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SOUHRN

Diplomovéa prace se zabyva studiem ribozomdlniho stresu. V teoretické Ccasti
diplomové prace jsou shrnuty zdkladni poznatky a informace o jadérku, ribozomalni
biogenezi, Mdm2, p53 a ribozomalnim stresu dependentnim a independentnim na p53.

V praktické casti byly vytvofeny vektory exprimujici fazni nukleolin (NCL)
a fibrilarin (FBL) se zelenym fluorescen¢nim proteinem (GFP) na jejich N-konci. Transfekci
lidskych U20S bunéénych linii plazmidy exprimujicimi GFP-NCL a naslednou selekci byla
vytvofena stabilni bunééna linie s fluorescenéné znacenym nukleolinem (U20S-pEGFP-
NCL). Transfekci U20S bunééné linie plazmidy exprimujicimi GFP-FBL a naslednou selekci
byla vytvotrena bunééna linie s fluorescenéné znacenym fibrilarinem (U20S-pEGFP-FBL).

Pro validaci FBL a NCL jako moznych markri ribozomalniho stresu, byla na
vytvoten¢ U20S-pEGFP-FBL a U20S-pEGFP-NCL bunééné linie aplikovana vybrana
cytostatika, ktera narusuji ribozomalni biogenezi. Po aplikaci cytostatik byla nasledné
provedena double rRNA fluorescenéni in situ hybridizace na specifické oblasti rRNA.
Cisplatina, oxaliplatina a aktinomycin-D zpuisobily rozpad integrity jadérka a uvolnéni FBL
a NCL z jadérka do jadra, zatimco 5-fluorouracil neovlivnil integritu jadérka a lokalizaci FBL
a NCL. Z vysledki double rRNA FISH bylo patrné, Ze cispaltina, oxaliplatina a aktinomycin-
D zablokovaly transkripci 47S rRNA, ale neblokovaly zpracovani pre-rRNA. Aplikace 5-
fluorouracilu zpusobila zastaveni zpracovani pre-rRNA, avSak transkripce 47S rRNA nebyla
ovlivnéna.

Bunécéna linie U20S-pEGFP-NCL byla transfekovana SIRNA-RPL11 pro umlceni
exprese RPL11. Deplece RPL11 nezpiisobila rozpad integrity jadérka a nedoslo ke spusténi
p53 dependentniho ribozomalniho stresu. U bunék transfekovanych siRNA-RPL11byla
identifikovana akumulace pre-rRNA prekurzor.

Kombinace urceni lokalizace téchto fluorescencné znacenych proteinii s metodou
double rRNA FISH pro specifické oblasti na pre-rRNA, se ukazala byt vhodnym systémem

pro identifikaci latek, které¢ mohou zpiisobovat ribozomalni stres.



SUMMARY

The theoretical part of the diploma thesis summarizes information about nucleolus,
ribosomal biogenesis, Mdm2 and p53 dependent and independent ribosomal stress.

In the experimental part, vectors expressing nucleolin (NCL) and fibrillarin (FBL)
fused with green fluorescent protein at its N-terminus were created. Transfection of human
U20S cells with plasmids expressing GFP-NCL and subsequent selection resulted in a stable
fluorescent- labeled nucleoline (U20S-pEGFP-NCL) cell line. By transfecting the U20S cell
line with plasmids expressing GFP-FBL and subsequent selection, fluorescent-labeled
fibrillarin cell line (U20S-pEGFP-FBL) was created.

For the validation of FBL and NCL as possible markers of ribosomal stress, selected
cytostatics known to disturb ribosomal biogenesis have been applied to U20S-pEGFP-FBL
and U20S-pEGFP-NCL cell lines. Double RNA fluorescent in situ hybridization on specific
rRNA locus was performed after application of cytostatic. Cisplatin, oxaliplatin and
actinomycin-D caused the breakdown of the nucleus integrity and the release of FBL and NCL
from the nucleolus to the nucleus, whereas 5-fluorouracil did not affect the integrity of the
nucleus and the localization of FBL and NCL. From the results of the double rRNA FISH was
evident that cisplatin, oxaliplatin and actinomycin-D blocked transcription of 47S rRNA, but
did not block processing of pre-rRNA. Application of 5-fluorouracil caused stopping pre-
rRNA processing, but transcription of 47S rRNA was not affected.

The U20S-pEGFP-NCL cell line was transfected with siRNA-RPL11 to silence
expression of RPL11. The RPL11 depletion did not cause the loss of integrity of the nucleus
and did not trigger p53 dependent ribosomal stress. Cells transfected with SIRNA-RPL11 have
been identified to accumulate pre-rRNA precursors.

The combination of localization of these fluorescently labeled proteins with the double
rRNA FISH method for pre-rRNA specific regions has proven to be a suitable system for

identifying substances that may cause ribosomal stress.
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CIL PRACE

Vytvoteni selekéniho systému pro buiiky v ribozomalnim stresu a jeho nasledna

validace.



UvVOD

Jadérko je bez membranové jaderné télisko, které je vystavéno okolo
chromozomalnich oblasti obsahujicich tzv. organizatory jadérka (NOR). Probiha zde
transkripce ribozomalni DNA (rDNA) a biogeneze ribozomu (Busch et Smetana 1970; Scheer
et Hock 1999, Olson et al., 2000). Ribozomalni biogeneze je proces velmi citlivy na rizné
poruchy v bunétném metabolismu. Chyba nebo poskozeni jakéhokoliv kroku ribozomalni
biogeneze zplusobené jak endogennim nebo exogennim stimulem, zptisobuje ribozomalni stres
(Dai et al., 2006).

Kromé¢ své primarni funkce pii biosyntéze ribozomu, pravé jadérko pisobi jako senzor
ribozomalniho stresu (Olson, 2004). Pfi nespravném sestavovani nebo funkci ribozomii se
volné ribozomalni proteiny dostavaji z jadérka do nukleoplazmy, kde hraji klicovou roli pfi
zastaveni buné¢ného ristu a déleni (Zhang et Lu, 2009). Ribozomalni stres muze vést K
zastaveni bunééného cyklu nebo k apoptoze nejen za pomoci aktivace p53, ale také pomoci
dal$ich mechanismi nezavislych na p53 (James et al., 2014).

Fibrilarin (FBL) a nukleolin (NCL) jsou proteiny, které jsou za béznych podminek
pfitomny v jadérku a zpracovavaji pre-RNA, kterd je nasledné zabudovana do struktury
ribozomalnich podjednotek. Lokalizace a akumulace téchto proteint v jadfe, nikoliv v jadérku,

naznacuje rozpadu integrity jadérka (Olson et al., 2000, Ochs et al., 1985).



SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

1. Jadérko

Interfazni jadro bunky se sklada z morfologicky a funkéné odlisnych ¢asti, kterymi
jsou chromatinové domény a jadernd téliska. Chromatinové domény jsou tvofeny pievazné
chromatinem, zatimco jaderna téliska tvofi z vétSiny proteiny. Jaderna téliska se vytvaieji na
konci mitdzy, respektive na konci jednoho bunééného cyklu, a jsou udrzovana az do zacatku
pfisti mitdézy. Béhem interfize mohou byt jejich jednotlivé komponenty vzajemné
vyménovany. NejveétSim a nejvyznamnéjsSim jadernym téliskem je jadérko, pfitomné u vSech
eukaryotickych bunék. (Matera et al., 2009; Lanctot et al., 2007).

Aktivné rostouci a délici se buniky vyzaduji ke svému Zivotu velké mnoZstvi proteind.
K zajisténi permanentniho pfisunu proteini je potieba neustale produkovat a doplnovat
ribozomy. Jadérko, jehoz primarni funkci je pravé syntéza ribozomalni RNA a nasledné
skladani ribozomalnich podjednotek, dodava ribozomy pro zajisténi takovychto pozadavki
burniky. K samotnému objeveni jadérka doslo oficialné v letech 1835 az 1839, ale odpovédnost
jadérka za tvorbu a sestaveni ribozomu byla prokazana az v roce 1960 (Busch et Smetana,
1970; Pederson, 2011). Mimo to u jadérka byly zjistény i dalsi funkce nesouvisejici pfimo se
vznikem ribozomul. Mezi takové funkce miZzeme zatadit naptiklad regulaci mitézy, bunééného
cyklu, proliferace, senescence nebo dokonce reakce na stresové podnéty (Raska et al., 2006;
Andersen et al., 2005). U proliferujicich bun¢k je jadérko metabolicky nejaktivnéjsi organela.
Obsahuje desitky az stovky aktivnich ribozomalnich gend, které produkuji vice nez 80 %
celkové bunééné RNA (Moss et Stefanovsky, 2002).
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1.1. Struktura

Stejné jako vétSina jadernych télisek ani jadérko neni ohraniceno membranou. Nema
povahu statické struktury, protoze neustale dochazi k vyméné jednotlivych komponent mezi
jadérkem a okolni nukleoplazmou (Phair et Misteli. 2000). Doba setrvani vétSiny
nukleolarnich proteint v jadérku se pohybuje v fadu desitek sekund. Ve skutecnosti je tedy
struktura jadérka déna souctem molekul vstupujicich a opoustéjicich urCeny subjaderny
prostor. Celkova organizace se fidi dobou setrvani jednotlivych molekul v jadérku. Doba
setrvani je urCena vzajemnymi interakcemi mezi molekulami v jadérku. Coz znamena, ¢im je
afinita mezi jednotlivymi nukleolarnimi slozkami vyssi, tim del$i je doba zdrzeni v jadérku.
Ribozomalni proteiny se zdrzuji v jadérku nejdéle, protoze maji vysokou afinitu k ostatnim
sloZkdm pre-ribozimdlnich ¢astic a dochazi diky této afinité ke skladani pre-ribozimalnich
¢astic (Chen et Huang, 2001; Dundr et al., 2000).

V podstaté ma jadérko vlastnost samousporadavani. Struktura jadérka zavisi jak na
jeho funkénosti vytvaret ribozomy, tak i na existenci organizacnich center. V oblasti zvané
organizator jadérka (NOR) se nachazi mnohocetné kopie rDNA v tandemovych repeticich.
Transkripci rDNA vznika pre-rRNA, kterd neni pouze materidlem pro vznik ribozomu, ale
zaroven tvofi kostru denzniho fibrilarniho komponentu (DFC) a posléze granularniho
komponentu (GC). Pravé z tohoto divodu je jadérko vystavéno okolo NOR. Pocet NOR
V jedné bunce se 1isi v zavislosti na druhu organizmu a pohybuje se v rozmezi od jednoho
NOR u haploidnich kvasinkovych bun¢k, az po 10 u lidskych somatickych bun¢k (Roussel et
al,, 1996). V lidskych somatickych buiikdch se NOR nachdzi na kratkych ramenech
akrocentrickych chromozomu 13, 14, 15, 21 a 22. Pii specifickém barveni mitotickych
chromozomu stéibrem (pomoci AgNOj3-dusi¢nanu stiibrného), mizeme tuto oblast pozorovat
jako sekundarni zGZeni na konci chromozomd, tzv. sekundarni konstrikci. Barveni NOR je
mozné diky nepftetrzité asociaci NOR s malou podskupinou argyrofilnich proteini, které jsou
soucasti transkripcniho aparatu rDNA (Caburet et al., 2005).

K pozorovani jadérek v interfaznim jadie se pouzivd mikroskopie s fazovym
kontrastem. Diky pouziti imunoznaceni a konfokalni mikroskopie muzeme detailnéji jadérko
rozClenit na nékolik odlisnych domén, avsSak jednotlivé funkce domén zistavaji do znacné
miry neznamé (Phair et Misteli, 2000). Vyskyt, tvar a pocet jadérek zavisi na typu bunék, fazi
bunécného cyklu a dokonce na fyziologickém stavu jednotlivych bunék. U délicich se bunék
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dochazi ke zvétseni objemu jadérek mezi G1 a G2 fazi bunééného cyklu, ale celkovy pocet
fibrilarnich center se zdvojnasobi az v G2 fazi (Junera et al., 1995). Naopak u bunék
VvV termindlnim stadiu diferenciace, kdy dochéazi k zastaveni biogeneze ribozomti, vznikaji mala
prstencovita jadérka nebo nukleolarni poziistatky na misté ptavodnich jadérek. Typickym
ptikladem terminalné diferenciovanych bunék jsou erytrocyt a lymfocyty (Hernandez-Verdun
et al., 2010). Prstencovita jadérka jsou tvofeny jednou zietelnou oblasti obsahujici chromatin
a zbytky denzniho fibrilarniho komponentu na periferii (Laval et al., 1981). U jadérek
erytrocyti nebyla nalezena aktivni RNA polymeraza |, ale byla zjisténa piitomnost
modifikované formy upstream binding faktoru (UBF), stejné jako pfitomnost fibrilarinu,
nukleolinu, nukleofosminu (NPM/B23), U3 a U8 malych nukleolarnich RNA (snoRNAs)
a Castecné zpracované pre-rRNA. Fuzi erytrocytt s délicimi se buitkami dochazi k reaktivaci
biogeneze ribozomid a ke znovuobnoveni typické organizace jadérka (FC, DF, GC)
z nukleolarnich pozistatkd. Jedna se o nejdynamic¢téjsi bunécnou organelu ptitomnou u vsech
eukaryotickych bunék (Verheggen et al., 2001; Hernandez-Verdun et Bouteille, 1979).

