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Abstrakt

Death domain-associated protein 6 (DAXX) je multifunkénim proteinem, ktery se
Ucastni rozlicnych bunécnych procesli. Funguje jako reguldtor transkripce, histonovy
chaperon nebo reguldtor apoptdzy, ve které je jeho tloha dosti kontroverzni. Uéastni se také
regulace odpovédi buriky na poskozeni DNA (DDR). Vytvari a stabilizuje komplex s Mdmz2,
ktery negativné reguluje stabilitu vyznamného nadorového supresoru p53. Ten je soucasti
signaliza¢niho uzlu v DDR. Pokud neni poSkozeni DNA pro bunku letdlni a soucasné
neumoznuje pokracovat v proliferaci, dochazi ke stavu nevratné zastavy bunécného cyklu,
tzv. bunécné senescenci. Za fyziologickych podminek miZe navozeni senescence zabranovat
rozvoji tumorigeneze. Proto ma popis mechanizmu, které se podileji na navozeni
senescence, potencialni klinicky vyznam.

Cilem mé diplomové priace bylo stanovit zménu mnoistvi proteinu DAXX
v senescentnich bunkach a charakterizovat zplUsob jeho regulace. V nadorovych burkach
MCF-7 a primdrnich BJ fibroblastech jsem pozoroval snizeni hladiny proteinu DAXX a regulaci
jeho mnozstvi na proteinové Urovni. Otestoval jsem hypotézy, podle kterych navyseni jeho
mnozstvi pfed poskozenim DNA zabrdani vstupu burky do senescence, nebo zvySeni jeho
exprese v senescenci zpusobi obnovu bunécné proliferace. Obé hypotézy byly zamitnuty.
Bylo by tfeba provést dalSi experimenty, aby se stanovilo, jestli zména exprese proteinu
DAXX ma vliv na obnovu bunééného cyklu v senescentnich burikach.

Nicméné, kvuli vyzkumnym z4jmdm nasi laboratore jsem obdobné analyzoval hladinu
fosfatazy Wip1, ktera funguje v negativni zpétné vazbé pfi DDR. Stanovil jsem, Ze stejné jako
u proteinu DAXX dochazi ke snizeni jeji hladiny v senescentnich burikach. Soucasné je
regulovana na proteinové i transkripéni urovni. Uréeni funkéniho vyznamu ubytku fosfatazy

Wip1 by mohlo pfispét k rozsifeni poznatkl o negativni regulaci DDR v senescenci.

Klicova slova: DAXX, DDR, Mdm?2, p21, p53, PML, senescence, Wip1l




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, | 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, | observed decrease in DAXX protein level and its regulation. | 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, | similarly analyzed the
level of Wipl phosphatase that acts in a negative feedback in the DDR. | 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 Wip1l might contribute to the expansion of knowledge about the negative

regulation of senescence in DDR.
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1. Uvod

DAXX (Death domain-associated protein 6) je multifunkénim proteinem, ktery se uplatiuje
v rlznych bunéénych procesech jako je regulace transkripce, apoptdza a odpovéd burky na
poskozeni DNA. Jeho hlavni Uloha pravdépodobné spociva ve funkci histonového chaperonu
pro histon H3.3, jenZ je inkorporovan do chromatinu nezavisle na replikaci. DAXX v jadre
interaguje nadorovym supresorem PML nutnym pro rozvoj bunécné senescence.

Bunécna senescence je popisovana jako stav permanentni zastavy bunécného cyklu.
K jejimu navozeni dochazi pfi poskozeni DNA, jehoZ rozsah nezp(sobi indukci bunééné smrti,
ale soucasné neumozni bunce dale proliferovat. Prostfednictvim signalizace Odpovéd' na
poskozeni DNA (z angl. DNA Damage Response, DDR) odpovidd burika na stimuly, jako je
poskozeni telomerové DNA po urcitém poctu bunécnych déleni, aktivace onkogenu,
bakterialni intoxikace, expozice rliznym chemikaliim, ionizujici a ultrafialové zareni. Tyto
udalosti aktivuji signalni drahy Rb/p16 a p53/p21, které zplsobi zastavu bunééného cyklu,
zménu struktury chormatinu a narust poctu jadernych télisek PML.

Navozeni senescence je zpusob, jak mize burika predejit nddorové transformaci. Popis
mechanizmi, které k tomu pfispivaji, mohou mit terapeuticky vyznam. Bylo popsano, Ze
DAXX reguluje stabilitu nadorového supresoru p53 prostfednictvim interakce s Mdm2 E3-
ubiquitin ligdzou a HAUSP deubiquitinazou. DAXX tento komplex stabilizuje a po akutnim
poskozeni DNA je DAXX fosforylovan kindazou ATM, kterd signalizuje poSkozeni DNA.
Nicméné jen nékolik praci popisuje jeho vliv na signalizaci p53/p21 a stabilizaci Mdm?2
v senescentnich burikdch. Bylo by zajimavé zjistit, zdali v senescentnich burikach z rGzného
bunécéného typu pini DAXX stejnou Ulohu v p53/p21 signalizaci.

Negativni regulace signalizace DDR je zprostfedkovana fosfatazou Wip1l, ktera je jednim
z cilovych gen(l p53 a soucasné reguluje aktivitu p53. Mnozstvi Wip1 urcuje, jak dlouho bude
trvat zdstava bunééného cyklu a jak citliva bude signalizace DRR. Charakterizace jeji ulohy
aregulace vbunécné senescenci, stejné jako u proteinu DAXX, je dllézitd pro popis

dynamiky mechanizmd, které jsou zavislé na p53.
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2. Literarni reserse

2.1. Odpovéd buriky na poskozeni DNA

Stabilita genomu ma zdsadni vyznam pro preziti buriky a sprdvné preneseni genetické
informace pfi jejim déleni. V evoluci se proto vyvinuly kontrolni body poSkozeni DNA, diky
kterym mUzZe bunka reagovat adekvatnim zplsobem na intenzitu a rozsah poskozeni. Tato
reakce je zprostifedkovana souborem signalnich drah, souhrnné oznacovanych jako odpovéd
na poskozeni DNA (z angl. DNA Damage Response, DDR). Této signalizace se ucastni velké
mnozstvi proteind a lze je rozdélit podle jejich funkce na senzory, prenaSece signalu
a efektory. Na rozsahu poskozeni a pribéhu opravy DNA zavisi budouci osud buriky. Obvykle
dojde k prechodné zastavé bunééného cyklu, béhem které je poskozena DNA opravena,
opétovnému ndvratu a pokracovani bunééného cyklu. Pokud je poskozeni zavaznéjsi, dochazi
k trvalé zastavé bunécného cyklu (tzv. bunécné senescenci) nebo k bunééné srmti, obvykle

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

DNA-damage
Sensors

Upstream kinases

DNA-damage [
mediators | @
(adaptors)

Downstream kinases

Prechodna zdstava Apoptéza i Senescence -
bunééného cyklu / \

Obr. 1 Schematické zobrazeni DDR. Replikacni stres, ionizujici zafeni nebo UV zéafeni vyvolaji poSkozeni DNA,

které je rozeznavano senzory poskozeni DNA, komplexem MRN (MRE11 — NBS1 — RAD50). Senzory aktivuji
hlavni kindzy ATM (Ataxia telangiectasia mutated), ATR (Ataxia telangiectasia and Rad3 related), které
fosforyluji histony H2AX a vytvareji tak platformu pro zesileni signalizace poskozeni. MDC1 (Mediator of DNA
damage checkpoint protein 1) a 53BP1 (Tumor suppressor p53-binding protein 1) funguji jako adaptory
a pomahaji aktivovat kindzy Chkl1 a Chk2 (Checkpoint kinase 1/2), jez jsou spoleéné s kindzami ATR a ATM
zodpovédné za fosforylaci velkého mnozZstvi efektorovych proteinl véetné Cdc25 (Cell division cycle 25) a p53

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

14



V bunkach vystavenych genotoxickému stresu jsou hlavnimi prenaseci signalu kinazy
pribuzné fosfatidylinositol 3 — kinazam (PIKK). Do této rodiny serin/threoninovych kinaz patfi
kindza ATM (Ataxia telangiectasia mutated) a ATR (Ataxia telangiectasia and Rad3 related).
| kdyz se kazda preferencné ucastni jedné ze dvou hlavnich signalizacnich vétvi (viz nize
a Obr. 2), jsou obé kinazy do jisté miry vzajemné zastupitelné (Yang et al., 2003).
forma poskozeni, je spusténa signalizace zavisejici pfevazné na kindze ATM. Na volné konce
DNA se navdZou proteiny MRE11 (Meiotic recombination 11), RAD50 (DNA repair protein
RAD50) a NBS1 (Nibrin). Spole¢né vytvareji komplex MRN, ktery je nezbytny k aktivaci kindzy
ATM (D'Amours and Jackson, 2002; Jackson, 2002; Uziel et al., 2003). Ta se za normalnich
podminek vyskytuje v burnkdach jako neaktivni dimer. Po poSkozeni DNA, napf. ionizujicim
zarenim, dochazi k jeji autofosforylaci na serinu 1981, disociaci dimeru a aktivaci monomerni
formy (Bakkenist and Kastan, 2003). Aktivovana kindza ATM dokdaze fosforylovat pfiblizné
800 substratli (Matsuoka et al., 2007). Nékterymi z nich jsou transkripéni faktor p53,
fosfataza CDC25C (Cell division cycle 25 homolog C), kindza Chk2 (Checkpoint kinase 2), nebo
multifunkéni protein DAXX (Death-associated protein 6) (Tang et al., 2013). Dulezitym cilem
kinazy ATM v DDR signalizaci je serin 139 histonu H2AX, takto fosforylovany histon se nazyva
YH2AX (Burma et al., 2001). Na néj se vaze adaptorovy protein MDC1 (Mediator of DNA
damage checkpoint protein 1) (Stucki et al., 2005). Komplex yH2AX - MDC1 je duleZity pro
tvorbu lozisek MRN, 53BP1 (Tumor protein p53, TP53) a BRCA1 (Breast cancer 1) v mistech
posSkozeni DNA, které aktivuji kaskddu DDR (Stewart et al., 2003). Napt. komplex MRN
podporuje aktivaci ATM (Lee and Paull, 2005). Histon H2AX neni pro samotny organismus
nepostradatelny. Pokusy na mysich ukdzaly, Ze jedinci s deletovanou alelou genu H2AX
(H2AX'/') jsou Zivotaschopni, ale jejich vyvoj byl opozdény. Soucasné byly pozorovany
problémy s opravou DNA, chromozomalni nestabilita a naruseni tvorby lozisek BRCA1, 53BP1
a MRN indukovanych ionizujicim zafenim (Celeste et al., 2002). Dal$im dulezitym substratem
ATM je Mdm2 (Mouse double minute 2), coz je enzym E3 ubiquitin ligdza, ktery reguluje
hladinu p53 (Kubbutat et al., 1997).

Kindza ATR se Ucastni druhé vétve v signalizaci DDR spusténé jednoretézcovymi
zlomy DNA. Pti zastavé replikacnich vidlic vaze jednoretéZzcova DNA protein RPA (Replikacni
protein A) a ATR fosforyluje histon H2AX (Ward and Chen, 2001; Wold, 1997). ATR tvofi

komplex s proteinem ATRIP (ATR-interacting protein), ktery rozezndva jednoretézcovou DNA
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s navazanym proteinem RPA (Cortez et al., 2001; Zou and Elledge, 2003). Komplex ATR-ATRIP
je ovliviiovan proteiny TopBP1 (DNA topoisomerase2-binding protein 1) a proteinem Claspin,
které pozitivné stimuluji jeho kindzovou aktivitu (Kumagai et al., 2004; Kumagai et al., 2006).
K navazani TopBP1 ke komplexu ATR-ATRIP je dulezity proteinovy komplex
9-1-1 sloZeny z proteind RAD9-HUS1-RAD1 (Lee et al., 2007). Bylo ukdzano, Ze ATR je
esencialni kindza pro vyvoj organismu, jelikoz homozygoti ATR” vykazuji embryonalni letalitu

a heterozygoti ATR +- maji zvySeny vyskyt tvorby nadort (Brown and Baltimore, 2000).

OFNFNEN MRN - &DX' X
I
\.
)% R

@ @ o
Other substrates \ / Other substrates
VY

p53-MDM2

&
g

1

569

Obr. 2 Dvouretézcovy zlom DNA je rozeznan komplexem MRN, ktery aktivuje kinazu ATM. Ta fosforyluje histon
H2AX, ¢imz dojde k navazani adaptorovych proteind MDC1 a 53BP1. AktivovanaATM fosforyluje kindzu Chk2.
Jednoretézcovd DNA je rozeznana proteinem RPA, na ktery se vaze komplex ATR-ATRIP. Tvorba tohoto
komplexu je stimulovana proteiny TopBP1 (této interakci napomaha komplex 9-1-1) a Claspinem. ATR

fosforyluje kindzu Chk1, pouZito z (Meek, 2009).

Proliferujici bunka musi projit urcitymi fazemi bunécného cyklu, kdy dojde ke zdvojeni
genetické informace a ndsledné k rozdéleni buriky. Prichod jednotlivymi fazemi je fizen
cykliny a cyklin-dependentnimi kindzami (CDK). Pokud je v pribéhu bunécného cyklu
poskozena integrita DNA, dojde ke spusténi kontrolniho bodu a k zastavé bunécéného cyklu.
Mechanismus zastaveni bunécného cyklu zavisi na jeho aktualni fazi (Obr. 3) (Malumbres
and Barbacid, 2009). Je-li DNA poskozena v G1 fazi bunééného cyklu, burnka aktivuje G1/S
kontrolni bod. Jeho hlavni drdhou je signalizaéni kaskdda ATM — p53, ale Ucastni se ji i ATR.
Obé mohou fosforylovat transkripéni faktor p53 na vicero mistech a tak ho stabilizovat. Navic
ATM fosforyluje kindzu, kterd také fosforyluje p53 na serinu 20 (Chehab et al., 2000;

Matsuoka et al., 2000; Tibbetts et al., 1999). Stabilizovany p53 aktivuje expresi mnoha genu.
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Jednim z nich je gen pro inhibitor cdk p21Wafl (ddle jen p21), jehoz zvySena exprese napf.
u bunék vystavenych poskozeni DNA vede k zastavé bunécného cyklu v G1 fazi (Dulic et al.,
1994; Harper et al., 1995; Waldman et al., 1995).

