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Abstract

Translation initiation is the first step of protein synthesis that captures the flow of gene
expression pathway in all living organisms. The advantage of regulation of gene
expression at the level of translation initiation is that it allows for more rapid changes in
the proteome and serves as the rate limiting step under certain conditions such as stress.
This process is masterminded by many initiation factors. One of them, a multisubunit
eukaryotic initiation factor 3 (elF3), is a very efficient player in this field taking a part in
the most of the initiation steps. The largest subunit of the elF3 complex is called elF3a
pl70 and TIF32 in mammals and yeast, respectively, and at least in yeast, it was shown to
represent an essential constituent of the translational machinery. This work is based on all
that has been learned about the elF3a roles in translation initiation in the model organism
of yeast Saccharomyces cerevisiae in effort to examine the degree of the functional
conservation with its human ortholog. This is achieved by the RNAi-mediated knock-down
of elF3a in HeLa and HEK cell lines followed by variety of well established assays to
monitor translational status of elF3a depleted cells. In the first part, | describe optimization
of the RNA interference protocol with respect to the choice and concentrations of a
transfection reagent as well as the actual siRNAs. In the second part, | focus on
investigating the effect of the elF3a down-regulation on i) cell viability using the MTT
assay; ii) the rate of global protein synthesis by **S-methionin incorporation and iii)
formation of polysome profiles.

Key words: translation initiation, elF3, the a subunit of elF3 (p170 / elF3a), RNAI method

(In Czech)
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Abstrakt

Iniciace translace je klicovym krokem proteosyntézy, ktery umoziuje regulaci genové
exprese. Regulace na urovni prepisu mRNA je nejrychlejsim moznym mechanismem. Cely
faktort, ktery participuje na celé fad¢ procesti béhem iniciace translace je elF3. Za jeho
velice efektivni, a pro iniciaci translace nezbytnou, alespon v kvasinkach, byla oznac¢ena
nejvetsi podjednotka p170, téz nazyvana elF3a. Tato prace si klade za cil, utvorit
komplexni ndhled na elF3a, pfi¢emz hodl4 vychazet z poznatkii nabytych sledovanim této
podjednotky v Saccharomyces cerevisiae. Snizeni exprese elF3a, které umoznuje
pozorovat vliv této podjednotky pomoci riiznych experimentii v porovnani s kontrolni
skupinou, je "navozeno" metodou RNA interference. Na elF3a je zde nahlizeno z pohledu
i) zivotaschopnosti bunék metodou vyuzivajici 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-
-tetrazolium bromid (MTT testu) ; ii) sleduje se vliv podjednotky na celkovou expresi
proteinu inkorporaci *°S-methioninu a iii) v neposledni fedg je v této praci ukazan vliv

snizené exprese elF3a na tvorbu polysomi.

Klicova slova: iniciace translace, elF3, podjednotka elF3a nebo p170, RNA interference
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2 PREHLED POUZITYCH ZKRATE
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3 Uvob

Proteosyntéza je velice komplexni proces, ktery sestava z vlastni syntézy proteint a ktery
je zavisly 1 na procesu transkripce. Vzhledem k vysoké dulezitosti na¢asovani vzniku
produkti proteosyntézy, proteind, a piesnosti jejich syntézy, podléha cely proces piisné
regulaci. Regulace genové exprese samoziejmeé nastava na vice arovnich, ale ta, probihajici
na urovni translace jiz existujici mRNA, je nejrychlejsim zpisobem, jak okamzité ovlivnit
mnozstvi vytvofeného proteinu a navic presné rozlisit mezi geny predur¢enymi ke zvyseni
¢1 snizeni exprese na tzv. genové specifické urovni. Spravné fungovani mechanismu
regulace na urovni translace je zasadni pro vyvoj a diferenciaci bunék, pii odpovédi na
stres, pii starnuti, ¢i vyvoji nemoci. Ze vSech kroki translace, tedy z iniciace, elongace,
terminace a nasledné recyklace ribozomalnich podjednotek, je iniciace translace krokem
nejvice ovliviyjicim regulaci syntézy proteind a je tedy zaroven i krokem limitujicim
rychlost teto syntézy. Jako piehledny zdroj informaci, shrnujici zakladni poznatky o
regulaci iniciace translace, je vhodny napt. ptehledny ¢lanek G. A. Hinnebusche et al. [1].
Prestoze je cely proces translace pfedmétem studia mnoha védeckych skupin, jak je
ukazano mimo jiné v této praci, neni zcela objasnén, coz svéd¢i o jeho komplexnosti.
Ackoliv jsou jiz jeho kroky dobie popsany, je jest¢ mnoho neobjasnénych mist, ktera

¢ekaji na molekularnébiologické, ¢i biochemické vysvétleni.

3.1 Iniciace translace

Translace je proces zachovany napii¢ vSemi tfemi doménami zivota. Prokaryoticka
(Archea a Eubakteria) translace a jeji jednotlivé faze se vyrazné lisi od eukaryotické a to
nejen na urovni mechanismu, ale jiz ve stavbé zdkladnich komponent. V porovnani s
prokaryotickym ribozomem (70S) slozenym z malé podjednotky (30S) a z velké
podjednotky (50S), je eukaryoticky ribozom (80S) vétsi, slozeny z malé podjednotky
(40S), obsahujici 18S rRNA a 33 translacnich ribozomalnich protein, a velké
podjednotky (60S) skladajici se z ~3600-5000 nukleotidl a z ~45-49 proteinu [2].

......

..........

kontroluje eukaryotickou iniciaci kolem tfinacti faktort.
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translace. V prokaryotickém ribozomu je na 3" konci 16S rRNA tzv. anti Shine-Dalgarno
sekvence (antiSD sekvence), ktera zajiStuje vazbu na komplementarni SD sekvenci na
kodonu. Velmi ziidka se u domény Archaea vyskytuje jest¢ jednodussi mechanismus,
ktery umoziuje zacit translaci i pies absenci SD sekvence na mRNA [3]. Eukaryoticky
ribozom anti-SD sekvenci neobsahuje, mala podjednotka (40S) eukaryotického ribozomu
nepiekladany konec (UTR; z angl. UnTranslated Region) mRNA a "skenuje" smérem k
jejimu 3" konci, nez najde vétSinou prvni kodon AUG. Zminény postup je nejéastéjSim
mechanismem iniciace translace u eukaryot, ale samoziejmé i v tomto piipadé existuji i
alternativni mechanismy. Tyto se lisi tieba na urovni jednotlivych organismi. Kupiikladu
virovd mRNA obchazi tradicni "skenovani" vyuzitim vnitfnich ribozomalnich vstupnich
mist (IRES; z angl. Internal Ribosomal Entry Sides) [4]. Jelikoz je cela tato prace

zaméfena na klasicky eukaryoticky mechanismus iniciace, vyuzivajici “skenovani" a

.....

.....
.....

......

praci uplatnén ten nejéastéjsi, to jest chronologicky popis iniciace translace.

Pro piehlednost je pfed komplexnim popisem iniciace translace vhodné uvést nejprve
stru¢né shrnuti procest, ke kterym postupné dochazi, a ilustrovat tento proces obrazkem
nezjednodusené verze celého mechanismu v kvasinkach (obr 1), kde je nejlépe

prostudovan. Samotna iniciace translace je proces zacinajici spojenim malé ribozomalni

.....
.....
.....

......

kodon AUG. V ramci jeho nalezeni dochazi k uplné komplementarni vazbé mezi anti-
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kodonem tRNA a kodonem AUG mRNA, coz vyvola dulezitou konformacni zménu
s naslednym navazanim velké ribozomalni podjednotky (60S).

V tomto misté, vytvorenim ribozomu schopného elongace (80S), je ukoncen proces
iniciace translace, ktery je bezprosttedné nasledovan praveé elongaci.

Ve skutecnosti jsou vSechny vySe zminéné kroky daleko komplikovangjsi a vyzaduji
naprosto dokonalou synchronizaci vSech vstupujicich a vystupujicich komponent, jak je

podrobné popséano nize.

Terminace translace

Sy
Z, < >
elF3 ?eRF1 & eRF3?
elF1 60S
elF1A mRNA

INICIACE TRANSLACE ~S@ll= = === === = ~s

| ]
|
]
L ]
L
]
]
L]
[
L
a

Multifaktorialni

komplex .

Ternarni
komplex

?
elF3
elF4F

e -

elF2B ‘
p = o
*

S

5

Elongace translace

rozpoznani AUG start kodonu tvorba el h ého 80S §

Obr. 1 Schéma iniciace translace v Saccharomyces cerevisiae. Detailni pohled
na vSechny dulezité kroky iniciace translace a ndznak osudu ostatnich komponent
v dalSich fazich translace, probihajici v eukaryotickém organismu kvasinek
(upraveno dle Valasek, L.S. (2012) Ribozoomin’ — Translation Initiation from the
Perspective of the ribosome-bound Eukaryotic Initiation Factors (elFs). Curr
Protein Pept Sci., ptijato do tisku).
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Pro iniciaci translace jako takovou je potieba mala a velka ribozomalni podjednotka,
""""""" Ml ale i energie ve form& GTP.
Proteosyntéza je déjem cyklickym a vSe zminéné je ziskdvano recyklaci po prave

dokoncené translaci, tedy posledni ¢asti terminace. Jak bylo ukazano v S. cerevisiae,

.....

.....

faktorem 2 (elF2) vazanym na methylovanou methionyl-tRNA a GTP, da vzniknout
multifaktorialnimu komplexu (MFC; z angl. MulitiFactor Complex) [5]. Nedavno byla
nezavisla pfitomnost MFC na mensi ribozomalni podjednotce (40S) potvrzena i v buiikach
HelLa [6]. Vazba MFC a podjednotky (40S) dava vzniknout 43S PIC. V kvasinkovém
modelu byl sledovan vliv vazby MFC na zménu konfigurace menS$i ribozomalni
podjednotky (40S), ¢imz dochazi k zpiistupnéni vstupniho mista pro mRNA [7]. Dale
rozvolnovanim sekundéarnich struktur pfirozené¢ vytvorenych na 5 UTR konci mRNA v
blizkosti 7-methylguanosinové ¢epi¢ky. Tim se umozni jeji navazani na 43S PIC. Faktor
elF4F se sklada ze tii podjednotek — elFAE, G a A. eIF4E zajiStuje navazani na cepicku.
pro navazani vSech komponent elF4F komplexu, ale navic interaguje jes$té S proteinem
vazajicim poly(A) konec mMRNA (PABP; z angl. Poly(A)Binding Protein) a elF3 (ktery se
vaze jen na sav¢i elF4G) [8]. eIF4A pusobi jako helikaza, ktera ve spolupraci s elF4B,
rozvolituje mRNA od jejiho 5" konce [9]. Drzeni mRNA v 43S PIC je zprostiedkovano
hned dvojim zptisobem. Jednak je mRNA drZena pies jiz zminény elF4E, ktery v savéim
modelu interaguje se 7-methylguanosinovou ¢epickou, a dale dochazi k vazbé mezi PABP,
a 3" koncem, ktery je bohaty na obsah adenosinu. Jiz zminény elF3 interaguje s
komplexem tvofenym elF4F-mRNA, coz je pravdépodobné pravym vazebnym mistem
mRNA na 43S. U savct neni vylouceno, ze k vazbé mezi elF3 a komplexem elF4F
dochazi pies elF4G. Po dokonceni navazani Se 43PIC méni na 48S PIC.

Uspésnym zformovanim 48S PIC se zah4ji "skenovani" piisluiné mRNA od 5" UTR, cely
tento proces je vSak z hlediska mechanismu stéle velkou neznamou. Z né€kterych vyzkumu
uskute¢nénych s kvasinkami je patrné, ze se na podpote posouvani 48S PIC podili i eIF3
[10]. GTP, obsazeny v TC, je béhem "skenovani" Castecné hydrolyzovan na elF2 za
pomoci elF5, ale nedochazi zde jest¢ k uvolnéni anorganického fosfatu. Az v tom

okamziku, kdy se 48S PIC, a v ném na ribozomalnim P-misté ¢ekajici Met-tRNAiMet,
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komplementarn€ navaze na kodonovy triplet AUG, dojde nejprve k uvolnéni elF1, coz
zaroven umozni uvolnéni anorganického fosfatu [11]. Vzhledem k dimyslnému
mechanismu kontroly ukonéeni procesu “skenovani" se Casto v souvislosti s timto
momentem hovoii 0 kontrolnim bodu (z angl. check-point) a zaroven je elF1 oznacovan za
strazce spravného komplementéarniho sparovani kodonu s antikodonem.

