Univerzita Karlova
Prirodovédecka fakulta

Katedra biochemie

Studijni program: Biochemie

Lucia Solarikova

Zapojeni receptori spiraZenych s G proteiny v regulaci odpovédi na poskozeni DNA
The involvement of G protein-coupled receptors in the regulation of DNA damage response

Bakalatska prace

Vedouci prace/Skolitel: doc. RNDr. Jifi Novotny, DSc.
Konzultanti: RNDr. Zdeiika Drastichova, Ph.D., Mgr. Radek Indra, Ph.D.

Praha, 2024



r

Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem zavérenou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla vSechny pouzité
informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna cast nebyla predlozena k ziskani
jiného nebo stejného akademického titulu.

V Prazedne



Podékovani

Réda bych podé¢kovala svému Skoliteli doc. RNDr. Jitimu Novotnému, DSc.. Také
bych rada podékovala mé konzultace RNDr. Zdenice Drastichové, Ph.D. za pomoc pfii
praktickych experimentech v laboratofi a taky za oporu a cenné rady pfi psani prace.

V neposledni fadé chei podékovat mému piiteli, bez kterého bych tuto préaci nesepsala a taky
mé rodiné, kterda me podporovala v pribéhu celého studia.



Abstrakt

Tato bakalaisk4 prace se zabyva tlohou receptort sprazenych s G proteiny (GPCR) v
regulaci reakce na poskozeni DNA (DDR). DNA je neustale vystavena pusobeni riiznych
faktord, které ji mohou poskodit, a i¢innd oprava tohoto poskozeni je klicova pro zachovani
bunécné integrity a prevenci mutaci, které mohou vést ke vzniku rakoviny. GPCR jsou velkou
rodinou receptori na povrchu bunck, které reguluji tadu fyziologickych procest
prostfednictvim signalizace zprostfedkované G proteiny. Tato prace zkoumd, jak miize
aktivace TRH receptoru (TRH-R), ktery patii mezi GPCR, ovlivnit proces opravy DNA a jaké
jsou potencialni mechanismy, kterymi mohou tyto receptory modulovat DDR.

V praktické ¢asti této bakalatrské prace jsme se zamétili na komplexy proteinu 53bpl
sjeho vazebnymi partnery (pfedevsim MDCI a NBS1) po aktivaci TRH receptorii a
snizeného mnozstvi B-arrestinu 2. Pro tento cil bylo nezbytné optimalizovat postupy
frakcionace a imunoprecipitace a ovéfit ucinnost transfekce pomoci siRNA proti B-arrestinu
2. Stanovenych cili jsme dosihli pouZitim riznych biochemickych a molekularné-
biologickych metod. Pii frakcionaci ndm jako kontrola u¢innosti rozdéleni bunécnych
kompartmentl slouzila detekce proteinli pomoci 1D-elektroforézy a imunoblotu. Protein-
proteinové¢ interakce byly sledovany pomoci metod jako ko-imunoprecipitace a imunoblot.

V této praci jsme uspésné ziskali jadernou frakci z GH1 bunék, optimalizovali
podminky imunoprecipitace a ovéfili G€innost transfekce pomoci siRNA proti B-arrestinu 2.
Byly sledovéany interakce 53bpl s MDC1 a NBSI1 a interakce mezi NBS1 a MDCI. Byl
identifikovan komplex 53bpl s MDCI1 a komplex NBS1 s MDCI1, coz naznacuje, Ze protein
MDCI tvofii s 53bpl a NBS1 dva oddélené komplexy. ZvySeny imunosignal byl detekovéan po
pusobeni TRH jak v kontrolnich, tak 1 transfekovanych buiikach. Podobny ucinek byl
sledovan po pusobeni taltirelinu pouze v kontrolnich bunkach. Aktivace TRH receptoru by
tedy za urcitych podminek mohla hrat roli v reakci na poskozeni DNA. AvSak zména ve
fosforylaci H2AX po ovlivnéni taltirelinem nebyla pozorovana. Budouci vyzkum by se mohl
zam¢éfit na pozorovani ucinku ligandd TRH receptoru pii rizném bunécném mnozstvi f3-
arrestinu 2 na fosforylaci H2AX. Pro detekci komplexii proteinu 53bpl by mohla byt pouzita
metoda imunofluorescence pro potvrzeni ziskanych vysledkii. Tyto nové poznatky by mohly
vyjasnit, zda aktivace TRH receptoru muze ovlivnit odpovéd’ na poskozeni DNA a jeji
opravu.
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Abstract

This thesis focuses on the role of G protein coupled receptors (GPCRs) in the
regulation of the DNA damage response (DDR). DNA is constantly exposed to various
factors that can damage it, and effective repair of this damage is crucial for maintaining
cellular integrity and preventing mutations that can lead to cancer. GPCRs are a large family
of cell surface receptors that regulate a variety of physiological processes through G protein-
mediated signaling. This work investigates how activation of the TRH receptor (TRH-R), a
member of the GPCR family, can affect the DNA repair process and the potential mechanisms
by which these receptors can modulate DDR.

In the practical part of this thesis, we focused on the complexes formed by the 53bp1
protein with its binding partners (mainly MDC1 and NBS1) upon activation of TRH receptors
and reduced amounts of B-arrestin 2. For this goal, it was necessary to optimize the
procedures of fractionation and immunoprecipitation and to verify the efficiency of
transfection using siRNA against B-arrestin 2. We achieved the set goals by using various
biochemical and molecular biological methods. During fractionation, the detection of proteins
using 1D-electrophoresis and immunoblotting served us as a check for the efficient division of
cell compartments. Protein-protein interactions were monitored using methods such as co-
immunoprecipitation and immunoblot.

In this work, we successfully obtained the nuclear fraction from GH1 cells, optimized
the immunoprecipitation conditions and also verified the transfection efficiency using siRNA
against B-arrestin 2. The interactions of 53bpl with MDC1 and NBS1 and the interactions
between MDC1 and NBS1 were identified, suggesting that the MDCI1 protein forms two
separate complexes with 53bpl and NBS. An increased immunosignal was detected upon
TRH treatment in both control and transfected cells. A similar effects was observed after
treatment with taltirelin only in control cells. Thus, TRH receptor activation under certain
conditions could play a role in the DNA damage response. However, a change in H2AX
phosphorylation after treatment with taltirelin was not observed. Future research could focus
on observing the effect of TRH receptor ligands at different cellular amounts of B-arrestin 2
on H2AX phosphorylation. For the detection of 53bpl protein complexes, the
immunofluorescence method could be used to confirm the obtained results. These new
findings could clarify whether TRH receptor activation can influence the DNA damage
response and repair.
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Seznam pouzitych zkratek a symbolu

B2AR — B2-adrenergni receptor

AAS — antibioticky antimykoticky roztok (z angl. antibiotic antimycotic solution)
AC — adenylatcyklasa

Ac-Bis — sm¢s akrylamidu a bis-akrylamidu

AP mista — abazickd mista

APS — peroxodisiran amonny

ATM — mutovana ataxie-telangiektasie (z angl. mutated ataxia-telangiectasia)
ATR — ATM a RAD3 souvisejici

BCA — hydrat disodné soli kyseliny bicinchoninové

BER — oprava excizi bazi (z angl. base excision repair)

BS? — bissulfosukcinimidylsuberat

BSA — hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumin)

cAMP — cyklicky adenosin 3’,5'-monofosfat

CEB - cytosolarni extrakéni pufr (z angl. cytosol extraction buffer)

CNS - centralni nervova soustava

DAG — diacylglycerol

DDR — odpovéd’ na poskozeni DNA (z angl. DNA damage response)

DNA - deoxyribonukleové kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid)

DNA-PKcs — katalyticka podjednotka DNA-dependentni proteinkinasa (z angl. DNA-
dependent protein kinase catalytic subunit)

DTT — dithiotreitol

DMSO — dimethylsulfoxid

DSB — dvojvlaknové zlomy (z angl. Double-strand break)
EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

FBS — fetalni hovézi sérum (z angl. fetal bovine serum)

G protein-HDP — heterotrimerni disocia¢ni komplex G proteinu



GDP — guanosindifosfat

GPCR —receptory sptazené s G proteiny (z angl. G protein-coupled receptor)
GTP — guanosintrifosfat

H3K27ac — acetylovany H3K27

H3K27me3 — trimethylovany H3K27

HEPES — kyselina N'-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2 ethansulfonova

HR — homologni rekombinace (z angl. homologous recombination)

IP3 — inositol 1,4,5,-trifosfat

LDH - laktatdehydrogenasa

MAPK — mitogenem aktivované proteinkinasy

MMR - opravy chybnych bazi (z angl. mismatch excision repair)

NEB — nuklearni extrakéni pufr (z angl. nuclear extraction buffer)

NER — oprava excizi nukleotidili (z angl. nucleotide excision repair)

NHEJ — nehomologni spojovani koncti (z angl. Non-homologous end joining)
NP-40 — Nonidet P-40

PKA — proteinkinasa A

PBS — fosfatovy pufr (z angl. phosphate buffered saline)

PI3K — fosfoinositid 3-kinasa

PLC — fosfolipasa C

PLCp — fosfolipasa C

siRNA — mala interferujici ribonukleova kyselina, ptipadné umlcujici ribonukleova kyselina
(z angl. small interfering/silencing ribonucleic acid)

SDS — dodecylsulfat sodny

SLB — vzorkovy pufr (z angl. Laemmli sample buffer)

SSB — jednovlaknové zlomy/pteruseni jednoho vldkna (z angl. single strand break)
ssDNA — jednotetézcové DNA (z angl. single-stranded DNA)

TBS — fyziologicky roztok pufrovany Tris-pufrem



TEMED - tetramethylethylendiamin
TRH — tyrotropin uvoliujici hormon/tyroliberin (z angl. thyrotropin releasing hormone)

UV zareni — ultrafialové zafeni
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1. Uvod

V poslednich desetiletich védci dosahli vyznamného pokroku v pochopeni procest,
které zajist'uji integritu genetické informace v buiikdch. DNA je neustdle vystavena riznym
faktortim, které ji mohou poskodit — at’ uz jde o vlivy vnéjsiho prostiedi, jako je UV zéfeni a
chemické latky, nebo o vnitini procesy, jako je replikace a metabolické aktivity. Pro
organismus je zasadni, aby byl schopen takové poskozeni odhalit a u¢inné opravit, a zabranit
tak mutacim, které by mohly vést k zaniku bun€k nebo vzniku rakoviny.

V této souvislosti se do poptedi dostdva vyzkum mechanismii opravy DNA, znamych
jako DDR, které zahrnuji Sirokou $kélu signalnich drah a proteinovych komplext. Zatimco
tradicni opravné mechanismy jsou dobfe prozkoumany, roste védecky zajem o pochopeni
ulohy receptorti spfazenych s G proteiny (GPCR) v tomto procesu. GPCR tvofi jednu z
nejvétSich skupin receptorti na povrchu bunék a jsou znamy svou ulohou pfi regulaci fady
fyziologickych funkci prostfednictvim signalizace zprostfedkované G proteiny. Jejich
zapojeni do procesti opravy DNA je vSak relativné novou a fascinujici cestou vyzkumu.
Cilem této bakalatrské prace je zjistit, jak muze aktivace GPCR ovlivnit opravu poskozené
DNA a jaké jsou potencidlni mechanismy, kterymi mohou tyto receptory modulovat DDR.
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2. Literarni prehled

2.1. Receptory sprazené s G proteiny

Receptory sprazené s G proteiny (GPCR) jsou nejvic studované receptory jak u lidi,
tak i u jinych dalSich druhi'. Je znamo, Ze existuje vice jak 800 lidskych GPCR?2.
V poslednich dvou desetiletich doSlo k vyznamnému poznani a pochopeni GPCR. Jsou taky
nejveétsi rodinou membranovych receptorti pouzivanych jako 1é€ebné cile pro schvalené ale 1
nové léky!. Je to hlavné kvili tomu, Ze receptory spiazené s G proteiny sehravaji ustiedni roli
ve fyziologii mnoha organismii a maji schopnost regulovat rizné procesy’. GPCR jsou
vybaveny obrovskym mnozstvim vazebnych mist, kterd jsou na povrchu bun€k snadno
ptistupna pro xenobiotika!. V dusledku jejich funkce v bunééné fyziologii a biochemii
sehravaji dalezitou roli jak v bunééné biologii, tak v pouziti 1ékii na 1écbu Siroké Skaly
lidskych nemoci3. Vime, Ze GPCR se podileji na celé fadé onemocnéni, véetné poruch CNS,
zanétlivych onemocnéni, jako je revmatoidni artritida a Crohnova choroba, a také
metabolickych a nadorovych onemocnéni'.

GPCR interaguji s riznymi molekulami malé velikosti. Mnohé z téchto molekul se v
soucasnosti pouzivaji k 1é¢bé nemoci a tvofi tak pfiblizné polovinu ze vSech 1é¢iv3. Pravé
proto, ze GPCR interaguji s malymi molekulami, nebyly tyto receptory zahrnuty pii 1é¢bé
pomoci protilatek. Jedine¢né farmakokinetické a farmakodynamické profily protilatek z nich
uCinily pfesvédcivou alternativu k cilené terapii malymi molekulami. Protilatky nemaji
snadny vstup do CNS, coZz umoziuje selektivni zacileni na periferni receptory. Soucasné
trendy v objevovani 1é¢iv nyni se zamétuji na syntézu terapeutickych protilatek, které cili na
GPCR s velkymi extracelularnimi doménami vazajicimi substrat, pficemz extracelularni
domény funguji jako vazebné misto pro protilatku®. Rozpoznani ulohy GPCR v rtznych
fyziologickych a patofyziologickych procesech pomohlo identifikovat terapeutické oblasti, v
nichz by GPCR mohly byt vyuzity jako vhodné cile pro 1é¢iva na bazi protilatek!.

Rodina GPCR je nejvétsi znamou tiidou receptorti na povrchu bungk, jejiz Clenové
maji strukturu sedmi transmembranovych domén s extracelularnim N-koncem a
cytoplazmatickym C-koncem’ (Obr. &. 2.1.). Clenové této rodiny sedmi a-helikalnich
transmembranovych proteinti prenaseji extraceluldrni signaly a reguluji intracelularni druhé
posly prostfednictvim asociace s heterotrimernimi G proteiny, adenylatcyklasou, cAMP a

proteinkinasami?.
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Obrazek €. 2.1. Schematické znazoméni GPCR zobrazujici 7 helix®, spojovaci smycky a nckteré
konzervované aminokyselinové motivy. Pfevzato!

Hlavni funkci GPCR je pienos extraceluldrnich signalti a regulace intracelularnich
druhych posli prostiednictvim asociace s heterotrimernimi G proteiny a jejich naslednymi
efektory® 5. GPCR se podileji na rozpoznavani extracelularnich posli, pfenosu signald do
cytosolu a zprostiedkovani bunéénych odpovédi nezbytnych pro normdalni fyziologické
funkce organismi. Vazba nejriznéjSich molekul (ligandli) na receptory vede k interakci
GPCR sG proteiny, které nasledné¢ aktivuji nasledné efektory GPCR drah, jako je
adenylatcyklasa (AC) a fosfolipasa CP (PLCP), které reguluji mnoho riznych fyziologickych
procesu’.

Signalni drahy receptort spfaZzenych s G proteiny a jejich naslednych efektorti, které
fidi bunécnou signalizaci, transdukci a fyziologické procesy v organismech, byly zkoumany
na zéklad¢ velkého mnozstvi vyzkumnych dat. Byly studovany receptorové systémy v hmyzu,
hlisticich, potkanech a dal§i organismech, stejné¢ jako v bunéénych liniich odvozenych od
¢lovéka a laboratornich zvifat. Bylo odhaleno, Ze regulacni drahy GPCR hraji kliCovou roli v
bunééné signalizaci regulujici dilezité bunééné funkce véetné bunécné proliferace, prezivani,
diferenciace, migrace, degradace extracelularni matrix, angiogeneze, metastazovani, rakoviny
a dalSich. Nasledné efektory mnoha signalnich drah byly identifikovany jako potencialni cile
pro vyvoj novych 1é¢iv vyuzivanych pro prevenci a lé¢bu onemocnéni v lidské populaci?.

2.1.1. Aktiva¢ni mechanismy univerzalniho signalniho proteinu

Kdyz tyto transmembranové proteiny detekuji extracelularni agonistické molekuly,
prenaseji signaly do nitra buniky prostfednictvim G proteinti uvniti buiiky. Receptor je pak
postupn¢ fosforylovan, aby se utlumila dalsi signalizace. Fosforylovany GPCR se vaze na
protein arrestin a oba podléhaji konforma¢nim zménam, které vedou k aktivaci bunécénych
procesu zavislych na arrestinu®.

Arrestiny byly poprvé objeveny ve zrakovém systému, kde vazou a inaktivuji GPCR
citlivy na svétlo, zvany rhodopsin. Do této kategorie spada B-arrestin 1 a B-arrestin 2. Nyni je
Znamo, ze jsou témeét univerzalnimi regulatory signalizace GPCR. Vazba arrestinti na GPCR
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se zvysuje fosforylaci cytoplazmatického konce — receptoru. Mnoho modeltl vazby a aktivace
arrestinti zdtraziuje jeho interakci s touto oblasti receptoru®.

Od 90. let 20. stoleti je znamo, Ze se arrestiny vazou také na dalSich intracelularnich
mistech nékterych GPCR, vcetné intracelularnich smycek (GPCR maji tfi intracelularni
smycky, které spojuji sousedni transmembranové oblasti receptoru). Strukturni a biofyzikalni
studie arrestinu vazané¢ho na rhodopsin v poslednich letech jasné¢ ukazaly, Ze arrestin se vaze
na fosforylované zbytky v C terminusu i na jadrovou doménu receptoru, kterd zahrnuje
intracelularni smycky 2 (IL2) a 3 (IL3). Jak tyto interakce vedou k aktivaci arrestinu a
nasledné signalizaci, nebylo jasné®.

2.1.2. Déleni GPCR

Databaze GPCRdb (gpcrdb.org) je informacni systém, ktery shromazd'uje heterogenni
udaje o jednotlivych tfidach GPCR, vcetné sekvenénich udajt, vazebnych konstant ligandi a
udaji o mutacich. VSechny proteinové sekvence v GPCRdb jsou rozdéleny predevsim do Sesti
rodin: rodopsinu podobnd rodina, sekretinu podobna rodina, metabotropni glutamatova
rodina, rodina pro feromony, rodina cAMP receptori a rodina Frizzled/Smoothened
receptort. Kazda rodina zahrnuje n€kolik podrodin GPCRS.