Zastava replikacnich vidlic nebo poskozeni DNA zplsobené chemikaliemi, ionizujicim
(IR) nebo ultrafialovym zarenim (UV) v G2 fazi bunécného cyklu zplsobi aktivaci G2/M
kontrolniho bodu. Tohoto procesu se Ucastni hlavni signaliza¢ni draha ATR — Chk1 — CDC25C,
ale také i ATM — Chk2. Aktivovana ATR fosforyluje kindzu Chkl a fosfatazu Cdc25C. Na
fosforylovanou fosfatazu Cdc25C se vaZze fosfoserinvazebny protein 14-3-3. Komplex
Cdc25C — 14-3-3 je translokovdn do cytoplazmy a tak nemUZe dojit k aktivacni defosforylaci
komplexu Cdc2-cyklin B a naslednému priichodu mitézou (Dalal et al., 1999; Liu et al., 2000;
Muslin et al., 1996; Peng et al., 1997; Zhao and Piwnica-Worms, 2001).

(a) Stalled (b) IR uv Stalled

replication replication
forks forks
ATM

\. \

133
l Cytoplasmic
Nuclear sequestration
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{

Additional
modifications

i
Cdk2 G, >M

Gy > S
Current Cpinion in Genetics & Development
Obr. 3 Kontrolni body bunééného cyklu G1/S a G2/M. (a) Drdha ATM/ATR—Chk2—p53. PoSkozeni DNA vyvolava
aktivaci kinaz ATM, ATR a Chk2. Tyto kindzy stabilizuji a aktivuji transkripcni faktor p53 a ATM navic inhibuje E3
ubiquitin ligdzu Mdm?2 destabilizujici p53. ZvySuje se exprese p21, ktery inhibuje komplex Cdk2/cyklin E,
nasledkem ¢ehoz dojde k zastavé bunééného cyklu v G1 fazi.(b) Drdha ATM/ATR— Chk1/Chk2—Cdc25C. ATR
nebo ATM aktivuji kindzy Chk1 a Chk2. Ty dale fosforyluji fosfatazu Cdc25C, na kterou se vaze vazebny protein

14-3-3. Cdc25Cje translokovana do cytoplazmy. Tim je blokovdna aktivacni defosforylace kinazy Cdc2

a zamezen vstupu do mitdzy. Pouzito z (Shiloh, 2001).
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Je dllezité, aby po odpovédi na poskozeni DNA doslo k vypnuti signalizace DDR. Jednim
z protein( uUcastnicich se této regulace je serin-threoninova fosfataza Wip1, téZz nazyvana
PPM1D, ktera patfi do rodiny fosfataz 2C (Obr. 4). Po opravé poskozené DNA defosforyluje
histon yH2AX a monomerni ATM na serinu 1981 a tim je deaktivuje (Macurek et al., 2010;
Shreeram et al., 2006). V G2/M kontrolnim bodé ovliviiuje aktivitu p53 a Chk1/2 jejich
defosforylaci na mistech, které jsou cilem kinaz ATM/ATR (Lu et al., 2005; Oliva-Trastoy et
al., 2007). Stabilitu p53 reguluje i skrze defosforylaci Mdm2, kdy je Mdm2 stabilizovana
a zvysuje se afinita k p53. Ten je ubiquitinylovan a nasledné degradovan (Lu et al., 2007).Po
poSkozeni DNA dochazi k expresi cilovych genll p53, mezi které patfi i fosfatdza Wip1, ¢imz je

ustanovena negativni zpétna vazba (Fiscella et al., 1997).

Ionizing radiation

A
DOOC— ATM =

DSB
7H2AX
CHK2

p21 = _| '—  WiP1
. T e
CDKs MDM2 4

Obr. 4 Schématické zobrazeni funkce fosfatazy Wipl. Po poskozeni DNA je signalizaci DDR spusténa
fosforylacni kaskada a jejim vysledkem je exprese cilovych genl transkripéniho faktoru p53. Jednim z nich je
fosfataza Wip1, kterd defosforylaci deaktivuje kindzy ATM/Chk2 a signalizaci zprostfedkovanou histonem HA2X.
Dale reguluje stabilitu transkripéniho faktoru p53 jeho defosforylaci (serin 15, 20, 33 a 46) a stabilizaci jeho

negativniho reguldtoru E3 - ubuiquitin ligazy Mdm?2. PouZito z(Mirzayans et al., 2013).

2.2 Bunécna senescence

V roce 1961 byly provedeny pokusy na lidskych diploidnich embryonalnich fibroblastech,
kdy bylo poprvé ukadzano, Ze nenadorové bunky mohou projit pouze uréitym poctem
bunéénych déleni a poté dochdzi k nevratné zastavé bunééného cyklu. Definovany pocet

déleni byl nazvan Hayflickiv limit podle autora studie Leonarda Hayflicka, ktery na ni
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spolupracoval s Paulem Morheadem. Stav této nevratné zastavy bunécného cyklu je nazyvan

bunécna senescence (Hayflick and Moorhead, 1961).

Pfi¢inou zastavy bunécného cyklu v replikaéni senescenci je signalizace spusténd
poSkozenymi telomerami (di Fagagna et al., 2003). Ty se v podstaté podobaji
dvouretézcovym zlomUim a dochazi k aktivaci DDR pfes komplex yH2AX — MDC1 a k tvorbé
loZzisek 53BP1 a MRN. Hlavni signalizace je pres signdlni drahu ATM — Chk2 — p53 — p21
a zastavu bunécéného cyklu v G1 fazi. Maji-li buriky deletovany obé alely kinazy ATM, pak je
aktivovana signalizace ATR — Chk1 a dochazi k zastavé v G2 fazi bunééného cyklu (di Fagagna
et al., 2003; Gire et al., 2004; Herbig et al., 2004; Takai et al., 2003). K bunécné senescenci
muzZe dochdazet i predCasné za pfispéni mnoha vnéjSich i vnitfnich stimull, tzv. stresem
indukovana predcasna senescence (SIPS).

Jednim z téchto stimull mulze byt aktivace bunécného onkogenu. Bylo ukdzano, Ze
onkogenni protein Ras zplsobuje fenotyp podobny replikaéni senescenci. Aktivovany
onkogen stimuluje bunéénou proliferaci, kdy hyper-replikace spusti DDR (Di Micco et al.,
2006). Ras dale zvySuje mnoizstvi reaktivnich kyslikovych radikali (ROS), které poskozuji DNA
a opét aktivuji DDR (Lee et al., 1999). Dochazi k stabilizaci p53 a indukci exprese inhibitorQ

cyklin dependentnich kindz p21 a p16™**

(dale jen p16). Burika se zastavi v G1 fazi
bunécného cyklu (Serrano et al., 1997) a vyvine fenotyp charakteristicky pro senescenci.

Podobny ucinek maji i rGzna léc¢iva jako bleomycin a aktinomycin D (cytostaticka
antibiotika), chemoterapeutika nebo nukleotidovd analoga zpQsobujici pfi urcitych
koncentracich perzistujici aktivaci odpovédi na posSkozeni DNA. Fenotyp normalnich
i imortalizovanych bunék vystavenych témto latkdm vykazuje znaky senescence (Michishita
et al., 1999; Robles and Adami, 1998).

Bylo popsano, Ze rada bakteridlnich toxin( vykazuje genotoxické ucinky. Jako jeden
z prikladl je moZné uvést cytoletalni distenzni toxiny (CDT), napf. toxin produkovany
gram-negativni bakterii Haemophilus ducreyi (HACDT). Osetfeni timto toxinem vyvolava
u normalnich i nadorovych bunék perzistujici léze DNA obsahujici 53BP1/yH2AX proteiny
a znaky senescence vcéetné pozitivniho barveni na SA-B-galaktosidazu, sekreci cytokin( IL-6
a IL-8 a chromozomalni aberace (Blazkova et al., 2010)

Trvald zastava bunécéného cyklu v G1 fazi je pravdépodobné dvoustupriovy proces

(Obr. 5). V prvni fazi je signalizaci DDR aktivovanya stabilizovany p53, ktery indukuje expresi
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p21 inhibujiciho komplex Cdk4/6 — cyklin D1. Inhibované Cdk nemohou fosforylovat protein
Rb (Retinoblastoma protein), ktery tak zlstava v inhibicnim komplexu s transkripcnimi
faktory E2F. Ty jsou zodpovédné za stimulaci exprese genli potfebnych pro prichod
bunéénym cyklem. Po urcité dobé nastava druha faze navozeni senescence, kdy klesa p21
a dochazi k indukci exprese p16, ktery rovnéz inhibuje komplex Cdk4/6 — cyklin D1. Hladina
pl6 zUstava trvalé zvySena a je také jednim ze znakld bunécné senescence pouzitelnym in
vivo (Baker et al.,, 2011). V pozdni fazi nastava exprese ARF (Alternate-reading-frame)
proteinu, ktery zastava funkci negativniho inhibitoru Mdm2 a tim podporuje stabilizaci p53
(Evangelou et al., 2013). Dale ARF funguje jako negativni regulator biogeneze ribozom, ¢imz
inhibuje rist nddorové bunky (Alcorta et al., 1996; Apicelli et al., 2008; Campisi and di
Fagagna, 2007; Stein et al., 1999).

Senescence signals

Cell
proliferation

- Senescence
5 growth arrest

Obr. 5 Schéma signalizace navozujici senescenci. Zobrazeni sigaliza¢nich drah p53/p21 a p16/Rb, které raznym
mechanizmem navozuji senescenci. V prvni fazi se uplatriuje signalizace p53/p21 a v pozdéjsich fazich signalni

draha Rb/p16 (Campisi and di Fagagna, 2007).
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Senescentni buriky jsou vetSinou zvétSené a maji zplosStély tvar (Bayreuther et al.,
1988). Exprimuji zvySenou hladinu lysosomalni B-galaktosidazy (senescence-associated -
B-galaktosidase, SA-B-gal). Aktivita SA-B-gal se pouzivd k identifikaci senescentnich bunék
in vitro i in vivo. Detekuje se pti pH 6 (Dimri et al., 1995; Lee et al., 2006). U senescentnich
bunék se mohou vyskytovat se senescenci asociovand heterochromatinova loZiska
(senescence-associated heterochromatin foci, SAHF). Jsou to chromatinové struktury
tvorené fakultativnim heterochromatinem. Jejich tvorby se Ucastni draha p16/Rb (Kosar et
al., 2011). Lze je detekovat barvenim DAPI, jelikoz SAHF se barvi silnéji nez okolni chromatin.
Pocet SAHF je mezi 30 aZ 50 a je v nich lokalizovan Rb protein. Ten se vaZe spolu s E2F
transkripénimi faktory wvytvari inhibi¢ni komplex na promotorech gen( ucastnicich se
prechodu z G1 do S faze bunééného cyklu (Narita et al., 2003). SAHF nepatfi mezi univerzalni
znaky senescence, jejich tvorba je zavisld na zvysSeni hladiny inhibitoru p16. Ta je v rliznych
bunéénych typech a po rdznych stimulech zpuUsobujicich senescenci rozdilnd. Napfr.
u senescence indukované onkogenem Ras dochazi k jejich tvorbé u dvou bunécnych linii
fibroblastl - BJ a MRC-5. Ovsem u replikacni, bakteridlnimi toxiny a chemicky indukované
senescence dochazi k jejich tvorbé pouze u bunék MRC-5 s vysokou hladinou p16 a nikoli
u bunék BJ, které maji nizkou hladinu (Kosar et al., 2011). Casto je u senescentnich bunék

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

2.1.1. Protein promyelocytarni leukémie — PML

Protein PML byl nalezen v souvislosti s akutni promyelocytarni leukémii, kterd je
zUsobend expresi fuzniho genu PML/RARa (alfa receptor kyseliny retinové) v disledku
translokace t(15,17) (Kakizuka et al., 1991). PML je pravdépodobné nadorovy supresor, jeho
exprese je snizena u mnoha rlznych typUl lidskych zhoubnych nadort (Gurrieri et al., 2004).
Funkci nadorového supresoru podporuje fada experimentalnich nalezl. Napt. u lidskych
fibroblastl IMR90 s aktivovanym onkogennim Ras doslo k narlstu exprese PML, zvySeni
poctu a velikosti jadernych télisek PML a nasledné predcasné senescenci (Ferbeyre et al.,
2000). Mechanismus jejiho navozeni muzZe byt ¢aste¢né zpUsoben skutecCnosti, ze PML
zvysuje acetylaci p53 na lysinu 382 a tim i jeho stabilizaci v bunkach s aktivnim onkogennim

Ras (Pearson et al., 2000). Regulace PML-p53 nejspiSe probihd v pozitivni zpétné vazbé,
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jelikoz gen pml je pravdépodobné jednim zcili p53 a pfi poskozeni DNA je skutecné
zvySovana jeho exprese (de Stanchina et al., 2004).

Je popsano 7 zakladnich izoforem PML proteinu (I — VII), které se lisi na C — konci.
S vyjimkou cytoplazmatické izoformy VII jsou vSechny lokalizovany v jadie (Jensen et al.,
2001). Z hlediska senescence je vyznamna isoforma IV, kterd pfi nadprodukci v lidskych

+/+

fibroblastech a v mysSich embryondlnich fibroblastech (MEFs) PML"”" dokaze navodit
senescentni fenotyp (Bischof et al., 2002). Kromé stabilizace p53 je PML soucasti dalSich drah
regulujicich zdstavu bunééného cyklu. Napfiklad u onkogenni senescence byl nadorovy
supresor Rb a transkrip¢ni faktor E2F lokalizovan prostfednictvim PML do jadernych télisek
PML (PML-NB). PML mUZe indukovat senescenci pravdépodobné také inhibici cilovych genu,
nebot pri navraceni E2F nebo inhibici Rb doslo ke znovuzahajeni bunééného déleni (Obr. 6)

(Vernier et al., 2011).

Zkracené telomery
Cytokiny Geny bunééné

\énkogeny proliferace

. —_— Rb/E2Fs

Geny opravy
DNA

(+)

DNA poskozeni

T

Obr. 6 Model tlohy PML v bunécéné senescenci. Vnitini a vnéjsi podnéty zplsobujici senescenci zvySuji expresi

PML, ktery inhibuje expresi cilovych genl E2F a zastavuje bunécny rast. Dale pozitivné ovliviiuje aktivitu
transkripéniho faktoru p53 a tak soucasné stimuluje svou vlastni expresi. Dochazi tak k pozitivni zpétné vazbé

a zesileni signalizacni drahy PML/Rb/E2F. Podle (de Stanchina et al., 2004; Vernier et al., 2011).
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2.1.2. Vyznam bunécné senescence

Bunécna senescence se Ucastni Ctyf rlznych bunécnych procesud: starnuti, hojeni
tkané, suprese nadoru a podpora ristu nadord (Obr. 7) (Rodier and Campisi, 2011).

