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Abstrakt 1

Abstrakt

Multifunkéni protein Daxx se jako adaptér ¢i histonovy chaperon podili na znacném
mnozstvi bunéénych pochodt zahrnujicich regulaci apoptotické ¢i stresové signalizace,
antivirové odpovédi, transkripce a dalSich pochodd spojenych s chromatinem. Procesy,
které souviseji s chromatinem, Daxx ovliviiuje pomoci sv¢ interakce s DNA-metyltrans-
ferazou-1, histondeacetyldzami a s ATPazou remodelujici chromatin ATRX. V kom-
plexu s ni Daxx pusobi jakozto histonovy chaperon pro histon-3.3, dilezity pro udrzo-

vani konstitutivniho heterochromatinu napftiklad v oblasti centromer a telomer.

Hlavnim cilem této dizerta¢ni prace byla hlubsi analyza bunéénych funkci proteinu
Daxx za pomoci identifikace a funk¢ni charakterizace novych proteint, které s nim in-
teraguji. K jejich vyhledani byl pouzit kvasinkovy dvojhybridni systém a vysledkem
byla identifikace n¢kolika novych interagujicich proteini, pfevdzné jadernych a spoje-
nych zejména s regulaci chromatinu. Detailn€ji byla analyzovana interakce proteinu
Daxx s ATPé4zou remodelujici chromatin Brgl. Ta byla potvrzena jak in vitro, tak i v Zi-
vych buiikach, kde spolu oba proteiny nejvice asociovaly v komplexech s vyssi relativni
molekulovou hmotnosti. Tyto ptredpoklddané remodelac¢ni komplexy obsahovaly vedle
Brgl i dalsi s nim asociované faktory (BAF). Spole¢na lokalizace obou proteinti byla
po jejich nadprodukci pozorovana také v jadernych PML-téliscich. Pii hledani casti
obou proteind, které interakci zprostiedkovavaji, bylo zjiSténo, ze Daxx vaze oblast
Brgl mezi jeho N-koncovymi doménami QLQ a HSA, ale také blize neurcenou oblast
v C-koncové¢ casti proteinu. Obdobné Brgl asocioval jak s N-koncovou ¢asti proteinu
Daxx, tak 1 sjeho centrdlni oblasti. Jejich vzajemnou interakci tedy pravdépodobné
zprostifedkovavaji nejméné dvé ¢asti obou proteinli. Nasledna funkeni analyza interakce
proteini Daxx a Brgl ukazala, ze zatimco v bunééné linii SW13 se Daxx podili na inhi-
bici genové exprese regulované proteinem Brgl, v bunééné linit MCF10a jsou oba pro-
teiny nezbytné pro aktivaci exprese genu SNCAIP. Daxx by tedy mohl pusobit
v nékterych pfipadech jakoZzto transkripéni korepresor, ale v jinych coby koaktivator
genové exprese. Jeho interakce s proteinem Brgl navic mize ovlivilovat regulaci struk-

tury chromatinu béhem pochodt, které s regulaci transkripce bezprostiedné nesouviseji.



Abstrakt 2

Abstract

Multifunctional adapter protein and histone chaperone Daxx has been described in nu-
merous cellular processes, including the regulation of apoptotic and stress signalling,
antiviral response and processes connected to chromatin (e. g. transcription). Its influ-
ence on chromatin-related processes is mainly carried out by several associated en-
zymes, such as DNA-methyltransferase-1, histone deacetylases and chromatin-
remodelling ATPase ATRX. In the complex with ATRX Daxx functions as a chaperone
of histone-3.3, maintaining the constitutive heterochromatin e. g. at centromeric

and telomeric regions.

The main aim of this Thesis was a better understanding of the Daxx cellular functions
through identification and functional characterization of its novel interacting proteins.
Using the yeast two-hybrid screen, several such new Daxx-interacting proteins were
identified. These proteins were mainly nuclear, connected to the regulation of chroma-
tin-related processes. More detailed analysis focused on the interaction of Daxx
with chromatin-remodelling ATPase Brgl. This interaction was confirmed both in vitro
and in the cells, where Daxx and Brgl associated mainly in high molecular weight pro-
tein complexes. These likely chromatin-remodelling complexes contain, in addition
to Brgl, several other Brgl-associated factors (BAFs). The co-localization of ectopical-
ly expressed Daxx and Brgl was also observed in PML nuclear bodies. The mapping
of the sites that mediate the Daxx-Brgl interaction showed that Daxx binds not only
the Brgl region between its N-terminal QLQ and HSA domains but also some unidenti-
fied region(s) in the C-terminal half of Brgl. Consistently with this finding, Brgl asso-
ciates not only with the N-terminal third of Daxx but also with its central region.
The Daxx-Brgl interaction is thus probably mediated by at least two parts of both pro-
teins. Subsequent functional analysis of Daxx-Brgl interaction revealed that whereas
Daxx participates in repression of several Brgl-activated genes in SW13 cell line, both
proteins are necessary for the expression of SNCAIP gene in MCF10a cells. It thus
seems that Daxx could act both as co-repressor and a co-activator of Brgl-driven gene
expression. Daxx/Brgl complex could also regulate other chromatin-related processes,

not connected with gene expression.
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Seznam pouZzitych zkratek

Abral

ADD

AIRE
ALT

APC/C

Apaf-1

ARF

Askl

APS

ASF1

ATM

ATP
ATR

ATRX

BAF

Bak

BAP1

Seznam pouZitych zkratek

Abraxas-1

ATRX / DNMT3 / DNMT3L, doména proteinu ATRX, ktera je pfitom-
na i v DNA-metyltransferaze-3 a ji ptibuzném proteinu DNMT3L

autoimmune regulator, regulator autoimunity

alternative lengthening of telomeres, alternativni prodluzovani telo-

mer
anaphase promoting complex, komplex podporujici anafazi

apoptotic protease activating factor 1, faktor aktivujici apoptotickou

protedzu

alternative reading frame, alternativni cteci ramec

apoptotic signal-regulating kinase 1, apoptoticky signdl regulujici
kinaza 1

ammonium persulfate, persiran amonny

anti-silencing function 1, ,,protiumlCovaci funkce 1, slozka histono-
vého chaperonu HIRA/ASF1, objeven u kvasinek Saccharomyces ce-
revisiae jakozto gen, jehoz nadprodukce inhibovala represi parovaciho

lokusu

ataxia telangectasia mutated, gen mutovany u vrozené poruchy ataxia

telangectasia
adenozintrifosfat
ataxia telangiectasia and Rad3 related, kindza piibuzna ATM a Rad3

X-linked alpha-thalassemia/mental  retardation, gen mutovany
usyndromu ATR-X (alfa-thalasémie / mentilni retardace vazana

na chromozom X), ATP4za remodelujici chromatin
Brm/Brgl-associated factor, faktor asociovany s Brm/Brgl

Bcl-2 homologous antagonist/killer, antagonista homologni proteinu

Bcel-2

BRCAI associated protein 1, protein asociovany s BRCA1



Seznam pouZzitych zkratek

BBS
Bax
Bcl-2

BCI-XL

BES

Bid

Bim

Brgl

Brm
cAMP
CAD
CAFI

CARD

CBP

CD44, 137

Cdc20
Cdhl

C/EBPbeta

BES buffered saline, roztok soli pufrovany BES
Bcl-2 associated X protein, protein X, asociovany s Bel-2
B-cell ymphoma-2, protein nadprodukovany u B-buné¢éného lymfomu

Bcl extra large, protein pribuzny Bcl-2, ale s vyrazné vétsi relativni

molekulovou hmotnosti
N,N-bis(2-hydroxyetyl)-2-aminoetansulfonova kyselina

BH3 interacting domain death agonist, agonista smrti, ktery obsahuje
interakéni doménu BH3; jeho zkracend forma (vznikla Stépenim inici-

acnimi kaspazami) se nazyva tBid (,,truncated Bid*)

Bcl-2 interacting mediator of cell death, mediator bunééné smrti, kte-

ry interaguje s Bcl-2

Brahma-related gene I, gen ptibuzny proteinu Brahma, ATPaza re-

modelujici chromatin

Brahma, ATPaza remodelujici chromatin

cyklicky adenozinmonofosfat

caspase activated DNase, DNaza aktivovana kaspazami

chromatin assembly factor 1, faktor usporadavani chromatinu

caspase activation and recruitment domain, doména vazajici a akti-
vujici kaspazu

CREB binding protein, protein vazajici transkripéni faktor CREB

(cAMP response element binding protein, tj. protein vazajici element

odpovédi na cyklicky adenozinmonofosfat)

cluster of differentiation 44, 137, ,,CD* je zkratka pouzivana u povr-
chovych proteint bilych krvinek a ¢islo vyjadiuje poradi, v némz byly
popsany

cell division cycle 20, protein bunécného cyklu

Cdc20 homologue 1, homolog Cdc20

CCAAT/enhancer binding protein beta, protein vazajici sekvenci

CCAAT v promotoru ¢i zesilovaci



Seznam pouZzitych zkratek

c-Myc

CENP-A, C

CHIP

CHX
CK2
CMV

CREB

CRM1

CRYAB
CSF1

Daxx

DD
DED
DISC

DKC1

DLBCL

DMAPI

DMEM

DMSO
DNA
DNA-PK

DNMT1

avian myelocytomatosis viral oncogene cellular homologue, bunécny

homolog onkogenu z viru pta¢i myelocytomatdzy
centromerovy protein A ¢i C

carboxyl terminus of Hsp70-interacting protein, protein interagujici

s C-koncem Hsp70

cykloheximid

casein kinase 2, kaseinova kinaza 2
cytomegalovirus

cAMP responsive element binding protein, protein vazajici sekvenci

DNA zvanou ,,odpovédni element na cAMP*

chromosomal maintenance 1, protein dulezity pro chromozémovou

integritu
crystallin alpha B, krystalin-aB
colony stimulating factor 1, faktor stimulujici kolonie

death domain-associated protein six, protein asociovany s doménou

smrti

death domain, doména smrti

death effector domain, vykonnd doména smrti

death inducing signalling complex, smrtici signalni komplex

dyskeratosis congenita 1, protein mutovany u dédi¢né poruchy dyske-

ratosis congenita, podjednotka telomerazového komplexu
diffuse large B-cell lymphoma, difuzni velkobunéény B-lymfom

DNA methyltransferase associated protein 1, protein asociovany

s DNA-metyltransferazou

Dulbecco’s modified Eagle’s medium, druh kultivaéniho média

pro sav¢i buiiky, poprvé popsany Eaglem a modifikovany Dulbeccem
dimetylsulfoxid

kyselina deoxyribonukleova

DNA-dependent protein kinase, proteinkindza zavisla na DNA

DNA-metyltransferaza-1



Seznam pouZzitych zkratek

DR
DTT

E1B-55K

EBV
EDTA
EGFP

ETS1

FADD

Fas
FBS

FEZ2

FLASH

FLIP

FPLC

Gadd45a

GST

HAT

Hausp

HCF1

HEPES

death receptor, receptor smrti
dithiothreitol

protein o relativni molekulové hmotnosti 55 kDa, ktery je produkovan

z adenovirového genu E1B

virus Epstein-Barrové

etylendiamintetraoctova kyselina

enhanced green fluorescent protein, zeleny fluorescencni protein

avian erythroblastosis virus E26 oncogene homologue 1, homolog

proteinu viru ptaci erytroblastozy v-ets

Fas-associated death-domain protein, protein obsahujici doménu smr-

ti, ktery asociuje s receptorem smrti Fas
apoptosis stimulating fragment, fragment stimulujici apoptozu
foetal bovine serum, plodové hovézi sérum

fasciculation and elongation protein zeta-2, fascikulacni a elongacni

protein zeta-2

FLICE associated huge, velky protein asociovany s kaspazou-8
FLICE inhibitory protein, protein inhibujici kaspazu-8 (FLICE,
Fas-associated death-domain-like interleukin-1beta-converting en-
zyme)

fast protein liquid chromatography, druh kapalinové chromatografie

growth arrest and DNA damage gene 45a, gen zéstavy rustu a poSko-

zeni DNA

glutathion-S-transferadza; v tomto ptipad€é pouze jeji fragment pouZzi-

vany ke znaceni proteinu v experimentu nazyvaném ,,GST-pulldown*
histonacetyltransferaza

herpesvirus associated ubiquitin specific protease, protedza specificka
k ubikvitinu, kterd je asociovana s herpetickymi viry

host cell factor 1, faktor hostitelské bunky
4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetanesulfonova kyselina, pouzivana jako

pufr



Seznam pouZzitych zkratek

HHVS

HIPK 1, 2

HIRA

HIV-1

HSF1
HSP27,70
HSV1,2

HtrA2

HU

Chkl, 2

CHIP

IAP
ICAD
ILIRLI1

INO8O

IPTG

IRF7

ISG20

ISWI

JNK

human herpes virus 8, lidsky herpeticky virus 8

homeodomain-interacting proteinkinase 1, 2, proteinkindza interaguji-

ci s homeodoménami 1 ¢i 2

histone cell cycle regulator, histonovy regulator v pribé¢hu bunééného

cyklu, slozka histonového chaperonu HIRA/ASF1

human immunodeficiency virus 1, virus lidské imunitni nedostate¢nos-
ti

heat shock factor 1, transkripéni faktor teplotniho Soku

heat shock protein 27, 70, proteiny teplotniho Soku 27 ¢i 70

herpes simples virus 1, 2, viry oparu (herpes simplex)

high temperature requirement A2, sav¢i homolog bakteridlniho pro-

teinu HtrA
hydroxyurea (hydroxymocovina ¢i hydroxykarbamid)

check-point kinase 1, 2, kinazy aktivujici kontrolni bod bunééného

cyklu v reakci na poskozeni DNA

carboxyl terminus of HSP70-interacting protein, C-konec proteinu

interagujiciho s Hsp70

inhibitor of apoptotic proteins, inhibitor apoptotickych proteint
inhibitor DNazy CAD

interleukin 1 receptor-like 1, protein podobny receptoru interleukinu-1

inositol-requiring 80, ndzev mutace u kvasinky Saccharomyces cere-

visiae, ATP4za remodelujici chromatin
1zopropyl-p-D-thioglukopyranozid

interferon regulatory factor 7, faktor podilejici se na regulaci interfe-

ronové odpoveédi

interferon stimulated exonuclease gene 20 kDa, exonukleaza stimulo-

vana interferony o relativni molekulové hmotnosti 20 kDa
imitation Swi, ATPaza remodelujici chromatin

c-Jun N-terminal kinase, N-koncova kinaza transkripéniho faktoru

c-Jun
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LB

MAPK

MAP3K
Mcl-1

MCM6

MDM2

MMP1, 7

MOPS

MRN

mSin3A

MSP58

MSTI

Mx1
NCoAl
NF-xB

Noxa

NP40

NuRD

ODeo0

Luria-Bertani, médium pro kultivaci baktérii

mitogen-activated protein kinase, proteinkindza aktivovana mitogeny

(n€kdy se téz uvadi jako MAP-kinaza).
kindza kindzy MAP-kindzy (n€kdy téz uvadénd jako MAPKKK)
myeloid cell lekaemia- 1, protein mutovany u myeloidni leukémie

minichromosome maintenance complex component 6, slozka kom-

plexu udrzujiciho mj. minichromozdémy kvasinek

murine double minute 2 (lidsky protein se n¢kdy nazyvd Hdm2,
tj. human double minute 2), mysi ,,dvojnadsobné malicky 2%, klicova
ubikvitin-ligdza regulujici stabilitu proteinu p53

matrixova metalopeptidaza-1 ¢i -7

3-(N-morfolino)propansulfonova kyselina, pouzivana jako pufr

Mrell / Rad51 / Nbsl (meiotic recombination 11 / radiation gene 50 /
Nijmegen breakage syndrome 1), komplex proteint, ktery ma dilezi-

tou ulohu pii opravach DNA

mammalian homologue of yeast Sin3, savéi homolog kvasinkového

genu Sin3 (switch independent 3)

58-kDa microspherule protein, ,,mikrokuli¢kovy* protein s relativni

molekulovou hmotnosti 58 kDa

mammalian Ste20-like kinase-1, sav¢i kindza podobnd kvasinkové

kinaze Sterile-20 (Ste20)

myxovirus resistance I, gen rezistence k myxovirim

nuclear receptor coactivator 1, koaktivator jaderného receptoru
nuclear factor kB, jaderny faktor kB

phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1, protein indukova-

ny pomoci forbol-12-myristat-13-acetatem
Nonidet P-40, detergent

nucleosome remodelling and histone deacetylase complex, komplex

remodelujici nukleozomy asociovany s histondeacetylazami

optické denzita (absorbance) pti vinové délce 600 nm
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p21, p53, p65
PanNET
Pax3, 5

PBS

PCR
Pdcd4
PEFAbloc

PEI

PIASI

PIKK

PML

pp71
pRB

PTEN

Puma

qRT-PCR

RASSFIA, C

RelB

RIPK3

proteiny o relativni molekulové hmotnosti 21, 53, resp. 65 kDa
pankreatické neuroendokrinni tumory
paired box 3, 5, transkrip¢ni faktor nesouci tzv. parovany box

phosphate-buffered saline, fosfore¢nanem pufrovany roztok soli, druh

fyziologického roztoku
polymerase chain reaction, polymerazova teté¢zova reakce
programmed cell death gene 4, gen programované bunécné smrti

4-(2-aminoetyl)-benzensulfonylfluoridhydrochlorid, inhibitor serino-

vych protedz
polyetylenimin

protein inhibitor of activated STAT, proteinovy inhibitor aktivované¢ho

proteinu STAT

phosphatidyl-inositol-3-kinase-related-kinase, kinaza piibuzna fos-

fatidyl-inozitol-3-kinaze (PI3K)

promyelocytic leukaemia, gen mutovany u akutni promyelocytarni
leukémie, kde je v disledku chromozémové translokace flizovan

s alfa-receptorem pro retinoovou kyselinu (RARa)

fosfoprotein o relativni molekulové hmotnosti 71 kDa
retinoblastomovy protein

phosphatase and tensin homologue, homolog fosfatazy a tenzinu

p33 upregulated modulator of apoptosis, modulator apoptozy, jehoz

exprese je regulovana proteinem p53

quantitative real-time PCR, kvantitativni polymerdzova tetézova re-
akce v realném case,

Ras-association domain family 1 A, C, protein 1A ¢i C z proteinové
rodiny obsahujici Ras-asocia¢ni doménu

avian reticuloendotheliosis viral oncogene related B, protein piibuzny
proteinu v-rel pochazejicimu z viru ptaci retikuloendocytozy
receptor-interacting proteinkinase 3, proteinkindza interagujici

s receptorem
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RNA
RNAI
ROS
SANT
SAP30

SCEL
SDS

SDS-PAGE

SENP-1

Sesn2

SNCAIP

shRNA

siRNA

Smac/DIABLO

Smad

SMARCAS5

SNF2H

kyselina ribonukleova
RNA-interference
reactive oxygen species, reaktivni druhy kysliku
SWI3, ADA2, NCoR, TFIIIB B, doména nékterych jadernych faktori

mSin3A-associated protein 30, protein asociovany s korepresorem

mSin3A
sciellin
sodium dodecyl sulfate, dodecylsiran sodny

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis, elektroforéza

v SDS-polyakrylamidovém gelu

sentrin specific peptidase 1, peptiddza specificka k sentrinu (proteinu

SUMO)
Sestrin 2

synuclein alpha interacting protein, protein interagujici se synuklei-

nem-a

small hairpin RNA, RNA-interference pomoci umélé exprese malé

vlasenkové RNA
small interfering RNA, mala interferujici RNA pouZivana k RNA1

second mitochondria-derived activator / direct IAP-binding protein

with low pl, proapoptoticky protein uvolilovany z mitochondrii

spiezka vznikla spojenim slov Sma (small, maly) a MAD (mothers
against decapentaplegic, ,,matky proti desetinohosti*), coZ jsou pro-
teiny popsané u Coenorhabditis elegans (Sma) a Drosophily melano-

gaster (MAD), které néleZeji do téze proteinové rodiny

SWI/SNF-related  matrix-associated  actin-dependent  regulator
of chromatin subfamily A member 5, chromatinovy regulator piibuzny
SWI/SNF, asociovany s matrix a zavisly na aktinu, podrodina A, ¢len

5; ATPéaza remodelujici chromatin

sucrose nonfermenting 2 homologue, homolog ,,sachardzu nefermen-

tujiciho 2”, jiny nazev pro SMARCAS
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SOX15

SP100

SPARC

SPINK6

SPOP

STATS3, 4

SUMO
Swi/Snf

Swrl
TBRRIT

TAE

TCF4

TALEN

TEMED
TGFB

Tigar

SRY-box 15, protein obsahujici SRY-box (pojmenovan podle oblasti

chromozému Y podilejici se na uréeni pohlavi, sex determining re-
gion Y)
speckled protein 100, protein o relativni molekulové hmotnosti

100 kDa, ktery v bunikkach vytvaii ,,skvrnky*

secreted protein, acidic, cysteine-rich, kysely sekretovany protein

bohaty na cystein (také zvany osteonectin)

serine peptidase inhibitor, Kazal type 6, inhibitor serinovych peptidaz,

ktery obsahuje doménu Kazal

speckle-type POZ protein, protein obsahujici doménu POZ (Pox virus
/ Zinc finger, t]. nalezend v proteinu poxvirll a asociovana se zinko-

vymi prsty), ktery v buiice vytvafii ,,skvrnky*

signal transducer and activator of transcription, prenaSeC signalu

a aktivator transkripce
small ubiquitin-like modifier, maly modifikéator podobny ubikvitinu

switch / sucrose-nonfermenting, ,,prepnuti / ,,nefermentujici sacharo-

(13

zu“, nazev genu objeveného v kvasinkdch u mutant neschopnych
zmény parovaciho typu a fermentace sachardzy; pozdé€ji se ukazalo,

ze ptibuzné geny tvofii rodinu ATP4z remodelujicich chromatin
Swi / Snf related protein 1, protein piibuzny Swi / Snf
TGFB-receptor-2

Tris / acetat (octan) / EDTA, nazev pufru, ktery se pouziva

k elektroforéze v agar6zovém gelu
transcription factor 4, transkripéni faktor 4

transcription activator-like effector nuclease, nukledza vychazejici

z efektoru podobného transkripénimu aktivatoru
N,N,N’,N‘-tetrametyletylendiamin
transforming growth factor p, transformujici rastovy faktor 8

TP53 induced glycolysis regulatory phosphatase, fosfatdza regulujici

glykolyzu, indukovana pomoci p53
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TNF/TNFR

TRADD

TRAIL

TRIM21
Tyk2
Ubc9
Ubnl
UL97

UXT

VP16

Wipl

Wnt

Y2H

YPDA

Zacl

ZIPK

tumour necrosis factor / TNF receptor, faktor nekrotizujici nadory

a jeho receptor

TNFR-associated death-domain protein, adaptérovy protein asociova-

ny s receptorem TNF, ktery obsahuje doménu smrti

TNF-related apoptosis inducing ligand, ligand vyvolavajici apoptozu
piibuzny TNF

tripartite motif containing 21, protein obsahujici trojstranny motiv
tyrozinkinaza-2

ubiquitin conjugating enzyme 9, ubikvitin-konjugujici enzym 9
Ubinuclein-1

produkt cytomegalovirového genu UL97

ubiquitously expressed transcript, protein, jehoz exprese byla zjisténa

ve vsech zkoumanych tkanich

etopozid, zkratka pravdépodobné pochazi zkombinace jmen

von Wartbung a von Kuhn a slova podophyllotoxin [1]

wildtype p53-induced phosphatase 1, fosfataza indukovana ,,divokou*

formou proteinu p53

wingless / integrated, ,,wingless* je ndzev mutace u octomilky Dro-
sophila melanogaster, kterd se vyznacuje ztratou kiidel, ,,integrated-
1* je gen, v jehoz blizkosti se integruje virus mySiho nadoru mlécné
zlazy (postupné se ukézalo, Ze se jednd o geny, jejichZ produkty nale-
zeji do téze proteinové rodiny)

yeast 2-hybrid, kvasinkovy dvojhybridni systém
Yeast-Peptone-Dextrose-Adenine, kvasnice / pepton / glukéza / ade-

nin, kompletni médium pro kultivaci kvasinek

zinc-finger protein which regulates apoptosis and cell cycle arrest,
transkripéni faktor se zinkovymi prsty, ktery reguluje apoptézu a za-

staveni bunéc¢ného cyklu

zipper interacting protein kinase, proteinkindza interagujici

s proteinem nesoucim leucinovy zip
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Uvod

I.

Zakladni informace o proteinu Daxx

L. 1. Pfedstaveni proteinu Daxx

Daxx (death domain-associated protein six) je multifunk¢ni, pfevazné jaderny adapté-
rovy protein, ktery interaguje s desitkami jadernych i cytoplazmatickych proteina
(viz obr. 1) a ucastni se nejriznéjsich bunéénych pochodi, mezi néz patii regulace ge-
nové exprese, struktury chromatinu, posttranslacnich modifikaci, apoptotické signaliza-
ce, antivirové odpovédi a dalSich. V jednotlivych piipadech, pravdépodobné v zavislosti
na bunéném kontextu ¢i aktudlnich fyziologickych podminkach, miize mit Daxx vliv

jak aktivaéni, tak inhibi¢ni. U nékterych pochodu tak jeho role zlistava nejasna.

Poprvé byl Daxx popsdn vroce 1997 Yangem a spol., ktefi jej identifikovali
v kvasinkovém dvojhybridnim systému jakozto protein interagujici s vnitrobunéénou
doménou smrti (death domain) receptoru smrti (death receptor) Fas, u n¢hoz se podili
na aktivaci apoptozy [2]. Gen pro expresi proteinu Daxx byl nalezen na chromozému 6
v lokusu 6p21.3 uvniti hlavniho histokompatibilniho komplexu, coz by naznacovalo
jeho roli v imunitnim systému [3, 4]. V téZe dob¢ Pluta a spol. charakterizovali Daxx
coby jaderny protein, ktery asociuje s centromerovym proteinem CENP-C [5] a kratce
nato se také ukézalo, Ze je Daxx sloZkou jadernych PML-télisek [6]. JiZ tyto pocatecni

préace tedy naznaCovaly, Ze se Daxx ucastni Sirokého spektra bunéénych pochodd.

I. 2. Struktura proteinu Daxx

Hlavni forma lidského proteinu Daxx obsahuje 740 aminokyselin a ma pfedpokladanou
relativni molekulovou hmotnost 81,4 kDa. V SDS-PAGE se vSak pohybuje jako prou-
zek o velikosti 110 — 120 kDa (viz napf. obr. 8), coz je zfejmé zpisobeno tim, Ze Daxx
obsahuje znacné mnozZstvi zdporn¢ nabitych aminokyselin. Vedle hlavni formy proteinu
Daxx existuje podle databdze Entrez Gene jesté nékolik izoforem, které se odliSuji bud’
v N-konci, nebo v C-konci, ale jejich funkce je prevdzné nezndma. U izoforem beta
a gama, které maji jinou C-koncovou oblast (poslednich asi 100 aminokyselin), byla

pozorovana odliSna distribuce v jadfe. Tyto izoformy také nejsou schopny vazat protein



Daxx
SiMm DHB helikélni oblast kyseld oblast SPE SPT SIM
1 55 144 180 400 434 485 495 596 665 124740
1 A
NLS NES NLS
Proteiny, s nimiZ Daxx asociuje: Fas, PML, SUMO-1,
ZIPK1 Ubc9, e-FLIP,, RIPK3
MSP58, TSG101 Ask1
) DMAP1, STAT3, Ask1, DKC1 Pdcd4, C/EBPbeta - CD43, HSF1,ETS1,
- o Smad4, HDAC2, Pax5
RASSF1AIC, p53, MDM2 P14ARF P14ARF
. g - — p53, p73, GLUT4,
HIPK2, ATRX Cdc20, Cdh1 p53, p73 Pax3, CENP-C, DJ-1
[ * [ ® & L *—e
SKIP glukokortikoidovy receptor, SPOP, TGFRRII, HSP27
Histon 3.3 CREB
CHIP, MST1 CHIP

Dalsi proteiny, s nimiZ Daxx asociuje:

HIPK1, HDAC1, androgenni receptor, Tcf4, CBP/p300, DNA-metyltransferaza 1, SERBP1, Tolllip, Hausp, MDM2,
importin-a3, CRM1, FANCA, NHE1, TRIM21, FLASH, Pin1, Mx1, FTH1, CK2

¢ervené transkrip¢ni faktory / kofaktory

modfe membranové receptory

hnédé proteiny asociované s chromatinem

zelené kinazy

oranzové proteiny, které se podileji na modifikaci ubikvitinem ¢i SUMO
cerné ostatni proteiny, s nimiZ Daxx asociuje ’

Obr. 1 — Piehled proteinii interagujicich s adaptérem Daxx

Na obrazku je znazornéna struktura proteinu Daxx (vychazejici z prace Escobara-Cabrery a kol., 2010
[8]) a dale je zde uvedena vétsina proteint, s nimiz Daxx asociuje (kromé virovych proteintt). U téch
proteint, u nichz je znamo, jaka ¢ast proteinu Daxx s nimi interaguje, je tato ¢ast vyznacena useckou.
Barevné jsou rozliSeny transkrip¢éni faktory ¢i kofaktory, membranové receptory, proteiny asociované
s chromatinem, kindzy a ostatni proteiny. Seznam vychazi z databaze PubMed a v ni zvefejnénych
¢lanku (vétSina z nich je citovana v textu). SIM...SUMO-interakéni motiv. DHB...Daxx helix bundle.
SPE...oblast bohatd na serin, prolin a glutamovou kyselinu. SPT...oblast bohata na serin, prolin
a treonin. NLS...jaderny lokaliza¢ni signal. NES.. .jaderny exportni signal.

p53 [7]. Dalsi informace v tomto teoretickém tvodu se proto budou tykat nejlépe cha-

rakterizované, hlavni formy proteinu Daxx (tj. formy alfa).

Tato hlavni forma se sklada z nékolika 1épe definovanych useki ¢i sekvencnich motivii
(viz obr. 1). Neobsahuje vSak Zzadnou doposud charakterizovanou funkéni doménu
anebyla u ni pozorovana ani Zadnd enzymova funkce. N-koncova polovina proteinu
Daxx je organizovangjsi, s n€kolika helikdlnimi motivy, C-koncova je spiSe volna
a znac¢ng¢ flexibilni [8].

Prvnim helikalnim motivem proteinu Daxx je tzv. ,,Daxx helix bundle* (aminokyseliny
55 — 144), svazek ctyt alfa-helixti, uzavieny mezi helixem 2 a 4 dal$im alfa-helixem.

Tento motiv je pro Daxx charakteristicky a pravdépodobné slouZzi k interakcim s dalSimi

proteiny, napt. RASSF1C [8]. Mezi aminokyselinami 180 — 400 nasleduje dalsi piedpo-
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kladany helikalni motiv, ktery ziejm¢ také slouzi k protein-proteinovym interakcim,
v C-koncové poloviné¢ je poté oblast bohatd na ziporné nabité aminokyseliny
(434 — 485), oblast bohata na serin, prolin a glutamovou kyselinu (495 — 596) a oblast

bohaté na serin, prolin a treonin (665 — 724).

Daxx dale obsahuje dva jaderné lokalizacni signaly, jeden v N-koncové, druhy
v C-koncové poloviné [9], jeden jaderny exportni signal v C-koncové poloving [10]

a dva SUMO-vazebné motivy (SUMO-interacting motif, SIM) na C- i N-konci [11-13].

Uvedené protein-proteinové interakéni motivy tedy dokladaji mnozstvi pochodi,

na nichz se Daxx podili.

II.
Uloha proteinu Daxx p¥i bunééné reakei na stresové &i apoptotické
signaly
IL. 1. Prehled apoptotické signalizace
Apoptoza (z feckého vyrazu oznacujiciho opad listi ze stromil) je jednou z forem fizené
bunééné smrti. Pii tomto procesu (na rozdil od ,,spontdnni, nefizené bunééné smrti,
tj. nekrézy) jsou odstraiiovany bunky nepottebné (napf. béhem zarodecného vyvinu)
¢1 potencionalné nebezpecné (napadené viry ¢i chovajici se ,,nestandardné&®, kupt. nado-
rové). Béhem apoptdzy je postupné kondenzovan chromatin, DNA S§tépena na malé
fragmenty a buiika se nakonec rozpada na vacky (apoptoticka téliska), které jsou poslé-
ze pohlceny fagocytujicimi bunikami. Nedochazi tedy k uvolnéni bunécného obsahu,
a tedy ani k aktivaci n€kterych sloZzek imunitniho systému, jako pfi nekroze ¢i formach
fizené bunécné smrti, které se nekroze podobaji [14-16].
Apoptotickd signalizace miZze byt vyvolana nejriznéj$imi faktory, majicimi ptivod jak
uvnitt buiiky, tak vné. Ke vnitinim faktortim patii rizné formy bunécného stresu (nad-
mérny vyskyt chybné sbalenych proteinti, poskozeni DNA, apod.), ale téz pfemira sig-
nald podporujicich bunééné deleni, apod. [14-16]. Velmi diilezitou tlohu pii aktivaci
takovéto apoptdzy ma transkripcni faktor p53, ktery nejriiznéjsi vnitini signaly integruje
[17] (viz zejména oddil II. 5. 1.).
Vnéj$imi spoustéci apoptézy miize byt napt. nedostatek mitogennich signalii, zasadni
vyznam vSak maji pfedevsim tzv. receptory smrti (death receptors) z proteinové rodiny

TNEFR. Tyto receptory, mezi nimi zejména Fas a receptory ligandu TRAIL (DR4, DRS),
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Receptory smrti

0%5 ,? Nedostatek rlistovych faktordi
Fas bio p

¥
FADD :] DIsC Chemoterapeutika

Steroidy \\ Ozareni lonofory

. " Ca2+
T / HﬁKaspaza
- Bax

J mﬂ 0

Kaspaza-3, -6, -7 OQ-D Apaf-1 r N\i*___ Stres v ER
Kaspaza-9 o
/ \ Kaspaza-12
Fragmentace

Povrchové DNA -~ m ) 3
zmeény

Kondenzace <« [ AIF
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IAP
¢
Legenda:

== DED == DD e CARD <> "pouze’-BH3 protein  «==» Bcl-2/BckXL <= Bax/Bak/Bok

Obr. 2 — Shrnuti apoptotickych drah

Obrazek byl adaptovan z publikace Jozy a kol., 2002 [18] a shrnuje zdkladni apoptotické drahy, které
jsou zminény v textu.

ve své vnitrobunécné ¢asti obsahuji tzv. doménu smrti (death domain, DD), interakéni
motiv, ktery mize vézat jinou doménu smrti. Po vazbé ligandu (vétSinou z proteinové
rodiny TNF; tyto ligandy se nachédzeji napf. na membrané cytotoxickych lymfocyti)
na receptor asociuji s touto doménou adaptérové proteiny (FADD a TRADD), které
krom& domény smrti obsahuji také tzv. vykonnou doménu smrti (death effector domain,
DED), motiv, ktery mize vazat jiné V}'Ikonné domény smrti, pfitomné
nécné Casti receptoru smrti vytvaii tzv. smrtici signalni komplex (death inducing signal-

ling complex, DISC) [14-16].

Kaspazy jsou proteinovou rodinou proteaz, jez ve svém aktivnim misté obsahuji cystein
a Stépi peptidovou sekvenci za kyselinou asparagovou a které hraji béhem apoptotické
signalizace dileZitou tlohu. Substraty kaspaz jsou jednak kaspazy samotné, jednak pro-
teiny inhibujici apoptézu (napt. ICAD — inhibitor nukleazy CAD, kaspazové inhibitory
z proteinové rodiny IAP, aj.), proteiny regulujici bunéény cyklus, proteiny cytoskeletu,
proteiny UcCastnici se oprav DNA, apod. Vzhledem ktomu, Ze zejména aktivace

tzv. vykonnych (efektorovych) kaspaz (napt. kaspazy-3) vétSinou piedstavuje nevratny
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krok, jsou tyto proteazy velmi peclivé regulovany. VSechny jsou syntetizovany coby
neaktivni proenzymy, které se aktivuji Stépenim. Nejprve jsou takto aktivovany
nimi motivy. Napf. prokaspaza-8 se pomoci své vykonné domény smrti vaze do smrti-
ciho signalniho komplexu na receptoru smrti, pfi této vazbé dojde k lokalni kumulaci
prokaspaz-8, jejich vzajemnému Stépeni a tim 1 aktivaci. Aktivni kaspaza-8 poté muize
Stépit, a tim rovnéz aktivovat vykonné kaspazy. Tomuto procesu brani jednak protein
FLIP, ktery se podoba kaspaze-8, ale nema aktivni katalytické misto, jednak inhibitory
z proteinové rodiny IAP [14-16].

.....

kaspaz a apoptoticky signal je dale amplifikovan pies mitochondrie. V jejich membrané
se postupné vytvareji pory, které jednak narusi mitochondrialni elektrochemicky mem-
branovy potencial a jednak se skrze n€ uvolni proteiny, které dale podporuji apoptdzu.
Mezi né patii napt. HtrA/Omi a Smac/Diablo, které inhibuji apoptotické inhibitory
z proteinové rodiny IAP, a zejména cytochrom c. Ten interaguje s adaptérovym protei-
nem Apaf-1, ktery nasledné vytvoii heptamer a pomoci své domény CARD (caspase
activating and recruiting domain) vaze iniciatni kaspdzu-9, pificemz vznikd

tzv. apoptozém. V ném se kaspaza-9 Stépenim aktivuje a nasledné miize aktivovat vy-

konné kaspazy [14-16].

Vytvateni portt v mitochondridlni membrané je regulovano proteiny z rodiny Bcl-2.
Mezi né patti jak inhibitory tvorby porta (napt. Bcel-2, Bel-Xy), tak proteiny tyto pory
vytvarejici (Bax, Bak). Tyto proteiny jsou dale regulovany tzv. pouze-BH3-proteiny
(BH3-only proteins), které rovnéz nalezeji do proteinové rodiny Bcl-2 a mohou jak blo-
kovat protiapoptotické proteiny z rodiny Bcl-2 (vSechny pouze-BH3-proteiny), tak po-
mahat pfi aktivaci proapoptotickych proteinli Bax a Bak (zejména Bim, tBid ¢i Puma).
Pouze-BH3-proteiny Noxa a Puma mohou byt aktivovany vnitinimi spoustéci apoptdzy,
nebot’ jejich expresi reguluje napt. transkripcni faktor p53. Naproti tomu protein Bid je

apoptotickych pért v mitochondridlni membrané [14-16].

Z vyse uvedeného je ziejmé, Ze je apoptoza vzhledem ke své nezvratnosti v bunce regu-
lovana mnoha signalnimi drahami. To, jak silny musi apoptoticky signal byt, zavisi
na mife exprese apoptotickych inhibitorii. Apoptéza probéhne jedin€ v piipadé, kdy

pfevazi proapoptotické signaly.
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IL. 2. Uloha proteinu Daxx p¥i apoptotické signalizaci vyvolané vazbou ligandu
na receptor Fas

Prvni prace zkoumajici Daxx naznacily, Ze je tento protein zfejmé dalsSim typem adapté-
ru interagujicitho s doménou smrti receptoru Fas, ktery se lisi od adaptérii s doménou
smrti FADD a TRADD a po asociaci s doménou smrti aktivuje kindzu JNK, coz podpo-
ruje apoptozu [2]. Tato asociace, ackoli na proteinu FADD nezévisi [19], mtze byt blo-

kovéna apoptotickym inhibitorem FLIPy [20].

Kindzova rodina JNK zahrnuje tii blizce si pfibuzné geny (JNK-1, -2 a -3) nalezejici
do Sirsi proteinové rodiny tzv. mitogeny aktivovanych proteinkinaz (MAP-kinaz). Kina-
zy JNK se ucastni odpovédi na rzné formy bunécného stresu ¢i na apoptotické signaly
bud’ ptimo, tedy prosttednictvim fosforylace ptislusnych proteinti, nebo nepiimo pomo-
ci regulace genové exprese. U apoptdézy mohou hrat roli jak aktivacni, tak inhibi¢ni,

pricemz mohou aktivovat rizné formy bunééné smrti [21].

Daxx pravdépodobné s kindzami z proteinové rodiny JNK neinteraguje pfimo, nybrz je
aktivuje prosttednictvim MAP3-kinazy Askl, kterou vaze prostfednictvim svého tseku
obsahujiciho aminokyseliny 501 — 625. Je-li tento usek nadprodukovan, dokaze sdm
o sob¢ aktivovat MAP3-kinazu Askl, skrze ni MAP-kindzy z proteinové rodiny JNK
a nésledné t¢Z indukovat apoptdzu [22]. Takto vyvolané apoptotické signalizace se zie-
jmé& Ucastni kaspazy a jeji signal je amplifikovan pfes mitochondrie prostfednictvim
pouze-BH3-proteini Bim a tBid [23]. Nadprodukovany Daxx spolecn¢ s kindzou Askl
mohou také vyvolat bunéénou smrt morfologicky odliSnou od klasické apoptdzy, neza-

vislou na kaspazach [24].

Vyse popsanou signdlni drahu, v niz by vazba ligandu na receptor Fas vedla k aktivaci
kin4dz JNK prosttednictvim proteinu Daxx a jim aktivované kindzy Askl, nicméné zpo-
chybnuji pozdéjsi studie. Nadprodukce proteinu Daxx sice v nékterych ptipadech zvy-
Sovala citlivost bun&k k apoptoéze vyvolané vazbou ligandu na receptor Fas, ale Daxx
ve skuteCnosti s timto receptorem viibec neinteragoval. Namisto toho asocioval
s jadernymi PML-télisky, a tato lokalizace proteinu Daxx byla pro jeho proapoptotickou
ulohu nezbytné [25]. To bylo ve shod¢ s pfedchozim pozorovanim u bunék akutni pro-
myelocytarni leukémie, kde proapoptotickou funkci proteinu Daxx inhiboval fizni pro-
tein PML-RARuao, ktery tvorbu PML-télisek naruSuje [26]. Jindy vSak zvySend lokaliza-
ce proteinu Daxx v PML-téliscich, vyvolana nadprodukci proteinu SUMO-1, apoptdzu
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po vazb¢ ligandu na receptor Fas potlacovala a opacny ucinek méla nadprodukce de-

SUMOylaéniho enzymu SENP-1 [27].

U prvnich studii, které popisovaly ulohu proteinu Daxx béhem apoptotické signalizace,
bylo navic problematické, ze vyuzivaly nadprodukce bud’ celého proteinu, nebo dokon-
ce pouze jeho fragmentu obsahujiciho aminokyseliny 501 — 625. Relevance vysledki
zjisténych v takovémto umélém systému je tedy spornd. Napiiklad nadprodukce
C-koncové oblasti proteinu Daxx, ktera by podle ptedchozich zjisténi méla interagovat
s doménou smrti receptoru Fas (aminokyseliny 625-740), a tudiz interferovat
s proapoptotickou funkci proteinu Daxx, v n€kterych ptfipadech neméla na apoptdozu
zpusobenou vazbou ligandu na receptor Fas Zadny vliv [28, 29], ackoli
napt. u T-lymfocytli ¢i neuronti pied takovouto apoptézou chranila [30, 31]. Je tedy
mozné, Ze tento fragment ve skute¢nosti ptsobil jinak, nez Ze by branil vazbé endogen-
niho proteinu Daxx na receptor Fas. Rovnéz tak nadprodukce celého proteinu Daxx
mohla spiSe uméle zvySovat bunécny stres, coz mohlo pfispivat k apoptotické signaliza-

ci, nez aby ji tento protein ovliviioval piimo (viz oddil IL. 5.).

Prace, které namisto nadprodukce vyuzivaly umélého potlaceni exprese proteinu Daxx
pomoci RNA-interference (RNA1), naznacily, Zze pfinejmensim v né€kterych ptipadech
Daxx pted apoptdzou, vyvolanou riznymi stresovymi faktory ¢i vazbou ligandu na re-
ceptor Fas, spiSe chrani, nebot’ jeho odstranéni takovouto apoptotickou signalizaci zesi-

lovalo [32-34].

Ochranné funkci proteinu Daxx by nasvédcoval i thyn mysich zarodkd, u nichZ byla
jeho exprese zcela potlaCena pomoci techniky genové delece (gene knock-out), deset dni
po implantaci do dé€lohy. U takovychto zarodkii byly patrné dosti zadvazné poruchy vy-
vinu, doprovazené masivni apoptdzou [35]. Po odstranéni proapoptotického proteinu by
pfitom bylo mozné ocekavat spiSe opacny efekt, tj. zavazné nasledky spojené
s hromadénim bun¢k. Obdobny ucinek jako genova delece mélo také potlaceni exprese
proteinu Daxx pomoci RNAI, které zplisobovalo zvySenou spontanni apoptozu [36].
Uvedena pozorovani nicméné nemuseji dokazovat inhibi¢ni funkci proteinu Daxx
pfi apoptotické signalizaci. Odstranéni proteinu Daxx za pouZiti techniky genové delece
zpusobuje poruchy v bunééném cyklu, spojené s vyskytem vicejadernych buné€k, které
mohou vést az k senescenci Ci fizené bunécéné smrti [37, 38]. To miize souviset s dalSimi
dilezitymi lohami proteinu Daxx, napf. pfi udrzovani konstitutivniho heterochromati-

nu (viz oddil II1. 6.) ¢i pfi regulaci mitdzy (viz oddil II1. 7.).



Uvod 25

Z vyse popsanych zjisténi vyplyva, ze tloha proteinu Daxx béhem apoptotické signali-
zace zpusobené vazbou ligandu na receptor Fas zlstava ponckud nejasna. Rozporné
vysledky jednotlivych studii 1ze vysvétlit pouzitim odliSnych experimentalnich podmi-
nek, bunécnych linii, apod. Dalsi moznosti je, ze je apoptoticka signalni dréha, jiz se
Daxx tucastni, spiSe dopliikova a uplatiiuje se pouze za nékterych podminek, zatimco
jindy ptevladnou dalsi funkce proteinu Daxx. Tomu by nasvédcoval i fakt, ze je Daxx
pievazné jaderny protein (viz nasledujici oddil II. 3.), zatimco pocatecni kroky apopto-
tické signalizace po vazbé ligandu na receptor Fas se odehravaji v cytoplazmé. Bylo
pfitom pozorovano, Ze presun proteinu Daxx z jadra do cytoplazmy podporuje samotna
aktivace receptoru Fas [39] ¢i nadprodukce kindzy Askl [40]. Moznd tedy Daxx napo-
maha spiSe k amplifikaci apoptotického signalu, podobné jako je tento signal nékdy

amplifikovan pies mitochondrie.