S ohledem na komplexnost celého procesu je nasnadé, ze byt’ s velmi malou frekvenci, tu
jsou tzv. blizce ptibuzné (z angl. near-cognate); jako jsou napiiklad UUG, AUU, atd.

Nékdy tyto kodony zcela zamérné slouzi jako zacatek syntézy proteint. Zajimavy je v

.....

Met

aminokyselinu proteinu, je vzdy Met-tRNA;"™ [12]. Coz znamena, ze kazdy jiny zacatek

nez na AUG vyzaduje neuplné parovani bazi, mezi kodonem a anti-kodonem v misté P.

Odpoutani eIF1 a anorganického fosfitu vede ke konformacni zméné ribozomalni
podjednotky pravdépodobné zpét do jeji pavodni podoby, coz zajisti zastaveni "skenovani”
s AUG v misté¢ P, nebot’ ribozom pevné¢ semkne mMRNA v misté ur¢eném pro vazbu
MRNA zvaném “mRNA-vazebny-kanal“, ¢imz znemoZni dal$i posunovani ve sméru 5" =>
3’. Nasledna vazba vétsi ribozomalni podjednotky (60S) na 48S PIC, medovana elF5B
vyjimkou eIF1A a eIF3 [13]. Finalni hydrolyza GTP na elF5B po spravném vytvoieni
vSech "mezi-podjednotkovych mostd™ (interakci) mezi 40S a 60S pak umozni uvolnéni
elF5B spolu s elF1A. Tyto skute¢nosti vedou ke koneénému vytvoreni ribozomu (80S).

Iniciace je dokoncena a nastava nemén¢ slozity proces elongace, béhem jehoz zacatku je

......

.....

GTP pomoci elF2B, ktery je schopny vyménit guaninové nukleotidy (GEF, z angl. Guanin

nukleotide Exchange Factor) a provést recyklaci post-termina¢niho komplexu (80S).
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3.3 Eukarvoticky iniciac¢ni faktor 3

......

.....

zapocalo jiz dfive, prodélal vyzkum elF3 renesanci asi pfed patnacti lety, kdy se opét
dostal do stfedu z4jmu. Mnoho funkénich studii elF3 pochazi z kvasinek, ale mame jiz k

dispozici i prvni strukturni modely savciho elF3 (obr. 2).

levé / . \

rameno

praveé
rameno

leva
noha
~ prava
noha
pohled zepiedu - boéni pohled 7 pohled zezadu
I I 120° I 60° !

Obr. 2 Struktura savciho elF3 Kryo-elektronovou mikroskopii. Jedna se o model
sav¢iho eIF3 s rozlisenim 30A (upraveno dle [14])

Zatimco kvasinkovy elF3 obsahuje 5 esencialnich podjednotek (a/TIF32, b/PRTL,
c/NIPL, i/TIF34 a g/TIF35) [15] a jednu podjednotku vedlejsi (jJHCR1) (obr. 3, A), jeho
savCi verze obsahuje podjednotek 13, oznacenych od elF3a do elF3m (obr. 3, B). Piesné
slozeni a vzajemné "mezi-podjednotkové” interakce kvasinkového faktoru jSou jiz znamé
[16], kolem savciho eIF3 je stale jest¢ mnoho otaznikd, vzhledem k rozlicnym
publikovanym vysledkiim studia jeho slozeni a struktury. Jedna védecka skupina popsala
na zakladé hmotnostni spektrofotometrie existenci tti modula elF3, z nichz jeden, sestaven
z podjednotek a, b, i a g, zhruba odpovida funkénimu jadru eIF3 kvasinek [17]. Oproti
tomu jiny vyzkum oznadil za jadro lidského elF3 i evolu¢né nezachované podjednotky,
tedy k ptivodnim a, b, ¢, pfidal jesté nezachované e, f a h [18]. Je ziejmé, ze nejasnosti

kolem ptesného slozeni savéiho elF3 vytvaii zna¢ny prostor pro dalsi badani.
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Z funk¢niho hlediska je elF3 nezastupitelnym nejen pii iniciaci translace, ale rovnéz v
ramci post-translacnich recyklac¢nich procestt [19], ale soucasné také béhem velice

specializovaného procesu tzv. reiniciace (viz nize) [20].

A B

Obr. 3 A) Kvasinkovy elF3. Model vzajemnych interakci jednotlivych podjednotek
kvasinkového elF3 (upraveno dle [21]). B) Sav¢i eIF3. Naznaceni vSech 12 podjednotek a
jejich interakci, bez vedlejsi j podjednotky (upraveno podle [17]).

Z pohledu iniciace translace je elF3 vyuZivan hned v né€kolika krocich. Zaprvé se podili
na prevenci piedcasného navazani velké ribozomalni podjednotky na mensi podjednotku
(40S), ¢imz vytvafi prostor pro tvorbu 43S PIC. Dnes je jiz znamo, Zze mu ve vykonu této
funkce pomahaji dalsi iniciac¢ni faktory jako elF1, elF1A a dale TC [22].

Zadruhé podporuje tvorbu 43S PIC, pomaha navazat TC s podporou elF1 a elF1A na
podjednotku 40S [23]. Vzhledem k tomu, Ze u kvasinek byl izolovan MFC slozeny z elF3,
elF1, elF5 a TC, ktery se vyskytuje v cytoplasmé i bez ptimého napojeni na podjednotku
40S, je velice pravdépodobné, ze vytvoreni MFC piedchazi a usnadiiuje tvorbu 43S PIC
[24].

Ackoliv zatim neni zadny piimy dikaz o tom, Ze by vazba elF3 na elF4G byla nezbytna
pro navazani mRNA na 43S PIC v sav¢ich buikach, je prokazano, ze elF3 interaguje s
komplexem tvorenym eIF4F-mRNA, a je tedy mozné, Ze prave tato interakce je vyuzivana
pro navazani 43S PIC na mRNA [25]. Dokonce se zda, ze elF3 pfimo interaguje s mRNA,
diky své schopnosti vazat mRNA [26]. V kazdém piipadé minimalné v kvasinkach je elF3
klicovym faktorem vazby mRNA na 48S PIC. Jednou z dalsich funkci elF3 je participace

pii "skenovacich" procesech, které jsou pravdépodobné stimulovany hlavné faktory elF1 a
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elF1A. Mutace kvasinkovych podjednotek i/TIF34 a g/TIF35 negativné ovliviwje rychlost
s jakou ribozom "skenuje” mRNA a rovnéz schopnost 48S PIC rozvolnit sekundarni
struktury vytvoiené v oblasti 5¢ UTR.
AUG. Z hlediska spravného rozpoznani startovniho kodonu se ukazala jako vyznamna
vétsina podjednotek elF3, jmenovité pak ¢/NIP1, jJHCR1, b/PRT1, a/TIF32. Mutace v
jakékoliv ze zminénych podjednotek vedou ke zvySeni "zapoceti” translace na kodonech
angl. leaky scannig). K iniciaci tak muze dojit na jiném nez prvnim AUG ve sméru od
Cepicky nebo na zcela jiném tripletu. Oba chybné zacatky vedou k zaméné "Cteciho
ramce", V jejimz dusledku nezfidka kdy dochézi k "vyrob&" naprosto nepouzitelného,
nékdy i toxického proteinu [21].
komponent ribozomu (80S) po terminaci translace a usnadnuje jejich disociaci [27]. Tento
pokus byl proveden pouze in vitro. Post-transla¢ni pretermina¢ni komplex (pre-TC; z angl.
pre-Termination Complex) byl, stejné jako eukaryotické uvolnujici faktory (eRF; z angl.
Releas Factor) a elF, izolovan a purifikovan z krali¢ich retikulocytii. Vytvotily se reakéni
smési pre-TC s riznym pomérem eRF a elF a po probéhnuti reakci byl sledovan efekt na
pre-TC. Ukazalo se, ze pouze vzorky obsahujici elF3 obsahovaly ~40% disociovanych
podjednotek. To je jasnym diikazem, ze se elF3 podili 1 na recyklacnich procesech.

Pro tplnost je vhodné zminit, ze elF3 je zahrnut i v nékterych signaliza¢nich drahach,
stejné jako v regulaci bunééného cyklu [28], coZz nebude dale diskutovano, vzhledem k

zaméfeni prace na iniciaci translace.

3.4 Nejvétsi podjednotka nejvétsiho inicia¢niho faktoru: savéi elF3a

TIF32, p150, p167, p170, p180, p185, EIF3S10, elF3-theta, elF3a - vSechny tyto zkratky
faktoru 3. Gen lidského elF3 lezi na pozici 10q 26. chromosomu [29] a jim kodovany
protein se zda byt slozen ze dvou hlavnich ¢asti. Prvni doména je slozend z motivu
zvaného PCI (z angl. Proteasome, COP9 signalosom, Initiation factor), ktera je spolecna

pro nékolik podjednotek proteasomu, signalosomu COP9 a pravé elF3. Nachazi se na C-
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konci a jeji funkci je ziejmé interakce s ostatnimi podjednotkami elF3, ptipadné dalsimi
ktera ve vétsiné pripadt zodpovida za navazovani na membranové struktury, coz vedlo k
zahajeni zkoumani i této mozné vlastnosti eIF3a. Na rozdil od lidského elF3, v kvasinkach
vime mnohé o vazbach, jak na C-konec, tak i na N-konec proteinu a/TIF32. Interakce mezi
a/TIF32 a zbylymi podjednotkami kvasinkového eIF3 byly studovdny a pfinesly
nasledujici vysledky. a/TIF32 interaguje s b/PRT1 [31], ¢/NIP1 [32] a s jJHCR1[33] Co se
tyka vazby na ribozom (40S), na C-konci interaguje a/TIF32 s 18S rRNA a ribozomem. K
dal$im interakcim na C-konci dochazi mezi proteinovou malou podjednotkou RPS2 a 3, a
na N-konci dochazi k vazbé s RPSOA. elF3a je jednim z hlavnich faktora silné vazby
celého komplexu elF3 na podjednotku 40S.

Rozpoznani dvou odlisnych interakénich mist sméfovalo k podrobnéjSimu studiu
distribuce elF3a v buiice. Z vyzkumu vyplynulo, Ze distribuce elF3a je nasledujici, zhruba
20% je ptitomno ve form¢ membranové a zbytek, tedy az 80% je cytosolarni typ. Hlavnim
rozdilem dvou riiznych forem elF3a je fakt, Ze cytosolarni podjednotka je fosforylovand v
serinovych a treoninovych oblastech, ale membranova forma se vyskytuje vyluéné

nefosforylovana [34]. Inspirujeme-li se v§im, co doposud vime o funkci fosforylace v

.....

......

si tato schopnost zada dalsi zkoumani.

S kazdou z uvedenych forem se poji i specifické funkce. Krom¢ iniciace translace se
elF3a zda byt zahrnuta v procesech regulace bunééného cyklu, diferenciaci bun¢k, pfi
tvorbé stresovych granuli a v neposledni fad€ se ukazuje jeji pfitomnost v urcitych stadiich
nadorovych procest. V tomto ohledu se prozatimni vysledky riznych laboratoti rozchazi.
Napftiklad jedna skupina tvrdi, Ze elF3a se ptimo podili na vyvoji nddorovych onemocnéni
[30]. Vyskytuji se ale i védecké prace poukazujici na mozny vliv elF3a na zbrzdéni jiz
zapocatych nadorovych procest [36]. Otazka, zda je elF3a pfimo zahrnuta ve vyvoji
nadorového bujeni, ¢i zda se vyskytuje jen jako sekundarni prvek, i ptes prvni pokusy,
stale ¢ekd na své zodpovézeni.

Za zajimavy lze oznaclit proces zvany reiniciace (REI). Jde o genové specificky proces
zavisly na okolnim prostiedi bunky, respektive na stresovych faktorech. REI je popsana za
pouziti kvasinkového genu GCN4, ktery obsahuje v sekvenci pfed vlastnim genem cCtyfi

oteviené "¢teci ramce"” (ORF; z angl. Open Reading Frame) [37]. Jednd se o velice
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specialni druh "zapoceti" translace ihned po dokonceni piepisu urcitych "ORFG".
Nejefektivnéjsim se ukézal byt ORF1, po jeho precteni zlstdva mRNA seviena v
ribozomu, ktery pokracuje ve "skenovani" a pii dostatecném mnozstvi TC se tento navaze
na setrvavajici ribozom a to mu umozni zacit s iniciaci na startovnim kodonu na jednom
z dalsich "ORFU". Situace je zcela odlisna v ptipadé€, kdy jsou bunky vystaveny nedostatku
aminokyselin. Vyvolany stres zptsobi nedostatek TC. Deficience TC neumozni tak
kodonu funkéniho genu. V momenté, kdy se dostane za ORF4 a dojde k navazani TC,
spusti se translace vlastniho genu GCN4. Béhem celého procesu se ukazal byt, mimo jiné,
velmi dalezitym a/TIF32, ktery interaguje s 5° koncem ORF1[38]. Vzajemna interakce je
povazovana za stabilizaéni prvek ribozomalni podjednotky 40S [13].

