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Abstrakt

Translacia predstavuje jeden z najdolezitejSich procesov odohravajucich sa v bunke.
To je dévodom, preco je Castym terCom roznych regulacii. Obzvlast doleziti ulohu pre
regulacné procesy je jej iniciatna faza. Kuiniciacii translacie dochadza vécSinou po
rozpoznani a Specifickej vazbe kanonického eukaryotického inicia¢ného faktoru 4E1 (eIF4E1)
na metylguanozinovu ¢iapocku pritomnu na 5' konci vacSiny eukaryotickych mRNA. Rodina
transla¢nych inicia¢nych faktorov 4E vSak obsahuje d’alSich dvoch ¢lenov — eIF4E2 a eIF4E3.
Tieto dva proteiny tiez disponuju funkénou schopnost'ou viazat’ ¢iapocku mRNA, co ich
predurcuje k regulanym funkcidm v savislosti s translaciou. Protein elF4E2 je znamy ako
translacny represor vo vyvojovych procesoch apodiela sa aj na umlCovani génov
sprostredkovanom miRNA. Existuju dokazy o tom, ze je schopny iniciovat translaciu
v hypoxickych podmienkach, ¢o je v zhode s jeho dokladovanymi funkciami v hypoxickych
nadorovych bunkach. Biologické ulohy proteinu elF4E3 su podstatne menej preskumané.
Tato praca podava obraz o fungovani vSetkych troch translaénych iniciaénych faktorov
s vyuzitim bunkovych linii s ich nadprodukciou alebo naopak deléciou. Experimentalne data
potvrdili Glohu eIF4E2 v regulacii vyvojovych procesov. Bunkové linie s deléciou elF4E2
a eIF4E3 boli charakterizované na zéklade vplyvu réznych kultivatnych podmienok na ich

rastoveé schopnosti.
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Abstract

The translation represents one of the most crucial processes in the cell. That is why it
is often targeted by various regulations. Its initiation phase has a particularly important role in
regulatory processes. Initiation of translation usually starts by recognition and binding of
canonical eukaryotic initiation factor 4E1 (eIF4E1) to the methylguanosine cap present on the
5" end of the majority of eukaryotic mRNA. The family of 4E translation initiation factors
contains two more members — eI[F4E2 and elF4E3. Those two proteins can bind cap structure
as well which predetermines it to function in the regulation of translation. Protein eIF4E2 is
well known for being a translational repressor in development processes and it takes part in
specific miRNA-dependent silencing. It was proven to be able to initiate translation in
hypoxia which is consistent with its proposed role in hypoxic tumor cells. The biological roles
of the protein eIF4E3 are much less understood. This thesis propounds the picture of the
overall functions of all discussed translation initiation factors using cell lines with their
overexpression or deletion. Experimental data confirmed the role of the eIF4E2 in the
regulation of developmental processes. Cell lines with deleted eIF4E2 and eIF4E3 were

characterized based on the influence of various cultivation conditions on their growth.
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1 Uvod

Schopnost’ eukaryotickych buniek rozoznavat’ rézne informacie zo svojho okolia ¢i
vlastného vnutra a primerane na ne reagovat je kl'icovym predpokladom ich dlhodobého
fungovania v organizme. Fyziologické procesy v bunkach su prakticky vzdy regulované na
urovni génovej expresie a tato prilezitost’ sa vyskytuje ktorejkol'vek jej faze od transkripcie az
po translaciu ¢i posttranslacné modifikacie proteinov. Vzhl'adom k potrebe bunky aktivne a
pohotovo odpovedat’ na zmeny v okoli je dobrou a relativne rychlou moznostou regulécia
translacie. Kvoli znacnej energetickej ndrocnosti samotnej translacie je pre bunku
najvyhodnejSie regulovat’ jej inicidciu. T4 je zabezpeCovana celou radou translaénych
iniciaénych faktorov, ktoré v konecnom désledku sprostredkuji nasadnutie ribozému spolu s

inicia¢nou tRNA (Met-tRNA;) na mRNA a nasleduje elongacné faza translacie.

Inicidcia transldcie je wu eukaryotickych organizmov zabezpeCovand vécSinou
mechanizmom vyuZzivajicim védzbu 5' 7-metylguanozinovej ¢iapocky, ktora sa vyskytuje
u vacsiny mRNA. Tato Struktira je typicky rozpozndvand a viazand eukaryotickym
iniciatnym faktorom 4E1 (elF4El). Tento protein nasledne interaguje s elF4G aten zas
s niektorymi d’al§imi komponentmi translacného aparatu bunky, ¢o nakoniec vedie
k translacii naviazanej mRNA. Kanonicky elF4E1 vSak nie je jedinym proteinom, ktory je
schopny viazat’ ¢iapocku mRNA. Proteinova rodina eukaryotickych inicia¢nych faktorov 4E
obsahuje u €loveka okrem elF4E1 aj nekanonické paralogy elF4E2 a elF4E3. Ukazuje sa, Ze
tieto proteiny maji vyznamné regulacné funkcie, ¢i dokonca hraju ulohu v Specifickej
nekanonickej translécii. Ked’Ze tieto proteiny ovplyviiuju tak zasadny proces ako je translacia,
nie je prekvapenim, ze v roznych kontextoch vystupuji medzi inym ako onkogény alebo
naopak tumor supresory. Clenovia proteinovej rodiny eIF4E su evolu¢ne konzervované
naprie¢ mnohymi fylogenetickymi skupinami a ich homology boli identifikované a Studované
v roznych organizmoch. V tejto praci sme sa vSak zameriavali predovSetkym na Tudskych

zastupcov tychto proteinov — prevazne elF4E2 a e[F4E3.
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1.1 Vlastna praca a jej zasadenie do kontextu prace v laboratoriu

Diplomova praca nadvédzuje tematicky aj materidlne na predosli vyskumnua Cinnost
Laboratéria biochémie RNA na Prirodovedeckej fakulte Univerzity Karlovej v Prahe.
Riesenych bolo niekolko tloh, ktoré d’alej dopiiali a rozsirovali uZ prebichajuce projekty,
pripadne stavali na datach, ktoré boli k dispozicii z minulosti. Takymi datami boli napriklad
tie pochadzajuce zo sekvenovania RNA, ktoré prebehlo pred mojim prichodom do laboratéria.
Sekvenacné data som mal k dispozicii v takej podobe, ako ich popisujem v kapitole Material.
Mojou prvou ulohou bolo vysledky sekvenovania validovat’ pomocou nezavislej metody. Na
zéklade sekvenacnych dat bolo vybranych niekolko transkriptov so Specifickou expresiou
a hladina tychto transkriptov bola stanovend pomocou RT-qPCR. Nasledne boli vysledky

porovnané.

S pouzitim sekvenacnych dat bola nasledne zrealizovana analyza obohatenia génovej
sady (GSEA) aby sa identifikovali kategoérie vyznamne diferencidlne exprimovanych génov
s ich potencidlnym presahom do znamych alebo novych biologickych funkcii eIF4E1, eIF4E2
a e[F4E3.

Pouzivané bunkové linie boli v laboratériu vytvorené uz pred mojim prichodom. Ich
tvorba je podrobnejSie popisand v kapitole Material. KI'uCové je, Ze sa jedna o linie odvodené
od rodi¢ovskej HEK-293 (Flp-In, T-REx), z ktorych sa kazda vyznacuje Specificky zvySenou
expresiou jedného zo Studovanych proteinov elF4E alebo jeho absenciou. Tieto linie boli
pouzivané na spominané RT-qPCR validacné experimenty a nésledne pri sledovani vplyvu
roznych kultivaénych podmienok (ako napriklad hypoxia, hladovanie na glukézu a sérum

v médiu) na ich rastové schopnosti.
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2 Ciele prace:

Hlavnym ciel'om préace bolo skiimat’ translacné inicia¢né faktory proteinovej rodiny 4E a ich

vplyv na regulaciu génovej expresie.
Ciastkové ciele:

e Vytvorit’ set génov na valida¢né experimenty

e Navrhnut Specifické pary primerov na vybrané gény urcené na validaciu RNA
sekvenovania

e Validovat’ vysledky RNA sekvenovania pomocou nezavislej metédy RT-qPCR

e Overit reproducibilitu vysledkov validacie pomocou nezavislych biologickych
opakovani

e Kvantifikovat’ hladiny transkriptov transla¢nych iniciaénych faktorov proteinovej
rodiny 4E v sledovanych bunkovych liniach

e Zrealizovat’ Analyzu obohatenia génovej sady (GSEA) dvoch typov
sekvenaénych dat

e Identifikovat’ limitujice podmienky kultivacie, pri ktorych st Studované bunkové linie
schopné rastu

e Charakterizovat’ bunkové linie s deléciou e[F4E2 a eIF4E3 na zaklade vplyvu

réznych kultivaénych podmienok na ich rastové schopnosti

16



3 Prehl'ad literatury

3.1 Iniciacia translacie zavisla na 5' 7-metylguanozinovej ¢ciapocke mRNA

Translacia mRNA zacina jej rozpoznanim zlozkami transla¢ného iniciaéného aparatu
bunky, naslednym zostavenim inicia¢ného komplexu a nakoniec nasadnutim ribozému na
mRNA. Tento proces je zabezpeCovany a regulovany celou radou réznych proteinov, ktoré sa

suhrnne nazyvaju transla¢né iniciacné faktory (Obrazok 1).

Obrazok 1. Eukaryoticka iniciacia translacie zavisla na ¢iapocke mRNA a jej regulacia. Schéma popisuje

o e ey

e ey

ternarneho komplexu (elF2:GTP:Met-tRNA)) a faktorov elF1, elF1A, elF3 a elF5. U kvasiniek sa z transla¢nych
iniciaénych faktorov a ternarneho komplexu vytvara multifaktorovy komplex (MFC). Vézba elF4E2 (elF4F) na
7-metylguanozinovi (m’G) &iapodku mRNA v suéinnosti s PABP viazanym na polyadenylovany koniec mRNA
a elF4F spdsobi cirkularizdciu mRNA a tym sa aktivuje. Nasleduje naviazanie 43S PIC na eIF4F za vzniku 48S
komplexu a skenovanie mRNA. Po rozpoznani vhodnej AUG sekvencie sa z komplexu uvolni elF2:GDP
a nasledné naviazanie e[F5B:GTP spolu s vel'kou ribozomalnou podjednotkou (60S) spdsobi uvolnenie d’al§ich
proteinov z komplexu - eIF4E1, eIF3 a eIF5. Daliie uvolnenie eIF5B, GDP a eIF1A umozni kompletnému 80S
ribozému pokracovat’ v elongaénej faze translacie. (Upravené podl'a Sonenberg a Hinnebusch, 2007)
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Prvym krokom v eukaryotickej iniciacii translacie je obvykle nasadnutie komplexu
ciapocke mRNA (Gunnery, Miivali a Mathews, 1997), vicSina eukaryotickych mRNA vsak
s komplexom eIF4F interaguje pomocou svojej 5' 7-metylguanozinovej (m’G) &apocky,
ktoru viaze protein elF4E1 a pomocou polyadenylovaného 3' konca viaziceho sa na PABP.
Protein elF4G interaguje s RNA helikdzou elF4A a elF4E1, ¢o spolu vytvara komplex elF4F.
Vizba PABP na komplex elF4F sposobi, ze sa mRNA cirkularizuje a v podobe takejto tzv.
uzavretej slucky je pripravend na iniciaciu translacie. Ternarny komplex tvoreny elF2
s naviazanym GTP a inicia¢nou tRNA nabitou metioninom (Met-tRNA;) interaguje s malou
ribozomalnou podjednotkou a d’al$Simi translaénymi iniciaénymi faktormi (eIF1, eIF1A, elF3
a elF5). Spolu tvoria 43S preiniciaény komplex (43S PIC). eIF4G prostrednictvom svojich
interakcii so 43S PIC sprostredktva asocidciu malej ribozomalnej podjednotky s aktivovanou
mRNA, ¢oho vysledkom je vznik 48S komplexu. Dand mRNA je nasledne skenovand v smere
Zmeny vo vnutornom usporiadani zloziek komplexu vyvolajui disociaciu elF1 a elF2 vo véizbe
s GDP. Vizba eIF5B snaviazanym GTP umoziuje asocidciu komplexu s velkou
ribozomalnou podjednotkou za uvolnenia d’alSich faktorov (elF3 a elF5). Hydrolyza GTP na
elF5B vedie ku jeho disociacii od vzniknutého 80S ribozému spolu s elF1A. Translacia d’alej
prechadza do elongacnej fazy. (Sonenberg a Hinnebusch, 2009; Hinnebusch a Lorsch, 2012;
Shirokikh a Preiss, 2018)

3.2 Proteinova rodina eukaryotickych translacnych iniciacnych faktorov 4E

Zatial' ¢o funkcia aregulacia kanonického eukaryotického iniciaéného faktoru 4El
(eIF4E1) je zndma a pomerne rozsiahlo skiimand, biologické ulohy jeho paralégov st stale
predmetom mnohych nejasnosti. Popri prototypickom proteine eIF4E1, ktorého mnoZstvo je v
bunkach najvédcsie, sa u cCloveka vyskytuju dals$i dvaja clenovia proteinovej rodiny
eukaryotickych iniciaénych faktorov 4E, konkrétne elF4E2 a e[F4E3. VSetky proteiny rodiny
elFAE sa vyznacuju schopnostou viazat 7-metylguanozinova c¢iapocku mRNA (Joshi,
Cameron a Jagus, 2004). Ako sa postupne ukazalo, funkcia tychto nekanonickych proteinov
spoc¢iva pravdepodobne v Specifickej translacii, pripadne jej regulacii (napriklad: Rhoads,

2009; Landon et al., 2014; Chen a Gao, 2017; Melanson, Timpano a Uniacke, 2017).

18



Dohromady bolo pomocou fylogenetickej analyzy identifikovanych 411 ¢lenov rodiny
elF4E pri pouziti gendémovych sekvencnych dat z 230 druhov organizmov. Na zaklade
evolu¢nej pribuznosti translacnych iniciaénych faktorov rodiny 4E aznej vyplyvajucich
konzervovanych molekularnych charakteristik boli pre tucely klasifikacie a funkéného

rozdelenia vytvorené tri triedy (Obrazok 2, Tabul'ka 1) (Joshi et al., 2005).

Obrazok 2. Radidlny kladogram znazoriiujici vzt’ahy medzi vybranymi ¢lenmi rodiny eIF4E z viacerych
druhov. Schematické zndzornenie vztahov medzi proteinmi elF4E ziskané pomocou porovnania sekvencii
konzervovanych centralnych oblasti proteinov. Nazvy organizmov a proteinov vyznacené Ciernou farbou
poukazuju na to, Ze cela sekvencia konzervovanej oblasti konkrétneho Clena rodiny eIF4E by mohla byt
predpovedand na zaklade konsenzualnych sekvenénych dat cDNA. Cervena farba znadi opak. Modra zas
informuje otom, Ze genomové sekvencné data boli pouzité na overenie alebo stanovenie nukleotidovej
sekvencie, ktora reprezentuje centralnu oblast’ daného proteinu. Znacka a jej farba pri kazdom reprezentovanom
proteine ma vztah ku taxonomickej risi (kosos§tvorec — Metazoa, §tvorec — Fungi, trojuholnik — Viridiplantae,
kruh — Protista) a podskupine do ktorej dany protein patri (Cervena — zivociSne elF4E-I a IFE-3-like; zlata —
hubové elF4E-like; zelena — rastlinné elFAE a elF(iso)4E-like; zelenomodra — zivoc¢isne elF4E-2-like; modra —
rastlinné nCBP-like; fialova — hubové nCBP/eIF4E-2-like; ruzova — zivocisne elF4E-3-like; biela — atypické
proteiny rodiny eIF4E u niektorych jednobunkovcov). Na obrazku st vyznacené skupiny proteinov, ktoré patria
do jednotlivych Tried I — III. Na vetvach kladogramu su uvedené len ,,bootstrapové* hodnoty, ktoré su vicsie
ako 60 %. (Upravené podl'a Joshi ef al., 2005)
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Protein elF4E1 a jeho homology st zaradené do Triedy I. Proteiny patriace do tejto
triedy boli identifikované u vSetkych sledovanych eukaryotickych organizmov, ¢o je
konzistentné s predpokladom, Ze eukaryotické iniciacné faktory povazované za kanonické su
¢lenmi prave tejto triedy. Vzajomna sekvencna identita tychto proteinov je priblizne 35 — 40
% a podobnost’ asi 60 — 65 %. Typickym rysom zastupcov Triedy I je pritomnost’ zvysku
aminokyseliny tryptofan na poziciach zodpovedajucich Trp43 a Trp56 ludského proteinu
elF4E1 (Tabulka 1). Proteiny zaradené¢ do Triedy II (u c¢loveka zastupca eIF4E2) st
charakteristické nahradenim Trp43 a Trp56 v l'udskom eIF4E1 za Tyr/Phe/Leu a Tyr/Phe
(Tabulka 1). Ich vzdjomna sekvencna identita je zhruba 50 % a podobnost’ cca 70 — 80 %.
S ¢lenmi Triedy I vykazuju asi 30 — 35% identitu a 60 — 65% podobnost’ (Joshi et al., 2005).
Proteiny Triedy II boli identifikované u organizmov patriacich do taxénov Metazoa,
Viridiplantae a Fungi (Joshi, Cameron a Jagus, 2004; Joshi et al., 2005). Posledna Trieda III
sa vyznacuje nahradenim Trp56 (podl'a l'udského elF4El) za zvySok aminokyseliny cystein
u Vertebrata, pripadne tyrozin u inych taxénov (Tabul'ka 1). Cudskym zastupcom tejto triedy
je elF4E3 ajeho homology sa vyskytuju u Metazoa, predovsetkym Chordata. Sekvencna
identita proteinov Triedy III v porovnani s proteinmi Triedy Iall je zhruba 25 — 30 %

a podobnost’ bola stanovena na priblizne 45 — 55 % (Joshi et al., 2005).

Tabul’ka 1. Zameny aminokyselin charakteristické pre jednotlivé triedy ¢lenov proteinovej rodiny
eukaryotickych iniciaénych faktorov 4E. Pre rozliSenie proteinov a ich zaradenie do jednotlivych tried (Trieda
I, IT a IIT) su kI"aicové aminokyselinové zvysky na prisluSnych poziciach 43 a 56 podla l'udského elF4E1(Trp43
a Trp56). Aminokyselinové zbytky v proteinoch jednotlivych tried nahradzaja Trp na ekvivalentnych poziciach
vzhl'adom ku elF4E1. Trp — tryptofan, Tyr — tyrozin, Phe —fenylalanin, Leu — leucin, Cys - cystein (podl'a Joshi
et al., 2005).

elF4E1 Trieda | Trieda Il Trieda lll
Trp43 Trp Tyr/Phe/Leu Trp
Trp56 Trp Tyr/Phe Cys/Tyr

Je znadme, Ze nekanonické proteiny rodiny eIF4E maju rozne funkcie u roéznych
organizmov. U D. melanogaster méa napriklad homolog elF4E2 (d4EHP) ulohu v rdéznych
vyvojovych procesoch (napriklad: Cho et al., 2005, 2006; Weidmann a Goldstrohm, 2012;
Valzania et al., 2016), u C. elegans ovplyviiuje IFE-4 medzi inym kladenie vaji¢ok (Dinkova
et al., 2005), umysi bola pozorovana translacnd represia mRNA transkripéného faktoru
Hoxb4 pomocou elF4E2 (Villaescusa et al., 2009) a dokonca u A. thaliana sa zda, ze
homolog l'udského eIlF4E2 nazyvany v tomto pripade nCBP by mohol byt’ aspont Ciastocne
schopny nahradit’ kanonicky faktor a iniciovat’ translaciu (Ruud et al., 1998), alebo u neho
napriklad existuje podozrenie, Ze ovplyviiuje Sirenie virusov medzi bunkami (Keima et al.,

2017). Téato praca sa vSak d’alej zaobera proteinmi rodiny eIF4E predovSetkym u Cloveka.
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3.3 Translac¢ny iniciacny faktor elF4E1

Gén pre l'udsky translacny iniciacny faktor elF4E1 je lokalizovany na chromozéme 4
s presnejSou cytogenetickou poziciou 4q23. Jeho genomickd pozicia bola uréend na
NC _000004.12 (98879276..98929133) (online zdroj: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
1977; April 2021). Produktom tohto génu je protein s dizkou 217 aminokyselin a hmotnost'ou
25 kDa (online zdroj: https://www.uniprot.org/uniprot/P06730; April 2021).

Protein eIF4E1 je znamy tym, Ze je jednym z faktorov, ktoré¢ zabezpecuji kanonickt
dréhu inicidcie translacie. Tato funkcia je umoznena vd’aka jeho schopnosti viazat’ sa na 5' 7-
metylguanozinovu ¢iapocku mRNA a d’alej protein eIF4G, ktory sluzi ako akési ,,leSenie pre
vizbu ostatnych translaénych iniciacnych faktorov. NajvyznamnejSia regulacia translacnej
aktivity elF4E1 je zabezpecena prostrednictvom jeho reverzibilnej interakcie s inhibitorom
translacie, proteinom 4E-BP (Joshi, Cameron a Jagus, 2004). Tento protein rovnako ako
elF4G obsahuje 4E-vizbovi doménu s konsenzualnou sekvenciou Y-x-x-x-x-L-® (pri¢om x
referuje ku l'ubovol'nému aminokyselinovému zvysku a @ reprezentuje Leu/Met/Phe) (Mader
et al., 1995; Altmann ef al., 1997). To poukazuje na myslienku, Ze dochddza ku kompeticii
medzi elF4G a4E-BP o vézbu na elF4El. Zatial' o vdzba elF4G na elF4El umoZiluje
iniciovat’ translaciu (Gross et al., 2003), naviazanie 4E-BP zabrani jeho asociacii s eI[F4G
a translacia je blokovand (Pause et al., 1994). Okrem ocakavatel'nej cytoplazmatickej
lokalizacie eIF4E1 bol jeho vyskyt potvrdeny aj v jadre (Lejbkowicz et al., 1992; Strudwick a
Borden, 2002), kde hra tlohu v nuklearnom exporte (Culjkovic et al., 2005).

Z biologickej funkcie elF4E1 vyplyva, Ze pdsobi stimulacne na celkovu translaciu. Ma
teda podporny vplyv na metabolizmus buniek, ich rast a proliferaciu. To znamena, Ze je
nepostradatelny pre bunky s vysokou metabolickou aktivitou. Konzistentne stym bola
popisand aj jeho uloha v rakovinovych bunkach. Nadprodukcia eIF4E1 je napriklad schopna
u buniek vyvolat’ malignu transforméciu (Lazaris-Karatzas, Montine a Sonenberg, 1990).
Jeho zvySené hladiny boli navySe identifikované v rdznych tumoroch a v tejto stvislosti bola
popisana aj uloha elF4E1 v metastatickej progresii (Graff a Zimmer, 2003; Ramaswamy et
al., 2003). Protein elF4E1 teda moZeme povazovat za klinicky vyznamny protoonkogén

s diagnostickym potencidlom (Mamane et al., 2004).