Obecné je znamo, ze u eukaryotickych bunék se vyskytuji jadérka tvofena ze tii
zakladnich morfologicky odlisSnych kompartmentl, nicméné toto tvrzeni neplati u vsech
eukaryot (Thiry et Lafontaine, 2005). U eukaryotickych bun¢k se vyskytuji dva typy jadérek.
Jednim typem jsou jadérka u amniot, ktera se pravé skladaji ze tfi hlavnich kompartmenti.
U vsech ostatnich eukaryot jako napf. u hmyzu, obojzivelniki, rostlin jsou jadérka roz¢lenéna
pouze na dva morfologické kompartmenty (Lamaye et al., 2011). V pribéhu evoluce doslo ke
vzniku tfi-kompartmentového jadérka. Piedpoklada se, Ze za piechod ze dvou na tii
kompartmenty je zodpovédné podstatné zvétSeni velikosti intergenového spaceru v rDNA.
U druht s trojdilnym jadérkem je intergenovy spacer vzdy mnohem vétsi neZ transkribovana
sekvence. Vyjimkou u amniot je tfida plazd, ve které mizeme nalézt zivoCichy, kteti maji
bunky s jadérky morfologicky rozliSenymi pouze na dva kompartmenty. Ttida plazti je
povazovana za prechodny ¢lanek mezi dvou a tii kompartmentovym jadérkem (Thiry et
Lafontaine, 2005). Dale se budeme zabyvat pouze strukturou jadérka tvofeného ze tii
kompartmenti.

Jadérko u lidi se sklada ze tii strukturnich a funk¢énich komponent: fibrilarnich center
(FC), denzniho fibrilarniho komponentu (DFC) a granularniho komponentu (GC) viz obrazek
¢. 1 A a B (Busch et Smetana, 1970). FC maji kruhové struktury proménlivé velikosti slozené
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z jemnych fibril o velikosti 50A v primér ajsou obklopeny DFC. FC a DFC se spole¢né
nachazeji uvnitt GC, ktery se sklada pfevazné z granul v praméru o velikosti 15- 20 nm.
(Thiry et al., 2000). Transkripéné aktivni ribozomalni geny se nachazeji uvniti fibrilarnich
center (Derenzini et al., 2006). Kazdy ribozomalni gen se sklada z transkribované sekvence,
intergenového spaceru a je ohraniCen sekvenci promotoru a termindtoru. (Dimario, 2004;
Olson et Dundr, 2005). Transkripce rDNA probiha uvniti FC i1 na rozhrani FC a DFC a vznika
47S pre-rRNA. Z tohoto divodu FC a DFC lze povazovat za funkéni jednotky jadérka
produkujici rRNA molekuly, které se nasledné hromadi v GC, kde jsou podrobeny zrani a dale
jsou zabudovavany do ribozomalnich podjednotek spole¢né s ribozomalnimi proteiny. Lidské
jadérko je navic obklopeno kondenzovanym chromatinem (CH), ktery obcas pronika hluboko
az do FC. Tyto invaginace CH jsou ¢asto nazyvany jako "nukleolarni mezery"(Scheer et al.,
1993).

Obrazek €. 1: Lidského jadérko: A) struktura zobrazena elektronovym mikroskopem (pfevzato
a upraveno podle Hernandez-Verdun et al., 2010); B) zobrazeno konfokalnim mikroskopem

(modré barva — jadro znaceno barvivem Hoeschst 33342, zlut4 — fibrilarin znaceny YFP)

Kromé odlisnych morfologickych vlastnosti se komponenty jadérka (FC, DFC, GC)
vyznaCuji také odliSnym biochemickym sloZzenim. FC obsahuji rDNA pfipravenou
k transkripci, vznikajici pre-RNA, transkrip¢ni faktory, RNA polymerazu I, upstream vazebné
faktory a DNA topoizomerazu (Derenzini et Ploton, 1991; Derenzini et Trere, 2001). V DFC

probihaji reakce zpracovavajici a modifikujici pre-RNA, tudiz se zde nachazeji enzymy jako
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napf. fibrilarin, ktery je hlavni soucasti malych nukleolarnich ribonukleoproteinovych castic
(snoRNPs) zapojenych do RNA modifikaci. FC a DFC, na rozdil od GC, jsou citliva na
stiibro. Detekce pomoci AgNO;3 se Casto pouziva pii diagnostice tvaru, poc¢tu a velikosti
jadérek (Lafontaine et Tollervey, 1998). Vice nez 75 % hmoty jadérka u aktivné délicich se
bunék zabira GC, ve kterém jsou sestavovany a zraji pre-ribozomy. Nuklearni mezery jsou
morfologicky dosti podobné nukleoplazmé. Obsahuji DNA vcetné inaktivované rDNA, chybi
zde transkripéni faktory a proteiny citlivé na stiibro (Thiry et Lafontaine, 2005).

K nejrazantnéjs$i a nejdynamictéjsi zmeéné struktury jadérka dochézi béhem mitdzy,
kdy je jadérko rozlozeno a transkripce rDNA zastavena. Na zalatku profiaze dochazi
k rapidnimu zvySeni koncentrace cyklinu B1 a cyklin dependentni kinazy 2 (Cdk?2), coz ma za
nasledek fosforylaci dilezitych nukleolarnich transkripénich faktord (Dimario, 2004; Heix et
muze byt povazovana za spousté¢ rozpadu jadérka v mitoze. Jako prvni dochazi k odd€leni
podjednotky RNA Pol | RPA39 z FC pied rozpadem jaderného obalu (Leung et al., 2004).
Nékteré dalsi podjednotky RNA Pol | jako RPA16, RPA20 a RPA194, v¢etné diive zminéné
RPA39, se piechodné oddéli od NOR v prubéhu metafaze a znovu asociuji v anafazi, zatimco
jiné rRNA transkripéni faktory, jako napiiklad upstream vazebny faktor, zlstdva spojen
s NOR po celou dobu mitézy (Dundr et al., 2000; Leung et al., 2004). Zbytek transkripéniho
aparatu RNA pol | zistava po celou dobu mitdzy pfipojeny k rDNA v aktivnim NOR (Roussel
et al., 1996). Na rozdil od rDNA transkripéniho aparatu, rRNA zpracovavajici aparat
neziistava ptipojen k NOR béhem mitdzy, na misto toho je redistribuovan do cytoplazmy
spolecné s pre-RNA jiz béhem profaze. Mezi zajimavé skute¢nosti patii ¢asova korelace mezi
disociaci fibrilarinu z DFC a rozpadem jaderného obalu. Predpoklada se, ze tyto udalosti
mohou byt spoustény podobnym mechanismem (Leung et al., 2004). Ne Gplné vSechny
oddélené komponenty jadérka jsou béhem mitdzy redistribuovany do cytoplazmy. Nékteré
z téchto komponent jako napiiklad ribonukleoproteiny, malé nukleolarni RNA (snoRNA), pre-
RNA, fibrilarin  spole¢né¢ s komponenty ne-nukleolarniho ptvodu, jako napiiklad
fosforylovany nukleoplasmin, se vazou na povrch kondenzovanych chromosomut a vytvari
vrstvu nepravidelné tloustky tzv. perichomozomalni oblast (PR). Tato vrstva pokryva celé
chromozomy vyjma centromer. Piesna role PR ziistiva neznama, ale bylo navrzeno nékolik

funkci PR: ochrana a oddéleni samotnych chromozomul od cytoplazmy, vazebné misto pro
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transportni proteiny a rovnomérné rozdéleni komponent jadérka mezi vznikajici dcefiné
bunky (Dimario, 2004; Gautier et al., 1992). Komponenty rRNA zpracovavajiciho aparatu,
které nejsou soucasti PR, se soustied’uji v cytoplazmé do nucleolar-derived foci (NDF). NDF
je vysoce mobilni struktura o praméru 0,1 - 0,3 pum. V bufice béhem mitoézy se vyskytuje
ptiblizn¢ 100 NDF (Dundr et al., 1996). Na rozhrani anafaze a telofaze dochazi k poklesu
hladiny cylinu B1 a Cdk1, coz ma za nasledek reaktivaci rDNA transkripce (Sirri et al., 2000).
Bé&hem samotné telofaze dochazi k disociaci NDF a znovuobnoveni jaderného obalu (Dundr et
al., 2000). Komponenty rRNA zpracovavajiciho aparatu piechazeji z NDF do jadra pies nové
vznikly jaderny obal, ale nejsou transportovany rovnou do vznikajiciho jadérka. Nejprve se
stavaji soucasti pre-nukleolarnich ¢astic (PNB), které se imobilizované nachazeji na povrchu
chromozomu (Savino et al., 2001). PNB se nachazeji jak u rostlinnych, tak i u zivo¢isnych
bun€k a funguji jako tranzitni mista rRNA zpracovavajicich faktort (Dimario, 2004;
Hernandez-Verdun, 2006). V pribéhu dekondenzace chromozomi se imobilizované PNB
piiblizuji K jadérku a pii urCité vzdalenosti postupné dodavaji svij obsah jadérku pomoci
"mustkt", které jsou tvoieny tenkymi vlakny. Komponenty pro zpracovani pre-RNA jsou do
jadérka nasledné propustény v uréeném poiadi (Dundr et al., 2000, Savino et al., 2001).

Jadérka prochdzeji rozloZzenim a sloZzenim pokazdé, kdyz bunky podstupuji mitozu.
Jedna se o komplexni a vysoce regulovany sled akci a na sebe navazujicich drah, které stale
jesté nejsou pln€ objasnény. Zda se, ze rDNA-transkripéni a rRNA-zpracovavajici aparat
muze byt regulovan nezavisle na sob& v prubéhu bunééného cyklu. Naptiklad, inhibice cyklin
B1-Cdkl drahy in vivo vede k opétovnému zahajeni transkripce rDNA, ale nedochazi
k obnoveni zpracovani pre-rRNA (Sirri et al., 2002).
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1.2. Funkce

Nejnovéjsi proteomické studie za pouziti hmotnosti spektrometrie odkryly skute¢nost,
ze nukleolarni proteom obsahuje daleko vice proteind, nez se v minulosti pfedpokladalo. Tyto
studie identifikovaly v izolovanych jadérkach vice nez 200 proteinti u rostlin a vice nez 700
proteinti u lidskych bunék. Nukleolarni proteom je v ramci evoluce velmi konzervativni. Pfi
porovnani lidského nukleolarniho proteomu a nukleolarniho proteomu kvasinek, bylo
nalezeno pfiblizné 90 % homologt lidskych proteini u kvasinek. Z celkového mnoZstvi
proteinii nachazejicich se v jadérku, ma piiblizné 30 % funkci souvisejici s vyrobou
ribozomalnich podjednotek. Funkce ostatnich nukleolarnich proteind je v souladu s dal§imi
procesy, které se vyskytuji v jadérku (Andersen et al., 2005). Unikatnost jadérka spociva ve
faktu, ze objevovani jeho vSech funkci trvd mnohem déle, nez tomu bylo u vétSiny ostatnich
slozek bungk. V pribéhu casu doslo K postupnému odhaleni, ze jadérko neni pouze misto
biogeneze ribozomi. Probiha zde naptiklad biosyntéza SRP (signal recognition particle)
amnoho forem reakci na stresové podnéty. Slouzi také jako regulaéni centrum proliferace
a mediatoru ovliviiujicich progresi bunééného cyklu a je mistem cetného transportu mMRNA
a mikroRNA. Jadérko je daleko dynamic¢téjsi jadernym téliskem a plni vice funkci, nez se
dtive predpokladalo (Boisvert et al., 2007).

1.2.1. Ribozomalni biogeneze

Spravna koordinace ristu a proliferace je velmi dulezitd pro kazdou délici se bunku
(Jin et al., 2004). Ribozomalni biogeneze patii mezi energeticky nejnaro¢néjsi procesy.
Spravné sestaveni ribozomi je kliCovym aspektem bunééné homeostazy (Morgado-Palacin et
al., 2012; Jin et al., 2004). Jedna se o velmi konzervativni d¢&j u vSech eukaryotickych
organismil. Produkce ribozomt je velmi dynamicky a koordinovany nékolikastupiiovy proces,
ktery vyzaduje syntézu, zpracovani, modifikaci pre-rRNA anaslednou kompletaci rRNA
S ribozomalnimi proteiny. Sestaveni ribozomi napoméha velké mnozstvi non-ribozomalnich
faktorti, které zajiStuji spravnost tohoto procesu. VétSinou jde 0 enzymy potiebujici ke své
funkci energii ve form& ATP nebo GTP, jako napt. ATP-dependentni RNA helikazy, GTPazy

a kinazy (Kressler et al., 2010). Jak jiz bylo naznaceno dfive, tvar, velikost a struktura jadérka

ptimo souviseji s jeho funkci produkovat ribozomy (Hadjiolov, 1985). Struktura a funkce
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samotnych ribozomu je dobfe znama, avSak uplnad znalost upravovani a zrani jednotlivych
podjednotek ribozomi se teprve postupné rozviji (Tschochner et Hurt, 2003).