Vliv a/TIF32 na iniciaci translace, homologu lidského elF3a v S. cerevisieae, byl
dukladné studovan a bylo prokazano, ze je zcela esencialni slozkou tohoto procesu [39].
Ve vztahu ke globalnimu ukolu védy v tomto oboru, to jest upevnéni lidského zdravi
u¢inngjsi 1écbou, je dals$im piirozenym krokem vyuzit nase znalosti ziskané ze studia
kvasinkového modelu pro studium komplikovangjsi, vyvojové vyssi formy elF3a, a to
konkrétné jeji lidské varianty, a jejiho tkolu v ramci iniciace translace. Nékteré skupiny
védcl, na jejichz prace jiz bylo poukazano napi. [6][8][17], se jiz n&jaky ¢as témto
Prozatimni vysledky védecké ¢innosti v tomto oboru budou uvedeny v kontextu s diskusi

vysledkd dosazenych a prezentovanych v této praci.
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4 CIiL PRACE

Veskeré dostupné informace o iniciaci translace pochazejici z kvasinek jasné ukazuji, ze

.....

Funk¢ni vlastnosti a/TIF32 jsou nezastupitelné, alesponi co se kvasinek jako modelového
organismu ty¢e, hned pro n¢kolik kroku iniciaéni drahy. Proto je pochopitelné zajimavé
srovnani vSech jiz nabytych =znalosti znasi prace s Kkvasinkami, napiiklad
[21][38][40][13][41][33], s vyvojové vys§imi organismy, kterymi jsou savci a V jejich
popiedi ¢loveék. Ma elF3a viibec né&jakou tlohu v lidské iniciaci translace? Pokud ano, coz
je témet jisté, je jeji funkce zachovana v plném rozsahu a muze byt nazyvana
"nezastupitelnou™ pro tento proces? Jaka je jeji struktura? Jaké umoziuje interakce s
proces.

Je tedy jesté mnoho bilych mist na mapé iniciace translace a lidské elF3a.

Tato prace si proto klade za cil zacit s podrobnym zkoumanim ulohy eukaryotického
na pocatku zvolena metoda "RNA interference”, ktera snizenou expresi elF3a, umozni
porovnat z riiznych pohledd stav bunék, u kterych "bézi" vSe za normalnich podminek s
témi, které maji nedostatek elF3a.

Za prvni velice dilezitou metu lze proto povazovat samotné U¢inNé navozeni snizeni
exprese elF3a.

Hlavnimi vytyCenymi cily této prace je tedy zmapovat, zda ma elF3a vliv na
zivotaschopnost bun€k, a pokud ano, zaméfit se na velmi pravdépodobnou souvislost
s narusenim hladkého prabehu iniciace translace. Z toho vyplyva, ze nasledujicim ukolem
bude naptiklad zjistit, zda v bunkach s defektem v expresi elF3a translace probiha, ci
nikoliv. Celkovy translacni proces bude z hlediska iniciace translace zkouman analyzou

tzv. polysomovych profilt.
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Laboratorni vvybaveni:

Beckman Coulter Allegra® X-15R Centrifuga, rotor SX 4750A
Beckman Coulter DU®530 Life Science UV/VIS Spectrophotometer
Beckman Coulter optima™L-90K Ultracentrifuga, rotor SW 41
BioComp Gradient Master

Bio-Rad Criterion Cell

Bio-Rad Mini-Sub Cell GT Cell

Bio-Rad PowerPac Basic power supply

Bio-Rad PowerPac HC power supply

Bio-Rad PowerPac Universal power supply

Bio-Rad Wide-Sub Cell GT Cell

Biosam Multi-spin

Biosan Bio 3D Multi

Biosan Centrifuga/vortex Multi Spin MSC-300

Biosan Mini Rocker MR-1

Biosan Multi RS-60 Rotator

Brandel BR-188 Density Gradient Fractionation System
Eppendorf Centrifuge 5414D

Eppendorf Thermomixer Comfort

Eppendorf centriftiga 5702

Foxy Jr. UA-6 UV/VIS detector



Labnet Spectrafuga 24D

Marienfeld profesional 0,100 mm skli¢ko s po¢itacimi komutrkami
Niive bath nb20 vodni lazen

Sanyo CO, inkubator 37°C, 5%CO,

Scientific Industries Vortex genie 2

Syngene G:BOX iChemi detektro chmiluminiscence

Telstar Bio-11-A flowbox

Thermo Scientific NANO DROP 200 spektrofotomet

TECAN Sunrise spektrofotometr

5.2 Chemikalie

2-(2-[4-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)phenoxy]ethoxy)ethanol (IGEPAL) (Sigma)
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT) (Sigma)
BCS - Biodegradable counting scintillant (Amersham Bioscience)

Bradford 5X Protein assay (Bio-Rad)

Criterion TGX™, 4-20% Tris-HCI, 1mm, 12+2 Well Comb, 45 ul (Bio-Rad)
Cyklohexamid (Sigma)
Dithiothreitol (DTT) (Sigma)

DMEM-High Glucose (4,5 g/l) with Gluthamine (z angl. Dulbecco/Vogt Modified Eagle's
minimal essential Medium) (PAA: The cell culture company)

Dodecylsulfat sodny (SDS), roztok 20% (Sigma)

EasyTag™ Methionine-L-[**S] 1175Ci/mmol (PerkinElmer)
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EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina) -free Complete Protease Inhibitor Mix tablety
(Roche)

Ethidium bromide (Serva)

Fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF) (Serva)

Fosfatovy pufrs 0,15 M NaCl (PBS fedény 10x) (Bio-Rad)
Instan¢ni odtuénéné mléko "Instant nonfet dry milk™ (Nestlé)
INTERFERiIn™ (Polyplus transfection)

Leupeptin (Sigma)

Methanol (Lach-ner)

ON-TARGET plus SMART pool, human elF3a (Thermo scientific)
PBS fosfatovy pufr s 0,15M NaCl (PAA:The cell culture company)
Pepstatin (Sigma)

Primarni protilatky: o-Tubilun, elF3Db, elF3j a RPS14 (Santa Cruz), elF3a (Cell Signaling)
Pufr s Tris (TBS fedény 10x ) (Bio-Rad)

Sacharéza (Fluka)

Sekundarni protilatky: ECL™ Aanti-mouse 19G Horseradish Peroxidase linked whole

antibody (form sheep) 1ml

ECL™ Anti-rabbit 19G, HRP-linked whole antibody (from donkey)
(GE Healthcare)

siRNA interferujici a neinterferujici (Thermo science)

Substrat pro kienouvou peroxidazu (kit SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity
Substrate) (Thermo Scientific)

TBS pufr (z angl. Tris-Buffered Saline)

Teleci sérum (FBS; z angl. Fetal Bovine Serum) (PAA: The cell culture company)
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Trichloroctova kyselina 14,3g/10ml
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) (Serva)

Tris-Glycinovy pufr desetkrat fedény (10x fedény TG) (Bio-Rad)
Triton X-100 (Sigma)

Trypsin (PAA:The cell culture company)

Tween 20 (Sigma)

-Mercaptoethanol (Sigma)

5.3 Roztoky

Z komer¢né dodavanych chemikalii se v laboratofi vyskytuji nasledujici roztoky,
pouzivané v experimentech, pfipravené laborantkou:

"nanaSeci" pufr s dodecylsulfaitem sodnym (SDS) pro elektroforézu 6x fedény: 3,3 ml 1 M
Tris (pH 7,5); 6 ml glycerol; 1,2 g SDS; 150 ul B-ME, bromofenolova modfi.

pufr A: 20 mM Tris-HCI (pH 7,5); 50 mM KCI; 10 mM MgCl,
pufr B: 20 mM Tris-HCI (pH 7,5); 50 mM KCI; 10 mM MgCly; 45% sachar6za

pufr C: (lyze bungk): 25 ml pufru A; 5 mM NaF; 1 mM DTT; 1 mM PMSF; 1 ug/ml
Aprotinin; 1 ng/ml Leupeptin; 1 ug/ml Pepstatin; 1 tableta "Complete EDTA-free Protease
Inhibitor Mix"

pufr K "blotovani" : 700 ml dH,O; 200 ml methanol; 100 ml 10X fedéného TG

pufr k promyvéani membran TBS-T pufr: TBS pufr; 0,1% Tween 20

pufr pro elektroforézu (SDS-PAGE pufr) : TG; 0.1% SDS

roztok 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromidu pro MTT test: 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium v PBS 5 mg/mi
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roztok pro rozpusténi formazanovvych krystala pit MTT testu ( test Zivotaschopnosti bunék

vyuzivajici 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid): Isopropanal, 0,1%
IGEPAL pH 4,5; 4 mM HCI

5.4 Metody

5.4.1 Udrzovani buné¢nvch linii a prace s nimi

Bunééna linie HEK (z angl. Human Embryonic Kidney), piesnéji HEK293T, je buné¢nou
linii odvozenou z lidskych embryonalnich bunék ledvin. Upraveni na "nesmrtelnou” linii
probéhlo v laboratofi doktora Franka Grahama [42], ktery infikovanim buné€k adenovirem,
navodil inserci 4-5 kilobazi virové genetické informace do lidského genomu. Cislo 293 za
zkratkou pochazi ze zvyku doktora Grahama, Cislovat si experimenty. Bunééna linie je jen

semi-adherentni, coz zna¢n¢ ovliviiuje protokoly vSech experimentu.

Bunécnd line HelLa (nazev pochdzi z prvnich dvou pismen jména a pfijmeni Zeny, ze
které byl odebran vzorek tkané rakoviny délozniho ¢ipku) je jednou z nejpouzivanéjsich
bunéénych linii v laboratofich, pochazejici z nadoru délozniho ¢ipku. Byla to pravé tato
bunééna linie, ktera jako prvni umoznila experimenty in vitro. Proto vétSina informaci o
bunééném cyklu, proliferaci a diferenciaci pochazi pravé ztéto bunécné linie, hojné
vyuzivané i pies svou pon¢kud kontroverzni minulost [43]. Vzhledem ke své velmi dobré

adhezi, je prace s bunécnou linii snadnéjsi, nez S bunécnou linii HEK.

Bunééné linie, na kterych je tato prace provedena pochézeji od jinych védeckych skupin
Akademie véd CR. Linie je mozné uchovavat v tekutém dusiku a rozmrazit je v piipadd
potieby. Udrzovani linii vyzaduje box slaminarnim proudénim vzduchu. Nutné je

dodrzovat sterilni prostiedi a pouzivat rukavice na veskerou praci.

Piiprava bunék k praci:

Ve vodni 1azni jsme nechali 15 min. ohfat médium (DMEM+10%FBS) pii 37 °C. Po
uplynuti 15-ti minut jsme pipetovali 20 ml piedehfatého média do kultivaéni lahve

(75 cm?). Vyndali jsme zmrazeny vzorek bungk z tekutého dusiku a dali jej do vodni 1azn&
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majici 37 °C. Thned po rozehtati jsme bunky pipetovali do pfipravené kultivacni lahve

S médiem.

"Pasazovani" bunék a pfiprava urcitého poctu bunék k experimentum:

Do vodni lazné pii 37 °C jsme dali na 15 min. ohiat fosfatovy pufr s NaCl (PBS) a
kultivaéni médium (médium DMEM) s 10% teleciho séra (FBS), (viz Material a metody
kapitola 5.2). Po uplynuti 15-ti minut jsme nejprve odsali médium z kultivaéni lahve s
bunkami a dale do ni pipetovali 8 ml ohfatého PBS, a odsali jej. Timto zptisobem jsme
buniky omyli a postup zopakovali jesté jednou. Do kultivacni ldhve s bunikami jsme
pipetovali ptislusny objem 0,25% trypsinu tak, aby pokryl dno nadoby, ve které je tkanova
kultura (2 ml do 75 cm? kultivacni lahve).
Déle se protokol odviji dle ucelu, zda jde o "pasazovani", ¢i o ptipravu presného mnozstvi
bunék:

adl. "Pasazovani": V piipad¢, kdy bylo dno vychozi kultivaéni lahve pokryto bunikami
ze 100 %, jsme pipetovali z kultiva¢ni 1ahve s buitkami uvolnénymi z povrchu trypsinem
200 pl bunék do nové kultivaéni ldhve s 25 ml pfedehiatého média.

ad2. Ptiprava piesného mnozstvi bunék: Poté co se buniky po pfidani trypsinu
"zakulatily" a uvolnily z povrchu, jsme je pipetovali do zkumavky s 20 ml ptedehiatého
kultivaéniho média (DMEM) s 10% telecim sérem. Pomoci pipety (nasavani a odsavani
bungk s roztokem) jsme smés homogenizovali. Z vytvorené suspenze jsme pipetovali 10 pl
na mikroskopické sklicko s pocitaci komirkou a pod mikroskopem spocitali mnozstvi
bunék. Dale jsme ze zkumavky s 20 ml media s buiitkami pipetovali objem, odpovidajici
poctu bun¢k pottebnych k experimentu, do nadoby vhodné pro experiment. Vzdy byl

dodrzen kone¢ny objem média dle kultiva¢ni nadoby, viz tabulka 1.

