alkaloid odvozeny od chinolinu. CPT se v bunice vaze na topoisomerasu I (EC
5.99.1.2) (Topol) (Eng et al., 1988, Nitiss a Wang 1988). CPT se reverzibiln¢ vaze
mezi DNA-TOPO1 komplex, ¢imz dojde ke vzniku nefunkéniho komplexu
Topol-CPT-DNA. Jedna se o nekompetitivni inhibici. (Liu et al., 2000). Jelikoz
Topol odstranuje supercoiling DNA, pusobenim CPT dochazi k zastaveni replika¢ni
vidlicky. Nésledkem toho dojde k akumulaci bunék v S-fazi bunééného cyklu (Staker
et al., 2002).

Kromé inhibice replikace a nasledné akumulace bunék v S-fazi, zptsobuje CPT
vznik zloml v DNA, buné¢nou smrt nebo fragmentaci DNA. Efekt je vzdy zavisly na

pouzité koncentraci CPT. Samotny CPT se v praxi nepouziva, jelikoz neni rozpustny
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ve vodg, je toxicky pro zdravé buiiky a je nestabilni. Existuji tfi derivaty CPT, které se

v mediciné pouzivaji pii chemoterapii (Vesela et al., 2017).

2.4.5 Doxorubicin

Doxorubicin je chemicka latka ze skupiny antracyklinti, produkovana bakteriemi rodu
Streptomyces. Doxorubicin se interkaluje mezi ob¢é vlakna DNA soucasné. Dusledkem
toho dochazi k inhibici Topoisomerasy II (EC 5.99.1.3) a vzniku dvouvlaknovych
zloml. Dalsim efektem doxorubicinu je zvySovani hladiny volnych kyslikovych
radikalt a peroxidace lipidi. Prili§ velka koncentrace kyslikovych radikali mize
zpusobit poskozeni membran a bunéénou smrt (Gerwitz, 1999).

Kromé vyse zminénych ucinkil, zpisobuje doxorubicin aktivaci transkripéniho
faktoru CREB3LI1. Tento transkrip¢ni faktor aktivuje transkripci gent (naptiklad p21)
zodpovédnych za inhibici bunééného cyklu (Denard et al., 2012).

I ptes své vedlejsi uCinky se doxorubicin v praxi pouziva jako Sirokospektralni
chemoterapeutikum. Kremel et al., (2001) uvadi, ze pusobenim volnych kyslikovych
radikald dochdzi ke zvyseni rizika selhdni srdce u pacientl 1é¢enych antracykliny. Je

to disledkem kumulace antracyklini v téle pacienta.

2.4.6 Hydroxyurea

Hydroxyurea je latka, kterd inhibuje enzym ribonukleotidreduktasa (EC 1.17.4.1).
Tento enzym zpUsobuje redukci ribonukleotidit na deoxyribonukleotidy. Z tohoto
divodu dochézi ke zpomaleni syntézy DNA, bun&tného cyklu a akumulaci bunék
v S fazi (Skog et al., 1987).

Dale hydroxyurea, podobné jako aphdicolin zpisobuje poskozeni DNA. Vlivem
jejiho ptisobeni dochazi ke zlomtm DNA ve fragilnich mistech genomu, ovSem ne tak
specificky jako aphidicolin (Durkin a Glover, 2007).

Vyzkum na kvasinkach dokazuje, Ze hydroxyurea je schopna pozmeénit Fe-S centra,
které slouzi jako kofaktory pro oxidoreduktasy (Huang et al., 2016). Dlouhodobé
plsobeni hydroxyurey v nizké koncentraci (2 tydny pfi koncentraci 0,2 mM) mé za
nasledek ireversibilni senescenci. Replikacni blok zpiisobuje hydroxyurea jiz od
koncentrace 2 mM pii dob¢ ptisobeni 2 hodiny (Vesela et al.,2017).

Kromé 1écby rakoviny se hydroxyurea v mediciné pouzivd k lécbé chronické

leukémie, srpkovité anémie nebo AIDS (Huang et al., 2016).
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2.4.7 Olaparib

Olaparib je chemicka latka inhibujici poly (ADP-ribosa) polymerasy (EC 2.4.2.30)
(PARPSs). Enzymy z rodiny PARP pienaseji ADP-ribosu na cilovy protein. Tato post-
transla¢ni modifikace je soucasti mnoha metabolickych drah od bunééné signalizace,
ptes regulaci genové exprese a odpovédi na poskozeni DNA az po regulaci apoptozy
(Berger et al., 2004). Velmi dutlezitou roli hraji tyto polymerasy pii odpovédi na
poskozeni DNA. Rozpoznavaji jednovlaknové zlomy DNA a indukuji opravné drahy.
Ptikladem opravnych drah, ve kterych jsou PARP zahrnuty je oprava vystfithnutim
bazi (BER, z angl. base exscision repair) nebo oprava sestiihem nukleotidi (NER,
z angl. nucleotide exscision repair) (Morales et al., 2014).
PARPI spolecné s p53 tidi rychlost postupu replikacni vidlicky. Pokud je
PARP inhibovana, dochazi k urychleni postupu replikacni vidlicky, coz miiZze zpisobit
replikacni stres a poskozeni DNA (Maya-Mendoza, 2018). Dusledkem replika¢niho
stresu muze dojit ke zlomim DNA, zastaveni bunééného cyklu v S fazi, tvorbé
mikrojader nebo chybné inkorporaci bazi (Zeman a Cimprich, 2014).
V praxi se olaparib prodava pod ndzvem Lynparza. Tento 1€k se pouziva k 1é€be

rakoviny vajecniku a rakoviny prsu.

2.4.8 Peroxid vodiku

Peroxid vodiku je jednou z reaktivnich forem kysliku (ROS z angl. Reactive Oxygen
Species). Tyto latky snadno odebiraji elektrony jinym molekulam, pticemz se z nich
stava radikal. Krom¢ peroxidu vodiku se mezi ROS fadi hydroxylovy radikal,
superoxidovy iont nebo singletovy kyslik (Ray et al., 2012).

Na molekularni trovni mtize kvili oxidativnimu stresu dojit k poskozeni DNA,
lipid, membran nebo inaktivaci proteinti. Radikalova OH skupina reaguje s bazemi
DNA a zptsobuje jejich rozpad piipadné vznik diastereoisomert (Cadet a Wagner,
2013). Tyto zmény ovliviiuji strukturu DNA, ¢imz dochazi k inhibici replikace a
transkripce.