Eukaryontni ribozom se skladd ze dvou podjednotek tvoienych 79 ribozomalni
proteiny (78 proteinti u kvasinek) a ¢tyfmi odlisnymi rRNA (Klinge et al., 2012). Malou
podjednotku 40S ribozomu tvoii 18S rRNA spole¢né s 33 ribozomalnimi proteiny (RPS),
zatimco velka podjednotka 60S obsahuje 5S, 5.8S a 28S (25S u kvasinek) rRNA spojenou s 46
RPs (Tschochner et Hurt, 2003). Biogeneze eukaryotickych ribozomu zavisi na koordinované
¢innosti vSech tii RNA polymeraz (I, II a IIT) (Kressler et al., 1999). Tento proces za¢ina
Vjadérku, kde tii ze Ctyf rRNA (18S, 5.8S5 a 25S/28S rRNA) jsou vytvofeny RNA
polymerazou I jako dlouhy primarni transkript z tandemovych repetici rDNA (Worton et al.,
1988). RNA polymeraza II piepisuje mRNA pro vznik ribozomalnich proteini a RNA
polymeraza III syntetizuje 5S rRNA (Kressler et al., 1999). U vsech eukaryot krom¢ kvasinek
vzniké transkripci tDNA polycistronni 47S rRNA. U kvasinek vznikd 35S rRNA (Fatica et
Tollervey, 2002). Pouze u kvasinek rDNA také koduje 5S rRNA, ktera je ovSem
transkribovana v opa¢ném sméru (Fedoriw et al., 2012). Vznikajici primarni transkripty
polymerdzy I se post-transkripéné asociuji s vybranymi ribozomdalnimi proteiny (RP), fadou
pre-ribozomalnich faktord a malymi nukleolarnimi ribonukleoproteinovymi ¢asticemi, kdy
spole¢né vytvaii velké ribonukleoproteinové castice (RNPs), ve kterych probihd pre-rRNA
skladani, modifikace, $té€peni a asociace s dalsimi RPs (Tschochner et Hurt, 2003). Pied
Stépenim prekurzorového transkriptu 47S na 28S, 18S a 5.8S rRNA jsou jednotlivé rRNA od
sebe oddéleny vnitinimi transkribovanymi spacery 1 (ITS1) a 2 (ITS2) ana koncich
obklopeny 5' a 3' vn&jSimi transkribovanymi spacery (5-ETS a 3'-ETS) (Kent et al., 2009).
Transkribované spacery jsou odstranény pomoci slozit¢é fady endonukleotickych
a exonukleolytickych $tépeni. Proces maturace malé a velké ribozomalni podjednotky se
rozchazi po Stépeni v ITS1 (Fatica et Tollervey, 2002; Hernandez-Verdun et al., 2010). Zrani
pre-rRNA zacina vysStépenim 18S rRNA z prekurzorového transkriptu 355/478S, které probiha
odstépenim 5'-ETS a Stépeni v ITS1. Nacasovani odstranéni 5'-ETS vzhledem k ITS1 $tépeni
v priméarnim transkriptu se li$i mezi organismy a dokonce se mliZe liSit u mnohobunéénych
organismil od jednoho bunééného typu ke druhému. Ptedpoklada se, Ze odlisné Stépeni pre-
rRNA ptedstavuje potencidlni zdroj strukturni a funk¢ni heterogenity mezi ribozomy, ovsem

tento predpoklad vyzaduje dal§i experimentdlni vyzkum. Tyto alternativni drdhy uprav
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a Stépeni pre-rRNA muzou také prispivat k robustnosti procesu zrani a jeji regulace (Gerbi et
Borovjagin, 2004). Na obrazku ¢. 2 je zjednodusené zobrazena vySe popsana ribozomalni

biogeneze a jeji jednotlivé kroky.

Obrazek ¢. 2: Piehled ribozomalni biogeneze (pfevzato z Hein et al., 2013)

U kvasinek, jako jedinych eukaryot, probihd zpracovani pre-rRNA, vzhledem
k transkripci 35S rRNA, ko-transkripéné. Neuplny transkript je jiz v prib&hu transkripce
upravovan ze svého 5’konce. Tento zplsob zpracovani pre-RNA byva oznacovan jako
,Christmas tree®, protoze vznikaji transkripty variabilnich délek umérné jejich vzdalenost od
promotorové oblasti, s koncovymi globularnimi strukturami na svém 5' konci (Mougey et al.,
1993). Tyto struktury na 5 konci jsou tvofeny procesomem malé ribozomalni podjednotky,

ktery se podili na pocatecnich krocich zrani malé ribozomalni podjednotky (Phipps et al.,
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2011; Osheim et al., 2004). Jakmile DNA polymeraza dosahne 5’ konec sekvence DNA
koédujici 25S RNA, dochédzi ke zmizeni 2/3 termindlnich struktur a prekurzor malé
podjednotky je exonukledzou uvolnén z netplného prekurzorového transkriptu (Milkereit et
al., 2001; Osheim et al., 2004). Hlavni ¢ast maturace pre-ribozomalnich jednotek probiha uz
Vv jadérku, ale dal$i maturace pokracuje v nukleoplasmé. Zrajici pre-60S cCastice tvoii tzv.
granularni slozku jadérka, viditelnou pod elektronovym mikroskopem, zatimco pre-40S
Castice jsou mnohem rychleji exportovany do nukleoplazmy (Hernandez-Verdun et al., 2010).
Pfed exportem do cytoplazmy jsou podjednotky sestaveny interakci s dal$imi ribozomalnimi
proteiny. V cytoplazmé pak probiha finalni zpracovani a vznikaji zde zralé ribozomalni

podjednotky (Tschochner et Hurt, 2003).

1.2.2. Regulaéni funkce bunécéného cyklu

Bunéény cyklus eukaryotickych bun€k je nevratny, pfesné¢ naCasovany sled udalosti.
Rozd€lujeme ho na G1, S, G2 a M fazi. Béhem S faze je geneticky material zdvojnasoben
avM fazi rozdélen rovnomérné mezi dvé dcefiné buniky za pomoci mitézy. Buiika muze
nasledné po mitdze vstoupit znovu do G1 faze nebo do klidové faze GO (Elledge, 1996). Jako
mechanismy dohledu slouzi kontrolni body, které zajiStuji spravnost chodu a zabranuji
bunkam, u kterych se vyskytuji defekty, postupovat dale v bunééném cyklu. Kontrolni body
reaguji na intracelularni stres, jako je naptiklad poskozeni DNA nebo mitotického vieténka,
zastavenim progrese bunécéného cyklu, dokud neni opraveno posSkozeni, nebo dokaZou
dokonce indukovat apoptozu. Mezi klicové regulatory bunééného cyklu, které podporuji
pfechody kontrolnich bodt v bunééném cyklu, patii cyklindependentni kinazy (Cdk)
a ubikvitin-dependentni degradace. Cdk se asociuji s riznymi druhy cyklint a spousti vstup do
bunééného cyklu, S faze a mitdozy (Morgan, 1997). Specializovana ubikvitin-dependentni
proteolyza reguluje vstup do bunécného cyklu, ale odliSnym mechanismem, degradaci
inhibitord Cdk (Skowyra et al., 1997). Proteiny zapojené do regulace buné¢ného cyklu mohou
byt jadérkem ,,uvéznény*. Takto uvéznéné proteiny pak nemohou plnit svou funkci v jinych
oblastech bunky. Tii regulatory bunécného cyklu podléhaji nukleolarnimu uvéznéni a jejich
¢innost je regulovana timto zptsobem. Jedna se o Cdk14, Mdm2 a Pch2 (Visintin et Amom,
2000).
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Vystup z mitdzy a jeji ukonceni je u bun€k ovliviiovano Cdk14 (Visintin et al., 1998).
V pribéhu G1, S, G2 faze a metafaze je Cdk14 zadrzovana v jadérku v neaktivnim stavu az do
nastupu anafaze, ¢imz se zabrani pfedasnému mitotického vystupu. Lokalizace Cdk14
v pribéhu BC je zndzornéna na obrazku ¢. 3. Za zadrzeni Cdk14 v jadérku je zodpovédny
nukleolarni protein Cfil/Netl (Shou et al., 1999; Straight et al., 1999; Visintin et al., 1999).
Cfil/Netl se pfimo vaze na rDNA a nasledné na sebe ukotvuje fadu proteinu, mezi které patii
Cdk14. Presné oblasti Cdk14 a Cfil/Netl zodpovédné za spoleénou vazbu a nukleolarni
lokalizaci nejsou zatim znamy (Straight et al., 1999). Pii anafazi dochazi nejprve K uvolnéni
Cdk14 z jadérka do jadra a nasledné i do cytoplazmy, kde zpisobuje inaktivaci mitotickych
kindz, které podporuji vstup buiiky do mitézy a jeji prabéh (Shou et al., 1999). Cdkl1l4
defosforyluje Cdh1/Hctl, ¢imz indukuje jejich degradaci a tim i inaktivaci mitotickych kinaz.
Dale také podporuje akumulaci inhibitoru mitotickych kinaz Sicl, ¢imz zajistuje uplnou

inaktivaci mitotickych kinazy na konci mitozy (Visintin et al., 1998).

side

G1, S, G2 faze Zaditek anafize Pozdni anafize Telofiaze

criner [ cacis

Obrazek ¢. 3: Lokalizace Cdkl14 v prabéhu bunééného cyklu (pievzato a upraveno podle
Visintin et Amon, 2000)

Mdm2 (mouse double minute 2) protein (lidsky homolog Hdm2) je produktem p53-
dependentniho genu a ma klicovou tlohu v regulaci hladiny a aktivity p53, jako transkripéniho
faktoru viz obrazek ¢. 4A (Momand et al., 1992). Nadorovy supresor p53 funguje jako senzor
poskozeni DNA a bunécného stresu. Jeho zakladni funkci je udrzovat genomovou stabilitu
prostiednictvim kontroly a regulace progrese buné¢ného cyklu, nebo apoptozy (Shaulsky et
al., 1990). Detailné&jsi popis jejich vzajemné vazby, funkci a regulace je popsan v nasledujici
kapitole.
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Obrazek ¢. 4A: Vazba Mdm?2 na p53 a nasledné degradace p53 proteazomem

Onkogenni signaly nebo virové infekce vedou ke zvySeni exprese proteinu pl19Arf
(Hdm2 a pl4Arf u lidi), ktery se vaze ke Mdm2. Vzhledem k tomu, Ze p53 a Mdm2 jsou
primarn¢ proteiny vyskytujici se v nukleoplazmé a p19Arf se nachazi uvniti jadérka, dochazi k
fyzické separaci Mdm?2 a p53 do riznych subcelularnich kompartmentd viz obrazek ¢. 4B
(Prives, 1998; Weber et al., 1999; Lohrum et al., 2000). Zaroven pii navazani Mdm2
na p19Arf dochazi k inhibici ubikvitina¢ni funkce Mdm2 a stabilizaci p53 (Midgley et al.,
2000). Lidsky a mysi Arf jsou velmi zasadité proteiny (~20 % zbytki Arg). Na jejich N-konci
se nachazi nukleolarni lokaliza¢ni signal (NoLS). Poté co se na p19Arf navaze Mdm2, stava se
NoLS Arf maskovanym. Na druhou stranu vytvoteni komplexu pl9Arf-Mdm2 vede
k expozici kryptickych NoLS Mdm2. V duasledku toho, komplex pl9Arf-Mdm2 zistava
lokalizovan v jadérku (Weber et al., 1999; Lohrum et al., 2000). Jak jiz bylo zminéno, p19Arf
je nukleolarni protein, u kterého se ptrepoklada, ze dokaze regulovat ribozomalni biogenezi
zpomalenim zpracovani ¢asnych 47S a 32S rRNA prekurzort, pravdépodobné skrze interakci

s proteinem NPM/B23 (Bertwistle et al., 2004).
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Obrazek ¢. 4B: Stabilizace p53 a lokalizace Mdm2-p19Arf v jadérku

Béhem meidzy je jednim z kliCovych krokli parovani homolognich chromozomu
anasledna homologni rekombinace. Defekty vzniklé pii rekombinaci nebo vzniku
synaptonemalniho komplexu vedou k zastaveni meidzy diky aktivaci meiotického kontrolniho
bodu v pachytene (Lydall et al., 1996; Mckee et Kleckner,1997). Pch2 (pachytene checkpoint
protein) u kvasinek je soucasti meiotické kontrolniho bodu, ktery zabranuje progresi meidzy.
Jedna se o protein specificky pro meiozu a jeho produkce zaéina pred vstupem buriky do prvni
¢asti meidzy (Mitchell, 1994; San-Segundo et Poeder, 1999). Béhem pachytene, jakmile jsou
chromozomy zcela kondenzovany a homologné sparovany, se vétSina Pch2 nachazi v jadérku,
kde potlacuje synapse a interhomologni rekombinace ribozomalni DNA. Mala cast Pch2 se
vyskytuje ve pierusovaném vzoru podél synapsi chromozomi (San-Segundo et Poeder, 1999).
Jak ptresné Pch2 lokalizovany v jadérku inhibuje progresi meidzy pii poruse synapsi nebo
chybné rekombinaci chromozomi zlstava v soucasné dobé nejasné. Piedpoklada se, Ze pii
nespravném prub&hu meidzy dochazi k uvolnéni a akumulaci proteinu Pch2, ktery je pfi
spravném prub&éhu meidzy lokalizovan podél spravné sparovanych homologi. Tento Pch2 je
rozpoznan V jadérku jako "ne-nukleolarni" Pch2, coz ma za nasledek aktivaci kontrolniho

bodu v pachytene a zastaveni meiozy (Visintin et Amon, 2000).
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2. p53aMdm?

TP53 je tumor supresorovy gen kodujici protein p53, ktery prenasi signély vyplyvajici
z riznych forem bunécného stresu, véetné poskozeni DNA, hypoxie, nukleotidové deprivace
onkogenetickymi signali (nadmérna exprese bunécnych onkogentll), na geny a faktory, které
indukuji zastaveni bunétného cyklu, senescenci nebo apoptézu. p53 hraje dulezitou roli
vV udrzovani genomové integrity a prevenci tumorogeneze. Mezi jeho aktivatory patii také
ribozomalni stres, kterému je vénovana samostatna kapitola (viz kapitola ¢. 3). Stresové
stimuly nejsou jedinym zpusobem, jak mize dochazet ke stabilizaci a aktivaci p53. DNA viry
a adenoviry kéduji proteiny, které zptsobuji zvySeni hladiny p53 proteinu v buiikach. Jedna se
o T antigen a Ela protein. Kromé¢ toho, za uré¢itych podminek exprese bunéénych faktori, jako
je Myc (myelocytomatosis protein) nebo Ras, mize také vést k indukci p53. Pti stabilizaci
azvySeni jeho hladiny dochazi navic ke zméné zinertni formy na formu transkripéné
specifickou pro ur€itou genovou sekvenci. (Prives, 1998; Meek, 2009). p53 je transkrip¢ni
faktor, ktery up-reguluje proteiny buné¢ného cyklu, jako naptiklad p21, Gadd45. V ptipadé,
kdy repara¢ni mechanismy nedokazou obnovit normalni stav bunky, up-reguluje také pro-
apoptotické proteiny Bax (Bcl-2-associated X protein) a Puma (p53-upregulated modulator of
apoptosis) (Vousden et Prives, 2009). Napiiklad akumulace proteinu p21 nebo Gadd45
Vv burice vyvolava inhibici CDK2, jejiz aktivita je nezbytna pro vstup bunky do mitdzy, coz ma
za nasledek zastaveni bunécného cyklu v G2 fazi. Mutace v genu kodujici protein p53 jsou
ptitomny u vice nez 50 % ze vSech lidskych karcinomi (Prives, 1998; Shangary et Wang,
2009).

