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Abstrakt 

Death domain-associated protein 6 (DAXX) je multifunkčním proteinem, který se 

účastní rozličných buněčných procesů. Funguje jako regulátor transkripce, histonový 

chaperon nebo regulátor apoptózy, ve které je jeho úloha dosti kontroverzní. Účastní se také 

regulace odpovědi buňky na poškození DNA (DDR). Vytváří a stabilizuje komplex s Mdm2, 

který negativně reguluje stabilitu významného nádorového supresoru p53. Ten je součástí 

signalizačního uzlu v DDR. Pokud není poškození DNA pro buňku letální a současně 

neumožňuje pokračovat v proliferaci, dochází ke stavu nevratné zástavy buněčného cyklu, 

tzv. buněčné senescenci. Za fyziologických podmínek může navození senescence zabraňovat 

rozvoji tumorigeneze. Proto má popis mechanizmů, které se podílejí na navození 

senescence, potenciální klinický význam.  

Cílem mé diplomové práce bylo stanovit změnu množství proteinu DAXX 

v senescentních buňkách a charakterizovat způsob jeho regulace. V nádorových buňkách 

MCF-7 a primárních BJ fibroblastech jsem pozoroval snížení hladiny proteinu DAXX a regulaci 

jeho množství na proteinové úrovni. Otestoval jsem hypotézy, podle kterých navýšení jeho 

množství před poškozením DNA zabrání vstupu buňky do senescence, nebo zvýšení jeho 

exprese v senescenci způsobí obnovu buněčné proliferace. Obě hypotézy byly zamítnuty. 

Bylo by třeba provést další experimenty, aby se stanovilo, jestli změna exprese proteinu 

DAXX má vliv na obnovu buněčného cyklu v senescentních buňkách. 

Nicméně, kvůli výzkumným zájmům naší laboratoře jsem obdobně analyzoval hladinu 

fosfatázy Wip1, která funguje v negativní zpětné vazbě při DDR. Stanovil jsem, že stejně jako 

u proteinu DAXX dochází ke snížení její hladiny v senescentních buňkách. Současně je 

regulována na proteinové i transkripční úrovni. Určení funkčního významu úbytku fosfatázy 

Wip1 by mohlo přispět k rozšíření poznatků o negativní regulaci DDR v senescenci. 

 

 

Klíčová slova: DAXX, DDR, Mdm2, p21, p53, PML, senescence, Wip1 
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Abstract 

Death domain-associated protein 6 (DAXX) is a multifunctional protein involved in 

diverse cellular processes. It acts as a histone chaperone or regulator of transcription and 

apoptosis, in which is its role quite controversial. DAXX also participates in regulation of cell 

DNA damage response (DDR). DAXX co-creates and stabilizes complex with Mdm2, which 

negatively regulates the stability of p53, an important tumor suppressor, which is a part of 

signalling node in the DDR. If DNA damage is no tlethal for the cel land unables it to 

proliferate, the irreversible state of cell cycle called cellular senescence takes place. Under 

physiological conditions, induction of senescence can prevent the development of 

tumorigenesis. Therefore, the description of mechanisms involved in the induction of 

senescence has potential clinical significance. 

In my thesis, I aimed to determine changes in the level of DAXX protein in senescent 

cells and to characterize the manner of its regulation. In tumor cells MCF-7 and primary BJ 

fibroblasts, I observed decrease in DAXX protein level and its regulation. I tested the 

hypothesis according to which an increase in DAXX level before DNA damage canprevent 

induction of cellular senescence, or increase in its expression during senescence can cause 

recovery of cell proliferation. Both hypotheses were rejected. It would be desirable to 

perform further experiments to determine if the change in expression of DAXX has an 

influence on the recovery of the cell cycle in senescence cells. 

However, due to the research interests of our laboratory, I similarly analyzed the 

level of Wip1 phosphatase that acts in a negative feedback in the DDR. I established that as 

well as DAXX, its level is decreased in senescence cells. It is regulated on transcriptional and 

protein level simultaneously. Determining the functional significance of the loss of 

phosphatase Wip1 might contribute to the expansion of knowledge about the negative 

regulation of senescence in DDR. 

 

 

Keywords: DAXX, DDR, Mdm2, p21, p53, PML, senescence, Wip1 

 

 

 



 
 

 6 
 

Obsah 

1. Úvod          13 

2. Literární rešerše        14 

2.1. Odpověď buňky na poškození DNA      14 

2.2. Buněčná senescence       18 

2.2.1. Protein promyelocytární leukémie – PML    21 

2.2.2. Význam buněčné senescence     23 

2.3. Protein DAXX (Death domain-associated protein 6)     24 

2.3.1. Struktura proteinu DAXX      24 

2.3.2. Lokalizace proteinu DAXX      26 

2.3.3. Apoptóza a DAXX       27 

2.3.4. DAXX jako transkripční regulátor     28 

2.3.5. DAXX jako chaperon      29 

2.3.6. DAXX a odpověď na poškození DNA    31 

2.3.7. Buněčný cyklus a rakovina      33 

3. Materiál a metody        35 

3.1. Materiál         35 

3.1.1. Použité chemikálie       35 

3.1.2. Primery        36 

3.1.3. Protilátky        37 

3.1.4. Lidské buněčné linie a kultury     37 

3.2. Metody         38 

3.2.1. Kultivace tkáňových linií a kultur     38 

3.2.1.1. Rozmrazení buněk      38 

3.2.1.2. Kultivace buněk      38 

3.2.1.3. Ošetření buněk       39 

3.2.2. Sběr buněk na Western blot a měření koncentrace proteinů  39 

3.2.3. SDS – PAGE (Polyakrylamidová gelová elektroforéza)  39 

3.2.4. Western blot       40 

3.2.5. Barvení SA-β-galaktosidázy      40 

3.2.6. Nepřímá imunofluorescence     41 

3.2.7. Přímá imunofluorescence a měření na     

průtokovém cytometru      41 

3.2.8. Izolace RNA a kvantitativní Real-time RT-PCR   42 



 
 

 7 
 

3.2.9. Lentivirová transdukce buněk RPE-1    43 

4. Cíle diplomové práce        44 

5. Výsledky         45 

5.1. Snížení hladiny proteinu DAXX během rozvoje buněčné senescence  45 

5.2. Stanovení způsobu regulace množství proteinu DAXX    

v senescentních buňkách       52 

5.2.1. Pokles hladiny proteinu DAXX vykazuje pomalou kinetiku  52 

5.2.2. Hladina mRNA DAXX se během senescence nemění   53 

5.2.3. Množství proteinu DAXX je regulováno jeho     

degradací v proteazomu      54 

5.3. Nadměrná exprese proteinu DAXX v senescentních buňkách    

RPE-1 nemá vliv na obnovení buněčné proliferace    55 

5.4. Nadprodukce proteinu DAXX v proliferačně aktivních  

RPE-1 buňkách nemá vliv na navození buněčné senescence   57 

5.5. Snížení hladiny proteinu fosfatázy Wip1 během rozvoje  

buněčné senescence       60 

6. Diskuze         63 

7. Souhrn          68 

8. Seznam použité literatury       69 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 8 
 

Seznam zkratek 

53BP1 Vazebný protein 1 nádorového supresoru p53 (Tumor 

suppressor p53-binding protein 1) 

ALL Akutní lymfoblastická leukémie (Acute lymphoblastic 

leukemia) 

APC/C Anafázi podporující komplex (Anaphase promoting 

complex) 

APS Peroxodisíran amonný (Ammonium persulfate) 

ARF Alternativní čtecí rámec (Alternate reading frame) 

ASF1A Histonový chaperon (Anti-silencing function 1A) 

ASK1 Kináza regulující apoptotické signály (Apoptosis signal-

regulating kinase 1) 

ATM Ataxia telangiectasia mutated kinase 

ATR Ataxia telangiectasia and Rad3-related protein 

ATRA  Kyselina retinová (All-Trans-Retinoic Acid) 

ATRIP ATR interagující protein (ATR-interacting protein) 

ATRX Alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked 

protein 

BJ Primární fibroblasty lidské předkožky 

BRCA1 Breast cancer 1 

BrdU 5-brom-2'-deoxyuridin 

BSA Hovězí sérový albumin (Bovine serum albumine) 

CBP CREB vázající protein (CREB-binding protein) 

Cdc2 Cyklin dependentní kináza 1 (Cell division cycle protein 2 

homolog) 

Cdc20 Cell-division cycle protein 20 

CDC25C Cell division cycle 25C 

Cdh1 Cdc20 homologue-1 

CDK Cyklin dependentní kináza (Cycline dependent kinase) 

cDNA komplementární DNA (complementary DNA) 
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CDT Cytoletální distenzní toxin (Cytolethal distending toxin) 

CENP-A Centromerický protein A (Centromere protein A) 

CHFR Checkpoint with forkhead and ring finger domains 

Chk1 Checkpoint kinase 1 

Chk2 Checkpoint kinase 2 

CPT Kamptotecin (Camptothecin) 

DAPI 4',6-diamidin-2-fenylindol 

DAXX Death domain-associated protein 6 

ddH2O Dvakrát destilovaná voda 

DDR Odpověď na poškození DNA (DNA damage response) 

DHB DAXX helix bundle 

DMAP1 DNMT1 asociovaný protein (DNMT1-associated protein) 

D-MEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNMT-1 DNA methyltransferáza 1 (DNA (cytosine-5)-

methyltransferase 1) 

Dox Doxycyklin 

Doxo Doxorubicin 

DTT Dithiotreitol 

E2F Rodina transkripčních faktorů 

ECM  Extracelulární matrix 

EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctová 

(Ethylenediaminetetraacetic acid) 

EdU 5-Ethynyl-2'-deoxyuridin 

FADD Fas-Associated protein with Death Domain 

Fas Receptor Fas 

FBS Fetální hovězí sérum (Fetal bovine serum) 

GAPDH Glyceraldehyd-3-fosfátdehydrogenáza (Glyceraldehyde 3-

phosphate dehydrogenase) 

Gy Gray 

H1, 2, 3, 4 Histon 1, 2, 3, 4 
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H2AX Varianta histonu H2A 

H3.3 Varianta histonu H3 

H3K4Me2 Dimethylovaný histon H3 na lysinu 4  

HAUSP S herpesvirem asociovaná ubiquitn specifická proteáza 

(Herpesvirus-associated ubiquitin-specific protease) 

HDAC I Histon deacetyláza I (Histone deacetylase I) 

HDAC II Histon deacetyláza II (Histone deacetylase II) 

HdCDT Haemophilus ducreyi cytoletální distenzní toxin  

HIPK2 S homodoménou interagující protein kináza 2 

(Homeodomain-interacting protein kinase 2) 

hTERT RPE-1 Imortalizované buňky sítnicového epitelu s aktivní 

telomerázou 

IL-6 Interleukin 6 

IL-8 Interleukin 8 

IR Ionizující záření (Ionizing radiation) 

JNK c-Jun N-terminální kináza (c-Jun N-terminal kinase) 

MCF-7 Buňky adenokarcinomu mléčné žlázy 

MDC1 Proteni 1 zprostředkující kontrolní bod poškození DNA 

(Mediator of DNA damage checkpoint protein 1) 

Mdm2 Mouse double minute 2 homolog 

MEFs Myší embryonální fibroblasty (Mouse embryonic 

fibroblasts) 

MG132 Inhibitor proteazomu 26S 

MRC-5 Plicní primární fibroblasty 

MRN Komplec Mre11, Rad50 a Nbs1 

NF-κB  Jaderný faktor-κB (Nuclear factor-κB) 

PD Populační zdvojení (Population doubling) 

PIKK Fosfatidylinsitol 3-kinázám příbuzné kinázy 

(Phosphatidylinositol 3-kinase-related kinases) 

PML Protein promyelocytární leukémie (Promyelocytic 

leukemia protein) 
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PML/RARα  Fúzní onkoprotein PML a receptoru α kyseliny retinové 

(retinoic acid receptor α) 

PML-NB Jaderné tělísko PML (PML nuclear body) 

Rb Retinoblastomový protein (Retinoblastoma protein) 

ROS Reaktivní sloučeniny kyslíku (Reactive oxygen species) 

RPA Replikační protein A (Replication protein A) 

RSSF1A Homolog A proteinu 1 obsahující domému asociující s Ras 

proteinem (Ras association domain-containing protein 1 

holomogue A) 

RSSF1C Homolog C proteinu 1 obsahující domému asociující s Ras 

proteinem (Ras association domain-containing protein 1 

holomogue C) 

SAHF Se senescencí asociovaná heterochromatinová ložiska 

(senescence-associated heterochromatin foci) 

SASP Se senescencí asociovaný sekretorický fenotyp 

(senescence-associated secretory phenotype ) 

SA-β-gal Se senescencí asociovaná β-galaktosidáza (senescence-

associated -β-galactosidase) 

SDS Dodecylsíran sodný (Sodium dodecyl sulfate) 

SDS-PAGE SDS - Polyakrylamidová gelová elektroforéza 

SIM SUMO-1 interagující motiv (SUMO-1 interacting motif) 

SUMO-1 Malý ubiquitinu příbuzný modifikátor (Small ubiquitin-

related modifier 1) 

TCF4 Transkripční faktor 4 (Transcription factor 4) 

TEMED N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin 

TGF-β  Transformující růstový faktor β (Transforming growth 

factor β) 

TNFα Faktor nádoroé nekrózy α (Tumor necrosis factor α) 

TopBP1 DNA topoizomeráza II vazebný protein 1 (DNA 

topoisomerase 2-binding protein 1) 

UV Ultrafialové záření (Ultraviolet) 
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VEGF Vaskulární endoteliální růstový faktor (Vascular 

endothelial growth factor) 

VP16 Etoposid 

Wip1 Fosfatáza 1 indukovaná divokým typem p53 (Wild-type 

p53-induced phosphatase 1) 

Wnt  Wingless/Int-1 

γH2AX Fosforylovaná forma histonu H2AX 
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1. Úvod 

DAXX (Death domain-associated protein 6) je multifunkčním proteinem, který se uplatňuje 

v různých buněčných procesech jako je regulace transkripce, apoptóza a odpověď buňky na 

poškození DNA. Jeho hlavní úloha pravděpodobně spočívá ve funkci histonového chaperonu 

pro histon H3.3, jenž je inkorporován do chromatinu nezávisle na replikaci. DAXX v jádře 

interaguje nádorovým supresorem PML nutným pro rozvoj buněčné senescence. 

Buněčná senescence je popisována jako stav permanentní zástavy buněčného cyklu. 

K jejímu navození dochází při poškození DNA, jehož rozsah nezpůsobí indukci buněčné smrti, 

ale současně neumožní buňce dále proliferovat. Prostřednictvím signalizace Odpověď na 

poškození DNA (z angl. DNA Damage Response, DDR) odpovídá buňka na stimuly, jako je 

poškození telomerové DNA po určitém počtu buněčných dělení, aktivace onkogenu, 

bakteriální intoxikace, expozice různým chemikáliím, ionizující a ultrafialové záření. Tyto 

události aktivují signální dráhy Rb/p16 a p53/p21, které způsobí zástavu buněčného cyklu, 

změnu struktury chormatinu a nárůst počtu jaderných tělísek PML. 

Navození senescence je způsob, jak může buňka předejít nádorové transformaci. Popis 

mechanizmů, které k tomu přispívají, mohou mít terapeutický význam. Bylo popsáno, že 

DAXX reguluje stabilitu nádorového supresoru p53 prostřednictvím interakce s Mdm2 E3-

ubiquitin ligázou a HAUSP deubiquitinázou. DAXX tento komplex stabilizuje a po akutním 

poškození DNA je DAXX fosforylován kinázou ATM, která signalizuje poškození DNA. 