II. 3. Jaderna lokalizace proteinu Daxx a regulace jeho prechodu do cytoplazmy

Ackoli byl Daxx poprvé popsan coby adaptérovy protein, ktery interaguje
s membranovym receptorem Fas, jiz kratce po jeho objevu bylo zjisténo, ze se nachdzi
predevsim v jadfe [5]. Dalsi analyzy ukazaly, ze Daxx obsahuje dva jaderné lokaliza¢ni
signaly, pfiCemz interaguje s importinem-a3 [9], ale krom¢ toho téz jaderny exportni

signdl. Za ptechod z jadra do cytoplazmy odpovidé protein CRM1 [10].

Tento pfesun proteinu Daxx z jadra do cytoplazmy se ziejmé odehrava pouze za nékte-
rych podminek, tfeba pii nedostatku glukdzy, oxida¢nim stresu ¢i po aktivaci receptoru
Fas, a jinak zlstdva Daxx v jadfe [10, 39, 41]. K regulaci ptechodu do cytoplazmy nej-
spiSe slouzi posttransla¢ni modifikace, ptfipadné interakce s dalS§imi proteiny. Dulezity
je napriklad serin 668', jehoz nahrazeni alaninem piesun do cytoplazmy bloku-
je [10, 42]. Serin 668 muze byt fosforylovan kinazou HIPK1, kterd sama muze byt fos-
forylovana, a tim aktivovéana kindzou JNK1 [43, 44], coz je ve shodé s pozorovanim,
ze ke zvySenému prechodu proteinu Daxx do cytoplazmy pfispiva aktivace kinaz
z proteinové rodiny JNK zplsobend nadprodukei kindzy Askl1 [40]. Dalsi kinazou, ktera
fosforyluje serin 668 proteinu Daxx, je kindza RIPK3, kter4 hraje dileZitou roli pfi pro-
gramované nekroze (nekroptoze) a zanétlivé odpovédi [45]. I v tomto ptipadé ma fosfo-
rylace serinu 668, vyvolana oxida¢nim stresem, za nasledek pfechod proteinu Daxx

z jadra do cytoplazmy [46].

"'V nékterych zdrojich je aminokyselina serin 668 uvadéna jako 667, ale v této pozici se serin nenachazi
a v nejbliz§im okoli je pouze na pozici 668. Pravdépodobné se tedy jedna o chybu.
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Jinou posttranslacni modifikaci proteinu Daxx, kterd ma pravdépodobné vliv na jeho
bunécnou lokalizaci, je kovalentni vazba proteinu SUMO, podobného ubikvitinu. Tato
modifikace proteinii probiha obdobné jako ubikvitinylace, ale na rozdil od nékterych
jejich typt nevede zpravidla k degradaci modifikovaného proteinu a ovliviiuje spiSe
proteinov¢ interakce. Ukazuje se navic, Ze hraje dalezitou roli pfi reakci na riizné formy
bunécéného stresu [47, 48]. Daxx interaguje s E2-konjugujicim proteinem Ubc9 [49]
a hlavnim mistem jeho modifikace proteinem SUMO jsou aminokyseliny lyzin 630
a 631 [50], které se nachazeji piimo v C-koncovém jaderném lokalizaCnim signalu
(aminokyseliny 630 — 637 [9]). Nahrazeni téchto aminokyselin alaninem v nékterych
ptipadech vedlo ke hromadéni proteinu Daxx v cytoplazmé [51, 52], jindy to vSak

na jeho bunécnou lokalizaci vliv nemélo [50].

Jinou aminokyselinou dulezitou pro bunéénou lokalizaci proteinu Daxx je tryptofan
622°. Tato aminokyselina se nachdzi v tsném sousedstvi C-koncového jaderného loka-
lizacniho signdlu a ziejmé jej n&jak ovliviiuje, nebot jeji zaména za alanin zpusobi hro-
madéni proteinu Daxx v cytoplazmé [10, 42]. Zatim vSak neni znamo, zda je také tato

aminokyselina posttransla¢né modifikovana.

Ptechod proteinu Daxx z jadra do cytoplazmy mize také regulovat interakce s proteiny
TRIM21 a FLASH. TRIM21 je ubikvitin-ligadza dalezitd pro antivirovou odpovéd’ [53]
a FLASH byl popsan jako protein, ktery kromé toho, Ze interaguje s receptorem Fas
apodili se na aktivaci kaspazy-8, se jinak vyskytuje v jadfe, kde mj. asociuje
s PML-télisky, a do cytoplazmy se presouva pouze v nékterych piipadech [54, 55].
Daxx, FLASH a TRIM21 spolu vytvareji komplex a jejich spole¢na nadprodukce zpi-

sobi prednostni lokalizaci proteinu Daxx v cytoplazmé [56].

Pravdépodobnym diivodem piechodu proteinu Daxx do cytoplazmy je regulace rtiznych
funkeci, které tento protein v buice ma. Ucast p¥i apoptotické signalizaci byla u proteinu
Daxx popséana predevSim v cytoplazmé, a je-li jeho ptrechod do cytoplazmy blokovan,
potlacuje to téz apoptdzu zpisobenou jeho nadprodukei ¢i nadprodukei kindzy Askl,
pfipadné oxidacnim stresem [39, 41, 57-59]. Také fragment obsahujici pouze aminoky-

seliny 501-625, jehoz nadprodukce indukuje apoptozu, je cytoplazmaticky [43].

Obdobné jako v ptipad¢é ulohy proteinu Daxx pfi apoptéze vyvolané vazbou ligandu

na receptor Fas je 1 jeho pfechod z jadra do cytoplazmy ponékud sporny. Nékteré publi-

* Stejné zdroje, které uvadgji serin 668 jako serin 667, uvadgji také tryptofan 622 jako tryptofan 621.
V pozici 621 se ale tryptofan také nenachazi. Pravdépodobné se jedna o tutéz chybu.
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kované prace ukazuji, ze Daxx do cytoplazmy nepiechazi, a pokud se apoptotické signa-

lizace ucastni, déje se to v jadie, zejména pak v PML-téliscich [25, 26, 60].

IL. 4. Uloha proteinu Daxx p¥i apoptotické signalizaci vyvolané aktivaci dal§ich

bunécnych receptori

IL. 4. 1. Uloha proteinu Daxx v signdlni drize TGFp

Daxx se ucastni také dalSich typl apoptotické signalizace. Jednim z nich je signalizace
po aktivaci receptorii ligandii z proteinové rodiny TGFp, které hraji dulezitou ulohu
pii regulaci imunitni odpovédi, zarodecného vyvinu, bunécného ristu i apoptozy a také
pfi mnoha patologickych stavech spojenych s chronickym zanétem, napf. tkanovych
fibrézach ¢i nddorovém bujeni. V kanonické signalni draze TGFP dochazi k fosforylaci,
a tim aktivaci transkrip¢nich faktorti z proteinové rodiny Smad, nicméné existuji 1 dalsi,
nekanonické drahy, pfi nichz mohou byt napi. aktivovany i kindzy z proteinové rodiny
JNK [61]. U proteinu Daxx bylo popsano, Ze interaguje s vnitrobunécnou ¢asti
TGFB-receptoru-2 (TPRII). Vazba TGFB na tento receptor u hepatocyti zpusobuje
apoptdzu spojenou s aktivaci JNK. Nadprodukce proteinu Daxx tento proces dale zesi-
luje a naopak potlaceni jeho exprese inhibuje [62]. Daxx je v této draze pravdépodobné
regulovan kindzou HIPK2, ktera je ptibuzna HIPKI1. Tato kindza interaguje s C-kon-
covou casti proteinu Daxx a jeji nadprodukce zplisobuje strukturni zmény PML-télisek,
spojené s uvollovanim proteinli véetné proteinu Daxx, ktery je zaroven fosforylovan.
Spole¢na nadprodukce HIPK2 s proteinem Daxx ma za nésledek vyssi citlivost hepato-
cytl k apoptdze vyvolané aktivaci TBRIL, zatimco snizeni exprese HIPK2 pomoci RNAi
tuto apoptozu potlacuje [63, 64]. Draha TGFf je ovSem proteinem Daxx pravdépodobné
regulovana na vice trovnich, nebot’ bylo také popsano, ze Daxx potlacuje expresi regu-
lovanou transkripénim faktorem Smad4 [65]. Uloha proteinu Daxx pii regulaci zahajeni

transkripce je pojednana v oddile III. 5.

IL. 4. 2. Uéast proteinu Daxx p¥i apoptoze vyvolané aktivaci CD43

Dalsi bunécny receptor, s nimz Daxx interaguje, byl identifikovan v laboratofi, v niz
pusobil 1 autor této dizertacni prace. Pomoci protilatek proti povrchovym molekuldm
bilych krvinek (tzv. CD-molekuldm) byly hledany takové protilatky, které zpiisobuji
apoptozu. Jednou z nich byla imobilizovana protilatka proti proteinu CD43 (leukosia-
lin), kterd vyvolavala apoptézu u myeloidnich progenitort. Pti nésledném Y2H byl jako

interakéni partner vnitrobunééné ¢asti CD43 objeven Daxx, jehoZ nadprodukce vSak



Uvod 28

apoptdzu vyvolanou imobilizovanou protilatkou proti CD43 potlacovala [66]. Po tomto
svém objevu byl Daxx podroben dal§im analyzam, z nichz vychézi i tato dizertacni pra-

ce.

IL. 4. 3. Ucast proteinu Daxx v signdlni drize TNFa

Signalni draha Askl1-JNK, vedouci k apoptéze, muze byt aktivovana téz receptorem
smrti TNFR1 [67], a vede mimo jiné i ke zvySeni mnozstvi proteinu Daxx v bunce. Ki-
naza Askl vtomto piipadé fosforyluje Daxx na serinech 176 a 184, coz vede
k vytvofeni polyubikvitinového fetézce (vazaného pies lyzin 63) na lyzinu 122. Tato
polyubikvitinylace sice neni potfeba pro regulaci mnozstvi proteinu Daxx ¢i pro jeho
interakci s kindzou Askl, ale je nezbytné pro zvyseni jeji aktivity, projevujici se vyssi
aktivaci kinazy JNK po inkubaci bun¢k s TNFa [68, 69]. Také signalni draha TNFa je
ziejmé proteinem Daxx regulovdna na vice trovnich, nebot’ po inkubaci bunék s timto
cytokinem Daxx asociuje s transkripénim faktorem NF-kB a snizuje jeho aktivitu [70].
Vzhledem k tomu, Ze NF-«B reguluje spise drahy vedouci k bunéénému pieziti [71], lze
predpokladat, Ze takovato jeho inhibice poté podporuje bunéénou smrt. Uloha proteinu

Daxx pfi regulaci transkripce je podrobné&ji diskutovana v oddile III. 5.

II. 4. 4. Uéast proteinu Daxx p¥i apoptéze vyvolané interferony

Daxx je také spojovan s apoptotickou signalizaci po aktivaci nékterych interferonovych
receptord. Napft. u krevnich bunék ¢i jejich progenitorti inkubovanych s interferony typu
I (-a, -B ¢i -&/limitin) exprese proteinu Daxx vzrlsta, coz koreluje s potlacenim buné¢-
ného riistu ¢i vySsi apoptdzou, zatimco sniZeni exprese proteinu Daxx pomoci RNAi
tento ucinek zvrati. Odstranéni receptorii pro interferon -a a -p vede k nizs8i expresi pro-
teinu Daxx a soucasné i k inhibici apoptozy. V této signalni draze je ale role proteinu
Daxx spiSe nepiimd a souvisi s jeho lokalizaci v jadernych PML-téliscich plisobenim
kindzy Tyk?2 [72-77]. Mimo to Daxx pfispiva i k apoptoze zpiisobené inkubaci s interfe-
ronem-y. Exprese proteinu Daxx se také v tomto ptipad¢ zvySuje, coz vede k aktivaci
proapoptotické kinazy MST1 a nésledné apoptdze [78]. RovnéZ pro tuto apoptotickou
signalizaci je zfejm¢ nezbytny pfesun proteinu Daxx do PML-télisek a podili se na ni

téz proapoptoticka kinaza ZIPK [79].

Ucast proteinu Daxx pfi signalizaci vyvolané interferony miiZze souviset i s jeho roli

pii antivirové odpovédi, ktera bude pojednéana déle (viz zejména oddily III. 2. a IIL. 3.).
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IL. 5. Uloha proteinu Daxx p¥i reakci na bunéény stres

1L 5. 1. Bunécny stres a uloha proteinu p53

Jako bunécny stres lze oznacit jakykoli stav, ktery miize vést k poSkozeni buiiky,
napt. zvyseny vyskyt chybné sbalenych proteinti, oxidac¢ni stres, poSkozeni DNA (geno-
toxicky stres), apod. Vzhledem k rozmanitosti jeho forem builky vyuzivaji Sirokého
spektra signalnich drah vedoucich k jeho ndpravé ¢i naopak k odstranéni neopravitelné
poskozené bunky [80].

Jak jiz bylo uvedeno vyse (viz oddil II. 1.), vyznamnou ulohu pfi reakci na bunéény
stres maji transkripcni faktory z proteinové rodiny p53 (kromé p53 jesté zahrnujici pii-
buzné proteiny p63 a p73). Tyto proteiny mohou byt na mnoha svych mistech post-
translacné modifikovany (napf. fosforylovany, ubikvitinylovany, acetylovany, apod.)
a v zavislosti na kombinaci pfislusSnych modifikaci se poté podileji bud’ na zastaveni
bunécéného cyklu do doby, nez je stres napraven, anebo odstranéni builky pomoci fizené
bunécné smrti. Protein p53 je vzhledem ke své dulezité funkci senzoru bunééného stresu
Castym cilem mutaci v nadorech, které maji za néasledek jeho nadmérné hromadéni, na-
ruseni jeho funkce a v nékterych piipadech i ziskani pronadorovych aktivit. Pozménény

mohou byt i drahy, které p53 reguluji [81, 82].

Za normalnich podminek je mnozstvi p53 v buiice udrzovéano na nizkych hladinach po-
moci ubikvitin-ligaz, zejména MDM2. Bunécny stres zplsobi disociaci MDM2 od p53,
deubikvitinylaci p53 pomoci ubikvitin-hydrolazy Hausp a nasledné zvySeni jeho kon-
centrace. Zaroven ovSem pS53 mimo jiné spousti téz expresi MDM?2 a dalSich svych re-
gulatorii, coz vytvaii zpétnou vazbu, podilejici se na u¢inné regulaci celé drahy [81, 82].
Jednim z dalSich modulatora funkce proteinu p53 je kinaza HIPK2, kterd rovnéz intera-
guje s proteinem Daxx (viz oddil II. 4. 1.). Tato kindza, aktivovana napt. poskozenim
DNA, fosforyluje p53 na serinu 46, ¢imz podporuje jeho stabilizaci a nasledné jim regu-
lovanou apoptozu [83, 84]. Fosforylace serinu 46 proteinu p53 kromé toho, ze zvySuje
expresi proapoptotickych genil, zaroven téz potlacuje expresi MDM?2. HIPK2 rovnéz
inhibuje MDM2 tim, Ze zvySuje jeho pienos z jadra a nésledné odbourdvani [85]. Sama
kindza HIPK2 je ovSem ubikvitinylovana prostiednictvim MDM2, coz vede k jejimu
odbouradni [86]. To, jaka draha v této slozité siti zpétnych vazeb nakonec ptevladne,
z4visi na mife bunécného stresu. Stabilizace p53 a jeho fosforylace na serinu 46 nastane

pouze v ptipadé opravdu masivniho poskozeni bunky [87].
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Daxx se ucastni pfedevsim reakci na oxidacni stres a na poSkozeni DNA.

IL. 5. 2. Uloha proteinu Daxx p¥i apoptotické signalizaci v reakci na oxidacni stres

Oxidacni stres se vyznacuje zvySenym vyskytem reaktivnich forem kysliku (reactive
oxygen species, ROS, napt. superoxidovych iontli, peroxidovych iontd, apod.), jejichz
zdrojem jsou pfedevsim mitochondrie. Vysoka koncentrace ROS mtize zptisobovat oxi-
daéni poskozeni proteind, lipidovych membran ¢i nukleovych kyselin. Za béznych, fy-
ziologickych podminek proto buiika udrzuje nizkou hladinu ROS pomoci specifickych
enzymu (napf. enzymu katalazy, glutathion-peroxidazy ¢i superoxid-dismutazy) [88].
V posledni dob¢ se nicméné ukazuje, ze ROS mohou slouzit také coby signalni moleku-
ly. Jejich zvysena produkce napt. podporuje bunééné déleni, ¢emuz naopak brani anti-
onkogen p53, ktery mj. reguluje expresi antioxidacnich gentli. Vysoka hladina ROS také
podporuje apoptézu, napi. prostiednictvim aktivace kindzy JNK. Tvorba ROS
v mitochondriich je pfitom regulovana proteiny zrodiny Bcl-2 a ziejmé slouzi

k amplifikaci apoptotického signalu [89-91].

Daxx se bunééné odpoveédi na oxidacni stres ucastni zejména prostfednictvim aktivace
signalni drahy JNK. Kindza Ask1 je za béznych podminek inhibovana vazbou proteind
thioredoxinu a glutaredoxinu, které funguji jako senzory oxida¢niho stavu buiky
a uvoliuji se pii zvySenych koncentracich ROS [92, 93]. Toho Ize dosdhnout napft. in-
kubaci bunék v médiu snizkou koncentraci glukdzy, inkubaci nervovych bunék
s amyloidem- ¢i vystavenim bunék né&kterych tkani ischemii. Nasledné dochazi
k aktivaci kindzy JNK prostiednictvim Askl a byl také pozorovan pifechod proteinu
Daxx z jadra do cytoplazmy. V cytoplazmé Daxx asociuje s kindzou Askl a podili se
na vyvolani apoptozy [94-97]. Obdobny Uc¢inek ma téZ inkubace bunck s H,O,. Naopak
potlaceni exprese proteinu Daxx pomoci RNAI citlivost bun¢k k ptasobeni H,O, snizuje
[43, 98, 99]. Drahu Ize inhibovat také nadprodukei kataldzy, kterd rozklada H,O,, nebo
pomoci antioxidantu N-acetylcysteinu ¢i inhibitoru JNK [41, 59]. Daxx je v této signal-
ni draze regulovan senzorem oxidacniho stresu DJ-1, ktery jej vaze a brani jeho ptrecho-
du z jadra do cytoplazmy. Nadprodukce proteinu DJ-1 apoptotickou signalizaci nésled-
kem oxidac¢niho stresu, jiz se Daxx Gcastni, inhibuje, odstranéni proteinu DJ-1 ji naopak
podporuje [57, 100-103]. V souladu s tim, Ze je Daxx pozitivnim reguldtorem apopto-
tické signalizace v disledku oxidacniho stresu, jeho exprese vzrasta po inkubaci bun¢k
s H,O; ¢i vystaveni bun€k nékterych tkani ischemii [96-99] a naopak klesa po pouziti

chemikalie edaravonu, ktera oxidacni stres potlacuje [104].
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Obr. 3 — Uloha proteinu Daxx p¥i apoptotické signalizaci po vazbé ligandii na proapoptotické
receptory ¢i pii oxida¢nim stresu

Na obrazku je znazornéno, ze je Daxx pfevazné jaderny protein, ktery je asociovan s PML-t¢lisky.
Z nich se muze uvoliiovat napf. pusobenim kindzy HIPK, kterd miZze byt aktivovana stresovymi
¢i apoptotickymi signaly. Jejich vlivem je také prostiednictvim kindzy Askl aktivovana kindza JNK,
kterd podporuje pfesun proteinu Daxx z jadra do cytoplazmy. V ni se Daxx podili na dalsi amplifikaci
signalu. Existuji i rozporna data, kterd ukazuji, ze Daxx do cytoplazmy nepiechazi a veskera jeho
ucast ve draze vedouci aktivaci Askl a JNK se odehrava v jadre, ta vSak na obrazku pro zjednoduseni
znazornéna nejsou.

Opct nicméné existuji také prace, které popsanou signalni drdhu bunééné odpovédi
na oxida¢ni stres zpochybnuji. Exprese proteinu Daxx po inkubaci s H,O, v nékterych
ptipadech zistala beze zmény [105], n€kdy nebyl pozorovan piechod proteinu Daxx
do cytoplazmy v reakci na stresové signaly [60, 98] a u kardiomyocytl nadprodukce
proteinu Daxx pfed apoptozou vyvolanou oxida¢nim stresem spiSe chranila, nez aby ji
podporovala [106]. U bun¢k chronické myeloidni leukémie navic zvySena koncentrace
ROS sice vedla k apoptéze spojené s aktivaci JNK, ale zarovenn dochazelo k poklesu

exprese proteinu Daxx [107].

Uvedené rozporné vysledky nasvédcuji tomu, ze je funkce proteinu Daxx pii reakci
na oxidacni stres také pravdépodobné dosti komplexni, uplatiiujici se na vice urovnich,

piipadné je bundéné specificka. Utast proteinu Daxx pii apoptotické signalizaci
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a pii reakci na bunécny stres, spojend sjeho pfechodem do cytoplazmy, je shrnuta

na obr. 3.

1L 5. 3. Bunécna odpovéd’ na poSkozeni DNA

Bunécna DNA je kazdodenné vystavovana nespoctu poskozeni, mezi n€z patii zafazeni
chybného nukleotidu pii replikaci, chemicka modifikace bazi (napt. alkylace), vznik
pyrimidinovych dimerii a dal$ich nadbyte¢nych kovalentnich vazeb, jedno- i dvojtetéz-
cové zlomy v DNA, apod. Pfi¢inami téchto poSkozeni mohou byt nékteré chemikalie
(napt. latky zptsobujici zlomy v DNA, jako napf. cytostatika cisplatina, etopozid,
5-fluorouracil ¢i doxorubicin), ionizujici zafeni, ale téz piirozené latky vznikajici béhem
,beézného bunééného provozu®, chyby pii mitdze, rekombinaci, apod. [108-110].
Poskozenou DNA musi bunka pritbézné opravovat, jinak by dochéazelo ke vzniku muta-
ci, jak jednoduchych zamén nukleotidt, inzerci ¢i deleci, tak u dvojtetézcovych zlomi
k rozsdhlym chromozémovym aberacim. Vzhledem k rozmanitosti poskozeni DNA
maji bunky k dispozici rizné mechanismy k jejich opravé. Jednoduché posSkozeni, jako
je napft. zarazeni chybného nukleotidu béhem replikace, je opraveno jeho odstranénim
a zafazenim spravného (mismatch repair), chemické modifikace bazi jsou opravovany
delsiho fetézce nukleotidli a jeho nésledné nahrady podle druhého, nepoSkozeného
vldkna (nucleotide excision repair), jednotetézcové zlomy mohou byt opraveny opctov-
nym spojenim volnych koncti a nejobtiznéjsi je oprava dvojietézcovych zlomt, u nichz
jsou pterusena obé¢ vlakna DNA. Zde bunka v zavislosti na fazi bunécného cyklu miize
vyuzit dvou riiznych mechanismi, které se vzajemné vylucuji i inhibuji. Ve fazi GI,
dokud jesté neprobehla replikace, jsou dvojtetézcové zlomy opravovany prostym spoje-
nim volnych konci DNA (non-homologous end-joining) ¢i ptibuznym zplsobem,
pfinémZz jsou volné konce pfed spojenim jeSté enzymové ,,opracovany* — vétSinou
zkraceny (microhomology mediated end-joining). Tento zplisob opravy je nicméné na-
chylny k chybam, jestlize je volnych konct vice (¢imz mohou vznikat chromozémové
translokace), a v n¢kterych ptipadech téz miize dochéazet k vicenukleotidovym delecim,
které zpusobuji posun c¢teciho ramce. Piesnéjsi je zplisob opravy nazvany homologni
rekombinace, k némuz je vSak nezbytné, aby probéhla replikace DNA, a muze tedy pro-
bihat predevS§im ve fazi G2 a ¢astecné téz fazi S bunécného cyklu. Pii homologni re-
kombinaci je pouzita replikovana ¢ast DNA (sesterska chromatida), podle niz se opravi

poskozené dvojvladkno [108-112].
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Bunéény aparat reakce na poSkozeni DNA zahrnuje nékolik urovni. Nejdfive je nutné
poskozeni rozeznat, poté signal amplifikovat a nakonec aktivovat opravné mechanismy.
Ditlezitou roli pfi regulaci vSech téchto urovni maji kinazy piibuzné PI3-kindzam
(PIKK) DNA-PK, ATR a ATM. Mezi nimi DNA-PK a ATM reguluji ptfedevsim reakci
na dvojfetézcové zlomy, zatimco ATR reakci na dalsi typy poskozeni DNA, napiiklad
na vznik kovalentni vazby v fetézci DNA, ktera brani replikaci [113]. Pfed ¢asem bylo
mimo jiné zjisténo, ze je Daxx jednim z cilt kindzy ATM, z ¢ehoz je ziejmé, Ze se Daxx
reakce na poskozeni DNA rovnéz tcastni [114].

Klicovym proteinem reakce na poskozeni DNA je opét pS3, ktery je kindzami z rodiny
PIKK fosforylovan, coz napoméha zastaveni bunécného cyklu na dobu nutnou k oprave

DNA, ale téz k apoptoze [81, 82].

Uloha proteinu Daxx pii reakci na poskozeni DNA je pravdépodobné znaéné komplex-
ni. U plisobeni ultrafialového zéfeni bylo popsano, ze Daxx muze regulovat signalni

dréhu JNK, ale u ostatnich typli poSkozeni DNA ovliviiuje spiSe protein p53.

IL. 5. 4. Uloha proteinu Daxx p¥i reakci na ultrafialové zareni

Pti apoptotické signalizaci v disledku ptisobeni ultrafialového zafeni je uloha proteinu
Daxx opét pon€kud nejednoznacna. Nadprodukce jeho tzv. dominantné negativni formy
(112 C-koncovych aminokyselin) inhibovala kindzu JNK aktivovanou ultrafialovym
zafenim, ale stejny ucinek méla téz nadprodukce kompletniho proteinu Daxx [115].
V souladu s tim byl Daxx vlivem ultrafialového zafeni a dalSich stresovych signali,
které zpiisobuji poSkozeni DNA, odbouravan. Také v tomto pfipadé sice dochazelo
k aktivaci kindzy JNK, avSak nikoli prostfednictvim proteinu Daxx, nybrZ proteinu
RASSFI1C, ktery byl proteinem Daxx vyvazovan v PML-téliscich a po jeho odbourani
pfechazel do cytoplazmy [116]. Jindy bylo nicméné pozorovano, ze vlivem ultrafialo-
vého zatfeni exprese proteinu Daxx vzristd a jeho odstranéni pomoci RNAi apoptozu
vyvolanou touto formou bunééného stresu potlacuje. Zaroven vsak také nebyl pozoro-
van piechod proteinu Daxx do cytoplazmy, a namisto toho se do jadra piesouvala kiné-
za Askl [98]. Daxx byl zaroven vazan do télisek obsahujicich proteiny, které modifiko-

vala SUMO-ligaza PIAS1 [117].

Pisobenim ultrafialového zafeni mize byt rovnéz aktivovan protein p53, na jehoz regu-

laci se Daxx také podili (viz nasledujici podkapitolu).



Uvod 34

I1. 5. 5. Regulace proteinu p53 prostiednictvim proteinu Daxx

Daxx reguluje p53 na vice urovnich a vzhledem k riznym zpétnym vazbam miize mit
v odlisném bunééném kontextu i protichlidnou roli. Zvolené bunécné modely by poté
mohly vysvétlovat rozporné vysledky jednotlivych studii. V nékterych z nich Daxx pt-
sobil coby protiapoptoticky protein, jehoz odstranéni pomoci RNAi podporovalo
apoptozu zptisobenou inkubaci bunék s genotoxickymi latkami, jako napi. etopozidem
¢1 doxorubicinem, coz korelovalo s vyss§i koncentraci i aktivitou proteinu p53 [118,
119]. Nadprodukce proteinu Daxx naopak apoptoézu zptisobenou S-fluorouracilem inhi-
bovala a na hladinu p53 vliv neméla [120]. Jiné studie vSak naznacily, ze by Daxx mohl
pfi reakci na poskozeni DNA fungovat i proapoptoticky. Odstranéni proteinu Daxx po-
moci RNAI totiz potlacovalo transkripcni aktivitu p53 i1 apoptdézu zpusobenou ultrafia-
lovym zéafenim [121], zatimco nadprodukce proteinu Daxx vedla k vyss$i apoptoze
po inkubaci bunék s genotoxickymi chemikaliemi doxorubicinem a cisplatinou. To ko-
relovalo 1 s vyssi aktivitou p53 u proapoptotickych gentl, ackoli bylo téZ pozorovéno,
ze Daxx zéaroven potlacuje expresi genu p21, ktery se podili na zastaveni bunécného
cyklu [122, 123]. K uvedenym rozporam pravdépodobné ptispél i fakt, ze byly pouzity
rizné nadorové bunécné linie, které mohou mit nékteré regulacéni drahy proteinu p53

naruseny.

Z dosavadnich publikovanych vysledkil 1ze nicméné usuzovat, ze v nepfitomnosti bu-
nécného stresu Daxx drahu p53 spiSe inhibuje, zatimco po poskozeni DNA napoméha
k jeji aktivaci, coz miiZze vést i k apoptdze.

Poprvé byla interakce proteinu Daxx popsana u nadorové formy p53, kdeZto jeho nor-
malni, nemutovand forma (tzv. wild-type) protein Daxx nevazala. Exprese mutované
formy potlacovala aktivaci kindz Askl 1 JNK vyvolanou nadprodukeci proteinu Daxx
a snizovala jeho mnozstvi v buiice [68, 124]. Nicméné byla brzy nato objevena také

interakce proteinu Daxx nejen s normdlnim proteinem p53, nybrZ i jeho pfibuznym

p73 [125].

Prvni prace naznaCovaly, ze Daxx plisobi pfedevSim coby reguléator (pifevazné korepre-
sor) transkripce fizené p53, coZ bylo ve shod¢ s roli proteinu Daxx u jinych transkripc-
nich faktort (viz oddil III. 5.). Nadprodukce proteinu Daxx potlacovala expresi synte-
tického reportérového genu s promotorem vazajicim p53, napi. promotorem genu p21
¢i MDM2, v nékterych ptipadech vSak také zvySovala expresi reportérového genu

s promotorem genu Puma. Potladeni exprese z promotoru p21 zpiisobené proteinem
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Daxx bylo zaroven mozné zvratit inkubaci s inhibitorem histondeacetylaz [9, 120-123,
125]. Pozdé¢ji byla zjisténi, ze Daxx ovliviiuje expresi regulovanou p53 piimo, potvrze-
na také na chromatinové DNA, kdyz se ukazalo, ze se Daxx na p53 vaze spolecné
DNA-metyltranferazou-1 (DNMT1) a zplisobuje zvySenou metylaci promotoru genu
pro RASSF1A, coz vede k potlaceni jeho exprese [119].

Nékteré ucinky proteinu Daxx na expresi fizenou p53 jsou nicméné zpisobeny spise
regulaci stability tohoto transkripéniho faktoru ¢i jeho posttranslaénich modifikaci.
U nékterych bunéénych linii bylo pozorovéano, ze nadprodukce proteinu Daxx snizuje
mnozstvi p53 a naopak zvysuje hladinu jeho ubikvitin-ligazy MDM?2, kdezto potlaceni
exprese proteinu Daxx pomoci RNAi mé opacny ucinek [118, 126]. MDM?2 totiz kromé
p53 a dalSich proteinti zaroven pribézné ubikvitinyluje sam sebe a pred naslednym od-
bouranim jej chrani deubikvitinylace pomoci ubikvitin-hydrolazy Hausp [127]. Pro aso-
ciaci MDM2 a Hausp je dilezity Daxx, ktery oba proteiny vaze. Jeho odstranéni pomoci
RNAi nebo pomoci inkubace s chemikalii berberinem vede k uvolnéni Hausp
od MDM2 a zvySenému odbouravani MDM2 [118, 128, 129]. Komplex
MDM2-Daxx-Hausp se rozpada také po poskozeni DNA. Po inkubaci s etopozidem se
Hausp méné vaze na MDM2 a naopak vice na p53, coz koreluje se zvySenou ubikvitiny-
laci a odbouravanim MDM?2 a deubikvitinylaci a stabilizaci p53 [118]. Rozpadu kom-
plexu MDM2-Daxx-Hausp po poSkozeni DNA napomaha nadorovy supresor
RASSFI1A, ktery vyvazuje protein Daxx, coz vede ke stabilizaci p5S3 a zvySeni exprese
proteinu p21, korelujici se zastavenim buné¢ného cyklu [130]. Jak ovSem bylo jiz uve-
deno vyse, Daxx se mimo to spole¢né s p53 ucastni represe genu RASSF1A, coz patrné
pfedstavuje zpétnou vazbu branici nadmérné aktivaci p53 [119]. To vSak neni jedina
zpétna vazba, jiz je Daxx soucésti, nebot’ bylo téZ popsano, ze je samotny Daxx
ubikvitinylovan proteinem MDM2, coz vede k jeho odbouravani, a této ubikvitinylaci

také brani protein Hausp [131].

Jina role proteinu Daxx pfi regulaci p53 byla pozorovana po poSkozeni DNA. Daxx
nejenze se uvoliiuje z komplexu s MDM2 a Hausp, ale zaroven vytvaii komplex s p53
a adaptérovym proteinem Axinem (klicovym proteinem signalni drahy Wnt [132]). Ten-
to komplex umozni vazbu HIPK?2 a naslednou fosforylaci serinu 46 proteinu p53, coz
vede ke zvySené transkripéni aktivit¢ a apoptéoze [121]. Vznik komplexu
p53-Axin-Daxx-HIPK2 mize byt inhibovan ubikvitin-ligdzou CHIP, kterd mj. inhibuje

téz drahu JNK tim, ze ubikvitinyluje kindzu Askl, coz vede k jejimu odbouravani [133].
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Obr. 4 — Uloha proteinu Daxx p¥i regulaci p53

Na obrazku je shrnuta uloha proteinu Daxx pfi regulaci nddorového supresoru p53. Daxx tento protein
reguluje na mnoha trovnich. (a) Za normalnich podminek Daxx brani autoubikvitinylaci a nasledné-
mu odbouravani ubikvitin-ligazy MDM2 tak, Ze k ni ptivede ubikvitin-hydrolazu Hausp. To zptsobu-
je zvySenou ubikvitinylaci a degradaci p53. Zaroven ovSem MDM2 také ubikvitinyluje samotny Daxx
a jeho nasledné degradaci rovnéz brani Hausp. (b) Po poskozeni DNA je Daxx vadzan proteinem
RASSF1A, coz zpusobi rozpad komplexu MDM2-Daxx-Hausp, MDM2 je nasledné auboubikvitiny-
lovan a degradovan. Ubikvitin-hydrolaza HAUSP se vaze na p53, ¢imz ho stabilizuje. S p53 asociuje
téz Daxx spolecné s Axinem a kindzou HIPK2, ktera fosforyluje serin 46 proteinu p53. To vyvola
nejprve zmény transkripce a poté piipadné az apoptdzu. Daxx ovSem piisobi také jakozto transkripéni
korepresor, kdyz se spoleéné s p53 a DNA-metyltransferazou-1 vaze do promotoru genu RASSF1A

a inhibuje jeho expresi.

Také Daxx je proteinem CHIP ubikvitinylovan pfimo v lyzinech 630, 631, které jsou
jinak SUMOylovany. To zpisobi jeho odbourani a nasledné téz nizsi fosforylaci serinu
46 proteinu p53 a niz8i apoptdozu po vystaveni bun€k stresu [134]. Obdobné plisobi
1 vazba nadorového supresoru Pdcd4. Ten zifeym& brani asociaci proteinu Daxx
s ubikvitin-hydrolazou Hausp, néasledkem cehoZ je Daxx vice ubikvitinylovan a odbou-
ravan, a to poté vede i k niz§i fosforylaci serinu 46 proteinu p53. Uinek Pdcd4 miize
byt inhibovan vystavenim bunék ultrafialovému zateni, kdy koncentrace Pdcd4 klesa

a fosforylace serinu 46 proteinu p53 vzrtsta [135].

Vyse popsand komplexni role proteinu Daxx pfi regulaci p53 je zndzornéna na obr. 4.
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II. 6. Shrnuti lohy proteinu Daxx pri bunééné odpovédi na stresové ¢i apoptotické
signaly

Z udajii uvedenych v této kapitole zietelné vyplyva, Ze se Daxx reakce na bunécny stres
¢i apoptotické signalizace ucCastni pravdépodobné na vice urovnich, regulovanych riiz-
nymi zpétnymi vazbami. Ackoli k tomu doposud chybi dostatek experimentalnich dat,
1ze predpokladat, Ze ma Daxx také u dalSich signalnich drah podobné komplexni roli
jako pfi regulaci proteinu p53. Tomu by nasvédCovala zjiSténi, Ze u signalni drahy
TGFP Daxx nejenze interaguje s receptorem, nybrz také potlacuje genovou expresi fi-
zenou transkripcnim faktorem Smad4 (viz oddil II. 4. 1.), a u signalni drahy TNFa se
Daxx kromé aktivace kindzy JNK podili téZ na potlaceni genové exprese fizené tran-
skrip¢nim faktorem NF-kB (viz oddil II. 4. 3.). Inhibice tohoto transkripcniho faktoru,
ktery podporuje spiSe bunécné pieziti, mize zvysSovat citlivost bunék k apoptotickym
signaliim. Daxx navic asociuje s vazebnymi misty pro NF-kB u promotori gent, jako je
FLIP ¢i Bcel2, coz koreluje s jejich niz$i transkripéni aktivitou a zvySené apoptdze
po aktivaci receptoru Fas [136].

Jak bylo popséano vyse, jsou jednotlivé signalni drahy odpovédi na bunécny stres ¢i sig-
naly podporujici fizenou bunénou smrt navzajem provazany. Také béhem fizené bu-
nééné smrti narustd oxidacni stres ¢i dalSi formy bunécného stresu, které slouzi
k amplifikaci signalu, kdeZto v jiném kontextu mohou naopak stresové signaly patfit
ke vnitinim spoustéctim fizené bunééné smrti. I kdyby ji samy o sobé nezplisobovaly,
zvysuji citlivost k ostatnim spoustéctim, které v souctu k bunécné smrti nakonec vedou.

Je tudiZ pravdépodobné, Ze rozporné vysledky tykajici se tlohy proteinu Daxx pii stre-
sove Ci apoptotické signalizaci 1ze podobné jako u regulace proteinu p53 vysvétlit od-
liSnymi experimentalnimi podminkami a stavem ¢i typem bunéénych modelt. K mnoha
pokustim byly pouzity snadnéji kultivovatelné nddorové ¢i imortalizované bunééné li-
nie, které vSak mohou mit n&které dulezité signalni drahy pozménény. Zaroven také
nelze vyloucit, Ze se mohly lisit 1 kultiva¢ni podminky bunék pti jednotlivych pokusech.
K lepSimu pochopeni ulohy proteinu Daxx v téchto signalnich drahach tedy pfispéji
dalsi experimentalni data, ktera by pomohla nékteré dosavadni rozporné vysledky poku-

st tykajicich se multifunkéniho adaptérového proteinu Daxx zasadit do kontextu.
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I11.

Jaderné funkce proteinu Daxx

I1I. 1. Uvod k jadernym funkcim proteinu Daxx

V piedchozi kapitole byly popsany funkce proteinu Daxx v cytoplazmé, které souviseji
pfevazné se stresovou ¢i apoptotickou signalizaci. V zavéru podkapitoly vénované pro-
teinu p53 bylo nicméné ukdzano, ze miize Daxx reakci na bunécny stres ovliviiovat také
v jadre. S jadrem téz souvisi vétSina jeho dalSich funkci, tykajicich se vétSinou regulace
struktury chromatinu a genové exprese. Pfitomnost proteinu Daxx byla popsana
v nejriznéjsich jadernych strukturach, zejména v PML téliscich, centromerach a hetero-

chromatinu, ale té¢z v jadérku a Cajalovych téliscich [5, 137-140].

Kli¢ovou ulohu u jadernych funkci proteinu Daxx hraji PML-téliska, ktera predstavuji
jeho nejvyrazngjs$i akumulace. Z PML-télisek je Daxx uvoliiovan v zavislosti na pod-
minkach, napiiklad béhem bunécného stresu (viz predchozi kapitolu). Nasledkem stre-
sové signalizace bylo pozorovano zvySené mnozstvi proteinu Daxx v centromernim
a pericentromernim heterochromatinu [141] a v heterochromatinu se Daxx hromadil
1 béhem S-fdze bun&tného cyklu [37]. Dale je Daxx z PML télisek uvoliiovan béhem
mitozy, kdy se z nich vytvareji velké agregaty, které nésledné slouzi jako zdroj PML

v nové vznikajicich PML-téliscich v dcefinych buiikach [142].

I11. 2. PML-téliska

PML-t¢liska jsou kulovité pfevazné jaderné ttvary o priméru 0,1 — 1 pm, jeZ se vysky-
tuji ve vetsin€ bunck a jejich pocet se zpravidla pohybuje mezi 5 az 15 na bunééné ja-
dro. Tyto struktury jsou zpravidla duté a jejich kostru tvoii rizné izoformy proteinu
PML, které asociuji s dalSimi proteiny. Nukleové kyseliny vétSinou PML-téliska neob-
sahuji, mohou se vSak vyskytovat v blizkosti n€kterych chromozémovych lokust, je-
jichz expresi pomahaji regulovat, a také pobliz mist poSkozeni DNA. Existuje téz

funkéni propojeni mezi PML-télisky a jadérkem, coZ se projevuje 1 v podobném sloZeni.

Tvorba PML-télisek a zmény v jejich struktufe mohou byt vyvolany nejriiznéjSimi for-
mami bunécného stresu, mezi néz patii inkubace bunck s As,Os €1 tézkymi kovy, tep-
lotni S0k, poskozeni DNA, ptlisobeni interferontl, virova infekce, apod. Jejich nasledkem
vznikaji PML-téliska s riznou strukturou, slozenim, umisténim i velikosti. Napft. piso-
benim As;O3 se tvofi mensi pocet velkych télisek, kdezto nasledkem nékterych typt

poskozeni DNA vznika velké mnoZstvi rozptylenych malych télisek. To naznacuje, Ze
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ackoli jsou nazyvana souhrnné ,,PML-téliska“, ve skutecnosti jich existuje vice typu.
Pocet i struktura PML-télisek se dale méni i v prubéhu bunééného cyklu, napi. béhem

S-faze se teliska déli, pii mitoze prechodné zanikaji [143, 144].

Strukturu télisek reguluje mnozstvi kinaz, které jsou soucasti odpovédi na bunécny
stres, véetné ATM ¢i ATR a HIPK. Klicovy pro jejich tvorbu je také modifikator
SUMO - samotny protein PML obsahuje mista pro SUMOylaci a zaroven téz
SUMO-vazebné motivy. Protein SUMO tedy muze slouzit jako spojujici faktor, ktery
drzi téliska pohromadé. Také mnohé dal§i proteiny asociované s PML-télisky jsou
SUMOylovany, nebo dokonce obsahuji SUMO-vazebné motivy [143, 144]. Jednim
z nich je 1 Daxx, ktery pro asociaci s PML-télisky rovnéZ potfebuje SUMOylaci PML
a jeho asociaci s télisky blokuje acetylace modifikatoru SUMO [6, 11-13, 50, 145, 146].
Rozpad PML-télisek, napt. béhem mitdzy, naopak byva spojen s deSUMOylaci. Bylo
nicméné pozorovano, ze nékteré typy PML-télisek mohou existovat i bez modifikace

proteinem SUMO [143, 144].

Poprvé byl protein PML popsén u akutni promyelocytarni leukémie (odtud pochazi
ijeho nazev) a ptivodné byl povazovan za onkogen. Posléze se vSak ukézalo, Zze se
u tohoto typu leukémie ve skute¢nosti jednd o mutaci, jejimz nasledkem je PML fazo-
van s jadernym receptorem pro retinoovou kyselinu (RARa). Takto vznikly fuzni pro-
tein, narusujici diferenciaci myeloidnich progenitorti, brani tvorbé PML-télisek a fungu-
je téz coby transkripcni faktor. Pfirozeny PML byl postupné popsan jakoZto antionko-
gen, ktery se ucastni znaného mnozstvi bunéénych pochodl, z nichz vétsina souvisi
s bunécnym stresem, fizenou bunéfnou smrti ¢i imunitni odpovédi. PML-téliska se
pfinich podileji na zastaveni buné¢ného ristu, ptipadné na vyvolani fizené bunétné
smrti nebo senescence. Mimo to jsou PML-téliska dalezita 1 pro udrzovani ,.kmenovos-

t1* embryonalnich kmenovych bunék [143, 144].

Funkce PML-télisek souvisi s jejich schopnosti akumulovat nékteré proteiny. Do kon-
taktu se v nich mohou dostavat napt. enzymy se svymi substraty. Jednim z nich je i pro-
tein p53, ktery je v PML téliscich acetylovan, a tim aktivovan plisobenim acetyltran-
ferazy CBP. Dal$imi enzymy, které reguluji posttranslaéni modifikace p53 a mohou byt
pfitomny v PML-téliscich, jsou 1 ubikvitin-ligiza MDM2, ubikvitin-hydrolaza Hausp
¢1 kinaza HIPK (viz téz oddil II. 5. 1.). Jiné proteiny naopak mohou byt v PML-téliscich
zadrzovany (,,sekvestrovany*), coz jim brani ucastnit se bunéénych pochodli mimo tato

téliska [143, 144].
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Vyse popsanych funkci PML-télisek je vyuzito i pfi antivirové odpovédi, pfi niz tyto
bunécné struktury hraji nezastupitelnou roli. Pro potlaceni nejriznéjsich virovych infek-
ci (napf. herpetickymi viry, adenoviry, virem détské obrny, chfipkovymi viry, apod.) je
spravna funk¢énost PML-télisek nezbytnd, a mnohé viry se proto naopak snazi jejich
strukturu narusit. Nékteré z nich ptfimo podporuji odbourdvani PML ¢i s nim asociova-
nych proteint (napf. herpetické viry HSV-1 ¢i -2), jiné zptsobuji deSUMOylaci a roz-
pad PML-télisek (napft. lidsky cytomegalovirus), dalsi jejich prestavbu (napf. adenoviry,
virus vztekliny) [147].