Tab. 1 Prehled finalnich objemu pro kultivaci bunéénych linii v rozdilnych
kultiva¢nich nadobach

o, kulty. Lahev kulty. miska 6-jamkova 24-jamkova
kultivacni nddoba 75 cm’ 15 ml desticka desticka
objem média (ml) 20 14 2 [ jamku 0,5 /jamku
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5.4.2 Popis metody vedouci k transfekci bunék siRNA

Chceme-li sledovat vliv snizeni exprese elF3a na fyziologicky stav bunék, je nutné
nejprve tuto snizenou expresi bunkam “navodit”. K tomuto Gcelu bylo vyuzito metody
interference kratkych interferujicich RNA (siRNA; z angl. Short Interfering RNA). Tato
metoda je zalozend na schopnosti malych Gsekii RNA komplementarné se vazat na cilovou
Cast jiz existujicich mRNA, a tu timto "odsoudit™ k rozstépeni v mistech navazani. Ackoliv
jsou znama obecna doporuceni, jak transfekéni "mix" pfipravit, je nutné si pro kazdou
SiRNA a podminky, které jsou pouzity (jako naptiklad v jakém kultiva¢nim nadobi a jaky
pocet bunék je uréen k transfekci) ovéfit funkénost "mixu”. To se provadi metodou
"Western blot", ktery je popsan nize. Samotné hledani podminek transfekce je pomérné
zdlouhavy, le¢ nevyhnutelny proces. Po stanoveni podminek jsou tyto pouzivany pro
transfekci bunék pti kazdém experimentu. Jako negativni kontrola se vyuziva siRNA, ktera
neobsahuje zadné komplementarni Gseky (ntRNA; z angl. Non Targeting RNA), s pouzitou
mRNA. Pro vSechny experimenty je v kazdém piipad¢ provadéna kontrola, zda opravdu

doslo ke snizeni hladiny elF3a proteinu a to opét metodou "Western blotu™.

Priprava transfekéniho roztoku:

Do dvou zkumavek, kazda pro jednu siRNA, jsme pipetovali vSechny chemikalie v
zavislosti na pouzité kultiva¢ni nadobé, viz tabulka 2. Vzdy bylo dodrzeno, Ze byl

interferin ptidan az jako posledni. Po ptipravé "mixu” jsme jej nechali stat pfi laboratorni

teploté 10 min.

Vlastni transfekce bunék:

Do ptipravenych kultiva¢nich nadob s bunkami (viz vyse) jsme po kapkach pipetovali
ptislusny objem transfekéniho "mixu" (viz tabulka 2) a celé lehce zamichali. Nasledujici
den po transfekci jsme piidali stejny objem média, jak je uvedeno v tabulce 2, ve sloupci

médium/jamku, dle pouzité kultivacni nadoby.
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Tab. 2 Pipetovaci schéma k pripravé transfekéniho mixu

pocateéni objem | objem komponent transfekéniho mixu koncentrace
nadoby (ml) (ul) SiRNA (nM)
kultiva¢ni 1 médium/jamku = objem . buniky | bunky
nédoba médium "mixa" dobungk | NTERFERIN | el 2 | HEK
6-jamkova
Jesticka 0,5 200 11 1 10
24-jamkova
desti¢ka 2 100 2 . 10
15ml kultiv. 14 1000 75 5
miska

5.4.3 Extrakce bunééného obsahu

Nejprve jsme dvakrat promyli buniky v kultiva¢ni nadobé 8 ml fosfatového pufru s NaCl
(PBS) (viz kapitola 5.2). Poté jsme pipetovali takové mnozstvi PBS, aby piekryvalo
tkanovou kulturu. Pomoci stérky jsme seSkrabali bunky z povrchu kultiva¢ni nadoby a
centrifugovali 5 min. pii 2000 rpm pii 4°C. Slili jsme supernatant a pipetovali 30 ul
lyza¢niho pufru C (viz kapitola 5.3) s 1%Triton-X-100 (objem pufru je zavisly na mnoZzstvi
pelety a je mozné jej navysit). Buniky jsme nechali stat s pufrem pfi laboratorni teploté 15
min., za ob¢asné¢ho promichani pomoci vortexu. Dale jsme centrifugovali pti 13500 rpm
po dobu 10 min. pii 4°C. Supernatant byl extraktem buné¢ného obsahu. V pfipadé, kdy s
bunénym extraktem nebylo ihned pracovano, byl tento prudce zmrazen tekutym dusikem

a uloZen pii -80°C.

5.4.4 Elektroforéza s pouzitim polyakrylamidového gelu v pritomnosti

dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE)

Na rozdil od nativni elektroforézy, kde jsou bilkoviny separovany dle svého naboje
Vv elektrickém poli, dochazi v ptipadé SDS-PAGE (z angl. Sodium Dodecyl Sulfate
PolyacrylAmide Gel Electrophoresis) kud€leni zaporného naboje vSem bilkovinam
detergentem SDS. Putovani zaporné nabitych bilkoviny poréznim gelem je tudiz ovlivnéno

pouze jejich molekulovou hmotnosti.
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Protokol SDS-PAGE :

1)Piiprava vzorki

Po extrakci bunééného obsahu jsme v ném stanovili mnozstvi proteinu vyuzitim metody
Bradfordové [44]. K 1 ml roztoku ¢inidla dle Bradfordové jsme pipetovali 1 pl bunééného
extraktu. Vznikly roztok jsme diikladné promichali a méfili absorbanci pii 595 nm. Dale
jsme piipravili z kazdého bunécného extraktu dva 20 pl vzorky obsahujici 30 a 60 g
proteinu. Toho bylo docileno pipetovanim odpovidajiciho mnozstvi bunéného extraktu,
dle namétenych hodnot absorbance, k destilované vodé¢ tak, aby ve vysledku bylo v
mikrozkumavce 20 ul. K takto pfipravenym vzorkiim jsme pipetovali 6 pul "nanaseciho”
pufru pro SDS-PAGE. Vzorky jsme nechali v "termo-blo¢ku" 5 min. pii 95°C. Vzorky
byly ptipraveny bud’ k okamzitému nanaSeni na gel, nebo bylo mozné je uchovat pii -20°C
k pozdé€jsimu uziti. V druhém piipad¢ je nutné je pfed nanasSenim opétovné ohtat v "termo-

blocku", viz vyse.

2) Vlastni elektroforéza

Komer¢né dodavany gel, jsme vyjmuli z ochranného pouzdra, vyndali hiebinek a odstranili
ochrannou folii. Gel v plastové formé jsme omyli destilovanou vodou a vsunuli jej do cely
pro SDS-PAGE, kterou jsme nejprve napustili Tris-glycinovym pufrem o pH 8,3 (viz
kapitola 5.2) s 0,1% SDS (viz kapitola 5.3.) Stejnym pufrem jsme "napustili" i horni ¢ast
plastové formy na gel. Pfipravené vzorky jsme nanesli do jamek tak, Ze jsme do prvni a
posledni jamky pipetovali marker (nejlépe tak, ze do prvni 10 ul a do posledni 5 pl, pro
snadnou orientaci pfi pozd¢€j$i manipulaci s gelem). Uzavienou celu jsme ptipojili ke zdroji
a nechali "prob&éhnout” elektroforézu pii 200 V. Elektroforézu jsme ukoncili v momentg,
kdy ¢elo nanesenych vzorkd dosahlo spodni hranice gelu. Ten jsme pak vyjmuli z cely a
omyli destilovanou vodou. Rozlomili jsme plastovou formu na gel a ten otizli po obvodu.

Gel je po elektroforéze vyuzit v nasledujici metodé "Western blot™.

5.4.5 Metoda "Western blot"

Metoda je urCena k ovéfeni pritomnosti proteinu interakci se specifickou protilatkou.
Jelikoz jsou v gelu obsaZeny jen proteiny se zapornym nabojem, je mozné je po vertikalni

elektroforéze prenést horizontdlnim zplisobem z gelu na nitrocelulosovou membranu,
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pasobenim kladné nabité anody. Membranu s pfenesenymi proteiny je nutné “zablokovat"
proti navazani dalSich nezadoucich proteini pfidanim né&jakého levného proteinu, ktery se
navaze na mista, kde zatim neni Zedny protein. Toto vede k dosazeni lepSich vysledk pfi
méieni. "Zablokovand" membrana je dale rozd€lena na Casti dle velikosti o¢ekdvanych
proteintl a tyto jsou zataveny do folie s primarni protilatkou proti detekovanému proteinu.
Po inkubaci s primarni protilaitkou jsou vSechny pruhy omyty a dale inkubovany
v sekundarni protilatce, kterd je specifickd proti primarnim protilatkdm pochazejicim ze
stejného organismu a je konjugovéna s peroxiddzou. Pfiddnim substratu enzymu
peroxidazy dochazi kchemické reakci vedouci k produktu, ktery vykazuje
chemiluminiscenci, jiz je mozné detekovat. Detekce probiha v komote G:boxu. G:box
obsahuje kameru, kterd je schopnd detekovat vyzafenou energii chemiluminiscenci.
Hodnota stanovené chemiluminiscence je pak pfimo tmérnd mnozstvi detekovaného
proteinu. Ke kvantifikaci proteinu (viz nize) slouzi piislusné programy jako image J, nebo
Quantiti One. V této praci byla veskera kvantifikace proteinu provadéna programem
Quantiti One (1-D Analysis Software, Life Science Research: Bio-Rad)

Kvantifikace proteini:

Pro kontrolu sjednoceni "nanasky" proteind byl pouzit a-tubulin , jehoz hladina se
nemeéni, a tudiz se da pouzit jako normalizacni protein. K nému byla vztahovana mnozstvi
elF3a v bunééném obsahu s navozenou "depleci" elF3a a mnoZstvi elF3a bunétného
obsahu z kontrolni skupiny. Takto normalizovand mnozstvi elF3a byla mezi sebou

porovnana pro ziskani ptehledu o G¢innosti transfekce.