Nicméně jen několik prací popisuje jeho vliv na signalizaci p53/p21 a stabilizaci Mdm2 

v senescentních buňkách. Bylo by zajímavé zjistit, zdali v senescentních buňkách z různého 

buněčného typu plní DAXX stejnou úlohu v p53/p21 signalizaci. 

Negativní regulace signalizace DDR je zprostředkována fosfatázou Wip1, která je jedním 

z cílových genů p53 a současně reguluje aktivitu p53. Množství Wip1 určuje, jak dlouho bude 

trvat zástava buněčného cyklu a jak citlivá bude signalizace DRR. Charakterizace její úlohy 

a regulace v buněčné senescenci, stejně jako u proteinu DAXX, je důlěžitá pro popis 

dynamiky mechanizmů, které jsou závislé na p53. 
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2. Literární rešerše 

 

2.1. Odpověď buňky na poškození DNA 

Stabilita genomu má zásadní význam pro přežití buňky a správné přenesení genetické 

informace při jejím dělení. V evoluci se proto vyvinuly kontrolní body poškození DNA, díky 

kterým může buňka reagovat adekvátním způsobem na intenzitu a rozsah poškození. Tato 

reakce je zprostředkovaná souborem signálních drah, souhrnně označovaných jako odpověď 

na poškození DNA (z angl. DNA Damage Response, DDR). Této signalizace se účastní velké 

množství proteinů a lze je rozdělit podle jejich funkce na senzory, přenašece signálu 

a efektory. Na rozsahu poškození a průběhu opravy DNA závisí budoucí osud buňky. Obvykle 

dojde k přechodné zástavě buněčného cyklu, během které je poškozená DNA opravena, 

opětovnému návratu a pokračování buněčného cyklu. Pokud je poškození závažnější, dochází 

k trvalé zástavě buněčného cyklu (tzv. buněčné senescenci) nebo k buněčné srmti, obvykle 

apoptózou (Obr. 1) (Zhou and Elledge, 2000).  

 

Obr. 1 Schematické zobrazení DDR. Replikační stres, ionizující záření nebo UV záření vyvolají poškození DNA, 

které je rozeznáváno senzory poškození DNA, komplexem MRN (MRE11 – NBS1 – RAD50). Senzory aktivují 

hlavní kinázy ATM (Ataxia telangiectasia mutated), ATR (Ataxia telangiectasia and Rad3 related), které 

fosforylují histony H2AX a vytvářejí tak platformu pro zesílení signalizace poškození. MDC1 (Mediator of DNA 

damage checkpoint protein 1) a 53BP1 (Tumor suppressor p53-binding protein 1) fungují jako adaptory 

a pomáhají aktivovat kinázy Chk1 a Chk2 (Checkpoint kinase 1/2), jež jsou společně s kinázami ATR a ATM 

zodpovědné za fosforylaci velkého množství efektorových proteinů včetně Cdc25 (Cell division cycle 25) a p53 

(Tumor protein p53, TP53), použito z (Campisi and di Fagagna, 2007).  



 
 

 15 
 

V buňkách vystavených genotoxickému stresu jsou hlavními přenašeci signálu kinázy 

příbuzné fosfatidylinositol 3 – kinazám (PIKK). Do této rodiny serin/threoninových kináz patří 

kináza ATM (Ataxia telangiectasia mutated) a ATR (Ataxia telangiectasia and Rad3 related). 

I když se každá preferenčně účastní jedné ze dvou hlavních signalizačních větví (viz níže 

a Obr. 2), jsou obě kinázy do jisté míry vzájemně zastupitelné (Yang et al., 2003). 

Pokud u buněk dojde ke dvouřetězcovému zlomu molekuly DNA, což je nejzávažnější 

forma poškození, je spuštěna signalizace závisející převážně na kináze ATM. Na volné konce 

DNA se navážou proteiny MRE11 (Meiotic recombination 11), RAD50 (DNA repair protein 

RAD50) a NBS1 (Nibrin). Společně vytvářejí komplex MRN, který je nezbytný k aktivaci kinázy 

ATM (D'Amours and Jackson, 2002; Jackson, 2002; Uziel et al., 2003). Ta se za normálních 

podmínek vyskytuje v buňkách jako neaktivní dimer. Po poškození DNA, např. ionizujícím 

zářením, dochází k její autofosforylaci na serinu 1981, disociaci dimeru a aktivaci monomerní 

formy (Bakkenist and Kastan, 2003). Aktivovaná kináza ATM dokáže fosforylovat přibližně 

800 substrátů (Matsuoka et al., 2007). Některými z nich jsou transkripční faktor p53, 

fosfatáza CDC25C (Cell division cycle 25 homolog C), kináza Chk2 (Checkpoint kinase 2), nebo 

multifunkční protein DAXX (Death-associated protein 6) (Tang et al., 2013). Důležitým cílem 

kinázy ATM v DDR signalizaci je serin 139 histonu H2AX, takto fosforylovaný histon se nazývá 

γH2AX (Burma et al., 2001). Na něj se váže adaptorový protein MDC1 (Mediator of DNA 

damage checkpoint protein 1) (Stucki et al., 2005). Komplex γH2AX - MDC1 je důležitý pro 

tvorbu ložisek MRN, 53BP1 (Tumor protein p53, TP53) a BRCA1 (Breast cancer 1) v místech 

poškození DNA, které aktivují kaskádu DDR (Stewart et al., 2003). Např. komplex MRN 

podporuje aktivaci ATM (Lee and Paull, 2005). Histon H2AX není pro samotný organismus 

nepostradatelný. Pokusy na myších ukázaly, že jedinci s deletovanou alelou genu H2AX 

(H2AX-/-) jsou životaschopní, ale jejich vývoj byl opožděný. Současně byly pozorovány 

problémy s opravou DNA, chromozomální nestabilita a narušení tvorby ložisek BRCA1, 53BP1 

a MRN indukovaných ionizujícím zářením (Celeste et al., 2002). Dalším důležitým substrátem 

ATM je Mdm2 (Mouse double minute 2), což je enzym E3 ubiquitin ligáza, který reguluje 

hladinu p53 (Kubbutat et al., 1997). 

Kináza ATR se účastní druhé větve v signalizaci DDR spuštěné jednořetězcovými 

zlomy DNA. Při zástavě replikačních vidlic váže jednořetěžcová DNA protein RPA (Replikační 

protein A) a ATR fosforyluje histon H2AX (Ward and Chen, 2001; Wold, 1997). ATR tvoří 

komplex s proteinem ATRIP (ATR-interacting protein), který rozeznává jednořetězcovou DNA 
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s navázaným proteinem RPA (Cortez et al., 2001; Zou and Elledge, 2003). Komplex ATR-ATRIP 

je ovlivňován proteiny TopBP1 (DNA topoisomerase2-binding protein 1) a proteinem Claspin, 

které pozitivně stimulují jeho kinázovou aktivitu (Kumagai et al., 2004; Kumagai et al., 2006). 

K navázání TopBP1 ke komplexu ATR-ATRIP je důležitý proteinový komplex 

9-1-1 složený z proteinů RAD9-HUS1-RAD1 (Lee et al., 2007). Bylo ukázáno, že ATR je 

esenciální kináza pro vývoj organismu, jelikož homozygoti ATR-/- vykazují embryonální letalitu 

a heterozygoti ATR +/- mají zvýšený výskyt tvorby nádorů (Brown and Baltimore, 2000). 

 

 

 

Obr. 2 Dvouřetězcový zlom DNA je rozeznán komplexem MRN, který aktivuje kinázu ATM. Ta fosforyluje histon 

H2AX, čímž dojde k navázání adaptorových proteinů MDC1 a 53BP1. AktivovanáATM fosforyluje kinázu Chk2. 

Jednořetězcová DNA je rozeznána proteinem RPA, na který se váže komplex ATR-ATRIP. Tvorba tohoto 

komplexu je stimulována proteiny TopBP1 (této interakci napomáhá komplex 9-1-1) a Claspinem. ATR 

fosforyluje kinázu Chk1, použito z (Meek, 2009). 

 

 Proliferující buňka musí projít určitými fázemi buněčného cyklu, kdy dojde ke zdvojení 

genetické informace a následně k rozdělení buňky. Průchod jednotlivými fázemi je řízen  

cykliny a cyklin-dependentními kinázami (CDK). Pokud je v průběhu buněčného cyklu 

poškozena integrita DNA, dojde ke spuštění kontrolního bodu a k zástavě buněčného cyklu. 

Mechanismus zastavení buněčného cyklu závisí na jeho aktuální fázi (Obr. 3) (Malumbres 

and Barbacid, 2009). Je-li DNA poškozená v G1 fázi buněčného cyklu, buňka aktivuje G1/S 

kontrolní bod. Jeho hlavní dráhou je signalizační kaskáda ATM – p53, ale účastní se jí i ATR. 

Obě mohou fosforylovat transkripční faktor p53 na vícero místech a tak ho stabilizovat. Navíc 

ATM fosforyluje kinázu, která také fosforyluje p53 na serinu 20 (Chehab et al., 2000; 

Matsuoka et al., 2000; Tibbetts et al., 1999). Stabilizovaný p53 aktivuje expresi mnoha genů. 
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Jedním z nich je gen pro inhibitor cdk p21waf1 (dále jen p21), jehož zvýšená exprese např. 

u buněk vystavených poškození DNA vede k zástavě buněčného cyklu v G1 fázi (Dulic et al., 

1994; Harper et al., 1995; Waldman et al., 1995).  

Zástava replikačních vidlic nebo poškození DNA způsobené chemikáliemi, ionizujícím 

(IR) nebo ultrafialovým zářením (UV) v G2 fázi buněčného cyklu způsobí aktivaci G2/M 

kontrolního bodu. Tohoto procesu se účastní hlavní signalizační dráha ATR – Chk1 – CDC25C, 

ale také i ATM – Chk2. Aktivovaná ATR fosforyluje kinázu Chk1 a fosfatázu Cdc25C. Na 

fosforylovanou fosfatázu Cdc25C se váže fosfoserinvazebný protein 14-3-3. Komplex  

Cdc25C – 14-3-3 je translokován do cytoplazmy a tak nemůže dojít k aktivační defosforylaci 

komplexu Cdc2-cyklin B a následnému průchodu mitózou (Dalal et al., 1999; Liu et al., 2000; 

Muslin et al., 1996; Peng et al., 1997; Zhao and Piwnica-Worms, 2001). 

 

 

Obr. 3 Kontrolní body buněčného cyklu G1/S a G2/M. (a) Dráha ATM/ATR–Chk2–p53. Poškození DNA vyvolává 

aktivaci kináz ATM, ATR a Chk2. Tyto kinázy stabilizují a aktivují transkripční faktor p53 a ATM navíc inhibuje E3 

ubiquitin ligázu Mdm2 destabilizující p53. Zvyšuje se exprese p21, který inhibuje komplex Cdk2/cyklin E, 

následkem čehož dojde k zástavě buněčného cyklu v G1 fázi.(b) Dráha ATM/ATR– Chk1/Chk2–Cdc25C. ATR 

nebo ATM aktivují kinázy Chk1 a Chk2. Ty dále fosforylují fosfatázu Cdc25C, na kterou se váže vazebný protein 

14-3-3. Cdc25Cje translokována do cytoplazmy. Tím je blokována aktivační defosforylace kinázy Cdc2 

a zamezen vstupu do mitózy. Použito z (Shiloh, 2001). 
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Je důležité, aby po odpovědi na poškození DNA došlo k vypnutí signalizace DDR. Jedním 

z proteinů účastnících se této regulace je serin-threoninová fosfatáza Wip1, též nazývaná 

PPM1D, která patří do rodiny fosfatáz 2C (Obr. 4). Po opravě poškozené DNA defosforyluje 

histon γH2AX a monomerní ATM na serinu 1981 a tím je deaktivuje (Macurek et al., 2010; 

Shreeram et al., 2006). V G2/M kontrolním bodě ovlivňuje aktivitu p53 a Chk1/2 jejich 

defosforylací na místech, které jsou cílem kináz ATM/ATR (Lu et al., 2005; Oliva-Trastoy et 

al., 2007). Stabilitu p53 reguluje i skrze defosforylaci Mdm2, kdy je Mdm2 stabilizována 

a zvyšuje se afinita k p53. Ten je ubiquitinylován a následně degradován (Lu et al., 2007).Po 

poškození DNA dochází k expresi cílových genů p53, mezi které patří i fosfatáza Wip1, čímž je 

ustanovena negativní zpětná vazba (Fiscella et al., 1997). 

 

 

Obr. 4 Schématické zobrazení funkce fosfatázy Wip1. Po poškození DNA je signalizací DDR spustěna 

fosforylační kaskáda a jejím výsledkem je exprese cílových genů transkripčního faktoru p53. Jedním z nich je 

fosfatáza Wip1, která defosforylací deaktivuje kinázy ATM/Chk2 a signalizaci zprostředkovanou histonem HA2X. 

Dále reguluje stabilitu transkripčního faktoru p53 jeho defosforylací (serin 15, 20, 33 a 46) a stabilizací jeho 

negativního regulátoru E3 - ubuiquitin ligázy Mdm2. Použito z(Mirzayans et al., 2013). 

 

2.2 Buněčná senescence 

V roce 1961 byly provedeny pokusy na lidských diploidních embryonálních fibroblastech, 

kdy bylo poprvé ukázáno, že nenádorové buňky mohou projít pouze určitým počtem 

buněčných dělení a poté dochází k nevratné zástavě buněčného cyklu. Definovaný počet 

dělení byl nazván Hayflickův limit podle autora studie Leonarda Hayflicka, který na ni 
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spolupracoval s Paulem Morheadem. Stav této nevratné zástavy buněčného cyklu je nazýván 

buněčná senescence (Hayflick and Moorhead, 1961). 

Příčinou zástavy buněčného cyklu v replikační senescenci je signalizace spuštěná 

poškozenými telomerami (di Fagagna et al., 2003). Ty se v podstatě podobají 

dvouřetězcovým zlomům a dochází k aktivaci DDR přes komplex γH2AX – MDC1 a k tvorbě 

ložisek 53BP1 a MRN. Hlavní signalizace je přes signální dráhu ATM – Chk2 – p53 – p21 

a zástavu buněčného cyklu v G1 fázi. Mají-li buňky deletovány obě alely kinázy ATM, pak je 

aktivována signalizace ATR – Chk1 a dochází k zástavě v G2 fázi buněčného cyklu (di Fagagna 

et al., 2003; Gire et al., 2004; Herbig et al., 2004; Takai et al., 2003). K buněčné senescenci 

může docházet i předčasně za přispění mnoha vnějších i vnitřních stimulů, tzv. stresem 

indukovaná předčasná senescence (SIPS). 

Jedním z těchto stimulů může být aktivace buněčného onkogenu. Bylo ukázáno, že 

onkogenní protein Ras způsobuje fenotyp podobný replikační senescenci. Aktivovaný 

onkogen stimuluje buněčnou proliferaci, kdy hyper-replikace spuští DDR (Di Micco et al., 

2006). Ras dále zvýšuje množství reaktivních kyslíkových radikálů (ROS), které poškozují DNA 

a opět aktivují DDR (Lee et al., 1999). Dochází k stabilizaci p53 a indukci exprese inhibitorů 

cyklin dependentních kináz p21 a p16INK4a (dále jen p16). Buňka se zastaví v G1 fázi 

buněčného cyklu (Serrano et al., 1997) a vyvine fenotyp charakteristický pro senescenci.  