Oxidacni stres miize pusobit na makromolekularni Grovni a jeho projevem je
napiiklad starnuti, ateroskler6za nebo poSkozeni neuront, které ma za nasledek rozvoj
neurodegenerativnich onemocnéni jako je Parkinsonova choroba ¢i Alzheimerova

choroba (Ray et al., 2012).
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Oxidacni stres krom& DNA poskozuje také proteiny. Radikalové skupina OH
muze oxidovat postranni zbytky aminokyselin. Pokud dojde ke zméné postrannich
skupin n¢jakého proteinu, mize dojit ke zméné funkce nebo Gplné inaktivaci daného
proteinu (Dean et al., 1997).

V praxi naléza peroxid vodiku uplatnéni v celé fad¢ primysla. Je to diky tomu,
ze se rozklada na netoxické produkty (vodu a vodik). V potravinafstvi se peroxid
vodiku pouziva k oplachovanim ovoce po sklizni. Diky tomu Ize ovoce skladovat delsi
dobu. Peroxid vodiku je také aktivni slozkou desinfekénich pfipravkt pro ustni
hygienu, Cisticich prostfedki pro domacnost nebo desinfekci do 1ékarnicek (Linley et
al., 2012).

2.4.9 UV zareni

UV zéfeni je neionizujici zafeni o vlnovych délkach 15 az 390 nm. Podle vinovych
délek se UV zafeni déli na UVA (320-390 nm), UVB (290-320 nm) a UVC (200-
290 nm) zafeni. VInové délky pod 200 nm jsou pro zivé organismy neskodné, jelikoz
jsou absorbovany vzduchem. Nejvice nebezpecné je pro Zivé organismy UVC zafeni.
UV zafeni negativné plisobi na DNA bunék tim, Ze indukuje tvorbu cyklobutan-
pyrimidinovych dimerti a 6-4 pyrimidin-pyrimidon fotoproduktd, piipadné jejich
izomeru. Dal§im efektem UV zafeni na DNA muze byt tvorba kiizovych vazeb mezi
komplementarnimi fetézci DNA. Diky zméné struktury DNA dochazi k inhibici
replikace a transkripce (Illichmanova, 2006).

V ptipadé piili§ velké davky ozareni miize dojit k zastaveni bunééného cyklu,
pfipadné apoptoze. Pisobenim UV zafeni také dochédzi k oxidativnimu stresu.
Reaktivni kyslikové radikaly mohou poskodit strukturu DNA, RNA, proteinti nebo
lipidt a tim zpUsobit narusit jejich funkénost (Perluigi et al., 2010).

UV zéfeni je pouZzivano pro sterilizaci povrchii, vzduchu nebo vody. Pouziti UV
zéateni ke sterilizaci vnittku uzavienych nadob neni mozné, jelikoz UV zafeni je
snadno absorbovano celou fadou materiali. UV zafeni se také vyuziva v kriminalistice

¢i pii studiu starych obrazli a maleb.

2.4.10Rentgenové zareni
Rentgenové zatfeni je ionizujici zafeni s rozsahem vinovych délek 1 pm az 10 nm.

Podle vinové délky rozliSujeme dva druhy rentgenového zafeni. Mékké rengenové
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zateni ma vetsi vinovou délku nez 0,1 nm, tvrdé zafeni ma vinovou délku pod 0,1 nm
a jeho vlastnosti se blizi gama zafeni. Povahu zafeni ovliviiuje anoda, ktera slouzi jako
zdroj napéti. Cim je zdrojové napéti vyssi, tim véti energii méa emitované zafen.
S rostouci energii se zmensuje vinova délka zafeni, naopak roste jeho energie a
pronikavost (Svoboda et al., 2012).

Diky svym ionizujicim vlastnostem je rentgenové zafeni pro zivé organismy
DNA. Vlivem zéieni dochazi ke dvouvldkovym a jednovldknovym zlomim DNA.
Pokud je pocet zlomil piili§ velky nebo buiika neni schopné poskozenou DNA opravit,
muze dojit k pfedcasné senescenci pripadné apoptoze bunky (Baskar et al., 2014).

JelikoZ ma rentgenové zatfeni ionizujici vlastnosti, mize DNA poSkodit i nepfimo.
Interakei ionizujiciho zéafeni s vodou vznikaji volné radikdly. Tyto volné radikaly
mohou vést k dalsimu poSkozeni DNA (Barcellos-Hoff et al., 2005).

V praxi se rentgenového zafeni pouziva jako zobrazovaci metoda v medicing, nebo
vyzkumnych metodach jako je Rentgenova strukturni analyza. PouZiti ionizujiciho

zateni se také uplatituje pii lécbe onkologicky nemocnych pacientt.
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Obr. 4: Chemické vzorce vySe uvedenych latek. (A) Aktinomycin D, (B) Aphidicolin, (C)
BMH-21, (D) Camptothecin, (E) Doxorubicin, (F) Hydroxyurea, (G) Olaparib, (H) Peroxid
vodiku.

Zdroj: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Pristrojové a laboratorni vybaveni

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

Automatické pipety (Eppendorf)

Automaticky pocita¢ bunék Vi-Cell XR (Beckman Coulter)

Box hlubokomrazici -80°C (New Brunswick Scientific)

Blotovaci aparatura Panther Owl-HEP1 (Thermo Scientific)

Centrifuga Combi-Spin FVL-2400N (Biosan)

COg; inkubator (Thermo Scientific)

CCD skener Bio-RAD ChemiDocTM MP System imaging(Bio-Rad)

Kultivac¢ni lahve T25 a T75 (TPP)

Magneticka michacka Instelli-Stirrer MSH-300i (Biosan)

Michacka Thermo Mixer C (Eppendorf)

Mikroskop Olympus CKX41 (Olympus)

Mikroskop Olympus IX81S1F-ZDC2 (Olympus)

Laboratorni digestoi (MERCI)

Laminarni box s vertikalnim proudénim HeraSafe (Thermo Scientific)

Petriho misky 60 mm (TPP)

Podlozni a kryci skla (Waldemar Knittel)

Piedvazky BPS 51 (Boeco Germany)

Zdroj rentgenového zatizeni Xstrahl RS Research Cabinet (RS225 systém)
(Canberra-Packard s.r.o)

Sérologické pipety (TPP)