2.1.3 Tyroliberinovy receptor (TRH receptor)

Hormon uvolnujici tyrotropin (TRH), nazyvany také tyroliberin, je tripeptidovy (pGlu-
His-Pro-NH2) hormon, ktery se podili pfedevsim na regulaci funkce hypofyzy. Jeho hlavni
ulohou je udrzovat homeostdzu hormonit $titné Zlazy regulaci sekrece hormonu stimulujiciho
Stitnou zlazu (tyrotropin, TSH)’. Signaly TRH jsou pfenaseny pies plazmatickou membranu
receptory TRH, které se podileji na pfeméné extracelularni vazby ligandu na intracelularni
signalizaci®. Receptory TRH patii do nadrodiny GPCR a taky jsou ¢lenem podrodiny
rhodopsin/B-adrenergnich receptori GPCR®. Zapojeni urcitych intracelularnich signalnich
kaskad spusténych TRH receptory mize zaviset na konkrétnich experimentalnich
podminkéach. Mimo jiné, B-arrestiny jako kli€¢ové regulatory signalizace GPCR a transportu se
mohou vyrazn¢ podilet jak na pienosu signdlu iniciovaného receptorem TRH, tak na
desensitizaci'®. Je znamo, ze C-terminalni konec TRH receptoru hraje dulezitou roli v
interakcich s B-arrestinem a také v procesu internalizace receptoru. B-arrestin se vaze na
fosforylovand mista na C-konci TRH receptoru. Zda se, ze desenzitizace a internalizace
receptort je zavisla na fosforylaci specifickych mist v C-konci receptoru'®. TRH receptor,
podobné jako jiné GPCR, je rychle fosforylovan a znecitlivén po navazani agonisty!'l.
Fosforylovany receptor piitahuje B-arrestin do plazmatické membrany, kde narusuje interakci
mezi receptorem a jeho ptfibuznym G proteinem, ¢imz ukoncuje signélni transdukci. TRH
receptor s navazanym agonistou je poté internalizovan spolu s B-arrestinem prostfednictvim
klathrinovych vackt a bud’ recyklovan, nebo degradovan!'®.

2.2. G proteiny

G proteiny jsou rodinou specializovanych proteind, které mohou vazat nukleotidy, tj.
guanosintrifosfat (GTP) a guanosindifosfat (GDP); proto jsou také zndmé jako proteiny
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vazajici guaninové nukleotidy!2. Jsou to regulaéni proteiny, které ptimo prenaseji informace z
receptorti spfazenych s G proteiny (GPCR) na plazmatické membrané do nitra buiky a
reguluji tak rizné biochemické funkce!3.

G proteiny se skladaji bud’ z jedné podjednotky (monomerni), nebo z vice podjednotek
(heterotrimerni). Monomerni struktury jsou znamé jako malé G proteiny/GTPasy'4, zatimco
heterotrimerni proteiny maji tfi ruzné podjednotky: alfa (a), beta (B) a gama (y)'> '
Podjednotky f a y tvofi stabilni dimerni komplex nazyvany komplex By (GBy). Komplex By je
povazovan za jednu funkEni jednotku a je pfipojen k plazmatické membrané pomoci
lipidovych kotev. V lidském genomu bylo nalezeno 16 gent pro podjednotky Ga, 5 gent pro
podjednotky Gf a 13 gentli pro podjednotky Gy. Rizné kombinace téchto podjednotek vedou
k Siroké $kale heterotrimernich G proteint'4.

Strukturné jsou G proteiny rozpoznavany predevsim podle svych podjednotek Go. Na
zékladeé sekvencni a funk¢ni podobnosti se proteiny Ga déli do ¢tyt rodin: Gas (stimulacni),
Go; (inhibi¢ni), Gogq a Gaiz 3. Lidsky i mySi genom obsahuje 5 geni GB (GBi, GB2, GBs,
GBs a GPBs) a 13 gent Gy'> 16, GBi1, GB2, GB3 a GB4 maji vysokou podobnost sekvenci (mezi
80 az 90 %), zatimco GPs je pouze z 50 % podobny ostatnim podjednotkdm Gf. Zatimco GPs
se nachazi hlavné v mozku, ostatni podjednotky Gf jsou exprimované v mnoha bunécénych

N 24
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2.2.1. Signaliza¢ni drahy

Bylo definovano nékolik signaliza¢nich efektori pro G proteiny'3. Gas stimuluje
adenylylcyklasu k produkci cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP), ktery aktivuje
proteinkinasu A (PKA) regulujici bunécné odpovédi!”. Naproti tomu Ga; inhibuje
adenylylcyklasu a tim snizuje produkci intracelularniho cAMP!3- 16, Aktivace Gogi1 stimuluje
fosfolipasu C (PLC), kterd hydrolyzuje membranové fosfolipidy a uvoliiyje inositol 1,4,5,-
trifosfat (IP3) a diacylglyceroly (DAG), coz nasledné¢ vede ke zvySeni intracelularni
koncentrace vapniku!8- 1920, TRH receptor aktivuje Gog/11-PLCP signalizaci'.

Kromé¢ proteini Ga mohou i GBy aktivovat néasledné efektory. Gy miize regulovat
adenylylcyklasu, fosfolipasu CPB a napétové fizené Ca?' kanaly?!. Vzhledem k relativné
vyS$§$imu mnozstvi G proteinli rodiny Goi v buiikdch se ptredpokladd, Ze aktivace Goi je
primarnim zdrojem signalnich procest zprostfedkovanych Gpy!3.

Byly vyfeSeny krystalové struktury n¢kolika Ga, GBy a Gafy (obr. €. 2.2.). Struktura
podjednotky Ga se sklada ze dvou domén: Ras-like GTPasa domény a a-helikalni domény??
(obr. ¢. 2.2. A). Tyto dvé¢ domény jsou propojeny kratkymi aminokyselinovymi fetézci
pojmenovanymi jako linker 1 a linker 2. Mezi témito dvéma doménami se nachdzi hluboka
Stérbina, ve které je pevné vazan GDP nebo GTP. Nukleotid je tak oddélen od okolniho
prosttedi, coZ vedlo k navrhu, Ze a-helikalni doména ptedstavuje inhibi¢ni bariéru a je vstupni
branou pro navazani GPCR nebo podjednotek Gpy?3 24 25, Struktura podjednotky Gpy
ukazuje, Ze Gf je sloZzen do B-helixu se sedmi listy. Kazdy list se sklada ze ctyt vlaken B-listh.
N-koncovy a-helikélni segment G vytvaii s podjednotkou Gy té€snou interakei typu coiled-
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coil (obr. ¢. 2.2. B). Krystalova struktura heterotrimeru Gafy ukazuje, ze obé domény Ga
interaguji s riznymi oblastmi GfB. N-koncovy a-helix Ga interaguje s jednou stranou G
helixu. Prepinaci oblast Ga II interaguje s horni ¢asti vrtule GB'3 (obr. ¢. 2.2. C).

Obrazek ¢. 2.2. Krystalové struktury heterotrimeru G proteinu. A — struktura Ga s dvéma doménami —
GTPasovou doménou a helikalni doménou (zluta); B — dimer Gy, kde modie je Gp a ¢ervené je Gy;
C — heterotrimer Gafy; Pfevzato'® a upraveno

2.2.2. Aktivace receptori a signalnich drah

Vazba s exogennimi nebo endogennimi agonisty uvadi GPCR do aktivniho
konformac¢niho stavu, ktery ndsledné¢ ovliviiuje intracelularni vazbu G proteinii nebo
arrestinovych proteinti?® ?7. Tato nadrodina receptorti sdili sedm transmembranovych (TM)
Sroubovicovych domén (TM1 az TM7) spojenych stfidanim tii intraceluldrnich a tii
extracelularnich smy¢ek (ICL1, ECL1, ICL2, ECL2, ICL3 a ECL3). Ligandy cilené na GPCR
se d€li na agonisty, parcidlni agonisty, inverzni agonisty a antagonisty. Agonisté vazajici
GPCR podporuji aktivni konformaci, coZ nasledné zvysuje signdlni u¢inek. Parcidlni agonisté
maji nizsi ucinek pii aktivaci receptoru. Naopak inverzni agonisté inhibuji spontanni zakladni
signalizaci tim, ze stabilizuji neaktivni konformaci GPCR. Antagonisté nemaji zadny vliv na
dynamickou rovnovéahu mezi aktivni a neaktivni konformaci GPCR, ale brani vazb¢ agonisti 1
inverznich agonist!3.

Pro interakci mezi GPCR a G proteiny bylo plivodné navrzeno, Ze GPCR a G proteiny
interaguji srazkou. Jak GPCR, tak G proteiny voln¢ difunduji v plazmatické membrané a
pouze aktivované (s agonisty vazané) GPCR se spojuji s G proteiny a aktivuji je?8. Bylo vSak

16



zjisténo, ze nékteré GPCR a G proteiny tvoii predsestaveny (nebo pfedvazany) komplex v
nepiitomnosti jakychkoli ligand(?® 2°. Vazba agonisti aktivuje GPCR a zpusobuje
konformacni zmény v piedsestaveném komplexu GPCR/G protein, coz vede k aktivaci G
proteinu. Predpoklada se, ze struktura piedsestaven¢ho komplexu GPCR/G protein se lisi od
struktury aktivované¢ho komplexu GPCR/G protein. Kolizni vazba nebo piedsestaveni miize
vést k rozdilné kinetice aktivace G proteinu a muize byt zdkladem rozdilné konstitutivni
aktivity GPCR. Tyto rtizné zpisoby interakce GPCR/G proteinu zavisi na konkrétnim paru
GPCR/G protein. Je zapottebi dalsiho vyzkumu, ktery by poskytl strukturni zéklad pro tyto
rizné interakce GPCR/G protein'3.

Z funkéniho hlediska funguje rodina G proteinit v butikdch jako molekuldrni spinace,
které pienaseji signaly v reakci na podnéty3?. Protein se stava aktivnim nebo neaktivnim v
zavislosti na vazb¢ a podjednotky G proteinu na GTP nebo GDP. V nepfitomnosti signalu se
GDP pfipoji k a podjednotce a vytvoti komplex G protein-HDP (heterotrimerni disociacni
komplex G proteinu). Kdyz se ligand navaze na GPCR, dochézi k aktivaci a konformac¢ni
zmén¢ receptoru, kterd usnadni vyménu GDP za GTP na podjednotce Go. Tato vyména
zpusobi, ze podjednotka Ga se oddeli od dimeru Gy, coz umozni podjednotkdm Go-GTP i
GPy interagovat s riznymi naslednymi efektory v signalni draze a regulovat je. Po hydrolyze
GTP na GDP se protein stane opét neaktivnim. Tento proces je ukdzany na obr. €. 2.3. G
proteiny funguji tak, Ze se zapinaji nebo vypinaji prostfednictvim interakci signal-receptor na
povrchu bunky!? 30, G proteiny maji vlastni GTPasovou aktivitu a hraji dynamickou roli v
bunéénych procesech, jako je bunécny rist, syntéza proteinii a transport membranovych
vezikul3!.

Qs, Qaxr, Qe O j1-3), Oy, Qy, O, Q1 Mg, Q12 Oz
Oz, Olgust Misne

Obrazek €. 2.3. Aktivace a cyklus G proteinu. GDP je navazano na Ga podjednotku. Kdyz se na
GPCR navaze ligand, protein se aktivuje, coz vyvola konformacni zménu a tato zména zpasobi
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vyménu GDP za GTP. Navazané GTP zpisobi, Ze Ga podjednotka se oddéli od GPy. Obé tyto
podjednotky tak mohou nasledné interagovat s efektory v signalni draze a regulovat je. Pfevzato®

Je stale vic a vic dukaza, které naznacuji ze GPCR mohou také iniciovat signalizaci
nezavislou na G proteinech a zavislou na B-arrestinu’’. B-arrestin 1 a PB-arrestin 2 jsou
vSudypiitomné cytosolické¢ adaptorové proteiny, které byly plvodné objeveny pro svou
inhibi¢ni roli v signalizaci GPCR prostiednictvim signdlni drdhy zprostfedkované G
proteiny®*. B-arrestin 1 a 2 sdileji ~80 % aminokyselinovou sekvenéni identitu a vysoce
konzervované strukturni rysy, ale pfedstavuji jedinecné, stejné jako sdilené role v signalizaci
a regulaci GPCR?33.

Zatimco desenzitizace receptort vyzaduje interakci f-arrestinu s aktivovanymi GPCR,
B-arrestiny mohou také pienaset intracelularni signalizaci jako adaptorové proteiny?3® 37, Bylo
napiiklad prokazano, ze [-arrestiny tvoii signalni leSeni pro mitogenem aktivované
proteinkinasy (MAPK), jako jsou extracelularni signalni kinasy (ERK) a c-Jun N-terminélni
kinasa 3 (JNK3), na endozomech s internalizovanymi GPCR. Nasledné bylo zjisténo, Ze B-
arrestiny podporuji nékteré z téchto drah, i kdyz je aktivita G proteinu vypnuta®3. Jinymi
slovy, je mozné identifikovat agonisty, ktefi mohou selektivné aktivovat bud’ signalizaci
zavislou na G proteinech nebo signalizaci zavislou na B-arrestinech. Takovi agonisté, ktefti
mohou selektivné aktivovat jednu nebo druhou signalni drahu, se oznacuji jako
,uprednostiujici agonisté“ a tento jev selektivni aktivace se nazyva ,,upfednostiujici
agonismus“ (angl. biased agonism)3®. Na rozdil od signalnich drah zprostiedkovanych G
proteiny, které jsou prechodné a rychlé, je draha zprostfedkovana B-arrestinem cCasto trvald a
pomala3s:39.40,

2.2.3. Role p-arrestinii v metabolismu a bunéénych procesech

B-arrestin 1 a B-arrestin 2 jsou exprimovany v ruznych tkanich a jsou zapojeny do
mnoha signalnich drah GPCR, kter¢ reguluji bunécné reakce. Signalizace B-arrestint slouzi k
mnoha ucellim; mize modulovat aktivitu n¢kolika bunécnych signalnich proteinii, jako jsou

PI3K a AKT, c-Src, MAPK, cAMP fosfodiesterasa, kalmodulin, proteinové fosfatasy,
ubikvitinové ligasy, deubikvitina¢ni enzymy a mnoho dal8ich37-41.42,

B-arrestiny jsou primarné spojovany s internalizaci a degradaci GPCR# 44, B-arrestiny
tvofti leSeni pro Sirokou Skalu signalnich komplexi spojenych se signalnimi kaskddami GPCR,
které mohou probihat paralelné s drahami GPCR/G protein/efektor®’. Nasledné bylo
prokdzano, ze [-arrestiny vazou Sirokou Skalu kinas, napf. ubikvitinové ligasy E3,
fosfodiesterasy a transkripéni faktory37- 41- 4246 Nedavno se ukazalo, ze aktivace B-arrestint
prostfednictvim B2-adrenergniho receptoru (B2AR) vede ke zvySenému poSkozeni DNA,
degradaci p53 a podpote apoptozy*’- 48. Tyto Gidaje naznacuji, Ze pokud by aktivace f2AR
mohla byt vychylena tak, aby signalizovala pfes drdhy mimo B-arrestin, mohla by byt
podpoiena oprava poskozeni DNA. Implicitné se ukdzalo, ze s dals$i slozitosti signaliza¢nich
repertoari. GPCR jsou tyto mechanismy transdukce GPCR usnadnény a specifikovany
tvorbou stabilnich multiproteinovych komplexti s receptorem*®- 30, Lidské B-arrestiny tvoii
malou rodinu cytosolickych proteinti, které¢ byly pivodné studovany pro svou roli v
desenzitizaci GPCR a intraceluldrnim pfenosu. Navzdory tomuto skromnému zacatku se -
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arrestiny (B-arrestin 1 (ARRBI1) a B-arrestin 2 (ARRB2)) ukazaly jako klicové regulatory
mnoha signalnich drah zapojenych do starnuti. Tim, Ze PB-arrestiny pusobi jako bunécné
leSeni, které propojuje dullezit¢ entity signalnich drah s GPCR, mohou vykonavat
homeostatickou a na ligandy reagujici alostatickou kontrolu mezibunéénych metabolickych
d&ju’!. Pokud jde o piimou vazbu na signalizaci zprostfedkovanou B-arrestiny a drahy
poskozeni/opravy DNA, prvni prace naznacily, ze stimulace B2-adrenergniho receptoru
(B2AR) podporuje defosforylaci B-arrestinu 2 a jeho potlaceni aktivace nuklearni faktor kB
(NF-xB). Aktivace NF-xB v reakci na poSkozeni DNA vyvolané UV zafenim je nezbytna pro
udrzeni G¢inné DDR reakce*s.

Ligand orientovany Vyvazeny ligand B-arrestinovy ligand
na G-protein
O 0 6]

oy

Gapy B-arrestin Gapy B-arrestin Gapy B-arrestin

Obrazek ¢. 2.4. Signalizace pro G protein nebo B-arrestinovou drahupo aktivaci receptorti
spiazenych s G proteiny na zékladé typu ligandu. Pfevzato' a upraveno

2.3. Poskozeni DNA

2.3.1. Faktory poskozeni DNA

Na to, aby mohli Zivé organismy spravné fungovat, je zapotfebi udrzet informace
ulozené v genomu. Tyto informace ulozené v DNA jsou za béZnych podminek relativné
stabilni a bezpec¢né ukryté, avSak integrita DNA je neustale naruSovana raznymi faktory. Tyto
faktory mtzeme rozd¢lit na endogenni a exogenni®? 3334,

Endogenni faktory zahrnuji vnitini procesy, které mohou DNA poskodit. Jsou to tedy
zdroje poskozeni DNA, které maji piivod v buiice. Je to napt. tvorba reaktivnich forem
kysliku (ROS) pfi normalnim bunééném metabolismu (vedlejsi produkty zejména
mitochondrialniho dychani), chyby pfi replikaci DNA a spontanni chemické reakce, jako je
napf. depurinace (ztrata purinovych bazi z patete DNA) nebo deaminace (pfeména cytosinu
na uracil, adeninu na hypoxantin nebo guaninu na xantin). Tyto procesy mohou vést k riznym
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typim poSkozeni DNA, jako jsou jednofetézcové zlomy, oxidacni poSkozeni bdzi a vznik
abnormalnich bazi>? 3334,

Exogenni faktory jsou naopak vnéjsi Cinitelé, kteti mohou zpiisobit poskozeni DNA.
Patii sem fyzikalni faktory, jako ionizyjici zafeni (vysokoenergetické zafeni jako rentgenové
nebo gama zafeni), ultrafialové (UV) zéafeni ze slunce, chemické latky (napt. alkylacni
Cinidla, ktera ptidavaji alkylové skupiny k bazim DNA, coz zplsobuje chybné parovani a
pteruseni fetézce, nebo interkalacni cCinidla vkladajici se mezi baze DNA a zplsobujici
mutace), environmentalni toxiny (napf. polycyklické aromatické uhlovodiky) a biologické
latky (n€které viry a bakterie mohou vyvolat poSkozeni DNA). Tyto faktory mohou zptsobit
rizné typy poSkozeni DNA, véetné dvoutetézcovych zlomtl, adukti DNA a fotoproduktii jako
jsou pyrimidinové dimery?2: 3354,

2.3.2. Typy poskozeni DNA

Poskozeni DNA se mize vyskytovat v riznych formach, z nichz kazdd ma odlisné
vlastnosti a disledky pro bunécnou funkci. Zde jsou uvedeny zakladni typy poskozeni DNA:

2.3.2.1. Preruseni jednoho vlakna (SSB)

K preruseni dochazi v jednom ze dvou vldken DNA. Zplsobuji to Casto reaktivni
formy kysliku, ionizujici zafeni a n€které chemické latky. SSB jsou zpravidla méné zavazné
nez dvoufetézcové zlomy, lze je opravit pomoci komplementarniho vlakna piedlohy?>.