Podrobny popis elF4E1 by bol nad rdmec tejto prace, preto je uvedeny len stru¢ny
prehlad. Dalsie informacie si dostupné napr. v tychto prehladovych ¢lankoch: Raught a
Gingras (1999); Batool, Aashaq a Andrabi (2019); Volpon, Osborne a Borden (2019).
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3.4 Translac¢ny iniciacny faktor eIF4E2

Ludsky eukaryoticky inicia¢ny faktor 4E2 ma gén umiestneny na chromozéme 2
ajeho cytogenetickd pozicia bola stanovend na 2q37.1 (Morita et al., 2012). Poloha génu
v gendme cCloveka je NC 000002.12 (232550689..232583644) (online zdroj: https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/gene/9470; April 2021). ¢cDNA kniznica folikuldrnych buniek cloveka
obsahuje klon eIF4E2 sdizkou 989 bp, ktorého ORF (otvoreny ¢&itaci ramec) koduje
sekvenciu 245 aminokyselinovych zvyskov s hmotnost'ou proteinového produktu priblizne 28
kDa ahodnotou pl 8,9. V porovnani selF4E1 vykazuje popisovany protein sekvencnu
identitu 30 % a podobnost’ 60 % (Rom et al., 1998). Podl'a analyzy tkanivovej distriblcie
mRNA EIF4E2 umysi bolo najdenych viacero variantov tychto mRNA. Najvyssi obsah
EIF4E2 mRNA v podobe 1,3 a 1,5kb variantov bol v bunkéch semennikov. Variant vel’ky 1,1
kb mal univerzalny vyskyt vo vSetkych tkanivach. Mnozstvo mRNA stanovené v d’alSich
mySich tkanivach postupne klesalo v poradi: slezina, prie¢ne pruhované svaly, pltica, srdce
a mozog (Joshi, Cameron a Jagus, 2004). EIF4E2 mRNA u ¢loveka ma 7 transkripénych
variantov (TV). Produkty tychto transkriptov (TV) sa lisia variabilnym C-koncom v désledku
pritomnosti roznych exénov v mRNA po alternativnom zostrihu. DalSie rozdiely medzi TV su
spojené s roznymi 3' UTR, pripadne alternativnym zostrthom na 5' konci mRNA (napr.
TV_CRA a). Proteinova izoforma A je najdlhSia izoforma proteinu elF4E2 ajedna sa
o translacny produkt TV 1 skanonickym polyadenylatnym signdlom a bez exdénu 8.
[zoformy B, C a D st kddované transkripénymi variantmi 2, 3 a 4 s dvoma polyadenyla¢nymi
signalmi a exénom 8. Pre TV 1 bolo pouZitim néstroja BLAST identifikovanych 141 EST,
¢o predstavuje mensi pocet ako 173 EST pre exon 8 (patriaci ostatnym sledovanym TV). To
meni predoSly pohl'ad na izoformu A, ku ktorej sa v literatire pristupovalo ako ku
referen¢nej. Poukazuje to totiz na fakt, ze ostatné TV (a v dosledku pravdepodobne aj ostatné
izoformy) st zastipené viac ako TV 1, ktorej produkt predstavoval ,Standardny* protein
elF4E2. Tento zaver je obzvlast’ dolezity vzhl'adom k tomu, Ze odlisné C konce jednotlivych
izoforiem by mohli sprostredkovavat’ iné funkcie a regulacie proteinu eIF4E2 (Mrvova ef al.,

2018).

Tvar proteinu elF4E2 do velkej miery pripomina elF4E1 a podobd sa na pokréenu
dlan (Marcotrigiano et al., 1997). Podl'a krystalografického modelu Struktiry fragmentu
ludského eIF4E2 je tento protein zloZeny z troch priblizne paralelnych o-helixov okolo

siedmich antiparalelnych B-listov (Obrazok 3) (Rosettani et al., 2007).
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Obrazok 3. Porovnanie modelov Struktiry Pudského proteinu eIF4E2 a eIF4E1l. (a) Reprezentacia
priestorovej Struktiry elF4E2 (fragment Lys45 — Phe234). Farebna skéla odrdza sekvenciu aminokyselinovych
zvySkov proteinu — od Cerveného N-konca az po modry C-koniec. Purpurovou farbou je vyznaceny fragment
Tudského proteinu 4E-BP1 (Arg51 — Val67) s4E-vizbovou doménou. Nukleotidovy ligand m’GTP je
znazorneny zelenomodrou farbou. Aminokyselinové zvysky, ktoré interagujt s ligandom pomocou vodikovych
mostikov (Glul25, His110 a Argl74) alebo ligand medzi sebou stabilizuju pomocou stohovacej interakcie
(Tyr78 aTrpl124) maju uhlikové atomy vyznacené zelenou farbou. (b) Schematicka reprezentacia I'udského
proteinu eIF4E1 interagujuceho s fragmentom 4E-BP1 a m'GTP identickym s tym pouzitym v (a). Pouzitie
farieb v (b) bolo identické ako v pripade (a). (Upravené podl'a Rosettani et al., 2007)

(a) (b)

Peptid

Mnozstvo proteinu e[F4E2 v bunkach HeLa a HEK-293 je cca 5 — 10 krat menej nez
elF4E1 (Rom et al., 1998; Kubacka et al., 2013). Povodna predstava cytoplazmatického
vyskytu elF4E2 (Rom et al., 1998) bola d’alej doplnend o experimentalne doklady o jeho
pritomnosti v jadre pocas inhibicie exportu z jadra (Kubacka et al., 2013). V zavislosti na
roznych stresovych podmienkach sa zrejme stava sucastou P-teliesok a stresovych grantl,

kde vSak jeho presna funkcia nie je znama (Kubacka et al., 2013; Frydryskova et al., 2016).

3.4.1 Vazba elF4E2 na 7-metylguanozinovu ¢iapocku mRNA

Na 5' konci skoro vSetkych eukaryotickych mRNA sa nachédza 7-metylguanozinova
¢iapocka (Shatkin, 1976; Salditt-Georgieff et al., 1980). Prave tato Struktiru je schopny
rozpoznat’ a Specificky naviazat’ protein eI[F4E2 (Rom et al., 1998). Vizba je sprostredkovana

$pecifickou interakciou m’G ¢&iapocky aaminokyselinovych zvyskov umiestnenych vo
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viazbovej kapse proteinu elF4E2 tvorenej jeho konkavnym povrchom (Obrazok 3).
V interakcii su zainteresované predovsetkym zvySky aromatickych aminokyselin Tyr78
a Trpl124 (v T'udskom proteine eIF4El sa jedna o prislusné zvysky Trp56 a Trp102), ktoré
viaz7u m'G medzi seba pomocou tzv. stohovacej interakcie. Dopliiujuce interakcie
sprostredkivaju  pomocou vodikovych mostikov zvySky aminokyselin: Trpl124, Glul25
(védzba s guaninom), Arg71 (vdzba s ribézou), His110, Aspl12 (védzba a-fosfatu), Argl74,
Gly70 (vizba B-fosfatu) a Argl38 (vézba y-fostatu) (Rosettani et al., 2007).

Vytvoreniu vizbového miesta na elF4E2 pravdepodobne predchadza samotna vézba
proteinu s ¢iapockou. Krystalova Struktara proteinu s nenaviazanym analégom ciapocky
m'GTP totiz nezobrazuje Cast’ BiB,-slucky (Pro72-Glu79) s Tyr78 kluCovym pre dant
interakciu, ¢o zrejme znamena, ze slucka je v tomto stave flexibilna. Trp124 ma za danych
okolnosti tiez pozmenenti orienticiu v porovnani s m'GTP-viazanym eIF4E2. Zmeny polohy
a orientacie boli popisané aj u niektorych d’al§ich zvySkov aminokyselin, konkrétne Ser220
a lle221. Naopak, d’alSie aminokyselinové zvysky podielajice sa na vdzbe analogu ¢iapocky
(Glu125, Argl74 a His110) mali §truktaru stabilna bez ohladu na vizbu m’GTP. Na zaklade
tychto vysledkov bol vytvoreny model postupnej vdzby 7-metylguanozinovej ¢iapocky na
elF4E2 — pociatocné interakcie sa vytvoria s fosfatovymi skupinami, potom sa vodikové
mostiky naviazu na m’G ana zaver vizbu definitivne stabilizuje stohovacia interakcia
zlozenim prisluinych aromatickych skupin aminokyselinovych zvyskov okolo m’G (Rosettani

etal.,2007).

Protein elF4E2 sa na rozne analogy ¢iapocky viaze rozne efektivne, ma pre ne roznu
afinitu (Zuberek et al., 2007). Nizsia efektivita vizby elF4E na m7GTP-Sephardzu bola
popisana v praci (Tee, Tee a Blenis, 2004). Asocia¢na konstanta (K,s) pre interakciu 'udského
elF4E2 a m’GTP mala cca 100-krdt mensiu hodnotu oproti eIF4E1 a tato hodnota bola
priblizne 30-krat mensia pri pouZiti analogu &apocky m’GpppG/A/C (Zuberek et al., 2007).
Dovodom vzniknutych rozdielov medzi afinitou eIF4E1 a eIF4E2 moze byt negativny efekt
dlh3ej slu¢ky v mieste vizby m’GTP u eIF4E2 a tym vyvolané §trukturne zmeny (Rosettani et
al., 2007). Specifita vizby eIF4E2 na analég Giapolky vykazuje mensiu zavislost na 7-
metylacii daného analdégu v porovnani s eIF4E1 (Zuberek et al., 2007). Vazbova aktivita
elF4E2 pre ¢iapocku mdZe byt modulovana posttranslaénymi modifikaciami. Jednu z takych
modifikécii e[F4E2 zabezpecuje protein ARIH1 (oznacovany tiez ako HHARI), ktory pdsobi
ako ligdza pre ISG15 a sucasne aj ubiquitin (Tan ef al., 2003; Okumura, Zou a Zhang, 2007;

von Stechow et al., 2015). Naviazanie ISG15 (tzv. ISGylacia) na aminokyselinové zvysky
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Lys134 a Lys222 zvysuje schopnost’ eIF4E2 viazat m’G &apocku. Tento vysledok podporuje
aj experiment v ktorom bol protein elF4E2 fuzovany sISG15, ¢im bola napodobena
ISGylacia. V doésledku toho sa jeho védzbova aktivita zvysila 10- az 20-krat (v zavislosti na
tom, & doslo k N- alebo C-terminalnej fizii) (Okumura, Zou a Zhang, 2007). Dalsou
moznostou ako dochadza ku zvySeniu afinity elF4E2 ku m’G ¢&iapocke je jeho kooperativna
vizba s d’al$im proteinom. Popisana bola napriklad asociacia eIF4E2 s 4E-T, ¢o vyustilo do
cca 4-krat vacsej schopnosti eIF4E2 viazat' Ciapocku (Chapat ef al., 2017). Zda sa, Ze nizka
koncentracia kyslika (hypoxia) v bunkdch ma tieZ podporny vplyv na viazanie m’GTP
analoégu cCiapocky proteinom elF4E2 (Uniacke et al.,, 2012; Timpano a Uniacke, 2016;
Timpano et al., 2016). To pravdepodobne poukazuje na jeho funkciu v reakcii buniek na

hypoxiu (vid’ kapitolu 3.4.4 — Uloha eIF4E2 v hypoxickej translacii).

3.4.2 Interakcia elF4E2 s elF4G a 4E-BP1

Vzhl'adom k tomu, ze protein eI[F4E2 je na urovni sekvencie aj priestorovej Struktiry
podobny eIF4E1, vznikla myslienka, ze by tiez mohol interagovat’ s eukaryotickym
translaénym iniciacnym faktorom 4G (eIF4G). Tento protein totiz disponuje 4E-vézbovym
sekvenénym motivom (popisovany uz v kapitole 3.3. Translacny inicia¢ny faktor eIF4El),
ktory je Standardne vyuZivany pre interakciu s elF4E1 (Mader et al., 1995; Altmann et al.,
1997). Niektoré prace takuto interakciu nepreukazali (Rom et al., 1998; Joshi, Cameron a
Jagus, 2004; Tao a Gao, 2015). Vysledky inych experimentov zas naznacili, ze by mohlo
dochadzat’ aspoil ku slabej (viac ako 100-ndsobne slabSej v porovnani s eIF4E1), ale redlnej
vizbe medzi eIF4E2 a izoformou eIF4G2 (Rosettani et al., 2007). Praca skumajuca translaciu
v podmienkach hypoxie identifikovala komplex obsahujuci medzi inymi elF4E2 a elF4G3
(Ho et al., 2016), ale na zdklade toho nie je jednoznacné, ¢i sa jednalo o priamu interakciu

medzi tymito dvoma proteinmi.

Interakcia proteinu 4E-BP1 s eIF4E2 je podloZzena mnohymi experimentalnymi datami
(Joshi, Cameron a Jagus, 2004; Tee, Tee a Blenis, 2004; Rosettani et al., 2007; Peter et al.,
2017). Je zabezpecena prostrednictvom 4E-vdzbovej domény patriacej 4E-BP1, ktorej
sekven¢ny konsenzus je zhodny s tym, ktory najdeme u elF4G (Mader ef al., 1995; Altmann
et al., 1997; Rosettani et al., 2007). Struktirna analyza komplexu elF4E2:4E-BP1 odhalila

okrem kanonickych a-helikdlnych motivov 4E-BP1 dalSie prispievajuce ku tejto vézbe.
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Najvacsi podiel na konzervovanych interakciach tohto komplexu maji zvysky aminokyselin
Tyr54, Leu59 a Met60 zodpovedajuce Y, L a @ v 4E-vdzbove] sekvencii Y-x-x-x-x-L-®
proteinu 4E-BP1. V porovnani s eIF4E1 je afinita 4E-BP1 ku eIF4E2 znizend priblizne 10-
nasobne. Dovodom daného poklesu afinity je pravdepodobne zédmena jedného zvysku
aminokyseliny Asn77 u eIF4E1 (priama interakcia s Arg63 proteinu 4E-BP1) za Ser99 u
elF4E2, ¢o bolo nasledne podporené aj experimentom s mutovanym proteinom elF4E2,

pri¢om doslo ku zvyseniu jeho afinity az na uroveil eIF4E1 (Peter et al., 2017).

Zvysend hladina eIF4E2 je evidentne spojend s poklesom inzulinom stimulovanej
regulacnej fosforylacie 4E-BP1. Takato zmena trovne fosforylacie nebola pozorovana pokial
bol pouzity mutovany 4E-BP1 neschopny viazat’ el[F4E2. Podobny ddsledok mal aj opacny
experiment, v ktorom bol analogicky pouzity mutovany elF4E2 neschopny viazat' 4E-BP1.
Vypada to teda tak, ze priama interakcia 4E-BP1 s elF4E2 je kIiova pre znizenie jeho
fosforylacie (Tee, Tee a Blenis, 2004). Efekt zabranenia asociacie 4E-BP1 aelF4E1
indukovany inzulinom (Pause et al., 1994) sa u elF4E2 pravdepodobne neuplatiiuje kvoli
znemozneniu regulacnej fosforylacie. Inzulinom stimulovana aktivicia ribozomalnej S6
protein kinazy (S6K1) bola inhibovand zvySenou hladinou eIF4E2, avSak nie u jeho
mutovaného variantu (neschopného interakcie s 4E-BP1). Komplex elF4E2:4E-BP1 ma teda
zrejme ulohu v tvorbe popisanej negativnej spétnej vézby, ktord kontroluje regula¢nti drahu
veducu k 4E-BP1 a S6K1 (Tee, Tee a Blenis, 2004). Obdobna spitna vizba bola popisana aj
pri zvySeni hladiny elF4E1 (Khaleghpour et al, 1999). Na kompenzaciu menSieho
negativneho ovplyvnenia fosforylacie 4E-BP1 v dosledku slabSej vizby eIF4E2 na 4E-BP1
oproti elF4E1 je nutné pouzit’ vyssiu hladinu eIF4E2 (Tee, Tee and Blenis, 2004).

3.4.3 Funkcia elF4E2 vo vyvojovych procesoch cicavcov

V mySsich primarnych oocytoch bola pozorovana cytoplazmatickd kolokalizacia
proteinu Prepl a elF4E2 (Villaescusa et al., 2004, 2009). U D. melanogaster je znadmy
Specificky sekvenény motiv vyuzivany na vytvorenie vizby s homoléogom eIF4E2. Na
zéklade pritomnosti podobného motivu v proteine Prepl bola predpovedand jeho interakcia
s mySim elF4E2, ktord bola nésledne aj experimentdlne potvrdend (Cho et al., 2005;
Villaescusa et al., 2009). Proteiny Prepl ani eIF4E2 nevykazuju pritomnost’ v polyzémovych

frakciach, ¢o znaCi, ze sa pravdepodobne nezucastiiuji aktivnej translacie. Zaujimavou
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vlastnostou Prepl je jeho schopnost’ viazat’ Hoxb4 a Hoxb8 mRNA. Pokial’ sa v oocytoch
zvySi mnozstvo transkripcného faktoru Hoxb4, dosledkom je vyrazné spomalenie ich
embryonalneho vyvoja. Prepl viaze Specificky 3'UTR oblast Hoxb4 mRNA a podiel’a sa na
translacnej represii tejto mRNA aj umelo pripravenych reportérovych mRNA konstruktov
obsahujucich danu 3'UTR sekvenciu. Predpoklada sa, Zze Prepl funguje ako translacny
represor kvoli interakcii s elF4E2, ¢o spdsobi fyzické priblizenie eIF4E2 ku regulovanej
mRNA a jeho nasledné naviazanie na 7-metylguanozinovu ¢iapoCku. Neschopnost’ eIF4E2
viazat’ e[F4G a prostrednictvom neho aj d’alSie komponenty translacného iniciaéného aparatu
zrejme znemoznuje transladciu naviazanych mRNA. Sekvencny motiv Specificky pre véizbu
elF4E2 sa okrem Prepl vyskytuje v konzervovanom stave aj u d’al§ich ¢lenov proteinovej
rodiny TALE. To by mohlo potencidlne znamenat, ze by s eIF4E2 mohli interagovat’ aj
dalSie proteiny a podobnym mechanizmom represie by mohli byt regulované aj d’alSie

Specifické mRNA (Villaescusa et al., 2009).

Vyznamnymi interakénymi partnermi elF4E2 u ¢loveka sa zdaju byt proteiny
GIGYF1 a GIGYF2. Asociacia tychto proteinov je sprostredkovana Specifickym sekvenénym
konzervovanym motivom na N-konci GIGYF1 aj GIGYF2. Vizba analdgu &iapocky m’GDP
na elF4E2 neprekdzala jeho interakcii s GIGYF2 (Morita ef al., 2012). Okrem kanonickych
motivov GIGYF1/2 prispievaji k vdzbe s elF4E2 aj motivy nekanonické, ktoré zvySuju
afinitu tejto interakcie 20 — 30-krat a pomocné sekvencie eSte 30 — 40-krat nad ramec toho. Je
mozné, ze interakcia elF4E2 s GIGYF2 by mohla zvysit' schopnost’ eIF4E2 viazat’ sa na
¢iapocku mRNA a udelit mu tak v porovnani s e[F4E1 kompetitivnu vyhodu (Peter et al.,
2017). Specifické umléanie expresie elF4E2 vyvolalo znizenie hladiny GIGYF2 a zaroveii po
umlcani expresie GIGYF2 klesla zas hladina eIF4E2, akoby boli dané proteiny na sebe
nejakym spdsobom zavislé. Efekt nezavislého odstranenia elF4E2 a GIGYF2 (pomocou
RNAI1) na zvySenie celkovej hladiny translacie priblizne o 30 % bol u oboch proteinov zhodny
— vyvstava teda otdzka, ktory z nich v tomto kontexte predstavuje translacny represor (Morita
et al., 2012). Odpoved'ou moze byt aj to, ze vlastnou represnou aktivitou disponuji obidva
proteiny. U proteinov GIGYF1/2 bola tato schopnost’ popisana v praci Peter et al. (2017)
au GIGYF2 bola potvrdend represia cielovych transkriptov nezavisld na elF4E2 aj v praci
Amaya Ramirez et al. (2018). Nedavno bola tiez odhalend Specifickd represia translacie
poskodenych mRNA sprostredkovand GIGYF2 a elF4E2 (Hickey ef al., 2020; Sinha et al.,
2020). Zvysenie celkovej hladiny translacie u mysi spolu so znizenim hladiny GIGYF2 bolo

vyvolané dele¢nou mutaciou génu pre elF4E2. Takto mutované embrya vykazovali fatilne
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vyvojové defekty (postihujuce hlavne mozog, pltica a celkovu telesnti hmotnost’) a umierali
po pér hodinach po porode. Uloha eIF4E2 vo vyvoji mysich embryi je teda evidentne dolezita
(Morita et al., 2012). Existuje aj ndznak toho, Ze by sa komplex elF4E2:GIGYF2 mohol
podiel’at’ na degradacii urcitych Specifickych mRNA (Fu et al., 2016).

3.4.4 Uloha elF4E2 v hypoxickej translacii

Nizka koncentracia kyslika predstavuje pre bunky isté stresové podmienky a tie musia
na ne adekvatne reagovat’. Hypoxia (1% [O;]) vyvoldva zmeny aj na Grovni expresie roznych
faktorov, ktoré bunkdm pomahaju vyrovnat’ sa so vzniknutou stresovou situdciou. Typicka je
aktivacia proteinov rodiny hypoxiou indukovanych faktorov (HIF) (Wang et al., 1995;
Semenza, 1999; Ivan et al., 2001; Jaakkola et al., 2001; Wiesener et al., 2002; Kaelin a
Ratcliffe, 2008). Pri kultivacii buniek v podmienkach hypoxie vznikd regulaény komplex
RBM4:HIF-2a (Uniacke et al., 2012). mRNA obsahujuce vo svojej 3'UTR sekvenciu tHRE
su viazané proteinom RBM4, ktory ma ulohu v transla¢nej regulacii (Lin, Hsu a Tarn, 2007,
Lin a Tarn, 2009). Komplex RBM4:HIF-2a bol doplneny o d’alsi protein interagujuci s nim,
elF4E2. Ked bol zkomplexu odstraneny elF4E2, mRNA s rHRE nepodliehali aktivnej
transléacii, nakol’ko sa nevyskytovali v polyzémovych frakcidch. To vedie k hypotéze, Ze
komplex HIF-2a:RBM4:elF4E2 sa podiel'a na inicidcii translacie pocas hypoxie namiesto
kanonického komplexu s e[F4E1. Odstranenie HIF-2a vyvolalo zniZenie mnoZstva elF4E2
v polyzémoch pocas hypoxickych podmienok, takze HIF-2a by v uvazovanom komplexe
mohol reprezentovat’ akysi senzor hypoxie. Aktivna translacia sprostredkovana ,hypoxickym
iniciatnym komplexom® je podmienend pritomnostou zlozky viaZzucej ¢iapocku mRNA —
elF4E2. Hladina transldcie mRNA so sekvenciou rHRE bola po znizeni hladiny elF4El
znizena len v normoxii (21% [O;]). Znizenie hladiny eIF4E2 zas vyvolalo pokles translacie
danych mRNA len v hypoxii. Predstaveny model translaéného iniciacného komplexu funguje
tak, ze na zéklade aktualnej koncentracie kyslika ,,meranej* pomocou HIF-2a urcuje, ktory
faktor viazuci ¢iapocku mRNA (v normoxii el[F4E1 a v hypoxii elF4E2) bude sucastou
komplexu a bude tak prispievat’ ku translacii produktov Specifickych pre dané podmienky
(Uniacke et al., 2012). Postulovanie existencie alternativneho hypoxického komplexu
oznageného eIF4F" je podmienené tym, Ze zniZenie hladiny komponentov kanonického eIF4F
negativne ovplyvnilo hladinu globalnej translacie len v normoxii, nie vSak v podmienkach

hypoxie. V tejto suvislosti bol identifikovany dal$i interakény partner komplexu
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elF4E2:elF4A (z predoslej prace Uniacke ef al., 2012), protein elF4G3, ktory doplnil
diskutovany hypoxicky model. Pre iniciaciu translacie pri roznych koncentracidch kyslika
mame dva komplexy: eIF4F v normoxii — eIF4E1:eIF4G1:elF4A a eIF4F" v hypoxii —
eIF4E1:eIF4G1:eIF4A (Obrazok 4). Existenciu eIF4F" komplexu podporuje aj pozorovanie,
ze umlcanie komponentov tohto komplexu vedie k znizeniu celkovej translacie v hypoxii, ale
nie v normoxickych podmienkach (Ho et al, 2016). V suvislosti s regulaciou hypoxickej
translacie bol identifikovany jej negativny reguldtor DDX28 (Evagelou et al., 2020).