Spektrofotometr INFINITE M200 PRO (Tecan)

Termoblok BIOSAN TS-100C (Biosan)

Ttepacka orbitalni GRANT PSU-10i(Grant)

Ultraviolet Crosslinker CL-1000 (UVP)

Vodni lazen Memmert WNB (Memmert)

Zdroj napéti Consort EV202 (Sigma-Aldrich)

Vyrobcee (stat): BioRad (USA), Biosan (LotySsko), Beckman Coulter (USA), Boeco
Germany (Némecko), Canberra-Packard sr.o (Ceskd Republika), Eppendorf
(Némecko), Grant (Velka Britanie), Memmert (Némecko), MERCI (Ceska republika),
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New Brunswick Scientific, an Eppendorf Company (Némecko), Olympus (Japonsko),
Sigma-Aldrich  (USA), Thermo Scientific (USA), Tecan (Svycarsko),
TPP(Svycarsko), UVP (USA), Waldemar Knittel (Némecko)

3.2 Pouzité chemikalie

30% akrylamid/bis-akrylamid (29:1) (Bio-Rad)
Aktinomycin D (Sigma-Aldrich)

Aphidicolin (Sigma-Aldrich)

Azid sodny (Sigma-Aldrich)

BCA protein assay kit (Thermo Scientific)
BMH-21 (Sigma-Aldrich)

Bromfenolova modi (BPB) (Sigma-Aldrich)
Camptothecin (Sigma-Aldrich)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PQOj4) (Penta)
Dimethylsulfoxid (DMSO) (AppliChem)
Dithiothreitol (DTT) (Sigma-Aldrich)
Dodecylsiran sodny (SDS) (Sigma-Aldrich)
Doxorubicin (Sigma-Aldrich)

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

Fetalni bovinni sérum (FBS) (Thermo Scientific)
Formaldehyd (Sigma-Aldrich)

Glycerol (Penta)

Glycin (Sigma-Aldrich)

Hoechst 33342 (Molecular Probes)
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (Na2HPO4 * 12H,0) (Penta)
Hydroxyurea (Sigma-Aldrich)

Chemiluminiscenéni c¢inidlo SuperSignalTM West Femto Maximum Sensitivity
Substrate (Thermo Scientific)

Chemiluminiscenéni ¢inidlo SuperSignalTM West Pico Chemiluminescent Substrate
(Thermo Scientific)

Chlorid draselny (KCI) (Sigma-Aldrich)

Chlorid sodny (NaCl) (Sigma-Aldrich)
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Kyselina octova (Penta)

Methylalkohol (Penta)

Olaparib (Selleckchem)

Penicilin (Sigma-Aldrich)

Peroxodisiran amonny (APS) (Sigma-Aldrich)

Peroxid vodiku (Fargon)

Ponceau S (Sigma-Aldrich)

Proteinovy marker Precision Plus ProteinTM Dual Color Standards (Bio-Rad)
Streptomycin (Sigma-Aldrich)

Susené odtu¢néné mléko (Artifex Instant s.r.o.)
Tetramethylethylenediamin (TEMED) (Sigma-Aldrich)
Triton X-100 (Carl Roth GbmH)

Trypsin (Thermo Scientific)

Tween 20 MP (Biomedicals)

Vectashield (VectorLaboratories)

Vyrobce (stat): AppliChem GbmH (Némecko), Artifex Instant s.r.o. (Ceska
Republika), Biosera (Francie), Bio-Rad (USA), Calbiochem (USA), Carl Roth GbmH
(Némecko), Fagron (Ceské republika), Chemietek (USA), Molecular Probes (USA),
MP Biomedicals (USA), Penta (Ceska republika), Selleckchem (USA), Serva
(Némecko), Sigma-Aldrich (USA), Thermo Fisher Scientific (USA), Vector
Laboratories (USA)

3.3 Pouzité roztoky
10% APS: 1 g APS /10 ml H20
10% DMEM: 10% FBS, penicilin (100 U/ml), streptomycin (0,1 mg/ml)

10x PBS: 80 g NaCl; 2 g KCI; 2 g KH2HPOg; 32,1 g NaHPO4 * 12H0 v 1 |
destilované vody; pH=7,4-7,5

10x Running puf: 30,3 g TRIS; 144 g Glycin; 10 g SDS v 1 1 destilované vody
10% SDS: 10 g SDS /100 ml H.O

10x TBS: 24,2 g TRIS; 80 g NaCl v 1 1 destilované vody; (pH = 7,6)

10x Transfer pufr: 30,3 g TRIS; 144 g Glycin v 1 1 destilované vody

4x Laemmli Sample Buffer (LSB): 8 ml 1 M TRIS (pH = 6,8); 2,7 g DTT,; 3,2 g SDS;
16 ml glycerol; 700 pl BPB; 40 ml ddH20
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2x LSB: 1,5 ml 4x LSB; 1,5 ml ddH20

I1x PBS: 100 ml 10x PBS; 900 ml destilovan¢ vody

1x Running pufr: 100 ml 10x Running; 900 ml destilované vody

I1x TBS: 100 ml 10x TBS; 900 ml destilované vody; 1 ml Tween

Ix Transfer pufr: 100 ml 10x Transfer; 100 ml methylalkohol; 800 ml destilované vody

5% blokacni ¢inidlo: 2,5 g suseného odtu¢néného mléka v 50 ml TBS s 0,1% Tween
20

ABD médium: DMEM, 10% FBS, 0,02% azid sodny

Ponceau‘s: 0,2% v 1% kyselin¢ octové

3.4 Pouzité protilatky

3.4.1 Primarni protilatky

anti-DDX56: kralik, polyklonalni, fedéni 1:500, Abcam (Velka Britanie), ab. 115158
anti-DDX56: mys, monoklonalni, fedéni 1:200, Progen (Némecko), 652126
anti-DDX51: kralik, polyklonalni, fedéni 1:2 000, Abcam (Velka Britanie), ab. 72292

anti-nukleolin: kralik, polyklonalni, fedéni 1:2 000, Abcam (Velka Britanie), ab.
70493

anti-p53: mys, monoklonalni, fedéni 1:500, Santa Cruz Biotechnologies (USA), sc.126

anti-p-aktin: mys, monoklonalni, fedéni 1:2 000, Santa Cruz Biotechnologies (USA),
sc. 47778