2.3.2.2. Dvouretézcové zlomy (DSB)

Ob¢ vlakna dvousroubovice DNA jsou pferuSena. Muzou byt disledkem ionizujiciho
zéfeni, oxidacniho stresu nebo nékterych chemoterapeutik. DSB jsou velmi skodlivé, jelikoz
mohou vést k chromozomalnim ptestavbam, ztraté genetické informace, a dokonce i smrti
bunky, pokud nejsou fadné opraveny>>.

2.3.2.3. Modifikace bazi

Zmény chemické struktury bazi DNA. Dale je délime na oxidacni poskozeni
(zptisobeno ROS), alkylace (pfidani alkylovych skupin k bazim, které casto vede
k neshodnému parovani bazi) a deaminace (pieména cytosinu na uracil, adeninu na
hypoxantin nebo guaninu na xantin). Modifikace bazi jsou dusledkem ptisobeni nékterych
chemickych latek a UV zafeni>.

2.3.2.4. Pyrimidinové dimery

Kovalentni spojeni dvou sousednich pyrimidinovych bazi (obvykle thyminu) v fetézci
DNA. Pti¢inou byva UV zatfeni ze slunce. Toto poSkozeni zptisobuje zkrouceni fetézce DNA,
¢imz blokuje replikaci a transkripci™>.

2.3.2.5. Zesit’ovani

Kovalentni vazby vznikaji mezi bdzemi na protilehlych vldknech (interstrand
crosslinks) nebo uvnitt téhoz vlakna (intrastrand crosslinks). Vyvoldvaji ji nckteré
chemoterapeutické latky (napf. cisplatina) a toxiny ze zivotniho prostfedi. Zesitovani brani
oddéleni vlaken, které je nezbytné pro replikaci a transkripci’?.
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2.3.2.6. Objemné adukty

Velké chemické skupiny se pfipojuji k bazim DNA. Vznikaji v disledku expozice
mutagenim v Zivotnim prostfedi, jako jsou polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU)
obsazen¢ v tabakovém koufi. Mohou blokovat replikaci a transkripci DNA, coz vede
k mutacim®.

2.3.2.7. Abazicka mista (AP mista)

Mista v DNA, kde chybi baze. Pti¢inou byva spontanni hydrolyza glykosidické vazby
mezi bazi a sacharid-fosfatovou patefi. Pokud neni AP misto opraveno, miize vést k mutacim
béhem replikace DNA>.

2.3.2.8. Chyby parovani

Nespravné parovani bazi béhem replikace DNA. Chyby jsou zptsobené polymerasami
DNA. Muzou vést k mutacim, pokud nejsou opraveny systémem opravy chyb>>.

2.3.3. Regulatory poskozeni DNA

Nasledky poskozeni DNA jsou ruznorodé a nepiiznivé>® 7. Dusledky poskozeni
DNA, avSak do zna¢né miry zavisi na konkrétnich $kodlivych latek>8. Mirné poSkozeni DNA
je mozné opravit se zastavenim bunééného cyklu nebo bez nej3°. Odhaduje se, ze v bufice
savcu se prumérné kazdy den objevi deset az stotisic 1ézi DNA®. Rozsahla poskozeni mohou
vést k bunénému starnuti, apoptoze a nekroze>®. Chyby replikace DNA v dasledku poskozeni
DNA mohou zpiisobit nezvratné mutace. Chromozomalni aberace a mutace v kodujicich
genech mohou vést ke karcinogenezi®’. Aby se bylo mozné vyhnout zavaznym biologickym
disledkiim poskozeni DNA, vyvinula se komplexni sit’ mechanismii dohledu nad genomem
nebo procest pii odpovédi na poSkozeni DNA. Jadrem tohoto obranného systému jsou
komplementarni systémy opravy DNA, které pokryvaji vétSinu genetickych poruch. Kromé
pfimého odstranovani poSkozeni DNA spoustéji signalizani kaskadu, kterd vede ke
zpomaleni progrese bunécného cyklu, ¢imz bunky ziskévaji vice Casu na opravu poskozeni
DNA pied replikaci nebo délenim bungk®.

Stabilita genomu je nezbytna pro spravny vyvoj, zdravé starnuti a prevenci rakoviny.
vSak také nezbytné jako povinné meziprodukty béhem vyvoje lymfocytl a zarode¢nych bunck
a jako vedlejSi produkty normalni replikace DNA a reakce na environmentdlni podnéty.
Neopraven¢ DSB vedou k zastaveni bunéfného cyklu a apoptéze a brani funkénimu
dozravani lymfocyti a zdrodeCnych bunck. Nespravnd oprava DSB vede ke genomické
nestabilité, véetné deleci, amplifikaci nebo chromozomalnich translokaci, které slouzi jako
zaklad pro onkogenni selekci®!.

Hlavnimi reguldtory DDR jsou tfi proteinkinasy souvisejici s fosfoinositid-3-kinasou
(PI3K): ATM kinasa (z angl. ataxia teleangiectasia mutated), ATM a RAD3-souvisejici
kinasa (ATR) a katalyticka podjednotka DNA-dependentni proteinkinasy (DNA-PKcs). Tyto
enzymy spolu s navazujicimi signalnimi drahami jsou v procesu DDR nezbytné. Jsou
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navdzany a aktivovdny na mistech poSkozen¢é DNA pomoci vlastnich senzorovych
proteinovych komplexa®!: 62,

ATM se priméarné aktivuje pifi dvouretézcovych zlomech v DNA a je do téchto mist
rekrutovana komplexem MRN (Mrel1/Rad50/Nbsl). Po aktivaci ATM fosforyluje né€kolik
klicovych substratli, v€etné p53 proteinu, kinasy CHK2 (z angl. check-point kinase 2) a
histonu H2AX, coz vede k zastaveni bunééného cyklu, opravé DNA nebo apoptdze. ATM
hraje kli¢ovou roli pfi udrzovani genomové stability a jeji nedostatek mulze vést k ataxii
telangiektasii, neurodegenerativnimu onemocnéni charakterizovanému cerebelarni ataxii,
imunitnimi deficity a predispozici k rakoving®!- 63,

ATR je aktivovana po navazani na jednovldknovou DNA (ssDNA) pokrytou
replika¢nim proteinem A (RPA), ktery obvykle vznikd béhem replikacniho stresu DNA nebo
resekce DSB. Signalizace ATR vede pfedevsim k aktivaci kinasy CHKI, ktera podporuje
zastaveni bunécného cyklu a opravu DNA. ATR je klicova pro reakci na replikacni stres a
podili se na n€kolika procesech mimo DDR, jako je regulace replikace telomer a spravny
pribéh meidzy. Mutace v ATR mohou vést k Seckelovu syndromu, poruSe charakterizované
zakrslosti a mikrocefalii®! 63,

DNA-PKcs je usttednim hra€em v draze NHEJ (non-homologous end joining), ktera
je jednim z hlavnich mechanismi oprav DSB. Je rekrutovana k DSB heterodimerem
Ku70/Ku80, kde tvoii aktivni komplex, ktery zpracovava a spojuje konce DNA. DNA-PKcs
také interaguje s endonukleasou Artemis a usnadituje otevirani vlasenkovych struktur béhem
V(D)J rekombinace, kterd je nezbytna pro vyvoj imunitniho systému. Deficity DNA-PKcs
mohou vést k t€zké kombinované imunodeficienci (SCID) a zvySené citlivosti na ionizujici
zateni®3 64,

2.4. Oprava poskozeni DNA

Oprava poskozené DNA je soucasti DDR® po detekci a signalizaci poSkozeni®®.
Utinna odpovéd na poskozeni DNA vyzaduje koordinované zapojeni mnoha faktord. Je tieba
zachovat integritu genomu a zabranit potencidlné Skodlivym mutacim, které by mohly vést k
poskozeni bun¢k nebo vzniku nadord. Je dilezit¢ vytvofit zakladni kontext, ktery usnadni
u¢innou opravu tim, ze signalizuje pfitomnost 1ézi DNAS7.

Proces opravy lze rozdélit do péti cest: homologni rekombinace (HR), nehomologni
spojovani konci (NHEJ), opravy nukleotidové excize (NER), opravy excize bazi (BER) a
opravy chybného parovani DNA (MMR). Z téchto mechanismti se HR a NHEJ pouzivaji
hlavné k opravé DSB, zatimco ostatni tii cesty excizni opravy jsou zodpovédné za poruchy
spojené s jednim parem bazi% . Je tieba poznamenat, ze 1éze opravené pomoci HR umoziuji
vznik bezchybného produktu diky pouziti homologniho templatu’® a béhem HR se syntetizuji
pouze kratké useky DNA’!. Naopak NHEJ spojuje konce DSB bez referenéniho templatu, coz
muze byt chybny model, ktery ¢asto zptisobuje substituce, inzerce a delece v misté zlomu, coz
vede k defektnim opravnym produkttim?% 72,

22



2.4.1. Opravné mechanismy poskozené DNA

2.4.1.1. Oprava excizi bazi (BER) (base excision repair)

Opravuje malé, Sroubovici nedeformujici 1éze bazi. Draha BER mé zasadni vyznam
pro zachovani integrity genomu tim, Ze opravuje bézné formy poskozeni DNA, zplsobené
oxidovanymi, alkylovanymi nebo deaminovanymi bazemi. Jedna se o univerzalni a ucinny
opravny mechanismus, ktery tesi Sirokou skdlu poskozeni DNA a zajistuje tak stabilitu a
funkénost genetického materialu’3 74 75, 76,

Enzym DNA glykosylasa rozpoznava poSkozenou béazi DNA. Pak nastdva jeji
odstranéni. DNA glykosylasa rozstépi vazbu mezi poskozenou bazi a sacharid-fosfatovou
patef a zanecha apurinové/apyrimidinové misto, které je také znamé jako abazické misto
(AP). AP endonukleasa nésledné rozpoznd misto AP a provede fez ve vlakn€¢ DNA, ¢imZ
vytvoii jednovlaknovy zlom s 3-OH a 5'-deoxyribdzofosfatovym koncem. Enzym DNA
polymerasa vyplni mezeru piidinim spravné baze komplementarni k neposkozenému vlaknu.
Enzym DNA ligasa v poslednim kroku uzavie zafez v patefi DNA, ¢imZ dokonéi proces
opravy’3 74.75.76,

2.4.1.2. Oprava excizi nukleotidi (NER) (nucleotide excision repair)

NER je univerzalni a robustni mechanismus opravy DNA, ktery odstraiiuje objemné,
Sroubovici narusujici 1éze, jako jsou léze zplisobené UV zafenim (napi. dimery thyminu) a
velké chemické adukty.

Nejdiiv dochazi k rozpoznani poskozené DNA. Jsou piitomny dvé dil¢i drahy globalni
genomova NER (GG-NER) a transkripcné sprazend NER (TC-NER). Globalni genomova
NER (GG-NER) funguje v celém genomu. PoSkozeni je rozpoznavano komplexem XPC-
RAD23B, ktery identifikuje naruseni Sroubovice nepfimo prostiednictvim zmén ve
Sroubovicové struktufe DNA. Transkripéné spfazena NER (TC-NER) je specifickd pro
ptepisované vlakno aktivnich gent. Je iniciovéana, kdyz se RNA polymerasa II zastavi na 1ézi.
Zastavena polymerasa je rozpoznana proteinem CSB (Cockayne Syndrome B), ktery pak vaze
CSA a dalsi faktory. Po rozpoznani 1éze se do mista poskozeni vaze komplex transkripéniho
faktoru IIH (TFIIH), ktery zahrnuje helikasy XPB a XPD. Tyto helikasy odvijeji DNA kolem
1éze a vytvareji bublinu jednofetézcové DNA. Dvé endonukleasy, XPG a ERCCI-XPF,
provedou incize na obou stranich 1éze. XPG feZe na 3' strané¢ a ERCC1-XPF na 5' stran€, coz
vede k odstranéni 24-32 nukleotidii dlouhého jednofetézcového tiseku DNA, ktery obsahuje
1ézi. Poskozeny oligonukleotid je odstranén a zistane jednofetézcovd mezera.
Jednovldknovou mezeru vyplni DNA polymerasy 6 nebo ¢, které pouziji neposkozené vlakno
jako templat. Tento proces vyzaduje také replikacni protein A (RPA), ktery stabilizuje
jednotetézcovou DNA, a proliferyjici bunéény jaderny antigen (PCNA), ktery funguje jako
posuvna svorka pro polymerasu. Nakonec DNA ligasa I nebo DNA ligasa III pfipoji nove
syntetizovanou DNA do stavajiciho vlakna, ¢imz je oprava dokon¢ena’”- 7879,

2.4.1.3. Oprava chybného parovani (MMR) (mismatch excision repair)

MMR je vysoce konzervovana opravna draha DNA, kterd je zodpovédnd za opravu
chybnych bazi a inzerce/delece smycek, k nimz dochazi béhem replikace a rekombinace
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DNA. Tento proces mé zasadni vyznam pro udrzeni genomové stability a prevenci mutaci.
MMR je hlavnim postreplika¢nim opravnym mechanismem DNA.

Komplexy MutS (MutSa a MutSP) vyhledavaji v DNA chybné pary a vaZzou se na
misto chyby. MutSa (MSH2-MSH6) rozpoznava chyby u jednotlivych bazi a malé
inser¢éni/delecni smycky. MutSB (MSH2-MSH3) rozpoznava vétsi inseréni/delecni smycky.
Primarni komplex MutLa (MLH1-PMS2) je navdazan do komplexu MutS s chybou v DNA.
MutLa interaguje s proteinem posuvné svorky PCNA, ktery obepinad vldkno DNA a spojuje
chybu s replikacnim aparatem. Dal$im krokem je excize Casti vlakna s chybou. Komplex
MutLo usnadituje navéazani a aktivaci exonukleasy 1 (Exol), ktera degraduje vlakno DNA od
mista nafezdni aZz po chybny usek. Tento proces muze zahrnovat jednofetézcové i
dvouretézcivé excize, v zavislosti od povahy chyby. Nasleduje resyntéza DNA. DNA
polymerasa o syntetizuje novou DNA, aby vyplnila mezeru vytvofenou exonukleasou,
pficemZ jako templat pouzije neposkozené komplementarni vlakno. Replikacni protein A
(RPA) béhem tohoto procesu stabilizuje jednotfetézcovou DNA. DNA ligasa | pfipoji nové
syntetizovanou DNA, k jiz existujicimu vlaknu a dokon¢i tak proces opravy3% 81,82,

2.4.1.4. Homologni rekombinace (HR) (Homologous recombination)

HR je vysoce piesny mechanismus opravy DNA, ktery opravuje predevSim
dvouretézcové zlomy (DSB) a mezifetézcové kiizové vazby. Je nezbytna pro udrzeni stability
a integrity genomu.

Komplex MRN (Mrel1-Rad50-Nbs1) detekuyje DSB a vaze kinasu ATM. Komplex
MRN spolu s CtIP zah4ji resekci 5' konclt v misté zlomu a vytvofi 3' ptevisy jednotetézcové
DNA (ssDNA). Tento proces dale rozSifuji nukleasy a helikasy, jako jsou Exol a BLM-
DNA2. ssDNA je rychle obalena replikacnim proteinem A (RPA), aby se zabranilo tvorbé
sekundarni struktury a jeji degradaci. RPA je nahrazen rekombinasou RADS51 za pomoci
mediatorovych proteint, jako jsou BRCA2 a RADS52, a vytvaii nukleoproteinové vlakno
kolem ssDNA. VIdkno RADS51-ssDNA hledda homologni sekvenci v sesterské chromatidé
nebo homolognim chromozomu. Jakmile je homologie nalezena, vlakno RADS51 navaze
homologni duplex DNA a vytvofi vytésiiovaci smycku (D-smycku). Tento krok usnadiuji
proteiny jako RAD54 a BRCA2. DNA polymerasy prodlouZzi 3' konec navdzaného fetézce s
vyuzitim homologniho templatu jako voditka. Vysledkem této syntézy muze byt crossover
(vytvoreni Hollidayova spoje) nebo non-crossover (vzajemné nasedani zavislé na syntéze,
SDSA). Nov¢ syntetizované vlakno je vytlaceno z D-smycky a nasedd na druhy 3' pievis
zlomu. Syntéza DNA a ligace dokon¢i opravu. Hollidayiv spoj mize byt vyfeSen pomoci
strukturné specifickych endonukleas, jako jsou GEN1, MUS81-EME1 nebo komplex BLM-
Top3a-RMII1. Zatezy v DNA jsou uzavieny DNA ligasou I nebo III, ¢imz je dokoncen proces
opravy a obnovena integrita DNA83.84.85,

Aktivita HR proteinii je pfisn¢ regulovana fosforylaci, ubikvitinaci a dalS$imi
modifikacemi. Kinasy ATM a ATR hraji kliCovou roli pii aktivaci a regulaci HR proteinti v
reakci na poskozeni DNA. HR je aktivni pfedevsim ve fazich S a G2 buné¢ného cyklu, kdy je
sesterska chromatida k dispozici jako $ablona pro opravu®3: 8485,
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2.4.1.5. Nehomologické spajeni koncii (NHEJ) (Non-homologous end joining)

NHEJ je opravnd drdha DNA, kterd je zodpovédnd za opravu DSB piimou ligaci
pterusenych konciit DNA bez nutnosti pouZziti homologniho templatu. NHEJ je nezbytna pro
udrzeni stability genomu, zejména v nereplikujicich se bunkach, a funguje v pribchu celé¢ho
bunécného cyklu.