Bunécna reakce na virovou infekci je regulovana interferony, jejichz piisobeni muize
vést az k fizené bunécné smrti. Vlivem interferonti také vzristd jak exprese PML, tak
i s nim asociovanych proteind vcetné SP100 ¢i proteinu Daxx (viz téz oddil II. 4. 4.)
a pokud jsou naopak PML ¢i nékteré s nim asociované proteiny odstranény, antivirovou

funkeci interferonti to vyrazné omezi [143, 144, 147].

Daxx byl nalezen v PML-téliscich jiz kratce po svém objevu [6] a byva povazovan
za jejich integralni soucast. Ukazuje se nicméné, Ze je s nimi asociovan mnohem volné-
ji. Naprosta vétSina proteinu Daxx neustale rychle prechazi mezi PML-télisky a zbyt-
kem jadra a pouze jeho mala ¢ast je v PML-téliscich vazana pevnéji [148]. Tyto rozdil-
né formy proteinu Daxx by se mohly odliSovat posttranslacnimi modifikacemi a zména
jeho mobility by pak mohla piedstavovat zplisob jeho regulace (vice je tato moznost

diskutovana v oddile III. 5.).

Jednotlivé funkce proteinu Daxx, které souviseji s PML-télisky, jsou popsany

v nasledujicich podkapitolach.
I11. 3. Uloha proteinu Daxx p¥i antivirové odpovédi

IIL. 3. 1. Uvod k iiloze proteinu Daxx p¥i antivirové odpovédi

Ugast proteinu Daxx pii odpovédi na virovou infekci pravdépodobné souvisi s jeho vy-
skytem v PML-téliscich. N¢které virové proteiny proto zpusobuji jeho uvolnovani
z téchto jadernych struktur a nasledné odbouravani. Doposud zndmé funkce proteinu
Daxx v infikovanych bunikach vétSinou spocivaji v represi virovych geni, a odbourava-
ni proteinu Daxx tedy vede k aktivaci jejich exprese. Urc¢itou funkei ma ziejmé i1 asocia-
ce proteinu Daxx s antivirovou GTPazou Mx1 [149], ale ta zatim nebyla blize pro-

zkoumana.
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Daxx pfti virové infekci interaguje s mnozstvim virovych proteind nejriznéjSich viro-
vych rodin. Nejlépe je popsdna jeho funkce pfi infekci herpetickymi viry (zejména lid-

skym cytomegalovirem) a adenoviry.

IIL. 3. 2. Uloha proteinu Daxx pii infekci herpetickymi viry

Zivotni cyklus herpetickych virti se sklada ze dvou hlavnich fazi. Zatimco béhem in-
fekeni (lytické) faze probiha tvorba a uvoliiovani virovych €éstic, spojend s intenzivnim
bunénym stresem, ktery mize vést az k fizené bunécné smrti, béhem latentni faze je
exprese virovych proteinti minimalni. Virus v této fazi ,,vyckava“ na vhodné podminky,
a jakmile nastanou, zacne lyticka faze. Kupf. viry oparu (herpes simplex) po prvotni
infekci pretrvavaji v perifernich neuronech ¢i gliich a pii své lytické fazi napadaji epite-
lové bunky, coz se projevuje tvorbou viidka (opard) [150].

Ugast proteinu Daxx byla popsana u infekce cytomegalovirem (CMV), oparovym virem
1 (HSV1, tj. herpes simplex virus 1), virem Epstein-Barrové (EBV) a lidskym herpetic-

kym virem 8 (HHV8), ktery je asociovan s Kaposiho sarkomem.

U cytomegalovirti se Daxx pravdépodobné podili na udrzeni latentni faze virové infekce
tim, ze brani aktivaci transkripce tzv. casnych gent lytické faze (immediate early tran-
scription) [151]. K tomu slouzi histondeacetylaza-1 (HDAC1), kterou Daxx ptivede
do virovych promotorti, a na pocatku lytické faze virové infekce je proto HDACI inhi-
bovana fosforylaci prostfednictvim virové kinazy UL97 [152]. Dal§im proteinem, jehoZz
prostiednictvim Daxx brani expresi virovych gend, je ATPaza remodelujici chromatin
ATRX (uloha proteinového komplexu, jehoZ soucasti jsou Daxx a ATRX, je pojednana
v oddile III. 6.). Komplex Daxx/ATRX je proto inhibovan virovym proteinem pp71,
ktery zptsobuje uvoliiovani ATRX z PML-télisek [153, 154]. Protein pp71 zarovei
zpusobuje odbourdvani proteinu Daxx mechanismem, ktery nezavisi na modifikaci
ubikvitinem. Pro dostate¢nou aktivaci casnych genl a virovou replikaci je interakce
pp71 s proteinem Daxx v PML-téliscich nezbytna [155-162]. Kromé pp71 Daxx intera-
guje 1 s dalS§imi cytomegalovymi proteiny, a tyto interakce rovnéZ naruSuji inhibicni
ucinek proteinu Daxx na expresi virovych genil [163, 164]. V souladu s tim potlaceni
exprese proteinu Daxx pomoci RNAI ¢i techniky genového ,.knock-outu® zvysuje ex-
presi Casnych virovych gent a podporuje virovou replikaci [165-168], zatimco piisobe-
nim interferonl exprese proteinu Daxx vzristd, coz expresi Casnych genil inhibuje

[169].
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Komplex slozeny z proteini Daxx a ATRX je dulezity i pro represi genti dalSich herpe-
tickych virti, jako napi. EBV, HSV1 a HHVS, a tudiz i tyto viry produkuji proteiny, jez
funkci tohoto komplexu naruSuji [170-174]. I z toho 1ze vyvozovat, ze ma Daxx prav-
dépodobné dulezitou ulohu také pii infekci ostatnimi herpetickymi viry, u kterych pro-

zatim nebyla podrobnéji popsana.

IIL. 3. 3. Uloha proteinu Daxx pii infekci adenoviry

U adenovirti Daxx interaguje s virovym onkogenem E1B-55K a vytvaii s nim v jadie
téliska, ktera jsou odlisna od PML-télisek. Ta obsahuji téz p53, coz koreluje s jeho nizsi
transkripéni aktivitou [175]. Protein E1B-55K také blokuje vazbu proteinu Daxx
do PML-télisek a zaroven podporuje jeho odbourdvani. Mimo to mu brani v interakci
s proteinem ATRX, ktery je nasledné¢ rovnéz odbouravan [176-179]. Pro interakci
E1B-55K s proteinem Daxx je dilezitda SUMOylace E1B-55K [180]. Déle Daxx intera-
guje s kapsidovym proteinem VI, a také tato interakce potlacuje transkripéni represi

zprostiedkovanou proteinem Daxx [181].

IIL. 3. 4. Uloha proteinu Daxx pii infekcich retroviry

Utast proteinu Daxx byla popsana u infekce retroviry, zejména virem HIV-1 a virem
ptaciho sarkomu. Daxx interaguje s virovou integrazou obou téchto virli, coz vede
k transkripéni ~ represi  virovych  genli  prostfednictvim  histondeacetylaz
¢1 DNA-metyltransferaz [182-185]. Inhibi¢ni ucinek proteinu Daxx, resp. komplexu
Daxx/ATRX, na expresi virovych genl byl pozorovan i u endogennich retrovirti [186].
Pii infekci retroviry je zfejmé Daxx dilleZity pro represi virovych genl v nepfitomnosti
interferont. Jestlize jsou pfitomné, je jejich inhibicni Gc€inek natolik silny, Ze k nému
protein Daxx neni potfeba a jeho odstranéni nemd zadny vliv. Jedna se tedy zfejmé
o navzajem paralelni drahy inhibice virové replikace [187]. U viru HIV-1 Daxx také
interaguje se SUMOylovanym virovym proteinem p6 a SUMOylace mé zfejmé pro or-
ganismus ochrannou funkci, nebot’ snizuje infekénost vzniklych virovych ¢astic [188].
Déle Daxx inhibuje reverzni transkripci viru HIV-1, k ¢emuz je nezbytny vznik cyto-

plazmatickych PML-télisek zabraiujicich jeho odbouravani [189].

IIL. 3. 5. Uloha proteinu Daxx pii dal§ich virovych infekcich
Dalsimi infekcemi, u nichz mé Daxx regula¢ni roli, je infekce papilomaviry [190-192],
hantaviry [193], virem horecky Dengue [194-198], pikornaviry [199], reoviry [200]

a chiipkovymi viry [201]. Uloha proteinu Daxx u t&chto infekci viak prozatim nebyla
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dostatecné prozkoumana. Napf. u viru horeCky Dengue je naruSena interakce proteinu
Daxx s transkripénim faktorem NF-«xB, coz u hepatocytd vede k vyssi expresi receptoru
smrti CD137 a zvySené apoptoze [194-196, 198]. U chiipkovych virti naopak zabranéni
interakce proteinu Daxx s NF-kB zvySuje expresi genti, které podporuji prezivani [201].
Infekce reoviry pak zplsobuje vyssi apoptéozu doprovazenou presunem proteinu Daxx

do cytoplazmy, ktery podporuji interferony [200].

Dosavadni vysledky tedy zjevné poukazuji na vyznamnou ulohu proteinu Daxx
pti regulaci antivirové odpovédi a na blokovani této jeho funkce nékterymi virovymi

proteiny.
I11. 4. Chromatin a regulace transkripce rizené RNA-polymerazou 11

1I1. 4. 1. Struktura chromatinu

DNA je v bunééném jadie vysoce organizovana prostfednictvim své asociace s dalSimi
proteiny, s nimiz dohromady tvofi tzv. chromatin. Zékladni strukturni jednotkou chro-
matinu je nukleozom, slozeny z osmi histonovych podjednotek (vzdy dva histony-2A,
-2B, -3 a -4), kolem nichz je asi 1,65-krat ovinuto vlakno DNA o délce 147 nukleotidi.
Jednotlivé nukleozémy oddé€luje volny tsek 50 — 60 nukleotidl, ¢imz vznika struktura
podobna koralklim na niti o priméru 10 nm. Toto vlakno miize byt dale svinuto za po-
moci histonu-1 do vldkna o priméru 30 nm a piipadné téz do vysSich struktur, asocio-
vanych s proteiny vytvatejicimi tzv. jadernou kostru (scaffold) ¢i jadernou matrix. Nej-
vice kondenzovany je chromatin v pribéhu mitézy, kdy jsou chromozémy viditelné

1 v jednoduchém svételném mikroskopu [202].

Mira organizovanosti chromatinu urcuje, jak je vlakno DNA pfistupné pro transkripcni
aparat ¢i dalSi pochody spjaté s DNA, pficemZ se zpravidla rozliSuji dva hlavni stavy
a vyrazngji organizovany (kondenzovangjsi) a transkripné malo aktivni heterochroma-
tin [203, 204]. Stav chromatinu v pfislusSném genovém lokusu se v prib¢hu Zivota bun-
ky miize ménit a je podstatou regulace genové exprese. Tyto zmény jsou zprostiedko-
vany zejména posttranslaénimi modifikacemi histonti, chemickymi modifikacemi vlak-
na DNA, vkladdnim rtiznych histonovych variant do nukleozému ¢i posunem nukleo-

zomu za spotieby ATP.



Uvod 44

I11. 4. 2. ATPazy remodelujici chromatin

Poloha jednotlivych nukleozémti ovliviiuje piistupnost vlakna DNA pro vazbu dalSich
proteinii. V mistech, kde je DNA ovinuta kolem histonového oktameru, je toto vldkno
hafe pfistupné nez v Gsecich nachéazejicich se mezi nukleozomy. Poloha nukleozomu
na vlakné DNA neni pevné dand, nybrz se mize ménit piisobenim ATPaz remodeluji-
cich chromatin. Tyto multiproteinové komplexy, tvofené vlastnimi enzymy a dalSimi
podjednotkami, které zprosttedkovavaji specificitu, vyuzivaji energie ziskané hydroly-
zou ATP bud’ k posunu histonového oktameru podél vlakna DNA, nebo k jeho odstra-
néni ¢i zméné jeho podjednotkového slozeni. Tim mohou v DNA mista pro vazbu dal-
Sich proteinli odkryvat nebo je naopak znepftistupiiovat. ATPazy remodelujici chromatin
tak pfedstavuji dilezité molekularni néstroje, které se uplatiuji nejen pii regulaci tran-
skripce (aktivaci i represi), ale 1 pii dalSich pochodech spojenych s chromatinem, jako

napf. replikaci, opravach DNA, apod. [205].

Urcitou chromatin-remodelujici aktivitu ma mj. i komplex RNA-polymerazy II [206].
Jinak ale tvoti ATPazy remodelujici chromatin samostatnou proteinovou rodinu, ktera
je ptitomna ve vSech eukaryontnich organismech. Proteiny z této rodiny obsahuji jednak
samotnou ATPazovou doménu, jednak dalsi funkéni domény, na zaklad¢€ nichz je rozli-
Sovano nékolik jejich skupin [205]. Mimo toto ¢lenéni se nachazi protein ATRX, u né-

hoZ byla popsana interakce s proteinem Daxx [37, 207] (viz zejména oddil III. 6.).

Jednou z uvedenych skupin je proteinova rodina Swi2/Snf2, jejiz ¢lenové krom& ATPa-
zové domény obsahuji jest¢ tzv. BROMO-doménu (viz déle) a nékolik dalSich
(viz obr. 14). U savct do ni nélezeji proteiny Brm (Brahma) a Brgl (Brahma-related
gene 1), které jsou si velmi podobné, ale jejich funkce se pirekryvaji pouze ¢astecné.
Oba tyto proteiny maji dalezitou ulohu pii regulaci transkripce (aktivaci 1 represi),
opravach DNA a dalSich pochodech. Zejména Brgl se uplatiiuje pii zarodecném vyvi-
nu, pfi némz se podili na prestavbach chromatinu souvisejicich s bunéénou diferenciaci.
Genova delece Brgl zplsobi uhyn mysich zarodkt jiz v nékolikabunééném sta-
diu [205].

Dal$imi enzymy remodelujicimi chromatin jsou proteiny rodiny ISWI, mezi néz patii
napft. lidsky protein SNF2H. Tyto proteiny namisto BROMO-domény obsahuji doménu
SANT. Zéastupci této skupiny jsou pfitomni jak v euchromatinu, tak v heterochromatinu
a byvaji mj. soucasti korepresorovych komplexti. Kromé toho se rovnéz podileji

na replikaci DNA a udrZovani pluripotence zarodecnych kmenovych bunék. Vice funkci
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maji také ATPazy remodelujici chromatin z rodiny NuRD, jez sice vytvareji korepreso-
rovy komplex, ale mohou byt pfitomny i v mistech aktivnich gent. Dtilezitou skupinou
je téz proteinova rodina INO80/SWR1, vyznacujici se tim, ze mad ATPazovou doménu
rozdélenou, a ackoli je stale funkéni, slouzi také k asociaci s DNA-helikdzami. Proteiny
zrodiny INO80O/SWRI1 se podileji na ptestavbach chromatinu v mist€¢ homologni re-
kombinace pii opravach dvojtetézcovych zlomi v DNA ¢i béhem meiézy. Mimo to se

ale téz uplatiuji pii regulaci transkripce [205].

Mechanismus c¢innosti ATP4z remodelujicich chromatin zatim neni plné objasnén.
Pravdépodobné vnaseji do vldkna DNA pnuti, které zptsobi posun nukleozémového

oktameru [205].

111 4. 3. Posttranslacni modifikace histonovych koncii

Kromé regulace polohy nukleozomt je ptistupnost vlakna DNA ovliviiovana také silou
jeho vazby k histonovym oktamerim. Ta miZe byt regulovana nékolika zptsoby. Jed-
nim z nich jsou posttranslacni modifikace histonovych N-koncl. Obecné plati, Ze acety-
lace jejich lyzinti pisobenim histonacetyltransferaz (HAT) vede k vétsi pfistupnosti
vlakna DNA, nebot’ se zdporny naboj zbytku kyseliny octové odpuzuje se zdpornym
nabojem DNA, kdeZto deacetylace vlivem histondeacetylaz (HDAC) ma na transkripci
inhibi¢ni u¢inek. Mimo to existuji i dalsi posttranslaéni modifikace histont (fosforylace,
metylace, ubikvitinylace, SUMOylace, aj.), jejichZ u¢inek na transkripci 1 dalsi pochody
spojené s chromatinem zavisi na kontextu ostatnich modifikaci. N&€kdy se proto hovofi
o tzv. histonovém kodu. Kromé toho, Ze tyto modifikace ovliviluji silu vazbu histonti
avldkna DNA, zaroven téz asociuji s funkénimi doménami dalSich proteini.
Napt. tzv. BROMO-doména, ktera je pfitomna napt. v ATPaze remodelujici chromatin
Brgl, vaze acetylované histony, zatimco CHROMO-doména asociuje s metylovanymi

N-konci histont [203, 204].

I11. 4. 4. Histonové chaperony

Kromé posttranslaénich modifikaci histonovych koncl je pfistupnost vldkna DNA
ovliviiovana také pomoci riznych histonovych variant, z nichZ nékteré podporuji tran-
skripci, zatimco jiné ji inhibuji. Napf. varianta histonu-3 zvand CENP-A se podili
na utvareni vysoce organizované¢ho heterochromatinu v oblasti centromer, zatimco vari-
anta zvand histon-3.3 (H3.3) byva Casto spojena s aktivaci transkripce. Obdobn¢ je tieba

varianta histonu-2 zvana H2A.Z piitomna spiSe v euchromatinu, zatimco varianta mak-
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roH2A se podili na vytvafeni heterochromatinu v umlé¢eném chromozému X u Zen

[208].

Vymeénu histonovych variant zprostfedkovavaji jednak ATPazy remodelujici chromatin
(viz vyse, oddil IIL. 4. 2.) a jednak tzv. histonové chaperony. To jsou proteinové kom-
plexy, které slouzi ke spravnému skladani histonovych oligomeri (pfedevsim H2A/H2B
a H3/H4) a jejich umistovani do nukleozomii. Nékteré tak Cini pfi replikaci (napf. his-
tonovy chaperon CAF1 u histonového dimeru H3.1/H4), ¢imz pomahaji udrzovat akti-
vovany ¢i umléeny chromatin i v dcefinych buiikach, zatimco jiné (napt. komplex
HIRA/ASF1 u histonového dimeru H3.3/H4) v pribéhu bunécného cyklu, kdy se
mj. podileji na regulaci transkripce [209, 210].

1II. 4. 5. Metylace DNA

Cilem chemickych modifikaci mtze byt i vidkno DNA. Dulezita je predev§im metylace
cytozinll v oblastech bohatych na cytozin a guanin (tzv. CG-ostrovy) plsobenim
DNA-metyltransferaz (DNMT). Metylace cytozinu ma na transkripci vétSinou inhibi¢ni
ucinek, jelikoz se na takto modifikovanou DNA vazi proteiny podporujici vyssi organi-

zaci (kondenzaci) chromatinu [211].

I11. 4. 6. Transkripcni faktory a koreguldatory

Samotné zahajeni transkripce je fizeno tzv. transkripénimi faktory. Z nich tzv. obecné
transkrip¢ni faktory presné ur¢i misto, kde transkripce zapocne, a podileji se na vazbé
RNA-polymerazy, zatimco sekvenéné specifické transkripcni faktory tuto ¢innost regu-
luji. Mezi nimi jsou rozliSovany tzv. aktivatory, které podporuji transkripci, a represory,
jez ji inhibuji. Typicky sekvenéné specificky transkripéni faktor je sloZen z nékolika
modulli, zejména obsahuje DNA-vazebnou doménu, kterd vaze konkrétni sekvenci
v fetézci DNA, a funkéni doménu, kam se vazi dalsi proteiny, tzv. transkripéni koregu-
latory. Mimo to miZe byt pfitomna i1 oligomeriza¢ni doména, regulacni doména a dalsi

moduly [212, 213].

Regulacni useky genti (napf. promotory) obsahuji vice vazebnych mist pro transkripéni
faktory a teprve jejich vzdjemna souhra urci, jestli transkripce zapocne. To, zda se tran-
skripéni faktor chova spiSe jako aktivator, nebo jako represor, zalezi i na tom, jaké ko-
regulatory (tzv. koaktivatory ¢i korepresory) se na jeho funkéni doménu vazi.
Napft. u signalni drdhy Wnt je transkripéni faktor z rodiny TCF za béznych podminek

asociovan s korepresorem Groucho, coz pfispiva k potlaceni genové exprese. Teprve
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K27me

K27ac K27ac

Obr. 5 — Schématické znazornéni zahajeni transkripce

Obrazek byl adaptovan z prace Holmgqvista a kol., 2013 [217] a zjednodusené zndzorfiuje zahajeni
transkripce. V (a) je ukdzan stav chromatinu, ktery neumoziuje zahajeni transkripce (zjednodusen
jako inhibi¢ni metylace histont1). Nékteré transkripéni faktory (TF) se sice mohou na DNA vazat, ale
s nimi asociované kofaktory (zde histonacetyltransferaza CBP) nedokazi zahéjeni transkripce podpo-
rovat. V situaci (b), kterda muze nastat po zméné bunééné signalizace, se struktura chromatinu rozvol-
ni, takZe se do n¢j mohou vézat dalsi transkripéni faktory a kofaktory, které chromatin dale rozvoliuji
(napf. prostfednictvim acetylace histonit). Nakonec se tedy mohou navazat obecné transkripéni fakto-
ry (zde jsou vyznaceny pouze TBP a TFIIB), které umozni nasednuti RNA-polymerazy II.

po vazbé ligandu Wnt na pfisluSny receptor asociuje transkripni faktor TCF

s koaktivatotorem B-kateninem a aktivuje transkripci cilovych genti [132, 213-215].

Koregulatory transkripce se rozliSuji na tzv. pasivni a aktivni. Pasivni koregulatory
slouzi spise k vazbé dalSich proteinovych komplext, a plisobi tak coby kostrové (scaf-
fold) ¢i adaptérové proteiny. Sem patii napi. korepresor mSin3A, asociovany
mj. s HDAC, ¢i koaktivator NCoAl, asociovany s histonacetyltransferazou CBP. N¢-
které pasivni koaktivatory, napf. proteinovy komplex Mediator, také pfimo interaguji
s transkripénim aparatem a pomahaji mu ke spravnému nasednuti na DNA. Naproti to-
mu aktivni koregulatory se vétSinou vyznacuji enzymovou funkci a zpravidla slouzi
k regulaci struktury chromatinu (sem patii napt. vySe zminéné ATPazy remodelujici

chromatin, HDAC, HAT, DNMT, aj.) [214-216].
Daxx byl jiz kratce po svém objevu popsan coby koregulator transkripce, plisobici vét-
Sinou jakozto korepresor. Pozd¢ji se ukdzalo také to, Ze je jednim z histonovych chape-

ronll pro dimer H3.3/H4.
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Transkripéni faktor

Funkce proteinu Daxx

AIRE
androgenni receptor

glukokortikoidovy receptor
HSF1

transkripéni represe
transkripcni represe
transkripéni represe
transkripéni represe
transkripéni represe
transkripni represe
transkripéni represe
transkripni represe
aktivace transkripce
transkripéni represe
transkripéni represe
transkripéni represe
transkripcni represe
aktivace transkripce
transkripéni represe
transkripcni represe

Tcf4 transkriljéni aktivace i represe

Tab. 1 — Seznam transkripcnich faktoru, s nimiZ interaguje Daxx

V tabulce je uveden seznam transkripénich faktorti, s nimiz interaguje protein Daxx (vCetné téch, jez
vaze prostiednictvim modifikatoru SUMO) a uloha, kterou pfi této interakci Daxx ma [36, 65, 70,
119, 120, 122, 125, 218-236]. Ze seznamu je ziejmé, Ze pfi transkripci Daxx plsobi pfevazné jakozto

korepresor.

I11. 5. Uloha proteinu Daxx p¥i regulaci zahajeni transkripce

II1. 5. 1. Interakce proteinu Daxx s transkripénimi faktory a uloha modifikdatoru

SUMO

V tab. 1 je uveden seznam sekvencné specifickych transkripcnich faktort, s nimiz Daxx
interaguje. Daxx s nékterymi z téchto transkripénich faktor interaguje ptimo, avSak
jiné museji byt nejprve modifikovany proteinem SUMO, ktery poté Daxx vaze svym
SUMO-vazebnym motivem (SIM). Doposud to bylo popsédno u androgenniho a gluko-
kortikoidového receptoru, Smad4, ETS1 [11, 13, 65, 224] a nékterych virovych proteint
(viz oddil III. 3.). Lze tedy ptedpokladat, ze SUMOylace hraje roli také u dalSich tran-
skrip¢nich faktord, s nimiZ Daxx interaguje. Existuje nicméné téZ studie, kterd potfebu
SUMOylace glukokortikoidového receptoru pro transkripéni represi zprostfedkovanou

proteinem Daxx zpochybnuje [237].

Modifikator SUMO je v kazdém ptipad€ pro regulaci jadernych funkci proteinu Daxx
dalezity. Jak jiz bylo uvedeno v tivodni kapitole (viz oddil 1. 2.), Daxx obsahuje dva
SIM, jeden na svém N-konci, druhy na C-konci, pfi¢emz maji oba afinitu jak pro modi-
fikdtor SUMO-1, tak i pro SUMO-2, av§ak N-koncovy motiv s nimi interaguje slabg-
ji [11-13]. C-koncovy SIM vSak muze byt fosforylovan prostfednictvi kinazy CK2, coz
vyrazné zvysi jeho afinitu k SUMO-1 [136]. Je tedy mozné, ze fosforylace ¢i defosfory-
lace tohoto motivu ptedstavuje zpisob, jakym je u proteinu Daxx regulovana jeho vazba

k jednotlivym SUMOylovanym proteinim. Dal§im zptisobem regulace miiZze byt acety-
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lace modifikdtoru SUMO, kterd vazbé proteinu Daxx zabraiiuje [146]. Aspon jeden
funkéni SIM je rovnéz nezbytny pro SUMOylaci proteinu Daxx, nebot’ praveé prostred-
nictvim modifikatoru SUMO Daxx asociuje se SUMO-ligdzou Ubc9 [11, 12]. Uloha
SUMOylace proteinu Daxx vsSak zistava ponckud nejasna. Pravdépodobné ovliviiuje
interakci s dalsimi SUMO-vézajicimi proteiny ¢i jeho lokalizaci, nebot se mista
pro SUMOylaci nachazeji ptimo v jednom z jadernych lokaliza¢nich signali proteinu

Daxx [9, 50].

II1. 5. 2. Uloha PML-télisek p¥i regulaci transkripénich funkci proteinu Daxx

SIM proteinu Daxx jsou kromé& interakce s transkripénimi faktory diilezité i pro jeho
asociaci s PML-télisky, pro niz sice nejsou zcela nezbytné, ale vyrazné ji zesilu-
ji[11,12]. Jak jiz bylo uvedeno v podkapitole vénované PML-téliskiim (viz oddil
III. 2.), slouzi SUMOylace PML coby molekulérni ,,lepidlo®, které vétSinu PML-télisek
drzi pohromad¢ a zarovenn umoziuje i jejich asociaci se SUMO-vazebnymi proteiny.
Stejné je to i v pripad¢ proteinu Daxx, u néhoz je SUMOylace PML nezbytna pro jeho
piesun do PML-t¢lisek z oblasti heterochromatinu [6, 137].

Vétsina proteinu Daxx je ovSem s PML-télisky asociovana spiSe slabé a viceméné volné
pfechazi mezi télisky a zbytkem jadra [148]. Pfesto mohou PML-téliska blokovat tran-
skrip¢ni represi zprostiedkovanou proteinem Daxx. Nadprodukce PML ¢i podpoteni
tvorby PML-télisek pomoci inkubace s As;Os potlaci inhibicni G€inek proteinu Daxx
u transkripéniho faktoru Pax3, glukokortikoidového receptoru ¢i u reportérového sys-
tému s umélym promotorem, v némz je produkovan protein Daxx fuzovany s DNA va-
zebnou doménou. Tento vliv zvySené tvorby PML-télisek na transkrip¢ni represi zpro-

sttedkovanou proteinem Daxx je zavisly na SUMOylaci PML [11, 220, 222, 238].

PML-téliska tak zifejmé piredstavuji pufrujici prostiedi, jez reguluje mnozstvi volné do-
stupné formy proteinu Daxx. Zmeéna posttransla¢nich modifikaci PML, proteinu Daxx,
modifikatoru SUMO 1 dalSich proteinii pravdépodobné ovliviiuji zadrZzovani proteinu
Daxx v PML-téliscich nebo naopak jeho vétsi uvoliiovani, s naslednymi vlivy na tran-
skripci €1 napt. apoptotickou nebo stresovou signalizaci (viz oddil II.). K podobné regu-
laci funkce proteinu Daxx patrné¢ mohou slouzit 1 dal$i jaderné struktury obsahujici ten-
to protein. Kupt. nadprodukce proteinu MSP58 podporuje vazbu proteinu Daxx do ja-

dérka, coZ potlaci inhibici glukokortikoidniho receptoru [138].
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I11. 5. 3. Dalsi zpuisoby regulace transkripcnich funkci proteinu Daxx

Funkce proteinu Daxx jakoZzto regulatoru transkripce je pravdépodobné ovliviiovana
1jeho nejriznéjSimi posttranslacnimi modifikacemi, nejenom pomoci jeho lokalizace
v riznych jadernych oddilech. Napf. fosforylace serinu 668 prostfednictvim HIPK1 dale
zvySuje represi promotorll pro gen c-met ¢i promotori regulovanych transkripénimi
faktory CREB ¢i E2F1 [44]. Naopak ubikvitinylace proteinu Daxx zprostiedkovana
adaptérovym proteinem SPOP podporuje jeho odbouravani, coz nasledné zvySuje tran-

skripéni aktivitu p53 a ETS1 [226, 239].

111 5. 4. Zpusob, jimZ Daxx reguluje zahdjeni transkripce

Z tabulky 1 je zfejmé, ze Daxx pusobi pirevazné coby korepresor. Tato jeho funkce byla
navic popséana nejen u uvedenych transkripénich faktort, nybrz téz u genti pro c-met,
interleukin-6, genti podporujicich autofagii a protiapoptotickych proteintt FLIP a Bcl2
[136, 240-243]. U téchto gent byl sice Daxx nalezen v jejich promotorech, ale zatim
neni zfejmé, s jakymi transkripénimi faktory interaguje. Pravdépodobné vSak DNA ne-
vaze ptimo, nebot’ u n&j doposud nebyla identifikovana DNA-vazebnd doména. U pro-
motorl protiapoptotickych genii by transkripénim faktorem asociovanym s proteinem
Daxx mohl byt NF-kB, jelikoz byl Daxx objeven vjeho vazebnych mistech
na DNA [136].

Pozitivni vliv proteinu Daxx na zahgjeni transkripce byl pozorovan pouze u transkrip¢-
nich faktort HSF1, Pax5 a Tcf4. U posledné jmenovaného je navic ponékud sporny,
nebot’ byl Daxx v jedné studii identifikovan coby inhibitor transkripce fizené Tcf4
po aktivaci signalni drahy Wnt [228], zatimco u dvou byl nalezen v proteinovém kom-
plexu obsahujicim Tcf4 a koaktivator B-katenin, s nimiZ se vazal i do promotoru genu
pro c-Myc a podporoval transkripci proteinu c-Myc a cyklinu-D [233, 244]. Obdobné
nejasna je i role proteinu Daxx u transkripce regulované faktorem HSF1, kli¢ovym re-
gulatorem odpovédi na riizné formy bunécného stresu [245]. Daxx sice interaguje s jeho
trimerni formou, vznikajici v reakci na bunéény stres, a podporuje jim regulovanou ex-
presi chaperonu HSP70, avSak neni zfejmé, zda tento ucinek pifimo souvisi s regulaci
struktury chromatinu [225]. Daxx ovSem patrn€ mizZe plsobit jakozto koaktivator, ne-
bot’ s transkripénim faktorem Pax5 interaguje spolecné s histonacetyltransferazou
CBP [221]. Nelze vsak vyloucit, ze je u Tcf4 1 dalSich transkripénich faktorti lloha pro-
teinu Daxx obdobné komplexni jako v ptipad¢ pS3 (popsand v oddile II. 5. 5.) a ne vzdy

se bezprostfedné tyka regulace transkripce.
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Lépe je prozkouman mechanismus G¢inku proteinu Daxx pfi transkripéni represi. Daxx
interaguje s histondeacetylazou (HDAC) -1 a -2 [238, 246] a s DNA-metyltranferazou-1
(DNMTT) ¢i s ni asociovanym proteinem DMAPI1 [231, 247] a patrné je coby adaptér
(korepresor) pfivede k transkripnim faktorim, coz zplsobi niz$i acetylaci histonii
¢1 vyssi metylaci cytozinu v promotoru.

Inhibice transkripce prostfednictvim HDAC byla u proteinu Daxx zjiSténa jiz
v jednoduchém systému, v némz byl Daxx fizovan s DNA-vazebnou doménou. Tako-
vyto umély transkripcni faktor potlacoval transkripci reportérového genu, a tento ti¢inek
bylo mozné zvratit inkubaci bunék s inhibitorem HDAC [238]. Obdobné plisobeni pro-
teinu Daxx prostfednictvim interakce s HDAC bylo nalezeno i u transkripénich faktorii
CREB, E2A, p53, glukokortikoidového receptoru [11, 125, 232, 248] a nékterych viro-
vych proteinti (viz oddil III. 3.). SniZzend acetylace histonl po vazbé proteinu Daxx byla
téz prokéazéna v promotorech genti pro c-met a interleukin-6 [240, 241]. Represni uc¢inek
proteinu Daxx prostiednictvim DNMT ¢i DMAPI1, vedouci k metylaci promotoru, pak
byl popsan u glukokortikoidového receptoru, RelB, p53 [119, 231, 247] a také u nekte-
rych virovych proteind (viz oddil III. 3.). Dale se Daxx spole¢né¢ s DNMT1 vaze
do promotorti gent podporujicich autofagii a zptisobuje jejich metylaci [242, 243].
Jinym mechanismem, jimZz Daxx miiZe ovlivilovat n€které¢ transkrip¢ni faktory, je inhi-
bice jejich acetylace zavislé na acetyltransferaze CBP. Doposud to bylo popsano u tran-
skrip¢nich faktorti p53, NF-xB a C/EBPbeta, pfi¢emz inhibice jejich acetylace snizuje
jejich transkripéni aktivitu [70, 120] [234]. Daxx pfimo interaguje se SUMOylovanym
CBP, coz ma za nasledek potlaceni jeho funkce, ziejmé souvisejici 1 s plisobenim

HDAC2 [248].

DalS§im zplsobem, jimz Daxx ovliviluje transkripci, je prostfednictvim interakce
s ATPazou remodelujici chromatin ATRX. Komplex Daxx/ATRX, ktery funguje jako
histonovy chaperon pro histon-3.3 (H3.3), se podili nejen na transkripcni represi genu
(napf. virového ptivodu, viz oddil III. 3.), ale i na udrzovani heterochromatinu v oblasti
repetitivnich sekvenci (napf. v centromerach ¢i telomerach). Tato uloha proteinu Daxx

je popséana v nasledujici podkapitole.
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I11. 6. Uloha proteinu Daxx jakoZto histonového chaperonu

I11. 6. 1. Objev proteinového komplexu Daxx/ATRX jako chaperonu pro histon-3.3

Identifikace funkce proteinu Daxx coby histonového chaperonu souvisela s rozvojem
novych experimentalnich metod a méla zésadni vliv na ujasnéni tlohy proteinu Daxx
v bunééné fyziologii. Zména struktury chromatinu je spojena s mnoha bunéénymi po-
chody a jeji naruseni, zpisobené napt. odstranénim ¢i nadprodukci proteinu Daxx, by
mohlo mit vliv nejenom na stresové ¢i apoptotické signaly, ale 1 na transkripci. Odlisna
struktura chromatinu je zaroven Casta v nddorovych bunécnych liniich, jejichz pouziti
ptfi experimentech by mohlo vysvétlit nékteré rozporné vysledky tykajici se proteinu

Daxx, které byly popsany v ptedchozich kapitolach.

Coby histonovy chaperon Daxx asociuje s ATPazou remodelujici chromatin ATRX,
jejiz gen je mutovan u dédicného syndromu spojeného s mentalni retardaci, a-thalasémii
a chromozémovymi zménami [249]. Také mutace ATRX v bunéénych liniich zptisobuji

rozsahlé zmény metylace DNA souvisejici s heterochromatinem [250].

Interakce proteinit Daxx a ATRX byla popséna v roce 2003 [207]. Oba proteiny spolu
asociovaly v PML-téliscich, kam se ATRX vazal v zavislosti na proteinu Daxx. Lokali-
zace obou proteinii se ménila béhem bunécného cyklu. Zatimco ATRX byl v jeho pri-
bcéhu pfitomen v heterochromatinu, Daxx se sem vyraznéji vazal pouze koncem faze
S a ve fazi G2 oba proteiny ptechazely do PML-télisek, kde se ziejmé podileji na obno-
ve heterochromatinu v Cerstvé replikované satelitni DNA [37, 207, 251]. Pokud byl
ATRX fuzovéan s DNA-vazebnou doménou, inhiboval transkripci reportérového genu,
a tento efekt mohla narusit nadprodukce proteinu Daxx, ktery ATRX vazal do PML-té-
lisek [252]. ATRX sice pravdépodobné nema vlastni DNA-vazebnou doménu, ale
na jeho N-konci se nachazi doména ADD, ktera vaze trimetylovany lyzin 9 histonu-3,
jestlize je zaroven demetylovan jeho lyzin 4 (oboje jsou posttranslaéni modifikace ty-
pické pro heterochromatin) [253-255]. ATRX se tak pravdépodobné podili na udrZzeni

heterochromatinu a utlumeni genové exprese.

Mozna interakce proteinu Daxx s nukleozémovymi histony byla naznacena ve studii
zroku 2002, v niz byl s nimi izolovan z bunééného lyzatu [246], ¢i pozdé€ji, kdy byl
Daxx izolovan spolecné s histonem-4 [256]. V roce 2010 byl pak Daxx identifikovan
jako histonovy chaperon. Ukézalo se totiz, ze jiz diive popsany histonovy chaperon
H3.3 HIRA/ASF1 [209] umistuje H3.3 do chromatinu nezavisle na replikaci DNA, a to

do oblasti transkripéné aktivnich i umlcenych genti, avSak nikoli do oblasti telomer
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Citéch casti DNA, kam se vazi transkripcni faktory. Pfi nésledné analyze byly
z bunééného lyzatu spolecné s H3.3 (nikoli vSak s ptibuznym H3.1, ktery je vkladan
behem replikace podle predlohy) izolovany proteiny Daxx a ATRX. Ty spole¢n¢ s H3.3
vytvareji komplex dulezity pro umistovani H3.3 v telomerach a oblasti centromer
a udrzovani represivniho stavu zdej$iho chromatinu. Daxx navic coby histonovy chape-
ron muze fungovat sdm o sobé&, nebot’ dokdze umist'ovat tetramery H3.3/H4 (a nikoli
H3.1/H4) na ,,nahém* vlakné DNA. ATRX tedy muze slouzit napt. k rozvoliiovani
vysSich chromatinovych struktur a ke smérovani proteinu Daxx do oblasti heterochro-
matinu, ktery ATRX rozpoznavd pomoci své domény ADD (viz vyse) [257-259].
Pro chromatinovou lokalizaci histonu H3.3 tak existuji dva chaperonové komplexy,
HIRA/ASF1 a Daxx/ATRX, jeZ jsou navzdjem nezavislé a ani spolu nesdileji dalsi pod-
jednotky. Zatimco prvni komplex se vyskytuje jiz v kvasinkdch, druhy je unikatni

pro mnohobunééné zivocichy [260].

III. 6. 2. Funkce histonového chaperonu Daxx/ATRX

Protein ATRX byl jiz vroce 1999 nalezen v pericentromernim heterochromatinu
a na koncich akrocentrickych chromozomi, kde se nachéazeji ribozémové geny [261].
Pozdé¢ji se ukazalo, ze se vaze predevsim do tandemovych repetic bohatych na guanin,
které jsou typické pro centromery, telomery, oblasti ribozémovych genti, apod., a podili
se na udrzeni konstitutivniho heterochromatinu [262]. Na tom pravdépodobné spolupra-
cuje s proteinem Daxx, nebot’ jeho odstranéni zplsobi v konstitutivnim heterochromati-

nu vyrazné strukturni zmény [263].

Jednou z funkei zavisejicich na spravném umisténi H3.3, kterou histonovy chaperon
Daxx/ATRX ma, je udrZeni stability telomer [264]. Ztraita ATRX u mySich nervovych
progenitor zptisobi zmény integrity telomer a fize chromozoému [265] [266]. Odstra-
néni ATRX v mysich oocytech zvysi nestabilitu centromer, kterd vede az k aneuploidii
[267], a umlceni jeho exprese v mysich zarodcich béhem implantace do délohy zplsobi
kiehké centromery, chromozémové translokace, apod. [268]. Histonovy chaperon
Daxx/ATRX se dale podili na udrzeni represivniho stavu repetitivnich sekvenci (véetné
retrotranspozonil) pii zdrode¢ném vyvinu i v bunéénych liniich a také na zachovani ge-
nového imprintingu [186, 269-271]. Nefunkénost ATRX navic u repetitivnich sekvenci
zpusobuje defekty v replikaci [272]. Mimo to, jak jiZ bylo zminéno vyse (viz oddil

II1. 3.), se komplex Daxx/ATRX podili také na uml¢eni exprese virovych proteini.
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Pro né€které funkce histonového chaperonu Daxx/ATRX jsou dilezitd i PML-téliska,
v nichz ztejm¢ dochazi ke spravné asociaci H3.3 a jeho chaperonii. Volné dimery
H3.3/H4 jsou do PML-télisek vazany prostiednictvim proteinu Daxx, ktery sem zaroven
piivadi 1 ATRX. Nasledné¢ dimer H3.3/H4 asociuje s chaperonem Daxx/ATRX, ale
i se svym dal$im chaperonem HIRA/ASF1, a poté je distribuovan do pfislusnych mist
v chromatinu. Po ztrat¢ proteinii Daxx ¢i PML bylo naruseno ukladani H3.3 do oblasti
centromer, ale nikoli celkova ztrata H3.3 v chromatinu. PML-téliska jsou tedy zifejmé
potieba pro cileni H3.3 pouze do nékterych oblasti chromatinu [273, 274]. Dalsim pro-
teinem, ktery se podili na regulaci umistovani H3.3, je protoonkogen DEK. Jeho od-
stranéni zplsobi, Ze je H3.3 méné umistovan do oblasti telomer, odkud mizi i ATRX,

coz nasledné zpiisobi jejich kiehkost [275].

III. 6. 3. NaruSeni funkce komplexu Daxx/ATRX v nadorech

Vzhledem k tomu, jak vazné chromozémové poruchy zptisobi odstranéni proteinu Daxx
¢i ATRX, neni prili§ prekvapivé, ze byly jejich mutace nalezeny i v naddorech. Jako prv-
ni to byly pankreatické neuroendokrinni nddory (PanNET), které predstavuji méné Casty
typ néadorti slinivky s lep$im ptedpokladem pteziti [276-278]. Funkce komplexu
Daxx/ATRX je narusena i v dalSich typech neuroendokrinnich nadorii, nékterych dét-
skych glioblastomech, neuroblastomech, astrocytomech, liposarkomech a angiosarko-
mech. Castgji je pfitom mutovan ATRX a vyrazné méné ¢asto Daxx. U expresnich ana-
1Yz nékterych typl nadori byly zminény i mutace H3.3 [279-284].

V nédorech s mutacemi chaperonu Daxx/ATRX se velmi ¢asto vyskytuje tzv. alterna-
tivni prodluZovani telomer (ALT), souvisejici ziejmé s tim, Ze je tento chaperon dilezi-
ty pro zajisténi stability chromozdémovych konci. Vedle obvyklejsi aktivace exprese
telomerazy je proces ALT méné Castym zpisobem, jimz nadorové buiiky uniknou ome-
zeni danému postupnym zkracovani telomer béhem kazdé replikace DNA. Telomery
jsou pifi ném prodluzovany mechanismem, ktery se podoba opravam dvojtfetézcovych
zlom v DNA pomoci homologni rekombinace, podileji se na ném stejné proteinové

komplexy a i€astni se ho 1 odchylna PML-téliska [285].

Proces ALT byl zjistén u vétSiny zkoumanych PanNET a vSechny, které tento proces
vyuzivaly, m€ly mutovan protein ATRX (vyrazné Castéji) nebo Daxx (méné casto)
a byly asociovany s pozdnim stddiem nadoru a snizenym pfezitim pacientl [286-288].
Obdobné zjisténi bylo ucinéno i u neuroblastoml, astrocytomt, liposarkomil a angi-

osarkomt, které sice ALT vyuzZivaly méné Casto, ale pokud se vyskytl, byl zaroven mu-
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tovan Daxx nebo ATRX [281-284]. Také u vétSiny imortalizovanych bunécnych linii,
které se vyznacuji ALT, zcela prevlddaly mutace ATRX. V nékterych bunéénych liniich
byla téz snizena Ci potlaCena exprese proteinu Daxx coz meélo za nésledek vymizeni
ATRX v PML téliscich [289]. Uvedena zjisténi naznacuji dvé moznosti. Bud’ je ztrata
proteinu Daxx pro rozvoj ALT méné vyznamna nez ztrdta ATRX, anebo vyfazeni pro-
teinu Daxx narusi jiné procesy, které piislusny nadorovy klon znevyhodni béhem klo-

nalni selekce.

Mechanismus, jimz ALT vznika, jesté neni zcela prozkouman. Je pro ngj typickd mensi
mira kondenzace chromatinu v telomerach spojend se zvySenou transkripci. Ztrata
ATRX ale k navozeni tohoto stavu nesta¢i. Pokud byl nicméné v buiikach produkovan
velky T-antigen pochazejici z viru SV40, ktery narusuje kontrolni body bunééného cyk-
lu, k imortalizaci a ALT dochazelo Castéji. Je tedy ziejmé, ze jsou k rozvoji ALT po-
treba dal$i mutace, které vyfadi bunééné kontrolni mechanismy [290, 291]. Jestlize se
ovSem ALT vyvine, lze jej potlacit obnovenim funkce histonového chaperonu
Daxx/ATRX, jak dokazuji pokusy u bunééné linie U20S, kterd vyuziva ALT a zaroven
postrada expresi ATRX. Pozitivni efekt obnoveni exprese ATRX lze navic potlacit od-
stranénim proteinu Daxx, coZ nasvéd¢uje tomu, Ze jsou oba proteiny pii ochrané telo-

merovych koncti a potladeni ALT funkéné€ provazany [292].