3.4.2 Sekundarni protilatky pro Imunofluorescen¢ni mikroskopii

anti-mys IgG: koza, konjugovana s Alexa Fluor 488, fedéni 1:1 000, Thermo Fisher
Scientific (USA)

anti-kralik I1gG: koza, konjugovana s Alexa Fluor 568, fedéni 1:1 000, Thermo Fisher
Scientific (USA)

3.4.3 Sekundarni protilatky pro Western Blot

anti-mouse IgG: ovce, konjugovana s Horseradish peroxidase, linked whole antibody,
fedéni 1:1 000, GE Healthcare (USA)

anti-rabbit IgG: osel, konjugovana s Horseradish peroxidase, linked whole antibody,
fedéni 1:1 000, GE Healthcare (USA)
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3.5 Bunécna linie

V praktické Casti této bakaléaifské prace jsem pracoval s bunécnou linii U-2 OS
(ATCC® HTB-96™), Jedna se o osteosarkom, nadorovou linii odvozenou z nadoru
kosti. Osteosarkom je maligni (zhoubny) typ rakoviny, ktery roste v kosti odkud poté
napada okolni meékkou tkan a tvofi metastaze. Tato bunécna linie roste adherentné na

dné kultivaéni lahve.

3.6 Kultivace bunék a pasazovani

Bunky byly kultivovany v inkubétoru v plastovych lahvich v médiu DMEM s 10%
pfidavkem fetdlniho bovinniho séra (FBS) a 1% smési antibiotik (penicilin a
streptomycin). Inkubator byl vyhifivany na 37°C a udrZoval hladinu CO2 na 5%.
Pasdzovani probihalo dle potieby pii bunécné konfluenci 90-95 %. Bunécna
konfluence byla kontrolovdna pomoci svételného mikroskopu. Veskerda manipulace s
bunéénym materidlem probihala v aseptickych podminkach ve flowboxu za pouziti
sterilnich nastrojt.

Pti pasdzovani a vysazovani kultur nejprve doslo k odsati kultivacniho média
a oplachnuti bun¢k 10 ml fosfatového pufru (PBS) vytemperovanym na 37°C. PBS
bylo odsato a do kultiva¢ni lahve byl pfidan 1 ml trypsinu. Jemnym naklanénim misky
ze strany na stranu se zajistila rovnomérna distribuce trypsinu po celém povrchu
misky. Miska se poté na 5 minut umistila do inkubatoru, aby nedochéazelo ke
zbyte¢nému stresovani bunék a zaroven se zvysila proteolytickd aktivita trypsinu.
Cilem trypsinizovani je narusSit extracelularni matrix bunék, cozZ vede k jejich odlepeni
ode dna misky.

Po péti minutach inkubace bunék s trypsinem byly butiky zkontrolovany pod
svételnym mikroskopem, zda doslo k jejich odlepeni. Pokud ne, byly buiiky vraceny
do inkubéatoru na dals$i 2 minuty. V opacném piipad¢ byly buiiky rozsuspendovany v
9 ml Cerstvého kultivaéniho média vytemperovaném na 37°C. Bunécna suspenze byla
pfepipetovana do 15 ml zkumavky. Bylo odebrano 0,5 ml suspenze k pfistrojovému
pocitani poctu bunék (zatizeni Vi-Cell XR). Nésledné byl proveden vypocet kolik
mililitrii suspenze je potteba k vysazeni pozadovaného mnozstvi bunék.

Do cisté kultivaéni lahve nebo do Petriho misek bylo ddno ur€ité mnozZstvi
cerstvého, vyhtatého kultivaéniho média a nésledné bylo pfidano vypocitané mnozstvi

bunééné suspenze. Jemnym pohybem do stran dosSlo k rovnomérnému rozptyleni
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buné¢k do celého objemu média. Nasledné byly misky a lahev fadné popsany a uloZzeny

do inkubatoru.

3.7 Ovlivnéni bunék

Ovlivnéni bunécné kultury probihalo v plastovych Petriho miskach o priméru 60 mm.
Do kazdé¢ Petriho misky byla vlozena dvé¢ sterilni kulaté kryci skla o priméru 12 mm.
Poté bylo do kazdé¢ misky vysazeno 800 000 bun¢k do celkového objemu 5 ml. K
ovlivnéni byly pouzivany misky porostlé z 80-90%. Kultivace oSetfenych bunék

probihala 6 nebo 24 hodin. Poté byly bunky fixovany nebo lyzovany.

3.7.1 Ovlivnéni UV zarenim

Pomoci sterilni sérologické pipety doslo k odsati kultivacniho média z porostlé Petriho
misky do 15 ml centrifugac¢ni zkumavky. Oteviena Petriho miska byla vlozena do
ptistroje UV Crosslinker CL-1000 a ozafena UV zafenim o intenzit¢ 50 J/m?.
Odebrané médium bylo po ozéteni vraceno zpét do Petriho misky, ta byla uzaviena a

navracena do inkubatoru ke kultivaci.

3.7.2 Ovlivnéni Rentgenovym zarenim
Porostla Petriho miska byla vlozena do rentgenového pfistroje Xstrahl RS Research
Cabinet (RS225 systém) emitujiciho RTG zéteni. Poté byly bunky vystaveny zafeni o

sile 10 Gy. Po ozafenii byla Petriho miska navracena do inkubatoru.

3.7.3 Ovlivnéni chemickymi latkami

V aseptickych podminkach flowboxu bylo k bunikdm kultivovanych v Petriho misce
ptidano definované mnozstvi chemické latky. Pomoci pipety bylo kultivacni médium
s danou chemickou latkou fadné propipetovano, aby se zajistila homogenni distribuce
chemické latky v celém objemu. Poté byla Petriho miska uzaviena a navracena do

inkubatoru ke kultivaci. Pouzité latky a jejich koncentrace zobrazuje tabulka 3.

3.8 Imunofluorescencni mikroskopie

3.8.1 Priprava vzorku

Po ukonceni inkubace ovlivnénych bunék doslo k odsati kultivacniho média z Petriho

misky a oplachnuti bun€k roztokem PBS. Kulaté kryci sklicko porostlé butkami bylo
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pomoci pinzety vyjmuto a uloZeno do plastové krabicky vystlané parafilmem. Poté
byly buiiky po dobu 15 minut fixovany 10% formaldehydem vychlazenym na 4°C.
Nasledn¢ byla sklicka pouzita k ptipravé preparati pro imunofluorescencni

mikroskopii, ptipadné byla uskladnéna v lednici v roztoku PBS pro pozdéjsi pouziti.

