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Abstrakt

Regulace genu DLX1, jehoz signifikantné zvySend hladina byla detekovana pravé u
pacientl s akutni myeloidni leukémii s mutaci FLT3-ITD, je dosud zcela neprozkoumanym
tématem. Prvnim cilem této prace bylo zjistit, které signdlni drahy reguluji expresi genu
DLXI. Z téchto drah byly pomoci metod qRT-PCR a western blot vybrany drahy ERK a JNK.
Uvedené drahy zptisobuji aktivaci podjednotek transkripéniho faktoru AP-1, jehoz
pfedpokladané vazebné misto bylo identifikovano také na promotoru genu DLX/. Druhym
cilem této prace bylo proto ovéfeni hypotézy o piedpoklddané regulaci exprese genu DLX]
(ptes ERK/INK drahu) probihajici ptes AP-1 vazebné misto na promotoru. K ovéteni
hypotézy byla pouzita metoda dudlni luciferazové eseje, kterd vyuziva luminiscenc¢ni aktivity
luciferazy, jejiz gen je obsazen v pouzitém luciferazovém vektoru. Pied tento gen byla pii
tvorbé konstruktl vyuzivanych ve vySe zminéné eseji vloZena nejprve kratka ¢ast promotoru
genu DLX] a poté i jeho dlouha ¢ast (v okoli AP-1 mista). Z vysledkt studie vyplyva, ze
regulace exprese genu DLX] pies AP-1 vazebné promotorové misto je dulezitou, nikoli vSak
postaCujici soucasti regulacni kaskady probihajici pfes ERK a JNK drahu. Na regulaci
exprese genu DLX] se pravdépodobné podileji rovnéz jiné transkripéni faktory, které jsou

aktivovany ERK /2 kinazou.

Kli¢ova slova:

leukémie, homeoboxové geny, signalni drahy, genova exprese, dudlni luciferazova esej



Abstract

Regulation of expression DLXI1 gene, whose elevated levels are detected in patients
with acute myeloid leukemia with FLT3-ITD mutations, is not still completely explored topic.
The first aim of this study was to determine which selected signaling pathways regulate gene
expression of DLXI. ERK a JNK pathways were selected by using qRT-PCR and western
blot. These pathways cause activation of the transcription factor AP-1 subunits, the AP-1
putative promoter binding site was identified also in the promoter of the DLX/ gene. The
second aim of this study was to test the hypothesis on the regulation of gene expression of
DLX] (via ERK/JNK pathway) through AP-1 binding site on the promoter. Dual luciferase
assay using luminescent luciferase activity was performed to test this hypothesis. Gene of the
luciferase is contained in the used luciferase vector. The short and the long part of the DLX]
promoter (around AP-1 site) were inserted before the gene of the luciferase in the constructs
used in this method. The results of this study indicate that the regulation of gene expression
through AP-1 promoter binding site is important but not sufficient part of the regulatory
cascade running through ERK and JNK pathway. There must be another transcription factors

activated by ERK1/2 kinase which are probably also involved in the regulation of DLX/ gene.
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1 Uvod

Pojem leukémie, ktery pravdépodobné pochézi z feckého leukos haima a je prekladan
jako bild krev, oznacuje maligni transformaci hematopoetickych tkani. Poprvé byl pojem
leukémie (v originale Leukdmie) pouzit R. Virchovem jiz vroce 1849. Od té¢ doby
zaznamenal vyzkum tohoto zdvazného onemocnéni vcetn¢ léCebnych postupl vyrazné
pozitivni vyvoj, coz se projevilo zejména v podobé vyssiho prezivani a piripadné uplného
vyléceni pacientl s leukémii.

U zdravého jedince pii hematopoéze (vyvoji krevnich buné€k) pluripotentni
hematopoetické kmenové buniky (HSC) proliferuji a diferenciuji ve dv€ bunécné linie:
myeloidni a lymfoidni. Kone¢nym stddiem diferenciace myeloidni linie jsou erythrocyty,
granulocyty, monocyty a tromocyty. Naopak diferenciaci lymfoidni linie vznikaji B a T
lymfocyty. U pacientli s diagnostikovanou leukémii je zminovany vyvoj krevnich bunék
v urCitém stadiu blokovan a blasty jsou pak Siteny do krve, lymfatickych uzlin, jater a jinych
organt (Mayer, Stary et al 2002).

Nadorova onemocnéni u déti oproti dospélym jsou velmi vzacnd, pfi¢emz leukémie
patii mezi nejcastéjsi malignity détského veku (Stiller, 2004). Tato prace je zaméiena zejména
na akutni myeloidni leukémii (AML), kterd je nejcastéji se vyskytujicim typem leukémie u
dospélych pacientl, u nichz je medidn véku pii diagndze 65 let. Incidence tohoto onemocnéni
roste s vékem. U détskych pacientd tvoii AML 15 - 20% diagnostikovanych akutnich
leukémii a je povazovana za vysoce morfologicky heterogenni skupinu onemocnéni (Mayer,
Stary et al 2002).

Pti vyzkumu leukémie jsou nejvice zkoumdny geny a jejich proteinové produkty, které
se podileji na jejim vzniku, a to jak pfimo, tak i nepfimo regulaci jinych iniciatort. Mezi
takové geny patii rovnéz vysoce evoluc¢né konzervovand rodina homeoboxovych (HOX)
genl, jejichz proteinové produkty (transkripéni faktory) reguluji transkripci cilovych geni.
HOX geny jsou znamé zejména diky regulaci pfedozadni osy téla obratlovcii. Dilezitou roli
vSak maji také pii vyvoji krevnich buné¢k neboli hematopoéze. Deregulovand exprese
homeoboxovych genii byla detekovéna u fady leukémii, coz naznacuje vliv téchto genii na
leukemogenezi (Ayton & Cleary, 2003; Fischbach et al., 2005; Kroon et al., 2001; Sauvageau
et al., 1997).

Mezi HOX geny patii mj. genova rodina DLX (Distal-less homeobox), u niz byla

prokazana regulacni funkce fady d&ju pifi vyvoji téla obratlovell jako jsou hematopoéza
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(Chiba et al., 2003), neurogeneze (Anderson et al., 1997), vyvoj chrupu (Thomas et al., 1997)
nebo sitnice (de Melo et al., 2005). Aberantni exprese ne¢kterych DLX genii zapojenych do
embryonalniho vyvoje byla detekovdna u fady solidnich nadorti (Morini et al., 2010) a
leukémii (Haga et al., 2000). Tato prace je zamétena na gen DLXI, u kterého se predpoklada
mozny vliv na vznik a vyvoj leukémie. Konkrétné je v této praci zkoumana regulace exprese
genu DLX] transkripénim faktorem AP-1, jehoZz regulacni vazebné misto se vyskytuje
v promotoru genu DLXI. K analyze uvedené regulace byl vyuZit experimentdlni systém na
neleukemickych bunéénych liniich HeLa a HEK293, u kterych je detekovana vysoka
endogenni exprese genu DLXI. Experimentalni ¢ast této prace navazuje na ¢lanek Skolitelky
doktorky Starkové (Starkova et al., 2011) a je soucasti rozsahlejsiho projektu Transkripcni
regulace HOX genl v normdlni a leukemické krvetvorbég, financovaného Grantovou agenturou

Ceské republiky (GACR — ¢&. P304/12/2214).
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Cile prace

Stanoveni hladiny exprese genu DLX1 po inhibici vybranych signalnich drah

ovliviiujicich expresi DLX1 na mRNA a proteinové trovni

o

(0]

Ovéfeni funk¢nosti pouZitych inhibitorh

Stanoveni hladiny exprese genu DLXI po inhibici vybranych signalnich drah na
mRNA trovni

Stanoveni hladiny exprese genu DLXI po inhibici vybranych signalnich drah na

proteinové Grovni

Vytvoieni konstrukti pro luciferazovou esej

(0]

Konstrukt obsahujici kratkou c¢ast promotoru (200 bp) pGL3 AP1 v divoké a
mutované form¢ AP-1 vazebného mista
Konstrukt obsahujici dlouhou ¢ast promotoru (1605 bp) pGL3 wpDLX1 v divokeé

a mutované formé AP-1 vazebného mista

Ovéreni hypotézy o predpokladané regulaci exprese genu DLX1 (pres ERK/JNK

drahu) probihajici pres AP-1 vazebné misto na promotoru pomoci metody dualni

luciferazova esej

(0}

Kontrola funkce ptislusného inhibitoru a aktivatoru drahy ERK pro luciferazovou
esej

Stanoveni hladiny luciferazy u kontrolniho vektoru s repetitivnim AP-1 vazebnym
mistem

Stanoveni hladiny luciferazové aktivity pod vlivem kratké ¢asti promotoru genu
DLX1

Stanoveni hladiny luciferazové aktivity pod vlivem dlouhé ¢asti promotoru genu

DLX]
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3  Prehled literatury

3.1 Leukémie

3.1.1 Vznik leukémie na molekularni arovni

Predpoklddand teorie vzniku leukémii 1 ostatnich nddort je oznacovand jako
vicestupniova. Tato teorie popisuje vznik maligni buiiky jako proces o né€kolika krocich, ve
kterych jsou diky jednotlivym zméndm genomu pozitivné selektovany preleukemické bunky,
znichz se postupné tvoii buiiky leukemické. Takto zménéné hematopoetické bunky se
v urCitém vyvojovém stadiu zastavi, neplni svoji funkci a postupné vytésiiuji zdravou
populaci krevnich bun¢k. Leukemické buiiky se vyznacuji, tak jako ostatni nddorové bunky,
nékolika typickymi znaky: ztratou schopnosti diferenciace pii zachované proliferaci, defekty
apoptozy vedoucimi k prodlouzeni doby zivota, nezavislosti na vnéjSich ristovych faktorech,
defektnim pfenosem bunécnych signalti (Mayer, Stary et al 2002).

Mutace v genomu dtlezité pro vyvoj leukemickych bunék se tykaji z velké ¢asti jak
protoonkogentl, tak i antionkogend. Oba typy genll maji velky vyznam pro vyvoj normalni
zdravé bunky. Protoonkogeny jsou nezbytné pro regulaci a stimulaci bunécné proliferace,
zatimco antionkogeny proliferaci bunck tlumi a zéroven podporuji diferenciaci a apoptozu.
Mutované protoonkogeny neboli onkogeny se vymani z bunééné regulace, nebo se exprimuji
v nadbytku, coz zpusobi nekontrolovateln¢ zvySenou proliferaci bunc¢k. Mutace
v antionkogenech vedou k jejich inaktivaci, coz vyrazné podpofi proliferaci a souc¢asné utlumi
bunécnou diferenciaci a apoptdzu. Pro vytazeni antionkogentl je tfeba mutace v obou alelach
genu nazyvana jako mutace recesivni. Naopak k inaktivaci protoonkogent dochézi jiz mutaci

v jedné alele (tzv. dominantni mutace) (Mayer, Stary et al 2002).

3.2 Rozdéleni leukémii

Leukémie se déli podle pribéhu onemocnéni a podle bunécné linie hematopoetickych
bunék, ze kterych vychazeji. Primarni ¢lenéni dle pribéhu rozd€luje leukémie na akutni a
chronické. Pro akutni leukémie je typicky prudky nastup, casto bez jakékoli hematologické
anamnézy. Chronické leukémie se u déti vyskytuji pouze ziidka, maji pomalejsi prabéh, ktery
je charakterizovany tfemi stadii: chronickou fazi, akceleraci a blastickou krizi. Zatimco u

akutnich leukémii jsou ve své funkci blokovany zejména plné nezralé¢ a nediferenciované
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buniky, u chronickych leukémii jsou postizeny spiSe bunky ve vysSim stadiu diferenciace

(Mayer, Stary et al 2002).

3.2.1 Akutni leukémie

Akutni leukémie jsou heterogenni skupinou hematologickych malignit. Akutni
leukémie se déli podle ptivodu bunééné linie na lymfoidni (ALL) a myeloidni (AML).
Hlavnim tikolem pro diagnostiku je spravné rozliSeni ALL a AML, a to zejména s ohledem na
naslednou lécbu tohoto onemocnéni. Zakladni kritéria pro rozliSeni shrnuje tabulka (viz tab.
3.1). Diagnoza tohoto onemocnéni je stanovena na zakladé vysetfeni vzorku kostni dfené a
periferni krve. Pro pfesné urceni a zafazeni do konkrétniho subtypu akutni leukémie je
provadéna cytogenetickd, imunologickd, molekuldrné genetickd a morfologickd analyza
maligné transformovanych bun¢k (Mayer, Stary et al 2002).

Ackoli nebyla dosud zcela objasnéna patogeneze vzniku akutnich leukémii, v§eobecné
se neptedpoklada, Ze by bylo onemocnéni dédiéné. Castsjsi vyskyt akutnich leukemii je vak
asociovan s hereditdlnimi chromozomalnimi poruchami jako jsou Downliv syndrom (Fong &
Brodeur, 1987), Bloomtiv syndrom (Poppe et al., 2001), ataxia-telangiectasia (Yamada et al.,
1998) nebo Fanconiho anémie (Rochowski et al., 2012).

Pacienti s diagnostikovanou akutni leukémii jsou zatazeni do jednotlivych rizikovych
skupin. Pribéh onemocnéni a riziko vzniku relapsu se u rizikovych skupin velmi odlisuje.
Stratifikace pacientli do rizikovych skupin ma tak zasadni vyznam pro zvoleni spravného typu
a intenzity 1écby tohoto onemocnéni. Rozdéleni pacientli do jednotlivych rizikovych skupin
probiha na zaklad¢ prognosticky vyznamnych znak, a to jak u ALL (Pui et al., 2004), tak u
AML (Kaspers & Zwaan, 2007).