Komplex Ku70/Ku80 se rychle vaZze na konce DNA v mist¢ DSB, chrani je pfed
degradaci a zabraiuje nevhodné rekombinaci. Komplex Ku slouzi jako leSeni pro nasednuti
dalsich faktortt NHEJ. Ku70/Ku80 rekrutuje DNA-PKcs na konce DNA a vytvaii holoenzym
DNA-PK. Tento komplex je kliCovy pro spojeni, pii némz se konce DNA dostdvaji do tésné
blizkosti. Konce DNA ¢asto vyzaduji zpracovani, aby byly kompatibilni pro ligaci. Artemis,
nukleasa aktivovand fosforylaci prostfednictvim DNA-PKcs, zkracuje ptfevisy a odstrainuje
poskozené nukleotidy. Enzymy polynukleotidovd kinasova fosfatasa (PNKP), aprataxin
(APTX) a tyrosyl-DNA fosfodiesterasa (TDP1) dale zpracovavaji konce DNA fosforylaci 5'
koncil a odstranuji blokujici 1éze. Specializované DNA polymerasy p a A vypliiuji mezery a
prodluzuji konce DNA, aby vytvotily konce vhodné pro ligaci. Mohou fungovat zptisobem
nezavislym na $ablon¢, diky ¢emuz jsou vhodné pro rizné struktury konct, které se vyskytuji
pii NHEJ. Protein XRCC4 interaguje s DNA ligasou IV, ktera provadi kone¢nou ligaci konct
DNA. Faktor podobny XRCC4 (XLF) nebo Cernunnos pracuje ve spojeni s XRCC4 a DNA
ligasou IV a zvySuje u€innost ligace.

Fosforylace faktort NHEJ, zejména pomoci DNA-PKcs, reguluje jejich aktivitu a
interakce. Ubikvitinace a SUMOylace rovnéz hraji roli pii modulaci stability a funkce slozek
NHEJ. NHEJ funguje v prubéhu celého bunééného cyklu, ale je dilezitd zejména ve fazi Gl,
kdy neni k dispozici zadna sesterska chromatida pro HR86: 37 88,

2.5. 53bpl

53bpl (p53-binding protein 1) je kliCovy protein, ktery se podili na bunééné odpovédi
na poskozeni DNA, zejména na opravé DSB. Hraje vyznamnou roli pfi udrZovani rovnovahy
mezi vybérem cesty opravy, stabilitou genomu a spravné regulaci buné¢ného cyklu®®- %,

53bpl hraje klicovou roli pii rozpoznavani a navazovani DSB. Do poskozenych mist
DNA se vaze prostiednictvim interakce se specifickymi modifikacemi histonl, zejména
H4K20me2 a y-H2AX (fosforylovany histon H2AX), které jsou markery poskozeni DNA.
Tento proces navazani je zprostiedkovan tudorovymi doménami 53bpl, které¢ se specificky
vazou na tyto modifikované histony. Po navazani vytvaii 53bpl v mistech poSkozeni jaderna
ohniska, ktera poskytuji platformu pro shromdzdéni dalSich proteinovych komplext
nezbytnych pro opravu DNA®,

53bpl ma klicovou ulohu béhem opravy DNA pomoci NHEJ, ktera pifimo spojuje
poskozené konce DNA, aniz by potifebovala homologni piedlohu. 53bp1 stabilizuje pterusené
konce DNA a chréni je pfed nadmérnou resekci. Toto je nezbytny krok pro podporu NHEJ
oproti HR. Interaguje s dalSimi proteiny v draze NHEJ, jako jsou Ku70/80 a DNA-PKcs, a
usnadiiuje tak navazani a stabilizaci té€chto opravnych faktorti v mistech DSB8 %0,
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53bpl naopak inhibuje cestu HR, coz je alternativni mechanismus opravy DSB
vyZzadujici homologni templat. Tim, ze 53bpl zabrani rozsahlé¢ resekci koncii DNA,
antagonizuje protein BRCAI, ktery podporuje resekci konci a HR. Takto je zajiSténo, Ze
NHEJ je preferovanou opravnou cestou, zejména ve fazi G1 bunécného cyklu, kde neni k
dispozici zadna sesterska chromatida pro HR. Inhibici koncové resekce 53bpl nepiimo fidi
aktivitu HR faktord a udrzuje rovnovahu mezi NHEJ a HR®1 92,

53bpl ovliviiuje strukturu chromatinu v mistech DSB, aby usnadnil opravu DNA.
Interaguje s riznymi modifikatory chromatinu a remodela¢nimi komplexy, ¢imz se DNA
stava pristupnéjsi pro opravné stroje. Tato role je pro spravnou opravu DNA zasadni, protoze
vytvafi pfiznivé prostiedi pro navazani a pisobeni dalSich opravnych proteinti®>.

53bpl se podili na aktivaci kontrolnich bodli bunécného cyklu, coz umoziuje bunkam
zastavit progresi a opravit poskozeni DNA. V reakci na poSkozeni DNA hraje vyznamnou roli
pii aktivaci kontrolnich bodl G1/S a G2/M, ¢imz poskytuje buiice ¢as na opravu pied
pokrac¢ovanim déleni®.

2.5.2. Klinicky vyznam

53bpl ptisobi jako nadorovy supresor tim, ze udrzuje stabilitu genomu. Ztrata nebo
mutace 53bpl muze vést ke zvySené genomové nestabilit¢ a vysSimu riziku vzniku
rakoviny®. Jeho antagonisticky vztah s BRCAI1 je zvlasté dilezity u rakoviny prsu a
vajecnikll, kde jsou mutace BRCA1 casté. Pochopeni tohoto vztahu mé zasadni vyznam pro
biologii rakoviny®.

2.5.3. Terapeutické disledky

Buniky néadort s nefunkéni HR, jako jsou nadory s mutacemi BRCA1/2, jsou vice
zavislé na NHEJ. Cileni na 53bp1 u téchto nadorti miize zménit rovnovahu opravnych drah a
potencialné senzibilizovat bunky vii¢i latkdm poskozujicim DNA. Diky zapojeni 53bpl do
oprav DSB je také tento protein cilem pro zvySeni citlivosti nadorovych bun€k na
radioterapii®’- %% %,
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3. Cile

Bakalaiska prace byla rozdélena do ¢tyt ¢aste¢nych cili.

1. Ziskat jadernou frakei z lyzatu GH1 bunék

2. Optimalizovat podminky imunoprecipitace

3. Ov¢iit ucinnost transfekce pomoci siRNA proti B-arrestinu 2

4. Identifikovat a kvantifikovat komplexy s 53bp1 po aktivaci TRH receptorti a snizeného
mnozstvi B-arrestinu 2
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4. Material a metody

4.1. Pouzité chemikalie

30% akrylamid/bis-akrylamid, Serva, Némecko

B-arrestin-2 siRNA (sc-63299), Santa Cruz Biotechnology, USA
Antibioticky antimykoticky roztok (AAS), Sigma-Aldrich, USA
Bissulfosukcinimidylsuberat (BS?), Thermo Fisher Scientific, USA
Bromfenolova modf, Serva, Némecko

Negativni kontrolni siRNA (sc-37007), Santa Cruz Biotechnology, USA
Dimethyl sulfoxid (DMSO), Serva, Némecko
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2POs), Merck, Némecko
Dithiotreitol (DTT), Sigma-Aldrich, USA

Dodecylsulfat sodny (SDS), Duchefa Biochemie, Nizozemsko
Fetalni hovézi sérum (FBS), Thermo Fisher Scientific, USA

Filmy na vyvolavani, AFGA, Némecko

Fosforecnan sodny (Na3POy4), Sigma-Aldrich, USA

GHI1 bunky (CCL-82), ATCC, USA

- Zivo¢isné bunky z potkana (Rattus norvegicus), epitelové buiiky hypofyzy,
pestované pii 37 °C a 5 % obsahu oxidu uhli¢itého

Glycerol, Sigma-Aldrich, USA

Glycin, Serva, Némecko

Hexahydrat chloridu hotecnaté¢ho (MgCl,-6H>0), Serva, Némecko

Hovézi sérovy albumin (BSA), Sigma-Aldrich, USA

Hydrat disodné soli kyseliny bicinchoninové (BCA) (D8284), Sigma-Aldrich, USA
Hydrogenfosfore¢nan sodny (Na;HPOs), Sigma-Aldrich, USA

Chlorid draselny (KC1), Lachema, Ceska republika

Chlorid sodny (NaCl), Penta Chemicals, Ceska republika
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Imunoprecipitaéni souprava Dynabeads™ Protein G for Immunoprecipitation (10004D):
Invitrogen, USA

Ab vazebny pufr
Elu¢ni pufr
Magnetické kulicky Dynabeads
Omyvaci pufr
Konské sérum (H1138), Sigma-Aldrich, USA
Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA), Serva, Némecko
Kyselina N'-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2 ethansulfonova (HEPES), Serva, Némecko
Lipofectamine RNAIMAX, Thermo Fisher Scientific, USA
Methanol, Serva, Némecko
Médium Nutrient Mixture F-12 Ham, Sigma-Aldrich, USA
Nitrocelul6zova membrana (Amersham Protran Premium 0,45 pm NC), Amersham, Némecko
Nonidet P-40, Sigma-Aldrich, USA
Opti-MEM médium, Thermo Fisher Scientific, USA
Peroxodisiran amonny (APS), Serva, Némecko
Precision Plus Protein™ Standards (161-0374), BIO-RAD, USA
Ponceau Cerven, Merck, Némecko
Sacharoza, Serva, Némecko
Pentahydrat siranu médnatého (CuSOs-5H,0), Lach-Ner, Ceska republika
Spectra™ Multicolor High Range Protein Ladder (26625), ThermoFisher, USA
Super Signal West Femto Luminol/Enhancer (34095), Thermo Fisher Scientific, USA
Super Signal West Femto Stable/Peroxide (34095), Thermo Fisher Scientific, USA
Sudené odtuénéné mliko, Nutri House, Ceska republika
Tablety Complet (25x koncentrovany zasobni roztok ve vodg), Roche, Svycarsko
Tablety Phosphostop (10x koncentrovany zasobni roztok ve vodg), Roche, Svycarsko

Taltirelin, Tocris Bioscience, UK
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Temozolomid, Sigma-Aldrich, USA
Tetramethylethylendiamin (TEMED), Serva, Némecko
Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Serva, Némecko
Trypsin/EDTA, Sigma-Aldrich, USA
TWEEN 20, Serva, Némecko
Tyrotropin uvoliuyjici hormon (TRH) (P1319), Sigma-Aldrich, USA
Uhli¢itan sodny (Na2CO3) Sigma-Aldrich, USA
Vinan sodno-draselny, Lachema, Ceské republika
Protilatky: 53bpl (PA1-16565), Invitrogen, USA
v-H2AX (sc-517348), Santa Cruz Biotechnology, USA
H3K27ac (4353), Cells Signaling Technology, USA
H3K27me3 (9733), Cells Signaling Technology, USA
Hexokinasal (ab-150423), Abcam, UK
LDH (sc-38781), Santa Cruz Biotechnology, USA
MDCI (PA1-41131), Invitrogen, USA
MEK1/2 (9122), Cells Signaling Technology, USA
Na*/K*-ATPasa (sc-48345), Santa Cruz Biotechnology, USA
NBSI (sc-515069), Santa Cruz Biotechnology, USA
Chemikalie pro fosfoproteomickou analyzu
Chloroacetamid
Nanaseci pufr (2% acetonitril a 0,1% trifluorooctova kyselina v destilované vodg)
Oxid titani¢ity (TiO2)
Pufr mobilni faze A (0,1% kyselina mravenci v destilované vod¢)
Pufr mobilni faze B (0,1% kyselina mravenci v acetonitrilu)

Tris(2-karboxyethyl)fosfin

Trypsin
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4.2. Pufry a roztoky

Bunécéné médium Nutrient Mixture F-12 Ham, 15 % konské sérum, 2.5 % FBS
PBS pufr (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 2.8 mM KH;POy4, 8.1 mM NaHPO4, pH 7,4)

SLB 10 ml (4 ml 0,5 M Tris, pH 6,8; 4 ml glycerol, 0.8 g SDS, 3.1 g DTT, 8§ mg
bromfenolova modt, pH 6.8)

TBS pufr (150 mM NaCl, 10 mM Tris, pH 8,0)

4.3. Pouzité pristroje

Analytické vahy SBA 33; Scaltech; Némecko

Stojanek DynaMag™-2, Invitrogen, USA

Tetra blotting modul; BIO RAD; USA

Centrifuga MIKRO 200R; Hettich Zentrifugen; Némecko
Centrifuga UNIVERSAL 320R; Hettich Zentrifugen; Némecko
Mini-PROTEAN Tetra Cell; BIO RAD; USA

Kultivaéni box; Sanyo, Japonsko

Kultivaéni ldhve a desticky, Thermo Fisher Scientific; USA
Laminarni box Clean Air, Schoeller Instruments; Ceska republika
Magneticka michacka RCT basic; IKA LABORATORTECHNIK; Némecko
Mikroskop Dmil; Leica Mikrosystems; Némecko
Mikrocentrifuga Mini Star; VWR; USA

pH metr Seven Compact; Mettler Toledo; Svycarsko

Predvazky KERN 572; UNIPRO-ALPHA C.S..; Ceska republika
Piistroj na po¢itani bunék RWD C100-SE; RWD; Cina

Rotator; FALC; Ceska republika

Sonikator UW 2070; BANDELIN Electronic; Némecko
Sonikéator zdroj Sonopuls; BANDELIN Electronic; Némecko
Spektrofotometr Synergy HT; BioTech; Ceska republika

Ttepacka Platform Shaker STR6; Stuart Scientific; UK
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Ttepacka IKAVORTEX 1; IKA; Némecko

Ultracentrifuga Optima™ MAX — XP a rotor s fixnim thlem TLA-110, Beckman Coulter,
USA

Vyhievny blo¢ek Dri-Block® DB 2A; Techne; Francie

Vyvojka Optimax

Zdroj pro elektroforézu a Western blot MP-300V; Cleaver scientific; UK
Pristrojové vybaveni pro fosfoproteomickou analyzu

Kratké kolony C18 PepMap100, Thermo Fisher Scientific; USA

Nano kolony PepMap C18, Thermo Fisher Scientific; USA

Thermo Orbitrap Fusion, Thermo Fisher Scientific; USA

Pouzité softwary a webové databaze

Andromeda, Max Planck Institute, Martinsried, Némecko

BioRender, www.biorender.cim, Toronto, Canada

GraphPad Prism, Dotmatics, Boston, USA

Imagel, National Institutes of Health a Laboratory for Optical and Computational
Instrumentation

MaxQuant, Max Planck Institute, Martinsried, Némecko
Perseus, Max Planck Institute, Martinsried, Némecko

UniProt (www.uniprot.org)

4.4. Pouzité metody

4.4.1. Kultivace bunék

Pro experimenty byla pouzita bunécna linie GHI, odvozend od potkanich bun&k
hypofyzy. Buiikky byly péstovany v F-12 Ham médiu s 15% kotiskych sérem, 2,5% fetalnim
bovinnim sérem a 1% AAS. Byly pasazovany pomoci roztoku trypsin/EDTA rozpusténém v

PBS v poméru 1:4. Pro kultivaci bun€k byly pouzivany plastové ldhve s kultivacni plochou 75
cm? anebo 12-jamkové desticky, kam bylo vzdy nasazeno 5 * 103 bunék do jedné jamky.
Bunky byly ovlivnény ligandy TRH receptoru, jako TRH a taltirelin, v koncentraci 1 uM po
dobu 30 min. Temozolomid o koncentraci 400 uM pisobil po dobu 24 hod. Z divodu
rozpousténi temozolomidu v DMSO (kone¢néd koncentrace DMSO v bunééném médiu 4%),

bylo jako negativni kontrola pouZito pisobeni 4% DMSO.
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4.4.2. siRNA interference

Transfekce byla provadénd v 12-jamkové destic¢ce. Do kazdé jamky bylo nasazeno 5 *
103 bunék. Pro pienos siRNA do buiky bylo pouzito ¢inidlo Lipofectamine RNAIMAX, které
bylo zfedéno v Opti-MEM médiu a to smichanim 6 ul ¢inidla Lipofectamine RNAIMAX se
100 pl Opti-MEM média. Nasledné byly nafedény 2 ul 10 uM siRNA se 100 pl Opti-MEM
média. 100 pl natedéné siRNA bylo pfidané ke 100 pl nafedéného Cinidla Lipofectamine
RNAiIMAX. Takto pfipravend smés byla inkubovana po dobu 15 minut pfi pokojové teploté.
Nasledné bylo pfidano 150 pl siRNA-lipidové komplexti do kazdé jamky s buiikami. To
odpovidalo 15 pmol finalni siRNA a 4,5 pl findlniho Lipofectaminu RNAiMAX. Nasledovala
inkubace bun¢k po dobu 24 hodin pii 37 °C v I ml média bez séra a s tranfekéni smési. Po
této inkubaci bylo pfidano do kazdé jamky 1 ml média s 30% kotiskym sérem a 5% FBS a
buiiky déle rostly po dobu 2 dnti, kdy byly sklizeny pro néaslednou analyzu.

4.4.3. Stanoveni proteinii bicinchoninovou metodou

Stanoveni proteini pomoci BCA je zaloZzeno na principu, kdy peptidové vazby
redukuji v alkalickém prostfedi méd’naté ionty Cu?" na méd’né iontu Cu'. BCA tvoii
s médnymi ionty komplex sabsorpénim maximem pii vinové délce 562 nm!'%. Toto
stanoveni bylo pouzito pii sklizeni bunék z kultivaéni 1dhve s plochou 75 c¢cm?2, kde bylo
dostatecné mnozstvi buné¢ného lyzatu pro stanoveni proteinti.

Cinidlo A: 6.84 g bezvody uhli¢itan sodny a 1.6 g vinan sodno-draselny ve 100 ml
destilovan¢ H>O, pH 11,25

Cinidlo B: 4 g BCA v 100 ml destilované H,O

Cinidlo C: 0.4 g pentahydratu siranu médnatého v 100 ml destilované H>O
Pracovni roztok: 48% ¢inidla B + 2% cinidla C + 50% ¢inidla A (v tomto potadi)
Pracovni roztok byl vZdy pfipravovan cerstvy.