Jak je tedy zfejmé, Daxx je kromé svych ostatnich funkci také dilezity pro udrZeni né-
kterych typl konstitutivniho heterochromatinu, které mohou mit strukturni funkei, jako
je tomu u telomer ¢i centromer, anebo se miiZze jednat o trvale umlcené geny (napt. vi-

rového piivodu).
IIL 7. Uéast proteinu Daxx p¥i dalSich jadernych pochodech

II1. 7. 1. Daxx jako soucdst mitotickych kontrolnich bodii

Odstranéni proteinu Daxx pomoci techniky genového ,.knock-outu zpiisobuje poruchy
bunécného cyklu spojené s vyskytem vicejadernych buné€k, coz naznacuje, Ze se Daxx
podili také na regulaci mitézy [37]. Chemoterapeutikum taxol (paclitaxel) aktivuje mi-
toticky kontrolni bod uspotadani vieténka (spindle assembly checkpoint) tim, ze brani
depolymerizaci mikrotubuli. Prodlouzend aktivace kontrolniho bodu nasledné vede
k apoptoze [293]. U bunécnych linii, které maji vyssi expresi proteinu Daxx, bylo zjis-
téno, Ze na taxol reaguji silngji, zatimco butiky s jeho niZsi expresi nebo u nichz byla

exprese proteinu Daxx snizena pomoci RNAI, jsou k taxolu rezistentni. U takovychto



Uvod 56

bunc¢k byla zaroven zjisténa prodlouzena stabilita mitotického cyklinu B. Daxx pfi regu-
laci kontrolniho bodu uspotadani vieténka spolupracuje i s ubikvitin-hydroldzou Hausp
a proteinem RASSF1, s nimiz interaguje a jejichZ odstranéni ma stejny ucinek jako od-
stranéni proteinu Daxx. Zaroven k tomu neni potieba protein p53, jehoz regulace se
jinak vSechny tii proteiny Ucastni (viz oddil II. 5. 5.) [294-296]. Je také mozné, Ze se
tohoto procesu ucastni i ATRX, u néhoz bylo diive popsano, ze je dilezity pro spravné

uspotradani chromozomu v mitotickém vieténku [297, 298].

Daxx mimo to interaguje s proteiny Cdc20 a Cdhl, aktivaénimi podjednotkami
ubikvitin-ligadzy APC/C, ktera odbourava mitotické proteiny (véetné vyse zminéného
cyklinu B), a tim umoziiuje ukoncit mitézu [299]. Daxx prostfednictvim této interakce
komplex APC/C inhibuje a jeho nadprodukce zptsobi prodlouzeni mitézy a vyvola
sklon k polyploidii. ZvySena exprese proteinu Daxx byla zjisténa i u n€kterych nadora
prostaty [300]. Toto zjisténi ukazuje, Ze je Uloha proteinu Daxx pfi mitéze pravdépo-

dobné také komplexni a doposud nebyla plné prozkoumana.

II1. 7. 2. Uloha proteinu Daxx pii regulaci fosfatizy PTEN

Daxx se téz tcastni regulace dulezité protinadorové fosfatdzy PTEN, kterd ma nejriaz-
né&jsi funkce jak v cytoplazmé, tak v jadfe, v némz ji postradaji mnohé agresivni nadory
[301]. Buné&cna lokalizace fosfatazy PTEN je regulovana myj. jeji ubikvitinylaci. Pokud
je modifikovana ubikvitinem, pfesouva se do jadra, zde ji mlze byt ubikvitin odstépen
pusobenim ubikvitin-hydroldzy Hausp, a to vede k jejimu navratu do cytoplazmy.
Na regulaci tohoto procesu se ziejmé podili i Daxx. Jeho nadprodukce zpiisobi, Ze je
fosfatazy PTEN v jadie méné, a snizeni jeho exprese pomoci RNAi jeji mnoZstvi
v jadfe zvySuje. Podstata tohoto u€inku proteinu Daxx vSak neni piili$ jasnd, zifejmé se

na ném podileji i PML-téliska, kterd ptisobi opa¢né nez Daxx [302].

II1. 7. 3. Daxx jako reguldtor telomerdzy

Dalsi doposud nepfili§ prozkoumanou funkci proteinu Daxx, ktera souvisi s regulaci
telomer, je jeho asociace s proteinem DKCI, podjednotkou telomerazového komplexu,
v Cajalovych téliscich. Tato asociace je zfejmé dilezitd pro vazbu telomerazy do oblasti
telomer. Mutace proteinu Daxx, které brani jeho asociaci s telomerazou, ¢i potlaceni

jeho exprese pomoci RNAi, mohou totiz vést ke zkracovani telomer [140].
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Obr. 6 — Shrnuti zdkladnich funkei proteinu Daxx

Na obrazku jsou zjednodusené shrnuty zékladni funkce proteinu Daxx popsané v textu Uvodu.

I11. 8. Shrnuti ulohy proteinu Daxx

Jak bylo popséno v této kapitole, vétSina jadernych funkci proteinu Daxx podle vSeho
souvisi s regulaci struktury chromatinu. Daxx se jakozto histonovy chaperon H3.3
a adaptér piivadéjici k chromatinu modifikujici enzymy (HDAC, DNMTI1) podili
na udrzeni konstitutivniho heterochromatinu v oblasti telomer a centromer, ale také
na trvalém umlceni n€kterych gent, jeZ mohou byt jak bunécného, tak virového piivodu
(v€etné retrotranspozonll). Viry se této transkripéni represi svych genli brani tak, Ze se
Daxx pokouseji nejriznéjsimi zpusoby inhibovat. Daxx také piisobi coby koregulator
u nékterych transkripénich faktorti, které jsou soucasti nejriznéjsich signalnich drah,
coz dale rozsifuje spektrum bunécnych pochodi, jichz se Daxx ucastni. Mnohé z funkci
proteinu Daxx jsou regulovany PML-télisky, kterd kromé toho, Ze se na nékterych
z téchto funkci podileji, slouzi téz coby pufrujici prostiedi, které ovliviiuje mnozstvi
voln¢ dostupného proteinu Daxx. Obdobn¢ ziejmé pisobi 1 dalsi jaderné struktury (ja-
dérko, Cajalova téliska, aj.), ale jejich role u proteinu Daxx prozatim nebyla dikladné&ji

prozkoumana.
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Ptipocteme-li k jadernym funkcim proteinu Daxx i jeho Ucast pfi regulaci apoptotické
a stresové signalizace, je ziejmé, ze je mnozstvi pochodil, na nichz se Daxx podili,
znacné (vétSina funkci proteinu Daxx je shrnuta na obr. 6). Tyto pochody se pravdépo-
dobné¢ navzajem ovliviiyji, coz miize komplikovat analyzu experimentéalnich dat a také
vysvétlovat rozporné vysledky nékterych studii. Prozatim pon¢kud roztiisténé se jevici
funkce proteinu Daxx budou pravdépodobné ¢asem integrovany do SirSich signalnich
siti. K lepsimu pochopeni funkci proteinu Daxx by mohlo napomoci i nalezeni dalSich

proteintl, které s nim interaguji, ptipadné lepsi analyza jeho posttranslacnich modifikaci.
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IV.

Cil dizertac¢ni prace

Cilem této dizertacni prace bylo déle rozsitit poznani tykajici se bunéénych funkci pro-
teinu Daxx. Zakladem bylo vyhledani jeho novych potenciondlnich interak¢nich partne-
ri v kvasinkovém dvojhybridnim systému. U takto nalezenych interakci se piedpokla-
dalo jejich potvrzeni v dalSich systémech (nejlépe in vivo) a nasledné nalezeni jejich

bunééné funkce.
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Metodika

I.

Pouzité bakterialni a kvasinkové kmeny, sav¢i bunécné linie a kulti-

vacni média

I. 1. Kmeny baktérii Escherichia coli

e TOP-10 (Invitrogen): F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAMI15 AlacX74 recAl
araA139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str™) endAl nupG

« BL-21 (Invitrogen): F-, ompT, hsdS(t-B, m-B), gal, dem, lacl, lacUV5-T7 gene 1, indl,
sam’l, nin5

Kmen TOP10 byl pouzivan k ptipravé plazmidové DNA (viz oddil III.), kmen BL21

k produkci rekombinantnich proteinti (viz oddil VIIL. 1.). Experimentalni ptistupy byly

provadény dle standardnich molekuldrnébiologickych protokolt (viz napt. [303], kapi-

tola 1, oddil I).

I. 2. Kmeny kvasinek Saccharomyces cerevisiae

e AH109 (Clontech): MATa, trpl-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, galdA, gal80A,
LYS2 :: GAL1yas-GALl1oTA-HIS3, MEL1, GAL2yss-GAL27aTA-
ADEZ, URA3 N :MELUAs-MEL 1 TATA-laCZ

e Y187 (Clontech): MATa, ura3-52, his3-200, ade 2-101, trp1-901, leu2-3, 112, galdA,
met—gal80A, URA3 : : GAL1yas -GALltara -lacZ, MELL1

I. 3. Kultiva¢ni média pro baktérie a kvasinky

Kultivaéni média byla pouZzita jednak tekutd pro pfipravu bunécnych kultur, jednak

pevna (s agarem) pro kultivaci baktérii na Petriho miskéch.

L 3. 1. Médium LB — kultiva¢ni médium pro baktérie
e LB Broth Miller (Admresco) 20 g/l
e agar pro pevné médium (Sigma Aldrich) 18 g/
Ptipravené médium bylo sterilizovano v autoklavu.
Pro ptipravu médii k selekci baktérii s rezistenci vici prisluSnému antibiotiku byl ptidan
streptomycin (kone¢nd koncentrace 50 pg/ml), ampicilin (100 pg/ml) nebo kanamycin

(50 pg/ml). VSechna antibiotika byla potizena u firmy Sigma Aldrich.
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L 3. 2. YPDA — kompletni médium pro kultivaci kvasinek

e pepton (Neopeptone, Difco) 20 g/1
o kvasnicny lyzat (Yeast Extract, Sigma Aldrich) 10 g/l
e agar pro pevné médium (Sigma Aldrich) 20 g/l
e deionizovana H,O do 900 ml/1

Po sterilizaci v autoklavu a ochlazeni na teplotu 55°C bylo ptidano 100 ml 20% glukoé-
zy, adenin-hemisulfat (vyslednd koncentrace 0,03%) a kanamycin (vyslednd kon-

centrace 50 pg/ml).

L 3. 3. Médium SD — minimdalni médium pro kvasinky

e NH4(SOy), (Sigma Aldrich) 2 ¢/l

o kvasinkovy zdroj dusiku (yeast nitrogen base, Biogen) 6,7 g/l

e agar pro pevné médium (Sigma Aldrich) 20 g/l

e deionizovana H,O do 800 ml/1

Po sterilizaci v autokldvu a ochlazeni na teplotu 55°C bylo pfiddno 100 ml/l

20% glukézy, a 100 ml/1 roztoku 10x ,,drop-out*.
10x ,,drop-out“ (aminokyseliny i adenin byly dodany firmou Sigma Aldrich)

L-izoleucin: 300 mg/1 adenin-hemisulfat: 200 mg/1 L-leucin : 1000 mg/1
L-valin: 1500 mg/1 L-arginin.HCI: 200 mg/1 L-lyzin.HCl: 300 mg/1
L-metionin: 200 mg/1 L-histidin.HCl-monohydrat: 200 mg/1 L-tryptofan: 200 mg/1
L-treonin: 2000 mg/1 L-fenylalanin: 500 mg/1

V médiich SD pro selekci kvasinek byly vzdy vynechany pfislusné aminokyseliny
¢1 adenin (napf. ,,selekéni médium SD -WLAH", tj. neobsahujici tryptofan, leucin, ade-

nin a histidin).

I. 4. Lidské bunécéné linie a média, v nichZ byly kultivovany
« HEK293T: bunécna linie z embryonalnich ledvin; kultivovana v médiu DMEM s 10% FBS
a 1% smési antibiotik (penicilin a streptomycin)
e« HelLa: bunééna linie z karcinomu délozniho kréku; kultivovana v médiu DMEM s 10%

FBS a 1% smési antibiotik (penicilin a streptomycin)

o« MCF10a: imortalizovana primarni bunééna linie z prsniho epitelu; kultivovana ve specidlnim
médiu (od ATCC)
o SW13: bunééna linie z adenokarcinomu kary nadledvinek, kterd postradd expresi Brgl;

kultivovana v médiu DMEM s 10% FBS a 1% smési antibiotik (penicilin a strep-
tomycin)
« U20S: buné¢na linie z osteosarkomu; kultivovana v médiu DMEM s 10% FBS a 1% smé-

si antibiotik (penicilin a streptomycin)
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II.

Seznam pouzitych protilatek a siRNA

IL. 1. Seznam pouzitych protilitek

anti-Myc:

anti-FLAG:

anti-AFP:

anti-B-aktin:

anti-BAF155:

anti-Brgl:

anti-Brm:

anti-CD44:

anti-Daxx:

anti-Histon-3:

anti-a-tubulin:

GAM-Px:

GAR-Px:

RAG-Px:

mys$i monoklonalni protilatka proti epitopu ,,Myc* (9E10 Sigma Al-
drich)

mysi monoklonalni protilatka proti epitopu ,,FLAG* (M2, Sigma Al-
drich)

mys$i monoklonalni protilatka proti lidskému a-fetoproteinu (AFPO1,
poskytnuta laboratofi prof. Vaclava Hofejsiho z Ustavu molekularni ge-
netiky AV CR, v.v.i.)

kozi polyklonalni protilatka proti lidskému B-aktinu (C-11, Santa Cruz
Biotechnology)

krali¢i polyklonalni protilatka proti lidskému proteinu BAF155 (H-76,
Santa Cruz Biotechnology)

krali¢i polyklonalni protilatka proti lidskému proteinu Brgl (H-88, San-
ta Cruz Biotechnology) nebo mysi monoklonalni protilatka proti lid-
skému proteinu Brgl (G-7, Santa Cruz Biotechnology)

mysi monoklonalni protilatka proti lidskému proteinu Brm (E-1, Santa
Cruz Biotechnology)

mySi monoklonalni protilatka proti lidskému proteinu CD44
(MEM-263, poskytnuta laboratoii prof. Vaclava Hofejsiho)

mysi monoklonalni protilatky proti lidskému proteinu Daxx (Daxx01,
02, 03, pripraveny v autorové laboratofi proti peptidu
s aminokyselinami 558-740), krali¢i polyklonalni protilatka proti lid-
skému proteinu Daxx (M-112, Santa Cruz Biotechnology) nebo jina kra-
lici protilatka proti lidskému proteinu Daxx (25C12, Cell Signaling
Technology)

myS$i monoklonalni protilatka proti lidskému histonu-3 (1B1B2, Cell
Signaling Technology)

my$i monoklonalni protilatka proti lidskému a-tubulinu (TU-01, Exbio)
»goat anti-mouse®, sekundarni kozi protilatka proti mySim protilatkadm
tiidy 1gG, konjugovana s kienovou peroxidazou (Bio-Rad nebo Jackson
ImmunoResearch Laboratories)

»goat anti-rabbit“, sekundarni kozi protilatka proti krali¢im protilatkam,
konjugovana s kifenovou peroxidazou (BioRad)

rabbit anti-goat*, sekundarni krali¢i protilatka proti kozim protilatkdm,

konjugovana s kienovou peroxidazou (Santa Cruz Biotechnology)



Metodika 63

o GAM-Alexa647: »goat anti-mouse*, sekundarni kozi protilatka proti mysim protilatkam
tiidy IgG, konjugovana s fluorescenénim barvivem Alexa647 (Jackson
ImmunoResearch Laboratories)

o GAR-Rhod-RedX: »goat anti-rabbit”, sekundarni kozi protilatka proti kralicim protilatkam,
konjugovana s fluorescencnim barvivem Rhodamine Red-X (Jackson

ImmunoResearch Laboratories)

I1. 2. Seznam pouzitych siRNA

o siDaxx #1: GGAGUUGGAUCUCUCAGAA; siRNA pro sniZeni exprese pro-

teinu Daxx (viz [36]) od firmy Dharmacon

o siDaxx B+C+D: smés siRNA pro snizeni exprese proteinu Daxx siGENOME
od firmy Dharmacon (J-004420-07, J-004420-06, J-004420-05)

o siDaxx D: siRNA pro snizeni exprese proteinu Daxx siGENOME od firmy
Dharmacon (J-004420-05)

o siCTRL: AGGUCGAACUACGGGUCAAJATAT, kontrolni siRNA od firmy

Dharmacon

I11.
Seznam konstruktii DNA a popis jejich pripravy

II1. 1. Metody pouzité k pripravé rekombinantnich plazmidi (vektori, konstruk-

til)

III. 1. 1. Restrikcni Stépeni, purifikace DNA, ligace

Ke stépeni konstrukti DNA byly pouzity restrikéni endonukledzy od firmy Thermo
Scientific (diive Fermentas) a dodrzeny doporu¢ené postupy. Stépena DNA byla sepa-
rovana pomoci elektroforézy v agaré6zovém gelu s pouzitim pufru TAE (viz [303],
stranky 6.13-6.15). Vzniklé fragmenty DNA byly zgelu vyfiznuty a izolovany
s pouzitim soupravy ZymoClean Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research). Nasledna
ligace (spojeni Stépenych usekit DNA) byla provedena pomoci enzymu T4-DNA ligazy
od firmy Thermo Scientific. Vzniklym konstruktem po ligaci byly transformovany bak-

térie Escherichia coli kmene TOP10.

III. 1. 2. Polymerdzova ietézova reakce (PCR)
K polymerazové tetézové reakci byla pouzita termostabilni DNA-polymeraza Phusion
High Fidelity DNA Polymerase od firmy Finnzymes a dodrzeny postupy uvedené

v manudlu. Seznam pouzitych oligonukleotidl (primért) je uveden v tab. 2.
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Nazev oligonukleotidu Sekvence Pouziti
TEV_site_fwd TCGAGAACCTGTACTTCCAAGGTT priprava vektoru pGTH (kéduje $tépné misto
== pro TEV-proteazu)
TEV_site_rev TCGAAACCTTGGAAGTACAGGTTC pripravavekions pG TH. (kaduje Stepne misto
= = pro TEV-proteazu)
[rve-ag_we gﬁ?g&.’g}AAAGCTGATCTCAGAGGAGGACCTGT T —

Myc-tag_rev

TCTAGATTACAGGTCCTCCTCTGAGATCAGCTT
CTGCTCGGTAC

priprava vektoru pMyc-CMV-5a

Daxx_1_fwd

GGGAATTCACCATGGCCACCGCTAACAGCAT

priprava konstrukiu kédujiciho Daxx
od aminokyseliny 1

Daxx_225 fwd

GGGAATTCACCATGGAGGCACGGTTGAAGCGT

pfiprava konstruktu kodujiciho Daxx
od aminokyseliny 225

Daxx_503_fwd

GGGAATTCACCATGGCCAATGAAAAGAACCTG
GAACC

priprava konstrukiu kédujiciho Daxx
od aminokyseliny 503

Daxx_225 rev

GGGGATCCAACCTTACGCTTCTTCTTAGGCTGC

pfiprava konstruktu kodujiciho Daxx

AGGTATGCGGAGTCTGG po aminokyselinu 225
Daxx 503 rev GGGGATCCAACCTTACGCTTCTTCTTAGGGGA |priprava konstruktu kédujiciho Daxx
= = GATCTGTAGTGAGGACAT po aminokyselinu 503

Daxx_595_rev

ATGCGGCCGCTGCTCCTCTGATTGCTTCCTGG

priprava konstruktu kédujiciho Daxx
po aminokyselinu 595

Daxx_3_end_rev

GGGGATCCATCAGAGTCTGAGAGCACGATGA

priprava konstrukiu kédujiciho Daxx po jeho
posledni aminokyselinu

DaxxS564A_Hindlll_rev

GGGGCAAAGCTTCAATCTCTAGCTCAAAGAGCT
GAGCCACAGGGC

pfiprava konstruktu kodujiciho Daxx
se zaménou serinu 564 za alanin

GGGGCAAAGCTTCAATCTCTAGCTCAAAGAGCT
GCTCCACAGGGC

priprava konstruktu kédujiciho Daxx
se zaménou serinu 564 za glutamovou kyselinu

Daxx_S707A_mut_fwd

CTCCAGCCCGGCTGGCCCAA

mistné fizena mutageneze, pro zaménu serinu
707 proteinu Daxx za alanin

Daxx_S707A_mut_rev

TTGGGCCAGCCGGGCTGGAG

mistné fizena mutageneze, pro zaménu serinu
707 proteinu Daxx za alanin

DaxxT726A_BamHI_rev

ACCGGATCCATCAGAGTCTGAGAGCACGATGA
TCTCTTCTGGATCGCATTGTGCGGCCAC

pfiprava konstruktu kodujiciho Daxx
se zaménou treoninu 726 za alanin

Brg1_1_fwd

GGGGTCGACGTGAAGATGTCCACTCCAGACCC
ACC

priprava konstruktu kédujiciho Brg1
od aminokyseliny 1

Brg1_748_fwd

GGGGTCGACGTGAAGATGTCCCCTAAGAAGAA
GCGTAAGGTTCTTATGGTCAATGGTGTCCT

priprava konstruktu kodujiciho Brg1
od aminokyseliny 748

Brg1_747_rev

GGGGTCGACGCTGACTGCTTGTCCACTC

priprava konstruktu kédujiciho Brg1
po aminokyselinu 747

Brg1_357_rev

CCCCCCGGTACCCCTTCTGGATGGGGGTGATG
C

piiprava konstruktu kédujiciho Brg1
po aminokyselinu 357

Brg1_429_rev

CCCCCCGGTACCCCGCTGTGTCCCTCCGCATG
C

priprava konstruktu kédujiciho Brg1
po aminokyselinu 429

Brg1_473_rev

CCCCCCGGTACCCCTGGTGCTTCTGCCGGCGC
T

priprava konstruktu kédujiciho Brg1
po aminokyselinu 473

Brg1_3_end_rev

IDaxxSSG4E_HindIII_rev

GGGGTCGACGAGTCTTCTTCGCTGCCACTTC

priprava konstruktu kédujiciho Brg1 po jeho

posledni aminokyselinu

Tab. 2 — Seznam oligonukleotidu (priméri) pouZitych k pripravé konstrukti DNA pomoci PCR

V tabulce je uveden seznam primért pouzitych k ptipraveé konstruktti popsanych v oddile III. 2. ,,fwd*

znamena ,,forvard* (primér naseda ve sméru ¢teni sekvence DNA), ,,rev* znamena ,,reverse (primér

naseda na fetézec komplementarni k fetézci, na néjz naseda primér ,,forward*).

III. 1. 3. Mistné iizend mutageneze (site directed mutagenesis)

Rizen4d mutageneze specifickych nukleotidl v cilové sekvenci byla provedena pomoci

PCR, v niz byly pouzity dva komplementarni oligonukleotidy o délce 30 parti bazi, kte-

ré uprostfed obsahovaly poZadovanou mutaci. Reakéni smés obsahujici produkty

po PCR byla poté inkubovéna s restrikénim enzymem Dpnl, ktery §té€pi pouze metylo-

vanou DNA, a odstrani tak ptivodni plazmid. Nésledné byly reakéni smési transformo-

vany kompetentni baktérie Escherichia coli.




Metodika 65

111 1. 4. Sekvencovani DNA

Pro ovéfeni, zda nedoslo k nezddouci mutaci (nebo zda doslo k pozadované mutaci
u mistn¢ fizené mutageneze), byly konstrukty, pfi jejichz ptipravé byla pouzita PCR,
sekvencovany. K tomu bylo vyuzito sluzeb firmy SegMe a pfti ptipravé vzorkii dodrzen

postup uvedeny v manudlu.

I11. 1. 5. Piiprava transformacné kompetentnich baktérii Escherichia coli

Potrebné chemikalie:

e roztok TFBI: 30 mM octanu draselného, 100 mM RbCl, 10 mM CaCl,, 50 mM MnCl,, 15%

glycerol, pH upraveno na 5,8

e roztok TFBII: 10 mM MOPS, 75 mM CaCl,, 10 mM RbCI, 15% glycerol, pH upraveno
na 6,5

Oba roztoky byly zfiltrovany pomoci 0,22 pm filtru (Millipore).

e médium LB (Amresco, u kmene TOP10 pouzito médium LB se streptomycinem o koncentraci

100 pg/ml)
e 1 MMgSO,

Postup:

» Baktérie byly zaockovany ze zamrazené zasoby do 5 ml média LB a péstovany
pres noc ve 37 °C.

» Ztéto no¢ni kultury byly baktérie zaockovany s fedénim 1:100 do 250 ml LB
s 20 mM MgSO;, a péstovany ve 37 °C, dokud absorbance (optickéd denzita) kultury
nedosahla 0,6 (2-3 hod.)

» Poté byly baktérie centrifugovany (5000 ota¢ek/min, 5 min, 4 °C), bakterialni pele-
ta rozptylena ve 100 ml vychlazené¢ho roztoku TFBI, inkubovana na led¢ 5 min
a poté op¢t centrifugovana (5000 otacek/min, 5 min, 4 °C).

» Nasledné byly baktérie rozptyleny v 10 ml vychlazeného roztoku TFBII a 30 min
inkubovany na ledé.

» Takto pfipravena bakteridlni suspenze byla rozdélena do chlazenych zkumavek,

rychle zmraZzena v tekutém dusiku a uloZena v -80 °C.
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II1. 1. 6. Transformace kompetentnich baktérii

Postup:

» 50 ul bakterialni suspenze bylo smichano s plazmidovou DNA (5 ul reakéni smési
pouzité pfi ligaci ¢i mistn€ fizené mutagenezi, 0,5 ug izolované¢ho plazmidu) a bak-
térie byly 15 min inkubovany na ledé.

» Nasledné byly baktérie 90 s inkubovany ve 42 °C, 2 min chlazeny na led¢, poté
k nim bylo ptidéno 500 pl média LB a baktérie inkubovany 30 min ve 37 °C.

» Po této inkubaci byly baktérie vysety na pevné médium se selekénim antibiotikem.

III. 1. 7. Produkce a purifikace plazmidové DNA
Baktérie Escherichia coli kmene TOP10 transformované piislusnou plazmidovou DNA
byly kultivovany v selekénim médiu LB a plazmidova DNA nasledné izolovana jednou
z nize uvedenych metod:
« Alkalickou lyzi (viz [303], stranky 1.25-1.27)
« Minipreparaci s pouzitim soupravy Zippy Plasmid Miniprep Kit (Zymo Re-
search) pro ziskani mensiho mnozstvi DNA
« Midipreparaci s pouzitim souprav JET Star (Genomed) nebo Geneaid Plasmid
Midi Kit (Geneaid), ptipadné s pouzitim izopyknické centrifugace v CsCl
(viz [303], stranky 1.42-1.50) pro ziskdni vétsSiho mnozstvi DNA pouzitelné
napf. k transfekei (viz oddil IV. 2.)
Koncentrace izolované DNA byla stanovena spektrofotometricky pomoci pfistroje Na-

noDrop-1000 (Thermo Scientific).

II1. 2. Pouzité konstrukty DNA

I11. 2. 1. Konstrukty pro expresi v savcCich buiikdch
o pCDNA3-Myc-Daxx FL
Konstrukt pro expresi kompletniho proteinu Daxx (aminokyseliny 1-740) s N-koncovou afinitni
kotvou ,,Myc“. Pfiprava byla popsana drive [66].
e pXJ41-Daxx FL

Konstrukt pro expresi kompletniho proteinu Daxx (aminokyseliny 1-740). Pfipraven pienesenim
sekvence kodujici Daxx z pCDNA3-Myc-Daxx FL do vektoru pXJ41 [304] za pouziti restrik¢-
nich enzymil EcoRI a Xhol



Metodika 67

e pFLAG-CMV-5a-Daxx FL (nékde téz WT)
Konstrukt pro expresi kompletniho proteinu Daxx (aminokyseliny 1-740) s C-koncovou afinitni
kotvu ,,FLAG*. Fragment DNA pro expresi proteinu Daxx byl pfipraven pomoci PCR a do vek-
toru pFLAG-CMV-5a (Sigma Aldrich) vlozen za pouZiti restrikénich enzymut EcoRl a BamH]I.

e pFLAG-CMV-5a-Daxx 504-740
Konstrukt pro expresi zkraceného proteinu Daxx (aminokyseliny 504-740) s C-koncovou afinitni
kotvou ,,FLAG®. Ptipraven obdobné¢ jako konstrukt pFLAG-CMV-5a-Daxx FL. Na 5"-konci ex-
primované oblasti byla vytvofena Kozakové sekvence ACCATGG (podtrzen je prvni kodujici

triplet).

o pFLAG-CMV-5a-Daxx S564A, S707A, T726A

Konstrukty pro expresi mutované formy proteinu Daxx s C-koncovou afinitni kotvou ,,FLAG®.
Protein Daxx ma v téchto konstruktech nahrazen serin 564, serin 707 ¢i treonin 726 alaninem
bud’ samostatn¢, nebo kombinaci vice téchto mutaci. Zdména S564 byla pfipravena pomoci
PCR, kde mutované misto bylo pfimo soucasti oligonukleotidu. Fragment DNA byl nasledné
Stépen restrikénimi enzymy FEhel a Hindlll a vlozen do stejné S$tépeného konstruktu
pFLAG-CMV-5a-Daxx FL. Mutace T726A byla pfipravena pomoci PCR obdobné jako S564A,
ale s naslednym $tépenim restrikénimi enzymy Ehel a BamHI. Mutace S707A byla piipravena
pomoci mistné fizené mutageneze (site-directed mutagenesis), Usek, v némz se nachazeji muto-
vané nukleotidy, byl poté vyStépen pomoci enzymti Hindlll a BamHI a vlozen do stejné Stépené-
ho ptivodniho konstruktu pFLAG-CMV-5a-Daxx FL. Ve vSech pfipadech poté nebylo nutné
sekvencovat cely usek pro expresi proteinu Daxx, ale pouze sek ohrani¢eny pouzitymi restrikc-

nimi enzymy.

e pCDH-EF1-neo-Daxx WT, S564A, S7T07A, T726A a S564E

Konstrukty pro expresi ptivodni nebo mutované formy proteinu Daxx s C-koncovou afinitni kot-
vou FLAG. Pfipraveny §tépenim piislusného konstruktu ve vektoru pFLAG-CMV-5a restriké-
nimi enzymy EcoRI a Scal a pfenesenim useku pro expresi proteinu Daxx s kotvou ,,FLAG"
do lentivirového vektoru pCDH-CMV-MCS-EF1-G418 (System Biosciences), ktery umoznuje
selekci transdukovanych buné¢k pomoci geneticinu. Tento vektor byl nejprve §tépen restrikénim
enzymem BamHI, zatupen pomoci T4-DNA-polymerdzy a poté Stépen restrikénim enzymem

EcoRI.

e pMyc-CMV-5a
Vektor pro expresi proteinti s C-koncovou afinitni kotvou ,,Myc*, ktery byl pfipraven z vektoru
pFLAG-CMV-5a (Sigma Aldrich). Sekvence pro kotvu ,,FLAG* v ném byla zahrazena sekvenci

pro kotvu ,,Myc* s pouzitim restrikénich enzymi Kpnl a Scal.

e pMyc-CMV-5a-Daxx FL
Konstrukt pro expresi kompletniho proteinu Daxx (aminokyseliny 1-740) s C-koncovou afinitni

kotvou ,Myc*“. Fragment DNA pro expresi proteinu Daxx byl vystépen z konstruktu
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pFLAG-CMV-5a-Daxx FL pomoci restrikénich enzymt EcoRI a BamH]I a vlozen do stejné Ste-
peného vektoru pMyc-CMV-5a.

e pMyc-CMV-5a-Daxx 1-224
Konstrukt pro expresi zkraceného proteinu Daxx (aminokyseliny 1-224) s C-koncovou afinitni
kotvou ,,Myc*. Pfipraven byl pomoci PCR a do vektoru pMyc-CMV-5a vlozen za pouZiti re-
strikénich enzymt EcoRI a BamHI. Na 5’-konci exprimované oblasti byla vytvotfena Kozakové
sekvence ACCATGG (podtrzen je prvni kédujici triplet) a na 3"-konec byla pfipojena sekvence
pro jaderny lokaliza¢ni signdl PKKKRKYV (pochazejici z velkého T-antigenu viru SV40).

e  pMyc-CMV-5a-Daxx 225-503
Konstrukt pro expresi zkraceného proteinu Daxx (aminokyseliny 225-503) s C-koncovou afinitni
kotvou ,,Myc*. Piipraven obdobné jako konstrukt pMyc-CMV-5a-Daxx 1-224. Na 5’-konci ex-
primované oblasti byla vytvofena Kozakové sekvence ACCATGG (podtrzen je prvni kodujici
triplet) a na 3'-konec byla pfipojena sekvence pro jaderny lokaliza¢ni signal PKKKRKYV (pocha-

zejici z velkého T-antigenu viru SV40).

e pMyc-CMV-5a-Daxx 504-740
Konstrukt pro expresi zkraceného proteinu Daxx (aminokyseliny 504-740) s C-koncovou afinitni
kotvou ,,Myc®. Pfipraven obdobné jako konstrukt pMyc-CMV-5a-Daxx FL. V 5'-konci expri-

mované oblasti byla vytvoiena Kozakové sekvence ACCATGG.

e pK-Myc-Cl1 aC3
Vektory pro expresi proteinti s N-koncovou afinitni kotvou ,,Myc* byly poskytnuty V. Kofinkem
(Ustav molekularni genetiky AV CR, v.v.i.), ktery je pfipravil z vektort pEGFP-C1 a C3 (Clon-

tech) nahrazenim fluorescencni znacky ,,EGFP* afinitni kotvou ,,Myc*.

e pK-Myc-C3-Brgl-klon #3
Konstrukt pro expresi zkraceného proteinu Brgl (aminokyseliny 264-585) s N-koncovou afinitni
kotvou ,,Myc*“. Sekvence pro expresi Brgl byla vystépena z konstruktu pGAD-GH-Brgl-klon #3

pomoci restrikénich enzymi Bg/II a Sall a vlozena do stejné §tépeného vektoru pK-Myc-C3.

« pREP7-Brgl FL
Konstrukt pro expresi kompletniho proteinu Brgl (aminokyseliny 1-1647) s C-koncovou afinitni
kotvou ,,HA®. Ziskan od K. Zhaa (National Heart, Lung, and Blood Institute, National Institutes
of Health, Bethesda, USA).

« pEGFP-N1-Brgl FL
Konstrukt pro expresi kompletniho proteinu Brgl (aminokyseliny 1-1647) s C-koncovou flu-
orescen¢ni znackou ,,EGFP®“. Sekvence pro expresi proteinu Brgl byla vystépena z konstruktu
pREP7-Brgl FL pomoci restrikénich enzymid EcoRl a Xbal, zatupena pomoci
T4-DNA-polymerazy a vlozena do vektoru pEGFP-N1 (Clontech), st€peného restrikénimi en-

zymy EcoRI a Xbal a rovnéz zatupenému.
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e pXJ41- Brgl FL
Konstrukt pro expresi kompletniho proteinu Brgl (aminokyseliny 1-1647). Sekvence pro expresi
proteinu Brgl byla vystépena z konstruktu pEGFP-N1-Brgl FL pomoci restrikéniho enzymu Sa-
Il a vloZena do vektoru pXJ41 st€peného Xhol.

« pFLAG-CMV-5b-Brgl FL
Konstrukt pro expresi kompletniho proteinu Brgl (aminokyseliny 1-1647) s C-koncovou afinitni
kotvou ,FLAG®. Sekvence pro expresi proteinu Brgl byla vystépena z konstruktu
pEGFP-N1-Brgl FL za pouziti restrikéniho enzymu Sa/l a vlozena do stejné Stépeného vektoru

pFLAG-CMV-5b (Sigma Aldrich).

o« pFLAG-CMV-5b-Brgl 1-747
Konstrukt pro expresi N-koncové poloviny proteinu Brgl (aminokyseliny 1-747) s C-koncovou
afinitni kotvou ,,FLAG*. Fragment DNA pro expresi proteinu Brgl byl pfipraven pomoci PCR
a do vektoru pFLAG-CMV-5b vlozen za pouziti restrikéniho enzymu Sa/l.

o pFLAG-CMV-5b-Brgl 1-747 A358-536
Konstrukt pro expresi N-koncové poloviny proteinu Brgl (aminokyseliny 1-747) s C-koncovou
afinitni kotvou ,,FLAG®, v niZ byl odstranén usek aminokyselin 358-536. Toho bylo docileno
Stépenim konstruktu pFLAG-CMV-5b-Brgl 1-747 restrikénim enzymem Kpnl a vlozenim useku
DNA, ktery byl pfipraven pomoci PCR a $tépen stejnym enzymem.

e« pFLAG-CMV-5b-Brgl 1-747 A430-536
Konstrukt pro expresi N-koncové poloviny proteinu Brgl (aminokyseliny 1-747) s C-koncovou
afinitni kotvou ,,FLAG®, v nizZ byl odstranén usek aminokyselin 430-536. Toho bylo docileno
$tépenim konstruktu pFLAG-CMV-5b-Brgl 1-747 restrikénim enzymem Kpnl a vloZenim useku
DNA, ktery byl pfipraven pomoci PCR a $té€pen stejnym enzymem.

e« pFLAG-CMV-5b-Brgl 1-747 A474-536
Konstrukt pro expresi N-koncové poloviny proteinu Brgl (aminokyseliny 1-747) s C-koncovou
afinitni kotvou ,,FLAG®, v niZ byl odstranén usek aminokyselin 474-536. Toho bylo docileno
$t€penim konstruktu pFLAG-CMV-5b-Brgl 1-747 restrikénim enzymem Kpnl a vloZzenim useku
DNA, ktery byl pfipraven pomoci PCR a $tépen stejnym enzymem.

o pFLAG-CMV-5b-Brgl 748-1647
Konstrukt pro expresi C-koncové poloviny proteinu Brgl (aminokyseliny 748-1647)
s C-koncovou afinitni kotvou ,,FLAG". Fragment DNA pro expresi proteinu Brgl byl pfipraven
pomoci PCR a do vektoru pFLAG-CMV-5b vlozen za pouziti restrikéniho enzymu Sal/l.
Na 5’-konci exprimované oblasti byla vytvorena Kozakové sekvence ACCATGG a sekvence

pro jaderny lokalizaéni signdl PKKKRKYV (pochazejici z velkého T-antigenu viru SV40).
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o pK-Myc-C3-BAP1
Konstrukt pro expresi proteinu BAP1 s N-koncovou afinitni kotvou ,,Myc*. Pfipraven §tépenim
plazmidu pOTB7-BAP1 (Open Biosystems) restrikénimi enzymy Sacll a Smal a vloZzenim vznik-

1ého fragmentu do stejné §tépeného vektoru pK-Myc-C3.

e pK-Myc-C1-FEZ2
Konstrukt pro expresi proteinu FEZ2 s N-koncovou afinitni kotvou ,,Myc®. Pfipraven $§tépenim
plazmidu pGAD-GH-FEZ2, ktery byl izolovan v Y2H restrikénimi enzymy EcoRI a Sall a vlo-

zenim vzniklého fragmentu do stejné€ stépeného vektoru pK-Myc-Cl1.

e pK-Myc-C1-Ubnl
Konstrukt pro expresi proteinu Ubnl s N-koncovou afinitni kotvou ,,Myc*. Pfipraven z plazmidu
pCMV6-Ubnl (OriGene) stépenim restrikénimi enzymy Pvul a Kpnl, zatupenim pomoci
T4-DNA-polymerazy a vlozenim tseku pro expresi Ubnl do vektoru pK-Myc-Cl, ktery byl §te-
pen restrikénim enzymem Smal.

e pK-Myc-Cl-Abral
Konstrukt pro expresi proteinu Abraxas-1 s N-koncovou afinitni kotvou ,,Myc*. Pfipraven $tépe-

nim plazmidu pGAD-GH-Abral, ktery byl izolovan v Y2H, restrikénimi enzymy EcoRl a Kpnl

a vlozenim vzniklého fragmentu do stejné $tépené¢ho vektoru pK-Myc-C1.

o pK-Myc-C1-SAP30
Konstrukt pro expresi proteinu SAP30 s N-koncovou afinitni kotvou ,,Myc*. Pfipraven §tépenim
plazmidu pGAD-GH-SAP30, ktery byl izolovan v Y2H, restrikénimi enzymy EcoRl a Kpnl

a vlozenim vzniklého fragmentu do stejné $tépeného vektoru pK-Myc-Cl1.

«  pK-Myc-C1-UXT a pEGFP-C1-UXT
Konstrukt pro expresi proteinu UXT s N-koncovou afinitni kotvou ,,Myc* nebo ,,EGFP*. Ptipra-
ven §tépenim plazmidu pGAD-GH-UXT, ktery byl izolovan v Y2H, restrikénimi enzymy EcoRI
a Sall a vlozenim vzniklého fragmentu do stejné stépenych vektorti pK-Myc-C1 a pEGFP-C1.

o pcDNA-FLAG-SMARCAS

Konstrukt pro expresi proteinu SMARCAS se afinitni kotvou ,,FLAG®. Ziskan od T. Stopky
(1. Lékarska fakulta Univerzity Karlovy v Praze).

e pXJ41-FLAG-BrmDN
Konstrukt pro expresi proteinu Brm se afinitni kotvou ,,FLAG* a mutaci v ATPazové doméné.
Pripraven §tépenim konstruktu pFLAG-BrmDN (Addgene) pomoci restrikéniho enzymu EcoRI a

vlozenim vzniklého fragmentu do stejné st€peného vektoru pXJ41.
e« pEGFP-C1-PML-IVa
Konstrukt pro expresi proteinu PML-IVa s N-koncovou fluorescenéni znackou EGFP. Ziskan

od P. P. Pandolffiho (Sloan-Kettering Institute, Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, New
York, USA).
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1I1. 2. 2. Konstrukty pro expresi v kvasinkdch

pGBKT7-Daxx 1-595
Konstrukt pro expresi zkrdceného proteinu Daxx (aminokyseliny 1-595) s N-koncovou afinitni
kotvou ,,Myc*. Fragment DNA pro expresi proteinu Daxx byl pfipraven pomoci PCR a do vek-

toru pGBKT?7 vlozZen za pouziti restrikénich enzymi EcoRI a Notl.

pGBKT7-Daxx 1-502

Konstrukt pro expresi zkraceného proteinu Daxx (aminokyseliny 1-502) s N-koncovou afinitni
kotvou ,,Myc®. Fragment DNA pro expresi proteinu Daxx byl pfipraven stépenim plazmidu
pGBKT7-Daxx  1-595 restrikénimi enzymy Bg/ll a Notl, zatupenim pomoci
T4-DNA-polymerazy a opétovnym spojenim volnych koncti pomoci T4-DNA-ligazy.

pGBKT7-Daxx 1-224

Konstrukt pro expresi zkraceného proteinu Daxx (aminokyseliny 1-224) s N-koncovou afinitni
kotvou ,Myc“. Fragment DNA pro expresi proteinu Daxx byl pfipraven z plazmidu
pGBKT7-Daxx 1-595 $tépenim restrikénimi enzymy EcoNI a Notl, jeho zatupenim pomoci

T4-DNA-polymerazy a opétovnym spojenim jeho volnych koncti pomoci T4-DNA-ligazy.

pGBKT7-Daxx 225-503

Konstrukt pro expresi zkraceného proteinu Daxx (aminokyseliny 225-503) s N-koncovou afinitni
kotvou ,,Myc®. Fragment DNA pro expresi proteinu Daxx byl pfipraven z plazmidu 1-502 $tépe-
nim restrikénimi enzymy EcoNI a Sfil, jeho zatupenim pomoci T4-DNA-polymerazy a opétov-

nym spojenim jeho volnych koncl pomoci T4-DNA-ligazy.
pGBKT7-p53 a pGAD-GH-T-antigen
Konstrukty pro expresi proteinil pS3, lamin a T-antigen viru SV40 byly dodéany jako soucast

soupravy pro kvasinkovy dvojhybridni syst¢tm MATCHMAKER GAL4 Two-Hybrid System 3
(Clontech).

pGAD-GH-Brgl ,.klon #3% (263-579), Abral, BAP1, FEZ2, SAP30, Ubnl a UXT

Konstrukty pro expresi uvedenych proteind (nékteré z nich zkracené) byly ziskany v Y2H.

II1. 2. 3. Konstrukty pro expresi v baktériich (pro ,,GST-pulldown*)

pGTH

Vektor, ktery byl pfipraven z vektoru pET42b (Clontech) a umoziiuje exprimovat proteiny
s N-koncovou afinitni kotvou ,,GST* a C-koncovou kotvou ,,6xHis“, pfed niZz je sekvence
pro §tépeni TEV-proteazou. Nejprve byla v ptivodnim vektoru pET42b odstranéna sekvence
pro N-koncovou afinitni kotvu ,,6xHis* za pomoci $tépeni restrikénimi enzymy Spel a Sacl, na-
sledného zatupeni zbytku plazmidu pomoci T4-DNA-polymerazy a opétovné ligace s pouzitim
T4-DNA-ligazy, poté byla sekvence pro TEV-proteazu vlozena po stépeni plazmidu restrikénim

enzymem Xhol.
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o pGTH-Daxx FL

Konstrukt pro bakterialni expresi kompletniho proteinu Daxx (aminokyseliny 1-740) s afinitnimi
kotvami ,,6xHis“ a ,,GST*. Sekvence pro expresi proteinu Daxx byla vystépena z konstruktu
pMyc-CMV-5a-Daxx FL pomoci restrikénich enzymi EcoRl a Kpnl, zatupena pomoci
T4-DNA-polymerdzy a vlozena do plazmidu pGTH, ktery byl §t€pen restrikénimi enzymy Stul

a Xhol a rovnéz zatupen.

e pGTH-Daxx 1-224

Konstrukt pro bakterialni expresi zkracené¢ho proteinu Daxx (aminokyseliny 1-224) s afinitnimi

kotvami ,,6xHis“ a ,,GST*. Pfipraven obdobné¢ jako konstrukt pPGTH-Daxx FL.

o pGTH-Daxx 225-503

Konstrukt pro bakteridlni expresi zkrdceného proteinu Daxx (aminokyseliny 225-503)

s afinitnimi kotvami,,6xHis* a ,,GST*. Pfipraven obdobné jako konstrukt pGTH-Daxx FL.

o pGTH-Daxx 504-740

Konstrukt pro bakterialni expresi zkraceného proteinu Daxx (aminokyseliny 504-740) s afinit-

nimi kotvami ,,6xHis*“ a ,,GST*. Pfipraven obdobné jako konstrukt pGTH-Daxx FL.