Schopnost p53 zastavit bunécny cyklus nebo dokonce spustit apoptézu musi byt
u zdravych bun€k pfisné regulovana, protoze zvySena hladina proteinu p53 muze byt Skodliva
pro normalni rist a vyvoj bun¢k. Exprese p53 Kolisa v priabéhu bunééného cyklu a nejvyssi
koncentrace dosahne v G1 fazi (Shaulsky et al., 1990). Protein p53 ma kratkou dobu vyskytu
a je za normalnich podminek pfitomen v bunce v sotva detekovatelné urovni, diky proteinu
Mdm2 (murine double minute) (Moll et Petrenko, 2003). Lidskym homologem mysiho proto-
onkoproteinu Mdm2 je Hdm2 (Jin et al., 2004). Mdm?2 reguluje ¢innost a hladinu p53 jak

pfimou interakci s p53, ¢imZz zamezuje jeho funkci jako transkripéniho faktoru, tak
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I naslednym navazanim ubikvitinu a transportem do cytoplazmy. V cytoplazmé pak dochazi
k jeho degradaci proteazomem (Kruse et Gu, 2009; Zhang et Lu, 2009).

Mdm2 protein se sklada ze 491 aminokyselinovych rezidui. Ve své struktufe obsahuje
4 konzervativni domény, viz obrazek ¢. 5 (Marine et al., 2007; Wade et al., 2010). Na N-konci
se nachézi hlavni vazebné misto pro p53. V centrdlni oblasti je lokalizovdna acidicka oblast
a ZINC FINGER doména. Na C-konci Mdm?2 se nalézd RING FINGER doména, ktera plni
funkci E3 ubikvitin-ligazy a také slouzi jako vazebné misto pro blizce piibuzny protein
MdmX. Centralni oblast je sloZena ptiblizn¢ z 300 aminokyselinovych zbytku a je dulezita
piedevsim, protoze obsahuje mnohocetna vazebna mista pro navazani ruznych buné¢nych

faktort regulujicich pfi stresovych podnétech funkci Mdm2 (Tanimura et al., 1999).

053 ACIDIC Zn RING

dm2

101 237 288 289 131 436

491

18

482

MdmX

Obrazek ¢. 5: Struktura a vazebné mista na Mdm2 (ptevzato z Manfredi, 2010)

Mdm2 se vaze na p53 mezi 17 az 27 aminokyselinovym residuem od svého N-konce.
Tato oblast je zajimava z nékolika divodu. Jedna se o velmi konzervovanou oblast a to nejen
mezi riznymi druhy zivocichd, ale i mezi souvisejicimi ¢leny genové P53 rodiny (p73). Ve
stejné oblasti se nachazi transkripéni aktiva¢ni doména, kterou se p53 vaze na geny jim
regulované. V blizkosti se naléza velky pocet fosforyla¢nich mist, které se zdaji byt zapojeny
do regulace p53 (Prives, 1998).

Mdm2 a p53 spole¢né vytvareji negativni zpétnovazebnou smycku, kdy p53 je
aktivatorem exprese Mdm2, ktery na druhou stranu zptisobuje degradaci a zastavuje aktivitu
p53 (Moll et Petrenko, 2009). Na obrazku ¢. 6 je znazornén zakladni koncept interakce

Mdm2-p53. Transkripce Mdm2 indukovana p53 probihd z promotoru P2, zatimco bazalni
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transkripce Mdm?2 probihd z odlisSného promotoru P1. Tato elegantni autoregulacni smycka

napomaha udrzet nizkou bunéénou hladiny p53 v normalnich buiikach (Barak et al., 1994).

Nuclearexport (p) Cp)

Proteasomal
degradation

! S% A

Obrazek ¢. 6: Mdm2-p53 zpétnovazebna smycka (ptevzato z Nag et al., 2013)

Dulezitost Mdm2-p53 zpétnovazebné smycky je také evidentni ze skuteCnosti, ze
ruzné stresové stimuly aktivuji p53 interferenci této smycky. Tyto regulatory dokdzou zménit
konformaci, lokalizaci, expresi Mdm2 nebo p53 a dokonce modulovat aktivitu Mdm2 jako E3
ubikvitin-ligazy smérem k sob¢, p53 a jinym substratim. V dusledku toho pak dochazi
k regulaci mnozstvi riznych bunéénych procest (Nag et al., 2013). V podstate, stabilizace
pozménénim vazebného mista na p53 pro Mdm2. Kovalentni modifikace (fosforylace,
acetylace) zméni strukturu vazebnych mist a nasledkem toho nemitze vzniknout komplex
Mdm2-p53 (Prives, 1998). Naptiklad poskozeni DNA indukované ionizujicim zafenim a UV
zatenim, spousti fosforylaci jak p53 tak Mdm2, ¢imz zabranuje jejich fyzické a funkéni
interakci (Vogelstein et al., 2000). Druhym zptisobem, jak dochazi k pferuseni zpétnovazebné
smycky a zamezeni jejich vzajemné asociace, jSou nekovalentnimi regulatory. Napfiiklad pii
aberantnich proliferujicich signalech indukovanych nadmérnou expresi onkogenti, dochazi
k indukci exprese p19Arf nadorového supresoru (Zhang et Xiong, 2001). pl9Arf se vaze
K centralni kyselé oblasti Mdm2 a zpusobuje jeho lokalizaci v jadérku. Navic pl9Arf pii
navazani inhibuje jeho ubikvitin ligazovou aktivitu vici p53 (Zhang et Xiong, 2001; Sherr et
Webber, 2000). Je zajimavé, ze tyto dva mechanismy jsou oddélené a na sob& nezavislé
(Prives, 1998). Interakce mezi Mdmz2-p53 neni tedy pouze vazba dvou proteind a jejich

vzéajemna regulace. Na obrazku €. 7 jsou znazornény priklady regulatortt drahy Mdm?2-p53.
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Obrazek ¢. 7: Nadorové supresory a onkoproteiny regulujici Mdm2-p53 zpétnovazebnou

smycku (pfevzato z Nag et al., 2013)

Mezi bunécné molekuly, které ovliviuji interakce mezi Mdm2 a p53 patii naptiklad:
MdmX, p19Arf a nukleofosmin (Barak et al., 1994). MdmX je blizce ptibuzny protein Mdm2,
ktery vznika odlisnym sestiihem mRNA. Oba proteiny maji vysoky stupeit homologie
a neredundantni roli pfi udrzovani nizké hladiny p53 ve zdravych buinkach (Marine et
Jochemsen, 2004; Marine et Jochemsen, 2005). MdmX se ptimo vaze k transaktiva¢ni doméné
p53 a inhibuje aktivitu p53, ale neindukuje degradaci p53. Hetero-oligomerizace Mdm2
a MdmX prostfednictvim svych RING domén potlac¢uje aktivitu p53 a dochazi k zvySeni
proliferace bunék a snizeni apoptéozy. MdmX je nadmérné exprimovan u mnoha druhd
karcinomti, kdy reguluje funkci Mdm?2 jako E3 ligazy (Marine et Jochemsen, 2004; Huang et
al., 2011). Pti DNA poskozeni mize Mdm2 piimo ubikvitinovat MdmX a zputsobit tak jeho
degradaci (Marine et Jochemsen, 2004).

p19Arf je protein, ktery vznika diky alternativnimu ¢tecimu ramci INK4a lokusu. Jeho

exprese zpusobuje zadrzeni Mdm2 v jadérku a zaroven podporuje jeho rychlou degradaci.
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Zabranuje tak aktivit¢ Mdm?2 fyzickym odd€lenim od p53 (Den Besten et al., 2006; Honda et
Yasuda, 1999).

Nukleofosmin (NPM) soutézi s Mdm2 o navazani do stejné oblasti na p53, coz vede ke
snizeni ubikvitinace p53. Navic stabilizuje p19Arf v jadérku, a v disledku toho zvySuje jeho
koncentraci a naopak snizuje degradaci p53 (Korgaonkar et al., 2005).

Mezi relativné nedavno objevené regulatory Mdm2-p53 zpétnovazebné smycky patii
ribozomalni proteiny. Pii ribozomalnim stresu nebo nadmérné expresi ribozomalnich proteint
dochazi ke zvySeni hladiny a transkripéni ¢innosti p53, coz vede k zastaveni bunééného cyklu
nebo apoptoze (Zhan et Lu, 2009; Nag et al., 2013). Vztah mezi ribozomalnimi proteiny,

respektive ribozomalnim stresem a Mdm2-p53, je detailnéji popsan v kapitole ¢islo 3.
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3. Ribozomalni stres

Ve vétsing piipadi bunky obvykle odpovidaji rychle na stres ptizplisobenim
(pozménénim) svého metabolismu. Bunécny stres a jeho nésledna signalizace muze vést
k zastaveni buné¢ného cyklu nebo apoptoze. Zalezi na zavaznosti poSkozeni bunék a jejich
schopnosti obnoveni (Boulon et al., 2010). Ribozomalni biogeneze je proces velmi citlivy na
rizné poruchy v bunééném metabolismu. Miize byt naruSena nedostatkem zivin v buiice,
vycerpanim nukleotidd, chemickymi latkami (aktinomycin-D, 5-fluorouracil), poskozenim
DNA, hypoxii nebo oxidativnim stresem. PoSkozeni v ribozomalni biogenezi ma za nasledek
vznik ribozomalniho stresu (Dai et al., 2006). Inhibice bunééného cyklu ribozomalniho
stresem miize byt povazovan za obranny mechanismus, ktery chrani buiiky pfed replikaci
DNA aristem v neoptimalnich metabolickych podminkach (Pestov et al., 2001). Pii
nespravném sestavovani ribozomt zpusobeném jak endogennim ¢i exogennim stimulem se
volné ribozomdlni proteiny dostavaji z jadérka do nukleoplazmy, kde hraji kli¢ovou roli pfi
zastaveni buné¢ného rustu a déleni (Zhang et Lu, 2009). V poslednim desetileti bylo zjisténo,
ze transformace zdravych bunék na bunky rakovinové neni zplisobovana pouze dysregulaci
aktivity onkogent, jako jsou mutace, delece nebo epigenetické umlcovani nadorovych
supresortl. Jednim z nové objevenych zplisobll, jak se mlze ze zdravé buniky stat rakovinna, je
naruseni kontrolnich mechanismt ribozomalni biogeneze (Hanahan et Weinberg, 2011).
Ribozomalni biogeneze zahrnuje expresi rRNA gentli, syntézu ribozomalnich proteint
a velkého mnozstvi dalSich faktorG napomadhajicich skladani ribozoml. Tento proces
spotfebovava az 80 % energie u proliferujicich bun€k. Z pohledu spotfeby energie mizeme
ribozomalni biogenezi povazovat za hlavni komponentu bunécéného riistu a také jako kontrolni
bod, ktery slouzi ke sledovani bunééného rustu a jeho poskozenim vzhledem k bunécnému
cyklu (Thomas, 2000; Zhang et al., 2003). Mutace nebo delece v genech kodujicich
ribozomalni proteiny, které vedou k haploinsuficienci jednotlivych ribozoméalnich proteind,
zpusobuji nemoc zvanou Diamond-Blackfan anémie. Mutace ve faktorech ovliviujicich
ribozomalni biogenezi zptsobuji dalsi ribozomopatie (Treacher Collins syndrom, Shwachman

Diamond syndrome a dals$i) (Danilova et Gazda, 2015).
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3.1.  Mechanismus ribozomalniho stresu dependentniho na p53

Biogenezi ribozoml miizeme rozdé¢lit na ti1 zékladni kroky: exprese ribozomalni RNA
(rRNA) a ribozomalnich proteind, zpracovani a posttranslaéni modifikace rRNA a sestaveni
40S a 60S pre-ribozomalnich podjednotek v jadérku (Perry, 2007; Lindstrom et al., 2007).
Chyba nebo poskozeni jakéhokoliv kroku ribozomalni biogeneze zptisobené jak endogennim
nebo exogennim stimulem, zpusobuje ribozomalni stres. Ve vétsiné ptipadt dochazi k rozpadu
struktury jadérka, coz ma za nasledek uvolnéni a akumulaci ribozomalnich proteint (Zhang et
Lu, 2009; Jin et al., 2004). Volné ribozomalni proteiny se vazou na Mdm2 a inhibuji jeho
ubikvitinaéni funkci vaci p53, nebo pfimo znemoziuji jeho vazbu s p53 viz obrazek ¢ 8.
V dusledku pak dochazi ke stabilizaci a aktivaci p53 (Morgado-Palacin et al., 2012).