Byly pfipraveny standardni roztoky s BCA a BSA podle tabulky ¢. 4.1. a nasledné
pipetovany do 96-jamkové mikrotitra¢ni desticky v triplikatech. Nasledné byly vzorky 100x
nafedény smichanim 5 pl vzorku se 495 ul vody. 100 ul takto ptipravenych vzorka bylo
pipetovano do mikrotitraéni desticky v triplikatech. Do kazdé jamky (k standardim i
vzorklim) bylo pfidano 100 pl pracovniho roztoku. Vzorky byly zakryty, aby se zabranilo
odparovani a byly inkubovany 30 minut pti 60 °C. Po inkubovani byl kryt odstranén a vzorky
byly zmétfeny na spektrofotometru Synergy HT pfi vlnové délce 562 nm. MnoZstvi proteinu
bylo vypocteno z kalibra¢ni kiivky vyjadtujici zavislost absorbance na koncentraci proteint
pomoci programu GenS.
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Tabulka ¢. 4.1. Slozeni standardnich roztokd s obsahem BCA a BSA

e lovant
cislovant BL| 1| 2| 3| 4|5 |6 | 7] 8] 9|10]11]12
standardu
Hg BSA 0 |02/05| 1 |15]|25]| 4 6 | 10 | 15 | 20 | 30 | 50
Zasobni BSA —

- | 2| 5|10 | 15|25 |40 |60 200 - | - | - | -
0,1 pg/pl (W)
Zasobni BSA —

- - - - - - - - - |15 | 20 | 30 | 50
1 pg/pl ()
H,0 () 100 | 98 | 95 | 90 | 85 | 75 | 60 | 40 | - | 85 | 80 | 70 | 50

4.4.4. Jednokrokova frakcionace v lyza¢nim pufru NP-40

Bunky byly stoceny na centrifuze (Universal 320, Hettich) pti 1800 rpm a 4 °C po
dobu 10 min. Nasledné bylo piidano 250 pl lyza¢niho pufru NP-40 (20 mM Tris-HCI, 137
nM NaCl, 10% glycerol, 1% Nonidet P-40, 2 mM EDTA, pH 8,0) obsahujici inhibitor
fosfatds Phosphostop a inhibitor proteds Complete. Buiiky byly resuspendovany. Lyze
probihala 30 min na ledu. Po sonikaci pomoci ty¢ového sonikatoru (3x 10 s, pti 60 % vykonu)
byl lyzat centrifugovan pii 800 x g a 4 °C po dobu 10 minut. Supernatant piedstavoval frakci
s cytosolem. Pelet byl resuspendovéan v 200 pl lyza¢niho pufru NP-40 obsahujici Phosphostop
a Complete. Takto pfipravend smé&s piedstavovala frakci obohacenou o jadra. Frakce byly po
mensSich ¢astech rozdéleny do mikrozkumavek a byly zamrazeny v —80 °C.

4.4.5. Dvoukrokova frakcionace s pouZzitim nizsich otacek

Pro tento typ frakcionace byly buiiky kultivovany ve 12-jamkovych destickach, kdy
kazdé jamka predstavovala jeden vzorek, ktery byl nasledné zpracovavan samostatné. Pufry a
postupy pro frakcionaci byly pfevzaty =z publikace!'. Buiiky byly stoceny
v mikrozkumavkach na centrifuze MIKRO 200R pfi 3500 rpm a 4 °C po dobu 10 minut.
K peletu bylo ptidano 22,4 pul CEB pufr (10mM HEPES, 3 mM MgClx-6 H>0O, 14 mM KCl,
5% glycerol, 1 mM DTT, pH 7,5) s0,2 % detergentem NP40, inhibitorem fosfatas
Phosphostop a inhibitorem proteas Complete. Lyze probihala na ledu po dobu 10 minut. Lyzat
byl stocen na centrifuze MIKRO 200R pii 15 000 rpm a 4 °C po dobu 5 minut. Supernatant
byl odebran a ptedstavoval frakci obohacenou o cytosol. K peletu bylo ptidano 22,4 ul NEB
pufru (10 mM HEPES, 3 mM MgCl,-6 H>O, 400 mM NaCl, 5% glycerol, 1 mM DTT, pH
7,5) obsahujici Phosphostop a Complete. Lyze peletu probihala na ledu po dobu 30 minut.
Lyzat byl stoen na centrifuze MIKRO 200R pi1 13 200 rpm a 4 °C po dobu 30 minut.
Supernatant predstavoval frakci obohacenou o jaderné proteiny a pelet frakci s chromatinem.
Frakce byly zamrazeny v —80 °C.

4.4.6. Dvoukrokova frakcionace s pouZitim vysokych otacek

Tento postup je identicky s piedchozi dvoukrokovou frakcionaci s vyjimkou prvni
centrifugace, kdy byla pouzita ultracentrifuga Optima™ MAX — XP (Beckman Coulter).
Lyzat byl stocen pii 86 000 x g a 4 °C po dobu 5 minut.
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4.4.7. SDS elektroforéza
Pouzité pufry:

Pufr 1 (1,5 M Tris, pH 8,8)
Pufr 2 (0,5 M Tris, pH 6,8)
Elektroforeticky pufr (0,25 M Tris, 2 M glycin, 35 mM SDS)

SLB 10 ml (4 ml pufr 2, 4 ml glycerol, 0.8 g SDS, 3,1 g DTT, 8 mg bromfenolova modf, pH
6.8)

Elektroforeticka skla byla vyc¢isténd pomoci ethanolu a umisténa do stojanu. Prvni byl
piipraveny rozdélovaci gel (podle tabulky €. 4.2.), ktery byl po naliti do aparatury ptevrstveny
smési butanolu a vody (3:1). Po ztuhnuti gelu (ptiblizné 1 hod), byla smés butanolu a vody
odmyta, gel byl proplachnut destilovanou vodou a vysuSen pomoci filtraéniho papiru.
Nasledné byl gel pfevrstven zaostfovacim gelem, ktery byl pfipraven smichanim 6 ml H-O,
2,5 ml pufru 2, 1,3 ml 30% Ac-Bis, 90 pl 10% APS, 100 ul 10% SDS, 8 ul TEMED, do
kter¢ho byl ihned umistén 10-jamkovy hieben. Gel polymeroval 30 minut. Po ztuhnuti
zaosttovaciho gelu byl hieben vyjmut a gel byl umistén do elektroforetické vany, kam byl
nalit elektroforeticky pufr. K jednotlivym vzorkim uréenym na elektroforézu byl ptidan
vzorkovy pufr SLB v poméru 3:1. Aby byly proteiny denaturovany, byly vzorky umistény na
3 minuty na vyhfevny blocek vyhfaty na 95°C. Do jednotlivych jamek v gelu byly vzdy
pipetovany 2 pl molekularniho standardu a vzorky v uréeném potadi. Vana byla zaviena
elektroforetickym vikem a ptipojend ke zdroji elektrického napéti. Elektroforéza probihala pfti
200 V po dobu 60 minut. Po skonc¢eni elektroforézy byl gel vyjmut z aparatury a zaostfovaci
gel byl odstranén. Gel s rozdélenymi proteiny byl nasledné pouzit pro blotovani.

Tabulka €. 4.2. SloZeni rozdélovaciho gelu podle rtiznych % gelu

6% 10% | 12%
H,0 [ml] 10,7 8 6,7
Pufr 1 [ml] 5

30% Ac-Bis[ml]| 4 | 6 | 8
10% APS [ul] 90

10% SDS [ul] 200

TEMED [pl] 8

4.4.8. Western blot

K cerné ¢asti kazety pro Western blot byla umistnéna porézni houba, tlusty filtracni
papir, gel po elektroforéze, nitrocelul6zova membrana, tlusty filtracni papir a porézni houba.
Takhle pfipravena kazeta byla peclivé namoc€ena v ptenosovém pufru (25 mM Tris, 190 mM
glycin, 20% methanol) a uzaviena, nasledné byla vloZzena do aparatury naplnéné pfenosovym
pufrem. Aparatura byla uzaviena vikem a pfipojena k elektrickému zdroji napéti.
Elektroptenos probihal pii 100 V po dobu 60 minut. Po elektropfenosu byla membrana
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oplachnutd vodou a obarvena pomoci Ponceau S (0,1% (w/v) v 5% kyselin¢ octové (v/v)).
Daéle byla inkubovana pii pokojové teploté¢ 45 min na tiepacce v blokovacim pufru, ktery byl
pfipraven vzdy Cerstvy a to smichanim 1 ml TBS, 0,5 g suSen¢ho mlika, 10 pl TWEEN 20 a 9
ml H,O (mnozstvi je na jednu membranu). Nasledné¢ byla membrana proplachnutd vodou a
inkubovana v fedicim pufru s primarnimi protilatkami (mnozstvi v tabulce €. 4.3.) pfes noc pii
4 °C na tiepaéce. Redici pufr byl pfipraven smichanim 1 ml TBS, 0,1 g suseného mlika, 10 pl
TWEEN 20 a 9 ml H,O (mnozstvi je na jednu membranu). Na druhy den byla membrana
proplachnuta destilovanou vodou a nasledné proplachovand 3x po 10 min v promyvacim
pufru, ktery byl pfipraven smichanim 100 ml TBS, 3 ml TWEEN 20 a 900 ml H-O.
Membrana byla inkubovand v fedicim pufru se sekundarnimi protilatkami pii pokojové
teplot¢ 60 min. Nasledné¢ byla membrana proplachnuta destilovanou vodou a opét
proplachovand 3x po 10 minut v promyvacim pufru. Membrana byla nésledné pfipravena na
vyvolani. Do mikrozkumavky byl pfipraven substrdt na vyvoldni, a to smichanim Super
Signal West Femto Luminol/Enhancer a Super Signal West Femto Stable/Peroxide v poméru
1:1 (celkovy objem pro jednu membranu ¢inil 300 pl substratu). Substrat byl nanesen na
membranu a pusobil 1 minutu, membrana byla nasledné¢ osuSend filtracnim papirem a
umisténd do kazety. Ve tm¢ byl na membranu do kazety poloZzeny fotograficky film Agfa.
Doba expozice se liSila podle intenzity signdlu. Filmy byly nasledné vyvolany ve
vyvolavacim pfistrojem Optimax. Membrany obarvené Ponceau a vyvolané filmy byly
naskenovany a signédly byly vyhodnoceny v programu ImagelJ. Intenzity obarveni membran
pomoci Ponceau byly pouzity pro normalizaci Western blott.

Tabulka &. 4.3. Redéni vech protilatek pouzitych pfi Western blotu

Protilatky Redéni
53bpl 500x

MDC1 500x

NBS1 1000x
Na*/K*-ATPasa | 2000x
LDH 2000x
Hexokinasa 1 2000x
LDH 2000x
H3K27ac 2000x
H3K27me3 2000x

4.4.9. Ko-imunoprecipitace

Ko-imunoprecipitace byly provedeny pomoci systému magnetického stojanku pro
navazani magnetickych kulicek s navazanym proteinem G. Magnetické kulicky byly
resuspendovany 30 sekund na vortexu. Do kazdé mikrozkumavky bylo preneseno 50 pl
magnetickych kulicek. Mikrozkumavky byly umistény na magneticky stojan, po navazani
kulicek na magnet byl odebran supernatant. Mikrozkumavky byly odebrané z magnetu.
Protilatky (5 nebo 2 pg na vzorek) byly ziedéné v 200 pul Ab vazebného pufru a piidany
k magnetickym kulickim do mikrozkumavek. Smés byla promichand na vortexu a dale
inkubovand na rotatoru 1 hodinu pifi pokojové teploté. Po kazdém vyjmuti z rotatoru byly
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vzorky na 4 sekundy stoceny na stolni mikrocentrifuze. Mikrozkumavky byly umistény na
magnet a byl odebran supernatant. Nasledné byly magnetické kulicky zesitované
s primarnimi protilatkami pouzitim 5 mM BS3 v 250 ul konjuga¢niho pufru (20 mM Na3POs,
150 mM NaCl, pH 7,0) po dobu 30 minut na rotatoru pfi pokojové teploté. Reakce byla
zastavena ptidanim 12,5 pl zhaSeciho pufru (1 M Tris, pH 7,5) a rotovanim po dobu 10 minut
na rotatoru. Nasledovalo promyvani 200 pul PBS-T pufrem (137 NaCl, 2.7 mM KCl, 2.8 mM
KH>POy4, 8.1 mM Na,HPO4, 0.02% TWEEN 20, pH 7,4). Kazdy vzorek lyzatu byl nafedén
lyzacnim NP-40 pufrem na objem 500 pl. K pfipravenym magnetickym kulickdm s
protilatkami, byl pfidan lyzat po frakcionaci, ktery obsahoval antigen. Takto pfipravené
vzorky byly inkubovany 1 hod na rotatoru pifi pokojové teploté. Mikrozkumavky byly
umistény na magnet, supernatant byl pteveden do ¢istych mikrozkumavek a uschovéan na dalsi
analyzu. Magnetické kulicky byly promyvany 3x po 200 pl omyvaciho pufru, mezi kazdym
promyvanim byl supernatant odstranén na magnetu a nasledné byly kuli¢ky resuspendovany
na vortexu. Pro eluci antigenu byly magnetické kulicky resuspendovany ve 100 pl omyvaciho
pufru a ptevedeny do Cistych mikrozkumavek. Podle protokolu vyrobce byly vyzkouSeny dva
typy eluce, které se lisily teplotnimi podminkami.

Denaturaéni eluce — Mikrozkumavky byly umistény na magnet a byl odstranén supernatant.
K magnetickym kuli¢kam bylo ptidano 20 pl eluéniho pufru a 6,6 pl vzorkového pufru SLB.
Smés byla resuspedovana a zahtata po dobu 10 minut pti 70 °C. Supernatant byl pfeveden do
¢istych mikrozkumavek, vzorky byly nésledné naneseny na gel a elektroforeticky rozdéleny.

Nedenaturaéni eluce — Mikrozkumavky byly umistény na magnet a byl odstranén
supernatant. K magnetickym kulickam bylo piidano 20 pl elu¢niho pufru a resuspedovano.
Smés byla inkubovana na rotatoru 2 min pii pokojové teploté. Supernatant byl pireveden do
¢istych mikrozkumavek. Vzorky byly smichany se 6,6 pl vzorkového pufru SLB a
denaturovany pii 95 °C po dobu 3 minut. Vzorky byly nasledné pouzity pro elektroforézu.

4.4.10. Hmotnostni spektrometrie ve spojeni s nanopritokovou kapalinovou
chromatografii (nLC-MS)

Pro zjisténi vlivu TRH a taltirelinu pfi rizném bunééném mnoZzstvi B-arrestinu 2 na
fosfoproteom GH1 bun¢k byla vyuzita hmotnostni spektrometrie ve spojeni s nanopratokovou
kapalinovou chromatografii (nLC-MS). Pro kvantifikaci mnozstvi proteinti byla vybrdna
metoda neznacené kvantifikace, pii které neni potieba proteiny doptfedu oznacit izotopy nebo
izobarickymi znaCkami. Tato analyza byla provedena v OMICS Servisnim oddéleni
hmotnostni spektrometrie v centru BIOCEV (Praha). Pelety bunék o hmotnosti pfiblizné¢ 500
ug byly sonikovany tyCovym sonikdtorem a zahtaty v 100 mM roztoku Tris (pH 8,5)
obsahujicim 2% deoxycholat sodny pti 95 °C po dobu 10 minut. Ke vzorkiim byl pfidan 40
mM chloroacetamid a 10 mM tris(2-karboxyethyl)fosfin. Koncentrace proteini ve vzorcich
byla zméfena stanovenim proteinti pomoci BCA. Bylo odebrano 250 pg proteinti na vzorek.
Proteiny byly rozstépeny 5 pg trypsinu pies noc pii 37 °C. Pro extrakci fosfoproteinli byl
vyuzit oxid titanicity, ktery je nerozpustny ve vodé¢ a v kyselém pH mé pozitivni naboj, a tak
mize vazat zaporné nabité fosfoproteiny!%2,
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Pro nanopritokovou kapalinovou chromatografii byly pouzity nano kolony PepMap
C18. Pufr mobilni faze A obsahoval 0,1% kyselinu mravenci v destilované vodég, zatimco pufr
mobilni faze B byla rozpusténa 0,1% kyselina mravenéi v acetonitrilu. NanaSeci pufr
obsahujici 2% acetonitril a 0,1% trifluorooctovou kyselinu v destilované vodé byl se vzorky
nanesen na kratké kolony C18 PepMap100. Davkovani vzorki probihalo rychlosti 18 pl/min
po dobu 4 minut. Peptidy byly z kolony ziskdvany pomoci gradientové eluce od 2% po 35%
koncentraci mobilni faze B. Eluované peptidové kationty z kapalné faze byly pfeménény do
plynné faze pomoci elektrosprejové ionizace a analyzované pomoci pfistroje Thermo Orbitrap
Fusion. Pro detekci peptidi byla provedena tandemova MS/MS. Orbitrap byl nastaven na
rozliSeni 120 K (pifi 200 m/z) pro skenovéani peptidovych prekursorti od 350 do 1400 m/z.
Ionty byly pfeménény na fragmentované ionty pomoci vysokoenergetické srazkové disociace.
Tyto fragmenty byly rozdéleny pomoci druhého hmotnostniho spektrometru podle m/z a
detekovany. MS/MS spektra byla vyhleddna v databazi pfislusici Rattus norvegicus pomoci
vyhleddvace Andromeda. Analyza, kvantifikace a statistika dat byla provedena pomoci
softwarovych platforem MaxQuant a Perseus!?3 194 105 Dal§i analyza véetné grafického
vyobrazeni byla provedena v Laboratofi membranovych receptorti a bunécné signalizace na
Katedfe fyziologie PfF UK (Praha). Rozdily ve fosforylaci proteind v parovych porovnéanich
byly definovany jako kvantitativni a kvalitativni. Kvalitativni zménou byla oznacena detekce
fosforylace pouze v jedné experimentdlni skupiné parového porovnani, a to pii detekci
alespont ve dvou vzorcich z biologického triplikdtu. Kvantitativni zménou byla oznacena
detekce alespont dvojnasobného rozdilu ve fosforylaci mezi experimentdlnimi skupinami
parového porovnani, kdy protein byl detekovan alespoit ve dvou vzorcich z biologického
triplikatu. Vyslednda data byla zobrazena vytvofenim grafického znazornéni zmén ve
fosforylaci u rtznych fosforylacnich mist v aminokyselinové sekvenci proteinli pomoci
softwarového néstroje BioRender.
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5. Vysledky

5.1. Fosfoproteomicka analyza

Pomoci fosfoproteomické analyzy bylo zjisténo, ze po aktivaci TRH receptori, pii
rizné expresi B-arrestinu 2, dochazi ke zméndm ve fosforylacnich vzorcich 53bpl a MDCI.
Na zékladé¢ tohoto zjisténi jsme se rozhodli sledovat, zda mohou tyto zmény ve fosforylaci
souviset se zmé€nami v interakci mezi 53bpl a MDCI. Na nasledujicich obrazcich jsou
zobrazeny vysledky z fosfoproteomické analyzy (Obr. €. 5.1., 5.2, 5.3.).

