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Abstrakt:

-------

zprostiedkovava vazbu na 5’konec mRNA, tzv. ¢epicku. U cloveka se nachdzi tfi zastupci této
proteinové rodiny, konkrétn¢ elF4E1, elF4E2 a eIF4E3. Vedle iniciace translace se elF4E1l
UcCastni naptiklad exportu vybranych mRNA do cytoplazmy. Regulace tohoto proteinu z velké
¢asti probiha prostfednictvim mTOR signalni drahy, pficemz poruchy v regulaci vedou
ke zvySené proliferaci bun¢k, coz mize vyustit ve vznik nadorového bujeni. elF4E2 hraje roli
v regulaci translace béhem embryogeneze a zprostiedkovava translaci za hypoxie. Uloha eIF4E3
je dosud opiedena tajemstvim. Nekteré studie naznacuji jeho tumor-supresorovy potencial, zatim
v8ak nebyl nikdy studovan lidsky elF4E3. Velky potencial naSi prace tedy spociva ve
skutecnosti, ze vSechny eIF4E proteiny se kterymi pracujeme jsou lidské. Na zakladé naSich
vysledkt vime, Ze endogenni mnozstvi elF4E3 v buiice je vyssi nez se dosud myslelo, coz je
jeden z diivodd, pro¢ by tento protein rozhodné nemél uniknout védecké pozornosti.

Ve své praci jsem porovnavala fyziologické parametry bunék s nadprodukovanymi elFAE
proteiny po aplikaci inhibitort mTOR kinazy. Zjistila jsem, Ze nejuc¢innéj$im inhibitorem
ve vSech testovanych buné¢nych kulturach je PP-242, ktery se vaze, na rozdil od jinych, pfimo
do aktivniho mista mTOR kinazy.

Vytvofila jsem konstrukty elF4E s 3xC FLAG fuzi a nasledné¢ pozorovala zda elF4E3
lokalizuje s P-bodies a stresovymi granulemi. Podafilo se mi jednoznaéné potvrdit, Ze elF4E3
nelokalizuje do P-bodies, coZ je v souladu s naSimi ptedchozimi poznatky ziskanymi s GFP

fazovanymi elF4E proteiny.

Klicova slova: elF4El, elF4E2, elF4E3, mTOR, stresové granule, P-bodies, polyzomy,
Rapamycin, PP-242, Resazurin, translace



Abstract:

The elF4E is an important eukaryotic translation initiation factor, because of its ability
to bind cap at 5’end of mMRNA. There are three members of this protein family found in humans:
elF4E1, elF4AE2 and elF4E3. elFAEL also plays role in in export of some mRNA from nucleus
to cytoplasm. This protein is mostly regulated by mTOR signaling pathway and malfunctions
in regulation leads to increased cell proliferation and thus tumorogenesis. elF4E2 plays a role
in regulating of translation during embryogenesis and it is known to mediate translation in terms
of hypoxia. Role of elF4E3 is so far shrouded in mystery. Some studies suggest it might be able
to suppress tumor growth, but no studies have been done on human elF4E3. Big potential of our
work is, that all proteins we work with, are human. Based on our results, the endogenous amount
of elF4E3 protein is higher than it was thought. This is one of the reasons, why this protein
should not escape our attention.

In my diploma thesis, | have studied physiological characteristics of cell cultures
overexpressing elFAE proteins after mTOR inhibition treatment. | have realized that the most
efficient inhibitor in all tested cell cultures is PP-242, which binds directly into active site
of mMTOR kinase.

I have cloned 3xC FLAG tagged elF4Es constructs and used them to describe subcellular
localization of elF4E3 in respect to P-bodies and stress granules. | confirmed that elF4E3 does
not localize to P-bodies which is in agreement with our previous observations using elF4E

proteins fused with GFP

Keywords: elF4EL, elFAE2, elF4E3, mTOR, stress granules, P-bodies, polysomes, Rapamycine,

PP-242, Resazurin, translation
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Seznam zKratek

Zkratka Anglicky nazev

ADP Adenosine diphosphate
ATP Adenosine triphosphate
cDNA Complementary DNA
DAPI

ddH,O Double destilled water
DLBCL Diffuse lafge B-cell lymfoma
DMSO Dimethyl sulfoxide

DNA Deoxyribonucleic acid
dNTP Deoxyribonucleoside triphosphate
eEF Eukaryotic elongating factor
EGFR Epidermal growth factor
elF Eukaryotic initiation factor
eRF Eukaryotic release factor
EST Expressed sequence tag
FRT Flippase recognition target
GDP Guanosine diphosphate
GEF Guanine exchange factor
GFP Green fluorescent protein
GTP Guanosine triphosphate
kDa kilo Dalton

MiRNA Micro RNA

MRNA Messenger RNA

PBS Phosphate buffered saline
PCR Polymerase chain reaction
rRNA Ribosomal RNA

SsiRNA Small interfering RNA

Cesky nazev

Adenosin difosfat
Adenosin trifosfat
Komplementarni DNA
4',6-diamidin-2-fenylindol

Demineralizovana voda

Dimethyl sulfoxid
Deoxyribonukleova kyselina

Deoxyribonukleosid trifosfat

Epidermalni rastovy hormon
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Guanosin difosfat

Faktor nahrazujici guanosin

Guanosin trifosfat

Mikro RNA
Mediatorova RNA

Polymerazova fetézova reakce
Ribozomalni RNA
Malé interferujici RNA



TRN RNaza A

tRNA Transfer RNA Transferova RNA
UTR Untranslated region Nepiekladana oblast
VPg Viral protein genome-linked

V seznamu nejsou uvedeny zkratky, které jsem vysvétlila v textu, jsou v ném pouzity jen jednou
nebo jsou vSeobecné znamé, jako naptiklad chemické slouceniny. Zkratky, které v ceském
ptekladu znéji krkolomné jsem ponechala pouze v anglickém znéni.



1 Uvod

vvvvvv

Eukaryoticky transla¢ni inicia¢ni faktor eIF4E je zndm nejen pro svoji schopnost vazat
Cepicku, nachazejici se na 5’konci mRNA a tim se ucastnit iniciace translace, ale hraje velkou
Ulohu v mnoha dalSich bunétnych procesech. Mezi né patii napiiklad export vybranych
transkriptl z jadra do cytoplazmy. Je také spojovan se vznikem malignitu ¢lovéka, jelikoz jeho
zvysené mnozstvi bylo popséno u nejednoho typu nadoru. Mechanismus, jakym toho dosahuje,
je zalozen na zvySeni translace nékterych mRNA proto-onkogenti, na zvySeni jejich transportu
do cytoplazmy, poptipad¢€ na propojeni obou d&j.

U cloveka se tento kanonicky elF4E protein oznacuje elF4E1, jelikoz byly popsany dalsi
dva proteiny této rodiny, eIF4E2 a elF4E3. Jejich funkce neni zatim zcela objasnéna. elF4E2
se pravdépodobné ucastni translace za hypoxie, jeho analog u octomilky napomaha distribuci
maternalnich mRNA v ramci embrya. Faktor eIF4E3 je nejméné studovanym zastupcem a jeho
role neni dosud znama. Spekuluje se o jeho tumor-supresorovém potencialu, aviak vSechny
studie, které byly provedeny, se zaméfily na mysi protein elF4E3. V laboratofi disponujeme
stabilnimi liniemi, které nesou vSechny tii elF4E zastupce a nasi nespornou vyhodou je,
ze vSechny tyto proteiny jsou lidského pivodu.

V prvni ¢asti prace jsem se zaméfila na zavedeni nové metodiky do laboratote, diky niz
bychom byli schopni charakterizovat fyziologické a rustové parametry jednotlivych stabilnich
linii produkujicich elF4E proteiny s N-terminalni GFP flzi. Zajimalo nés srovnani bunéénych
kultur pii nadprodukci jednotlivych eIF4E proteinti. Zaroven jsem chtéla porovnat endogenni
a nadprodukované mnozstvi eIF4E proteini a mRNA v bunécnych liniich.

V druhé ¢asti jsem si dala za cil naklonovat eIF4E proteiny, které ponesou na svém
C-terminalnim konci 3x FLAG fuzi. S témito konstrukty jsem chtéla, pomoci mikroskopie,
otestovat lokalizaci dvou elF4E3 variant s P-bodies, coz jsou degradacni téliska,

a se stresovymi granulemi. Timto tématem se Vv laboratoii dlouhodobé zabyvame a mé
vysledky ziskané s novymi konstrukty by mély ovéfit pfedchozi vysledky pofizené s GFP

fuzovanymi proteiny.
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2 Prehled literatury

2.1 Translace

KdyZ Francis Crick v roce 1958 postuloval tzv. Centralni dogma molekularni biologie,
sestavalo toto ze tif Casti: replikace, transkripce a translace. Ptesto, Ze se Casem jeho definice
pongkud rozsitila, tyto tfi mechanismy ziistavaji uhelnymi kameny naseho poznani o tom,
jak dochézi ktoku informaci v buiikach vSeho Zivého na na$i planeté. Replikace umi zajistit
mnoZeni genetické informace na drovni DNA tak, aby ji bylo mozné ptedat dalSim generacim
bun¢k. Transkripce umi tuto informaci prepsat do molekuly RNA, translace je potom proces, kdy
dochazi na zakladé potadi bazi v medidtorové RNA (mRNA) a pravidel genetického kddu,

k tvorb¢ proteinii — zakladnich biopolymert, ze kterych je cela bunka, tkan a organismus slozen.

U prokaryot neni translace Casové a prostorové oddélena od transkripce, u eukaryot
k tomuto oddéleni dochazi diky ptitomnosti jadra, v némz probiha transkripce a translace se
potom odehréva v cytoplazmé. Princip je vSak u vSech organismu stejny: mRNA, kterd nese
genetickou informaci o podobé finalniho proteinu se na ribozomu (ktery obsahuje ribozomalni

RNA - rRNA) pielozi (prostiednictvim transferové RNA - tRNA) do sekvence polypeptidu.

Translace je rozdélena do tii fazi:

.....

bude pojednano nize.

Elongace: béhem ni dochazi k samotné syntéze polypeptidového fetézce. Elongacni
faktory u eukaryot, zapojené v tomto procesu jsou tfi. Zaprvé eEF 1A, ktery pfinasi
aminoacyl-tRNA Kk ribozomu. Zadruhé ¢EF1B, ktery funguje jako GEF faktor eEF1A a zatieti
eEF2, ktery nese navazané GTP a po jeho hydrolyze dojde k posunu mRNA na malé podjednotce

ribozomu o jeden kodon. eEF2 nasledn¢ uvolni A misto.
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Terminace: zde se rozpada cely komplex mRNA/ribozom a vytvoieny polypeptid je
uvolnén do cytoplazmy k dalSimu zpracovani. Dochazi k tomu v momenté, kdy ribozom narazi
na néktery ze tii terminacnich kodonti (UAG, UAA a UGA). Terminace Se neobejde bez
termina¢nich faktord, témi jsou u eukaryot eRF1 a eRF3. Tyto dva proteiny jsou na sebe
navazany, eRF3 nese GTP. Jakmile komplex usedne do A mista (toto misto je volné, jelikoz
terminacnim kodontim neodpovidd Zadnd aminoacyl-tRNA) preméni se GTP na GDP a eRF3 se
odpoji od eRF1, ktery obsadil A misto. Dale nasleduje navazani ABCEL nesouciho ATP
na eRF1, coZ vede k odpojeni nasyntetizovaného peptidu z ribozomu. Nyni mtze nasledovat
recyklace ribozomu. K tomu dochéazi diky hydrolyze ATP na ADP. Jakmile prob&hne tento krok,
vSechny doposud ribozomem spojené komponenty se od sebe oddéli, ribozom samotny se
rozpadne na malou a velkou podjednotku a mala podjednotka mtize okamzité slouzit k navazani
elF faktordi, klidn¢ na stejné molekule mRNA, ¢imz vznikaji tzv. polyzomy nebo také

polyzomalni komplexy (Obrazek 1).

Obréazek 1: Polyzomalni komplexy na mRNA.
Obrézek zobrazuje polyzomalni komplexy na mRNA. V horni ¢asti obrazku je vidét rozpad jednoho ribozomu, ktery
prave narazil na stop kodon a jeho bezprostiedni slozeni na start kodonu téze molekuly.

(Upraveno podle: http://humanbiologylab.pbworks.com).
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2.2 Iniciace translace u eukaryot

Iniciace translace je klicova faze z hlediska regulace, coz je logické, jelikoZ je to samotny
zaCatek translace a ucastni se ji velké mnozstvi molekul. Oproti dvéma ndsledujicim fazim
zahrnuje nejvice regulacnich faktor, které jsou cilem signalnich kaskad. Prvnim krokem iniciace
faktorem elF2, ktery nese GTP. Tento komplex se potom napojuje na malou podjednotku
ribozomu (u eukaryot 40S). Navazanim elF1, elF1A, elF5 a velkého vicepodjednotkového
proteiny, které se vazou piimo na malou podjednotku ribozomu a tim zptsobuji konformacéni
zmény 40S podjednotky, coz urychluje vazbu ternarniho komplexu na 40S. Ten se poté vaZe na
mRNA. Zde je dulezité, ze se vaze vzdy na 5’konec mRNA. Pro samotné nasednuti
43S komplexu na 5’konec mRNA je nezbytna struktura na jejim konci nazyvana

(‘methylguanosinova) cepicka (Obrazek 2).
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Obrézek 2: "methylguanosinova &epidka pripojend pies tii fosfatové zbytky k daldim béazim, které nesou kazdé

jednu methylovou skupinu (upraveno podle: http://www.projects.science.uu.nl, ¢ervenec 2016). Tento typ Cepicky je

nejcastéjsi u vyssich organismtl.

.....

elF4B, elF4H a elF4F. EIF4F je protein tvoten z faktort elF4A, elF4E, eIF4G. elF4A je RNA
helikaza, kterd umi rozvolnit pfipadné sekundarni struktury na mRNA a vytvofit prostor pro
nasednuti ribozomu. e[F4B pravdépodobné stimuluje helikazovou aktivitu elF4A. elF4G je velky

protein, ktery funguje jako leSeni pro ostatni faktory eIF4F komplexu a zaroven se

.....
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Dalsi funkci elF4G je propojeni 5° konce mRNA s jejim 3° koncem do podoby smycky. To je
zajisténo asociaci elF4G s proteiny PABP (polyA binding protein) navazanymi na
poly-A sekvenci na 3” konci mRNA. elF4E piimo interaguje s ¢epickou.

Jakmile je vytvofen komplex 43S-mRNA, dochazi ke skenovani mRNA ribozomem,
k antikodonu nesenému Met-tRNA;, jeZ je videalnim pifipadé soucasti sekvence Kozakové.
Z toho vyplyva, Zze prvni zafazenou aminokyselinou v peptidovém fetézci je vzdy methionin.
kodon-antikodon do P mista malé podjednotky ribozomu.

Na malé podjednotce ribozomu se nachazi tii strukturné a funk¢éné definovand mista pro
tRNA. Misto A (aminoacylové), kam se vaZe nova tRNA nesouci aminokyselinu odpovidajici
kodonu v A misté. Uprostied je P (peptidylové) misto, na némz dochazi k zahdjeni translace,
jelikoZz se vtomto mist¢ nachazi AUG kodon, béhem elongace se na tRNA, nachazejici se
Vtomto misté, tvoii polypeptid. Posledni je E misto (z anglického exit), kudy opousti
deacylovana tRNA, ktera jiz nema pfipojenou aminokyselinu, ribozom.
zodpovédné faktory elF1 a elF1A. elF1A se vaZze do A mista na 40S podjednotce ribozomu svou
centralni doménou, svymi dlouhym N- a C-terminalnimi doménami se zase vaze do P mista, cozZ
zabrafiuje inicidtorové tRNA se do néj plné navazat, do doby, nez bude nalezen vyhovujici start
kodon. Kdyz k tomu dojde, tak se elF1A z P mista uvolni a tRNA se do né&j plné navaze. elF1 se
vaze do blizkosti P mista, av§ak na rozpoznavani start kodonu nema pravdépodobné zadny vliv.

Nicmén¢ svou C-terminalni doménou je v kontaktu s C-terminalni doménou elF1A.

.....

.....

Na toto odpojeni navazuje hydrolyza GTP, ptipojené¢ho na elF2, na GDP. To je realizovano diky

elF5, ktery funguje jako GAP pro elF2 a zaroven se pravdépodobné ucastni rozpoznavani

.....

elF1 je tedy rozhodujici pro to, zda bude nebo nebude pokracovat skenovani mRNA. Po odpojeni

elF1 jeho misto na ribozomu zaujme pravé elF5. Tyto dva proteiny jsou strukturné velmi

.....

komplexu.
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Tim, Ze je na elF2 navazano jen GDP se sniZi jeho afinita k Met-tRNA, a tento faktor disociuje
z48S komplexu. To vede k zapojeni elF5B, coZz je ,spojovaci“ faktor, ktery spoji malou
podjednotku s velkou 60S podjednotkou ribozomu. elF5B nese GTP. Interakci mezi elF5B
aelF1A, dojde k jeho navazéni na 48S komplex a elF5B potom z této pozice zprostiedkuje
propojeni obou podjednotek. Nasleduje hydrolyza GTP, coz stimuluje odpojeni nejdiive elF5B

a nasledné¢ také elF1A eIF5. Tim vznikne sloZeny ribozom 80S, kon¢i iniciace a zacina elongacni
faze. Pro celou iniciaci jsou tedy spotiebovany dvé molekuly GTP. Recyklaci elF2-GDP na
elF2-GTP provadi elF2B (Obrazek 3) (shrnuto napiiklad v: Lorsch a Dever 2010;

Hinnebusch a Lorsch 2012; Hinnebusch 2014).

€lF2-GTP —_—
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elF1/14 7~
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Obréazek 3: Iniciace translace.
Schéma iniciace translace. V ramecku zobrazena mista E,P a A malé podjednotky ribozomu.
(Pievzato z: Fraser a Doudna (2007)).
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.......

regulace pomoci vazebnych partnerti a ndsledné na jeho funkci a strukturu u eukaryot
a predevsim u cloveka. Protein elF4E je velice hojné studovany a bylo u néj pozorovano mnoho
funkci, proto popis zde uvedeny neni zdaleka kompletni. NeSlo mi v3ak o detailni reSersi jednoho
proteinu, nybrZ o jeho zasazeni do Sirsi problematiky, kterou se zabyvam v praktické casti své
prace.

......

na ‘methylguanosinovou &epicku, kter se nachézi na 5> konci mRNA. Tento protein je zpravidla
nezbytny pro translaci u velké vétSiny eukaryot a je to také nejméné zastoupeny faktor z rodiny
elF4, tudiz jeho pfitomnost je jednim z limitujicich faktort pro translaci zéavislou na Cepicce

(Mader a Sonenberg 1995; Duncan et al. 1997).

2.3 elF4E ajeho regulace

Kontrola translace mRNA je spojena s ristem buiiky, proliferaci, prichodem buné¢nym
cyklem, ¢i diferenciaci. JelikoZ jednim z limitnich krok v iniciaci translace je mnozstvi elF4E
a jeho vazba na Cepicku, je regulace translace spojovana s timto faktorem. Pokud se zvysi exprese
elF4E, dojde k poruSeni homeostazi, coz v nékolika experimentech vedlo k rakovinnému bujeni
(shrnuje Mamane et al. 2004).

Hlavni regulace proteinu eIF4E probiha prosttednictvim elFAG a 4E-BP (elF4E-binding
protein). Ty oba obsahuji stejny vazebny motiv: a-helix s konzervovanou sekvenci Y X,L®
(Y =tyrosin, X4 = jakékoliv 4 aminokyseliny, L = leucin, ® = hydrofobni aminokyselina)
(Mader et al. 1995) a kompetuji o stejné hydrofobni vazebné misto na dorzalni stran¢ eIF4E.
Jakmile je elF4E navéazéan na cCepicku, dojde k jeho konformacni zmén¢ a na toto vazebné misto
(Gross et al. 2003), je-li vsak eIF4E ve vazbé s 4E-BP, tak neni schopen vazat ¢epicku. 4E-BP
tedy pusobi jako reversibilni represor translace (Pause et al. 1994).
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U obratlovct se nachazeji téi proteiny 4E-BP: 4E-BP1, 4E-BP2 a 4E-BP3, které jsou
strukturné a sekvencné podobné a pravdépodobné se mohou v buiice navzajem zastoupit
(Poulin et al. 1998). Tento piedpoklad je vSak zalozen spise na strukturni podobnosti
jednotlivych proteint 4E-BP, jelikoZ nejvice prostudovany je jen 4E-BP1, o ostatnich dvou zatim
nejsou zndmé takto podrobné informace. Diky své roli v represi translace, kdy 4E-BP1 inhibuje
proliferaci bunék, je tento protein povazovany za tumor-supresorovy (Gingras et al. 1999).
Vazebné misto 4E-BP proteint na eIF4E je rozsahlejsi nez u eIF4G a jejich regulace probiha
pomoci fosforylace. V hypofosforylovaném stavu se 4E-BP navaze na bo¢ni stranu eIF4E
ve chvili, kdy je elF4G stale ptipojeno na jeho dorzalni strané, potom dojde ke kompetici o toto
misto mezi 4E-BP a elF4G. K odpojeni 4E-BP od elF4E je potfebna dvou krokova fosforylace.
Nejprve jsou fosforylovany threoniny na pozici 37 a 46, coz odpovida umisténi v blizkosti
a-helixu piipojeného na dorzalni stranu, jakmile k tomu dojde, mohou byt fosforylovany
threoniny na pozici 70 a serin na pozici 65, coz jsou aminokyseliny, které jsou soucasti vazby
na bo¢ni strané elF4E. Tato dvou krokova fosforylace umozni jednak disociaci od elF4E,
a zaroven uvolnéni mista pro elF4G a je zprostfedkovéana
mTOR (mammalian Target of Rapamycin) signélni drahou (Obrézek 4). Druha vina fosforylace
muze byt spusténa vnéj$im stimulem (hormony, rustové faktory) (Gingras et al. 2001,
Peter et al. 2015). Tyto vngjsi podnéty, indukuji, prostiednictvim mTOR drahy, fosforylaci
4E-BP coZ vede k vyvazani elFAE z vazby na 4E-BP. Tim se odkryva potencial pro onkogenni
funkci elF4E (Gingras et al. 1999).
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Obrazek 4: Kompetice elF4G a 4E-BP o vazbu na el F4E.

Schéma kompetice mezi elFAG (zelend) a 4E-BP (modrd) o vazbu na eIF4E (Sed4, naznadena vazba na Cepicku).

Po fosforylaci 4E-PB pomoci mTOR dojde k vazbé elF4G na dorzalni stranu elF4E, nefosforylovany 4E-BP se
nejprve navaze na bocni stanu eIF4E v pfitomnosti e[F4G a potom s nim kompetuje o vazbu na dorzalni strané¢

proteinu elF4E (Upraveno podle Peter et al. 2015).

2.4 Propojeni iniciace translace s mTOR drahou

Signalni draha kinazy mTOR je velice komplexni, ma vliv na velké mnozstvi bunécnych procesii
a jeji popis by si jisté zaslouzil samostatnou literdrni resersi. Jelikoz jsem se inhibici této drahy
zabyvala pouze v jedné cdasti své diplomové prace, shrnuji zde poznatky relevantni pro pochopeni

propojeni této drahy s iniciaci translace, respektive s elF4E.

mMTOR je serin/threoninova kinaza, jejiz ndzev je zkratka z anglického mammalian target
of rapamycin. Jak je z ndzvu kindzy patrné, jeji inhibice probiha skrze Rapamycin, coZ je
metabolit bakterie Streptomyces hygroscopicus, jehoZ potencialni 1é¢ebné ucinky byly zkoumany
nejprve na kvasinkach, kde se pfislo na to, ze u Saccharomyces cerevisiae inhibuje
serin/threoninovou kindzu o velikosti 290 kDa, kterd byla diky tomu pojmenovana jako

“Rapamycinovy ter¢” (Heitman et al. 1991).
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Diky této nalezene souvislosti byla funkce mTORu zkouméana pomoci Rapamycinu. JelikoZz
nekontrolovany ruast (zde napiiklad z diivodu poruseni spravného fungovani mTOR dréhy, a tim
translace) vede ke vzniku rakoviny, aplikace Rapamycinu a jeho derivatii, ne ptekvapive, vede
k potlaceni vzniku nekterych typ nadort (naptiklad Vignot et al. 2005).

mTOR signalni draha je Gizce spojovana pravé s iniciaci translace, jelikoZ mTOR kinaza
fosforyluje 4E-BP, ¢imz dochazi k uvolnéni vazby s elF4E a ten se timto muize ucastnit iniciace
translace. Serin/threoninova kinaza mTOR je katalytickou slozkou dvou strukturné a funkéné
odlisnych proteinovych komplexii, a to mTOR komplexu 1 (ddle mTORC1) a mTOR komplexu 2
(dale mTORC2). Pravé mTORCI1 je zodpovédny za fosforylaci 4E-BP (Schalm et al. 2003).
Pfislo se na to, Ze mTORCI1 je zapojen v biogenezi ribozomu, kontrole translace, bunééného
déleni, proliferace a samotného preziti builky, to vSe v zdvislosti na pfistupu Zivin, ristovych
faktori a hormont. Pokud ma burnika dostatek Zivin, mTOR je aktivni, coZ vede ke zvySené
translaci a tim k rastu bunky. Souc¢asti mTORCI je vedle mTOR jesté naptiklad velky, 150 kDa
tézky protein Raptor (Regulatory-associated protein of mTOR). Tyto dva proteiny spolu Cile
interaguji. U mTORC?2 bylo také pozorovéano ovlivnéni pomoci rastovych faktort, nikoliv v§ak
jeho senzitivita vi¢i zménam ve sloZeni a ptistupu zivin. mTORC?2 je zodpovédny za kontrolu
aktinového cytoskeletu (Jacinto et al. 2004). Soucasti mTORC2 komplexu je také napiiklad
Rictor (Rapamycin-insensitive companion of mTOR) (shrnuto v Wullshleger et al. 2006).