3.8.2 Barveni mikroskopickych preparatii

Kryci sklicka se zafixovanymi buiikami byla permeabilizovana roztokem 0,2% Triton
X-100 v PBS po dobu péti minut. Nasledn€ bylo naneseno 150 ul primarni protilatky
ziedéné v ADB médiu. Inkubace probihala ptes noc v lednici. Druhy den byla sklicka
tiikrat oplachnuta v PBS. Poté byly naneseny fluorescencné znacené sekundarni
protilatky Alexa Fluor 488 a Alexa Fluor 568 zfedéné v ABD médiu. Inkubace
probihala hodinu ve tmé& pfi laboratorni teploté. Po uplynuti ¢asu byla sklicka opét
tfikrat oplachnuta roztokem PBS a poté byla 5 minut inkubovana ve tmé& s barvivem
HOECHST 34580 fedénym v PBS na koncentraci 0,89 uM. Poté byla sklicka jednou
oplachnuta PBS a usuSena pti pokojové teploté¢ ve tme. Na podlozni sklo byly
naneseny 4 pl Vectashield. Poté bylo pfilozeno kryci sklo s nabarvenymi buiikami tak,
aby se porostld strana dotykala Vectashield. Nasledné¢ bylo kryci sklo po okrajich

zafixovano pomoci prihledného laku na nehty.

3.8.3 Mikroskopické pozorovani

Pro sledovani lokalizace proteini byl pouzit fluorescenéni mikroskop Olympus
IX81S1F-ZDC2 se softwarem Scan”R acquisition a Scan”R analysis. Mikroskopovani
probihalo pfi zvétSeni 40x10. Pro Upravu ziskanych snimkid byl pouzit software

ImageJ.

3.9 Western Blot

3.9.1 Priprava lyzati

Po ukonceni inkubace ovlivnénych bunek doslo k odsati kultiva¢niho média z Petriho
misky a oplachnuti bun¢k roztokem PBS, které bylo nésledné odsato. Do Petriho
misky bylo ptfidano 300 pl lyzacniho pufru (2x LSB) bez SDS a BPB. Za pouZiti
silikonové Skrabky byl lyzac¢ni pufr rozprostien po celém povrchu misky a smichén s
bunikami. Vznikly viskézni lyzat byl pfenesen do mikrozkumavky a vytfepan v
termnotiepacce vyhiaté na 98°C pii 1400 RPM po dobu 8 minut.
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3.9.2 Meéreni proteinové koncentrace

K meéfeni proteinové koncentrace byl pouzit BCA protein assay kit od firmy Thermo
Scientific. V mikrotitra¢ni desti¢ce bylo smichano 5 pl buné¢ného lyzatu a 200 ul
komer¢niho reakéniho roztoku. Pro kalibraci byla pouzita koncentracni fada roztoku
albuminu smichaného s reakénim roztokem. Po dvou hodinach inkubace byla pfi
vlnové délce 562 nm méfena absorbance na spektrofotometru INFINITE M200 PRO
firmy Tecan. Na zakladé¢ nameétfené absorbance byly pfipraveny vzorky pro
elektroforézu smichanim 2x LSB s bunécnym lyzatem tak aby vysledna koncentrace
proteint byla 30 pg/ul.

3.9.3 SDS-PAGE lyzati

Mezi dvé skla elektroforetické komirky Mini-PROTEAN Tetra Cell Biorad byl nalit
8% délici polyakrylamidovy gel a hladina byla zarovnéana isopropanolem. Po zatuhnuti
déliciho gelu (zhruba 25 minut) byl isopropanol odstranén a gel byl vysusen filtraénim
papirem. Poté byl namichin zaostfovaci gel a ten byl nanesen na délici gel. Do

zaosttovaciho gelu byl vlozen 15jamkovy hiebinek.

Tabulka 1: Slozeni 8% déliciho gelu

Slozka Objem (ml)
H20 7,00

30% Acrylamid mix 4,00

1,5 M Tris (pH 8,8) 3,30

10% SDS 0,15

10% APS 0,15
TEMED 0,009

Tabulka 2: SloZeni zaostfovaciho gelu (5%)

Slozka Objem (ml)
H.O 3,40

30% Acrylamid mix 0,83

0,5M Tris (pH 6,8) 0,63

10% SDS 0,05

10% APS 0,05
TEMED 0,005
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Po zatuhnuti zaostrovaciho gelu byl gel ve skle vlozen do elektroforetické vany
a zalit 1x running pufrem. Nasledné byl vyjmut hiebinek. Do krajni jamky bylo
napipetovano 10 pl proteinového markeru Precision Plus ProteinTM Dual Color
Standards, do ostatnich jamek bylo napipetovano 18 pul proteinového lyzatu. Aparatura
byla pfipojena k elektrickému zdroji a bylo spusténo elektroforetické d€leni za
konstantniho proudu 0,04 A (pro dva gely). Doba trvani elektroforézy byla zhruba 90

minut.

3.9.4 Semi-dry blot

Po ukonceni elektroforézy byl gel vyjmut z komurky, zaostfovaci gel byl odfiznut a
vyhozen, délici gel byl vloZen do aparatury pro pienos proteinu Panther Owl-HEP1.
Aparatura se krom¢ samotného zatizeni sklada z filtracnich papirt a nitrocelul6zové
membrany namocenych v 1x transfer pufru. Pfenos proteini z gelu na membranu
probihal 2 hodiny pfi konstantnim proudu 0,3 A (pro dva gely).

Po skonceni pienosu byla membrana s imobilizovanymi proteiny vyjmuta z
aparatury, oplachnuta destilovanou vodou a nabarvena roztokem Ponceau S. Z
membrany byly pomoci skalpelu vyfiznuty pasy s cilovymi proteiny. Nasledné byly
pasy odbarveny v roztoku 1x TBS + 0,1% Tween a blokovany v bloka¢nim ¢inidle na
orbitalni tfepacce. Po hodin€ blokovani byly pruhy membrany pfeneseny do plastové
krabicky vystlané parafilmem a byly na né naneseny primarni protilatky fedéné v
bloka¢nim ¢inidlem. Inkubace probihala ptes noc v lednici

Druhy den byly membrany tfikrat promyty, vzdy po dobu 10 minut, v 1x TBS
+0,1% Tween. Poté probihala hodinova inkubace pfi laboratorni teploté se sekundarni
protilatkami znacenymi kifenovou peroxidasou, zfedénymi v blokac¢nim cinidle.