Protokol metody "Western blotting':

Pufr na "blotovani" (viz kapitola 5.3) jsme nalili do dvou misek. Do jedné jsme ponofili
Ctyii "blotovaci” houby a do druhé membranu se dvéma filtracnimi papiry Whatman. Cela
"blotovaci" aparatura se sklada z elektrod, dvou miizek a dale ze ¢tyi "blotovacich™ hub.
Sestaveni "blotovaci" aparatury je nasledujici. Na dno plastové nadoby k "blotovani” jsme
umistili kovovou desku, slouzici jako katoda, dale miizku a na ni dvé houby nasaklé
"blotovacim™ pufrem. Gel pochazejici z SDS elektroforézy jsme opatrné prenesli na
filtra¢ni papir Whatman. Ten jsme umistili na jiz z poloviny sestaveny "blotovaci” aparat,
gelem vzhiru. Gel jsme ptevrstvili membranou, bubliny vzniklé mezi gelem a membranou

jsme odstranili valeckem. Membranu jsme prevrstvili druhym filtracnim papirem Whatman
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a odstranili bubliny stejn¢ jako v pfedchozim kroku. Dale jsme sestavili druhou polovinu
"blotovaci" cely. Prozatimni aparaturu s gelem, membranou a filtranimi papiry jsme
piekryli dvéma "blotovacimi" houbami, dolili "blotovaci" pufr po okraj cely, poté jsme
pridali miizku a navrch celého aparatu jsme umistili druhou kovovou desku, slouzici jako
anoda, s ochrannym plexisklem. Cely systém jsme zasunuli do plastového obalu blotovaci
cely. Tu jsme ptipojili ke zdroji elektrického proudu a nechali 1,5 hod. bézet pti 25 V a cca
2 A pii 4°C. Rozebrali jsme aparaturu a membranu vlozili do misky s 5% roztokem
odtu¢néného mléka s TBS-T (viz kapitola 5.3) a nechali hodinu tiepat. Po uplynuti jedné
hodiny jsme membranu vyjmuli a vlozili ji do ochranné foélie. Membranu jsme
horizontaln¢ natezali na C¢asti tak, aby kazdy prouzek obsahoval ocekavany protein.
Informaci, kam byl odekavany protein unesen, jsme zjistili pomoci markeru. Casti
membrany jsme vyndali z félie a oznacili je. Kazdou ¢ast jsme pak zatavili do folie a
pridali pfislusnou primarni protilatku. Pfed zatavenim jsme odstranili pfipadné bubliny.
Casti membran jsme nechali tiepat pres noc pii4°C. Nasledujici den jsme vyndali
membrany z folie do roztoku TBS-T (primarni protilatky jsme, pro pozdéjsi pouziti, vratili
do zkumavek, které uchovavame pti -20°C). Membrany jsme nechali tiepat dvakrat po 10
min v TBS-T. Dale jsme slili TBS-T a ptidali roztok TBS-T se sekundarni protilatkou
ziedénou v poméru 10000:1, pro celkovy objem 10, ¢i 50ml v zavislosti na poctu prouzki.
V sekundarni protilatce jsme membranu nechali tfepat 1 hod.. Nasledovalo promyti tfikrat
5 min. v TBS-T. Poté jsme ¢asti membrany poskladali na folii tak, aby vytvofily ptivodni
membranu. Smichali jsme "vyvolavaci" roztoky, obsahujici substrat ECS (z angl.
Enhanced Chemiluminiscent Substrate), z "kitu™ (SuperSignal West Femto Maximum
Sensitivity Substrate). Roztok jsme rovnomérné pipetovali na sestavenou membranu a
nechali 1 min. plsobit. Uzavienou folii jsme dali vyvolat do G-boxu (viz tivod této
kapitoly) pti expozi¢nich ¢asech 1, 3, 7, 21 s a dale 1, 3, 7, 14 min. K nastavenym ¢asim
se vzdy pficital ¢as predchozi expozice. Vyvolani poskytlo digitalizovany obrazek
detekovaného kvanta energie, které je piimo imérné mnozstvi proteinu, ¢imz umoziuje

jeho kvantifikaci (viz predchozi kapitola).
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5.4.6 Sledovani zivotaschopnosti (viability) bun&k experimentem vyuzivajicim
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT test)

Princip metody spociva v redukci 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium
bromidu (MTT) na formazan (obr. 4). Zatimco MTT je zluta, ve vodé rozpustna
sloucenina, redukovand forma této latky ma vyrazné fialové zbarveni a je ve vod¢
nerozpustnd. K redukci dochazi pfi bunééném dychani, v mitochondriich, mitochondridlni
dehydrogenédzou z ¢ehoz plyne, Ze tohoto procesu jsou schopné jen zivé bunky. Intenzita
fialového zbarveni je pfimo imérnéd poctu zivych bunék a k jejimu pfesnému stanoveni se
vyuziva spektrofotometrické meéteni. Formazan tvoii krystalky, které poskodi integritu
bunky, dojde tedy béhem experimentu k jejich likvidaci a neni mozné je dale pouzivat.

Cely prubéh experimentu je nasledujici. "Zaockuje " se pesny pocet bunék, nasledny den
se provede jejich transfekce, jak siRNA pro snizeni genové exprese a podjednotky, tak i
negativni kontrolou v podobé kratkych neinterferujicich RNA. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT) je rozpusténa v PBS (viz kapitola 5.3) a roztok se
pipetuje do bun€k. Po inkubaci provadime vlastni spektrofotometrické stanoveni.
Dodrzovani stejnych podminek kazdy den umoZiluje pozorovat jednak rozdil v poctu
zivych bunék u obou transfekovanych skupin, ale navic jesté i porovnani celkové bunécné

proliferace srovnanim absorbance roztoku formazanu v jamkach desticky pii 595 nm.

N—N /@ Redukce mitochondrialni

i dehydr ]

C : y | ydrogendzoun . _NH
N=N I

N
Br~ +K/ NJNfN/

MTT formazan

Y

Obr. 4 Schéma reakce vzniku formazanu. Reakce prezentuje proces odehravajici se v
mitochondriich, kde je pfi bunééném dychéni Zluty MTT pteveden na fialovy formazan,
ktery je spektrofotometricky stanovitelny a pfimo tmérny mnoZzstvi Zivotaschopnych
bunck.

Protokol MTT testu:

Odsali jsme médium z jamek 24-jamkové desticky s bunkami. Pfipravili jsme si smés pro
MTT test. Ta se sklada z 5 objemovych dilt kultiva¢niho média (DMEM) a 1 objemového
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dilu roztoku ur¢enému pro MTT test (viz kapitola 5.3). Objem smési jsme pfipravili tak,
aby odpovidal poctu "zaoCkovanych™ jamek 200 ul smési/jamku. K buiikdm jsme pak
pipetovali 200 ul smési. Inkubovali jsme 3,5 hod. v inkubatoru pii 37°C. Nasledujici
postup se lisil podle pouzité bunécné linie:

Pro bunécnou linii HeLa: Odsali jsme smés kultivacniho média s 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-difenyltetrazolium bromidem rozpusténym ve fosfatovém pufru (viz kapitola 5.3).
Buriky jsme omyli 10 ml fosfatového pufru (PBS). K omytym piisedlym buiikdm jsme
pipetovali 200 ul MTT detergentu (viz kapitola 5.3).

Pro HEK bunécnou linii: Pipetovanim jsme pievedli cely obsah jamky s buiitkami do
mikrozkumavky a centrifugovali 5 min. pti 2000 rpm za 4 °C. Opatrné jsme odstranili
supernatant a promyli peletu 200 ul 1xPBS. Opét jsme centrifugovali za stejnych
podminek. Supernatat byl odstranén a k peleté jsme piidali 200 ul MTT detergentu (viz
kapitola 5.3).

Nasledoval postup spole¢ny obéma liniim. Jednotlivé vzorky jsme pipetovali do jamek 96-
jamkové desticky s plochym dnem jamek, kterd je vhodnd k spektrofotometrickému
stanoveni roztoku formazanu. Proméfili jsme absorbanci roztoku formazanu v jednotlivych

jamkach spektrofotometrem Sunrise od firmy TECAN pii vinové délce 595 nm.

5.4.7 Inkorporace **S-methioninu do syntetizovanych proteinti

Dals$im krokem nasich vyzkumu bylo stanovit zménu mnoZstvi syntetizovanych proteind
v bunkach po transfekci v porovnani s kontrolni skupinou bun¢k. K tomuto ucelu jsme
vyuzili inkorporaci zna¢eného methioninu do nové vznikajicich proteint. Pokud MTT test
odhali odumirani bun¢k s "depleci" elF3a, je tieba zjistit podstatu snizeni zivotaschopnosti.
Inkorporace **S-methioninu podavé prvni informaci 0 mozné souvislosti elF3a s regulaci
translace. V principu zde jde o vystaveni bun¢k nedostatku methioninu, coz zptsobi
pozvolné zastaveni translace, pridanim média se znacenym methioninem zacnou buiky
okamzité syntetizovat protein. Pak uz jen stac¢i oddélit od sebe vzniklé proteiny a zbyvajici
zna¢eny methionin, ktery nebyl do proteinu "zabudovan”. Toho je docileno vysraZzenim
proteinti. Dale se pracuje pouze s precipitovanymi proteiny, a tedy se vyhodnocuje

material, ve kterém je mnozstvi zna¢eného methioninu umérné mnozstvi proteinu.
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Pro préci s radioaktivitou je nutné absolvovat kurz. Vzdy je nutné dodrzovat veskeré
legislativni pfedpisy pro praci s radioaktivnim materidlem. Likvidace pevného i kapalného
materialu, ktery piiSel do styku s radioaktivitou, se provadi dle zakonnych norem. *°S je
zafi¢ s poloc¢asem rozpadu 87 dni, jde o zafi¢, k jeho odstinéni slouzi tenka vrstva
plexiskla. K pifenosu materialu, kupiikladu k méfeni celkového mnozstvi znaceného
proteinu, je mozné vzorky umistit do specialniho uzaviratelného plexisklového boxu.
Béhem prace se znac¢enym methioninem je nejvice rizikova inhalacni intoxikace a dale pak
piimy kontakt s pokozkou. Proto je vhodné provadét praci v mistnosti s klimatizaci, nebo
pokud je to mozné, pfimo v digestofi. Pouzivani rukavic je samoziejmosti. Takovymi
ptedpisy jsme se drzeli 1 v naSich experimentech.

Vlastni méfeni bylo provadéno pracovniky laboratoie radiometrického odd¢€leni
Fyziologického ustavu Akademie v&d CR. Likvidace radioaktivniho odpadu byla

provadéna tamtéz.

Protokol inkorporace **S-methioninu:

Odsali jsme kultiva¢ni médium z jamek s buiikami a pipetovali do prazdnych jamek 200 pl
kultivacniho média DMEM bez methioninu. Jelikoz médium neobsahuje ani glutamin,
bylo nutné jej pfidat. Glutamin byl pipetovan do média tak, aby jeho finalni koncentrace
byla 33 mM. Buiiky s médiem bez obsahu methioninu jsme inkubovali 2 hodiny

Vv inkubatoru pti 37 °C. Po inkubaci jsme odsali médium a pipetovali do jamek s buiitkami
50 ul "mixu" média bez methioninu s **S-methioninem, do finalni koncentrace 2 pCi/100
ul. Nasledovala inkubace 1,5 hodiny. Po inkubaci jsme provedli extrakci bunééného
obsahu, jak je popsano v kapitole 5.4.3. Metodou dle Bradfordové [44] jsme zjistili
mnozstvi proteinu v jednotlivych bunéénych extraktech. Dle zjisténych hodnot jsme
ptipravili vzorky o stejné koncentraci proteinu, které jsme doplnili pufrem C (viz kapitola
5.3) do 50 pl. Ke kazdému vzorku jsme pipetovali 110 ul destilované vody a dale 40 pl
kyseliny trichloroctové. Vzorky jsme promichali a nechali inkubovat pies noc pii 4 °C.
Nasledujici den jsme smés centrifugovali 5 min. pii 14000 rpm pii 4 °C. Peletu jsme
promyli tiikrat 1 ml ledové vychlazeného acetonu. Po promyti jsme peletu vysusili v
"termo-blocku" pii 95 °C. Pro rozpusténi pelety jsme k ni pipetovali 500 pl destilované
vody a michanim, za pouziti vortexu, jsme peletu rozpustili. Bylo-li to potieba, byly
vzorky zahtivany, aby doslo k uplnému rozpusténi pelety. Dale jsme do zkumavek

ur¢enych k méteni radioaktivity davkovali 10 ml scintila¢niho roztoku a ptidali k nému
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obsah mikrozkumavek s rozpusténou peletou. Vse jsme dikladné uzavteli a piedali
pracovnikiim radiometrického oddé€leni, ktefi provedli vlastni méfeni a likvidaci

radioaktiviniho materialu.

5.4.8 Piiprava vzorku a spektrofotometrické méieni polysomovvch profila
bunék Hela

Tento experiment se pouzivé, pokud vysledky inkorporace **S-methionin prokazou vliv
"deplece" elF3a na syntézu proteind. Pak je tieba se "podivat” na celkové rozlozeni
volnych ribozomalnich podjednotek, ribozoma (80S) a polyribozomt v ramci
"polysomového profilu”. Diky gradientové centrifugaci je lze snadno oddélit a dale je
detekovat pomoci UV pritokové spektrofotometrie. Vzhledem k nutnosti pouziti vétsiho
mnozstvi materialu z bunéénych lyzatd, je potieba prejit ke kultivaci ve vétsich objemech a
tedy i najit nové podminky pro transfekci bunék siRNA. Po ni nasleduje vzdy jiz zminéna
extrakce bunééného obsahu. V ptipadé sledovani polysomu, je dulezité zménit protokol
extrakce bunécného obsahu. Ribozomy se nenachézeji nejen ve formé malé podjednotky
(40S), velké podjendnotky (60S), nebo komplexniho ribozomu (80S), ale samoziejmé se
na jednom vldknu mRNA vyskytuje i vice ribozomll s navdzanym, rtzné¢ dlouhym
proteinem. JelikoZ chceme pozorovat vSechny formy, je nutné zachovat vSechny ribozomy
ve stavu, ve které se pravé nachazeji. V opacném piipadé "dobéhnou" vSechny do konce
translace a jde rozlisit jen jejich zakladni stavy. Proto se pfed a béhem extrakce bunééného
obsahu ptidava cyklohexamid, ktery “zastavi" proteosyntézu. Ziskany bunécny extrakt je
podroben ultracentrifugaci v sachar6zovém gradientu 5-45% sacharozy. Po "ustaleni"”
frakci v gradientu ultracentrifugaci, je tento méfen pritokovym UV spektrofotometrem.