Signalni draha ribozomalni proteiny-Mdm2-p53 je povazovana za kontrolni
mechanismus spravného skladani ribozomli a ma dulezitou roli pfi inhibici bunééného ristu
acyklu (Zhang et Lu, 2009; Jin et al., 2004). Pti interakci ribozomalnich proteini s Mdm2
dochazi ke vzniku odliSnych signdll, diky kterym je nasledné mozné zjistit jednotlivé chybné
kroky v biogenezi ribozomu (Jin et al., 2004). Jedna se o ribozomalni proteiny jak velké, tak
I malé podjednotky jako naptiklad RPLS5 (Dai et Lu, 2004a), RPL11 (Zhang et al., 2003),
RPL23 (Dai et al., 2004b), RPS7 (Zhu et al., 2009), RPS14 (Zhou et al., 2013a), RPS25
(Zhang et al., 2013) a RPS27/RPS27L (He et Sun, 2007; Xiong et al., 2011). U téchto proteint
bylo prokéazano, ze hraji roli v regulaci Mdm2-p53 zpétnovazebné smycky prave jako odezva
na ribozomalni stres. RPL5 a RPL11 jsou klicové pro aktivaci p53 (Bursac et al., 2012, Zheng
et al., 2015). Snizeni hladiny téchto proteint napfiklad specifickymi siRNA vyznamné
zeslabuje aktivaci p53 indukovanou ribozomalnim stresem (Zhu et al., 2009; Teng et al.,
2013). Soucasna deplece proteinti velké a malé ribozomalni podjednotky ma za nasledek jesté
vetsi stabilizaci a aktivaci p53, nez inhibice jedné podjednotky, coz naznacuje, ze mechanismy
jsou na sob& nezavislé. Pii stabilizaci p53 zprosttedkovanou disrupci obou ribozomalnich
podjednotek dochazi k zastaveni bunééného cyklu, spiSe nez k apoptoze, ktera se ocekava
vzhledem k vysoké hladin¢ a aktivité p53. Mechanismus a diivod je v soucasné dob€ neznamy

(Fumagalli et al., 2012).
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Obrazek ¢ 8: Vazba ribozomalnich proteinti na Mdm?2 pfi ribozomalnim stresu a aktivace p53

(ptevzato a upraveno podle Manfredi, 2010)

RPLS, RPL11, RPL23 a RPS14 se vaZi na centralni kyselou doménu Mdm?2 a inhibuji
jeho E3 ubikvitin ligazovou aktivitu vici pS3 (Xiong et al., 2011). Kazdy z téchto proteint
potiebuje pro své ucinné navazani na Mdm?2 specifickou sekvenci (Lindstom et al., 2007; Dai
et al., 2004). RPS7 a RPS25 proteiny se vazou jak ke Mdm2, tak i k p53. Kromé toho RPS7
protein mize slouzit jako substrat pro Mdm2 namisto p53 (Zhu et al., 2009; Chen et al.,
2007). Aktivace a stabilizace p53 ribozomalnimi proteiny je odlisna od aktivace p53 DNA
poskozenim nebo aktivaci onkogenti, kdy dochazi k fosforylaci N-terminalniho konce p53
nebo aktivaci pl9Arf. Diky navazani ribozomalnich proteini na Mdm2 se p53 se stava
transkripéné€ aktivnim 1 ptfes vysokou hladinu Mdm?2 bez modifikace, kterd by zabranovala
jeho navazani k p53 (Lohrum et al., 2003; Ashcroft et al., 2000). Nedavno bylo prokazano, ze
RPL11 a RPS7 jsou také potiebné pro aktivaci p53 vyvolanou poskozenim DNA, coz
naznacuje, ze ribozomalni proteiny mohou hrat klicovou roli v aktivaci pS53 i v zavislosti na
riznych stresovych podnétech (Zhu et al., 2009). RPL5 a RPL11 jsou hlavnimi mediatory
drahy ribozomalni proteiny-Mdm2-p53 (Teng et al., 2013). Krom¢ toho bylo prokazano, ze
RPL11 mize stabilizovat p53 nezavislé na RPL5 (Zhang et al., 2003). VVzhledem k tomu Ize
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RPLI1 povazovat za hlavniho zprostfedkovatele stabilizace p53 v pribehu ribozomalniho
stresu (Fumagalli et al., 2012).

RPL11 je dualezitou soucasti 60S ribozomalni podjednotky. Primarné se nachazi
Vv jadérku. K uvolnéni RPL11 z jadérka dochazi pti poruse syntézy rRNA, nadmérmné expresi
RPL11 nebo pii poruse sestavovani ribozomu (Kressler et al., 1999; Chen et Huang, 2001).
RPL11 se vaze pfimo na ZINC finger doménu V centralni oblasti Mdm2 (viz obrazek ¢. 9)
prostiednictvim hydrofilnich rezidui. Tato vazba mize byt naruSena mutaci non-cysteinovych
aminokyselin v ZINC finger doméné¢ Mdm2. Bazické aminokyselinové rezidua RPL11 jsou
nezbytné pro stabilni vazbu Mdm2-RPL11 a pro potlaceni ubikvitina¢ni aktivity Mdm2 vici
p53 (Zhang et al., 2011).

Rih‘_“mmél“i Ribozomilni stres
hiogenze

L11)

}

Mdm?2 aktivace Mdm?2 inhibice
p33 ubikvitnace p33 aktivace
Obrazek ¢. 9: Schématicky model RPL11 regulace Mdm2 pii ribozomalnim stresu (pfevzato a

upraveno podle Zhang et al., 2003)

RPL11 se vaze na Mdm2 a reguluje jeho aktivitu podobnym zptsobem jako p19Arf.
Jak RPL11 tak p19Arf se za béznych podminek nachazeji v jadérku. Musi tedy dojit k jejich
premisténi do nukleoplazmy, kde interaguji S Mdm2 (Zhang et al., 2003; Llanos et al., 2001;
Zhang et Xiong, 1999). Oba proteiny se mohou nezavisle vazat ptimo s Mdm2 a samostatné
vytvofit ternarni komplexy p53-Mdm2-L11 nebo p53-Mdm2-p19Arf, protoze jejich vazebna
mista se nachdzeji mimo vazebné misto pro p53. Po navazani dochazi k inhibici ubikvitinace
p53 a obnovi se transaktivaéni aktivita p53 i v pfitomnosti Mdm2. Jak RPL11 a pl19Arf
inhibuji funkci Mdm?2 jako ubikvitin ligdzy neni stdle jasné. Je zde vSak jeden vyznamny
rozdil mezi RPL11- a p19Arf- zprosttedkovanym regulaénim mechanismem bunééného cyklu.
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p19Arf inhibuje Mdm2 jaderny export do cytoplazmy, zatimco RPL11 ne (Zhang et al., 2003;
Zhang et Xiong, 1999). p19Arf a RPL11 se vazi na dvé rizné, nepiekryvajici se oblasti
Vv centralni doméné¢ Mdm2, protoze dochazi v nékterych piipadech ke vzniku kvartérniho
komplexu p53-Mdm2-p19Arf-RPL11. U bun¢k, ve kterych se setkava soucasné
hyperproliferacni, onkogenni stimul s ribozomalnim stresem, se mtizou tedy soucasné vazat
p19Arf i RPL11 na p53 a vyvolat rychlejsi a G¢innéjsi zastaveni bunééného cyklu. Pfi in vitro
testech bylo zjisténo, ze samotné navazani RPL11 na Mdm2 neinhibuje ubikvitinaci p53. Je
tedy mozné, ze dalsi faktor jsou zapojeny do RPLI11 zprostiedkované inhibice ubikvitinace
p53 in vivo (Zhang et al., 2003).

Jak jiz bylo zminéno diive, volné RPL5 a RPL11 se mohou vazat na Mdm?2 a inhibovat
jeho funkci. AvSak je nepravdépodobné, Ze tuto inhibici provadéji individualné jako volné
ribozomalni proteiny (Lam et al., 2007). Téméf vSechny ribozomalni proteiny jsou
syntetizovany v nadbytku, ale volné jsou rychle degradovany. Dulezité je tedy, aby volné
ribozomalni proteiny byly dostate¢né stabilni pro interakci s Mdmz2. Stabilita a akumulace
RPL5 a RPL11 b&hem ribozomalniho stresu je umoznéna diky jejich vzajemné interakci
(Bursa¢ et al., 2012). RPL5 a RPL11 spolu s 5S rRNA vytvaieji 5S ribonukleoproteinovou
castici (RNP), ktera je stabilnim stavebnim komponentem velké ribozomalni podjednotky
(Chakraborty et al., 2011). 5S RNP poskytuje zpusob, kterymi se RPL5 a RPL11 mohou
hromadit v burice v pfipadé, kdy je produkce ribozomi blokovana (Burcac et al., 2012; Sloan
et al,, 2013). Bunky obsahuji velké mnozstvi RPL5/5S rRNA komplext, které jsou
meziproduktem pii vzniku 5S RNP. Pfipojeni RPL11 ke RPL5/ 5S rRNA komplexu za vzniku
5S RNP je limitujici faktor pro vznik 5S RNP (Sloan et al., 2013). RPL5 a RPL11 mtzou

reagovat s Mdm2 samostatné nebo jako 5S RNP viz obrazek ¢. 10.
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Obrazek ¢. 10: Mechanizmus aktivace p53 volnymi ribozomalnimi proteiny RPL5, RPL11
a 5S RNP (pifevzato a upraveno podle Zhu et al., 2009)

Hladina 5S RNP je unormalnich bunék nizka, tudiz jakakoliv zména odpovida
rychlosti a integrité ribozomalni biogeneze (Hirsch et Hiatt, 1966). Mimo to, chyba pfi tvorbé
malé ribozomalni podjednotky (SSU) muize také vést k 5S RNP zprostiedkované aktivaci p53
1 v nepfitomnosti poruchy pii vzniku velké ribozomalni podjednotky (LSU). V tomto ptipadé
se predpoklada, ze defekt pii skladani malé podjednotky vede k up-regulaci produkce
ribozomalnich proteinti a zvySené produkci 5S RNP (Fumagalli et al., 2012). Zaclenéni 5S
RNP do LSU, nebo vazba k Mdm2 jsou dvé udalosti, které se vzajemné vylucuji. Stejné
vazebné misto na RPL11 je potfebné v obou pfipadech, ¢imz se u normalnich bunék pii
spravné ribozomalni biogenezi zabrani interakci 5S RNP s Mdm2 (Zheng et al., 2015).
Vytvareni, lokalizace a integrace 5S RNP do LSU je fizena fadou regulacnich proteind, které
maji klicovou roli pfi regulaci aktivity Mdm2 a hladiny p53. Dulezitym proteinem je Pictl,
ktery slouzi k integraci 5S RNP do ribozomu. Proteiny Rrsl a Bxdcl zpusobuji lokalizaci 5S
RNP v jadérku. 5S RNP se tfadi mezi klicové koordinatory signalnich drah. Propojuje

bunéénou proliferaci s ribozomalni biogenezi (Sloan et al., 2013).
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3.2.  Mechanismus ribozomalniho stresu independentniho na p53

Zakladni tulohou ribozomalnich proteinii je stabilizace struktury malé 1 velké
ribozomalni podjednotky. Ribozomalni proteiny jsou zapojeny do sklddani pre-ribozomalni
Castic, vCetné stabilizace, zpracovani a transportu rRNA (Tschochner et Hurt, 2003). Ptesto
u ribozomalnich proteinti byla identifikovana fada extraribozomalnich funkci souvisejicich
napiiklad s bunécnym rustem, d€lenim, nebo apoptézou (Lindstom, 2009). Ribozomalni
proteiny maji daleko vice funkci, nez se predpokladalo v minulosti, a je pravdépodobné, ze
v budoucnosti muize dojit k identifikaci regulacnich funkci u dal§ich bunéénych procest.
(Deisenroth et al., 2016). Pritomnost p53-indepedentni drahy u savéich bunék regulujici vztah
mezi ribozomalni biogenezi a proliferaci bunék byla poprvé navrzena na zakladé pozorovani
selektivni inhibice syntézy rRNA aktinomycinem-D. Zastaveni bunécného cyklu, i kdyz
pomalejsi nez v pritomnosti p53, probiha i u bunék s uml¢enou expresi p53 (Montanaro et al.,
2007).

Dobrym piikladem je deplece nukleolarniho proteinu pescadillo (Pes), ktery se za
béznych podminek nachazi v komplexu PeBoW spole¢né s proteiny Bopl a Wdrl12. Pescadillo
hraje dulezitou roli pfi zpracovani pre-RNA béhem skladani LSU. Deplece Pes inhibuje
ribozomalni biogenezi a zpusobuje stabilizaci p53 vedouci k zastaveni bunétného cyklu
podobnym zptsobem jako u ostatnich ribozomalnich poskozeni (Grimm et al., 2006).
Nicméné deficit Pes zplsobuje navic naruseni proliferace i v butikdch nesoucich mutovany
nebo chybéjici pS3 a reguluje fosforylaci retinoblastoma proteinu (pRB) (Li et al., 2009). pRb
je produktem genu RB1, nadorového supresoru, a ve své hypofosforylovné aktivni formé se
vaze na E2F, ¢imz brani aktivité¢ E2F jako transkripénimu faktoru, ktery reguluje expresi gent
zodpovédnych za tvorbu produkti nezbytnych pro syntézu DNA. U hyperfosforylované formy
pRB nedochazi k navazani na E2F, v disledku pak E2F muze aktivovat své cilové geny
a dochazi k progresi z G1 do S-faze. U normalnich bunék fosforylace pRb probiha v G1 fazi
za pomoci cyklin D-cyklin-dependentni kinazy (CDK) -4 a -6 a je dokoncena na konci faze
G1 faze cyklin E-CDK-2. Inhibitory CDK zabranuji fosforylaci pRB. CDK-2 je negativné
regulovana p21 a p27 (Sherr et Mccormick, 2002). Ve skute¢nosti, deplece Pes vede ke
snizeni exprese cyklinu D1 a up-regulaci p27, s naslednym vyznamnym snizenim fosforylace

pRbD a zastavenim v kontrolni bodu G1-S-faze buné¢ného cyklu (Li et al., 2009).
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Dalsi p53-independentni mechanismus, ovliviiujici vztah mezi ribozomalni biogenezi
a bunécnou proliferaci, je snizeni exprese a inhibice funkce onkoproteinu c-Myc v odezvé na
ribozomalni stres (Van Riggelen et al., 2010). c-Myc je transkrip¢ni faktor, ktery reguluje
expresi velkého mnozstvi geni zapojenych do progrese bunééného cyklu, proliferace,
diferenciace buné¢k, angiogeneze, metabolismu a podili se na vSech krocich ribozomalni
biogeneze (Meyer et Penn, 2008). Zvysuje aktivitu RNA polymerazy I, stimuluje syntézu
ribozomalnich proteind zvySenim transkripce RNA polymerazy Il a zvySuje transkripci RNA
polymerazy Il aktivaci TFIIIB (Van Riggelen et al., 2010). Pfi ribozomalnim stresu se RPL11
vaze na c-Myc. Zabranuje vazb& koaktivatord a navic snizuje hladinu c-Myc mRNA
prostiednictvim mechanismu miRNA. RPL11-zprostfedkované snizeni exprese c-Myc snizuje
bunécnou proliferaci 1 u p53 deficientnich buné€k, coz ukazuje dalsi p5S3-nezéavisly kontrolni
mechanismus proliferace (Dai et al., 2007). Nedavno objevenym inhibitorem c-Myc se stal
dalsi ribozomalni protein a to RPS14. Je zajimavé a piekvapujici, ze RPS14, ktery se
strukturné 1isi od RPL11 se vaze na stejnou doménu c-Myc, ktera je rozhodujici pro vazbu na
DNA. Jak RPS14 tak RPL11 mizou negativné regulovat aktivitu c-Myc nékolika riznymi
zpiisoby viz obrazek ¢. 9. Pfedpoklada se, Ze funkce c-Myc muliZe byt inhibovana RPS14 tfemi
zpusoby: redukci vazby kofaktorti na c-Myc, navazanim RPL14 na DNA-vazebnou doménu c-
Myc nebo snizenim hladiny c-Myc mRNA (miRNA), a tim mnozstvi c-Myc proteinu
v buiikach. RPS14 na rozdil od RPL11, miZe pfimo branit vazbé c-Myc na sekvence svych

cilovych promotoru gent (Zhou et al., 2013b).