IV.

Manipulace s lidskymi bunéénymi liniemi

IV. 1. Kultivace bunék

Kultivace lidskych bunéénych linii a postupy s ni souvisejici vychazely standardnich
protokolli (viz napt. [303], appendix 3F). Pokud neni uvedeno jinak, byly bunécné linie
kultivovany ve 37 °C, 95% vlhkosti a 5% CO, v médiu obsahujicim FBS 1 1% smés
antibiotik (které je proto uvadéno pouze napt. jako DMEM).

IV. 2. Transfekce plazmidovou DNA

1V. 2. 1. Transfekce men$iho mnoZstvi bunék
K transfekci bun€k rostoucich na 12- ¢i 24-jamkové kultivacni destiCce byla pouZita
nasledujici transfekéni Cinidla:

o JetPEI (Polyplus) — zejména u bunék HEK293T17

e GeneCellin (BioCellChallenge) — zejména u bun¢k HeLa ¢i SW13
Transfekce byla provedena podle doporuceni vyrobce. Buiikky byly zpracovany 2 — 3
dny po transfekci.
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1V, 2. 2. Transfekce s pouZitim kalcium/fosfatové metody

Pomoci kalcium/fosfatové metody byly transfektovany bunky HEK293T k produkci
lentivirG. Postup byl uzplsoben podle standardnich protokolt (napi. [303], stranky
16.33-16.36).

Potrebné chemikalie:

e roztok 2xBBS — ve 250 ml: 2,665 g BES (Sigma Aldrich), 4,091 g NaCl, 0,134 ¢
Na,HPO,.12H,0 , pH upraveno na 6,95 pomoci NaOH a sm¢s

zfiltrovana pies 0,2 pm filtr
e 0,25 M CaCl, (zfiltrovany pies 0,2 um filtr)
e vektory pro produkci virové ¢astice psPAX a pMD2G (4ddgene)
e konstrukty pro vlozeni do genomu

e médium DMEM s 25 uM chloroquinem (Sigma Aldrich)

Postup pro bunky HEK293T péstované na 10cm kultivacni misce:

» Bunky byly nasazeny den pred transfekci tak, aby v okamziku transfekce mély kon-
fluenci 70 — 80 %. Pted transfekci k nim bylo priddno 9 ml cCerstvého média
DMEM (+FBS a antibiotika).

» Pii transfekci bylo nejprve smichano 500 ul CaCl, s 20 ug DNA (4 pg vektoru
pMD2G, 7 pg psPAX a 9 ng konstruktu nesouciho sekvenci pro vlozeni do genomu
a naslednou expresi pozadovaného proteinu). K tomu bylo ptidano 500 pl 2xBBS
a sm¢&s byla 15 min inkubovéana v pokojové teploté.

» Nasledné byla transfekéni smés po kapkach ptidana k bunkam, dobie promichana
v médiu a bunky byly 6 hod. inkubovany v inkubétoru, v némz byla koncentrace
CO,3 %.

» Nakonec byly buniky omyty PBS a 36 hod. inkubovany v 10 ml média DMEM
s chloroquinem (jiz ve standardni koncentraci CO;, 5 %). Nasledné byly z média

izolovany virové ¢astice (viz oddil IV. 4. 1.).

V. 2. 3. Transfekce s pouZitim PEI

Transfekce pomoci polyetyleniminu (PEI) byla pouzivana pro transfekci vétSiho mnoz-

stvi bunék HEK293T pied imunoprecipitaci. Metoda byla adaptovéana podle [305].

Potrebné chemikalie:

e« 1 mM PEI 25 kDa (koncentrovana zasoba od Sigma Aldrich byla natfedéna vodou, pH upraveno

na 7,4 a roztok zfiltrovan ptes 0,2 um filtr

e 150 mM NacCl (zfiltrovany ptes 0,2 pM filtr)
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o médium DMEM bez séra a antibiotik

Postup pro bunky HEK293T péstované na 10cm kultivacni misce:

» 30 pg plazmidové DNA a 90 ul PEI bylo smichano se 750 pl 150 mM NacCl, ob¢
smesi byly inkubovany 15 min pfi pokojové teploté.

» Smeési byly smichany, inkubovany dal§ich 15 min v pokojové teploté a ptidany
na bunky v 7,5 ml média DMEM (bez séra a antibiotik). Ty byly takto ponechany 6
hod., poté¢ bylo médium vyménéno za DMEM obsahujici FBS a smés penicilinu

a streptomycinu.

» Bunky byly zpracovany dva dny po transfekci.

IV. 3. Transfekce siRNA
K transfekci siRNA bylo pouzito ¢inidlo Lipofectamine RNAIMAX (/nvitrogen) a do-

drzen postup doporuceny vyrobcem. Bunécna linie SW13 byla pro zvySeni ucinnosti
siRNA transfektovana ve dvou po sobé jdoucich dnech, buné¢éna linie U20S byla trans-
fektovana pouze jednou. Bunky byly zpracovany 2 — 3 dny po transfekci. Seznam pou-

zitych siRNA je uveden v oddile II. 2.

IV. 4. Transdukce savéich bunék

1V. 4. 1. PouZiti lentiviri

Lentiviry byly izolovany z média bunék HEK293T po transfekci kalcium/fosfatovou
metodou (viz oddil IV. 2. 2.).

Potrebné chemikalie:

o roztok k precipitaci virovych ¢astic PEG/it Virus Precipitation Solution (System Biosciences)

¢ médium DMEM bez séra a antibiotik

Postup:

» Médium od transfektovanych bunék bylo centrifugovano (3000 otacek/min, 15 min,
4 °C) a supernatant smichan s 1/5 objemu roztoku k precipitaci virovych ¢astic. Ta-
to smés byla nasledné inkubovéana nejméné 15 min ve 4 °C.

» Nasledné byla smés centrifugovana (1500 x g, 30 min, 4 °C) a peleta, obsahujici
lentivirové Castice, resuspendovana ve vychlazeném PBS (1/10 — 1/100 pivodniho
objemu, obvykle 0,5 ml).

» Virova suspenze byla rozdélena do alikvot po 50 — 100 pl a uchovavéana v -80 °C.

K nasledné transdukci bylo pouzivano 15 pl virové suspenze v 500 ul média



Metodika 75

DMEM na jednu jamku 12-jamkové kultivacni desticky. 24 hod. po pfidani lentivi-
i bylo k buiikkdm pfidano selekéni médium, obsahujici bud’ antibiotikum puromy-
cin (2 pg/ml), nebo geneticin (G418, 1 mg/ml). Stejné mnozstvi antibiotika bylo
piidano 1 ke kontrolnim, netransdukovanym bunkdm. Selekce byla povazovana

za uspésné provedenou, jakmile tyto kontrolni buitky odumfely.

1V. 4. 2. PouZiti adenoviri

Adenoviry pro expresi EGFP nebo EGFP-Brgl byly ziskdny od R. Bremera (Univerzita
Toronto, viz [306]). Nésledn¢ byly pomnozeny v bunkdch HEK293T a purifikovany
pomoci soupravy Adeno-X purification kit (Clontech). Purifikované viry byly uchova-
vany v pufru GTS (2,5% glycerol, 25 mM NaCl, and 20 mM Tris.HCI pH 8,0) pfi tep-
lot¢ -80 °C. K transdukci bylo pouzivano 0,05, 0,1 ¢i 0,15 pl adenoviru (MOI 1-2)
v 500 pl média DMEM na jednu jamku 12-jamkové kultivacni desticky. K bunkam
SWI13 byly adenoviry pfidany nasledujici den po jejich transfekci siRNA (viz oddil
IV. 3.) a buniky byly sklizeny 48 hod. po transdukci.

IV. 5. Cilena genova delece pomoci metody TALEN
Metoda TALEN byla poprvé popsana v roce 2011 T. Cermakem a kol. [307]. Jeji pod-

statou je indukce vzniku dvojfetézcového zlomu ve vybraném tseku DNA pomoci umé-
le pfipravené endonukleazy. DNA-vazebnou doménu této nukledzy lze snadno vytvofit
tak, aby byla specifickd pro vybranou sekvenci. Vznikly dvojtetézcovy zlom aktivuje
kaskadu bunécnych déji, které vedou k jeho opraveé. V nékterych piipadech vSak oprav-
ny aparat udéla chybu, a pokud v disledku této chyby dojde k posunu c¢teciho ramce,
poskozeny gen jiz neni schopen exprimovat svlij pivodni produkt. Jsou-li takto posko-
zeny ob¢ alely genu, gen jiz v bufice neni exprimovan, coz ma za nasledek deleci dané-

ho genu — tzv. genovy ,,.knock-out*.

Postup:

» K ptipravé ,knock-outu genu pro expresi proteinu Daxx v bunkach U20S byly
pouzity konstrukty ziskané v TALEN Library Resource (Néarodni univerzita
v Soulu, Korejska republika).

» Témito konstrukty byly pomoci ¢inidla GeneCellin (viz oddil IV. 2. 1.) transfekto-
vany bunky U20S péstované ve 12-jamkové kultivacni desticce.

» Dva dny po transfekci byly buiikky uvolnény pomoci inkubace v trypsinu, jejich

mnozstvi v 1 ml suspenze spoc€itano pomoci hemacytometru a nasledné byly rozdé-
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leny do 96-jamkovych kultivacnich destic¢ek tak, aby v kazd¢é jamce byla pfiblizné
jedna buiika, ktera tak dala vznik jednomu klonu.

» Kdyz se po nékolika tydnech kultivace klony rozrostly, byly z 96-jamkovych kulti-
vacnich desti¢ek preneseny do 24-jamkovych kultivacnich desti¢ek a péstovany da-
le.

» Exprese proteinu Daxx byla zjistovana pomoci SDS-PAGE s naslednym Western
blottingem; takto bylo analyzovano 165 klont. 28 klonl s nizkou ¢i nezjistitelnou
expresi proteinu Daxx bylo dale analyzovano pomoci qRT-PCR. Nakonec byly vy-
brany tfi klony s nizkou relativni koncentraci mRNA, pravdépodobné odbourava-
nou procesem ,,nonsense mediated decay* (viz [308]) a dva klony s normalni ex-
presi proteinu Daxx (kontrola), ostatni klony byly vytazeny. Nukledza pouzita
k pripravé genového ,.knock-outu® totiz Stépila az ve 4. exonu genu pro protein
Daxx, ktery se jiz nachazi v piekladané oblasti. U kloni s vysokou relativni kon-
centraci mRNA pro protein Daxx tedy neslo vyloucit, ze zlistala produkovana jeho
zkracena forma (protilatky, které byly po Western blottingu pouzity k detekci pro-
teinu Daxx, vazaly pouze C-konec, a nebyly tak schopny detektovat N-koncovy

fragment).

V.
Vyhledavani novych interakénich partneri v kvasinkovém dvojhyb-

ridnim systému

V. 1. Kvasinkovy dvojhybridni systém (Y2H)

Podstatou vyhledavani novych interakénich partneri zkoumaného proteinu
v kvasinkovém dvojhybridnim systétmu  je zprostiedkovani interakce
mezi DNA-vazebnou doménou transkripéniho faktoru a jeho transaktivacni doménou.
DNA-vazebna doména je v tomto systému spojena se zkoumanym proteinem (tzv. ,,na-
vnada® Ci bait), kdezto transaktivatni doména je navazana na sekvenci z knihovny
cDNA (tzv. ,kofist” ¢i prey). Pokud produkt konkrétni cDNA interaguje se zkoumanym
proteinem, aktivuje se exprese vybraného, tzv. reportérového genu, do jehoZ promotoru
se DNA-vazebna doména véaze. Reportérovym genem byva v kvasinkach takovy gen,
jehoz produkt prekona nékterou auxotrofni mutaci. Kvasinka s takovouto mutaci neni

schopna rlst v médiu, jez postrada pfislusnou zivinu (napf. aminokyselinu), a vyroste
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jeding v ptipadé, ze spolu ,,ndvnada“ a ,kofist™ interaguji, ¢imz aktivuji produkei genu,
ktery kvasince umozni v takovémto médiu rust.

K vyhledani potencialnich interak¢nich partnerti proteinu Daxx byl pouzit kvasinkovy
dvojhybridni syst¢tm MATCHMAKER GAL4 Two-Hybrid System 3 (Clontech), v némz
je transkripnim faktorem GAL4 a knihovna ¢cDNA pochazi z lidské bunééné linie He-
La. Pfi1 vyhledavani interak¢nich partnerti proteinu Daxx v Y2H bylo postupovano pod-

le doporuceni vyrobce.

Strucny postup:

» Kvasinky Saccharomyces cerevisiae kmene AH109 (parovaci typ MATa) byly
transformovany ,,ndvnadou* (Daxx 1-595 ve vektoru pGBKT?7). Tyto kvasinky by-
ly parovany s kvasinkami Y187 (parovaci typ MATa), které obsahovaly knihovnu
cDNA z bunécné linie HeLa (ve vektoru pGAD-GH).

» Kovasinky byly po parovani (mating) vysety na pevné selekéni médium SD -WLAH.

» Pouze kvasinky, v nichz doslo k expresi z promotoru genu pro komplementaci au-
xotrofni mutace, vytvofily kolonie. Tyto kolonie byly zaofkoviany do média
SD -WLAH, byla z nich izolovana plazmidovd DNA a s ni byly transformovany
baktérie Escherichia coli kmene TOP10 (pro amplifikaci plazmidové DNA).

» Amplifikovanou plazmidovou DNA byly znovu transformovany kvasinky kmene
Y 187. Tyto kvasinky byly poté parovany kvasinkami kmene AH109, které obsaho-
valy jednak pavodni ,ndvnadu®, jednak konstrukty pGBKT7-p53 a T-antigen
¢i prazdny vektor pPGBKT7 coby kontrolu. Pokud po opétovném parovani vyrostly
kolonie, které namisto ,,ndvnady* obsahovaly kontrolu, byla ziskand DNA povazo-

vana za faleSné€ pozitivni a dale jiz analyzovana nebyla.

» Po odstranéni faleSnych pozitivit byly ostatni cDNA ve vektoru pGAD-GH, ziskané
v Y2H, sekvencovany (viz oddil III. 1. 4).

V. 2. Manipulace s kvasinkami

Veskeré manipulace s kvasinkami vychazely s manudlu Yeast Protocol Handbook

(Clontech). Nize jsou uvedeny pouze vybrané metody.

V. 2. 1. Izolace plazmidové DNA 7 kvasinek Saccharomyces cerevisiae

Potrebné chemikalie:

o selekéni médium SD
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e lyzaéni roztok: 2% Triton X-100, 1% SDS, 100 mM NaCl, 10 mM Tris.HCI, 1 mM EDTA,
pH 8,0

o sklenéné kulicky (pramér 150 pm)

e smés fenol/chloroform (1:1)

e 3M octan amonny, 100% a 70% etanol, pufr TE (10 mM Tris.HCI, 1 mM EDTA, pH upraveno
na 7,5)

Postup:

>

Kultura kvasinek v 1 ml selekéniho média SD -WLAH ziskand no¢ni kultivaci
ve 30 °C byla centrifugovéna (13500 ota¢ek/min, 2 min, 20°C) a bunécna peleta
nasledné resuspendovana ve smési 250 pl lyza¢niho roztoku smichaného s 250 pl
smési fenol/chloroform.

Do takto ptipravené lyza¢ni smési bylo odmeéteno 250 pl sklenénych kuli¢ek a smés
byla 5-10 min promichévana pomoci laboratorni tfepacky (,,vortexu®).

Promichand smés byla centrifugovana (10 min, 13500 ota¢ek/min) a vznikla horni
faze prenesena do dalsi zkumavky. Zde k ni bylo pfidano 8 ul 3M octanu sodné¢ho
a 500 pl 100% etanolu. Vysrazend DNA byla po centrifugaci (10 min, 13500 ota-

¢ek/min) oplachnuta 500 pl 70% etanolu, vysusena a rozpusténa v 50 pl pufru TE.

V. 2. 2. Transformace kvasinek s pouZitim octanu lithného (LiAc)

Potrebné chemikalie:

e médium SD bez piidavku roztoku 10x ,,drop-out” i glukézy

e pevné selekéni médium SD

e kvasinky Saccharomyces cerevisiae kmene AH109 ¢i Y187

e vychlazena deionizovana voda

e roztok TE/LiAc: 10 mM Tris.HCI, 1 mM EDTA, 0,1 M LiAc pH 7,5

o roztok PEG/LiAc: 10 mM Tris.HCI, 1 mM EDTA, 0,1 M LiAc pH 7,5, 40% polyetylenglykol
e« 100% DMSO

e nosi¢ova DNA z lososich spermii (salmon sperm, od firmy Invitrogen)

Postup:

>

Kvasinkové kultura ziskana no¢ni kultivaci (30 °C, 200 otacek/min) byla zaockova-
na do 100 ml média YPDA tak, aby absorbance pii 600 nm (ODgq) byla 0,1 — 0,2,
a kultivovana az do ODgg ptiblizné 0,5. Poté byla kultura centrifugovana (4000 ota-

¢ek/min, 5 min, 4 °C) a bunécnd peleta nasledné nekolikrate omyta vychlazenou de-



Metodika 79

ionizovanou vodou. Po posledni centrifugaci byla peleta resuspendovana v roztoku

TE/LiAc (100 pl — 2 ml v zavislosti na poctu transformact).

» Mezitim byly na ledé piipraveny smési obsahujici 12,5 ul denaturované nosi¢ové
DNA (10 min v 95 °C) a 1 pg plazmidové DNA. K nim bylo ptidano po 25 ul kva-
sinek resuspendovanych v roztoku TE/LiAc. Vznikl¢ transformacni smési byly
promichany a poté k nim bylo pfidano po 150 pl Cerstvé pfipraveného roztoku
PEG/LiAc. Po opétovném promichani byly transformacni smési inkubovany

ve 30 °C a pii 200 otackach/min po 30 min.

» Po skonceni inkubace bylo k transformac¢nim smésim ptidano po 17,5 ul DMSO
a proveden teplotni Sok (inkubace 20 min ve 42 °C). Nasledné byly transformacni
smési zchlazeny na led¢, centrifugovany (4000 otacek/min, 4 °C, 5 min) a vzniklé
bunécné pelety resuspendovany v 50 pl média SD. Z téchto smési byly kvasinky vy-
sévany po 20 pl na pevné selekéni médium SD a inkubovany ve 30 °C, dokud neby-

ly jejich kolonie dostate¢n¢ narostlé.

V. 2. 3. Parovani kvasinek (mating)

35 pl média 2x YPDA, v némz byly resuspendovany kvasinky Saccharomyces cere-
visiae kmene AH109, transformované rekombinantnim plazmidem pGBKT?7, bylo smi-
chano s 35 pl média 2x YPDA obsahujicim kvasinky Saccharomyces cerevisiae kmene
Y187, transformované rekombinantnim plazmidem pGAD-GH. Takto smichané smési
kvasinek byly kultivovany pies noc (30 °C, 70 otacek/min) a nasledné z nich bylo
po 20 pl vysévano na pevné selekéni médium SD -WL. Kolonie, narostlé¢ po kultivaci
ve 30 °C, byly resuspendovany v 60 pl média SD a po kapkach o objemu 20 pl vysety
na pevné selekéni médium SD -WLAH.

VI

Priprava lyzati savéich bunék

VI. 1. Lyze ve 2x redukujicim vzorkovém pufru
Lyze bun¢k ve 2x redukujicim vzorkovém pufru byla pouzita v ptipadé, kdy nezélezelo
na tom, zda maji jednotlivé vzorky stejnou celkovou koncentraci proteinti

(napt. pti oveieni, zda funguje nove ptipraveny konstrukt DNA).
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Potrebné chemikalie:

o 2x redukuyjici vzorkovy pufr: 50 mM Tris.HCI pH 6,8, 20% glycerol, 4 % SDS, 0,02 % bromfe-
nolové modre, 0,5 % DTT

Postup pro 12-jamkovou kultivacni desticku s prisedlymi burikami:

>

Buiiky byly omyty vychlazenym PBS a nasledné k nim bylo pfiddno po 100 pl
2x redukujiciho vzorkového pufru. Pufr byl pomoci S$picky peclivé rozprostien
po celé plose jamky.

Vzniklé slizovité sraZzeniny byly pfeneseny do filtracnich kolonek. Ty byly pfipra-
veny z 1,5 ml mikrozkumavek, u nichz bylo pomoci skalpelu protnuto vicko
a nasledné do n¢j vloZena pipetovaci Spicka s filtrem (100 pl).

Slizovita srazenina byla odstranéna centrifugaci (13500 ota¢ek/min, 3 min, pokojo-
va teplota).

Vzniklé lyzaty byly denaturovany 10 min v 95 °C a nasledné pouzity v SDS-PAGE
(zpravidla 15 pl lyzatu na jamku akrylamidového gelu).

VL. 2. Lyze v 1x neredukujicim vzorkovém pufru

Potrrebné pomiicky a chemikalie:

e Ix neredukujici vzorkovy pufr: 25 mM Tris.HCI pH 6,8, 6% glycerol, 2 % SDS

e souprava ke stanoveni celkové koncentrace proteinti Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo
Scientific)

e 10%DTT

« koncentrovana bromfenolova modf

Postup pro 12-jamkovou kultivacni desticku s prisedlymi bunikami:

>

Buiiky byly omyty vychlazenym PBS a nésledné k nim bylo pfiddno po 100 pl
1x neredukujiciho vzorkového pufru. Pufr byl pomoci Spicky peclivé rozprostien
po celé plose jamky.

Vzniklé slizovité sraZzeniny byly pieneseny do filtra¢nich kolonek (viz vyse).
Slizovita sraZenina byla odstranéna centrifugaci (13500 ota¢ek/min, 3 min, pokojo-

va teplota).

» Vzniklé lyzaty byly 3 min inkubovany v 95 °C.

V lyzatech byla nésledné pomoci soupravy pro pouziti metody BCA (Pierce) zmé-
fena celkova proteinova koncentrace a lyzaty byly zfedény 1x neredukujicim vzor-

kovym pufrem tak, aby byly celkové proteinové koncentrace shodné.
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» Nasledné byla klyzatim pfidana koncentrovana bromfenolova modi (1 pl
na 100 pl) a DTT (5 pl 10% DTT do 100 pl) a vzorky byly denaturovany 10 min
v 95 °C.

» Takto ptipravené vzorky byly pouzity v SDS-PAGE (zpravidla 15 pl na jamku, coz

odpovidalo 20-40 pg proteinu v zavislosti na bunééné linii a také konfluenci lyzo-

vanych bun¢k).

VII.
SDS-PAGE a Western blotting

Potrrebné pomiicky a chemikalie:

standardy PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermentas)

chemikalie potfebné pro polymeraci gelu: 40% akrylamid (Sigma Aldrich), 1,5M Tris.HCI]
pH 8,8, 0,5M Tris.HCI pH 6,8, 10% SDS, 10% APS, TEMED, vodny n-butanol

stojanek pro nalévani gelu Mighty Small a ptistroj pro SDS-PAGE Mighty Small (Hoefer)
SDS-elektrodovy pufr: 250 mM glycin, 10 mM Tris.HCI, 0,1% SDS, pH 8,3

barvivo Coomassie Brilliant Blue (10% Coomassie Brilliant Blue R-250, 40% metanol,
10% kyselina octova) a roztok k omyti prebyte¢ného barviva (40% metanol, 10% kyselina octo-
va)

pfistroj pro pfenos na membranu SemiPhor (Hoefer)

pufr pro pfenos na membranu: 48 mM Tris.HCl, 39 mM glycin, 20% metanol

nitrocelulézova membrana Amersham Protran Premium 0.45 um NC (GE Healthcare)

filtracni papir Whatman

susené odtu¢néné mléko (Laktino Novy Bydzov)

roztok PBS/TWEEN: 0,05% Tween-20 v PBS

Ponceau S: 0,1% Ponceau S v 5% kyselin¢ octové

roztok primarni protilatky: 1% suSené odtu¢néné mléko v PBS/TWEEN + azid sodny a primarni
protilatka fedéna podle doporuceni vyrobce

roztok sekundarni protilatky: 1% suSené odtu¢néné mléko v PBS/TWEEN, 5000x zfedéna
sekundarni protilatka konjugovana s kienovou peroxidazou

roztok ECL1: 2,5mM luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4-ftalazindion) ve 100 mM Tris.HCI
pH 8,8

Roztok ECL2: 5,4 mM H,0, ve 100mM Tris.HCI pH 8,8

film pouzivany v medicin€ k pofizovani rentgenovych snimkt Medical X-ray Blue / MXBE Film

(Kodak/Carestream)
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Postup:
» Elektroforéza v SDS-polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE) byla provedena pod-

le standardniho protokolu (viz napt. [303], stranky 18.47-18.59). Gel byl polymero-
van v nalévacim stojanku a poté nasledovala vlastni elektroforéza. Rozdé¢lené pro-
teiny byly zgelu pomoci metody Western blottingu (viz napt. [309],
stranky 18.60-18.75) pfeneseny na nitrocelulé6zovou membranu. V nékterych piipa-
dech byl gel obarven pomoci Coomassie Brilliant Blue (viz napt. [309], kapitola 10,
oddil III, 10. 6., Zakladni protokol 1). Western blotting nebyl provadén v piipadé
ovétovani interakci proteinti in vitro (viz oddil VIII). Zde byl gel pfimo obarven bar-
vivem Coomassie Brilliant Blue.

» Po skonceni Western blottingu byla nitrocelul6zova membrana nejprve inkubovana
v barvivu Ponceau S pro ovétfeni uspésnosti prenosu proteint, poté byla blokovana
inkubaci 30 min v 5% suseném mléce v PBS/TWEEN (béhem té doby bylo také
odmyto barvivo Ponceau S) a nasledné byla provedena imunodetekce. Ptini byla
membrana 30 min az ptes noc inkubovéna v roztoku primarni protilatky (doba inku-
bace zavisela na typu protilatky) a 40 min v roztoku sekundarni protilatky. Po inku-
baci jak s primarni, tak se sekundarni protilatkou byla membrana 3 — 6x 5 min omy-
véana roztokem PBS/TWEEN. Nakonec byla vysuSena a 1 min inkubovana ve smési
roztokli ECL1+ECL2 smichanych v poméru 1:1. Chemiluminiscence byla zachyce-

na na rentgenovy film.

VIII.

Ovéreni interakce proteinii in vitro s pouZitim GST-fuzniho proteinu

Pti ovéfeni interakce in vitro s pouzitim GST-fuzniho proteinu (tzv. ,,GST-pulldown®) je
jeden ze zkoumanych proteint fizovan s glutathion-S-transferazou (GST) a produkovéan
v bakteridlnim indukénim systému (baktérie Escherichia coli kmene BL21 jsou trans-
formovéany naptiklad konstruktem tady pET42 a k indukci exprese pozadovaného pro-
teinu je uzit IPTG), kdeZto druhy protein je pfipraven pomoci translace in vitro. Soucas-
ti translacni smési (lyzat z krali¢ich retikulocytli, obsahujici mj. ribozémy a uméle do-
dany transkripéni aparat, ktery ptepisuje sekvence, jimz predchdzi T7-promotor) jsou
aminokyseliny metionin a cystein obsahujici siru *S, jejiz radioaktivity je vyuZito

pfi nasledné analyze. Komplexy GST-fuzniho a in vitro-translatovaného proteinu jsou
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z roztoku izolovany pomoci agarézovych kuli¢ek s navazanym glutathionem, ktery silné

interaguje s GST, a analyzovany pomoci SDS-PAGE.

VIIL. 1. Ptiprava GST-fuzniho proteinu

Potrebné chemikalie:

o transformované baktérie Escherichia coli kmene BL21, selekéni médium LB
e IPTG (200 mg/ml)

e 1x lyzacni roztok na Escherichia coli: 20 mM HEPES pH 7,4, 300 mM NaCl, 0,1% Tween 20,
5% glycerol, PEFAbloc (Roche, zasobni roztok 0,024 mg/ml v metanolu fedén 100x)

e TALON Metal Affinity Resin (Clontech)
e  Cinidlo Bradford Quick Start Bradford Dye Reagent 1x (Bio-Rad Laboratories)
o zahus§tovaci kolonka AmiCon Ultra-4 (Millipore) s propustnosti pro ¢astice mensi nez 30 kDa

e 2x redukujici vzorkovy pufr (viz oddil VI. 1.)

Postup:

>

Kultura baktérii BL21 transformovanych rekombinantnim plazmidem pGTH, zis-
kana kultivaci ptes noc (37 °C, 200 ota¢ek/min), byla zaockovéana do 300 ml selekc-
niho média LB + kanamycin tak, aby ODgg byla 0,1-0,2, a kultivovana az do ODgg
0,5-0,7.

Po dosazeni zddané optické denzity byl ke kultufe ptfidan IPTG (vysledna koncen-
trace 500 ng/l) a poté byla inkubovana pti 25 °C dalsi 3 hod.

Po indukci pomoci IPTG byla kultura centrifugovana (4000 otacek/min, 10 min,
4 °C) a peleta po omyti PBS lyzovana v 5 ml 1x lyza¢niho roztoku na Escherichia
coli.

Baktérie byly dezintegrovany pomoci sonikace (sonikator Branson Digital Sonifier,
amplituda 50%, pulzy po 10 s, mezi pulzy 59 s prodleva a celkem 3 min pulzi) a ly-
zat nasledné centrifugovan (8000 otd¢ek/min, 30 min, 4 °C).

Protein se s C-koncovou afinitni kotvou ,,6xHis* byl poté purifikovan pomoci
500 ul TALONu, s nimz byl lyzat inkubovan 1 hod. ve 4 °C na rota¢nim stojanku.
Kulicky TALONu byly nasledné 6x omyty 0,5x lyzacnim roztokem na Escherichia
coli (vzdy 1 ml roztoku, nasledovala inkubace 10 min na rotacnim stojanku ve 4 °C
a centrifugace — 1200 otacek/min, 4 °C, 5 min).

Nakonec byly proteiny navdzané na TALONu uvolnény (eluovany) pomoci
0,5x lyza¢niho roztoku na Escherichia coli se 150 mM imidazolem. Pfi této eluci

byly kulicky ptfeneseny do elu¢ni kolonky a proteiny byly uvoliiovany ptidanim
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>

400 pl eluéniho roztoku. Pfitomnost proteinu v eludtech byla ovéfovana pomoci Ci-
nidla Bradford smichdnim 5 pl vzorku s 50 pl ¢inidla. Pfitomnost proteinu se proje-
vila zmodranim ¢inidla.

Frakce po eluci, v nichz byl pomoci ¢inidla Bradford zjistén protein, byly nasledné
smichany a zahustény pomoci centrifugace v zahustovaci kolonce na objem 2 ml.
Ptitomnost a pfiblizna koncentrace proteinti byly pritbézné stanovovany pomoci ¢i-
nidla Bradford.

Mnozstvi a kvalita takto purifikovaného proteinu byly poté analyzovany pomoci
SDS-PAGE. Vzorky byly pfipraveny smichanim 20 ul proteinu s 20 pul 2x redukuji-
ciho vzorkového pufru a naslednou inkubaci 10 min v 95 °C. K SDS-PAGE bylo
pouzito 20 ul takto pfipraveného vzorku na jamku a vysledny gel byl obarven po-
moci Coomassie Brilliant Blue.

Bylo-li to potieba, byly purifikované proteiny dale fedény roztokem pouzitym
k eluci tak, aby se sila prouzki, ktera odpovida relativni molekulové hmotnosti puri-
fikovaného proteinu, u jednotlivych proteinti pouzitych k ovéfeni interakce in vitro

shodovala. Na mensi, ,.,kontaminujici* fragmenty nebyl bran ztetel.

Purifikované proteiny byly uchovavany v -80 °C.

VIII. 2. Vlastni ovéreni interakce in vitro

Potrebné chemikalie:

e lyzacni roztok na Escherichia coli (viz vyse)

e navazovaci roztok: 40 mM Tris pH 7,5, 200 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 0,1% NP40, 0,65 mM
DTT

e kulicky Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare), v textu oznaCované jako ,glutathion-

sepharoza“
e souprava TNT Quick Coupled Transcription/Translation kit (Promega)
«  smés obsahujici aminokyseliny metionin a cystein se sirou >>S TRAN"’S Label (MGP)

e plazmidova DNA, v niz expresni sekvenci pfedchazi T7-promotor (v této praci konstrukty pfi-

pravené z vektori pK-Myc a pXJ41)

e 2xredukujici vzorkovy pufr (viz oddil VI. 1.)

Postup:

>

K 300 pl purifikovanych proteinii, obsahujicich N-koncovou afinitni kotvu ,,GST*
a C-koncovou kotvu ,,6xHis*, bylo pfidano po 20 pl kulicek glutathion-sephar6zy
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nékolikrat omytych 0,5x lyza¢nim roztokem na Escherichia coli. Néasledné byla tato

smes inkubovana 90 min ve 4 °C na rotacnim stojanku.

» Mezitim byl pomoci translace in vitro p¥ipraven protein znaceny sirou *°S. K tomu
byly pouzity konstrukty pK-Myc-Ubnl -BAPI1, -UXT, -SAP30, -Abral, Fez2
¢i -Brgl klon #3 nebo pXJ41-Brgl, souprava TNT Quick Coupled Transcrip-
tion/Translation kit a smés obsahujici aminokyseliny cystein a metionin se sirou *°S
TRAN™S Label. Pii piipravé proteinu proteinti znacenych sirou *°S byly dodrzeny
upravené¢ postupy doporucené vyrobcem (1 pg plazmidové DNA byl smichin
se 40 ul lyzatu z retikulocytt, 8 pl smési se sirou *°S a 0,5 pl roztoku ,,RNase Out“
a inkubovan 90 min ve 30 °C).

» Po skonceni translace in vitro byla reakéni smés ptidana ke 2 ml navazovaciho roz-
toku. Ze vzniklé smési byly odebrany 3 ul a smichany se 40 pl 2x redukujiciho
vzorkového pufru, ktery byl nasledné inkubovan 10 min v 95 °C (takto byl pfipra-
ven vzorek pro kontrolu mnozstvi proteinu translatované¢ho in vitro — tzv. ,,input*
neboli vsadka).

» Kulicky po inkubaci s GST-fuznimi proteiny byly centrifugovany (2000 otac¢ek/min,
4 °C, 4 min) a po odsati supernatantti 3x omyty 500 pl navazovaciho roztoku. Na-
sledné k nim bylo ptfiddno po 400 ul navazovaciho roztoku smichaného s proteiny
piipravenymi translaci in vitro. Tyto vzorky byly inkubovany na rotacnim stojanku
4 hod. ve 4 °C.

» Po skonceni inkubace byly kulicky centrifugovany (2000 otacek/min, 4 °C, 4 min)
a5x omyty 500 pl navazovaciho roztoku tak, Ze byly resuspendovany
v navazovacim roztoku, 10 min inkubovany ve 4 °C na rota¢nim stojanku a nésled-
n¢ centrifugovany.

» Omyté kulicky byly resuspendovany v 60 pl 2x redukujicitho vzorkového pufru
a 10 min inkubovany v 95 °C. Kulicky byly nasledné odstranény pies Spicky
s filtrem (obdobné, jako je popsano v oddile VII).

» Proteiny uvolnéné do vzorkového pufru analyzovany pomoci SDS-PAGE, gel byl
obarven pomoci barviva Coomassie Brilliant Blue a nasledné vysuSen na filtra¢nim
papife nad vakuem. Takto vysuSeny gel byl ptipevnén k desce pro detekci radioakti-
vity proteinti znaéenych sirou *°S Phosphor Imaging Plate (FujiFilm). Po noéni ex-

pozici byla deska analyzovéana pomoci piistroje BAS 5000 (FujiFilm).
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IX.

Imunoprecipitace

Imunoprecipitace je metoda zaloZzend na izolaci proteinovych komplexii z bunéénych
lyzath pomoci nosict (agarézovych ¢i sephardzovych kulicek) s navazanymi protilat-
kami proti nékterému z proteini komplexu. Nosi¢ muze byt napiiklad konjugovan
s bakteridlnim proteinem A ¢i G, kter¢ silné¢ vazi Fc-fragmenty protilatek. Izolované
proteiny  jsou po  imunoprecipitaci  analyzovdny  pomoci  SDS-PAGE

a Western blottingu.

IX. 1. Lyze bunék

K ptipravé lyzati byly pouzity dvé rizné metody: nativni lyze predchézela imunopreci-
pitaci endogennich proteinti z bunék HEK293T ¢i MCF10a, kdezto detergentova imu-
noprecipitaci proteinit nadprodukovanych v bunééné linit HEK293T ¢i U20S.

IX. 1. 1. Nativni lyze

Potrebné chemikalie:

e hypotonicky lyza¢ni roztok: 10 mM HEPES pH 7.5, 1,5 mM MgCl,, 10 mM KCI, 0,65 mM DTT

e hypertonicky lyzaéni roztok: 20 mM HEPES pH 7.5, 1,5 mM MgCl,, 420 mM NacCl, 0,2 mM
EDTA pH 8,0, 25% glycerol, 0,65 mM DTT

e 2x redukujici vzorkovy pufr (viz oddil VI. 1.)
Do lyzacnich roztokl byly pfed pouzitim ptidany protedzové inhibitory Complete EDTA-free
(Roche)

Postup:

» Knativni lyzi byly pouzity bunky z péti 10cm kultivac¢nich misek u bunécné linie
HEK293T, nebo z deviti 15c¢m kultivaénich misek u bunécné linie MCF10a.

» Misky byly omyty PBS, bunky seSkrabnuty pomoci S$krabky a centrifugovany
(1500 otacek/min, 4 °C, 5 min). Bunécéné pelety byly resuspendovany
v trojndsobném objemu hypotonického lyza¢niho roztoku (peleta o objemu 100 pl
byla resuspendovéana ve 300 pl roztoku) a 15 min inkubovany na ledé.

» Nasledné byly bunky dezintegrovany pomoci stiikacky s jehlou 25xG, do niz byla
bunécna suspenze petkrat natazena a poté vystiiknuta.

» Bunécna suspenze byla centrifugovana (13500 otac¢ek/min, 4 °C, 30 s) a supernatant,
obsahujici cytoplazmatickou frakci, pfenesen do jiné zkumavky, kde byl smichan

s hypertonickym lyza¢nim roztokem o 1,5-nasobku objemu piivodni bunééné pelety
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(150 pl roztoku pro bunéénou peletu 100 ul) a DTT do vysledné koncentrace
0,65 mM. Tak vznikl cytoplazmaticky lyzat.

» Peleta, obsahujici pfevazné bunécéna jadra, byla resuspendovana v hypertonickém
lyza¢nim roztoku o objemu 1,5-ndsobku ptivodni bunééné pelety, kratce sonikovana

a poté 30 min inkubovana na rota¢nim stojanku ve 4 °C.

» Tato suspenze byla centrifugovana a supernatant smichan s hypotonickym pufrem
o stejném objemu, ktery byl pouzit k lyzi bun€k (na 150 ul hypertonického roztoku
bylo pouzito 300 ul hypotonického). Takto byl pfipraven jaderny lyzat.

» Jaderny i cytoplazmaticky lyzat byly centrifugovany (13500 otacek/min, 4 °C,
10 min) a supernatanty byly pouzity ke imunoprecipitaci. Pfed vlastni imunoprecipi-
taci z nich jesté bylo odebrano po 25 pl, to bylo smichano s 25 pl 2x redukujiciho
vzorkového pufru a inkubovano 10 min v 95 °C. Tyto vzorky byly nasledné pouZity
v SDS-PAGE spole¢né se vzorky po imunoprecipitacich jako tzv. ,,input” neboli

vsadka.

IX. 1. 2. Detergentova lyze

Potrebné chemikalie:

e lyzaéni roztok: 50 mM HEPES pH 7,5, 250 mM NaCl, 0,5% Nonidet P40, 2% glycerol,
proteazové inhibitory EDTA-free Complete (Roche)

« 10%DTT (0,65 M)

e 2x redukujici vzorkovy pufr (viz oddil VI. 1.)

Postup pro bunky na 10cm miskach:

» Misky byly omyty PBS, buiky sklizeny pomoci Skrabky a centrifugovany
(1500 otacek/min, 4 °C, 5 min). Bunécné pelety byly resuspendovany ve trojnasob-
ném objemu lyza¢niho roztoku (300 pl lyza¢niho roztoku na peletu o objemu
100 pl), kratce sonikovany a poté 20 min inkubovany ve 4 °C na rota¢nim stojanku.

» Po této inkubaci byly suspenze centrifugovany (13500 otacek/min, 4 °C, 10 min)
a supernatanty zfedény deionizovanou vodou o objemu 1,5-nasobku plivodni bunéc-
né pelety (150 pl vody u pelety o objemu 100 pl, tj. lyza¢niho roztoku o objemu
300 pl). Ktémto smésim byl nasledné pitidan DTT do vysledné koncentrace
0,65 mM a smési byly centrifugovany (13500 otacek/min, 4 °C, 10 min).

» Supernatanty byly pouzity ke imunoprecipitaci. Pfed vlastni imunoprecipitaci z nich

bylo odebréano po 25 pul, to bylo smichdno s 25 pl 2x redukujiciho vzorkového pufru
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a inkubovdno 10 min v 95 °C. Tyto vzorky byly nasledné pouzity v SDS-PAGE

spole¢né se vzorky po imunoprecipitacich jako tzv. ,,input* neboli vsadka.

IX. 1. 3. Gelova filtrace

Podstatou gelové filtrace proteinového lyzatu je pruchod lyzatu skrze kolonu obsahujici
polymer, ktery vytvaii vldkna ¢i dutinky. Zatimco velké proteinové komplexy se
do téchto dutinek nedostanou, malé komplexy a proteiny jsou jimi zadrzovany a zpoma-
lovany. Velké komplexy tak kolonu opusti diive, coz umoziuje izolovat proteinové

komplexy podle velikosti.

Potrebné pomiicky a chemikalie:

e hypotonicky lyza¢ni roztok: 10 mM HEPES pH 7.5, 1,5 mM MgCl,, 10 mM KCI, 0,65 mM DTT

e hypertonicky lyza¢ni roztok: 20 mM HEPES pH 7.5, 1,5 mM MgCl,, 420 mM NacCl, 0,2 mM
EDTA pH 8,0, 25% glycerol, 0,65 mM DTT

o zahusStovaci kolonka AmiCon Ultra-4 (Millipore) s propustnosti pro ¢astice mensi nez 30 kDa

o zahuStovaci kolonka AmiCon Ultra-0.5 (Millipore) s propustnosti pro ¢astice mensi nez 30 kDa

e  kolona Superose 6 Column (GE Healthcare)

«  zafizeni pro kapalinovou chromatografii (FPLC) AKTA (GE Healthcare)

e 2x redukujici vzorkovy pufr (viz oddil VI. 1.)

Postup:

» Bunky HEK293T péstované na dvaceti 15cm kultiva¢nich miskach byly omyty
PBS a sklizeny pomoci Skrabky. Nasledné¢ z nich byl nativni lyzi pfipraven jaderny
lyzat (viz oddil IX. 1. 1.) s objemem lyzacnich roztokl odpovidajicim vétSimu ob-
jemu bunécné pelety.

» Jaderny lyzat byl koncentrovan pomoci centrifugace v zahustovaci kolonce Ami-
Con Ultra-4 na objem 1,5 ml a nasledné¢ pomoci FPLC frakcionovan v kolong& Su-
perose 6, ktera byla predtim ekvilibrovana pomoci omyvaciho pufru ke imunopre-
cipitaci po nativni lyzi (viz oddil IX. 2.). Prutok v koloné¢ byl nastaven
na 0,25 ml/min, frakce byly jimany po 500 pl a vzhledem k objemu zahu$téného
lyzatu byla tato frakcionace provedena tfikrat (shodné frakce byly smichdny, a mély
tak vysledny objem 1,5 ml).

» 1/3 objemu ziskanych frakci byla odebrana stranou a zahusténa v kolonkach Ami-
con Ultra-0.5 na objem 15 pl. Tyto frakce byly nasledné smichany s 15 pl 2x redu-
kujiciho vzorkového pufru, 10 min inkuboviany v 95 °C a poté pouzity

k SDS-PAGE a naslednému Western blottingu.
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» Smichanim zbylého objemu (2/3) frakci byly pfipraveny smési k imunoprecipitaci.

Smeés I obsahovala frakce 2. — 6., smes II. frakce 7. — 11. a smé&s III frakce 12. — 16.
Tyto smési byly koncentrovany centrifugaci v zahustovaci kolonce Amicon Ultra-4
na objem 400 ul a nasledné byly pouzity k imunoprecipitaci (viz oddil IX. 2.).
Ptedtim z nich bylo odebrano po 25 pl, to bylo smichdno s 25 pl 2x redukujiciho
vzorkového pufru a inkubovano 10 min v 95 °C. Tyto vzorky byly nasledné pouzity
v SDS-PAGE spolecné se vzorky po imunoprecipitacich a vzorky pfipravenymi za-

husténim 1/3 objemu frakci po gelové filtraci.

IX. 2. Vlastni imunoprecipitace

Potrebné chemikalie:

o agar6zové kuli¢ky Protein A/G PLUS-Agarose (Santa Cruz Biotechnology)

e protilatky (anti-AFP, Daxx02 a Daxx03 u imunoprecipitaci endogennich proteind, anti-FLAG

a anti-Myc u imunoprecipitaci nadprodukovanych proteinti)
e omyvaci roztok:
- unativni lyze smés hypotonického a hypertonického lyzac¢niho roztoku v poméru 2:1

- udetergentové lyze smés lyza¢niho roztoku a vody v poméru 2:1 a s pfidavkem DTT do vy-

sledné koncentrace 0,65 mM

e 2x redukujici vzorkovy pufr (viz oddil VI. 1.)

Postup:

>

Na jednu imunoprecipitacni reakci bylo pouzito nejméne 300 pl bunééného lyzatu,
5 ng protilatky a 50 pl smési agardézovych kulicek (pfed pouzitim byly omyty omy-
vacim pufrem).

Nejprve byly smichany lyzaty s protilatkami a inkubovéany pies noc ve 4 °C na ro-
tacnim stojanku.

Po této noc¢ni inkubaci byly lyzaty s protilatkami centrifugovany (13500 otacek/min,
4 °C, 10 min) a supernatanty smichany s agar6zovymi kulickami, s nimiZ byly poté
inkubovany 90 min ve 4 °C na rotacnim stojanku.