Byl prokdzan jeji vztah ke starnuti organismu. Pfi pokusech na mysich
snadprodukovanou zkracenou formou p53 (p44) nedochazelo ke vzniku nadorl, ale ke
zraceni délky Zivota a akumulaci senescentnich bunék v tkanich (Maier et al., 2004).To
naznacuje, Ze navozeni senescence mlze mit protinddorovou funkci. Zminénou hypotézu
potvrzuje experiment, kdy virem transformované lidské fibrosblasty nerozvinuly rakovinu,
ale vstoupily do senescence (Obrien et al., 1986). Stejny vysledek byl pozorovan u mysi
s umléenou expresi p53, které rozvinuly nadory jater. Po nasledné reaktivaci p53 doslo
k navozeni senescence (Xue et al., 2007). Nedavna studie na mysich burikach prokazala, Ze
odstranéni senescentnich bunék z tkané vede k potlaceni pfiznak(l progerie — nemoc, ktera
zpUsobuje predcasny starecky vzhled a rozvoj nemoci spojenych se starim (Baker et al.,
2013).

Senescence ma i vyznam v reparacnich procesech a béhem embryonalniho vyvoje
organismu (Munoz-Espin and Serrano, 2014). Pti chemickém poskozeni jater vyvolanym
chloridem uchlic¢itym (CCl;) dochdzelo u mysi k proliferaci jaternich hvézdicovych bunék. Tyto
buniky produkovaly slozky extracelularni matrix (ECM) a po stadiu proliferace presly do
senescence. Vykazovaly sekreci rady faktord (tzv. senescence-associated secretory
phenotype — SASP) véetné matrix metaloprotedz, které rozruSovaly ECM a pomdhaly zmensit
fibrotickou jizvu (Krizhanovsky et al., 2008).

Paradoxné, senescentni buriky mohou pftispivat svym sekre¢nim fenotypem k rozvoji
rakoviny. Senescentni bunky sekretuji do okoli velké mnozstvi prozanétlivych faktord véetné
cytokinl IL-6, IL-8 a TNFa, které mohou stimulovat invazivitu u nadorovych bunék (Coppe et
al., 2008). Vaskularni endotelidlni ristovy faktor (VEGF), rovnéz sekretovany senescentnimi

burikami, podporuje vaskularizaci nddoru (Coppe et al., 2006).
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Obr. 7 Biologické funkce bunécné senescence. Navozeni senescence brani tumorigenezi nebo snizeni mnozstvi
proliferujicih bunék. SASP pfispiva k rlznym fyziologickym procesim. MizZe dochazet krozvoji nadord,

usnadnéni hojeni ran a nejspiSe se podili i na starnuti. PouZito z (Rodier and Campisi, 2011).

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

Protein DAXX (Death domain-associated protein 6) byl poprvé popsan v roce 1997
jako adaptorovy cytoplazmaticky protein, ktery se vdze na apoptoticky receptor Fas (také
nazyvan CDC95 nebo APO-1) (Yang et al., 1997). Je multifunkénim proteinem ucastnicim se v

regulaci apoptdzy, transkripce, stability p53 a funguje jako histonovy chaperon.

2.2.1. Struktura proteinu DAXX

Teprve vroce 2010 byla provedena strukturadlni charakteristika proteinu DAXX
v komplexu s proteinem RASSF1C (Ras association domain-containing protein 1 holomogue
C) pomoci spektroskopie nukledrni magnetické resonance (NMR spektroskopie). Cast
C - terminalniho konce je vnitfné neorganizovand. Oproti tomu N - konec vykazuje vyssi
strukturdlni usporadani. Obsahuje doménu DHB (DAXX helix bundle), ktera je tvorena Ctyfmi
levotocivymi helixy (H1, H2, H4, H5) a jejichZz usporadani je ovliviiovdano H3 helixem. DHB
doména slouzi k interakci proteinu DAXX s nékterymi z jeho partner(i (Obr. 8) (Escobar-

Cabrera et al., 2010).
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Obr. 8 (A) Schématické zobrazenfi levotocivé DAXX helix bundle (DHB) domény s popisem pfrislusnych helixa. (B)

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

DAXX interaguje skrze svou DHB doménu s RASSF1C (Obr. 9). Znalost téchto
molekuldrnich interakci a celkové struktury proteinu DAXX je velice vyznamna, jelikoZ rozbor
peptidovych sekvenci ukazal, Ze p53*?°” a Mdm2%°°*13 se vazi na DAXX podobnym zplsobem
jako RASSF1C. Peptidovéa sekvence p53°%°’ se nachézi v transaktivaéni doméné p53. Tato
doména je vnitfné neusporadand a je zodpovédna za interakce s Mdm2, p300/CBP (CREB-
binding protein) a mnoha dalSimi. Soucasné je regulovana protein-proteinovymi interakcemi
nebo fosforylaci. Na C- a N-koncové ¢asti se nachazi SIM (SUMO interagujici motiv), ktery
nekovalentné interaguje s proteinem SUMO. SUMO muZe byt kovalentné pfipojeny
k transkripénimu faktoru (TF) nebo jinému typu proteinu a takto s proteinem DAXX

interagovat (Escobar-Cabrera et al., 2010).
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Obr. 9. Strukturni organizace proteinu DAXX a interakce s RASSF1C. Za DHB doménou se nachazi dalsi helikalni
usek. C-koncovou neusporadanou oblast tvofi dvé oblasti, kdy jedna je bohatd na zbytky serinu, prolinu,
kyseliny glutamové (SPE) a druha na aminokyseliny serin, prolin a threonin (SPT). Soucasti je i “kyseld” (acid)
oblast, kterd z 80 % obsahuje kyselinu glutamovou a asparagovou. Na N - a C - koncové casti proteinu je

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

Kontroverznim tématem byla bunécna lokalizace proteinu DAXX (Tab. 1). UZ pfi jeho
objeveni se soudilo, Ze je cytoplazmatickym proteinem (Yang et al., 1997). Bylo také
popsano, ze nékteré apoptotické signaly fidi jeho translokaci mezi jddrem a cytoplazmou
vriznych smérech. U lidskych bunék adenokarcinomu prostaty DU-145, které trpély
nedostatkem glukdzy, byl DAXX translokovan z jadra do cytoplazmy (Song and Lee, 2003).
Naproti tomu vystaveni lidskych makrofagl THP-1 oxidované formé lipoproteinu o nizké
hustoté (oxLDL) indukoval translokaci z cytoplazmy do jadra (Su et al., 2007). Lindsay et al.
provéfili pomoci bunécné frakcionace a imunofluorescence vnitrobunécnou lokalizaci
proteinu DAXX u bunék neuroblastomu SH-SY5Y a bunék DU-145 po oSetfeni peroxidem
vodiku (H,0;). DAXX pfi vSech podminkach zlstdval lokalizovan v jadre. Tyto vysledky
naznacuji, ze DAXX je prednostné jaderny protein a po bunééném stresu neni translokovan
z jadra (Lindsay et al., 2009). Mistem jeho lokalizace v jadfe jsou PML-NBs, jejichz hlavni
komponentou je PML. DAXX se vaze prostiednictvim SIM na svém C konci na PML, ktery je
posttranslacné modifikovany pfipojenim SUMO-1 (Small ubiquitin-related modifier 1) (Ishov

et al,, 1999).

Tabulka 1 Paradoxni charakter vnitrobunééné translokace proteinu DAXX za stresovych podminek

Translokace proteinu DAXX Bunéény stres Bunééna linie Podminky osetieni Reference
Do cytoplazmy Oxidacni stres, beta- SH-SY5Y 1 mM H503, 20 min; 10
amyloid Oxidaéni stres, 10 uM beta-amyloid, 2-5h
Do cytoplazmy MPP* MPP* SH-SY5Y 1 mM Hy0,, 1 ;3 8
Do cytoplazmy Oxidacni stres, UV SH-SY5Y mM, 12 h 19
Zustiva v jadie B] fibroblasts 25-50 uM H, 05, 1-3 h; 80 11
J/m23-12h
Do cytoplazmy Oxidative Stress, DU-145 500 uM H,0,, 13
Nedostatek glukozy
Do cytoplazmy FAS, zVAD-fmk 293 100 ng/mL anti-Fas, 12 h; 7
50 uM zVAD-fmk, 1 h prior to anti-Fas 0.3
Zustava v jadie EAS HT1080 pg/mL anti-Fas, 12 h 3
Z jadra do cytoplazmy ox-LDL THP1-macrophage Murine 100 mg/L ox-LDL, 48 h 12

Zistava v jadie Con-A, Retinovi kyselina splenocytes, NB4 24-72 h Con A; 10 uM r kyselina retinova

Tab. 1 Tabulka zobrazuje prehled translokace proteinu DAXX po rliznych typech bunééného stresu. (FAS —
stimulace Fas receptoru; oxLDL — oxidovany lipoproteinu o nizké hustoté; zVAD-fmk — inhibitor kaspaz; UV —

ultrafialové zafeni; Con-A — konkavalin A; MPP" - 1-methyl-4-phenylpyridinium). PouZito z (Lindsay et al., 2009).
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2.2.3. Apoptdza a DAXX

Protein DAXX je Fas-vazebny protein, ktery zesiluje Fas-receptorem
zprostiredkovanou apoptdzu a stimuluje aktivaci kindzy JNK (Jun N-terminal kinase) (Yang et
al., 1997). Tato signalizace je nezavisla na adaptorovém proteinu FADD (Fas-associated
protein with death domain), ktery se Ucastni vnéjsi drahy apoptdzy aktivaci prokaspazy 8
(Yang et al., 1997). Pozdéji bylo ukdzano, Ze DAXX aktivuje kindzu ASK1 (Apoptosis signal-
regulating kinase 1) zodpovédnou za aktivaci JNK (Chang et al., 1998). Delsi aktivace JNK
kindzy (1-6 hodin) pomoci TNF (Tumor necrosis factor) stimuluje proapoptické ucinky
signalizace JNK (Ventura et al., 2006). Proapoptotickou funkci popsala studie, kde DAXX
asociuje i s cytoplazmatickou doménou TGF-B (Transforming growth factor B) receptoru
a propojuje signalizaci TGF-B s kindzou JNK, kterd spousti apoptézu (Perlman et al.,
2001).Bylo popsano, ze DAXX interaguje s proteinem Axin, ktery se v signalizaci Wnt
(Wingless/Int-1) ucastni regulace hladiny B-kateninu. U bunék ozarenych UV zafenim doslo
k zesileni této interakce a navazani p53 a Ser/Thr kindzy HIPK2 (Homeodomain interacting
protein kinase 2). V komplexu Axin/DAXX/HIPK2/p53 je stimulovana aktivita p53. Dochazi
k selektivni expresi cilovych genl p53, napf. PUMA (p53 upregulated modulator of
apoptosis) (Obr. 10) (Li et al., 2007).

Funkce proteinu DAXX v apoptdze je ovsem kontroverzni. Skupina studii popisuje
jeho antiapoptotickou funkci. V bunkach s umléenou expresi proteinu DAXX pomoci siRNA
(small interfering RNA) dochazelo k aktivaci apoptdzy spusténé Fas-receptorem, uvolnéni
cytochromu c, aktivaci signaliza¢ni dradhy JNK a kaspaz (Chen and Chen, 2003). In vivo byla
tato skutecnost potvrzena na mysich s deleci obou alel genu daxx (daxx'/'), kdy dochazelo
k apoptéze 7. den a k embryondlni letalité 9. den (Michaelson et al., 1999). Vzhledem
k rozdilnym vysledklim studii zlstava uloha proteinu DAXX v apoptdze stale nejasna. Je
mozné, Ze jeho funkce je specifickd v rizném vyvojovém stddiu organismu, tkani nebo

v zavislosti na bunééném typu.
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Obr. 10 Zobrazeni aktivace p53 v komplexu Axin/DAXX/HIPK2/p53. Axin je po UV-ozéafeni translokovan do
jadra, kde vytvari komplex s proteinem DAXX a dvéma subpopulacemi p53 (jedna se vazZe pfimo na Axin a druha
asociuje prostrednictvim kindzy HIPK2). Po vytvoreni komplexu je HIPK2 aktivovana a fosforyluje p53 na serinu
46. Interakce DAXX-Axin stimuluje aktivitu HIPK2 k p53. Poté dochazi k selektivni expresi cilovych gen, jako je
PUMA. Poufito z (Lin and Li, 2007).

2.2.4. DAXX jako transkripcni regulator

Jednou z dalSich funkci multifunkéniho proteinu DAXX je aktivace i represe
transkripce. Pokud DAXX neni lokalizovdn v PML-NBs, interaguje s HDAC | (Histon-
deacetylaza ) a sniZzuje bazalni transkripci genl (Ishov et al., 1999; Li et al., 2000). DalSim
proteinem, se kterym DAXX vytvari transkripéné represni komplex, je HDAC Il (Histon-
deacetyldza Il) a protein Dek, ktery asociuje s chromatinem a dokaze ménit topologii DNA in
vitro (Muromoto et al., 2004). DAXX s HDAC Il jsou schopni umlcet transkripéni aktivitu CBP,
ktery je modifikovany SUMO-1 proteinem (Kuo et al., 2005). Sam DAXX mulzZe byt
modifikovany pfipojenim SUMO-1, ale tato modifikace neovliviiuje jeho lokalizaci do PML-NB
(Jang et al.,, 2002). DAXX vytvari také transkripéné represni komplex s DNMT-1 (DNA

methyltransferdza 1), se kterou interaguje pres DMAP1 (DNMT1-associated protein)
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(Muromoto et al., 2004). V asociaci s DNMT1 se navazuje do cilovych promotoru
transkripéniho faktoru RelB, ktery je soucdsti signalizacni drahy NF-kB (Nuclear factor-kB).
Dochazi k metylaci promotord a k epigenetické represi transkripce cilovych genl RelB (Puto
and Reed, 2008). V fadé studii je DAXX popisovan jako transkripcni represor. V signalizaci
Wnt vsak naopak zastava funkci transkripéniho koaktivatoru, ktery se vdie na TCF4
(Transcription factor 4) a pozitivné stimuluje transkripci cilovych genl komplexu

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

2.2.5. DAXX jako chaperon

Relativné nedavno byla popsana nova funkce proteinu DAXX v remodelaci
chromatinu. Chromatin je tvoren bazickymi histony, kolem kterych je obto¢end molekula
DNA. Ctyri zakladni typy histon( H2A, H2B, H3 a H4 spole¢né vytvafi oktamery. Pro oblast
centromer je specificka varianta histonu CENP-A (Centromeric protein A), ktery nahrazuje
variantu H3. Histon H3 se vyskytuje ve tfech formach. Formy H3.1 a H3.2 jsou inkorporovany
do chromatinu zavisle na S-fazi. Varianta H3.3 se od kanonické varianty H3.1 odlisuje pouze
v péti aminokyselnach a mlze byt do chromatinu inkorporovana zavisle i nezavisle na
bunécéném cyklu (Biterge and Schneider, 2014).