Podobný účinek mají i různá léčiva jako bleomycin a aktinomycin D (cytostatická 

antibiotika), chemoterapeutika nebo nukleotidová analoga způsobující při určitých 

koncentracích perzistující aktivaci odpovědi na poškození DNA. Fenotyp normálních 

i imortalizovaných buněk vystavených těmto látkám vykazuje znaky senescence (Michishita 

et al., 1999; Robles and Adami, 1998). 

Bylo popsáno, že řada bakteriálních toxinů vykazuje genotoxické účinky. Jako jeden 

z příkladů je možné uvést cytoletální distenzní toxiny (CDT), např. toxin produkovaný  

gram-negativní bakterií Haemophilus ducreyi (HdCDT). Ošetření tímto toxinem vyvolává 

u normálních i nádorových buněk perzistující léze DNA obsahující 53BP1/γH2AX proteiny 

a znaky senescence včetně pozitivního barvení na SA-β-galaktosidázu, sekreci cytokinů IL-6 

a IL-8 a chromozomální aberace (Blazkova et al., 2010) 

Trvalá zástava buněčného cyklu v G1 fázi je pravděpodobně dvoustupňový proces 

(Obr. 5). V první fázi je signalizací DDR aktivovanýa stabilizovaný  p53, který indukuje expresi  
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p21 inhibujícího komplex Cdk4/6 – cyklin D1. Inhibované Cdk nemohou fosforylovat protein 

Rb (Retinoblastoma protein), který tak zůstává v inhibičním komplexu s transkripčními 

faktory E2F. Ty jsou zodpovědné za stimulaci exprese genů potřebných pro průchod 

buněčným cyklem. Po určité době nastává druhá fáze navození senescence, kdy klesá p21 

a dochází k indukci exprese p16, který rovněž inhibuje komplex Cdk4/6 – cyklin D1. Hladina 

p16 zůstává trvalé zvýšená a je také jedním ze znaků buněčné senescence použitelným in 

vivo (Baker et al., 2011). V pozdní fázi nastává exprese ARF (Alternate-reading-frame) 

proteinu, který zastává funkci negativního inhibitoru Mdm2 a tím podporuje stabilizaci p53 

(Evangelou et al., 2013). Dále ARF funguje jako negativní regulátor biogeneze ribozomů, čímž 

inhibuje růst nádorové buňky (Alcorta et al., 1996; Apicelli et al., 2008; Campisi and di 

Fagagna, 2007; Stein et al., 1999).  

 

 

Obr. 5 Schéma signalizace navozující senescenci. Zobrazení sigalizačních drah p53/p21 a p16/Rb, které různým 

mechanizmem navozují senescenci. V první fázi se uplatňuje signalizace p53/p21 a v pozdějších fázích signální 

dráha Rb/p16 (Campisi and di Fagagna, 2007). 
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Senescentní buňky jsou vetšinou zvětšené a mají zploštělý tvar (Bayreuther et al., 

1988). Exprimují zvýšenou hladinu lysosomální β-galaktosidázy (senescence-associated -  

β-galaktosidase, SA-β-gal). Aktivita SA-β-gal se používá k identifikaci senescentních buněk 

in vitro i in vivo. Detekuje se při pH 6 (Dimri et al., 1995; Lee et al., 2006). U senescentních 

buněk se mohou vyskytovat se senescencí asociovaná heterochromatinová ložiska 

(senescence-associated heterochromatin foci, SAHF). Jsou to chromatinové struktury 

tvořené fakultativním heterochromatinem. Jejich tvorby se účastní dráha p16/Rb (Kosar et 

al., 2011). Lze je detekovat barvením DAPI, jelikož SAHF se barví silněji než okolní chromatin. 

Počet SAHF je mezi 30 až 50 a je v nich lokalizován Rb protein. Ten se váže spolu s E2F 

transkripčními faktory vytváří inhibiční komplex na promotorech genů účastnících se 

přechodu z G1 do S fáze buněčného cyklu (Narita et al., 2003). SAHF nepatří mezi univerzální 

znaky senescence, jejich tvorba je závislá na zvýšení hladiny inhibitoru p16. Ta je v různých 

buněčných typech a po různých stimulech způsobujících senescenci rozdílná. Např. 

u senescence indukované onkogenem Ras dochází k jejich tvorbě u dvou buněčných linií 

fibroblastů - BJ a MRC-5. Ovšem u replikační, bakteriálními toxiny a chemicky indukované 

senescence dochází k jejich tvorbě pouze u buněk MRC-5 s vysokou hladinou p16 a nikoli 

u buněk BJ, které mají nízkou hladinu (Kosar et al., 2011). Často je u senescentních buněk 

zvýšená hladina p16 proteinu (Alcorta et al., 1996). 

 

 

2.1.1. Protein promyelocytární leukémie – PML  

 Protein PML byl nalezen v souvislosti s akutní promyelocytární leukémií, která je 

zůsobená expresí fúzního genu PML/RARα (alfa receptor kyseliny  retinové) v důsledku 

translokace t(15,17) (Kakizuka et al., 1991). PML je pravděpodobně nádorový supresor, jeho 

exprese je snížená u mnoha  různých typů lidských zhoubných nádorů (Gurrieri et al., 2004). 

Funkci nádorového supresoru podporuje řada experimentálních nálezů. Např. u lidských 

fibroblastů IMR90 s aktivovaným onkogenním Ras došlo k nárůstu exprese PML, zvýšení 

počtu a velikosti jaderných tělísek PML a následné předčasné senescenci (Ferbeyre et al., 

2000). Mechanismus jejího navození může být částečně způsoben skutečností, že PML 

zvyšuje acetylaci p53 na lysinu 382 a tím i jeho stabilizaci v buňkách s aktivním onkogenním 

Ras (Pearson et al., 2000). Regulace PML-p53 nejspíše probíhá v pozitivní zpětné vazbě, 
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jelikož gen pml je pravděpodobně jedním z cílů p53 a při poškození DNA je skutečně 

zvyšována jeho exprese (de Stanchina et al., 2004).  

Je popsáno 7 základních izoforem PML proteinu (I – VII), které se liší na C – konci. 

S výjimkou cytoplazmatické izoformy VII jsou všechny lokalizovány v jádře (Jensen et al., 

2001). Z hlediska senescence je významná isoforma IV, která při nadprodukci v lidských 

fibroblastech a v myších embryonálních fibroblastech (MEFs) PML+/+ dokáže navodit 

senescentní fenotyp (Bischof et al., 2002). Kromě stabilizace p53 je PML součástí dalších drah 

regulujících zástavu buněčného cyklu. Například u onkogenní senescence byl nádorový 

supresor Rb a transkripční faktor E2F lokalizován prostřednictvím PML do jaderných tělísek 

PML (PML-NB). PML může indukovat senescenci pravděpodobně také inhibicí cílových genů, 

neboť při navrácení E2F nebo inhibici Rb došlo ke znovuzahájení buněčného dělení (Obr. 6) 

(Vernier et al., 2011). 

 

 

Obr. 6 Model úlohy PML v buněčné senescenci. Vnitřní a vnější podněty způsobující senescenci zvyšují expresi 

PML, který inhibuje expresi cílových genů E2F a zastavuje buněčný růst. Dále pozitivně ovlivňuje aktivitu 

transkripčního faktoru p53 a tak současně stimuluje svou vlastní expresi. Dochází tak k pozitivní zpětné vazbě 

a zesílení signalizační dráhy PML/Rb/E2F. Podle (de Stanchina et al., 2004; Vernier et al., 2011). 
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2.1.2. Význam buněčné senescence 

Buněčná senescence se účastní čtyř různých buněčných procesů: stárnutí, hojení 

tkáně, suprese nádorů a podpora růstu nádorů (Obr. 7) (Rodier and Campisi, 2011). 

Byl prokázán její vztah ke stárnutí organismu. Při pokusech na myších 

snadprodukovanou zkrácenou formou p53 (p44) nedocházelo ke vzniku nádorů, ale ke 

zrácení délky života a akumulaci senescentních buněk v tkáních (Maier et al., 2004).To 

naznačuje, že navození senescence může mít protinádorovou funkci. Zmíněnou hypotézu 

potvrzuje experiment, kdy virem transformované lidské fibrosblasty nerozvinuly rakovinu, 

ale vstoupily do senescence (Obrien et al., 1986). Stejný výsledek byl pozorován u myší 

s umlčenou expresí p53, které rozvinuly nádory jater. Po následné reaktivaci p53 došlo 

k navození senescence (Xue et al., 2007). Nedávná studie na myších buňkách prokázala, že 

odstranění senescentních buněk z tkáně vede k potlačení příznaků progerie – nemoc, která 

způsobuje předčasný stařecký vzhled a rozvoj nemocí spojených se stářím (Baker et al., 

2013). 

Senescence má i význam v reparačních procesech a během embryonálního vývoje 

organismu (Munoz-Espin and Serrano, 2014). Při chemickém poškození jater vyvolaným 

chloridem uchličitým (CCl4) docházelo u myší k proliferaci jaterních hvězdicových buněk. Tyto 

buňky produkovaly složky extracelulární matrix (ECM) a po stádiu proliferace přešly do 

senescence. Vykazovaly sekreci řady faktorů (tzv. senescence-associated secretory 

phenotype – SASP) včetně matrix metaloproteáz, které rozrušovaly ECM a pomáhaly zmenšit 

fibrotickou jizvu (Krizhanovsky et al., 2008). 

 Paradoxně, senescentní buňky mohou přispívat svým sekrečním fenotypem k rozvoji 

rakoviny. Senescentní buňky sekretují do okolí velké množství prozánětlivých faktorů včetně 

cytokinů IL-6, IL-8 a TNFα, které mohou stimulovat invazivitu u nádorových buněk (Coppe et 

al., 2008). Vaskulární endoteliální růstový faktor (VEGF), rovněž sekretovaný senescentními 

buňkami, podporuje vaskularizaci nádoru (Coppe et al., 2006).  
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Obr. 7 Biologické funkce buněčné senescence. Navození senescence brání tumorigenezi nebo snížení množství 

proliferujícíh buněk. SASP přispívá k různým fyziologickým procesům. Může docházet k rozvoji nádorů, 

usnadnění hojení ran a nejspíše se podílí i na stárnutí. Použito z (Rodier and Campisi, 2011). 

 

2.2. Protein DAXX (Death domain-associated protein 6) 

Protein DAXX (Death domain-associated protein 6) byl poprvé popsán v roce 1997 

jako adaptorový cytoplazmatický protein, který se váže na apoptotický receptor Fas (také 

nazýván CDC95 nebo APO-1) (Yang et al., 1997). Je multifunkčním proteinem účastnícím se v 

regulaci apoptózy, transkripce, stability p53 a funguje jako histonový chaperon. 

 

 

2.2.1. Struktura proteinu  DAXX 

Teprve v roce 2010 byla provedena strukturální charakteristika proteinu DAXX 

v komplexu s proteinem RASSF1C (Ras association domain-containing protein 1 holomogue 

C) pomocí spektroskopie nukleární magnetické resonance (NMR spektroskopie). Část  

C - terminálního konce je vnitřně neorganizovaná. Oproti tomu N - konec vykazuje vyšší 

strukturální uspořádání. Obsahuje doménu DHB (DAXX helix bundle), která je tvořena čtyřmi 

levotočivými helixy (H1, H2, H4, H5) a jejichž uspořádání je ovlivňováno H3 helixem. DHB 

doména slouží k interakci proteinu DAXX s některými z jeho partnerů (Obr. 8) (Escobar-

Cabrera et al., 2010). 
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Obr. 8 (A) Schématické zobrazení levotočivé DAXX helix bundle (DHB) domény s popisem příslušných helixů. (B) 

Stužkový model interakce DHB domény s RASSF1C. Použito z (Escobar-Cabrera et al., 2010). 

 

DAXX interaguje skrze svou DHB doménu s RASSF1C (Obr. 9). Znalost těchto 

molekulárních interakcí a celkové struktury proteinu DAXX je velice významná, jelikož rozbor 

peptidových sekvencí ukázal, že p5339-57 a Mdm2296-313 se váží na DAXX podobným způsobem 

jako RASSF1C. Peptidová sekvence p5339-57 se nachází v transaktivační doméně p53. Tato 

doména je vnitřně neuspořádaná a je zodpovědná za interakce s Mdm2, p300/CBP (CREB-

binding protein) a mnoha dalšími. Současně je regulována protein-proteinovými interakcemi 

nebo fosforylací. Na C- a N-koncové části se nachází SIM (SUMO interagující motiv), který 

nekovalentně interaguje s proteinem SUMO. SUMO může být kovalentně připojený 

k transkripčnímu faktoru (TF) nebo jinému typu proteinu a takto s proteinem DAXX 

interagovat (Escobar-Cabrera et al., 2010). 

 

 

Obr. 9. Strukturní organizace proteinu DAXX a interakce s RASSF1C. Za DHB doménou se nachází další helikální 

úsek. C-koncovou neuspořádanou oblast tvoří dvě oblasti, kdy jedna je bohatá na zbytky serinu, prolinu, 

kyseliny glutamové (SPE) a druhá na aminokyseliny serin, prolin a threonin (SPT). Součástí je i “kyselá” (acid) 

oblast, která z 80 % obsahuje kyselinu glutamovou a asparagovou. Na N - a C - koncové části proteinu je 

zobrazen SIM (SUMO interacting motif). Použito z (Escobar-Cabrera et al., 2010). 
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2.2.2. Lokalizace proteinu DAXX 

 Kontroverzním tématem byla buněčná lokalizace proteinu DAXX (Tab. 1). Už při jeho 

objevení se soudilo, že je cytoplazmatickým proteinem (Yang et al., 1997). Bylo také 

popsáno, že některé apoptotické signály řídí jeho translokaci mezi jádrem a cytoplazmou 

v různých směrech. U lidských buněk adenokarcinomu prostaty DU-145, které trpěly 

nedostatkem glukózy, byl DAXX translokován z jádra do cytoplazmy (Song and Lee, 2003).  

Naproti tomu vystavení lidských makrofágů THP-1 oxidované formě lipoproteinu o nízké 

hustotě (oxLDL) indukoval translokaci z cytoplazmy do jádra (Su et al., 2007). Lindsay et al. 

prověřili pomocí buněčné frakcionace a imunofluorescence vnitrobuněčnou lokalizaci 

proteinu DAXX u buněk neuroblastomu SH-SY5Y a buněk DU-145 po ošetření peroxidem 

vodíku (H2O2). DAXX při všech podmínkách zůstával lokalizován v jádře. Tyto výsledky 

naznačují, že DAXX je přednostně jaderný protein a po buněčném stresu není translokován 

z jádra (Lindsay et al., 2009). Místem jeho lokalizace v jádře jsou PML-NBs, jejichž hlavní 

komponentou je PML. DAXX se váže prostřednictvím SIM na svém C konci na PML, který je 

posttranslačně modifikovaný připojením SUMO-1 (Small ubiquitin-related modifier 1) (Ishov 

et al., 1999). 

 

Tab. 1 Tabulka zobrazuje přehled translokace proteinu DAXX po různých typech buněčného stresu. (FAS – 

stimulace Fas receptoru; oxLDL – oxidovaný lipoproteinu o nízké hustotě; zVAD-fmk – inhibitor kaspáz; UV – 

ultrafialové záření; Con-A – konkavalin A; MPP
+
 - 1-methyl-4-phenylpyridinium). Použito z (Lindsay et al., 2009). 