vazba na promotory

vazba
koaltivitora

RPS14|

stabilita mRINA

Obrazek ¢. 9: Regulace c-Myc ribozomalnimi proteiny RPS14 a RPL11 (pfevzato a upraveno
podle Zhou et al., 2013b)
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Ribozomalni stres muze také ovliviiovat funkce kinaz (ladevaia et al., 2010). Pim1 je
konstitutivné aktivni serin-threoninova kinaza regulovana cytokiny, rdstovymi faktory
a hormony. Pim1 snizuje aktivitu inhibitoru CDK p27 a zvySuje jeho degradaci (Morishita et
al., 2008). Za béznych podminek dochazi k interakci Pim1 s RPS19. Deplece RPS19 zpusobi
drastickou destabilizaci Pim1 a zvySeni degradace Pim1 proteazomem. Nizsi hladina Pim1l
vyvolava stabilizaci a aktivaci inhibitoru bunééného cyklu p27 a zastavu bunécného cyklu bez
ohledu na piitomnost p53. (ladevaia et al., 2010). Na obrazku ¢. 10 je schematicky znazornény

vztah ribozomalniho stresu (deplece RPS19) a Pim1.

¢
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605 ] . 605 Zastaveni bunééného
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cvklu

Obrazek ¢. 10: Model vztahu mezi ribozomalni stres a PIM1 (pfevzato a upraveno podle
ladevaia et al., 2010)

Stale ztstava nezodpovézenou otazkou, zda ribozomalni proteiny piisobi samostatné
pfi svych extra ribozomdlnich funkcich, nebo pisobi v komplexu s jinymi ribozomalni
proteiny. Piekvapivym zjisténi je napiiklad, ze RPS14 soupeti s RPLS5 pii vazbé na Mdm2,
coz naznacuje, ze tyto dva ribozomalni proteiny nemusi byt schopny vzajemné spolupracovat
pii aktivaci p53. Na druhou stranu RPS14 a RPL11 se mohou vazat spole¢né a spolupracovat
navzajem pii potlaceni aktivity Mdm?2 a c-Myc, protoZe maji rizné vazebné mista na Mdm?2,

nebo c-Myc (Dai et al., 2007; Zhang et al., 2003; Lohrum et al., 2003).
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EXPERIMENTALNI CAST

4, Metodika a material

4.1.  P¥iprava plazmidu pEGFP-FBL a pEGFP-NCL

Amplifikace genu pro fibrilarin a nukleolin

Amplifikace lidskych genu fibrilarinu (FBL) a nukleolinu (NCL) byla provedena
pomoci PCR z cDNA U20S bunék. Celkova RNA byla izolovana z U20S bunc¢k za pouziti
miRNeasy Mini Kitu, podle protokolu vyrobce. Z celkového mnozstvi vyizolované RNA byly
pouzity 3 ug jako templat pro reverzni transkripci. Z celkového mnozstvi ziskané cCDNA byl
pouzit 1 pl pro PCR (sloZeni PCR reakéni smési viz tabulka ¢. 1) se specifickymi primery pro
FBL a NCL (uvedeny nize). Primery pro amplifikaci byly navrzeny podle cDNA sekvence
fibrilarinu a nukleolinu ptitomné v NCBI databazi. K zakladni sekvenci forward primeru jak
pro FBL tak i NCL byla navic pfipojena sekvence 12 oligonukleotidli, které obsahovaly
specifické restrikéni misto pro ECoRI restrik¢éni endonukleazu. K reverse primeru FBL/NCL
byla stejnym zptsobem piipojena sekvence pro BamHI restrikéni endonukleazu. Teplotni

prabéh PCR viz tabulka ¢. 2.

FBL_EcoRI_F: 5‘-GTACTGAATTCCATGAAGCCAGGATTCAGTC-3¢

Sekvence forward primeru pro FBL s vyznacenym restrikénim mistem (Cervené) pro EcoRI
a komplementarni sekvenci k FBL (modte).

FBL_Bamhl_R: 5*-GTACTGGATCCAATCCTGACAGCGCTGAACTT-3¢

Sekvence reverse primeru pro FBL s vyznacenym restrik¢énim mistem (Eervené) mistem pro
BamHI a komplementarni sekvenci k FBL (zelen¢).

FBL sekvence amplifikovana z cDNA pomoci PCR viz Pfilohy.

Celkova velikost FBL PCR produktu s adaptory: 1009 bp

NCL_EcoRI_f: 5*-GTACTGAATTCTATGGTGAAGCTCGCGAAGGCAG-3¢
Sekvence forward primeru pro NCL s vyznacenym restrikénim mistem (Cerveng) pro EcoRI
a komplementarni sekvenci k NCL (modre).

NCL_BamHI_R: 5*-GTACTGGATCCTTCCAAGGAGACCACAGGACT-3¢
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Sekvence reverse primeru pro NCL s vyznacenym restrikénim mistem (Cervené) mistem pro

BamHI a komplementarni sekvenci k NCL (zeleng).

NCL sekvence amplifikovana z cDNA pomoci PCR viz Ptilohy.
Celkova velikost NCL PCR produktu s adaptory: 2 285 bp

Tabulka ¢. 1: Slozeni PCR reakéni smési

Reagencie Objem (ul)
10x DNA polymerazovy reak¢ni pufr 2ul
MgCl, 1,6 ul
DEPC-Voda 11,6 ul
10mM dNTP 0,4 ul
Smes primert (f primer + r primer) 2ul
cDNA 1 ul
100% DMSO 1wl
5U/ul Taq DNA polymeraza 0,4 ul
CELKOVY OBJEM 1 REAKCE 20 pl
Tabulka €. 2: Teplotni pribéh PCR
v Pocet
Proces Teplota Cas cyklii
Uvodni denaturace 95°C 2 min 1
95°C 15s
PCR amplifikace 58°C 155 25
72°C 45
ZéavereCna extense 72°C 5 min 1
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Uspésnost amplifikace byla ovéfena separaci reakéni smési po PCR pomoci 1%
agarozové gelové elektroforézy (ELFO) po dobu 1 hodiny pfi 110 V stejnosmérného napéti.
Pro gelovou elektroforézu byl pouzit TBE pufr. S pomoci UV zéieni byly identifikovany
pozadované amplikony odpovidajici velikosti cDNA FBL a NCL s adaptory. Nasledné byly
amplikony procistény pomoci QIAquick PCR Purification Kitu, dle pfilozeného postupu
vyrobce. Koncentrace izolovanych FBL a NCL amplikonii byla zmétena fluorometricky na

pristroji Quibit, dle ptilozeného postupu vyrobce.

Klonovani FBL a NCL do pEGFP-C1 plazmidu

Vektor pEGFP-C1 byl komer¢né zakoupen. Prvnim krokem klonovani do plazmidu
byla restrikce plazmidu a PCR amplikoni FBL a NCL pomoci specifickych restrikénich
endonukledz. Pro restrikci byly pouzity BamHI a EcoRI restrikéni endonukle4dzy. Tyto
enzymy $tépi pEGFP-C1 ve specifickych mistech mnohocetného klonovaciho mista (viz
obrazek ¢. 11) a vytvaii tak kompatibilni (kohézni) konce stejné jako u inzertu. Byla
provedena restrikce soubézné obéma restriktazami. Restrikéni smés (Vviz tabulka ¢. 3 a tabulka
¢. 4) byla inkubovana pies noc pii 37 °C. Po inkubaci byl kliga¢ni smési obsahujici
rozstipnuty plazmid pEGFP-1 ptidan 1 ul alkalické fosfatazy, aby nedoslo k opé&tovné ligaci
plazmidu. Prob¢hla inkubace po dobu 30 minut pii 37 °C. Fosfataza odstranuje 5 a 3° fosfaty
a zabranuje tak nasledné T4 DNA ligaze v opétovné recirkularizaci vektoru. Jak pEGFP tak
FBL i NCL byly po restrikci separovany na 1% agar6zovém gel v 1x TBE pufru pti 100 V po
dobu 60 minut. S pomoci UV zafeni byly identifikovany pozadované fragmenty odpovidajici
velikosti FBL a NCL a pEGFP-C1 po restrikci. Nasledné byly vyfiznuty z gelu a procistény
pomoci QIAquick Gel Extraction Kitu, dle pfilozeného postupu vyrobce. Koncentrace
izolovanych FBL, NCL amplikonti a pEGFP-C1 plazmidu byla zméfena fluorometricky na

ptistroji Quibit, dle pfilozené¢ho postupu vyrobce.
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Obrazek ¢.

Tabulka €. 3: Slozeni restrikéni smési pro pEGFP-C1
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CMV enhancer
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stop codong)
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MfeI_ :j'_S_DSj:
Hpal [1318)
MluI [16£1)
Dralll [1871)

[2344)

11: Struktura pEGFP-C1 plazmidu s vyznacenymi restrikénimi misty

Reagencie Objem
pEGFP-C1 1 ul(1 pg)
10x K pufr 3u
DEPC-Voda 24 ul
BamHlI 1 ul
EcoRl 1l
CELKOVY OBJEM 1 REAKCE 30 ul

40



Tabulka €. 4: SloZena restrikéni smési pro FBL a NCL

Reagencie Objem
FBL/NKL 19 ul
10x K pufr 3ul
DEPC-Voda 6 ul
BamH|I 1 ul
EcoRl 1 pl
CELKOVY OBJEM 1 REAKCE 30 ul

Dalsim krokem byla ligace ptecisténého rozstipnutého plazmidu s FBL/NCL. Ligaéni
smés se skladala z plazmidu (pEGFP-C1), inzertu (FBL/NCL), T4 DNA ligazy, pufru pro T4
DNA ligazu a DEPC-vody. Pro konkrétni velikosti DNA fragmentd byl pouzit molarni pomér
vektoru vuci inzertu 1:3, ligace probihala 48 hodin pii 4 °C v lednici. Nasledn¢ byla T4 DNA

ligdza teplotn¢ inaktivovana 10 minut pii 65 °C.

Transformace bakterii, ovéfeni plazmidu a izolace pEGFP-FBL a pEGFP-NCL
plazmidu z bakterii

Pro transformaci bakterii plazmidem pEGFP-FBL a pEGFP-NCL byla pouzita metoda
teplotniho Soku. K 50 ul kompetentnich bakterii E. Coli DHS5a bylo ptidano 5 pl ligaéni
smési. Bakterie s liga¢ni smési byly inkubovany 15 minut na ledu a pak umistény do vodni
lazné po dobu 30 sekund pii 42 °C. Po teplotnim Soku byly ihned bakterie umistény na
2minuty do ledu. K transformovanym bakteriim bylo ptidano 200 pl LB média bez
antibiotika a byly umistény na 45 minut do tfepacky pii 37 °C. Po 45 minutach byly bakterie
rozetieny na agarovou plotnu Vv Petriho misce obsahujici antibiotiku Kanamycin pro selekci
pozitivnich klond. Plotny s bakteriemi byly po dobu 24 hodin umistény do inkubatoru pii
37 °C. Po inkubaci byly 3 narostlé pozitivni kolonie s pEGFP-FBL a tfi kolonie s pEGFP-
NCL pieneseny do 5 ml LB média s Kanamycinem a inkubovany za stalé¢ho tfepani 4 hodiny
pti 37°C. Pro ovéfeni, zda se v transformovanych bakteriich nachazeji plazmidy nesouci geny
FBL a NCL byla provedena PCR se stejnymi primery i se stejnym postupem jako pii
amplifikaci FBL/NCL z cDNA. Jako templat pro PCR byl pouzit 1 ul z kazdé pozitivné
narostlé¢ kolonie v5 ml LB média s Kanamycinem. Bakterie narostlé v 5 ml a ovéfen¢ na

ptitomnost pEGFP-FBL a pEGFP-NCL plazmidu byly transferovany do 100 ml LB média
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s antibiotikem a kultivovany za stalého tfepani v inkubatoru pti 37 °C po dobu 24 hodin.
PEGFP-FBL a pEGFP-NCL plazmidy byly izolovany z transformovanych bakterialnich kultur
pouzitim QIAGEN Plasmid Kitu, dle pfilozeného postupu vyrobce. Koncentrace
vyizolovanych plazmidi byla zmétena spektrofotometricky na Nanodrop spektrofotometru,

dle prilozeného postupu vyrobce.