DAXX zaujima asi 40% povrchu dimeru H3.3-H4 a ke specifickym interakcim dochazi pres
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 spolec¢né s ATRX
(a-thalassemia X-linked mental retardation protein) tvofi chaperonovy komplex specificky
pro histon H3.3. Komplex ATRX-DAXX ukldadd H3.3/H4 dimery do oblasti
pericentromerického heterochromatinu, coz usnadfiuje transkripci z téchto oblasti. DalSim
mistem, kam komplex ATRX-DAXX vklada histon H3.3, je chromatin telomer (Drane et al.,
2010; Lewis et al., 2010). Mechanismus, jakym vklada H3.3 do chromatinu je zavisly na PML-
NB. DAXX vaze preferenéné dimery H3.3-H4 spiSe nez tetramery a sméfuje jejich lokalizaci
do PML-NB. Toto smérovani volnych dimer( je usnadnovano proteinem ASF1A (Anti-
silencing function 1 A) a je nezdvislé na ATRX. Po presunuti do PML-NB se H3.3 vaZe na
komplex ATRX-DAXX, ktery je nasledné zakomponovan do chromatinu. V PML-NB také

interaguje nezavisle 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, zavisly
na DAXX/PML byl popsan i u senescentnich buné. Nabohaceni H3.3 nebylo pozorované s
SAHF, ale inkorporace byla smérovana do oblasti aktivniho chromatinu (Corpet et al., 2014).
Pri fyziologickém stresu, napt. tepelnému Soku, dochazi k nabohaceni proteinu DAXX
v oblastech centromerického a pericentromerického chromatinu bez zmény vlivu na
inkorporaci H3.3. Po zotaveni z teplotniho Soku u bunék se snizenou hladinou proteinu
DAXX dochazi ke zméné epigenetické informace. Navysi se mnoistvi dimethylovaného
histonu H3 na lysinu 4 (H3K4Me2) mechanismem zavislym na proteinu DAXX (Morozov et al.,
2012). Funkce histonového chaperonu muiZe byt potencidlné vyznamna v bunécné
transformaci. Bylo popsdno, Zze u bunék bez funkéniho Rb proteinu je nadprodukovdn
CENP-A. Dochazi k chromozomalni nestabilité, jejiz dlisledkem je wvznik aneuploidie
(Amato et al, 2009). Nadprodukovany CENP-A tvofi netypicky heterotetramer
H3.3-H4 : CENP-A-H4, ktery je inkorporovany mimo centromery, v mistech s aktivni
vyménou histon(l. Tento proces je uskutec¢iiovan prostfednictvim interakce H3.3 s proteinem

DAXX, na némz je zavisly (Lacoste et al., 2014).
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Obr. 11 Model transportu (H3.3-H4) dimeru do jadernych télisek PML (PML-NB) pied inkorporaci do
chromatinu. V draze (1) DAXX transportuje dimer H3.3-H4 do PML-NB. Tento proces je ulehCovan proteinem
ASF1 (draha 2). H3.3-H4 navadzany na ASF1 mlZe byt inkorporovan do chromatinu pomoci
komplextiobsahujicich ptidatny chaperon pro H3.3 (drdha 3). DAXX, ATRX, HIRA a ASF1 jsou lokalizovany v ¢asti

PML-NB a provdépodobné jsou schopny navazatdimer H3.3-H4 dfive neZ inkorporuji do chromatinu. PouZito

z (Delbarre et al., 2013).
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2.2.6. DAXX a odpovéd na poskozeni DNA

DAXX zastava dalsi vyznamnou funkci v odpovédi buriky na poskozeni DNA, kde je
jednim z hlavnich uzl( signalizace pres transkripéni faktor p53. Tento protein je vyznamnym
nadorovym supresorem. Jeho delece neovliviiuje embryonalni vyvoj, ale v brzkém véku
dochazi ke vzniku rtznych typ( nadort (Donehower et al., 1992).

p53 muaze byt modifikovan riznymi posttranslaénimi modifikacemi. Stabilizovany je
diky acetylaci na svém C - konci a je zprostfedkovdna acetyltransferdzou p300. Tato
acetylace pozitivné ovliviiuje schopnost vazby p53 na DNA (Gu and Roeder, 1997).

Dalsi zplisob, jakym je p53 modifikovan, je methylace, ktera je schopna ovlivnit jeho
stabilitu pozitivné nebo negativné. Methylace muzZe zplsobit silné snizeni transkripce
cilovych genl, nebo stabilizovat p53. Zalezi, ktery konkrétni lysin je methylovan (Chuikov et
al., 2004; Shi et al., 2007).

p53 ma za normalnich podminek kratky polocas. Po poskozeni DNA se jeho stabilita
zvySuje, coz ovliviiuje jeho funkci jako transkripéniho faktoru. Mechnismus této regulace je
fizen pres Mdm2. Ta prenasi ubiquitin na p53, jenz je ndsledné degradovan v 26S
proteazomu. V normadlnich bunkdch Mdm2 vytvafi komplex s deubiquitindzou HAUSP
(Herpes virus associated ubiquitin specific protease; také nazev USP7; dale v textu HAUSP),
ktera zprostfedkovava odstépeni ubiquitinu z cilového proteinu. HAUSP zvysuje stabilitu p53
i Mdm2, kterd ubiquitinyluje i sama sebe (Kubbutat et al., 1997; Li et al., 2002; Maki et al.,
1996). Jak bylo uvedeno vyse, po poskozeni DNA dojde k aktivaci transkripce cilovych genl
p53. Jednim z nich je i Mdm2, coz vytvari zpétnou vazbu regulujici mnozstvi p53 a odpovéd
buriky na poskozeni DNA (Wu et al., 1993).

Bylo popsano, Zze DAXX ovliviuje stabilitu Mdm2 prostfednictvim tvorby komplexu
Mdm2-DAXX-HAUSP a soucasné stimuluje E3 ubiquitin ligazovou aktivitu Mdm2 vici p53. Po
poskozeni DNA dochazi k rozpadu tohoto komplexu a zvysi se stabilita a aktivita p53.
Soucasné dojde k poklesu hladiny Mdm2 (Obr. 12) (Tang et al., 2006). Za rozpad komplexu je
zodpovédna kinaza ATM, kterd po poskozeni DNA fosforyluje DAXX na serinu 564 (Tang et
al., 2013).
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Obr. 12 Schématické zobrazeni tlohy proteinu DAXX v regulaci Mdm2 a stability p53. V nestresovanych
bunkach je Mdm2 stabilizovany v komplexu s HAUSP a DAXX, coZ vede k rychlé ubiquitinylaci a degradaci p53.
Po poskozeni DNA se RASSF1A navdie na komplex Mdm2-DAXX-HAUSP a soucasné je DAXX fosforylovany
kindzou ATM na serinu 564. Dojde k rozpadu toho komplexu a RASSF1A stimuluje autoubiquitinylace Mdm?2

a jeho degradaci. To umoznuje zvySeni hladiny a aktivaci p53 (Song et al., 2008; Tang et al., 2013; Tang et al.,
2006). PouZito z (Song et al., 2008).

DAXX se ucastni odpovédi na poSkozeni DNA i prostfednictvim interakci s nadorovym
supresorem RASSF1, ktery se v bunce vyskytuje ve dvou hlavnich izoformach RASSF1A
a RASSF1C (Dammann et al., 2000).

Komplex Mdm2-DAXX-HAUSP je dale regulovdn nadorovym supresorem RASSFI1A,
ktery se po poskozeni DNA vaze na DAXX a Mdm2, napomaha k rozpadu komplexu
a stimuluje samoubiquitynilaci Mdm2 (Song et al., 2008). Bylo popsano, Zze u akutni
lymfoblastické leukémie (ALL) dochazi k metylaci promotoru RASSF1 mechanizmem zavislym
na proteinu DAXX. Do promotoru genu rassf1A se navaze p53, ktery atrahuje DAXX a DNMT1
zodpovédnou za methylaci DNA. Uroveli methylace promotoru pozitivné koreluje
s mnozstvim hladiny proteinu DAXX, coZ ma primy vliv na mechanismus regulace Mdm2

zminény dfive (Zhang et al., 2013).
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2.2.7. Bunécny cyklus a rakovina

Spravny prichod mitézou ma vliv na budouci osud dcefinych bunék. Pochopeni
mechanismu, které se zde uplatiuji, mGze byt uZitecné k urceni cili pro protinddorovou
Ié¢bu, ptipadné pro identifikaci prediktivniho znaku pro urcity typ l1é¢by.

U lidskych prostatickych nadorovych linii bylo popsdno, Ze se DAXX vaZze na Cdc20
(Cell-division cycle protein 20), Cdhl (Cdc20 homologue-1) a funguje jako inhibitor
E3-ubiquitin ligdzy APC/C (Anaphase-Promoting Complex). APC/C je zodpovédny za spravny
pribéh mitdzy a fidi degradaci napf. cyklinu B1. V nadorech prostaty je hladina proteinu
DAXX zvySena a pti jeho nadprodukci v normdlnich prostatickych bunkach dochazi k chybné
segregaci chromozom( (Kwan et al., 2013).

Nizkd hladina proteinu DAXX mda u bunék rakoviny prsu opacny efekt. Bunky
s deletovanou alelou pro gen daxx nebo s jeho umlicenou expresi pomoci shRNA (short
hairpin  RNA) vykazovaly vyssi rezistenci k |écbé Taxolem (paclitaxelem). Taxol je
cytostatikum, které brani depolymeraci mikrotubulli, prodluZzuje mitoticky kontrolni bod
a spousti apoptézu (Lindsay et al., 2007). Za mechanismem této rezistence stoji interakce
mezi proteinem DAXX a HAUSP. V mitéze spolu DAXX a HAUSP vytvareji komplex a HAUSP
stabilizuje E3-ubiquitin ligdzu CHFR (Checkpoint with forkhead and Ring-finger). PFi nizké
hladiné komplexu DAXX-HAUSP dojde ke stabilizaci kindzy Aurora A a cyklinu B (Obr. 13)
(Giovinazzi et al., 2013).

Mitotic
stress

_—_—
USP7/Daxx
depletion

Aurora A f

!

* Cyclin B Stabilization
Taxanes Resistance

Obr. 13 Model regulace mitézy a rezistence na taxany komplexem DAXX-HAUSP. DAXX vazie HAUSP
a stimuluje jeho aktivitu pro odstépeni ubiquitinu z E3-ubuquitin ligazy CHFR. Stabilizace CHFR zvysi
ubiquitinylaci a degradaci Aurory A. Deregulace hladiny proteinu DAXX nebo USP7 sniZuje stabilitu CHFR,
zvySuje stabilitu kindzy Aurora A a dochazi k ¢astéjsi multipolarni mitdze. Stabilizuje se cyklin B a buriky jsou

blokované v mitdze a rezistentni k 1é¢bé taxany (Giovinazzi et al., 2013).
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U lidskych nadorovych bunék povrchového epitelu vajecniku je oproti zdravé tkani
zvysSena hladina proteinu DAXX. Jeho nadprodukce u nddorovych bunék stimuluje proliferaci,
zvySuje rezistenci, podporuje bunécnou migraci a tvorbu kolonii. U nenddorovych bunék
dochazi k nadorové transformaci. U mysich bunék povrchového epitelu vajecniku nedoslo
deleci alely pro gen daxx k ovlivnéni prichodu bunéénym cyklem. V téchto burkach doslo
k akumulaci proteint p21, p53 a zvysSeni exprese proapoptotickych proteini NOXA a PUMA
(Pan et al., 2013a; Pan et al., 2013b). Tato fakta naznacuji, Ze DAXX v burikdch povrchového

epitelu vaje¢niku mize zastdvat ulohu bunécného onkogenu (Rodier and Campisi, 2011).
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3. Material a metody

3.1. Material

3.1.1. Pouzité chemikalie

Zdroj Zdroj Kat. Cislo

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 (peroxodisiran amonny, 98%) Sigma A3678-25G
Koch-Light Laboratories

Azid sodny Ltd. 91789

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

Bromfenolova modf Lachema

BSA (hovézi sérovy albumin) Sigma A9647_50G

Click-iT EAU Alexa Fluor 647 Imaging Kit Invitrogen C10340

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

Dithiothreitol (DTT) Sigma 43817
Oddéleni pfipravy médii

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) UMG

Doxorubicin, = Adriamycin® hydrochloride Sigma D1515

Doxycyklin, 98% Sigma D-9891
Oddéleni pfipravy médii

Dvakrat destilovana H,0 UMG

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

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

Ethanol 96% Penta

Etoposid (VP16) Sigma E1383

Fetdlni hovézi sérum (FBS) Gibco/Life Technologies 10270

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

Glutaraldehyd stupen |, ultra pro elek. mikroskopii 25% Sigma G5882

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

Inhibitor RN4z
Injek¢ni voda
KsFe(CNg)
K4Fe(CNg) x H,0
Kamptotecin (CPT)
Medicinalni film
Methanol

B. Braun Melsungen AG

Sigma
Afga
Penta

87/024/98-C

C9911
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MG132 Sigma-Aldrich C2211
NaCl (Chlorid sodny, 99%) Erba Lachemas.r.o., CR
Fluka, St. Gallen,
Nonidet P40 Switzerland
Odtuénéné susené mléko
OptiMEM Gibco/Invitrogen 51985
Paraformaldehyd 4% (m/v) pH 7.2 Vitrum
P0O781-
Penicillin-Streptomycin roztok 100x Sigma 100ML
Ponceau S Fluka
Proteinovy marker na SDS-PAGE # 26616 Fermentas
Puromycin zStreptomyces alboniger,98% Sigma P7255
RNeasy Mini Kit (50) QIAGEN 74104
SDS (dodecylsulfat sodny) Serva 20765
TagMan 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
. B4252-
X-gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl beta-D-galactopyranoside, 98%) Sigma 100MG
M3148-
B-mercaptoethanol Sigma 25ML
3.1.2. Primery
Primery (fw + rev)
GAPDH (CACCACACTGAATCTCCCCT ; CCCCTCTTCAAGGGGTCTAC)
DAXX (TCCCTCTGCATCCCTTCTC ; CTTCTGGATCGCATTGTGTG)
p21 (TGGAGACTCTCAGGGTCGAAA ; GGCGTTTGGAGTGGTAGAAATC)
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3.1.3. Protilatky

Primarni protilatky

Nazev Pdvod Zdroj Katalogové Cislo Redéni
dr. Andera

Daxx M/mono  UMG - 1000x

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

GAPDH M/mono  from EXBIO GTX30666 8000x
Calbiochem /

Mdm?2 M/mono  Merck OP145 400x

pl6 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-Serl15 K/poly Cell Signaling #9284 1000x

PML M/mono  Santa Cruz sc-966 300x

Wip1 M/mono  Santa Cruz sc-376257 1000x
Millipore /

YH2AX P-Ser139 M/mono  from Scintila  05-636 1000x

Sekundarni protilatky

Nazev Pavod Zdroj Katalogové Cislo Redéni
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 bunécné linie a kultury

BJ buniky jsou fibroblasty z predkozky s neaktivni telomerdzou, nastava replikacni
senescence. Karyotyp je pfiblizne do 62. populaéniho zvdojeni diploidni, ale v 82.

populacnim zdvojeni je jiz abnormalni.
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= hTERT RPE-1 (human Telomerase Reverse Transcriptase) jsou imortalizované buriky
sitnicového epitelu s aktivni telomerazou. Karyotyp je diploidni a obsahuje dva

chromozémy X. Déle v textu pouze RPE-1

* MCF-7 bunécnd nadorova linie odvozena z bunék adenokarcinomu prsni mlécné

Zlazy. Maji nulovou alelu pro gen p16.