Vystupem experimentu je graf znazornujici frakce riznych forem ribozomd.

Protokol experimentu:

1) Extrakce bunééného obsahu s cyklohexamidem

Do kultivacni nadoby s bunkami jsme pfidali roztok cyklohexamidu tak, aby finalni
koncentrace byla 100 pg/ml. Poté jsme médium s cyklohexamidem odsali a bunky promyli
dvakrat 10 ml roztoku PBS s cyklohexamidem, ktery je pfipraven tak, aby finalni

koncentrace cyklohexamidu byla 100 pg/ml. Dale jsme postupovali jako pii klasické
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extrakci bunééného obsahu (viz kapitola 5.4.3), jen se k peleté po prvni centrifugaci piida

pufr C s cyklohexamidem o koncentraci 100 pg/ml.

2) Ptiprava gradientu na pfistroji "Gradient Master"

Nejprve jsme sestavit aparaturu "Gradient Masteru™. Piipravili jsme 5% roztok sacharozy.
Pro 4 vzorky bunécnych extraktd jsme pouzili nasledujici chemikalie: 24 ml pufru A, 3ml
45% pufr B, 27 ul 1M DDT (viz kapitola 5.3). Oznacili jsme vzdy polovinu zkumavky
urcené ke tvorbé gradientu a umistili je do "Gradient Masteru™. Pipetovali jsme nejprve 5%
roztok sacharozy po naznacenou rysku, tedy piesné do poloviny zkumavky. Ponofili jsme
jehlu davkovace az na dno gradientové zkumavky s 5% roztokem a davkovacem piidali
45% pufr B az k hornimu okraji. Koncentrovanéjsi roztok sachar6zy vytla¢i ten méné
koncentrovany vzhiru a sam zustane v dolni poloving. Dulezité je zabranit vzniku bublin v
gradientu, které by mohly vést ke zkresleni vysledku. Zkumavky jsme uzavieli zatkami. V
ptipravenych zkumavkach vznikne gradient centrifugaci po spusténi "Gradient Masteru™.
Po ustaveni gradientu jsme zkumavky vyvazili a nechali stat pfes noc pii 4 °C. Se
sachar6zovymi gradienty je nutné zachazet opatrn€é, aby nedoSlo k naruSeni vrstev

gradientu, coz jsme vzdy provadéli.

3)Ultracentrifugace

Kyvety s vytvorenym gradientem jsme dukladné vyvazili. Gradient jsme prevrstvili
extraktem buné¢ného obsahu a v ultracentrifuze pii vakuu centrifugovali pii 39000 rpm 2.5
hod. pti 4 °C.

4)UV spektrofotometrie na "Foxy JR"

Pro spektrofotometrické stanoveni obsahu polysomt v jednotlivych frakci gradientu se
vyuziva uspofadani mechanického davkovace, UV spektrofotometru, zapisovaciho zatizeni
a kolektoru jednotlivych frakei. V naSem piipad€é jsme zkumavku po ultracentrifugaci
upevnili do aparatury davkovaCe. Dno zkumavky jsme propichli jehlou aparatury
davkovace. Po spusténi davkovade se zkumavka zacne ode dna plnit 80% roztokem
sachardzy. Ten postupné vytlacuje jednotlivé frakce vzhiru k UV spektrofotometru. UV
spektrofotometr méti absorbanci jednotlivych frakci pfi 260 nm ta je zaznamenavana
zapisovacim zafizenim. Jelikoz neni dalsi prace s frakcemi soucésti metody, nevyuzivé se

zde kolektoru frakci. Vystupem metody je tedy graf (viz obr. 9 a 10).
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6 VYSLEDKY

6.1 VIiv transfekce bunék siRNA na syntézu proteinu elF3a

Pro navozeni "deplece” elF3a v bunéénych liniich byla zvolena metoda RNAi, ktera
vyuziva kratkych interferujicich usektit RNA komplementarnich k mRNA. Vzajemna vazba
zpusobi rozstépeni dvouvlaknové RNA a tim je zamezeno jejimu piepisu. V praxi to
znamena, ze jsou porovnavany hladiny elF3a v obou skupinach bun¢k. Jednak v téch, ve
kterych dochézi k interferenci a nasledné "depleci" elF3a, a dale i v builkach
transfekovanych siRNA neschopné interference. Kratkd vldkna RNA, kterd neinterferuji,
slouzi jako negativni kontrola.

Pro bunétnou linii HEK, bylo do 24-jamkové desticky "zaockovano” po 28000
buiikdch/jamku. Ke stanoveni podminek transfekce bunék byla pouzita nasledujici
koncentrace siRNA, 1, 5 a 20 nM, pro oba druhy siRNA a objemy interferinu pro kazdou z
koncentraci SIRNA vzdy pro 2 a 3 pl.

Pro bunécnou linii HeLa byly zvolené podminky pro stejny pocet bunék ve shodné
kultiva¢ni desti¢ce: 1 nM, 5 nM a 10 nM siRNA,; pficemz kazda z koncentraci byla pouzita
dvakrat, jednou se 2 pl a podruhé se 3 pl interferinu.

Po transfekci bunék 100 pl transfekéniho "mixu™ bylo druhy den piidano 500 pl média
predehiatého na 37 °C. Treti den od transfekce byla provedena extrakce bunécného
obsahu, ktery byl podroben elektroforéze za pouziti polyakrylamidovém gelu v ptitomnosti
SDS, "Western blotu” a naslednému vyvolani v G-boxu. "Komora" G-boxu obsahuje
kameru, ktera detekuje vyzarenou energii zplsobenou chemiluminiscenci. G-box je
pfipojen k pocitaci a jako vystup ziskdme digitdlni obrdzek membrany. Ten obsahuje
informaci o intenzité¢ méfeného signalu chemiluminiscenéniho produktu enzymové reakce
kfenové peroxidazy se substratem. Po obdrzeni digitalniho obrazku membrany (obr. 5), byl
tento kvantifikovdn pomoci programu Quantiti one. o-tubulin byl vyuZit pro sjednoceni
"nanasky" proteind a bylo k nému vztazeno mnozstvi stanoveného elF3a.

Jako dostacujici podminky transfekce pro bunéénou linii HelLa byly ur¢eny 1 nM siRNA
a 2 ul interferinu, "navozujici depleci" kolem 75%. Bunécna linie HEK byla ve vsech
nasledujicich experimentech transfekovana za pouziti 10 nM SiRNA a 3 pl interferinu pii

zhruba stejné "depleci” (obr. 5)
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1 nM siRNA 5 nM siRNA 5 nM siRNA
2 pl interferin 2 pl interferin 3 pl interferin

nt a nt a nt a
anti elF3a ~——— . SEmans —  S—
anti elF3b  — —" S— —

anti o.-tubulin I —
anti elF3;j . 2
S P —
ant1 RPS 14 iy c— —
deplece elF3a ~75% ~:T0% ~60%

Obr. 5 Elektroforeogram bunééného extraktu bunék HeLa ziskany elektroforézou na
polyakrylamidovém gelu s SDS a naslednym '"Western blotem'. "Western blotting"
byl proveden se sekundarni protilatkou konjugovanou s kienovou peroxidazou a
nasledovné digitalizaci vyvolané membrany. Je mozné pozorovat snizeni elF3a pii vSech
pouzitych podminkach, nt znaci kontrolni skupinu bunék transfekovanou neinterferujicimi
useky RNA. Oznaceni sloupce pismenem a je pak pro burnky s "depleci” elF3a.

6.2 Pozorovani zmén v zZivotaschopnosti bunék s "depleci'" elF3a v
porovnani s kontrolni skupinou metodou MTT testu

MTT test umoZiluje sledovat Zivotaschopnost bun€k. Je zaloZen na schopnosti Zivych
bun¢k preménit roztok MTT v PBS na formazan. Fialové zbarveni formazanu umoziuje
jeho spektrofotometrické stanoveni. Absorbance méfend pii 595 nm je pak pfimo umérna
mnozstvi zivych bunék. Porovnanim bunék s "depleci” elF3a s kontrolni skupinou bunék
je mozné sledovat vliv "deplece" elF3a na "viabilitu" bun¢k.

Vzhledem kodlisnému charakteru obou testovanych bunécnych linii nebylo mozné
dodrzovat naprosto stejny protokol, ale v zasadnich a experiment ovliviiujicich krocich byl
dodrZen stejny postup.

Pro experiment bylo pfipraveno pét 24-jamkovych desticek zaockovanych po 5,10, 24, 20
a 16 jamkach. Prvni 24-jamkova desticka nebyla transfekovana a slouzila ke stanoveni
piesnosti "zaoCkovani” bunck. Builky v jamkach zbylych desti¢ek byly transfekovany po

5, 12, 10 a 8 jamkach/desticku siRNA proti elF3a. Zbylé bunky byly transfekovany
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ntRNA. Pro vlastni experiment bylo pouzito kazdy den pét paralelnich vzorkd od kazdé
SIRNA a zbylé transfekované bunky byly pouzity pro kontrolu snizeni exprese elF3a v
porovnani ke kontrole.

V samotném experimentu bylo pouzito 20000 bun¢k (pocet bun¢k/1 jamku 24-jamkové
desticky) v den transfekce. Pro bunéénou linii HeLa "prob¢hla” transfekce 1 nM siRNA a 2
ul interferinu, pro bunéénou linii HEK 10 nM siRNA a 3 pul interferinu. V experimentu
bylo pouzito pét paralelnich vzorkti od kazdé siRNA na kazdy den a experiment byl
provadén po dobu ctyi dnli. Cely ctyfdenni experiment byl opakovan tiikrat. Je dilezité
zduraznit, Ze se od sebe vysledky jednotlivych ¢tyfdennich experimentt takika nelisily, a
proto byl vybran jen jeden ze tii experimentd, ktery je zde prezentovan. Vysledky zbylych
dvou experimentll nejsou v této praci uvedeny. Vzhledem k péti paralelnim méfenim S
kazdou siRNA, ktera probihala kazdy den, bylo nutné vysledky statisticky zpracovat. To
bylo provedeno na hlading vyznamnosti 95%. Vysledky jsou ukazany v tabulkach 3 a 4.

Pro vétsi nazornost jsou zde jesté uvedeny grafy (obr. 6-9), ukazujici stejné vysledky.

Tab. 3 Prehled pribéhu sledovani Zivotaschopnosti bunék HeLa, s "depleci" elF3a a
kontrolni skupiny. Shrnuti statisticky zpracovanych vysledkit MTT testu. MnoZstvi v %
znéazornuje mnoZzstvi zZivotaschopnych bun¢k HeLa s "depleci" elF3a v porovnani s
mnozstvim Zivotaschopnych bunék kontrolni skupiny, které bylo povazovano za 100%.
Celkova absorbance pii 595 nm pak informuje o celkovém poctu Zivotaschopnych bunék.

mnozstvi y . absorbance pfi ndeplece”
zivotaschopnych Emﬁ rcl)lf atr;/a 595 nm = mnozstvi ||§§ e(z;
bun¢k (%) odchylka (%) zivotaschopnych bunék elF3a (%)
den | Ueplece 95,0 11,59 0,12 0,02
1 elF3a
' kontrola 100 9,24 0,12+ 0,01
den | deplece 52,7 5,31 0,22 + 0,02 41
5 elF3a
' kontrola 100 8,15 0,42 £ 0,04
den | deplece 28,0 9,08 0,16 = 0,02 22
3 elF3a
' kontrola 100 3,66 0,58 £ 0,02
den | deplece 12,8 7,48 0,18 + 0,02 25
4 elF3a
' kontrola 100 8,68 1,44 +£0,14
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Pro tplnost je tieba doplnit, Ze byla provedena kontrola, aby se odhalily ptipadné rozdily
v "zaoCkovani", které by mohly "zkreslit" vysledek. Méfeni bylo provedeno na
"netransfekovanych"” burnikach v den transfekce zbylych bunék. Den transfekce je uveden v
grafech (obr. 7 a 9) a oznacen jako den 0. Kontrola piesnosti "zaockovani" ukazala
odchylku rovnu zhruba 10% pro bunécnou linii HeLa. Absorbance roztoku formazanu pii
595 nm bun¢k Hela v tento den byla zjisténa na 0,049. Bunécna linie HEK byla
"zaoCkovana" s presnosti 9% a v den 0 byla jeji absorbance roztoku formazanu stanovena
pfi 595 nm na 0,070. Odchylky v "zaockovani" se neukazaly byt uréujicimi pro vysledky

jednotlivych méfeni, a proto bylo mozné je zanedbat.
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Obr. 6 Piehled Zivotaschopnosti bunék HelL a s "depleci' elF3a ve srovnani s
kontrolni skupinou. Kontrolni skupina zde ptedstavuje sto procent Zivotaschopnych
bunek, ke kterym je vztazeno mnoZstvi Zivotaschopnych bunék, u nichZ doslo ke sniZeni
exprese pomoci RNAI, v pritbé¢hu prvnich ¢tyfech dni od transfekce.