 

 

 



 
 

 27 
 

2.2.3. Apoptóza a DAXX 

Protein DAXX je Fas-vazebný protein, který zesiluje Fas-receptorem 

zprostředkovanou apoptózu a stimuluje aktivaci kinázy JNK (Jun N-terminal kinase) (Yang et 

al., 1997). Tato signalizace je nezávislá na adaptorovém proteinu FADD (Fas-associated 

protein with death domain), který se účastní vnější dráhy apoptózy aktivací prokaspázy 8 

(Yang et al., 1997). Později bylo ukázáno, že DAXX aktivuje kinázu ASK1 (Apoptosis signal-

regulating kinase 1) zodpovědnou za aktivaci JNK (Chang et al., 1998). Delší aktivace JNK 

kinázy (1-6 hodin) pomocí TNF (Tumor necrosis factor) stimuluje proapoptické účinky 

signalizace JNK (Ventura et al., 2006). Proapoptotickou funkci popsala studie, kde DAXX 

asociuje i s cytoplazmatickou doménou TGF-β (Transforming growth factor β) receptoru 

a propojuje signalizaci TGF-β s kinázou JNK, která spouští apoptózu (Perlman et al., 

2001).Bylo popsáno, že DAXX interaguje s proteinem Axin, který se v signalizaci Wnt 

(Wingless/Int-1) účastní regulace hladiny β-kateninu. U buněk ozářených UV zářením došlo 

k zesílení této interakce a navázání p53 a Ser/Thr kinázy HIPK2 (Homeodomain interacting 

protein kinase 2). V komplexu Axin/DAXX/HIPK2/p53 je stimulována aktivita p53. Dochází 

k selektivní expresi cílových genů p53, např. PUMA (p53 upregulated modulator of 

apoptosis) (Obr. 10) (Li et al., 2007). 

Funkce proteinu DAXX v apoptóze je ovšem kontroverzní. Skupina studií popisuje 

jeho antiapoptotickou funkci. V buňkách s umlčenou expresí proteinu DAXX pomocí siRNA 

(small interfering RNA) docházelo k aktivaci apoptózy spuštěné Fas-receptorem, uvolnění 

cytochromu c, aktivaci signalizační dráhy JNK a kaspáz (Chen and Chen, 2003). In vivo byla 

tato skutečnost potvrzena na myších s delecí obou alel genu daxx (daxx-/-), kdy docházelo 

k apoptóze 7. den a k embryonální letalitě 9. den (Michaelson et al., 1999). Vzhledem 

k rozdílným výsledkům studií zůstává úloha proteinu DAXX v apoptóze stále nejasná. Je 

možné, že jeho funkce je specifická v různém vyvojovém stádiu organismu, tkáni nebo 

v závislosti na buněčném typu. 

 

http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Wingless&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Int-1&action=edit&redlink=1
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Obr. 10 Zobrazení aktivace p53 v komplexu Axin/DAXX/HIPK2/p53. Axin je po UV-ozáření translokován do 

jádra, kde vytváří komplex s proteinem DAXX a dvěma subpopulacemi p53 (jedna se váže přímo na Axin a druhá 

asociuje prostřednictvím kinázy HIPK2). Po vytvoření komplexu je HIPK2 aktivována a fosforyluje p53 na serinu 

46. Interakce DAXX-Axin stimuluje aktivitu HIPK2 k p53. Poté dochází k selektivní expresi cílových genů, jako je 

PUMA. Použito z (Lin and Li, 2007). 

 

 

2.2.4. DAXX jako transkripční regulátor 

Jednou z dalších funkcí multifunkčního proteinu DAXX je aktivace i represe 

transkripce. Pokud DAXX není lokalizován v PML-NBs, interaguje s HDAC I (Histon-

deacetyláza I) a snižuje bazální transkripci genů (Ishov et al., 1999; Li et al., 2000). Dalším 

proteinem, se kterým DAXX vytváří transkripčně represní komplex, je HDAC II (Histon-

deacetyláza II) a protein Dek, který asociuje s chromatinem a dokáže měnit topologii DNA in 

vitro (Muromoto et al., 2004). DAXX s HDAC II jsou schopni umlčet transkripční aktivitu CBP, 

který je modifikovaný SUMO-1 proteinem (Kuo et al., 2005). Sám DAXX může být 

modifikovaný připojením SUMO-1, ale tato modifikace neovlivňuje jeho lokalizaci do PML-NB 

(Jang et al., 2002). DAXX vytváří také transkripčně represní komplex s DNMT-1 (DNA 

methyltransferáza 1), se kterou interaguje přes DMAP1 (DNMT1-associated protein) 
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(Muromoto et al., 2004). V asociaci s DNMT1 se navazuje do cílových promotorů 

transkripčního faktoru RelB, který je součástí signalizační dráhy NF-κB (Nuclear factor-κB). 

Dochází k metylaci promotorů a k epigenetické represi transkripce cílových genů RelB (Puto 

and Reed, 2008). V řadě studií je DAXX popisován jako transkripční represor. V signalizaci 

Wnt však naopak zastává funkci transkripčního koaktivátoru, který se váže na TCF4 

(Transcription factor 4) a pozitivně stimuluje transkripci cílových genů komplexu 

β-katenin/TCF4 (Huang and Shih, 2009). 

 

 

2.2.5. DAXX jako chaperon 

 Relativně nedávno byla popsána nová funkce proteinu DAXX v remodelaci 

chromatinu. Chromatin je tvořen bazickými histony, kolem kterých je obtočená molekula 

DNA. Čtyři základní typy histonů H2A, H2B, H3 a H4 společně vytváří oktamery. Pro oblast 

centromer je specifická varianta histonu CENP-A (Centromeric protein A), který nahrazuje 

variantu H3. Histon H3 se vyskytuje ve třech formách. Formy H3.1 a H3.2 jsou inkorporovány 

do chromatinu závisle na S-fázi. Varianta H3.3 se od kanonické varianty H3.1 odlišuje pouze 

v pěti aminokyselnách a může být do chromatinu inkorporována závisle i nezávisle na 

buněčném cyklu (Biterge and Schneider, 2014). 

DAXX zaujímá asi 40% povrchu dimeru H3.3-H4 a ke specifickým interakcím dochází přes 

aminokyselinové zbytky alaninu 87 a glycinu 90 histonu H3.3 a zbytku kyseliny glutamové 

(Biterge and Schneider, 2014; Elsaesser et al., 2012; Liu et al., 2012). DAXX společně s ATRX 

(α-thalassemia X-linked mental retardation protein) tvoří chaperonový komplex specifický 

pro histon H3.3. Komplex ATRX-DAXX ukládá H3.3/H4 dimery do oblastí 

pericentromerického heterochromatinu, což usnadňuje transkripci z těchto oblastí. Dalším 

místem, kam komplex ATRX-DAXX vkládá histon H3.3, je chromatin telomer (Drane et al., 

2010; Lewis et al., 2010). Mechanismus, jakým vkládá H3.3 do chromatinu je závislý na PML-

NB. DAXX váže preferenčně dimery H3.3-H4 spíše než tetramery a směřuje jejich lokalizaci 

do PML-NB. Toto směřování volných dimerů je usnadňováno proteinem ASF1A (Anti-

silencing function 1 A) a je nezávislé na ATRX. Po přesunutí do PML-NB se H3.3 váže na 

komplex ATRX-DAXX, který je následně zakomponován do chromatinu. V PML-NB také 

interaguje nezávisle na replikaci H3.3 s HIRA (Histone regulator A) nebo chaperony ASF1A 
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(Obr. 11) (Delbarre et al., 2013; Huang and Shih, 2009). Mechanismus depozice H3.3, závislý 

na DAXX/PML byl popsán i u senescentních buně. Nabohacení H3.3 nebylo pozorováné s 

SAHF, ale inkorporace byla směřována do oblasti aktivního chromatinu (Corpet et al., 2014). 

 Při fyziologickém stresu, např. tepelnému šoku, dochází k nabohacení proteinu DAXX 

v oblastech centromerického a pericentromerického chromatinu bez změny vlivu na 

inkorporaci H3.3. Po zotavení z teplotního šoku u buněk se sníženou hladinou proteinu  

DAXX dochází ke změně epigenetické informace. Navýší se množství dimethylovaného 

histonu H3 na lysinu 4 (H3K4Me2) mechanismem závislým na proteinu DAXX (Morozov et al., 

2012). Funkce histonového chaperonu může být potenciálně významná v buněčné 

transformaci. Bylo popsáno, že u buněk bez funkčního Rb proteinu je nadprodukován 

CENP-A. Dochází k chromozomální nestabilitě, jejíž důsledkem je vznik aneuploidie  

(Amato et al., 2009). Nadprodukovaný CENP-A tvoří netypický heterotetramer  

H3.3–H4 : CENP-A–H4, který je inkorporováný mimo centromery, v místech s aktivní 

výměnou histonů. Tento proces je uskutečňován prostřednictvím interakce H3.3 s proteinem 

DAXX, na němž je závislý (Lacoste et al., 2014). 

 

 

Obr. 11 Model transportu (H3.3–H4) dimeru do jaderných tělísek PML (PML-NB) před inkorporací do 

chromatinu. V dráze (1) DAXX transportuje dimer H3.3-H4 do PML-NB. Tento proces je ulehčován proteinem 

ASF1 (dráha 2). H3.3-H4 navázaný na ASF1 může být inkorporován do chromatinu pomocí 

komplexůobsahujících přidatný chaperon pro H3.3 (dráha 3). DAXX, ATRX, HIRA a ASF1 jsou lokalizovány v části 

PML-NB a provděpodobně jsou schopny navázatdimer H3.3-H4 dříve než inkorporují do chromatinu. Použito 

z (Delbarre et al., 2013). 
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2.2.6. DAXX a odpověď na poškození DNA 

DAXX zastává další významnou funkci v odpovědi buňky na poškození DNA, kde je 

jedním z hlavních uzlů signalizace přes transkripční faktor p53. Tento protein je významným 

nádorovým supresorem. Jeho delece neovlivňuje embryonální vývoj, ale v brzkém věku 

dochází ke vzniku různých typů nádorů (Donehower et al., 1992).  

p53 může být modifikován různými posttranslačními modifikacemi. Stabilizovaný je 

díky acetylaci na svém C - konci a je zprostředkována acetyltransferázou p300. Tato 

acetylace pozitivně ovlivňuje schopnost vazby p53 na DNA (Gu and Roeder, 1997).  

Další způsob, jakým je p53 modifikován, je methylace, která je schopná ovlivnit jeho 

stabilitu pozitivně nebo negativně. Methylace může způsobit silné snížení transkripce 

cílových genů, nebo stabilizovat p53. Záleží, který konkrétní lysin je methylován (Chuikov et 

al., 2004; Shi et al., 2007). 

p53 má za normálních podmínek krátký poločas. Po poškození DNA se jeho stabilita 

zvyšuje, což ovlivňuje jeho funkci jako transkripčního faktoru. Mechnismus této regulace je 

řízen přes Mdm2. Ta přenáší ubiquitin na p53, jenž je následně degradován v 26S 

proteazomu. V normálních buňkách Mdm2 vytváří komplex s deubiquitinázou HAUSP 

(Herpes virus associated ubiquitin specific protease; také název USP7; dále v textu HAUSP), 

která zprostředkovává odštěpení ubiquitinu z cílového proteinu. HAUSP zvyšuje stabilitu p53 

i Mdm2, která ubiquitinyluje i sama sebe (Kubbutat et al., 1997; Li et al., 2002; Maki et al., 

1996). Jak bylo uvedeno výše, po poškození DNA dojde k aktivaci transkripce cílových genů 

p53. Jedním z nich je i Mdm2, což vytváří zpětnou vazbu regulující množství p53 a odpověď 

buňky na poškození DNA (Wu et al., 1993).  

Bylo popsáno, že DAXX ovlivňuje stabilitu Mdm2 prostřednictvím tvorby komplexu 

Mdm2-DAXX-HAUSP a současně stimuluje E3 ubiquitin ligázovou aktivitu Mdm2 vůči p53. Po 

poškození DNA dochází k rozpadu tohoto komplexu a zvýší se stabilita a aktivita p53. 

Současně dojde k poklesu hladiny Mdm2 (Obr. 12) (Tang et al., 2006). Za rozpad komplexu je 

zodpovědná kináza ATM, která po poškození DNA fosforyluje DAXX na serinu 564 (Tang et 

al., 2013). 
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Obr. 12 Schématické zobrazení úlohy proteinu DAXX v regulaci Mdm2 a stability p53. V nestresovaných 

buňkách je Mdm2 stabilizovaný v komplexu s HAUSP a DAXX, což vede k rychlé ubiquitinylaci a degradaci p53. 

Po poškození DNA se RASSF1A naváže na komplex Mdm2-DAXX-HAUSP a současně je DAXX fosforylovaný 

kinázou ATM na serinu 564. Dojde k rozpadu toho komplexu a RASSF1A stimuluje autoubiquitinylace Mdm2 

a jeho degradaci. To umožňuje zvýšení hladiny a aktivaci p53 (Song et al., 2008; Tang et al., 2013; Tang et al., 

2006). Použito z (Song et al., 2008). 

 

 DAXX se účastní odpovědi na poškození DNA i prostřednictvím interakcí s nádorovým 

supresorem RASSF1, který se v buňce vyskytuje ve dvou hlavních izoformách RASSF1A 

a RASSF1C (Dammann et al., 2000).  

Komplex Mdm2-DAXX-HAUSP je dále regulován nádorovým supresorem RASSF1A, 

který se po poškození DNA váže na DAXX a Mdm2, napomáhá k rozpadu komplexu 

a stimuluje samoubiquitynilaci Mdm2 (Song et al., 2008). Bylo popsáno, že u akutní 

lymfoblastické leukémie (ALL) dochází k metylaci promotoru RASSF1 mechanizmem závislým 

na proteinu DAXX. Do promotoru genu rassf1A se naváže p53, který atrahuje DAXX a DNMT1 

zodpovědnou za methylaci DNA. Úroveň methylace promotoru pozitivně koreluje 

s množstvím hladiny proteinu DAXX, což má přímý vliv na mechanismus regulace Mdm2 

zmíněný dříve (Zhang et al., 2013). 
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2.2.7. Buněčný cyklus a rakovina 

Správný průchod mitózou má vliv na budoucí osud dceřiných buněk. Pochopení 

mechanismů, které se zde uplatňují, může být užitečné k určení cílů pro protinádorovou 

léčbu, případně pro identifikaci prediktivního znaku pro určitý typ léčby.  

U lidských prostatických nádorových linií bylo popsáno, že se DAXX váže na Cdc20 

(Cell-division cycle protein 20), Cdh1 (Cdc20 homologue-1) a funguje jako inhibitor  

E3-ubiquitin ligázy APC/C (Anaphase-Promoting Complex). APC/C je zodpovědný za správný 

průběh mitózy a řídí degradaci např. cyklinu B1. V nádorech prostaty je hladina proteinu 

DAXX zvýšená a při jeho nadprodukci v normálních prostatických buňkách dochází k chybné 

segregaci chromozomů (Kwan et al., 2013). 

 Nízká hladina proteinu DAXX má u buněk rakoviny prsu opačný efekt. Buňky 

s deletovanou alelou pro gen daxx nebo s jeho umlčenou expresí pomocí shRNA (short 

hairpin RNA) vykazovaly vyšší rezistenci k léčbě Taxolem (paclitaxelem). Taxol je 

cytostatikum, které brání depolymeraci mikrotubulů, prodlužuje mitotický kontrolní bod 

a spouští apoptózu (Lindsay et al., 2007). Za mechanismem této rezistence stojí interakce 

mezi proteinem DAXX a HAUSP. V mitóze spolu DAXX a HAUSP vytvářejí komplex a HAUSP 

stabilizuje E3-ubiquitin ligázu CHFR (Checkpoint with forkhead and Ring-finger). Při nízké 

hladině komplexu DAXX-HAUSP dojde ke stabilizaci kinázy Aurora A a cyklinu B (Obr. 13) 

(Giovinazzi et al., 2013). 