4.2.  Kultivace bunéénych linii a transfekce

Kultivace U20S bunék

Lidské bunky osteosarkomu U20S byly péstovany ve sterilnich kultivaénich nadobach
s Dulbecco’s Modified Eagle’s médiem s Vysokym obsahem glukézy doplnénym 10%
fetalnim telecim sérem a antibiotiky (100 IU/ml penicilinu a 100 pg ml streptomycinu). Bunky

byly kultivovany pii 37 °© C v atmosféte 5% COa.

Transfekce U20S bunék pEGFP-FBL a pPEGFP-NCL

Do kazdé jamky dvou 6-jamkovych paneldi bylo vysazeno 2,5 x 10° bungk. Po 24
hodinach byla provedena transfekce bunck jednoho panelu 2 pg pEGFP-FBL plazmidu
a druhého 2 pg pEGFP-NCL plazmidu za pouziti X-tremeGENE™ HP DNA Transfection
Reagentu, dle pfilozeného navodu. Po 72 hodinach byla uspésnost transfekce analyzovana
fluorescenénim mikroskopem. Nasledné byly transfekované U20S burnky kultivovany 14 dni,
s vyménou média po 3 dnech, v pfitomnosti 750 ug/ml Geneticinu (G418). Z obou bunéénych
linii byly nasledné za pomoci pritokové cytometrie vyselektovany pouze pozitivni buiky na
pEGFP-FBL a pEGFP-NCL.

Selekce GFP-NCL a GFP-FBL pozitivnich bunék pritokovym cytometrem

Adherované U20S-pEGFP-NCL a U20S-pEGFP-FBL buné¢né linie byly oplachnuty
20 ml 1x PBS. K bunkam bylo pfidano 2,5 ml enzymu TrypLE a byly inkubovany 3 minuty
v inkubatoru pii 37 °C a 5% CO,. Nakonec bylo piidano 5 ml Dulbecco’s Modified Eagle’s
média S vysokym obsahem glukozy doplnénym 10% fetdlnim telecim sérem a antibiotiky.
Bunky pozitivni na GFP signal byly vyselektovany pomoci pritokového cytometru Aria

pracovnikem Ustavu molekularni a translaéni mediciny v Olomouci.
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Transfekce U20S-pEGFP-FBL a U20S-pEGFP-NCL bunék siRNA-RPL11

siRNA proti RPS11 byla komer¢né zakoupena. Do jednoho 6-jamkového panelu bylo
do kazdé¢ jamky vysazeno 2 x 10° U20S-GFP-FBL bunék a do druhého panelu 2 x 10° U20S-
GFP-NCL buné¢k. Po 24 hodinach od vysazeni bun¢k byla provedena transfekce bun¢k ve
2ze 6 jamek obou panelt 4 pl siRNA-RPL11 a ve 2 zbylych jamkach byla provedena
transfekce 4 pl ,,scramble” siRNA jako negativni kontrola. Scramble siRNA (SCR) ma stejné
nukleotidové slozeni, ale ne stejnou sekvenci, jako testovaci siRNA. Transfekce byla v obou
ptipadech provedena jetPRIME transfection kitem, dle pfilozeného navodu vyrobce. Po 48
hodinach od transfekce byly transfekované buinky pouzity pro izolaci MRNA na reverzni
transkripci a naslednou kvantitativni real-time PCR (g RT-PCR). Po 72 hodinach byly
transfekované bunky pouzity pro fixaci na double rRNA FISH viz schéma ¢. 1.

U20S-pEGFP-FBL U20S-pEGFP-NCL
48 h 72h 48h 72h
siRNA RPL11 @ O siRNA RPLI11 @ O

Schéma €. 1: 6-jamkovy panel pro transfekci SIRNA-RPL11 a scramble siRNA
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4.3.  Reverzni transkripce a kvantitativni real-time PCR, stanoveni

exprese RPL11

Celkova RNA byla izolovana z SIRNA-RPL11 a SCR-siRNA transfekovanych U20S-
PEGFP-FBL a U20S-pEGFP-NCL bun¢k za pouziti miRNeasy Mini Kitu, dle ptilozeného
postupu vyrobce. Z celkového mnozstvi vyizolované RNA byly pouzity 3 ug jako templat pro
reverzni transkripci. Reakéni smés pro reverzni transkripei (30 pl/1 vzorek) se sklada z: 3 ug
cDNA; 0,6 pl random primert; 9,75 pul master mixu; 0,75 pl reverzni transkriptazy a DEPC-
vody doplnéné na celkovy objem 30 pl. Master mix se skladd z 6 pl pufru pro reverzni
transkriptazu, 3 ul ANTP a 0,75 pl RNAsinu. Teplotni profil reverzni transkripce viz tabulka
¢. 5.

Tabulka €. 5: Teplotni profil reverzni transkripce

Proces Teplota Cas
Iniciace (RNA + random primery + voda) 70°C 5 min
42°C 60 min
Reverzni transkripce 70°C 10 min
4°C 0

Kvantitativni real-time PCR (qPCR) byla provedena standardnim zptisobem. SloZeni reakéni
smési viz tabulka ¢. 6. Jako templat pro qPCR byly pouzity 2 ul cDNA z reverzni transkripce.
Pro qPCR byl pouzity nasledujici primery pro RPL11:

Forward primer 5‘-AAAGGTGCGGGAGTATGAGT-3*

Reverse primer 5°--GGCCTCCTCTTTGCTGATTC-3°

Pro relativni kvantifikaci exprese mMRNA-RPL11 byly pouzity hodnoty Ct. Relativni
kvantifikace byla provedena srovnanim exprese RPL11 ve vzorcich transfekovanach siRNA-
RPLI11 a negativni kontrolou scramble siRNA s kontrolnim genem. Jako kontrolni gen byla
pouzita glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza (GAPDH):

Forward primer 5'-ACCAGGGCTGCTTTTAACTCTGGT-3¢

Reverse primer 5°‘- CAAATTTCCATGGCACCGTCAAGG-3¢

Mnozstvi mRNA transkriptt RPL11 v bunkach transfekovanych siRNA-RPL11 bylo

stanoveno s pouzitim metody 274",
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Tabulka €. 6: Slozeni qPCR reakéni smési

Reagencie Objem (ul)
10x DNA polymerazovy reakéni pufr 2 ul
MgCl, 1,6 ul
DEPC-Voda 9,6 ul
10mM dNTP 0,4 ul
Smes primert (f primer + r primer) 2ul
cDNA 2 ul
EvaGreen 1 ul
100% DMSO 1 ul
5U/ul Tag DNA polymeraza 0,4 ul
CELKOVY OBJEM 1 REAKCE | 20 pl

4.4.  Aplikace cytostatik na U20S-pEGFP-FBL a U20S-pEGFP-NCL

bunécné linie

Na skli¢ka o rozméru 20x20 mm bylo vysazeno 2 x 10° U20S-GFP-FBL a U20S-
GFP-NCL bungk. Po 24 hodinach byla na buiiky samostatné aplikovana vybrana cytostatika

0 ur¢itych koncentracich, viz tabulka ¢. 7.

Tabulka €. 7: PouZita cytostatika a jejich koncentrace

Nazev cytostatika Finalni koncentrace
CISPLATINA 10 yM
OXALIPLATINA 6,25 M
AKTINOMYCIN-D 5nM
5-FLUOROURACIL 10 M

Bunky po 24 hodinach od aplikace cytostatik byly fixovany a pouzity pro double rRNA FISH.
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4.5. Double rRNA FISH U20S-pEGFP-NCL/FBL cytostatiky oSetienych
bunék a U20S-pEGFP-NCL bunék transfekovanych sSiRNA-RPL11

Fixace bunék

Buriky péstované na sterilnich krycich sklickach o rozméru 20x20mm byly 2x po dobu
5 minut promyty ve 2 ml 1x PBS a fixovany po dobu 15 minut v roztoku 4% formaldehyd/1x
PBS pfti pokojové teploté. Poté byly promyty opét 2x po dobu 5 minut v 1x PBS a 5 minut
v 70% etanolu.

Double rRNA FISH

Zafixované bunky na krycich skli¢ckach byly promyty 2x po dobu 5 minut v RNA
promyvacim pufru (2x SSC, 10% formamid). Nasledn¢ byla provedena hybridizace po dobu 4
hodin se sondami ITS1 a ITS2 specifickymi pro urcité oblasti na pre-rRNA.
Sekvence sondy ITS1 s Cy3: 5'-CCTCGCCCTCCGGGCTCCGTTAATGATC-3'
Sekvence sondy ITS2 s Cy5: 5-GCGATTGATCGGCAAGCGACGCTC-3'
Slozeni hybridiza¢niho média: 10% formamid, 2x SSC, 0.5 mg/ml tRNA, 10% dextran sulfatu,
250 ug/ml BSA, 10 mM ribonucleoside vanadyl complex a 0.5ng/ul kazdé sondy. Po
hybridizaci byla sklicka promyta dvakrat po dobu 5 minut v nahfatém RNA promyvacim
pufru (37 °C). Nasledné byly promyty v 1x PBS a DNA bunék byla barvena 10 minut
barvivem Hoechst 33342 (10 mg/ml) pii pokojové. Po inkubaci byla kryci sklicka promyta
v 1x PBS. Nakonec byly vytvofeny trvalé preparaty upevnénim krycich skli¢ek s bunkami na

podlozni mikroskopicka skla montdznim médiem a ptelakovéana prithlednym lakem.

4.6. Imunofluorescenc¢ni znaceni p53 u U20S-pEGFP-NCL bunék
transfekovanych siRNA-RPL11

U20S-pEGFP-NCL bunky transfekované siRNA-RPL11 a SCR siRNA byly
zafixovany v 4% formaldehydu/1x PBS. Buiiky byly inkubovany v blokovaci pufr (5% FCSi,
0,3% Triton X) 1 hodinu pii pokojové teploté. Nasledné byly bunky promyvany 3x po dobu
5 minut v 1x PBS. Primarni protilatka proti pS3 byla naredéna v 5% FBS/1x PBS. Bunky byly
s primarni protilatkou inkubovany pies noc ve tmé pii 4 °C. Po 24 hodinach byly kryci sklicka
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s bunkami oplachnuty 5 minut v 0,1% Tweenu 20/1x PBS, 5 minut v 1x PBS a 5 min v 0,1%
Tweenu 20/1x PBS. Poté nasledovala inkubace 2 hodiny se sekundarni protilatkou v 5%
FCSi/1x PBS (fedéni 1:1000). Nasledn¢ byly sklicka promyty 5 min v 0,1% Tweenu 20/1x
PBS a 2x v destilované vodé. DNA bunék byla barvena 10 minut barvivem Hoechst 33342 (10
mg/ml) pii pokojové. Nakonec byly vytvoteny trvalé¢ preparaty upevnénim krycich sklic¢ek
s butkami na podlozni mikroskopicka skla montdznim médiem a ptelakovany prihlednym
lakem. Analyzovana byla hladina a lokalizace p53 u bunék transfekovanych siRNA-RPL11 ve

srovnani S negativni kontrolou (buriky transfekované SCR si-RNA).

4.7.  Vyhodnoceni trvalych preparatu

Trvalé preparaty byly snimany Zeiss konfokalnim mikroskopem. Obrazky byly

pofizeny a analyzovany ZEN blue softwarem.

4.8. Biologicky material

Kompetentni bakterie Escherichia coli kmen DH5a (Sigma-Aldrich), pEGFP-C1
plazmid (Clontech), U20S buné&&na linie (Dr. Martin Mistrik, Ustav molekularni a transla¢ni

mediciny UP Olomouc)

49.  Pristroje

Centrifuga Rotina 420 R (Hettich), Laminarni box (BioAir), Chladni¢ka (Gorenje),
Vortex (Genie), Minicentrigufa (Hanil), Thermal cycler PTC (MJR), Analyzator Vi-cell XR
viability (Beckman), Centrifuga 5430 (Eppendorf), Centrifuga MiniSpin (Eppendorf), Flow
box HeraSafe (ThermoScientific), CO, inkubator (ThermoScientific), temperovana vodni
lazen (Memmert), Analytické vahy (Scaltech), Michacka MR Hei-Tec (Heidolph Instruments
GmbH), pH metr (P-LAB), Zdroj stejnosmérné¢ho napéti PowerPack HC (Bio-Rad), Inkubator
C 24 Benchtop (New Brunswick Scientific), Mastercycler nexus (Eppendorf), Nanodrop
spektrofotometr ND 1000 (Thermo Scientific), Fluorometr Qubit 2.0 (Invitrogen), Konfokalni
mikroskop Zeiss LSM 510 (Carl Zeiss), Objektiv Plan Neofluar 100x NA 1,3 (Carl Zeiss),
Pritokovy cytometr BD FACS Aria II (BD Bioscience)
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4.10. Pouzité chemikalie

Random primery (Promega), RNAsin inhibitor ribonukleaz (Promega), 10 mM
deoxyribonukleotidy trifosfaty (Promega), RevertAid H Minus M-M-MuLV reverzni
transkriptaza (Fermentas), DEPC-voda (Ambion), MgCl, (Thermo Scientific), Thermo-Start
PCR pufr 10x (Thermo Scientific), 100% DMSO (Sigma Aldrich), Thermo-Start Taqg DNA
polymeraza 5 U/ul (Thermo Scientific) 6x DNA Loading Dye (Thermo Scientific), Agar
(Thermo Scientific), GelRed (Biotium), GeneRuler 1 kb DNA ladder (Thermo Scientific), 10x
TBE pufr (Thermo Scientific), Agaréza (Sigma Aldrich), Alkalicka fosfataza (BioLabs),
EcoRI 10 U/ml (Thermo Scientific), Etanol (Fagron), BamHI 10 U/ml (Thermo Scientific),
Quibit dsDNA HS pufr (Thermo Scientific), Quibit dSDNA HS reagent (Thermo Scientific),
Dulbecco’s Modified Eagles Medium (Sigma Aldrich), Fetalni bovinni sérum FCSi (Sigma
Aldrich), 38% Formaldehyd (Fagron), Geneticin 418 (Sigma Aldrich), Glycerol (Sigma
Aldrich), Hoechst 33342 (Thermo Scientific), Kanamycin (Sigma Aldrich),
Penicilin/streptomycin (Sigma-Aldrich), 1x PBS (Invitrogen), 10% Formamid (Invitrogen),
200mM Ribonucleoside Vanadyl Complex (New England BioLabs), 20x SSC (Sigma
Aldrich), Montazni médium (Sigma Aldrich), Dextran sulfat (Sigma Aldrich), 10x K restrikéni
pufr (Takara), T4 DNA ligaiza (New England BioLabs), 10x T4 DNA liga¢ni pufr (New
England BiolLabs), 20x EvaGreen (Biotium), 50 mg/ml 5-Fluorouracil (EBEWE),
Aktinomycin-D (Sigma Aldrich), Oxaliplatina (EBEWE), Cisplatina (EBEWE), Tween 20
(Sigma Aldrich), Bovinni sérovy albumin BSA (Sigma Aldrich)

4.11. Pouzité komeréni Kity

miRNeasy Mini Kit (QIAGEN), QIAquick DNA Gel Extraction Kit (Qiagen),
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen), QIAGEN Plasmid Kit (Qiagen), X-tremeGENE™
HP DNA Transfection Reagent (Sigma Aldrich), jetPRIME Versatile siRNA transfection
reagent (Polyplus)
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4.12. Primery, protilatky a siRNA

RPL11, GAPDH, FBL a NCL primery; sondy pro rRNA FISH - ITS1 a ITS2 (vSe
Generi Biotech); siRNA-RPL11 a SCR siRNA (OriGene), primarni protilatka p53 FL-393
kralik (Santa Cruz), sekundéarni protilatka Alexa Fluor 568 anti-kralik (Thermo Scientific)
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5.