Z vysledkl uvedenych na obrazku 6 vyplyva, Ze pocet zivotaschopnych bunék Hela

signifikantné klesé a ctvrty den, kdy je hladina elF3a na 25% normalniho stavu, zbyva

Vv jamkach pouhych ~12,8% zivotaschopnych bunék oproti kontrolni skupiné bunék.
Zatimco ptfedchozi obrazek 6 uvadi rozdil v zivotaschopnosti jen jako procentualni

zastoupeni zivotaschopnych bunék s "depleci" elF3a v porovnani ke kontrolni skupinég,

nasledujici obrazek 7 informuje o prubéhu rustu poctu zivotaschopnych bunék. Kontrolni
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bunécna linie Hela nevykazuje 24 hodinovy interval na zdvojeni mnozstvi kultury (obr.
7). V prvnich dnech po "zaockovani" rostou bunky pomaleji a naopak po 3. dnu dojde k
rychlému nartstu po¢tu bunék. Vzorky s "depleci” elF3a nejsou jednozna¢né schopny
proliferace a jejich celkové mnozstvi se béhem ¢tyi' dni od transfekce dostane maximalné
na dvojndsobné mnozstvi a to druhy den a dale se mnoZzstvi snizuje, jak buniky postupné
odumiraji (obr. 7). Vedle vyse zminénych experimentl byl udélan pokus, zda jsou bunky
schopné piekonat vliv nedostate¢né exprese elF3a a dostat se opét do stavu, kdy mohou
proliferovat jako kontrolni skupina (vysledky nejsou v této praci prezentovany). Vysledky
takového experimentu ukazaly, ze mnozstvi bun¢k 6. den po transfekci se nelisilo od 4.
dne, coz vede k zavéru, Zze bunky nedokazou piekonat vliv transfekce v prvnich Sesti
dnech. Byt nelze vyloucit, Ze po jesté delsi inkubaci by alesponi k ¢astecnému obnoveni
zivotaschopnosti mohlo dojit, ze zjisténych vysledk se zda, ze ztrata elF3a je proces

ireverzibilni s fatdlnimi dasledky pro sledované bunky.

kontrola

—+—snizena
0,6 5 elF3a

den

Obr. 7 Mnozstvi Zivotaschopnych bunék HeLa a to jak "depletovanych"
elF3a, tak kontrolni skupiny, sledovanych spektralné. Zjisténa absorbance
(pf1 595 nm) formazanu (osa y), je pfimo Umérnd mnoZzstvi Zivotaschopnych
bunék.
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Tab. 4 Zivotaschopnost bun&éné linie HEK, bunék s "depleci" eIF3a a bunék
kontrolnich. Mnozstvi v % reprezentuje zivotaschopné buiiky s "depleci” elF3a vztazené
ke 100% kontrolni skupiny (primér péti paralelnich experimenti). Tabulka neobsahuje
informace o "depleci” elF3a 1. den po transfekei, jelikoz o¢ekavame efekt az od 2. dne po
transfekci.

mnozstvi y , celkova absorbance pfi “deplece”
zivotaschopnych ijmﬁr(l)lf atrtl)a 595 nm = mnozstvi ep e%e
bunk (%) odchylka (%) | i\ otaschopnych bunsk | /732 (%)
den | deplece 101,9 27,03 0,11 + 0,03
1 elF3a
' kontrola 100 14,16 0,10 £ 0,02
den | deplece 83,7 6,87 0,17 + 0,01 32
5 elF3a
' kontrola 100 5,32 0,20 +0,01
den | deplece 64,4 17,36 0,34 + 0,07 21
3 elF3a
' kontrola 100 12,59 0,53+ 0,09
den | deplece 53,5 1,57 0,68 = 0,02 18
4 elF3a
' kontrola 100 8,76 1,27 +£0,13 ---

Pti pouziti bunééné linie HEK lze pozorovat obdobny efekt, jako v linii HeLa (obr. 8). V
bunééné linii HEK je sniZeni Zivotaschopnosti bun¢k kazdy den v priméru jen 0 16%. V
ptipad¢ bunééné linie HelLa dochazi k radikalnimu, 52,7% snizeni hned druhy den po
transfekci (obr. 8).

Bunécna linie HEK vykazovala zcela odlisny trend Zivotaschopnosti téchto bunék
(obr. 9). Mnozeni kontrolni skupiny bun¢k takika odpovidalo zdvojeni béhem 24 hodin.
Stanoveni Zivotaschopnosti bunék s "depleci" elF3a ukazalo pomalejSi néastup vlivu
transfekce. Schopnost proliferace bunék se zacala vyraznéji lisit az od 3. dne po transfekci.
Rozdil mezi skupinami s "depleci" elF3a a kontrolou je sice markantni, ale podivame-li se
na celkové mnozstvi Zivotaschopnych bun¢k s "depleci" elF3a, je mozné pozorovat, ze
byly tyto bunky schopné dosahnout Sestinasobku "zaockovaného” mnozstvi za 4 dny. Je
pozoruhodné, ze na rozdil od bunék HeLa nevede "deplece” elF3a v bunkach HEK
k absolutnimu bloku proliferace, nybrz pouze ke snizeni jeji ¢etnosti. Vzhledem k tomu, ze
hladina "deplece” elF3a v obou liniich je srovnatelna, z téchto vysledka vyplyva, ze
nepostradatelnost elF3a, kterou vidime v bunkach HelLa, je v bunkach HEK
kompenzovana pravdépodobné expresi néjakého jiného nam dosud neznamého proteinu,

jenz je schopny ztratu elF3a ¢astecné nahradit.
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Obr. 8 Porovnani Zivotaschopnosti bunééné linie HEK, ktera ma navozenou
"depleci® elF3a, s kontrolni skupinou bunék. Za sto procent je zde brano
mnozstvi kontrolni skupiny bun&k, ke kterému je vztaZeno mnoZstvi

zivotaschopnych bunck se sniZzenou expresi, v pribéhu prvnich ¢tyfech dni od
transfekce.
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kontrola
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0 . . .

Obr. 9 MTT test buné¢né linie HEK ukazujici celkové mnoZstvi Zivotaschopnych
bunék. Celkové mnozstvi zivotaschopnych bunék reprezentované absorbanci pii 595

nm formazanu, pro buiiky s "depleci"elF3a a pro kontrolni skupinu bunék.
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6.3 Sledovani prubéhu syntézy proteinu v bunkach s "depleci" elF3a
metodou inkorporace *°*S-methioninu

Hlavnim cilem bakalaiské prace bylo zjistit, co se v buiikach s "depleci” elF3a stane ve
vztahu k ucinnosti translace. Pfedchozi experiment ukazal, ze "deplece"” elF3a ma na rozdil
od bun¢k HEK fatalni dasledky na rast bunék HelLa. Vzhledem k uicelu nasi prace je tak
bunécéna linie HelLa vhodnéjsi pro dalsi experimenty. Nasledujici vysledky byly tedy
ziskany jiz pouze s touto bunécnou linii.

Inkorporace **S-methioninu vyuzivd methioninu s radioaktivnim izotopem siry ke
"znaceni" nové vznikajicich proteinti. Diky této vlastnosti je mozné sledovat celkovy
vytézek exprese proteini detekci radioaktivity. Rozdil v mnozstvi syntetizovanych
proteinl je mozné sledovat porovnanim zjisténych hodnot z kontrolni skupiny bunék s
bunkami s "depleci" elF3a.

Pro experiment bylo ptfipraveno 2 x 5 jamek, kazda obsahujici 14000 bunék. Pro kazdou
siRNA bylo tedy celkem pouzito 5 paralelnich vzorki. Jako vzorky pro kontrolu G¢innosti
transfekce byly "zaockovany" 2 x 3 jamky obsahujici téz 14000 bungk.

Buiiky byly transfekovany a na zéklad¢ vysledki MTT testu byla inkorporace zna¢eného
methioninu métfena druhy den po transfekci, kdy je transfekce jiz patrna a zaroven je
mozné ziskat co nejvEétsi mnozstvi proteinu pro experiment. Soucasné jsme se chtéli
vyhnout sekundarnim efektim v burkach, které prilis dlouho neproliferuji. Piiprava vzorku
k méfeni probihala pfesn¢ dle navodu uvedenému v casti kapitole 5.4. V kazdém
experimentu bylo obdrzeno 5 nezavislych vzorkt od kazdé siRNA. Vysledky 5 paralelnich
meéfeni byly zpracovany na hladin€ vyznamnosti 95%. Vlastni méfeni bylo provedeno
pracovniky laboratofe radiometrie Fyziologického tistavu Akademie véd CR. Experiment
byl proveden celkem dvakrat, pticemz obdrzené vysledky byly prakticky totozné a ty, u
kterych bylo dosazeno nizs§i smérodatné odchylky, jsou prezentovany v grafu (obr. 10).

Na snizeni hladiny elF3a na pouhych 20% reagovaly buiky poklesem celkového
mnozstvi vytvofeného proteinu 0 vyznamnych 80% (obr. 10), coz vede k zavéru, ze
"deplece"” elF3a vede k zasadnimu zpomaleni genové exprese v bunkach minimalné na
urovni translace. Vzhledem knarocnosti provedeni celého protokolu vznika pfi
zaveéreéném meteni pomérné velka chyba, patrna obzvlasté u kontrolnich bunék (obr. 10.),

ktera je velmi pravdépodobné zpisobena nasobnym promyvanim. Proto je nutné
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prezentovat dosazené vysledky sohledem na statistické zpracovani, nicméné |

s prihlédnutim k oné chybg, je jasné patrné znacné zpomaleni proteosyntézy.
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Obr. 10 Hladina celkové exprese proteinii v bunééné linii HeLa. Po inkorporaci *S-
-methioninu byla hladina proteinti v kontrolni skupiné povazovana za 100% a k ni bylo

vztazeno mnozstvi exprese proteintl v bunikach s "navozenou" snizenou expresi elF3a.

6.4 Polysomovy profil bunék s "depleci'" elF3a.

Pokles genové exprese bunék s "depleci” elF3a jasné poukazal na probihajici zmény v
translacnich procesech v "depletovanych” buikach. JelikoZ jde zatim jen o velice hruby
pohled, je snaha zaméfit se co nejvice na iniciaci translace. Za timto ucelem byla pouzita
metoda sledujici profil polysomt v bunkach HelLa. Experiment byl provadén pro
"zastaveni" probihajici proteosyntézy pomoci cyklohexamidu. Rlzna stddia stavu
ribozomid se pak pomoci gradientové centrifugace rozd¢li do jednotlivych frakci podle
velikosti. Tyto frakce jsou dale spektrofotometricky detekovany.

Pro experiment bylo "zaockovano" 6 miliont bun¢k uréenych k transfekci elF3a sSiRNA

ve ¢tyfech 15 ml kultivaénich miskach, a dale dvé "plata" po 3 milionech bun¢k kontrolni
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skupiny. Transfekce bunék byla provedena 5 nM siRNA a 75 ul interferinu (kapitola

5.4.2.; tabulka 2). Experiment byl proveden ptesn¢ dle popisu v kapitole 5.4.7, zatim

pouze v jednom, pilotnim provedeni.
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Obr. 11 Polysomovy profil kontrolni
skupiny bunék HeLa. Z prub¢hu grafu
vyplyva, Ze kromé zékladnich komponent
ribozomu (formy malé (40S), velké (60S)
podjednotky a komplexniho ribozomu
(80S)), nebyl ziskan profil dalSich forem.
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Obr. 12 Polysomovy profil bunék HeLa
s "depleci" elF3a proteinu.
Polysomovy profil takika nevykazuje
pfitomnost jinych forem ribozomu nez
zakladnich (podjednotky 40S a 60S a dale
pak 80S ribozom).