Upstream regulace mTOR signdlnich drah tedy probiha prostfednictvim rastovych
faktorli, energie, ale také stresu. Na rustové faktory odpovidd mTOR prostfednictvim signdlni
drahy PI3K (fosfatidylinositol-3-kinaza). Vazba insulinu nebo insulin-like ristovych faktort na
jejich receptory vede k naslednému rekrutovani PI3K K vnitini strané téchto membranovych
receptoru. PI3K poté konvertuje PIP2 (fosfatidylinositol-4,5-fosfat) v cytoplazmatické membrané
na PIP3 (fosfatidylinositol-3,4,5-fosfat). PIP3 rekrutuje zaroven PDKI a Akt do
blizkosti membrany, coz vede k fosforylaci a aktivaci Akt prostfednictvim PDK1. S touto drdhou
je mTOR propojen prostiednictvim proteini hamartin a tuberin (které jsou oznacovany také jako
TSC1 a TSC2 z anglického tuberose sclerosis). TCS1 a TSC2 potom jako heterodimer negativné
reguluji mTORCL1 tim, Ze funguji jako GAP pro GTP&zu Rheb, tato GTP&za se potom piimo
vaze na mTOR (shrnuto v Wullshleger et al. 2006).
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K ristu buriky je potiebna energie, zde bylo opét pozorovano propojeni s mMTOR dréahou
a to prostfednictvim kindzy AMPK (AMP-activated protein kinase), ktera pii nedostatku energie
fosforyluje TSC2, coz vede k inhibici mTORC1 (Inoki et al. 2003). Nedostatek energie je vlastné
urcity druh stresu pro bunku. Na stres buiika reaguje zastavenim nebo alespont omezenim vSech
energeticky naro¢nych procest, které nejsou nezbytné pro jeji aktudlni pteziti. mTOR hraje roli
také v odpovédi na nékolik dalSich situaci, vyvolavajicich stres, naptiklad na hypoxii (signal je
opét zprostiedkovan TSC1 a TSC2 proteiny) nebo poskozeni DNA (pies p53)

(Hay a Sonnenberg 2004).

Donwstream potom mTOR reguluje translaci, jak jiZz bylo popsano, jelikoZz fosforyluje
4E-BP a S6K1 (kindza ribozomalniho proteinu S6). Zde se projevuje role Raptoru, ktery slouzi
jako adaptor mezi mTORem a jeho substraty, prostfednictvim konzervované C-terminalni
domény 4E-BP a N-terminalni domény S6K1 (Schalm a Blenis 2002).

Raptor je také klicem k pochopeni reakce mTORC1 na Rapamycin na rozdil od mTORC2,
jelikoz Oshiro et al. (2004) pfisli na to, Ze Rapamycin rozbiji vazbu mTOR/Raptor a tim
nemohou byt 4E-BP a S6K1 fosforylovany. Upstream signaly, jako napiiklad mnozstvi zivin
maji na tuto vazbu zasadni vliv. Mezi dalSi pochody v burnce, které jsou regulovany pomoci
mTOR jsou naptiklad transkripce a biogeneze ribozomti, coz probihd prave skrze S6K1, jelikoz
tato serin/threoninova kinaza fosforyluje S6 protein, ktery je soucasti malé podjednotky ribozomu
(Willschleger et al. 2006) a elF4B, ktery jako aktivator elF4A urychluje skenovani

(Holz et al. 2005).

Co se tyc¢e propojeni mMTORC1 a mTORC?2, to existuje prostiednictvim Akt. Uz vime, Ze
Akt je fosforylovan PDK1 prostiednictvim rastovych faktorti, aby ale mohl ovlivnit TSC2, je pro
plnou aktivitu nutna jest¢ dalsi fosforylace pomoci mTORC2. Akt tedy slouzi jako pojitko mezi
MTORC1 a mTORC2 (Obréazek 5). (Sarbassov et al. 2005).

22



inzulin ——

biogeneze ribozomi =—* translace

Obrazek 5: mTOR signalni draha.

Na obrazku je zobrazena cast mTOR drahy, které byla popsana v textu. mMTORC1 a mTORC2 (Cerveng), jejichz
soucasti je Raptor, respektive Rictor, Akt, jeZ propojuje oba komplexy (oranzove), TSC1/TSC2 (modie) ktery je
mezi¢lankem mezi mTORCI1 a upstream signaly, jimiz jsou napiiklad inzulin a stres. Z ,,downstream* substratl
MTORCL je zde zobrazen S6K1 (hnéda), ktery se podili na kontrole biogeneze ribozomu a fosforylaci

elF4B a 4E-BP (zlute), ktery pfes elF4E (fialove) kontroluje translaci.

A prave tohoto propojeni obou drah vyuzivaji tzv. inhibitory druhé generace mTOR, které¢
vazbou piimo do aktivniho ATP vazebného mista kinazové domény mTOR inhibuji oba
komplexy, mTORC1 i mTORC2. Jejich zastupcem je naptiklad PP-242. Tento inhibitor byl
objeven v roce 2008 (Apsel et al. 2008). Bylo zjisténo, ze diky svym vlastnostem inhibovat oba
komplexy tato latka mnohem lépe zastavuje proliferaci a translaci zavislou na Cepiéce, nez
Rapamycin, jelikoZz PP-242 inhibuje fosforylaci 4E-BP mnohem ucinnéji a zaroven, v porovnani
s Rapamycinem, zvySuje vazbu mezi 4E-BP1 a elF4E (Feldman et al. 2009). Co se tyce
inhibitortt eIF4E prostiednictvim mTOR drahy, jednim z nejvice pouzivanych je antivirotikum
Ribavirin, ktery se vyuziva jako lé¢ivo proti viru HCV a nékterych leukemickych onemocnéni
(napiiklad Kokény et al. 2009), a to diky své schopnosti potla¢it proliferaci bunék
prostiednictvim inhibice translace. Vaze se totiz do funkcéniho mista elF4E, jelikoz strukturné
napodobuje cepicku (Kentsis et al. 2004). Ribavirin navic celkové snizuje fosforylaci celé
PI3K/Akt/mTOR dréhy a 4E-BP (Shi et al. 2015). VSechny tyto tfi inhibitory jsem testovala
v praktické ¢asti své diplomové prace.
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2.5 Funkce elF4E

Vedle kanonické role elF4E, kterou je vazba cepicky mRNA, bylo u elF4E popséno
mnoho dalSich funkci. Vé&tsinu jich propojuje tzv. teoriec RNA reguloni. RNA regulony poprvé
popsali Keene a Tenenbaum (2002). Ty jsou zalozeny na skutecnosti, Ze zatimco prokaryota maji
vdechny geny, které koduji souvisejici proteiny organizované v ramci operoni a navic maji
transkripci a translaci ¢asové a mistné neoddélenou, dafi se jim regulovat mnozstvi mRNA
potiebné ve spravné mife, na spravném misté a ve spravném case. Tato potieba vSak zlstava
1 u eukaryot. Teorie regulonii, coz by se vlastné dalo chapat jako takové postranskripni operony
eukaryot, je zalozena na faktu, Ze mnoho eukaryotickych proteintl se vaze na specificky okruh
mRNA, jelikoz tyto spolu sdileji stejny sekvencni a strukturni motiv pro vazbu takovych
proteind, ale tfeba 1 miRNA. To umoznuje koordinované regulovat zpracovani mRNA a reagovat
na zmény uvniti i vné buniky. Tento motiv byl pojmenovan ,,USER code* a nachazi se
v5” a 3’ UTR oblastech. Takovych USER codes miiZze mit jedna mRNA né¢kolik v rdmci obou
svych UTR oblasti, coz umoziiuje variabilitu tohoto systému a jeho ,,ladéni* podle aktualnich
potieb, jelikoz jednu mRNA mitize takto regulovat vice proteinii nebo miRNA. Zaroven o jedno
misto mohou soupefit dva a vice proteinit a podle jejich aktualniho zastoupeni v buiice dojde
Kk tomu ¢i onomu zpracovani mRNA (Keene a Tenenbaum 2002) .
elF4E regulon je zaloZen na pozorovani, ze eIF4E dokaze zaprvé nékteré mRNA transportovat
do cytoplazmy a zvySeni tohoto transportu nevede vzdy ke zvyseni translace, zadruhé, Ze
u né¢kterych mRNA dokaze zvysit translaci, ale ne export do cytoplazmy a zatteti, ze u né¢kterych
dokaze oboji. Tyto jednotlivé funkce potom zalezi pravé na USER codes jednotlivych transkripti
(Obrézek 6) (Culjkovic et al. 2007). Aby ale mohlo dojit k exportu MRNA do cytoplazmy

pomoci elF4E, musi se tento nejprve nachazet v jadre.
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A opravdu, aZz 30 % elF4E v rdmci bunky se nachazi v jadie (Lejbkowicz et al. 1992).
Export je zajistén pomoci 4E-transporter (nebo 4E-T) proteinu, ktery obsahuje NLS signal pro
translokaci do j&dra. 4E-T se napoji na eIF4E prostiednictvim stejné vazebné domény jako eIF4G
a 4E-BP (Y X4L®). Pomoci tohoto spojeni se elFAE dostane do jadra, a to klasickou cestou
zprostifedkovanou importiny a a 3. Diky tomu, Ze 4E-T okupuje na povrchu elFAE misto jeho
ostatnich vazebnych partnerti, neni mozné, aby se eIF4E dostal do jadra v doprovodu nékterého
z nich. Skute¢nost, Ze se eIF4E musi nejdiive napojit na 4E-T, neZ bude transportovan do jadra
je, zda se, z divodu regulace jeho distribuce napii¢ bunikou (Dostie at al. 2000).

Zajimavé je, Ze stejna skupina o nékolik let pozdé&ji pozorovala v jadie také 4E-BP (také
aZ 30 % jeho celkového mnoZstvi v buice), takZe regulace elFAE probihda pomoci tohoto proteinu
I v jadie. To pravdépodobné znamena, ze elF4E je navazano v cytoplazmé na 4E-T, pfeneseno do
jadra, tam se jeho urcita frakce od 4E-T odpoji a na elF4E se mohou navazat jini jeho vazebni
partnefi, ovSem pochopitelné jen ti, ktefi se také prave nachazeji v jadie (Rong et al. 2008). Co se
ty¢e samotné lokalizace eIF4E v rdmci jadra, tak za normalnich podminek byl protein pozorovan
jak v jednotlivych malych kruhovych téliskach, tak difuzné rozptylen bez jakékoliv organizace po
celém jadre. Kdyz se eIF4E nachazel ve formé télisek a byl do jadra ptidan analog Cepicky,
tak doslo k rozpadu na difazni stadium. Z tohoto pozorovani vyplyva, Ze ptitomnost mRNA
s Cepickou bude hrat klic¢ovou roli ve funkci elF4E v ramci bunééného jadra. Naopak elF4E
nebyl pozorovan v jadérku nebo v Cajal bodies (Cohen et al. 2001).

KdyZ tedy mame elF4E v jadie, muzZe se ucastnit transportu mRNA zpét do cytoplazmy.
USER code takovych transkriptt se oznacuje jako 4E-SE (4E sensitivity element). Jedna se
o specificky sekven¢ni elementem se specifickou sekundarni strukturou jejich 3’UTR oblasti,
ktera je zhruba 50 nukleotidi dlouha. Tyto transkripty koduji naptiklad proteiny Cyklinu D1,
c-Myc (Culjkovic et al. 2005, 2006), coZ jsou zndmé proto-onkogeny. Pokud dojde k navyseni
exprese elFAE, dojde také k navySeni koncentrace Cyklinu D1 (Rousseau et al. 1996), ktery
kontroluje pfechod z G1 do S faze, v cytoplazmé, coz vede k transformaci bun¢k na bunky
nékterych akutnich a chronickych myeloidnich leukémii (Topisirovic et al. 2003). U této skupiny

transkriptti nedochazi k pfimému ovlivnéni sily translace.
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Druhou skupinou transkriptd, ovlivnénych zvySenim produkce eIF4E, jsou ty, u kterych
dochazi jak k navyseni transportu do cytoplazmy, tak k navyseni translace. Do této skupiny patii
napiiklad protein PIM1 (serin/threoninova kinaza, proto-onkogen) (Culjkovic et al. 2007;

Hoover et al. 2007).

Tteti skupinou jsou transkripty, které nemaji 4E-SE element na 3° konci mRNA a tudiz
nejsou exportovany do cytoplazmy pomoci elF4E. Zastupcem zde muze byt VEGF (vascular
endothelial growth factor) (Culjkovic et al. 2006). Za mechanismus, jakym dochazi ke zvyseni
jeho translace, je zodpovédna oblast na jeho 5’ konci. Transkripty, které maji krat$i a méné
komplikované 5’UTR jsou s vétsi uspéSnosti obsazené proteiny elF4F komplexu, naptiklad
proto, Ze nepotiebuji helikazovou aktivitu, jez v tomto komplexu poskytuje elF4A. Jestlize vSak
dojde ke zvySeni produkce elF4E, mohou byt translatovany i geny, které maji vysoce
strukturované, GC bohaté, dlouhé 5°UTR. Ptikladem takového genu je pravé onkogen VEGF, jez
se uplatinuje v angiogenezi. Zvyseni jeho produkce vede k progresi tumoru, jelikoz angiogeneze
je zndma podminka pro rust tumoru a pro tvofeni metastazi (pfehledné shrnuto naptiklad
v Mamame et al. 2004). Bylo také potvrzeno, Ze kdyz se zvysi exprese elF4E, tak se pfednostné
translatuji pravé mRNA proteind s onkogennim potencialem (Culjkovic et al. 2005, 2006).

Ze zminénych poznatkl je tedy ziejmé, Ze aby byly mRNA senzitivni vici elF4E, potiebuji
specifickou sekvenci a jeji strukturni usporadani na jednom ¢i na obou svych koncich, tedy jak na
5’UTR pro samotnou translaci, tak 4E-SE na 3’UTR pro export do cytoplazmy

(Osborne a Borden 2015). Pro plnost je potfeba zminit, ze 4E-SE miize byt rozpoznavano

i jinymi proteiny a naopak elFAE rozpoznava i jiné USER codes neZ 4E-SE, coz jesté rozsituje
ptedstavu o regulaci exprese pomoci eIF4E a slozitych interakcich v ramci buriky

(Culjkovic et al. 2007).
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Vedle nelichotivého propojeni elF4E se vznikem tumoru (jeho zvySena exprese byla
potvrzena Vv n¢kolika druzich rakovin, napiiklad: prsu, mocového méchyte, plic, prostaty,
gastrointestinalniho traktu, hlavy a krku (naptiklad v Dua et al. 2001; Mamame et al. 2004), byl
faktor elF4E nedavno spojen také se vznikem autismu. Neves-Pereira et al (2009) pozorovali
translokaci mezi dlouhym raménkem 4. a dlouhym raménkem 5. chromozomu, ktera byla casta
u pacientt, ktefi trpi poruchou autistického spektra. Tato prestavba vede ke tvorbé alternativniho
transkriptu elF4E, konkrétn€ zde timto mechanismem vznika bodova mutace na pozici
—25 v promotoru elF4E. Zaroven vedle této ptestavby byla u chlapci s autismem pozorovana
i posunova mutace ve form¢ inzerce cytosinu, taktéz do oblasti promotoru. Jedna se sice zatim
pouze o genetickou asociaci, nicméné by jisté bylo zajimavé prozkoumat, jakou, a zda vlibec, zde
hraje e[F4E funk¢ni roli.

Za zminku jisté stoji i fakt, ze eIF4E je schopen iniciovat translaci i u transriptd bez
Cepicky. Jednd se o virové mRNA. Takové viry (+ RNA viry) maji na svém 5’ konci
VPg protein, ktery se bud'to vaze piimo do mista, kde se vaze Cepicka, sem patii n¢které rostlinné
potyviry, napiiklad virus mozaiky hrachu (Dreher a Miller 2006), nebo na misto jiné, coz se tyka
savCich kalicivirdt. U druhé skupiny neni bohuzel znamo, kam se tedy VPg piesné vaze
(Chaudhry et al. 2006). V obou piipadech virus timhle mechanismem rekrutuje transla¢ni aparat

hostitelské bunky na tkor piepisu jeji vlastni mRNA.

elF4E regulon
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Obrazek 6: elF4E regulon.

Na obrazku je zobrazen elFAE regulon podle navrhu Culjkovic et al. (2007). Od eIF4E (fialov€) vedou tfi Sipky
k jednotlivym proteiniim, které zastupuji tfi urovné regulace pomoci elF4E. Jsou zde zobrazeny jednotlivé mRNA,
na 5’ konci maji éepiku (oranzov€) a na 3’ konci maji mRNA (které jsou pomoci eIF4E exportovany z jadra),

4E-SE element (hnédé), ktery je USER codem u téchto transkriptu.
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2.6 Rodina eukaryotickych inicia¢nich transla¢nich faktora eIF4E

Diky dostupnosti sekvenc¢nich dat Joshi et al. (2005) identifikovali proteiny zodpovédné
za vazbu na Cepicku u 230 druhli organismu a rozclenili je do tfi zakladnich skupin. Jelikoz se
néjak odliSen kanonicky elF4E od téch, které maji v organismu tfeba jen mistné nebo Casove
oddélenou funkci. U obratlovcii oznaCujeme tento zdkladni elF4E jako elF4El. Z evolu¢niho
hlediska pravdépodobné doslo k duplikaci plivodniho genu a naslednému rozriznéni téchto
duplikovanych geni.

Prvni skupina (u ¢lovéka elF4E1) se nachazi u vSech eukaryot a je definovdna dvéma
tryptofany (Trp56 a Trp102 u ¢loveéka — detailné pozdéji) v misté vazby Cepicky. Druhd skupina
se nachazi pouze u zivocichti, zelenych rostlin a hub (u ¢lovéka elF4E2, dfive oznacovan jako
4EHP nebo 4E-LP) a lisi se od prvni skupiny nahrazenim tryptofanu na pozici 56 jinou
aromatickou aminokyselinou (tyrosin, fenylalanin). Tteti skupina se nachdzi pouze u strunatcti
(u ¢lovéka oznacovana elF4E3). Vyznacuje se tim, Ze obsahuje v misté vazby cepicky vétSinou
pouze jednu aromatickou aminokyselinu, druhou aminokyselinou je cystein (opét za Trp56)

(Joshi et al. 2005).

Jelikoz se pocet a funkce jednotlivych iniciacnich faktori elF4E u ruznych eukaryotickych
organismu [isi, ndsleduje nyni pro ilustraci jejich strucny popis u klasickych modelovych

organismu Drosophila melanogaster a Caenorhabditis elegans.
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2.6.1 Octomilka a jeji inicia¢ni faktory

faktort, které jsou schopny vazat ¢epicku. U modelového organismu Drosophila melanogaster
jich bylo popsano hned osm, ty jsou kddovany sedmi geny: elF4E1,2 (kddujici dva proteiny
elF4E1 a eIF4E2 diky alternativnimu sesttihu), elFAE3, elFAE4, elF4E5, elF4E6, elFAE7
a elF4E8. V¢étsina téchto gent lezi na chromozomu 3L vedle sebe a vznikly tedy pravdépodobné
genovou duplikaci (Hernandez et al. 2005). elF4E1 a elFAE2 spadaji podle Joshi et al. (2005)
do prvni skupiny, elF4E8 do druhé skupiny. U ostatnich faktord octomilky toto ¢lenéni neni
znédmao.

Z pohledu vyvoje D. melanogaster jsou po cely Zivotni cyklus exprimovany geny elF4E1
a elF4E2. EIF4E3-7 jsou exprimovany az od tfetiho larvalniho stadia, mRNA genu elF4E8 byla
detekovéana pouze v brzkém embryonalnim vyvoji, poté je exprese elF4E8 velice nizka.
Co se vsak tyce vazby na ¢epi¢ku v embryonalnim stadiu, tak ta byla potvrzena pouze u elF4E1,
C0Z znamena4, Ze translace v této etap€ vyvoje je zprostfedkovana pouze pomoci eIF4E1 a ostatni
proteiny maji v tomto obdobi pravdépodobné jinou funkci. EIF4E1 je tedy kli¢ovy pro translaci
materndlnich mRNA (Hernandez et al. 2005).

EIFAEL, elFAE2 a elF4E4 jsou schopny vazat elF4G s vysokou afinitou, elF4E3, elF4E5
a elFAE7 s nizsi afinitou a zbylé dva jej nevazi vibec. To stejné plati o vazbé na 4E-BP. Malou
zajimavosti je, Ze elF4E-7 je nejdelSim proteinem ze vSech prozatim identifikovanych elF4E

u vSech organismii (Hernandez et al. 2005).

2.6.2 Hadatko a jeho inicia¢ni faktory

U Caenorhabditis elegans, dalsiho klasického modelového organismu, bylo popsano pét
Podle Joshi et al. (2005) spadaji IFE1, IFE2, IFE3 a IFE5 do prvni skupiny, IFE4 do skupiny
druhé. C.elegans mé nékolik odliSnosti od klasické eukaryotické translace. Prvni z nich je
pritomnost dvou typii &epicek, klasické ‘methylguanosinové (MMG) a trimethylguanosinové
(TMG). Vznik TMG je zpusoben ptitomnosti dalsiho specifickeho mechanismu, kterym je
tzv. trans-sesttih (podrobnosti naptiklad v Blumenthal a Steward (1997)).
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IFE3 je analogem lidského elF4E1 a vaze se na MMG, stejné tak IFE4 vaze pouze tuto variantu
Cepicky, IFE1 a IFE2, IFES vazou obé varianty a mohou tedy piepisovat mRNA, které vznikly
trans-sestiihem. Knock-down genu ife3 pomoci RNA interference je pro takového jedince letélni,
stejn€ jako soucasné umlceni vSech tii gend, jejichz produkty jsou zodpovédné za translaci TMG
transkriptti. Z toho vyplyva, ze IFE3 a alespon jeden z trojice IFE1, IFE2 a IFE5 jsou nezbytné
pro spravny vyvoj jedince. IFE4 pravdépodobné nehraje vyznamnou funkci ve vyvinu had’atka

u C.elegans, coz jen potvrzuje jeho zafazeni do druhé skupiny, tak jak to navrhnul

Joshi et al. (2005). (Jankowska et al. 1998; Keiper et al. 1999).

2.6.3 Lidské inicia¢ni faktory eIF4E

elF4E1

Vsechny vyse zminéné poznatky o funkci elF4E, se u cloveka vztahuji pravé na elF4E].
Proto v tomto oddile budu u elF4E1 popisovat pouze konkrétni strukturu vazby na cepicku, ktera
slouZi jako porovnani pro oba ostatni zastupce rodiny elF4E.

Struktura elF4E1

Lidsky protein eIlF4El je 217 aminokyselin dlouhy a 25 kDa t&zky
(http://www.uniprot.org, ¢erven 2016). Gen elF4E1 lezi na dlouhém raménku
chromozomu 4 (Jones et al. 1997).

Struktura elF4E1 v oblasti vazby na Cepicku je konzervovana u vsech eukaryot. Analyza
3D struktury elF4E1 byla provedena u S. cerevisiae (Matsuo et al. 1997),
mysi (Marcotrigiano et al. 1997) a ¢lovéka (Tomoo et al. 2002). Jadro elF4E, které se vaze
na Cepicku, se skladd z B-listu, obsahujictho osm antiparalelnich fetézctl, a tfi a-helixd, které
tento B-list obklopuji a dohromady tvofi strukturu podobnou tvaru baseballové rukavice. Uvnitf
této struktury se nachazi dva tryptofany (u ¢lovéka je to Trp56 a Trp102), které mezi sebou drzi

guanin, jez je soucasti Cepicky (Obrazky 7 a 8). Vazba mezi tryptofany a guaninem je
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zprostiedkovana pomoci m-rt interakci. Tato interakce mezi tryptofany, coZz jsou aromatické
aminokyseliny, a ¢epickou se nazyva tzv. aromaticky sendvic.

Vazba je dale stabilizovana vznikem vodikovych mitistki mezi guaninem a glutaminem

(u ¢loveéka Glul03). Tieti tryptofan je potom (u ¢lovéka Trp166) potiebny k rozpoznani
N’-methylové skupiny na Eepicce, tato vazba je realizovana pomoci vodikovych miistki

a van der Waalsovych sil. Nejvyssi exprese elF4E1 u mysi byla zaznamenana ve varlatech
(shrnuto v Joshi et al. 2004).

elF4E1 m7(}DP

Obréazek 7: Aromaticky sendvi¢ u lidského eIF4E1.
Na obrazku jsou zobrazeny oba tryptofany (W56 a W102, Cervené), Cepicka (zluté¢), Glul03 (E103, cervené),
v pozadi je struktura B-listu. (Pfevzato z Osborne et al. (2004)).

Obréazek 8: elF4EL.
Krystalograficka struktura lidského proteinu eIF4E1 (modfe) s navazanou ¢epickou (oranzové) a 4E-BP1 (zeleng).

Tryptofany 56 a 102 se nachazeji v té€sné blizkosti Eepicky. (Pfevzato z http://atlasgeneticsoncology.org).
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elF4E2

Struktura elF4E2

Jedna se o gen leZici na dlouhém raménku chromozomu 2 (Rom et al. 1998). Protein,
ktery  kdduje tento lidsky gen se sklada z 245 aminokyselin a jeho véaha je 28,3 kDa
(http://www.uniprot.org, ¢erven 2016). eIF4E2 je popsan pouze u Zivocéichd.

Také elF4E2 rozpoznavéa cepicku. Pro tento proces vyuZziva, stejné¢ jako eIF4El
aromatické aminokyseliny. Rozdil mezi obéma proteiny je u tryptofanu na pozici 56, kde tento je
nahrazen u elF4E2 tyrosinem na pozici 58, zbytek aminokyselin nezbytnych k navazani ¢epicky
je v sekvenci elF4E2 zachovan. Obecny tvar a struktura, co se tyce rozlozeni B-listd a a-helixi,
popsané u elF4E1, zistava nezménéna (Rom et al. 1998; Joshi et al. 2004). Piesto eIF4E2 vaze
Cepicku s niZsi afinitou nez elF4E1L, a to 30 — 100x (Zuberek et al. 2007).

Zastoupeni elF4E2 v jednotlivych tkanich sledoval Joshi et al. (2004) u mysi, kde nejvétsi
mnozstvi mRNA bylo detekovano ve varlatech, nejmensi potom ve svalstvu. EIFAE2 se za
fyziologickych podminek nach&zi v bunikach v menSim mnoZzstvi nez elF4E1, avSak jeho zvySend
produkce byla popsana u nékterych metastazujicich nadord (Ramaswamy et al. 2003;

Joshi et al. 2004). e[F4E2 se nevaze na elF4G, jelikoz postrada nékteré aminokyseliny, potiebné
k této interakci, zaroven vSak u eIF4E2 funguje vazba na 4E-BP, ktera je ale niZsi neZz u elF4E1
(Joshi et al. 2004).