Nasledné byly vzorky ponechany na ledé, dokud se kulicky neusadily. Supernatanty
byly odsaty a kulicky pétkrat omyty 500 pl omyvaciho roztoku tak, Ze byly resu-
spendovany v omyvacim roztoku, 10 min inkubovény na rotacnim stojanku a poté
centrifugovany (2000 otacek/min, 4 °C, 5 min).

Omyté kulicky byly resuspendovany ve 30 pl 2x redukujiciho vzorkového pufru

a poté 10 min inkubovany v 95 °C. Tim se uvolnily navazané proteinové komplexy.
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» Nakonec byly kulicky odstranény pies $picky s filtrem (obdobné, jako je to popsano
v oddile VIIL.) a uvolnéné proteinové komplexy analyzovany pomoci SDS-PAGE
a Western blottingu spolecné s kontrolnimi vzorky, které obsahovaly lyzaty

pied imunoprecipitaci.

X.

Celogenomova analyza zmén genové exprese (DNA-Cip, microarray)

DNA-Cip je metoda, kterd umoznuje stanovit relativni koncentraci zna¢ného mnozstvi
ruznych molekul DNA ve vzorku zaroven. Zakladem je desticka, na niZ jsou naneseny
tisice az desitky tisic riiznych specifickych molekul DNA. Na ty se vazi fluorescencné
znaCené komplementarni molekuly DNA ze vzorku. Mnozstvi navézanych molekul
DNA je skenovano pomoci laseru, ktery excituje fluorescencni barvivo. Metodu je
mozné pouzit napiiklad ke stanoveni exprese znacného mnozstvi gent zaroven (nckdy
az celogenomové exprese). [Izolovana mRNA je v tomto piipad¢ reverzné transkribova-
na do cDNA, a pfi tomto procesu je také fluorescenné oznacena. Pripravena cDNA je

nasledn¢ hybridizovéana s komplementarnimi molekulami DNA na desticce.

Potrebné pomiicky a chemikalie:

e souprava pro izolaci RNA z buné¢k RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen)
e souprava Human HT-12 v4 Expression BeadChip Kit (Illumina)

Postup:

» Z bunek péstovanych na 6-jamkové desticce byla pomoci soupravy RNeasy izolova-
na celkovd RNA.

» Kouvalita a integrita izolované RNA byly nasledné ovéteny pomoci kapilarni elektro-
forézy v Servisni laboratofi funkéni genomiky a bioinformatiky Ustavu molekularni
genetiky Akademie véd Ceské republiky (déle genomicka servisni laboratof).

» Z celkové RNA byla poté v genomické servisni laboratofi purifikovana RNA obsa-
hujici polyA, a ta nasledn€ pouzita k celogenomové analyze genové exprese pomoci
soupravy HT-12.

» Nasledné vyhodnoceni genové exprese bylo provedeno pracovniky genomické ser-

visni laboratofe.
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XI.

Stanoveni relativni genové exprese s pouZitim qRT-PCR

Kvantitativni polymerdzova fetézova reakce v redlném case (QRT-PCR) slouzi ke sta-

noveni relativni koncentrace vybranych usekit DNA v rtiznych vzorcich. Jeji podstatou

je méfeni postupného narustu koncentrace DNA béhem PCR (napiiklad pomoci vazby

fluorescen¢niho barviva SYBR Green), z ¢ehoz lze spocitat relativni koncentraci. Takto

1ze napftiklad stanovit relativni expresi vybranych gentli. Z bunék je nejprve izolovéana

RNA, nésledné reverzn¢ transkribovana do DNA, a ta je pouzita ke qRT-PCR.

Potrebné pomiicky a chemikalie:

e souprava pro izolaci RNA z bunék RNeasy Plus Mini Kit (QIAGEN)

o reverzni transkriptdza RevertAid a jeji pufr, inhibitor RNaz RiboLock, 10 mM smés deoxyribo-

nukleotidtrifosfatd (ANTP), smés nahodnych hexamert (vSe Fermentas)
e smés na qRT-PCR LightCycler 480 SYBR Green I Master (Roche)
e priméry pro qRT-PCR (jejich seznam je uveden v tab. 3)
e cyklér pro qRT-PCR LightCycler 480 (Roche)

Postup:

>

Buniky péstované na 12-jamkové desticce byly omyty PBS a nasledné z nich byla
izolovana RNA pomoci soupravy RNeasy.
Ptipravend RNA byla rozpusténa ve 30 pl vody, poté byla spektrofotometricky
na ptistroji NanoDrop-1000 (Thermo Scientific) stanovena jeji koncentrace a vzor-
ky byly podle potfeby zfedény tak, aby mély stejnou koncentraci RNA.
0,5 — 1 pg izolované RNA byl pouzit k reverzni transkripci pomoci reverzni tran-
skriptazy RevertAid. Pii ni byl dodrzen postup doporuc¢eny vyrobcem.
Takto ptipravena DNA byla analyzovana pomoci qRT-PCR. Kazda reakéni smés
obsahujici ptislusnou cDNA a dvojici priméri byla namichana ve tfech kopiich
(tzv. technické trojice / ,,triplikaty*).
Vypocet relativni koncentrace mRNA vychézel z [310]. K tomu byl pouzit nasledu-
jici vzorec:

relativni koncentrace mRNA = 2C¢p (kontrola)— Cp (vzorek)
Vysledné hodnoty byly normalizovany pomoci relativnich koncentraci tzv. ,,house-
keeping®“ geni (GAPDH, SDH, RPL37A, B-actin) tak, Ze byl u ptislusného vzorku

vypocitan prameér téchto relativnich koncentraci, a timto primérem byla poté vyde-
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lena relativni koncentrace mRNA vybraného genu. Vysledna relativni koncentrace
mRNA byla spocitana jako primér normalizovanych vysledkii v jedné trojici.

Z kazdé trojice byly téz vypocitany smerodatné odchylky.

XII.

Imunocytochemie

Potrebné pomiicky a chemikalie:

e podlozni a kryci sklicka (KnittelGlass)

o fixacni roztok: 3% paraformaldehyd v PBS

e  permeabilizaéni roztok: 0,5% Triton X-100 v PBS

e blokovaci roztok: 10% lidské sérum (Sigma Aldrich)

e primarni protilatky v PBS (fedény dle doporuceni vyrobce; primarni protilatky pfipravené
v autorove laboratofi byly fedény na koncentraci 5 pg/ml)

o sekundarni protilatky v PBS (konjugované s fluorescenénim barvivem, fedény 1:500)

e 1,25 uM DAPI v PBS

e roztok ProLong Gold Antifade Reagent (Invitrogen)

e bezbarvy lak na nehty

e  konfokalni mikroskop Leica TCS SP5

Postup:

» Kryci sklicka byla umisténa na dno jamek 24-jamkové kultiva¢ni desticky a 5 min
sterilizovana 96% etanolem. Po sterilizaci byl etanol odsat, jamky se sklicky omyty
PBS a poté¢ do nich byly nasazeny buinky. Ty byly nasledné transfektovany,
transdukovany ¢i inkubovéany ve vybranych chemikaliich.

» Pripravené bunky byly pifimo v jamkach kultivacni desticky nejprve 10 — 20 min
fixovany ve 250 pl fixa¢niho roztoku, pot¢ 10 — 20 min permeabilizovany
ve 250 ul permeabilizaéniho roztoku a nakonec 20 min — 1 hod. blokovény
ve 250 pl blokovaciho roztoku. Pted fixaci, permeabilizaci, blokovanim a po blo-
kovani byly buiiky 2x omyty 1 ml PBS.

» Nasledné byly bunky inkubovany 1 hod. ve 250 pl primarni protilatky, 1 hod.
ve 250 pl sekundarni protilatky a 5 min ve 250 ul DAPIL. Po kazdé této inkubaci by-
ly opét 2x omyty 1 ml PBS.

» Na podlozni sklicka byly naneseny kapky (5 pl) roztoku ProLong Gold a na tyto
kapky byla poloZena sklicka s bunikami (strana s buiikami na kapku). Okraje kry-
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cich sklicek byly zamdznuty bezbarvym lakem na nehty a sklicka ponechana

v temnu, dokud nezaschla.

» Pripravené vzorky byly analyzovany pomoci konfokalni mikroskopie.
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Nazev Nazev
oligonukleotidu SelRTmE0 oligonukleotidu Selsemss
Brg1_gRT_fwd GTATGGGAGGGCCCAACA IFIH1_qRT fwd IAGGCACCATGGGAAGTGAT
IBra1_gRT rev ATTCGCCATGGGTCCTTC IFIH1_qRT rev GGTAAGGCCTGAGCTGGAG
Daxx_gRT_fivd GCCTGGTACTTGCAAGACAA ||ﬁT1_qRT_fwd IAGAACCGGCTGCCTAATTTACAG
Daxx_gRT_rev ATTCTGGAGGCAGGGAGAAG ||IFIT1_qRT_rev GCTCCAGACTATCCTTGACCTG
beta-actin_qRT fwd JGGCATCCTCACCCTGAAGTA ||IFIT2_qRT_fwd TCGTGGCAGAAGAGGAAGAT
beta-actin qRT rev JAGGTGTGGTGCCAGATTTTC ||ET2 qRT rev GTAGGCTGCTCTCCAAGGAA
IGAPDH gRT fwd CACCACACTGAATCTCCCCT IFIT3 gqRT fwd CAGAACTGCAGGGAAACAGC
[GAPDH_QRT_rev CCCCTCTTCAAGGGGTCTAC ||ﬂ3_qRT_rev GCATTTCAGCTGTGGAAGSG
F?PLGTA_qRT_fwd AGGAACCACAGTGCCAGATCC IL1RL1_gRT_fwd TTGTCCTACCATTGACCTCTACAA
RPL37A_qRT _rev ATTGAAATCAGCCAGCACGC IL1RL1_gRT rev GATCCTTGAAGAGCCTGACAA
I§DH_qRT_fwd AGATTGGCACCTAGTGGCTG ||ﬁFT_qRT_fwd AGCTGTGCTGGCGAGAAG
IsDH_qRT rev ACAAAGGTAAGTGCCACGCT [irRF7_qRT rev CATGTGTGTGTGCCAGGAA
JABCA1_qRT_fwd TCGACATGGTGAAAAACCAG ||IRS1_qRT_fwd TATGCCAGCATCAGTTTCCA
JABCA1_qRT rev AATGGTGACACAAAGCGATTC ||IRS1_qRT_reV TTTGCTGAGGTCATTTAGGTCTT
JABLIM2_qRT_fwd TGGAAGCTTGGACCAGGATA ||ISG20_qRT_fwd CACCCCTCAGCACATGGT
JABLIM2_gRT _rev GTGTCTGCATCCCCCTTG ||ISGZ()_qRT_reV TGGAAGTCGTGCTTCAGGT
JACSS1_gRT_fwd CCCAGTTTATCCCAATGCTG ||ITPKA_qRT_fwd CTGCTGAGCGACAGTGAGAG
JACSS1_qRT _rev GGGCGCCATAGAACTGATT | ITPKA_gRT rev TCTGCCAGTGGTTTTTCTGAC
JALDH1A3_gRT fwd JAACCCCTGCATCGTGTGT KITLG_gRT_fwd GCGCTGCCTTTCCTTATG
JALDH1A3_gRT rev JTGGTTGAAGAACACTCCCTGA KITLG_gRT_rev CCTTCAGTTTTGACGAGAGGA
JASK1_gRT fwd CACGTGATGACTTAAAATGCTTG ||m’G_qRT_fwd CCCTTTATGGCACTAATGCAG
JASK1_qRT_rev AGTCAATGATAGCCTTCCACAGT LIPG_qRT_rev GCTCGATCCGCTCCACTAT
BMF_gRT_fwd AGTTCCACCGGCTTCATGT ||Wi_qRT_fwd CAGCTAAGAGCCAATTTCTCAAG
|BMF_qRT_re\r TCTTCTCCATTCAAAGCAAGG IMCM6_qRT_rev GGACGCTTTACCACTGGTGT
[C10rf97_qgRT_fwd GTCACCTTTCCAAGAGGGACT ||EIS1_qRT_de GCATGAATATGGGCATGGA
[C10rf97 gRT rev AAACGCTGAGCTTGGAAATC ||MEIS1 qRT rev CATACTCCCCTGGCATACTTTG
[CALLA_qRT fwd GCGAAGCTTGACCGAGAG MEKK4 _gRT fwd GCCTTGAGAGTGACCCAAAG
[CALLA _gRT rev TGCCCATCACCTAAAATCGT MEKK4 _gRT rev GCTTCATTCTTCATCTGTGCAA
IcenD2 gqRT fwd GGACATCCAACCCTACATGC MELK _qRT fwd CAGGTGTCATTAGCCCTGAGA
[CCND2 _gRT rev CGCACTTCTGTTCCTCACAG |MELK RT rev TGGCTCCCTTTCTTTTIGG
[CCNE1_qRT_fwd GGCCAAAATCGACAGGAC MLLT11_gRT fwd JAACACGCCAGTAATTGATTGATAA
ICCNE1 _qRT rev GGG TCTGCACAGACTGCAT ||MLLT11 qRT rev IAGCTCCGACAGATCCAGTTC
[CCNF_qgRT fwd GGECAACCTGAAGCTCTTTGA MIVIP1_qRT_fwd TGGATCCAGGTTATCCCAAA
[CCNF _gRT rev GTAGGCTATGCCCAGCTTCA MMIP1 _qRT rev IAACTTTGTGGCCAATTCCAG
[CD44 qRT fwd AAGGTGGAGCAAACACAACC MMP7 qRT fwd CTTTCCCAGGATGATATTAAAGGCA
[CD44 _(RT rev TGGAATTTGGGETCTCCTTA ||MP7 RT rev TGAATGGATGTTCTGCCTGAAG
ICDC20_gRT _fwd CATTCGCATCTGGAATGTGT MSH3_gRT_fwd CTTGTCCGAGCAAACAGAGG
[CDC20 _gRT rev GAGACCAGAGGATGGAGCAC IIMSH3 qRT rev TCGACTCGAATTCTGTCATCC
CRYAB_gRT fwd GATGTGATTGAGGTGCATGEE |_NQO1 gRT_fwd CAGCTCACCGAGAGCCTAGT
[CRYAB _gRT rev GTGGAACTCCCTGGAGATGA NQO1 qRT rev GAGTGAGCCAGTACGATCAGTG
ICSF1 fwd AGCAGGAGTATCACCGAGGA (OPN3 gRT fwd CCTCCTTTGTGCTTTTCTTATTTC
ICSF1 _rev TAATTTGGCACGAGGTCTCC OPN3 gRT rev TCTTCCACACAACGAAGCAT
ICST6_qRT_fwd GGGCAGCAACAGCATCTACT PRODH_qRT_fwd IAGACCCTGGGAGTGTCTGG
ICST6_qRT rev CCATCTCCATCGTCAGGAAG IIPRODH qRT rev CTTGGACAGCTTGGTCCTG

CXCL10_gRT fwd

GAAAGCAGTTAGCAAGGAAAGGT

TACCATGAAGGTCTCCGCGGCA

ICXCL10_gRT_rev

GACATATACTCCATGTAGGGAAGTGA

|_RANTES dRT_fwd
RANTES_qRT_rev

IAAAGCAGCAGGGTGTGGTGTCC

[CYP4B1_qRT_fwd ACGTTGGCTAAGGCTATGGA S100A2_qRT_fwd GGGGCCCACATATAAATCCT
[CYP4B1_qRT_rev GCCCAGGACACCACTTTG S100A2_qRT_rev CAGAGAACTGCACATCATGGA
JETNK2_gRT_fwd GCTATGAGTACATGCAGGGTGT S100A3_qRT_fwd TCTGGTTCAGGTTCCTGACTG
JETNK2_gRT rev TGCCATTTCTAAGGCGATTAAC S100A3_qRT _rev TGGAAGGTGCACACGATG

FABP5_qRT fwd GCAGACCCCTCTCTGCAC SCEL_qRT fwd TGAAACCTTCAGCTCTTAGAAACA
FABP5 gRT rev TCGCAAAGCTATTCCCACTC SCEL_gRT rev TTCCATTCTTGTTTTCAGACACAT
FBX032 gRT fwd _ |GCAGCAGCTGAAGAACATTC SDC1_gRT fwd [AGGATGGAGGTCCTTICTGC
FBX032 gRT rev  |CACAAAGGCAGGTCAGTGAA SDC1_qRT rev CCGAGGTTTCAAAGGTGAAGT
FGFBP1_gRT fwd _ |ACTGGATCCGTGTGCTCAG SERPINB7 gRT_fwd |[GCCATTTCAAATCTCCCAAG
FGFBP1_qRT rev  |GAGCAGGGTGAGGCTACAGA SERPINB7 qRT rev |CAAATTGAACTTCCGTTCCTG
FOS_gRT fwd CTACCACTCACCCGCAGACT SFN_gRT_fwd GACACAGAGTCCGGCATTG
FOS_gRT rev AGGTCCGTGCAGAAGTCCT SFN_gRT rev ATGGCTCTGGGGACACAC
FOX03_qRT fwd CTTCAAGGATAAGGGCGACA [[SNCAIP_qRT fwd  JACATTGCCCTTGACCTCAGT
FOX03_gRT rev CGACTATGCAGTGACAGGTTG [[SNCAIP_gRT rev JCATTTTTCTATTGATGTCATTATGCTG
FU_oRT fwd CAAGGGGTGACCTTTGACC llsox15_qRT fwd  JAAGTTCCTCGGCAACGACT

FU oRT rev GGTGGAGTCAACCGAACCT llsox15_qrT rev GAAGCGTCGATCCTGAAAAT
GHR_fwd CGTTCACCTGAGCGAGAGA l[SPARC_gRT fwd  |GTACATCGCCCTGGATGAGT

GHR _rev TGAGTCCATTCTTGAGTGTTCC llSPARC_qRT rev [CGATATCCTTCTGCTTGATGC
HVIGAT qRT fwd | GGAAAAGGACGGCACTGAG [[SPINK6_gRT fwd  |GTGCCTTCTGTAAGGCCATAGT
HVGA1 gRT rev CTTCGCTGGGCTCCTTCT llSPINK6_gRT rev JTTTTCCAGGATGCTTTAGGC
HSB-1_gRT fwd GGTGGGAGGGACAGATCA STAT1_gRT fwd __ |TGAGTTIGATTTCTGTGTCTGAAGTT
HSB-1_qRT rev TGTTGGTGAGAGGGTCTTITCTT STAT1_qRT rev [ACACCTCGTCAAACTCCTCAG
|IFi6_gRT fwd CCTGCTGCTCTTICACTIGC [Transgelin_gRT fwd |AAGAATGATGGGCACTACCG
IFi6_gRT rev CCGAGCACTTTTTCTTACCTG Transgelin_gRT rev |JACTGATGATCTGCCGAGGTC
[IFi27_qrRT fwa CCAAGCTTAAGACGGTGAGG TRIP13_qRT fwd __ |GCTCATGCGCTGTATGTCE
IEZ?_qRT_rev CCGTGGCCTAGAGAGTAAGAGA TRIP13_gRT rev  |GTCCACTGCCAGAGACAGG
IFI35_gRT fwd GACCCGAGACCCATGTCA TUBA1B_qRT fwd |TTACCTCGAGTCTTAGCTTGTCG
JIF135_qRT rev CCCACAGCCTCATCTTGAGT TUBA1B_qRT rev |GGATGGAGATGCACTCACG
|IFi44_gRT fwd GTGAGCCTGTGAGGTCCAA ZBTB16_gRT fwd _ |GCACAGTTTTCGAAGGAGGA
IFld4_qRT rev TCCTTTACAGGGTCCAGCTC ZBETB16 gRT rev JCAGAAGACGGCCATGTCA

JIFI44L_qRT fwd

TGACACTATGGGGCTAGATGG

JIFl4aL gRT rev

TTGGTTTACGGGAATTAAACTGA

Tab. 3 — Seznam oligonukleotidi (priméri) pouZitych ke qRT-PCR

V seznamu jsou uvedeny dvojice primért, které byly pouzity ke zjisténi relativni miry exprese pomoci
gRT-PCR. Prvni ¢ast nazvu oligonukleotidu znaci nazev ptislusného genu, ,,fwd* je ,,forward®, ,rev

je ,reverse®.
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Vysledky

L.
Multifunk¢ni adaptérovy protein Daxx interaguje s ATPazou remode-

lujici chromatin Brgl

I. 1. Vyhledani novych potencidlnich interakénich partnerua proteinu Daxx

v kvasinkovém dvojhybridnim systému

K nalezeni novych interak¢nich partneri proteinu Daxx, jez by mohly pomoci k lepSimu
porozuméni jeho funkce, byl pouzit kvasinkovy dvojhybridni systém (Y2H). V ném
coby ,,navnada“ poslouzila ¢ast lidského proteinu Daxx, kterd obsahovala jeho prvnich
595 aminokyselin (kompletni Daxx ma aminokyselin 740). Pouzity fragment tak po-
stradal C-koncovy usek, obsahujici oblast bohatou na aminokyseliny serin, prolin
a treonin a SUMO-vazebny motiv [11]. V této ¢asti byla lokalizovana vétSina interakci
proteinu Daxx s dalSimi proteiny, které byly zndmy v dobé provedeni vyhledavéani
za pomoci Y2H, a zamérem proto bylo tyto jiz znamé interakce vyloudit. Analyza pro-
vedena na zaklad¢ sekvenci dostupnych v databazi NCBI Protein navic naznacila, ze je
fragment pouzity v Y2H evolu¢né konzervovanéjsi nez C-konec proteinu Daxx (neni
ukézéano), jak pozdéji potvrdila i studie Escobara-Cabrery a kol., ktefi tuto oblast protei-

nu Daxx strukturné charakterizovali [8].

V Y2H (viz Metodika, oddil V.) bylo nasledn¢ identifikovano celkem 24 potencional-
nich interak¢nich partnerti proteinu Daxx (jejich seznam je uveden v tab. 4). VétSinou se
jedné o proteiny jaderné a znacna Cast z nich je asociovana s chromatinem. Mezi témito
nalezenymi potencionalnimi interakénimi partnery proteinu Daxx byly i ATPaza remo-
delujici chromatin ATRX a protein asociovany s DNA-metyltransferazou 1 DMAPI.
Interakce proteinu Daxx s témito proteiny byla popsana jiz diive [207, 247] (viz téz
Uvod, oddily I1I. 5. 2. a III. 6.), coZ naznacuje, Ze i ostatni identifikované potencionalni

interakce s proteinem Daxx mohou byt relevantni.

I. 2. Vybér proteini k dalSim analyzam
Z potencialnich interakénich partnerti proteinu Daxx, které jsou uvedeny v tab. 4, bylo
k dalS$im analyzam vybrano 7 protein. Vybér byl ucinén na zakladé tehdejsiho stavu

poznani, s ohledem na ptfedpokladanou funkci proteinu Daxx a vychazel také z analyz



Vysledky 96

Protein Funkce ID Pocet klont
ABRA1/CCDCY8 podjednotka komplexu BRCA1-A, podili se na opravé dvojretézcovych 84142 3
zlomu v DNA
ATRX ATPaza remodelujici chromatin, potencionalni nadorovy supresor 546 2
BAP1 ubikvitin-hydrolaza asociovana s BRCA1, potencionalni nadorovy 8314 1
I supresor
|BCA82/DAM1 amplifikovan u prsnich nadoru, inhibitor transkripéniho faktoru p53 10286 1
|BRG1 ATPaza remodelujici chromatin, potencionalni nadorovy supresor 6597 3
|DNIAP1 protein asociovany s DNA-metyltransferazou, podili se na regulaci 55929 1
struktury chromatinu éi opravach poskozené DNA
|DNAJC1 4/LIP6/DRIP78 chaperon asociovany s endoplazmatickym retikulem, v némz reguluje 85406 1
zadrZovani dopaminového receptoru D1
podjednotka komplexu EIF2B, ktery funguje jako faktor vyménujici GTP
|E|FZB5 u transla¢niho iniciacniho faktoru EIF2 i 1
|FE22 sou¢ast dlouhych vybézki neuronu 9637 2
podjednotka komplexu HAUS (augmin), podilejicim se v uspofadavani
|HAUSB mitotického vieténka 93323 !
|HNRNPC ribonukleoprotein, ktery se podili na Upravach nové syntetizované mRNA 3183 1
|NDUFBS podjednotka subkomplexu 9 NADH-dehydrogenazy-B 4715 2
|NOB1/ART4 protein, ktery se podili na Upravach nové syntetizované rRNA 28987 1
IRPLP1 ribozémova podjednotka 6176 2
SAP30 podjednotka korepresorového komplexu mSin3A 88189 1
SNFS/EAP30 podjednotka komplexu ESCRT-II, ktery se podili na vezikularnim transportu, 11267 0
rovnéz asociuje s proteinem ELL, elongaénim faktorem RNA-polymerazy Il
SNX30 clen'pr'c'JtP:m'ove rodl'ny:Sorfmg Nexin , funkce neni pfili§ popsana (Ucastni se 401548 2
napf. tfidéni endozému)
TPR vlaknity protein, soucast "kose" jaderného péru, podili se mj. i na regulaci 7175 1
struktury chromatinu a kontrolniho bodu uspofadani mitotického vieténka
regulator pfechodu z metafaze do anafaze béhem mitézy, lokalizovén do
TRAF4AF1/SKAP Sblastl Kinatochori 90417 1
IU BA1 enzym aktivujici ubikvitin (E1) 7317 4
|UBE2$ t;’:;tzéyzr\; konjugujici ubikvitin (E2), ubikvitinyluje napf. APC béhem dokon&eni 27338 1
UBN1 slozka komplexu HIRA/ASF1, ktery se funguje jako histonovy chaperon 29855 1
histonu 3.3
I protein u¢astnici se regulace transkripce (vaze mj. transkripéni faktory
EAlARET NF-kB ¢i estrogenovy receptor) s z
VWDR74 protein asociovany s jadérkem, neznama funkce 54663 1
Tab. 4 — Seznam potencionalnich interakénich partneri proteinu Daxx
V seznamu jsou uvedeny vsechny proteiny, které¢ byly v Y2H nalezeny jako potencionalni interakéni
partnefi proteinu Daxx. ,,ID* znamena identifika¢ni ¢islo v databazi NCBI Gene. V poslednim sloupci
je uveden pocet kvasinkovych klont, které pii vyhledani interakénich partnert v Y2H obsahoval
J p Y pr1 vy p y
prislusny gen. Modfe jsou zvyraznény proteiny, u nichz byla jiz interakce s proteinem Daxx popsana,
tuéné proteiny vybrané k dalsi analyze.

provedenych v Y2H. Pokud pii kontrolnim parovani kvasinek (viz Metodika, oddil V.)
narostlo vyrazné mén¢ kolonii, mohlo to znamenat, Ze nalezena potencionalni interakce
s proteinem Daxx byla pouhou falesnou pozitivitou. Takovéto proteiny byly tedy

z naslednych analyz vylouceny.
K dal$im analyzam byly vybrany niZe uvedené proteiny:

» Abral (4braxas): Podjednotka komplexu BRCA1-A, ktery je dulezity pro opravy

dvojtetézcovych zlomit v DNA [311]. V tomto komplexu se podili na navedeni pro-



Vysledky 97

teinu BRCA1 do mista poSkozeni [312-314]. Nové popsand interakce proteinil
Abral a Daxx by tedy mohla rozsifit spektrum funkci proteinu Daxx také na opravy
DNA. Tomu by nasvédcoval i fakt, ze je Daxx fosforylovan kinazou ATM, ktera je
rovnéZ aktivovana poskozenim DNA [114] (viz téz Uvod, oddil 1I. 5. 3.).

» BAP1 (BRCAl-associated protein 1): Ubikvitin-hydrolaza, ktera interaguje s pro-
teinem BRCAT a ptisobi jako nadorovy supresor, dulezity pro opravy dvojietézco-
vych zloma v DNA [315-317]. Dale se BAP1 podili na regulaci bunééného cyklu,
nebot’ asociuje s transkripénim kofaktorem HCF1 a inhibuje ho, ¢imz potlacuje
piechod z faze G1 do S [318-320]. BAP1 tedy ptedstavuje dalsi protein spojeny
s opravami DNA, ktery byl nalezen v Y2H jako potenciondlni interakéni partner
proteinu Daxx. Navic by se jednalo jiz o druhou ubikvitin-hydrolazu (vedle protei-

nu Hausp, viz Uvod, zejména oddil II. 5. 5.), ktera s proteinem Daxx interaguje.

» Brgl (Brahma-related gene 1): ATPaza remodelujici chromatin, kterd se ucastni
Sirokého spektra bunéénych pochodii souvisejicich s regulaci struktury chromatinu,
vcetné transkripce, oprav DNA ¢i replikace [205]. Podili se na regulaci exprese
mnoha gent, fizenych napft. jadernymi receptory, genti odpovédi na cytokiny, regu-
lujicich bunécnou diferenciaci (kupt. genti odpoveédi na signalni drahu Wnt ¢i ho-
meotickych gentl, ale téZ genil zodpovidajicich za pluripotenci zarode¢nych kme-
novych bunék), bunéény cyklus (regulovanych transkripénimi faktory p53 ¢i E2F
nebo korepresorem pRB) a mnoha dalSich [321-326]. Dulezitost proteinu Brgl pod-
trhuje 1 fakt, Ze mySi embrya, kterd jeho expresi postradaji, hynou jiz n€kolik dni
po implantaci do délohy [327]. Mimo to se Brgl ucastni i karcinogeneze (coby na-
dorovy supresor 1 protein, ktery je pro jeji postup nezbytny) [328]. U proteinu Daxx
by se zaroven jednalo o dal$i ATP4zu remodelujici chromatin (vedle ATRX), ktera

s nim interaguje.

» Fez2 (fasciculation and elongation protein zeta-2): Podili se na rastu axonll nervo-
vych bunék [329] a je také negativnim reguldtorem autofagie [330]. Jeho funkce
byla v dob€ vyberu v podstaté neznamé a strukturni analyza ukézala, Ze obsahuje
vyrazné helikalni motivy, podobné jako protein Daxx, u n€hoZz se podileji na inter-

akcich s dal§imi proteiny (viz Uvod, oddil I. 2.).
» SAP30 (Sin3-associated protein 30): Podjednotka korepresorového komplexu
mSin3A, obsahujiciho mj. 1 HDAC, s nimz se podili na inhibici nékterych genii

[331-333]. Komplex mSin3A se ucastni také regulace bunécného cyklu, nebot’ aso-
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ciuje s korepresorem pRb, ktery inhibuje expresi transkripénich faktord z rodiny
E2F [334]. SAP30 zajistuje vazbu komplexu obsahujiciho mSin3A a HDAC
k dal$im proteinim, DNA a histontim [333, 335, 336] a podili se i na antivirové od-
povedi [337, 338]. U proteinu Daxx by tak mohl dale rozsifit jeho znamé korepre-

sorové funkce.

» Ubnl (Ubinuclein-1): Soucast histonového chaperonového komplexu HIRA/ASF1,
u n¢hoz se podili na vazb¢ histonu-3.3 [339, 340]. Sice jiz bylo publikovéno,
ze komplexy histonovych chaperont pro histon 3.3 HIRA/ASF1 a Daxx/ATRX
maji zcela odlisné slozeni a zadna z identifikovanych podjednotek jednoho kom-
plexu neni soucasti komplexu druhého [260], nelze ovSem vyloucit, ze se jejich
funkce za n€kterych doposud neidentifikovanych podminek pieci jenom piekryvaji,

a Daxx a Ubnl spolu tudiz interaguji i funkcné.

» UXT: Protein produkovany prakticky ve vSech tkanich (odtud i jeho jméno ubiqui-
tously expressed transcript) [341]. Kromé¢ jiného se ucastni aktivace androgenniho
receptoru [342] a transkripcniho faktoru NF-«xB [343]. U obou téchto proteinti Daxx
pisobi jakozto korepresor (viz Uvod, oddil III. 5.). Dale bylo popsano, ze je UXT
soucasti centrozomu a jeho odstranéni pomoci RNAIi zpiisobi buné¢nou smrt [344].
Ta miiZze souviset i s tim, ze UXT inhibuje apoptézu zplisobenou aktivaci receptoru

smrti TNFR [345].

I. 3. Ovéieni interakce proteinu Daxx s vybranymi potenciondlnimi interakénimi
partnery

U vySe zminénych vybranych proteinii byly jejich kodujici tiseky pfeneseny do vektort
pro expresi v sav€ich buiikach (u Brgl se zpoc¢atku jednalo pouze o fragment ziskany
v Y2H, zahrnujici aminokyseliny 264-585, ktery byl nazvan ,.klon 3* podle oznaceni

kvasinkového klonu, z néhoz byl izolovén).

Takto pfipravené plazmidy byly pouzity k potvrzeni interakce vybranych proteint
s proteinem Daxx také v jinych systémech, nez je Y2H, ktery je sdm o sobé dosti umély
a vném nalezené potencionalni interakce nemuseji odpovidat skuteCnym poméram
existujicim v sav¢ich bunkéach. Vzhledem k tomu, Ze postup optimalizace bunécné lyze
a nasledné imunoprecipitace nebyl zpocatku ptili§ uspésny (neni ukézéano), byl nejprve
proveden tzv. ,,GST-pulldown®, zaloZeny na interakci proteinu s pfipojenou afinitni

kotvou ,,GST*, ktery je produkovan v baktériich, s proteiny pfipravenymi in vitro,
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jez obsahuji radioaktivni siru *°S (viz Metodika, oddil VIIL). GST-fiizni protein Daxx
nebo kontrolni protein (samotna afinitni kotva ,,GST*) byly v tomto systému inkubova-
ny s vyse uvedenymi vybranymi proteiny, znaGenymi sirou >°S. Nésledn4 analyza s vy-
uzitim autoradiografie ukazala, Ze tyto proteiny interagovaly piedev§im s GST-fuznim
proteinem Daxx a pouze minimalné s kontrolou (viz obr. 7a). Tato slabd interakce
s kontrolou mohla byt zplGsobena napf. nedostatenym omytim glutathion-se-
phar6zového nosi¢e s navdzanymi proteinovymi komplexy. Rozdily v interakci me-
zi kontrolou a GST-fiznim proteinem Daxx byly nicméné natolik vyrazné, ze byla
1 v tomto umélém systému dale potvrzena interakce proteinu Daxx s vybranymi protei-
ny.

Ani to vSak nemusi znamenat, ze spolu uvedené proteiny v sav¢ich buiikkach opravdu
interaguji. Protoze se posléze podafilo optimalizovat podminky transfekce, bunécné
Iyze a imunoprecipitace, byla pro dalsi potvrzeni interakci vybranych proteint s protei-
nem Daxx , tentokrate in vivo, pouzita lidské bunécnd linie HEK293T. Ta byla transfek-
tovana konstrukty pro expresi vybranych proteind spole¢né s konstruktem pro expresi
proteinu Daxx nebo kontrolnim vektorem a nasledné byla provedena imunoprecipitace
z jejich lyzat (viz Metodika, oddily IX. 1. 2. a IX. 2.). Pfi ni byla interakce proteinu
Daxx s vybranymi proteiny rovnéz detektovana (viz obr. 7b, sloupce 8 — 10 a 15 — 17
v porovnani se sloupci 11 — 14, aobr. 7c, sloupce 10 — 13 a 19 — 22 v porovnani
se sloupci 14 — 18). To naznacuje, Ze by mohla existovat také in vivo u endogennich

proteint.

I. 4. Analyza interakce proteinu Daxx s vybranymi proteiny na endogenni urovni

Po dalSim potvrzeni interakce proteinu Daxx s jeho vybranymi potencionalnimi partne-
ry in vitro pomoci ,,GST-pulldownu* a in vivo za pouZiti imunoprecipitace proteinli
nadprodukovanych v lidskych bunikach byla také ucinéna série pokust, jejichz cilem
bylo interakci prokazat rovnéz u proteinli, jez jsou v buiice produkovany ptirozené
(tzv. endogenn¢). Prokdzana interakce nadprodukovanych proteini totiz jeSté nemusi
znamenat, ze k ni dochdzi 1 v bunice za béznych, fyziologickych podminek. Nadprodu-
kované proteiny napi. nemuseji mit spravnou konformaci, poptipadé¢ se mohou vysky-

tovat v nespravnych bunéénych strukturach.
K imunoprecipitaci endogennich proteinit bylo vyzkouSeno nékolik postupli bunécné
lyze a nakonec se endogenni Daxx podatilo imunoprecipitovat s ATPazou remodelujici

chromatin Brgl (viz obr. 8). Tato jejich interakce na endogenni urovni byla ovéfena
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Obr. 7 — Daxx interaguje jak in vitro, tak in vivo s vybranymi potencionalnimi interakénimi
partnery nalezenymi v Y2H

(a) GST-fuzni protein Daxx FL nebo samotna afinitni kotva GST (kontrola) byly inkubovany s kuli¢-
kami Glutathion-Sepharose 4B a proteiny Ubnl, BAP1, UXT, Abral, Fez2 a Brgl ,klon #3 (region
zahrnujici aminokyseliny 264-585, ktery byl izolovan v Y2H), produkovanymi in vitro a zna¢enymi
»S. Proteinové komplexy navazané na kulicky byly analyzovany pomoci SDS-PAGE. GST
a GST-Daxx FL byly vizualizovany pomoci barviva Coomassie Brilliant Blue a proteiny obsahujici
S ¢ pouzitim autoradiografie. ,,Input” znamena vsadku reakce, ,.kDa* relativni molekulovou hmot-

nost v kilodaltonech. Vétsi mnozstvi prouzkii u GST-Daxx FL po inkubaci v Coomassie Brilliant Blue
je vysvétleno v textu.

(b) a (¢) Bunécnd linie HEK293T byla transfektovana kombinaci konstrukti pFLAG-CMV-Daxx FL,
nebo prazdného vektoru, spolecné s (b) pK-Myc-BAP1, -FEZ2, -Ubnl a prazdnym vektorem, nebo
(¢) -Abral, -SAP30, -Brgl ,klon #3%, pEGFP-UXT a prazdnym vektorem. Bunécné lyzaty, pfiprave-
né pomoci detergentové lyze, byly imunoprecipitovany bud’ pomoci protilatky proti epitopu Myc,
nebo epitopu FLAG. ,,Input” ¢i ,,WCL* (whole cell lysate) znamena vsadku imunoprecipitacni reakce,
»IB (immunoblotting) protilatku pouzitou pfi imunodetekci po Western blottingu (oaDaxx je smés
mysSich protilatek Daxx02 a 03), ,,IP“ je imunoprecipitace, ,,empty vect.” je prazdny vektor, ,,kDa* je
relativni molekulova hmotnost uvedena v kilodaltonech.
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Obr. 8 — Proteiny Daxx a Brgl spolu interaguji i na endogenni irovni

(a) Bunécna linie HEK293T byla lyzovana pomoci nativni lyze a jak jaderna, tak cytoplazmaticka
frakce byly pouzity k imunoprecipitaci bud’ s kontrolni protilatkou anti-AFP, nebo protilatkami pro-
ti proteinu Daxx (Daxx02, Daxx03).

(b) Bunééna linie MCF10a byla lyzovana pomoci nativni lyze a jaderna frakce byla nasledné pouzita
k imunoprecipitaci bud’ s kontrolni protilatkou anti-AFP, nebo s protilatkou proti proteinu Daxx
(Daxx03).

LHlnput® znamena vsadku imunoprecipitaéni reakce, ,IB“ (immunoblotting) protilatku pouzitou
pfi imunodetekei po ,,westen-blottingu® (aDaxx je smés mySich protilatek Daxx02 a 03), ,,IP* je imu-
noprecipitace, ,,nuc. fraction” jaderna frakce, ,,cyt. fraction* cytoplazmaticka frakce, ,.kDa“ je relativ-
ni molekulova hmotnost uvedena v kilodaltonech.

nejen u znaéné odvozené lidské bunécné linie HEK293T (viz obr. 8a), ale téz u linie
imortalizovanych lidskych primarnich epitelovych bunék MCF10a (viz obr. 8b) a n¢ko-
lika dalSich (neni ukdzano).

Pro ptipravu bunécného lyzatu se nejvice osvédcila metoda tzv. nativni lyze (viz Meto-
dika, oddil IX. 1. 1.), pfi niZ je pomoci hypotonického roztoku nejprve pfipraven lyzat
(frakce) obsahujici pouze cytoplazmatické proteiny a poté pomoci hypertonického roz-
toku lyzovana jadra. Tato metoda byla dale optimalizovéana tak, Ze byla bunécéna jadra
dezintegrovana pomoci sonikace, coz zvysilo vytézek jadernych proteint, a také tim,
ze byl do lyzac¢nich roztokl pfidan dithiothreitol, coz zvySovalo specificitu (neni ukéza-
no). Nativni lyze je ziejmé pro detekci interakce proteinii Daxx a Brgl nezbytnd, proto-
ze pokud byly buiiky lyzovany v roztocich obsahujicich detergenty, tato interakce pozo-
rovana nebyla (neni ukazano). Detergenty tedy moZna narusuji helikalni struktury pro-

teinu Daxx, a tim jeho asociaci s nékterymi proteiny potlacuji.

Navzdory dalSim optimalizacim se nicméné na endogenni urovni nepodafilo prokazat
interakci proteinu Daxx s ostatnimi vybranymi potencionalnimi interakénimi partnery

(neni ukazano). Proto byly jejich dalsi analyzy preruSeny. U né&kterych z téchto proteinti
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Obr. 9 — Daxx interaguje in vivo s proteinem Brgl a jemu pfibuznym proteinem Brm, nikoli
vSak s méné pribuznou ATPzou remodelujici chromatin SNF2H

Bunééna linie HEK293T byla transfektovana kombinaci konstrukti pMyc-CMV-Daxx FL, nebo
prazdného vektoru, spole¢né s pFLAG-CMV-Brgl, pXJ41-FLAG-Brm, pcDNA-FLAG-SMARCAS
nebo prazdnym vektorem. Bunécné lyzaty, pfipravené pomoci detergentové lyze, byly imunoprecipi-
tovany bud’ pomoci protilatky proti epitopu Myc, nebo epitopu FLAG. , Input” ¢i ,,WCL* (whole cell
lysate) znamend vsadku imunoprecipitacni reakce, ,IB*“ (immunoblotting) protilatku pouzitou
pfi imunodetekei po ,,westen-blottingu®, ,,IP“ je imunoprecipitace, ,,empty vect.“ je prazdny vektor,
,.kDa“ je relativni molekulova hmotnost uvedena v kilodaltonech.

byly sice jiz mezitim pfipraveny konstrukty napf. pro expresi jejich zkracenych variant
(fragmentil), jez by se daly vyuzit k identifikaci jejich ¢asti, které zprostiedkovavaji
interakci s proteinem Daxx, ale tyto proteiny byly i z kapacitnich diivodi ponechany
v zaloze pro piipadné pozdé€jsi experimenty.

Nésledné analyzy se proto zamétily na ATPazu remodelujici chromatin Brgl, dulezity
molekularni néstroj podilejici se na mnoha bunéénych pochodech spojenych s regulaci

struktury chromatinu [205].

I. 5. Daxx interaguje s ATPazou remodelujici chromatin Brgl a ji pfibuznym pro-
teinem Brm

Jak jiz bylo uvedeno vyse, byla interakce proteini Daxx a Brgl potvrzena na endogenni
urovni za pouZziti tzv. nativni lyze a nasledné imunoprecipitace (viz Metodika, oddily
IX. 1. 1. a IX. 2.). U bunécné linie HEK293T byly k imunoprecipitaci pouzity jak cyto-
plazmaticka, tak jadernd frakce, které byly inkubovany se dvéma riznymi protilatkami
proti proteinu Daxx (Daxx02, Daxx03) nebo s kontrolni, irelevantni protilatkou
(anti-AFP). Naslednd imunodetekce ukazala, Ze k interakci proteinli Daxx a Brgl do-
chazi v jadre, jak by bylo mozné ocekavat u proteinti regulujicich strukturu chromatinu
(viz obr. 8a, sloupce 6 a 8 v porovnani se sloupci 5 a 7). Pro kontrolu, Ze byly jaderna
a cytoplazmaticka frakce od sebe skutecné oddéleny, byly pfi této imunodetekci pouzity

také protilatky proti tubulinu (cytoplazmaticky) a histonu-3.3 (jaderny). Spolecné



Vysledky 103

s proteinem Daxx se navic podafilo imunoprecipitovat rovnéz protein BAF155, ktery je
nedilnou soucasti proteinového komplexu Brgl [205]. To naznacovalo, ze byly imuno-
precipitovany celé proteinové komplexy a nikoli pouze nahodné (uméle) uvolnéné pro-
teiny.

Obdobného vysledku bylo dosazeno také po nativni lyzi bunécné linie MCF10a. Zde
byla po imunoprecipitaci jaderné frakce s protilatkou proti proteinu Daxx (Daxx03)
zjiSténa nejen interakce proteinu Daxx s proteinem Brgl, ale také s jemu blizce ptibuz-
nou ATPé4zou remodelujici chromatin Brm (viz obr. 8b, sloupec 4), coz dale potvrzova

lo fyziologickou relevanci této interakce.

Paralelné s imunoprecipitacemi endogennich proteinii byl také ptipraven konstrukt
pro expresi celého proteinu Brgl (Brgl FL), nebot’ byl pfi plivodni imunoprecipitaci
nadprodukovanych proteinli pouzit pouze jeho fragment, obsahujici aminokyseliny
264-585 (tzv. ,.klon 3%), ktery byl ziskdn v Y2H (viz oddil II. 3.). Zaroven s nim byly
ptipraveny také konstrukty pro expresi dalSich ATP4z remodelujicich chromatin, blizce
ptibuzného proteinu Brm (Brahma) a méné ptibuzného proteinu SNF2H (SMARCAS)
(viz Uvod, oddil II1. 4. 2). Témito nové pfipravenymi konstrukty byly poté v kombinaci
s konstruktem pro expresi proteinu Daxx transfektovany bunky HEK293T. Néasledna
imunoprecipitace (viz Metodika, oddily IX. 1. 2. a IX. 2.) potvrdila, Ze nadprodukovany
protein Daxx interaguje nejen s proteinem Brgl, ale i s jemu pfibuznym Brm, nikoli
vSak se SNF2H (viz obr. 9, sloupce 8, 9, 15 a 16 v porovnani se sloupci 10 a 17). Daxx
je tedy interakénim partnerem obou blizce si ptibuznych ATPaz remodelujicich chroma-

tin Brgl i Brm.