Uroven elF3a v buiikach klesla pouze na 60% a vysledek polysomového profilu (obr. 11)
nevykazuji zadny rozdil v zastoupeni slozek ribozomu, v porovnani s kontrolni skupinou

(obr. 12). S ohledem na vysledky piedchoziho experimentu a fakt, Ze studujeme transla¢ni

- e v,

"deplece" elF3a.

Navic je tieba zminit, ze pro obé skupiny bunék, nejsou patrné polysomové profily
jinych, nez zakladnich forem ribozomu a jeho podjednotek (mnozstvi polysomi je
nezvykle mal¢). Pridani cyklohexamidu je klicovym krokem celého experimentu. Pro
ziskani lepSich vysledkl je mozné upravit protokol. Krokem, ktery ovliviiuje vizualizaci
polysomovych profili, je pfidani cyklohexamidu do bunék. Je tedy mozné navysit jeho
koncentraci v pribéhu piipravy bunétného extraktu. Takovy experiment je planovan pro

dalsi vyzkumy v nasi laboratofi.
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7 DISKUSE

Jako zéklad pro celou praci, provadénou v ramci bakalafské prace, byly pouzity poznatky
vyzkumu provadéného s elF3a v kvasinkach, které dokazovaly, ze a/TIF32 je esencialnim
pro iniciaci translace. Hlavni snahou bylo pomoci série experimenti vytvofit prvni
"nahled" na funkcnost elF3a v lidské bunécné linii, ktery by se stal zakladnim stavebnim
kamenem pro vyzkum této podjednotky se zaméfenim na iniciaci translace. Buiky s
"depleci" elF3a byly podrobeny MTT testu, sledujicimu zivotaschopnost bunék. Dale byla
sledovand celkova efektivita genové exprese inkorporaci 3°S-methioninu. Pro sledovéni
transla¢niho procesu byly v pilotnich pokusech sledovany polysomové profily.

Hledani podminek transfekce ukazalo velky rozdil mezi charakterem bunécnych linii
HEK a HeLa. U buné&éné linie HEK bylo tfeba uzit vyssich koncentraci SIRNA, a to
dokonce desetkrat, oproti bunkam HeLa, pro navozeni stejné urovné snizeni exprese elF3a.
To pochopitelné vede Kk otazce, co rozdil zpsobuje. Jednou z pti¢in by mohla byt rozdilna
hladina mRNA kodujici elF3a, proti které je siRNA namifend. Pro praci s obéma liniemi
by do budoucna bylo vhodné stanovit hladinu mRNA pro elF3 tifeba pomoci "Real-time
PCR". Usoudime-li ze moznym divodem muize byt odlisny expresni profil obou linii,
nelze vylouit, ze bunééna linie HeLa by za fyziologickych podminek mohla obsahovat
mens$i mnoZzstvi elF3a, nez buiky HEK. To by mohlo vysvétlovat, pro¢ buiky Hela
reaguji na snizenou expresi elF3a rychlejsimi a vyraznéj$imi zménami.

Kromé této skutecnosti, nebo mozna pravé na jejim zaklade, se objevily rozdily hned v
prvnim experimentu sledujicim Zivotaschopnost bunék. Zda se, ze odpoveéd” bunééné linie
Hela na vystaveni snizeni podjednotky elF3a je markantnéjsi a buiikky nejen ze zpomali
svij rust, jak je vidét i v bunécné linie HEK, ale po dosazeni urcité urovné snizeni elF3a
podjednotky dokonce dochazi kuplnému zastaveni rastu. Pfi zhruba stejné urovni
ucinnosti transfekce dosahuje po 4. dni po transfekci pocet zivotaschopnych bunék linie
HeLa pouhych 12% ve srovnani s kontrolou, zatimco piezivajicich bunék HEK je kolem
50%.

Dilezitym bodem hodnym diskuse, vedle zna¢né se lisici ucinné davky siRNA, je tedy i
fakt, ze stejné snizeni elF3a vede k jinému efektu v obou bunéénych liniich. Jelikoz jsou
ob¢ linie ve védeckych laboratotich velice vyuzivané, nabizi se otazka, zda k rozdilnosti
vysledkt vedla pouze rozdilna fyziologicka hladina mRNA pro elF3a a ji kédovaného

proteinu v bunce mezi obéma liniemi, nebo zda se minimalné ve vztahu k dil¢im krokam
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translace a jeji regulace ob¢ linie zasadné lisi. Vzhledem k tomu, ze savéi elF3 obsahuje
vice nez 2x tolik podjednotek ve srovnani s jeho kvasinkovym funkénim homologem, se
vSeobecné piedpoklada, ze nékteré funkce elF3 viniciaci translace jsou u vyssich
eukaryont "dublované”. Lze si tak predstavit, ze v bunikach k tomuto "dublovani” skute¢né
muze dochazet, zatimco bunky HelLa maji v dané oblasti n&jaky problém, nebo tak prosté
nejsou z néjakého, doposud neznamého diavodu "nastaveny”. Dalsi variantou pochopitelné
je, ze bunky HEK maji volné “spustitelny zachranny mechanismus”, ktery je schopen
alespon casteéné nahrazovat vypadky zakladniho mechanismu translace, do jisté miry
nezavislé na elF3a. V kazdém piipadé je treba dikladné rozlisovat vysledky pochazejici
z téchto linii, byt obezietni pfi jejich vykladu a nezobecnovat vzhledem Kk lidskému
organismu. Optimalni, ba pfimo nutné, bude minimaln¢ zjistit, jak se lisi hladina mRNA a
proteinu elF3a v obou liniich mezi sebou pied transfekci. Casem je mozno rovnéz zkusit
kombinovat siRNA proti elF3a s sSiRNA proti jinym podjednotkam elF3, které samy o sobé
nemaji silné negativni t¢inek na bunécnou proliferaci v HEK (zda néjaké takové existuji
zatim nevime, ale intenzivné na tomto tématu pracujeme), a hledat takové kombinace,
které povedou k upIné zastaveé rastu. To by nam mohlo napoveédét, ktera(é) podjednotka(y)
pracuje(i) v uzkém spojeni s elF3a.

Pro ucely analyzy efektu "deplece” elF3a byla nadale za vhodné&jsi zvolena bunééna linie
HeLa, ve které zpusobila "deplece" fatalni efekt na zivotaschopnost.

Inkorporace radioaktivniho methioninu je hojné vyuZzivanou metodou, ktera si ziskala
svou popularitu pfedev§im svou jednoduchosti a ptimocarosti, kdy je zna¢eny methionin
velice rychle zabudovavan do nové vznikajicich proteint. Vice nez 80%-ni snizeni tvorby
celkového proteinu (obr. 10) jasné hovoti ve prospéch primé a dulezité ucasti elF3a
v procesu translace. Inkorporace **S-methioninu do vznikajicich proteinii nedava odpovéd’
na otazku, na které urovni translace k tomuto bloku dochazi, zda v ramci iniciace, jak lze
piedpokladat, nebo pozd¢ji. Tam je zapotiebi zvat polysomovy profil, ktery se zatim
z technického davodu nepodaftilo zdarn¢ obdrzet (obr. 11 a 12). Rovnéz nelze fici, zda je
tento efekt pfimym ucinkem ztraty elF3a ze zbylého stale soudrzného komplexu elF3,
popiipadé nepiimym efektem rozpadu ¢i zasadni zménou charakteru tohoto komplexu.
Odpovéd’ na tuto otazku nam daji az dalsi experimenty jako napiiklad "ko-
imunoprecipitace™ komplexu elF3 z kontrolnich bun¢k "depletovanych” pro elF3a, které
Jiz probihaji. Je nutné zminit, ze se nase vysledky vtomto bodé rozchazeji s jiz

publikovanymi vysledky prace védecké skupiny Z. Dong et al. [45]. Ta ve své praci
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ukazuje snizeni exprese proteini v HeLa bunééné linii, za pouziti nikoli elF3a-
-specifickych siRNA, ale komplementarnich Gsekit cDNA k zamezeni exprese elF3a, 0
pouhych 15-20%. Dale se rozchazi s praci J. Chaudhuri et al. [46], kterd sice oznacila
elF3a za soucast zakladni kostry elF3, ale nepozorovala zadny vliv absence této
Rozlisné vysledky posledné uvedené skupiny mohou byt zptsobeny tim, Ze zminény
vyzkum byl provadén s purifikovanym elF3 z krali¢ich retikulocytd, tedy ve znaéné
omezeném systému in Vitro. Porovnani vysledkd systémd in vitro s in vivo neni vzdy
piimocaré a mnohdy se vysledky znacné lisi (ptikladem je tieba studie Nielsen et al. [10]).
Pro mnoho dalsich experimentt, jakym je naptiklad "ko-imunoprecipitace”, je zapotiebi
pracovat svyrazné vétsim mnozstvim bunék. Podminky transfekce pro vétsi objemy
kultiva¢nich nadob a vyssi pocet bunék se vsak zatim nedati zdarné optimalizovat.
Maximalni aroven "deplece" elF3a dosazena vtomto vétsim usporadanim byla
nedostacujicich 60%. Nedostacujicich proto, nebot vysledky polysomového profilu
ukazuji, ze "deplece"” na tuto uroven nevyvolava zadny efekt (i kdyz zcela jisté to tvrdit
nelze, nebot’ provedeni tohoto experimentu mélo dalsi technické nedostatky, jez jsou
uvedeny vyse), zatimco jasny vysledek z inkorporace methioninu jednozna¢né naznacuje,
ze se polysomovy profil bude velmi vyznamné lisit mezi "depletovanymi” bunkami a
kontrolou. Jelikoz z vysledkd MTT testu zivotaschopnosti vime, ze ~41%-ni "deplece”
elF3a se uz zacina projevovat na mnozstvi zivotaschopnych bunék (~50% ztrata), nasi
snahou je dostat se alespon na tuto troven "deplece” po transfekci. Pak bude mozné 1épe

interpretovat obdrzené vysledky, a navic s vétsi davkou jistoty.
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8 ZAVER

.....

rrrrr

vyznamnych krocich translace, jako je tvorba 43S PIC, tedy zprosttedkovani navazani TC
na podjednotku 40S, navazani mRNA na ribozom, stimulace "skenovani" 48S PIC a
rozpoznani iniciaéniho kodonu AUG. Z mnoha dostupnych praci na pucicich kvasinkach a
puvodnich studiich na savéich buiikach mame dikazy o tom, Ze velice vyznamnou soucasti
elF3 je nejvétsi podjednotka, elF3a/TIF32. Dilezitost této podjednotky pro Géinnost
proteosyntézy byla v této praci zkoumana za pouziti dvou lidskych bunéénych linii
nékolika experimenty a to okamzité po navozeni elF3a "deplece™ metodou RNA..
Ziskané vysledky jsou nasledujici:

1) Metoda RNA interference (SiIRNA firmy Thermo Science) se ukazala byt jako
velice vhodny nastroj pro snizeni exprese elF3a jak v bunikach Hel a, tak v bunééné
linii HEK. S pouzitim koncentraci SIRNA 1 nM pro buiky HeLa a 10 nM pro
bunky HEK, se nam podatilo snizit hladinu elF3a az na 20% v obou bunécnych
liniich.

2) Zivotaschopnost bunék s "navozenou depleci” podjednotky elF3a klesa po &tvrtém
dni v bunkach HEK na 50% a v bunikach HelLa az na 12%.

3) Hladina vsech celkové syntetizovanych proteind v bunkach Hela po ztraté vice nez
80% proteinu elF3a vykazuje dramaticky pokles v syntéze proteinti az na 20% ve

srovnani s kontrolni skupinou bunék.

Uplnym zavérem tedy mohu konstatovat, ze tato prace dosahla vyty&enych cilt a je dle
mého nazoru dobrym zakladem pro dal$i podrobné&jsi studium elF3a. Jak jsem jiz uvedla
vyse, momentalné pracujeme na optimalizaci metody imunoprecipitace za ucelem zjisténi,
co se deje s komplexem elF3 po "depleci” elF3a ve vztahu k jeho soudrznosti. Dale
planujeme testovat tvorbu 43S a 48S PIC stanovenim pfitomnosti elF3 a dalSich

.....

metodou gradientové centrifugace. Dals$im dulezitym krokem vyzkumu bude i hlubsi
pozorovani interakce elF3a s ostatnimi podjednotkami elF3. V neposledni fadé "stoji" za
podrobnéjsi prozkoumani translacni mechanismus reiniciace syntézy proteini V lidskych

bunkach.
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