Obrazok 4. Alternativne modely komplexu elF4F v zavislosti na koncentracii kyslika. Schematické
znazornenie zlozenia komplexu elF4F v podmienkach normoxickej a hypoxickej translacie. Lava strana obrazku
reprezentuje kanonicky komplex v podmienkach vysokej koncentracie kyslika. Prava strana naopak zobrazuje
alternativny komplex eIF4F" iniciujici translaciu pri nizkej koncentracii kyslika. Rozne komplexy
uprednostiiuju rozne skupiny translatovanych mRNA (Trieda I — III). Trieda I obsahuje mRNA translatované

v normoxii. Trieda II zahfnia mRNA, ktorych expresia je nezavisld na koncentracii kyslika. Trieda III
reprezentuje mRNA translatované Specificky pocas hypoxie. (Upravené podl'a Ho ef al., 2016)
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Zmeny koncentracie kyslika vedu len k malym zmendm hladiny eIF4E1 a elF4E2,
takze vyznamnu ulohu pre ich funkcie zrejme zohravaji posttransla¢né regulacie (Timpano a
Uniacke, 2016). Na zadklade stanovenej translacnej efektivity (T.) jednotlivych mRNA
v roznych koncentracidch kyslika a ucasti konkrétnych c¢iapocku viazucich faktorov boli
vytvorené tri triedy mRNA (Obrazok 4). Trieda I reprezentuje skupinu priblizne 25 % mRNA,
ktorych translacia je zavisla na pritomnosti e[F4E1. Ich T, je vysoka v normoxickych a nizka
v hypoxickych podmienkach. Zhruba 60 % mRNA je zaradenych do Triedy II. Tieto
transkripty st citlivé na absenciu elF4E1 aj eIF4E2 a v suvislosti s T, neexistuje zavislost’ na
konkrétnych kyslikovych podmienkach. Trieda III obsahuje asi 15 % mRNA zavislych na
translécii sprostredkovanej pomocou elF4E2. T, tychto transkriptov je zvySend v hypoxii.
mRNA patriace do Triedy I a I maji schopnost’ byt’ translatované v normoxii a mRNA Tried
IT a III st schopné hypoxickej translacie. Existuje predpoklad, Ze by sa mohli najst’ nejaké
diferencidlne molekuldrne charaktreistiky jednotlivych mRNA, ktoré ich preduréujii na osud

v niektorej z popisanych Tried (Ho et al., 2016).

Pri $tadiu l'udskych bunkovych linii sa tieto obvykle kultivuja pri 21% koncentracii
kyslika (normoxia). Skutocné fyziologické kyslikové podmienky st vSak znacne odlisné
a maju blizSie skor ku hypoxii (1% koncentracia O,). Z tychto dovodov bol vytvoreny termin
fyzioxia s intervalom kyslikovej koncentracie 1 — 11 % (Carreau et al., 2011). Podla
experimentov z polyzomovymi profilmi sa protein elF4E2 najviac podielal na aktivnej
translacii pri <1% [O,]; eIF4E1 zas pri >8% [O;]. Interval fyziologickych hodnot 1 — 8% [O;]
(fyzioxia) sa vyznaCoval siCasnou aktivitou obidvoch proteinov. Volba medzi translaciou
sprostredkovanou elF4E1 alebo eIF4E2 je dynamické a dochédza k nej operativne na zaklade
aktualnej koncentracie kyslika (Timpano a Uniacke, 2016).

3.4.4.1 Funkcia elF4E2 vo fyzioldgii nadorovych buniek

Existuje podozrenie na suvis medzi e[F4E2 na metastatickym potencidlom priméarnych
pevnych nddorov. VysSia hladina expresie génu EIF4E2 bola identifikovana napriklad
v metastazach adenokarcinomov (Ramaswamy et al, 2003) amodze byt pouzitd ako

prognosticky faktor pri uveadlnom melanome (Yang, Gu a Wu, 2021).

Obsah e/F4E2 mRNA v bunkach rakoviny prsnika vzrastol v dosledku hypoxického

prostredia 1,8-krat a mnoZzstvo proteinu sa zvécSilo 1,2-krat. HIF-lo vSak na regulaciu
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mnozstva elFF4E2 mRNA vplyv nema (Y1 et al., 2013). Rakovinové bunky vystavené hypoxii
prepinaju vd’aka HIF-2a na elF4E2 zavislu translaciu (Uniacke et al., 2012, 2014). Vo vnutri
nadorov Casto vznikd hypoxické prostredie, okyslicené byva len bezprostredné okolie ciev
a pripadne povrch nadoru (Franko a Sutherland, 1979; Whiteside, 2008). Protein elF4E2 sa
v nadorovych bunkach podiela na aktivnej hypoxickej translacii. Je dokonca mozné, ze
iniciuje vacSinu proteosyntetickej aktivity rakovinovych buniek v oblastiach hypoxie. To
zneho robi zaujimavy ciel’ potencidlnej protinddorovej terapie. Znizenie expresie elF4E2
v nadoroch nemalo Ziadny vyrazny efekt v pripade normoxie, avSak pri hypoxii doslo
k vyraznému znizeniu hladiny globalnej translacie a obmedzeniu proliferacie zakonc¢enému
apoptozou alebo aspoi limitaciou rozrastania buniek. Medzi d’alSie dosledky patri napriklad
zmenSenie nadorov aredukcia vzniku hypoxickych oblasti. Obnovenie expresie elF4E2
v podmienkach s nizkou koncentraciou kyslika vyvolalo proliferaciu, rast nadorov, zastavenie
apoptotického procesu atvorbu hypoxického jadra nadorov. Zdd sa, ze eIF4E2 ma
v rakovinovych bunkédch funkciu predovsetkym v hypoxickej translacii bez ohladu na

konkrétny typ a d’alSie vlastnosti nddoru (Uniacke et al., 2014).

Ked’ bola hladina proteinu eI[F4E2 v bunkach adenokarcinomu prsnika a glioblastomu
redukovand, zmenSila sa migraéna schopnost nddorovych buniek, invazivita sa tiez
redukovala anadory sa fragmentovali. Opédtovné zvySenie mnozstva elF4E2 obnovilo
povodny stav nadoru adoSlo kjeho progresii (Kelly et al, 2018). Protein eIF4E2
v hypoxickom prostredi nadorov teda vystupuje ako vyznamny faktor v§eobecne zhorSujuci

prognozu nadorovaho ochorenia.

3.4.5 Uloha eIF4E2 v l'udskych bunkach pocas réznych stresovych podmienok

Ako uz bolo popisované v predchadzajiicom texte, ISGylaciu a regulacni modifikaciu
elF4E2 ubiquitinom (zrejme nie ako signal pre degradaciu) zabezpecuje ubiquitin-ligdza
ARIHI (Tan et al., 2003; Okumura, Zou and Zhang, 2007; von Stechow et al., 2015).
Redukcia jej hladiny ma vplyv na zhorSenie reakcie buniek na genotoxicky stres navodeny
cisplatinou a celkova Zivotaschopnost’ buniek sa v takej situacii znizi. ARIH1 ma vyznamnt
funkciu pri ochrannych procesoch stvisiacich s nasledkami poskodenia genetickej informacie
ajej mnozstvo sa zvySuje ako sucast reakcie buniek na genotoxicky stres. ZvySena

lokalizdcia ARIH1 v jadre a jeho okoli (pravdepodobne v ribozémoch) nastava pri indukcii
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genotoxického stresu po expozicii buniek radiacii €i cisplatine. V tejto situacii sprostredkuva
ARIH1 mono- a di-ubiquitindciu (regulacné modifikacie) eIF4E2, ¢im pravdepodobne
dochadza ku zvysSeniu vézbovej schopnosti elF4E2 pre ciapocku mRNA a néslednej
kompeticii o tato vdzbu s elF4E1 sprevadzanti blokovanim iniciacie translacie. Branenie
v apoptéze bunky vyvolanej poskodenim jej DNA (genotoxickym stresom) je zrejme
sprostredkované ARIH1-zavislym inhibicnym vplyvom posttranslaéne modifikovaného

(ubiquitinovaného) elF4E2 na transla¢nu iniciaciu (von Stechow et al., 2015).

V cytoplazme buniek sa nachddzaju agregaty kolokalizovanych mRNA, miRNA,
RNA-vézbovych proteinov a enzymov zucastnenych v degradacnych procesoch mRNA alebo
v represii translécie. Tieto Struktury sa nazyvaju P-telieska (z anglického ,,Processing bodies*)
(Eulalio, Behm-Ansmant a Izaurralde, 2007; Parker a Sheth, 2007; Kulkarni, Ozgur a
Stoecklin, 2010). Dalsimi cytoplazmatickymi S$truktirami v podobe zhlukov mRNA
a proteinov su tzv. stresové granule. Vytvaraju sa v stvislosti s pdsobenim stresu v bunkach
aje pre ne Castd asocidcia s P-telieskami (Buchan a Parker, 2009; Protter a Parker, 2016;
Mahboubi a Stochaj, 2017). Oxidativny stres vzniknuty v doésledku vystavenia buniek
posobeniu arzenidu sodného vyvolal lokalizaciu eIF4E2 do P-teliesok, avSak nie do
stresovych granul. Protein elF4E2 teda nie je esencialny pre tvorbu stresovych granul. Pri
teplotach 39,5 — 42,7 °C (tepelny Sok) sa vytvorili stresové granule a pri teplote 41,7 °C bol
protein eIF4E2 pozorovany v nich aj v P-telieskach (Frydryskova et al., 2016).

3.4.6 Ucast elF4E2 v transla¢nej represii sprostredkovanej microRNA

V stvislosti s represnou aktivitou miRNA zabezpecovanou komplexom miRISC bolo
identifikovanych niekol’ko proteinov: CNOT1, PATL-1, DDX6, TNRC6A a TNRC6B (Jonas
a lzaurralde, 2015). Komplex CCR4-NOT obsahuje podjednotku CNOT1. Deadenylazova
aktivita tohto komplexu hra tlohu v miRISC-zavislej degradacii mRNA (Ito et al., 2011;
Wahle a Winkler, 2013). Asociacia niektorych komponentov miRISC komplexu a d’al§ich
proteinov (4E-T, CCR4-NOT, DDX6) s PATL-1 bola tiez zaznamenana v niektorych pracach
(Haas et al., 2010; Marnef a Standart, 2010; Kamenska et al., 2016). Interakcia s e[F4E2 bola
preukdzand u CNOT1, PATL-1, 4E-T a DDX6. Toto pozorovanie poukazuje na moznu
spojitost’ eIF4E2 so Specifickym umlcovanim génov prostrednictvom degrada¢ného aparatu

vyuzivajuceho komplexy miRISC a CCR4-NOT (Chapat et al., 2017). Metéda BiolD (Roux
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et al., 2012; Roux, Kim a Burke, 2013) odhalila interakciu elF4E2 s (medzi inymi) d’alSimi
vyznamnymi zlozkami komplexu miRISC, konkrétne TNRC6A a TNRC6B (Chapat et al.,
2017). Asociécia elF4E2 s TNRC6A a TNRC6B bola nasledne experimentalne potvrdena.
Protein eIF4E2 sa podiela na translacnej represii sprostredkovanej miRNA (Obrazok 5),

nehré vSak tlohu v degradacii mRNA (Chen a Gao, 2017).

Obrazok 5. Modely translacnej represie sprostredkovanej miRNA. Obrazok znazoriuje dva alternativne
modely miRNA-zavislej represie translacie, ktoré sa v zasade lisia len predpokladanym zlozenim zucastneného
komplexu. Cielend miRNA sa pomocou S$pecifickej sekvencie viaze na 3'UTR regulovanej mRNA. Komplex
proteinov sprostredkiva sicasnu vizbu elF4E2 na 5' ¢iapocku danej mRNA, ¢im je blokovana kanonicka
inicidcia translacie. (Upravené podl'a Chen a Gao, 2017)
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5' éiapodka

% miRNA

@ o —

PABP

- 5' Eiapoéka

AAAAAA......

Aktivna translacia

miRNA-zavisla represia sprostredkovana elF4E2

Represna aktivita eIF4E2 je zavisla na dizke 3'UTR (v mensej miere aj 5'UTR)
regulovanych mRNA, ¢o suvisi s va¢$imi moZznostami pre vézbu Specifickych miRNA.
Jednou z najviac translacne reprimovanych mRNA (mechanizmom vyuZivajicim eIF4E2) bol
transkript génu DUSP6, ktory kdduje fosfatazu DUSP6 (MKP-3). Biologicka funkcia tohto
proteinu spociva v Specifickej defosforylacii ERK1/2, €o je sucast signdlnej drahy mitogénom
aktivovanej protein kindzy (MAPK). Hladina fosfatizy DUSP6 je prostrednictvom elF4E2
regulovana na trovni iniciacie translacie jej mRNA. Specifickd represia DUSP6 mRNA

vyuziva komplex miRNA:CCR4-NOT:4E-T:elF4E2, ktory 3'UTR tejto mRNA viazZe
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pomocou miRNA na 5' m’G &apocku pomocou elF4E2. Produkt reprimovanej DUSP6
mRNA sa za popisanych okolnosti netvori a svojou fosfatdzovou aktivitou nie je schopny
defosforylovat’ kindzu ERK1/2 a t4 sa v dosledku toho vyskytuje v aktivhom fosforylovanom

stave (Obrazok 6) (Jafarnejad et al., 2018).

Obrazok 6. Model regulicie signalnej drahy MAPK/ERK zavisly na miRNA. Obrazok popisuje navrhovany
mechanizmus represie translacie DUSP6 mRNA. Fosforylovana kindza ERK stimuluje transkripciu génu pre
svoju vlastntl fosfatazu DUSP6. Ta za normalnych okolnosti defosforylaciou inaktivuje kindzu ERK. Pokial’ je
vSak pomocou miRNA rozpoznana $pecifickd sekvencia na 3'UTR transkriptu pre DUSP6, dochadza ku
zostaveniu komplexu miRISC a CCR4-NOT, ktory obsahuje eIF4E2 (4EHP). Iniciécia translacie DUSP6 mRNA
je inhibovana prave vizbou eIF4E2 na jej 5' m’G &iapocku. Absencia fosfatazy DUSP6 znamena, e kinaza ERK
zostane fosforylovana a teda aktivna. (Upravené podla Jafarnejad et al., 2018)

Dusp6 mRNA

> Dusp6

DD
Transkripcia

Protein eIF4E2 reprimuje translaciu mRNA pre IFN-B mechanizmom uml¢ania

transléacie sprostredkovanym miRNA. elF4E2 sa tak priamo podiel'a na regulacii molekularne;

odpovedi na pritomnost’ virusovej infekcie v bunkach (Zhang et al., 2021).
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3.5 Translac¢ny iniciacny faktor eIF4E3

Eukaryoticky iniciatny faktor 4E3 je podstatne menej preskimany v porovnani
s ostatnymi dvoma ¢lenmi proteinovej rodiny 4E u ¢loveka. Znalosti o jeho biologickych

funkciach st zatial’ pomerne limitované.

Gén pre l'udsky eIF4E3 sa nachddza na chromozéme 3 s cytogenetickou poziciou
3ql13. Jeho genomicka lokalizacia je NC 000003.12 (71675414..71754773) (online zdroj:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/317649; April 2021). Boli identifikované dve proteinové
izoformy: variant s dizkou 224 aminokyselinovych zvyskov (24, 4 kDa) a variant dlhy 118
aminokyselinovych zvyskov (13,3 kDa) (online zdroj: https://www.uniprot.org/uniprot/

Q8N5X7).

Zrejme prva zmienka o eukaryotickom iniciaénom faktore 4E3 pochadza z prace
Joshi, Cameron a Jagus (2004). Tento protein bol v uvedenej praci Studovany u mysi, ale
jedné sa o fylogeneticky najbliz§i podrobnejsie Studovany homolog l'udského elF4E3. Na
urovni sekvencie aminokyselinovych zvyskov sa vyznacuje 25% identitou s mySim eIF4E2
a l'udskym homolégom elF4E1. Oblast’ His37 — His200 (podl'a I'udského eIF4E1) je evolu¢ne
konzervovana. Aminokyselinovy zvySok zodpovedajici Trp56 v l'udskom eIF4E1 je v
elF4E3 nahradeny Cys. Ostatné dolezité Trp zvysky su konzervované. S elF4E2 mé elF4E3
spolocny motiv (Ser/Thr)-Val-x-x-Phe-Trp (x znaci akukol'vek aminokyselinu, jedna sa
o usek zodpovedajici aminokyselinovym zvySkom ludského elF4E1 s poziciou 68 - 73),
ktory vytvara potencial na vidzbu s elF4G a 4E-BP — varidcie motivu umoziuju rozliSovat’
medzi tymito proteinmi a na zéklade nich viazat’ Specificky len jeden z nich. Protein eIF4E3
je schopny viazat’ e[F4G, avSak nie 4E-BP (Joshi, Cameron a Jagus, 2004). Ked’ ale zajdeme
do detailov, zistime, Ze existuju dva transkripéné varianty eIF4E3 — dlhSia eIF4E3 A a kratSia
elF4E3 B. Izoforma eIF4E3 A viaze elF4Gl, elF4G3 a PABPI1. U izoformy elF4E3 B
interakcia s e[F4G preukazana nebola (Frydryskova et al., 2016).

Jeho vizba na m’G ¢&iapo¢ku mRNA je slabiia ako v pripade eIF4El. Vysledky
povodnych experimentov naznacovali, Ze elF4E3 nemd prili§ dobri schopnost’ rozliSovat
medzi metylovanym a nemetylovanym guanozinovym anal6gom ¢iapocky (Joshi, Cameron a
Jagus, 2004). Novsie experimenty vSak dokladuju, Ze ku danej diskriminacii dochadza
a afinita eIF4E3 pre m’G analég ¢iapotky mRNA je priblizne 1000-krat vyssia oproti G

analogu a cca 40-krat niZ§ia v porovnani s afinitou eIF4E1 pre m’G analog, takZe priblizne
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rovnakd ako u eIF4E2 am’G analogu. Je moZné, Ze vizba dalsich faktorov na eIF4E3 je
schopna zvysit' jeho afinitu pre m’G &iapoku (Osborne ef al., 2013; Volpon et al., 2013).
Protein elF4E3 viaze Ciapocku mRNA atypickym spdsobom odliSnym od ostatnych dvoch
paralogov (eIF4E1 a elF4E3). Guaninova Cast’ totiZ nie je obklopenad aromatickymi Castami
zvySkov aminokyselin v podobe akéhosi sendvicu, ale ku stohovacej interakcii guaninu
dochadza len s jednym Trp a ostatné interakcie su zabezpecené substituovanym Cys a d’al$imi
reziduami. Jednd sa teda o novy sposob rozpoznania a Specifickej vazby ¢iapocky mRNA,

ktory je porovnatelne efektivny ako ten kanonicky (Osborne et al., 2013).

3.5.1 Biologické funkcie eIF4E3

Asi najvyznamnejSia funkcia popisana u elF4E3 je jeho tumor supresorova aktivita
zavisla na vizbe m'G ¢iapocky (Osborne et al., 2013; Volpon et al, 2013). ZniZenie
mnozstva elF4E3 v bunkach alebo jeho absencia je spojena s rakovinovym fenotypom (Shi et
al., 2010; Yi et al., 2013; Wang et al., 2019). Naopak, zvySenie hladiny e[F4E3 vyvolalo
represiu onkogénnej transformacie (Osborne et al., 2013; Volpon et al., 2013). Avsak eIF4E3
je tiez schopny indukovat’ expresiu napr. protoonkogénu c-Myc a pri jeho hyperaktivacii bol
pozorovany prispevok ku malignej transformacii buniek, proliferacii a blokovaniu apoptdzy
(Abdelfattah et al., 2018), takze vylucna tloha eIF4E3 v represii nadorov nie je zas tak

jednoznacna ako sa najskor zdalo.

Protein eIF4E3 je pravdepodobne schopny iniciovat’ translaciu mRNA podobne ako
kanonicky elF4E1, Co podporuje aj jeho schopnost’ viazat elF4G. Pre tieto ucely zrejme
dochadza ku zostaveniu alternativneho komplexu eIF4F, ktory zabezpecuje translaciu urcitej
podskupiny mRNA, ¢o vyustuje do Specifického translatomu (rozdielneho expresného
profilu). Podrobnosti o takejto selekcii mRNA nie st zndme, ale na S'UTR mRNA, ktoré st
najviac regulované proteinmi elF4E1 a elF4E3, boli identifikované Specifické motivy pre
kazdy transla¢ny iniciacny faktor zvlast (Landon et al., 2014). Na zéklade predpokladanej
funkcie dvoch iniciaénych faktorov schopnych spustat translaciu (eIF4E1 a eIF4E3) je

predikovana existencia celkovo 6smich alternativnych komplexov elF4F (Robert et al., 2020).

Kindza MNK reguluje transla¢nu aktivitu eIF4E1 a od jej aktivity zavisi, ¢i dojde ku
alternativnej inicidcii translacie prostrednictvom eIF4E3 alebo nie. Absencia kinazovej

aktivity MNK na elF4E1 spdsobi jeho nedostato¢nu fosforylaciu na Ser209. To vedie ku
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znizeniu aktivity elF4E1 a zvySeniu hladiny eIF4E3. V takej situacii moze dochadzat’ ku
translécii Specifickej skupiny mRNA regulovanej prave prostrednictvom elF4E3. Translacia
kinazy MNK2 je regulovand proteinom eIF4E1 a translacia jej cielov (napr. PCNA a CDK?2)
podlicha regulécii eIF4E3 (Landon ef al., 2014).