Role elF4E2 v translaci

U Drosophila melanogaster byl popsan mechanismus, jakym dochazi k represi translace
prostiednictvim homologu lidského eIF4E2. Maternalni gen caudal je dilezitym ve vyvoji
embrya u octomilky, protein Caudal ma napii¢ embryem gradientni distribuci, kde je pfitomen
hlavné v posteriorni ¢asti embrya a smérem k anteriorni ¢asti jeho mnozstvi klesa, ¢imz se podili
na ur¢eni predo-zadni osy embrya. Zjistilo se, Ze za absenci Caudal proteinu v hlavové ¢asti miize
prave elF4E2. elF4E2 a elF4E1 spolu kompetuji o vazbu na ¢epicku, jelikoz vSak eIF4E2 nevaze
ktery spojuje elF4E2 a 3" konce Caudal mRNA, coZ vede k represi translace (Obrazek 9).

Bicoid je rovnéz maternalni gen, protein Bicoid se naopak nachazi hlavné v hlavové casti

(Cho et al. 2005).
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Stejna skupina pfisla nasledné se zjisténim, ze take distribuce dalSiho proteinu Hunchback, ktery
kdduje maternalni gen hunchback, je ovlivnéna prostiednictvim eIF4E2, zde je vSak distribuce
opacnd, tedy Hunchback se nachdzi hlavné v anteriorni ¢asti embrya a smérem k zadni ¢asti jeho
mnozstvi klesa. V tomto ptipadé se na elF4E2 vaze protein Brat, avSak jak dale mechanismus
inhibice probiha neni jasne, jelikoZz Brat neinteraguje s 3° koncem mRNA. Je tedy ziejmé, Ze
pfedo-zadni orientace embrya je urCena prostiednictvim elF4E2. Je to krasny dikaz, jak maze
byt kontrolovan vyvoj v dobé, kdy neprobiha transkripce a vSechna mRNA vembryu je
maternalniho ptivodu. Jelikoz elF4E2 se nachdzi u vSech zivocicht, autoii spekuluji o tom, Ze

tento mechanismus urceni orientace té¢la by se mohlo nachézet napti¢ zivocisnou tisi
(Cho et al. 2006).
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Obréazek 9: elF4E2 inhibuje translaci.

Na obrazku je zobrazena caudal mRNA, kde se na jeji 5"konec vaze elFAE2 (zde pod starSim nazvem 4EHP)
a na 3 konec se prostfednictvim vazby na e[F4E2 navaze Bicoid. Tento stav je vysledkem kompetice mezi elF4E1
a elF4E2. Vazbou elF4E2 dojde Kk inhibici translace (ptevzato z Cho et al. 2005).

elF4E2 a hypoxie

Vedle role elF4E2 v translaci, respektive inhibici translace, béhem embryonalniho
vyvoje, byla popsana také jeho role v translaci béhem hypoxie. Hypoxie je stav, kdy je burika,
potazmo organismus vystaven nizké koncentraci kysliku, a pifi némz dochazi k celkovému
poklesu translace, jelikoz butika v téchto nepfiznivych podminkéch Setii energii (Liu a Simon
2004). Hypoxie byla popsana jako nedilnad soucast vyvoje a rustu tumoru, jelikoz kyslik je
schopen prostupovat jen deseti vrstvami bunék, avSak v ptipad¢ tumoru, kde jich je mnohem

vice, je velka ¢ast bun€k bez pristupu dostatecného mnozstvi kysliku (Harris 2002).

33



Pokles translace je zprostiedkovan mTOR drahou, kdy mTOR nefosforyluje 4E-BP a tim padem
4E-BP vyvazuje elF4E1. Nicméné urCitd uroven translace musi probihat i za hypoxie. To je
Caste¢né obstarano pomoci IRES (internal ribosome entry sites), coZ jsou, specificke struktury

na 5° konci mRNA, kde mize dochazet k iniciaci translace. Jedna se o translaci, ktera neni
zavisla na Cepicce a tim padem nepotiebuje elF4E (Young et al. 2008).

DalSi mechanismus translace v pribéhu hypoxie je zprostiedkovan pravé pomoci
elF4E2. Ten v komplexu HIF-20-RBM4-elF4E2 zajistuje translaci specifickych mRNA, které
maji na 3" konci tzv. rHRE mista (RNA hypoxia response element). HIF-2a je jeden
z transkripcnich faktorti (hypoxia inducing factor 2a), které pomadhaji v buiice udrzovat
homeostazu béhem hypoxie. RBM4 (RNA-binding motif protein 4) je protein, ktery se tcastni
kontroly translace. RBM4 se vdZe na rHRE mista na 3" konci, rekrutuje HIF2a a tim dojde
k cirkularizaci mRNA a vazbé eIF4E2. Bylo doloZeno, Ze komplex HIF-2a-RBM4-elFAE2 dale
vaze také elF4A. Dochazi tedy kptepnuti translace, zprostiedkované elF4E1 na translaci
zalozenou na eIlF4E2, pomoci hypoxie. eI[F4E2, stejné jako eIF4E1 vaze 4E-BP, ale jak jiz bylo
feceno, tato vazba je slabsi nez u elF4E1. Mezi mRNA, které¢ jsou timto zplisobem piepisovany
patii napiiklad EGFR (epidermal growth factor) nebo IGFIR (insulin growth factor 1R), ktera
jsou oba spojeny se vznikem rakoviny, jelikoz jejich nadprodukce vede ke zvySené proliferaci
bunék. Podobné také translace béhem hypoxie, ktera je zprostiedkovana pomoci IRES vede
ke zvyseni produkce VEGF, ktery je znamy tim, ze zajiStuje angiogenezi v tumoru. Zd se tedy,
7ze mechanismus, kterym se buika vypofadava s nedostatkem Kkysliku, umné vyuzily procesy
vedouci ke vzniku a riistu tumoru ve sviij prospéch. eIF4E2 tedy nejen zprostiedkovava translaci
beéhem narocnych podminek, ale je také nezbytny ke vzniku zhoubného rakovinného bujeni

(Young et al. 2008; Uniacke et al. 2012; Uniacke et al. 2014).
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elF4E3
Struktura elF4E3

.....

Je to 224 aminokyselin dlouhy a 24 kDa tézky protein. Gen elF4E3 se nachazi na malém
raménku chromozomu 3. Jeho isoforma (dale v praci oznacovana jako ¢IF4E3 B) je jen 118
aminokyselin dlouha a mé 13kDa. Jelikoz tato forma postradd N-koncové aminokyseliny, které
se Uucastni vazby na Cepicku, nebyly o jeji funkci z literatury zatim znamé zadné skutecnosti.

U mysSi (Mus musculus) je protein sloZzen z 207 aminokyselin a vazi 22,8 kDa. Gen elF4E3

se u mySi nachazi na chromozomu 6 (http://www.uniprot.org, &erven 2016;
http://www.informatics.jax.org, ¢erven 2016). Tento gen (a jeho orthology) se nachazi pouze

u strunatct (Joshi et al. 2004).

Prvni analyzu struktury eIF4E3 a jeho vazby na ¢epicku provedl Osborne et al. (2013),
pticemz studie byla provedena s pouzitim rekombinantniho mysiho proteinu. Podobna analyza
zatim nebyla publikovana u lidského elF4ES3.

Pokud porovndme obecnou strukturu elF4E3 s ostatnimi ¢leny proteinové rodiny eIF4E,
tak ta je pomérn¢ konzervovana. elF4E3 si zachovava strukturu centralniho B-listu obklopeného
tiemi a-helixy. Nabyva také typického tvaru baseballové rukavice. Za jediny drobny strukturni
rozdil 1ze povazovat jednu otocku a-helixu na N-termindlnim konci navic. EIFAE3 m& vSak
specificky zptisob vazby na Cepicku v porovnani selF4E1l a elF4E2 (Obrazek 10). Misto
typického sendvice dvou aromatickych aminokyselin Trp56 a Trp102, coz (jak jiz bylo zminéno)
jsou hlavni mista interakce elF4E1 a elFAE2 s ¢epickou, ma elF4E3 Trp98 (odpovidajici Trp102
u lidského elF4El) a Cys52 (odpovidajici Trp56 u lidského eIF4El). Ob& aminokyseliny
interaguji se stejnymi partnery jako jejich ekvivalenty u eIF4E1, tedy Trp98 s m’GDP,

a to i ve stejném rozsahu jako Trp102, Cys52 s purinovym kruhem a methylovou skupinou, sila
interakce je vSak podstatné mensi. To mize byt také jeden z diivodu, pro¢ se u elF4E3 nachézi
jesté piidatna vazba na ¢epicku v oblasti S1-S2 smycky B-listu (Soucasti je i Cys52,

Trp56 u elF4EL se nachazi také v oblasti této smycky) a C-terminalniho konce.
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Tyto piidatné vazby nejsou u eIF4E1 a eIF4E2 nejen z divodu silngjsi vazby v tzv. aromatickém

sendvici, ale také proto, Ze aminokyseliny, které se podileji na dalSich vazbach nejsou u téchto

.....

vazby z divodu chybéjici aromatické aminokyseliny. Celkova afinita elF4E3 k Cepicce je

v porovnani s elF4E1 10 — 40x niZsi (Joshi et al. 2004; Osborne et al. 2013).

m’GDP
Obrézek 10. : Detail vazby elF4E3 s ¢epi¢kou.
Cepicka zobrazena Zlutou barvou, Trp98 &ervené (W98), Cys52 fialové (C52), S1-S2 smycka (S1-S2 loop;

vpravo dole), C-terminalni doména (Cyerm, arm; vlevo dole). (Pfevzato z Osborne et al. (2014)).
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Funkce elF4E3

Co se tyce funkce elF4E3, tento protein pravdépodobné nevznikd ve vSech lidskych
tkanich. Joshi et al. (2004) jej popsali v mysich svalech (kosternich i svalech srdce), sleziné
a jatrech. Osborne et al. (2013) jej pozorovali v hematopoetickych buiikach (bunky akutni
myeloidni leukémie), kde byly elF4E1 1 eIF4E3 piitomny a také byly oba navazany na Cepicku.
Autofi zde spekuluji o tom, Ze oba proteiny spolu v bunice kompetuji o tuto vazbu. Zaroven se
elF4E3, stejn¢ jako elF4El, nachazi jak v jadre, tak v cytoplazmé. Je vSak mozné, ze detekce
pouze v nekterych tkanich je zplsobena celkové nizkou expresi mRNA pro elF4E3 oproti
elF4E1, a ne tim, Ze by se v téchto tkanich nenachazela viibec (Joshi et al. 2004).
Porovnanim transkriptl, které se vazi na elF4E1 a elF4E3, bylo zjisténo, Ze zvysSena produkce
elF4E3 vede Kk poklesu exprese nékterych gent jejichz transport nebo translace je zavisla
na eIF4E1. Jednalo se o jiz nékolikrat zminéné geny kddujici VEGF, c-Myc a Cyklin D1, jeZ jsou
klasicky spojovany se zvySenou proliferaci a vznikem rakoviny. Zajimavé bylo také zjisténi, Ze
elF4E3 nevaze elF4G (pravdépodobné kvuli odlisnosti v N-terminalni oblasti popsané vyse).
Na zaklad¢ téchto poznatkl se zdalo, Ze eIF4E3 neni piimo zapojeno do translace, ale naopak
formuje neaktivni komplexy, které vyvazuji volné mRNA, které potom neni mozno translatovat
za pomoci elF4ELl. Timto mechanismem by mohl elF4E3 fungovat jako potencialni
tumor-supresorovy gen (Osborne et al. 2013). Tento koncept byl vSak vyvracen o rok pozdéji,
faktorti podrobnéji u lymfomu DLBCL, a ukézalo se, Ze elF4E3 naopak vaze eIF4G. Zaroven
v této studii popsali vzajemny vztah mezi elFAEL a elFAE3 pomoci regulace kinaz MNK 1 a 2,
tyto kinazy fosforyluji eI[F4E1 na serinu 209 a tim umoctuji jeho vazbu na elF4G, eIF4E3 tento
odpovidajici serin na pozici 209 postrada (Pyronnet et al. 1999; Osborne et al. 2013) Vazba
elF4E3 nejen na elF4G, ale i na PABP byla potvrzena také v nasi laboratofi, zaroven kratka
varianta, jak se pfedpokladalo, nevaze eIF4G, ani PABP (FrydrySkova et al. 2016, pfijato

Kk recenznimu fizeni).
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Pokud tedy autofi pouZili inhibitor kinaz MNK, nedoslo k fosforylaci elF4E1, v dasledku ¢ehoz
elF4E1 vazal Cepicku slabé. Tato inhibice zaroven umoznila navazani eIF4E3 na Cepicku, sila
vazby se zvySila a doSlo také k celkovému navySeni mnoZstvi proteinu. Po provedeni
polyzomalni frakcionace bylo potvrzeno, Ze eIF4E3 je transla¢né aktivni

(Landon et al. 2014; FrydrySkova et al. 2016, ptijato k recenznimu fizeni). Zda se tedy, Ze kinazy
MNK by mohly byt souc¢asti regulacni drahy piepinajici mezi translaci pomoci eI[F4E1 a eIF4E3.
DalSim rozdilem mezi elF4E1 a eIlF4E3 jsou odlisné sekvenéni motivy v 5’UTR oblastech
zpusobem (vedle odlisného zastoupeni v tkdnich) probihd kompetice o transkripty mezi elF4E1

a elF4E3 in vivo (Landon et al. 2014). Joshi et al. (2004) popsali, Ze se na elF4E3 nevaze protein
4E-BP, coz také naznacCuje odlisSnou regulaci eIF4E3 oproti elF4E1.Analyza elF4E3
transkriptomu odhalila jeho vyznamnou roli v modulaci nékterych miRNA diky sniZeni tvorby
proteinu DICER1. elF4E3 také ovliviiuje RNA specifickou adenosin deaminazu (ADAR), ta je
zapojena Vv editaci RNA (Landon et al. 2014). Piesto, ze puvodni hypotéza o zapojeni eIF4E3
Vv potlaceni rakovinného bujeni se nepotvrdila, jeho tumor-supresorovy potencial vsak zustava,
jelikoz zvySena produkce elF4E3 brani extrémni proliferaci bunc¢k snizenim elF4E]1 transkriptd,
tyto ale zaroven zdstavaji zivotaschopné, jelikoz u nich probiha translace (Landon et al. 2014).
Myslenku dale potvrzuje fakt, Ze elF4E3 se neexprimuje v nékterych typech rakoviny

(Volpon et al. 2013).
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Jelikoz jsem v praktické casti prdace sledovala, mimo jiné, lokalizaci elF4E proteinii V ramci
bunky, predevsim v P-bodies a stresovych granulich, zamérim se ted na tuto problematiku
i teoreticky.

2.6.4 Lokalizace eIF4E proteini v P-bodies a stresovych granulich

P-bodies (processing bodies) a stresové granule (SG) jsou dva typy cytoplazmatickych
télisek, které jsou tvoreny hlavné RNA a proteiny, nemaji membranu a jejich zastoupeni v buiice
je proménlivé v ¢ase. V soucasné dobé¢ se zda, ze tyto dva typy télisek jsou spolu prostorove
a funkéné propojeny a sdili jednotlivé mRNA, a také nékteré proteiny. Zaroven vsak jejich
existence neni vzajemn¢ podminéna a mohou vznikat a fungovat nezavisle na sob¢
(Obrézek 11). V obou téchto téliscich byl detekovan elF4E1
(Cougot et al. 2004; Kedersha et al. 2005).

Obréazek 11: Stresové granule a P-bodies.
Na obrazku jsou zobrazeny lidské rakovinné builky prostaty, které byly vystaveny oxidativnimu stresu. Modie je
jadro, fialové SG a Zluté P-bodies. Na obrazku je vidét jak spolu v mnoha ptipadech obé téliska sousedi

a predpoklada se, ze spolu mohou sdilet nékteré proteiny a RNA (pfevzato z Anderson a Kedersha 2002).
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Degradace mRNA je nedilnou soucasti udrzovani homeostazi v burikach. mRNA, ktera je
Jiz nepotfebna nebo je poSkozena je urena k degradaci. Nej€asteji pouzivanou degradacni drahou
v ramci eukaryot je 3‘- 5” degradace pomoci exozomu. DalSi moZnosti je degradace 5°- 3¢, ktera
zahrnuje ,,decapping”“ mRNA. K tomu slouZi Dcpl a Dcp2 enzymy, které jsou schopné z mRNA
odstranit ¢epicku (Beelman et al. 1996). Jak ale vime, ¢epicka je v jadie velice dobie chranéna
komplexem elF4 faktori. Tento komplex je tedy potieba nejprve odstranit. Podle studie
Ferraiuolo et al. (2005) k tomu dochazi v P-bodies. Jejich sou¢asti jsou mimo jiné pravé
Dcp enzymy, ale i 4E-T a elF4EL (Steth a Parker 2003; Andrei et al. 2005;
Ferraiuolo et al. 2005). Autorim se podafilo potvrdit, ze 4E-T se na elF4E1 vaze nejen pfi
exportu do jadra, ale také v P-bodies, kam elF4E1 bez doprovodu tohoto svého vazebneho
proteinu nelokalizuje. To tedy nabizi teorii, Ze 4E-T se v cytoplazmé navaze na elF4E1, misto
a prerusi tak translaci. Poté lokalizuje eIF4E1 s 4E-T v doprovodu pfislusné mRNA do P-bodies,
kde dojde za pomoci enzymii k odstranéni ¢epicky a k degradaci mRNA
pomoci 5°- 3¢ degrada¢ni drahy. Tato teorie byla potvrzena pokusem, pii némz byl proveden
knock-down 4E-T pomoci sSiRNA, mRNA v cytoplazmé tak byly rdzem celkové stabilngjsi.

Nasledné byl eIF4E1 pozorovan také ve stresovych granulich. To jsou utvary
v cytoplazmé, které vznikaji ve chvili, kdy je bunka vystavend né¢jakému stresovému faktoru,
naptiklad teplotnimu Soku nebo oxidativnimu stresu. Vytvofeni SG zpravidla ptredchazi
fosforylace elF2a, coZ vede ke snizeni dostupnosti ternarniho komplexu a tim ke sniZeni celkové
translace. Soucasti SG je také elF3 (jeho podjednotka eIF3B se pouZziva jako marker
SG v mikroskopii), el[F4G a PABP. Bé&hem stresovych podminek bunika piepisuje hlavné
»housekeeping“ geny, které jsou potom schrafiovany v SG. Ve stresovych granulich nedochazi
k degradaci mRNA, ale k jejimu ulozeni pro pfipad obnoveni pfiznivych podminek, proto je zde
Kedersha et al. 2005).

K tvrzeni, Ze SG a P-bodies spolu komunikuji vedlo né€kolik pozorovani, nejprve to
vizualni, tedy mikroskopické, kde byla tato téliska zachycena jak lezi v té€sné blizkosti (zaroven
také byla pozorovana oddéleng). Oxidativni stres vyvolava vznik obou typt télisek, a také nékteré

proteiny byly nalezeny v obou (naptiklad eIF4E).

40



Dale se fize obou télisek da vyvolat zvySenou expresi proteinti spojenych s degradaci mMRNA
(naptiklad TTP protein), ty se nachazeji tedy jak v P-bodies, tak v SG. Je tedy mozné, Zze Cast
mRNA, ktera je schranovana v SG a uz nebude dale vyuzita, je presunuta do P-bodies.

A nakonec, po aplikaci cyklohexamidu doslo k rozpadu obou typt télisek, coz vede k zavéru, ze
jejich biogeneze je spjata s rozpadem polyzomu, a tedy zastavenim translace

(Kedersha et al. 2005).

Piesto, ze eIF4E2 je schopen vazat 4E-T, nebyl lokalizovan ve stresovych granulich za
oxidativniho stresu (Kubacka et al. 2013). DalSi informace o elF4E2 a elF4E3 a jejich lokalizaci
v SG a P-bodies nebyly dosud znamy, proto jsme se na toto téma zaméfili v nasi laboratofi.
Podafilo se zjistit, Ze zatimco eIF4E1 lokalizuje do SG a P-bodies za teplotniho i oxidativniho
stresu, elF4E2 se nachazi v SG a P-bodies pouze za teplotniho Soku. Po vyvolani oxidativniho
stresu se elF4E2 nenachdzi v SG, ale pouze v P-bodies. Zalezi tedy na typu stresovych podminek.
elF4E3_A, tedy jeho dlouha varianta, lokalizuje do stresovych granuli za obou typt zminénych
stresovych podminek, avSak v P-bodies nebyla detekovana vibec. Co se tyce kratké varianty
elFAE3_B, ta nebyla detekovéna ani v jednom typu télisek, za zadnych testovanych podminek
(Tabulka 1). VSechny elFAE proteiny, které se nachazeli v P-bodies, se v nich nachazeli jak po
vyvolani stresu, tak za normalnich klidovych podminek. To, Ze se elF4E3_A nachazi pouze ve
stresovych granulich vede k zamysleni nad funkci tohoto proteinu. Je mozné, Ze elF4E3 A
zabezpeCuje v buiice jakousi bazdlni hodnotu translace vybranych transkriptd, které musi byt
produkovany za vSech podminek, a proto neni kontrolovan interakci s4E-BP. Tomu by
nasvédcovalo také jeho nizké zastoupeni v buiice oproti e[F4E1 za béznych podminek. Jeho
nepiitomnost v P-bodies vede k zavéru, ze se eI[F4E3 A neucastni represe a degradace mRNA

(FrydrySkova et al. 2016, piijato k recenznimu fizeni).

elF4E1 elF4E2 elF4E3 A | elF4E3 B
oxidativni stres N, \ x x
P-bodies
teplotni $ok \ \ x
oxidativni stres N, x
SG
teplotni 3ok \ V x

Tabulka 1: zastoupeni jednotlivych eIF4E proteint v ramci SG a P-bodies po vystaveni bunék dvéma druhim

stresovych podminek. ((Kedersha et al. 2005; Kubacka et al. 2013; Frydryskova et al. 2016, pfijato k recenznimu

fizeni).

41



3 Cile prace

Cilem prace bylo provést nékteré diléi experimenty a zavest nové metody, jez pomohou

rozsifit moznosti zkoumani elF4E proteinti v nasi laboratofi. Z toho diivodu prace neobsahuje

jedno ucelené téma, ale je rozd€lena do nékolika jednotlivych pokust, Které spolu bezprostiedné

nesouvisi. U kaZzdého z nich je vysvétleno, k ¢emu ktery z nich slouZil.

A. Préce se stabilnimi liniemi obsahujicimi konstrukty elF4E s N-terminalni GFP fazi

1.
2.
3.

Oveéteni mnozstvi endogennich a nadprodukovanych proteint eIF4E a jejich mRNA
Stanoveni efektu nadprodukce elF4E proteint na rist kultur

Sledovani distribuce eIF4E1 naptic¢ polyzomalnimi profily

B. Prace s konstrukty elF4E s C-terminalni 3x FLAG fuzi

1.
2.
3.

Tvorba téchto konstruktl a ovéteni jejich funkénosti
Vyroba stabilnich linii pro ucely mikroskopie
Mikroskopické pozorovéni piipadné distribuce eIF4E3 proteint ve stresovych

granulich a P-bodies
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4 Material a metody

4.1 Material

4.1.1 Chemikalie
Aceton (Lach-Ner); agar (Serva, Sigma); agardza (Serva); akrylamid (Serva); ampicilin (Sigma),

APS (persiran amonny) (Serva); arzeniCitan sodny (Fluka); B-merkaptoethanol (Sigma); BSA
(bovinni sérovy albumin) (Serva); bromfenolova modi (MERCK); citronan sodny (Chemapol);
Coomassie Brilliant Blue G-250 (Serva); DAPI (Sigma); ddH,O (deionizovana voda);
deoxycholat sodny (Sigma); DMSO (Sigma); EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova)
(Serva); ethanol (chemicky sklad PrF UK); ethidium bromid (Sigma); fenol (MERCK, Sigma);
formaldehyd (Sigma); formamid (Sigma); glycerol (Sigma); glycin (Serva); GUITC
(guanidintiokyanat) (ICN); chloroform (Lachema); izoamylalkohol (Lachema); izopropanol
(Penta); KAc (octan draselny) (Sigma); kanamycin (Spofa); kyselina octova (Lach-Ner); kyselina
trichloroctova (Lach-Ner); Kkyselina p-kumarova (Sigma); Lipofectamin®2000 (Invitrogen);
luminol (Sigma); MgClI; (chlorid hote¢naty) (Sigma); methanol (Lachema); NaAc (octan sodny)
(Sigma); NaCl (chlorid sodny) (Lachema); NaOH (hydroxid sodny) (Lachema);
N,N"-methylbisakrylamid (Serva); NP-40 (Thermo Fischer Scientific); Mounting medium
(Invitrogen); paraformaldehyd (Sigma); PBS (Lonza); PEI (polyethylenimin) (Sigma); peroxid
vodiku (Sigma); PP-242 (SelleckChem); Rapamycin (SelleckChem); Resazurin (Sigma); Ribavirin
(Sigma, SelleckChem); SDS (dodecylsiran sodny) (Serva); Sunar Complex 1 (Hero);

TCEP (tris(2-chlorethyl)-fosfat) (Thermo Fischer Scientific);

TEMED (N,N,N",N" -tetramethylethylendiamin) (Serva); trypsin (Gibco®); Tris (Serva);
Tris-HCI (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan chlorid) (Serva); Triton X-100 (Serva);

Tween 20 (Sigma); Zeocin™ (InvivoGen).