ALL AML
foloi zadna granula obvykle se mohou vyskytovat
mortologle zadné Auerovy tyce Averovy tyce
imunofenoty B-tada: CD 19+, CD10+ panmyeloidni antigeny
P T-tada: cyCD3+, CD7+ CD13+, CD33+, CDG5
_ , t(8:21) (FAB M2)
I(S‘lf()g(,}f;‘*“LL') t(15:17) (FAB M3)
- . t(9:11) (FAB M5
karyotyp t(1:19) (pre- B-ALL) im('( 16))0(5AB \--I-4e)o]
t(11:14) (T-ALL) T
t(4:11) (pro- B-ALL) s

Tab. 3.1: Rozdilné znaky AML a ALL (pfevzato z Mayer, Stary et al 2002)
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3.2.1.1 Akutni myeloidni leukémie

AML postihuje erythroidni, granulocytarni, monocytarni a megakaryocytdrni
hematopoetickou fadu. Z tohoto divodu byla AML v roce 1976 rozdélena do 8 subtyp,
které navrhla French-American-British (FAB) pracovni skupina (Bennett et al., 1976). Ackoli
v roce 2002 navrhla Svétova zdravotnicka organizace (WHO) rozdéleni subtyptt AML hlavné
na zakladé cytogenetickych charakteristik (Vardiman et al., 2002), dodnes se v praxi pouziva

star$i rozdé€leni dle FAB (viz tab. 3.2)

FAB Subtyp | Charakteristika Zastoupeni

AML MO akutni leukémie s minimalnimi znamkami 3%

myeloidni diferenciace (tzv. ¢asna myeloidni

leukeémie)
AML M1 akutni myeloidni leukémie bez vyzravani 15 -20 %
AML M2 akutni myeloidni leukemie s vyzravanim 25 -30%
AML M3 akutni promyelocytami leukemie (AFL), 5-10%

do teto skupiny patfi také podskupina AML
M3v — variantni mikrogranulami leukemie

AML M4 akutni myelomonocytarmi leukémie, 25 —-30%
subtypem teto skupiny je varianta AML Mdeo
s eozinofilii
AML M5 akutni monocytarni leukémie 6 %
AML M6 Enytroleukemie 3-5%
AML M7 akutni megakaryoblasticka leukémie 3%

Tab. 3.2: Subtypy AML podle FAB rozd¢leni

Tak jako pro ALL jsou i pro AML (vice nez dvé¢ tfetiny ptipada) typické nckteré
numerické a strukturalni chromozomalni aberace. VSechny tyto genetické abnormality lze
obecné rozdélit do dvou skupin, tj. na typ 1 a 2 (viz obr. 3.1). Pro prvni skupinu abnormalit
jsou typické mutace v genech, které davaji bunkam proliferacni vyhodu. Mezi takové geny
patii receptorové kinazy (FLT3 — fms (Feline McDonough Sarcoma) - related tyrosine kinase
3), fosfatazy (PTPNI1 — protein tyrosine phosphatase, non-receptor 11) nebo onkogeny (KIT
— kit oncogene, RAS — RASAI p2l protein activator (GTPase activating protein) 1).

Translokace zahrnujici geny pro transkripéni faktory, které zptisobuji v translokované forme

16



aberantni expresi cilovych gent, jsou charakteristické pro druhy typ genetickych abnormalit

(Kaspers & Zwaan, 2007).

- ) 18:11)
nezndmé  PTPN11 V(16 M8 ¢
49% 5% (16) b % ;

' 7% sy 0% N\
\.\ \ // | B% O\, \ \\ .j

KT
— " 1% Hg21) _
\ 15%

\ \ .H \ 25%
| \ FLTI/ATD 1(6;9)
FLT3 PM 1% XXXV | o
79, 23%
Genetické abnormality - Typ 1 Genetické abnormality - Typ 2

Obr. 3.1: Frekvence zastoupeni typickych abnormalit u AML

Nejcastejsi translokaci detekovanou u AML je t(8;21)(q22;q22) s fiznim genem
AMLI(RUNX1 - runt-related transcription factor 1) /E7O (RUNXIT1 - runt-related
transcription factor; translocated to 1(cyclin related)). Fuzni gen AMLI/ETO odpovidajici M2
subtypu AML byva spojovan s dobrou prognézou (Rulina et al., 2010). Produkt tohoto
fuzniho genu je aberantnim transkripénim faktorem s korepresorovou ¢asti, ktery reguluje
diferenciaci prekurzori myeloidni fady. Bylo prokazano, ze fuzni protein AMLI/ETO se
piimo vaze na promotorovou oblast tumor supresorového genu p/4 (ARF — alternate reading
frame), ¢imZ inhibuje jeho transkripci. Predpoklada se, ze p14 majici dilezitou roli v p53
dependentni odpovédi, by mohl byt rozhodujicim tumorsupresorovym genem u fady leukémii
(Linggi et al., 2002).

Subtypy M4 a M5 AML jsou asociovany s translokacemi genu MLL (11q23).
Nejcastéjsi translokaci, kterd ma zdroven nejpiiznivéjsi prognozu, je t(9;11)(p22;q23)
s fiznim genem MLL/AF9. Translokace genu MLL byvaji Casto spojeny se vznikem
sekundarnich AML vznikajicich jako odpovéd’ na 1écbu inhibitory topoisomerazy II (Super et
al., 1993). Translokovana oblast genu MLL je hypersenzitivni k Dnéze I, a tudiz nachylna ke
zlomiim DNA, coz muze spolu s inhibici topoisomerazy II vést ke vzniku translokaci. Pro
vznik translokaci je pravdépodobné dulezitd také bezprostiedni blizkost genu MLL s ¢astymi
translokacnimi partnery jako AF9 a AF4, které sdileji transkripcni jadro (Cowell et al., 2012).

Relativné dobrd prognéza AML je spojovana sinverzi chromozomu 16

inv(16)(p13922) s fuznim genem CBFJf (core-binding factor B)/MYHII (myosin, heavy
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polypeptide 11, smooth muscle). Bylo prokazano, Ze tato inv(16) a druhé varianta translokace
t(16;16)(p13;922) koduji skupinu heterogennich fuznich proteini, které se ¢aste¢né 1isi 1 ve
své biologické aktivit¢ (Shurtleff et al., 1995). Fazni gen CBFfS/MYHII je detekovan u
subtypi M0, M1, M2 a M5 AML, avsak nejcCastéji je jeho pfitomnost spojovana se subtypem
M4 AML s abnormalni eozinofilii.

Akutni promyelocytarni leukémie (APL) odpovidajici subtypu M3 AML je
charakteristickd translokaci t(15;17)(q22;q12-22) s fuznim genem PML (promyelocytic
leukemia)/RARa (retinoic acid receptor a). Prekurzory krevnich bunck jsou zastaveny
v promyelocytarnim stadiu, kdy ptisobenim PML/RARa dochazi k blokaci diferenciace a
zaroven k podpofte prezivani bunék (Ferrucci et al., 1997). Bylo prokézéano, ze promotor genu
RARo je v translokované formé PML/RARo methylovan. Na deregulaci exprese RARa se tedy
podili jak translokace, tak i methylace v promotorové oblasti (Chim et al., 2005).

U pacientii s AML se vyskytuji mutace genu FLT3 kinazy, ktera je bézné€ exprimovana
zejména v Casnych progenitorech hematopoézy. Nejcastéjsi mutaci FLT3 spojenou
s nepfiznivou prognézou AML je FLT3/ITD (internal tandem duplication), ktera blokuje
myeloidni diferenciaci. U AML byly identifikovany také bodové mutace FLT3 kindzy
v oblasti ALM (activation loop domain). Pfikladem takové mutace je mutace v kodonu 835
(D835), ke které¢ dochazi nezavisle na FLT3/ITD. Aktivaéni mutace D835 vykazujici
konstitutivni fosforylaci na tyrosinech jsou asociovany s nizkou hladinou pteziti bez relapsu

(Yamamoto et al., 2001).

3.3 Homeoboxové geny

Homeoboxové (HOX) geny jsou povazovany za vysoce evoluéné konzervovanou
rodinu gentl, kterd se i¢astni ontogeneze obratlovctl. U savcl byla identifikovana fada HOX
gent, rozdélenych do dvou tfid. Ttida I reprezentuje skupinu 39-ti klastrovanych HOX genti
(clustered HOX genes) uskupenych do ctyf klastri. Klastry se nachéazeji na 4 rGznych
chromozomech: klastr A na chromozomu 7, klastr B na chromozomu 17, klastr C na
chromozomu 12 a klastr D na chromozomu 2. Dalsi tfida HOX geni, tfida II, je naopak
tvofena HOX geny rozptylenymi po celém genomu. Tyto neklastrované HOX geny (non-
clustered HOX genes), Citajici stovky gent, vykazuji vysokou variabilitu. Obé tyto tiidy HOX
genl koduji transkripéni faktory regulujici transkripei fady cilovych gent. Tyto transkripéni
faktory obsahuji specifickou 60-ti aminokyselinovou DNA vazebnou doménu, kterd tvofi

motiv helix-turn-helix (Argiropoulos & Humphries, 2007; Grier et al., 2005).
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HOX geny jsou povazovany za velmi diilezité v souvislosti s vyvojem téla obratlovca.
Jejich klicova role byla popsana v regulaci vyvoje anterior-posteriorni osy téla béhem
embryogeneze. Rozsifeni funkce HOX genli béhem evoluce zplsobilo jejich vliv také na
regulace pozd¢jsich stadii vyvoje jako je hematopoéza (Argiropoulos & Humphries, 2007)
nebo vyvoj genitalii (Doll¢ et al., 1991).

Klastrované HOX geny obratloveli vykazuji vysokou homologii s klastrovanymi
homeotickymi geny (HOM-C) Drosophily melanogaster. Sekvence téchto homolognich genli
je konzervovéna jak na nukleotidové, tak na chromozomalni tirovni. Predpoklada se, ze HOX
geny u obratlovcll vznikly duplikaci a divergenci. Ziistalo vSak zachovano smérovani exprese
téchto genli. Umisténi HOX gent v klastrech koreluje s potfadim jejich exprese. Anteriorni
geny umisténé na 3 konci jsou exprimovany diive nez posteriorni geny, které jsou
lokalizovany na 5" konci (viz obr. 3.2). Pro spravny embryonalni vyvoj, a to zejména pro
vyvoj anterior-posteriorni osy téla, je toto nac¢asovani nezbytné. Exprese 3" genli se béhem
embryogeneze postupné snizuje, zatimco exprese genil na 5 konci se zvySuje (Grier et al.,

2005; Mallo et al., 2010).

HOX B 17q21-22
HOX C 12q12-13
HOX D 2q31-37
12 3 4 58 6 7 8 9 1011 12 13

HUMAN

V 4

4

i

Obr. 3.2: Exprese HOX genil ve vyvoji anterior-posteroriorni osy téla (pfevzato z Grier, 2005)

Nékteré neklastrované HOX geny hraji diilezitou roli v organogenezi, hematopoéze a
postupné diferenciaci nékterych tkani. Mezi takové geny se fadi také genova rodina DLX
(Distal-less homeobox), HEX (hematopoietically expressed homeobox), CDX2 (caudal type
homeobox 2) a dalsi. Jejich deregulovana exprese ¢asto vede k malignizaci ptisluSnych tkani.

Snizend exprese genu CDX2 je asociovana s vyskytem kolorektalniho karcinomu (Mallo et
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al., 1997). Naopak zvySena exprese genu HEX byla detekovana u T bunéného lymfomu
(George et al., 2003).

Rada neklastrovanych HOX genii, exprimujicich se béhem embryonalniho vyvoje,
pusobi jako regulatory proteini kodovanych klastrovanymi HOX geny. Mezi takové
neklastrované HOX geny kodujici proteiny s TALE doménou (three-amino-acid-loop-
extension) patii PBX (pre-B-cell leukemia homeobox), MEISI (myeloid ecotropic viral
integration site 1) a PREPI/KNOXI(PKNOXI-PBX/knotted 1 homeobox 1). Protein-
proteinové interakce mezi produkty téchto genli a transkripénimi faktory koédovanymi
klastrovanymi HOX geny zasadn¢ ovliviiuji vyvoj organismu determinaci vazby na DNA
cilovych genti (Penkov et al., 2013).

Exprese HOX genl je ovliviiovana dalSimi nehomeoboxovymi regulatory jako je
MLL, RA (retinoic acid), proteiny skupiny PcG (Polycomb group), IMJD3 (KDM6B - lysine
(K)-specific demethylase 6B) a UTX (KDM6A - lysine (K)-specific demethylase 6A).
Produkt genu MLL je H3K4 (histon 3 lysin 4) specifickd methyltransferaza, stimulovana
acetylaci na histonu H3. Methylace H3K4 a acetylace na H3 v promotorovych sekvencich pak
pusobi jako aktiva¢ni znacka pro expresi HOX gent (Milne et al., 2002). Bylo prokazéano, ze
pro aktivaci transkripce gend z klastru HOXA a HOXB je nezbytna signalizace RA pftes
receptor RARY (retinoic acid receptor y) nebo pies 3'RA-response element na genu HOXA .
Pokud tato vazebnd mista pro RA chybi, nedochéazi k odstranéni inhibi¢ni methylac¢ni znacky
H3K27me3 (trimethylace lysinu 27 na histonu 3), a tudiz ani k aktivaci transkripce gent
HOXA a HOXB (Kashyap et al., 2011). Dilezitymi regulatory exprese HOX gent jsou také
komplexy PRC1 a PRC2 (Polycomb repressive complex) kédované geny skupiny PcG, které
hraji roli v umlceni a represi chromatinu. Komplex PRC2 mé methyltransferazovou aktivitu
vedouci k trimethylaci lysinu 27 na histonu H3 (inhibi¢ni methyla¢ni znacka), coz
zpusobi dlouhodobou represi exprese HOX geni. H3K27me3 vytvoii vazebna mista pro
chromo-domény komplexu PRC1 katalyzujici mono-ubiquitinaci na histonu H2A, ktera je
nezbytna pro kondenzaci chromatinu a umlceni fady gend (Cao et al., 2002). Bylo vSak
prokéazano, Ze tato epigeneticka zména katalyzovana PRCI1 je pro umléeni exprese HOX genti
postradatelna (Endoh et al., 2012). Exprese HOX geni je ovlivnéna také histon H3K27
demethyldzami JMJD3 (KDM6B - lysine (K)-specific demethylase 6B) a UTX (KDM6A -
lysine (K)-specific demethylase 6A). Byly podany dikazy, Ze UTX se vaze pfimo na lokus
HOXBI a je nezbytny pro jeho aktivaci (Agger et al., 2007). Mezi dalsi regulatory exprese
HOX gent patti také nekodujici RNA. Z lokusu HOX C je piepisovana nekodujici RNA,

nazyvand Hotair, kterd zptsobuje inhibici transkripce ve vzdalenosti az 40 kbp na lokusu
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HOX D. Hotair se vaze na PRC2, kde ptsobi jako nezbytny faktor pro spravnou funkci této
methyltransferazy zajiStujici umlceni transkripce na lokusu HOX D (Rinn et al., 2007).
Posttranskripéné muze byt exprese HOX genli inhibovana pomoci specifickych miRNA.
Jednou z nich je 1 miR-196, kterd zptisobuje specifické st€épeni mRNA HOXBS. Zminovana
miR-196, ktera je pfepisovana ze tfi paralognich mist lokusi 4, B a C HOX genii, obsahuje
evoluéné konzervovanou komplementarni sekvenci k transkriptim HOXBS, HOXCS8 a

HOXDS (Yekta et al., 2004).

3.3.1 HOX geny v hematopoéze

HOX geny hraji dilezitou roli také ve vyvoji krevnich bunék, neboli hematopoéze.
HOX geny jsou exprimovany zejména bchem vyvoje HSC (hematopoietic stem cell,
hematopoeticka kmenovéa buiika), u nichz byva detekovéna vyrazné vyssi exprese téchto gent
nez u diferenciovanych krevnich bunék. Béhem vyvoje krevnich bunék se tedy exprese HOX
genil postupné snizuje. Stejné jako u vyvoje anterior-posteriorni osy téla obratlovcet, tak 1 pfi
vyvoji krevnich buné€k je dilezité natasovani exprese v souvislosti s umisténim zminovanych
genl. Nejprve dochdzi k expresi genli na 3° konci, jejichz exprese se postupné snizuje.
Zaroven dochazi k postupnému zvysSovani exprese genll na 5  konci (Argiropoulos &
Humphries, 2007).