Mnozstvo elF4E3 v bunkach je obvykle vyrazne nizsie ako eIF4E1 aj eIF4E2 (Joshi,
Cameron a Jagus, 2004). Protein elF4E3 vykazuje cytoplazmatickl a jadrovi lokalizaciu
s ¢im suvisi aj jeho inhibi¢ny efekt na ciele translacie proteinu elF4E1 ako aj ciele jeho
mRNA exportu (Volpon et al., 2013). Hladina proteinu elF4E3 na rozdiel od eIF4E1
a e[F4E2 v hypoxickych podmienkach klesla (Yi et al., 2013). Po¢as pdsobenia stresovych
podmienok (tepelny Sok a arzenidovy stres) na bunky bola pozorovana lokalizacia izoformy
el[F4E3 A do stresovych granil ale nie do P-teliesok. Izoforma eIF4E3 B nebola

identifikovana v stresovych granulach ani P-telieskach (Frydryskova et al., 2016).

37



4 Material

4.1 Chemikalie

Etidium bromid — EtBr (Sigma)
Formamid (Sigma)

Chloroform (Lach:ner)

Octan sodny (Sigma)
Tetracyklin (Sigma)

dNTP — zmes dATP, dTTP, dCTP, dGTP (Biotechrabbit)
Etanol (Lach:ner)

Izopropanol (Lach:ner)

CoCl; (Lachema)

DMSO (Sigma)

Resazurin (Sigma)

Agardza (Serva)

4.2 Roztoky a pufre

TURBO DNase Buffer (Thermo Scientific)

5% Reaction Buffer for RT (Thermo Scientific)
RiboLock RNase Inhibitor (Thermo Scientific)
GenElute” -LPA (Sigma)

TE (Thermo Scientific)

TAE (Thermo Scientific)
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TRI Reagent” (Sigma)
Glukéza (Gibco)
2x RNA Loading Dye (Thermo Scientific)

6x DNA Loading Dye (Thermo Scientific)

4.3 Enzymy

TURBO'" DNase (INVITROGEN)
RevertAid H Minus Reverse Transcriptase (Thermo Scientific)

Trypsin (Gibco)

4.4 PCR premixy

LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche)
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4.5 PCR primery

oligo(dT) primery (Thermo Scientific)
primery pre elF4E1, elF4E2, e[F4E3, GUSB a SURF1 (Generi biotech) — Tabul'ka 2

Tabul’ka 2. Zoznam primerov. Uvedené st konkrétne sekvencie primerov (,,F* — forward, ,,R“ — reverse)
a dizky PCR amplikénov. Jedna sa o primery, ktoré nie su v Tabul’ke 6 (kapitola 6.1.3), ale v praci boli pouZité.

nazov génu | forward/reverse sekvencia primeru (5'->3') dizka amplikénu [bp]

F CTCAGAGTGGGGCCTATGTG

SURFL R CCTGGGAACGAACCCTCTAT 86

GUSB F CGCCCTGCCTATCTGTATTC o1
R TCCCCACAGGGAGTGTGTAG
F AAGCAAACCTGCGGCTGATCTC

elF4E1 R CATCTTCCCACATAGGCTCAATACC 144

oIFAE2 F CGAGACAAGAATCAGAGCAGTAGCAAG 104
R GGGGTTCTCCTGGAGTACCAAAAAG

olFAE3 F AATATCCCTCCTGTGACTAGCCTGC 102
R GCCACCCTTTGCATTACTCTCCTC

ostatné primery z validacie (Generi biotech)

o Tabulka 6 (kapitola 6.1.3)

4.6 Standardy molekulovych hmotnosti (DNA a RNA markery)

GeneRuler 50 bp DNA Ladder (Thermo Scientific)
GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific)

GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific)

4.7 Kultivacné média pre I'udské tkanivové kultary

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium — high glucose (SIGMA)
DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium — bez glukézy (GIBCO)

FBS (Biochrom)

40




4.8 TLudské tkanivové bunkové linie

Experimenty zahfiiali pracu so siedmimi tkanivovymi bunkovymi liniami typu HEK-
293, ktoré sa lisili indukovatel'nou nadexpresiou jednotlivych eukaryotickych transla¢nych
inicia¢nych faktorov 4E, pripadne ich absenciou. Jedna linia bola rodiovské a ostatné boli od
nej odvodené. Je treba podotknit, Zze jednotlivé linie s nadexpresiou konkrétnych

transla¢nych iniciaénych faktorov 4E obsahovali zaroven aj vSetky ostatné vlastné faktory 4E.

HEK-293 (FlIp-In, T-REx) — rodi¢ovska linia odvodena od buniek I'udskych nadobliciek,
Flp-In systém pre generovanie bunkovych linii so stabilnou expresiou, tetracyklinom

indukovana expresia (promotor citlivy na tetracyklin)
elF4E1 — tetracyklinom indukovatel'na nadexpresia eIF4E1, N-terminélna fazia GFP
elF4E2 — tetracyklinom indukovatel'na nadexpresia eIF4E2, N-terminélna fazia GFP

elF4E3_A — tetracyklinom indukovatel'nd nadexpresia dlhej varianty eIF4E3 (e[F4E3_A),
N-termindlna fuzia GFP

elF4E3 B — tetracyklinom indukovatel'n4 nadexpresia kratkej varianty eIF4E3 (eI[F4E3 B),
N-termindlna fazia GFP

elF4E2A — delécia e[F4E2 (CRISPR/Cas9), N-terminélna fuzia GFP

elF4E3A — delécia e[F4E3 (CRISPR/Cas9), N-terminélna fuzia GFP

4.8.1 DetailnejSie informacie o pouzivanych bunkovych liniach

Bunkové linie pouZivané v praci boli v laboratoriu k dispozicii z minulosti. Zadkladom
pre tieto linie boli bunky HEK-293 obsahujiice Flp-In" systém (vytvorené podl'a manualu od
spolo¢nosti Invitrogen: Flp-In' system, Verzia C, 021402, 25-0306, katalogové &islo: K6010-
01, K6010-01) spolu s tetracyklinovym operatorom. Tieto bunky HEK-293 (Flp-In, T-REx)
si rodicovska linia, od ktorej boli odvodené d’alSie bunkové linie s inducibilnou expresiou
jednotlivych eukaryotickych iniciaénych faktorov 4E: eIF4E1, eIF4E2, eIF4E3 A
aelF4E3 B. Uvedené¢ linie boli pripravené =z HEK-293 (Flp-In, T-REx)
transfekciou a Specifickou integraciou plazmidu pCDNAS-FRT-TO (t. j. pCDNAS s FRT
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miestom a tetracyklinovym operatorom, Obrazok 7) do gendému buniek pomocou FRT miesta
aFlp rekombindzy. Pouzity plazmid obsahoval vzdy len jeden zgénov pre
elF4E1/elF4E2/elF4E3 A/elF4E3 B s N-terminalnou fuziou s GFP (Obrazok 7). Takto
pripravené linie boli Styri a kazdd mala tetracyklinom inkukované zvysenie hladiny jedného

z proteinov elF4E.

Okrem tychto linii boli vyuzivané aj linie s deléciou eIlF4E2 a elF4E3 (oznacené

elF4E2A a eIF4E3A). Tieto linie boli pripravené pomocou metody CRISPR/Cas9.

Obrazok 7. Mapa plazmidu pCDNAS-FRT-TO. Plazmid obsahuje medzi inym FRT miesto a tetracyklinovy
operator. Modrou farbou s vyznadené sekvencie so 3pecidlnymi funkciami. Cervena farba reprezentuje
kédované gény: gén pre B-laktamazu, gén pre rezistenciu na Hygromycin a gén pre jeden z eIF4E proteinov s N-
terminalnou fuziou GFP.
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4.9 Sekvenacné data

V praci boli pouzivané dva typy sekvenacnych dat ziskané sekvenovanim RNA ro6znych

vzoriek:

a. RNA sekvenovanie celkového transkriptomu mRNA (3'-poly(A) RNA, RNA-seq)
Na sekvenovanie bolo pripravenych vsetkych sedem bunkovych linii popisanych v kapitole
4.8 — Ludské tkanivové bunkové linie. Celkova RNA bola izolovana v troch opakovaniach pre
kazda bunkov liniu a oSetrend DNazou I. Pomocou oligo(dT) primerov hybridizujucich s
polyadenylovanymi 3' koncami (mRNA) bola reverznou transkripciou prevedena do cDNA a
sekvenovand pomocou RNA-seq. Sekvenacné data boli d’alej pouzivané v podobe hodndt
FPKM (skratka z pdvodného ,,fragments per kilobase per million®) alebo d’alej vyhodnotené
pomocou ANOVA-like Analyzy Diferencialnej Expresie (ALDEx2) (Fernandes et al., 2013)
anasledne filtrované. Kvoli va¢sej prehladnosti a lepSiemu rozliSeniu dvoch typov dat
referujem k tomuto datasetu d’alej v praci vSeobecne ako ku ,,datam z RNA-seq“ (vzdy so

Specifikaciou, ¢i sa jedné o data typu RNA-seq/FPKM alebo data RNA-seq/ALDEx2).

b. RNA sekvenovanie imunoprecipitovanej RNA (RIP-seq)
Na sekvenovanie bolo pripravenych pat’ bunkovych linii — rodi¢ovska linia HEK-293 (Flp-In,
T-REx) a linie s nadexpresiou elF4E1, elF4E2, elF4E3 A aelF4E3 B. Nadexprimované
eukaryotické translaéné iniciacné faktory 4E vnich boli pritomné ako proteiny s N-
terminalnou fuziou GFP. Pomocou tychto fuznych proteinov bola RNA viaZzuca sa na ne
imunoprecipitovand (Metdda nazyvanad GFP-trap, bliz§ie informécie dostupné online:
https://www.chromotek.com/products/detail/product-detail/gfp-trap-agarose/; April 2021),
izolovana v troch opakovaniach, reverznou transkripciou prepisand do cDNA a sekvenovana
pomocou RNA-seq. Sekvenacné data boli vyhodnotené pomocou ANOVA-like Analyzy
Diferencidlnej Expresie (ALDEx2) (Fernandes et al., 2013) anasledne filtrované. Takto

ziskany dataset oznacujem d’alej v praci ako ,,RIP-seq‘.

Vyssie popisané spracovanie sekvena¢nych dat nebolo sucast'ou tejto diplomovej prace.
Ako bolo spomenuté uz v kapitole Uvod, data mi boli poskytnuté v takejto forme a v praci

boli len d’alej spracovavané.
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4.10 Laboratdrne pristroje

LightCycler® 480 - II (Roche)

Nanodrop® Spectrophotometer ND-1000
Hypoxicky inkubator (Panasonic)

Countess ™ II Automated Cell Counter (Invitrogen)

Dostickovy reader CLARIOstar (BMG Labtech)
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5 Metody

5.1 Kultivacia buniek tkanivovych kultar

Bunky HEK-293 (Flp-In, T-REXx) boli kultivované podl'a manudlu od spoolo¢nosti
Invitrogen (Growth and Maintenance of the Flp-In T-REx Cell Line: Verzia B, 111201, 25-
0369, katalogové Cislo: R708-07)

5.2 Izolacia RNA z I'udskych tkanivovych bunkovych kultar

Postup izolacie RNA (pre dve 6cm kultivacné misky):

1. Konfluentné kultury boli 2x premyté PBS a nésledne bol PBS dokladne odsaty
Lyza pomocou TRIzol Reagent — 1 ml na 6¢cm misku

Pridanie 150 pl octanu sodného (2M), vortex

Pridanie 350 pl chloroformu, vortex 5 min

Centrifugécia 20 min, 15 000 RCF, 4 °C

Odobranie maximalne 500 pl vodnej fazy a spojenie objemov identickych vzoriek

A R o

Pridanie izopropanolu (-20 °C): 1 — 1,2-nasobok spojenych objemov vodnej fazy
z kroku 6.

8. Zrézanie minimalne 1 h pri teplote -20 °C

9. Centrifugacia: 25 min, 16 000 RCF, 4 °C

10. Odobranie supernatantu, pridanie 1 ml 75% etanolu (-20 °C), vortex (kratko)

11. Centrifugécia: 5 min, 17 000 RCF, 4 °C

12. Odobranie supernatantu, pridanie 1 ml 75% etanolu (-20 °C), vortex (kratko)

13. Centrifugacia: 10 min, 17 000 RCF, 4 °C

14. Dokladné odobranie supernatantu

15. VysuSenie peletu

16. Rozpustenie vo vhodnom mnozstve ddH,O

Vzorky RNA boli nasledne zmerané na Nanodrope a d’alej skladované pri teplote -80 °C.
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5.3 Denaturacna RNA elektroforéza

Priprava vzoriek RNA na elektroforézu:

RNA ccadpg

EtBr 1wl

2x loading dye 2ul

formamid doplnit’ do 20 ul (cca 50 — 60 %)

Zmes sa dokladne premiesala, potom sa denaturovala 10 min pri 65 °C a nasledne chladila 2 —
3 min na l'ade. Nakoniec boli vzorky prenesené na 1,2% gél. Elektroforéza prebiehala 10 min

pri napdti 100 V a nésledne 80 V az do ukoncenia.

5.4 OSetrenie RNA pomocou DNazy I

Postup DNézovania a naslednej izolacie RNA:

. 25 ug RNA bolo doplnenych ddH,O do 130 pl
. Pridanie 15 pl 10xTurbo DNAse pufru

. Pridanie 5 pul Turbo DNAse |

. Inkubécia v cykléri: 55 min, 37 °C

. Pridanie 350 pl chloroformu, vortex 5 min
. Centrifugécia 20 min, 15 000 RCF, 4 °C

1
2
3
4
5. Pridanie 1 ml TRIzol Reagent
6
7
8. Odobranie 750 pul vodnej fazy
9

. Pridanie izopropanolu (-20 °C): 1 — 1,2-nésobok objemu vodnej fazy z kroku 8.
10. Pridanie 1 pul LPA
11. Zopakovanie postupu izolacie RNA z Casti 5.2. — kroky 8. — 16.

Vzorky RNA boli nasledne skladované pri teplote -80 °C.
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5.5 RT-qPCR

objem [ul] vysledné koncentracia
2x LightCycler® 480 SYBR Green Master (Roche) 5 1%
primery (2,5 uM) — zmes forward + reverse 2 0,5 uM
cDNA* 2
ddH,O 1

*cDNA bola pripravena reverznou transkripciou vzoriek vyizolovanej RNA, ktorej postup je

popisany v cCasti 5.2.

Vzorky boli nanasané na 384-jamkovi qPCR dosticku v triplikatoch po 10 pl.

Program qPCR:
" o . . Rychlost zmeny teploty
Pocet cyklov | Teplota [°C] | Cas [min:s] °c/s] Proces
1x 95 05:00 4,8 denaturacia
95 00:12 4,8
45x 60 00:15 25 amplifikacia, me'rame
fluorescencie
72 00:12 4,8
97 00:10 4,6
1x 65 01:00 2,5 stanovenie krivky topenia
97 0,11
1x 40 01:00 2,5

Reakcia prebichala v pristroji LightCycler” 480 - II (Roche).
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5.6 Reverzna transkripcia

Priprava reak¢nej zmesi:

RNA ccadpg
oligo dT primery (0,5 pg/ul) 1wl
ddH,0O doplnit do 15 ul

Zmes bola premieSana a umiestnend na dobu 5 min do bloc¢ku s teplotou 70 °C. Nasledne bola

2 — 3 minuty chladena na l'ade a d’alSia praca so vzorkami pokracovala na l'ade.

Ku zmesi boli pridané d’alSie zlozky reakcie:

objem [pl]
ddH,0O 10
5% RT Buffer
dNTPs (10mM) 4
RiboLock 1
Reverzna transkriptaza (RevertAid H Minus) 2

Takto pripravend zmes bola dokladne premieSand a umiestnend do cykléra. Reakcia

prebiehala pri podmienkach danych nastavenym programom:

Teplota Cas

25°C drzat’ do manudlneho spustenia
25°C 10 min

37°C 5 min

42 °C 1 h 15 min

70 °C 10 min

4°C drzat’ do manudlneho vypnutia

Viecko: 70 °C

Nasledne boli vzorky cDNA skladované pri teplote -80 °C.

5.7 Priprava riediacich radov cDNA pre stanovenie efficiency pouZzitych
primerov

cDNA bola po reverznej transkripcii postupne nariedend pomocou ddH,O 5x, 50%, 500%,
5 000x, 50 000x a 500 000x. Kazdé riedenie bolo uchovavané v samostatnej skimavke

a skladované pri teplote -80 °C.
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5.8 Dizajnovanie Specifickych primerov

Primery boli dizajnované pomocou online nastroja Primer-BLAST (Ye et al., 2012)

s pouzitim Refseq mRNA databazy u ¢loveka. Vyhl'adavané boli primery s teplotou topenia
(Tm) optimélne 62,2 °C (min 61, max 63,5 °C). Dalej bol na ne kladeny narok, aby
prechadzali cez exon-exon rozhranie (3'-presah 2 — 4 nukleotidy) a aby boli dostatocne
Specifické, t. j. bez inych potencialnych produktov. Teplota Tm navrhnutych primerov bola
kontrolovana pomocou online néstroja OligoCalc (Kibbe, 2007), konkrétne Tm odhadnuté pre
primery v pritomnosti uréitej koncentracie soli (originalne ,,salt adjusted*). Dalej bola snaha
dodrzat’ minimalne rozdiely v Tm jednotlivych parov primerov medzi sebou aj navzajom, aby
bolo moZné pouzivat’ na vSetky nasledné qPCR analyzy zhodny program. Kontrolovana bola
aj potencialna tvorba homodimérov, heterodimérov a vlaseniek tvorenych navrhnutymi
primermi a to pomocou online nastroja OligoAnalyzer od Integrated DNA Technologies

(dostupné na: http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/, April 2021).

5.9 Analyza vysledkov qPCR

Obrazok 8. Nastavenia pre analyzu relativnej kvantifikacie.
Analyza prebiehala pomocou softwéru LightCycler® 480, verzia
1.5.1.62 (Roche), odkial’ tato snimka pochadza. Na obrazku su

bol pouiity software: nghtCycler® 480 vyznacené podrobné nastavenia parametrov zvolené pre analyzy.

verzia 1.5.1.62 (Roche).

Pre analyzu dat z qPCR experimentov

Create new analysis

—Abs Quant Type
i(# Abs Quant/2nd Derivative Max
Sensitivity
(" High Sensitivity (* High Confidence

" Abs Quant/Fit Points

Typ anal}'/zy: Advanced relative — Surbordinate Abs Quant Analysis:
. . (# Create by Target Name
quantlﬁcatlon - Create one analysis for each target name

(" Create by Filter Combination
- Create one analysis for each filter combination

~ Reference Analysis: —
(+ Create In-Run (" Select External | |

i

Data boli normalizované ku

—Pairing Rule
v . (" One To One (" All To All
referenénym génom: SURF1, GUSB & All To Mean  Mean To All

r Default Standard Curve Settings
When there are no In-Run standards for a target name:

i+ always use efficiency
Daléie parametre analyzy su zobrazené [ allow external standards with matching target name

na Obrazku 8




5.10 Statistické vyhodnotenie dat

Program: NCSS 9
Statisticka analyza: ANOVA

Statisticky test: Kruskal-Wallisov Test pre Mnohonasobné Porovnanie Z-hodnét

(Dunnov test)

Hladina vyznamnosti: 0,05 a 0,01
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6 Vysledky

6.1 Validacia vysledkov RNA-seq pomocou RT-qPCR:

Ciel'om tejto Casti prace bolo overit’ expresiu vybranych génov pouzitim nezavislej
metodiky RT-qPCR a validovat' tak vysledky ziskané RNA-sekvenovanim transkriptomu
(mRNA, konkrétne 3'-poly(A) RNA) rodi¢ovskej bunkovej linie HEK-293 (Flp-In, T-REXx)
a linii odvodenych od nej. Kandidatne transkripty génov pre validaciu boli vybrané podla dat
z RNA-seq ato na zéklade ich nizkej alebo naopak vysokej miery expresie, predovSetkym
expresie Specifickej v rdmci osekvenovanych bunkovych linii. Pre takto vybrané gény boli
nasledne navrhnuté Specifické pary primerov atie boli testované pomocou qPCR. Gény,
ktorych qPCR reakcia prebiehala optimalne, vytvorili set pre validaéné experimenty.
Z rodicovskej aj znej odvodenych bunkovych linii bola pripravend cDNA v niekol’kych
opakovaniach — jedno technické (3. TR — fyzicky identicka vzorka s tou sekvenovanou) a pit
biologickych (1.BR", 2.BR", 3.BR’, 1.BR, 2.BR ). c¢cDNA bola pouzita vqPCR
experimentoch a takto ziskané data o sete génov boli porovnané s datami o zhodnych génoch

ziskanymi metdodou RNA-seq.

6.1.1 Vyber génov na validaciu vysledkov RNA-seq

Déta z RNA-seq/ALDEx2 (podl'a kapitoly Material — kapitola 4.9 Sekvena¢né data, a.) boli
filtrované podla urcCitych kritérii. Nésledne boli vyselektované gény, ktoré sa v takto
filtrovanych datasetoch opakovali u viacerych bunkovych linii. Z tychto génov boli d’alej
vybrané tie, ktorych expresny profil naprie¢ réznymi liniami vykazoval Specifické rysy
a sucCasne bolo preferované, aby boli pritomné aj v identicky oSetrenych datach ziskanych
sekvenovanim imunoprecipitovanej RNA (RIP-seq) [https://www.chromotek.com/products/
detail/product-detail/gfp-trap-agarose/, April 2021]. Tymto spésobom bolo vytypovanych

celkovo 14 génov.
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6.1.1.1 Kritéria vyberu génov v postupnych krokoch (zuZovanie vyberu)

- Data z RNA-seq celkovej 3'-poly(A) RNA boli filtrované s podmienkami log,FC* > 1
a<-1
Sekvenacné data z RNA-seq/ALDEx2 boli osobitne pre kazdu zo sledovanych bunkovych
linii zoradené podl'a hodnoét log,FC od najvac¢sej po najmensiu. Nasledne boli vybrané len tie
gény, ktorych hodnota log,FC u konkrétnej linie bola bud’ vacsia ako 1 alebo naopak mensia
ako -1 (pre kazdu podmienku bolo sucasne vybranych maximdalne 20 génov s najvyssou

a/alebo najnizsou hodnotou log,FC).