 
 

 
 

Obr. 13 Model regulace mitózy a rezistence na taxany komplexem DAXX-HAUSP. DAXX váže HAUSP 

a stimuluje jeho aktivitu pro odštěpení ubiquitinu z E3-ubuquitin ligázy CHFR. Stabilizace CHFR zvýší 

ubiquitinylaci a degradaci Aurory A. Deregulace hladiny proteinu DAXX nebo USP7 snižuje stabilitu CHFR, 

zvyšuje stabilitu kinázy Aurora A a dochází k častější multipolární mitóze. Stabilizuje se cyklin B a buňky jsou 

blokované v mitóze a rezistentní k léčbě taxany (Giovinazzi et al., 2013). 
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 U lidských nádorových buněk povrchového epitelu vaječníku je oproti zdravé tkáni 

zvýšená hladina proteinu DAXX. Jeho nadprodukce u nádorových buněk stimuluje proliferaci, 

zvyšuje rezistenci, podporuje buněčnou migraci a tvorbu kolonií. U nenádorových buněk 

dochází k nádorové transformaci. U myších buněk povrchového epitelu vaječníku nedošlo 

delecí alely pro gen daxx k ovlivnění průchodu buněčným cyklem. V těchto buňkách došlo 

k akumulaci proteinů p21, p53 a zvýšení exprese proapoptotických proteinů NOXA a PUMA 

(Pan et al., 2013a; Pan et al., 2013b). Tato fakta naznačují, že DAXX v buňkách povrchového 

epitelu vaječníku může zastávat úlohu buněčného onkogenu (Rodier and Campisi, 2011). 
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3. Materiál a metody 

 

3.1. Materiál 

 

3.1.1. Použité chemikálie 

Zdroj Zdroj Kat. Číslo 

 

    

10 x TG pufr (192mM glycin, 25 mMTris, pH 8.3) BioRad 161-0771 

10 xTGS pufr (192mM glycin, 25 mMTris, 0.1% (w/v) SDS, pH 8.3) BioRad 161-0772 

Acrylamid / Bis 30% Serva 1068701 

APS (peroxodisíran amonný, 98%) Sigma A3678-25G 

Azid sodný 

Koch-Light Laboratories 

Ltd. 91789 

BrdU (5-Bromo-2'-deoxyuridin, 99%) Sigma B5002 

Bromfenolová modř Lachema   

BSA (hověží sérový albumin) Sigma A9647_50G 

Click-iT EdU Alexa Fluor 647 Imaging Kit Invitrogen C10340 

DAPI; 4',6-diamidin-2-fenylindol Sigma D9542-5MG 

Dithiothreitol (DTT) Sigma 43817 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) 

Oddělení přípravy médií 

ÚMG   

Doxorubicin, = Adriamycin® hydrochloride Sigma D1515 

Doxycyklin, 98% Sigma D-9891 

Dvakrát destilovaná H2O 

Oddělení přípravy médií 

ÚMG   

EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctová, 99%) Sigma E5134-50G 

Edu (5-Ethynyl-2´-deoxyuridin) Invitrogen   

Ethanol 96% Penta   

Etoposid (VP16) Sigma E1383 

Fetální hovězí sérum (FBS) Gibco/Life Technologies 10270 

Fosfátový pufr (PBS = Phosphate buffered saline)  Gibco/Invitrogen 20012 

Glutaraldehyd stupeň I, ultra pro elek. mikroskopii 25% Sigma G5882 

Glycerol (99%) Sigma G-5516-1L 

Inhibitor RNáz 

 

  

Injekční voda B. Braun Melsungen AG 87/024/98-C 

K3Fe(CN6) 

 

  

K4Fe(CN6) x H2O 

 

  

Kamptotecin (CPT) Sigma C9911 

Medicinální film Afga   

Methanol Penta   



 
 

 36 
 

MG132  Sigma-Aldrich C2211 

NaCl (Chlorid sodný, 99%) Erba Lachema s.r.o., ČR 

Nonidet P40  

Fluka, St. Gallen, 

Switzerland   

Odtučněné sušené mléko  

 

  

OptiMEM Gibco/Invitrogen 51985 

Paraformaldehyd 4% (m/v) pH 7.2 Vitrum   

Penicillin-Streptomycin roztok 100x Sigma 
P0781-

100ML 

Ponceau S  Fluka   

Proteinový marker na SDS-PAGE # 26616 Fermentas   

Puromycin zStreptomyces alboniger,98% Sigma P7255 

RNeasy Mini Kit (50) QIAGEN 74104 

SDS (dodecylsulfát sodný) Serva 20765 

TaqMan reverse transcription reagent 

 

  

TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin)  Fluka 87689 

Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethan) Serva 37186 

Triton X-100 (polyethylen glycol p-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)-fenyl 

ether) Fluka 93426 

Trypsin/EDTA  PAA L11-004 

Tween20 Serva 37470 

Vectashield Vecta Laboratories H-1000 

X-gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl beta-D-galactopyranoside, 98%) 
Sigma 

B4252-

100MG 

β-mercaptoethanol Sigma 
M3148-

25ML 

 

3.1.2. Primery 

Primery (fw + rev) 

 GAPDH  (CACCACACTGAATCTCCCCT ; CCCCTCTTCAAGGGGTCTAC) 

DAXX  (TCCCTCTGCATCCCTTCTC ; CTTCTGGATCGCATTGTGTG) 

p21  (TGGAGACTCTCAGGGTCGAAA ; GGCGTTTGGAGTGGTAGAAATC) 
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3.1.3. Protilátky 

Primární protilátky 

    Název Původ Zdroj Katalogové číslo Ředění 

  

   

  

Daxx M/mono 

dr. Andera 

UMG -  1000x 

Daxx (M-112) K/poly Santa Cruz sc-7152 200x 

GAPDH M/mono 

GeneTEX / 

from EXBIO GTX30666 8000x 

Mdm2  M/mono 

Calbiochem / 

Merck OP145  400x 

p16 K/poly Santa Cruz sc-759  1000x 

p21 M/mono Santa Cruz sc-56335  1000x 

p53 M/mono Santa Cruz  sc-126  1000x 

p53 P-Ser15 K/poly Cell Signaling #9284  1000x 

PML M/mono Santa Cruz sc-966 300x 

Wip1 M/mono Santa Cruz sc-376257  1000x 

γH2AX P-Ser139 M/mono 

Millipore / 

from Scintila 05-636  1000x 

 

Sekundární protilátky 

    Název Původ Zdroj Katalogové číslo Ředění 

          

Anti - rabbit Goat Bio-Rad 170-6515  10 000x 

Anti - mouse Goat Bio-Rad 170-6516  10 000x 

Alexa 555 Donkey Invitrogen  A311570 1000x 

Alexa 488 Donkey  Invitrogen  A21206 1000x 

 

3.1.4. Lidské buněčné linie a kultury 

 

 BJ buňky jsou fibroblasty z předkožky s neaktivní telomerázou, nastává replikační 

senescence. Karyotyp je přibližne do 62. populačního zvdojení diploidní, ale v 82. 

populačním zdvojení je již abnormální. 
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 hTERT RPE-1 (human Telomerase Reverse Transcriptase) jsou imortalizované buňky 

sítnicového epitelu s aktivní telomerázou. Karyotyp je diploidní a obsahuje dva 

chromozómy X. Dále v textu pouze RPE-1 

 

 MCF-7 buněčná nádorová linie odvozená z buněk adenokarcinomu prsní mléčné 

žlázy. Mají nulovou alelu pro gen p16. 

 

3.2. Metody 

 

3.2.1. Kultivace tkáňových linií a kultur 

 

3.2.1.1.  Rozmražení buněk 

 Buňky jsem vyjmul z tekutého dusíku a na suchém ledu přenesl do vodní lázně (37°C), 

ve které se zamražovací zkumavka ohřála. Rozpuštěnou a ohřátou buněčná suspenzi jsem 

přenesl do 15 ml falkony a přidal k ní 4 ml ohřátého média. Buňky se centrifugovaly při 

300 g/3 min. Supernatat s DMSO jsem odstranil a buňky resuspendoval v 5 ml ohřátého 

média. Poté jsem je nasadil na 25 cm2 kultivační láhev. 

 

3.2.1.2.  Kultivace buněk 

MCF-7, BJ a RPE-1 buňky jsem kultivoval vD-MEM (Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium). Do média jsem přidal 10% fetální hovězí sérum (FBS), antibiotika Penicillin 

(100 U/ml) a Streptomycin (100 ng/ml). Buňky byly kultivovány při 37°C v 5% atmosféře CO2. 

Do média transdukovaných RPE-1 buněk byl přidáván Puromycin (4 µg/ml) a Blasticidin (5 

µ/ml). 
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3.2.1.3.  Ošetření buněk 

Buňky jsem nasadil na kultivační misku o průměru 6 cm s čerstvým médiem. Následný 

den jsem je ošetřil příslušnou chemikálií nebo inhibitorem. 

 Etoposid (VP16): 5 µM, 48 hodin, MCF-7 buňky 

10 µM, 48 hodin, BJ buňky 

 Doxorubicin (Doxo): 0.75 µM, 2 hodiny, MCF-7 buňky 

0.75 µM, 4 hodiny, BJ buňky 

 Kamptotecin (CPT): 0.25 µM, 48 hodin, MCF-7 buňky 

0.5 µM, 48 hodin, BJ buňky 

 BrdU:   100 µM, výměna každých 48 hodin po dobu ošetřování buněk,

   MCF-7/BJ buňky 

Buňkám bylo každé 2 dny přidáváno čerstvé médium po dobu trvání experimentu. 

 

3.2.2. Sběr buněk na Western blot a měření koncentrace proteinů 

Buňky kultivované na 6 cm Petriho miskách jsem dvakrát promyl ve 2 ml PBS pufru, 

který měl pokojovou teplotu. Následně byly lyzovány v 90 – 120 µl 1x Sample pufru (250 

mMTris-HCl, 40% [v/v]Glycerol, 8% [w/v]SDS, pH 6.8), který byl zahřátý na 95 °C. Lyzáty se 

poté 3xsonikovaly při 3 mikronech po dobu 15 vteřin se sedmi vteřinovými prodlevami. Dále 

se stanovila koncentrace proteinů pomocí BCA testu, který byl proveden podle výrobcem 

dodaného protokolu. Pro meření koncetrace byl použit Microplate photometer Multiskan® 

EX. Lyzáty i standardy byly meřeny ve dvojicích pro zvýšení přesnosti stanovené koncentrace. 

 

3.2.3. SDS – PAGE (Polyakrylamidová gelová elektroforéza) 

Vzorky jsem připravil s obsahem 20 až 40 µg proteinu a na doplnění do určeného 

objemu jsem použil 1x Sample pufr. Na rozrušení disulfidických můstků byl přidán 10x 

zředěný 1M DTT (dithiothreitol), který pro zviditelnění vzorků obsahoval bromfenolovou 

modř. Vzorky se následně zahřály po dobu 3 minut při 95 °C a centrifugovaly se při  

6 300 g/1 minutu. Vzorky jsem nanášel na 8% a 14% separační polyakrylamidové gely. 
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Současně jsem na gel nanesel 4 µl proteinového markeru. Soupravu na elektroforézu jsem 

naplnil elektroforetickým pufrem (900 ml ddH2O, 100 ml 10x TGS pufru). Velikost 

elektrického proudu na jeden gel byla 25 mA a elektroforéza trvala přibližně 1 hodninu a 30 

minut.  

 

3.2.4. Western blot 

 Byla použita technika “mokrý” Western blot, kdy se “sendvič” skládá v blotovacím 

pufru (700 ml ddH2O, 100 ml 10x TG pufru, 200 ml methanolu). Složil jsem jej 

z umělohmotné kazety, umělé blotovací houby, dvou filtračních papírů na které jsem přenesl 

gel z proběhlé SDS elektroforézy. Na něj se přiložila nitrocelulózová membrána (AmershamTM 

Hybond ECL, GE Healthcare Life Sciences), dva filtrační papíry, blotovací houba a kazeta se 

uzavřela. Všechny složky „sendviče“ byly namočeny v blotovacím pufru. Kazeta se vložila do 

blotovací aparatury. Blotování probíhalo za stálého míchání pufru při proudu 400 mA, po 

dobu 1 hodiny a 30 minut. 

 Po dokončení přenosu proteinu jsem membránu barvil 3 minuty Ponceau, která 

v přítomnosti proteinů obarví membránu červeně. Poté byla Ponceau odmyta PBS-T pufrem 

(100 ml  10x PBS, 900 ml ddH2O, 1ml Tween – 20) a následně blokována v 10% odtučněném 

mléce rozpuštěném v PBS-T. Blokace probíhala po dobu 20 minut. Membrána jsem promyl 

3 minuty v PBS-T a nechal inkubovat s primární protilátkou při teplotě 4 °C přes noc. Po 

inkubaci jsem membránu opláchnul 2x 5min v PBS-T a inkuboval 1 – 2 hodiny v sekundární 

protilátce rozpuštěné v 10% odtučněném mléce v PBS-T. Po druhé inkubaci jsem opět 

membránu propláchnul 3x 5 minut v PBS-T. K detekci proteinů jsem použil 

chemiluminiscenční substrát Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific). 

Filmy jsem vyvolával na přístroji OPTIMAX 2010 (PROTEC). 

 Ve výsledcích zobrazené Western bloty, které jsou zobrazeny s dělicí čárou, jsou 

z jednoho gelu. Zobrazil jsem pouze vzorky, které jsou relevantní pro daný experiment.   

 

 

3.2.5. Barvení SA-β-galaktosidázy 

 Buňky jsem kultivoval v miskách na 12mm podložním sklíčku, které jsem přenesl do 

24 – jamkové destičky a propláchnul 2x 500 µl PBS. Následně bylo fixováno po dobu 
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12 minut 0,25% glutaraldehydem rozpuštěným v PBS. Poté jsem jej propláchnul 3x 500 µl  

PBS + MgCl2 (pH 6). Přidal jsem barvící roztok X-Gal (500 µl/1 sklíčko) a inkuboval dle potřeby 

1 – 8 hodin. Po inkubaci jsem jej propláchnul a namontoval do 2 µl Mowiolu. Obrázky byly 

pořízeny na fluorescenčním mikroskopu LEICA DM 6000. 

 

3.2.6. Nepříma imunofluorescence 

 Buňky jsem kultivovány na 12 mm podložním sklíčku, které jsem přenesl do  

24 – jamkové destičky a propláchnul 2x 500 µl PBS. Buňky byly fixovány 350µl 4% 

paraformaldehydu po dobu 15 minut. Sklíčko se poté propláchlo 2x 5 minut v 500 µl PBS. Pro 

permeabilizaci buňěk jsem přidal 300 µl 0,2% Tritonu X-100 na dobu 10 minut. Sklíčko se 

opět propláchlo v PBS a blokovalo 100 µl 10% FBS – PBS po 30 minut. Poté se při pokojové 

teplotě inkubovalo se 100 µl primární protilátky naředěné v 10% FBS – PBS 60 minut. Sklíčko 

s buňkami jsem opláchnul v PBS 3x 5 minut a přidal sekundární protilátku naředěnou v 10% 

FBS – PBS na 60 minut při pokojové teplotě. Po propláchnutí 3x 5minut v PBS bylo sklíčko 

inkubováno 2 minuty s 200 µl DAPI (1 µg/ml) rozpuštěným v injekční vodě. Poté jsem sklíčko 

namontoval do 2 µl Vectashieldu a okraje se zalakoval. Snímání jsem prováděl na 

fluorescenčním mikroskopu (scan^R, OLYMPUS). 