43



4.1.2 Roztoky

50x TAE pufr: 24,2% (w/v) Tris-HCI; 5,7% (v/v) HCI; 10% (v/v) 0,5M EDTA-NaOH (pH 8)
STET: 10% (v/v) sachar6za; 50mM Tris-HCI (pH 8); 50mM EDTA-NaOH (pH 8);
1% (v/v) Triton X-100

2 X SLB pufr: 800 pl 5x Laemmli pufru; 300 ul Complete Mini (rozpusténo v ddH,0);
200l 1M tris (pH 8,5); 70 ul TCEP; 600 pl ddH,0; 30 ul B-merkaptoethanolu

(finalni koncentrace 1,47 %)

ITG: 4M GUITC; 25mM citronan sodny; 0,5% (v/v) sachardza

TE: 10mM Tris-HCI (pH 7,5); ImM EDTA

Akrylamid + N,N"-methylenbisakrylamid, pfefiltrovat

6x vzorkovy pufr pro agarézovou elektroforézu: 10mM Tris-HCI (pH 7,6);

0,03% (w/v) bromfenolova modf; 0,03% (w/v) xylenova modi; 60% (v/v) glycerol;
60mM EDTA-NaOH

6x vzorkovy pufr pro SDS-PAGE: 53,8% (v/v) 4x tris-HCI/SDS (pH 6,8);

38,5% (v/v) glycerol; 7,6% (v/v) B-merkaptoethanol; 270mM SDS; 0,57mM bromfenolova modf

Blotovaci roztok: 20% (v/v) methanol; 0,29% (w/v) glycin; 0,58% (w/v) Tris;
0,037% (w/v) SDS

Blokovaci roztok: 1x TBS; 0,5% (v/v) Tween 20; 5% (w/v) Sunar Complex 1
Blokac¢ni roztok: 0,25% (w/v) zelatina; 0,25% BSA v PBST

Fixaéni roztok (WB): 25% (v/v) izopropanol; 10% (v/v) kyselina octova
Fixac¢ni roztok (mikroskopie): 3% (v/v) paraformaldehyd v PBS

Odmyvaci roztok: 1x TBS; 0,5% Tween 20

PBST: 0,05% (v/v) Tween 20 v PBS

Permeabilizac¢ni roztok: 0,5% (v/v) Triton X-100 v PBST

Pi‘evrstvovaci pufr pH 8,8: 0,375M Tris-HCI (pH 8); 10mM EDTA-NaOH
Ripa pufr: 50mM Tris-HCI (pH 8); 150mM NaCl; 1% (v/v) NP-40;

0,5% (w/v) deoxycholat sodny; 0,1% (v/v) SDS; doplnit ddH,O do 100 ml
Roztok | (izolace plazmidové DNA): 25mM Tris-HCI (pH 8); 10mM EDTA-NaOH
Roztok Il (izolace plazmidové DNA): 1% (w/v) SDS; 0,2M NaOH

Roztok 111 (izolace plazmidové DNA): 3M KAc; 11,5% (v/v) kyselina octova
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Roztok Coomassie blue: 10% (v/v) kyselina octova;

0,006% (w/v) Comassie Brilliant Blue G-250

Roztok DAPI: 400l DAPI (1 mg/ml); 9,6 ml 50% ethanol (v/v) (rozpustény ve vode)
Roztok kyseliny p-kumarové: 93,5mM kyselina p-kumarova v DMSO

Roztok luminolu: 250mM luminol v DMSO

4.1.3 Komer¢ni pufry a roztoky nezahrnuté v soupravach

dNTPs: 10mM dATP; 10mM dGTP; 10mM dCTP; 10mM dTTP (Fermentas)
10x koncentrovany pufr pro T4 ligazu (Fermentas)

10x koncentrovany pufr pro Taq polymerazu (Fermentas)

10x koncentrovany pufr pro restrikéni endonukledzy Orange (Fermentas)

10x koncentrovany pufr pro restrikéni endonukledzy Red (Fermentas)

10x koncentrovany pufr pro restrikéni endonukleazu Scal (Fermentas)

10 x koncentrovany pufr pro restrikéni endonukleazu EcoRI (Fermentas)

5x koncentrovany pufr pro RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo Scientific)
6x koncentrovany nanaSeci pufr pro RNA agardzovou elektroforézu: DNA loading
Dye (Fermentas)

FastStart PCR Master (Roche)

LightCycler® 480 Probes Master (Roche)

2x koncentrovany FastStart PCR Master (Roche)

Complete mini (with EDTA) (Roche)
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4.1.4 Protilatky
nazev typ puvod fedéni pouziti vyrobce
anti-FLAG® monoklonalni mysi, 1gG; 1:100 mikroskopie Sigma
= anti-GFP monoklonalni mysi, 1gG2, 1:4000 WB Santa Cruz
‘E anti-DDX6 polyklonalni krali¢i, IgG 1:500 mikroskopie Bethyl
= anti-eEIF3B polyklonalni krali¢i 1:500 mikroskopie Santa Cruz
anti-elF4E1 monoklonalni mysi 1:1000 wB Abgent
E GW182 (cy3) monoklonalni mysi,1gG, 1:500 mikroskopie Abcam
E GW182 (cyb) polyklonalni krali¢i, IgG 1:500 mikroskopie Santa Cruz
é anti-mouse polyklonalni kozi, IgG-HRP 1:5000 wB Santa Cruz
Tabulka 2: Pouzité protilatky v této praci.
4.1.5 Plazmidy
Néazev plazmidu Zdroj
pFRT/lacZeo? Invitrogen
pCR®4-TOPO® Invitrogen

PCDNA_FTR_TO_3xC_FLAG (SV 445) Laboratof biochemie RNA

pPEGFP_4E1 Laboratof biochemie RNA

pPEGFP_4E2 Laboratof biochemie RNA

pPEGFP_4E3-long Laboratof biochemie RNA

pEGFP_4E3 Laboratof biochemie RNA
pCR4TOPO_4E1 Tato préce
pCR4TOPO_4E2 Tato préce
pCR4 TOPO_4E3A Tato préce
pCR4 TOPO_4E3B Tato préce
pCDNA_4E1_3Cflag Tato prace
pCDNA_4E2_3Cflag Tato prace
pCDNA_4E3A 3Cflag Tato prace
pCDNA_4E3B_3Cflag Tato prace

Tabulka 3: Pouzité plazmidy v této praci.
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4.1.6 Bunécéné linie

Pro vice informaci o charakteristice jednotlivych linii v databazi ATCC Human Cell lines

(wwwe.atcc.org).

Nazev linie

pivod

Hek293 Flp-In T-REX

Adherentni lidské ledvinové embryonalni buiiky

(nekomer¢ni zdroj)

Hek293 Flp-In T-REX elF4E1-GFP

Stabilni linie nesouci elF4E1 s GFP N-terminalni fizi,
Laboratof biochemie RNA

Hek293 Flp-In T-REX elF4E2-GFP

Stabilni linie nesouci elF4E2 s GFP N-terminalni fizi,
Laboratof biochemie RNA

Hek293 Flp-In T-REX elF4E3_A-GFP

Stabilni linie nesouci elIF4E3_A s GFP N-terminalni fazi,
Laboratof biochemie RNA

Hek293 Flp-In T-REX elF4E3_B-GFP

Stabilni linie nesouci elF4E3_B s GFP N-terminalni flzi,
Laboratof biochemie RNA

u20S

Adherentni buiky lidského osteosarkomu

(nekomeréni zdroj)

U20S (n x FRT)

Buiiky obsahujici vice FRT mist

(nekomeréni zdroj)

Tabulka 4: PouZité bunééné linie v této praci.

4.1.7 Enzymy
Lysozym 500 U/mg (Serva)

Taqg polymeraza 2,5 U/ul (Fermentas)
RiboLock RNase Inhibitor 40 U/ul (Fischer Scientific)
RevertAid Reverse Transcriptase 200 U/ul (Thermo Fischer Scientific)

Restrikéni endonukléazy 10 U/ul (vSechny Fermentas)

T4 DNA ligaza 5 U/ul (Fermentas)

TRN ribonukleaza A: 58 U/mg (Sigma)
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4.1.8 Kaultivace bunécénych linii

Médium: DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — high glucose) (Sigma) — ptidat
GIBCO™ Antibiotic-Antimycotic (100x koncentrovany) (Invitrogen), FBS

(finalni koncentrace v médiu 10%)

Zamrazovaci médium: DMEM, FBS (finalni koncentrace v mediu 20%), DMSO

(finélni koncentrace v médiu 10%)

Zeocin™ (100mg/ml)

Opti-M EM® - médium pouzivané pfi transfekci (Gibco®)

4.1.9 Bakterialni kmeny

Escherichia coli XL-1 Blue: endA1 gyrA96(nal®) thi-1 recAl relAl lac ginV44
F'[ -:Tn10 proAB* lacl? A(lacZ)M15] hsdR17(rx” m¢") (Stratagene)

4.1.10 Bakterialni kultivaéni média

Tekutd média: TY médium: 1,6% pepton;1% kvasni¢ny autolyzat; 0,5% NaCl; pH 7 upraveno
pomoci NaOH. V ptipadé média s antibiotiky pfidano 50 pg/ml ampicilinu nebo 50 pg/mi
kanamycinu.

Agarové pudy: TY médium + 2% agar, ptipadné antibiotikum ve stejném mnozstvi jako

pro tekuta média.

4.1.11 Komer¢ni soupravy

FavorPrep™ Endotoxin Free Plasmid DNA Extraction Midi Kit
DNA Clean and Concentrator™ - 5 Kit (The Epigenetics company ™)
QUIAGEN® Plasmid Mini Kit (100)

High Pure PCR Product Purification Kit (Roche)

TOPO TA Cloning® kit for Sequencing (Invitrogen)
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4.1.12 Oligonukleotidy

nazev sekvence pouziti
Surf_up CTCAGAGTGGGGCCTATGTG Real-time PCR
Surf_rev CCTGGGAACGAACCCTCTAT Real-time PCR
Surfl_sonda TCACTCCCTTCCACTGCACCGAC Real-time PCR
4E1 sonda CCTTAAAAAGTGAGTAGTCACAGCCAGGCAT Real-time PCR
4E2_sonda TAGTTGTACTGCAGGGGATGCTCTGCCGGT Real-time PCR
4E3_sonda CCCAAAGTGGTCGCCTCTCTCCTCTCATTA Real-time PCR
4E1 forward AAGCAAACCTGCGGCTGATCTC Real-time PCR
4E1 reverse CATCTTCCCACATAGGCTCAATACC Real-time PCR
4E2 forward CGAGACAAGAATCAGAGCAGTAGCAAG Real-time PCR
4E2_reverse GAAAAACCATGAGGTCCTCTTGGGG Real-time PCR
4E3_forward AATATCCCTCCTGTGACTAGCCTGC Real-time PCR
4E3_reverse CTCCTCTCATTACGTTTCCCAC Real-time PCR
4E3_B_Acc65I_forward AAGGTACCATGAGAGGAGAGAGGCGA klonovéani
4E3_B_Notl_reverse AAGCGGCCGCGTGTTTTCCACGTCCACC klonovani
4E3_A_Acc65I1_forward TAGGTACCATGGCGCTGCCCCCG klonovani
4E1_Acc65l_forward TAGGTACCTATGGCGACTGTCGAACC klonovani

4E1 Notl_reverse AAGCGGCCGCAACAACAAACCTATTTTTAGTGGT | klonovani
4E2_Acc65I1_forward TAGGTACCATGAACAACAAGTTCGACGC klonovani
4E2_Notl_reverse AAGCGGCCGCTGGCACATTCAACCGCG klonovéani

Tabulka 5: Pouzité oligonukleotidy v této praci.

V tabulce se nachazi vSechny pouZzité oligonukleotidy. JestliZe se jednalo o sondu pouzitou pfi real-time PCR,
je slovo ,,sonda“ sou¢asti nazvu oligonukleotidu, v opaéném ptipadé se jedna o PCR primery. Do tabulky nejsou
zahrnuty obecné znamé a pouzivané primery (T3, T7, BGH, CMV), jelikoz jejich sekvence je dobie znama

a da se bez problému vyhledat.

4.1.13 Specifické laboratorni pristroje
GenePulser Xcell™ (kapacita pristroje je 25 uF) (Bio-Rad)

LightCycler® 480-11 (Roche)

NanoDrop 1000 (Thermo Fischer Scientific™)
VarioScan (Thermo Fischer Scientific™)

ImageQuant™ Las 4000 (GE Healthcare)

Fluorescen¢ni mikroskop Olympus IX81, software Cell-R
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4.2 Metody

4.2.1 Kultivace bakterii

Kultivace bakterialnich kment probihala na agarovych plotnach v termostatu pfi teploté 37 °C

nebo v tekutém médiu na tfepacce v Erlenmayerovych bankach za stejné teploty.

4.2.2 Skladovani bakterialnich kmenu

Kratkodob¢ se bakteridlni kmeny skladovaly pfi 4 °C na agarovych plotnach. Kompetentni buiiky
pro transformaci byly skladovany pti -80 °C.

4.2.3 Préce s tkanovymi kulturami

Tkanové kultury byly kultivované v termostatu s ptivodem oxidu uhli¢itého (5 %) pfi teploté
37 °C v kultivaénich Petriho miskach. Linie rostly v médiu DMEM s ptidanym FBS
a antibiotiky.

Pasazovani

Pasézovani probihalo zpravidla dvakrat tydné, nasledovné:

e Odpipetovat staré medium

e Promyt opatrné PBS

e Aplikovat 0,05% trypsin pro poruseni mezibunéénych spojii (na misku o priméru 6 cm
pipetovat 300 ul, na 10cm misku pipetovat 1,2 ml)

e Bunky vratit do termostatu a pockat, nez zacne trypsin ptisobit (cca 10 min)

e Doplnit objem média podle velikosti Petriho misek (5 ml celkem v 6cm misce,
10ml celkem v 10cm misce)

e (Ode dna odlepené shluky bunék pipetou rozdélit od sebe a prenést 1 ml bunécné suspenze

do 4 ml nového média na nové 6¢cm misce (= fedéni 1:5)

50



Priprava zasobni konzervy

e Po pasazovani piepipetovat buriky v médiu do plastove zkumavky a centrifugovat
po dobu 10 min pii 30x g
e QOdsat supernatant
e Pridat mrazici smés (20 % FBS; 10 % DMSO; doplnit médiem do poZadovaného objemu)
e Resuspendovat buiiky a rozpipetovat do konzerv
e Postupné ochlazovat pomoci soupravy Nalgene® Mr. Frosty® Cryo 1°C Freezing
Containers

e Uchovéavat v tanku s tekutym dusikem

4.2.4 Tvorba FRT stabilni linie

Stabilni linie je takovad bunééna linie, kterd exprimuje gen naseho zajmu bez nutnosti
opakovan¢ transfekce. Déje se tak diky mistné specifické rekombinaci, ke které dochazi mezi
genem naSeho zajmu a plazmidem, ktery je k tomuto Gcéelu ur¢en. Pro tvorbu stabilni linie jsme
zvolili systém Flp-In ™ od spole¢nosti Invitrogen.

Prvnim krokem v tvorb¢ stabilni bunééné linie je vytvoieni stabilni linie pomoci vektoru
pFRT/lacZeo2, ktery nese gen pro rezistenci na Zeocin™, B-galaktosidazu a FRT misto
(ve kterém poté dochazi k rekombinaci s genem naSeho zajmu). Rezistence na Zeocin™ slouZi
k nasledné selekci bungk, jez byly uspésné transfekovany.

Nejdiive se tedy vnasi plazmid pFRT/lacZeo2 do bunék, ze kterych chceme stabilni linii
vytvofit, my jsme se rozhodli pro bunky U20S, coz jsou buinky osteosarkomu. Vytvorit nejdiive
stabilni linii, kterd ponese FRT misto jsme se rozhodli, jelikoZ jsme zjistili, Ze U20S linie, kterou
Vv laboratofi mame, obsahuje vice FRT mist a zptisobuje tak problémy pfi expresi geni. U20S

linie jsou vhodnéjsi k mikroskopovani nez Hek293.
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425

Transfekce plazmidu do bunék Hek293 a U20S pomoci polyethyleniminu (PEI)

Pted samotnou transfekci nechat buiiky nartist do konfluence cca 80 %
60 pl PEI smichat s 0,94 ml PBS a nechat vytemperovat na pokojovou teplotu
DNA (1,5; 6 a 17 pg/ml) dikladné promichat a také nechat vytemperovat na pokojovou
teplotu
Smichat pozadované mnozstvi DNA s PBS
Do smési piidat roztok PEI, dukladné promichat
Nechat stat 20 minut pii pokojové teploté (vytvoii se komplex PEI s DNA)
Opatrné nakapat smés na buiky
Inkubovat 16 hodin, poté vymeénit médium
Za dalsich cca 24 hodin piidat Zeocin™ v koncentraci 400 pg/ml

Vyménovat médium se Zeocinem™ kazdé tfi dny

Po cca dvou a tiech tydnech se vyselektuji pozitivni klony, které jsou rezistentni na Zeocin™.

4.2.6

Transfekce plazmidi do bunék U20S pomoci Lipofectaminu® 2000

Pred transfekci vyset buitky do konfluence cca 40 % na misky o priméru 35 mm, ve kterych jsou

vloZena kryci skla, ktera byla sterilizovana v ethanolu a nasledn¢ opalena nad kahanem.

Smichat 2,5 pg DNA s 150 pl média Opti-MEM (to je uréené pro kultivaci se snizenym
obsahem sera)

Smichat 7,5 pl Lipofectaminu® 2000 se 150 pl Opti-MEM

Obé& smési spolu diikladné promichat a inkubovat 5 -10 min pii pokojové teploté

Opatrné nakapat na bunky

Po transfekci se buiniky nechaji nartst do druhého dne.
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4.2.7 Vyvolani stresovych podminek

S buné¢nymi kulturami, které slouzi jako kontrolni a nebudou tedy podrobeny stresovym
podminkam, pokracujeme az od bodu 4.2.8
Teplotni Sok:

e Pfedehfat médium na cca 42 °C

e Aplikovat na buiky a burky polozit na vyhtaty blocek (48 °C), inkubovat 1 hodinu

V na$i laboratofi prob&hla optimalizace tohoto postupu, takze vime, ze 48 °C blocku

odpovida 42 °C média, a ze pii této teploté se s nejvetsi tcinnosti tvori stresové granule.
Oxidacni stres:

e (dsat médium a vymenit jej za médium s 1mM arzenicitanem sodnym

e Inkubovat pti 37 °C 1 hodinu

4.2.8 Fixace bunék paraformaldehydem

e (Odsat médium a buniky promyt temperovanym PBS na 37 °C
VSechny ostatni roztoky pouZzivat vychlazené na 4 °C.

e Bunky fixovat 3% paraformaldehydem v PBS a kyvat na kyvaéce 20 min

e Permeabilizovat roztokem 0,5% Tritonu X 100 v PBST, nakapat na bunky, kyvat v ruce
a odséat

e 3x 10 min promyt v PBST

¢ Blokovat v bloka¢nim roztoku, kyvat 30 — 45 min

e Priméarni protilatku fedit podle pokynli vyrobce do bloka¢niho roztoku

(celkovy objem cca 60 pl)
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e Smés sprimarni protilatkou nanést na parafilmem pokrytou 10cm misku a kapku
s protilatkou pfiklopit sklickem stranou, na které jsou buiky

e Nechat plisobit protilatku pies noc pii 4 °C ve vlhké komurce

e Druhy den opét 3x 10 min promyt v PBST

e Sekundarni protilatku fedit do blokacniho roztoku a nechat ptsobit 45 min pfi pokojové
teploté ve vlhké komtrce

e 2x 10 min promyt v PBST

e 1x promyt PBS do kterého bylo ptidano DAPI 1:500 a 10 min kyvat na kyvacce

e Promyt 1x v ddH,0

e Aplikovat Mounting médium — pokud je zamrzlé, je poticba jej nejméné dvé hodiny
nechat rozmrznout pii pokojové teplot¢ — kapku na podlozni sklo a pftiklopit krycim
sklem stranou s buiikami

e Preparaty uchovavat v lednici a co nejdiive zpracovat mikroskopicky

Mikroskopické zpracovani preparati probéhlo na fluorescen¢nim mikroskopu Olympus [X81

a byl pouzit software Cell-R.

4.2.9 K¥ivky umirani méfené pomoci Resazurinu

Na bunky Hek239 Flp-In T-REX a Hek239 Flp-In T-REX GFP-elF4E, které jsem kultivovala
za podminek popsanych v kapitole 4.2.3, o konfluenci cca 50 % jsem aplikovala inhibitory, které
jsem fedila do finalnich koncentraci v DMSO:

Ribavirin: 1; 15; 50; 100; 200uM

Rapamycin: 0,5; 1; 5; 10; 20uM

PP-242:0,5; 1; 5; 10; 20uM

Nasledné jsem po 24, 48, 72 a 96 hodinach pfidala Resazurin do findlni koncentrace 5 pg/ml.
Ctyii hodiny po piidani Resazurinu byly vzorky méfeny pomoci pfistroje VarioScan

(Thermo Fischer Scientific). Jako kontrola byly pouzity buiiky bez ptfidani inhibitort
as0,1% DMSO.

Podrobny popis provedeni experimentu uvadim v kapitole Vysledky (5.2).
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4.2.10

4211

»Minipreparace* plazmidu z bunék E. coli

Bakterialni kulturu nechat nardst na agarovych pidach s médiem 2x TY, obsahujici
prislusné selek¢ni antibiotikum pfes noc v termostatu pii teploté 37 °C

Druhy den sterilnim paratkem pienést bakterialni kulturu do 400 pl roztoku STET, ptidat
5 ul 5% (w/v) lysozymu a dikladné resuspendovat

Inkubovat cca 5 min v termobloku vyhitatém na 95 °C

Nechat vychladnout 5 — 10 min pii pokojové teploté

Centrifugovat 10 min/18 000g pti pokojové teploté

Opatrné odstranit pelet paratkem

Pridat 400 ul izopropanolu

Inkubovat nejméné 30 min pfi teploté — 20 °C

Centrifugovat 15 min/18 000g pii pokojové teploté

Odstranit supernatant a sediment resuspendovat v 1 ml 70% (v/v) ethanolu

Centrifugovat 10 min/18 000g pfi pokojové teploté

Odstranit supernatant

Pelet vysusit v termostatu pfi teploté 37 °C

Vysuseny pelet rozpustit v 30 pl TE pufru

5 ul vzorku analyzovat elektroforeticky

»Midipreparace* plazmidu z bunék E. coli

Bakterialni kulturu, ktera obsahuje pfislusny plazmid, nechat nartust v cca 30 az 50 ml
média 2x TY, obsahujiciho ptislusné selekéni antibiotikum ptes noc pii 37 °C

Druhy den centrifugovat 10 min/2 500g pti pokojové teploté

Odstranit supernatant

Pelet diikladné resuspendovat ve 2 ml roztoku TEG, vortexovat

Ptidat 4 ml roztoku roztoku II, opatrné promichat a inkubovat 5 min pfi pokojové teploté
Ptidat 3 ml 3M roztoku KAc , opatrn¢ promichat, inkubovat 20 min na ledu

Centrifugovat 20 min/2 500g, 4 °C
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Supernatant piefiltrovat pfes gazu, pfidat 0,7 objemu izopropanolu, dikladné promichat

a inkubovat 10 min na ledu

Centrifugovat 20 min/2 500g, 4 °C

Odstranit supernatant

Pelet resuspendovat ve 3 ml 70% (v/v) ethanolu

Centrifugovat 5 min/2 500g, pokojova teplota

Dukladné odstranit supernatant

Pelet vysusit v termostatu pii 37 °C

Vysuseny pelet resuspendovat v 500 pl TE pufru, ptidat 10 pl TRN a hodinu inkubovat
V termostatu pii 37 °C

Ptidat 500 pl fenolu, dikladné promichat

Centrifugovat 5 min/18 000g, pokojova teplota

Odebrat vrchni vodnou fazi a ptidat k ni 250 pl fenolu a 250 pl chloroformu, dikladné
promichat

Centrifugovat 5 min/18 000g, pokojova teplota

Opakovat predchozi 2 kroky dokud nezmizi bila mezifaze tvofena zbytky proteint
Odebrat vrchni vodnou fazi a piidat k ni 500 ul chloroformu, dikladné promichat
Centrifugovat 5 min/18 000g, pokojova teplota

Odebrat vrchni vodnou fazi a ptidat k ni 0,1 objemu 3 M NaAc a 2,5 objemu 96% (v/v)
ethanolu, vychlazeného na 4 °C

Inkubovat ptes noc pti -20 °C

Druhy den centrifugovat 20 min/18 000g, pokojova teplota

Odstranit supernatant, ptidat 1 ml 70% (v/v) ethanolu, diikkladn¢ promichat

Centrifugovat 10 min/18 000g, pokojova teplota

Odstranit supernatant

Pelet vysusit v termostatu pii 37 °C

Rozpustit ve 100 — 300 pl TE pufru (podle objemu peletu)

Vzorky elektroforeticky analyzovat
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4.2.12 lzolace plazmidu z bunék E. coli pomoci komeréni soupravy

Izolace probéhla pomoci komer¢ni soupravy QUIAGEN® Plasmid Mini Kit (100) podle navodu
vyrobce.

4.2.13 lzolace plazmidu pFRT/lacZeo2

Izolace probéhla pomoci komerc¢ni soupravy FavorPrep™ Endotoxin Free Plasmid DNA

Extraction Midi Kit podle navodu.

4.2.14 Purifikace nastépeného plazmidu pFRT/lacZeo2

Purifikace probéhla pomoci komeréni soupravy DNA Clean and Concentrator™ - 5 Kit

(The Epigenetics company™), podle navodu vyrobce.
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4.2.15 PCR jednotlivych pEGFP plazmidi

Reakéni smés pro PCR:

chemikalie Mnozstvi (ul)
ddH,0 6,8
2x Fast start PCR Master 12,5
MgCl, (256mM) 0,2
primery (10uM) 1+1
100% DMSO 1,25
pEGFP plazmid 1
Prubéh PCR reakce:

Teplota (°C) Cas

94 6 min

%4 30s 4x

56 20s

72 1 min

95 20s

63 20s 24 x

72 1 min

72 5 min

4 o

4.2.16 PCR TOPO plazmidi s inzertem

Reakéni smés pro PCR:

chemikalie Mnozstvi (ul)
ddH,0 12,5
10x Pufr (+MgCl,) 2,5
Taq polymeraza (2,5 U/ul) | 0,5
Primery (10uM) 1+1
dNTPs (10 mM) 0,5
plazmid 1
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Pribéh PCR reakce:

Teplota (°C) Cas

94 2 min

94 20s

56 30s 24 x
72 30s

72 5 min

4 ©

4.2.17 PCR pro ovéieni klonovanych eIF4E proteini

Reakéni smés pro PCR:

chemikalie Mnozstvi (ul)
ddH,0 13,5
10x Pufr (+MgCl,) 2,0
Taq polymeraza (2,5 U/ul) 0,5

Primery CMV + BGH (10uM) 1+1

dNTPs (10 mM) 05

Plazmid (300 x fedény) 15

Pribéh reakce:

Teplota ("C) Cas

94 2 min

94 20s

56 30s 24 X
72 70s

72 5 min

4 ©




4.2.18 Agarodzova elektroforéza DNA

Piiprava gelu: Navazit agardzu podle poZadované vysledné koncentrace a rozpustit v TAE pufru.
Po vychladnuti na cca 60 °C nalit do vanicky, ptidat ethidium bromid (vysledné koncentrace
cca 0,175 pg/ml) , zasunout hieben a nechat ztuhnout pfi laboratorni teploté. Vanicku poté vlozit

do elektroforetického pfistroje a pielit TAE pufrem.

e Nanést vzorky smichané s 1 pl nanaSeciho pufru
e Zapojit zdroj napéti: 6 V/cm na cca hodinu

e Vyfotografovat a vyhodnotit vysledky

4.2.19 Stépeni restrikénimi enzymy — klonovani

Pro klonovéni byl pouZzit nasledujici protokol S$tépeni: jednotlivé plazmidy byly nastépeny
restrikénimi enzymy Notl a Acc651 po dobu 6 hod, reakce byla namichana do celkového objemu

40 pl nasledovné:

e 22 ul ddH,O

e 8 ul plazmidu nebo PCR produktu
e 4 ul 10x pufru Orange (Fermentas)
e 4 ul enzymu Notl (10 U/pl)

e 2 ulenzymu Acc65l (10 U/ul)
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4.2.20 Ovéreni TOPO plazmidi

Pro ovéieni spravnosti TOPO klonovani jsem pouzila restrikéni enzymy EcoRI (ten je soucasti
TOPO vektoru) a Notl a Acc651, které jsou soucasti mnou ocekdvaného zaklonovaného
segmentu. Restrikéni reakce probihala 2 hodiny a byla namichdna do celkového objemu 20 pl

nasledovné:

e 13,5plddH,0

e 4 ulplazmidu

e 2 uljednotlivych pufrt k enzymiim (10x) (Fermentas)
e 0,5 pl prislusného enzymu (10 U/ul)

4.2.21 Ovéreni klonu

Pro ovéfeni spravnosti jednotlivych naklonovanych plazmidi jsem zvolila restrikéni enzymy

Xhol a HindIII, reakce probihala ptes noc ve 20 pl a byla namichéna nasledovné:

e 125 plddH,0O
e 5 ul plazmidu
e 2 ul 10x Red pufru (Fermentas)
0,3 ul od obou enzymi (10 U/ul)

4.2.22 Restrikce pFRT/lacZeo plazmidu

Na vyrobu stabilnich linii nesoucich FTR misto byl pouzit komeréni plazmid pFRT/lacZeo, ktery
jsem $tépila restrikénim enzymem Scal, jelikoz je jednim z doporuc¢enych enzymu k linearizaci

tohoto plazmidu. Restrikce probihala v objemu 40 ul po dobu tii hodin nasledovné:

e 255 ul ddH,0

e 7,5 ul plazmidu (4400 ng/ul)

e 4l 10x Scal pufru (Fermentas)
e 3 uenzymu Scal (10 U/ul)
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4.2.23 Ligace

Ligacni smés namichat do objemu 20 pl: 2 pl 10x ligacniho pufru, 1 ul T4 DNA ligdza, mnozstvi
nastépeného vektoru a inzertu odhadnutého podle elektroforézy (v poméru 1:3) a smés doplnit

do 20 pl ddH2O. Inkubovat 16 hodin pti 16 °C, nasledné 10 min pii 65 °C, zchladit. Jako
negativni kontrola byl pouzit pouze nastépeny vektor pPCDNA_FTR_TO_3xC_FLAG SV445.