3.2. Metody

3.2.1. Kultivace tkanovych linii a kultur

3.2.1.1. Rozmrazeni bunék

Buriky jsem vyjmul z tekutého dusiku a na suchém ledu pfenesl do vodni lazné (37°C),
ve které se zamrazovaci zkumavka ohrdla. Rozpusténou a ohfatou bunécna suspenzi jsem
prenesl do 15 ml falkony a pfidal k ni 4 ml ohfatého média. Buriky se centrifugovaly pfi
300 g/3 min. Supernatat s DMSO jsem odstranil a buriky resuspendoval v5 ml ohratého

média. Poté jsem je nasadil na 25 cm? kultivaéni lahev.

3.2.1.2. Kultivace bunék

MCF-7, BJ a RPE-1 burky jsem kultivoval vD-MEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium). Do média jsem pfidal 10% fetdlni hovézi sérum (FBS), antibiotika Penicillin
(100 U/ml) a Streptomycin (100 ng/ml). Buriky byly kultivovany pti 37°C v 5% atmosfére CO,.
Do média transdukovanych RPE-1 bunék byl pfiddvan Puromycin (4 pug/ml) a Blasticidin (5

u/ml).
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3.2.1.3. OsSetreni bunék

Buriky jsem nasadil na kultivacni misku o priiméru 6 cm s erstvym médiem. Nésledny

den jsem je oSetfil pfislusnou chemikalii nebo inhibitorem.

e Etoposid (VP16): 5 uM, 48 hodin, MCF-7 burky
10 uM, 48 hodin, BJ bufiky
e Doxorubicin (Doxo): 0.75 uM, 2 hodiny, MCF-7 buriky
0.75 uM, 4 hodiny, BJ bunky
e Kamptotecin (CPT): 0.25 uM, 48 hodin, MCF-7 buriky
0.5 uM, 48 hodin, BJ burky
e BrdU: 100 uM, vymeéna kazdych 48 hodin po dobu oSetfovani bunék,
MCF-7/BJ buriky

Burikdm bylo kazdé 2 dny pridavano cerstvé médium po dobu trvani experimentu.

3.2.2. Sbhér bunék na Western blot a méreni koncentrace proteini

Buriky kultivované na 6 cm Petriho miskach jsem dvakrat promyl ve 2 ml PBS pufru,
ktery mél pokojovou teplotu. Ndsledné byly lyzovany v 90 — 120 ul 1x Sample pufru (250
mMTris-HCl, 40% [v/v]Glycerol, 8% [w/v]SDS, pH 6.8), ktery byl zahtfaty na 95 °C. Lyzaty se
poté 3xsonikovaly pfi 3 mikronech po dobu 15 vtefin se sedmi vtefinovymi prodlevami. Ddle
se stanovila koncentrace proteinll pomoci BCA testu, ktery byl proveden podle vyrobcem
dodaného protokolu. Pro mefeni koncetrace byl pouZit Microplate photometer Multiskan®

EX. Lyzaty i standardy byly mefeny ve dvojicich pro zvyseni pfesnosti stanovené koncentrace.

3.2.3. SDS - PAGE (Polyakrylamidova gelova elektroforéza)

Vzorky jsem pfripravil s obsahem 20 az 40 ug proteinu a na doplnéni do uré¢eného
objemu jsem pouzil 1x Sample pufr. Na rozruseni disulfidickych muastkd byl pridan 10x
zfedény 1M DTT (dithiothreitol), ktery pro zviditelnéni vzork(i obsahoval bromfenolovou
modf. Vzorky se nasledné zahradly po dobu 3 minut pfi 95 °C a centrifugovaly se pfi

6300 g/1 minutu. Vzorky jsem nanasel na 8% a 14% separacni polyakrylamidové gely.
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Soucasné jsem na gel nanesel 4 ul proteinového markeru. Soupravu na elektroforézu jsem
naplnil elektroforetickym pufrem (900 ml ddH,O, 100 ml 10x TGS pufru). Velikost
elektrického proudu na jeden gel byla 25 mA a elektroforéza trvala pfiblizné 1 hodninu a 30

minut.

3.2.4. Western blot

Byla pouzita technika “mokry” Western blot, kdy se “sendvi¢” sklddd v blotovacim
pufru (700 ml ddH,O, 100 ml 10x TG pufru, 200 ml methanolu). SloZil jsem jej
z umélohmotné kazety, umélé blotovaci houby, dvou filtracnich papirt na které jsem prenesl
gel z probé&hlé SDS elektroforézy. Na néj se pfilozila nitrocelulézovd membrana (Amersham™
Hybond ECL, GE Healthcare Life Sciences), dva filtracni papiry, blotovaci houba a kazeta se
uzavrela. VSechny slozky ,,sendvi¢e” byly namoceny v blotovacim pufru. Kazeta se vlozila do
blotovaci aparatury. Blotovani probihalo za stdlého michani pufru pti proudu 400 mA, po
dobu 1 hodiny a 30 minut.

Po dokonceni prenosu proteinu jsem membranu barvil 3 minuty Ponceau, kterd
v pritomnosti proteinli obarvi membranu Cervené. Poté byla Ponceau odmyta PBS-T pufrem
(100 ml 10x PBS, 900 ml ddH,0, 1ml Tween — 20) a ndsledné blokovana v 10% odtuc¢néném
mléce rozpusténém v PBS-T. Blokace probihala po dobu 20 minut. Membrana jsem promyl
3 minuty v PBS-T a nechal inkubovat s primarni protilatkou pfi teploté 4 °C pres noc. Po
inkubaci jsem membranu oplachnul 2x 5min v PBS-T a inkuboval 1 — 2 hodiny v sekundarni
protilatce rozpusténé v 10% odtucnéném mléce v PBS-T. Po druhé inkubaci jsem opét
membranu propldchnul 3x 5 minut vPBS-T. Kdetekci proteind jsem pouzil
chemiluminiscen¢ni substrat Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific).
Filmy jsem vyvoldval na pfistroji OPTIMAX 2010 (PROTEC).

Ve vysledcich zobrazené Western bloty, které jsou zobrazeny s délici ¢arou, jsou

z jednoho gelu. Zobrazil jsem pouze vzorky, které jsou relevantni pro dany experiment.

3.2.5. Barveni SA-B-galaktosidazy

Buniky jsem kultivoval v miskach na 12mm podloznim skli¢ku, které jsem prenesl do

24 — jamkové desti¢ky a proplachnul 2x 500 ul PBS. Nasledné bylo fixovano po dobu
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12 minut 0,25% glutaraldehydem rozpusténym v PBS. Poté jsem jej proplachnul 3x 500 pl
PBS + MgCl, (pH 6). Pfidal jsem barvici roztok X-Gal (500 pl/1 sklicko) a inkuboval dle potreby
1 — 8 hodin. Po inkubaci jsem jej proplachnul a namontoval do 2 ul Mowiolu. Obrazky byly

pofizeny na fluorescenénim mikroskopu LEICA DM 6000.

3.2.6. Nepfima imunofluorescence

Buriky jsem kultivovany na 12 mm podloznim sklicku, které jsem prenesl do
24 — jamkové desticky a proplachnul 2x 500 upl PBS. Buriky byly fixovany 350ul 4%
paraformaldehydu po dobu 15 minut. Sklicko se poté proplachlo 2x 5 minut v 500 ul PBS. Pro
permeabilizaci buriék jsem pfidal 300 pl 0,2% Tritonu X-100 na dobu 10 minut. Sklicko se
opét proplachlo v PBS a blokovalo 100 pl 10% FBS — PBS po 30 minut. Poté se pfi pokojové
teploté inkubovalo se 100 pl primdrni protilatky nafedéné v 10% FBS — PBS 60 minut. Sklicko
s burikami jsem oplachnul v PBS 3x 5 minut a pfidal sekundarni protilatku nafedénou v 10%
FBS — PBS na 60 minut pfi pokojové teploté. Po proplachnuti 3x 5minut v PBS bylo skli¢ko
inkubovano 2 minuty s 200 pl DAPI (1 pg/ml) rozpusténym v injekéni vodé. Poté jsem sklicko
namontoval do 2 pl Vectashieldu a okraje se zalakoval. Snimani jsem provadél na
fluorescenénim mikroskopu (scan”R, OLYMPUS).

Vysledky byly analyzovany v softwaru scan®R Analysis. Pfi urcovadni zmény
pramérného poctu PML-NBsa zmény intenzity signdlu proteinu PML/DAXX v burice jsem
nejdrive definoval bunécné jadro pomoci barveni DAPI a jeho cirkularity. Poté jsem v této
ploSe stanovil zménu poctu PML-NBs a zménu intenzity signdlu jednotlivych proteina.
U stanovovani zmény kolokalizace proteint PML/DAXX jsem si v jednotlivych fluorescencnich
kandlech definoval proteinova ohniska. Pfi prekryti fluorescenénich kanalli jsem vyhodnotil

zménu jejich kolokalizace.

3.2.7. Pfima imunofluorescence a méreni na prutokovém cytometru

Buriky byly péstovany na 6 cm Petriho misce a do média byl na 6 hodin pridan analog
thyminu EdU (5-Ethynyl-2"-deoxyuridinu). Poté byly oplachnuty s PBS a bylo k nim pridano
500 pl roztoku trypsin/EDTA a byly umistény do inkubatorudo doby, nez se uvolnily
z povrchu misky. Poté k nim byl pfidan 1 ml média a vznikla bunécna suspenze se prenesla

do 1,5 ml zkumavky eppendorf. Suspenze se centrifugovala pfi 300 g 3 minuty. Supernatant
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se odsal a buniky byly resuspendovany v PBS a znova centrifugovany pfi 300 g 3 minuty.

Poté se resuspendovaly ve100 pl PBS pfidalo se 900 ul 4% paraformaldehydu na fixovani.

Po 15minutdch fixace se buniky promyly v PBS(centrifugace 300 g 3 minuty, odsat

supernatant). Membrdana byla permeabilizovadna pfidanim 500 ul 0,25% Tritonu X-100 v PBS

po dobu 5-ti minut. Buriky se promyly v 1% BSA-PBS a byla k nim pfidana reakéni smés:

e 440yl TRIS-1M, pH 8,5

e 50 pl ADD (aditivum) —1 M askorbat

o 10 pul 100 mM CuSOq4

e 0,5 ul Alexa 647 konjugovana s azidem

e (100-125 pl na vzorek)

Po 30 minutdch inkubace jsem bunky promyl v 500 pl 0.5% Tween 20/1% BSA — PBS

a nakonec resuspendoval ve 100 — 200 pl PBS. Vzorky byly analyzovédny na pritokovém

cytometru LSR Il (BD Biosciences) a vyhodnocovany v programu FlowJo.

3.2.8. lzolace RNA a kvantitativni Real-time RT-PCR

Bunécnou RNA jsem izoloval pomoci RNeasy Mini Kit (50) (Kat. Cislo 74104, QIAGEN).

Postupoval jsem podle pfilozeného protokolu. Koncentraci ziskané RNA, kterd byla

rozpusténa ve vodé neobsahujici RNazy, jsem zméfil na pfistroji NanoDrop (Thermo

Scientific). 1zolovanou RNA o koncentraci 100 ng/ul jsem pfidal do reakéni smési pro

reverzni transkripci. Ta probihala pfi programu, ktery je zobrazen v nize uvedené tabulce.

Se vzorky jsem po celou dobu pracoval na ledu.

Reakéni smés -  reverzni

transkripce

Pocet reakci 1 X
10x RT Buffer 2 ul
dH,0 9,2 ul
25x dNTP mix (100 mM) 0,8 ul
10x RT Nahodné primery 2 ul
Inhibitor Rnaz 1 ul
Reverse Transcriptase MultiScribe |1 ul
RNA (100 ng/ul) 4 ul
Celkovy 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 ziskand reverzni transkripci byla smichana se smési pro kvantitativni PCR. Jako
negativni kontrolu jsem pouzil reakéni smés pro kvantitativni PCR bez cDNA. Kvantitativni
PCR byla provedena na pfistroji 7300 Real-Time PCR System (Life Technologies) a relativni

exprese mRNA byla stanovena metodou 2788¢T,

Reakcni smés — kvantitativni PCR 1x
cDNA template 2,5 ul
Master Mix 6,25 pl
primers (2,5uM) fw + rev 1,5 ul
dH,0 2,25 ul

3.2.9. Lentivirova transdukce bunék RPE-1

Transdukované RPE-1 byly dodany laboratofi Ladislava Andéry (Oddéleni bunécné
signalizace a apoptdzy, UMG AV CR).