Výsledky byly analyzovány v softwaru scan^R Analysis. Při určování změny 

průměrného počtu PML-NBsa změny intenzity signálu proteinu PML/DAXX v buňce jsem 

nejdříve definoval buněčné jádro pomocí barvení DAPI a jeho cirkularity. Poté jsem v této 

ploše stanovil změnu počtu PML-NBs a změnu intenzity signálu jednotlivých proteinů. 

U stanovování změny kolokalizace proteinů PML/DAXX jsem si v jednotlivých fluorescenčních 

kanálech definoval proteinová ohniska. Při překrytí fluorescenčních kanálů jsem vyhodnotil 

změnu jejich kolokalizace. 

 

3.2.7. Přímá imunofluorescence a měření na průtokovém cytometru 

Buňky byly pěstovány na 6 cm Petriho misce a do média byl na 6 hodin přidán analog 

thyminu EdU (5-Ethynyl-2´-deoxyuridinu). Poté byly opláchnuty s PBS a bylo k nim přidáno 

500 µl roztoku trypsin/EDTA a byly umístěny do inkubátorudo doby, než se uvolnily 

z povrchu misky. Poté k nim byl přidán 1 ml média a vzniklá buněčná suspenze se přenesla 

do 1,5 ml zkumavky eppendorf. Suspenze se centrifugovala při 300 g 3 minuty. Supernatant 
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se odsál a buňky byly resuspendovány v PBS a znova centrifugovány při 300 g 3 minuty. 

Poté se resuspendovaly ve100 µl PBS přidalo se 900 µl 4% paraformaldehydu na fixování. 

Po 15minutách fixace se buňky promyly v PBS(centrifugace 300 g 3 minuty, odsát 

supernatant). Membrána byla permeabilizována přidáním 500 µl 0,25% Tritonu X-100 v PBS 

po dobu 5-ti minut. Buňky se promyly v 1% BSA-PBS  a byla k nim přidána reakční směs: 

 440 µl  TRIS – 1 M, pH 8,5 

 50 µl ADD (aditivum) – 1 M askorbát 

 10 µl 100 mM CuSO4 

 0,5 µl Alexa 647 konjugovaná s azidem 

 (100 – 125 µl na vzorek) 

 

Po 30 minutách inkubace jsem buňky promyl v 500 µl 0.5% Tween 20/1% BSA – PBS 

a nakonec resuspendoval ve 100 – 200 µl PBS. Vzorky byly analyzovány na průtokovém 

cytometru LSR II (BD Biosciences) a vyhodnocovány v programu FlowJo. 

 

3.2.8. Izolace RNA a kvantitativní Real-time RT-PCR 

Buněčnou RNA jsem izoloval pomocí RNeasy Mini Kit (50) (Kat. Číslo 74104, QIAGEN). 

Postupoval jsem podle přiloženého protokolu. Koncentraci získané RNA, která byla 

rozpuštěna ve vodě neobsahující RNázy, jsem změřil na přístroji NanoDrop (Thermo 

Scientific). Izolovanou RNA o koncentraci 100 ng/µl jsem přidal do reakční směsi pro 

reverzní transkripci. Ta probíhala při programu, který je zobrazen v níže uvedené tabulce. 

Se vzorky jsem po celou dobu pracoval na ledu. 

Reakční směs – reverzní 
transkripce 

  Počet reakcí 1 x 

10x RT Buffer 2 ul 

dH2O 9,2 ul 
25x dNTP mix (100 mM) 0,8 ul 
10x RT Náhodné primery 2 ul 
Inhibitor Rnáz 1 ul 
Reverse Transcriptase MultiScribe 1 ul 
RNA (100 ng/ul) 4 ul 

Celkový objem 20 ul 
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Program: 
  Krok 1 25 °C 10 min 

Krok 2 37 °C 120 min 

Krok 3 85 °C 5min 

Krok 4 4 °C   

 

cDNA získaná reverzní transkripcí byla smíchána se směsí pro kvantitativní PCR. Jako 

negativní kontrolu jsem použil reakční směs pro kvantitativní PCR bez cDNA. Kvantitativní 

PCR byla provedena na přístroji 7300 Real-Time PCR System  (Life Technologies) a relativní 

exprese mRNA byla stanovena metodou 2-ΔΔCT. 

 

Reakční směs – kvantitativní PCR 1x 

cDNA template   2,5 µl 

      

Master Mix   6,25 µl 

primers (2,5µM)  fw + rev 1,5 µl 

dH2O   2,25 µl 

   
    

3.2.9. Lentivirová transdukce buněk RPE-1  

Transdukované RPE-1 byly dodány laboratoří Ladislava Anděry (Oddělení buněčné 

signalizace a apoptózy, ÚMG AV ČR). 

Lentivirové vektory byly připraveny v buňkách HEK293. Ty byly transfekovány vybraným 

plazmidem a Lenti-X HTX Packaging Mix. Po 48 hodinách byly virové partikule sesbírány. Pro 

transdukci byl použit TetON systém, kde se gen zájmu exprimuje po přidání doxycyklinu. 

Z tohoto důvodu je používáno kultivační médium neobsahující teracyklin a jeho deriváty. 

Nejdříve byly buňky transdukovány regulačním plazmidem a selektovány na médiu 

s blasticidinem (5 µg/µl). Po selekci došlo k druhé transdukci plazmidem obsahujícím gen 

zájmu. Poté byly buňky selektovány kombinaci dvou antibiotik – blasticidinu a puromycinu 

(4 µg/µl).   
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4. Cíle diplomové práce 

 

 V předchozích pokusech prováděných v naší laboratoři byl pozorován možný vliv 

proteinu DAXX na navození buněčné senescence. U lidských fibrosblastů transfekovaných 

lentivirálním vektorem obsahujícím shRNA proti genu daxx  došlo k umlčení jeho exprese. 

Transfekované buňky zastavily proliferaci a tvarem vykazovaly senescentní fenotyp. Dále 

v senescentních buňkách indukovaných onkogenem Ras byla pozorována snížená hladina 

proteinu DAXX.  

 

Cílem mé diplomové práce bylo blíže charakterizovat, jak je protein DAXX regulován a jak 

jeho množství ovlivňuje buněčnou senescenci. 

 

Specifické cíle: 

 

 Navození buněčné senescence a stanovení hladiny proteinu DAXX 

 

 Stanovení způsobu regulace proteinu DAXX v senescentních buňkách 

 

 Popis vlivu zvýšeného množství proteinu DAXX na navození buněčné senescence 

 

 Popis vlivu zvýšení množství proteinu DAXX v senescentních buňkách 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 45 
 

5. Výsledky 

 

5.1. Snížení hladiny proteinu DAXX během rozvoje buněčné senescence 

Nádorové buňky MCF-7 jsem nasadil na 6 cm Petriho misky, které obsahovaly kulatá 

krycí sklíčka. Další den jsem do média přidal chemikálie pro indukci buněčné senescence. 

Tyto chemikálie způsobují jednořetězcové a dvouřetězcové zlomy a aktivují p53/p21 nebo 

Rb/p16 signální dráhu. 

Po sedmi dnech od počátku expozice chemikáliím jsem nejdříve sesbíral krycí sklíčka 

s buňkami, které jsem fixoval a barvil na detekci aktivity SA-β-galaktosidázy (Obr. 14). Buňky 

vystavené chemikáliím vykazovaly morfologii podobnou senescentním buňkám a byla v nich 

detekována SA-β-galaktosidáza (Dimri et al., 1995). Kontrolní buňky se nezbarvily.  

 

Obr. 14 Indukce senescence v buňkách MCF-7. Aktivita SA-β-galaktosidázy (modré zbarvení) byla detekována 

v kontrolních buňkách MCF-7 (ctrl) a buňkách po 7 dnech od ošetření chemikáliemi BrdU, Doxo, VP16 a CPT. 

Měřítko 200 µm. 

 

Ze zbylých buněk v Petriho misce jsem připravil buněčný lyzát a technikou Western 

blot analyzoval množství proteinů p21, p53 a modifikovaného histonu H2AX - γH2AX 

(Obr. 15). U buněk vystavených chemikáliím došlo k navýšení p53 a p21, které jsou 
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nadprodukovány v senescentních buňkách (Romanov et al., 2010; Serrano et al., 1997). 

Současně se zvedla hladina γH2AX, který je znakem poškození DNA v senescentních buňkách 

(Sedelnikova et al., 2004). Z toho lze usoudit, že se u buněk MCF-7 podařila navodit 

senescence všemi používanými typy látek. 

Ve všech připravených senescentních buňkách došlo k poklesu množství proteinu 

DAXX (Obr. 15). Western blot byl analyzován denzitometricky v programu AIDA Image 

Analyzer.  Analýza ukázala, že ošetření buněk BrdU mělo největší efekt na snížení množství 

proteinu DAXX (Obr. 16).  

 

 

Obr. 15 Reprezentativní Western blot zobrazuje množství proteinů DAXX, p53, p21 a γH2AX v MCF-7 

buňkách. Buňky byly ošetřeny  VP16 (5 µM, 48 hodin), Doxo (0,75 µM, 2 hodiny), CPT (0,25 µM, 48 hodin) 

a BrdU (100 µM, výměna každých 48 hodin po dobu ošetření).  Jako interní kontrola nanášky proteinu byla 

zvolena GAPDH. (ctrl – kontrolní neošetřené buňky). 
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Obr. 16 Denzitometrická analýza Western blotu provedena v programu AIDA. Na ose y je zobrazena 

procentuální změna množství proteinu DAXX u různých typů senescence vztažena ke kontrolním buňkám se 

zobrazenou směrodatnou odchylkou stanovenou ze tří experimentů. Vztaženo na GAPDH. (ctrl – kontrolní 

neošetřené buňky) 

 

U primárních fibroblastů BJ jsem senescenci indukoval podobně, chemikáliemi a navíc 

ionizujícím zářením. 

Po sedmi dnech jsem sesbíral vzorky na Western blot. U buněk vystavených BrdU 

a ionizujícímu záření jsem provedl analýzu buněčného cyklu změřením inkorporace EdU (5-

ethynyl-2'-deoxyuridine) na průtokovém cytometru (Obr. 17). Kontrolní buňky byly 

proliferačně aktivní a inkorporovaly EdU. U buněk vystavených BrdU nedocházelo 

k inkorporaci a buňky vystavené ionizujícímu záření inkorporovaly ve velmi malém množství. 

 

Obr. 17 Inhibice replikace DNA behěm rozvoje senescence provedená průtokově-cytometrickou analýzou 

inkorporace EdU. Histogram fluorescenční intenzity protilátky Alexa 647 detekované při 633 nm. U kontrolních 

buněk (ctrl) docházelo k inkorpocaci EdU během proliferace. Buňky ošetřené BrdU (BrdU 7d) byly zastvené 

v buněčném cyklu a neinkorporovaly Edu a u buněk ozářených 10 Gy ionizujícího záření (IR 7d) docházelo 

k nízké inkorpocaci. Analyzováno v programu FlowJo. 



 
 

 48 
 

Technikou Western blot jsem v buněčných lyzátech analyzoval hladiny proteinů 

DAXX, p21, p16, p53 a fosforylovaného p53 na serinu 15 u všech typů použitých chemikálií. 

Jako pozitivní kontrolu jsem použil replikačně senescentní (RS) fibroblasty s populačním 

zdvojením 83 (PD83). Stejně jako u nádorových buněk MCF-7, došlo ke zvýšení proteinů, 

které se podílejí na navození senescence nebo proteinů, které signalizují poškození DNA 

(Obr. 18).  

 

Obr. 18 Aktivace DDR a represe DAXX během chemicky indukované senescence. Imunoblot proteinů DAXX, 

p16, p21, p53 a fosforylovaného p53 na serinu 15 ve fibroblastech BJ. Buňky byly ošetřeny IR (10 Gy), BrdU 

(100 µM, výměna každých 48 hodin po dobu ošetřování), Doxo (0,75 µM, 4 hodiny), VP16 (10 µM, 48 hodin) 

a CPT (0,5 µM, 48 hodin). Jako negativní kontrola sloužily neošetřené proliferující fibroblasty BJ. Pozitivní 

kontrola byly RS fibroblasty BJ. Jako interní kontrola nanášky proteinu byla zvolena GAPDH.  

 

Množství proteinu DAXX jsem kvantifikoval denzitometricky. Nejnižší hladina byla opět 

pozorována v buňkách ošetřených BrdU. Toto množství bylo téměř shodné s množstvím 

proteinu DAXX v replikačně senescentních (RS) buňkách (Obr. 19).  
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Obr. 19 Represe hladiny proteinuDAXX během rozvoje buněčné senescence. Denzitometrická analýza 

intenzity signálu DAXX na imunoblotu se zobrazenou směrodatnou odchylkou stanovenou ze tří experimentů. 

Analýza byla provedena v programu AIDA. Vztaženo na GAPDH. (ctrl – kontrolní neošetřené buňky) 

 

U všech použitých chemikálií došlo k navození buněčné senescence u obou 

buněčných typů. Současně došlo ke snížení hladiny proteinu DAXX. Největší úbytek oproti 

kontrolním buňkám byl pozorován při replikační senescenci a po ošetření BrdU. Po 

pozorování, že u ošetření BrdU dochází k efektivní zástavě buněčného cyklu a současně 

k výraznému snížení hladiny proteinu DAXX, jsem krycí sklíčka s kontrolními buňkami (ctrl) 

a buňkami ošetřenými BrdU (BrdU 7d) barvil protilátkou proti proteinu DAXX a PML  

(Obr. 20). V senescenci dochází ke zvýšení množství PML a současně počtu PML-NB, pro 

jejichž tvorbu je PML nezbytný (Ferbeyre et al., 2000). Analýza krycích sklíček na mikroskopu 

scan^R (OLYMPUS) potvrdila snížení množství proteinu DAXX (Obr. 21a). Současně došlo 

k nárůstu hladiny proteinu PML a průměrného počtu PML-NB v jádře (Obr. 21b). Jelikož 

protein DAXX a PML spolěčně interagují (Ishov et al., 1999), analyzoval jsem kolokalizaci 

v proliferačně aktivních a senescentních buňkách. Změna jejich vzájemné kolokalizace nebyla 

pozorována (Obr. 21c). 
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Obr. 20 Exprese proteinu DAXX a PML v kontrolních a senescentních buňkách. Buňky byly barveny specifickou 

protilátkou pro DAXX (zelený), PML (červený) a DAPI (modrá) barví DNA. Senescence byla u buněk navozena 

ošetřením BrdU (100 µM, výměna každých 48 hodin po dobu ošetřování). 
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Obr. 21 Analýza změny hladiny a kolokalizace protenů DAXX a PML. a) Změna intenzity signálu proteinu DAXX 

a PML v kontrolních buňkách (ctrl 7d) a BrdU ošetřených buňkách (BrdU 7d). b) Rozdílné množství průměrného 

počtu PML-NB u kontrolních a senescentních buněk. c) Vyhodnocení změny kolokalizace proteinu DAXX s PML 

v proliferačně aktivních a senescentních buňkách. 
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5.2. Stanovení způsobu regulace množství proteinu DAXX 

v senescentních buňkách 

 

5.2.1. Pokles hladiny proteinu DAXX vykazuje pomalou kinetiku 

Pro popis kinetiky snížení proteinu DAXX jsem nasadil fibroblasty BJ na 6 cm Petriho 

misky a ozářil 10 Gy. Každých 24 hodin po dobu 7 dní jsem sbíral vzorky na analýzu technikou 

Western blot. Stanovil jsem hladinu proteinu DAXX, fosforylovaného p53 na serinu 15 

a fosforylovaného histonu γH2AX. K nejvýraznějšímu poklesu množství proteinu DAXX došlo 

čtvrtého dne, poté se jeho hladina začala pomalu navracet, ale ani sedmého dne nedosáhla 

hladiny v kontrolních buňkách (Obr. 22). 