* v praci su pouzivané jednotky s povodnym oznacenim, ktoré je mozné bezne najst’
v literatire — FC = ,Fold Change*; log;FC vyjadruje logaritmovany pomer vzhl'adom ku

kontrolnej linii, v tomto pripade rodicovskej linii HEK-293 (Flp-In, T-REx)

- Transkripty génov boli vyberané na zaklade Specifickej expresie u jednotlivych
sekvenovanych bunkovych linii

Z génov selektovanych v predchadzajiicom kroku boli vyberané tie s vyraznymi odchylkami
v expresii medzi jednotlivymi bunkovymi liniami. Niektoré kandidatne gény boli vybrané na
zaklade toho, Ze napr. vykazovali Specificky odlisnll expresiu u jednej z linii, pripadne miera
expresie nejakym spdsobom charakteristicky odliSovala dve konkrétne linie (Tabulka 3).
Obrazky 9 — 11 reprezentuju priklady troch takychto transkriptov. U transkriptu SFRP2 je
napriklad moZné v§imnut’ si, Ze jeho hladina v jednotlivych linidch vzhl'adom ku rodicovske;
linii stipa a klesa striedavo medzi nimi. Specialne zaujimavy je tiez rozdiel medzi liniami
s nadexpresiou dlhej a kratkej varianty proteinu elF4E3 (eIF4E3_ A a eIF4E3 B). Transkript
SPARC zas vykazuje charakteristick¢é znizenie svojej hladiny len v linii s nadexpresiou
elF4E1 a CEBPE ma4 hladinu expresie vyrazne zniZzenti vo vSetkych linidch okrem tej

s nadexpresiou e[F4E3 B. Tymto sposobom bolo vybranych spolu 11 génov (Tabulka 4).
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Tabul’ka 3. Zoznam vytipovanych transkriptov pre validaciu vysledkov RNA-seq. Poradie génov odraza ich
relativau zmenu miery expresie v jednotlivych modifikovanych bunkovych liniach oproti rodi¢ovskej HEK-293
(Flp-In, T-REx). Farebne su zvyraznené gény, ktorych miera expresie ma Specificky priebeh v rdmci viacerych

porovnavanych linii. ,,+“ — zvySena expresia; ,,-“ — zniZena expresia.
elFAEl  elFAE2  elFAE3_A  elFAE3_B  elFAE2A  elFAE3A
EIF4E EIFAE2  EIF4E3 EIF4E3 HSPAIA  HSPA1A
SFRP2 CELSR3  SFRP2
MGAT2
OAS3 INPPSD AHRR PLAGLL  RECS
RTN1 THBS4 FBXL1S  HIST2H2AA3 PRSSS PLAGL1
MMP2 INPPSD  MGAT2  |PTCHDL  PRSSS
|ZNFS32 SELENOM  PRSSS RECS PTCHD1
UBE2L6 SPARCI erprir  (NBX2Z skrp2
SCIN BEGAIN | CEBPE HLA-DOA  HLA-DOA
TSPAN11 WAPGE znr219 sFRP2 NBXZ
+ | faores WBX2 | U2AF1 TMEM1328 ULK2
IFITM3 TSPANI1  NAPRT MID1IPL  PIEZO2
ALDH1L2 ADAPL  EPPK1 NEFL NEFL
OSMR COMTD1  SLC22A17  TMSB4X  GSTT2B
LAYN ciqLl PHYHD1  ULK2
GSTO2 ZNF503  PANX2 GSTT28  TMEM1328
TSPO UBE2QL1  HIST2H4A  CA2
CDH1 ARSA ALDHIL2  LAMC2  CALCB
SFRPS IESTE ccociss
ULK2 PIEZO2  ATL3
NRN1 RNF135  GLBIL3  AMOT ZNF331  ZNF331
SQLE TCIRG1  BST2 ZNF177  ZNF91 ZNF91
NRIP1 c2cp2  TTC3 ENPP2 CPPED1  FP565260.1
TXNIP SEMA4G ~ MORC3  ZNF155  ZNF136  ZNF100
SAPCDI  U2AFL  MYC PCDH19  EPHA3  ZNF160
HISTIH2BK TSPAN11  EDA ADAMTS  ZNF28 ZNF468
PRSSS AMOT DOPEY2 ~ ACO115114 ATP2B3  ZNF888
HISTLH2B) CBS sIM2 ZNF227  ZNF83 ZNF440
KHDC1 ~ TSHZ2 VPS26C  SPIN3 MUC16  EPHA3
HISTIHIC — ULK2 SERPINF1  [DDRZI ZNF471  ZNF83
= |cBS MCTP2  RBP7 CSRP1 ZNF888  ZNF471
U2AF1 - p2rxs  |GOIPIM ZNFA40  ZNF28
KCNQS CBS PTCHDI ZNF160  ZNF700
PTCHDL  SFRP2 sMyD3  [ZNES3200 CEBPE MUC16
PCDH19  PCDH19  PCDH19  SFRP2 ZNF43 D99
KCNJ12  AMOT MFAP2 INF677  ZNF43
GPR173 - CD99 ANOS1
CD109 FP565260.1 ZNFA68  ZNF677
FP565260.1 | CEBPE FP565260.1 ANOSI | ZNF239
cesre  [GSTPINN ceepe ZNF700 | CEBPE
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Tabul’ka 4. Zoznam vybranych transkriptov pre valididciu sekvenovania pomocou RT-qPCR. log,FC
jednotlivych zvyraznenych transkriptov (z Tabulky 3) pre sekvenované bunkové linie. CPM — ,counts per
million“; FDR — , false discovery rate®.

gén | eIF4E1 | eIF4E2 | eIF4E3 A | eIF4E3 B | eIF4E2A | eIF4E3A [ log CPM | FDR
SFRP2 | 2,797 | -4,085 2,334 -4,256 3,489 3,708 3,048 | 3,30E-14
PTCHDI | -1,779 | -0,373 | -0,228 2,016 4,795 3,876 3,561 | 1,03E-15
0,205 | -2,489 1,149 0,545 3,794 | 3,486 3,529 | 2,71E-09
0,683 | -11,597 | 1,459 -1,993 2,603 2,682 5998 | 1,60E-14
0,026 | 0,009 0,086 0,602 | -11,938 | -12,625 | 5,009 | 3,84E-17
4,508 | 1252 1257 0,196 2,431 2,512 4266 | 3,35E-13
2,104 | -0,679 | -0821 -1362 | 2272 | 2,121 3,808 | 1,11E-08
4375 | -4,011 | -5,658 4,131 5644 | 5,509 3311 | 3,74E-15
1,263 | -0,741 | -4,300 -4,029 5213 5,223 3,889 | 1,48E-18
0,588 | -0,032 1,200 2,374 2,090 | 2272 4384 | 4,27E-05
CEBPE | -10,659 | -11,302 | -13,179 1,476 | -10,575 | -14,959 | 5,134 | 1,20E-16

Obrazky 9 — 11. Priklady Specifického priebehu zmien expresie vybranych kandidatnych transkriptov.
Mnozstvo transkriptov troch reprezentativnych génov (SFRP2, SPARC, CEBPE) v sekvenovanych bunkovych
liniach je graficky demonstrované ako logaritmovany pomer zmeny miery expresie ku rodi¢ovskej linii HEK-
293 (Flp-In, T-REX).

SFRP2

5,000
4,000
3,000
2,000 —
1,000 +—
0,000 -+ T
-1,000
-2,000
-3,000
-4,000
-5,000

log,FC

elF4E1 elF4E2  elF4E3_A

SPARC

elF4E3_B elF4E2A  elFAE3A

3,000
2,000
1,000
0,000
-1,000
-2,000
-3,000
-4,000
-5,000

log,FC

elF4E1 elFAE2 elFAE3_A elFAE3_B elF4E2A  elF4E3A
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CEBPE
5,000
0,000 - . . — = .
% i i i i I—
o
8o
O -10,000 +— —
15,000 —
-20,000
elFAEl  elFAE2  elFAE3_A eIFAE3_B elF4E2A  elF4E3A

- Zoznam kandidatnych génov bol doplneny o d’alSie na zdklade porovnania dat z RNA-

seq/ALDEx2 s datami z RIP-seq (vid kapitolu 4.9 Sekvenacné data)

Vyber génov z povodnych sekvenaénych dat bol zizeny dvoma ré6znymi spdsobmi:

1. Vyber porovnanim selektovaného zoznamu génov z RNA-seq a kompletného
zoznamu génov z RIP-seq a filtraciou ich prieniku

Zoznam génov z RNA-seq ziskanych postupom opisanym v predchadzajucom texte

(selektovany zoznam génov — Tabul'ka 3) bol porovnany s kompletnym datasetom z RIP-seq.

V ztizenom vybere boli gény, ktoré sa nachadzali v obidvoch tychto datasetoch.

2. Vyber porovnanim kompletného zoznamu génov z RNA-seq/ALDEx2

a selektovaného zoznamu génov z RIP-seq a filtraciou ich prieniku
Kompletny dataset RNA-seq/ALDEx2 bol porovnany s datasetom RIP-seq, ktory bol d’alej
filtrovany s réznymi kritériami pre jednotlivé kovarianty vzdy tak, aby vysledny pocet génov
spolo¢nych pre obidva datasety bol okolo 10 najviac diferencidlne exprimovanych na kazdu

bunkovu liniu.

Na zéklade tychto dvoch popisanych vyberov bol zoznam kandidatnych génov na
validdciu RNA-seq doplneny o d’alSie tri gény, ktorych expresia bola nejakym spdsobom

vyraznejsie diStinktivna medzi jednotlivymi sekvenovanymi bunkovymi liniami (Tabulka 5).
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Tabulka 5. Zoznam vybranych transkriptov dopliiujicich set génov pre validiaciu pomocou RT-qPCR.
log,FC vybranych transkriptov pre sekvenované bunkové linie. CPM — ,counts per million*; FDR — ,false
discovery rate®.

gen elF4E1 | eIF4E2 | eIF4E3_A | eIF4E3_B | eIF4E2A | eIF4E3A | log CPM FDR
CBS -1,659 | -1,703 -1,807 0,917 0,625 -1,423 5,615 1,63E-11
MFAP2 | 0,453 | 0,207 0,360 -7,587 0,521 0,827 4,509 2,53E-13
HSPBI 0,198 | 0,209 -0,150 0,985 2,120 2,418 5,943 3,39E-08

6.1.2 Optimalizacia RT-qPCR

V tejto Casti prace bolo potrebné stanovit, ktoré transkripty zo setu kandidatnych
génov budl definitivne pouzité na RT-qPCR experimenty uréené na validiciu RNA-seq.
Z jednotlivych bunkovych linii bola vyizolovana RNA a z nej bola 3'-poly(A) RNA pomocou
reverznej transkripcie prevedena na cDNA. Na jednotlivé gény boli navrhnuté pary primerov
anasledne testované pomocou qPCR. V pripade, ze sa primery v danych reakénych
podmienkach ukazali ako Specifické a reakcia prebehla optimalne, dané gény boli pouzité na

valida¢né experimenty, v opacnom pripade boli gény zo setu kandidatnych génov vylucené.
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6.1.3 Navrhovanie Specifickych primerov na set kandidatnych génov urc¢enych na
validaciu RNA-seq pomocou RT-qPCR

Na vSetkych 14 génov vybranych na validaciu RNA-seq boli navrhnuté pary
Specifickych primerov* (5.8 Dizajnovanie Specifickych primerov). Tabulka 6 obsahuje
konkrétne detaily o tychto primeroch.

Tabul’ka 6. Zoznam primerov pouZitych vo validaénych experimentoch. Pre kazdy gén je uvedené Cislo
»RefSeq accession number®, ktoré referuje ku konkrétnemu variantu transkriptu dohladatelného v databaze
RefSeq podl'a NCBI. Dalej su uvedené konkrétne sekvencie primerov (,,F* — forward, ,R*“ — reverse), ich
teoretické teploty topenia (Tm) vypoéitané podla online néstroja OligoCalc (Kibbe, 2007) adizky PCR

amplikonov.
nazov génu RefSeq accession | forward/ sekvencia primeru (5'->3') T!n [Cl amc::Iiit?')nu
number reverse (OligocCalc) [bp]

F CAGCCACCGAGGAAGCTCCA 64,6

SFRP2 NM_003013.2 R TCGGACACACCGTTCAGCTTGT 64:2 199
F TCCCTTTCGTCATGCTAGGTCA 62,1

PTCHD1 NM_173495.2 R CCTGGCTGCCTCAATGTTCG 62:5 206
F GCAGCAGCCTATAGAGGGCA 62,5

YBX2 NM_015982.3 R GGAACCATCAGCGGGACCTT 62,5 208
F CTCACTCAAAGCCTCCTGCC 62,5

GSTPl NM_000852.3 R GGTCCTTCCCATAGAGCCCAA 63,2 125
F CCACAGACGAGCGAGTTCAAC 63,2

ANOSI NM_000216.3 R CTGGTGGGGCAGATGGATCTT 63,2 147
F CATTGGCGAGTTTGAGAAGGTGT 62,9

SPARC NM_003118.3 R AGCTCAGAGTCCAGGCAAGG 62,5 168
F CCGTCATGGGAAACAGGTGC 62,5

DDR2 NM_001014796.2 R GGAGTGGTCGGTGACTGGAA 62,5 118
F GGAGTTGCAGGAGGAGGCAAT 63,2

SLETA3 NM_001048164.2 R AGCAGTCAGCAGGACAGCAAG 63,2 145
F AGTGTACGCCTGCTCGCACT 62,5

ZNF532 NM_018181.5 R GGTCAGGGTCCTTGATGCCA 62,5 104
F T TTCTCAA

core | wwomoso | £ cseencioveeces T e |,
F TGGCGCGTGTCCCTGGATG 63,6

H5PB1 NM_001540.5 R GCTCCTCGTGCTTGCCGGT 63,6 97

cas NM_000071.2 |1l e eenecaccore | ez | 12
F CTCCGCCGTGTGTACGTCATT 63,2

MFAP2 NM_017459.2 R CCCGACAGAGGTCAGCTCG 63:6 88

por | wioomomal —f—leceTsceeroea s |

* tieto primery som nedizajnoval — boli k dispozicii v laboratoriu z predchadzajucich

experimentov
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6.1.3.1 Testovanie primerov pomocou qPCR a elektroforézy

Navrhnuté pary primerov boli otestované pomocou qPCR. Vhodnost’ navrhnutych
parov primerov pre validaéné experimety bola testovana systematicky. U kazdého amplikénu
bola merana Ct vzdy v sérii piatich riedeni. Tie mali podobu riediacich radov vzniknutych
nariedenim vzoriek po reverznej transkripcii, konkrétne §lo o riedenia 5x, 50%, 500x, 5000x
a 50000x. Na zaklade toho boli stanovené hodnoty efficiency pre kazdy par primerov.
Specifita produktu PCR bola testovana pomocou kriviek topenia (Obrazky 13, 15, 17).
Produkty qPCR boli tiez analyzované pomocou agarézovej elektroforézy (Obrazky 14, 16).
Tieto pokusy prebehli u vSetkych navrhnutych parov primerov. Na validacné experimenty
boli pouzité len tie transkripty génov, u ktorych bola v testovacich pokusoch za pouzitia
zodpovedajucich primerov jasne preukazana Specifita a dostatocna ucinnost’ amplifikacie. Pre
ilustraciu tejto Casti prace uvadzam jeden reprezentativny priklad, kde testovanie prebehlo
uspeSne — transkript ZNF532 (Obrazky 12 — 14). Optimalna reakcia sa prejavila nalezitym
rozdielom hodnét Ct pre rozne riedenia (posunom aplifikaénych kriviek), krivky topenia pre
zhodné transkripty dosahovali vrchol v rovnakej teplote Tm a na elektroforéze sa amplikony
zobrazovali ako jeden pruzok s ofakavanou velkostou. Takto podobne sa spravali typické
amplifikaéné produkty, ktoré boli pouzité na validaéné experimenty. Transkripty SFRP2
a PTCHDI1 predstavujii naopak dva priklady, kde optiméalna reakcia zrejme s dovodu

nedostato¢nej Specifity navrhnutych primerov dosiahnuta nebola (Obrazky 15 - 17).
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Graf 12. Amplifika¢né krivky amplikénu ZNF532. Vzorky boli po reverznej transkripcii nariedené 5x a 500x
a kazda vzorka bola v triplikate. Podl'a amplifikacnych kriviek to vypada, Zze qPCR prebehla v poriadku a doslo
k amplifikacii produktov génu ZNF532 vo vsetkych vzorkdch. Vysledky suhlasia aj s ocakavanim, ze
k amplifikacii doslo u ré6znych koncentracii cDNA v r6znych cykloch.
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Graf 13. KrivKky topenia produktov RT-qPCR zo vzoriek amplikonu ZNF532. Graf zobrazuje identické
vzorky ako tie zndzornené v predchadzajucom Obrazku 12. Podla kriviek topenia sa zda, ze PCR pre gén
ZNF532 prebehla optimalne a navrhnuté primery su Specifické, nakol'ko to vypada, ze sa v produkte reakcie vo
vsetkych vzorkach nachadza len jeden amplikon s jedinou teplotou topenia (Tm).

Zaporna hodnota derivacie

4,2
3,8
34 ——ZNF532 5x
E 3 —ZNF532 5x
§ " ——=ZNF532 5x
- ——ZNF532 500x
(V-]
S22 ——ZNF532 500x
()]
S 1,8 —ZNF532 500%
81,4
w
o
o 1
3
0,6
0,2 - =
O 2 T T T T | 1

64

69 74 79 84

Teplota [°C]

89 94

59




Obrazok 14. Priklad elektroforetickej separacie produktov RT-qPCR. Produkt reakcie pre gén ZNF532 je
v &ervenom raméeku. Dizka ampikénu presne zodpoveda predpokladanej dizke. Su¢asne bola reakcia qPCR
Specifickd a suhlasi s vysledkom analyzy krivky topenia pre produky ZNF532 (Graf 13). Na tomto géli boli
sucasne analyzované vysledky qPCR pre viaceré gény, zlava: SPARC, DDR2, SLC7A3, ZNF532 a CEBPE
(vzorky pre kazdy gén vzdy v pare — vzorky riedené po reverznej transkripcii 5x a 500x%). U vsetkych vzoriek
boli vysledky v poriadku a zodpovedali o¢akavaniu s vynimkou génu pre CEBPE, kde priebeh reakcie nebol
optimalny.

! [se—
L] pee——
PRt [—
et E
-y L i d
— . ——
- —— - e
—— - -

W i

Mark Mark
50 bp. ZNF532 50 bp.

Gény (pary primerov na kvantifikdciu ich mRNA), ktorych qPCR opakovane neprebiehala
optimalne boli z valida¢nych experimentov vylic¢ené. Takymito génmi boli SFRP2 (Obrazky
15a16) a PTCHDI1 (Obrazok 17). Celkovy pocet génov pouzitych na validaciu RNA-seq bol
nakoniec 12, konkrétne: YBX2, GSTP1, ANOSI1, SPARC, DDR2, SLC7A3, ZNF532,
CEBPE, HSPB1, CBS, MAFP2, APOE.
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Graf 15. Krivky topenia produktov RT-qPCR zo vzoriek amplikénu SFRP2. V grafe st znazornené vzorky
pochadzajice z RT-qPCR experimentu. Vybrané st dve vzorky v triplikdtoch. Vzorky sa lisia pouZitou
templatovou ¢cDNA pripravenou z mRNA dvoch bunkovych linii — e[F4E2A a e[F4E3A. Z kriviek topenia je
zrejmé, ze reakcia neprebehla optimalne a v jej priebehu vznikli neSpecifické produkty s réznou teplotou topenia
(Tm).
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Obrazok 16. Priklad elektroforetickej separacie produktov RT-qPCR. Na obrazku st produkty reakcie pre
gén SFRP2 pochadzajice zo vzoriek liSiacich sa pritomnostou $tyroch r6znych cDNA pripravenych reverznou
transkripciou mRNA z  bunkovych linii HEK-293 (Flp-In, T-REx), elF4E2, eIF4E2A a elF4E3A.
Elektroforetogram potvrdzuje predoslé vysledky analyzy kriviek topenia (Graf 15) poukazujuce na suboptimalny
priebeh qPCR za vzniku nespecifickych produktov pri pouziti primerov pre SFRP2.
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Graf 17. Krivky topenia produktov RT-qPCR zo vzoriek amplikonu PTCHDI1. V grafe si znazornené vzorky
pochadzajice z RT-qPCR experimentu. Vybrané st dve vzorky v triplikdtoch. Vzorky sa liSia pouZzitou templatovou
cDNA pripravenou z mRNA dvoch bunkovych linii — eI[F4E3 A a elF4E2A. Z kriviek topenia je zrejmé, ze reakcia
neprebehla optimalne a v jej priebehu vznikli neSpecifické produkty s ré6znou teplotou topenia (Tm).
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6.1.4 gPCR experimenty na validaciu vysledkov RNA-seq

Validacia vysledkov RNA-seq pomocou RT-qPCR prebiehala s pouzZitim cDNA

priprevenych z réznych typov vzoriek:

1. Technické opakovanie s indukovanou expresiou elF4E-fuznych génov

Hladina expresie vSetkych vybranych transkriptov bola zmerand pomocou qPCR vo
vzorkdch cDNA, ktoré boli fyzicky sekvenované metddou RNA-seq ato vo vSetkych
siedmich bunkovych linidch. Konkrétne sa jednalo o biologicky replikat 3, ktory d’alej
uvadzam ako typ vzorky 3. TR+ (ako 3. technicky replikat, ,.+“ — oznaCenie toho, zZe
sekvenované linie boli kultivované v pritomnosti tetracyklinu, ktory indukuje expresiu eIF4E-
faznych génov). Vzorky 3.TR+ zodpovedaju vysledkom RNA-sekvenovania vzoriek

oznacenych ako batch3 a boli pouzité na vlastnu technicku validaciu RNA-seq.
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2. Nezavislé biologické opakovania s indukovanou expresiou elF4E-fuznych génov

V tomto pripade bola hladina expresie vSetkych vybranych transkriptov stanovena
pomocou qPCR v troch nezavislych opakovaniach. Vzorky cDNA boli zo vSetkych siedmich
bunkovych linii nezédvisle pripravené tri krat — 1.BR+, 2.BR+ a 3.BR+ (kde Cislo oznacuje
konkrétne opakovanie, ,,BR“ znamenad biologicky replikat a ,+“ oznacCuje pritomnost
tetracyklinu v médiu pocas kultivacie bunkovych linii a indukciu expresie elF4E-fuznych
génov). Biologické opakovania posluzili na postudenie reproducibility vysledkov technicke;j
validacie pomocou RT-qPCR pri pouziti rovnakych bunkovych linii, z ktorych bola cDNA

pripravena nezavisle.

3. Nezavislé biologické opakovania bez indukovanej expresie eI[F4E-fuznych génov
Tiez boli pripravené vzorky cDNA v dvoch nezavislych opakovaniach zo vSetkych siedmich
bunkovych linii — 1.BR- a2.BR- (Cislo reprezentuje poradie pripravy konkrétneho

(13

opakovania, ,,BR*“ znamena biologicky replikat a ,,-“ oznacuje absenciu indukcie elF4E-
faznych génov tetracyklinom pocas kultivacie bunkovych linif). Pomocou qPCR bola aj
v nich zmerana hladina expresie vybranych génov na Grovni transkriptov. Tieto vzorky sluzili
ako kontrola transkripéného expresného profilu jednotlivych génov v sledovanych bunkovych

linidch bez ovplyvnenia r6znou hladinou produktov elF4E-fuznych génov.

Celkovo bolo zrealizovanych Sest’ sérii RT-qPCR experimentov (jedno technické a 3 +
2 biologické opakovania), v ktorych bola zistovand hladina expresie dvanastich génov

v siedmich bunkovych linidch.