Ligacni smés byla michana nasledovné:

Chemikalie Svass | SV445 SV445 SV445 SV445
(mnoZstvi v ul) +elFAE1 | +elF4E2 | +elFAE3 A | +elF4E3 B
ddH,0 6 1 4 0 3
vektor 10 10 10 10 10
inzert 0 5 3 7 3
Pufr (10x) 2 2 2 2 2
Ligaza (5 U/ul) 1 1 1 1 1

4.2.24 lzolace DNA z agar6zového gelu

Po vyfezani Useku obsahujiciho DNA z agar6zového gelu provést izolaci pomoci komer¢ni
soupravy High Pure PCR Product Purification Kit (Roche). Stejnou soupravu pouZzit

pro piecisténi PCR reakce.

4.2.25 Vkladani do TOPO vektoru —,,TOPO klonovani*

Vlozeni do TOPO vektoru probihalo pomoci soupravy TOPO TA Cloning® Kit For Sequencing

(Invitrogen™)

e Pozadovanou sekvenci DNA namnoZzit PCR reakci
e S 3ul PCR smési provést agardzovou elektroforézu, pro ovéteni

e 3 ul PCR smési smichat s 1pul roztoku soli ze soupravy, pridat 1 ul TOPO vektoru
a1l ul ddH,0

Inkubovat 20 - 30 min pii laboratorni teploté a dale skladovat pii -20 °C
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4.2.26 Sekvenovani

Smichat 250 ng DNA, 1+1 pl primera T3 a T7 (10mM), doplnit do 8ul ddH;0.
Samotné sekvenovani bylo provedeno v Laboratofi sekvenace DNA Piirodovédecké fakulty UK,

Vini¢na 7.

4.2.27 Transformace bunék E. coli elektroporaci

Ve vychlazené elektroporacni kyveté (vzdalenost elektrod 2 mm) smichat 1 -10 pl DNA podle
koncentrace s 50 ul bunééné suspenze kompetentnich bunék E. Coli. Obé komponenty udrzovat
pfed smichanim na led¢. Nasledné aplikovat pulz o napéti 2,5 kV a odporu 200 Q. Bezprostifedné
po pulzu prenést smés do 600 pl TY média, které¢ bylo piedehtato na 37 °C. Nasledné provést
kultivaci pti 37 °C na horizontalni tfepacce po dobu cca 50 min. Po kultivaci vyset buitky

na agarovou plotnu s piislusnym selek¢nim antibiotikem.

4.2.28 Tvorba bakteridlnich konzerv

Bakterie smichat s50% glycerolem v poméru 1:1 do celkového objemu 1,5 ml. Tuto smés

uchovévat pii - 80°C.

4.2.29 lzolace RNA

e Z bun¢k adherentni kultury odsat médium a promyt PBS

e Smichat 500 pl ITG s B-merkaptoethanolem (na 1 ml ITG 7,2 pl B-merkaptoethanolu)
a nanést na bunky

e Nechat chvili lyzovat a lyzat piepipetovat do 1,5ml mikrozkumavky

e vortexovat

e Piidat 150 pl 2M octanu sodného (pH 4)

e vortexovat
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e Pridat 500 ul fenolu

e vortexovat 1-2 min

e Pfidat 350 ul chloroformu s 1% (v/v) izoamylalkoholem

e vortexovat 2-3 min

e Centrifugovat pii 4°C po dobu 20 min pfi nejvysSich otackach
e Opatrné odebrat horni fazi do nové 1,5ml mikrozkumavky

e Pridat stejné mnozstvi vychlazeného izopropanolu

e Nechat srazet DNA pii -20 °C po dobu minimalné 20 min

e Centrifugovat ve vychlazené centrifuze na 4°C po dobu 20 min pii nejvyssich otackach
e QOdsat supernatant

e Pridat 1 ml vychlazeného 75% ethanolu

e Centrifugovat pii 4°C po dobu 5 min, 8 500x g

e Ethanol odsat a promyti zopakovat

e (dsat opatrné ethanol a pelet susit na vzduchu (cca 10 min)

e Rozpustit v 15 - 30 pul vody bez RNAaz podle velikosti peletu
e Zmg¢fit obsah RNA na NanoDrop 1000

e Skladovat pti -70 °C

4.2.30 Agarozova denaturacni elektroforéza RNA (podle Masek et al. 2005)

Ptiprava gelu: 1,5 % agaro6za (rozpustit v 1x TAE pufru), po vychladnuti na cca 60 °C nalit
do vanicky, zasunout hfeben a nechat zatuhnout pti laboratorni teploté. Vanicku poté vlozit

do elektroforetického pfistroje a prelit 1x TEA pufrem.

e Smichat 2-7 ul vzorku izolované RNA s 8 ul formamidu a 2 pl nanaseci barvy (1,5 pl
e 6Xx DNA Loading Dye (Fermentas) + 0,5 pl ethidium bromidu o koncentraci 5 mg/ml)
e Smés denaturovat pii 65 °C po dobu 10 min

e Nechat zchladit na ledu po dobu 5 min

e Nanést vzorky do jamek v gelu a zapojit zdroj napéti: 6 V/cm , cca 45 min

e Vyfotografovat a vyhodnotit vysledky

64



4.2.31 Méreni koncentrace nukleovych kyselin

Koncentrace RNA a DNA byla méfena na pfistroji NanoDrop 1000 v objemech 1 — 1,5 pl.
Pro potieby bézné prace s DNA bylo mnozstvi odhadnuto podle vysledk elektroforézy.

4.2.32 Reverzni transkripce

Ptiprava hybridizacni smési primeru s mMRNA!:

e ddH,0O + RNA - smichat tak, aby vzorek obsahoval 3 pg RNA a celkovy objem byl 20 pl
e 2 uloligo(dT) (0,5 pg/ul)
e Sm¢s inkubovat 5 min pii 70 °C, poté zchladit 5 min na ledu
e Namichat zbytek reakce:
3ul ddH,0
8 ul pufru (5x)
4 pl dNTP (10mM)
1ul RiboLock (40 U/ul)
2 ul RevertAid (200 U/ul) — pridat do kazdého vzorku zv1ast

Namichat na pocet vzorkl

Pribéh reakce:

Teplota (°C) cas
37 60 s
42 90s
72 10 min
4 0
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4.2.33 Real-time PCR

Slozeni reakce:

3,46 pul ddH20

5 ul LightCycler® 480 Probes Master (2x)

0,5 UM kazdého primeru (reverse + forward na kazdy gen) (10uM)

0,04 ul TagMan sondy (10uM)

2,5 ul cDNA

V ptipadé tedicich fad je objem cDNA 1 pl (rozdil doplnén ddH20). Koncentrace primert a sond
byla spocitana pomoci protokolu k premixu LightCycler® 480 Probes Master.

Priabéh reakce:

Teplota ("C) cas
95 7 min
95 10s
60 70s } 44 %
72 ls
40 30s

Analyza byla vyhotovena pomoci softwaru k LightCycler® 480.

4.2.34 Srazeni proteini v polyzomalnich profilech pomoci TCA

e Bunécny lyzat nechat rozmrznout na ledu a ptidat TCA do finalni koncentrace 10 %
e Dtkladné promichat a nechat srazet ptes noc pii 4°C

e Centrifugovat 20 min/15 000g, 4 °C

e Opatrné odebrat supernatant

e K peletu pfidat 200 pl vychlazeného acetonu, dikladné promichat

e Inkubovat 15 min na ledu

e Centrifugovat 10 min/15 000g, 4°C
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4.2.35

Opatrné odsat supernatant

Pelet nechat schnout cca 15 min pii 37 °C

Resuspendovat ve 2x SLB (ohfatém na 80 °C), proporcionaln¢ k velikosti peletu

- pro rotor SW 55 postupovat nasledovné: frakci 1 rozpustit v 50 ul, ostatni frakce

ve 30 ul, v pfipadé, ze vysledna barva smési neni modra, ale zelena, ptidat 10 ul 1M Tris
pH 8,5 k frakci 1 a 5 ul k ostatnim frakcim, coz by mélo vést ke zmodrani smési.

Poté umistit vzorky do termobloku vyhiatého na 80 °C po dobu 10 min a pribézné se
snazit rozpustit srazeninu Spickou pipety

Vzorky uchovavat v — 20 °C

Piiprava bunéénych lyzati

Z pIné konfluentnich bun¢k odsat médium a promyt PBS

Ptidat lyza¢ni RIPA pufr

Nechat inkubovat 15 min na ledu

Umocnit rozruseni bunék prabéznym pipetovanim

Ptepipetovat do 1,5ml mikrozkumavky

Sonikovat 4 x 30 s po kazdych 30 s vZzdy minuta prodleva, pii amplitudé 60
Ptidat 25 pl vzorkového pufru, rozpustit a inkubovat 5 min pii 100 °C
Vychladnout 15 min na ledu

Nanaset na gel nebo uchovavat pii — 20 °C
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4.2.36 Western blotting metodou ,,wet* a ,,semi-dry

Priprava polyakrylamidového déliciho gelu

Na 12% gel smichat (mnoZstvi cca na 2 gely):

e 6 ml 30% akrylamidu/0,8% bisakrylamidu
e 3,75 ml 4x Tris-HCI/SDS (pH 8,8)

e 525mlH,0

o 75pl 10% (w/v) APS

e 15ul TEMEDu

APS a TEMED ptidat jako posledni a poté rychle nanést mezi skla, pievrstvit prevrstvovacim
roztokem a nechat cca 30 min polymerizovat. Poté vylit pievrstvovaci roztok, dosusit dikladné

filtratnim papirem a pielit zaostfovacim gelem.

Piiprava zaostiovaciho gelu

e 0,65 ml 30% akrylamidu/0,8% bisakrylamidu
e 1,25 ml 4x Tris-HCI/SDS pH 6,8

e 3,05 ml ddH,0O

e 375ul APS

e 7,5u TEMEDu

APS a TEMED opét ptidat jako posledni, smés nanést na dé€lici gel, vlozit hfeben a nechat

cca 20 — 30 min tuhnout. Gely je mozné uchovat n€kolik dni ve vlhkém prostiedi pii 4 °C.

Elektroforeza
Z gelu vysunout opatrn¢ hieben, vlozit skla do elektroforetického pfistroje, nalit
dostate¢né mnozstvi 1x SDS-PAGE pufru. Poté je mozné jamky promyt pufrem pomoci pipety

Nanést vzorky na gel, zapojit zdroj napéti: 150 V po dobu cca 80 — 100 min.
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Western blot

Odstranit zaostfovaci gel od déliciho, délici gel inkubovat v blotovacim roztoku

cca 20 min

Nachystat si PVDF membranu (poréznost 0,2 um Immun-Blot® PVDF Membrane
(BIO-RAD)):

ustfihnout membranu ve velikosti odpovidajici velikosti d€liciho gelu, opatrné pinzetou ji
pfenést do vanicky s methanolem a chvili s ni tfepat (kvlli smacivosti membrany), poté
pfenést membranu pinzetou do vody a nechat na kyvacce po dobu cca 5-10 min (tento
krok slouzi k ovéfeni smacivosti membrany) a nasledné membranu pienést

do blotovaciho roztoku a na tfepacce inkubovat cca 30 min

Nachystat si 6 ks filtraéniho papiru (Whattmann® 3MM) na jeden gel, jednotlivé vSechny

namocit v blotovacim roztoku

»Semi-dry*:

,wet:

Na blotovaci pristroj naskladat tii filtracni papiry, délici gel, PVDF (polyvinylchlorid)
membranu a opét tii filtraéni papiry

Zapojit do zdroje napéti: 200 mA, 20 V, 80 min

Do blotovaciho piistroje opét vlozit ,,sendvic” (3x filtracni papir, délici gel, PVDF
membrana, 3x filtrani papir), spolu s chladici vloZzkou a magnetickym michatkem
Aparaturu dolit po rysku blotovacim roztokem a postavit na michacku

Zapojit zdroj napéti: 100 V, 60 min
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Déle uZ je postup obou metod stejny.

4.2.37

Rozebrat blotovaci piistroj, tuzkou oznacit stranu membrany, na které jsou proteiny
Gel dat ve vanicce tiepat na tiepacku na 30 - 50 min do fixaéniho roztoku
Membranu ponofit do vani¢ky s blokovacim roztokem a inkubovat 50 min

Membranu inkubovat pfes noc pii 4 °C s primarni protilatkou fedénou v blokovacim

roztoku

Druhy den promyt membranu 4 x 10 min v blokovacim roztoku

Inkubovat 2 -3 hodiny v sekundarni protilatce fedéné v blokovacim roztoku
Promyt 3x v odmyvacim roztoku

Analyzovat chemiluminiscen¢né

Chemiluminiscen¢ni detekce

Namichat vyvolavaci roztoky (mnozstvi na 3-4 membrany):

1) 4,5 ml ddH,0; 0,5 ml 1M Tris-HCI pH 8,5; 3ul H,0,
2) 4,5 ml ddH,0O; 0,5 ml 1M Tris-HCI pH 8,5; 22 ul kyseliny p-kumarové; 50 pl luminolu

Tésné pied pouzitim oba roztoky smichat a ihned nanést na membrénu tak, aby byla cela
pokryta

Membranu vlozit do Eurofolie, tlustym fixem oznacit proteiny standardu molekulovych
hmotnosti

Eurofélii vlozit do p¥istroje ImageQuant ™ LAS 4000 (GE Healthcare)

Nastavit chemiluminiscen¢ni rezim piistroje pomoci pfipojeného pocitace

Zvolit rezim citlivosti, rozliSeni a ¢asu snimani s ohledem na intenzitu signalu

Snimat pozici standardu molekulovych hmotnosti

Snimky ulozit a vyhodnotit
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4.2.38 Barveni polyakrylamidovych gela

Barveni probihalo pomoci Coomassie Brilliant Blue G-250.
Po inkubaci gelu ve fixaénim roztoku, gel dale inkubovat pies noc v roztoku Coomassie Briliant
Blue na tfepacce. Druhy den promyvat ddH,O na kyvacce pii pokojové teploté do odbarveni

gelu. Pro jeho uchovani vlozit do Eurofdlie, naskenovat a ulozit do pocitace (piipadné vysusit).

4.2.39 Odstranéni protilatek z jiZ analyzované Western blot membrany (,,stripovani‘)

e Pfipravit 40 ml stripovaciho roztoku (62,5 mM Tris-HCI pH 6,8 + 2,05 % (w/v)
SDS + 0,75 % (v/v) B-merkaptoethanolu)

e Inkubovat membranu s roztokem 30 min ve vodni lazni o teploté 50 °C

e Oplachovat opatrné cca 60 min pod tekouci vodou

e Oplachovat 2x 10 min v ddH,0

e Inkubovat v cca 50 min v blokovacim roztoku

e Dale pokracovat metodu Western blot inkubovanim pies noc v primarni protilatce.
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5 Vysledky

5.1 Ovéreni mnoZstvi endogennich a nadprodukovanych eIF4E proteini a jejich
MRNA.

Cilem tohoto experimentu bylo ovéfit, zda nadprodukce eIF4E proteini ve stabilnich
inducibilnich liniich Hek293 Flp-In T-REX pomoci tetracyklinu funguje a muze tedy byt pouzit
pro dalsi experimenty. Nasledné jsem chtéla zjistit rozdil mezi mnozstvim endogenni
a nadprodukované mRNA jednotlivych elF4E v téchto burikach.

Pro ptehlednost budu dale v této praci jednotlivé buitky Hek293 Flp-In T-REX oznacovat
jako GFP-elF4E1, GFP-elF4E2, GFP-elF4E3_A a GFP-elF4E3_B. Hek293 Flp-In T-REX
bez vloZeného inzertu ve FRT mist¢ budu oznacovat pouze jako T-REX. K nazvu bun¢k
kultivovanych v ptitomnosti tetracyklinu bude vzdy piipojena piipona ,,IN“.

Nejprve jsem tedy pasdzovala buniky vzdy s pridavkem a zaroven bez ptidani tetracyklinu
v koncentraci 1pg/pl po dobu 48 hodin a nasledné jsem v bunéénych lyzatech detekovala
piislusné elF4E proteiny. To jsem uskute¢nila metodou Western blot s primarni protilatkou proti
GFP, jelikoz stabilni linie nesly GFP-elF4E konstrukty (4.2.26). Podafilo se mi ové&fit, Ze indukce
tetracyklinem skute¢né vede k vyrazné produkci proteint eIF4E a soucasné, Ze zvolené kultivaéni

podminky nevedou k ndhodné kontaminaci tetracyklinem, naptiklad z teleciho séra (Obrazek12).

Obrazek 12: Western blot s (ne)indukovanymi proteiny

Na obrazku jsou postupné zobrazeny oblasti, kde byly naneseny vzorky, vzdy nejdiive bez indukce a nasledné
po indukci tetracyklinem. V prvnich dvou fadich je negativni kontrola ve formé T-REX linie, kterd nenese
konstrukty, jeZz by bylo mozné indukovat, a tudiz by neméla exprimovat GFP ani v pfipadé jejich indukce
tetracyklinem. Nésleduje GFP-elF4E1l, GFP-elF4E2, GFP-elF4E3_A a GFP-eIF4E3 B. IN zna¢i indukovanou
variantu vzorku. Vlevo je zobrazena velikost jednotlivych prouzki. GFP-elF4E2 kromé proteinu o piedpokladané
délce vykazovalo silny pruh kolem 35 kDa, pravdépodobné z divodu rozpadu proteinu. U GFP-elF4E3_A

bez indukce je patrny slaby prouzek, ktery zde vznikl ptelitim ¢asti vzorku ze sousedni jamky.
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Druhym cilem bylo zjistit mnozstvi mRNA pro elF4E proteiny v buiikach, které byly
pouZity pro vySe popsany Western blot pomoci real-time PCR. Nejprve jsem z bunék izolovala
RNA (4.2.29) a poté jsem provedla reverzni transkripci (4.2.32) za ucelem vytvofeni cDNA,
ktera byla pouzita pro PCR reakci. Kuréovani hladiny transkripti jsem pouzila pfistroj
LightCycler®480, ktery k této metod& v laboratofi pouzivame a amplifikadni protokol pro detekci
elFAE mRNA pro néj byl jiz optimalizovan. Jako referencni gen jsem zvolila gen surf. U vSech
genu elFAE a surf jsem zhotovila standartni fedici fady, pro zjisténi poctu kopii. Jako templat
byly pouZity pCR®4 TOPO® vektory s vloZenymi amplikony. PouZité primery byly navrzeny
Vv nasi laboratofi jiz diive. K detekci jsem pouZila systém TagMan sond (4.1.12).

Ziskané Cp hodnoty pro elFAE mRNA a surf byly pfevedeny na pocet kopii a poté spolu
vydé€leny, abych ziskala normalizovany pocet kopii elF4E (Obrazek 13).

Mnozstvi mRNA jednotlivych elF4E variant

/SURF

NORMALIZOVANY POCET KOPIi elF4E
o
00

Obréazek 13: Mnozstvi mRNA jednotlivych elF4E variant.
Na obréazku je zobrazen pocet kopii mRNA, ktery je vzdy normalizovan k referenénimu genu surf. Cerné jsou

sloupce, kde mnozstvi mMRNA odpovida endogennimu mnoZstvi v buiikich T-REX. Sedé jsou pak pouZity jako
kontrola tytéz bunky, které byly vystaveny plsobeni tetracyklinu. Barevné jsou buitky HEK293 Flp-In T-REX
s vlozenymi elFAE konstrukty s GFP. Svétlym odstinem je vzdy neindukovana a tmavym indukovana varianta

stejnych bunék. Smérodatné odchylky jsou vypoéteny z technickych triplikatu.
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Nejprve jsem chtéla zjistit endogenni mnozstvi mRNA pro jednotlivé elF4E varianty.
Pricemz to je témér stejné jak pro elF4E, tak pro elF4E2. JelikoZ primery, kterymi disponujeme
jsou navrzeny na ob¢ varianty e[F4E3 zaroven, neni mozné na urovni endogenni mRNA métené
v T-REX burikach jejich mnozstvi odlisit. Nicméné¢ elF4E3 rozhodné neni v buiice zastoupen
v zanedbatelné mife.

Uginnost indukce byla i zde potvrzena. Dale se ukazalo, e uréita mira indukce
probiha i1 u bunék, ke kterym nebyl pfidan tetracyklin. Vysledek je tedy nutné brat v potaz pii
porovnavani vysledki indukovanych a neindukovanych linii. Naproti tomu, se elF4E3_B
nepodafilo indukovat viibec. Jelikoz jsem méla opakované problémy s izolaci RNA, nepodatilo
se mi jiz pokus zopakovat. Nemizeme tak tedy potvrdit, zda k indukci u elF4E3_B opravdu
nedochazi nebo zda se v tomto piipadé jednalo pouze o technickou chybu. Mirny rozdil je patrny
mezi indukovanou a neindukovanou T-REX linii pro elF4EL. V této linii viak k indukci dochazet

nemuze. Pro ptesné vysledky by bylo potieba experiment minimaln¢ jednou zopakovat.
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5.2 Kiivky umirani méiené pomoci Resazurinu:

Cilem tohoto experimentu bylo sledovat rastové a fyziologické parametry bunéénych
kultur po aplikaci inhibitord Ribavirinu, Rapamycinu a PP-242. Pro tento ucel jsme zvolili
Resazurin, ktery je diky aktivité zivych bun¢k redukovan z modré formy na rtizovou
(vznikd Resofuryl) a monitoruje tak rtst buné¢nych kultur a fyziologicky status bunék. Redukci
Resazurinu je mozné zaznamenavat fluorescenéné nebo spektrofotometricky.

JelikoZ jsme tuto chemikalii v laboratofi dfive nepouzivali, bylo nejprve nutné vymyslet
navrh experimentu, konkrétn¢ tedy stanovit, po jak dlouhou dobu budeme buriky sledovat,
pti jakych koncentracich budeme inhibitory k buiikdm ptidavat a jakym zplisobem budeme méfit
redukci Resazurinu.

Nejprve jsme provedli rozsahlou resersi a na zaklad¢ literatury a navodu vyrobce jednotlivych
inhibitord jsme stanovili koncentrace, které bude vhodné pouZivat (Tabulka 6). S témi jsem
provedla optimalizaci na leukemickych liniich a pfedbézné pokusy na buiikach

Hek293 Flp-In T-REX. Jelikoz se inhibitory rozpoustéli v DMSO a ke kulturam se pridavaly
1000x natedéné, tak bylo 0,1 % DMSO pouzivano jako kontrola (Solvent Control).

inhibitor koncentrace (UM)

Ribavirin 1 15 50 100 | 200
Rapamycin 0,5 1 5 10 20
PP-242 0,5 1 5 10 20

Tabulka 6: Koncentrace pouZitych inhibitori.
V tabulce jsou uvedeny pouzivané koncentrace inhibitorii v této praci. Cervené jsou ty, které byly dodate¢né

doplnény u pokusi s adherentnimi butikami. Ostatni koncentrace byly pouZity u leukemickych i adherentnich bunék.

Zavedeni této metody v laboratofi bylo primarné kviali jejimu vyuziti pii studiu
leukemickych buné¢nych linii. Z tohoto divodu jsem na nich provedla pilotni experimenty.
Ze zacatku jsme vysledky méfili spektrofotometricky. Buiky leukemickych linii jsem vzdy

spocitala pomoci Biirkerovy komiirky a nafedila na mnoZzstvi 1 milion bunék na 1 mililitr média.
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Poté jsem je kultivovala v 96 jamkové desti¢ce Se ¢tyfmi koncentracemi inhibitord (Tabulka 6)
po dobu 24 hodin a po této dobé k nim piidala Resazurin. Méteni probihalo v triplikatech
pro jednotlivé koncentrace inhibitort. Redukci Resazurinu jsem méfila po 3 a poté 4 hodinach

a nakonec nésledujici den (cca 16 hodin).