V kontrolnich bunkach ovlivnily oba ligandy fosforyla¢ni vzorce obou sledovanych
proteind, pfi¢emz se fosforylaéni vzorce pro TRH a TAL lisi (Obr. €. 5.1.). Vétsi vliv na
fosforylaci vykazal TAL. Vice zmén ve fosforylaci bylo sledovano u proteinu 53bpl.

T352 1t

‘3793 TRH/K t!

$80
| s3s4l | TAL/K

S11131t
MDC1 | 53bp1 L=SITist

Q5U2M8) | (F1M842) -S51118
( ) \81216
T17091}

Obrazek ¢ 5.1. Fosforylacni zmény fosfoproteinit 53bpl a MDC1 po aktivaci TRH receptoru
tyroliberinem (TRH, 1 puM, 30 min) nebo taltirelinem (TAL, 1 pM, 30 min) vztazené ke kontrole
v GH1 buné&éné linii. Fosfoproteiny 53bpl a MDCI1 jsou znazornény pomoci nazvu genu spoleéné
s identifika¢nim cislem podle databaze UniProt (www.uniprot.org). Fosfomista, kterd byla ovlivnéna,
jsou znazornéna zkratkou aminokyseliny (S, serin; T, threonin) a pozici v aminokyselinové sekvenci

proteinu. Sipky ve sméru nahoru znazorfiuji vzrist fosforylace po ovlivnéni, zatimco $ipky ve sméru
dolt pokles fosforylace po ovlivnéni. Dvé Sipky pfedstavuji kvalitativni zménu, zatimco jedna Sipka
predstavuje kvantitativni zménu. Jednotlivd parova porovnani jsou odliSeny barvami (parové
porovnani TRH/K, fialova; TAL/K, oranzova).

Zkratky: TRH — GH1 bunécna linie ovlivnéna tyroliberinem; TAL — GH1 bunécna linie ovlivnéna
taltirelinem; K — GH1 bunéc¢na linie bez ovlivnéni

U negativni kontroly ovlivnily oba ligandy fosforylaéni vzorce obou sledovanych
proteint, pficemz nekteré fosforylacni vzorce jsou pro TRH a TAL stejné (Obr. €. 5.2.). Opét
bylo vice zmén ve fosforylaci sledovano u proteinu 53bpl.
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Obrazek ¢ 5.2. Fosforylacni zmény fosfoproteinit 53bpl a MDC1 po aktivaci TRH receptoru
tyroliberinem (TRH, 1 pM, 30 min) nebo taltirelinem (TAL, 1 pM, 30 min) vztazené ke kontrole v
GH1 bunééné linie transfekované negativni siRNA. Fosfoproteiny 53bpl a MDC1 jsou znazornény
pomoci nazvu genu spolecné s identifikatnim ¢islem podle databaze UniProt (www.uniprot.org).
Fosfomista, ktera byla ovlivnéna, jsou znazornéna zkratkou aminokyseliny (S, serin; T, threonin) a
pozici v aminokyselinové sekvenci proteinu. Sipky ve sméru nahoru znazoriuji vzrist fosforylace po
ovlivnéni, zatimco Sipky ve sméru doli pokles fosforylace po ovlivnéni. Dvé Sipky piedstavuji
kvalitativni zménu, zatimco jedna Sipka predstavuje kvantitativni zménu. Jednotliva parova porovnani
jsou odliSeny barvami (parové porovnani TRH+NK/NK, Zluta; TRH+NK/NK, modra).

Zkratky: TRH+NK — GHI1 bunécna linie transfekovand negativni siRNA a nasledn¢ ovlivnéna
tyroliberinem; TAL+NK — GH1 bunécnd linie transfekovana negativni siRNA a nasledné ovlivnéna
taltirelinem; NK — GH1 buné¢na linie transfekovana negativni siRNA

V bunkach transfekovanych siRNA cilené proti B-arrestinu 2 ovlivnili oba ligandy
fosforylacni vzorce obou sledovanych proteini, pficemz se fosforylani vzorce pro TRH a
TAL 1i8i (Obr. €. 5.3.). Na obrazku jsou vidét i zmény pifi sniZzeném mnozstvi B-arrestinu 2
oproti negativni kontrole. Vidime tedy, Ze 1 ovlivnéni bunék siRNA cilenou proti B-arrestinu 2
zpusobuje zmény ve fosforylaénich vzorcich obou proteind. Vice zmén ve fosforylaci bylo
sledovéano u proteinu 53bpl.

S3541t s851 B-Arr2*/NK 14
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‘I?‘sm" ‘ 188508 sy B-Arr2*+TAL/B-Arr2* 1!
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Obrazek ¢ 5.3. Fosforylacni zmény fosfoproteini 53bpl a MDC1 po aktivaci TRH receptoru
tyroliberinem (TRH, 1 uM, 30 min) nebo taltirelinem (TAL, 1 uM, 30 min) vztazené ke kontrole GH1
bunécné linie transfekované siRNA cilené proti B-arrestinu 2. Fosfoproteiny 53bpl a MDCI1 jsou
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znazomény pomoci nazvu genu spolecné s identifikaénim cislem podle databdze UniProt
(www.uniprot.org). Fosfomista, ktera byla ovlivnéna, jsou znazornéna zkratkou aminokyseliny (S,

serin; T, threonin) a pozici v aminokyselinové sekvenci proteinu. Sipky ve sméru nahoru znazorfuji
vzrust fosforylace po ovlivnéni, zatimco Sipky ve sméru doli pokles fosforylace po ovlivnéni. Dvé
Sipky predstavuji kvalitativni zménu, zatimco jedna Sipka predstavuje kvantitativni zménu. Jednotliva
parova porovnani jsou odliSeny barvami (parové porovnani B-Arr2!/NK, &ervend; B-Arr2'+TRH/ B-
Arr2!, hnéd4; B-Arr2'+TAL/ B-Arr2!, zelena).

Zkratky: B-Arr2! — GH1 bunééna linie transfekovana siRNA cilenou proti B-arrestinu 2; NK — GH1
bun&¢na linie transfekovana negativni siRNA; BAm2+TRH — GHI bun&tnéa linie transfekovana
siRNA cilenou proti B-arrestinu 2 a nasledné ovlivnéna thyroliberinem; BArr2!+TAL — GH1 buné&na
linie transfekovana siRNA cilenou proti -arrestinu 2 a nasledn€ ovlivnéna taltirelinem

5.2. Frakcionace

Prvnim cilem bylo odd€lit jadernou frakci z bunééného lyzatu. Celkem byly
otestovany tii rizné postupy frakcionace, které se liSily pouzitymi pufry pro lyzi bunck a
velikosti relativni odstiedivé sily. Pii jednokrokové frakcionaci byla 1yze bunék provedena
pouzitim lyzacniho pufru NP-40 spolecn¢ se sonikaci. Nicméné kombinace této lyze s
pouzitim odstiedivé sily 820 x g pii centrifugaci se ukazala jako neuc¢inné pro oddéleni jader
od cytosolu. Pii dvoukrokové frakcionaci byly pouzity cytosoldrni a nuklearni extrakéni pufry
v kombinaci se dvéma centrifugacemi s riznymi relativnimi odstfedivymi silami. Pro u¢inné
odd¢€leni jader od cytosolu se ukdzalo jako nezbytné pouzit v prvnim kroku centrifugaci
s vysokou relativni odstfedivou silou (86 000 x g), ktera byla provedena v ultracentrifuze
Optima™ MAX — XP.

5.2.1. Jednokrokova frakcionace v lyza¢nim pufru NP-40

5.2.1.1. Stanoveni proteini bicinchoninovou metodou

Tato metoda byla vyuzita pouze pti jednokrokové frakcionaci v lyza¢nim pufru NP-
40. Pro tuto frakcionaci bylo sklizeno 2,1 * 107 bunék. Vzorky byly naneseny na gely
v mnozstvi 20 pg vzorku na jamku. Koncentrace lyzatu byla stanovena na 8,1 ng/ul,
koncentrace proteinti v solubilni frakci byla stanovena na 10,8 pg/ul a koncentrace proteina
v peletu 3,7 ng/ul. Z vysledki je vidét, ze proteiny se nejvic koncentruji v solubilni frakci a
mensi mnozstvi proteint je stoceno do peletu.
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Graf ¢. 5.1. Linearni zavislosti koncentrace proteinti na absorbanci. Vynesené modré body predstavuji
jednotlivé standardy, barevné body piredstavuji bunécny lysat (zelena), solubilni frakci (oranzova) a
pelet (zluta), jednotlivé vzorky byly pouzity z jednokrokové frakcionace v lyza¢nim pufru NP-40.

5.2.1.2. Stanoveni ucinnosti jednokrokové frakcionace v lyzaénim pufru NP-40

V prvnim postupu byl lyzat rozdélen jen na dvé frakce. Pfedpokladali jsme, Ze
rozpustnd frakce (supernatant) ziskanid pii centrifugaci pfedstavuje frakei s cytosolem.
Ziskany pelet mél predstavovat frakci s jadry. Jako ovéfeni, jestli frakcionace probé&hla
spravn¢, byla pouzita elektroforéza s naslednym imunoblotem. Bylo sledovano, jestli se
vybrané proteiny nachazeji ve frakci, kde byly o€ekdvany. Pro detekci byl vybran acetylovany
histon H3K27ac a trimethylovany histon H3K27me3, jako zéastupci proteint lokalizovanych
pouze v jadre. Déle byly detekovany jaderné proteiny 53bpl a MDCI, jejichz interakce méla
byt sledovdna pomoci imunoprecipitace. Oba histony se nachdzely primarné v jaderné frakci,
avSak Cast zlstala 1 ve vrchni cytosolarni frakci (Obr. 5.4. a 5.5.). Protein 53bpl byl
detekovan v obou frakcich (Obr. 5.6) a protein MDC1 pouze v cytosolarni frakci (Obr. 5.7).
Tyto vysledky jasné naznadily, Ze tento postup nebude vhodny pro oddé€leni jader od cytosolu.

L C N
WB: H3K27ac | ™= & 17 kDa

Obrazek ¢. 5.4. Detekce H3K27ac pomoci elektroforézy (15% gel) a imunoblotu po expozici 2 s.
Nachazi se primarn¢ ve frakci s jadry (draha ¢. 1: L — lyzat, draha ¢. 2: C — frakce s cytosolem, draha
¢. 3: N —jaderna frakce)
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WB: H3K27me3 [See 8 17 kDa

Obrazek €. 5.5. Detekce H3K27me3 pomoci elektroforézy (15% gel) a imunoblotu po expozici 2 s.
Nachdazi se primarné ve frakci s jadry (draha ¢. 1: L — lyzat, draha ¢. 2: C — frakce s cytosolem, draha
¢. 3: N —jaderna frakce)

L C N

WB: 53op1 [ 270 kDa

Obrazek ¢. 5.6. Detekce 53bpl pomoci elektroforézy (6% gel) a imunoblotu po expozici 50 min.
Nachazi se primamé v obou frakcich (drdha €. 1: L — lyzat, draha €. 2: C — frakce s cytosolem, draha €.
3: N — jaderna frakce)

L C N

WB: MDCH1 250 kDa

20 kDa

Obriazek ¢. 5.7. Detekce MDC1 pomoci elektroforézy (6% gel) a imunoblotu po expozici 50 min.
Nachdazi se primarné ve frakci s cytosolem (draha ¢. 1: L — lyzat, draha ¢. 2: C — frakce s cytosolem,
draha €. 3: N — jaderna frakce)

5.2.3. Stanoveni ucinnosti dvoukrokové frakcionace s pouZzitim niZsich otacek

Timto postupem frakcionace byly izolovany tfi rizné frakce. Pfedpokladali jsme, ze
prvni frakce bude obsahovat cytosolarni proteiny, druhd jaderné proteiny a tfeti chromatin.
Ovéteni bylo rovnéz provedeno pomoci elektroforézy a nasledného Western blotu. Pro
zjisténi u¢innosti oddéleni cytosolu od jader byly detekovany Na*/K*-ATPasa lokalizovana
v plasmatické membrané, hexokinasa 1 lokalizovana v cytosolu a vngj$i mitochondrialni
membrané, laktdtdehydrogenasa (LDH) lokalizovand v cytoplasmé a jaderny protein 53bpl.
Na*/K*-ATPasa (Obr. 5.8), hexokinasa 1 (Obr. 5.9) a LDH (Obr. 5.10) byly detekovany
s nejveétsi intenzitou v prvni frakci, avsak jejich pfitomnost byla detekovana i v dalSich
frakcich. Protein 53bp1 (Obr. 5.11) se rovnéZ nachazi ve vSech frakcich, s nejvetsi intenzitou
signalu v posledni frakeci, predstavujici chromatin. Detekce proteind lokalizovanych v
cytoplasmé se v jednotlivych frakcich prekryvala s detekci jaderného proteinem 53bpl, a
proto bylo vyhodnoceno, Ze ani tato frakcionace neni vhodna pro oddéleni jadernych proteinii
od cytosolu.
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C N Ch

WB: Na'/K'- ATPasa - 100 kDa

Obrazek ¢. 5.8. Detekce Na'/K'-ATPasy pomoci elektroforézy (6% gel) a imunoblotu po expozici 2
s. Nachazi se primarné ve frakci s cytosolem (draha ¢. 1: C — frakce s cytosolem, draha ¢. 2: N —
jaderna frakce, draha ¢. 3: Ch — frakce s chromatinem)

C N Ch

WB: hexokinasa 1 [ s 100 kDa

Obrazek ¢. 5.9. Detekce hexokinasy 1 pomoci elektroforézy (6% gel) a imunoblotu po expozici 2 s.
Nachazi se ve frakci s cytosolem a jaderné frakci (draha ¢. 1: C — frakce s cytosolem, drdha ¢. 2: N —
jaderna frakce, draha ¢. 3: Ch — frakce s chromatinem)

C N Ch

WB: LDH 35 kDa

Obrazek ¢. 5.10. Detekce LDH pomoci elektroforézy (10% gel) a imunoblotu po expozici 2 s.
Nachdzi se primarné ve frakci s cytosolem (dréha €. 1: C — frakce s cytosolem, dradha €. 2: N — jaderna
frakce, draha ¢. 3: Ch — frakce s chromatinem)

C N Ch

WB: 53bp1 S S 270 kDa

Obriazek ¢. 5.11. Detekce 53bpl pomoci elektroforézy (6% gel) a imunoblotu po expozici 2 s.
Nachazi se primarné¢ ve frakci s jadry (draha ¢. 1: C — frakce s cytosolem, draha ¢. 2: N — jaderna
frakce, draha €. 3: Ch — frakce s chromatinem)

5.2.4. Stanoveni Gcinnosti dvoukrokové frakcionace s pouzitim vysokych otacek

Na zékladé téchto vysledkl byl vyzkousen tfeti postup frakcionace, ktery se lisil od druhého
postupu pouze zvysSenim otacek (86 000 x g) béhem prvni centrifugace. Rovnéz byly ziskany
tti frakce jako pfi druhém postupu. MEK 1/2, hexokinasa 1, LDH a Na*/K*-ATPasa byly
pouzity jako cytoplasmatické markery, zatimco 53bpl, MDC1, H3K27ac a H3K27me3 jako
jaderné markery. Imunosignaly pro MEK1/2 (Obr. 5.12), hexokinasu 1 (obr. 5.13), LDH
(Obr. 5.14) a Na*/K*-ATPasu (Obr. 5.15) byly detekovany pouze v prvni frakci. Imunosignal
pro MDC1 (Obr. 5.16) byl detekovan v prvni i druhé frakci, velmi slabé ve tteti frakci. Bylo
detekovano né€kolik pruht s niz§i molekularni velikosti nez 250 kDa, neni jasné, zda jde o
nespecifity nebo fragmenty proteinu MDCI. Protein 53bpl (Obr. 5.17) byl detekovan ve
druhé frakci a velmi slabé 1 ve tieti frakci. Histony H3K27ac (Obr. 5.18) a H3K27me3 (Obr.
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5.19) pouze ve tieti frakci. Z téchto vysledkd je zjevné, ze chromatin byl oddélen od
cytoplasmy.