 

Obr. 22 Dynamika poklesu hladiny DAXX během rozvoje senescence. a) Technikou Western blot byla 

zobrazena změna hladin proteinů DAXX, P-p53 Ser15 a γH2AX v průběhu sedmi dní po ozáření. Jako interní 

kontrola nanášky proteinu byla zvolena GAPDH. b) Denzitometrická analýza hladiny proteinu DAXX se 

zobrazenou směrodatnou odchylkou stanovenou ze tří experimentů. Vztaženo na GAPDH. (ctrl – kontrolní 

neošetřené buňky) 
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5.2.2. Hladina mRNA DAXX se během senescence nemění 

K určení mechanizmu, jakým je hladina proteinu DAXX regulována během rozvoje 

senescence, jsem změřil hladinu jeho transkriptu. Pro tento účel jsem zvolil metodu  

qRT-PCR, jako interní standard jsem vybral gapdh a jako znak senescence p21. Porovnal jsem 

hladinu mRNA daxx v mladých proliferačně aktivních a replikačně senescentních buňkách BJ. 

Předběžné výsledky naznačují, že exprese genu daxx byla v obou případech téměř totožná, 

kdežto hladina mRNA p21 byla v replikačně senescentních buňkách BJ podle očekávání 

zvýšená (Obr. 21).  

 

 

Obr. 21 Porovnání hladiny mRNA genu daxx a p21 v proliferujících (PD26) a replikačně senescentních 

(PD81) buňkách BJ stanovené pomocí qRT-PCR. Osa y znázorňuje násobek hladiny mRNA vzhledem ke 

kontrolním buňkám se zobrazenou směrodatnou odchylkou stanovenou trojtým opakováním jednoho 

experimentu. gapdh byla použita jako interní standard. 

 

 Z dříve popsaného experimentu, kde se po sedm dní po ozáření pozorovala změna 

hladiny proteinu DAXX byly rovněž sbírány vzorky na qRT-PCR. Sledovala se změna exprese 

mRNA genu daxx. V průběhu 7 dní nebyla pozorována významná změna jeho exprese 

(Obr. 22a). Pro porovnání byla analyzována změna exprese p21. U všech ozářených vzorků 

v celé časové řadě byla hladina mRNA p21 zvýšená (Obr. 22b). 
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Obr. 22 Kvantitativní stanovení hladin mRNA genu daxx (a) a p21(b) v kontrolních a ozářených buňkách 

BJ. Buňky jsem ozářil 10 Gy a sbíral každých 24 hodin po dobu 7 dní. Výsledky jsou průměrem tří 

opakování jednoho experimentu se zobrazenou směrodatnou odchylkou. Stanovení exprese mRNA jsem 

provedl metodou qRT-PCR. Vztaženo na gapdh (interní standard). 

 

 

5.2.3. Množství proteinu DAXX je regulováno jeho degradací v proteazomu 

Po zjištění, že DAXX nejspíše není regulován na úrovni hladiny mRNA, jsem provedl 

pokus, kdy jsem pozoroval jeho stabilitu po inhibici proteazomální degradace v kontrolních 

a senescentních buňkách. Ke kontrolním a  senescentním fibroblastům BJ, u kterých jsem 

navodil senescenci ošetřením BrdU, jsem přidal inhibitor proteazomu MG132 na 6 a 8 hodin. 

Následně jsem z kontrolních buněk a buněk s MG132 připravil lyzáty a změnu hladiny 

proteinu DAXX pak analyzoval technikou Western blot (Obr. 23). 
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Obr. 23 Stabilita proteinu DAXX po inhibici proteazomu. Detekce DAXX, Mdm2 a p53 v kontrolních (ctrl) 

a BrdU vystavených (BrdU) buňkách BJ popřidání MG132 na dobu 6 a 8 hodin technikou Western blot. Jako 

interní kontrola nanášky proteinu byla zvolena GAPDH. 

 

 Po 6 a 8 hodinách jsem pozoroval stabilizaci proteinů DAXX, Mdm2 a p53, které spolu 

tvoří komplex (Tang et al., 2006). To naznačuje, že množství proteinu DAXX je v buňce 

regulováno jeho degradací v proteazomu. 

 

 

5.3. Nadměrná exprese proteinu DAXX v senescentních buňkách RPE-1 

nemá vliv na obnovení buněčné proliferace 

Dříve bylo v naší laboratoři pozorováno, že po snížení hladiny proteinu DAXX dochází 

k indukci senescence (nepublikovaná data). Výše uvedené výsledky ukazují, že po navození 

senescence se jeho hladina snižuje. Proto jsem testoval hypotézu, zda pokles hladiny DAXXje 

příčinou rozvoje senescence. Pro tento účel byl DAXX ektopicky exprimován v senescentních 

buňkách a byla sledována změna proliferační aktivity. 

Telomerázou imortalizované buňky sítnicového epitelu RPE-1 byly transdukovány 

lentivirovým tetracyklin-indukovatelným (TetON) systémem pro vnesení genu daxx. Po 

transdukci jsem do kultivačního média přidával selekční antibiotika puromycin (4 µ/ml) 

a blasticidin (5 µg/ml). Buněčnou senescenci jsem navodil ozářením buněk 20 Gy. Šestého 

dne jsem k části buněk přidal doxycyklin (100 ng/ml) pro navození exprese proteinu DAXX. 

Sedmého dne jsem část vzorků sesbíral pro analýzu hladiny DAXX technikou Western blot. 

Zbylé buňky jsem kultivoval do dvanáctého dne. K polovině buněk jsem každých 48 hodin 

přidával doxycyklin pro udržení zvýšené exprese proteinu DAXX (Obr. 24).  
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Obr. 24 Schéma experimentu indukce ektopické exprese proteinu DAXX v senescentních buňkách. Buňkám 

RPE-1 byl šestý den po ozáření 20 Gy přidán doxycyklin. 12. den byly buňky sklizeny na analýzu. 

 

 Sledoval jsem, zdali nadprodukce DAXX v senescentních buňkách ovlivní buněčnou 

morfologii (Obr. 25). Změna morfologie senescentních buněk nebyla po sedmi dnech od 

navození exprese proteinu DAXX pozorována. Technikou Western blot jsem stanovil účinnost 

exprese proteinu DAXX po přidání doxycycklinu a množství proteinů zodpovědných za 

udržení buněčné senescence (Obr. 26). Množství proteinů p53, Mdm2 a p21 bylo přibližně 

stejné u buněk s nízkou i vysokou hladinou proteinu DAXX. 

 

 

 

Obr. 25 Ektopická exprese DAXX nemá vliv na senescentní fenotyp. Mikroskopické zobrazení kontrolních 

buněk (0 d ctrl) a ozářených (20 Gy) RPE-1 s neaktivní (-Dox) a aktivní (+Dox) expresí proteinu DAXX (7. a 12. 

den, 7d IR a 12d IR). Měřítko 200 µm. 
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Obr. 26 Exprese vybraných proteinů v RPE-1 buňkách bez a s indukcí proteinu DAXX. Zobrazení imunoblotu 

kontrolních buněk (0 d ctrl) a ozářených (20 Gy) RPE-1 s neaktivní (-Dox) a aktivní (+Dox) expresí proteinu DAXX 

7. a 12. den. Analyzovány byly proteiny DAXX, Mdm2, fosforylovaného p53 na serinu 15, p53  a p21. Ke 

kontrolním a senescentním buňkám s neaktivní i aktivní expresí proteinu DAXX  byl přidán inhibitor MG132. 

Jako interní kontrola nanášky proteinu byla zvolena GAPDH. 

 

 

5.4.  Nadprodukce proteinu DAXX v proliferačně aktivních RPE-1 

buňkách nemá vliv na navození buněčné senescence 

Dále jsem testoval alternativní hypotézu, zdali zvýšení množství proteinu DAXX 

zabrání navození buněčné senescence v proliferačně aktivních buňkách. Za tímto účelem 

byly použity také lentivirálně transdukované RPE-1 buňky s TetON systémem. Buňky jsem 

ozářil 20 Gy ionizujícího záření. O den dříve jsem indukoval expresi proteinu DAXX přidáním 

doxycyklinu do média. Každých 48 hodin od ozáření jsem vyměnil kultivační médium za 

čerstvé s doxycyklinem pro udržení zvýšené exprese proteinu DAXX (Obr. 27).  
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Obr. 27 Schéma experimentu indukce ektopické exprese proteinu DAXX před navozením buněčné 

senescence.  Buňkám RPE-1 byl den před ozářením přidán doxycyklin. Den 0 (0d) byly buňky ozářeny 20 Gy. 

Každých 48 hodin byl dodávan doxycyklin a 7. den byly buňky sklizeny na analýzu. 

 

 

Pozoroval jsem, zdali nadprodukce DAXX před ozářením zabrání navození buněčné 

senescenci a ovlivní buněčnou morfologii u ozářených buněk (Obr. 28). Nebyl pozorován 

žádný rozdíl mezi kontrolními buňkami a buňkami s navýšenou expresí proteinu DAXX. 

 

Obr. 28 Ektopická exprese DAXX před poškozením DNA nemá vliv na navození senescentního fenotypu. 

Mikroskopické zobrazení RPE-1 buněk s neaktivní expresí proteinu DAXX kontrolní (0d ctrl) a ozářené (7d IR) 

buňky. Kontrolní (0d ctrl -1d+Dox) a ozářené (7d IR -1d+Dox) s aktivovanou expresí proteinu DAXX před 

poškozením DNA. Buňky byly ozářeny 20 Gy. Měřítko 200 µm. 
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Technikou Western blot jsem stanovil účinnost exprese proteinu DAXX po přidání 

doxycycklinu a množství proteinů zodpovědných za udržení buněčné senescence (Obr. 29). 

Nadprodukce proteinu DAXX před poškozením DNA a jeho zvýšení hladinu po dobu 7 dní 

neměla vliv na změnu hladin proteinů Mdm2, fosforylovaného p53 na serinu 15, p53 a p21 

v senescentních buňkách. 

 

 

Obr. 29 Exprese vybraných proteinů v RPE-1 buňkách s indukcí proteinu DAXX před navozením senescence. 

Zobrazení imunoblotu kontrolních buněk (0 d ctrl) a ozářených (20 Gy) RPE-1 s neaktivní a aktivní expresí 

proteinu DAXX 7. den. Analyzovány byly proteiny DAXX, Mdm2, fosforylovaného p53 na serinu 15, p53  a p21. 

Ke kontrolním a senescentním buňkám s indukovanou expresí proteinu DAXX byl přidán inhibitor MG132. Jako 

interní kontrola nanášky proteinu byla zvolena GAPDH. 

 

 Při testování obou hypotéz jsem pozoroval, že i přes nadprodukci proteinu DAXX 

v senescentních buňkách docházelo k jeho degradaci. I přesto bylo jeho množství vyšší 

v porovnání s kontrolními buňkami bez aktivní exprese proteinu DAXX. Také se podařilo 

ověřit jeho stabilizaci po přidání inhibitoru MG132. 
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 V různých typech buněčné senescence navozené u nádorových i normálních buněk 

jsem pozoroval pokles proteinu DAXX v porovnání s proliferujícími buňkami. Dynamika jeho 

úbytku je pozvolná a nejvýraznější je 4. den od navození senescence. Mechanismus 

sníženímnožství proteinu není regulován stabilizací mRNA daxx nebo její zvýšenou 

transkripcí, ale proteinovou degradací ve 26S proteazomu. Dále jsem nepozoroval výraznou 

změnu kolokalizace proteinu DAXX s PML u proliferujících a nádorových buněk.  

 Zjistil jsem, že zvýšení hladiny proteinu DAXX před poškozením DNA nemá vliv na 

navození senescence. Stejně tak jsem nepozoroval žádný efekt na obnovení proliferace při 

nadprodukci proteinu DAXX v senescentních buňkách. V průběhu těchto dvouexperimentů 

jsem nepozoroval, že by DAXX ovlivňoval stabilizaci Mdm2 nebo p53, jak publikoval Tang et. 

al. (Tang et al., 2006). 

  

 

5.5. Snížení hladiny proteinu fosfatázy Wip1 během rozvoje buněčné 

senescence 

Předmětem výzkumu naší laboratoře není pouze buněčná senescence, ale také 

studium signalizace odpovědi buňky na poškození DNA. Proto se současně s určováním 

množství proteinu DAXX v senescentních buňkách pozorovala změna hladiny fosfatázy Wip1. 

Bylo publikováno, že se její množství snižuje u buněk MCF-7 po navození senescence 

doxorubicinem (Crescenzi et al., 2013). V průběhu vypracovávání této diplomové práce byly 

získány výsledky, které naznačují, že hladina fosfatázy Wip1 se liší mezi senescentními 

a proliferačně aktivními buňkami. 

U nádorových buněk MCF-7 a primárních fibroblastů BJ jsem pozoroval snížení hladiny 

fosfatázy Wip1 po různých stresových stimulech navozujících senescenci (Obr. 30, 31). Po 

ošetření buněk ionizujícím zářením došlo v prvním dni k výraznému nárůstu jejího množství 

a od druhého dne její hladina klesala. Sedmého dne bylo její množství nižší ve srovnání 

s kontrolními buňkami (Obr. 32). Po přidání inhibitoru MG132 ke kontrole (0d) 

a senescentním buňkám (7d IR) byla pozorována její várazná stabilizace. Také jsem stanovil 

hladinu Wip1 v replikačně senescentních fibroblastech BJ, u kterých docházíke snížení 

podobně jako u stresem navozené senescence (Obr. 31). 
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Obr. 30 Hladina fosfatázy Wip1 u nádorových buněk MCF-7 po vystavení genotoxickému stresu. Detekce 

fosfatázy Wip1 imunoblotem. Buňky byly ošetřeny VP16 (5 µM, 48 hodin), Doxo (0,75 µM, 2 hodiny), CPT 

(0,25 µM, 48 hodin) a BrdU (100 µM, výměna každých 48 hodin po dobu ošetření).  Jako interní kontrola 

nanášky proteinu byla zvolena GAPDH. (ctrl – kontrolní neošetřené buňky) 

 

 

 

 

 

Obr. 31 Hladina fosfatázy Wip1 u primárních fibroblastů BJ po vystavení genotoxickému stresu. Imunoblot 

proteinu Wip1. Buňky byly přivedeny do senescence: Doxo (0,75 µM, 4 hodiny), VP16 (10 µM, 48 hodin), CPT 

(0,5 µM, 48 hodin), IR (10 Gy), BrdU (100 µM, výměna každých 48 hodin po dobu ošetřování). Jako negativní 

kontrola sloužily neošetřené proliferující fibroblasty BJ (ctrl). Pozitivni kontrola byly replikačně senescentní 

fibroblasty BJ (RS). Jako interní kontrola nanášky proteinu byla zvolena GAPDH. 
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Obr. 32 Zobrazení kinetiky úbytku hladiny Wip1 během rozvoje senescence. Technikou Western blot byla 

zobrazena změna hladiny Wip1 fosfatázy v průběhu sedmi dní po ozáření. Buňky byly ozářeny 10 Gy. Ke 

kontrole (0d ctrl) a senescentním buňkám (7d IR) byl přidán inhibitor proteazomu MG132. Jako interní kontrola 

nanášky proteinu byla zvolena GAPDH. (ctrl – neošetřené kontrolní buňky). 