Lentivirové vektory byly pfipraveny v bunkach HEK293. Ty byly transfekovany vybranym
plazmidem a Lenti-X HTX Packaging Mix. Po 48 hodinach byly virové partikule sesbirany. Pro
transdukci byl pouzit TetON systém, kde se gen zajmu exprimuje po pridani doxycyklinu.
Z tohoto dlivodu je pouzivano kultivaéni médium neobsahujici teracyklin a jeho derivaty.
Nejdfive byly bunky transdukovany regulaénim plazmidem a selektovany na médiu
s blasticidinem (5 pg/ul). Po selekci doslo k druhé transdukci plazmidem obsahujicim gen

zajmu. Poté byly bunky selektovany kombinaci dvou antibiotik — blasticidinu a puromycinu

(4 pg/ul).
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4. Cile diplomové prace

V predchozich pokusech provadénych v nasi laboratofi byl pozorovan moiny vliv
proteinu DAXX na navozeni bunécné senescence. U lidskych fibrosblastl transfekovanych
lentivirdlnim vektorem obsahujicim shRNA proti genu daxx doslo k umlceni jeho exprese.
Transfekované buriky zastavily proliferaci a tvarem vykazovaly senescentni fenotyp. Dale
v senescentnich burnikdch indukovanych onkogenem Ras byla pozorovana snizend hladina

proteinu DAXX.

Cilem mé diplomové prace bylo blize charakterizovat, jak je protein DAXX regulovan a jak

jeho mnozstvi ovliviiuje bunéénou senescenci.

Specifické cile:

Navozeni bunécéné senescence a stanoveni hladiny proteinu DAXX

Stanoveni zplsobu regulace proteinu DAXX v senescentnich burikdch

e Popis vlivu zvySeného mnozZstvi proteinu DAXX na navozeni bunécné senescence

Popis vlivu zvySeni mnozstvi proteinu DAXX v senescentnich burikach

44



5. Vysledky

5.1. SniZeni hladiny proteinu DAXX béhem rozvoje bunécné senescence

Nadorové buriky MCF-7 jsem nasadil na 6 cm Petriho misky, které obsahovaly kulata
kryci sklicka. Dalsi den jsem do média pridal chemikdlie pro indukci bunécné senescence.
Tyto chemikalie zplsobuji jednoretézcové a dvouretézcové zlomy a aktivuji p53/p21 nebo
Rb/p16 signdlni drahu.

Po sedmi dnech od pocatku expozice chemikdliim jsem nejdrive sesbiral kryci sklicka
s burikami, které jsem fixoval a barvil na detekci aktivity SA-B-galaktosidazy (Obr. 14). Buriky
vystavené chemikdliim vykazovaly morfologii podobnou senescentnim burikdm a byla v nich

detekovana SA-B-galaktosiddza (Dimri et al., 1995). Kontrolni buriky se nezbarvily.

0d ctrl 7d BrdU 7d Doxo

Obr. 14 Indukce senescence v bunkach MCF-7. Aktivita SA-B-galaktosidazy (modré zbarveni) byla detekovana
v kontrolnich burikach MCF-7 (ctrl) a bunkach po 7 dnech od oSetfeni chemikaliemi BrdU, Doxo, VP16 a CPT.
Méfritko 200 pm.

Ze zbylych bunék v Petriho misce jsem pfipravil bunéény lyzat a technikou Western
blot analyzoval mnoiZstvi proteini p21, p53 a modifikovaného histonu H2AX - yH2AX

(Obr. 15). U bunék vystavenych chemikaliim dosSlo k navySeni p53 a p21, které jsou
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nadprodukovany v senescentnich bunkach (Romanov et al., 2010; Serrano et al., 1997).
Soucasné se zvedla hladina yH2AX, ktery je znakem poskozeni DNA v senescentnich bunkach
(Sedelnikova et al., 2004). Ztoho lze usoudit, Ze se u bunék MCF-7 podafila navodit
senescence vsemi pouzivanymi typy latek.

Ve vSech pfipravenych senescentnich burikdch doslo k poklesu mnoiZstvi proteinu
DAXX (Obr. 15). Western blot byl analyzovdn denzitometricky v programu AIDA Image
Analyzer. Analyza ukazala, Ze oSetfeni bunék BrdU mélo nejvétsi efekt na snizeni mnozstvi

proteinu DAXX (Obr. 16).

7d
3533
— — — DAXX
o p53 total

- -— - p21

— — — . y-H2AX

 ————— ——— GAPDH

Obr. 15 Reprezentativnhi Western blot zobrazuje mnoistvi proteini DAXX, p53, p21 a yH2AX v MCF-7
bunikach. Bunky byly oSetfeny VP16 (5 uM, 48 hodin), Doxo (0,75 uM, 2 hodiny), CPT (0,25 uM, 48 hodin)
a BrdU (100 uM, vyména kazdych 48 hodin po dobu osetfeni). Jako interni kontrola nandsky proteinu byla

zvolena GAPDH. (ctrl — kontrolni neosetfené bunky).
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DAXX/GAPDH
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Procentudlni zména vzhledem ke kontrole

VP16 Doxo

Obr. 16 Denzitometricka analyza Western blotu provedena v programu AIDA. Na ose y je zobrazena
procentualni zména mnoizstvi proteinu DAXX u rlznych typ(l senescence vztazena ke kontrolnim burikam se
zobrazenou smérodatnou odchylkou stanovenou ze tfi experimentll. Vztazeno na GAPDH. (ctrl — kontrolni

neosetrené buriky)

U primarnich fibroblastd BJ jsem senescenci indukoval podobné, chemikaliemi a navic
ionizujicim zarenim.

Po sedmi dnech jsem sesbiral vzorky na Western blot. U bunék vystavenych BrdU
a ionizujicimu zareni jsem proved! analyzu bunécného cyklu zmérenim inkorporace EdU (5-
ethynyl-2'-deoxyuridine) na prlitokovém cytometru (Obr. 17). Kontrolni bunky byly
proliferacné aktivni a inkorporovaly EdU. U bunék vystavenych BrdU nedochdzelo

k inkorporaci a bunky vystavené ionizujicimu zareni inkorporovaly ve velmi malém mnozstvi.

100 A Sample
J EA IR 7d.fes
BB CTRL fes
80 - A BrdU 7d.fes
% 604
=
S
®
40 -
20
0 —

0 102 10° 10* 10%
Alexa 647 (633C)-A

Obr. 17 Inhibice replikace DNA behém rozvoje senescence provedena prutokové-cytometrickou analyzou
inkorporace EdU. Histogram fluorescencni intenzity protilatky Alexa 647 detekované pti 633 nm. U kontrolnich
bunék (ctrl) dochazelo k inkorpocaci EdU béhem proliferace. Buriky osetfené BrdU (BrdU 7d) byly zastvené
v bunécéném cyklu a neinkorporovaly Edu a u bunék ozarenych 10 Gy ionizujiciho zareni (IR 7d) dochazelo

k nizké inkorpocaci. Analyzovano v programu FlowJo.
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Technikou Western blot jsem v bunéénych lyzatech analyzoval hladiny proteind
DAXX, p21, p16, p53 a fosforylovaného p53 na serinu 15 u vSech typl pouZitych chemikalii.
Jako pozitivni kontrolu jsem poufZil replikaéné senescentni (RS) fibroblasty s populaénim
zdvojenim 83 (PD83). Stejné jako u nadorovych bunék MCF-7, doslo ke zvySeni proteind,
které se podileji na navozeni senescence nebo protein(, které signalizuji poskozeni DNA

(Obr. 18).

7d 7d

= 2

- [o] L]

s 3 by [ IR Brdu ctr

o o > Q
e DAXX — | M DAXX

e — P-p53 Serl5 — P-p53 Serl5
-
T —— | 053 total SRS s n— A — p21
T — — | 021 : g~-— pl16
GAPDH e c—— ce— S— GAPDH

Obr. 18 Aktivace DDR a represe DAXX béhem chemicky indukované senescence. Imunoblot proteini DAXX,
pl6, p21, p53 a fosforylovaného p53 na serinu 15 ve fibroblastech BJ. Bunky byly osetfeny IR (10 Gy), BrdU
(100 uM, vyména kazdych 48 hodin po dobu oSetfovani), Doxo (0,75 uM, 4 hodiny), VP16 (10 uM, 48 hodin)
a CPT (0,5 uM, 48 hodin). Jako negativni kontrola slouZily neoSetfené proliferujici fibroblasty BJ. Pozitivni

kontrola byly RS fibroblasty BJ. Jako interni kontrola nanasky proteinu byla zvolena GAPDH.

evvs

pozorovana v bunkach osetfenych BrdU. Toto mnoistvi bylo témér shodné s mnoiZstvim

proteinu DAXX v replikacné senescentnich (RS) burikach (Obr. 19).
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Obr. 19 Represe hladiny proteinuDAXX béhem rozvoje bunécné senescence. Denzitometricka analyza
intenzity signalu DAXX na imunoblotu se zobrazenou smérodatnou odchylkou stanovenou ze tfi experimentd.

Analyza byla provedena v programu AIDA. VztaZzeno na GAPDH. (ctrl — kontrolni neosetfené buriky)

U vSech pouzitych chemikalii dosSlo k navozeni bunécné senescence u obou
bunécnych typl. Soucasné doslo ke sniZzeni hladiny proteinu DAXX. Nejvétsi ubytek oproti
kontrolnim bunikdam byl pozorovan pfi replika¢ni senescenci a po oSetfeni BrdU. Po
pozorovani, Zze u oSetfeni BrdU dochazi k efektivni zastavé bunécného cyklu a soucasné
k vyraznému snizeni hladiny proteinu DAXX, jsem kryci sklicka s kontrolnimi burikami (ctrl)
a buikami osSetfenymi BrdU (BrdU 7d) barvil protildtkou proti proteinu DAXX a PML
(Obr. 20). V senescenci dochazi ke zvyseni mnozstvi PML a soucasné poctu PML-NB, pro
jejichz tvorbu je PML nezbytny (Ferbeyre et al., 2000). Analyza krycich sklicek na mikroskopu
scan™R (OLYMPUS) potvrdila snizeni mnoZstvi proteinu DAXX (Obr. 21a). Soucasné doslo
k narGstu hladiny proteinu PML a priimérného poctu PML-NB v jadre (Obr. 21b). Jelikoz
protein DAXX a PML spolécné interaguji (Ishov et al., 1999), analyzoval jsem kolokalizaci
v prolifera¢né aktivnich a senescentnich bunkach. Zména jejich vzajemné kolokalizace nebyla

pozorovana (Obr. 21c).
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Ctrl 7d

DAXX

PML-DAXX

BrdU 7d

PML-DAXX

Obr. 20 Exprese proteinu DAXX a PML v kontrolnich a senescentnich burikach. Burky byly barveny specifickou
protilatkou pro DAXX (zeleny), PML (Cerveny) a DAPI (modra) barvi DNA. Senescence byla u bunék navozena

osetrenim BrdU (100 uM, vyména kazdych 48 hodin po dobu oSetfovani).
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Obr. 21 Analyza zmény hladiny a kolokalizace protenti DAXX a PML. a) Zména intenzity signalu proteinu DAXX
a PML v kontrolnich burikach (ctrl 7d) a BrdU osetfenych burikach (BrdU 7d). b) Rozdilné mnozZstvi primérného
poctu PML-NB u kontrolnich a senescentnich bunék. c) Vyhodnoceni zmény kolokalizace proteinu DAXX s PML

v proliferacné aktivnich a senescentnich burkach.
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5.2. Stanoveni zplisobu regulace mnoistvi proteinu  DAXX

v senescentnich bunkach

5.2.1. Pokles hladiny proteinu DAXX vykazuje pomalou kinetiku

Pro popis kinetiky sniZeni proteinu DAXX jsem nasadil fibroblasty BJ na 6 cm Petriho
misky a ozafil 10 Gy. Kazdych 24 hodin po dobu 7 dni jsem sbiral vzorky na analyzu technikou
Western blot. Stanovil jsem hladinu proteinu DAXX, fosforylovaného p53 na serinu 15
a fosforylovaného histonu yH2AX. K nejvyraznéjsSimu poklesu mnozstvi proteinu DAXX doslo
ctvrtého dne, poté se jeho hladina zacala pomalu navracet, ale ani sedmého dne nedosdhla

hladiny v kontrolnich burkach (Obr. 22).
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Obr. 22 Dynamika poklesu hladiny DAXX béhem rozvoje senescence. a) Technikou Western blot byla
zobrazena zména hladin proteinli DAXX, P-p53 Serl5 a yH2AX v prlibéhu sedmi dni po ozafeni. Jako interni
kontrola nanasky proteinu byla zvolena GAPDH. b) Denzitometrickd analyza hladiny proteinu DAXX se

zobrazenou smérodatnou odchylkou stanovenou ze tfi experiment(. Vztazeno na GAPDH. (ctrl — kontrolni

neosetrené buriky)
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5.2.2. Hladina mRNA DAXX se béhem senescence neméni

K uréeni mechanizmu, jakym je hladina proteinu DAXX regulovana béhem rozvoje
senescence, jsem zméfil hladinu jeho transkriptu. Pro tento ucel jsem zvolil metodu
gRT-PCR, jako interni standard jsem vybral gapdh a jako znak senescence p21. Porovnal jsem
hladinu mRNA daxx v mladych proliferacné aktivnich a replikacné senescentnich burikach BJ.
Pfedbéiné vysledky naznacuji, Ze exprese genu daxx byla v obou ptipadech témér totozna,
kdezto hladina mRNA p21 byla v replikacné senescentnich bunkach BJ podle ocekavani

zvySend (Obr. 21).
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Obr. 21 Porovnani hladiny mRNA genu daxx a p21 v proliferujicich (PD26) a replikacné senescentnich
(PD81) burikach BJ stanovené pomoci qRT-PCR. Osa y znazorfiuje nasobek hladiny mRNA vzhledem ke
kontrolnim burkam se zobrazenou smérodatnou odchylkou stanovenou trojtym opakovanim jednoho

experimentu. gapdh byla pouZita jako interni standard.

Z dfive popsaného experimentu, kde se po sedm dni po ozafeni pozorovala zména
hladiny proteinu DAXX byly rovnéZ shirany vzorky na qRT-PCR. Sledovala se zména exprese
MRNA genu daxx. V prabéhu 7 dni nebyla pozorovana vyznamna zména jeho exprese
(Obr. 22a). Pro porovnani byla analyzovana zména exprese p21. U vSech ozarenych vzorku

v celé ¢asové radé byla hladina mRNA p21 zvysena (Obr. 22b).
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Obr. 22 Kvantitativni stanoveni hladin mRNA genu daxx (a) a p21(b) v kontrolnich a ozarenych burikach

BJ. Buriky jsem ozafil 10 Gy a sbiral kazdych 24 hodin po dobu 7 dni. Vysledky jsou primérem tfi

opakovani jednoho experimentu se zobrazenou smérodatnou odchylkou. Stanoveni exprese mRNA jsem

provedl metodou qRT-PCR. VztaZzeno na gapdh (interni standard).