Pro objasnéni role HOX genii v hematopoéze byla napt. analyzovana exprese n€kolika
lokust lidskych HOX geni u bunéénych linii ptfedstavujicich 3 rtizné faze diferenciace
krevnich bunék — erythroleukemické, promyelocytdrni a monocytarni linie bunék. HOX4
lokus byl umlcen u vSech zkoumanych linii, zatimco lokus HOX2 byl aktivovan u
erythroleukemické bunécné linie. Tato studie podporuje hypotézu o dulezitosti piesné
koordinace exprese HOX genl na pocatku hematopoézy (Magli et al., 1991). Dale bylo
prokdzano, ze gen HOXB6 je exprimovan v erythroidnich buinkach, ne vsSak v
hematopoetickych ani nehematopoetickych HSC. Proto se piedpoklada, ze HOXB6 je
typickym markerem pro erytroidni linii (Zimmermann & Rich, 1997). Vliv HOX genli na
vyvoj riznych hematopoetickych linii byl prokédzan pro fadu téchto genti. Napt. geny B2, B4,
B6-BY9, C6, C8 a A5 byly popsany jako regulatory erythropoézy, zatimco mezi geny
kontrolujici vyvoj myelomonocytarni fady patii spiSe geny 49, 410, B3, B7 a B§ (Magli et al.,
1997). Pro vyvoj lymfoidnich bunék je pravdépodobné dilezity gen A5, exprimovany jiz v
casnych lymfoidnich prekurzorech, a C5, ktery je exprimovany spiSe u zralych bunécnych

linii (Bjjl et al., 1996). Ackoli neni role HOX genti doposud zcela objasnéna, bylo prokazano,
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ze celkoveé zvySend exprese téchto genii méla vliv na blokovani diferenciace lymfocyti,

erythrocytl a tvorbu myeloproliferativnich poruch (Argiropoulos & Humphries, 2007).

3.3.2 HOX geny v patogenezi

Viad¢é studii byl prokazan vliv deregulované exprese HOX genli na maligni
transformaci nckterych bunck (Cantile et al., 2012; Kovochich et al., 2013; Zhang et al.,
2013). Zatim se nepodafilo objasnit, zda maji HOX geny pfimy vliv na vznik bunétnych
neoplastickych zmén, nebo jsou pouze jejich vedlejsimi efektory. Vzhledem ke skutecnosti,
ze HOX geny jsou exprimovany zejména béhem embryogeneze a jejich aberantni exprese je
zaroven detekovana u fady solidnich nadorti a hematologickych malignit, Ize tvrdit, ze tyto
geny jsou spojovacim mustkem mezi normalnim vyvojem a maligni transformaci nékterych
bunck.

U riiznych typt leukemii byla prokazana asociace s aberantni expresi uréitych HOX
genit. U HOX geni klastru A je nejvyznamnéjSim genem v souvislosti s leukemogenezi gen
HOXAY9. ZvySena exprese tohoto genu je popsdna u MLL asociovanych myeloidnich
leukémii, kde se predpoklada jeho plisobeni zejména na pocatecni faze maligni transformace
(Ayton & Cleary, 2003). U genu HOXAY byla také prokazana korelace se $patnou prognoézou
u AML (Golub et al., 1999). Vliv genu HOXA10 na leukemogenezi byl zkouman na mysich
s retrovirové zvySenou expresi tohoto genu. U téchto mysi byl prokdzan vznik AML
(Thorsteinsdottir et al., 1997). ZvySend exprese genlt HOXA10 a HOXAI byla nalezena také
v podskupiné T prekurzorovych ALL, ktera se vyznacuje inverzi inv(7)(p15q34) (Speleman
et al., 2005).

Mezi zastupce HOX gent klastru B asociovanych se vznikem leukémii patii B3, B4 a
B6. Zatimco zvySend exprese HOXB3 vmysi kostni dfeni vedla az kindukei
myeloproliferativni poruchy (Sauvageau et al., 1997), zvySeni exprese HOXB4 nevedlo ke
vzniku leukémie ani po expanzi HSC (Beslu et al., 2004). Pokud byla v mysi kostni dieni
zvySena exprese genu HOXB6, dochazelo k narlstu proliferace hematopoetickych prekurzort,
coz vedlo az ke vzniku AML s pomérné dlouhou latentni fazi (Fischbach et al., 2005).

HOX geny klastru C jsou exprimovany spiSe u lymfoidni linie hematopoetickych
bunék. Exprese genu HOXCS5 byva detekovana v souvislosti s non-Hodgkinskym lymfomem.
Z vysledki studii na tomto genu se predpokladd, ze HOXCS se piimo podili na vzniku
lymfomu (Bijl et al., 1996).

U rtady leukémii jsou HOX geny detekovany jako soucast translokaci, jejichz

produktem jsou fizni proteiny. NejznaméjSim fznim proteinem je NUP98 (Nucleoporin 98
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kDa)/HOXA9, produkt translokace t(7;11)(p15;p15), ktery je typicky zejména pro AML a
MDS (Slape & Aplan, 2004). U AML a MDS byl tento fizni protein popsan jako odpovédny
za némou preleukemickou fazi myeloproliferativniho onemocnéni (Kroon et al., 2001). Fazni
protein NUP98/HOXA9 byl rovnéz prokazan v souvislosti svyskytem CML, kde
pravdépodobné zptsobuje ztratu diferenciace myeloidnich prekurzord, a tudiz i transformaci
do faze blastické krize (Yamamoto et al., 2000). Gen NUP9YS je transloka¢nim partnerem celé
fady dalSich HOX gent jako je A11, A13, Cl11, Ci13 a DI3, snimiz se ve formé& fuzniho
proteinu pravdépodobné také podili na leukemické transformaci hematopoetickych bunék
(Pineault et al., 2004).

Ptredpoklada se, ze aberantni exprese HOX genli nebo jejich translokace s jinymi geny
jsou odpovédné za udrzovani proliferace a sebeobnovy bunck, coz muze byt dilezity, ale
zdaleka ne postacujici krok k rozvoji leukémie. Protoze jsou HOX geny detekovany u fady
typd leukémii, Ize predpokladat jejich budouci vyuziti jako potencialniho cile leukemickych
terapii nebo jako mozného prognostického faktoru predevSim u leukémii s nejasnou
progndzou. Tuto hypotézu potvrzuji dvé studie zaméfené na sledovani exprese HOX genl
pomoci qRT-PCR (kvantitativni PCR v realném case) u pacientl s diagnostikovanou akutni
leukémii. V prvni studii byla sledovana exprese HOX gent klastru A a B u dospélych AML
pacientli se znamou cytogenetickou prognézou. V tomto piipad¢é byla pozorovana korelace
nizké exprese vybranych HOX genl s dobrou cytogenetickou prognézou (Drabkin et al.,
2002). Pii druhé studii byli naopak predmétem zkoumdni détSti ALL pacienti, u nichz se
analyzovala exprese geni HOXA, HOXB a CDX1/2. Ve druhém piipad¢ byla dobra prognoza
s uplnym ptezitim bez relapsu (relapse free survival) spojena s vysokou hladinou HOXA4 gent

(Starkova et al., 2010).

3.3.3DLX

DLX (Distal-less homeobox) je genovou rodinou, kterd patii do skupiny
neklastrovanych HOX genii. Tato genova rodina, jejiz soucasti je i gen DLXI, je homologni k
rodin¢ gentt DLL (Distal-less gene), zodpovédnych za komplexni kontrolu vyvoje ptedozadni
osy téla Drosophily melanogaster (Cohen & Jurgens, 1989). Gen DLX1, jehoz délka je zhruba
14kbp, lezi na dlouhém raménku chromosomu 2 blizko klastru HOX D (McGuinness et al.,
1996). Tento gen se spolu s dal§imi Cleny z rodiny DLX tcastni kontroly vyvoje téla savct.
Rodina DLX geni, ktera pravdépodobné vznikla duplikaci z ptivodniho genového paru DLX,
je obvykle uspotfadand v parech, do tandemov ¢ konfigurace a uskupeni: DLX1 a DLX2, DLX3
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a DLX7, DLX5 a DLX6. Vyjimkou je gen DLX4, ktery se sice nachdzi v chromosomové
oblasti jako DLX3 a DLX7, ale neméa svého tandemového partnera (Ghanem et al., 2003).

Genova rodina DLX byla popsana jako regulator neurogeneze. Pivodné byly tyto geny
identifikovany ve vyvoji predniho mozku mysiho embrya, av§ak pozd¢ji byla prokazana také
jejich role ve vyvoji neuronti. Neptitomnost gentit DLX/ a DLX2 u mysiho modelu zptisobila
inhibici migrace interneuronii (Anderson et al., 1997). Migrace interneuronii pomoci téchto
gent je zplsobena represi ristu axonll a dendritl (Cobos et al., 2007). MySi mutanty v genech
DLXI a DLX2 také vykazovaly defekty ve vyvoji chrupu mysi (Thomas et al., 1997). Funkce
gen DLX] a DLX2 byly dale popsany rovnéz jako nezbytné soucasti diferenciace mysi
sitnice. Dvojity knockout téchto genti zptsobil imrti mysi v neonatalnim obdobi (de Melo et
al., 2005).

Aberantni exprese genové rodiny DLX byla identifikovdna ve spojeni stadou
solidnich nadorti. Gen DLX4 je zesilen u nékterych epitelidlnich ovaridlnich karcinomt, kde
pravdépodobné navozuje rastovou stimulaci nadoru (Hara et al., 2007). Tento gen byl také
spojen s pfiznivou prognédzou u nadoru plic, kde je popisovana jeho role v negativni regulaci
tvorby metastdz (Tomida et al., 2007). Jako mozné budouci prognostické faktory rakoviny
prsu by mohly slouzit dalsi geny genové rodiny DLX, DLX2 a DLX35, jejichz exprese se
vzajemné vylucuje (Morini et al., 2010).

Genova rodina DLX se podili rovnéZ na kontrole normalni hematopoézy. Gen mého
zajmu, DLXI, byl popsén jako negativni regulator definitivni erythropoézy (Chiba et al.,
2003). Podstatnou roli hraje genova rodina DLX pravdépodobné i ve vyvoji leukémie. Nizka
exprese genu DLX4 byla detekovana u bun¢k zdravé kostni diené¢, avSak u vzorkl pacientt
jak s AML, tak i ALL 1 byla hladina exprese tohoto genu vyrazné zvysena (Haga et al., 2000).
U skupiny détskych B prekurzorovych ALL, konkrétné u pacientd s fuznimi geny MLL/AF4 a
TEL/AMLI, byla zkouméana methylace v promotoru genu DLX3. Bylo prokézano, ze DLX3
byl hypermethylovan u pacientd s MLL/AF4, zatimco u pacienti s TEL/AMI nebyla
methylace tohoto genu detekovana. Methylace genu DLX3 by tedy mohla slouzit jako
epigeneticky marker u vysoce rizikovych podskupin ALL (Campo Dell'Orto et al., 2007).

3.3.3.1 DLX1 spolu s FLT3 a TGFp

Gen DLX]I byl v poslednich letech charakterizovan jako spojujici ¢lanek mezi drahou
FLT3 kinazy a drahou TGFB (viz obr. 3.3). Jiz diive byla popséna inhibice TGFp drahy
pomoci DLX1 pfimou vazbou na Smad4 (Chiba et al., 2003). Pozd¢ji byla identifikovana
regulace exprese genu DLX] kinazou FLT3 pomoci jeji aktivace a inhibice. Inhibice FLT3
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vedla ke snizeni hladiny DLX1, a naopak aktivace FLT3 zptsobila zvySeni hladiny DLX1 u
leukemickych bunéénych linii jak na proteinové, tak na mRNA trovni. Tato korelace byla
detekovéana také u pacientli s AML na proteinové urovni (Starkova et al., 2011). Dale bylo
prokazano, ze inhibici drah ERK (extracellular-signal-regulated kinases) a JNK (c-Jun N-
terminal kinase) (downstream od FLT3) doslo k vyraznému snizeni hladiny DLX1 na mRNA
urovni. Tyto drahy aktivuji, Fos a Jun, podjednotky transkripéniho faktoru AP-1, ktery
pravdépodobné nased4d na vazebné misto promotoru DLX/ (Starkova et al., 2011). Pravé
regulace exprese genu DLX] ptes AP-1 vazebné misto je pfedmétem studia moji diplomové

prace.

FLT3/ITD

N I

RAS PI3K  STATS

-\
MEK
}

pERK pJNK
\ / TGFbeta
Fos/Jun
-
DLX1 —— p-Smad2/pSmad3

Smad4
TN
(Smad4) ’

p15, Cutl-1, Pai-1, |d2

Obr. 3.3: Predpokladané schéma propojeni FLT3 a TGFp ptes DLX1

3.3.3.2 FLT3

Exprese FLT3 (Fms-related tyrosin kinase 3) kindzy, neboli receptoru s intracelularni
kinazovou doménou, je dulezitd pro normalni vyvoj hematopoetickych kmenovych bunék.
Béhem hematopoézy je FLT3 kinaza exprimovéna zejména v Casné hematopoéze u
progenitort s lymfoidnim a myeloidnim diferenciacnim potencidlem (Adolfsson et al., 2005).

FLT3 kindzova draha ovliviiuje proliferaci, diferenciaci i apoptéozu hematopoetickych
bunék. Soucasti této drahy jsou geny aktivované FLT3 kindzou jako jsou ERK, JNK, PI3K
(Phosphoinositide 3-kinase), p38 MAPK (p38 Mitogen-activated protein kinase), STATS
(Signal transducer and activator of transcription 5) a dal$i. STATS zahrnuje transkripcni
faktory s velmi podobnym aminokyselinovym slozenim, tj. STATS5a a STATSb, které jsou

koédované riznymi geny. Tyto transkripcni faktory se podileji na bunécné proliferaci,
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diferenciaci a apoptoze hematopoetickych bunék (Grimley et al., 1999). MAPK kinaza p38
negativné reguluje sebeobnovu HSC, zatimco bylo prokazéano, Ze inhibice p38 vede k expanzi
HSC ex vivo (Wang et al., 2011). Vyznamna role v hematopoéze je ptipisovana PI3K kindze,
ktera byla identifikovana jako nezbytna soucast vyvoje B lymfocytd (Jou et al., 2002).

FLT3 drdha je trvale zapnuta u zhruba 30 % pacienti s AML, ktefi maji mutaci
FLT3/ITD (Internal tandem duplication). Tato mutace je u AML spojena se Spatnou
prognézou, vy$$im rizikem relapsu a vys$si mortalitou (Thiede et al., 2002). Casty vyskyt
mutaci FLT3 kindzy zplsobujici jeji konstitutivni aktivaci vedl k vyzkumu fady FLT3
inhibitorti, u nichz se predpoklada potencidlni terapeutické vyuziti. Do dne$ni doby bylo
pfipraveno mnoho pifimych inhibitort FLT3 kinazy, které jsou nyni v rtznych stadiich
testovani. Mezi jiZz klinicky testované inhibitory patfi SU5416 (Sexamanib), SU11248
(Sunitinib), CEP701 (Lestaurtinib), PKC412 (Midosaurin), MLN-518 (Tandutinib), CHIR-
258 (Dovitinib), ABT-869 (Linifanib) a KW-2449 (Knapper, 2007). Jednim z nejnovéjsich
klinicky testovanych inhibitord je AC220 (Quizartinib). AC220 byl studovan na AML
pacientech s normalnim karyotypem, u jejichz blastl kostni dfené zpiisobil dozrani do
termindlniho stddia myeloidni diferenciace (Sexauer et al., 2012). U tfady pacientii 1écenych
timto inhibitorem vSak dosSlo k rezistenci. Jak u pacientil, tak i u bunécnych linii byly
identifikovany bodové mutace v kindzové doméné€, které jsou za rezistenci k inhibitoru
odpovédné. Lze proto predpokladat, ze v budoucnu se vyzkum zaméfi na rozvoj dalSich
inhibitord FLT3/ITD, jakoZto tstfedni mutace tohoto typu AML (Smith et al., 2012). Ukézalo
se, ze u fady pacientd jsou FLT3 mutace vysoce nestabilni a méni se v prubéhu onemocnéni,
coz komplikuje vyvoj a¢inného inhibitoru. Kontinudlni sledovani mutaci FL73 v prubéhu

1écby AML se tedy jevi jako klinicky velmi vyznamné (Warren et al., 2012).