Nasledn¢ byly membrany promyty v 1x TBS + 0,1% Tween, opét tfikrat 10 minut.

3.9.5 Detekce proteinii

K detekci imobilizovanych proteinli se vyuzilo chemiluminiscencnich vlastnosti
kfenové peroxidasy. Chemiluminiscen¢ni ¢inidlo SuperSignalTM West Pico
Chemiluminescent Substrate bylo smichdno se SuperSignalTM West Femto

Maximum Sensitivity Substrate v poméru 1:3 nebo 1:1 (pro detekci p53 a DDX51).
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Vyvolavani snimkt probihalo pomoci CCD kamery v zatizeni CCD skener

Bio-RAD ChemiDocTM MP Systém imaging pomoci softwaru Image Lab.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Laboratorni ¢ast této bakalaiské prace probihala na Ustavu Molekularni a Translaéni
Mediciny v Laboratofi integrity genomu. Veskeré experimenty byly provedeny ve
ttech opakovanich.

Cilem této prace bylo zjistit vliv vybranych chemickych latek a zafeni na

lokalizaci a mnoZzstvi proteinu DDX56 v bunécné linii U-2 OS.

4.1 Zmény v lokalizaci proteinu DDX56

Abychom mohli ur¢it zménu lokalizace proteinu DDX56, byla bunééna linie U-2 OS
ovlivnéna pomoci vybranych cinidel (viz tabulka 3). Délka ovlivnéni byla 6 a 24
hodin. Buiiky byly znaceny trojitym barvenim metodou neptimé imunofluorescence:
Dapi pro vizualizaci jadra, Alexa Fluor 488 pro vizualizaci DDX56 a Alexa Fluor 568
pro vizualizaci nukleolinu (NCL). NCL souzi ke znaceni jadérek a zaroven jako
ukazatel ribozomalniho stresu. Snimky byly pofizeny mikroskopem Olympus
IX81S1F-ZDC2 se softwarem Scan”R acquisition pii zvétSeni 40x10 a upraveny
pomoci softwaru Image J (FiJi). Pro publika¢ni ucely byla jas a kontrast u nize
prezentovanych snimkd upraven, proto na téchto snimcich nelze vzajemné porovnavat

hladinu proteinu DDX56.

Tabulka 3: Shrnuti ¢inidel aplikovanych na bunéfnou linii, jejich zkratka a pouzita

koncentrace nebo intenzita (v ptipade zateni).

Ovliviujici faktor ~ Zkratka Pouziti koncentrace/intenzita
Aktinomycin D ActD 5nM
Aphidicolin APH 2 uM
BMH-21 BMH21 0,5 uM
Camptothecin CPT 0,5 uM
Doxorubicin Doxo 1 uM
Hydroxyurea HU 2 mM
Olaparib Olap 10 uM
Peroxid vodiku H202 50 uM
UV zafeni uv 50 J/m?
Rentgenové zareni RTG 10 Gy
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Dapi DDX56 NCL Merge

Kont

UV 6h

UV 24h

RTG 6h

RTG 24h

CPT 6h
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Dapi DDX56 NCL Merge

APH 6h

APH 24h

ActD 6h

ActD 24h

BMH-21 6h

BMH-21 24h




Dapi DDX56 NCL Merge

H,0, 6h

HU 24h

Olap 6h

Olap 24h

Obr. 5: Imunofluorescencni lokalizace proteinu DDX56 po ovlivnéni riznymi ¢inidly.

ZvétSeni 40x10. Mérka predstavuje 10 pm.
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Kolokalizace proteinu DDX56 s NCL v kontrolnich bunkach potvrzuje jeho
lokalizaci v jadérku za pfirozenych podminek (obrazek 5, kontrola). Z
mikroskopickych snimku je zfejmé, ze k translokaci proteinu DDX56 z jadérka do
nukleoplazmy dochazi u bunék oSettenych UV zafenim, doxorubicinem,
aktinomycinem D a BMH-21. Vsechny tyto latky ovliviuji transkripci. Nase vysledky
se shoduji s jiz diive publikovanymi daty, kdy Zirwes a jeho kolegové (2000) ukazuji,
ze po inhibici transkripce dochazi k degradaci DDX56. Po pusobeni inhibitoru
transkripce ADM doslo k translokaci tohoto proteinu z jadérka do nukleoplasmy.

Ve vSech vzorcich, kde dochazi k translokaci DDX56, kromé¢ UV zafeni,
dochazi zéaroven k dezintegraci jadérek. Tuto zménu ukazuje translokace NCL do
nukleoplazmy. To mulze byt dilezitym krokem bunécné odpovédi na stres —
pozastaveni bunééného cyklu poskytne burice delsi ¢as na vypotadani se s nasledky
stresu.

Inhibice transkripce ma za nasledek zménu struktury jadérka, dochazi k
rozvolnéni jeho jednotlivych komponentil. Jelikoz sestavovani preribozoméalnich
podjednotek probihd v GC jadérka, jeho rozpad znemozni spravny prubéh tohoto
procesu (Grummt, 2013). DDX56 se také nachazi v GC jadérka (Zirwes et al., 2000)

a z tohoto diivodu je degradace po naruseni transkripce ocekavany jevem.

4.2 Zmény v mnoZzstvi proteinu DDX56

Pro identifikaci zmé&n v mnoZstvi DDX56 byla pouzita metoda Western blot. Bunécné
lyzaty o koncentraci 30 pg/ul byly elektroforeticky rozdéleny na 8%
polyakrylamidovém gelu a néasledné imobilizovany na nitrocelulosové membrané.
Pomoci metody nepfimého imunoznaceni byly detekovany proteiny DDX56, DDX51
a nukleolin. Ziskané snimky byly analyzovany softwarem Image] kde byla méfena
intenzita ziskaného signdlu. Data byla analyzovédna v softwaru Microsoft Excel, kde
byla vypoctena hodnota normalizovaného mnozstvi proteinu DDX56 a DDXS5I1
vzhledem k nukleolinu (ten slouzi jako kontrola naneseného mnozstvi proteinu).