Zjistili jsme, ze nejlepsi doba odecitani vysledki je po 4 hodinach, jelikoZ po 3 hodinach
nebyly rozdily mezi jednotlivymi koncentracemi dostateéné patrné a po 16 hodinach doslo
ke sjednoceni vysledkti ve vSech jamkach desti¢ky nezavisle na typu bunééné kultury
a inhibitoru. Neja¢inngj$im inhibitorem u vSech testovanych bunék byl PP-242, Rapamycin ani
Ribavirin nevykazovali na rust kultur velky vliv. JelikoZ prace s leukemickymi liniemi nebyla
pfedmétem této diplomové prace, jsou nize pro ilustraci uvedeny vysledky pouze z jednoho
méfeni (Obrazek 14). Ztoho dtvodu nejsou v metodach popsany podminky a postup jejich

kultivace a buné¢né linie nejsou uvedeny ani v seznamu materialu.

Rust bunék po aplikaci inhibitora

90.00

80.00
>
£ 70.00
5
N 60.00
?
() .
2 50.00
o
:5 40.00
g 30.00 Koncentrace
3 20.00 inhibitord
o~ jsou vidy od
.g 10.00 nejnizsi po
2 0.00 nejvyssi.
°\° RAPA PP242 RIBA DMSO RAPA PP242 RIBA DMSO RAPA PP242 RIBA DMSO

RS4,11 REH K562

Obréazek 14: Riist bunék po aplikaci inhibitori.

Obrézek zobrazuje tii leukemické linie RS4,11 (akutni lymfoblastickd leukémie); REH (akutni lymfoblastické
leukémie) a K562 (chronicka myeloidni leukémie, fize BCR-ABL1) a jejich rist po pisobeni tfemi druhy inhibitor
(Rapamycin, PP-242, Ribavirin) ve étyfech koncentracich. Jednotlivé koncentrace jsou vzdy uspofadany od nejnizsi
po nejvysSi pouzivanou (Tabulka 6). Jako kontrola bylo zvoleno 0,1% DMSO. Na ose y jsou procenta
redukovaného Resazurinu, ¢im vice procent, tim je v suspenzi vice Zivych bunék. Smérodatné odchylky jsou

pocitany z triplikatd.
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Nasledné bylo nutné metodiku pfepracovat pro pouZiti inducibilni buné¢né linie Hek293
Flp-In T-REX selF4E konstrukty, které nesly N-terminalni GFP flzi. Tyto bunky byly
pasazovany ve dvou variantach, indukované tetracyklinem, a tudiz exprimujici pfislu$né proteiny,
a bez indukce, tudiZz s endogennim mnozstvim proteind. Mym zamérem bylo porovnat, jak na
inhibitory reaguji linie, u kterych byla pomoci tetracyklinu vyvolana exprese jednotlivych elFAE
proteinid. Chtéli jsme téz porovnat indukované a neindukované bunky se stejnym eIF4E
proteinem a také elF4E varianty mezi sebou.

Hlavnim rozdilem, a také kamenem urazu byl fakt, ze tyto buiky jsou, na rozdil
od leukemickych, adherentni. Nedaji se tedy piesné spoc€itat pomoci Biirkerovy komurky
a pocitani po trypsinizaci neni vtomto pfipadé¢ vhodné. Po nékolika pokusech jsem dosla
K finalnimu feSeni, tedy Ze buiiky po pasazi necham dva dny rast a poté za¢nu provadét méfeni.
Tim jsem dosahla vzdy ptiblizné stejné konfluence (cca 50 — 60%).

Dalsi modifikaci bylo prodlouzeni doby ptisobeni inhibitorti a pocet jejich koncentraci.
Na rozdil od pokusu s leukemickymi liniemi jsem nyni sledovala buiiky po dobu péti dni
(prvni den bez inhibitoru a nasledujici 4 dny s inhibitory) a kazdy den jsem provadéla méteni
po 4 hodinach inkubace s Resazurinem. Vysledkem jsou tedy kiivky umirani. Pocet koncentraci
jednotlivych inhibitort jsme zvysili ze Ctyf na pét (Tabulka 6), coZz ndm umoznilo piesné;si
stanoveni hodnoty IC50. Ta udava davku léc¢iva s 50% vlivem na testovany material, v nasem
ptipadé davku, ktera zabije 50 % bunék a vypocitava se pravé z kiivek umirani.

Rozhodli jsme se, Ze vysledky tohoto experimentu budeme méfit fluorescenéné
na pristroji VarioScan (ThermoFischer Scientific), z davodu lepSi manipulace s naméfenymi
hodnotami. Zde nastal dalsi problém, jelikoZ desticky na tento typ méfeni jsou celé Cerné
a nebylo by tak mozné ovérovat konfluenci bunék pomoci svételného mikroskopu. Navrhla jsem
tedy systém, kdy jsem bunky vysela na 24 jamkovou desticku v duplikatu, cely postup aplikace
inhibitord a Resazurinu provedla na téchto destickach a po uplynuti inkubace s Resazurinem jsem
z kazdé jamky pipetovala jeSté technicky triplikat na 96 jamkovou Cernou desticku. Z kaZzdého
méfeni tedy vyslo 6 hodnot k jednomu vzorku. Takto jsem cely pokus opakovala u linii
GFP-elF4E2, GFP-elF4E3_A a GFP-elF4E3 B trikrat, u T-REX dvakrat a u GFP-elF4E1l
z ¢asovych davodi jiz pouze jednou (eIF4E1 jsem netestovala na Ribavirin). Jako kontrolu jsem
pouZila buriky bez inhibitort a buniky s 0,1% DMSO. Pro urceni pozadi a naslednou normalizaci

bylo vzdy méfeno také samostatné médium.
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Nezavislé opakovani jednotlivych experiment by mélo v idealnim piipadé piinést stejné
vysledky. Kviili vySe zminénym problémtim s pocitanim bun¢k tomu tak vzdy bohuzel nebylo.
Jednotné vysledky vykazovalo pouze pusobeni Ribavirinem, ktery nemél zadny efekt na rust
bunék, a to u vSech testovanych bunéénych linii (Obrazek 15). Tento vysledek byl ve shodé

s vysledky z leukemickych linii. Z tohoto dtivodu jsem u n&j nepocitala IC50.
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Obrézek 15: K¥ivka umirani linie GFP-elFAE2 po pisobeni Ribavirinu.

Na obrazku je znazornéna kiivka umirani zaznamendvana v prib&hu péti dni pro bunéénou linii

elF4E2-GFP po pusobeni Ribavirinem, data jsou sloucena ze tii opakovani. Jednotlivé kiivky odpovidaji péti
koncentracim Ribavirinu a dvéma kontroldam. Data jsou normalizovand Kk podatenim 100 % po odeéteni
fluorescence samotného média. Méfeni probihalo 5 dnd, pfi¢emZ den 0 je bez piidani Ribavirinu. Stejny pribéh mély

i kiivky ostatnich linii. Smérodatné odchylky jsou vypocteny ze vSech opakovani.

78



U vysledkd, kde byly rozdily nejvétsi nebo v daném pokusu nereagovaly bunky
na inhibitor, jsem IC50 pocitala z téch, které reagovali nejlépe. Tam, kde to naopak mozné bylo,
jsem sloucila vSechna ziskana data. V idealnim pfipadé by se hodnota IC50 meéla pohybovat
Vv rozmezi koncentraci inhibitord, které jsem pouzila. U n€kterych linii, které nevykazovaly témef
Zadnou reakci na jejich ptisobeni, dosahovala tato hodnota velice vysokych ¢isel a vysoké
smérodatné odchylky (Tabulka 7). Pro piehlednost jsem vytvofila také graf (Obrazek 16)
do kterého jsem zanesla jen ty hodnoty, kde byl pozorovan prokazatelny vliv inhibitoru. 1C50
jsem urcila pro 96 hodin, jelikoz po této dobé byl patrny u vétsiny linii nejvétsi nebo alespon
néjaky vliv inhibitort. U linii GFP-elF4E1 reagovaly buiiky na inhibitory nejdfive, proto jsem
u nich IC50 spocitala také po 48 a 72 hodinach (Obrazek 17).

Zajimalo nas, zda a jak se od sebe lisi indukované a neindukované linie. Pii prvnim
pohledu na riistové kiivky se zdalo, Zze zde zadny rozdil neni, avSak po vypocteni hodnoty IC50
se ukazalo, Ze u PP-242 jsou neindukované varianty bunék u vSech linii po 96 hodinach citlivé;si.
Nejvétsi rozdil byl u GFP-elF4E2, kde u indukovanych bunék bylo IC50 nejvyssi ze vsech
métenych bunéénych linii.

PP-242 byl jediny inhibitor, na jehoz pisobeni reagovaly v§echny bunééné linie.

Pii porovnani IC50 v ¢asech 48, 72 a 96 hodin u GFP-elF4E1 se vSak ukéazalo, Ze rozdily mezi
indukovanou a neindukovanou variantou tolik patrné nejsou. Pravdépodobné se tedy tato rozdilna
reakce ustanovuje az mezi 72 a 96 hodinami.

Rapamycin vykazoval u bun¢k T-REX, a obou variant GFP-elF4E1 a GFP-elF4E2
vysledky pouze ve dvou nejvysSich koncentracich. Bunky GFP-elF4E3_A a GFP-elF4E3 B
(indukované 1 neindukované) na néj nereagovaly vibec, dokonce Ve dvou opakovénich ze tii
rostly 1épe nez bunky bez inhibitoru (Obrazek 18). JelikoZz se vétSina hodnot IC50 pohybuje
okolo 10 — 20 pl, vybrala jsem tyto dvé koncentrace a porovnala ristové kiivky vSech linii
(Obrazek 19). Jejich prabéh potvrzuje vysledky ziskané pomoci vypoctu IC50, tedy, ze nejméné
rostly bunky, GFP-elF4E1. Je na nich patrné stiidani kiivek indukované a neindukované varianty
béhem experimentu, které ukazal vypocet IC50. Nejlépe rostly indukované bunky GFP-elF4E2.
Zaroven vSechny linie s vlioZzenymi elF4AE geny rostou Iépe neZ T-REX bunky. Tento vysledek,

a také skutecnost, ze nebyly ocekavané rozdily mezi indukovanou a neindukovanou variantou
téze linie, by se dal vysvétlit stopovou kontaminaci neindukovanych bunék tetracyklinem, ktery

muZe byt obsaZzen naptiklad v séru.
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Rapamycin PP-242
Buné&na linie 1C50 (UM) Smérodatna I1C50 (uM) Smeérodatna

(96 hodin) odchylka (UM) (96 hodin) odchylka (uM)
T-REX 8,7 07 4,6 1,7
elF4E1 11,8 1,4 7,0 0,3
elF4E1 IN 10,7 05 12,8 2,3
elF4E2 8,0 1,75 11,2 34
elF4E2 IN 19,9 7.9 20,9 3,9
elFAE3_A 164,9 134,4 9,0 03
elF4E3 A IN 365,4 420,6 14,6 04
eIFAE3_B 4289 629,5 10,7 2,1
elF4E3_B IN 276,2 200,5 13,9 1,84

Tabulka 7: Hodnoty 1C50 po 96 hodinach pro vSechny linie u Rapamycinu a PP-242.

Tabulka zobrazuje hodnoty IC50. U bungk, které nereagovali na Rapamycin byla data nehodnotitelna (Gerveng).

0 IC50 (96h) pro Rapamycin a PP-242 u jednotlivych linii
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Obrézek 16: Hodnoty IC50 spo¢itané pro Rapamycin a PP-242 po 96 hodinach.

Na obrazku jsou hodnoty IC50 po 96 hodinach plisobeni inhibitort. Je zde patrné, ze indukovana exprese piislu$ného
elF4E proteinu vykazuje vySSi IC50 pro PP-242, neZ neindukovana korespondujici linie. VSechny neindukované
bunky jsou odolné&jsi nez T-REX. U Rapamycinu uz takto jednoznac¢né vysledky nejsou. Smérodatné odchylky jsou

vypocteny ze vSech biologickych opakovani.
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IC 50 pro Rapamycin a PP-242 u linie GFP-elF4E1
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Obréazek 17: Hodnoty IC50 spo¢itané pro Rapamycin a PP-242 u elF4E1.

Na obrazku jsou hodnoty IC50 po 48, 72 a 96 hodinach plisobeni inhibitort. Je ziejmé, Ze trend pozorovany

na Obrazku 16, tedy vyssi citlivost na PP-242 u indukované linie, se ustanovuje az po 96 hodinach ptsobeni.

Do té doby jsou vysledky indukovanych a neindukovanych bunék spise opacné. Rapamycin opét vykazuje nejasné

vysledky. Smérodatné odchylky jsou vypoéteny ze vSech biologickych opakovani.
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Obrazek 18: K¥ivka umirani linie eIF4E3A-GFP po pilisobeni Rapamycinu.

Na obrazku je znazornéna kiivka umirani zaznamenéavan v prabéhu péti dni pro buné¢nou linii

Hek293 Flp-In T-REX GFP-eIF4E3A po pisobeni Rapamycinem, data jsou slouéena ze dvou opakovani. Jednotlivé
kiivky odpovidaji péti koncentracim Rapamycinu a dvéma kontrolam. Data jsou normalizovana k po¢ateénim 100 %
po odecteni fluorescence samotného média. Méfeni probihalo 5 dnti. Den 0 je bez pfidani Rapamycinu. Smérodatné

odchylky jsou vypocteny ze dvou nezavislych opakovani, tedy ze 4 grafu.
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Obrézek 19: Riist linii p#i 10uM (A) a 20uM (B) koncentraci PP-242.
V grafech A) a B) je zobrazen pribéh ristovych kiivek po dobu péti dnii pfi 10uM a 20uM koncentracich PP-242.
Linie T-REX rostla nejhife, nasledovany obéma variantami linie eIF4E1. Nejlépe se daii kultufe elFAE2.

Smeérodatné odchylky jsou vypocteny ze vSech opakovani jednotlivych pokust.

Experiment ukdzal, Ze Ribavirin pii zvolenych koncentracich nijak neovliviiuje rast mnou
testovanych bunéénych linii. Rapamycin jednoznaéné ovliviioval rist T-REX a obou variant
GFP-elF4El. Jeho vliv byl u téchto bunck patrny jiz druhy den po pfidani inhibitort.
GFP-eIF4E2 vykazovaly odpovéd jen na dvé nejvysSsi koncentrace Rapamycinu a to vzdy az
mezi tfetim a ¢tvrtym dnem experimentu. GFP-elFAE3_A a GFP-elF4E3 B po aplikaci vSech
koncentraci Rapamycinu rostly 1épe nez kontrolni bunky. Jedinym inhibitorem, ktery mél vliv na
rast vech bunék byl PP-242. U néj byl po 96 hodinach zaznamenany rozdil mezi indukovanymi
a neindukovanymi buinkami, pficemz indukované snesly vys$§i davky PP-242. V porovnani

jednotlivych linii rostly nejlépe GFP-eIF4E2 IN a nejhife ob& varianty GFP-elF4EL.
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5.3 Analyza polyzomalnich profilii pomoci metody Western blot

Mym Ukolem bylo zpracovat vzorky z polyzomalnich profild, které provedl muj $kolitel,
pomoci metody Western blot. Frakcionace byla provedena s inducibilni stabilni bunéénou linii
Hek293 Flp-In T-REX, ktera exprimovala GFP-elF4E1 (N-terminalni fize). Zaroven byla
provedena frakcionace se stejnou bunécnou linii, ktera exprimovala pouze GFP. Polyzomalni
analyza byla provedena pii ¢tyfech riznych koncentracich KCI v sachar6zovém gradientu pro
kazdou linii. Konkrétné¢ se jednalo o koncentrace 62,5mM, 100mM, 140mM a 200mM
koncentraci KCI1. Pii kazdé koncentraci byl detekovan konstrukt GFP-elFAEL1l a samotné GFP.
Frakci bylo odebirano 10 az 11 po 0,5 ml. Pro Western blot bylo pouzito prvnich 9 frakci.

Se vzorky ptipravenymi podle protokolu 4.2.35 jsem provedla Western blot (4.2.36), kde
jsem pouZila nésledujici protilatky: u vzorki, kde byl nadprodukovany fazni protein
GFP-elF4EL, jsem pouZila jako primarni protilatku anti-e[F4E1, u vzorka s nadprodukovanym
proteinem GFP, jsem nejprve provedla detekci pomoci protilatky anti-elF4E1 a nasledné
membrany ,,stripovala“ a provedla stanoveni samotného GFP, kde jsem jako primarni protilatku
pouzila anti-GFP.

Cilem pokusti bylo nejprve optimalizovat podminky, pti kterych bude vhodné provadét
detekci GFP-elF4E1 a elF4ELl v pozdéjsich experimentech. Konkrétné se jednalo o zjisténi
vhodné koncentrace KCI v gradientu, aby nedochazelo k nespecifické asociaci detekovanych
proteint s translaénimi komplexy. Koncentrace KCIl v tomto ptipadé piipade slouzi jako jeden
z parametru ovliviiujicich rozlozeni analyzovanych bilkovin v polyzomalnich profilech.

Druhym cilem bylo zjistit, zda pii expresi GFP-elF4E1 nedochazi k navazani
na transla¢ni komplexy pouze prostfednictvim GFP ¢asti proteinu.

Zatieti jsme se pokusili zjistit, jak ovliviiuje N-terminalni fuze vlastnosti elF4E1 jako
porovnatelna s endogennim proteinem.

Zavérem tedy lze konstatovat, ze nize popisované pokusy mély za kol ov¢fit, zda GFP
fuze neovlivituje vlastnosti elF4EL1 proteinu. V pfipadé, ze by k ovlivnéni dochézelo, jsem
piipravila druhou variantu fizniho proteinu, zalozenou na pouziti C-koncove fuze elF4E1

s FLAG epitopem (popsano v kapitole 5.3).
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Obréazek 20: Polyzomalni profil

Priibéh polyzomalniho profilu s vyznagéenim jednotlivych frakci a popisem jednotlivych pikil. Sipka ozna¢uje misto,

.......

translatujici (zde jsou polyzomy). Na ose X je zobrazen poéet jednotlivych frakei a to, jakou ¢ast profilu reprezentuji.

Na ose y je uvedeno napéti, které koresponduje s absorbanci jednotlivych frakci.

Na obrazku (Obrazek 20) je zobrazen vzorovy prubéh polyzomalni frakcionace. Frakce
1. — 6. se povazuje za ,netranslatujici” ¢ast profilu. Je zde zobrazen nanéseci pik, dale frakce
obsahujici malou podjednotku ribozomu (40S), velkou podjednotku ribozomu (60S) a sloZeny
komplexti. Cast vymezena frakcemi 7-10 pfedstavuje translatujici oblast a odpovida riizné

velkym polyzomtm.
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62,5 mM KCl v sacharézovém gradientu
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Obrazek 21: 65,2 mM koncentrace KCI v sachardzovém gradientu — polyzomalni profil a Western blot.

Na levé poloviné obrazku je polyzomalni profil z bun€k s exprimovanym GFP-elF4E1. Na obrazku Western blotu
jsou patrné prouzky o velikosti 55 kDa, coZ odpovida GFP-elF4EL, a o velikosti 25 kDa, coz odpovida velikosti
endogenniho elF4EL proteinu. V pravé ¢asti obrazku je polyzomalni profil z bunék exprimujicich GFP. Pod nim jsou
fotky ze dvou samostatnych Western blotd. Horni fotka piedstavuje detekci GFP, velikost odpovida velikosti
proteinu, spodni fotka je detekce endogenniho eIF4El, velikost opét odpovida. VSechna ¢isla oznacuji jednotlivé

frakce. V3echny nésledujici obrazky (Obrazek 22, 23 a 24) maji stejné uspofadani.

Pii 62,5mM koncentraci KCI (Obrézek 21) je patrna ptitomnost proteinu GFP-elF4E1
(55 kDa) ve vsech testovanych frakcich, jejich intenzita zhruba odpovida velikosti pfislusnych
piku polyzomalniho profilu. Ve frakci 1 — 3 je intenzivni (nanaSeci pik), poté signal klesa
a v oblasti tvoteni 80S ribozomu je jiz signal opét silny. Se zvysSujicim se mnozstvi mMRNA
na ribozomu signal opét postupné klesa. V oblasti 25 kDa je patrny pruh ve frakcich 1 az 4.
Ty pravdépodobné odpovidaji endogennimu elF4E1 proteinu. Jinym vysvétlenim tohoto jevu by
mohlo byt, ze se jedna o $t€p z fuzniho proteinu, nicméné v tom piipad¢ by intenzita prouzkt
Vv oblasti 25 kDa odpovidala intenzité¢ odpovidajicich prouzka v oblasti 55 kDa, coZ neni pravda
(napt. frakce 7 a 8). Mlizeme tedy predpokladat, ze prouzky, které se objevuji v oblasti 25 kDa,
jsou opravdu endogenni elF4EL.
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Z tohoto porovnani se zda, Ze nadprodukovany GFP-eIF4El vytésiiuje svou endogenni
variantu. V situaci, kde je exprimovan pouze GFP, je zastoupen pouze ve frakcich, kde jesté
neprobiha aktivni translace, coz ukazuje na fakt, ze GFP protein nijak zdsadné neovliviiuje
zastoupeni elF4ELl v polyzomalnich profilech. Co se ty¢e endogenniho eIF4EIl, je vtomto
piipadé vidét, jeho zastoupeni ve vice frakcich a ve vétsi intenzité, nez endogenni protein
ve vzorku s GFP fuzi. Slabsi signal endogenniho elF4E1, u vzorku s nadprodukovanym GFP, je
vidét ve frakci 1 a 2, coz bylo zplisobeno Spatnou rozpustnosti TCA-izolovanych vzorkt

v nanaSecim pufru.

100 mM KCl v sacharézovém gradientu
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Obréazek 22: 100 mM koncentrace KCI v sachar6zovém gradientu — polyzomalni profil a Western blot.

Uspotadani obrazku je totozné s Obrazkem 21.

Pii 100mM koncentraci KCI (Obrazek 22) je opét GFP-elF4E1 zastoupen ve vsech
testovanych frakcich, endogenni elF4E1 je v tomto vzorku ptitomno jen ve tiech z nich. Opét zde
predpokladam, Ze prouzky v oblasti 25 kDa jsou opravdu endogenni elF4E. GFP je zastoupeno
jesté méné u vzorku, kde doslo k nadprodukci samotného GFP (dv¢ frakce v porovnani aZ se Sesti
v piipadé koncentrace 62,5mM KCI). Endogenni eIF4E1 se zde naopak vyskytuje v 0 jednu vice
frakcich nez v ptedchozi koncentraci. Je zde vidét slabsi signal v prvni frakci u GFP vzorkd, coz

je ziejmé opét zpusobeno horsi rozpustnosti tohoto vzorku.
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140 mM KCl v sacharézovém gradientu
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Obrazek 23: 140 mM koncentrace KCI v sacharézovém gradientu — polyzomalni profil a Western blot.

Usporadani obrazku je totozné s Obrazkem 21.

Pii 140mM koncentraci KCl (Obrazek 23) je jiz vidét, ze distribuce GFP-elF4ELl
nezasahuje do tézkych polyzomu jako v predchozich pfipadech. To je jednoznaény vysledek
zvysené koncentrace soli. Naopak endogenni elF4E1 je zastoupen dokonce i ve frakcich 7, 8 a 9.
Pro¢ v8ak nebyl detekovan ve vSech frakcich, a pro¢ také nedochazi k jeho nizSimu zastoupeni
jako u GFP-cIF4El, neni jasné. GFP je opét zastoupeno jen ve vzorcich z neaktivni translace.
Endogenni e¢IF4E1 u vzorkii s GFP se vyskytuje také v méné frakcich nez v predchozich
piipadech, coz potvrzuje ocekavany vysledek pii vysoké koncentraci KCIl. Oproti piredchozim

koncentracim je rozpad ribozomu jiz také patrny na samotném prubchu kiivky, kde je vidét

zvysené mnozstvi malé a velké podjednotky ribozomu vzhledem k 80S ribozomu.
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200 mM KCl v sacharézovém gradientu
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Obréazek 24.: 200 mM koncentrace KCI v sachar6zovém gradientu — polyzomalni profil a Western blot.

Usporadani obrazku je totozné s Obrazkem 21.

Pii 200mM koncentraci KC1 (Obrazek 24) je fuzni protein GFP-eIF4E1 zastoupen v jesté
mén¢ frakcich nez u 140mM KCIl. Stejné tak endogenni elF4E1 je zde zastoupen pouze v prvnim
vzorku. U nadprodukovaného GFP je toto detekovano opét jen v neaktivni translaci, i kdyZz ve
vice frakcich neZ u koncentrace 100mM KCI, a ve stejném mnozstvi frakci (6) jako u zbylych
koncentraci. Endogenni eIF4E1 je, stejné jako v ptedchozim piipadé, detekovano v méné
vzorcich. | zde je patrné, Ze zastoupeni samostatnych podjednotek ribozomu, se oproti 80S
ribozomu, zvysuje. V ptipadé zvyseného GFP od sebe piky pro 60S a 80S jiz nejdou rozpoznat.

Souhrnné tyto vysledky prokazuji nékolik skutecnosti. V prvni fad¢ se da soudit, ze GFP
fuze nijak zasadné neovliviluje zastoupeni elF4E1 v profilech. To je patrné zejména z Obrazku
21 a 22, kde je GFP-eIF4E1 fazni protein ve vice frakcich, nez samotné GFP. Dale muZeme fici,
Ze nadprodukované GFP-elF4E1 mozna vytésnuje endogenni elF4E1 z transla¢nich komplexu.
To je patrné na vSech vzorcich, jelikoZz endogenni elF4EL je vZdy zastoupeno v mensim pocétu
frakei nez fuzni elF4E1 (kromé nevysvétlen¢ho ptipadu koncentrace 140mM KCl), a zaroven je
jeho signél vzdy slabsi. Dalsim dukazem této kompetice je véEtsi detekované mnozstvi

endogenniho elF4E1 ve vzorcich s nadprodukovanym GFP (opét kromé 140mM KCl).
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U koncentraci 140mM a 200mM bylo jasné patrné mensi zastoupeni elF4E1 ve frakcich
oproti dvéma niz§im koncentracim. To se nedotklo GFP samotného, coZ potvrzuje, Ze nedochazi
k navazani elF4E1 na polyzomalni profily jen diky pfitomnosti GFP. Tomu odpovidaly i prub¢hy
jednotlivych kiivek.

Co se ty¢e nejvhodnéjsi koncentrace pro dalsi provedeni polyzomalnich frakcionaci
a naslednych detekci elF4E proteinti, tak se jako nejidealnéjsi jevi 100mM koncentrace KCI. Je
to predevsim proto, ze endogenni ¢IF4E1 ve vzorcich s GFP je detekovano nejvice ze vSech
celém profilu. Experiment by vSak bylo idealni zopakovat vicekrat, piedev§im kvili nejasnym

vysledktim u koncentrace 140mM, avSak ¢asova naro¢nost polyzomalni frakcionace neumoznila

vytvofit vice vzorki a z jedné frakcionace stacilo jeho mnoZstvi pouze na jeden pokus.
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5.4 Klonovani

Cilem experimentu bylo vlozit jednotlivé zastupce lidskych eIF4E gent do vektort
uréenych pro transientni expresi, a alternativné rekombinaci, do genomu v podobé C-terminalni
fuze s FLAG znackou (3xFLAG).