C N Ch

WB: MEK 1/2 [ 45 kDa

Obrazek ¢. 5.12. Detekce MEK 1/2 pomoci elektroforézy (10% gel) a imunoblotu po expozici 20 s.
Nachazi se pouze ve frakci s cytosolem (drdha €. 1: C — frakce s cytosolem, draha ¢. 2: N — jaderna
frakce, draha €. 3: Ch — frakce s chromatinem)

C N Ch

WB: hexokinasa 1 [ 100 kDa

Obrazek ¢. 5.13. Detekce hexokinasy 1 pomoci elektroforézy (6% gel) a imunoblotu po expozici 2 s.
Nachazi se pouze ve frakei s cytosolem (draha ¢. 1: C — frakce s cytosolem, draha ¢. 2: N — jaderna
frakce, draha ¢. 3: Ch — frakce s chromatinem)

C N Ch

we: Lov I 35 kDa

Obrazek ¢. 5.14. Detekce LDH pomoci elektroforézy (10% gel) a imunoblotu po expozici 2 s.
Nachazi se pouze ve frakci s cytosolem (draha ¢. 1: C — frakce s cytosolem, draha ¢. 2: N — jaderna
frakce, draha ¢. 3: Ch — frakce s chromatinem)

C N Ch

WB: Na'/K’- ATPasa _ 100 kDa

Obrazek ¢&. 5.15. Detekce Na'/K*-ATPasy pomoci elektroforézy (6% gel) a imunoblotu po expozici 1
s. Nachézi se pouze ve frakci s cytosolem (draha ¢. 1: C — frakce s cytosolem, drdha €. 2: N — jaderna
frakce, draha €. 3: Ch — frakce s chromatinem)

C N Ch

WB: MDCH 250 kDa

70 kDa
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Obriazek ¢. 5.16. Detekce MDC1 pomoci elektroforézy (6% gel) a imunoblotu po expozici 1 min.
Nachézi se ve frakci s cytosolem a v jaderné frakcei (draha ¢. 1: C — frakce s cytosolem, draha ¢. 2: N —
jaderna frakce, draha ¢. 3: Ch — frakce s chromatinem)

C N Ch

wB: 53bp1 [ 270 kDa

Obrazek €. 5.17. Detekce 53bpl pomoci elektroforézy (6% gel) a imunoblotu po expozici 1 s.
Nachazi se primarné ve frakci s jadry (draha ¢. 1: C — frakce s cytosolem, draha ¢. 2: N — jaderna
frakce, draha ¢. 3: Ch — frakce s chromatinem)

C N Ch

WB: H3K27ac IS 17 kDa

Obriazek ¢. 5.18. Detekce H3K27ac pomoci elektroforézy (15% gel) a imunoblotu po expozici 1 min.
Nachazi se pouze ve frakci s chromatinem (dréha ¢. 1: C — frakce s cytosolem, draha €. 2: N — jaderna
frakce, draha ¢. 3: Ch — frakce s chromatinem)

C N Ch

WB: H3K27me3 [ 17 kDa

Obrazek ¢. 5.19. Detekce H3K27me3 pomoci elektroforézy (15% gel) a imunoblotu po expozici 2 s.
Nachazi se pouze ve frakci s chromatinem (draha ¢. 1: C — frakce s cytosolem, draha €. 2: N — jaderna
frakce, draha ¢. 3: Ch — frakce s chromatinem)

Dalsim ovétenim odliSnosti riznych postupt frakcionace bylo obarveni membran po
Western blotu pomoci ¢ervené Ponceau (Obr. 5.20). Pfi jednokrokové frakcionaci v lyza¢nim
pufru NP-40 nejsou velké rozdily mezi frakcemi a je vidét, Zze profily obarvenych proteinii
jsou velmi podobné v obou frakcich (Obr. 5.20A). Pii dvoukrokové frakcionaci s pouzitim
nizSich otdcek neobsahovala frakce schromatinem téméi zaddné proteiny (Obr. 5.20B).
Vétsina proteint zustala v prvni frakci, coz ukazuje neucinnost prvni centrifugace provedené
s niz$i relativni odstfedivou silou. Pfi dvoukrokoveé frakcionaci s pouzitim vysokych otacek
jsou vidét evidentni rozdily mezi jednotlivymi frakcemi, je mozné vidét pruhy predstavujici
proteiny, které se nachazi jen v jedné frakci (Obr. 5.20C).
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Obrazek €. 5.20. Zjisténi ucinnosti rozdéleni proteinti pomoci jednokrokové frakcionace v lyzaénim
pufru NP-40 (A), dvoukrokové frakcionace s pouzitim nizsich otacek (B) a dvoukrokové frakcionace
s pouzitim vysokych oticek (C). Proteiny byly rozdéleny pomoci elektroforézy (10% gel) a
detekovany naslednym Western blotem a obarvenim Ponceau cerveni.

5.3. Optimalizace podminek imunoprecipitace

Pro detekci interakce 53bpl sMDCI byly vyzkouSeny r1Gzné podminky
imunoprecipitace. Byla optimalizovana hustota gelu na elektroforézu, mnozstvi protilatek pro
imunoprecipitace a podminky pii eluci. Jednotlivé experimenty byly vykonavany s odliSnymi
frakcemi z rtiznych postupt frakcionace.

Pfi imunoprecipitaci byly pouZity protilatky proti 53bpl, zatimco pro Western blot
byly pouzity protilatky proti MDC1, které byly 2000x natedéné.

5.3.1. Imunoprecipitace s pouzitim denaturujici eluce

Pii prvni optimalizaci byla pouzita solubilni frakce z jednokrokové frakcionace v
lyza¢nim purfu NP-40, protoze proteiny MDC1 a 53bpl byly detekovany s vétsi intenzitou
pravé v solubilni frakci. Pro navazani protilatek na magnetické kulicky bylo pouzito 5 ug
protilatky proti 53bpl na vzorek. Pro uvolnéni navazanych komplext z magnetickych kulicek
s protilatkami byla pouzita denaturujici eluce. Protein MDC1 byl detekovan pouze ve
velikosti 40 kDa, s vétsi intenzitou v kontrolnim vzorku oproti vzorku bun€k ovlivnénych
taltirelinem (Obr. 5.21).
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IP: 53bp1
Tal - +

Obrazek €. 5.21. Interakce 53bpl s MDC1 po ovlivnéni taltirelinem. Pfi imunoprecipitaci bylo
pouzito 5 ug protilatky proti 53bpl na vzorek. Jako vzorek byla pouzita frakce s cytosolem
z jednokrokové frakcionace v lyzacnim pufru NP-40 (Tal — taltirelin, 10 uM, 30 min). Komplexy byly
rozdéleny pomoci elektroforézy (6% gel) a detekovany imunoblotem s 500x zfedénymi protilatkami
proti MDCI1.

5.3.2. Imunoprecipitace s pouZitim nedenaturujici eluce

Pro imunoprecipitaci s pouzitim nedenaturujici eluce byly pouzité vSechny tii frakce z
dvoukrokové frakcionace s pouzitim vysokych otaéek z kontrolnich bunék, bunck
ovlivnénych taltirelinem a bunék ovlivnénych temozolomidem rozpusténym v DMSO. Pro
navazani protilaitek na magnetické kulicky bylo pouzito 2 pg protilatkek proti 53bpl na
vzorek. Pro uvolnéni proteinovych komplexi z magnetickych kulicek s navazanymi
protilatkami byl pouzit SetrnéjSi nedenaturujici postup pii eluci. Signal MDCI1 proteinu
detekovany okolo 60 kDa byl velmi slaby ve vSech tfech frakcich z kontrolnich bunék,
zatimco nejsilnéjsi byl v buitkkdch ovlivnénym temozolomidem rozpusténym v DMSO (Obr.
5.22). Tento postup imunoprecipitace byl pouzivan pro dalsi experimenty.

IP: 53bp1

Frakce C N Ch C N Ch C N Ch
Tal - - - + + + - = -
Tmz - - - - - - 4+ + +

Obrazek ¢ 5.22. Interakce 53bpl s MDCI po ovlivnéni taltirelinem a temozolomidem. Pii
imunoprecipitaci byly pouzity 2 pug protilatky proti 53bpl na vzorek. Jako vzorky byly pouzity frakce
s cytosolem, frakce s jadry i frakce s chromatinem z dvoukrokové frakcionace s pouzitim vysokych
otacek (Tal — taltirelin, 10 puM, 30 min, Tmz — temozolomide, 400 uM, 24 hod). Komplexy byly
rozdéleny pomoci elektroforézy (8% gel) a detekovany imunoblotem s 500x zfedénymi protilatkami
proti MDCI1.

5.4. Ovéreni ucinnosti transfekce pomoci siRNA proti p-arrestinu 2

Tietim cilem bylo ovéfit ucinnost transfekce pomoci siRNA. Pfi tomto experimentu
byla transfekovana siRNA, pomoci které byla snizena exprese B-arrestinu 2. Za ucelem urcit
nespecifické u€inky siRNA transfekce byla pouzita negativni siRNA, jakozto negativni
kontrola (NK). V bunkach transfekovanych siRNA proti B-arrestinu 2 (B-Arr2!) byla
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detekovana pomoci imunoblotu nizsi hladina B-arrestinu 2 oproti negativni kontrole (Obr.
5.23A). Imunosignaly byly normalizovany pomoci obarveni Ponceau Cerveni (Obr. 5.23B).
To potvrzuje, ze transfekce siRNA proti B-arrestinu 2 byla €inna.

A B
NK p-Arr2* NK B-Arr2*

I o 0=

Obrazek ¢. 5.23. Detekce B-arrestinu 2 (A) a kontrola naneseni proteinti do jamek pomoci Ponceau
cervené (B). Buiiky byly resuspendovany v 30 pl TMES pufru (20 mM Tris-HCI, 3 mM MgCl,, 1 mM
EDTA, 250 mM sacharéza, pH 7,4) a sonikovany ve vodni lazni na 10 minut (NK — transfekce s
negativni siRNA, BAm2' — transfekce s siRNA proti B-arrestinu). Detekce B-arrestinu 2 probé&hla
pomoci elektroforézy (10% gel) a Western blotu (protilatky byli 2000x ztedéne).

5.5. Identifikace komplextu s 53bp1 po aktivaci TRH receptort a sniZzeného
mnoZzstvi B-arrestinu 2

Z ptredchazejici fosfoproteomické analyzy z naSi laboratofe bylo zjisténo, Ze po
aktivaci TRH receptoru pii rizné expresi B-arrestinu 2 dochézi ke zménam ve fosforylacnich
vzorcich 53bpl a MDCI1 proteind, které se t€astni opravy DNA. Na zakladé¢ téchto vysledkt
byla sledovana interakce 53bpl s jeho vazebnymi partnery (MDC1 a NBS1), v kontrolnich
nebo pfechodné transfekovanych bunikach ovlivnénych thyroliberinem nebo taltirelinem.
V n¢kterych experimentech byl sledovan vliv temozolomidu rozpusténého v DMSO a vliv
DMSO, jakozto negativni kontrola. Pfed provedenim experimentii nebylo jasné, jaké miize
byt mnozstvi komplext p53bpl s dal§imi proteiny stejné jako hladina fosforylovaného H2AX
v kontrolnich GH1 buiikach. Z tohoto divodu byl sledovan vliv temozolomidu a DMSO na
stabilitu proteinovych komplexi a fosforylaci H2AX, aby mohly byt vysledky ziskané
z imunoprecipitaci a detekce fosforylovaného H2AX sprdvné interpretovany. VSechny
imunoprecipitace byly provedeny s pouzitim frakce schromatinem z dvoukrokové
frakcionace s pouzitim vysokych otacek.
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5.5.1. Interakce mezi S3bpl a MDC1 a mezi 53bp1 a NBS1

Pomoci imunoprecipitace s navazanymi protilatkami proti 53bp1 a naslednou detekci
MDCI1 pomoci Westernu blotu byly detekovany dva pruhy okolo 60 kDa (Obr. 5.24A).
Intenzita signalu byla nejmensi ve vzorku kontrolnich bunék, zatimco nejsilnéjsi signal byl
detekovan ve vzorku bunék ovlivnénych temozolomidem v DMSO nebo samotnym DMSO.
Interakce mezi 53bpl a NBS1 nebyla pomoci imunoprecipitace a Western blotu detekovéana

(Obr. 5.24B).
A
IP: 53bp1
Tal -+ - -
Tmz = = 4 =
DMSOD = = = 2

B
IP: 53bp1
Tal — e e =
Tmz —- = o -
DMBE) = o o o
WB: NBS1 100 kDa
25 kDa

Obrazek ¢. 5.24. Interakce mezi 53bpl a MDC1 (A), interakce mezi 53bpl a NBS1 (B). Pii
imunoprecipitaci byly pouzity 2 pug protilatky proti 53bpl na vzorek. Jako vzorky byly pouzity frakce
s chromatinem z dvoukrokové frakcionace s pouzitim vysokych otacek (K — kontrola, Tal — taltirelin,
10 uM, 30 min, Tmz — temozolomide, 400 uM, 24 hod, DMSO — dimethylsulfoxid, 4%, 24 hod).
Proteiny byly detekovany pomoci elektroforézy (8% gel) a Western blotu s 500x zfedénymi
protilatkami proti MDC1 a 500x zfedénymi protilatkami proti NBS1.

5.5.2. Interakce mezi NBS1 a MDC1

U kontrolnich a taltirelinem ovlivnénych bunék byl pozorovan pouze velmi slaby
signdl, naznacujici slabou interakci mezi NBS1 a MDCI1 (Obr. 5.25). Siln&jsi signal byl
detekovan ve vzorku stemozolomidem v DMSO a nejsiln€j$i signdl ve vzorku se

samotnym DMSO.
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IP: NBS1

Tal -+ = =
Tmz = = = =
DMSO - - - +

wB: MDC1 [ 40 kDa

Obriazek & 5.25. Interakce NBS1 s MDCI. Pfi imunoprecipitaci byly pouzity 2 ug protilatky proti
NBSI1 na vzorek. Jako vzorek byl pouzit lyzat (sklizené bunky ve 20 ul lysaniho pufru — 1 hod na
ledu), (K — kontrola, Tal — altirelin, 10 uM, 30 min, Tmz — temozolomide, 400 pM, 24 hod, DMSO —
dimethylsulfoxid, 4%, 24 hod). Proteiny byly detekovany pomoci elektroforézy (8% gel) a imunoblotu
(fedéni protilatek proti MDC1 500x).

5.5.3. Interakce mezi S3bp1l a MDC1 v buiikach se sniZenym mnoZstvim p-arrestinu 2

Pomoci imunoprecipitace s navazanymi protilatkami proti 53bp1l a naslednou detekci
MDC1 pomoci imunoblotu byla sledovana stabilita komplexi v kontrolnich buikéch,
buiikach transfekovanych negativni siRNA nebo siRNA cilenou proti B-arrestinu 2. Byly
detekovany komplexy o velikost 60 kDa a 25 kDa (Obr. 5.26). Intenzita signalu o velikost 60
kDa byla vyssi u obou transfekovanych vzorkli oproti kontrole. Dale byla vzdy vyssi u bunék
ovlivnénych tyroliberinem oproti neovlivnénym bunkédm. To nebylo pozorovano pii ovlivnéni
bungk taltirelinem. Intenzita signdlu o velikosti 25 kDa se neménila po ptisobeni tyroliberinu
nebo taltirelinu v kontrolnich bunikach i bunkach transfekovanych siRNA cilenou proti B-
arrestinu 2. V buiikach transfekovanych negativni siRNA byla intenzita snizena jako po
pusobeni tyroliberinu, tak taltirelinu.

IP: 53bp1
TRH — + — — + — — + -
Talb - — + = - + - - +
NK - — — + + + — — —
BAn2” - — — — — = 4§ & 4

60 kDa
WB: MDCH1
25 kDa

Obrazek €. 5.26. Interakce 53bpl s MDCI1 po ovlivnéni TRH nebo taltirelinem za riizného mnozstvi
B-arrestinu 2. Pfi imunoprecipitaci byly pouzity 2 pg protilatky proti 53bpl na vzorek. Jako vzorky
byly pouzity frakce s chromatinem z dvoukrokové frakcionace s pouzitim vysokych otacek (TRH —

51



thyroliberin, 10 uM, 30 min, Tal — taltirelin, 10 uM, 30 min, NK - transfekce negativni siRNA,
BArr2! — transfekce siRNA proti B-arrestinu 2). Protein MDC1 byl detekovan pomoci elektroforézy
(12% gel) a imunoblotu (fedéni protilatek proti MDC1 500x).

5.5.4. Negativni a pozitivni kontrola imunoprecipitace

Pro urceni specificity detekovanych komplexd imunoprecipitaci byla provedena negativni i
pozitivni kontrola imunoprecipitace. Jako negativni kontrola byl jako vzorek pouzit lyza¢ni pufr NP-
40 bez bunck. Kontrola byla provedena jak pro protilatky proti 53bpl, tak proti NBS1. Po pouziti
protilatek proti MDC1 nebyl detekovan zadny signal (Obr. 5.27A). Jako pozitivni kontrola byly
naneseny 2 pg protilatek proti 53bpl v SLB pufru a rozdéleny elektroforézou spolecné
s neovlivnénymi bunkami. Signal o velikosti 60 kDa byl detekovan i v pozitivni kontrole, ve které
tento signal odpovida tézkému fetézci protilatek (Obr. 5.27B). Signal o velikosti 25 kDa byl detekovan
pouze ve vzorcich po imunoprecipitaci, lehky fetézec protilatek v pozitivni kontrole byl detekovan
nize (Obr. 5.27B).

A B
K-53bp1  K-NBST B-Ar2"

K NK J PK

\|/\|/

75 kDa 60 kDa

25 kDa
25 kDa

Obrazek €. 5.27. Negativni kontrola imunoprecipitace (A), pozitivni kontrola imunoprecipitace (B).
A) Pfi imunoprecipitaci byly pouZzity 2 pg protilatky proti 53bpl na vzorek pro prvni jamku a 2 pg
protilatky proti NBS1 na vzorek pro druhou jamku (K-53bp1 — negativni kontrola s protilatkami proti
53bpl, K-NBSI1 — negativni kontrola s protilatkami NBS1). Jako vzorek byl misto bunééného lyzatu
pouzity jenom samotny lyzacni pufr bez bunék. Detekce byla provedena imunoblotem se 500x
zfedénymi protildtkami proti MDC1. B) Pfi imunoprecipitaci byly pouzity 2 nug protilatky proti 53bpl
na vzorek. Jako vzorky byly pouzity frakce s chromatinem z dvoukrokové frakcionace s pouzitim
vysokych otacek (K — kontrola, NK — transfekce s negativni siRNA, BArr2! — transfekce s siRNA proti
B-arrestinu 2). Jako pozitivni kontrola (PK — pozitivni kontrola) byly 2 ng protilatek proti 53bpl
denaturovany v SLB pufru. Detekce byla provedena pomoci elektroforézy (12% gel) a imunoblotu
s 500x zfedénymi protilatkami proti MDC1.

5.5.5. Detekce y-H2AX

Hladina fosforylovaného H2AX byla detekovana pomoci Western blotu a specifickych
protilatek v kontrolnich GH1 burikach, bunikach ovlivnénych taltirelinem, temozolomidem
v DMSO nebo samotnym DMSO (Obr. 5.28). Experiment byl proveden v triplikatu a pro
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statistické vyhodnoceni byl pouzit nastroj pro analyzu dat GraphPad Prism. Pfi plsobeni
temozolomidu v DMSO nebo samotného DMSO bylo pozorovano statisticky vyznamné
zvyseni hladiny fosforylovaného H2AX (Graf 5.2).