5.2.3. Mnoistvi proteinu DAXX je regulovano jeho degradaci v proteazomu

Po zjiSténi, Zze DAXX nejspiSe neni regulovan na urovni hladiny mRNA, jsem proved|

pokus, kdy jsem pozoroval jeho stabilitu po inhibici proteazomalni degradace v kontrolnich

a senescentnich bunkach. Ke kontrolnim a senescentnim fibroblastim BJ, u kterych jsem

navodil senescenci oSetfenim BrdU, jsem pfidal inhibitor proteazomu MG132 na 6 a 8 hodin.

Nasledné jsem z kontrolnich bunék a bunék s MG132 pfipravil lyzaty a zménu 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 kontrolnich (ctrl)
a BrdU vystavenych (BrdU) burikach BJ popfidani MG132 na dobu 6 a 8 hodin technikou Western blot. Jako

interni kontrola nanasky proteinu byla zvolena GAPDH.

Po 6 a 8 hodinach jsem pozoroval stabilizaci proteini DAXX, Mdm?2 a p53, které spolu
tvori komplex (Tang et al., 2006). To naznacuje, Ze mnozstvi proteinu DAXX je v burice

regulovano jeho degradaci v proteazomu.

5.3. Nadmérna exprese proteinu DAXX v senescentnich bunkach RPE-1

nema vliv na obnoveni bunécné proliferace

Drive bylo v nasi laboratofi pozorovano, Ze po snizeni hladiny proteinu DAXX dochazi
k indukci senescence (nepublikovana data). VySe uvedené vysledky ukazuji, Ze po navozeni
senescence se jeho hladina sniZuje. Proto jsem testoval hypotézu, zda pokles hladiny DAXXje
pricinou rozvoje senescence. Pro tento ucel byl DAXX ektopicky exprimovan v senescentnich
bunkach a byla sledovana zména proliferaéni aktivity.

Telomerdzou imortalizované bunky sitnicového epitelu RPE-1 byly transdukovany
lentivirovym tetracyklin-indukovatelnym (TetON) systémem pro vneseni genu daxx. Po
transdukci jsem do kultivacniho média pridaval selekéni antibiotika puromycin (4 p/ml)
a blasticidin (5 pg/ml). Buné&nou senescenci jsem navodil ozafenim bunék 20 Gy. Sestého
dne jsem k casti bunék pridal doxycyklin (100 ng/ml) pro navozeni exprese proteinu DAXX.
Sedmého dne jsem cast vzorkd sesbiral pro analyzu hladiny DAXX technikou Western blot.
Zbylé bunky jsem kultivoval do dvanactého dne. K poloviné bunék jsem kazidych 48 hodin

pridaval doxycyklin pro udrzeni zvySené exprese proteinu DAXX (Obr. 24).
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Obr. 24 Schéma experimentu indukce ektopické exprese proteinu DAXX v senescentnich burikach. Burikdam

RPE-1 byl Sesty den po ozareni 20 Gy pridan doxycyklin. 12. den byly bunky sklizeny na analyzu.

Sledoval jsem, zdali nadprodukce DAXX v senescentnich burnkach ovlivni bunécnou
morfologii (Obr. 25). Zména morfologie senescentnich bunék nebyla po sedmi dnech od
navozeni exprese proteinu DAXX pozorovana. Technikou Western blot jsem stanovil u¢innost
exprese proteinu DAXX po pridani doxycycklinu a mnoizstvi proteinli zodpovédnych za
udrzeni bunééné senescence (Obr. 26). MnoZstvi proteind p53, Mdm2 a p21 bylo pfriblizné

stejné u bunék s nizkou i vysokou hladinou proteinu DAXX.
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Obr. 25 Ektopicka exprese DAXX nema vliv na senescentni fenotyp. Mikroskopické zobrazeni kontrolnich
bunék (0 d ctrl) a ozarenych (20 Gy) RPE-1 s neaktivni (-Dox) a aktivni (+Dox) expresi proteinu DAXX (7. a 12.
den, 7d IR a 12d IR). Méritko 200 um.
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Obr. 26 Exprese vybranych proteini v RPE-1 burikach bez a s indukci proteinu DAXX. Zobrazeni imunoblotu
kontrolnich bunék (0 d ctrl) a ozafenych (20 Gy) RPE-1 s neaktivni (-Dox) a aktivni (+Dox) expresi proteinu DAXX
7. a 12. den. Analyzovany byly proteiny DAXX, Mdm2, fosforylovaného p53 na serinu 15, p53 a p21. Ke
kontrolnim a senescentnim burikdm s neaktivni i aktivni expresi proteinu DAXX byl pfidan inhibitor MG132.

Jako interni kontrola nandasky proteinu byla zvolena GAPDH.

5.4. Nadprodukce proteinu DAXX v proliferacné aktivnich RPE-1

bunkach nema vliv na navozeni bunécné senescence

Dale jsem testoval alternativni hypotézu, zdali zvySeni mnoistvi proteinu DAXX
zabrani navozeni bunécné senescence v proliferaéné aktivnich burikdch. Za timto ucelem
byly pouzity také lentivirdlné transdukované RPE-1 burnky s TetON systémem. Bunky jsem
ozafil 20 Gy ionizujiciho zareni. O den dfive jsem indukoval expresi proteinu DAXX pfidanim
doxycyklinu do média. Kazdych 48 hodin od ozafeni jsem vyménil kultivaéni médium za

Cerstvé s doxycyklinem pro udrZeni zvySené exprese proteinu DAXX (Obr. 27).

57



Pridani doxycyklinu pred poskozenim DNA

@ L @ @ L ] @
1d od 2d ad 6d 7d
P¥idani Ozafeni +Dox +Dox +Dox Shér
Doxycyklinu +Dox

Obr. 27 Schéma experimentu indukce ektopické exprese proteinu DAXX pred navozenim bunécné
senescence. Burikdm RPE-1 byl den pfed ozafenim pfidan doxycyklin. Den 0 (0d) byly buriky ozafeny 20 Gy.
Kazdych 48 hodin byl dodavan doxycyklin a 7. den byly buriky sklizeny na analyzu.

Pozoroval jsem, zdali nadprodukce DAXX pred ozarenim zabrani navozeni bunééné
senescenci a ovlivni bunécnou morfologii u ozarenych bunék (Obr. 28). Nebyl pozorovan

zadny rozdil mezi kontrolnimi burikami a burikami s navySenou expresi proteinu DAXX.

7d IR -Dox

7d IR (-1d+Dox)

Obr. 28 Ektopicka exprese DAXX pred poskozenim DNA nema vliv na navozeni senescentniho fenotypu.
Mikroskopické zobrazeni RPE-1 bunék s neaktivni expresi proteinu DAXX kontrolni (0d ctrl) a ozarené (7d IR)
bunky. Kontrolni (0d ctrl -1d+Dox) a ozafené (7d IR -1d+Dox) s aktivovanou expresi proteinu DAXX pred

poskozenim DNA. Buriky byly ozareny 20 Gy. Méfitko 200 um.
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Technikou Western blot jsem stanovil ucinnost exprese proteinu DAXX po pridani
doxycycklinu a mnozstvi proteini zodpovédnych za udrzeni bunécné senescence (Obr. 29).
Nadprodukce proteinu DAXX pred poskozenim DNA a jeho zvySeni hladinu po dobu 7 dni
nemeéla vliv na zménu hladin proteini Mdm?2, fosforylovaného p53 na serinu 15, p53 a p21

v senescentnich bunkach.
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Obr. 29 Exprese vybranych proteind v RPE-1 burikach s indukci proteinu DAXX pfed navozenim senescence.
Zobrazeni imunoblotu kontrolnich bunék (0 d ctrl) a ozarenych (20 Gy) RPE-1 s neaktivni a aktivni expresi
proteinu DAXX 7. den. Analyzovany byly proteiny DAXX, Mdm2, fosforylovaného p53 na serinu 15, p53 a p21.
Ke kontrolnim a senescentnim burikam s indukovanou expresi proteinu DAXX byl pfidan inhibitor MG132. Jako

interni kontrola nanasky proteinu byla zvolena GAPDH.

Pfi testovani obou hypotéz jsem pozoroval, Ze i pfes nadprodukci proteinu DAXX
v senescentnich burikdch dochdzelo k jeho degradaci. | presto bylo jeho mnoZstvi vyssi
v porovnani s kontrolnimi burikami bez aktivni exprese proteinu DAXX. Také se podafilo

ovérit jeho stabilizaci po pridani inhibitoru MG132.
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V rliznych typech bunécéné senescence navozené u nadorovych i normalnich bunék
jsem pozoroval pokles proteinu DAXX v porovnani s proliferujicimi bufikami. Dynamika jeho
Ubytku je pozvolnd a nejvyraznéjsi je 4. den od navozeni senescence. Mechanismus
snizenimnozstvi proteinu neni regulovan stabilizaci mRNA daxx nebo jeji zvySenou
transkripci, ale proteinovou degradaci ve 26S proteazomu. Dale jsem nepozoroval vyraznou
zménu kolokalizace proteinu DAXX s PML u proliferujicich a nadorovych bunék.

Zjistil jsem, Ze zvySeni hladiny proteinu DAXX pred poskozenim DNA nema vliv na
navozeni senescence. Stejné tak jsem nepozoroval Zadny efekt na obnoveni proliferace pfi
nadprodukci proteinu DAXX v senescentnich bunkach. V pribéhu téchto dvouexperimentd
jsem nepozoroval, Ze by DAXX ovliviioval stabilizaci Mdm2 nebo p53, jak publikoval Tang et.

al. (Tang et al., 2006).

5.5. Snizeni hladiny proteinu fosfatazy Wipl béhem rozvoje bunécné

senescence

Pfedmétem vyzkumu nasi laboratofe neni pouze bunécnd senescence, ale také
studium signalizace odpovédi buriky na poskozeni DNA. Proto se soucasné s uréovanim
mnozstvi proteinu DAXX v senescentnich bunkach pozorovala zména hladiny fosfatazy Wip1.
Bylo publikovano, Ze se jeji mnoistvi snizuje u bunék MCF-7 po navozeni senescence
doxorubicinem (Crescenzi et al., 2013). V pribéhu vypracovavani této diplomové prace byly
ziskany vysledky, které naznacuji, Ze hladina fosfatdazy Wipl se lisSi mezi senescentnimi
a proliferaéné aktivnimi burikami.

U nddorovych bunék MCF-7 a primdrnich fibroblastli BJ jsem pozoroval snizeni hladiny
fosfatazy Wipl1 po rdznych stresovych stimulech navozujicich senescenci (Obr. 30, 31). Po
oSetfeni bunék ionizujicim zarenim doslo v prvnim dni k vyraznému narUstu jejiho mnoZstvi
a od druhého dne jeji hladina klesala. Sedmého dne bylo jeji mnoZstvi nizsi ve srovnani
s kontrolnimi burikami (Obr. 32). Po pfidani inhibitoru MG132 ke kontrole (0d)
a senescentnim burikdm (7d IR) byla pozorovana jeji varazna stabilizace. Také jsem stanovil
hladinu Wipl v replikacné senescentnich fibroblastech BJ, u kterych dochazike snizeni

podobné jako u stresem navozené senescence (Obr. 31).
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Obr. 30 Hladina fosfatazy Wip1l u nadorovych bunék MCF-7 po vystaveni genotoxickému stresu. Detekce

fosfatazy Wipl imunoblotem. Burky byly oSetfeny VP16 (5 uM, 48 hodin), Doxo (0,75 puM, 2 hodiny), CPT
(0,25 uM, 48 hodin) a BrdU (100 uM, vyména kazdych 48 hodin po dobu osSetfeni). Jako interni kontrola

nanasky proteinu byla zvolena GAPDH. (ctrl — kontrolni neosetfené buriky)
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Obr. 31 Hladina fosfatazy Wip1l u primarnich fibroblastl BJ po vystaveni genotoxickému stresu. Imunoblot
proteinu Wip1. Bunky byly pfivedeny do senescence: Doxo (0,75 uM, 4 hodiny), VP16 (10 uM, 48 hodin), CPT
(0,5 uM, 48 hodin), IR (10 Gy), BrdU (100 uM, vyména kazdych 48 hodin po dobu oSetfovani). Jako negativni
kontrola slouZily neosetfené proliferujici fibroblasty BJ (ctrl). Pozitivni kontrola byly replikacné senescentni

fibroblasty BJ (RS). Jako interni kontrola nanasky proteinu byla zvolena GAPDH.
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Obr. 32 Zobrazeni kinetiky ubytku hladiny Wip1l béhem rozvoje senescence. Technikou Western blot byla
zobrazena zména hladiny Wip1 fosfatdzy v pribéhu sedmi dni po ozareni. Bunky byly ozafeny 10 Gy. Ke
kontrole (0d ctrl) a senescentnim burikam (7d IR) byl pfidan inhibitor proteazomu MG132. Jako interni kontrola

nanasky proteinu byla zvolena GAPDH. (ctrl — neoSetfené kontrolni buriky).

V priibéhu vySe zminéného experimentu jsem odebral vzorky mRNA Wipl
v kontrolnim vzorku 0.den a u ozarenych vzorkd 2.den, 4.den a 6.den po ozadfeni 10 Gy.
Bunky reagovaly na ozareni zvySenim exprese mRNA genu wipl. Nejvyssi narlst byl

pozorovan druhého dne (Obr. 33).
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Obr. 33 Kvantitativni stanoveni hladin mRNA genu wip1 v kontrolnich a ozafenych burikach BJ. Burky jsem
ozafil 10 Gy a shiral kazdych 48 hodin po dobu 6 dni. Vysledky jsou primérem tfi opakovani jednoho
experimentu se zobrazenou smérodatnou odchylkou. Stanoveni exprese mRNA jsem provedl metodou gRT-

PCR. Vztazeno na GAPDH (interni standard).

62



6. Diskuze

Protein DAXX byl poprvé popsan v roce 1994. Ani po 20 letech nejsou jeho vlastnosti
a funkce stdle objasnéné. Kontroverzni je jeho Uloha v apoptdze, kde ¢ast studii popisuje
jeho proapoptotickou funkci (Chang et al., 1998; Li et al., 2007; Perlman et al., 2001; Yang et
al.,, 1997) a druha se pfriklani k jeho antiapoptotickému efektu (Chen and Chen, 2003;
Michaelson et al., 1999). Dalsi popsanou funkci je jeho Uloha transkripéniho represoru, napf.
v komplexu s HDAC Il (Kuo et al., 2005) nebo DNMT-1 (Muromoto et al., 2004). Ovsem
v signalizac¢ni draze Wnt byl popsan jako koaktivator transkripce (Huang and Shih, 2009).
Z tohotostru¢ného vyctu funkci proteinu DAXX je zfejmé, Ze ovliviiuje Siroké spektrum
protichddnych bunécnych drah. V souvislosti s udrzenim integrity genomu bunky byl DAXX
popsan jako soucdst komplexu s Mdm2 a HASUP, ktery ovliviiuje stabilitu p53 (Tang et al.,
2006). Vyznamnym nadorovym supresorem je p53, ktery se uplatiiuje v odpovédi bunky na
poSkozeni DNA (Bunz et al., 1998; Waldman et al., 1995). Pokud poskozeni neni pro buriku
letalni, ale zabranuje jejimu fadnému déleni, dochazi k navozeni stavu bunécné senescence
prostfednictvim p53. Soucasné je timto zplsobem zamezeno rozvoji kancerogeneze (Xue et
al., 2007).