I. 6. Daxx a Brgl spolu interaguji v jadernych proteinovych komplexech s vyssi
relativni molekulovou hmotnosti

Vzhledem k tomu, Ze se s proteinem Daxx podatilo imunoprecipitovat rovnéz BAF155,
podjednotku remodela¢niho komplexu Brgl (viz obr. 8b), bylo nasledné provéteno, zda
spolu Daxx a Brgl interaguji v rdmci vétSich proteinovych komplext. K tomu byla pro-
vedena gelova filtrace jadernych lyzati bunék HEK293T pomoci FPLC s kolonou ob-
sahujici polymer Superose 6 (viz Metodika, oddil IX. 1. 3.). Pfi tomto procesu velké
proteiny ¢i proteinové komplexy kolonou rychle protecou, zatimco malé jsou zadrzova-
ny uvnitf dutin ¢i ve spleti vladken polymeru, a putuji tedy pomaleji. Pomoci gelové fil-
trace lze tedy postupné izolovat proteinové frakce podle velikosti proteinti ¢i jejich

komplexii, které obsahuji.
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Obr. 10 — Endogenni proteiny Daxx a Brgl spolu interaguji ve vysokomolekularnich kom-
plexech

Bunky HEK293T byly lyzovany pomoci nativni lyze a jaderny lyzat byl pouzit k frakcionaci protei-
novych komplexd podle jejich relativni molekulové hmotnosti pomoci kolony Superose 6. (a) Ttetina
objemu vzniklych frakci byla pouzita k SDS-PAGE a naslednému Western blottingu. Na obrazku je
rovnéz ukazana relativni molekulova hmotnost standardt pouzitych ke kalibraci kolony (molecular
weight of loading standards). (b) Zbyly objem frakci byl smichan do tfi vsadek (,,input®) pro imuno-
precipitaci (pooled fractions for colPs) a nasledné inkubovan bud’ s protilatkou proti proteinu Daxx
(Daxx03), nebo s kontrolni protilatkou anti-AFP. ,Input” znamena vsadku imunoprecipitacni reakce,
»IB“ (immunoblotting) protilatku pouzitou pfi imunodetekci po ,,westen-blottingu™ (aDaxx je smés
mysSich protilatek Daxx02 a 03), ,,IP“ je imunoprecipitace, ,,nuc. fraction* jaderna frakce, ,,cyt. fracti-

on‘“ cytoplazmaticka frakce, ,.kDa“ je relativni molekulovd hmotnost uvedena v kilodaltonech.

Gelova filtrace ukazala, ze se protein Brgl podle ocekavani vyskytuje predevsim
ve frakcich odpovidajicich vyssi relativni molekulové hmotnosti (vice nez 670 kDa),
v nichz je pravdépodobné asociovan s ostatnimi podjednotkami svého chromatinového
remodela¢niho komplexu (viz obr. 10a, frakce 2. — 11.). Naproti tomu vétSina proteinu
Daxx byla ptfitomna ve frakcich odpovidajicich niZsi relativni molekulové hmotnosti
(viz obr. 10a, frakce 7. — 17.). Pfi nésledné imunoprecipitaci téchto frakci se nicméné
ukazalo, Ze spolu proteiny Daxx a Brgl interaguji pouze ve frakcich s vyssi relativni
molekulovou hmotnosti (viz obr. 10b). K této imunoprecipitaci, provedené pomoci pro-
tilatky proti proteinu Daxx (Daxx03) nebo kontrolni protilatky (anti-AFP), byly pouzity
smichané frakce 2. — 6. (smés 1.), 7. — 11. (smé&s 1I.) a 12. — 16. (smes I11.), zahu§téné
na men$i objem s vyS$§i koncentraci obsaZenych proteinli pro zvyseni u¢innosti imuno-
precipitace. Interakce proteind Daxx a Brgl byla sice pozorovéana jak ve smési I., obsa-
hujici frakce odpovidajici nejvyssi relativni molekulové hmotnosti, tak ve smési II.
(viz obr. 10b, sloupce 9 a 10), avSak ve smési 1. postacilo k imunoprecipitaci Brgl pod-
statné mensi mnoZzstvi proteinu Daxx nez ve smési II. To naznacuje, Ze forma proteinu
Daxx, ktera interaguje s Brgl, je vyraznéji zastoupena ve frakcich odpovidajicich vyssi

relativni molekulové hmotnosti.
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Z vysledki imunoprecipitace i gelové filtrace tedy vyplyvé, ze Daxx pfednostné intera-
guje s Brgl vazanym v proteinovych komplexech s vyssi relativni molekulovou hmot-

nosti.

I. 7. Lokalizace proteini Daxx a Brgl v jadernych PML-téliscich

Dal8im ovétenim interakce dvou proteind by rovnéz mohla byt jejich lokalizace v tychz
bunécnych strukturdch. Ke sledovani lokalizace proteinii Daxx a Brgl v transfektované
bunécéné linii HeLa byla vyuZita konfokélni mikroskopie (viz Metodika, oddil XIL.).
Pfi ni se vSak ukézalo, ze je protein Brgl v jadfe rozptylen zcela voln¢ a zadné ztetel-
né&jsi struktury netvofi (viz obr. 11b). K této konfokalni mikroskopii byl pouzit nadpro-
dukovany protein Brgl s afinitni kotvou FLAG, nebot’ nebyla k dispozici vhodna proti-
latka, ktera by dobie vazala endogenni protein v jeho nativni formé a zaroven nevytva-
fela pfili§ vyrazné nespecifické pozadi.

Oproti proteinu Brgl je sice Daxx také voln¢ rozptylen v jadre, ale mimo to zde vytvari
zietelné bodové utvary (viz obr. 1la, vrchni tadek). Pravdépodobné se jedna
o PML-t&liska, nebot’ je znamo, Ze je Daxx jejich soudasti [6] (viz téz Uvod, oddil IIL).
To dokladé 1 spole¢na nadprodukce PML a proteinu Daxx, pfi niZ se oba proteiny na-

chazely v tychz bodovych utvarech (viz obr. 11a, spodni fadek).

Protoze byla v PML-téliscich jiz diive nalezena ATP4za remodelujici chromatin ATRX,
jejiz vazbu do téchto télisek zprostredkovava pravé Daxx [37, 207], bylo nasledné oveé-
feno, zda neni v PML-téliscich pfitomen také Brgl. Spole¢na nadprodukce proteina
Daxx a Brgl v bunééné linii HeLa neméla na distribuci Brgl zadny vliv, ale u proteinu
Daxx byl pozorovan mensi pocet bodovych Utvard, coZ mohlo byt zpiisobeno tim,
ze byl Daxx vyvazovan proteinem Brgl, a méné se ho tedy vadzalo do PML-télisek
(viz obr. 11c, vrchni fadek). Pokud byl vSak s proteinem Brgl zaroven nadprodukovan
PML, v né&kterych bunkach byl Brgl zfetelné¢ lokalizovan v PML-téliscich, zatimco
v jinych zlstaval voln€ rozptylen v jadfe (viz obr. llc, prostfedni a spodni fadek).
Po spoleéné nadprodukci proteintt Daxx, Brgl a PML pocet buné€k, v nich se Brgl na-
chéazel v PML-téliscich, dale vzrostl a naopak zfeteln¢ ubylo bunék, v nichz byl Brgl
v jadie volné rozptylen (viz obr. 11d). To naznacuje, ze je, podobné jako v piipade
ATRX, protein Brgl vazan do PML-télisek prostfednictvim proteinu Daxx. Pfitomnost
Brgl v PML téliscich bez nadprodukce proteinu Daxx by pak bylo mozné vysvétlit jeho

vazbou pres endogenni Daxx, a proto byl také v téchto buiikach protein Brgl asociovan
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Obr. 11 — Nadprodukované proteiny Daxx, Brgl a PML jsou spole¢né lokalizovany v jadernych

PML-téliscich

Bunécéna linie HeLa byla kultivovana na krycich skliccich a nasledné transfektovana vyznacenymi
kombinacemi kostrukti pXJ41-Daxx FL, pFLAG-CMV-Brgl FL a pEGFP-PML-IVa. Fixované,
permeabilizované a blokované buniky byly inkubovany v primarnich protilatkach anti-FLAG (M2,
mys$i) a anti-Daxx (M-112, krali¢i), sekundarnich protilatkich GAR-Rhodamine Red-X a GAM-Alexa
647 a nakonec v barvivu DAPI. Takto pfipravené buiiky byly analyzovany pomoci konfokalni mikro-
skopie. ,, merge” znamena piekryv obrazkd pofizenych v kanalech pro detekci EGFP, Rhodamine

Red-X a Alexa 647.
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PML-télisky méné Casto. Vysledky konfokalni mikroskopie tedy podpoftily vysledky

imunoprecipitace nadprodukovanych proteini.

I. 8. Vazbu s Brgl zprostiedkovava vice ¢asti proteinu Daxx

Po potvrzeni interakce mezi proteiny Daxx a Brgl se dalsi analyzy zaméfily na identifi-
kaci ¢asti obou proteind, jez ji zprosttedkovavaji. Prvni takovéto mapovani bylo prove-
deno jiz v Y2H, kde byly vedle mutanty proteinu Daxx, kterd obsahovala aminokyseli-
ny 1-595 a byla pouzita v pivodnim vyhledani potencidlnich interak¢énich partnert pro-
teinu Daxx (viz oddil L. 1.), pfipraveny zkracené mutanty 1-224 a 1-503 a za pouziti
parovani kvasinek (viz Metodika, oddil V. 2. 3.) zkoumana jejich interakce
s fragmentem Brgl ziskanym v Y2H (tzv. ,klon #3“, obsahujici aminokyseliny
264-585, viz oddil I. 2.). Toto parovani kvasinek ukdzalo, Ze s Brgl-,.klonem #3* inter-
agovaly vSechny pouzité fragmenty proteinu Daxx (tj. FL, 1-595, 1-503 a 1-224), coz
by naznacovalo, Ze se oblast pro interakci s Brgl nachazi v N-koncové ¢asti, zahrnujici
aminokyseliny 1-224 (neni ukazano).

Pro lepsi lokalizaci této interak¢ni oblasti byly nésledné pfipraveny konstrukty pro ex-
presi riznych fragmentl proteinu Daxx v sav¢ich buiikach (rozsah nekterych z nich se
vzajemné piekryval). Tyto fragmenty byly nadprodukovany s Brgl FL v bunééné linii
HEK293T a poté¢ imunoprecipitovany (viz Metodika, oddil IX. 1. 2. a IX. 2.). Imuno-
precipitace byly provedeny opakované a se stale SirSim spektrem fragmentli proteinu
Daxx, které byly postupné pfipravovany. Vysledek byl vSak stale tentyz — vSechny pou-
zité¢ fragmenty proteinu Daxx interagovaly s Brgl s vyjimkou C-koncového fragmentu,
ktery obsahuje aminokyseliny 504-740. Pravé v této oblasti je popsana piiblizné polovi-
na interakci proteinu Daxx s ostatnimi proteiny (viz Uvod, obr. 1), a proto také byla
z fragmentu pouzitého v Y2H ke hledani novych potencionalnich interakénich partnert
odstranéna (viz oddil I. 1.). Bylo tedy moZné ocekdvat, ze tato Cast proteinu Daxx

s Brgl interagovat nebude.

Vysledky vSech provedenych imunoprecipitaci nejsou ukazany, pro vétsi nazornost byla
vybrana imunoprecipitace s fragmenty pokryvajicimi ptiblizné¢ prvni, druhou a tfeti tfe-
tinu proteinu Daxx (viz obr. 12a), které¢ byly nadprodukovany spolecné s celym protei-
nem Brgl (FL). Jak je zfejmé, s proteinem Brgl opét interagoval cely protein Daxx
(FL) a dale nejen prvni tfetina proteinu Daxx (aminokyseliny 1-224), nybrz 1 druha te-

tina (aminokyseliny 225-503). Naproti tomu C-koncovy fragment (aminokyseliny
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Obr. 12 — Brgl interaguje s N-koncovou a centralni ¢asti proteinu Daxx

(a) Schématické znazornéni struktury proteinu Daxx s vyznaCenym N-koncovym, centralnim
a C-koncovym fragmentem, které byly pouzity pro nalezeni ¢asti, kterd zprostiedkovava interakci
s proteinem Brgl. ,,SIM*...motiv pro interakci s proteinem SUMO, ,,DHB*... Daxx helix bundle (he-
likalni oblast typicka pro proteiny z rodiny Daxx), ,,helical“...helikalni oblast, ,,acidic*...oblast boha-
td na asparagovou a glutamovou kyselinu, ,,SPE“.. .oblast bohatd na aminokyseliny serin, prolin a
glutamovou kyselinu, ,,SPT*...oblast bohatd na aminokyseliny serin, prolin a treonin

(b) GST-fuzni protein Daxx FL, jeho fragmenty zndzornéné v (a) a samotna afinitni kotva GST (kon-
trola) byly inkubovany s Brgl, znadenym *S, a kulikami Glutathion-Sepharose 4B. Proteinové
komplexy navazané na kulicky byly analyzovany pomoci SDS-PAGE. Proteiny zna¢ené GST byly
vizualizovany pomoci barviva Coomassie Brilliant Blue a Brgl, obsahujici *°S, s pouzitim autoradio-
grafie. Na obrazku je rovnéz vyznacena pritomnost ¢i nepfitomnost interakce (+ resp. -). Hvézdickami
jsou oznaceny fragmenty, které maji pozadovanou relativni molekulovou hmotnost. ,,Input” znamena
vsadku reakce, ,,kDa“ relativni molekulovou hmotnost v kilodaltonech.

(¢) Bunééna linie HEK293T byla transfektovana kombinaci konstrukti pMyc-CMV-DaxxFL, jeho
fragmentli vyznacenych v (a) nebo prazdného vektoru, spoleén¢ s pPFLAG-CMV-Brgl ¢i prazdnym
vektorem. Bunééné lyzaty, pfipravené pomoci detergentové 1yze, byly imunoprecipitovany bud’ po-
moci protilatky proti epitopu Myc, nebo epitopu FLAG. , Input” ¢i ,,WCL" (whole cell lysate) zname-
na vsadku imunoprecipitaéni reakce, ,,IB“ (immunoblotting) protilatku pouZitou pii imunodetekci
po ,,westen-blottingu®, ,,IP* je imunoprecipitace, ,,empty vector je prazdny vektor, ,.kDa* je relativni

molekulova hmotnost uvedena v kilodaltonech. Na obrazku je rovnéz vyznacena piitomnost ¢i nepii-
tomnost interakce (+ resp. -).

504-740) ve shodé s predchozimi experimenty neinteragoval (viz obr. 12c, sloupce 10,

11,12 a19, 20, 21 v porovnani se sloupci 13 a 22).

To, ze C-koncovy fragment proteinu Daxx neinteraguje s Brgl, pfitom neni zpiisobeno

tim, Ze by se tento fragment Spatné dostaval do jadra. K fragmentim obsahujicim ami-
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nokyseliny 1-224 a 225-503 byl pii jejich pfipravé uméle pfipojen jaderny lokalizacni
signal z velkého T-antigenu viru SV40 a fragment 504-740 obsahuje vlastni jaderny
lokalizacni signal proteinu Daxx [9]. Jaderna lokalizace vSech pouzitych fragmenti pro-

teinu Daxx byla potvrzena i za pomoci konfokalni mikroskopie (viz obr. 13a).

Pro ovéfeni vysledku imunoprecipitaci byl jesté proveden tzv. ,,GST-pulldown*
(viz Metodika, oddil VIIL.). Fragmenty proteinu Daxx, kter¢é byly pouzity
pfi imunoprecipitaci, byly nejprve vlozeny do standardniho vektoru pET42b (Clontech),
obsahujiciho sekvence pro N-koncovou afinitni kotvu GST a N- i C-koncovou afinitni
kotvu 6xHis. Proteiny, produkované v bakteridlnim systému, byly izolovany pomoci
TALONu pfes afinitni kotvu 6xHis a poté inkubovany s kulickami Glutathion-
Sepharose 4B. Naslednd SDS-PAGE spojena s vizualizaci GST-fuznich proteinti pomo-
ci barviva Coomassie Brilliant Blue v$ak ukazala, ze jsou ve smési purifikovanych pro-
teind pfitomny nejen GST-fuzni fragmenty proteinu Daxx s ocekdvanou relativni mole-
kulovou hmotnosti, ale téz nékolik fragmentii mensSich. To mohla byt bud’ kontaminace
bakterialnimi proteiny, nebo degradacni produkty samotného proteinu Daxx, izolované
pomoci N-koncové afinitni kotvy 6xHis a nasledné¢ N-koncové kotvy GST. Druhé moz-
nosti by nasvédcovalo i to, Ze se tyto fragmenty nepodatilo eliminovat ani s pouzitim
dikladnéjSich metod k omyti TALONu i glutathion-sephar6zy (neni uk4dzéano). Proto byl
z vektoru pET42b ptipraven novy vektor, nazvany pGTH, v némz byla N-koncova afi-
nitni kotva 6xHis odstranéna, a do tohoto vektoru poté vloZeny fragmenty proteinu
Daxx. Izolace pfes C-koncovou afinitni kotvu 6xHis a poté pfes N-koncovou kotvu
GST méla zajistit, Ze se budou izolovat pouze poZadované fragmenty, nikoli degradacni
produkty. Nasledna SDS-PAGE vSak ukazala, Ze se sice pon€kud piibylo fragmenti
proteinu Daxx s oCekavanou relativni molekulovou hmotnosti, ale mensi fragmenty se
odstranit nepodafilo (viz obr. 12b). Bud’ se tedy opravdu jedna o kontaminaci bakterial-
nimi proteiny (napf. silné¢ navazanymi chaperony, které se uvolni az pii denaturaci
za pouziti SDS a teploty 95 °C), nebo jsou degradacni produkty proteinu Daxx schopné

oligomerizace.

Protoze se nakonec nezddouci fragmenty kontaminujici izolované GST-fizni proteiny
odstranit nepodafilo, byly tyto proteiny ziedény tak, aby fragmenty s o¢ekdvanou rela-
tivni molekulovou hmotnosti mély piiblizné stejnou koncentraci, a ty poté byly inkubo-
vany s Brgl, znatenym S, a kuli¢kami glutathion-sephardzy. Nasledna analyza inter-

akce mezi GST-znaCenymi proteiny a Brgl potvrdila vysledek imunoprecipitace.
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Obr. 13 — Pouze N-koncovy a centralni fragment proteinu Daxx jsou lokalizovany v PML-té-
liscich spolecné s Brgl

Bunécéna linie HeLa byla kultivovana na krycich sklic¢cich a nasledné transfektovana vyznacenymi
kombinacemi konstrukti pMyc-CMV-Daxx FL, 1-224, 225-503 a pmRFP-PML-IVa a transdukovany
adenovirem pro expresi EGFP-Brgl. Fixované, permeabilizované a blokované buiiky byly inkubova-
ny v primarni protilatce anti-Myc (9E10, mysi), sekundarni protilatce GAM-Alexa 647 a nakonec
v barvivu DAPI. Takto pfipravené buiiky byly analyzovany pomoci konfokalni mikroskopie. ,, merge*
znamena prekryv obrazkl pofizenych v kanalu pro detekci EGFP, mRFP a Alexa647.

S Brgl opét interagoval cely protein Daxx (FL) a nejen jeho N-koncovy fragment,
nybrz i centralni, zatimco C-koncovy fragment neinteragoval (viz obr. 12b, sloupce 1, 3

a 4 v porovnani se sloupcem 5).
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Vysledky imunoprecipitace a ,,GST-pulldownu® potvrdila i konfokalni mikroskopie
(viz Metodika, oddil XII.). V buné&né linii HeLa byly nadprodukovany proteiny
PML-IVa, Brgl a Daxx FL a jeho fragmenty pouzit¢é pii imunoprecipitaci
a ,,GST-pulldownu*. Nasledna konfokalni mikroskopie ukazala, Ze jsou vSechny pou-
zité Casti proteinu Daxx pfitomny v jadernych téliscich tvofenych nadprodukovanym
proteinem PML-IVa, vCetné fragmentu obsahujiciho aminokyseliny 225-503, ktery po-
strada SUMO-vazebny motiv (viz obr. 13b). Brgl vsak bylo mozné nalézt v PML-té-
liscich pouze po nadprodukci celého proteinu Daxx (FL) a jeho N-koncové ¢i centralni
¢asti a naopak se v nich Brgl prakticky nevyskytoval po nadprodukci C-koncové ¢asti

proteinu Daxx (viz obr. 13b, 1., 2. a 3. fddek v porovnani se spodnimi dvéma radky).

Z imunoprecipitaci, ,,GST-pulldownti i konfokalni mikroskopie tedy vyplyva, ze exis-
tuje vice ¢asti proteinu Daxx, které zprostiedkovavaji interakci s Brgl, a tyto Casti se
nachdzeji v N-koncové a centralni ¢asti, kterd je evolucné vice konzervovéana a obsahuje

nekolik helikalnich motivi (viz obr. 12a) [8].

I. 9. Vazbu proteinu Daxx také zprostiedkovava vice ¢asti proteinu Brgl

Obdobné jako u proteinu Daxx byla hleddna také oblast Brgl, kterd zprostfedkovava
interakci obou proteind. I v tomto piipad¢ byly pfipraveny rizné konstrukty pro expresi
v savCich buiikach, které byly nadprodukovany spole¢né s celym proteinem Daxx (FL)
a nasledn€ imunoprecipitovany (viz Metodika, oddil IX. 1. 2. a IX. 2.). U Brgl ale ne-
byly produkovény jeho jednotlivé fragmenty, nebot’ v pivodnim Y2H (viz oddil 1. 1.)
nebyl ziskan cely protein, nybrz pouze ,.klon #3%, obsahujici aminokyseliny 264-585.
Proto byly piipraveny rizné delece kompletniho proteinu (aminokyseliny 1-1647)
v oblasti ,,klonu #3*. VSechny takto pfipravené¢ mutanty vSak s proteinem Daxx intera-

govaly, dokonce i mutanta, ktera oblast ,,klonu #3* zcela postradala (neni ukézano).

Uvedené vysledky naznacovaly, ze v Brgl existuje jesté jedna oblast, ktera zprostied-
kovava interakci s proteinem Daxx. Proto byly nésledné pfipraveny konstrukty pro ex-
presi bud’ N-koncové (aminokyseliny 1-747), nebo C-koncové (aminokyseliny
748-1647) poloviny Brgl, a tyto fragmenty byly poté imunoprecipitovany s celym pro-
teinem Daxx (FL). Imunoprecipitace jasné¢ ukdzala, Ze ob& poloviny jsou schopny
s proteinem Daxx interagovat (viz obr. 14b, sloupce 15, 19, 28 a 32), a ze tedy také
v Brgl, podobné jako u proteinu Daxx, existuje vice oblasti, které zprostiedkovavaji

interakci obou proteint.
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a aLQ HSA BRK SNF2-N HELICc BROMO
* 171 2086 475 532 610 654 757 1012 1075 1202 1458 1564
BI" 1 1 m 1647
9 U
264 585
»Clone #3*
i Aa7
i 1747 A358-636
i 1.747 A430-536
i 1747 0474536
H 748-1647
i
b. input (WCL) A. empty vector 7
A B.C.D EF G H I J KL M kba B. FLAG-Brgi FL z
- 250 €. FLAG-Brg1 1-747 3
- D. FLAG-Brgl 1747 A358-536 |-
E. FLAG-Brgi 12241 A430536 | X
IB: aFLAG
- J - ,—13" F. FLAG-Brgl 12241 A4745636 | &
G. FLAG-Brg1 748-1647
—100 b
e . TP L H. FLAG-Brg1 FL 2
. : 3
IB: aMyc |” 130 . FLAG-Brgi 1-747 2
J. FLAG-Brgl 1747 A368536  |-<
18- cnctin | [ | Fucast 12 uoss | §
L. FLAG-Brgl 1-2241A474536 | ©
1 2 3 4 6§ 6 7 8 9 10 11 12 13 M. FLAG-Brg1 748-1647 -
IP: aMyc IP: aFLAG
BC.D.E F. G H ILJ K L M. AB C D E F G
| - | ‘ ‘q
IB: aFLAG . !
‘ ; ; 3 .
14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
Interaction: + + - + + + - - - - - - - 4+ + - + + +
C.

Homo sapiens Brg1 (100%)
Homo sapiens Brm (92%)

Mus musculus Brg1 (100%)

Gallus gailus Brg1 (100%)

Xenopus laevis Brg1 (96%)

Danio rerio Brg1 (99%)

Branchiostoma floridae Brm: (71%)
Saccoglossus kowalevskii Brm (74%)
Strongylocentrotus purpuratus Brm (72%)
Drosophila melanogaster Brm (63%)
Caenorhabditis elegans PSA-4 (49%)
Nematostella vectensis Brm (71%)
Amphimedon queensiandica Brm (57%)

Obr. 14 — Brgl obsahuje vice oblasti zprostifedkovavajicich interakci s proteinem Daxx

(a) Schématické znazornéni struktury proteinu Brgl (podle internetové aplikace Entrez BLAST)
s vyznaCenym fragmentem ziskanym v Y2H pii vyhledavani potencionalnich interakénich partnert
proteinu Daxx (tzv. ,klon #3). Na obrazku jsou dale znazornény mutanty proteinu Brgl pouzité
pii identifikaci oblasti, ktera zprostiedkovava interakci s proteinem Daxx (ptedpokladana N-koncova
oblast je vyznaCena oranzov¢). QLQ...oblast obsahujici motiv glutamin/leucin/glutamin,
HSA...helicase/SANT-associated domain (doména zprostitedkovavajici protein-proteinové interakce),
BRK...BRM and KIS domain (doména zprostfedkovavajici protein-proteinové interakce),
»SNF2-N“+“HELICc"...vlastni ATPazova doména, ,,BROMO"...BROMO-doména (doména zpro-
sttedkovavajici mj. vazbu acetylovanych histont)

(b) Bunécéna linie HEK293T byla transfektovana kombinaci konstrukti pMyc-CMV-Daxx FL nebo
prazdného vektoru spolecné s pFLAG-CMV-Brgl FL, jeho mutantami vyznacenymi v (a) ¢i prazd-
nym vektorem. Bunécné lyzaty, pfipravené pomoci detergentové lyze, byly imunoprecipitovany bud’
pomoci protilatky proti epitopu Myce, nebo epitopu FLAG. ,,Input® ¢i ,,WCL* (whole cell lysate) zna-
mena vsadku imunoprecipitacni reakce, ,,IB*“ (immunoblotting) protilatku pouzitou pti imunodetekci
po ,,westen-blottingu®, ,,IP* je imunoprecipitace, ,,empty vector* je prazdny vektor, ,,kDa* je relativni
molekulova hmotnost uvedena v kilodaltonech. Na obrazku je rovnéz vyznacena pritomnost i nepii-
tomnost interakce (+ resp. -).

(¢) Srovnani ukazujici, Ze je identifikovana oblast proteinu Brgl, ktera zprostfedkovava interakci s
proteinem Daxx, evoluéné vysoce konzervovana. Analyza byla provedena pomoci softwaru BioEdit
Alignment Editor.
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Vzhledem k velikosti proteinu Brgl jiz nebyla interakéni oblast nachazejici se v jeho
C-koncové poloviné piesné lokalizovana a dal$i analyzy se zaméfily na dikladnéjsi
vymezeni interak¢ni oblasti nachazejici se uvnitt sekvence ,,klonu #3“. V N-koncové
polovin¢ Brgl byly proto pfipraveny dele¢ni mutanty cilené dovniti ,,klonu #3%, a tyto
mutanty byly nasledné imunoprecipitovany s celym proteinem Daxx (FL). Pfi imuno-
precipitaci bylo zjiSténo, ze zatimco jeS$té mutanta s deleci aminokyselin 430-536
s proteinem Daxx interaguje, mutanta s deleci aminokyselin 358-536 jiz nikoli
(viz obr. 14b, sloupce 17 a 30 v porovnani se sloupci 16 a 29). N-koncova interakéni
oblast proteinu Brgl tedy musi byt vymezena aminokyselinami 358-430 (viz obr. 14a,
oranzova usecka). Srovnani sekvenci s odpovidajici oblasti lidského proteinu Brm
a tychZ oblasti proteinii homolognich s Brgl u dalSich Zivoc¢isnych druht (od zahavch

po mys) ukdzalo, ze je tato oblast evolu¢né vysoce konzervovana (viz obr. 14c).

I. 10. Celogenomovi analyza exprese genii regulovanych proteiny Daxx a Brgl
Kromé¢ analyzy interakce proteinli Daxx a Brgl byla zjiStovana také jeji mozna funkce.
Jeji hledani vychdzelo z pfedpokladu, ze jak Daxx, tak Brgl reguluji transkripci nékte-

rych gend, a mohly by tedy existovat geny, které oba proteiny reguluji spolecné.

K nalezeni takovychto gent byla pouzita metoda tzv. DNA-Cipu (microarray), umoz-
nujici porovnavat expresi Sirokého spektra geni za riiznych podminek. Vyhledani genti
regulovanych proteiny Daxx a Brgl bylo provedeno u bunécné linie imortalizovanych
epitelovych bun€k prsni zldzy MCF10a, ktera byla transdukovana konstrukty
pro produkci shRNA. Jednak to byl kontrolni plazmid (prazdny vektor), jednak plazmi-
dy produkujici vlasenky snizujici expresi proteinu Daxx (vldsenky shDaxx #3 nebo
shDaxx #6) ¢i Brgl (shBrgl #2 nebo shBrgl #5). U takto pfipravenych bunék byla poté
pomoci metody DNA-Cipu porovndvana celkova genova exprese (viz Metodika, od-
dil X.).

Ze ziskaného souboru geni, jejichZ exprese se u jednotlivych transduktantt lisila, bylo
k dal$im analyzdm vybrano 50 gent. Jednalo se o ty geny, jejichz exprese se
v porovnani s kontrolou u vSech vlasenek pro snizeni exprese proteinitt Daxx a Brgl bud’
snizovala, anebo zvySovala. Seznam téchto genti je uveden v tab. 5, v niZ je také vyzna-

¢eno, zda se jejich exprese oproti kontrole zvysila, anebo snizila.
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GRT-PCR
Gen ID Nazev genu DNA-Gip |shDaxx shDaxx shBrg1 shBrg1 shBrg1
#3 #5 #2 #4 #5
ABCA1 19 ATP binding cassette subfamily A member 1
|ABLIM2 84448 actin binding LIM protein family member 2
ACSS1 84532 acyl-CoA synthetase short-chain family member
ALDH1A3 220 aldehyde dehydrogenase 1 family member A3
IBMF 90427 Bcl2 madifying factor
C1orf97 84791 long intergenic non-protein coding RNA 467
CCND2 894 cyclin D2
CCNE1 898 cyclin E1
CCNF 899 cyclin F
CST6 1474 cystatin E/M
CYP4B1 1580 cytochrome P450 family 4 subfamily B member 1
JETNK2 55224 ethanolamine kinase 2
IFABPS 2171 fatty acid binding protein 5
IFBX032 114907 F-box protein 32
FGFBP1 9982 fibroblast growth factor binding protein 1
IHMGA1 3159 high mobility group AT-hook 1
IIFIG 2537 interferon, alpha-inducible protein 6
IIFIQT 3429 interferon, alpha-inducible protein 27
IIFBS 3430 interferon induced protein 35
IIFl44 10561 interferon induced protein 44
IIFI44L 10964 interferon induced protein 44 like
IIFIH1 64135 interferon induced, with helicase C domain 1
IFIT1 3434 interferon induced protein with tetratricopeptide repeats 1
IIFIT2 3433 interferon induced protein with tetratricopeptide repeats 2
IIFIT3 3437 interferon induced protein with tetratricopeptide repeats 3
IL1RL1 9173 interleukin 1 receptor-like 1
IIRFT 3665 interferon regulatory factor 7
IISGZO 3669 interferon stimulated exonuclease gene 20 kDa
IITPKA 3706 inositol-trisphosphate 3-kinase A
IKITLG 4254 KIT ligand
ILIPG 9388 lipase, endothelial
IMCMS 4175 minichromosome maintenance complex component 6
| I
[vEis1 4211 Meis homeobox 1 [ 1
IMELK 9833 maternal embryonic leucine zipper kinase
IMLLT11 10962 myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia; translocated to, 11
INao1 1728 NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1
JoPnz 23596 opsin 3
IPRODH 5625 proline dehydrogenase (oxidase) 1
IS1DDA2 6273 8100 calcium binding protein A2
|S100A3 6274 $100 calcium binding protein A3
SCEL 8796 sciellin
Ispc1 6382 syndecan 1
ISERPINB? 8710 serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 7
IsFn 2810 stratifin
Isncar 9627 synuclein alpha interacting protein
|S0X15 6665 SRY-box 15
IsPinKe 404203  serine peptidase inhibitor, Kazal type 6
TRIP13 9319 thyroid hormone receptor interactor 13 -
TUBA1B 10376 tubulin alpha 1b
ZBTB16 7704 zinc finger and BTB domain containing 16 _:-

Tab. 5 — Analyza gent potencionalné regulovanych proteiny Daxx a Brgl v bunécné linii
MCF10a, které byly nalezeny pomoci celogenomové analyzy zmén genové exprese

2vyseni exprese oproti kontrole

- snizeni exprese oproti kontrole

24dna zména exprese
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Tab. 5 — Analyza genii potencionalné regulovanych proteiny Daxx a Brgl v bunécné linii
MCF10a, které byly nalezeny pomoci celogenomové analyzy zmén genové exprese

V levé casti tabulky je uveden seznam gent, které byly vybrany k dal$im analyzam po celogenomo-
vém vyhledani genti regulovanych proteiny Daxx a Brgl pomoci metody DNA-Cipu, jejich identifi-
kacni ¢isla v databazi Entrez Gene a vyznam jejich zkratek. V dal$im sloupci je barevné vyznaceno,
zda po sniZzeni exprese proteinu Daxx nebo Brgl v DNA-Cipu transkripce piislusného genu vzrostla
(zelen€), anebo poklesla (Cervené). V poslednim sloupci je znazornén vysledek analyzy exprese vy-
branych geni pomoci qRT-PCR (je-li u pfislusného genu vyznaceno vice fadkl, znamena to, ze
u n¢ho byla qRT-PCR provedena opakované, s nove transdukovanymi burikami). K této analyze byla,
stejné jako u metody DNA-Cipu, pouzita bunécna linie MCF10a, transdukovand bud’ kontrolnim
plazmidem, anebo konstrukty k produkci uvedenych vlasenek shRNA pro sniZeni exprese proteinu
Daxx nebo Brgl. V tabulce je vyznaceno, zda se u pfisluSného transduktantu s niz$i expresi proteinu
Daxx nebo Brgl transkripce vybraného genu oproti kontrole zvysila (zelené), snizila (Cervené), pti-

padné zda zlstala beze zmény (Zluté).

Vysledek celogenomové analyzy zmén genové exprese byl poté ovéfovan pomoci
gRT-PCR (viz Metodika, oddil XI.). K ni byla pouzita bunétna linie MCF10a, ktera
byla opét transdukovana bud’ kontrolnim plazmidem, anebo konstrukty pro sniZeni ex-
prese proteinu Daxx ¢i Brgl. Vysledek této qRT-PCR, tj. zda byla u jednotlivych
transduktanti exprese prislusného genu v porovnani s kontrolou snizena, zvysena, pfi-
padné zda ziistala beze zmény, je také vyznacen v tab. 5. V prvnim experimentu byly
takto analyzovdny vSechny vybrané geny a u téch, kde se vysledek shodoval
s vysledkem celogenomové analyzy zmén genové exprese, byla qRT-PCR jesté¢ nejmé-

n¢ jedenkrate zopakovana s pouZzitim nové transdukovanych bun¢k.

Analyza pomoci qRT-PCR ukézala, ze se u naprosté vétSiny vybranych genl potencio-
nalné regulovanych proteiny Daxx a Brgl jednalo o faleSné pozitivni vysledek celoge-
nomové analyzy zmén genové exprese. Napi. exprese gentl podilejicich se na regulaci
bunécéného cyklu (cyklin-D, cyklin-E, MCM6) pravdépodobné zdvisela spiSe na kulti-
vacnich podminkach bunék a nikoli na proteinech Daxx ¢1 Brgl. Obdobné téZ zvysSena
exprese nekterych gent regulovanych interferony (IRF7, ISG20 a geny, jejichz zkratka
v tab. 5 za¢ina pismeny IFI) byla pravdépodobné zpiisobena samotnou transdukei, ktera
spustila antivirovou odpovéd’. Jedinym genem, jehoz transkripce byla reprodukovatelné

ovlivnéna sniZzenim exprese jak proteinu Daxx, tak Brgl, tak nakonec zlistal SNCAIP.

Vysledek qRT-PCR je znazornén i na obr. 15. Na ném jsou pro ilustraci ukazany vy-
sledky dvou nezéavislych experimentt (s vyuzitim pokazdé nové transdukované bunééné
linie MCF10a). U genu SCEL (Sciellin) je vidét, ze zatimco v prvnim pokusu jeho ex-
prese vzrostla u vSech shRNA proti proteintim Daxx a Brgl, ve druhém pokusu byl jeji

narust zfetelny pouze u obou shRNA proti proteinu Daxx a jedné shRNA proti Brgl.
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Obr. 15 — Vysledek analyzy exprese genii potenciondlné regulovanych proteiny Daxx a Brgl
v bunééné linii MCF10a

Bunééna linie MCF10a byla transdukovana bud’ kontrolnim plazmidem (prazdny vektor), nebo kon-
strukty pro sniZzeni exprese proteinil Daxx (shDaxx #3 a shDaxx #6) ¢i Brgl (shBrgl #2, shBrgl #4
a shBrgl #5). U takto pfipravenych bunék byla provedena qRT-PCR. Na obrazku jsou znazornény

vysledky dvou nezavislych experimentt provedenych vzdy s Cerstvé transdukovanymi buitkami (vzdy
11 dni po transdukci).

»Relative mRNA level® je relativni koncentrace mRNA v prislusném vzorku vztazena ke koncentraci
mRNA bungk transdukovanych kontrolnim plazmidem, ,,1st“ a ,,2nd experiment* znamena 1. a 2.
pokus.

U dalsich dvou shRNA proti Brgl exprese Sciellinu vzostla pouze nepatrné. V piipadé
regulace exprese Sciellinu tedy nelze vyloucit, Ze se u Brgl jednd pouze o nespecificky
ucinek shRNA. U cyklinu-D2 je poté obtiZzné rozhodnout, zda mé sniZeni hladiny pro-
teinu Daxx ¢i Brgl na jeho expresi jakykoli vliv a u genu IL1RL1 je zfejmé, Ze na miru
jeho exprese vyrazné€ji pusobi jiné vlivy. Jedinym genem, ktery je reprodukovatelné
regulovan jak proteinem Daxx, tak Brgl, je SNCAIP, jehoz exprese klesa, jestlize je

hladina obou proteinii v bunééné liniit MCF10a sniZena.
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I. 11. Identifikace genii, které jsou v bunééné linii MCF10a regulovany proteinem
Daxx

Z tab. 5 je patrné, ze ovéfeni vysledkl celogenomové analyzy genové exprese pomoci
qRT-PCR nebylo uspésné predevsim u bunéck, v nichz byla sniZzena exprese proteinu
Brgl. Zména exprese vybranych genl zavisela spiSe na kultiva¢nich podminkach, pii-
padné zlistavala viceméné beze zmény. Naproti tomu snizeni exprese proteinu Daxx

vysledek celogenomové analyzy zmén genové exprese u nékterych gent potvrzovalo.

Na zéklad¢ tohoto zjisténi bylo proto vysledkiit DNA-Cipu vyuzito také k identifikaci
gend, které v bunécné linii MCF10a reguluje samotny protein Daxx (bez ucasti Brgl).
V tab. 6 je uveden seznam vybranych geni, jejichz exprese byla opét ovérovana pomoci
gRT-PCR (obdobné jako v tab. 5 je vyznaceno, zda se exprese téchto genl po sniZeni
hladiny proteinu Daxx oproti kontrole snizila ¢i zvysila). K této analyze byla znovu vy-
uzivana bunééna linie MCF10a, transdukovana bud’ kontrolnim plazmidem, anebo kon-
strukty produkujicimi shRNA pro snizeni exprese proteinu Daxx (shDaxx #3 a shDaxx
#6). Prvni qRT-PCR byla opét provedena u vSech vybranych genii a nasledné byla
u téch, kde dopadla slibn¢, alespon jedenkrate zopakovana (vzdy s nové transdukova-
nymi bunikami). Vysledek analyzy je uveden v tab. 6 a u nékterych geni téz pro ilustraci

na obr. 16 (zde je opét uveden vysledek dvou nezavislych pokust).

Jak je zteymé, vysledek DNA-Cipu se u nékolika gent podafilo reprodukovatelné potvr-
dit. Snizeni hladiny proteinu Daxx v bunéc¢né linii MCF10a zpisobilo nartst exprese
geni SPINK6, SOX15 a SCEL a pokles exprese geni MMP7, SNCAIP a Askl.
SNCALIP v tomto piipad¢ predstavoval pozitivni kontrolu, vzhledem k tomu, Ze u n€ho
bylo jiz diive zjiSténo, Ze je regulovan nejen proteinem Daxx, nybrz i1 Brgl (viz pfed-
chozi podkapitolu). Prekvapive se jevilo zjisténi, Ze je Daxx potieba pro expresi kinazy
Askl. Jak bylo popsano v Uvodu (viz oddil II.), Daxx s touto kindzou piimo interaguje,
a tim se podili na jeji aktivaci. Je tedy mozné, Ze dalsi Grovni regulace kinazy Askl, jiz

se UcCastni protein Daxx, je ovlivnéni jeji transkripce.

Od dals$ich analyz vychazejicich z vySe uvedenych zjisténi bylo vSak posléze upusténo,

nebot’ se netykaly spolecné tlohy proteinit Daxx a Brgl.
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IGen ID Nazev genu Microarray | shDaxx shDaxx

ASK1 4217 apoptotic signal-regulating kinase 1

CALLA 4311 membrane metallo-endopeptidase

jcoczo 991 cell division cycle 20
CST6 1474 cystatin E/M

CXCL10 3627 chemokine (C-X-C motif) ligand 10

IFU 27148  fused

|Fos 2353 FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog
|roxos 2309 forkhead box O3

(GHR 2690 growth hormone receptor

IHSB—1 30011 SH3-domain kinase binding protein 1

lIrs1 3667 insulin receptor substrate 1

LIPG 9388 lipase, endothelial

IMEKK4 4216 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 4
MLLT11 10962 myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia; translocated to, 11

MMP?7 4316 matrix metallopeptidase 7
[msH3 4437 mutS homolog 3
INQO‘I 1728 NAD(P)H dehydrogenase, quinone 1
IRANTES 6352 chemokine (C-C motif) ligand 5
IscsL 8796 sciellin
ISERPINBT 8710 serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 7
Isncap 9627 synuclein alpha interacting protein

ISOX15 6665 SRY-box 15

IsPiNKke 404203 serine peptidase inhibitor, Kazal type 6

ISTAT1 6772 signal transducer and activator of transcription 1
ZBTB16 7704 zinc finger and BTB domain containing 16

il bk

zvyseni exprese oproti kontrole

_ sniZeni exprese oproti kontrole
24dna zména exprese

Tab. 6 — Analyza genu potencionialné regulovanych proteinem Daxx v bunécné linii MCF10a,
které byly nalezeny pomoci metody DNA-¢ipu

V levé casti tabulky je uveden seznam genti potencionalné regulovanych proteinem Daxx, které byly
vybrany k dal$im analyzam na zaklad¢ vysledku DNA-Cipu, jejich identifikacni Cisla v databazi En-
trez Gene a vyznam jejich zkratek. V dalSim sloupci je barevné vyznaceno, zda transkripce piislusné-
ho genu v DNA-Cipu po sniZeni exprese proteinu Daxx vzrostla (zelen€), anebo poklesla (Cerveng).
V poslednim sloupci je znazornén vysledek analyzy exprese vybranych genti pomoci qRT-PCR (je-li
u pfislusného genu vyznaceno vice fadki, znamena to, ze byla u ného qRT-PCR provedena opakova-
né, s nove transdukovanymi buitkami). K této analyze byla stejné jako u DNA-Cipu pouzita bunécna
linie MCF10a, transdukovana bud’ kontrolnim plazmidem, anebo konstrukty k produkci uvedenych
vlasenek shRNA pro snizeni exprese proteinu Daxx. V tabulce je vyznaceno, zda se u pfislusného
transduktantu s niz§i expresi proteinu Daxx transkripce vybraného genu oproti kontrole zvysila (zele-
n¢), snizila (Cerveng), pfipadné zda zistala beze zmény (zlut¢).
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Obr. 16 — Vysledek analyzy gent potencionalné regulovanych proteinem Daxx v bunécéné linii
MCF10a

Bunééna linie MCF10a byla transdukovana bud’ kontrolnim plazmidem (prazdny vektor), nebo kon-
strukty pro snizeni exprese proteinu Daxx (shDaxx #3 a shDaxx #6). U takto pfipravenych bunék byla
provedena qRT-PCR. Na obrazku jsou znazornény vysledky dvou nezavislych experimentt provede-
nych vzdy s Cerstve transdukovanymi buitkami (vzdy 11 dni po transdukci).

,»,Relative mRNA level® je relativni koncentrace mRNA v pfislusném vzorku vztazena ke koncentraci
mRNA bungk transdukovanych kontrolnim plazmidem, ,,1st* a ,,2nd experiment” znamena 1. a 2.
pokus.

I. 12. Daxx inhibuje expresi nékterych geni regulovanych proteinem Brgl
v bunééné linii SW13

Soubézné s ovérovanim vysledkil celogenomové analyzy zmén genové exprese u bu-
nécné linie MCF10a byl hledan také jiny model, v némzZ by bylo moZné objasnit funkéni
dopad interakce proteinii Daxx a Brgl. Tim se nakonec stala bunééné linie SW13, po-
chézejici z lidského adenokarcinomu nadledvinek, kterd postrada expresi proteinu Brgl.
U této bunécné linie popsali Yamamichi-Nischina a kol., Ze obnoveni exprese Brgl ve-

de k aktivaci exprese n¢kterych genti [346].