V nasi laboratofi mame stabilni bunécné linie, které exprimuji elF4E proteiny a maji
N-terminalni fuzi v podobé& GFP proteinu. Jelikoz GFP protein je sam o sob& pomérné velky,
potiebovali jsme jako kontrolu k nékterym experimentiim fuzi ve formé mensi znacky a rozhodli
jsme se ji umistit na druhy konec eIF4E proteinu. Jednotlivé inzerty byly vystépeny z plazmidd,

které jsem obdrzela od svého Skolitele:

e pPEGFP_4E1 — cIF4El

e pPEGFP_4E2— cIF4E2

e pEGFP_4E3-long — e¢IF4E3 A
e pEGFP_4E3 — elF4E3 B

Jako vektor pro jednotlivé inzerty slouzil plazmid pcDNA5/FRT-TO 3XFLAG-C SV445,
ten jsem izolovala z bakterii (4.2.12). Plazmid SV445 byl nastépen restrikénimi enzymy
Notl a Acc65l po dobu 6 hod, objem reakce byl 40 pl (4.2.19). Spravnost restrikce jsem poté
zkontrolovala elektroforeticky (4.2.18).

Déle jsem provedla PCR jednotlivych pEGFP plazmida (4.2.15) s pouZitim klonovacich
primer pro jednotlivé elF4E geny (4.1.12) Tyto primery pro vytvoreni fizi byly nasyntetizovany
tak, aby nesly restrikéni mista Acc651 a Notl. Ta byla, po dvou netsp&$nych pokusech s jinymi
restrikénimi misty, ur¢ena jako vhodna pro klonovéani, ale pEGFP plazmidy je nenesou. Ziskané
PCR produkty jsem ovéfila pomoci agar6zové elektroforézy (4.2.18) a vloZila do pCR®4 TOPO®
vektoru (Invitrogen) (Obréazek 25) (4.2.25).
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Obréazek 25: Vektor pCR4 TOPO™ (Invitrogen).
PCR produkty jednotlivych eIF4E proteinii byly vloZzeny do pCR4 TOPO™ vektoru. (P¥evzato z www.invitrogen.cz)

,» TOPO klonovani* bylo zvoleno z toho dtvodu, Ze se mi dvakrat nepodatilo PCR amplikony
ptislusnych elF4E gend vlozit do vektorového plazmidu ptimo. Nicméné nakonec Se mi to
podafilo u elF4E1 a elF4E3_A. Piesto jsem pro jistotu ,,TOPO klonovani“ provedla u v3ech
elF4E genii. Vytvorila jsem tak plazmidy pCR4 TOPO 4E1, pCR4 TOPO 4E2, pCR4
TOPO_4E3A, pCR4 TOPO_4E3B.

Ze ziskané smési naklonovanych TOPO plazmidi nesoucich elF4E2 a elF4E3_B jsem 3,5 pl
vloZila elektroporaci (4.2.27) do kompetentnich bun¢k E. coli XL-1 Blue. Ty jsem vysela na
misky s ampicilinem. Nasledujici den jsem vybrané kolonie piecarkovala na misky
s kamamycinem a z nich opét na misky s ampicilinem. Z jednotlivych klond jsem
tzv. minipreparaci (4.2.10) izolovala plazmidovou DNA. Plazmidy jsem ovéfila pomoci PCR
s klonovacimi primery pro pfislusné geny (4.2.17) provedla jsem restrikci pomoci
EcoRlI, Notl a Acc651 (4.2.21) a plazmidy jsem nechala také sekvenovat s pouzitim
primert T3 a T7 (4.2.26). VSechny tii kroky potvrdily spravnost testovanych konstruktt
a absenci jakychkoliv mutaci. TOPO plazmidy nesouci geny elF4E2 a elF4E3_B jsem pouZzila
pro klonovani vyslednych 3xC-FLAG-eIF4E plazmidu.
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U elF4E1 aelF4E3_A jsem provedla PCR reakci pEGFP_4E1, pEGFP_4E2,

PEGFP_4E3-long a pEGFP_4E3 plazmidu (4.2.15). Produkty PCR reakce jsem piecistila
(4.2.24).

TOPO plazmidy i PCR produkty jsem stépila restrikénimi enzymy Notl a Acc65I (4.2.19)

a cely objem reakce jsem nanesla na agar6zovy gel. Po probéhnuti elektroforézy jsem produkt
vyiezala a izolovala z gelu pomoci komeréni soupravy (4.2.24). S takto nachystanymi elF4E1
a elF4E3_A inzerty jsem provedla ligaci.

Ligace probihala 16 hodin pfi 16 °C (4.2.23). Pro ligaci jsem pfipravila i negativni
kontrolu ve formé nastépeného prazdného vektoru. Ligac¢ni smés jsem vnesla do kompetentnich
bakterii E. coli XL-1 Blue pomoci elektroporace (4.2.27). Bakterialni klony jsem vysela na
agarozové plotny s ampicilinovym médiem, u vybranych klont jsem izolovala plazmid pomoci
minipreparace (4.2.10) a provedla ovéieni pomoci restrikce s restrikénimi enzymy Xhol a HindIII
(4.2.21) a pomoci PCR s primery CMV a BGH (4.2.17) Dale pouzivané konstrukty byly
sekvenovany (4.2.27). Sekvenace potvrdila, Ze vytvofeni jednotlivych vektorti bylo tspé$né
(Obrézek 26). Z bakterialnich kolonii pozitivnich klonti jsem vytvofila zasobni bakterialni
konzervy (4.2.29).

Obréazek 26: Schéma p¥ipravy konstrukti pCDNA_4E_3Cflag.

Na nasledujicich dvou stranach je zobrazeno schéma ptipravy konstruktd pCDNA 4E 3Cflag. Plazmidy jsou
tvofeny kostrou plazmidu pCDNA_FTR _TO_3xC FLAG. Plazmidy obsahuji jednotlivé elFAE geny, které nesou
C-terminalni fuzi 3x FLAG. Plazmidy pCDNA_4E2_3Cflag a pCDNA_4E3B_3Cflag byly vytvoifeny pomoci
,TOPO klonovani“. Nejprve byly plazmidy pEGFP_4E2 a pEFGP_4E3 vloZeny do vektoru pCR4®TOPO®, ten byl
na$tépen restrikénimi enzymy Notl a Acc65I a ligovan spolu s vektorem pCDNA_FTR_TO_3xC_FLAG, ktery byl
rovnéz §tépen pomoci Notl a Acc651. Druhé schéma zobrazuje ptipravu plazmidi pCDNA 4E1 3Cflag

a pPCDNA_4E3A_3Cflag. V tomto piipadé byla provedena PCR plazmidi pEGFP_4E1 a pEGFP_4E3-long a opét
restrikce pCDNA_FTR TO 3xC FLAG pomoci Notl a Acc651. Na mapach konstrukti jsou zobrazena jesté
restrikéni mista, kterd slouzila k ovéteni spravnosti klonovani (Xhol, Hindlll a EcoRl). Plazmid pEGFP_4E1 zde
slouzi jako ilustracni, vzdy byl pouzit plazmid s pfislusnym elF4E genem. Mapa pEGFP_4EL zaroven nese pouze
vyznacenou oblast s konstruktem GFP-elF4E1. Na vektoru pCR4 TOPO_4E je vyznacen vlozeny elF4E gen, zde
opét pro ilustraci jen jeden s ,,anonymnim“ elF4E. Na mapach plazmidd jsou pro prehlednost zobrazeny jen ty geny

a restrik¢ni mista, kterd jsou pro tento experiment a jejich funkénost dtlezita.
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Dale jsem chtéla zjistit, zda plazmidy, pokud budou vneseny do bun¢k, budou produkovat
fazované proteiny elF4E. Pozitivni bakterialni klony jsem tedy zaoCkovala do tekutého média
(4.2.1), poté je izolovala (4.2.12) a zmé&fila koncentraci jednotlivych plazmidu (4.2.31). Plazmidy
jsem na zaklad¢ zjisténé koncentrace nafedila na koncentraci 1 pg/ul a transfekovala do bunék
HEK293 (4.2.5). Ovéieni transfekce jsem provedla pomoci metody Western blot s protilatkou
anti-FLAG (4.2.35 a 4.2.36) (Obrazek 27).

3x FLAG + 3x FLAG + 3x FLAG + 3x FLAG +

elF4E1 elF4E2 elF4E3_A
28 31 27 16
KDa | — kDa E kDa E KDa | w—

Obréazek 27: Ovéreni transfekce pomoci Western blot.

Na obrazku jsou vidét viechny &tyii eIF4E proteiny ve fuzi s 3x FLAG na C-terminalnim konci. Velikost 3x FLAG
proteinu je 3 kDa, velikost elFAE1 je 25 kDa, elF4E2 je 28,3 kDa, elF4E3_A je 24 kDa a elF4E3_B je 13 kDa.

95



Nazev Vektor/ Pivod inzertu/ Metoda ovéreni Kédovany
plazmidu restrikéni enzymy metoda pFipravy/ produkt
restrikéni enzymy
pCR4TOPO pCR4®TOPO® PEGFP_4E1 EcoRlI, Notl, Acc65l,
L PCR fragment elF4E1
_4E1 (Scal — linearizace) PCR, sekvenace
pCR4TOPO pCR4®TOPO® PEGFP_4E2 EcoRl, Notl, Acc65l,
. PCR fragment elF4E2
_4E2 (Scal — linearizace) sekvenace, PCR
DCR4 TOPO | pCRA®TOPO® PEGFP_4E3-long EcoRI, Notl, Acc65!,
L PCR fragment elF4E3A
_4E3A (Scal — linearizace) PCR, sekvenace
pCR4 TOPO | pCR4®TOPO® PEGFP_4E3 EcoRl, Notl, Acc65l,
. PCR fragment elF4E3B
_4E3B (Scal — linearizace) PCR, sekvenace
PCDNA_ PCDNA FTR TO_ | pEGFP_4EL Xhol, HindlIl, 3xC FLAG
4E1_3Cfla SXC_FLAG PCR fragment PCR, sekvenace elF4EL
=>~180 | Notl, Acces Notl, Acc65| :
PCDNA_ PCDNA FTR TO_ | pEGFP_4E2 Xhol, HindlIl, 3xC FLAG
4E2 3Cfla 3xC_FLAG PCR4 TOPO_4E2 PCR, sekvenace -elF4E2
=410 | Notl, Acces Notl, Acc65l :
PCDNA_ PCDNA_FTR_TO_ | pEGFP_4E3-long Xhol, HindIlI, 3xC FLAG
4E3A 3Cfla 3C_FLAG PCR fragment PCR, sekvenace -elF4E3A
=410 Notl, Acces Notl, Acc65| :
PCDNA_ PCDNA FTR TO_ | pEGFP_4E3 Xhol, HindlIl, 3xC FLAG
4E3B_3Cfla 3XC_FLAG PCR4 TOPO_4E3B PCR, sekvenace -elF4AE3B
=218 | Notl, Acces Notl, Accé5| :

Tabulka 8: Plazmidové konstrukty vytvorené v této praci.

V prvni ¢asti tabulky jsou konstrukty vytvotené ,,TOPO klonovanim*, ty jsem vyrobila, abych je nasledné mohla

pouZzit pro klonovani plazmidi pCDNA_4E3 3Cflag, které jsou zobrazeny v dolni ¢4sti tabulky. Nakonec k tomuto

ucelu byly pouzity pouze pCR4 TOPO_4E2 a pCR4 TOPO 4E3B. Restrikéni enzymy jsou zde pro lep$i ptehlednost

psany kurzivou.
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5.5 Tvorba stabilnich linii:

Cilem tohoto pokusu bylo vytvorit stabilni buné¢nou linii U20S Flp-In, kterd ponese FRT
misto. V laboratoii uz jednou takovou linii, kterou jsme obdrZeli z nekomerénich zdroju
z Déanska, disponujeme. Nicméné kdyz se z nich, pomoci rekombinace ve FRT misté, vytvorili
stabilni linie nesouci rizné, nami studované geny, dochédzelo k problémum s expresi vloZenych
konstruktl. Po analyzovani tohoto problému se zjistilo, Ze divodem téchto problému je
piitomnost vice nez jednoho FRT mista u téchto bunék. Mym cilem bylo vytvofit linic nové,
které budou obsahovat pouze jedno FRT misto, a tim zajiStovat stdlou a neménnou expresi
vlozenych konstrukti. Tyto builkky by pozd¢ji mohly byt pouzity k vytvoreni stabilnich
bunécnych linii nesoucich naptiklad mnou naklonované plazmidy 3xC FLAG-elF4E.

K tomuto ucelu jsem pouzila plazmid Flp-In T-REX pFRT/lacZeo2 (Invitrogen), ktery
V sob¢ nese rezistenci na Zeocin™. Nejprve jsem tedy otestovala bunky U20S na citlivost vici
Zeocinu™, na nékolik koncentraci doporucenych v ndvodu vyrobce, abych si byla jista, Ze
netransfekované bunky a bunky, kde neprobéhla rekombinace, uhynou. Naopak rekombinované
poridila fotografie pomoci svételného mikroskopu. Jako kontrolu jsem zvolila ndmi dosud
pouzivanou stabilni bun&¢nou linii, U20S Flp-In T-REX, nesouci n¢kolik FRT mist. Potvrdilo
se, ze tyto bunky jsou opravdu rezistentni a ostatni bunky umiraly. Nakonec jsme vybrali

koncentraci 400 pg/ml, kterd se nam jevila jako optimalni (Obrazek 28).
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u2os Zeocin - 400 pg/ml

U20S - Flp-In T-REX Zeocin - 400 pg/ml

Obréazek 28: Reakce bunék na piisobeni Zeocinu™,

Na obrazku jsou v horni fadé buitky U20S, vlevo plné narostlé, kultivované standardné, vpravo dva dny po piidani
Zeocinu™. V dolni fadé jsou nami dosud pouZivané butiky U20S Flp-In T-REX s integrovanym FRT mistem, opét
vlevo za standartni kultivace a vpravo po plsobeni antibiotika. Je patrné, Ze buiiky bez FRT mista umiraji, kdezto

buiiky s FRT mistem, pfi této koncentraci antibiotika, rostou bez problému. Zvétseni je 20x, méftitko je 100 pum.

98



Néasledovala izolace plazmidu pFTR/lacZeo2 (Invitrogen) (4.2.13) a zmé&feni jeho
koncentrace (4.2.31). Dale jsem plazmid $tépila pomoci restrikéniho enzymu Scal, ktery je dle
ndvodu vyrobce jeden z doporucenych k linearizaci plazmidu (4.2.22) (Obréazek 29), reakci jsem
precistila (4.2.14), opét jsem zm¢éfila jeho koncentraci (4.2.31) a takto upraveny plazmid jsem
vnesla do bunék U20S (4.2.5). Pokus jsem zopakovala tiikrat, pfi raznych koncentracich
plazmidu, konkrétné 1,5 pg/ml, 6 pg/ml a 17 pg/ml, a tyto koncentrace jsem vyzkousela také
ve vzdjemnych kombinacich s riznou konfluenci bunék (v rozsahu 30 — 80% konfluence).

VZdy jsem nechala buniky rtst s médiem se Zeocinem™ a po dobu tfi tydnt jsem toto médium
pravidelné, dvakrat az tfikrat tydné, ménila a bunky sledovala ve svételném mikroskopu. Pribéh
byl vzdy stejny, bunky postupné umiraly, pficemz se neobjevily Zadné, které by byly rezistentni

a zacali tvofit kolonie. Z tohoto diivodu, a také kvali Casové ndrocnosti, jsme se rozhodli

experiment jiz neopakovat.

puC ori SV40 promotor
FTR misto

Scal

ampicilin

pFRT/lacZeo
8106 bps

LacZ-Zeocin

SV40 polyA misto

Obrazek 29: plazmid pFTR/lacZeo (Invitrogen).
Mapa plazmidu pFTR/lacZeo podle popisu vyrobce s vyznac¢enym restrikénim mistem Scal, které slouzi k linearizaci

plazmidu.

99



5.6 Mikroskopie:

Cilem mikroskopické ¢asti prace bylo ovéfit bunéénou lokalizaci elF4E3_A a elFAE3 B
s SG a P-bodies, stanovenou v nasi laboratofi jiz dfive pomoci GFP N-terminalnich fuzi elF4E
proteinti. Pro elF4E1 a eIF4E2 byla lokalizace ovéfena pomoci nepfimé fluorescence. Tento
zpusob ovéfeni vSak nemohl byt zopakovan pro elF4E3 A a eIF4E3 B, jelikoz se nepodafilo
sehnat fungujici protilatku proti témto proteinim. Vyuzila jsem tedy mnou naklonovanych
konstrukti eI[F4E3 A a elF4E3 B s 3x FLAG fuzi na C-terminalnim konci a provedla ovéfeni
diive zjisténych poznatkll. Zaroven nas zajimalo, zda miZe mit na jejich lokalizaci n¢&jaky vliv
umisténi fuzovaného proteinu (C-/N-terminalni fuze) a jeho velikost (GFP/3XFLAG).

Protoze se mi nepovedlo vytvofit stabilni bunécné linie, pouzila jsem k experimentiim
bunky linie U20S transfekované ptislusnymi konstrukty (4.2.6). Tyto buiiky jsem druhy den
po transfekci vystavila dvéma druhim stresovych podminek, konkrétné teplotnimu Soku (42 °C)
a oxidativnimu stresu (arzeniCitan sodny) (4.2.7). Jsou to bé&€zné pouzivané podminky, které
vyvolavaji tvorbu SG. Jako kontrolu jsem pouzila buiky, které byly kultivovany za standartnich
podminek, pii 37 °C.

JelikoZz je v naSi vlaboratofi tento experiment provadén s proteiny, které nesou
fluorescenéni znaceni v podobé GFP flze, je mozné s protilatkami, kterymi disponujeme,
P-bodies i SG sledovat zaroven, na jednom preparatu. Ja jsem vSak musela pouzit ke znaceni
protilatek a fluoroforti byla pro tento experiment nekompatibilni. Proto jsem nejprve provedla
pokus s protilatkou anti-DDX6, proteinem bézn¢ pouzivanym jako marker P-bodies, a poté dalSi
experiment s protilatkou proti elF3B, markerem stresovych granuli (4.2.8).

Lokalizace elF4E3_A a elF4E3_ B sP-bodies byla ovéfena tfemi nezavislymi
experimenty. Lokalizace s SG byla provedena jen v jednom experimentu, jelikoZ jsme se potykali
s n€kolika nefunkénimi protilatkami proti eIF3B. Z kazdého preparatu jsem pofidila primérné
7-10 fotografii. K jejich vyhodnoceni jsem pouZila program Fiji ImageJ, ve kterém je k urceni
lokalizace piimo plug-in, ktery umoziuje nakreslit pfimku napfi¢ oblasti, kterd ma byt
analyzovana, a poté v této oblasti vyhodnoti intenzitu jednotlivych barevnych kanalt. Pokud by
dochézelo k lokalizaci elF4AE3 proteint do P-bodies a SG, ob¢ spektra by se prekryvala a méla by

piky se stejnym pribéhem, tedy ve stejném misté a o pfiblizn¢ stejné hodnot¢.
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Takto jsem vzdy vyhodnotila vSechna téliska, ktera se v bunikach v ramci jedné fotografie
nachazela. Timto zpisobem jsem postupovala u vSech pofizenych fotografii ze vSech
vyhotovenych preparati. Jelikoz se ve vétsiné piipadt vysledky vSech vyhodnocenych vzorka
shodovaly, pouzila jsem vzdy pro ilustraci jednu analyzovanou fotografii.

Nejprve jsem tedy chtéla zjistit, zda eIF4E3 A a eIF4E3 B lokalizuji do P-bodies.
V drtivé vétsiné piipadt nedochdzelo k zddnému piekryvu kiivek ani u jednoho proteinu.
V nékolika malo ptipadech se piky piekryvali, avSak zde je nutné mit na zieteli, Ze snimky
nebyly potizeny konfokalnim mikroskopem. Piekryv tudiz miize znamenat pouze nahodnou
lokalizaci P-bodies a eIF4E3 proteini nad sebou v rdmci 3D prostoru bunky. Protoze jsem ve
vétsing piipadi lokalizaci eIF4E3 do P-bodies nepozorovala, lze fici, ze eIF4E3 A a ¢IF4E3_B
nejsou soucasti téchto degradaénich télisek. Nepozorovala jsem takeé Zadny rozdil v lokalizaci
elF4E3, mezi bunikami vystavenymi stresovym podminkdm a témi, které byly kultivovany za
b&znych podminek (Obrazky 30, 31 ). Jediné, co bylo pfi prozkoumani vsech fotografii patrné
je to, ze P-bodies se ve vétsi mife vyskytovaly ve stresovanych bunkach oproti bunkam
»,hormalnim*, a Ze jejich zastoupeni bylo vzdy o néco vyssi v netrasfekovanych oproti
transfekovanym bunikam v ramci jedné fotografie. Nicméné tyto poznatky jsem ucinila pouze
béZznym pozorovanim a nijak jsem je nekvantifikovala, tudiz z nich nelze vyvozovat obecné
platné zavery.

Dale nés zajimalo, zda eI[F4E3 A lokalizuje se stresovymi granulemi. Zde se mi podafilo
potvrdit jasnou lokalizaci elF4AE_A s SG u bunék, které byly vystaveny pusobeni arzenitu.
Kiivky elF4E3 A a elF3B se krasné prekryvaly ve vSech ptipadech. Ke stejnému zavéru lze
dojit, kdyZ se podivame na jednotlivé kanaly. Uvidime SG na fotografii s protilatkou anti-FLAG,
tak na stejnych mistech na fotografii s protilatkou elF3B. Problém nastal u preparatu, kde jsem se
pokusila vyvolat teplotni Sok. Ani u jedné buniky se nepodarilo lokalizaci spolehlivé prokazat.

Na zde pouzité fotografii je zobrazeno jediné spektrum, u kterého se mi podafilo zachytit
ptipadnou lokalizaci eIF4E3_A a SG (Obrazek 32).
Naopak u eIF4E3 B bylo u vSech bun¢k naprosto jednoznacné, ze nelokalizuje do SG

ani pfi teplotnim $oku, ani pti oxida¢nim stresu (Obrazek 33).
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Obrazek 30: Lokalizace elF4E3_A a P-bodies.

Na obrazku je zobrazena lokalizace elFAE3_A a P-bodies za v3ech testovanych podminek. Jednotlivé obrazky jsou
vzdy uspotadany stejné: fotka vlevo nahotfe zobrazuje jddra bun€k nabarvené DAPI, vedle jsou builky, které se
povedlo transfekovat proteinem elF4AE3 A, a tudiZ jsou znadeny protilatkou anti-FLAG. Nésleduje fotka P-bodies,
které byly barveny protildtkou DDX6. Vpravo jsou pak vSechny tii snimky slou¢eny do jednoho a jsou jim ptifazeny
barvy (merge). Modfe jsou jadra, zelené eIF4E3_A a Cervené P-bodies. V dolni fadé uprostied je vyiez a vedle ngj
prubéh RGB intenzity hodnocen v tomto vyiezu. Na ose x je vzdalenost v um, tedy jak velky byl hodnoceny Usek,

na y ose je intenzita. Obrazky jsou vzdy sefazeny v pofadi: béZné kultivované butiky, buriky vystavené teplotnimu

Soku a buniky vystavené oxida¢nimu stresu. Méfitko je 20 um.
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Obréazek 31: Lokalizace elF4E3_B a P-bodies.
Na obrazku je zobrazena lokalizace elF4E3_B a P-bodies za v§ech testovanych podminek. Uspoiadani stejné jako

u Obréazku 30. Méfitko je 20 um.
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Obrazek 32: Lokalizace elF4E3_A a SG.

Na obrazku je zobrazena lokalizace eIF4E3 A a SG za vSech testovanych podminek. Uspofadani je stejné jako

u Obrazku 30, zde jsou vSak butiky barveny protilatkou anti-elF3B, namisto DDX6. Mé&titko je 20 pum.
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Obrazek 33: Lokalizace elF4E3 B a SG.
Na obrazku je zobrazena lokalizace eIF4E3 B a SG za vSech testovanych podminek. Uspofadani je stejné jako

u Obrazku 30, zde jsou vSak butiky barveny protilatkou anti-elF3B, namisto DDX6. Mé&titko je 20 pum.

Co se tyce kolokalizace SG s P-bodies, tak je doké&zano (viz. 2.6.4), Ze spolu mohou
v n¢kterych piipadech kolokalizovat. Vzhledem ktomu, Ze jsem nemohla pouZit na jeden
preparat tfi ruzné protilatky, tedy ud¢€lat preparaty, kde bych oznacila eIF4E3, SG i P-bodies,
nemohla jsem tento fakt ptfimo dolozit. JelikoZ se vSak v nasi laboratofi timto tématem zabyvame,

mohla jsem, s velkou pravdépodobnosti, ur¢it vznik SG, i bez jejich oznaceni protilatkou.
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U vsech potizenych fotografii bylo mozné pozorovat, ze velké mnozstvi P-bodies skute¢né s SG
kolokalizuji. Na obrazku (Obrazek 34) je vidét, jak jsou P-bodies v t¢sném sousedstvi s velkymi
granulemi, které jsou svelkou pravdépodobnosti SG. Kolokalizaci potvrzuje i prabéh
jednotlivych barevnych signalt, kdy vrchol ¢erveného signalu pro P-bodies je vzdy v sousedstvi
nebo se mirné piekryva svrcholem zeleného signalu. | kdyZz jsem zde tento fenomen
demonstrovala na nékolika mistech v ramci jedné fotografie, pozorovala jsem jej u vSech

potizenych snimk.
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Obréazek: Kolokalizace SG (elF4E3_A) a P-bodies.