V nasi laboratofi, kterd se zabyva studiem bunécné senescence, bylo pozorovano, ze
po cileném snizeni hladiny proteinu DAXX dochdzi u nenddorovych primarnich bunék
k navozeni senescentniho fenotypu. Proto bylo jednim z cild této diplomové prace stanovit
mnoistvi proteinu DAXX v senescentnich ndadorovych a nenadorovych bunkach. Jako
zastupce ndadorovych bunék byla zvolena bunécna linie adenokarcinomu prsu MCF-7.
Primarni fibroblasty BJ reprezentovaly nenddorové buriky. K navozeni senescence jsem
pouzil chemikalie a ionizujici zafeni v subletdlnich davkach, uzivané pri |éCbé rakoviny. Patfi
mezi né doxorubicin a etoposid, které jsou inhibitory topoizomerdzy Il zpUsobujici
dvouretézcové zlomy (Chang et al., 1999; Robles et al., 1999). Ddle jsem zvolil kamptotecin,
inhibitor topoizomerazy |, ktery vyvolava jednoretézcové zlomy (Han et al., 2002), synteticky
analog thyminu - bromodeoxyuridin (Michishita et al., 1999) a ionizujici zafeni (Jones et al.,
2005). Bunky jsem pfi kultivaci osetfil vyse zminénym stresovym faktordm. Po sedmi dnech
od expozice jsem u bunék MCF-7 pozoroval zménu morfologie, kdy tvarem pfipominaly
senescentni bunky a bylo detekovédno barveni na SA-B-galaktosidazu, jejiz zvySena aktivita je

jednim ze znakl senescence (Dimri et al., 1995). Pozoroval jsem zvySeni hladiny proteint p53
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a p21, které se Ucastni zdstavy bunécného cyklu pfi odpovédi na poskozeni DNA (Romanov
et al., 2010; Serrano et al., 1997)a pfi navozeni senescence (Stein et al., 1999). Detekoval
jsem yH2AX, ktery signalizuje vznik dvouretézcovych zlom ¢i replikacni stres, a jehoz hladina
pretrvava v senescentnich burikdch (Ferbeyre et al., 2002; Romanov et al., 2010; Sedelnikova
et al., 2004). Spolecné tyto vysledky naznacuji, Ze se mi podafilo u bunék vyvolat senescenci.
Hladina proteinu DAXX v senescentnich bunkach byla ve srovnani s proliferacné aktivnimi
burikami sniZzend. Stejnym pristupem jsem navodil senescenci u primarnich fibroblastl BJ,
u kterych jsem navic pouzil ionizujici zafeni. Stanovoval jsem stejné proteiny jako u MCF-7
bunék a dosel jsem k podobnym vysledkim. Dale jsem u ozafenych bunék a bunék
oSetfenych s BrdU zméril pomoci pritokové cytometrie miru inkorporace 5-ethynyl-2’'-
deoxyuridinu (EdU) do nové syntetizované DNA (Yu et al., 2009). Inkorporace probihala
u kontrolnich bunék a v malé mife u bunék vystavenych ionizujicimu zafeni. U bunék
oSetfenych BrdU kinkorporaci nedochazelo. Divodem rozdilné ucinnosti téchto dvou
stresovych faktoru je ziejmé ten, Ze u bunék vystavenych ionizujicimu zafeni mohla byt ¢ast
populace rezistentni a pokracovala v proliferaci. To naznacuje, Ze pouzita davka 10 Gy nebyla
dostate¢nd pro navozeni trvalé zastavy bunécného cyklu. Nicméné u vsech typU stresu byl
pozorovan trend snizeni hladiny proteinu DAXX. U bunék oSetfenych BrdU jsem pozoroval
nejvétsi ubytek a soucasné jeho hladina odpovidala hladiné proteinu DAXX v replika¢né
senescentnich burikdch. Dale jsem metodou fluorescencni mikroskopie a analyzy obrazu
ovéril pokles mnozZstvi proteinu DAXX po oSetfeni BrdU. Soucasné jsem pozoroval narUst
mnozstvi jadernych télisek PML, cozZ je popsany znak u Ras-indukované senescence (Ferbeyre
et al., 2000). Jelikoz bylo popsano, Zze DAXX interaguje s PML-NB (Ishov et al., 1999; Li et al.,
2000), rozhodl jsem se porovnat zménu jejich kolokalizace v proliferacné aktivnich
a senescentnich burikach. PrestoZe pocet PML-NB narlistd, nedochazi k jejich nabohaceni
proteinem DAXX.

Je moiné, Zze pokles mnozstvi proteinu DAXX a udrzeni jeho nizké hladiny jsou
dllezité v prvnich fazich navozeni senescence. Proto byla popsdna kinetika a zpUsob regulace
snizeni mnozstvi proteinu DAXX. Testoval jsem ji ve fibroblastech BJ, které byly vystaveny
ionizujicimu zéareni a sledovany po dobu sedmi dni. V jejich pridbéhu doslo k pozvolnému
snizeni jeho hladiny, kdy nejvétsi Ubytek byl pozorovan 4. dne. Soucasné se pomoci gRT-PCR
stanovila exprese mRNA. Ukdazalo se, Ze zména mnozZstvi proteinu DAXX nekoreluje se

zménou hladiny jeho mRNA, kterd v pribéhu sedmi dni zlstavala ptiblizné stejna. Dale jsem
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testoval, zdali je mnoiZstvi proteinu DAXX regulovano jeho degradaci prostfednictvim 26S
proteazomu. U bunék osetfenych inhibitorem proteazomu MG132 doslo k jeho stabilizaci. To
naznacuje, Ze pfi navozeni senescence je DAXX Caste¢né degradovan na proteinové urovni
a k jeho regulaci dochazi pravdépodobné i jinym mechanizmem.

Po stanoveni mnoiZstvi proteinu DAXX a urceni zpUsobu jeho regulace byly

formulovany dvé hypotézy o vlivu mnozstvi proteinu DAXX na bunéénou senescenci.

1) Zvyseni hladiny proteinu DAXX v senescentnich burikdch obnovi bunécnou proliferaci

2) ZvySeni hladiny proteinu DAXX prfed poskozenim DNA zabrani navozeni bunécné

senescence

Hypotézy vychazeji z drivéjSich pozorovani v nasi laboratofi, kdy umléenim exprese genu
daxx pomoci shRNA doslo k navozeni senescence u fibroblastl BJ. To je v souladu s praci Pan
et. al. (Pan et al., 2013a), kde bylo publikovano, Ze po deleci genu daxxdojde k navozeni
senescence signaliza¢ni drahou p53/p21. Dalsim podkladem byla publikace, kde byla
popsana tvorba komplexu Mdm2-DAXX-HAUSP, ktery reguluje stabilitu p53 v burice. DAXX
vtomto komplexu stabilizuje HAUSP i Mdm2. Soucdasné podporuje E3 ligdzovou aktivitu
Mdm2 vici p53, ktery je nasledné degradovan. Déle popsali, Ze nadprodukovany DAXX silné
stabilizuje Mdm2 (Tang et al., 2006). K ovéreni téchto hypotéz byly vybrany imortalizované
buriky sitnicového epitelu RPE-1, z dlvodu jejich efektivni transdukce lentivirovym TetON
systém.

V burikdch RPE-1 jsem indukoval senescenci davkou 20 Gy ionizujiciho zareni, cozZ je
dostatec¢nd davka na navozeni senescence (Fumagalli et al., 2012). Po Sesti dnech od ozareni
byl DAXX nadprodukovan a jeho exprese byla udrzovdna po dobu dalSich Sesti dni. Buriky,
které mély nadprodukovany DAXX, nevykazovaly zddnou zménu morfologie. Nepozoroval
jsem pokles p53 a stabilizaci Mdm2 v porovnani se senescentnimi burfikami bez
nadprodukovaného proteinu DAXX. Na zakladé téchto vysledkd jsem zamitnul hypotézu, zZe
nadprodukovany DAXX v senescentnich bunkach obnovi bunéénou proliferaci.

Pro nadprodukci proteinu DAXX byl den pfed ozafenim priddn do média doxycyklin.
Po sedmi dnech od ozareni vykazovaly buriky senescentni fenotyp. Prestoze byl do média

kazdych 48 hodin pfidavan doxycyklin pro udrieni zvySené hladiny proteinu DAXX, pozoroval
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jsem snizeni hladiny proteinu DAXX i pfi jeho nadprodukci. Opét nedoslo ke stabilizaci Mdm?2
a poklesu hladiny p53 a p21. Témito vysledky byla zamitnuta hypotéza vlivu nadprodukce
proteinu DAXX na zabranéni navozeni senescence.

Ziskané vysledky naznacuji, Ze zvySena hladina proteinu DAXX neovliviuje navozeni
bunécné senescence nebo jeji zvrat. Dale se mi nepodafila potvrdit stabilizace Mdm2 po
navyseni proteinu DAXX.

Ke stejnym vysledkiim dosli ¢lenové laboratofe bunécné signalizace a apoptdzy na
UMG AV CR v dosud nepublikovaném ¢&lanku (Brazina et al., v pfipravé). Pomoci TALENovych
endonukleaz pfipravili dosud prvni bunéény model, kde byl gen daxx v nadorovych burikach
osteosarkomu U20S kompletné deletovan. Nebyla pozorovana zména stability Mdm2 a p53
mezi daxx”* a daxx”" bufikami U20S bez nebo s potkozenim DNA. Soutasné delece genu
daxx neovlivnila expresi gen(l zprostfedkovanou p53 proteinem.

Ke sporné uloze proteinu DAXX v navozeni bunéclné senescence prispiva i zjisténi
funkce komplexu ATRX-DAXX s PML v akutni promyelocytarni leukémii. Komplex ATRX-DAXX
a PML protein jsou potiebné pro navozeni bunécné senescence po lécbé kyselinou retinovou
(z angl. All-Trans-Retinoic Acid, ATRA). Pfi umlceni exprese genu daxxpomoci shRNA v mysich
burikach kostni dfené oSetfenych ATRA nedochazi k ovlivnéni hladiny proteinu p21. Oviem
po shRNA genu atrx dojde ke snizeni mnozZstvi p21. To naznacuje, ze ATRX a nikoli DAXX
ovliviiuje navozeni senescence po osetieni ATRA (Korf et al., 2014).

Vzhledem k protichlldnym publikacim, které se zabyvaji Ulohou proteinu DAXX
v odpovédi buriky na poskozeni DNA a ovlivnéni stabilizace nddorového supresoru p53, je

jeho uloha v téchto procesech nejasnd a dosti komplikovana.

V prabéhu vypracovavani diplomové prace jsem pfi pokusech vyhodnocoval hladinu
fosfatazy Wipl, jelikoz byla studovana v nasi laboratofi v souvislosti odpovédi buriky na
poskozeni DNA. Soucasné Crescenzi et al. publikovali jeji snizeni u MCF-7 bunék po osetfeni
doxorubicinem (Crescenzi et al., 2013). Pozoroval jsem snizeni Wip1 pfi navozeni senescence
po viech vySe zminénych stresovych faktorech u nadorovych bunék MCF-7 i fibroblast BJ.
Soucasné byla jeho hladina snizena i v replikacni senescenci. Pfi pozorovani jeho kinetika po
posSkozeni DNA ionizujicim zarenim doslo v prvnich dvou dnech kjejimu narGstu a poté

k pozvolnému poklesu. Sedmy den byla jeji hladina nizsi nez v kontrolnich burikdch. Doslo
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také ke stabilizaci mRNA genu wip1. ZvySeni hladiny Wip1 v prvnich dvou dnech nastalo kvl
jeho uloze ve zpétné smycce v DDR. Po poskozeni DNA defosforyluje protein yH2AX (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 pfipravé). Snizeni jeji hladiny v senescenci mize byt z dvodu aktivni
signalizace DDR pfi trvalé zdstavé bunécného cyklu. Bylo publikovano, Zze Wip1l reguluje
vstup do bunécného cyklu z G2 kontrolniho bodu po poskozeni DNA (Lindgvist et al., 2009).
Soucasné zmirfiuje DDR pfi poSkozeni DNA béhem jeji replikace a brani navozeni predcasné
senescence pfi fyziologické hladiné kysliku (Sakai et al., 2013). Bylo by zajimavé zjistit, jaky je
funkéni vyznam poklesu fosfatazy Wipl v senescenci. Mohl by se provést principielné
podobny pokus jako s proteinem DAXX. Pravdépodobné by jeji nadprodukce v senescentnich
burikach néjaky fenotyp vykazovala, jelikoZz defosforyluje mnoho substratu podilejicich se na

zastavé bunécéného cyklu.
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7. Souhrn

® Podafilo se indukovat senescenci ionizujicim zafenim a rdznymi typy chemikalii
u nadorovych bunék MCF-7 a primarnich fibroblasti BJ. Burky vstupuji do

senescence 4. den poosetreni.

e Hladina proteinu DAXX byla ve vSech testovanych typech senescence snizena.

Nejvyznamnéjsi snizeni bylo pozorovano u BrdU indukované senescence a replikacni

senescence.

e Pokles proteinu DAXX béhem senescence je z ¢asti regulovan na proteinové urovni.

e Kinetika snizeni proteinu DAXX po oSetfeni je v primarnich fibroblastech BJ pozvolna

a nejvyraznéjsi snizeni nastava Ctvrtého dne.

e Nadprodukce proteinu DAXX v proliferaéné aktivnich burikdch neovlivni navozeni

senescence.

e Pfi nadprodukci proteinu DAXX v senescentnich burnkiach nedochdzi ke zvratu

senescentniho fenotypu.

e Vsenescentnich bunikach dochazi ke stabilizaci mRNA genu wipl. MnoiZstvi proteinu
Wipl je ovSem snizené v porovnani sdélicimi se burikami a je regulovano

prostiednictvim degradace ve 26S proteazomu.
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