3.3.3.3 ERK/JNK draha

ERK 1/2 kinazy (Extracellular signal-regulated kinase) neboli p44/42 MAPK kinazy
(Mitogen activated protein kinase) jsou nazyvany také MEK (MAPK/ERK kinase). ERK 1/2
vykazuji velmi vysokou sekvencni podobnost. Pfitomnost téchto kindz na krysim modelu byla
detekovana pomoci protilatek ve vSech tkanich (Boulton & Cobb, 1991). Bylo prokazano, ze
ERK 1/2 hraji dalezitou roli v regulaci bunécného cyklu a proliferaci buiiky. Pokud jsou ERK
1/2 normalné aktivovany, zplsobuji progresi G1 faze bunééného cyklu akumulaci cyklinu
DI. Pokud jsou v§ak ERK 1/2 dlouhodobé nadmérné aktivovany, dochézi k indukci inhibitoru
cyklin dependentnich kinaz, coz vede k zastaveni bunééného cyklu. Aberantni aktivace ERK

1/2 indukujici inhibitory CDK by mohla byt v budoucnu vyuzita jako ochrana proti
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nekontrolovatelnému mnozeni maligné transformovanych bunék (Meloche & Pouyssegur,
2007). Pro zjednoduseni budou ERK 1/2 kinazy v textu dale oznacovany jako ERK draha.

JNK kinazy (c-Jun N-terminal kinase) byly popsany jako dulezité kindzy Gcastnici se
normdlnich fyziologickych procest aktivaci pomoci cytokinid, avSak predpoklada se také
jejich role v odpovédi na bunéény stres (Ip & Davis, 1998). Tyto kindzy jsou nezbytné jak pro
bunécnou proliferaci, tak i apoptdzu, coz zavisi na zpusobu jejich aktivace. Bylo prokéazéano,
Ze vy-zéteni zpusobilo opozdénou, ale trvalou pro-apoptotickou aktivaci JNK1. Naopak
aktivace JNKI1 signalizaci ptfes receptor CD28 (cluster of differentiation 28) a za
spolupiisobeni aktivatoru PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) vedlo k anti-apoptotické
aktivaci JNK1, ktera byla rychla a prechodna (Chen et al., 1996).

Drahy ERK a JNK aktivuji podjednotky transkripéniho faktoru AP-1. AP-1 je
heterodimerni protein skladajici se z podjednotky c-Fos (aktivovand ERK) a podjednotky c-
Jun (aktivovana JNK). Heterodimer je uspotadany do struktury leucinového zipu (viz obr.
3.4). ERK a JNK kindzy moduluji aktivitu c-Fos a c-Jun fosforylaci serinovych a
threoninovych zbytki na specifickych pozicich proteinu (Hess et al., 2004). AP-1 hraje
dilezitou roli vregulaci apoptdzy, pficemz zalezi na cilovych genech a spolupracujicich
transkripcnich faktorech, zda ma AP-1 funkci pro-apoptotickou, nebo spiSe zajistuje
prezivani bun¢k (Ameyar et al., 2003).

Bylo prokézéno, ze AP-1 je zodpovédny za kontrolu bunécné proliferace regulaci
exprese cilovych genil. Mezi tyto cilové geny patii regulatory bunééného cyklu, jako jsou
napf. cyklin D1, p21 a p53 (Shaulian & Karin, 2002). AP-1 je popisovan také jako jeden z
faktorti rozhodujici mezi piezitim a bunénou smrti buiikky v zévislosti na extracelularnich
signalech. Byla prokazana odliSna funkce podjednotek Fos a Jun v apoptoze. Ackoli se obé
podjednotky vazi na promotor genu Fas (TNF receptor superfamily, member 6, CD95), Jun je
popisovan jako aktivator transkripce tohoto genu, zatimco Fos tuto aktivaci rusi (Lasham et
al., 2000). Fos pravdépodobné také negativné reguluje expresi FasL, na jehoZ represorové

¢asti promotoru je stabiln€ navazan (Crist et al., 2003).
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Obr. 3.4.: Schéma vazby transkripéniho faktoru AP-1 na DNA (ptfevzato z Hess et al., 2004)

3.3.3.4 TGFp draha

TGFp (Transforming growth factor B) draha je aktivovana pomoci jednoho z liganda
z rodiny TGFp, ktery se vaZe na receptor typu II. Tento receptor rekrutuje receptor typu I
zpusobujici fosforylaci receptorem regulovanych Smad (Smad2, Smad3, atd.). Takto
fosforylovany Smad je asociovan se Smad4. Vysledny komplex Smad je translokovan do
jéadra, kde reguluje transkripci cilovych genti (Fortunel et al., 2000).

Protein TGF je dilezitym reguldtorem proliferace a diferenciace fady savéich bunék.
TGFB muze byt jak aktivatorem, tak inhibitorem transkripce v zavislosti na druhu bunék. Je
znamo, ze TGFp plsobi jako antiproliferativni faktor u normalnich epitelialnich bun¢k a u
bunck v raném stadiu onkogeneze (Ye et al., 2012). Naopak v pozd¢jsich stadiich onkogenni
transformace bun¢k pisobi TGFp jako onkogenni faktor podilejici se na indukci epitelilalng
mesenchymalni zmény transformovanych bun¢k (Yu et al., 2013). Tato tkdnova zména dale
prispiva k progresi tumoru a ptipadnému metastazovani. Jiz diive bylo prokdzano, ze TGFf
hraje dileZitou roli rovnéZ v hematopoéze a vyvoji leukémie. U AML byla pozorovana
inhibice proliferace perifernich blasti pomoci TGFp (Tessier & Hoang, 1988)

Mezi cilové geny TGFp drahy patii: c-Myc (v-myc myelocytomatosis viral oncogene
homolog (avian)), Cutll (Cut-like homeobox 1), Id2 (Inhibitor of DNA binding 2), pl5
(CDKN2B, Cyklin-dependent kinase inhibitor 2 B), p21 (CDKN1A, Cyclin-dependent kinase
inhibitor 1A), Pai-1 (Plasminogen activator inhibitor-1) atd. Vzhledem k funkcim TGFp,
jejich cilovych genii a dulezitosti kindz regulujicich TGFp, které se podileji se na mnohych
mechanismech maligni transformace bunék (Datto et al., 1995; Humbert & Lebrun, 2013; Li
et al., 1995; Michl et al., 2005; Pietenpol et al., 1990; Schlegel et al., 2009), je zadouci
studovat jejich predpoklddané propojeni pres gen DLX].
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4  Metody

4.1 Kultivace a uchovavani bunék
Prace s buitkkami, krom¢ centrifugace a zahiivani ve vodni lazni, byla provadéna ve
sterilnim prostfedi mikrobiologického sterilniho boxu, aby se zabranilo kontaminaci

mikroorganismy z vnéj$iho prostiedi.

4.1.1 Bunécné linie pouzité v experimentech

Bunééné linie byly ziskany z Leibniz-Institut DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) — German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures.
HeLa — adherentni, karcinom dé¢lozniho ¢ipku (transformace: HPV-18)
HEK?293 - adherentni, primarni embryonalni ledvinné buiiky (transformace: Adenovirus type
5)
MV4;11 — suspenzni, akutni monocytickd leukémie, AML FAB M5 (translokace t(4;11)
MLL/AF4, mutace FLT3-ITD)

4.1.2 Kultivace bunék
Bunky byly kultivovany v 15 ml média v kultivacnich lahvich (TPP, Techno Plastic Products)
v inkubétoru (37 °C, 5% CO,).

4.1.2.1 Priprava média pro bunécné kultury

Kultivaéni médium bylo smichdno v pomérech vhodnych pro kultivaci pouzitych linii:

a) HeLLa, HEK293

- DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), High Glucose, GlutaMax ™, Life
Technologies)

- 1% smé&s antibiotik a antimykotik (Antibiotic-Antimycotic, 100%, Life Technologies)

-10% inaktivované fetdlni bovinni sérum (FBS, Fetal Bovine Serum, Certified, US Origin,
Life Technologies)

b) MV4;11

- RPMI (Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medium, GlutaMax', Life
Technologies)

- 1% smés antibiotik a antimykotik (Antibiotic-Antimycotic, 100%, Life Technologies)

29



- 10% inaktivované fetalni bovinni sérum (FBS, Fetal Bovine Serum, Certified, US Origin,

Life Technologies)

4.1.2.1.1 Inaktivace fetalniho bovinniho séra (FBS)
Zasobni zamrazeny FBS byl nejprve rozpustén ve vodni 1azni (37 °C). Nésledné byl
FBS inaktivovan 30 minut ve vodni 14zni zahtaté na 56 °C. Inaktivovany FBS rozdéleny po

50 ml do sterilnich falkon Ize skladovat pfi teploté -20 °C.

4.1.2.2 Rozmrazovani bunéénych linii

Bunééné linie skladované v tekutém dusiku byly pfeneseny na ledu a nasledné
rozmrazeny ve vodni lazni (37 °C). K rozmraZenym bunikdm bylo postupné ptidano 10 ml
pfedem piipraven¢ho vytemperovaného média a poté byla provedena centrifugace (5 min,
155g). Supernatant byl slit, vznikly sediment resuspendovan v 15 ml média a vSe bylo

premisténo do kultivaéni lahve o objemu 75 cm? (polystyren, TPP).

4.1.2.3 Pasazovani bunék
Pasazovani bunék je potieba provadét zhruba dvakrat tydné. Tento proces zahrnuje
odstranéni spotfebovaného média a mrtvych bunck (centrifugace: 5 min, 155g) a piidani

¢erstvého média.

4.1.2.3.1 Adherentni bunééné linie

Adherentni bunécné linie je nejprve potieba oddé€lit od povrchu kultivaéni ldhve
trypsinizaci. Nejprve bylo odsato médium, pfisedlé buniky byly promyty PBS (phosphate
buffered saline) a poté bylo pfidino 5 ml trypsinu (0,5 % Trypsin-EDTA
(ethylenediaminetetraacetic acid) ~ 10%, Life Technologies), ktery ptisobil cca 3 min (37 °C).
Nasledné byly oddé€lené buiiky pieneseny do sterilni falkony. K buiitkdm bylo ptfidéno 5 ml
nového média a vSe bylo centrifugovano (5 min, 155g). Supernatant byl odlit a sediment
resuspendovan v 1 ml média. Cast téchto bunék byla pfenesena do kultivaéni lahve (75 ml,

TPP) a doplnéna médiem na vysledny objem 15 ml.
4.1.2.3.2 Suspenznich bunéc¢né linie

Suspenzni bunééné linie byly vzdy promyty pomoci PBS a nésledné centrifugovany (5

min, 155g). Supernatant byl odlit a vznikly sediment resuspendovan v 1 ml média. Cast téchto
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bunck byla pfenesena do kultivacni ldhve (75 ml, TPP) a doplnéna médiem na vysledny

objem 15 ml.

4.1.2.4 Pocitani bunék

Sediment bun¢k vznikly po centrifugaci (5 min, 155g) byl resuspendovan v 1 ml
média. 10 pl z resuspendovanych bunék bylo smichéno s trypanovou modii (Trypan Blue,
Sigma-Aldrich®). Zhruba 10 pl ztohoto roztoku bylo piemisténo do pogitaciho sklicka
(Countess™ Cell Counting Chamber Slides, Life Technologies) a vloZzeno do pocitacky
bun&k (Countess™ Automated Cell Counter, Life Technologies). Vysledkem je vzdy pocet

bunék v 1 ml (zivych, mrtvych a celkove), viabilita a velikost bunék.

4.1.2.5 Skladovani buné¢nych linii

Sediment bun€k vznikly centrifugaci (5 min, 155g), ktery obsahuje 10 milionu bun¢k,
byl resuspendovan v 1 ml média s 10% dimethylsulfoxidem (DMSO, Sigma-Aldrich®) a 20%
intaktivovanym FBS. Nasledné byly buiiky pfeneseny do zamraZovaci zkumavky (1,8 ml,
Nunc Cryo Tube™ Vial, Thermo SCIENTIFIC) vlozeny do nadoby Mr. Frosty (Wessington
Cryogenics). Buiiky v této nadob¢ byly ulozeny na 24 hodin do teploty -80 °C. Poté byly
zamrazovaci zkumavky s bunikami umistény do boxa s tekutym dusikem pro dlouhodobé

skladovani.