DDX51 je také ¢lenem DEAD box proteinové rodiny a slouzi jako kontrolni helikasa.
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Kont UV RTG CPT APH Doxo ActD BMH
DDX56 s - - —— - SR .

NCL S S os— — o —

Kont H202 HU Olap
DDX56 - — — G

DDX51 . — -
NCL gt S G S

Obr. 6: Detekce mnozstvi proteint NCL, DDX51 a DDX56 po 6hodinovém ovlivnéni
riznymi Cinidly
<O S D OO §
OSSR RITOTRIRITNT Y O
DDXS56 w O— g— P —
DDXSI - S e o —— el d

NCL TR e —— W p— q— W— — — —

Obr. 7: Detekce mnozstvi proteinit NCL, DDX51 a DDX56 po 24hodinovém ovlivnéni

riznymi Cinidly
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Normalizované mnozstvi proteinu po 6 h

Kont APH Doxo ActD BMH H202 HU Olap

Ovliviujici faktor

2,5

1,5

MnoZstvi proteinu

o
5

o

m DDX56 mDDX51

Obr. 8: Normalizované mnozstvi protein DDX56 a DDX51 po 6hodinovém ovlivnéni

riznymi Cinidly.

Normalizované mnozstvi proteinu po 24 h

2,5

1,5

) " ii il il Ii d il il il “ Il

APH Doxo ActD BMH H202 HU Olap

MnoZstvi proteinu
=

OvlivAujici faktor
mDDX56 mDDX51

Obr. 9: Normalizované mnozstvi protein DDX56 a DDX51 po 24hodinovém ovlivnéni

riznymi Cinidly.

Z vysledkli pozorovani vyplyva, ze jiz po 6 hodinich dochazi ke znacnému
snizeni mnozstvi proteinu DDX56 v bunkidch ovlivnénych UV  zéfenim,
doxorubicinem, aktinomycinem D a BMH-21 (obrazky 6 a 7). V ostatnich vzorcich
neni pokles tohoto proteinu vyznamny (camptotehicin, hydroxyurea, Olaparib) nebo
nenastal vibec (rentgenové zafeni, aphidicolin, H202). Tento pokles je v souladu s
mikroskopickym pozorovanim (obrazek 5), kde lIze sledovat translokaci DDX56 z

jadérka do nukleoplazmy po ovlivnéni bunék ¢inidly, ktera narusuji transkripci. Oproti
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tomu se hladina proteinu DDXS51 po Sesti hodinach pfili§ nezménila, signifikantni
pokles ani nariist mnozstvi DDX51 nevykazuje zadny ze vzorkd.

Po 24 hodinach se chovani proteinu DDX56 nezménilo (obrazky 7 a 9). Hladina
proteini zistava prakticky neménna s vyjimkou vzorku ovlivnénych UV zéfenim,
doxorubicinem, aktinomycinem D a BMH-21, kde lze sledovat pokles v hladiné
DDX56. Stejné chovani vykazuje také kontrolni helikasa DDX51.

Po inhibici transkripce nebo po poSkozeni DNA dochazi k rozpadu jadérka
(Boulon et al., 2010) a tim padem k pozastaveni syntézy ribozomd, jelikoz nedochazi
ke vzniku 47S pre-rRNA. Aby mohla buika uspé$né projit bunéénym cyklem,
potfebuje mimo jiné dostatek proteind. Mnozstvi proteinii je ovlivnéno poctem
ribozoml a rychlosti jejich syntézy (Dez a Tollevrey, 2004). Zaroven je pokles
Vv hladiné DDX56 doprovazen narastem proteinu p53 (Harokova, 2018), ktery funguje
jako senzor poskozeni DNA a strazce integrity genomu. Takovéto chovani muze
naznacovat zapojeni proteinu DDX56 do signalnich drahach zajistujicich odpovéd na
poskozeni DNA.

Jak jiz bylo zminéno v tvodu (kap. 2.3.2 a 2.3.1), proteiny DDX51 a NCL mayji
vliv na regulaci bunééného cyklu a biosyntézu ribozomii. Pfi silné a dlouhodobé (24 h)
inhibici transkripce jsme pozorovali ¢astecnou degradaci proteinu DDX51. Ve
vzorcich ovlivnénych UV zéfenim, doxorubicinem, aktinomycinem D a BMH-21
doslo k poklesu hladin DDXS51 oproti kontrolnimu vzorku. (obrazky 7 a 9). Jelikoz se
jedna o ptibuzné proteiny a DDX56 je také zapojen do biosyntézy velké podjednotky
ribozomu, neni shodné chovani obou proteini piekvapivé. Zaroven degradace obou
proteinli nahrava myslence, Ze po naruSeni transkripce dochazi ke zpomaleni syntézy

novych ribozomd.

4.3 Degradace proteini po inhibici translace
Diky inhibici syntézy novych proteinit bylo moZzné porovnat odbourdvani DDX56 a
DDXS51 za ptirozenych a stresovych podminek. K inhibici proteosyntézy byl vyuzit
cykloheximid (CHX). Ten se vaze na E misto velké podjednotky ribozomu ¢imz
inhibuje elongacni fazi proteosntézy (Schneider-Poetsch et al., 2010).

Do média dostatecné porostlych Petriho misek byl pfidan CHX (vysledna
koncentrace 0,17 mM) a po 2, 4, 6 a 8 hodinach byly pfipraveny lyzaty. Pro sledovani
rychlosti degradace DDX56 ve stresovanych bunkach jsme druhou sadu porostlych
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Petriho misek ozafili UV zafenim o intenzit¢ 50 J/m? a inkubovali s médiem
obohacenym o CHX.

Nasledn¢ probéhla analyza mnozstvi proteintt DDX51, DDX56, p53 a B-aktin
pomoci Western blotu. -aktin v tomto experimentu slouzi jako kontrola naneseného
mnozstvi proteinu, jelikoz mé dlouhy poloc¢as rozpadu (8,7 hodin) (Brinster et al.,
1979). Oproti tomu protein p53 ma velice kratky poloc¢as rozpadu (okolo 20 minut) a
proto slouzi jako kontrola funk¢nosti CHX. (Giaccia a Kastan, 1998).

Analyza ziskanych snimkl probéhla opét softwarem Image)J a naméfena
intenzita signalu byla zpracovana v programu Microsoft Excel. Byly sestaveny grafy
ukazujici pokles normalizovaného mnozstvi proteintt DDX56, DDX51 a p53 vici B-
aktinu. Také byl pomoci programu WolframAlpha proveden vypocet polocast
rozpadu proteind po inhibici translace z exponencialnich rovnic vygenerovanych

softwarem Microsoft Excel.