 

 V průběhu výše zmíněného experimentu jsem odebral vzorky mRNA Wip1 

v kontrolním vzorku 0.den a u ozářených vzorků 2.den, 4.den a 6.den po ozáření 10 Gy. 

Buňky reagovaly na ozáření zvýšením exprese mRNA genu wip1. Nejvyšší nárůst byl 

pozorován druhého dne (Obr. 33). 

 

 

Obr. 33 Kvantitativní stanovení hladin mRNA genu wip1 v kontrolních a ozářených buňkách BJ. Buňky jsem 

ozářil 10 Gy a sbíral každých 48 hodin po dobu 6 dní. Výsledky jsou průměrem tří opakování jednoho 

experimentu se zobrazenou směrodatnou odchylkou. Stanovení exprese mRNA jsem provedl metodou qRT-

PCR. Vztaženo na GAPDH (interní standard). 



 
 

 63 
 

6. Diskuze 

 Protein DAXX byl poprvé popsán v roce 1994. Ani po 20 letech nejsou jeho vlastnosti 

a funkce stále objasněné. Kontroverzní je jeho úloha v apoptóze, kde část studií popisuje 

jeho proapoptotickou funkci (Chang et al., 1998; Li et al., 2007; Perlman et al., 2001; Yang et 

al., 1997) a druhá se přiklání k jeho antiapoptotickému efektu (Chen and Chen, 2003; 

Michaelson et al., 1999). Další popsanou funkcí je jeho úloha transkripčního represoru, např. 

v komplexu s HDAC II (Kuo et al., 2005) nebo DNMT-1 (Muromoto et al., 2004). Ovšem 

v signalizační dráze Wnt byl popsán jako koaktivátor transkripce (Huang and Shih, 2009). 

Z tohotostručného výčtu funkcí proteinu DAXX je zřejmé, že ovlivňuje široké spektrum 

protichůdných buněčných drah. V souvislosti s udržením integrity genomu buňky byl DAXX 

popsán jako součást komplexu s Mdm2 a HASUP, který ovlivňuje stabilitu p53 (Tang et al., 

2006). Významným nádorovým supresorem je p53, který se uplatňuje v odpovědi buňky na 

poškození DNA (Bunz et al., 1998; Waldman et al., 1995). Pokud poškození není pro buňku 

letální, ale zabraňuje jejímu řádnému dělení, dochází k navození stavu buněčné senescence 

prostřednictvím p53. Současně je tímto způsobem zamezeno rozvoji kancerogeneze (Xue et 

al., 2007).   

 V naší laboratoři, která se zabývá studiem buněčné senescence, bylo pozorováno, že 

po cíleném snížení hladiny proteinu DAXX dochází u nenádorových primárních buněk 

k navození senescentního fenotypu. Proto bylo jedním z cílů této diplomové práce stanovit 

množství proteinu DAXX v senescentních nádorových a nenádorových buňkách. Jako 

zástupce nádorových buněk byla zvolena buněčná linie adenokarcinomu prsu MCF-7. 

Primární fibroblasty BJ reprezentovaly nenádorové buňky. K navození senescence jsem 

použil chemikálie a ionizující záření v subletálních dávkách, užívané při léčbě rakoviny. Patří 

mezi ně doxorubicin a etoposid, které jsou inhibitory topoizomerázy II způsobující 

dvouřetězcové zlomy (Chang et al., 1999; Robles et al., 1999). Dále jsem zvolil kamptotecin, 

inhibitor topoizomerázy I, který vyvolává jednořetězcové zlomy (Han et al., 2002), syntetický 

analog thyminu - bromodeoxyuridin (Michishita et al., 1999) a ionizující záření (Jones et al., 

2005). Buňky jsem při kultivaci ošetřil výše zmíněným stresovým faktorům. Po sedmi dnech 

od expozice jsem u buněk MCF-7 pozoroval změnu morfologie, kdy tvarem připomínaly 

senescentní buňky a bylo detekováno barvení na SA-β-galaktosidázu, jejíž zvýšená aktivita je 

jedním ze znaků senescence (Dimri et al., 1995). Pozoroval jsem zvýšení hladiny proteinů p53 
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a  p21, které se účastní zástavy buněčného cyklu při odpovědi na poškození DNA (Romanov 

et al., 2010; Serrano et al., 1997)a při navození senescence (Stein et al., 1999). Detekoval 

jsem γH2AX, který signalizuje vznik dvouřetězcových zlomů či replikační stres, a jehož hladina 

přetrvává v senescentních buňkách (Ferbeyre et al., 2002; Romanov et al., 2010; Sedelnikova 

et al., 2004). Společně tyto výsledky naznačují, že se mi podařilo u buněk vyvolat senescenci. 

Hladina proteinu DAXX v senescentních buňkách byla ve srovnání s proliferačně aktivními 

buňkami snížená. Stejným přístupem jsem navodil senescenci u primárních fibroblastů BJ, 

u kterých jsem navíc použil ionizující záření. Stanovoval jsem stejné proteiny jako u MCF-7 

buněk a došel jsem k podobným výsledkům. Dále jsem u ozářených buněk a buněk 

ošetřených s BrdU změřil pomocí průtokové cytometrie míru inkorporace 5-ethynyl-2´-

deoxyuridinu (EdU) do nově syntetizované DNA (Yu et al., 2009). Inkorporace probíhala 

u kontrolních buněk a v malé míře u buněk vystavených ionizujícímu záření. U buněk 

ošetřených BrdU k inkorporaci nedocházelo. Důvodem rozdílné účinnosti těchto dvou 

stresových faktorů je zřejmě ten, že u buněk vystavených ionizujícímu záření mohla být část 

populace rezistentní a pokračovala v proliferaci. To naznačuje, že použitá dávka 10 Gy nebyla 

dostatečná pro navození trvalé zástavy buněčného cyklu. Nicméně u všech typů stresu byl 

pozorován trend snížení hladiny proteinu DAXX. U buněk ošetřených BrdU jsem pozoroval 

největší úbytek a současně jeho hladina odpovídala hladině proteinu DAXX v replikačně 

senescentních buňkách. Dále jsem metodou fluorescenční mikroskopie a analýzy obrazu 

ověřil pokles množství proteinu DAXX po ošetření BrdU. Současně jsem pozoroval nárůst 

množství jaderných tělísek PML, což je popsaný znak u Ras-indukované senescence (Ferbeyre 

et al., 2000). Jelikož bylo popsáno, že DAXX interaguje s PML-NB (Ishov et al., 1999; Li et al., 

2000), rozhodl jsem se porovnat změnu jejich kolokalizace v proliferačně aktivních 

a senescentních buňkách. Přestože počet PML-NB narůstá, nedochází k jejich nabohacení 

proteinem DAXX.  

Je možné, že pokles množství proteinu DAXX a udržení jeho nízké hladiny jsou 

důležité v prvních fázích navození senescence. Proto byla popsána kinetika a způsob regulace 

snížení množství proteinu DAXX. Testoval jsem ji ve fibroblastech BJ, které byly vystaveny 

ionizujícímu záření a sledovány po dobu sedmi dní. V jejich průběhu došlo k pozvolnému 

snížení jeho hladiny, kdy největší úbytek byl pozorován 4. dne. Současně se pomocí qRT-PCR 

stanovila exprese mRNA. Ukázalo se, že změna množství proteinu DAXX nekoreluje se 

změnou hladiny jeho mRNA, která v průběhu sedmi dní zůstávala přibližně stejná. Dále jsem 
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testoval, zdali je množství proteinu DAXX regulováno jeho degradací prostřednictvím 26S 

proteazomu. U buněk ošetřených inhibitorem proteazomu MG132 došlo k jeho stabilizaci. To 

naznačuje, že při navození senescence je DAXX částečně degradován na proteinové úrovni 

a k jeho regulaci dochází pravděpodobně i jiným mechanizmem. 

Po stanovení množství proteinu DAXX a určení způsobu jeho regulace byly 

formulovány dvě hypotézy o vlivu množství proteinu DAXX na buněčnou senescenci. 

 

1) Zvýšení hladiny proteinu DAXX v senescentních buňkách obnoví buněčnou proliferaci 

 

2) Zvýšení hladiny proteinu DAXX před poškozením DNA zabrání navození buněčné 

senescence 

 

Hypotézy vycházejí z dřívějších pozorování v naší laboratoři, kdy umlčením exprese genu 

daxx pomocí shRNA došlo k navození senescence u fibroblastů BJ. To je v souladu s prací Pan 

et. al. (Pan et al., 2013a), kde bylo publikováno, že po deleci genu daxxdojde k navození 

senescence signalizační dráhou p53/p21. Dalším podkladem byla publikace, kde byla 

popsána tvorba komplexu Mdm2-DAXX-HAUSP, který reguluje stabilitu p53 v buňce. DAXX 

v tomto komplexu stabilizuje HAUSP i Mdm2. Současně podporuje E3 ligázovou aktivitu 

Mdm2 vůči p53, který je následně degradován. Dále popsali, že nadprodukovaný DAXX silně 

stabilizuje Mdm2 (Tang et al., 2006). K ověření těchto hypotéz byly vybrány imortalizované 

buňky sítnicového epitelu RPE-1, z důvodu jejich efektivní transdukce lentivirovým TetON 

systém. 

V buňkách RPE-1 jsem indukoval senescenci dávkou 20 Gy ionizujícího záření, což je 

dostatečná dávka na navození senescence (Fumagalli et al., 2012). Po šesti dnech od ozáření 

byl DAXX nadprodukován a jeho exprese byla udržována po dobu dalších šesti dní. Buňky, 

které měly nadprodukovaný DAXX, nevykazovaly žádnou změnu morfologie. Nepozoroval 

jsem pokles p53 a stabilizaci Mdm2 v porovnání se senescentními buňkami bez 

nadprodukovaného proteinu DAXX. Na základě těchto výsledků jsem zamítnul hypotézu, že 

nadprodukovaný DAXX v senescentních buňkách obnoví buněčnou proliferaci. 

Pro nadprodukci proteinu DAXX byl den před ozářením přidán do média doxycyklin. 

Po sedmi dnech od ozáření vykazovaly buňky senescentní fenotyp. Přestože byl do média 

každých 48 hodin přidáván doxycyklin pro udržení zvýšené hladiny proteinu DAXX, pozoroval 
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jsem snížení hladiny proteinu DAXX i při jeho nadprodukci. Opět nedošlo ke stabilizaci Mdm2 

a poklesu hladiny p53 a p21. Těmito výsledky byla zamítnuta hypotéza vlivu nadprodukce 

proteinu DAXX na zabránění navození senescence.  

Získané výsledky naznačují, že zvýšená hladina proteinu DAXX neovlivňuje navození 

buněčné senescence nebo její zvrat. Dále se mi nepodařila potvrdit stabilizace Mdm2 po 

navýšení proteinu DAXX. 

Ke stejným výsledkům došli členové laboratoře buněčné signalizace a apoptózy na 

ÚMG AV ČR v dosud nepublikovaném článku (Brazina et al., v přípravě). Pomocí TALENových  

endonukleáz připravili dosud první buněčný model, kde byl gen daxx v nádorových buňkách 

osteosarkomu U2OS kompletně deletován. Nebyla pozorována změna stability Mdm2 a p53 

mezi daxx+/+ a daxx-/- buňkami U2OS bez nebo s poškozením DNA. Současně delece genu 

daxx neovlivnila expresi genů zprostředkovanou p53 proteinem. 

Ke sporné úloze proteinu DAXX v navození buněčné senescence přispívá i zjištění 

funkce komplexu ATRX-DAXX s PML v akutní promyelocytární leukémii. Komplex ATRX-DAXX 

a PML protein jsou potřebné pro navození buněčné senescence po léčbě kyselinou retinovou 

(z angl. All-Trans-Retinoic Acid, ATRA). Při umlčení exprese genu daxxpomocí shRNA v myších 

buňkách kostní dřeně ošetřených ATRA nedochází k ovlivnění hladiny proteinu p21. Ovšem 

po shRNA genu atrx dojde ke snížení množství p21. To naznačuje, že ATRX a nikoli DAXX 

ovlivňuje navození senescence po ošetření ATRA (Korf et al., 2014). 

Vzhledem k protichůdným publikacím, které se zabývají úlohou proteinu DAXX 

v odpovědi buňky na poškození DNA a ovlivnění stabilizace nádorového supresoru p53, je 

jeho úloha v těchto procesech nejasná a dosti komplikovaná.  

 

 

V průběhu vypracovávání diplomové práce jsem při pokusech vyhodnocoval hladinu 

fosfatázy Wip1, jelikož byla studována v naší laboratoři v souvislosti odpovědi buňky na 

poškození DNA. Současně Crescenzi et al. publikovali její snížení u MCF-7 buněk  po ošetření 

doxorubicinem (Crescenzi et al., 2013). Pozoroval jsem snížení Wip1 při navození senescence 

po všech výše zmíněných stresových faktorech u nádorových buněk MCF-7 i fibroblastů BJ. 

Současně byla jeho hladina snížená i v replikační senescenci. Při pozorování jeho kinetika po 

poškození DNA ionizujícím zářením došlo v prvních dvou dnech k jejímu nárůstu a poté 

k pozvolnému poklesu. Sedmý den byla její hladina nižší než v kontrolních buňkách. Došlo 
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také ke stabilizaci mRNA genu wip1. Zvýšení hladiny Wip1 v prvních dvou dnech nastalo kvůli 

jeho úloze ve zpětné smyčce v DDR. Po poškození DNA defosforyluje protein  γH2AX (Cha et 

al., 2010), Chk2 (Fujimoto et al., 2006), Mdm2 (Lu et al., 2007), ATM (Shreeram et al., 2006) 

a DAXX (Brazina et al., v přípravě). Snížení její hladiny v senescenci může být z důvodu aktivní 

signalizace DDR při trvalé zástavě buněčného cyklu. Bylo publikováno, že Wip1 reguluje 

vstup do buněčného cyklu z G2 kontrolního bodu po poškození DNA (Lindqvist et al., 2009). 

Současně zmírňuje DDR při poškození DNA během její replikace a brání navození předčasné 

senescence při fyziologické hladině kyslíku (Sakai et al., 2013).  Bylo by zajímavé zjistit, jaký je 

funkční význam poklesu fosfatázy Wip1 v senescenci. Mohl by se provést principielně 

podobný pokus jako s proteinem DAXX. Pravděpodobně by její nadprodukce v senescentních 

buňkách nějaký fenotyp vykazovala, jelikož defosforyluje mnoho substrátu podílejících se na 

zástavě buněčného cyklu.  
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7. Souhrn 

 

 Podařilo se indukovat senescenci ionizujícím zářením a různými typy chemikálií 

u nádorových buněk MCF-7 a primárních fibroblastů BJ. Buňky vstupují do 

senescence 4. den poošetření. 

 

 Hladina proteinu DAXX byla ve všech testovaných typech senescence snížená. 

Nejvýznamnější snížení bylo pozorováno u BrdU indukované senescence a replikační 

senescence. 

 

 Pokles proteinu DAXX během senescence je z části regulován na proteinové úrovni. 

 

 Kinetika snížení proteinu DAXX po ošetření je v primárních fibroblastech BJ pozvolná 

a nejvýraznější snížení nastává čtvrtého dne.  

 

 Nadprodukce proteinu DAXX v proliferačně aktivních buňkách neovlivní navození 

senescence. 

 

 Při nadprodukci proteinu DAXX v senescentních buňkách nedochází ke zvratu 

senescentního fenotypu. 

 

 V senescentních buňkách dochází ke stabilizaci mRNA genu wip1. Množství proteinu 

Wip1 je ovšem snížené v porovnání s dělícími se buňkami a je regulováno 

prostřednictvím degradace ve 26S proteazomu. 
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