4.2 Western blot
Metoda Western blot byla vyuzita
- ke kontrole funkce ptisluSnych inhibitord na proteinové tirovni

- ke stanoveni hladiny DLX1 na proteinové urovni

4.2.1 Priprava bunéénych linii a pFidani inhibitoru/aktivatoru

4.2.1.1 Priprava bunék

Pro tuto metodu byly pouzity linie HeLa, HEK293 a MV4;11, které byly nasazeny
v koncentraci 1 milion bunék na 2 ml pfislusného média (do 6-ti jamkové desticky s max.
objemem 6 ml na jamku). Na ptipravu jednoho vzorku bylo pouzito 4 — 6 milionil buné¢k, dle
bunécné linie. Nasazené bunky byly ponechdny v inkubatoru po dobu 24 — 48 hodin, dle

ptislusného experimentu.
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4.2.1.2 Pouzité aktivatory/inhibitory

4.2.1.2.1 Aktivatory

- z lyofilizovanych substrati byly pfipraveny roztoky (v DMSO/PBS) o koncentraci 10 mM,
které byly déle skladovany pfi teplote -20 °C

- vyslednd koncentrace pfidana k bunkam - 0,25 uM

a) PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate, Sigma-Aldrich®) ~ aktivator ERK, JNK, p38

b) orthovanadat sodny (Na;VO,, Sigma-Aldrich®) -aktivovany pomoci H,O, ~ aktivator
ERK, INK, PI3K, STATS, p38

4.2.1.2.2 Inhibitory

- z lyofilizovanych substrati byly pfipraveny roztoky (v DMSO) o koncentraci 10 mM, které
byly dale skladovany pii teploté -20 °C

- vyslednd koncentrace ptidana k bunkam - 10 uM

a) U0126 (monoethanolate, Sigma—Aldrich®) ~ inhibitor ERK

b) SP600125 (1,9-Pyrazoloanthrone, Sigma-Aldrich®™) ~ inhibitor INK

c) LY294002 (2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-1(4H)-benzopyran-4-one hydrochloride, Sigma-
Aldrich®) ~ inhibitor PI3K

d) N'-((4-Oxo-4H-chromen-3-yl) methylene) nicotinohydrazide, Calbiochem®) ~ inhibitor
STATS

e) SB203580 (4-(4-Fluorophenyl)-2-(4-methylsulfinylphenyl)-5-(4-pyridyl) 1 H-imidazole,
Cell Signaling Technology™) ~ inhibitor p38

4.2.1.3 Pridani aktivatoru/inhibitoru

K nasazenym narostlym buikdm byl ptfiddn aktivator/inhibitor konkrétni drahy dle
tabulky (viz tab. 4.1, 42 - 4.6, 4.7). Ke kontrolnimu vzorku (bez ovlivnéni
aktivatorem/inhibitorem drahy) bylo pfidano v adekvatnim mnozstvi DMSO, ve kterém byly
prislusné inhibitory rozpustény. Po ptislusné dob¢ plisobeni aktivatoru/inhibitoru byly buiiky

odebrany a déle zpracovany.
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cas pridéno
pridani/pldsobeni c PMA PMA+I-ERK
0/60 min DMSO PMA PMA
30/30 min nic nic I-ERK

Tab. 4.1: Kontrola funkénosti aktivatoru/inhibitoru pouzitého pro metodu dualni luciferdzové eseje (bunécné

linie HeLL.a a HEK 293)
gas pfidano
pridani/plisobeni
C PMA Naz;VO4 (O) | PMA+I-ERK O+I-ERK
0/60 min DMSO PMA 0] PMA 0
30/30 min nic nic nic I-ERK I-ERK
&as pridano
pridani/pldsobeni
C PMA Na;VO, (0O) PMA+I-JNK O+I-JNK
0/60 min DMSO PMA 0] PMA O
30/30 min nic nic nic I-JNK I-JNK
cas pfidano
pfidani/pldsobeni
C PMA Naz;VO4 (O) | PMA+I-PI3K O+I-PI3K
0/60 min DMSO PMA 0] PMA 0
30/30 min nic nic nic I-P13K I-PI13K
¢as pfidano
pridani/plGsobeni PMA+I-
C PMA Naz;VO, (O) STAT5 O+I-STATS
0/60 min DMSO PMA (6] PMA 0]
30/30 min nic nic nic I-STAT5 I-STAT5
&as pfidano
ridani/ptasobeni
P P C 1-p38
0/30 min DMSO I-p38

Tab. 4.2 — 4.6: Kontrola funk¢nosti aktivatoru/inhibitoru pro metody western blot a qRT-PCR (bunééna linie

MV4;11)
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das pfidano
pridani/pasobeni
Cc I-EKR I-JNK I-PI3K I-STAT5 1-p38
0/9 hod DMSO I-EKR I-JNK I-PI3K I-STATS I-p38

Tab. 4.7: Inhibice drah a studovani jejich vlivu na expresi DLX]

4.2.2 Piiprava proteinovych vzorku

4.2.2.1 Zpracovani bunék

4.2.2.1.1 Adherentni buiiky (HeLa, HEK 293)

Nejprve bylo odsato médium a nasledné byly prisedlé bunky promyty pomoci PBS.
K promytym bunkdm byl pfidan 1 ml trypsinu, ktery piisobil 3 min (37 °C). Poté byly bunky
centrifugovany (5 min, 243g). Supernatant byl odlit a vznikly sediment resuspendovan v 1 ml
PBS. Nasledné byla provedena centrifugace (4 °C, 5 min, 243g). Tento krok byl jest¢ dvakrat
zopakovan. Od této chvile byly buiiky udrzovany na ledu. Vysledny vysuseny sediment byl
rozpustén ve 250 pl RIPA pufru (viz tab. 4.8, 4.9).

4.2.2.1.2 Suspenzni buiikky (MV4;11)

Nejprve byly odsaty vSechny bunky v médiu z konkrétni jamky, ktera byla nasledné
proplachnuta malym mnozstvim PBS. Builky byly dale centrifugovany (5 min, 243g).
Supernatant byl odlit a vznikly sediment resuspendovan v 1 ml PBS. Poté byla provedena
centrifugace (4 °C, 5 min, 243g). Tento krok byl jesté¢ dvakrat zopakovan. Od této chvile byly
bunky udrzovany na ledu. Vysledny vysuseny sediment byl rozpustén ve 250 ul RIPA pufru
(viz tab. 4.8, 4.9).

chemikalie % (viv)
NaF (1 M) 5%
PMSF (0,02 M) 5%
Naz;VO, (0,02 M) 5%
inhibitory proteaz - Complete (7x) 14%
MgCl, (25 mM) 8%
lyzaéni pufr 63%

Tab. 4.8: Slozeni RIPA pufru
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chemikalie % (vIv)

Triton-X-100 1%
SDS (10%) 1%
EDTA (0,5M) 0,4%
NaCl (1M) 14%

Tris-HCI (pH ~ 7,5) 80%

Tab. 4.9: Slozeni lyza¢niho pufru

4.2.2.2 Sonikace zlyzovanych bunék

Sonikace byla pouzita pro mechanické rozbiti bunéénych jader. Kazdy lyzat bun¢k ve
250 pl lyza¢niho pufru byl sonikovan na sonikatoru (Model 150V T Ultrasonic Homogenizer,
BIOLOGICS, INC.) po dobu 10 sec. Vysledny roztok byl centrifugovan (4 °C, 3 min, 9450g),

pticemz jako vzorek do western blotu byl pouzit odsaty supernatant.

4.2.2.3 Kolorimetrické/Spektrofotometrické stanoveni koncentrace proteini

Koncentrace proteint byla stanovena pomoci sady DC™ Protein Assay (Bio-Rad) dle
navodu, ktery vyuzivd modifikovaného principu Lowryho metody. Tato metoda spociva
v reakci proteinli s m&di v alkalickém prostfedi (Alkaline copper tatrate solution) a nasledné
redukci pridaného ¢inidla (Folin reagent) takto modifikovanym proteinem. Vysledné modré
zbarveni roztoku, vyuzité pti kolorimetrickém stanoveni koncentrace proteinu, je zptisobeno
zejména redukci pomoci aminokyselin, jako je tyrozin a tryptofan (Lowry et al., 1951). Ke
kalibraci byla pouzita fedici fada BSA (bovinni sérum albumin) s postupné se snizujici
koncentraci (viz tab. 4.10). Po inkubaci 15 min pii pokojové teploté byla koncentrace proteind
stanovena spektrofotometricky na pftistroji ELISA — READER (Molecular Device) pti vinové
délce 750 nm.

Cislo
standardu 1 2 3 4 > ° ’ ° °
c (BSA) ~ 249 2 1,5 1 0,75 0,5 0,25 0,125 0
mg/ml

Tab. 4.10: Koncentrace standardi

4.2.2.4 Priprava vzorku s redukujicim ¢inidlem
Dle zméfené koncentrace byly vzorky nafedény vodou a vzorkovym pufrem (viz tab.

4.11) na vyslednou koncentraci 100 - 200 ng/ul, dle ptislusného experimentu. Takto smichané
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vzorky s redukujicim vzorkovym pufrem byly zahtaty v suchém bloku na 99 °C po dobu 3

min. Takto zpracovany vzorek je pfipraven na western blot.

chemikalie % (vIv) (wiv)
zaostrovaci gelovy pufr (viz dale) 27,8% (viv)
glycerol 55.6% (v/v)
B-merkaptoethanol 2,5% (vIv)
bromfenolova modf 0,3% (v/v)

SDS 16,7% (W/v)

Tab.4.11: Slozeni vzorkového pufru (5%)

4.2.3 Detekce proteinii na nitrocelul6zové membrané

4.2.3.1 Elektoforéza v polyakrylamidového gelu v pritomnosti SDS (SDS - PAGE)
Elektroforetické dé€leni proteinii jednotlivych vzorkti bylo provedeno v plochych

polyakrylamidovych gelech v pfitomnosti SDS (sodium dodecyl sulfate) v elektroforetické

soustavé Bio — Rad. K elektroforéze byl pouzit gel o koncentraci 10% akrylamidu (separacni

gel) a rozmérech 83 x 50 x 1,5 mm.

4.2.3.1.1 Priprava gelu

Nejprve byla skla pro pfipravu gelu odmasténa ethanolem a zasazena vertikalné¢ do
stojanku (Bio-Rad). Mezi tato skla byl okamzité po smichdni nalit 10% separacni gel (viz tab.
4.12, 4.13). Thned poté byla hladina gelu pfevrstvena destilovanou vodou, aby doslo
k polymeraci gelu zabranénim piistupu kysliku. Polymerace separacniho gelu probihala 20
min. Nasledné byla odstranéna voda z povrchu gelu a zbytek volného prostoru byl vyplnén
zaostiujicim gelem. Do tohoto gelu byl pted polymeraci vsunut hiebinek, ktery vytvofil po 40
min polymerace 10 jamek pro naneseni vzorku. K polymeraci akrylamidu dochézi za katalyzy
APS (ammonium persulfate), pficemz zesitovani gelu katalyzuje TEMED (N,N,N’,N’-

tetramethylethylenediamine).
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- % (vIv)
chemikalie
separacni gel (10%) | zaostiovaci gel
ufr (separacni) (zaostfovaci)
P 25% (vIv) 25% (v/v)
akrylamid (30%) 33,1% (v/v) 14,5% (v/v)
TEMED 0,05% (v/v) 0,1% (v/v)
APS (10%) 0,5% (v/v) 0,5% (v/v)

Tab. 4.12: Piprava gelt

chemikalie % (viv) (whv)
separacni pufr zaostrovaci pufr
Tris-base 18% (w/v) 6% (wW/v)
SDS 0,4% (w/v) 0,4% (wiv)
HCI 2,3% (v/v) (pH ~ 8,8) 4% (v/v) (pH ~ 6,8)

Tab. 4.13: Priprava gelovych pufrii

4.2.3.1.2. Elektroforéza vzorku

Gel byl nasazen do elektroforetické aparatury (Bio-Rad) a zalit 1x elektrodovym
pufrem nafedénym ze zasobniho roztoku (viz tab. 4.14). Do prvni jamky bylo naneseno 7 pl
standardu (Color Burst™ Electrophoresis Marker, Sigma-Aldrich®). Do ostatnich
jednotlivych jamek na pfipraveném zpolymerovaném akrylamidovém gelu bylo naneseno 45
ul z kazdého vzorku. Po zapojeni aparatury ke stabilizovanému zdroji napéti (Power Pac 200,
Bio-Rad) byla spusténd samotné elektroforéza, kterd probihala 70 min pfi konstantnim napéti

130 V.

chemikalie % (wiv)

Tris-base 3% (w/v)
glycin 14,4% (w/v)

SDS 1% (w/v)

Tab. 4.14: 10x elektrodovy pufr (zadsobni)

4.2.3.2 Prenos proteini z gelu na nitrocelulézovou membranu (Western blot)

Po dokonceni elektroforézy byl gel z aparatury vyjmut a skla odstranéna. Nasledné byl
odfiznut zaostfujici gel a pro dalsi préaci byl dale vyuzivan pouze gel separacni s rozdélenymi
proteiny. Pro pfenos proteinti z gelu na membranu byl sestaven blotovaci sendvi¢ (viz obr.
4.1), ktery byl po celou dobu navlhéen blotovacim pufrem (viz tab. 4.15). Blotovaci sendvi¢
spolu s ledem byl zasunut do aparatury pro elektroptenos (stejné jako pro elektroforézu) a vse
bylo zalito blotovacim pufrem. K aparatufe byl nakonec pfipojen stabilizovany zdroj napéti

s nastavenymi podminkami pro pfenos: 75 V, 90 min.
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chemikalie % (vIV) (Wiv)

1M Tris (8,8 pH) 2,5% (viv)
methanol 20% (v/v)
glycin 1,1% (w/v)

Tab. 4.15: Slozeni blotovaciho pufru

kazeta

+ polstaiek
blotovaci papir
NC membrina (Bio-Ead)

gel

—_— ‘"\: politaiek

kazeta

Obr. 4.1: Blotovaci sendvi¢

4.2.3.3 Blokovani membrany
Ihned po ukonceni elektropfenosu byla membrana vyjmuta a vlozena do 10 ml
blokac¢niho roztoku (5% mléko/BSA v roztoku Tween (1%) + PBS 1x). Takto byla membrana

blokovana na michacce pii pokojové teploté po dobu 1 hod.

4.2.3.4 Imunodetekce a vyvolani signalu (zesilena chemiluminiscence)

Po dostatecném zablokovani byla membrana pfenesena do roztoku primarni protilatky
fedéné dle doporuceni vyrobce v bloka¢nim roztoku (5% mléka/BSA v roztoku Tween (1%)
+ PBS 1x). Membrana byla v roztoku primarni protilatky inkubovéna na michacéce ve 4 °C

pies noc (cca 16 hod.).

4.2.3.4.1 Primarni protilatky (vysledné redéni)

ERK (42/44 kDa) ~ p44/42 MAPK (Erk1/2) (137F5) mAb, krali¢i, Cell Signaling
Technology®™ (1:1000)

p-ERK (42/44 kDa) ~ Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) Ab, krali¢i, Cell
Signaling Technology® (1:1000)

JNK (46/54 kDa) ~ SAPK/INK(56G8) mAb, krali¢i, Cell Signaling Technology™ (1:1000)
p-JNK (46/54 kDa) ~ Phospho-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185) Ab, kralici, Cell Signaling
Technology™ (1:1000)

AKT/PI3K (60 kDa) ~ Akt (pan) (40D4), mysi, Cell Signaling Technology® (1:2000)

38



p-AKT/PI3K (60 kDa) ~ Phospho-Akt (Serd473) (587F11) mAb, mysi, Cell Signaling
Technology® (1:1000)

STATS5 (92 kDa) ~ Monoclonal Anti-STATSA antibody produced in mouse, mysi, Sigma-
Aldrich® (1:1000)

p-STATS (92 kDa) ~ p-Stat5a (Ser 780): sc-101805, krali¢i, Santa Cruz Biotechnology, Inc.
(1:200)

p38 (40 kDa) ~ p38a MAP Kinase Ab, krali¢i, Cell Signaling Technology® (1:1000)

p-p38 (43 kDa) ~ Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) (D3F9) XP® Ab, krali¢i, Cell
Signaling Technology® (1:1000)

DLX1 (28 kDa) ~ Rabbit Polyclonal antibody to DIx, GTX108804, kralici, GeneTex (1:1000)
B-actin ~ Monoclonal Anti-B-Actin antibody produced in mouse, mysi, Sigma-Aldrich®

(1:4000)

Po inkubaci s primarni protiladtkou byla membrana tfikrat promyta na michacce
pfi pokojové teplot€¢ po dobu 10 min v promyvacim roztoku (Tween (1%) + PBS 1x).
Nasledn¢ byla membrana inkubovana s ptislusnou sekundarni protilatkou konjugovanou
s kfenovou peroxidazou (Goat Anti-Mouse/Anti-Rabbit IgG (H+L)-HRP Conjugate, Bio-Rad)
fedénou dle doporu€eni vyrobce v 10 ml roztoku (1% mléka v roztoku Tween (1%) + PBS
1x). Inkubace membrany v sekundarni protilatce byla provadéna na michacce pfi pokojové
teploté po dobu 1 hod. Po inkubaci se sekundarni protildtkou byla membrana opét tiikrat
promyta na michacce pii pokojové teploté po dobu 10 min v promyvacim roztoku (Tween
(1%) + PBS 1x).