6.1.5 Porovnanie vysledkov qPCR s vysledkami RNA-seq

Data z RNA-seq pochddzajice zo sekvenovania transkriptomu (3'-poly(A) RNA) boli
pre valida¢né experimenty pouzité¢ v podobe hodnot FPKM (RNA-seq/FPKM podla kapitoly
4.9 Sekvenatné data, a.). Z hodnét FPKM jednotlivych transkriptov boli vydelenim
priemernou hodnotou FPKM referenénych transkriptov SURF1 a GUSB vypocitané relativne
hodnoty. Ciel'om toho bolo ziskanie hodndt svojou povahou porovnatelnych s tymi ziskanymi

pomocou qPCR, ktoré st z principu relativnej kvantifikacie typovo identické. Pre porovnanie
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qPCR dat reprezentujucich relativnu hladinu transkriptov v jednotlivych bunkovych liniach
normalizovani ku rodi¢ovskej linii HEK-293 (Flp-In, T-REx) bola pouzitd ekvivalentna
normalizacia relativnych hodnot FPKM, t. j. ich podiel ku relativnym hodnotdm FPKM
transkriptov z rodicovskej linie. Jednoducho, vysledkom gPCR analyzy boli pre kazdy
sledovany transkript dva typy hodnot — relativna (podiel ku referencnym transkriptom)
a normalizovana (podiel relativnej hodnoty ku relativnej hodnote hladiny daného transkriptu
v rodi¢ovskej linii). Data z RNA-seq boli naslende upravené tak, aby boli svojou povahou

ekivalentné ako tie z qPCR a teda navzajom porovnateI'né.

Exprerimentalne data ziskané pomocou RT-qPCR boli porovnané so sekvenaénymi
datami RNA-seq v dvoch fazach. Najskor boli so sekvenaénymi datami porovnané data z
qPCR ztechnického opakovania 3.TR+ (technickd validacia). Na zistenie miery
reprodukovatelnosti vysledkov nezavislych experimentov boli nasledne porovnané data z
RNA-seq so vSetkymi biologickymi opakovaniami ziskané pomocou RT-qPCR (validéacia

pomocou nezavislych biologickych opakovani).

6.1.5.1 Technicka validacia vysledkov RNA-seq pomocou RT-qPCR

Pre Ucely technickej validacie boli porovnavané data z 3.TR+ v podobe zmien hladin
transkriptov v jednotlivych bunkovych linidch vzhl'adom ku rodicovskej linii ziskané

nezavisle pomocou dvoch metdd — RT-qPCR a RNA-seq (Obrazky 18 — 41: &ervené stipce).

Pri prezerani grafov je potrebné uvedomit’ si, Ze klI'iCové je vS§imat’ si trendov expresie
a nie absolitnych hodnot zmien hladin transkriptov medzi jednotlivymi bunkovymi liniami.
To sa moze graficky prejavit ako zdanlivé ,,posunutie” osi x hore alebo dolu medzi
jednotlivymi typmi analyz (t. j. RNA-seq a qPCR), avSak vzdy konzistentne pre vSetky linie
v danom type analyzy. Pocas interpretacie validacie je tieZ dobré mysliet’ na to, Ze pouzité

metddy analyzy maji rozny dynamicky rozsah, takZe nemozno ocakavat’ rovnaké hodnoty.

VsSeobecne je mozné zhodnotit, Ze expresné profily naprie¢ porovnadvanymi
bunkovymi liniami vo vzorkach 3.TR+ sa u vacSiny sledovanych transkriptov v zakladnych
rysoch zachovéavaji medzi dvoma pouzitymi metdodami. Technickll validaciu vysledkov

RNA-seq teda mézeme povazovat za uspesnu.
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6.1.5.2 RT-qPCR validacia vysledkov RNA-seq pomocou nezavislych biologickych
opakovani

Obrazky 18 — 41 predstavuju paralelné porovnanie expresnych profilov jednotlivych
transkriptov naprie¢ sledovanymi bunkovymi liniami. Konkrétne sa jednd o zmeny
normalizovanej hladiny transkriptov v jednotlivych bunkovych linidch oproti rodicovskej. Na
rozdiel od technickej validacie, tito Cast’ prace bola zamerand na porovnavanie vysledkov
RNA-seq so vzorkami biologickych opakovani (1.BR+, 2.BR+, 3.BR+, 1.BR- a2.BR-)
analyzovanych pomocou qPCR. Napriek oc¢akdvanym rozdielom v hladine expresie medzi
indukovanymi (BR+) a neindukovanymi (BR-) biologickymi opakovaniami, tento efekt
pozorovany nebol, alebo nebol zvlast vyrazny. Dovodom mohla byt pritomnost’ dostatocného
mnozstva kontaminacie v podobe indukujiceho tetracyklinu v pracovnom prostredi. Vylacit
nemozme ani moznost’, ze medzi modifikovanou hladinou translaénych inicia¢nych faktorov
elF4E a zmenou hladin konkrétnych transkriptov v skutoc¢nosti nie je rozdiel a pozorovana
diferecnidlna expresia je len artefakt vzniknuty v dosledku klonalnej selekcie bunkovych linii
pri ich odvodzovani. Nezavislé indukované biologické opakovania (BR+) zas boli v analyze
zahrnuté, aby sa zistilo ¢i vObec a pripadne do akej miery st vysledky sekvenovania (RNA-
seq) reprodukovatel'né. Vo vicsine pripadov su zmeny hladiny transkriptov uréené pomocou
qPCR vo vzorkidch BR+ podobné ako v 3.TR+, aj ked” je medzi biologickymi opakovaniami
pritomna pomerne zna¢na variabilita. Vysledky RNA-seq boli teda pomocou RT-qPCR

validované aj pri pouZiti nezavislych biologickych opakovani.

Druhé porovnanie spolu so Statistickym vyhodnotenim (podl'a kapitoly Metody — 5.10
Statistické vyhodnotenie dat) bolo urobené pomocou relativnych hladin transkriptov
ziskanych pomocou RT-qPCR a relativnych hladin transkriptov po ekvivalentnej uprave dat
z RNA-seq/FPKM (Obrazok 42 — 65). Expresné profily transkriptov v tomto porovnani tiez
vykazovali podobny priebeh medzi metédami, o podporuje uspesnost’ validacie. Statisticka
analyza ukézala, Ze data ziskané pomocou RNA-seq st spol'ahlivejSie. Smerodatné odchylky

tiez potvrdzuju, ze tieto data st menej variabilné.
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Obrazky 18 — 41. Porovnanie RNA-seq a PCR. Na lavej strane st normalizované data z RNA-seq/FPKM
(podl’a kapitoly 4.9 Sekvenacné data, a.), ktoré su reprezentované ako priemerné hodnoty z troch opakovani so
smerodatnymi odchylkami a samostatne tretie technické opakovanie indukované tetracyklinom (3.TR+). Vpravo
su zas prislusné normalizované data z qPCR v Siestich opakovaniach (3.TR+, 1.BR+, 2.BR+, 3.BR+, 1.BR-
a 2.BR-) pre kazda bunkovt liniu. Expresia jednotlivych transkriptov je v obidvoch pripadoch reprezentovana

ako log2 normalizovanej zmeny hladiny v jednotlivych bunkovych liniach v porovnani s rodi¢ovskou liniou.
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Obrazky 42 - 65. Zdoéraznenie Statisticky vyznamnych rozdielov v expresii transkriptov medzi
sledovanymi bunkovymi liniami na zdklade vysledkov RNA-seq a qPCR. Paralelne su zobrazené dvojice dat
ziskanych analyzou RNA-seq a qPCR. Hladiny transkriptov v pripade qPCR predstavuju relativne hodnoty
expresie a pre RNA-seq analogicky oSetrené relativne hodnoty FPKM. Obidva typy dat boli vytvorené
spriemerovanim poévodnych hodnét troch replikatov a chybové usecky predstavujii smerodatné odchylky.
Zhodné ¢&isla nad stipcami dat v ramci grafu reprezentuji $tatisticky vyznamné rozdiely hladiny transkriptu
medzi danymi dvojicami bunkovych linii. Cierne &isla znamenaju, Ze rozdiel je vyznamny na hladine 0,05
a ¢ervené znacia hladinu vyznamnosti 0,01.
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6.1.6 Kvantifikacia transkriptov rodiny 4E

Mnozstvo transkriptov translaénych iniciacnych faktorov 4E v jednotlivych bunkovych

linidch bolo urcované pouzitim RT-qPCR adat RNA-seq/FPKM (Obrazky 66 — 71).

Specificka nadexpresia ¢lenov proteinovej rodiny 4E bola na trovni ich transkriptov overena

nezéavisle pomocou RT-qPCR aj RNA-seq. Jediny faktor, ktoré¢ho transkript nebol potvrdeny
vysledkami RT-qPCR (na rozdiel od RNA-seq) bol EIF4E3 B.

Obrazky 66 — 71. Kvantifikacia transkriptov proteinovej rodiny 4E pomocou RNA-seq a qPCR. . Paralelne
si zobrazené dvojice dat ziskanych analyzou RNA-seq a qPCR. Hladiny transkriptov faktorov 4E v pripade
qPCR predstavuju relativne hodnoty expresie a pre RNA-seq analogicky oSetrené relativne hodnoty FPKM.
Obidva typy dat boli vytvorené spriemerovanim pdévodnych hodnét troch replikatov a chybové usecky
predstavuju smerodatné odchylky. Zhodné &isla nad stipcami dat v ramci grafu reprezentuju Statisticky
vyznamné rozdiely hladiny transkriptu 4E medzi danymi dvojicami bunkovych linii. Cierne &isla znamenaju, ze
rozdiel je vyznamny na hladine 0,05 a ¢ervené znacia hladinu vyznamnosti 0,01.
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6.2 Analyza obohatenia génovej sady (GSEA)

Analyza obohatenia génovej sady (GSEA) bola pouzita na vyhodnotenie sekvenacnych
dat a identifikaciu funkénych kategorii podla génov, ktoré vykazuju diferencidlnu expresiu
medzi rodi¢ovskou bunkovou liniou a liniami od nej odvodenymi. Zékladna myslienka GSEA
spo¢iva v tom, ze na zéklade zoznamu génov (transkriptov) vytvori urCity biologicky obraz
v podobe ovplyvnenych kategorii. Zoznamy transkriptov s prislusnymi relativnymi hodnotami
odrazajiicimi zmeny ich hladiny medzi bunkovymi liniami (originalne v literatire oznacované
ako ,ranked list“) sa pouzivajl na vytvorenie kategodrii, s ktorymi su dané gény podla
znamych dat asociované. Identifikované kategorie je d’alej mozné interpretovat’ na zaklade
toho, ¢i su ich gény v sekvenaénych datach z bunkovych linii viac alebo menej zastupené

oproti datam z rodi¢ovskej linie.

6.2.1 Analyza obohatenia génovej sady s pouZzitim dat z RNA-seq

Pre analyzu boli pouzité sekvenacné data z celkovej 3'-poly(A)RNA (RNA-seq/ALDEx2 —
vid’ Material, 4.9 Sekvenacné data, a.) vSetkych siedmich bunkovych linii. Tieto data boli
ziskané a vyhodnotené troma rdéznymi sposobmi: 1.) zmena hladiny transkriptov génov
v bunkovych linidch elF4E1, elF4E2, eIF4E3 A, elF4E3 B, elF4E2A a elF4E3A v porovnani
s rodiovskou liniou HEK-293 (Flp-In, T-REx) (Obrazky 72 — 76); 2.) zmena hladiny
transkriptov v bunkovych linidch elF4El, elF4E2, elF4E3 A aelF4E3 B v porovnani
s rodicovskou liniou HEK-293 (Flp-In, T-REx) (Obrazky 72 — 76); 3.) zmena hladiny
transkriptov v bunkovych liniach eIF4E2A a e[F4E3A v porovnani s rodicovskou liniou HEK-
293 (Flp-In, T-REx) (Obréazky 72 — 76). Vysledkom boli zoznamy transkriptov génov tvorené
dvoma stipcami — v prvom nazov génu av druhom prislusnd hodnota log,FC. Takéto
zoznamy boli nésledne vloZené do online analytického nastroja WebGestalt (Liao et al., 2019)
a pomocou metédy Analyza obohatenia génovej sady (GSEA) boli data analyzované. Pouzité
funk¢éné databazy boli: ,,geneontology*“ (GO), kde boli postupne analyzované databazy
Biologicky proces, Bunkovy komponent a Molekularna funkcia; ,,pathway“, kde sa pre
analyzu pouzila databaza KEGG. Téato analyza pracovala so Statisticky vyznamne
diferencidlne exprimovanymi transkriptami génov (v jednotlivych sledovanych bunkovych

liniach vzhl'adom ku rodicovskej linii) a na zaklade nich vytvorila urcité funkéné kategorie,
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ktorych hodnoty FDR (,,false discovery rate*) nepresiahli 0,1. Tato hodnota bola zvolena ako
rozumny kompromis medzi ziskanim dostatoéného mnozstva dat a selekciou na ich
spolahlivost’ aj podl'a prislusnych p hodnét. To, ze GSEA vytvorila na zdklade vstupnych dat
jednotlivé kategdrie znamend, ze dané kategdrie si pravdepodobne nejakym sposobom
ovplyvnené ato vytvara predpoklad vyskytu funkénych rozdielov medzi porovnavanymi
bunkovymi liniami. K tymto kategdériam je vzdy priradend hodnota skore obohatenia (v
literatire obvykle oznaCovana ako ,.enrichment score). Tato hodnota je vzdy bud kladna
alebo zépornda, ¢o poukazuje na to, ze transkripty génov asociované s konkrétnou kategoériou

su v sledovanej bunkovej linii oproti rodicovskej obohatené alebo naopak.

Kompletné vysledky GSEA je mozné najst’ v podobe tabuliek programu Excel v Prilohe 1.
Vseobecne je mozné zhodnotit, ze identifikované kategdrie (Obrazky 72 - 81) priamo
nesuviseli so znamymi funkciami translaénych inicia¢nych faktorov 4E. Tychto kategoérii vSak
bolo malo. Tento vysledok nie je prekvapujuci vzhl'adom k tomu, Ze neexistuje Ziadny zrejmy
dovod, preco by malo Specifické zvysenie hladiny alebo absencia sledovanych faktorov 4E v
jednotlivych bunkovych linidch nejakym konkrétnym a ocakavatelnym spdsobom zasadne

ovplyviiovat’ celkovy transkriptom linii.

Obrazky 72 — 76. Kategérie génov identifikované pomocou GSEA u jednotlivych eukaryotickych
inicia¢nych faktorov 4E po porovnani vSetkych bunkovych linii s rodi¢ovskou liniou. Vstupné data pre
analyzu boli vyhodnotené spdsobom 1. popisanym v texte. Grafy znazornuju vysledky GSEA v podobe kategorii
génov a ich prislusnych normalizovanych hodnot obohatenia (normalized enrichment score). Kladné hodnoty su
vyobrazené cervenou a zaporné modrou farbou. VIavo sa nachddzaju koreSpondujiice kategorie a v zatvorke
vzdy databazy z ktorych dané kategorie pochddzaju. Nazvy kategorii aj databaz st uvadzané v pévodnom
anglickom zneni.

elF4E1

response to xenohiotic stimulus (GO_Binlogical Process)
receptor complex (GO_Cellular Component)

intrinsic component of endoplasmic reticulum membrane (GO_Cellular Component)

Systemic lupus erythematosus (pathway_KEGG)
Transcriptional misregulation in cancer (pathway_KEGG)

Alcoholism (pathway_KEGG)

protein heterodimerization activity (GO_Molecular Function)
-2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 ] 0,5 1 1,5 2

MNormalizovana hodnota obohatenia génov v danej kategorii

2,5
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elF4E2

PI3K-akt signaling pathway (pathway_KEGG)

protein heterodimerization activity (GO_Molecular Function)

-2 -1 ] 1 2 3

Normalizovana hodnota obohatenia génov v danej kategorii

elF4E3_A

regulation of cellular amide metabolic process (G0_Biclogical Process) w ‘
0 0,5 1 1,5 2

2,5

Normalizovana hodnota obohatenia génovv danej kategorii

elF4E2A

| | | | |
Toxoplasmosis (pathway_KEGG)
cell chemotaxis (GO_BioProcess)
Antigen processing and presentation (pathway_KEGG)
Influenza A (pathway_KEGG)
Viral myocarditis (pathway_KEGG)
Leishmaniasis (pathway_KEGG)
Pathways in cancer (pathway_KEGG)
0 0,5 1 1,5 2 2

Normalizovana hodnota cbohatenia génov v danej kategérii

,5

elF4E3A

| | | | |
Toxoplasmosis (pathway_KEGG)
Antigen processing and presentation (pathway_KEGG)
Pathways in cancer (pathway_KEGG)
Phagosome |pathway_KEGG)
Influenza A (pathway_KEGG)
MAPK signaling pathway (pathway_KEGG)
Viral myocarditis (pathway_KEGG)
Fluid shear stress and atherosclerosis (pathway_KEGG)
Leishmaniasis (pathway_KEGG)

o] a,5 1 1,5 2 2

MNormalizovana hodnota obohatenia génov v danej kategorii

,5
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Obrazky 77 — 79. Kategérie génov identifikované pomocou GSEA u jednotlivych eukaryotickych
inicianych faktorov 4E po porovnani bunkovych linii eIF4E1l, eIF4E2, eIF4E3_A a eIF4E3 B
s rodi¢ovskou liniou. Vstupné data pre analyzu boli vyhodnotené spdsobom 2. popisanym v texte. Grafy
znazornuju vysledky GSEA v podobe kategorii génov a ich prislusnych normalizovanych hodnot obohatenia
(normalized enrichment score). Kladné hodnoty su vyobrazené Cervenou a zdporné modrou farbou. Vlavo sa
nachadzaju koreSpondujuce kategorie a v zatvorke vzdy databazy z ktorych dané kategérie pochadzaji. Nazvy
kategorii aj databaz su uvadzané v pdvodnom anglickom zneni.

elF4E2
Il ] ] ] |
Pl sgnalng patay (ot cEc) | |
0] 0,5 1 1,5 2

Normalizovana hodnota obohatenia génov v danej kategorii

elF4E3_A

protein heterodimerization activity (GO_Melecular Function)

-2 -1,5 -1 -0,5 0

Normalizovana hednota obohatenia génov v danej kategérii

cIF4E3_B
sutamstergc ymapse (Go_Celuiarcomponerr) G |
i} 0,5 1 15

Normalizovana hodnota obohatenia génovv danej kategorii
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Obrazky 80 a81. Kategérie génov identifikované pomocou GSEA u jednotlivych eukaryotickych
iniciaénych faktorov 4E po porovnani bunkovych linii eIF4E2A a e[F4E3A s rodi¢ovskou liniou. Vstupné
data pre analyzu boli vyhodnotené sposobom 3. popisanym v texte. Grafy znazoriju vysledky GSEA v podobe
kategorii génov a ich prislusnych normalizovanych hodnot obohatenia (normalized enrichment score). VIlavo sa
nachadzaju koreSpondujuce kategorie a v zatvorke vzdy databazy z ktorych dané kategérie pochadzaji. Nazvy
kategorii aj databaz su uvadzané v pdvodnom anglickom zneni.

elF4E2A

Toxoplasmosis (pathway_KEGG)

Influenza A (pathway_KEGG)

Antigen processing and presentation (pathway_KEGG)

Pathways in cancer (pathway_KEGG)

0 0,5 1 1,5 2 2.5
MNormalizovana hodnota cbohatenia génov v danej kategorii
elF4E3A
| | | | |
Pathways in cancer (pathway_KEGG)
Toxoplasmosis (pathway_KEGG)
Influenza A (pathway_KEGG)
Antigen processing and presentation (pathway_KEGG)
0 0,5 1 1,5 2 2.5

Mormalizovani hodnota obohatenia génovv danej kategdrii

6.2.2 Analyza obohatenia génovej sady s pouzitim dat z RIP-seq

Postup a principy analyzy boli v zdsade zhodné s tymi popisanymi v predchadzajlce;j
kapitole (6.2.1) stym, Ze vstupné data vtomto pripade pochddzali zo sekvenovania
imunoprecipitovanej RNA (RIP-seq). Sledované boli len dosledky zmien hladiny
imunoprecipitovanych transkriptov v bunkovych liniach eIF4E1, eIF4E2, eIF4E3 A
aelF4E3 B v porovnani s rodi¢ovskou liniou HEK-293 (Flp-In, T-REx). Pomocou GSEA
identifikované funkéné kategorie boli vytvorené na zéklade rozdielov hladin transkriptov
imunoprecipitovanych pomocou jednotlivych eukaryotickych translaénych iniciacnych
faktorov 4E v jednotlivych liniach oproti rodicovskej linii. Diferencialna hladina konkrétneho
transkriptu mdze znamenat, ze dany transkript vykazuje Specificky zvySenu alebo Specificky
funkéné kategorie by teda mohli odhalovat’ funkény vztah medzi jednotlivymi translaénymi
iniciaénymi faktormi a ich biologickymi funkciami.
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Tabulky 7 — 21 znazoriiuju identifikované kategorie génov pre jednotlivé bunkové
linie a funk¢né databazy zoradené podl'a normalizovanej hodnoty obohatenia (normalized
enrichment score). Celkové mnozstvo kategorii je prili§ vel'ké a presahuje moznosti
kompletnej prezentacie dat v tejto diplomovej praci. Z tohto dévodu boli data d’alej filtrované
podl'a normalizovanych hodn6t obohatenia na > 2 a < -2. Takéto najvyraznejSie obohatené
kategorie su d’alej prezentované v podobe tabuliek. Kompletné vysledky GSEA su dostupné
v Prilohe 2. Kategorie génov, ktoré boli obohatené v imunoprecipitovanej RNA viazanej na
jednotlivé translacné iniciacné faktory 4E, stuviseli v niektorych pripadoch so znamymi
funkciami tychto faktorov. Dalsie kategorie by zas mohli naznaGovat’ spojitost’ &lenov

proteinovej rodiny 4E s novymi biologicky relevantnymi funkciami.
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Tabul’ky 7 - 10. Kategoérie z jednotlivych databaz identifikované pomocou GSEA u eIF4E1. Prezentované
data boli ziskané s pouzitim databaz ,,geneontology* (GO), konkrétne Biologicky proces, Bunkovy komponent
a Molekularna funkcia; a d’alej databazy ,,pathway* — KEGG. Tabulky obsahuju vysledky GSEA zoradené

podla normalizovanej hodnoty obohatenia a filtrované na tto hodnotu vacésiu ako 2 a mensiu ako -2. Kategorie

s vyznamne obohatenymi génmi st zvyraznené ruzovou farbou a kategérie s niz§im zastipenim génov modrou
farbou. Zelenou farbou su podfarbené hodnoty FDR < 0,01.