Tal -+ - -

Obrazek ¢. 5.28. Detekce y-H2AX pomoci imunoblotu. Jako vzorek byl pouzit lyzat (sklizené bunky
ve 20 pl lyzaéniho pufru — 1 hod na ledu; K — kontrola, Tal — taltirelin (10 uM, 30 min), Tmz —
temozolomid (400 uM, 24 hod), DMSO — dimethylsulfoxid (4%, 24 hod)). y-H2AX byly detekovan
pomoci elektroforézy (15%) a imunoblotu se 2000x nafedénym protilatkami.
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Graf ¢. 5.2. Primémé hodnoty intenzit imunoblot signalu fosforylovaného H2AX v procentech. K —
kontrola, Tal — taltirelin (10 pM, 30 min), Tmz — temozolomide (400 uM, 24 hod), DMSO —
dimethylsulfoxid (40 pl, 24 hod). Vysledky reprezentuji primér + SEM (* p <0,05; ** p <0,01; *** p
<0,001; **** p<(0,0001 oproti kontrole; n=3).

5.6. Mikroskopicka analyza GH1 bunék po ovlivnéni taltirelinem,
temozolomidem a DMSO

Pomoci laboratorniho mikroskopu Leica byl pozorovan vliv taltirelinu (10 pm, 30
min), temozolomidu (400 uM, 24 hod) a DMSO (40 pl, 24 hod) na mnoZstvi a adherenci
bunék. Jednotlivé snimky byly porovnany s kontrolnimi bunikami. Butiky byly zkoumény pod
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dvéma riznymi zvétSenimi. Zvétseni okuldru bylo v obou ptipadech pouzito stejné, a to 10x.
ZvétSeni objektivu bylo v prvnim piipadé 4x a v druhém pfipadé 10x. V prvnim piipadé bylo
celkové zvétSeni 40x a ve druhém piipadé 100x. Na buinikach ovlivnénych taltirelinem nebyl
oproti kontrolnim builkkdm pozorovan Zzadny rozdil. Bunky ovlivnéné temozolomidem
nevytvarely oproti kontrolnim bunikdm shluky, byly vic rozprostfené po plose a méné pocetné.
V piipadé bunék ovlivnénych DMSO byla pozorovana vyrazné mensi poCetnost, kdy se ale
jednotlivé bunky drzi u sebe ve shlucich, nez aby byly jednotlivé rozprostieny po plose.

Obrizek & 5.30. Obrazek 1 ééné inle z mioskouelca S, Zvétieni okla'l 1 , zvtéeni
objektivu 4x. 1 —neovlivnéné GH1 bunky, 2 — taltirelin (Tal, 1 pM, 30 min), 3 — temozolomid (Tmz,
400 uM, 24 hod), 4 — dimethylsulfoxid (DMSO, 4%, 24 hod)
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Obze . 5.3. Obrizek GHI bunéné liie z mosopu Leica S40, zvétSeni okularu 10x, zvétﬁen
objektivu 10x. 1 — neovlivnéné GH1 burnky, 2 — taltirelin (Tal, 1 uM, 30 min), 3 —temozolomid (Tmz,
400 uM, 24 hod), 4 — dimethylsulfoxid (DMSO, 4%, 24 hod)

55



6. Diskuse

V této bakalaiské praci jsme se zaméiili na proteiny 53bpl a MDCI a jejich
vzajemnou interakci. Pro tyto proteiny jsme se rozhodli na zékladé ptredchazejici
fosfoproteomické analyzy, kde bylo detekovdno velké mnozstvi zmén ve fosforylaci na
mnoha fosfomistech a to jak v kontrolnich bunkach, tak bunkach se snizenym mnozstvi -
arrestinu 2.

Je znémo, Ze béhem DDR je 53bp1 regulovan fosforylaci na Ser1317 pomoci AMPK .
Tato fosforylace podporuje navazani 53bp1 do mist poskozeni, ¢imz zvySuje aktivitu c-NHEJ
pro efektivni DSBR!96, N-konec 53bp1 obsahuje ¢etné (S/T)Q motivy, o kterych je znamo, Ze
jsou regulovany fosforylaci pomoci ATM nebo DNA-PKcs!?’”. ATM je hlavni kinasa
zodpovédnd za fosforylaci 28 mist na N-konci 53bpl, ktery je nepostradatelny pii navazani
dvou responzivnich efektort RIF1 a PTIP, které se podileji na potlaceni BRCAI-
zprostiedkované koncové resekce 108109, 110,

Jako prvni jsme se zaméfili na ziskani jaderné frakce z bunééného lyzatu GH1 bunék.
Celkem byly odzkousSeny tii riizné postupy frakcionace.

Jednokrokova frakcionace v lyzacnim pufru NP-40: Tento pfistup vyuzivé jednu
centrifugaci pii nizkych otackach, ktera oddéli cytosol od jadra. Jeho vyhodou je
jednoduchost a rychlost, ale mize byt mén¢ ucinny v Cistém oddéleni cytosolické a jaderné
frakce.

Dvoukrokové frakcionace s niz§imi otackami: Tato metoda poskytuje detailngjsi
rozdéleni frakci na cytosol, jadra a chromatiny, ale vyzaduje vice krokti a ¢asu. Pouziti nizsich
ota¢ek mlze minimalizovat riziko kontaminace, ale nemusi byt tak efektivni pfi oddéleni
vSech komponent.

Dvoukrokova frakcionace s vysokymi otd¢kami: Tato metoda je identicka s pfedchozi,
ale s vys$simi otackami pii prvni centrifugaci, coZ milize zlepSit separaci cytosolu a jader, ale je

v v

Nase postupy frakcionace jsme porovnali 1 s metodou, ze které jsme pivodné
vychazelil®!. Tato metoda piidava krok promyvani, coz zlepSuje Cistotu jaderné frakce. Prvni
centrifugace pii velmi vysokych otd¢kach (86 000 x g) zajistuje efektivni separaci cytosolu,
nasledované dal§im promyvanim peletu a pfenesenim do jaderného extrakéniho pufru. Je
velmi dikladna, ale také Casové a technicky narona. Kazda metoda ma své vyhody a
nevyhody v zavislosti na pozadovaném stupni Cistoty a dostupném vybaveni.

Kazdy postup mél jako kontrolu nékolik imunoblotl s rtiznymi protilatkami, sledovali
jsme, jestli se budou vybrané proteiny nachazet ve frakci, kde jsou ocekavéany. Jako
nejefektivnéj$i se ukdzal az tfeti postup, kdy se na jednotlivych imunoblotech nachazely
proteiny jen ve frakcich, kde byly oekavany.

Muzeme ale porovnat vyskyt histoni 3 a MDCI proteind s jinymi publikacemi. V této
praci se histony 3 nachdazeli ve frakci s chromatinem. V jiné publikaci, ale bylo oznaceno, Ze
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histon 3 se nachazi vjaderné frakci!?l. Tento rozdil mize byt zpusobeny v rozdilnych
technikach izolace a frakcionace, coz ovlivni Cistotu jednotlivych frakci. Na tento rozdil mtize
mit vliv stav bunék, v€etné faze bunécného cyklu a miry poSkozeni DNA. Obvykle se uvadi,
ze protein MDCI je jaderny!'l. V této praci byl detekovany, ale i v cytosolarni frakci, stejné
jako ve vyse zminéné publikaci'0l,

Nasledné¢ jsme se vénovali druhému cili, a to optimalizaci podminek
imunoprecipitace. V této casti jsme otestovali rtizné podminky imunoprecipitace pro
optimalni vysledek. Nejvétsi rozdil v podminkach byl v pouzitém postupu eluce. V prvnim
ptipad¢ jsme pouzili denaturujici postup eluce a v druhém ptipad¢€ nedenaturujici postup.

Pfi denaturacni eluci se pouziva vysoka teplota (70 °C) a elu¢ni pufr obsahujici silné
detergenty!'!'?. Mezi vyhody tohoto postupu patii efektivni uvolnéni cilového proteinu z
komplexu tim, Ze rozklada jeho strukturu. To je vhodné, pokud neni nutné zachovat funkéni
stav proteinu nebo jeho interakce s jinymi proteiny. Nevyhodou je, Ze proteiny mohou ztratit
svou nativni konformaci a funkéni vlastnosti, coz znemoziiuje néslednou funkéni analyzu
nebo studium protein-proteinovych interakci!'*>. Nedenatura¢ni eluce probiha za pokojové
teploty, nasledovana mirnou denaturaci (zahfati na 95 °C po 3 minuty) az po eluci'4.
Vyhodou je, ze postup zachovava nativni strukturu a funkci proteinu, coz je vhodné pro studie
protein-proteinovych interakci a funkéni analyzy. Nevyhodou je, Ze postup muze byt méné
ucinny v uvolfiovani vSech navazanych proteind, coz mize vést k niz§im vytézkam!!>,

Denaturacni eluce je teda vhodna spis pro analyzu samotného proteinu bez ohledu na
jeho interakce, zatimco nedenaturacni eluce je vhodnéjsi, pokud je cilem studium protein-
proteinovych interakci a zachovani funk&nosti proteinu.

Na imunoblotu po frakcionaci a jednorozmérné -elektroforéze se nam podaftilo
detekovat protein MDC1. Po rozdé€leni proteinli pomoci jednorozmérné elektroforézy byl
MDCI1 detekovan jako n€kolik pruhti. Pfi imunoprecipitaci jsme detekovali jen imunosignaly
40 a 60 kDa. Jina publika!'® detekovala $t¢py MDC1 ve velikostech 50 a 70 kDa, coz mutze
byt zplisobeno pouzitim riznych bunécnych linii. V této praci byly pouzity potkani linie a ve
vybrané publikaci byla pouzita lidska linie HCT116. Je znamo, ze homologni proteiny
v lidskych a potkanich buiikdch se mohou ve velikosti liit!!”. Je vSak také mozné, Ze tyto
detekované signaly jsou denaturované protilatky uvolnéné z magnetickych kulicek, a to 1 pres
to, Ze jsme pouzili BS3. BS? je Siroce pouzivany zesit'ovaé proteini v biochemickych studiich,
zejména pii detekci interakci protein-protein. Jedna se o homobifunkéni sitova¢ rozpustny ve
vodé¢, ktery reaguje s primarnimi aminy, jako jsou lysinové zbytky na proteinech, za vzniku
stabilnich amidovych vazeb. Tato schopnost vytvaret pficné vazby mezi aminoskupinami na
raznych proteinech nebo v rdmci jedné molekuly proteinu umoznuje studovat struktury a
interakce proteind v jejich pfirozeném prostiedi!!®.

Nabizi se hned nékolik moznosti, jak do budoucna metody vylepsit a ziskat lepsi a
presnéjsi vysledky. V pfipadé imunoprecipitace by to mohlo byt prodlouzeni doby navazani
protilatek na magnetické kulicky (napiiklad pies noc), aby se prodlouzila doba navazani
cilovych proteini na protilatky!!®. Dale pti Western blotu by mohly pouzity sekundarni
protilatky TidyBlot Western Blot Detection Reagent: HRP od firmy Bio-Rad!?’. Tyto
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protilatky se vazi pouze k nedenaturovanym protilatkdm, to jsou protilatky, které byly
navazany jako primarni protilatky. Jako dal§i moznost se nabizi piedcistit lyzat pomoci
izotopovych kontrolnich protilatek, coz snizuje nespecifické navazani jinych nez cilovych
proteint pii navazovani proteinii z lyzatu na specifické protilatky navdzané na magnetické
kulicky!2!,

Jako tfeti cil bylo ovéfit u¢innost transfekce pomoci siRNA cilené proti -arrestinu 2.
Mnozstvi B-arrestinu 2 na Grovni proteint je nizsi, jak jsme ocekavali.

Tyto jednotlivé cile ndm pomohli pfi provedeni posledniho ctvrtého cile, ktery byl
identifikovat a kvantifikovat komplexy, které ndmi vybrané proteiny vytvari. Sledovali jsme
komplexy proteinu 53bpl s MDC1 a NBS1 a proteinu NBS1 s MDCI po ovlivnéni
taltirelinem, temozolomidem nebo cytotoxickou latkou DMSO.

Zjistili jsme, ze interakci mezi 53bpl a MDC1 ovliviuje taltirelin pozitivng, signal na
imunoblotu je silngj$i. Vyznamné ovlivnéni bylo také sledovano po piidani temozolomidu
v DMSO, a i samotného DMSO. Tyto dvé latky byly pouZzity pro porovndni bazalni interakce
mezi 53bpl a MDCI1. Temozolomid je latka Spatné rozpustna ve vodé, a proto se musi
rozpustit v DMSO'?2, V naSich experimentech byl temozolomid rozpustény v DMSO
pfidavan k bunééné kultute tak, ze kone¢nd koncentrace DMSO v médiu béhem kultivace
bun¢k byla 4%. To pifedstavuje vysokou cytotoxickou koncentraci DMSO, kterd snizuje
bunéénou variabilitu!?3. To potvrzuji i nase vysledky z mikroskopie (Obr. 5.31) a detekce
mnozstvi y-H2AX (Obr. 5.28). Pritomnost fosforylovaného H2AX nam hovoii o mnozZstvi
poskozeni DNA, a to hlavné dvouietdzcovych zlomech. Cim vic bude fosforylovany H2AX
v buiice, tim vic bude DNA v buiice poskozena'?*. Z vysledkd je zjevné, Ze taltirelin
neovlivnil mnozstvi y-H2AX, a tedy ani poskozeni DNA. Vliv temozolomidu a DMSO uz byl
ziejmy. JelikoZ ale vzorky ovlivnéné temozolomidem v DMSO nebo samotnym DMSO maji
stejnou intenzitu, narlst intenzity ve vzorku s temozolomidem byl zplisobeny DMSO, ve
kterém byl temozolomid rozpustény. Podobny uc¢inek byl sledovan i po imunoprecipitaci
s protilatkami proti 53bp1, kdy imunosignaly proteinu MDC1 jsou porovnatelné stejné silné
pii ovlivnéni temozolomidem nebo samotnym DMSO. Jelikoz temozolomid je rozpustény
DMSO. Interakce mezi 53bpl a NBSI nebyla pomoci imunoprecipotace a Western blotu
detekovana. Interakce mezi NBS1 a MDCI1 byla detekovana piedevSim v buikach
ovlivnénych temozolomidem v DMSO nebo samotnym DMSO, coz je zjevné dusledek
cytotoxického ptsobeni DMSO. Vysledky z imunoprecipitaci sledujici interakce mezi 53bpl,
MDC1 a NBSI1 naznacuji, ze MDCI1 tvoii komplex s 53bpl i NBSI1, ale jedna se o dva
odli$né komplexy.

Byl proveden také experiment, kdy byl sledovan vliv taltirelinu nebo TRH v buiikach
se snizenym mnozstvim B-arrestinu 2. Vysledky ukazuji, Ze v kontrolnich buiikach jsou
imunosignaly po ovlivnéni taltirelinem 1 TRH siln&jsi. Také byl sledovan ndrtst imunosignalu
po ovlivnéni TRH v buiikkach transfekovanych siRNA cilenou proti B-arrestinu 2
nebo negativni kontrolni siRNA. Takovy ucinek nebyl pozorovan u taltirelinu. To mtze byt
vysvétleno tim, Ze tyto dva agonisté stimuluji receptor a nasledné drahy riznym zplisobem a
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G¢inkuji tedy jako tzv. usmériiovaci agonisté. UGinek TRH nebo taltirelinu byl stejny
v buiikkach transfekovanych siRNA cilenou proti B-arrestinu 2 v porovnani s negativni
kontrolou. To naznaCuje, Ze bunécné mnozstvi P-arrestinu 2 nema vliv na interakce mezi
53bpl a MDCl, a tedy je tato interakce zprosttedkovana pies aktivaci G proteind.

Jina studie zkoumala piimé interakce mezi 53bpl a MDC1!%, Podle této studie je
interakce mezi témito proteiny dynamickd a méni se béhem DDR a mit6zy. Interakce 53bpl -
MDCI1 je sama o sob& nutné pro navazani 53bp1 do mist DSB. Tato studie taky identifikovala
serinovy zbytek v 53bpl, ktery je in vivo fosforylovan v mitotickych bunikach a taky ukézala,
Ze interakce mezi témito proteiny zahrnuje jak interakce zavislé i nezavislé na fosforylaci'?.
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7. Zaveér

V této bakalaiské praci jsme se zaméfili na zkoumani vztahu mezi aktivaci GPCR a
v lidském téle hraji GPCR klicovou roli v celé fadé¢ bunécnych procesii, véetn¢ signalnich
drah, které mohou ovliviiovat odpoveéd’ buiikky na poskozeni DNA. Vysledky nasi analyzy
naznacuji, ze aktivace GPCR mize modulovat reakci na poskozeni DNA prostfednictvim
raznych mechanismi. Konkrétné jsou GPCR schopny ovliviiovat signalizaci prostiednictvim
B-arrestind, které mohou pfimo nebo nepiimo pusobit na procesy opravy DNA.

V praktické ¢asti se ndm uspésné podatilo ziskat z bunécného lyzatu GHI bunck jak
cytosolarni, tak jadernou frakci, a i frakci s chromatinem. S témito ziskanymi frakcemi byly
pak vykonany dal$i pokusy. Dale jsme optimalizovali podminky imunoprecipitace, aby bylo
pouzito optimalni mnozstvi protilatky a taky optimalni fedéni. Nésledné jsme pak ovéfili
ucinnost transfekce pomoci siRNA proti B-arrestinu 2. Na zakladé téchto postupl byly
detekovany mozné interakce 53bpl s MDC1 a NBS1 s MDCI1, protein MDC1 byl detekovan
pti nizkych velikostech (60 a 40 kDa). Vzhledem k dynamice detekovanych imunosignalt po
pusobeni ligandi TRH receptoru a pfi riznych transfekénich podminkach mizeme usuzovat,
ze se nejednd o detekci denaturovanych protilditek uvolnénych pii eluci v zavéru
imunoprecipitace. Nicméné je tieba tyto vysledky podpofit dal§imi experimenty pouzitim
optimalizaci bcéhem imunoprecipitace. Jako dals$i zpisob je zde mozZnost vyuzit
imunofluorescence a detekovat komplexy pomoci fluorescencni mikroskopie.

Pii detekci fosforylovaného H2AX po ovlivnéni taltirelinem nebyly pozorovany
vyznamné zmény. Pfirozend hladina fosforylovaného H2AX byla v bunécné linii GH1 nizka a
zda se tedy, ze DNA na bazdlni hladiné obsahuje malé mnozstvi dvouvlaknovych stépa.
V budoucich experimentech by bylo zajimavé zjistit, jaky u€inek maji na hladinu
fosforylovaného H2AX dalsi ligandy TRH receptoru po vyvolani poskozeni DNA za rizného
mnozstvi B-arrestinu 2 €1 B-arrestinu 1.
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