Na promytou membranu s konjugovanymi protilatkami byl rovnomérné¢ nanesen
roztok luminolu smichaného s peroxidovym pufrem (Immun-Star™ HRP Substrate, Bio-
Rad). Po 1 min ptsobeni roztoku luminolu byla membrana lehce osusena, zabalena do folie a
umisténa do vyvolavaci kazety. V temné komote byl na membranu polozen film (Medical X-
ray Film, Kodak), ktery byl v uzaviené kazeté ponechan zhruba 1 min. Poté byl film vloZen
do vyvoldvaciho pfistroje (Optimax). Vyvolané fotografie byly ndlezit¢ popsany a podle
standardu byly vyznaceny jednotlivé molekulové hmotnosti. Pro spravnou vizualizaci
proteinu byla detekce zopakovéana v riznych Casech expozice a piipadné siln€jSimi roztoky
luminolu (Super Signal® West Pico Chemiluminiscent Substrate, Super Signal® West Femto

Trial Kit, ThermoSCIENTIFIC).
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4.2.3.5 Western blot — p-aktin

Stanoveni B-aktinu pomoci metody Western blot bylo vyuzito ke kontrole mnozstvi
(1ug) nanesen¢ho vzorku. Tato kontrola vylucuje zkresleni vysledkii nespravnym nanesenim
vzorki na elektroforézu. Pivodni membrana, na které byl vizualizovan protein naSeho zajmu,
byla promyta v promyvacim roztoku (Tween (1%) + PBS 1x) a nésledné byly plvodni
protilatky odstranény pomoci stripovaciho pufru (viz tab. 4.16) pti pokojové teploté po dobu
10 min. Membrana ocisténa od puvodnich protilatek byla opét tiikrat promyta na michacce
pii pokojové teplot¢ po dobu 10 min v promyvacim roztoku (Tween (1%) + PBS 1x).
Promytd membrana byla blokovana v blokovacim roztoku (5% mléko/BSA v roztoku Tween
(1%) + PBS 1x). Nejprve byla pouzita primarni protilatka proti f-aktinu nafedénd (1:4000)
v 10 ml roztoku (1% mléko v roztoku Tween (1%) + PBS (1x). Nasledné byla membrana
tiikrat promyta promyvacim roztokem a inkubovana s pfisluSnou sekundarni protilatkou
konjugovanou s kienovou peroxidazou (Goat Anti-Mouse IgG (H+L)-HRP Conjugate, Bio-
Rad) fedénou dle doporuceni vyrobee (1:3000) v 10 ml roztoku (1% mléko v roztoku Tween
(1%) + PBS (1x)). Membrana byla po hoding inkubace se sekundarni protilatkou opét tfikrat
promyta v promyvacim roztoku. Na membranu byl rovnomérné nanesen roztok luminolu
smichaného s peroxidovym pufrem (Immun-Star™ HRP Substrate, Bio-Rad). V temné
komote byl na membranu kratce piilozen film (Medical X-ray Film, Kodak), ktery byl
nasledné vlozen do vyvolavaciho pfistroje (Optimax). Vyvolané fotografie byly naleZzité

popsany a podle standardu byly vyznaceny jednotlivé molekulové hmotnosti.

chemikalie % (viv) (wiv)
k.octova 3% (v/iv)
NaCl 2,9% (wiv)

Tab. 4.16: Stripping buffer

4.3 Kvantitativni RT-PCR v redalném case (QRT-PCR)

Kvantitativni RT-PCR byla pouZita ke stanoveni exprese genu DLX] na mRNA urovni.

4.3.1 Priprava bunék
Pro tuto metodu byla pouzita bunéénd linie MV4;11, ktera byla nasazena
v koncentraci 1 milion bun¢k na 2 ml pfislusného média (do 24 jamkové desticky s max.

objemem 2 ml na jamku). Nasazené buiiky byly ponechdny v inkubatoru po dobu 24 hodin.
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4.3.2 Pouzité inhibitory
viz kapitola: 4.2.1.2.2 Inhibitory

4.3.2.1 Pridani inhibitoru

K nasazenym narostlym buitkkam (24 hod. po nasazeni) byly pifidany jednotlivé
inhibitory konkrétnich drah (viz tab. 4.17). Ke kontrolnimu vzorku (bez ovlivnéni inhibitorem
drahy) bylo pfidano DMSO, ve kterém byly pfislusné inhibitory rozpustény. Po ptislusné
dobé piisobeni (2, 8, 9, 24 hod.) inhibitoru byly buniky odebrany a dale zpracovany.

&as pridano
pridani/ptisobenf C I-EKR I-JNK I-PI3K | I-STAT5 1-p38
0/2 hod DMSO I-EKR I-JNK I-PI3K | I-STAT5 I-p38
0/8 hod DMSO I-EKR I-JNK I-PI3K | I-STAT5 I-p38
0/9 hod DMSO I-EKR I-JNK I-PI3K | I-STAT5 I-p38
0/24 hod DMSO I-EKR I-JNK I-PI3K | I-STAT5 I-p38

Tab. 4.17: Inhibice drah a studovani jejich vlivu na expresi DLX1

4.3.3 Izolace RNA

Nejprve byly odsaty vSechny buniky v médiu z konkrétni jamky, kterd byla nasledné
proplachnuta malym mnozstvim PBS. Buiiky byly centrifugovany (5 min, 243g). Supernatant
byl odlit a vznikly sediment resuspendovan v 1 ml PBS. Nasledné¢ byla provedena
centrifugace (4°C, 5 min, 243g).

Samotna izolace byla provedena pomoci kitu RNeasy™ Plus Mini Kit (Quiagen) dle
navodu. Koncentrace a Cistota vyizolované RNA byla zméfena na NanoDropu (ND-1000
Spectrophotometer, Thermo SCIENTIFIC) pomoci programu ND-1000 V3.7.1. K urceni
koncentrace a ¢istoty RNA na Nanodropu byla zméfena absorbance roztoku DNA pii svétle o

vinové délce 230, 260 a 280 nm.

4.3.4 Reverzni transkripce

Piepis mRNA (messenger RNA) do cDNA (kodujici DNA) byl proveden pomoci kitu
(iScript™ c¢DNA Synthesis Kit, Bio Rad). Templatova RNA byla pouzita ve vysledném
mnozstvi 1 pg. SloZeni a priibéh reakce dle tab. 4.18 a tab 4.19.
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slozeni reakce Objem/hmotnost
5x iScript reaction mix 2 ul
iScript reverse transcriptase 0,5 ul
RNA 14g
dH,0 5ul
10 ul

Tab. 4.18: SloZeni reak¢éni smési pro reverzni transkripci

Cas teplota
5 min 25°C

30 min 42 °C

5 min 85 °C

Tab. 4.19: Reverzni transkripce — ¢asy a teploty

4.3.5 qRT-PCR

Na ptipravené cDNA byla provedena kvantitativni PCR dle protokolu (viz tab. 4.21 a
tab. 4.22). K amplifikaci DNA byly pouzity dva typy specifickych primert (viz tab. 4.20):
primery pro gen DLXI (gen naSeho z4jmu) a primery pro gen GAPDH - glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (kontrolni gen). Hladina exprese genu naseho z4jmu byla vztazena
k hladin¢ exprese kontrolniho genu. Kvantifikace exprese byla provedena pomoci
nespecifické sondy Sybr Green (Power SYBR® Green PCR Master Mix, Applied
Biosystems). Smés na qRT-PCR byla namichéana (viz tab.) v duplikatech pro kazdy vzorek a
kazdy par primert. Vyslednd qRT-PCR reakce byla provedena v cycleru (LightCycler480 II,
Roche) dle tab. 4.21, 4.22.

produkty primery 5'- 3
fwd rev
DLX1 CGGCCTCTTTGGGACTCAC CACTACCCTCCAGAGCCGC
GAPDH | AGGTGAAGGTCGGAGTCAACG CGTTCTCAGCCTTGACGGTG

Tab. 4.20: qRT-PCR — primery (forward/reverse)

slozeni qRT-PCR | V (ul)

Sybr green mix 5

primer fwd (10 uM) | 0,1

primer rev (10 yM) 0,1

RNA 1

dH,O 3,8
10

Tab. 4.21: Slozeni qRT-PCR reakce
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produkt polymeraza qRT-PCR

1x 50x%
95 °C 95 °C 60 °C
10 min 15 sec 60 sec

Sybr green

DLX1/GAPDH >
mix

Tab. 4.22: qRT-PCR - teploty a casy

4.3.6 Vypocet relativni normalizované hladiny mRNA

Ve vypoctech byla vztazena hodnota exprese genu DLX/ khodnoté exprese
kontrolniho genu GAPDH, aby bylo normalizovano rozdilné mnozstvi RNA vlozené do
reakce (Ctprx) - Ctgappu ~ ACt). Z priméru hodnot byla vypoctena relativni exprese genu
DLXI jako (1/2 *“Y) x100. Vypoéty byly upraveny dle metodiky Drabkin et al., 2002. K
hodnoté priiméru C (kontrola bez ovlivnéni jakékoli drahy), kterd zde odpovida 1 (100 %),
byly vztazeny hodnoty pruméra ovlivnénych vzorkt (I-ERK, I-JNK, I-PI3K, I-p38, I-STATS)
jako hodnoty FCA (Fold change absolut).

Vysledky byly vyhodnoceny pomoci neparametrického statistického testu Mann-
Whitney (program Statview). Pro statisticky vyznamny rozdil mezi nepdrovymi skupinami

stejnych vzorkt byla stanovena hladina vyznamnosti P < 0,05.

4.4 Priprava zakladnich konstruktii pro metodu dualni luciferazové eseje
Promotorem naSeho zajmu pro metodu dudlni luciferazové eseje byla nejprve Cast
promotoru DLXI v okoli AP-1 vazebného mista (wtAP1). AP-1 misto bylo identifikovano
pomoci databiaze ECR (Evolutionary Conservation Regions) browser, multiTF tool. Cast
promotoru DLX1 v okoli AP-1 mista (200 bp, -40 bp +160 bp od TSS (transcription start site
~ ATG)), kterd bude pro zjednoduseni dale nazyvana jako kratky promotor, byla pfipravena
pomoci PCR reakce, kde byla celkova délka produktu 200 bp (viz sekvence 4.1). Poté byla
pripravena delsi cast promotoru DLX] (1605 bp, -873 bp +732 bp od TSS), kterd bude pro
zjednodusSeni dale nazyvana jako dlouhy promotor, kde délka produktu odpovidala 1605 bp
(wpDLX1) (viz sekvence 4.2). Ob¢ casti promotoru DLX1 wtAP1 a wpDLX1 byly pouzity
jako inserty do luciferdzového vektoru pGL3 (Promega) (viz obr. 4.2). Inserty (Casti
promotorové oblasti genu DLX1) ve formé divoké 1 mutované byly vlozeny pred gen Luc+
(exprimovany jako luminiscencni enzym luciferaza), zaklonovany v pGL3 luciferdzovém

plazmidu.
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Synthetic poly(A)
signal / transcriptional

«— pause site
(for background
Amp' reduction)
\ Kpnl |5
1 ori Sacl |11
Miul |15
Nhel |21
ori Smal | 28
pGL3-Promoter Xhol |32
Vector Bglll |36
2202 |Sall (5010bp) SV40 Promoter
2196 |BamHI SV40 late
poly(A) signal Hindlll 245
(for juc+ reporter) luc+ Nool 278

Hpal 2094

Xbal 1932 "—/

Obr. 4.2: Vektor pGL3, ziskany z laboratofe Mella Greavese (The Institute of Cancer Research, London, UK),
byl upraven z vektoru pGL3 promoter (na obrazku) vlozenim promotorové oblasti GZMB (granzym B). Diky
tomuto vloZeni vznikla po vystépeni GZMB ve vektoru EcoRI st€pna mista, pres které byl do vektoru vlozen nas
insert. (pfevzato z Promega, 2008)
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AP1_DLXI1 (200 bp)
GCAAGACAGCGGACCAATCAGCTCCGCCAGCTCATGAATATTTATGACCTTCGCH
GAGTCAAAGCTTTGAACCGAGTTTGGGGAGCTCAGCAGCATCATGCTTAGACTTT
TCAAAGAGACAAACTCCATTTTCTTATGAATGGAAAGTGAAAACCCCTGTTCCGC
TTAAATTGGGTTCCTTCCTGTCCTGAGAAACATAG

WP _DLXI (1605 bp)
CGCATGGGGAGTGGAGAAGGGAGGGGGAGGAGGAGGAAGGCTGGGAGGGAAAG
AGGATGTGTGTGTTGGGGGAGGGGGCGGTGCAGCCGCCTTTCCTGGGAGGAGAA
GCGCGGGTTCCTGGCTCTCCACGCGCACTGCTTTAATCAGACCCGTGCAGCCTCG
AGCTGGAGTGGCCAGCTGGGCCTGGAGCAATGCGAGCGGGCCCCAGGGAGCGAC
AGCGGCGTTGGCGCAGCGGCCGAGTGAGTGAGTTCGCAGGGAGGGCCCCTAAGC
CCCGACTCCAGGGATGCGGCAGAGCGTACCGGGGAGGCGCGGCCGGATAGGCGC
TGCGCTAGGCACAAGGCTCTTAGGAGAACCTCTGTCTGTTGGCCGCCTCGGGCGC
CCCCAGTGCGCGACTCCGCGCTCCAGAGGCAGAGGTCAGTCTCCTCCTGAGCCGC
CCTAGCTCTGCGCCGAACTGAGTGGCAGCGACGAGAAGCGGTCCCGGGTGTCCG
GTGTTAGGGACCGCTGAAGGGTGGGGACAGTGGTAGGGGGGCGGCGGCGCGGAG
CCGCTGGTTGGTTCCTGGGGAGGAAAGCGCGCGAGGGAGGCGGGAGGCCGATGA
GCCGCGGGCCGCAGGGGCCCCGGCGCAGACGCCGCAGCCCATTGTGCTTCCTGCC
CGGCGCGCTCTGTTGCAGAGGAGCCCCGGCCGGGAAGTGTGGATGCGTCTTACCC
GAGGCCGGGCCGCCTCGCCCGCTCTAGTCCAGCGGAGCCCGAGCGCCTCGGACC
AATCCCCAGTGATTATGCAAGACAGCGGACCAATCAGCTCCGCCAGCTCATGAAT
ATTTATGACCTTCGCTGAGTEAAAGCTTTGAACCGAGTTTGGGGAGCTCAGCAGC
ATCATGCTTAGACTTTTCAAAGAGACAAACTCCATTTTCTTATGAATGGAAAGTG
AAAACCCCTGTTCCGCTTAAATTGGGTTCCTTCCTGTCCTGAGAAACATAGAGAC
CCCCAAAAGGGAAGCAGAGGAGAGAAAGTCCCACACCCAGACCCCGCGAGAAG
AGATGACCATGACCACCATGCCAGAAAGTCTCAACAGCCCCGTGTCGGGCAAGG
CGGTGTTTATGGAGTTTGGGCCGCCCAACCAGCAAATGTCTCCTTCTCCCATGTCC
CACGGGCACTACTCCATGCACTGTTTACACTCGGCGGGCCATTCGCAGCCCGACG
GCGCCTACAGCTCAGCCTCGTCCTTCTCCCGACCGCTGGGCTACCCCTACGTCAAC
TCGGTCAGCAGCCACGCATCCAGCCCCTACATCAGTTCGGTGCAGTCCTACCCGG
GCAGCGCCAGCCTCGCCCAGAGCCGCCTGGAGGACCCAGGTACGTGCGCTTGCC
AGGGAGAGGGAGAGGAGGAGGTACAAGGGAGAGAGGGAAAGAAGGAGCGGGG
GAGAAGAGGAGAGGGAGAGAGAGAGAAAGAGAAGAGAGGAGAGCGAGGTGGG
GTGGGGGTGGGGAGGGCGCGGGAGCAGTGGAGGTTTCGAATATCAATCTATAGA
TCCTTGTCACAGCAAATAAATTTTTTTAAAAATTCCCTCAATTTGCAACTATCCAG
CCAAGGATAAATCCCAGAGCGTCTCCTG