- . i normalizovana
kategoria (GO_Biologicky proces) hodnota obohatenia | P hodnota FDR
cytochrome complex assembly 2,698 0
protein localization to endoplasmic reticulum 2,366 0
mitochondrial respiratory chain complex assembly 2,357 0
translational initiation 2,061 0 0,01400606
establishment of protein localization to membrane 2,058 0 0,01171883

0,00404858 | 0,03607996

0 0,03501146
0 0,03114
0 0,03115958
0 0,03182132
0 0,02808143
0,00325733 | 0,02297627
0 0,02330645
0 0,02143921
0 0,0216547
0 0,01860919
0 0,0190447
0 0,01861469
0 0,01724049
0,0034965 0,01199311
0 0,011837

0,01223157
0,01091206

78



kategoéria (GO_Bunkovy komponent) normalizovana hodnota obohatenia p hodnota FDR

ribosome 2,516 0

mitochondrial inner membrane 2,310 0

mitochondrial protein complex 2,263 0

cytosolic part 2,198 0

mitochondrial membrane part 2,107 0
0 0,013007
0 0,013692

0,00729927

0,00796813

kategoria (GO_Molekularna funkcia)

normalizovana hodnota obohatenia p hodnota

structural constituent of ribosome

2,656 0

electron transfer activity

2,168

0,024364

0,00680272

0,023554

0

0,019703

0,00367647

0,015775

0

0,015005

0,013171

0

0,010558

0,00492611
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kategoria (pathway_KEGG) normalizovana hodnota obohatenia p hodnota

Ribosome 2,556 0
Oxidative phosphorylation 2,114 0
0,005714286 0,029617251
0,003460208 0,028683521
0,007380074 0,025694494

0 0,019254957

0 0,017480025
0,003584229 0,018565386
0,014177204

Tabul’ky 11 — 14. Kategorie z jednotlivych databaz identifikované pomocou GSEA u elF4E2. Prezentované
data boli ziskané s pouzitim databaz ,,geneontology* (GO), konkrétne Biologicky proces, Bunkovy komponent

a Molekularna funkcia; a d’alej databazy ,,pathway“ — KEGG. Tabul’ky obsahuju vysledky GSEA zoradené
podl'a normalizovanej hodnoty obohatenia a filtrované na tuto hodnotu véac¢siu ako 2 a mensiu ako -2. Kategorie
s vyznamne obohatenymi génmi st zvyraznené ruzovou farbou a kategdrie s niz§im zastiipenim génov modrou
farbou. Zelenou farbou st podfarbené hodnoty FDR < 0,01.

kategoéria (GO_Biologicky proces) normalizovana hodnota obohatenia p hodnota FDR
embryonic organ development 2,423 0
pattern specification process 2,333 0
embryonic skeletal system development 2,293 0
cell fate commitment 2,067 0
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kategoria (GO_Bunkovy komponent)

normalizovana hodnota obohatenia

p hodnota

transcription factor complex

2,008

FDR

kategéria (GO_Molekularna funkcia) normalizovana lTOanta p hodnota

obohatenia
DNA-binding transcription repressor activity, RNA polymerase Il-specific 2,511 0
DNA-binding transcription activator activity, RNA polymerase Il-specific 2,262 0
transcription corepressor activity 2,158 0

FDR

kategoria (pathway_KEGG)

normalizovana hodnota obohatenia

p hodnota

FoxO signaling pathway

2,200

0

MAPK signaling pathway
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Tabul’ky 15 - 18. Kategorie z jednotlivych databaz identifikované pomocou GSEA u elF4E3_A

Prezentované déta boli ziskané s pouzitim databaz ,,geneontology* (GO), konkrétne Biologicky proces, Bunkovy
komponent a Molekularna funkcia; a d’alej databazy ,,pathway“ — KEGG. Tabulky obsahuju vysledky GSEA
zoradené podl'a normalizovanej hodnoty obohatenia a filtrované na tito hodnotu vacsiu ako 2 a mensiu ako -2.

v

Kategorie s vyznamne obohatenymi génmi st zvyraznené ruzovou farbou a kategorie s niz§im zastipenim génov

modrou farbou. Zelenou farbou su podfarbené hodnoty FDR < 0,01.

normalizovana hodnota
obohatenia

kategdria (GO_Biologicky proces) p hodnota

FDR

0

0,016287

0,005

0,016249

0,00487805

0,014023

0

0,013354

0,00514139

0,012276

0,00278552

0,012333

0,012526

0,011005

0,011225

0,011454

0,011019

0,010009

0,010184

0,010313

0,010504

0,010253

0,00262467
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kategdria (GO_Bunkovy komponent) normalizovana hodnota obohatenia m
0

o]
0]

0,0086957

kategéria (Molekularna funkcia) normalizovana hodnota obohatenia | p hodnota | FDR |

0,00333333 | 0,011141

0,00304878 | 0,010898
0,00265957

0,00257069




kategoria (pathway_KEGG) normalizovana hodnota obohatenia | p hodnota FDR
0,00573066 | 0,014534
0,00507614 | 0,013402

0,00248139 | 0,013923

0| 0,014414
0,00259067

Tabul’ky 19 — 21. Kategorie z jednotlivych databaz identifikované pomocou GSEA u elF4E3_B.
Prezentované data boli ziskané s pouzitim databaz ,,gencontology* (GO), konkrétne Biologicky proces, Bunkovy
komponent a Molekularna funkcia; a d’alej databazy ,,pathway* — KEGG. Tabul’ky obsahuju vysledky GSEA
zoradené podl'a normalizovanej hodnoty obohatenia a filtrované na tito hodnotu véa¢siu ako 2 a mens$iu ako -2.
Kategorie s vyznamne obohatenymi génmi st zvyraznené ruzovou farbou a kategorie s niz§im zastipenim génov
modrou farbou. Zelenou farbou su podfarbené hodnoty FDR < 0,01.

kategoéria (GO_Biologicky proces) normalizovana hodnota obohatenia p hodnota FDR

kategoria (GO_Bunkovy komponent) normalizovana hodnota obohatenia p hodnota FDR
protein-DNA complex 2,113 0
kategoria (GO_Molekularna funkcia) normalizovana hodnota obohatenia p hodnota FDR
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6.3 Charakterizacia bunkovych linii

6.3.1 Charakterizacia bunkovych linii HEK-293 a dele¢nych mutantov (elF4E2A
a elF4E3A4)

V prvej Casti tejto prace bol skimany vplyv hypoxie (1% O,) na bunkové linie
u ktorych bol deletovany gén pre eIF4E2 a eIF4E3. elF4E2 je charakterizovany ako protein,
ktory sa zulastiiuje sprostredkovaniu tzv. hypoxickej translacie (vid' kapitolu 3.4.4 Uloha
elF4E2 v hypoxickej translacii, Prehl'ad literatiry). Funkcia proteinu eIF4E3 nie je dodnes
uplne pochopena. Zatial' nebola Studovana jeho uloha v zvladani hypoxického stresu, preto

sme vyuzili moznosti novo vytvorenej delecnej linie a zaradili ju do tychto experimentov.

Nastup hypoxického prostredia v cytosole buniek vyvolava signalnu odpoved, pre
ktoru je typicka stabilizacia transkripéného faktoru HIF-1a. Ten funguje ako hlavny induktor
transkripcie mRNA pre hypoxickd odpoved’ bunky. Translacia mnohych tychto transkriptov
je sprostredkovand pomocou komplexu HIF-2a:RBM4:eIF4E2:eIF4G3. Dolezité vsak je, ze
indukcia HIF-lo ahypoxickej translacie nastdva len za velmi nizkych koncentracii
dostupného kyslika v kultivacnej atmosfére (cca 1 — 2 %). Je dblezité poznamenat’, Ze vyssie
popisand regulécia takto funguje v bunkdch (HRPTEC), ktorych metabolizmus je zavisly na

oxidativnej fosforylacii a teda na dostupnosti kyslika.

Nase delec¢né linie boli vSak odvodené od linie HEK-293, ktord ma aktivnejSiu drdhu
klasickej glykolyzy. Pre navodenie kultivanej atmosféry 1% O, bol pouzity hypoxicky
inkubator od firmy Panasonic, kde je pozadovanéd koncentracia kyslika udrzovand pomocou
pumpovania dusika do inkuba¢nej komory. Bola vykonana cela rada kontrolnych pokusov,
aby sme sa uistili, Ze sme naozaj schopni dosiahnut’ takto nizku koncentraciu kyslika. Nastup
hypoxie bol monitorovany pomocou detekcie HIF-la v bunkovych lyzatoch, avSak jeho
pritomnost’ bola detekovana len v niektorych pripadoch. Napriek tomu, Ze v literature je
popisand indukcia HIF-1a v linii HEK-293, neboli sme schopni reproducibilne a opakovane
tento protein detekovat. Preto sme zacali testovat’ kombinovany vplyv znizenej koncentracie
glukozy a/alebo séra (FBS) a hypoxickych podmienok. Tento postup je v literatire nazyvany
OGD (z originalneho ,,oxygen glucose depletion®) (Yuan et al, 2011). OGD sa pouzZiva
u vybranych bunkovych linii ako model srdcovej ischémie, stavu, ktory tiez vyvolava

indukciu HIF-10.

Tento text mal za ulohu vysvetlit' cCitatelovi ucel pokusov, ktorych vysledky su
popisané v tejto kapitole.
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6.3.2 Optimalizacia kultiva¢nych podmienok

Vzhl'adom k tomu, ze nase dele¢né linie boli pripravené odvodenim od HEK-293 bola
snaha ngjst’ taki kombinaciu kultivaénych podmienok, kde by sme mohli pozorovat pripadny
fenotypicky vplyv absencie proteinu elF4E2 alebo eIF4E3 za hypoxickych podmienok.
vmédiu (a ich kombinacie), ktoré vyraznym spdsobom nelimituji rastové vlastnosti

testovanych linii a tieto podmienky néasledne kombinovat’ so zavedenim hypoxie.

6.3.2.1 Experimenty s automatickym pocitacom buniek (Countess™ II Automated
Cell Counter)

Pomocou automatizovaného pocitania zivych a mftvych buniek (Tabulka 22) bola
stanovena rastovd krivka bunkovej linie HEK-293 (Obrazok 82). Podmienky kultivacie
buniek zahtiali koncentraciu glukézy 4,5 g/1, 10 % FBS a 21% koncentraciu kyslika.

Tabulka 22. Udaje pre stanovenie rastovej krivky bunkovej linie HEK-293 (Flp-in, T-REx). Bunky boli
kultivované v 6cm miskach pre bunkové kultary, vSetky so zhodnou pociatocnou konfluenciou (odhad plochy
dna kultivacnej misky pokrytej bunkami ku celkovej ploche podla pozorovania pod mikroskopom) po
pasazovani. V kazdom ¢asovom bode boli pomocou zariadenia na automatizované pocitanie buniek Countess II
zmerané koncentracie zivych a mitvych buniek vo vzorkach zo Styroch biologickych opakovani.

opakovanie | Zas (h) po‘éet Zivych poE«_-:t mrtvych % iiv.\’(ch konfluenci.a buniek
buniek na 1 mi buniek na 1 mi buniek na miske
repl 1 3,64E+05 1,76E+04 95 10%
rep2 1 2,29E+05 1,17E+04 95 10%
rep3 1 3,58E+05 2,35E+04 94 10%
rep4 1 3,23E+05 1,17E+04 97 10%
repl 18 7,68E+05 2,93E+04 96 20%
rep2 18 3,99E+05 4,69E+04 89 20%
rep3 18 5,40E+05 2,93E+04 95 20%
repd 18 4,99E+05 3,52E+04 93 20%
repl 43 1,03E+06 2,35E+04 98 70%
rep2 43 1,03E+06 4,11E+04 96 70%
rep3 43 1,33E+06 1,17E+04 99 70%
repd 43 9,91E+05 4,96E+04 95 70%
repl 64 1,97E+06 1,76E+04 99 95%
rep2 64 1,60E+06 2,35E+04 99 95%
rep3 64 2,15E+06 1,41E+05 94 95%
rep4 64 1,91E+06 1,76E+04 99 95%
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Obrazok 82. Rastova krivka Zivych buniek linie HEK-293 (Flp-in, T-REXx). Graf reprezentuje pocet buniek
na 1 ml média ako funkciu casu. Na stanovenie rastovej krivky boli pouzité priemerné hodnoty vzdy zo Styroch
vzoriek pre kazdy casovy bod — zdrojové data su uvedené v tabulke 22 (pouzité¢ boli tidaje o poctoch zivych
buniek).

2,50E+06

2,00E+06
1

1,50E+06

1,00E+06 §

5,00E+05 §

pocet buniek na 1 ml

0'00E+00 T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70

cas (h)

Pre ucely odhadu limitne akceptovate'nych podmienok bola zmerana zivotaschopnost’
buniek HEK-293 pri rdéznych koncentraciach latok v médiu po 24 hodinach (Obrazky 83 a
84). Sti¢asne bola pozorovand morfoldgia buniek pri danych podmienkach. Tieto pozorovania
vSak treba brat’ srezervou, nakolko sa jedna o subjektivne hodnotenie a mali by len

dokresl'ovat’ obraz ziskany objektivnymi meraniami.
e Vplyv koncentracie FBS v médiu (koncentracia glukozy bola vzdy 4,5 g/l)

Obrazok 83. Vplyv koncentracie FBS v kultivaénom médiu na Zivotaschopnost’ buniek HEK-293 (Flp-in,
T-REx). Pre kazdia koncentraciu FBS boli zmerané vzorky dvoch biologickych opakovani (repl, rep2).
Koncentracia glukozy bola vo vsetkych vzorkach 4,5 g/l.

3,00E+06

2,50E+06

2,00E+06

1,50E+06

| Zivé

1,00E+06
H mftve

5,00E+05

pocet buniek na 1 ml

0,00E+00

0|o|1|1|2|2|5|5|10|10|
koncentracia FBS [%]
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Mikroskopické pozorovanie fenotypu buniek pri roznych koncentraciach glukozy:
5al0% FBS Standardnd morfologia, konfluencia > 95 %

2 % FBS okruhle bunky, viac vybezkov, tvorba sietovitej Struktiry (vacsie

,0ka*), konfluencia 70 %
1 % FBS morfologicky podobné ako pri 2 % FBS, konfluencia 50 %

0 % FBS tesné nahromadenie buniek (strapce), bunky nevypadaji dobre,

konfluencia 30 %

e Vplyv koncentracie glukozy v médiu (koncentracia FBS bola vzdy 10 %)

Obrazok 84. Vplyv koncentracie glukézy v kultivaénom médiu na Zivotaschopnost’ buniek HEK-293 (Flp-
in T-REx). Pre kazda koncentraciu glukézy boli zmerané vzorky dvoch biologickych opakovani (repl, rep2).
Koncentracia FBS bola vo vSetkych vzorkach 10 %.

2,00E+06
1,80E+06
1,60E+06
1,40E+06
1,20E+06
1,00E+06
8,00E+05
6,00E+05
4,00E+05
2,00E+05
0,00E+00

W Zivé

H mrtve

pocet buniek na 1 mi

0|o|1|1|2|2|3|3|4,5|4,5|
koncentracia glukdzy [g/1]

Mikroskopické pozorovanie fenotypu buniek pri roznych koncentraciach glukozy:

3 a4,5 g/l glukdzy Standardna morfoldgia, konfluencia 95 %

2 g/l glukézy Standardna morfologia, konfluencia 85 — 90 %
1 g/l glukdzy Standardna morfologia, konfluencia 80 %

0 g/l glukézy konfluencia 50 %
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Pridanie CoCl, do média napodobiiuje niektoré efekty hypoxie (Mufioz-Sanchez a
Chanez-Cérdenas, 2019). Experimenty s napodobniovanim bunkovej odpovedi na nizku
koncentraciu dostupného kyslika boli pouzité na predbezné vyhodnotenie vplyvu
kultivacnych podmienok (Tabulka 23a) na fenotyp buniek pocas navodenej ,,hypoxie*
(Obrazky 85 - 87).

Tabul’ka 23a. Podmienky kultivacie bunkovych linii. Zobrazené su pouzité koncentracie glukézy, FBS
a CoCl,.

Koncentracia glukozy (g/1) 1 2 3
Koncentréacia FBS (%) 1 2 5
Koncentracia CoCl, (uM) 0 200

Obrazok 85. Vplyv koncentracie glukézy, FBS a ich kombinacii v kultivaénom médiu na Zivotaschopnost’
buniek HEK-293 (Flp-in T-REx) bez hypoxie napodobovanej CoCl,. Pre kazdt koncentraciu glukézy (Glu),
FBS aich kombinaciu (FBS+Glu) boli zmerané vzorky dvoch biologickych opakovani (repl, rep2).
Koncentracie jednotlivych zloziek st uvedené v Tabulke 23a. Pokial’ st v tabul’ke uvedené koncentracie zloziek
v niektorej vzorke napr. ako ,,5+3%, prvé ¢islo znamena, ze kultiva¢na koncentracia FBS bola 5 % a druhé ¢islo
reprezentuje hodnotu koncentracie glukdzy 3 g/l.

bez CoCl,

3,00E+06
2,50E+06
2,00E+06
1,50E+06
1,00E+06 -
5,00E+05 -
0,00E+00 -

Hm Zivé

H mftve

pocet buniek na 1 mi

1|1|2|2|5|5|1|1|2|2|3|3 1+41|1+1| 2+2| 2+2|5+3|5+3

FBS Glu | FBS+Glu
koncentracia limitujucej zlozky

Mikroskopické pozorovanie fenotypu buniek pri réznych koncentraciach FBS a glukozy bez

pridaného CoCl,:

2a5%FBS Standardna morfologia
1 % FBS zl¢ kultary (odmyté bunky, prili§ sa nedrzia na miske)
2 a3 g/l glukézy Standardnd morfolégia
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1 g/l glukozy menej buniek

FBS+Glu —2+2 a 5+3 Standardna morfologia

FBS+Glu - 1+1 tvorba siet'ovitej Struktiry

Obrazok 86. Vplyv koncentracie glukézy, FBS a ich kombinacii v kultivaénom médiu na Zivotaschopnost’
buniek HEK-293 (FIp-in T-REx) s hypoxiou napodobovanou CoCl,. Pre kazdu koncentraciu glukézy (Glu),
FBS aich kombinaciu (FBS+Glu) boli zmerané vzorky dvoch biologickych opakovani (repl, rep2).
Koncentracie jednotlivych zloziek st uvedené v Tabulke 23b. Pokial’ su v tabul’ke uvedené koncentracie zloziek
v niektorej vzorke napr. ako ,,5+3, prvé ¢islo znamena, ze kultiva¢na koncentracia FBS bola 5 % a druhé ¢islo
reprezentuje hodnotu koncentracie glukozy 3 g/l.

s CoCl,

— 2,50E+06
S
- 2,00E+06
©
€ 1,50E+06
x
()]
‘c 1,00E+06 -
=) ve s
f, 5,00E+05 - W Zivé
Q ;
’8 0,00E+00 - B mftve
o replirep2repljrep2replrep2ireplirep2repljrep2replirep2jreplirep2replirep2replirep2

1|1|2|2|5|5|1|1|2|2|3|3 1+1|1+1{2+2|2+2|5+3|5+3

FBS | Glu | FBS+Glu |

koncentracia limitujucej zlozky

Mikroskopické pozorovanie fenotypu buniek pri roznych koncentraciach FBS a glukozy

s pridanym CoCl,:
FBS podobné ako misky bez CoCl,
glukéza podobné ako misky bez CoCl,

FBS+Glu - 5+3

FBS+Glu — 2+2

FBS+Glu — 1+1

Standardné bunky
podobna ,,siet* ako v pripade 1+1

tvorba siet'ovitej Struktiry

V pripade glukdzy bola na zéklade merani a pozorovani vybrand ako limitujuca

koncentracia 1 g/l. Dalej bol este experimentalne porovnany efekt réznych koncentracii

CoCl;, na zZivotaschopnost’ buniek.
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Tabul’ka 23b. Podmienky kultivacie bunkovych linii. Zobrazené st pouzité koncentracie glukozy, FBS
a CoCl,.

Koncentracia glukézy (g/1) 1 4,5
Koncentracia FBS (%) 2 5 10
Koncentracia CoCl, (uM) 0 100 200 300

Obrazok 87. Vplyv koncentracie CoCl, na Zivotaschopnost’ buniek HEK-293 (Flp-in T-REX) pri réznych
kultivaénych podmienkach. Pre kazdi kombinaciu koncentracii FBS a glukdzy boli zmerané vzorky dvoch
biologickych opakovani (repl, rep2). Koncentracie jednotlivych zloziek st uvedené v Tabulke 23b. Pokial
je tabul’ke uvedena kombinacia koncentracii zloziek v niektorej vzorke napr. ako ,,2+1%, prvé ¢islo znamena, ze
kultiva¢na koncentracia FBS bola 2 % a druhé ¢islo reprezentuje hodnotu koncentracie glukézy 1 g/l. Vzorky
oznacené ako ,,kontrola“ boli vzorky kultivované bez CoCl, pri dostatku FBS (10 %) a glukozy (4,5 g/1). Tieto
kontrolné vzorky boli odobrané na zaciatku a na konci merania, ktoré zabralo nejaku cas.

2,50E+06

W Zivé
2,00E+06

H mrtve
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1,00E+06

5,00E+05
0,00E+00
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koncentracia CoCl,

pocet buniek
nalml

6.3.3 Urcovanie rastovych schopnosti bunkovych linii pomocou resazurinu

Nasledujiice experimenty stanovovali pomocou merania fluorescencie resazurinu
(resorufinu) rastové krivky bunkovych linii HEK-293 a odvodenych dele¢nych mutantov
v roznych kultivacnych podmienkach (Obrazky 88 — 96). Variabilnd pocas kultivacie bola
koncentracia kyslika a koncentracia glukézy. V kazdom pripade bola pouzivana koncentracia
FBS 10 %. Najskor boli stanovené rastové krivky troch bunkovych linii: HEK-293 (Flp-In,
TREX), HEK-293 s deléciou génu pre elF4E2 (elF4E2A) a HEK-293 s deléciou génu pre
elF4E3 (elF4E3A). Krivky boli merané pre kazdu liniu tri krat, vzdy v dvoch riedeniach pri
poslednej pasdzi (bunkova suspenzia : médium = 1:7 a 1:11 = PKI12 a PK8). Kultivacia
prebiehala pri koncentracii glukdzy v médiu 4,5 g/l a normoxii v inkubatore (21% O,). Kazdy

deni bola vymienana cca polovica média (70 ul / 1 jamka, 96-jamkova dosticka) za Cerstvé.
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Obrazky 88 — 96. Rastové krivky troch bunkovych linii. Sledované bunkové linie boli: HEK-293 (Flp-in, T-
REX); eIF4E2A — bunkova linia s deléciou génu pre elF4E2 odvodena od HEK-293; eIF4E3A — bunkova linia
s deléciou génu pre e[F4E3 odvodena od HEK-293. Namerané hodnoty fluorescencie boli korigované na pozadie
(blank) a prepocitané na pociato¢nu intenzitu 100 %. PK oznacuje pociatocnu konfluenciu buniek v percentach —
jedna sa o pribliznu velkost” plochy dna kultiva¢nej misky pokrytej bunkami ku celkovej ploche na zaciatku
kultivacie. Hodnoty PK12 a PKS8 su priblizné a st dané prepotom mnozZstva buniek v novej miske po
pasazovani. Kazdy datovy bod grafov je ziskany spriemerovanim hodnét z oktaplikatu, chybové usecky
reprezentuju prislusné smerodajné odchylky.
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6.3.4 Zavislost rastovych schopnosti bunkovych linii na kultiva¢nych

podmienkach

e Vplyv kultivacnej koncentracie kyslika

V tomto pripade bol stanovovany vplyv hypoxie (1 % O,) anormoxie (21 % O,) pri
koncentracii glukézy 4,5 g/l na rast a metabolizmus bunkovych linii HEK-293 (Flp-In, T-
REX), eI[F4E2A a eIF4E3A (Obrazky 97 — 105). Médium nebolo vymienané za Cerstvé po celu
dobu kultivacie, po pridani resazurinu prebiehala kultivacia 4 h v normoxii a fluorescencia
resazurinu bola merand az nasledne.