CHX CHX+UV

0O 2 4 6 8 0O 2 4 6 8
DDX56 W s S st s s s S e

DDXS51 s s s o s e - Seem
p53 — -
Beta aktin

Obr. 10: Detekce mnozstvi proteint DDX56, DDX51, p53 a f-aktin po ovlivnéni
cykloheximidem (CHX) a cykloheximidem v kombinaci s UV zafenim (CHX+UV)
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Normalizované mnoZstvi proteinl po ovlvinéni CHX

1,5

B 1 = L
0 2 4 6 8

Cas (h)

[

Mnozstvi

mDDX56 mDDX51 mp53

Obr. 11: Graf normalizovaného mnozstvi proteint DDX56, DDX51 a p53 po ovlivnéni

cyklohexamidem.

Normalizované mnozstvi proteind po ovlivnéni CHX+UV

2 4 6 8

Cas (h)

2

1,5

1
0
0

Obr. 12: Graf normalizovaného mnozstvi proteini, DDX56, DDX51 a p53 po ovlivnéni

Mnozstvi

B DDX56 mDDX51 mp53

cyklohexamidem v kombinaci s UV zatenim.
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Tabulka 4: Polocasy rozpadu proteint DDX56, DDX51 a p53 po ovlivnéni CHX+UV a
pouhym CHX.

Polocas rozpadu (h)

Protein CHX CHX + UV
DDX56 21,66 6,36
DDX51 22,35 13,59
p53 2,655 5,25

Vysledky naznacuji, ze proteiny DDX56 a DDX51 maji pfirozen¢ dlouhy
polocas rozpadu. Pozorovani je v souladu s tvrzenim Brinstera a jeho kolegii (1979),
ze proteiny s izoelektrickym bodem v kysel¢ oblasti se degraduji rychleji nez proteiny
bazické. Oba proteiny DDX56 1 DDX51 maji sviyj izoelektricky bod (Pi) v bazické
oblasti (9,9 a 8,16), zatimco p53 jej ma v kyselé oblasti (6) (Chalkley et al., 1994,
Zirwes et al., 2000).

Oproti tomu burniky ovlivnéné UV zafenim a inkubované v médiu s CHX
vykazuji zrychlenou degradaci proteintt DDX56 a DDX51. Polocas rozpadu proteind
DDX56 a DDX51 po ozafeni UV je nékolikandsobné mensi neZ za ptirozenych
podminek (viz tabulka 4). Naopak u proteinu p53 doslo po ozafeni UV Kk jeho
stabilizaci. N€kolik publikaci uvadi, Ze po poskozeni DNA (naptiklad UV zéatenim)
dochézi ke stabilizaci tohoto proteinu v ramci aktivace odpovédi na poskozeni DNA
(Blattner et al., 1999). Data prezentovana v tabulce 4 ovSem nejsou nikterak piesna.
Pro méfeni polocasu rozpadu proteind existuji mnohem ptesnéjsi a vhodnéjsi metody
jako je naptiklad SILAC a hmotnostni spektrometrie.

Jak jiz bylo vySe zminéno (kap. 2.1.2 a 2.2.3.3), mohou ribozomalni proteiny
a ribozomy samotné hrat roli v bunétné odpovédi na stres. Z tohoto duvodu je
ocekavana rychlejsi degradace proteinli zapojenych do ribozomalni biosyntézy a
inhibice syntézy modulujicich faktorti po navozeni stresovych podminek. Jestlize
chybi dulezit¢ modulacni faktory, bunka nevytvoii dostatek ribozomt, aby mohla
projit bunéénym cyklem a tim padem ma Cas na opravu poSkozené¢ DNA. Zaroven je
kvtli rozpadu jadérek zpomalena biosyntéza novych ribozomd.

Dale vysledky pozorovani proteini DDX56 a DDXS51 v ovlivnénych bunikach
(obrazky 6 a 8) spolecné s vysledky méfeni polo€asu rozpadi (tabulka 4) ukazuji, ze
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protein DDX51 je stabilngj$i a vii€i naruSeni transkripce odolnéjsi nez protein DDX56.
Ptestoze je polocas rozpadu obou proteinti v kontrolnich podminkach ptiblizné stejny,
je polo¢as DDX51 v buiikach oSetfenych UV zafenim zhruba dvakrat tak del$i nez
polo¢as rozpadu DDX56. Stejné¢ tak degradaci DDX51 lze sledovat az po
dlouhodobém a silném pusobeni latek ovliviiyjicich transkripci (24 hodin), zatimco

degradaci DDX56 lze sledovat jiz po Sesti hodinach.
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5 ZAVER
Tato bakalafska prace se zabyva pozorovanim zmén v bunécné lokalizaci a mnozstvi
proteinu DDX56 po ovlivnéni riznymi ¢inidly. VSechny cile prace byly naplnény.

Autor dosel k nasledujicim zaveérim:

. Po oSetieni bun¢k Cinidly, které ovliviiuji transkripcei dochazi k translokaci

proteinu DDX56 z jadérka do nukleoplazmy a jeho degradaci.

. Pii silné a dlouhotrvajici inhibici transkripce dochazi k degradaci proteinu
DDX51.

. Polocas rozpadu proteinu DDX56 se po aplikaci UV zéfeni snizil z 21,66
na 6,36 h.
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10,
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MRNA
mTOR
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NER
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PARPs
PBS
PCR
PDCD4
PDK1
PIK
pre-rRNA
rDNA
RNA pol |
RNP
ROS
RPL
RPM
RPS
rRNA
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SDS-PAGE

Messenger RNA

Mammalian target of rapamycin
Mammalian target of rapamycin complex
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Nuclear export signal

Nucleolus organizing region
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Poly (ADP-ribosa) polymerase
Phosphate buffered saline
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Programmed cell death protein 4
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Pre ribosomalni RNA
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Reactive oxygen species
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SIRNA

SnoRNA

SNORNPS

Tat

TBS

TEMED

UBF

Stable isotope labeling by amino acids in cell culture
Small interfering RNA

Small nucleolar RNA

Small nucleolar ribonucleoproteins

Transactivator protein

Tris buffered saline

Tetramethylethylenediamine

Upstream binding factor
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