Sekvence 4.1 a. 4.2: AP1_DLX1 awp DLX1
APl ~ TGAGTCA, TSS ~ ATG

4.4.1 Amplifikace genové oblasti (insertu) naseho zajmu

Nejprve byla na cycleru (Gene Amp® PCR System 2700, Applied Biosystems)
provedena PCR reakce (dle tab. 4.23, 4.24, 4.25) ztemplatové DNA (buffy coat) se
specifickymi primery pomoci polymerazy jako je HotMaster Taq DNA Polymerase (5 Prime),

Herculase II Fusion DNA Polymerase (Agilent Technologies) - polymerdza pro tvorbu
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dlouhych GC bohatych produkt. Tyto polymerazy zachovavaji kohezni konce s piesahem

adeninu, které jsou dulezité pro inserci do TOPO vektoru s koheznimi konci s pfesahem

thyminu.
produkty primery 5'- 3
fw rev
wtAP1 GCAAGACAGCGGACCAAT CTATGTTTCTCAGGACAGGAAGG
wpDLX1 CAGGAGACGCTCTGGGATTTATC CGCATGGGGAGTGGAGAAG
Tab. 4.23: PCR - primery (forward/reverse)
produkt | polymeraza PCR
HotMaster 1x 13x 25x 1%
wtAP1 Taq 94°C | 94°C*| 68°C* | 72°C | 94°C 55°C 72°C | 72°C
Polymerase | 500 | 0:20 | 020 | 0:20 | 0:20 | 0:220 | 0:20 | 5:00
Herculase I 1x 13x 25x 1%
wpDLX1| Fusion DNA 98°C 98°C 65°C* 72°C | 98°C 55°C 72°C | 72°C
Polymerase | 3.00 | 0:20 | 0:20 | 145 | 0:20 | 0220 | 1:45 | 3:00

Tab. 4.24: PCR — teploty a casy

wtAP1 wpDLX1
slozeni PCR V(ul) slozeni PCR V(ul)
templat DNA (BC) 1,5 templat DNA (BC) 1
primer (10 uM) fwd 1 primer (10 M) fwd 1
primer (10 yM) rev 1 primer (10 uM) rev 1
HotMaster Taq Pol. 0,2 | Herc. Il Fusion DNA Pol. | 0,5
10x HotMaster Buffer 2,5 | 5x Herc.ll Reaction Buffer | 5
MgCl, (25 mM) MgCl, (25 mM)
dNTP 2 dNTP 2,5
BSA 0,5 DMSO (20%) 1
dH,0 16,3 dH,0 13
25 25

Tab. 4.25: SloZzeni PCR reakce

4.4.2 TOPO klonovani

Kohezni konce z PCR reakce byly vyuzity v TOPO klonovaci reakci (TOPO TA
Cloning® Kit, LifeTechnologies), kde bylo smichano 4 pl PCR reakce, 1 pl Salt solution, 1 pl
TOPO vektoru (gen pro ampicilinovou rezistenci). Tato smés byla inkubovana pii pokojové

teploté po dobu 5 min.
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4.4.2.1 Priprava ampicilinového agaru

Ampicilinovy (AMP) agar byl pfipraven zprasku (ImMedia™ Amp Agar,Life
Technologies), ktery byl zahfivanim rozpustén ve 200 ml dH,O. Rozpustény agar byl rozlit
do petriho misek, kde tuhl zhruba 1 hod.

4.4.2.2 Priprava tekutého LB média (AMP)

Tekut¢ médium LB (Luria Broth, Life Technologies) bylo pfipraveno z 12,5 g
praskového LB rozpusténého v 500 ml dH,O. Roztok LB média byl autoklavovan za
podminek: 121 °C, 15 min. K vychlazenému LB médiu bylo piiddno odpovidajici
antibiotikum (AMP) pro selekci transformovanych bakterii. Antibiotikum (Lékarna Motol)

bylo pfidano v kone¢né koncentraci 0,1 pg/pl.

4.4.2.3 Chemicka transformace (1.den)

Do rozmrzlych bakterii E.coli (One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli, Life
Technologies) byly pfidany 2 pl TOPO klonovaci reakce. Pomoci pipety byla smés jemné
promichéna a inkubovédna 5 min na ledu. Poté byl na suchém bloku proveden tepelny Sok
bakterii po dobu 30 sekund pfi teploté 42 °C. K bakteriim bylo nasledné ptidano 250 pl SOC
média (Life Technologies). V tomto médiu byly bakterie kultivovany za podminek: 37 °C, 1
hod., 200 kyvi/min (na horizontéalni tfepacce). Bakterie byly po zhruba 70 pl naneseny na
misky s ampicilinovym agarem (AMP rezistence transformovanych bakterii), které byly
umistény dnem vzhtru. Takto pfipravené misky s bakteriemi byly inkubovéany pies noc pfi

37 °C.

4.4.2.4 Pirenos Kkolonii (2.den)

Z narostlych kolonii na agarovych plotnach bylo pomoci pipetové $picky odebrano
vzdy po 10 jednotlivych koloniich do piedem pfipravenych 14 ml falkon s 3 ml AMP LB
média (AMP rezistence transformovanych bakterii). Bakterie v LB médiu byly kultivovany

pres noc (max 16 hod.) za podminek: 37 °C, 200 kyvii/min.

4.4.2.5 Izolace plazmidi (3.den)

Narostlé transformované bakterie v AMP LB médiu byly centrifugovany pii 4 °C,
2000g po dobu 10 min. Vysledny supernatant byl slit a vznikly sediment (transformované
bakterie) byl pouzit k izolaci plazmidii dle navodu pomoci QIAprep” Spin Miniprep Kit

(Quiagen) nebo zamrazen v -20 °C pro pozd¢jsi vyuziti.
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4.4.3 Méreni koncentrace plazmidi

Koncentrace a Cistota vyizolovanych plazmidii byla zméfena na NanoDropu (ND-
1000 Spectrophotometer, Thermo SCIENTIFIC) pomoci programu ND-1000 V3.7.1.
K urceni koncentrace a Cistoty DNA na Nanodropu byla zméfena absorbance roztoku DNA

pii svétle o vinové délce 230, 260 a 280 nm.

4.4.4 Kontrola délky plazmidi

Agar6zova elektroforéza byla provadéna v aparatufe (SCIE-PLAS) v horizontalnim
agarozovém gelu. 1% agardzovy gel byl pripraven smichanim a rozpusténim 0,5 g agarozy
(0,25 g NuSieve® GTG® Agarose (Lonza) + 0,25 g UltraPure™ Agarose (Life Technologies),
50 ml natedéného 1x pufru TAE (viz tab. 4.26). Do vychlazené smési bylo ptidano 6 pl
GelRed (Nucleid Acid Stain, 10 000x in water, Biotinum), ktery byl vyuZzit pro obarveni
DNA. Vysledna smés byla nalita do vany k tvorbé gelu (6 cm x 10 cm), do niz byl zasazen
hieben pro vytvoieni jamek. Zhruba po 30 min tuhnuti byl gel pfipraven k pouziti. Z gelu
zasunutého do aparatury na elektroforézu byl vyjmut hieben a gel s prdzdnymi jamkami byl
zalit nafedénym 1% pufrem TAE az po risku v aparatute.

Do prvni jamky bylo nanaseno 7 pl standardu (Gene Ruler™ 1 kb Ladder, ready-to-
use, Thermo SCIENTIFIC). Jednotlivé vzorky plazmidi smichané¢ s dH,O a vzorkovym
pufrem (6% DNA Loading Dye, Thermo SCIENTIFIC) v poméru: 2 pl vzorku, 5 pl dH,O a 2
pl vzorkového pufru byly naneseny do dalSich prazdnych jamek gelu. Aparatura byla
pripojena ke stabilnimu zdroji napéti (Bio-Rad) (viz obr. 4.3). Elektroforéza probihala pfi
konstantnim napéti 96 V po dobu 60 min.

Po dobéhnuti elekroforézy byl agar6zovy gel vizualizovan na transluminatoru (Gel
Doc 2000 With UV Trans Illuminator, Bio Rad) pod ultrafialovym svétlem. Vizualizace byla

zpracovana a upravena zaostfenim a ¢asem expozice v programu Quantity One (Bio-Rad).

chemikalie % (vIv)
Tris-base 24,2% (wiv)
kyselina octova 5,7% (viv)
Na,EDTA 0,5 M (pH ~ 8) 10% (v/v)

Tab. 4.26: 50x TAE pufr (zasobni)
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Obr. 4.3: Schéma zapojeni elektroforézy

+

4.4.5 Sekvenovani — ovéreni sekvence plazmidi

Vyizolované plazmidy byly sekvenovany pomoci vybranych sekvena¢nich primert
v Laboratofi molekularni genetiky Détské pediatrické kliniky v Motole Sangerovou metodou
s fluorescenéné ozna¢enymi dideoxynukleotidy na sekvenatoru ABi 3130x1 HITACHI Prism
Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Analyza vysledkt byla provedena v programu BioEdit 7.0.5.3, kde byla porovnavana

ziskana sekvence s pivodni teoretickou sekvenci. Pii1 vybirani klonu v TOPO vektoru k dalsi

praci byla dalezitd maximalni shoda nukleotidové sekvence bez mutaci.

4.4.6 Amplifikace genové oblasti nasSeho zajmu (insertu) z TOPO vektoru

Z vybranych ovéienych klonti v TOPO vektoru byla provedena PCR reakce (dle tab.
4.27, 428, 4.29) s primery obsahujici §t&pné misto pro EcoRI v cycleru (Gene Amp® PCR
System 2700, Applied Biosystems) pomoci polymeradzy jako je HotMaster Taqg DNA
Polymerase (5 Prime), Herculase II Fusion DNA Polymerase (Agilent Technologies) -

polymeraza pro tvorbu dlouhych GC bohatych produktt.

rimery 5'- 3'
produkty P Yy
fw rev
wtAP1 AAGAATTCGCAAGACAGCGGACCAAT ATGAATTCCTATGTTTCTCAGGACAGGAAGG
wpDLX1 | ATGAATTCCAGGAGACGCTCTGGGATTTATC ATGAATTCCGCATGGGGAGTGGAGAAG

Tab. 4.27: PCR — primery s EcoRI §tépnym mistem (forward/reverse)
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produkt| polymeraza PCR
HotMaster 1x 13x 25x 1x
WtAP1 Taq 94°C 94°C* | 68°C* | 72°C | 94°C | 55°C | 72°C | 72°C
Polymerase 500 | 020 | 020 | 0:20 | 0:20 | 0:20 | 0:20 | 5:00
Herculase |l 1x 13x 25% 1x
wpDLX1| Fusion DNA 98°C 98°C | 65°C* | 72°C | 98°C | 55°C | 72°C | 72°C
Polymerase 3:00 0:20 | 0220 | 1:45 | 0:20 | 0:20 | 1:45 | 3:00
Tab. 4.28: PCR — amplifikace insertu
wtAP1 wpDLX1
slozeni PCR V(ul) slozeni PCR V(ul)
TOPO vektor (WtAP1) 1,5 | TOPO vektor (wpDLX1) 1
primer (10 uM) fwd 1 primer (10 uM) fwd 1
primer (10 uM) rev 1 primer (10 uM) rev 1
HotMaster Taq Pol. 0,2 | Herc. Il Fusion DNA Pol. | 0,5

10x HotMaster Buffer 2,5 | 5x Herc.ll Reaction Buffer | 5
MgCl, (25 mM) MgCl, (25 mM)
dNTP 2 dNTP 2,5
BSA 0,5 DMSO (20%) 1
dH,0O 16,3 dH,0 13
25 25

Tab. 4.29: Slozeni PCR reakce

4.4.7 Restrikce insertii a vektorii pomoci EcoRI

PCR produkty (inserty) z TOPO vektoru byly Stepeny pomoci restriktazy EcoRI
(Thermo SCIENTIFIC) (viz tab. 4.30). Restrikce probihala v suchém bloku pfi teploté 37 °C
po dobu 2 hod. Po restrikci byl enzym inaktivovan v suchém bloku pii teploté 65 °C po dobu

20 min.

slozky reakce

objem

v ul

PCR produkt (insert)

10

10x EcoRI pufr

2

EcoRl restriktaza

1,5

dH,O

18

31,5

Tab. 4.30: Restrikce EcoRI

Plazmid pGL3 (vektor) byl s§t€épen pomoci restriktdzy EcoRI (Thermo SCIENTIFIC)
(viz tab. 4.31). Restrikce probihala v suchém bloku pfi teploté 37 °C po dobu 1,5 hod. Poté
byla k restrikéni reakci pfiddna alkalicka fosfatdza (FastAP, Thermo SCIENTIFIC), ktera
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zabrafiuje znovu spojeni koncii rozst€peného vektoru pomoci defosforylace. Inkubace
s FastAP probihala pii teplot¢ 37 °C po dobu 30 min. Po restrikci byly oba enzymy

inaktivovany v suchém bloku pfi teploté 65 °C po dobu 30 min.

slozky reakce objem v pli
plazmid (vektor) 1(0,1-0,5 ug DNA)
10x EcoRI pufr 2
EcoRlI restriktaza 1,5
dH,O 15,5
FastAP 5
25

Tab. 4.31: Restrikce EcoRI (vektory)

4.4.8 Precistovani vystépenych insertii z gelu

Po restrikci PCR produkti byly inserty pieciStény, tak aby bylo dosaZeno pouze
produktu naSeho zdjmu. Restrikéni reakce byla smichdna se vzorkovym pufrem (6x DNA
Loading Dye, Thermo SCIENTIFIC) v poméru 5:1 a nanesena na ptedem pfipraveny 1%
agardzovy gel (viz kapitola 4.4.4). Do prvni jamky gelu bylo nanaseno 7 ul standardu (Gene
Ruler™ 1 kb Ladder, ready-to-use, Thermo SCIENTIFIC). Aparatura byla piipojena ke
stabilnimu zdroji napéti v zapojeni (viz obrazek). Elektroforéza probihala pfi konstantnim
napéti 96 V po dobu 60 min. Po dob¢hnuti elekroforézy byl agar6zovy gel vizualizovan na
transluminatoru (Gel Doc 2000 With UV Trans Illuminator, Bio Rad) pod ultrafialovym
svétlem. Vizualizace byla zpracovana a upravena zaostienim a ¢asem expozice v programu
Quantity One. Podle standardu byla ur¢ena délka naseho insertu, ktery byl vyfiznut pomoci
skalpelu pod UV svétlem v transluminatoru. Vyfiznuty gen s DNA naseho zajmu byl
zpracovan pomoci izola¢niho kitu (illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification

Kit, GE Healthcare) dle navodu.