Obrazky 97 — 105. Vplyv kultivaénej koncentracie kyslika na rast bunkovych linii. Sledované bunkové linie
boli: HEK-293 (Flp-in, T-REx); eIF4E2A — bunkova linia s deléciou génu pre elF4E2 odvodena od HEK-293;
elF4E3A — bunkova linia s deléciou génu pre eIF4E3 odvodena od HEK-293. Namerané hodnoty fluorescencie
boli korigované na pozadie (blank) a prepocitané na pociato¢nu intenzitu 100 %. PK — pociato¢na konfluencia
buniek v percentach. Médium vsetkych kultur obsahovalo 10 % FBS a 4,5 g/l glukdzy. U jednotlivych vzoriek sa
lisila koncentracia kyslika — 21 % O2 (normoxia) a 1 % O2 (hypoxia) — a po¢iato¢na konfluencia buniek (PK) na
zaciatku kultivacie. Kazdy datovy bod grafov je ziskany spriemerovanim hodnét z oktaplikatu, chybové tisecky
reprezentuju prislusné smerodajné odchylky.
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Dalej boli porovnané rastové schopnosti §tudovanych bunkovych linii v hypoxii
a normoxii za sucasn¢ho hladovania na glukézu pri jej koncentracii zniZzenej na 1 a2 g/l
(Obrazky 106 — 111). Cielom bola moznost’ porovnat’ tieto data s predoSlymi vysledkami
ziskanymi pocas kultivacie v dostatku glukozy a urcit’ tak vplyv koncentracie glukozy na rast

buniek v hypoxii a normoxii.
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Obrazky 106 — 111. Vplyv Kkultivaénej koncentracie kyslika na rast bunkovych linii poc¢as hladovania na
glukézu. Sledované bunkové linie boli: HEK-293 (Flp-in, T-REXx); eI[F4E2A — bunkova linia s deléciou génu pre
elF4E2 odvodena od HEK-293; eIF4E3A — bunkova linia s deléciou génu pre elF4E3 odvodena od HEK-293.
Namerané hodnoty fluorescencie boli korigované na pozadie (blank) a prepocitané na pociatocnu intenzitu 100
%. PK — pociatocna konfluencia buniek v percentach. U jednotlivych vzoriek sa liSila koncentracia kyslika — 21
% 02 (normoxia) a1 % O2 (hypoxia) — a pociatocna konfluencia buniek (PK) na zaciatku kultivacie. Glu2
oznacuje koncentraciu glukézy v kultivaénom médiu 2 g/l (Glul analogicky). Kazdy datovy bod grafov je
ziskany spriemerovanim hodnoét z oktaplikatu, chybové Gsecky reprezentuju prislusné smerodajné odchylky.
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e Vplyv kombindcie kultivacnej koncentracie kyslika a glukozy

V tomto pripade bol stanovovany vplyv hypoxie (1 % O;) anormoxie (21 % O;) pri

koncentracii glukozy 4,5 a 2 g/l na rast a metabolizmus bunkovych linii HEK-293 (Flp-In, T-
REXx), elF4E2A a elF4E3A (Obrazky 112 — 117). Polovica média bola vymienana za Cerstvé

vzdy pred pridanim resazurinu. Kultivdcia prebiehala 4 h v normoxii a fluorescencia

resazurinu bola merana az nasledne.
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Obrazky 112 — 117. Vplyv roznej kultivacnej koncentracie kyslika a glukézy v médiu na rast bunkovych
linii. U jednotlivych vzoriek sa liSila koncentracia kyslika — 21 % O2 (normoxia) a1l % O2 (hypoxia) —
apociatocnd konfluencia buniek (PK) na zacCiatku kultivacie. Glu4,5 oznacuje koncentraciu glukézy
v kultivatnom médiu 4,5 g/l (Glu2 analogicky). Kazdy datovy bod grafov je ziskany spriemerovanim hodndt

z oktaplikatu, chybové usecky reprezentuju prislusné smerodajné odchylky.

HEK-293 (Flp-in, T-REx) elF4E2A elF4E3A
1400 1400 1400
@ @ @
] ; S k]
2 1200 2 1200 2 1200
iz /s | iz > iz »
g £ 1000 // g £ 1000 / g £ 1000 /
S © S © S ©
S 8 s00 S8 so00 zVé S g 800 g 2 —o— PK12 (21% 02, Glu4,5)
< E = E = E
813 600 / £ % 600 £ 600 —f— PK8 (21% 02, Glu4,5)
Y c N c 8 c
§ S 400 § S 400 - § S 400 = PK12 (21% 02, Glu2)
c® c® c®
=58 200 4 =53 200 =58 200 —— PK8 (21% 02, Glu2)
£§3 £§2 §3
) g X g X
S o 20 20 60 80 100 & 0 20 40 60 80 100 S 20 40 60 80 100
K] &as (h) k] &as (h) K] &as (h)
HEK-293 (Flp-in, T-REx) elF4E2A elF4E3A
1000 1000 1000
900 L 900 900
= 800 ‘T— = 800 — 800
£ 700 . o £ 700 £ 700 &
§ 600 § 600 $ 600 —
2 A — 2 Sg 1 —4—PK28 (1% 02, Glu4,5)
£ so00 - T = E 500 = £ s00
g 400 Pl g 400 ¢ BT 400 —= PK17 (1% 02, Glu4,5)
g 300 g 300 g 300 | —a— PK28 (1% 02, Glu2)
8 200 & 5 200 & ® 200
3 i3 53 ~8— PK17 (1% 02, Glu2)
S 100 S 100 S 100
o o a
X 0 x 0 x 0
o o 20 40 60 80 100 0 0 20 40 60 80 100 o = 0 20 40 60 80 100
&as (h) &as (h) &as (h)

Dalej bol porovnany vplyv roznej koncentréacie kyslika na rast a metabolizmus bunkovych

linii aj pri koncentrécii glukozy 1 g/l (Obrazky 118 - 123). Polovica média bola vymienana za
cerstvé vzdy pred pridanim resazurinu. Kultivacia prebiehala 4 h v normoxii a fluorescencia

resazurinu bola merand az nasledne.

Obrazky 118 — 123. Vplyv roznej kultivaénej koncentracie kyslika a glukézy v médiu na rast bunkovych
linii. U jednotlivych vzoriek sa lisila koncentracia kyslika — 21 % O2 (normoxia) a1 % 02 (hypoxia) —
apociatocna konfluencia buniek (PK) na zaciatku kultivacie. Glu4,5 oznacuje koncentraciu glukdzy
v kultivaénom médiu 4,5 g/l (Glu2 analogicky). Kazdy datovy bod grafov je ziskany spriemerovanim hodnot
z oktaplikatu, chybové usecky reprezentuju prislusné smerodajné odchylky.
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7 Diskusia

Gény (transkripty) vybrané na validaciu sekvenac¢nych dat z RNA-seq boli vytipované
zéklade Specifického expresného profilu naprie¢ Studovanymi bunkovymi liniami. Proces
selekcie zahfiial postupné zuZzovanie vyberu génov pomocou filtracie a porovnavania
jednotlivych génov podla réznych kritérii. Vyberu kandidatnych génov na valida¢né
experimenty bola venovand zna¢na pozornost, pretoze existuje dovodné podozrenie, ze
Specifické zmeny hladin transkriptov tychto génov v désledku zmien mnozstva pritomnych
proteinov elF4E, by mohli mat’ biologicku relevanciu. Vyrazny nérast alebo naopak pokles
hladiny konkrétneho transkriptu ako reakcia bunky na zmenu hladiny niektorého zo
Studovanych proteinov rodiny elF4E by mohol naznafovat nejaki Specificki funként
asociaciu medzi nimi. NavySe, pokial’ bola podobna alebo prave opacnd zmena mnozstva
nejakého transkriptu pozorovand u viacerych bunkovych linii, mohlo by sa zacat’ uvazovat
napriklad nad tym, Ze rozne eukaryotické inicia¢né faktory 4E ovplyviiuji dany transkript
podobnym alebo naopak rozdielnym spésobom. Na druhu stranu treba zvazit' aj moznost, ze
pozorované zmeny expresie by nemuseli byt nutne odrazom nejakej Specifickej regulécie
sprostredkovanej niektorym z nadexprimovanych alebo deletovanych proteinov elF4E, ale ze
modze ist jednoducho len o akusi charakteristiku bunkovych linii sekundarne ziskant

klonalnou selekciou pri ich vytvarani.

Ciel'om procesu selekcie génov bolo vSeobecne vybrat’ také gény, ktoré by mohli byt
zaujimavym predmetom dalSiecho skumania. Vzhladom k tomu, Ze findlny vyber génov
neobsahoval také, u ktorych nejaky Specidlny funkény vztah s eIF4E proteinmi bol uz skor
popisany v literature a nebolo sa od ¢oho odrazit, tieto gény dalej Studované neboli. Do
buducna ale stale predstavuju potencidlne zaujimavé vyskumné ciele s moznostou odhalit

nové regulaéné funkcie ¢lenov rodiny elF4E.

Napriek znacnému mnozstvu energie venovanej tomuto procesu vyberu len
niekol’kych génov, je treba mat’ na pamati, Ze pre technicku validaciu nema sposob vyberu

génov zas tak zdsadny vyznam v kontexte tejto prace.

Validaéné experimenty boli vyhodnotené paralelnym grafickym porovnanim dat
zRNA-seq avysledkov z ¢qPCR validaénych experimentov. Okrem evidentnych
a oCakavanych rozdielov, ako je napriklad r6zna Skala osi porovnavanych grafov, mdéZeme

zhodnotit, Ze vysledky RNA-seq boli uspesne validované pomocou RT-qPCR. Pozorované
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rozdiely v rozsahu dat su sposobené tym, Ze sa jednd o rdzne nezavislé metody, ktoré maju
r6zny dynamicky rozsah. Preto je pri interpretacii vysledkov vhodnejSie nez sledovat
absolutne hodnoty, sledovat’ radSej relativne rozdiely v expresii konkrétnych transkriptov
medzi jednotlivymi bunkovymi liniami pre kazdi metodu zvlast a porovnavat’ az vSeobecné
trendy expresie naprie¢ liniami. Takto dospejeme k zaveru, Ze vzhl'adom k nejakej prijatel'nej
miere variability, su data ziskané sekvenovanim RNA v zasade obdobné datam z qPCR a teda
spolahlivé. Variabilita qPCR dat z biologickych opakovani bola podl'a oakavania pritomna
v pomerne vel'kej miere, obvykle vsak len v podobe jedného vyrazne odlisnej vzorky.
Nakol’ko takéto odchylné opakovanie nebolo vo vSetkych pozorovanych pripadoch rovnaké,
tazko povedat’ ¢i ide o dosledok nejakej prirodzenej biologickej variability medzi
jednotlivymi opakovaniami, alebo rozdiely vznikli ako ndhodné metodické nepresnosti.
Reproducibilita tychto dat pri pouziti nezavislych biologickych opakovani je teda otdzna, ale
az na par popisovanych vyrazne odchylenych vzoriek su data vi¢sinou konzistentné. Co sa
tyka rozdielov medzi indukovanymi a neindukovanymi biologickymi opakovaniami, vo
vacsine pripadov su pozorované rozdiely v hladinach jednotlivych transkriptov malé alebo
prakticky Ziadne. To mo6Ze znamenat' v zdsade dve veci: 1.) nejakym spdsobom doslo
k indukcii vSetkych biologickych opakovani napr. kontamindciou pracovného prostredia ¢i
kultivaénych médii indukujucim tetracyklinom, alebo 2.) pripadna indukcia sposobuje
Specifické zvySenie hladiny konkrétneho proteinu eIF4E, ale nie je nutnost'ou, aby tato zmena
nejakym zasadnym spdsobom menila aj hladiny pozorovanych transkriptov, nakolko takato
reguldcia unich zatial popisand nebola — moéZe sa len jednat o molekuldrnu expresnt

charakteristiku danej linie nezavislu na hladine proteinov elF4E.

V stvislosti s kvantifikdciou transkriptov elF4E1, elF4E2 a elF4E3 boli spociatku
pouzivané fluorescenéné¢ TagMan hybridizacné sondy a RT-qPCR. Vysledky tejto analyzy
v praci nie si zahrnuté, nakolko tieto systémy nefungovali optimélne a uprednostnend bola

kvantifikéacia proteinov rodiny eIF4E klasickym RT-qPCR so Specifickymi primermi.

Analyza obohatenia génovej sady (GSEA) bola skusand aj pouzitim nastroja Enrichr
(Kuleshov et al., 2016). Vysledky vsak neboli prili§ vypovedné mozno prave z dovodu
pouzitia jednoduchého zoznamu diferencidlne exprimovanych génov. Na rozdiel od toho
nastroj WebGestalt (Liao et al., 2019) vyuZiva zoznam génov s prislusSnymi hodnotami zmien

hladin jednotlivych génov a vysledky boli relevantnejsie.
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Vysledky GSEA predstavuju z hl'adiska interpretacie asi najzaujimavejsiu Cast’ prace.
Kazdy moze na zaklade svojho odborného zamerania ndjst’ v datach r6zne mozné biologicky

relevantné asociacie.

K vysledkom GSEA pri pouziti dat z RNA-seq je potrebné pristupovat’ opatrne.
Diferencialna expresia transkriptov génov a na zéklade toho pomocou GSEA vytipované
funk¢né kategérie nemuseli byt nutne désledkom zvysenia hladiny alebo deléciou
konkrétnych translaénych iniciaénych faktorov 4E v jednotlivych bunkovych liniach. Je
mozné, ze aspoi niektoré gény boli diferencidlne exprimované nezavisle na biologicke;j
funkcii Clenov proteinovej rodiny 4E a jedna sa len o akysi ,,transkripény geneticky podpis‘
jednotlivych linii vzniknuty v dosledku metodiky ich vytvéarania spojenej s klondlnou
selekciou ¢istych linii. VSeobecne ale GSEA dat z RNA-seq neposkytuje prili§ vel'a cennych

informacii.

GSEA s pouzitim sekvena¢nych dat z RIP-seq bola informac¢ne podstatne bohatsia.
V pripade nadprodukcie eIF4E1 bola napriklad identifikovana o¢akdvana obohatena
kategoria: translacna iniciacia (GO_Biologicky proces). Z menej evidentnych d’alej napr.
gény spojené s mitochondriami a mitochondrialnymi ribozomami. Bunkové dychanie bude
zrejme pozitivne regulované eIF4E1. Specificky nizke mnoZstvo transkriptov
imunoprecipitovanych s e[F4E1 bolo zaznamenané pre gény spojené s nervovymi procesmi
a nervovymi bunkami, d’alej boli podobne ovplyvnené aj kategorie génov hrajucich ulohy vo

vyvojovych procesoch.

V préci boli sice pouzivané sekvenacné data spracované metodou ALDEx2, ale mozno
by stalo za zvaZenie zopakovat’ analyzu s ddtami vyhodnotenymi nejakou v podobnych

kontextoch etablovanejSou metédou akou je napriklad DESeq (Anders a Huber, 2010).

Pre bunkovu liniu s nadexpresiou e[F4E2 boli medzi kategoriami nabohatenych génov
predovSetkym tie stivisiace s vyvojovymi procesmi. Konkrétne sa v tychto kategoriach
vyskytovali napr. gény rodin HOX a FOX. Tento vysledok je zaujimavy aj preto, Ze uloha
homologov l'udského proteinu eIF4E2 v regulécii vyvoja bola uz v minulosti popisana
u roéznych organizmov: Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans, dokonca aj
u Arabidopsis thaliana. U cicavcov bol vplyv eIF4E2 na procesy stvisiace s vyvojom
skimany a potvrdeny u mysi a na Grovni interagujtcich proteinov aj v odvodenych l'udskych
bunkach HeLa. eIF4E2 v tychto prikladoch vystupuje vd¢sinou ako translaény represor. To

znamena, zZe u nabohatenych transkriptov imunoprecipitovanych s nim moézeme zrejme
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ocakévat’ podobnu funkciu. Vypada to teda tak, ze protein elF4E2 vykazuje Specificka
preferenciu pre transkripty asociované s vyvojom organizmu a pravdepodobne
sprostredkovava ich transla¢nu represiu. Nabohatenie Hox mRNA (Hoxb4 a Hoxb8) mdze
znamenat, Ze imunoprecipitovany eI[F4E2 neviaze preferencne nejaké mRNA, ale interaguje
s proteinmi, ktoré¢ uz Specifickl vazbu danych mRNA zabezpecuju. V tomto pripade by sa
mohlo jednat’ napr. o nejaky l'udsky ekvivalent mysieho Prep1, u ktorého bol podobny efekt
popisany. Rodina proteinov TALE, kam patri aj Prepl obsahuje konzervovant vizbovu

sekvenciu pre elF4E2 - moznd interakcia a represia (Villaescusa ef al., 2009).

Je tiez potrebné dat’ si pozor na interpretaciu toho, ze eIF4E2 asociuje s transkriptami
viac, neznamend to podporu translacie, ale pravdepodobne pravy opak — je to translacny
represor. Podla vysledkov GSEA z RIP-seq dat protein eIF4E2 asociuje preferencne
s deacetylazami. Ku degradécii viazanych mRNA vsak zrejme nedochddza, nakol’ko by sa

tento rozdiel prejavil vo vysledkoch GSEA z dat RNA-seq.

Priklad Specificky nizsej vézby transkriptov s eIF4E3 podl'a GSEA z dat RIP-seq su
napr. gény pre aminoacyl-tRNA syntetazy. Pozor vSak na ich funkciu. T4 totiz zd’aleka
nemusi byt’ len ta kanonick4, ale v tomto kontexte sa mozu prejavovat aj nekanonické

aktivity aminoacyl-tRNA syntetaz.

Vseobecne mdzeme konstatovat’, ze vysledky realizovanej GSEA st kvalitné, nakol'ko
kategdrie obohatenych génov mali prislusné p hodnoty malé, ¢asto dokonca az 0. Znamena
to, Ze tieto data o nieCom jednoznacne vypovedajl a vytvaraju rozumny biologicky obraz

o funkciach proteinov rodiny elF4E.

Pri realizécii experimentov s kultivaciou bunkovych linii s nizkou koncentraciou FBS
(séra) v médiu bola pozorovana nizka adhézna schopnost’ buniek ku dnu kultiva¢nej nadoby.
Do6vodom je pravdepodobne nedostatok fibronektinu, zlozky kritickej pre tato adhéziu
v médiu, nakol’ko tato zlozka je pritomna prave v limitujicom FBS. Pozorovana tvorba akejsi
siet'ovitej Struktury v bunkovych kultirach pri hladovani na sérum mdze byt’ dosledkom tejto
straty schopnosti efektivne adherovat’ na dno kultiva¢nej nddoby a bunky sa kumuluja skor na

seba navzajom.

Pokusy s cielom identifikovat podmienky, pri ktorych st podmienky kultivacie pre
bunky este akceptovateI'né ale uz limitujuce boli najskor realizované pomocou automatického

pocitania buniek pristrojom Countess II. Vzhl'adom k nizkej reproducibilite tejto metodiky
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aznacne nespolahlivym datam tymto spdosobom ziskanym, boli d’alSie experimenty
realizované pomocou merania metabolickej aktivity buniek prostrednictvom fluorescencie
resazurinu. Tato metodika sa ukdzala byt vhodnejSou pre podobné analyzy s moZznostou
konstrukcie rastovych kriviek bunkovych linii v réznych kultivaénych podmienkach aich
porovnania. VsSeobecne su zporovndvania grafov zavislosti rastovych kriviek na
alternovanych podmienkach kultivacie evidentné predovsSetkym ocakévané efekty ako: 1.)
znizenie koncentracie kyslika (ustanovenie hypoxie) vedie ku brzdeniu rastu; 2.) nizsia
koncentracia gluk6zy ma za nasledok taktiez brzdenie rastu; 3.) kombinacia predoslych dvoch
v podobe kumulécie efektov. Vyrazné rozdiely medzi jednotlivymi bunkovymi liniami som
nebol schopny identifikovat. Aby boli pozorované nejaké vyraznejsie rozdiely (v pripade, ze
fyziologicky vobec existuju), bolo by d’alej potrebné podobné experimenty zopakovat’, alebo
preskiumat’ nazbierané data nejakymi objektivnymi metédami analyzy rastovych schopnosti

sledovanych buniek.

V literatire sa uvadza kliCova uloha proteinu elF4E2 v bunkovej translacii v linii
HRPTEC pocas hypoxie (Uniacke et al., 2012). Nasa bunkova linia s deléciou eIF4E2
odvodend od HEK-293 (Flp-In, T-REx) vSak bola schopna v hypoxii rast’ len o trochu horsie
(pokial’ vobec) oproti rodi¢ovskej linii, takze je otdzka, ako je to s nutnostou hypoxickej
translacie zavislej na elF4E2. Interpretacia moze byt takd, ze bud’ uloha elF4E2 v bunkach
pocas hypoxie nie je zas tak vyznamna a jeho absencia v takychto podmienkach nie je pre
bunky fatadlna vSeobecne, alebo je v mechanizme hypoxickej translacie urdéznych
sledovanych buniek rozdiel. V takom pripade by bolo otazkou, ktory model predstavuje

vacsinovy a vSeobecnejsi obraz o translécii v hypoxii.
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8 Suhrn

V praci boli Studované translacné iniciacné faktory proteinovej rodiny 4E a ich vplyv na

regulaciu génovej expresie.

e V prvej Casti prace bol vytvoreny set génov urceny na nasledné validacné experimenty

e Na vybrané gény boli nadizajnované Specifické pary primerov

¢ Pomocou nezavislej metdody RT-qPCR boli validované vysledky RNA sekvenovania

e Reproducibilita vysledkov validacie RNA sekvenovania bola overend pomocou
nezavislych biologickych opakovani

e Hladiny transkriptov patriacich ¢lenom proteinovej rodiny eIF4E boli v skiimanych
bunkovych linidch kvantifikované

e Pre dva typy sekvenacnych dat bola urobena Analyza obohatenia génovej sady

e Limitné podmienky kultivacie, pri ktorych boli Studované bunkové linie schopné rastu
boli identifikované

e Bunkove¢ linie s deléciou e[F4E2 a e[F4E3 boli charakterizované na zaklade vplyvu

roznych kultivaénych podmienok na ich rastové schopnosti
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