Pti optimalizaci pokusnych podminek bylo zjisténo, Ze je bunétna linie SW13 znaéné
citlivd na nejrizné€j$i formy stresu. Velmi té€Zce snasela napt. vysoké populacni hustoty
(konfluenci) a také transfekci plazmidovou DNA, po niz vétSina buné¢k hynula. Trans-
fektovanych prezivalo pouze malo, coz se pro ucely experimentil jevilo nevhodnym.
K obnoveni exprese proteinu Brgl bylo proto vyuzito adenovirového systému, ktery se

ukazal jako vysoce u€inny a nezptisoboval hromadné hynuti bunék (viz Metodika, oddil



Vysledky

120

1 25,00
5= CRYAB .
3 20000 1 3 20
§ 150,00 4 § 15,00
"4 x
£ 100,00 { £ 10,00
o o
s s
S 50,00 2 500
S &
D 0,00 - S 0,00
x J=lzlzlzlz] [ z2lzlzlz]z & s[=z]=|=s= s|alzl=]a
= = = ES o = = = = =
zlz|z]l2l2] |z2]lzl3]|2]2 glsls|e|s| |2|g]|s|e|2
s|lel|2|s|2 = = I s s|ls|2]s]2 sle|2|s|2
al=|2]|= a | = - | > a |~ - e -
slelgle| 8 |5|2|8]|2|s HHEIHEIBEEEHE
w g o g o w g o g o w g o l o w 0 o 0 o
ElSE|S ElElE]S il B8 el El51ElS
8 w 3 w 8 w 8 w qu w L‘-'Ju i} 8 w 8 w
SICTRL siDaxx #1 SiCTRL siDaxx #1
B s Transgelin B SPARC
9 120,00 £ 120,00 {
2L 400,00 i‘a 100
<
= 80,00 nz: 80,00 4
x
£ 6000 g 6000
g 40,00 g 40,00 4
R 2000 |_| T 20,00 |
S S
T 0,00 & 0,00
& J=lsl=sl=z2]=] [ =2]2]5]5]= J=l=l=s]=]s]|2]s]s]5]=
AHHBEEREBEHE AHAEEEREEEBE
ol = = I - Pl = = = = slzlml2le o El B B =8
THEHHEHBHEEHEE AHHEEBEEEHEE
Uld [E|d|& Wld(d)d & I e dladleldli
HEEE AR HE AEHHE HEHE
w|¥fw|™ i Bl I w pr w pr
siCTRL siDaxx #1 siCTRL siDaxx #1
160,00 - 1,40
= -
g.) 140,00 CD44 g 1,20 D&XX
i_# 120,00 4 ;‘3 1,00
< 100,00 1 = s
I 80,00 E =
E s0,00 { g0
2 4000 $ 040
2> =
W 20,00 M |‘| |-| & o020
&13 0,00 | & 000 ;
lal=zl=z|s5l=2] ' =2]= z|= HEIEE HEIEI R
w|le|r-|w|~ w| e w|~ o|le|=lo]|a ola|=|o|a
2lal|ls|=]|s s|a =|s slafls|[=s]s slals|=]|a
AHHEEHBHEBHEE HHHHHEHHHEHEE
Gl|& (8| |5|2|F|2|S sla|la|gle| |a|&f|2|&F|s
w|@|d|®]d w|® o] g il B I R il B I e
El5E]G & ol SRl El5IE]5
AL gl8|g|e glefgle glefgle
siCTRL siDaxx siCTRL siDaxx #1
8000,00 - ) .
‘a;, 7000,00 1 siRNA: siCTRL siDaxx #1
2 6000,00 - ;13_33_3 :3335
S 500000 4 28 - 2 o S 8 = 2 o
o 4000,00 o o o o g o o o =)
’ EE £ 2 % E £ £ £ E
E 3000,00 | ) 6 2 P g g & g g g g ifha
§.’ 2000,00 A adenovirus: w m m . ] ,
2 ] TR = T Bl |- 25
k] 1000,00 IB: UBrg1 o - '. s F .
g o0 . =N
HEIFEE HEIE
EAEA R EA B ER R Bl A ¢ |13
slelg| =2 a|lelS|=]2 IB: aDaxx e s
o= = o= =B
AHEEHEBEHEEE
e I = Ulad B a | : .
16|88 Ele|t|s IB: aTubulin | | > a9 e o > o O T D o
w w w w w w w w

>

siDaxx #1

Obr. 17 — Analyza exprese vybranych geni v bunéc¢né linii SW13 po obnoveni exprese Brgl a sniZeni ex-

prese proteinu Daxx

Bunééna linie SW13 byla transfektovana siRNA (kontrolni siCTRL a siDaxx #1 pro snizeni exprese proteinu

Daxx) a poté transdukovana rekombinantnimi adenoviry (v mnozstvi 0,05, 0,1, 0,15 ¢i 0,2 pl) pro expresi bud’

EGFP, nebo EGFP-znaceného Brgl, pfipadné byla ponechana bez transdukce. U takto piipravenych bun€k byla

provedena jednak SDS-PAGE s naslednym Western blottingem (viz pravy dolni roh), jednak qRT-PCR.

1B (immunoblotting) protilatka pouzitd pti imunodetekci po Western blottingu (aDaxx je smés mySich protila-

tek Daxx02 a 03), ,,Relative mRNA level“ je relativni koncentrace mRNA v pfislusném vzorku vztazena ke

koncentraci mRNA bun¢k transdukovanych adenovirem pro expresi pouze EGFP a transfekovanych siCTRL.




Vysledky 12]

genl popsanych v praci Yamamichi-Nishiny a kol. [346] v porovnani s transdukci kon-
trolnim virem pro expresi EGFP (viz obr. 17). V tomto modelovém systému bylo na-
sledn¢ pomoci qRT-PCR zjistovano, jaky vliv na expresi t€chto genli ma snizeni hladi-
ny proteinu Daxx. Nejvice se pfitom osvédCila transfekce siRNA provedena ve dvou

po sob¢ jdoucich dnech a nasledné adenovirova transdukce.

Opakovana analyza s vyuzitim vyse popsaného modelového systému ukdzala, ze snizeni
exprese proteinu Daxx pomoci siRNA nemélo na expresi genti regulovanych Brgl prak-
ticky zadny vliv s vyjimkou CD44, jehoz exprese po snizeni hladiny proteinu Daxx zfe-
teln€ vzrostla (viz obr. 17). Problematické vSak bylo, ze se u transfekci kontrolni siRNA
a u transfekci siRNA snizujici hladinu proteinu Daxx prakticky nikdy nepodafilo do-
sahnout shodné exprese Brgl z adenovirového vektoru (na obr. 17 graf vlevo dole
a vysledek SDS-PAGE vpravo dole). V obr. 17 je proto tieba porovnat transdukci
s pouzitim 0,2 pl adenoviru pro expresi EGFP-Brgl u transfekce kontrolni siRNA
a transdukci pomoci 0,15 pl adenoviru u transfekce siRNA pro sniZzeni exprese proteinu
Daxx. V tomto piipad¢ by bylo mozné po snizeni bunéné koncentrace proteinu Daxx
pozorovat pokles exprese genti Transgelin, SPARC a CSF1, ale tento pokles byl pfili§
maly a v dalSich pokusech se ho jiz nepodatilo zopakovat, pti¢emz nékteré z nich po-
skytovaly 1 opa¢né vysledky (neni ukézano).

Jednim z opakované prokazanych vysledkl tak zlstalo zvySeni exprese CD44, je-li
do bun¢k navracen Brgl, a jeji dalsi nardst, pokud je zaroven snizena exprese proteinu
Daxx. Béhem dalSich pokust bylo zjisténo, ze je obdobné regulovan také MMP1, ktery
lze povazovat za pozitivni kontrolu (potvrzeni funkénosti modelu), nebot’ bylo jiz diive
publikovano, Ze je tento gen, pro jehoz expresi v bunééné linii SW13 je nezbytny Brgl
[346] (v uvedeném odborném ¢lanku je oznacen jako kolagendza), inhibovan proteinem

Daxx [219, 226].

Posléze byla v modelovém systému vyuzivajicim bunécnou linii SW13 testovana také
exprese nékterych gent, které byly v téZze dobé analyzovany v bunééné liniit MCF10a
(viz oddil I. 10.). Divodem byla tivaha, ze jsou obé¢ linie odvozeny z epitelu (linie
SW13 z nadledvinek, linie MCF10a z prsni zlazy), a mohly by tedy mit aktivni obdobné
geny. Tento pfedpoklad se potvrdil u genu SCEL (Sciellin), jehoZ exprese vzristala,
jestlize byl do bun€k navracen Brgl, a k jejimu dalSimu zvySeni piispélo snizeni hladi-

ny proteinu Daxx.
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Na obr. 18 je zndzornéno shrnuti vyse uvedenych zjisténi. U Brgl se po transdukci opét
nepodaftilo dosdhnout srovnatelné exprese v bunikach transfektovanych kontrolni siRNA
a bunkach po transfekci siRNA snizujici hladinu proteinu Daxx (siDaxx #1 a siDaxx
B+C+D). Tentokrate byla exprese Brgl nizsi u bun¢k s nizsi hladinou proteinu Daxx
(viz obr. 18, prostiedni graf ve spodnim tadku). Navzdory tomu vSak byla exprese genil
CD44, SCEL a MMP1 vyrazné vyssi, jestlize byl Daxx odstranén, jakkoli bylo Brgl
produkovano méné¢ nez po transfekci kontrolni siRNA. Toto zjisténi potvrdila
1 SDS-PAGE a nasledna imunodektekce pomoci protilatky proti proteinu CD44

(viz obr. 18 vpravo dole).

Uvedené vysledky, které byly nekolikrate zopakovany (reprodukovany), ukazuji, ze je
uloha proteinu Daxx pfi bunéénych pochodech, jichz se ucastni Brgl, také velice kom-
plexni. Zatimco v bunécné linii MCF10a byla exprese jak proteinu Daxx, tak Brgl ne-
zbytnd pro expresi genu SNCAIP, v bunééné linii SW13 Daxx plsobil na geny, jez

pro svou expresi potiebuji pfitomnost Brgl, inhibicné.
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Obr. 18 — SniZeni exprese proteinu Daxx v bunécné linii SW13 vede ke zvySeni exprese nékterych gent

regulovanych Brgl

Bunécna linie SW13 byla transfektovana siRNA (kontrolni siCTRL a siRNA ke snizeni exprese proteinu Daxx
siDaxx #1 a siDaxx B+C+D) a poté transdukovana rekombinantnimi adenoviry (v mnozstvi 0,05, 0,1 ¢i 0,15 pl)
pro expresi bud EGFP, nebo EGFP-znacené¢ho Brgl. U takto pfipravenych bun¢k byla provedena jednak
SDS-PAGE s naslednym Western blottingem (viz pravy dolni roh), jednak qRT-PCR.

LIB*“ (immunoblotting) znali protilatku pouzitou pii imunodetekci po ,,westen-blottingu” (anti-Daxx je smes
mysich protilatek Daxx02 a 03), ,,Relative mRNA level® je relativni koncentrace mRNA v pfislusném vzorku
vztazena ke koncentraci mRNA bunék transdukovanych adenovirem pro expresi pouze EGFP a transfekovanych

siCTRL
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II.
Dalsi vyzkumné projekty a z nich vychazejici odborné ¢lanky, na nichz

se autor této dizertani prace podilel

I1. 1. Souhra mezi proteiny Daxx, p53, kinazou ATM a fosfatazou Wip1 po posko-
zeni DNA (Brazina a kol., Cell Cycle, 2015) [347]

1I. 1. 1. Preklad anglického abstraktu ¢lanku

Daxx (death-domain associated protein 6) je histonovy chaperon, regulator apoptdzy
a transkripce a také predpokladany modulator genové exprese regulované proteinem
p53. Po poskozeni DNA je Daxx fosforylovan, ale regulace této modifikace ¢i jeji vztah
k proteinu p53 doposud nebyly znamé. V této praci je ukazano, ze je Daxx v lidskych
buiikach po poskozeni DNA pisobenim ionizujiciho zatfeni ¢i genotoxickych chemikalii
etopozidu a neokarzinostatinu rychle fosforylovan prostfednictvim kindzy ATM. Pomo-
ci mistn¢ fizené mutageneze bylo zjisténo, Ze je hlavni takto fosforylovanou aminokyse-
linou serin 564. Imunofluorescene poté ukazala, ze se Daxx s fosforylovanym serinem
564 nachdzi ptevazné v jadernych PML-téliscich.

Dalsi analyzy jak u rtiznych bunéénych linii, tak in vitro poté odhalily, Ze je serin 564
proteinu Daxx defosforylovan fosfatdzou Wipl. V souladu s faktem, ze je Wip1 jednim
z onkogent, byla silngjs$i defosforylace proteinu Daxx pozorovéana v naddorovych bunéc-
nych liniich, které bud’ obsahovaly mutaci proteinu Wip1 zpusobujici jeho trvalou akti-

vaci, anebo v nich byla exprese této fosfatazy trvale zvysSena.

Ackoli vSak odstranéni fosfatazy Wipl pomoci siRNA zplisobovalo zvySenou fosfory-
laci proteinu Daxx jak pted poskozenim DNA, tak po ném, a rovnéZ tak byla pozorova-
na vys$i stabilita 1 transkripéni aktivita proteinu p53, odstranéni proteinu Daxx nemélo
na stabilitu ani transkripéni aktivitu proteinu p53, sledovanou u genii Gadd45a, Noxa,
Mdm2, p21, Puma, Sesn2, Tigar a Wipl Zadny vliv. Tento vysledek potvrdilo 1 zopako-
vani pokusu u bunck, vnichZz byl spouzZitim metody TALEN proveden genovy
»knock-out®, a protein Daxx byl tak zcela odstranén. To naznacuje, Ze pro genovou ex-
presi regulovanou proteinem p53 po poskozeni DNA neni Daxx potteba ani fosforylo-

vany v serinu 564, ani bez této modifikace.

V této praci byla tedy identifikovana kindza ATM a fosfatdza Wipl jako navzijem

opacn¢ pusobici regulatory fosforylace serinu 564 proteinu Daxx. Zaroven ale bylo zjis-



Vysledky 125

téno (v rozporu s diiveéjSimi zjisténimi), ze funkce proteinu Daxx jak fosforylovaného,
tak defosforylovaného, nikterak nesouvisi s genovou expresi, kterou reguluje tran-

skripéni faktor p53.

1I. 1. 2. Podil autora této dizertalni prdace

V pocatcich tohoto projektu autor prace ptipravil konstrukty pFLAG-CMV-5a-Daxx FL
a Daxx 504-704 a vétsinu bodovych mutaci proteinu Daxx (zdménu serinu 564, serinu
707 a treoninu 726 za alanin a také kombinaci téchto zamén, viz Metodika, oddily III.

1.2.alll 1. 3. a seznam plazmidi v oddilu III. 2. 1.).

V ramci projektu také autor prace provedl cilenou genovou deleci (genovy ,,.knock-out®)
za pomoci metody TALEN v bunécéné linii U20S. Jednalo se o jeden z prvnich
»knock-outi genu pro expresi proteinu Daxx, ktery byl proveden v bunécéné linii
(pfed zdokonalenim metody genového ,knock-outu byl Daxx odstranén pouze
v mySich zarodecnych kmenovych bunkach za Gcelem zjisténi tlohy tohoto proteinu
pfi zérodecném vyvinu [35, 37]).

Podrobny postup piipravy genového ,.knock-outu® je popsan v Metodice (oddil IV. 5.).
Bunééna linie U20S pii ni byla transfektovana konstrukty pro expresi TALENovych
nukledz a buiniky nésledné rozd€leny do 96-jamkovych kultivac¢nich desticek tak, aby
v kazdé jamce byla maximalné jedna buiika, kteréd tudiz dala vznik jednomu bunéénému
klonu. Tyto klony byly poté péstovany dale a exprese proteinu Daxx v nich byla po-
stupné analyzovana nejprve pomoci imunodetekce po SDS-PAGE a Western blottingu

a poté s pouzitim qRT-PCR.

Prvni takto provedena ptiprava genového , knock-outu* nevedla ke kyzenému vysledku.
Bylo pfi ni analyzovano celkem 72 ziskanych bunécnych kloni a pouze v jediném
z nich bylo zjisténo pravdépodobné poskozeni genu pro expresi proteinu Daxx. BohuZel
vSak bylo heterozygotni, nebot’ byla exprese proteinu Daxx pouze zietelné snizena, ni-

koli vSak potlacena (neni ukazano).

Cely postup byl proto nasledné zopakovan. Podruhé bylo analyzovano 165 ziskanych
bunéénych klonli a nakonec z nich byly vybrany tfi (oznacené 17-7, 17-8 a 17-42),
v nichZ byla exprese proteinu Daxx zcela potlacena, a dva kontrolni (0-4 a 0-18), které
mély expresi proteinu Daxx na pivodni Grovni. Na obr. 19 je ukazéna analyza 28 klont
s nizkou ¢i nezjistitelnou expresi proteinu Daxx v porovnani s klony 0-4 a 0-18. Klony,

u nichz nebyla pozorovana exprese proteinu Daxx pifi imunodetekci po SDS-PAGE
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Obr. 19 — Analyza vybranych klont s potencionalnim ,,knock-outem* genu pro expresi protei-
nu Daxx

Po transfekci bunééné linie U20S TALENovymi konstrukty a nasledném rozdéleni bunééné suspen-
ze do jamek 96-jamkovych desticek tak, aby byla v kazdé jamce nanejvys jedna buiika, zakladajici
bunéény klon, bylo pomoci imunodetekce po SDS-PAGE a Western blottingu analyzovano
165 takovychto klont. Z nich bylo vybrano 28 slibnych klonli se snizenou expresi proteinu Daxx,
které byly analyzovany (a) jak pomoci qRT-PCR, (b) tak pomoci imunodetekce po SDS-PAGE
a Western blotting. Pfi ni nebyla pouzita pouze smés mysich protilatek proti proteinu Daxx (Daxx 02
a 03), nybrz i dal$i dostupné protilatky (M-112, 25C12), které ale také vazaly C-konec proteinu
Daxx. Klony, které mély na proteinové trovni nizkou expresi proteinu Daxx, ale vyS$si expresi jeho
mRNA, byly nasledné¢ vyfazeny, nebot mohly stale exprimovat jeho N-koncovy fragment.
Na obrazku (b) jsou tucné zvyraznény vybrané klony postradajici expresi proteinu Daxx a také klony
0-4 a 0-18, které byly vybrany jako kontrola, nebot’ mély normalni expresi proteinu Daxx.

a Western blottingu, byly vyfazeny v ptipadé, ze byla v qRT-PCR zaznamendna vyssi
transkripce mRNA. Stépné misto TALENové endonukledzy se totiz nachazelo
az v exonu 4 genu pro expresi proteinu Daxx, tedy v prekladané oblasti, a existovalo
proto nebezpeci, Zze bude bunécna linie s vysokou expresi piislusné mRNA produkovat

zkraceny, N-koncovy fragment proteinu Daxx.

Ptipravené bunééné klony 0-4, 0-18, 17-7, 17-18 a 17-42 autor dizertace predal k dal$im

experimentim.
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IL. 2. Inhibice vakuolarni ATPazy ma tlumivy ucinek na aktivaci kaspazy-8 zpiiso-
benou vazbou ligandu TRAIL na receptor a ovliviiuje piepravu receptozémi

u receptoru pro ligand TRAIL (Horova a kol., FEBS Journal, 2013) [349]

11. 2. 1. Pieklad anglického abstraktu clanku

TRAIL (ligand vyvolavajici apoptozu piibuzny faktoru nekrotizujicimu nadory) je
membranové vazany ligand z proteinové rodiny TNF, ktery poutd zna¢ny zajem tim,
Ze po vazbé na své receptory vyvolava bunécnou smrt predev§im u nadorovych bun¢k,
zatimco primarni bunky jsou vii¢i jeho ptisobeni odolné. Podstata tohoto jevu (rozdily

v signalnich drahéch) vSak prozatim neni zcela pochopena.

Autofi prace se zaméfili na zablokovani vakuolarni ATPazy (V-ATPazy) pomoci ¢ini-
del bafilomycinu-A1l (BafA1l) nebo konkanamycinu-A (CCA), které¢ potlacuje okyseleni
endozému. Inkubace vybranych nadorovych bunécnych linii (pfevazné odvozenych
z kolorektalnich karcinomil) s témito inhibitory vedla ke zfetelnému sniZeni citlivosti
takto ovlivnénych bun€k k apoptéze vyvolané vazbou ligandu TRAIL. Zaroven byla
mén¢ Stépena kaspaza-8 a bylo pozorovano omezené skladani proteinovych komplext
na receptorech pro ligand TRAIL a jejich pfeprava. Beze zmén naopak zistala aktivace
transkripéniho faktoru NF-«B ¢i signalizace prostfednictvim MAP-kindz / stresovych
kindz. RovnéZ tak nebyla pozorovana permeabilizace lyzozoému ¢i Gcast kyselé sfin-
gomyelindzy. Také mnozstvi receptort pro ligand TRAIL na bunééném povrchu nebylo
uvedenymi inhibitory nikterak ovlivnéno. Inhibic¢ni efekt BafA1l byl vSak potlacen sni-

Zenim exprese proteinu c-FLIP, inhibitoru kaspazy-8, pomoci siRNA.

Vyse uvedend data tedy poskytuji prvni ditkkaz, Ze okyseleni endozomii piedstavuje dua-

lezity zptisob regulace pocate¢ni faze signalizace receptoru pro ligand TRAIL.

11. 2. 2. Podil autora této dizertacni prdce

Autor prace v prubéhu projektu vypomohl s nékterymi SDS-PAGE a néslednymi imu-
nodetekcemi po Western blottingu. Podilel se také na experimentech vyznacenych
na obr. 21. Pfi nich bylo ukazéano, Ze inhibitory BafAl a CCA potlacuji Sté€peni proa-
poptotickych proteinii po vazbé ligandu TRAIL na receptor (viz obr. 20a), ale nemaji

zadny vliv na signalni drahy, které podporuji spiSe bunécné pieziti (viz obr. 20b).
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Obr. 20 — Inhibitory V-ATPazy potlacuji Stépeni nékterych proapoptotickych proteinii, ale
neovliviiuji signalizaci po vazbé ligandu TRAIL, ktera podporuje bunécné preziti

(a) Bunécna linie Colo206F byla inkubovana nejprve s 20 nM BafAl ¢i 20 nM CCA a nasledné
1 hod. s rekombinantnim ligandem TRAIL (200 ng/ml), nebo byla ponechana bez inkubace (kontro-
la, ,,ctrl®). Poté byly buniky lyzovany v lyza¢nim pufru na SDS-PAGE a exprese vybranych proteint
¢i jejich stav byly analyzovany pomoci imunodetekce po Western blottingu

(b) Bunééna linie HCT-116 byla nejprve inkubovana s 20 nM BafAl ¢i 20 nM CCA a nasledné
s rekombinantnim ligandem TRAIL (200 ng/ml) po vyznacené Casové useky (0 — 60 min), pfipadné
ponechany bez inkubace (,untreated”). Bunétné lyzaty byly analyzovany pomoci imunodetekce
po SDS-PAGE a Western blottingu.

II. 3. Specificka inhibice jednotlivych proteint z rodiny Bcl-2 pomoci chemikalii
ABT-199 a homoharringtonin odhalila existenci podskupin difaznich velkobunéc-
nych B-lymfomi, zavislych bud’ na Bcl-2, nebo na Mcl-1 (Klanova a kol., Clinical

Cancer Research, 2015) [350]

1I. 3. 1. Preklad anglického abstraktu ¢lanku

Ucel: Prozkoumat ulohu proteini Bel-2, Mcl-1 a Bel-X. pii piezivani bunék DLBCL
(diffused large B-cell lymphoma, difuzni velkobunécny B- lymfom).

RozvrZzeni experimentl: Imunohistochemicka analyza 105 vzorkit DLBCL a analyza
pomoci imunodetekce po SDS-PAGE a Western blottingu 18 bunéénych linii DLBCL

zamétena na expresi proteinll Bel-2, Mcl-1 a Bel-Xy. Specifickd inhibice téchto proteinti
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pomoci chemikalii ABT-199, homoharringtonin (HHT) a ABT-137. Analyza klonii
DLBCL s umé¢le pozménénou expresi Bcl-2, Mcl-1 a Bel-X;. Imunoprecipitace kom-
plexi Mcl-1 z vybranych bunéénych linii DLBCL. Experimentalni terapie vyuZzivajici
inhibice Bcl-2 a Mcl-1 s pouzitim ABT-199 a HHT, bud’ jednotlivé, nebo v kombinaci,
in vitro, nebo in vivo v mySich bunéénych modelech zalozenych na xenotransplantatech
bunéénych linii DLBCL.

Vysledky: Pomoci cileni proteini Bel-2, Mcl-1 a Bcel-Xp s pouzitim vySe uvedenych
chemikalii bylo ukazano, ze u DLBCL mohou byt rozliSeny dvé podskupiny, jednak
nadory zavislé na Bcl-2 a jednak na Mcl-1. Naopak funkce Bcl-X; u DLBCL tak zfejma
neni. Tato zji$téni byla potvrzena rovnéZz na molekularni Grovni za pomoci expresni
analyzy kloni DLBCL s uméle pozménénou expresi Bel-2, Mcl-1 a Bel-X; 1 experi-
mentid zaloZzenych na imunoprecipitaci. Ve studii bylo dale ukdzano, ze pokud jsou za-
roven inhibovany jak Bcl-2, tak Mcl-1 sou¢asnym ptisobenim ABT-199 i HHT, zptsobi
to vyraznou syntetickou letalitu u vétSiny bunéénych linii DLBCL, které produkuji
Bcl-2. Uvedena cytotoxickd souhra ABT-199 a HHT byla potvrzena také in vivo pomo-

ci mysich bunécnych modeltit DLBCL zalozenych na xenotransplantatech.

Shrnuti: Vzhledem k tomu, ze je HHT klinicky schvalenym protileukemickym Ié¢ivem
a ABT-199 je nyni provétovano v pokro€ilych fazich riznych klinickych testl, zjisténi
této studie mohou byt vyuZzitelnd pfi klinickych zkouskach u pacientd s agresivnim

onemocnénim DLBCL.

11. 3. 2. Podil autora této dizertacni prdce

Autor prace ptipravil vétsinu linii DLBCL s uméle pozménénou (zvySenou pomoci
nadprodukce ¢i snizenou za pomoci shRNA) expresi proteinit Bel-2, Mcl-1 a Bel-X.
K tomu vyuzival dodané lentiviry urcené k transdukci konstrukty pro expresi ptislusné
shRNA ¢i prislusnych proteinti. Zménénou expresi zkoumanych proteinti ovétoval po-
moci imunodetekce po SDS-PAGE a Western blottingu a nasledné bunééné linie preda-

val k dal$im pokustim.
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Diskuze

Z doposud publikovanych dat vyplyva, Ze je Daxx multifunkcni, pfevazné jaderny pro-
tein, ktery se ucastni reakce na bunécny stres, apoptotické signalizace, regulace tran-
skripce 1 dalSich bunéénych pochodi. U vétSiny z nich je jeho uloha znaéné komplexni,
spoc¢ivajici nejen v ovlivnéni posttranslatnich modifikaci zucastnénych proteini,
ale 1 ve zmén¢ struktury chromatinu, kterd miize nasledné¢ zptisobovat zmény genové
exprese. Tato komplexni tloha proteinu Daxx je jednim z moznych vysvétleni, pro¢ byl
nékdy pozorovan jeho inhibi¢ni G€¢inek na piislusné bunéné pochody a jindy zase akti-
vacni. Dal§im z diivodii mtze byt i vybér modelovych experimentalnich systémd, casto
nadorovych bunécnych linii, které mivaji své signalni drahy rizn€ pozménény.

Na transkripci Daxx pusobi pievdzné inhibi¢né, prostfednictvim toho, Ze do regulacnich
oblasti gentl pfivede modifikujici enzymy, napt. HDAC & DNMT (viz Uvod, oddil
III. 5. 2.). Mimoto byl Daxx, v komplexu s ATPazou remodelujici chromatin ATRX,
popsan coby histonovy chaperon pro histon-3.3, dilezity pro udrZzovani trvalé represe
nckterych genit endogenniho i virového ptivodu a konstituéniho heterochromatinu
zejména v oblasti centromer a telomer. Nadory, které maji proteiny Daxx nebo ATRX
mutované, vykazuji chromozémové zmény a vyuzivaji proces alternativniho prodluzo-

vani telomer (viz Uvod, oddil III. 6.).

Skute¢na role proteinu Daxx v kontextu mnohobunécného organismu vsak ziistava spise
nejasnd. Napft. bylo pozorovano, Ze mysi zarodky, u nichZ byl Daxx odstranén pomoci
techniky cilené genové delece (,,knock-out™), hynou v dasledku tézkych vyvojovych
poruch jiz deset dni po implantaci do délohy [35].

Zamé&rem této prace bylo prohloubit dosavadni znalosti o tomto multifunkénim proteinu
prostfednictvim identifikace a charakterizace jeho doposud nepopsanych interakénich
partnert. V kvasinkovém dvojhybridnim systému (Y2H) bylo nalezeno 24 potencional-
nich interakénich partnerti proteinu Daxx, pfevazné jadernych proteind, jejichz funkce
vétSinou souviseji s regulaci chromatinu (viz tab. 4). U dvou takto nalezenych proteintl,
ATPézy remodelujici chromatin ATRX a proteinu DMAPI1, asociovaného s DNMT1,
byla jiz interakce s proteinem Daxx popsana (viz Uvod a zejména oddily III. 5. 2.
aIll. 6.), coz podporuje relevanci vysledkii vyhledani interakénich partnertt v Y2H. In-

terakce nékterych téchto noveé nalezenych proteint s proteinem Daxx byla navic potvr-
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zena jak in vitro pomoci ,,GST-pulldownu®, tak in vivo za pomoci imunoprecipitace
po jejich nadprodukci. Mezi témito vybranymi proteiny byly mj. dva proteiny ucastnici
se oprav DNA (BAP1 a Abral), podjednotka histonového chaperonu pro histon-3.3
HIRA/ASF1 (Ubnl), podjednotka korepresorového komplexu mSin3A (SAP30)
a ATPéaza remodelujici chromatin Brgl (viz obr. 7). Toto zjisténi tedy zjevné rozsifuje
poznani tykajici se doposud znamych funkei proteinu Daxx, které souviseji s regulaci
struktury chromatinu, transkripce ¢i opravami DNA. Protein Ubnl sice jiz identifikovan
v komplexu histonového chaperonu HIRA/ASF1 s odliSnym podjednotkovym slozenim,
nez mé komplex Daxx/ATRX [260], nicméné je mozné, ze jsou funkce obou histono-

vych chaperonti za n¢kterych doposud neidentifikovanych podminek provazané.

K dal$im experimentiim byl nasledné vybran protein Brgl, nebot’ se jednalo jiz o dru-
hou ATPazu remodelujici chromatin, ktera interaguje s proteinem Daxx a kterd ma na-
vic dilezitou tlohu pfi regulaci transkripce, opravach DNA a dalSich pochodech spja-
tych s chromatinem [205]. Interakce proteinii Daxx a Brgl byla opakované potvrzena
nejen in vitro za pomoci ,,GST-pulldownu®, ale i in vivo jak u nadprodukovanych, tak
u endogennich proteint (viz obr. 8 a 9). Oba proteiny se také podafilo spolecné imuno-
precipitovat po gelové filtraci z frakci obsahujicich komplexy s relativni molekulovou
hmotnosti 1 — 1,5 kDa (viz obr. 10). RovnéZ tak byla pozorovana spole¢na lokalizace
proteinlt Daxx a Brgl v jadernych PML-téliscich (viz obr. 11). Takovato lokalizace
v PML-t¢liscich zavisla na proteinu Daxx byla popsana rovnéz u ATPazy remodelujici
chromatin ATRX a je ziejmé jednim ze zplisobil regulace tohoto proteinu (viz Uvod,

oddil III. 6. 1.). Obdobnou funkci by tudiZ mohla mit i u Brgl.

Vzijemna interakce proteinli Daxx a Brgl byla také analyzovéna za pomoci exprese
jejich forem, které maji nékteré své Casti odstranény. Cilem bylo nalézt takové useky
obou proteind, které tuto interakci zprostfedkovavaji. Jak se vSak ukazalo, je Brgl va-
zan jak N-koncovou, tak centralni tfetinou proteinu Daxx (viz obr. 12), pouze jeho
C-koncova Cast se na interakci nepodili. Takovéto zjiSténi ovSem nebylo pfili§ prekva-
pivé, nebot’ 1 s nékterymi dalS§imi proteiny Daxx interaguje prostfednictvim vice svych
¢asti, jak vyplyva z obr. 1. Tato multifokdlni interakce byla pozorovéana napft. u kindzy
Askl1, transkripéniho faktoru p53, apoptotického regulatoru CHIP a dalSich. Navic bylo
u histonu-3.3 popsano, Ze se Daxx okolo n€¢ho svym aminokyselinovym fetézcem ovi-
ji[351, 352]. Lze proto predpokladat, ze by mohl Daxx obdobnym zplsobem vazat

1 dalsi proteiny.
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Tuto hypotézu by podporovalo i zjisténi, ze také protein Brgl vaze Daxx prostiednic-
tvim vice svych ¢asti (viz obr. 14), a je proto mozné, ze riizné ¢asti proteinu Daxx inter-
aguji s riznymi ¢astmi proteinu Brgl. Vzhledem k velikosti Brgl se dalsi analyzy inter-
akce obou proteini zamétily na identifikaci N-koncové oblasti Brgl, s niz interaguje
Daxx. Pravé z této oblasti totiz pochédzi fragment nazvany ,.klon 3%, ktery byl nalezen
v Y2H. Pfi uvedenych analyzach byla identifikovana oblast Brgl mezi doménami QLQ
a HSA, ktera za interakci s proteinem Daxx odpovida v N-koncové poloviné proteinu
Brgl (viz obr. 14). Pfiblizn¢ stejna oblast se podili i na interakci proteinu Brgl
s proteinem BAF250 a je pravdépodobné nezbytna pro transkripcni aktivaci glukokorti-

koidového receptoru prostfednictvim Brgl [353].

Kromé¢ analyzy interakce proteinti Daxx a Brgl byla rovnéz hledéana jeji funkce. Zatim-
co Daxx putsobi coby adaptérovy protein u nejriznéjSich bunéénych pochodii, uloha
Brgl souvisi se zménami struktury chromatinu. Oba proteiny reguluji i genovou expre-
si, a proto byla testovdna hypotéza, Ze by mohly existovat geny, které oba proteiny re-
guluji spolecné. K jejich nalezeni byly pouzity dva modelové systémy. Jednim z nich
byla bunécna linie SW13, ktera postrada expresi Brgl a u niz bylo popsano, Ze jeji ob-
noveni zplUsobi aktivaci nckterych gentt [346]. U bunééné linie SWI13
s nadprodukovanym proteinem Brgl bylo tedy zkoumano, jak transkripci téchto gent
ovlivni umélé snizeni exprese proteinu Daxx pomoci RNAi. Nasledné bylo zjiSténo,
ze exprese genit CD44, SCEL a MMP1 po nadprodukci Brgl dale vzrista, je-li exprese
proteinu Daxx potlaena, coz naznacuje represivni U€inek proteinu Daxx na genovou
expresi regulovanou ATPazou remodelujici chromatin Brgl (viz obr. 18). Inhibi¢ni uci-
nek proteinu Daxx na expresi genu MMP1 byl navic popsan jiz dfive [219], a lze se
proto domnivat, Ze také inhibice aktivity genlit SCEL a CD44 piedstavuje relevantni
zjisténi.

Je nicméné otazkou v ¢em vySe uvedeny represivni G¢inek proteinu Daxx spo¢iva. Daxx
by napf. mohl prostfednictvim své interakce s Brgl modulovat jeho remodela¢ni aktivi-
tu. Nebo muze Daxx Brgl inhibovat tak, Ze jej vyvazuje v jinych bunécnych struktu-
rach, ¢imz mu brani v pfistupu do promotoru. Takovymito strukturami by mohla byt
napft. jadernda PML-téliska, u nichz bylo zjiSténo, Ze je do nich Brgl prostfednictvim
proteinu Daxx vazéan (viz obr. 11). Bylo by proto vhodné zjistit, jaky vliv na expresi
genl SCEL, CD44 a MMP1 ma protein PML. Takovéto pokusy sice byly autorem prace

ucinény, bohuZzel vSak nevedly k uspokojivému vysledku. Ukdzalo se totiz, ze u bunéc-



Diskuze 133

né linie SW13 nelze provést kombinovanou expresi PML a Brgl, a zkoumat tak vliv
proteinu PML na transkripci gent, které Brgl reguluje, nebot’ jsou tyto builkky znacné
citlivé na nejriznéjsi formy bunécného stresu vcetné transfekce plazmidovou DNA.
Bunky po transfekci rychle hynuly, a nejvyraznéji to postihlo prave ty, které nadprodu-

kovaly dva proteiny zarovern.

Kromé naznaceného piimého ucinku proteinu Daxx na aktivitu Brgl ovSem nelze po-
minout ani moznost, Ze inhibi¢ni u¢inek proteinu Daxx na expresi geni CD44, MMP1
a SCEL s interakci mezi obéma proteiny nesouvisi. Daxx by napt. mohl do promotorti
uvedenych gena piivést HDAC ¢i DNMT nebo by pouhym ovlivnénim piislusné sig-
nalni drahy mohl bud’ nepiimo pusobit i na aktivitu Brgl, anebo na expresi uvedenych
gentl. V takovémto ptipad¢ by to ovsem o funkci interakce mezi proteiny Daxx a Brgl

nevypovidalo viibec nic.

Druhym bunéénym modelem, ktery byl vybran k hleddni funkce interakce proteinti
Daxx a Brgl, byla bunétna linie MCF10a, u niZ byla za pomoci shRNA sniZovédna ex-
prese jednoho nebo druhého proteinu. Nejprve byla u takto ovlivnénych bunék prove-
dena celogenomova analyza zmén genové exprese (tzv. DNA-Cip) a poté jeho vysledek
oveéiovan za pouziti qRT-PCR. Z 50 vybranych gend, jejichz exprese byla obdobné
ovlivnéna, nakonec ziistal jediny, u néhoz bylo opakované potvrzeno, Ze je jeho exprese
regulovéana proteiny Daxx a Brgl. SniZeni exprese jednoho ¢i druhého proteinu zpliso-
bilo pokles exprese genu SNCAIP, coz naznacuje, Ze jsou oba proteiny pro jeho expresi

potiebné (viz obr. 15).

Opét miize existovat vice zplisobtl, jimiz by proteiny Daxx a Brgl gen SNCAIP regulo-
valy. Daxx by napf. mohl jakozto adaptér (koaktivator) zprostfedkovat interakci nékte-
rého transkripéniho faktoru s proteinem Brgl, jehoz remodelacni aktivita by poté pfi-
spéla k aktivaci transkripce. Nebo by to mohl byt naopak Brgl, ktery by v promotoru
genu SNCAIP napomahal funkei proteinu Daxx coby histonového chaperonu pro his-
ton-3.3. Obdobna kooperace s proteinem Daxx byla jiZ popsana u ATPazy remodelujici
chromatin ATRX (viz Uvod, oddil III. 6.). Komplex Daxx/ATRX se oviem podili
na udrzovani represivniho stavu nékterych typii heterochromatinu, zatimco zde by se
jednalo o navozeni takového stavu chromatinu, ktery by umozioval transkripci mRNA.
Histonovy chaperon Daxx by tedy v komplexu s Brgl fungoval jako transkripéni koak-

tivator.
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Nicméné ani v tomto bunééném modelu nelze vyloucit moznost, kterda byla zminéna
vySe u bunééné linie SW13. Ucinek proteinit Daxx a Brgl na expresi SNCAIP opét ne-
musi zaviset na jejich vzajemné interakci, neboli se miize znovu jednat o navzajem ne-

zavisly vliv proteinu Daxx ¢i proteinu Brgl.

Vedle regulace genové exprese by se proteiny Daxx a Brgl mohly spole¢né podilet
inajinych bunéénych pochodech. Jednim znich by mohlo byt vytvafeni takovych
chromatinovych struktur, které umozni opravit poskozenou DNA. U Brgl jiz bylo zjis-
téno, ze se oprav DNA, napt. dvojtetézcovych zlomu, Gcastni [354-358]. Jak Brgl, tak
Daxx jsou navic po poSkozeni DNA fosforylovany kinazou ATM [114, 359] (viz téz
Vysledky, oddil II. 1.). U proteinu Daxx funkce této posttranslacni modifikace sice neni
prilis objasnéna, ale u Brgl bylo popsano, ze napoméaha k opravam DNA. Dalsi moz-
nosti je, ze je to naopak Brgl, ktery napomaha funkci proteinu Daxx coby histonového
chaperonu, obdobné jako ATPaza remodelujici chromatin ATRX. Jak bylo popsano
v Uvodu (viz oddil II. 6. 1.), Daxx je sdm o sobé& schopen vkladat histon-3.3 do piislus-
nych mist v chromatinu a ATRX mu zfejmé slouzi k navedeni do téchto mist a patrné
téz k rozvolnéni nékterych chromatinovych struktur, aby viibec vlozeni histonu-3.3
mohlo probéhnout. Brgl by tedy mohl mit obdobnou funkci, ale napt. v jinych oblas-
tech chromatinu. V tomto sméru by tedy byly uzitecné dalSi experimenty, které by

umoznily analyzovat i funkce obou proteind, jez se netykaji genové exprese.

Vysledkt celogenomové analyzy zmén genové exprese u bunééné linie MCF10a bylo
vyuZito nejen k nalezeni geni, které jsou spolecné regulovany proteiny Daxx a Brgl,
ale také gentli regulovanych pouze proteinem Daxx s cilem rozsifit poznéni jeho bunéc-
nych funkci. Za pomoci qRT-PCR bylo takovychto gent identifikovano né€kolik. U ge-
ni SPINK6 a SCEL umélé snizeni mnozstvi proteinu Daxx vedlo k nardstu jejich ex-
prese, coz naznacuje, Ze ma Daxx na jejich expresi inhibicni u€inek (viz obr. 16). Ten
opét mlze byt ptimy, spocivajici v tom, Ze korepresor Daxx ptivede do jejich promoto-
ru HDAC, DNMT ¢i jiné enzymy vytvarejici inhibi¢ni stav chromatinu, nebo nepiimy,
kdy by se Daxx pouze podilel na regulaci signalni drahy, kterd by ovliviiovala expresi
uvedenych geni. V bunécné liniit MCF10a také byly nalezeny dva geny, jejichZ exprese
po odstranéni proteinu Daxx naopak klesala. Jednim z nich je MMP7, druhym kindza
Askl (viz obr. 16). U té bylo jiz popsano, Ze se Daxx podili na jeji aktivaci (viz Uvod,

zejména oddily II. 2. a II. 5. 2., a také obr. 3). Doposud vSak nebylo zndmo, Ze by rov-
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néz reguloval jeji expresi. Mozna tedy byla odhalena dalsi uroven regulace kindzy Askl

prostfednictvim proteinu Daxx.

Z vySe uvedenych dosazenych vysledkt tedy vyplyva, ze byla v této praci nalezena
ATPaza remodelujici chromatin Brgl jakozto novy interakéni partner proteinu Daxx.
Toto zjisténi dale rozsifilo poznani funkci proteinu Daxx spojenych s regulaci struktury
chromatinu. Zptisob, jimz Daxx piisobi na Brgl, prozatim zlstavd neznamy a doposud
neni jasnd ani funkce proteinového komplexu Daxx/Brgl. U bunééné linie SW13 bylo
nicméné pozorovano, ze Daxx inhibuje transkripci, kterou Brgl napomahd aktivovat.
Naproti tomu u bunécné linie MCF10a se oba proteiny podileji na aktivaci exprese genu
SNCAIP. Mimo regulaci transkripce by se oba proteiny mohly podilet i na jinych bu-
néénych pochodech spojenych s ovlivnénim struktury chromatinu, napf. na opravach
DNA ¢i na udrzovani chromatinové struktury v nékterych chromozémovych oblastech,
jak jiz bylo popséno u proteinu Daxx v komplexu s ATP4azou remodelujici chromatin

ATRX, s niz Daxx ptsobi coby histonovy chaperon.

Z vysledku této prace také vyplyva, ze Daxx reguluje expresi n¢kterych proteint, které
se podileji na prestavbach extracelularni matrix a mezibunééné adhezi. Napi. membra-
novy protein CD44, jehoz expresi v bunééné linii SW13 Daxx inhibuje, se ukazuje ja-
kozto dulezity integrator signald z vnébunécéného prostredi, extracelularni matrix, risto-
vych faktor i adhezivnich molekul, ktery se podili i na rozvoji nadorového buje-
ni [360]. Obdobné se prestaveb extraceluldrni matrix G€astni také matrixové metalopro-
tedzy (MMP), a takovéto zmény rovnéz doprovazeji rozvoj nadori [361]. Neni bez za-
jimavosti, Ze Daxx reguluje expresi matrixovych metaloprotedz v zavislosti na buné¢-
ném typu — inhibuje expresi protedzy MMP1 v bunécéné linii SW13, ale je nezbytny
pro expresi MMP7 v bunécéné linii MCF10a. U proteinu Daxx bylo popsano, Ze je mu-
tovan v neékterych typech nadord, u nichZ naruseni jeho funkce vede k alternativnimu
prodluzovani telomer (viz Uvod, oddil III. 6. 3.). Z vysledkii této prace by nicméné
mohlo vyplyvat i to, Ze se na karcinogenezi po naruSeni funkce proteinu Daxx muze
podilet také zména exprese proteinti regulujicich extracelularni matrix a mezibunécénou

adhezi. Dal$i vyzkumy v tomto sméru by proto byly uzitecné.
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V této praci byly zjistény nésledujici skutecnosti:

>

V kvasinkovém dvojhybridnim systému bylo nalezeno 24 potencionalnich inter-
akcénich partnerii proteinu Daxx, vétSinou jadernych proteint Ui¢astnicich se bu-

néénych pochodi spojenych s chromatinem.

Interakce proteinu Daxx byla prikkazné potvrzena u ATPéazy remodelujici chro-
matin Brgl.

Tuto interakci zprostfedkovava vice ¢asti obou proteind.

Daxx a Brgl jsou spolecné lokalizovany v jadernych PML-téliscich.

V bunééné linii SW13 ma Daxx represivni u¢inek na genovou expresi regulova-
nou Brgl, v bunééné liniit MCF10a se oba proteiny spolecné podileji na aktivaci

transkripce genu SNCAIP.

Daxx reguluje expresi nékterych genli spojenych s remodelaci extraceluldrni
matrix a mezibunéénou adhezi. To by mohlo mit vztah ke karcinogenezi u nado-

rt, které maji Daxx mutovany.
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