5.1.

Vysledky

Priprava plazmidu pEGFP-FBL a pEGFP-NCL

50



51



52



5.2.

5.3.

Transfekce U20S bunék pEGFP-NCL a pEGFP-FBL

Post-transkripéni uml¢ovani RPL11
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5.4.

Inhibice transkripce a zpracovani rRNA souvisi se ztratou

nukleolarni integrity
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5.5.

Transkripéni umléeni RPL11 nezpiisobuje rozpad struktury jadérka

ani zvySeni hladiny p53
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6.

Diskuze
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ZAVER

Cilem prace bylo vytvoieni modelu pro buiiky Vv ribozomalnim stresu a jeho nasledna
validace. Jako mozné markry pro bunky nachazejici se V ribozomalnim stresu, byly zvoleny
dva nukleolarni proteiny, nukleolin a fibrilarin. Kombinace ur¢eni lokalizace téchto
fluorescenéné znacenych proteinti s metodou double rRNA FISH pro specifické oblasti na pre-
rRNA, se ukazala byt vhodnym systémem pro identifikaci latek, které mohou zpusobovat
ribozomalni stres. Tyto metody jsou vhodné také pro vysokokapacitni screening, ktery bude
proveden v budoucnosti. Dale byla potvrzena funkce RPL11 jako kli¢ového aktivatoru p53 pfi

p53- dependentnim ribozomalniho stresu.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

3-ETS 3°-vnéjsi transkribovany spacer
5-ETS 5¢-vnéjsi transkribovany spacer
5S RNP 5S ribonukleoproteinova castice
p19Arf alternate reading frame protein of CDKN2A locus
ATP adenosintrifosfat

Bax Bcl-2-associated X protein

Bopl block of proliferation 1 protein
BSA bovinni sérovy albumin

Bxdcl brix-domain containing 1 protein
CDK cyklin dependentni kinazy
c-Myc myelocytomatosis protein

DFC denzni fibrilarni komponent
DNA pol DNA polymeraza

DNA deoxyribonukleova kyselina

E2F E2F transkrip¢ni faktor

FBL fibrilarin

FC fibrilarni centra

FCSi fetalni bovinni sérum

FISH fluorescencéni in situ hybridizace
Gadd45 growth arrest and DNA damage-inducible 45 protein
GC granularni komponent

GFP green fluorescent protein

GTP guanosintrifostat

CH kondenzovany chromatin

ITS1 vnitini transkribovany spacer 1
ITS2 vnitini transkribovany spacer 2
LSU velka ribozomalni podjednotka
Mdm2 mouse double minute 2 protein
MdmX homolog Mdm2 protienu
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MYC
NCL
NDF
NoLS
NOR
NPM/B23
p21
p27
p53
PBS
Pch2
Pictl
Pim1
PNB
PR
pRB
Puma
RB1
rDNA
RNA pol
RNA
RPA16
RPA194
RPA20
RPA39
RPL
RPS
RPs
rRNA
Rrsl
Sicl

gen kodujici c-myc protein

nukleolin

nucleolar-derived foci

nukleolarni lokalizacni signal

organizator jadérka

nukleofosmin

cyclin-dependent kinase inhibitor 1
cyclin-dependent kinase inhibitor 1B

tumor protein p53

phosphate buffered saline; fosfatovy pufr
pachytene checkpoint protein

GLTSCR2, glioma tumor suppressor candidate region gene 2
proto-oncogene, serine/threonine kinase
pre-nukleolarni ¢astice

perichromozomalni oblast

retinoblastomovy protein

p53-upregulated modulator of apoptosis
retinoblastoma; retinoblastomovy gen
ribozomalni DNA

RNA polymeraza

ribonukleova kyselina

RNA polymerase | subunit 16

RNA polymerase | subunit 194

RNA polymerase | subunit 20

RNA polymerase | subunit 39

ribozomalni protein malé ribozomalni podjednotky (40S)
ribozomalni protein velké ribozomalni podjednotky (60S)
ribozomalni proteiny

ribozomalni RNA

ribosome biogenesis regulatory protein homolog
stoichiometricky inhibitor of Cdk1
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SIRNA
SnORNA
SnoRNP
SRP
SSC
TFIIB
TP53
U20Ss
UBF
wdrl2
YFP

small interfering RNA

malé nukleolarni RNA

nukleolarni ribonukleoproteinové Castice

signal recognition particle

saline-sodium citrate buffer; citratovy solny pufr
transkrip¢ni faktor b RNA polymerazy 111

gen kodujici pS3 protein

Homo sapiens bone osteosarcoma

upstream binding faktor

WD repeat domain 12 protein

yellow fluorescent protein
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PRILOHA

Sekvence FBL amplifikovana z cDNA pomoci PCR:

ATGAAGCCAGGATTCAGTCCCCGTGGGGGTGGCTTTGGCGGCCGAGGGGGLCTTTG
GTGACCGTGGTGGTCGTGGAGGCCGAGGGGGCTTTGGCGGGGGCCGAGGTCGAG
GCGGAGGCTTTAGAGGTCGTGGACGAGGAGGAGGTGGAGGCGGCGGCGGCGGTG
GAGGAGGAGGAAGAGGTGGTGGAGGCTTCCATTCTGGTGGCAACCGGGGTCGTG
GTCGGGGAGGAAAAAGAGGAAACCAGTCGGGGAAGAATGTGATGGTGGAGCCGC
ATCGGCATGAGGGTGTCTTCATTTGTCGAGGAAAGGAAGATGCACTGGTCACCAA
GAACCTGGTCCCTGGGGAATCAGTTTATGGAGAGAAGAGAGTCTCGATTTCGGAA
GGAGATGACAAAATTGAGTACCGAGCCTGGAACCCCTTCCGCTCCAAGCTAGCAG
CAGCAATCCTGGGTGGTGTGGACCAGATCCACATCAAACCGGGGGCTAAGGTTCT
CTACCTCGGGGCTGCCTCGGGCACCACGGTCTCCCATGTCTCTGACATCGTTGGTC
CGGATGGTCTAGTCTATGCAGTCGAGTTCTCCCACCGCTCTGGCCGTGACCTCATT
AACTTGGCCAAGAAGAGGACCAACATCATTCCTGTGATCGAGGATGCTCGACACC
CACACAAATACCGCATGCTCATCGCAATGGTGGATGTGATCTTTGCTGATGTGGCC
CAGCCAGACCAGACCCGGATTGTGGCCCTGAATGCCCACACCTTCCTGCGTAATG
GAGGACACTTTGTGATTTCCATTAAGGCCAACTGCATTGACTCCACAGCCTCAGCC
GAGGCCGTGTTTGCCTCCGAAGTGAAAAAGATGCAACAGGAGAACATGAAGCCG
CAGGAGCAGTTGACCCTTGAGCCATATGAAAGAGACCATGCCGTGGTCGTGGGAG
TGTACAGGCCACCCCCCAAGGTGAAGAACTGAAGTTCAGCGCTGTCAGGAT
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Sekvence NCL amplifikovana z cDNA pomoci PCR:

ATGGTGAAGCTCGCGAAGGCAGGTAAAAATCAAGGTGACCCCAAGAAAATGGCT
CCTCCTCCAAAGGAGGTAGAAGAAGATAGTGAAGATGAGGAAATGTCAGAAGAT
GAAGAAGATGATAGCAGTGGAGAAGAGGTCGTCATACCTCAGAAGAAAGGCAAG
AAGGCTGCTGCAACCTCAGCAAAGAAGGTGGTCGTTTCCCCAACAAAAAAGGTTG
CAGTTGCCACACCAGCCAAGAAAGCAGCTGTCACTCCAGGCAAAAAGGCAGCAG
CAACACCTGCCAAGAAGACAGTTACACCAGCCAAAGCAGTTACCACACCTGGCAA
GAAGGGAGCCACACCAGGCAAAGCATTGGTAGCAACTCCTGGTAAGAAGGGTGC
TGCCATCCCAGCCAAGGGGGCAAAGAATGGCAAGAATGCCAAGAAGGAAGACAG
TGATGAAGAGGAGGATGATGACAGTGAGGAGGATGAGGAGGATGACGAGGACG
AGGATGAGGATGAAGATGAAATTGAACCAGCAGCGATGAAAGCAGCAGCTGCTG
CCCCTGCCTCAGAGGATGAGGACGATGAGGATGACGAAGATGATGAGGATGACG
ATGACGATGAGGAAGATGACTCTGAAGAAGAAGCTATGGAGACTACACCAGCCA
AAGGAAAGAAAGCTGCAAAAGTTGTTCCTGTGAAAGCCAAGAACGTGGCTGAGG
ATGAAGATGAAGAAGAGGATGATGAGGACGAGGATGACGACGACGACGAAGAT
GATGAAGATGATGATGATGAAGATGATGAGGAGGAGGAAGAAGAGGAGGAGGA
AGAGCCTGTCAAAGAAGCACCTGGAAAACGAAAGAAGGAAATGGCCAAACAGAA
AGCAGCTCCTGAAGCCAAGAAACAGAAAGTGGAAGGCACAGAACCGACTACGGC
TTTCAATCTCTTTGTTGGAAACCTAAACTTTAACAAATCTGCTCCTGAATTAAAAA
CTGGTATCAGCGATGTTTTTGCTAAAAATGATCTTGCTGTTGTGGATGTCAGAATT
GGTATGACTAGGAAATTTGGTTATGTGGATTTTGAATCTGCTGAAGACCTGGAGA
AAGCGTTGGAACTCACTGGTTTGAAAGTCTTTGGCAATGAAATTAAACTAGAGAA
ACCAAAAGGAAAAGACAGTAAGAAAGAGCGAGATGCGAGAACACTTTTGGCTAA
AAATCTCCCTTACAAAGTCACTCAGGATGAATTGAAAGAAGTGTTTGAAGATGCT
GCGGAGATCAGATTAGTCAGCAAGGATGGGAAAAGTAAAGGGATTGCTTATATTG
AATTTAAGACAGAAGCTGATGCAGAGAAAACCTTTGAAGAAAAGCAGGGAACAG
AGATCGATGGGCGATCTATTTCCCTGTACTATACTGGAGAGAAAGGTCAAAATCA
AGACTATAGAGGTGGAAAGAATAGCACTTGGAGTGGTGAATCAAAAACTCTGGTT
TTAAGCAACCTCTCCTACAGTGCAACAGAAGAAACTCTTCAGGAAGTATTTGAGA
AAGCAACTTTTATCAAAGTACCCCAGAACCAAAATGGCAAATCTAAAGGGTATGC
ATTTATAGAGTTTGCTTCATTCGAAGACGCTAAAGAAGCTTTAAATTCCTGTAATA
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AAAGGGAAATTGAGGGCAGAGCAATCAGGCTGGAGTTGCAAGGACCCAGGGGAT
CACCTAATGCCAGAAGCCAGCCATCCAAAACTCTGTTTGTCAAAGGCCTGTCTGA
GGATACCACTGAAGAGACATTAAAGGAGTCATTTGACGGCTCCGTTCGGGCAAGG
ATAGTTACTGACCGGGAAACTGGGTCCTCCAAAGGGTTTGGTTTTGTAGACTTCAA
CAGTGAGGAGGATGCCAAAGCTGCCAAGGAGGCCATGGAAGACGGTGAAATTGA
TGGAAATAAAGTTACCTTGGACTGGGCCAAACCTAAGGGTGAAGGTGGCTTCGGG
GGTCGTGGTGGAGGCAGAGGCGGCTTTGGAGGACGAGGTGGTGGTAGAGGAGGC
CGAGGAGGATTTGGTGGCAGAGGCCGGGGAGGCTTTGGAGGGCGAGGAGGCTTC
CGAGGAGGCAGAGGAGGAGGAGGTGACCACAAGCCACAAGGAAAGAAGACGAA
GTTTGAATAGCTTCTGTCCCTCTGCTTTCCCTTTTCCATTTGAAAGAAAGGACTCTG
GGGTTTTTACTGTTACCTGATCAATGACAGAGCCTTCTGAGGACATTCCAAGACAG
TATACAGTCCTGTGGTCTCCTTGGA
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