Na obrdzku je zobrazena kolokalizace SG a P-bodies. Fotka vlevo nahofe zobrazuje jadra bunék nabarvené DAPI,
vedle jsou bunky, které se povedlo transfekovat proteinem elF4E3 A, a tudiz jsou obarvené protilatkou anti-FLAG.
Pod tim je fotka P-bodies, které byly barveny protilatkou DDX6. Vpravo jsou potom vSechny tii snimky slouéeny

do jednoho a jsou jim pfifazeny barvy (merge). Modie jsou jadra, zelené eIF4E3 A a Cervené P-bodies. Jednotlivé
vyfezy jsou potom zobrazeny ve dvou spodnich fadach oznaceny ¢&isly, ktera odpovidaji ¢islim na merge obrazku.
Vytezy jsou vzdy doplnény o analyzu této oblasti. Je zde vidét, ze P-bodies jak vizudlné, tak podle méfeni RGB

intenzity kolokalizuji s SG. Méfitko je 20 um.
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6 Diskuze

Prvnim okruhem mého diplomového studia byla prace se stabilnimi bunéénymi liniemi
Hek293 Flp-In T-REX, které nesou inducibilni konstrukt elF4E genu s fizovanym GFP
na N-terminalnim konci. Tyto linie byly vytvofeny v nasi laboratofi a jsou pouzivané ke studiu
proteinové rodiny elF4E. Do této rodiny patii kanonicky eIF4E1, dale elF4E2 a nakonec elF4E3,
ktery byl dosud velice mélo studovan. My pracujeme se dvéma transkripéni variantami proteinu
elF4E3, tzv. dlouhou, oznaCovanou v této praci jako elFAE3_A, a kratkou, ozna¢ovanou jako
elF4E3 B. Této varianté chybi N-koncova ¢ast proteinu a prvni z diillezitych aminokyselin, ktera
se ucastni vazby na Cepicku (u elF4E1 odpovida Trp56) (Obrazek 35). Z toho vyplyva, Ze
elF4E3_B by nemél byt schopen vazat cepicku, avsak experimentalné toto zatim nebylo ovéreno.

Nejprve jsem ze zaméfila na stanoveni endogenni hladiny mRNA jednotlivych elF4E
zastupcu v buikach Hek293 Flp-In T-REX. Kubacka et al. (2013) provedli experiment, kde
porovnavali hladinu elF4E1 a elF4E2 v buice, na zadklad¢ intenzity signalu, ktery ziskali
metodou Western blot. Timto pfistupem jim vySel pomér 5:1 az 8:1 mezi elF4E1 a elF4E2
v Hek293 bunécné linii. Ja jsem se rozhodla pro kvantifikaci jejich mRNA metodu real-time
PCR. Dosla jsem k zavéru, ze endogenni hladina mRNA elF4E1 a elF4E2 byla v tomto pokusu
témér stejnd. Pii podobnych kvantifikacich eIF4E1 a eIF4E2 mRNA v dalSich tkanovych liniich
(ale i v Hek293) provedenych v nasi laboratofi jsme zjistili, ze pomér obou uvedenych elF4E
proteint se pohybuje od 1 do 10. Toto pozorovani tedy souhlasi se zde popsanym experimentem.
Dale je nutné mit na zieteli, Ze Kubacka et al. (2013) kvantifikovali mnoZstvi proteinu,
ne mRNA. Hladina elF4E3 byla v porovnani s elF4E1 a elF4E2 cca 2,5x niZsi, coZ je vSak stale
pomérné vyznamné mnozstvi. Tento vysledek je v rozporu s proteomickymi studiemi, které
vykazuji zanedbatelné mnoZzstvi elF4E3 v ramci buiiky. Na tyto studie se odkazuji
i Kubacka et al. (2013) a povazuji tedy tento protein za nedilezity pro studium. Také na urovni
mRNA je elF4E3 obtizn¢ detekovatelny, zvlast€ pak co se tyCe izolace celistvych cDNA.
Naptiklad z lidského materidlu byla izolovana pouze jedna cDNA a dva zkracené EST klony,

které dokazuji pfitomnost sestfihové varianty 1, ktera koduje isoformu A.
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Napadna absence dostupnych cDNA sekvenci pro variantu 1 mtize byt zptisobena tim ze
5" terminalni exon varianty 1 je extrémné GC bohaty, a tudiz muize systematicky unikat pfi
syntéze cDNA z divodu zastaveni reverzni transkriptazy na strukturovanych sekvencich. elF4E3
také mize vykazovat tkaiiovou ¢i vyvojovou specifitu nebo napt. zavislost na fazi bunééného
cyklu. Tyto studie vSak nebyly dosud uskute¢nény u ¢loveéka, ani u mysi vyjma pionyrské studie,
kterou provedli Joshi et al. (2005). Zaroven, jak jsme se piesvédCili, pro eIF4E3 neexistuje
spolehlivé fungujici protilatka, tudiz je k detekci tohoto genu a jeho mMRNA nejvhodnéjsi mnou
zvolend metoda real-time PCR. Na zaklad¢ ziskanych vysledki mizeme fici, Ze e[F4E2 muze
byt, vzhledem ke svému mnoZstvi, pro buniku dulezitéjsi nez se myslelo. Soucasné by byla Skoda
nezabyvat se elF4E3, jelikoZ jeho mnoZstvi v buiice se taktéz jevi vétsi nez se dosud zdalo.
Musime vSak mit na zfeteli, ze jsem kviili problémum s izolaci RNA tento pokus provedla jen
jednou a je nutné jej zopakovat.

Dale jsem chtéla zjistit, zda a jak se mezi sebou 1isi hladina transkript u indukované
a neindukované varianty Hek293 Flp-In T-REX GFP-eIF4E bun¢k. Toto porovnani jsem opét
provedla pomoci real-time PCR, sou¢asné s ur¢ovanim endogenni hladiny mRNA. K indukci
jsem pouzila tetracyklin, jelikoz konstrukty nesené témito bunéénymi liniemi obsahuji
tetracyklinovy inducibilni operéator. Zjistila jsem, Ze k navySeni mnozstvi transkriptu
dochazi 1 u bunék, ke kterym tetracyklin ptidan nebyl a to 1 piesto, ze jsem si pii jeho pridavani
k bunkam davala na pfipadnou kontaminaci pozor a bunky jsem vzdy pasazovala oddélen¢.
U western-blot analyzy byla potvrzena jen exprese proteinii u zdmérné indukovanych bunck.

Jelikoz experimenty byly provadény soucasné, nemize byt na viné rozdil v jejich kultivaci.
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Obrazek 35: Alignment lidskych proteinii eIF4E1, eIF4E2 and eIF4E3 and jejich proteinovych izoforem.

Na obréazku jsou zobrazeny vSechny elF4E proteinové varianty, se kterymi v nasi laboratoii pracujeme. U elF4E3 je
zobrazena také mysi varianta proteinu, jelikozZ s ni byly provedeny vSechny dosud publikované experimenty. V této
praci jsem pouzivala izoformu 1 u elF4E1, izoformu A u elF4E2 a izoformu A a B u elF4E3. Zluté a Cervené
ramecky zobrazuji shodu a identitu aminokyselin. Vyuziti alternativnich exont, které koduji rozdilné

N- a C- terminalni konce jsou zobrazeny ¢ervenym a modrym pismem. Aminokyseliny, které vazou éepicku

(Trp56 a Trpl02 u elF4E1) a jim odpovidajici aminokyseliny u elF4E2 a eIF4E3, jsou zvyraznény zelené ve
fialovém ramecku a oznaceny fialovou hvézdickou. Konzervovany tryptofan (Trp73 u elF4E1) je oznacen Cernym
rameckem s bilym pismem a oznacen Cernou hvézdiCkou. Ser209 u eIF4E1 je v tyrkysovém ramecku a oznacen
tyrkysovou hvézdi¢kou. Nad jednotlivymi sekvencemi je zobrazena sekundarni struktura odpovidajiciho tseku

aminokyselin (FrydrySkova et al. 2016, ptijato k recenznimu Fizeni).
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S témito poznatky jsem stanovovala ristové a fyziologické parametry jednotlivych
bunéénych kultur Hek293 Flp-In T-REX pomoci aplikace Resazurinu. Resazurin zaznamenava
aktivitu mitochondrii v bunikach, jelikoz méni barvu, pokud je redukovan. Buiiky jsem testovala
vzdy v indukované a neindukované varianté a puisobila na n¢ tfemi druhy inhibitort.

Po prob¢hnuti vSech opakovani jsem se pokusila spocitat IC50 pro jednotlivé inhibitory

a jednotlivé bunétné linie. Prvnim inhibitorem byl Ribavirin, ktery je pouzivan jako
antivirotikum k 1é¢be viru HCV a zaroven u néj bylo zjisténo, ze strukturné napodobuje ¢epicku
a muze timto zpusobem interferovat s ptirozenou funkci ¢epicky. Tyto pokusy byly provedeny

na leukemickych liniich (Kentsis et al. 2004). Ja jsem vSak zadny efekt na rast bunck
nepozorovala ani u jedné z testovanych linii, pfesto, Ze by Ribavirin m¢l pusobit jiz pfi nejnizsi
koncentraci z péti mnou pouzitych. To Ize vysvétlit nékolika zptsoby. V prvé fade, jsou bunky
HEK?293 bezesporu odlisné od leukemickych bunék. Nicméné podobné vysledky vykazovaly
takeé nékteré leukemicke linie, jeZ jsme testovali. Westman et al. (2005) testovali Ribavirin

na HeLa bunéc¢né linii a nepozorovali schopnost mimikovat ¢epi¢ku ani pii pouziti milimolarnich
koncentraci. Toto pozorovani je ve shodé s mymi vysledky. Pro linii K562 (akutni myeloidni
leukemie), ktera se bézné pouziva pro testovani toxicity, byla stanovena IC50 Ribavirinu

po 48 hod kultivace na 15 uM (Kokény et al. 2009). I u nas v laboratofi jsme pii pocate¢nich
pokusech pouzily K562 pro porovnani naSich vysledku s literaturou a zjistili jsme, zZe naSe linie
K562 na Ribavirin téméf nereaguje. Tento problém jsme se snazili vyfesit koupi inhibitoru

od jiného vyrobce, ackoliv ve vySe zminéném pokusu jsme pouzili Ribavirin dodany od Sigma
Aldrich, stejn¢ jako autofi studie. Ani nové baleni inhibitoru od SelleckChem vSak nezménilo
citlivost K562 k inhibitoru. Tyto informace uvadim na tomto misté, abych ilustrovala obecné
problémy pii praci s literarnimi zdroji ohledné pokust s nizkomolarnimi inhibitory, protoze
reproducibilita pokust je ¢asto ovlivnéna konkrétnim ,lotem* testované latky a konkrétni linii
(tzn. 1 buiiky linie K562 se mohou lisit v riznych laboratotich, napft. ziskanou rezistenci

na testované latky).
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Dals§im testovanym inhibitorem byl Rapamycin. Ten piisobi jako inhibitor vazby mezi
mTOR kinazou a proteinem Raptor (Oshiro et al. 2004). Na Rapamycin nejlépe reagovali linie
GFP-elF4E, a to jak indukované, tak neindukované. Zaznamenatelnou odpovéd’ vykazovaly také
GFP-elF4E2, ale az po delsim piisobeni. U této linie byl vidét rozdil mezi indukovanou
a neindukovanou variantou. Vysledky naznacuji, Ze jakmile je navySen elF4E2, tak kultura
odolava pusobeni inhibitori. Stejné reagovaly indukované linie GFP-elF4E2 na inhibici pomoci
PP-242. Tato pozorovani by odpovidala zjisténim zaznamenanym u hypoxie, Ze pfi vyfazeni
elF4E1 pomoci inhibice mTOR dréhy, kterou inhibuje mimo jiné praveé hypoxie, ptebird elF4E2
roli proteinu, jenz vaze CepiCku. To vede K translaci nékterych proto-onkogennich geni
(napiiklad EGFR) a tim kvétsi proliferaci bun€¢k (Uniacke et al. 2012). Webova stranka
www.selleckchem.com, ktera zaznamenava veSkerou literaturu o pouZzitych inhibitorech udava,
ze Rapamycin pfi plisobeni naptiklad na mozkové nadorové buiiky bylo stanoveno IC50 v rozpéti
od 2 nM aZ po vice jak 25uM (Hayato et al. 2005). Ma méfeni vykazovala u T-REX buné¢k
hodnotu IC50 (96h) 8,7 uM. U vSech ostatnich se potom pohybovalo v rozpéti mezi 8 az 20 uM.
Nejedna se tedy o nijak nestandartni ¢islo. Miizeme jej brat jako relevantni vysledek, pfesto ze je
jisté, Zze vedle mTOR kinazy dochazi pti této koncentraci pravdépodobné i k inhibici jinych
kinaz. Na PP-242, inhibitoru mTOR kinazy, ktery inhibuje jak mTORC1, tak mTORC2 komplex,
nejvice odpovidaly bunééné linie T-REX a GFP-elF4E1. PP-242 pusobi jako inhibitor mTOR
kindzy (IC50 8nM), pti vyssich koncentracich inhibuje naptiklad fosforylaci S6 (prostfednictvim
S6K1) nebo Akt. Pfi 200nM koncentraci plisobi jako spoustéc apoptdzy
a pii koncentracich 0 — 1 uM vykazovaly bunky rakoviny tlustého stfeva imrtnost v zavislosti
na jeho davce. Méfenim IC50 pro T-REX burky jsem dostala hodnotu IC50 (96h) 4,6. VSechny
nacasovanim experimentu. Nicméné muzeme z mych vysledkt vysledovat obecny trend, tedy ze
PP-242 nejvice negativné ovliviiuje rust bunék, diky tomu, Ze inhibuje jak mTORCI, tak
mTORC2 a ma silny proapoptoticky ucinek. Zajimavé vysledky vykazovaly linie
s nadprodukovanym elF4E3_A a elF4E3 B. Nepozorovala jsem rozdil mezi obéma liniemi
navzajem, ani mezi jejich indukovanymi a neindukovanymi variantami. V8echny tyto varianty

bunék nereagovali ani na jeden pouzity inhibitor.
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Po aplikaci PP-242 a v jednom pokusu i po aplikaci Rapamycinu dokonce inhibované bunky
rostly Iépe nez kontrolni bunky bez inhibitord a s 0,1% DMSO. Tyto vysledky naznaduji, Ze
po nadprodukci eIF4E3 a po inhibici elF4E1 prostfednictvim mTOR, dochazi k vétSimu rastu
bunék nez pokud je nadprodukovan eIF4E1 bez inhibice. Buniky T-REX, které neexprimuji Zadny
protein ve zvySené mife, reagovali jak na Rapamycin, tak na PP-242 nejvice ze vSech
testovanych. JelikoZ jsem bunky testovala az pti dosaZzené konfluenci pies 50%, nemohla jsem
sledovat riist kultur od pocatku, takze jsem spiSe zaznamenavala nartst do 100% konfluence
a potom pomaly thyn bunék. Kultury, které reagovali na inhibici jen mirn¢ ,,povyrostly“ a poté
zaCaly umirat rychleji, v porovnani s témi, které na inhibici nereagovali. Proto, abychom mohly
porovnat rychlost rastu mezi jednotlivymi liniemi, musela bych buiiky inhibovat jiz pii
konfluenci kolem 10 az 20 %. Takto pozménény experiment provedla nésledné¢ kolegyné
Vv laboratofi. Problémem jednozna¢né interpretace vysledki je také fakt, ze se jednotliva
opakovani pokusu od sebe, az na vyjimky, liSily. Této odliSnosti zpisobené nepiesnym odhadem
pocétu bunék jsem se chtéla vyhnout tim, ze z kazdého pokusu budu mit Sest hodnot a kazdy
pokus provedu ve tiech opakovanich. Predpoklad byl, Ze jednotlivé rozdily v experimentech se
pti takto velkém poctu hodnot podafi statisticky vyhodnotit. Ktomu vSak ne vzdy doslo.
Skute¢nost, ze se od sebe vétSinou indukované a neindukované kultury neliSily muze byt
zpusobena kontaminaci séra tetracyklinem. Tento experiment je tfeba brat jako pilotni, zjistila
jsem veSkerd Gskali, kterd nas mohou pfti testovani ristu a fyziologickych parametri bunék
potkat. Muzeme se také zamyslet nad tim, zda jesté neupravit koncentraci nékterych inhibitorg.
JiZz nyni mizeme fici, Ze nejvice zpomaluje umirdni nadprodukce eIF4E2 a nejméné potom
nadprodukce elF4E1. Vysledky s eIF4E3 potiebuji blizsi zkoumani a piipadna dalSi opakovani
experimentll. Pfesto se mi podafilo metodu i pfes ¢etna tskali v laboratofi etablovat a nyni je jiz
pevnou soucasti metodického ramce, ktery miizeme vyuzivat.

Posledni experiment, ktery jsem provedla s bunéénymi liniemi Hek293 Flp-In T-REX,
byla série Western blotti, jakozto vyhodnoceni distribuce GFP znacenych elF4E proteint
v polyzomélnich profilech. SnaZili jsme se optimalizovat koncentraci KCI v sachar6zovém

.....

Testovali jsme 4 koncentrace KCl a jako nejlepsi se ukazalo 100mM pfi testovani elF4E1.
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Obecné plati, ze pokud se n€kdo rozhodne pro polyzomalni frakcionaci, je potieba dobie volit
koncentraci soli, jelikoz ta se liSi v zavislosti na typu soli, kterou pouZijeme, tak naptiklad
Kedersha et al. (2002) pouzivaji pii polyzomalni frakcionaci 140mM KCI, Yogev et al. (2013)
2M LiCl a Yang at al. (2006) 5mM MgCl,. Proto je dobré vzdy optimalizovat podminky, které
nejvice vyhovuji naSemu experimentu pied jeho samotnym zapocetim. JelikoZ jsme si nebyli jisti,
zda GFP flze selF4E proteiny nezpusobuje jejich piitomnost v polyzomalnich profilech
nespecifickou asociaci skrze samotny GFP, provedli jsme také polyzomalni frakcionaci stabilni
linie produkujici samotny GFP protein. Ovéfila jsem, Ze GFP nemd vliv na distribuci elF4E1
V polyzomalnim profilu. Tim jsme se ujistili, ze mizeme dale provadét polyzomalni profily
s bunkami Hek293 Flp-In T-REX GFP-¢IF4E1 pfi koncentraci 100 mM KCL v sachar6zovém

gradientu.

Druhé cast mé laboratorni prace se zamétfovala na tvorbu konstruktd, u kterych budou
elF4E proteiny znaCeny mnohem mensi 3x FLAG fuzi. GFP protein je velky témér 27 kDa,
kdezto 3x FLAG flze je velkd pouze 3 kDa. Tyto konstrukty mély vyftesit pfipadné problémy
s n¢kterymi metodami, u kterych se pouzivalo GFP znaceni a zaroven rozsifit moznosti studovani
elF4E proteinti v nasi laboratofi. Po nékolika problémech se mi podafilo naklonovat potiecbné
konstrukty, které¢ byly nasledné¢ zahrnuty do nékterych experimentii mych kolegt. Dalsi cil byl,
vytvofit s témito plazmidy stabilni bunééné linie. Ty slouzi k dlouhodobé a stabilni expresi
proteinti a jako takové jsou ke studiu vhodnéj$i nez pouze docCasné transfekované bunky.
Rozhodli jsem se, ze stabilni linie vytvoifime zbun¢k U20S, které¢ jsou naptiklad
k mikroskopickym experimentim vhodné&jsi nez buinky Hek293. Nejdiive bylo v8ak nutné vratit
se o krok zpét a vytvofit bunécné linie, které ponesou FRT rekombinac¢ni misto. V tomto misté
potom probiha mistné specifickd rekombinace s plazmidem, ktery nese gen naSeho zajmu.
Nejdiive bych tedy vytvotila linii s FTR mistem a poté by se do takové linie vnesly konstrukty
znaCené FLAGem. I pfes troji opakovani experimentu se mi vSak nepodafilo stabilni linii
vytvofit. Tento pokus zaroven se mnou zkouSela kolegyné v laboratofi na jinych tkanovych
liniich. Po prvotnich nezdarech se ji podafilo stabilni linie vytvofit pravdépodobné diky tomu, Ze

vyménila transfekéni &inidlo. Misto polyethyleniminu pouZila Lipofectamine® 2000.
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To ukazuje, ze kazdy krok tvorby stabilnich linii, tedy 1 volba transfek¢niho ¢inidla, mtize
ovlivnit kone¢ny vysledek.

Vytvorené plazmidy s FLAG flzi jsem vyuZila v mikroskopickych pokusech. Buriky jsem

transfekovala plazmidy elF4E 3Cflag a plsobila na né stresovymi podminkami. Tento pokus
slouzil k ovéfeni lokalizace eIF4E proteini s P-bodies a stresovymi granulemi (SG). Timto
tématem se zabyva kolegyné¢ v laboratoii dlouhodobé a jeji prace vyustila po néckolika
neuspéSnych pokusech v publikaci, ktera je v sou¢asnosti v druhém kole recenzniho fizeni.
Ptfi praci na publikaci se ukazalo, ze oponenti kritizuji plnou zastupitelnost GFP fuzovanych
elF4E proteinit s jejich endogennimi formami, 1 pfesto, ze alespon v piipadé elF4E1l tyto
fuzované proteiny byly nékolikrat pouzity v lokaliza¢nich studiich a publikovany ve vysoce
hodnocenych casopisech. Ackoliv se podaftilo vytky oponentli uspokojit, rozhodli jsme se piesto
ov¢tit vliv GFP na lokalizaci 4E proteint. V piipadé elF4E1 a eIF4E2 jsme pouzili pfislusnych
protilatek pro nepiimou fluorescenci. Otestovali jsme téz dvé protilatky proti elF4E3, jejich
citlivost a specifita vSak nebyla dostatecnd. Ke slovu se tedy dostaly mé konstrukty. Problémem
bylo, Ze stdvajici kombinace protilatek a fluoroforti na sekundarnich protilatkach je v naSi
laboratofi pouzivana pii pokusech s GFP, tudiz jsem nemohla oznacit P-bodies a SG na jednom
preparatu bez koupé dalSich protilatek.

Co se tyce lokalizace eIF4E1, Kedersha et al. (2005) potvrdili jeho lokalizaci s P-bodies
i SG. U elF4E2 je jeho lokalizace zavisla na typu stresovych podminek. Kubacka et al. (2013) jej
nepozorovali v SG pii vystaveni bun¢k oxidativnimu stresu. Pokud jsou vSak bunky vystavené
teplotnimu Soku, elF4E2 lokalizuje s SG. S P-bodies lokalizuje pii obou typech stresovych
podminek. V piipadé eIF4E3_A bylo zjisténo, Ze se nenachazi v P-bodies, ale pii oxidativnim
stresu i teplotnim Soku lokalizuje se stresovymi granulemi. Kratka varinta elF4E3 nelokalizovala
s Zadnym z téchto cytoplazmatickych télisek. Tato odlisna distribuce elFAEL a elF4E3_A
a skute¢nost, ze se oba dva vazou na elF4G (Frydryskova et al. 2016, ptijato k recenznimu fizeni)

muze byt ovlivnéna jejich odlisSnou roli v rdmci buniky, ktera si zaslouzi byt hloubéji studovana.
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Mné se podafilo ovéfit vysledky mé kolegyné, ze ani elF4E3 A ani elF4E3 B
nelokalizuji do P-bodies. Lokalizace téchto proteini v P-bodies a stresovych granulich nebyla
nikdy pfedtim studovana, takze nase prace je momentalné jeding, ktera se jimi zabyva. Déle jsem
sledovala jednoznaénou lokalizaci eIF4E3 A do SG b&hem plisobeni oxidac¢niho stresu. I tento
vysledek byl v souladu s pozorovanim GFP fazovanych proteini. U pisobeni teplotniho Soku
jsem vsSak nebyla schopna v preparatu nalézt jednoznaény dikaz lokalizace. Mohlo to byt
zpusobeno nedostateCnym pusobenim teplotniho Soku, jelikoz i pozorované SG se netvorily
Vv takové mife jako u oxidaéniho stresu. Naopak elF4E3 B 3Cflag buiiky tvofily jasné zietelné
SG a elF4E3 B snimi ani vjednom piipadé nelokalizovalo. I toto zjisténi bylo potvrzenim
piedchozich pokust. VSechny mikroskopické vysledky je tfeba brat jako piredbézné. Hlavnim
duvodem je, Ze jsem k jejich ziskani pouZila klasicky flourescen¢ni mikroskop. K tomu, aby se
dala, pfedevsim lokalizace, jednoznacné potvrdit, by bylo potfeba preparaty zkoumat jest¢ pod
konfokalnim mikroskopem. JelikoZ s jeho pouzitim nemam Zadnou zkuSenost, provedla jsem
pouze piedbézné pozorovani na flouorescenénim mikroskopu. Pokud by se objevily vyrazné
nesrovnalosti mezi mymi vysledky a vysledky ziskanymi s GFP fuzovanymi proteiny, podrobily
by se mé preparaty néslednému zkoumani v konfokalnim mikroskopu. Hlavni rozdil mezi obéma
mikroskopickymi technikami je v tom, Ze konfokalni mikroskop umi poftidit fez buiikou. Proto,
jestlize se ve fluorescencnim mikroskopu zda, ze spolu néjaké proteiny lokalizuji nebo téliska
kolokalizuji, musime vZdy myslet na to, Ze se mohou pouze nachazet nad sebou v ramci buiky.
Jedin¢ v piipadech, kdy jsem pozorovala, Ze spolu naptiklad e[F4E3 B a SG nebo elF4E3 A
i e[F4E3 B, nelokalizuji, mizeme tyto vysledky brat jako smérodatné. Pokus s SG jsem bohuzel
provedla jen jednou, jelikoz jsme testovali nékolik protilatek a nez se objevila jedna, ktera byla

funk¢ni, nebyl jiz ¢as pokus zopakovat.
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7 Souhrn

Predbézné jsem urcila endogenni mnozstvi elF4E a potvrdila jsem funkénost indukce
konstruktit GFP-elF4E ve stabilnich liniich Hek293 Flp-In T-REX pomoci tetracyklinu.
Podatilo se mi etablovat metodu méfeni riistu a fyziologickych parametrii bunécnych
kultur v nasi laboratofi.

Pfi testovani zmény fyziologickych parametri bunéénych kultur po piisobeni inhibitory
jsem zjistila, ze inhibice Ribavirinem nema zadny efekt na mnou pouzivané bunécné linie.
Nejucinnéj$im inhibitorem byl u vSech bunéénych linii PP-242 a nejvice odolné kultury
byly ty, jeZ obsahuji GFP-elF4E3. Nepozorovala jsem vyrazny rozdil mezi indukovanymi
a neindukovanymi variantami bunécnych linii.

Podatilo se mi ur¢it 100mM koncentraci KCl jako optimalni pro polyzomalni frakcionaci.
Naklonovala jsem konstrukty nesouci C-terminélni 3x FLAG fuzi s jednotlivymi elF4AE.
Nepodatilo se mi vytvofit stabilni linie.

Pomoci fluorescencéni mikroskopie jsem potvrdila, ze proteiny eIF4E3 nelokalizuji

do P-bodies, pokusy s lokalizaci do stresovych granuli by bylo vhodné zopakovat pro

vétsi validitu ziskanych vysledkd.
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