4.4.9 Ligace insertu s vektorem

Ligace insertu s vektorem pies kohezni konce nasStépené EcoRI restriktazou byla
provedena pomoci T4 DNA ligazy (Life Technologies). Ligace (viz tab. 4.32) probihala po
dobu 4 hodin pii teploté 23 °C. Ligacni reakce byla namichdna v poméru hmotnosti - vektor :
insert ~ 1 : 3 dle vzorce:

MnozZstvi vektoru (v ng) x velikost inzertu (v kb) ..
= mnozstvi inzertu(v ng)

velikost vektoru (v kb)
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slozky reakce pomeér/objem
vektor 1
insert 3
T4 DNA ligaza Tul
T4 pufr 4 ul
voda 15 i
20 pl

Tab. 4.32: Ligacni reakce

4.4.10 Klonovani ligovanych produkti
Pii klonovani zligovanych produkti byla k selekci transformovanych bakterii vyuzita

ampicilinova rezistence v plazmidu (vektoru) pGL3.

4.4.10.1 Chemicka transformace (1.den)

Do rozmrzlych bakterii E.coli (One Shot™ TOP10 Chemically Competent E. coli, Life
Technologies) bylo pfidano 6 pl ligacni reakce klonovaci reakce. Dale viz kapitoly 4.4.2.3
Chemicka transformace (1.den), 4.4.2.4 Pienos kolonii (2.den), 4.4.2.5 Izolace plazmidi

(3.den)

4.4.11 Kontrola klonovani pomoci EcoRI restrikce

Po izolaci plazmid, u kterych byla zmétena Cistota a koncentrace a zhruba ovéfena
délka, byla provedena restrikce pomoci EcoRI jako kontrola ligacni a klonovaci reakce. Pii
spravné ligacni reakci (vloZeni insertu do vektoru) po restrikci EcoRI byl pfedpokladan vznik
dvou produktd Stépeni : insertu a vektoru.

Restrikce (viz 5.7 Restrikce insertti a vektori pomoci EcoRI) probihala v suchém
bloku pfi teploté 37 °C po dobu 2 hod. Po restrikci byl enzym inaktivovan v suchém bloku pii
teploté 65 °C po dobu 20 min. Nasledné byly $tépené vzorky kontrolovany pomoci agarézoveé
elektroforézy na 1% agar6ézovém gelu v horizontalnim uspotfadani (viz kapitola 4.1.4).
Podle vysledného gelu byly vybrany klony, které po restrikci EcoRI obsahovaly dvé délky
DNA ve velikostech insertu a vektoru.
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4.4.12 Sekvenovani — ovéreni sekvence plazmidi (viz 4.4.5 Sekvenovani — ovéreni
sekvence plazmidi)
Po této kontrole byly vysledné ovéfené konstrukty vyuzity pro dalSi praci (pro

luciferazovou esej): pGL3 wtAP1 a pGL3 wpDLXI.

4.5 Priprava mutovanych konstrukti pro metodu dualni luciferazové eseje

Pro metodu dudlni luciferdzové eseje bylo potieba vytvofit mutovanou formu
konstruktt (pGL3 mutAP1, pGL3 mut-wpDLXT1) z divokého typu pGL3 wtAPI1, pGL3 wt-
wpDLX1. Mutageneze zékladnich konstrukti byla provedena pomoci mutacniho kitu (The
QuickChange® Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit, Agilent Technologies).

Na konstruktech divokého typu (pGL3 wtAP1, pGL3 wt-wpDLX1) byla provedena
PCR (viz tab. 4.34 a tab. 4.35) reakce s pouzitim mutovanych primert (navrzené pro vznik
konkrétni mutace, viz tab. 4.33). Vtéto PCR reakci byla pouzZita polymeraza The
QuickChange® Lightning Enzym (derivat vysoce piesné polymerazy PfuUltra® high-fidelity
(HF) DNA polymerase). Pomoci PCR reakce byly vytvofeny nemethylované kopie obou
fetézcll plazmidu s konkrétni mutaci, pfi¢emz ptivodni templatové fetézce divokého typu byly
methylované. Diky rozdilu divokého a mutovaného typu fetézci v methylaci byly
methylované templatové fetézce rozsStépeny pomoci endonukledzy Dpn I (2% (v/v)),
specifické pro methylované a hemimethylované DNA. Mutované formy konstruktl
(pGL3 mutAP1, pGL3 mut-wpDLX1) byly transformovany do bakterii (viz kapitola 5.10).

Po izolaci mutovanych plazmidi, u kterych byla zméfena Cistota a koncentrace a
zhruba ovétena délka, byla provedena kontrola pomoci sekvenace (viz kapitola 4.12). Po této
kontrole byly vysledné ovérené konstrukty v mutované formé vyuzity pro dalsi praci (pro

luciferazovou esej): pGL3 mutAP1, pGL3 mut-wpDLX1.

primery 5'- 3'
fw rev
mut AP1/wpDLX1 ACCTTCGCTGTAGCAAAGCTTTGAACC | GGTTCAAAGCTTTGCTACAGCGAAGGT

produkty

Tab. 4.33: mut-PCR — primery (forward/reverse)
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slozeni mut-PCR V (ul)

10xreaction buffer 5

primer fwd (10 yM) 1,25

primer rev (10 yM) 1,25

dNTP mix 1
QuickSolution reagent 1,5
plazmid ~ (5 ng/ul) 5
dH,O 35

50

Tab. 4.34: Slozeni muta¢ni PCR reakce

produkt polymeraza PCR
The 1x 18x 1x
mut AP1/ .
- QuickChange® 95°C 95°C* 60°C* 68°C 68°C
mut_wpDLX1 Lightning Enzym
ghtning Enzy 2:00 0:20 0:10 3:30 5:00

Tab. 4.35: Muta¢ni PCR — teploty a Casy

4.6 Dualni luciferazova esej

Pro metodu dudlni luciferdzové eseje byly vyuzity vytvorené konstrukty divokého
typu (pGL3 wtAPI1, pGL3 wt-wpDLX1) a mutované formy (pGL3 mutAP1, pGL3 mut-
wpDLX1). Pro kontrolu navrzeného experimentalniho systému byl vyuzit také kontrolni
konstrukt (pGL3 polyAP1, viz obr. 4.4), ktery byl ziskan od spolupracujici laboratofe. Pro
kontrolu transfekce pii této metodé byly buiky transfekovany také plazmidem pRI
obsahujicim gen pro renillu (viz obr. 4.5), aby se zabranilo zkresleni vysledkli nepfesnym
poctem nasazenych bun¢k nebo riznou uspésnosti transfekce.

P bla
L____:"‘\\Qn/p\cl'l lin
‘.II' ] '-,I

[ ["pUCeri

/o
/

SV40 3'-splice site/SV40 pAY
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| (luciferase reporter)

I"\. '-.\
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Obr.. 4.4: Kontrolni konstrukt pGL3 polyAP1~ AP-1 (7x), enhancer element ~ (TGACTAA),
(pfevzato z Agilent Technologies, 2012)
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Obr. 4.5: pRL-CMV vektor (pfevzato z Promega, 2001)

4.6.1 Priprava bunék

Pro tuto metodu byly vyuzity linie HeLa a HEK293. Bunky byly nasazeny do 24
jamkové desticky do 1 ml média (DMEM + 10% FBS) na jamku: HeLa (160 000
bunck/jamka), HEK293 (250 000 bunck/jamka). Nasazené¢ builkky byly ponechany
v inkubatoru pies noc (cca 16 hod), aby pro dalsi praci pokryly zhruba 90% povrchu jamky.

4.6.2 Transfekce bunék pomoci lipofectaminu

4.6.2.1 Priprava bunék pro transfekci lipofectaminem

Pfes noc narostlym buiikam bylo odsato médium a nasledné byly ptisedlé buiky
promyty pomoci PBS. K promytym bunikdm bylo pfidano 500 pl média DMEM (bez ATB,
FBS). Takto promyté bunky byly pfipraveny na transfekci lipofectaminem (Lipofectamin
2000, Life Technologies).

4.6.2.2 Priprava mixi pro transfekci lipofectaminem

Pro transfekci Lipofectaminem™ 2000 (Invitrogen) byly piipraveny dva typy mixi
(dle tab. 4.36 a tab. 4.37) pro vSechny jamky transfekované danym typem konstruktu (viz
schéma vyse). Mix 1 byl po smichani ponechan 5 min v pokojové teploté. Poté byl k mixu 1
pfidan mix 2 a dikladné promichana smés obou mixii byla ponechdna 20 min v pokojové

teploté.

55



Pti transfekei bylo pouzito médium umoziujici péstovani bunék v neptitomnosti FBS
bez omezeni ristu nebo zmény morfologie bunék (Opti-MEM®, Life Technologies).

Neptitomnost FBS je nutnd pro transfekci kationtovymi lipidovymi transfekénimi €inidly jako

je lipofectamin (Dalby et al., 2004).

chemikalie | MIX 1 (wt/mut/polyAP1)
Lipofectamin 2 ul
Opti-MEM® 50 pl

Tab. 4.36: Piiprava mixu 1 (mnozstvi na jednu jamku)

chemikalie MIX 2 wt MIX 2 mut MIX 2 polyAP1
pRenilla 0,05 ug 0,05 ug 0,05 g
konstrukt 1,6 ug wt 1,6 ug mut 1,6 ug polyAP1

Opti-MEM® 50 50 50

Tab. 4.37: Piiprava mixu 2 (mnozstvi na jednu jamku)

4.6.2.3 Pridani smési mixi 1 a 2 pro transfekci lipofectaminem

Do kazdé jamky s pfipravenym bunkami ve ctyiplikatech bylo pfidano patficné
mnozstvi z ptfipravenych smési mixu 1 a 2. Smés byla jemné promichdna s buitkami v médiu
a inkubovana pfi teploté¢ 37 °C po dobu 4 hod. Po inkubaci buné¢k s transfekéni smési mixia

bylo k buitkdm ptidano 600 pul média DMEM (20% FBS) na jamku.

4.6.3 Pouzité aktivatory/inhibitory
K transfekovanym buitkam byly pfidavany aktivatory a inhibitory drah ERK a JNK.

4.6.3.1 Aktivatory

- z lyofilizovanych substrati byly pfipraveny roztoky (v DMSO) o koncentraci 10 mM, které
byly déle skladovany pii teploté -20 °C

- vysledna koncentrace pfidana k bunkédm — 0,25 uM

PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate (forbol-12-myristat-13-acetat), Sigma-Aldrich®) ~
aktivator ERK, INK
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4.6.3.2 Inhibitory

- z lyofilizovanych substrat byly pfipraveny roztoky (v DMSO) o koncentraci 10 mM, které
byly dale skladovany pii teploté -20 °C

- vysledna koncentrace pridana k bunkam — 10 uM

a) U0126 (monoethanolate, Sigma-Aldrich®) ~ inhibitor ERK

b) SP600125 (1,9-Pyrazoloanthrone, Sigma—Aldrich®) ~ inhibitor JNK

4.6.3.1 Pridani aktivatoru/inhibitoru

K transfekovanym buitkam  konstrukty wt, mut a polyAP1 byl pfidan
aktivator/inhibitor ERK drahy (viz tab. 4.38). Ke kontrolnimu vzorku (bez ovlivnéni ERK
drahy) bylo pfidino DMSO, pro kontrolu zda DMSO neovliviiuje ERK drahu. K aktivaci
ERK/JNK drahy byl pouzit aktivator PMA Jako inhibitor ERK drahy byl pouzit UO126 (I-
ERK). Jako inhibitor JNK drahy byl pouzit SP600125 (IJNK).

¢as pfidano
pridanijpusobeni c PMA PMA + I-ERK (+I-JNK)
0/60 min DMSO PMA PMA
30/30 min nic nic I-ERK (I-JNK)

Tab. 4.38: Casy a mnoZstvi piidani aktivatoru/inhibitoru

4.6.4 Odbér vzorki pro méreni luciferazové eseje

Transfekované buniky byly odebrany a zpracovany na vzorky pro méteni luciferdzové
eseje v ¢asovém intervalu (9, 24 a 48 hod) po ovlivnéni aktivatorem/inhibitorem ERK drahy.
Po optimalizaci ¢asovych intervall byl vybran odbér po 24 hod.

Ovlivnénym transfekovanym buiitkdm bylo nejprve odsadto médium a nésledné byly
bunky promyty pomoci PBS. Promyté buiiky byly lyzovany 150 pl lyza¢niho pufru PLB
(Passive Lysis Buffer, Dual -Luciferase® Reporter Assay System, Promega), ktery byl pred
lyzovanim bunék nafedén ze zasobniho roztoku (5x koncentrovany) na pouzivany roztok
(1xkoncentrovany). Buiiky s lyzacnim pufrem byly inkubovdny na michacce pii pokojové
teplot¢ po dobu 15 min. Poté byly zlyzované bunky resuspendovany v roztoku lyzacniho
pufru a preneseny do piredem pfipravenych a oznacenych eppendorfek (1,5 ml). Zlyzovany

roztok bunék v eppendorfkach byl centrifugovan na stolni centrifuze (15 sec, 8000g).
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4.6.5 Méreni dualni luciferazové eseje

Duélni luciferazovd esej byla méfena na luminometru (Sirius Single Tube
Luminometer, Titertek Berthold) v cytometrickych zkumavkach (5ml, Sarstedt). Méteni bylo
provedeno pomoci kitu (Dual -Luciferase” Reporter Assay System, Promega). Vysledky
meéieni byly zpracovany v softwaru FB 12 Sirius (Titertek Berthold).

4.6.5.1 Teorie — dualni luciferazové esej

Metoda dudlni luciferdzové eseje vyuziva rozdilnosti dvou enzyml zpusobujicich
luminiscenci: luciferazy izolované ze svétlusky (de Wet et al., 1987), jejiz gen je zaklonovany
v luciferazovém plazmidu pGL3 a Renilly (Matthews et al., 1977), ktera se pouziva ke
stanoveni uspeSnosti transfekce. Tyto enzymy maji rozdilné jak substraty, tak i kofaktory a
zéaroven se lisi také ve vinové délce luminiscence (viz obr. 4.6.). Diky témto faktim lze méfit

luminiscenci obou enzymt soucasn¢, a to pouze pridanim riznych reagencii.
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Obr. 4.6.: Schéma enzymatickych reakci luciferazy a Renilly (pfevzato z Promega, 2006)

4.6.5.2 Piprava kitu pro méfeni (Dual -Luciferase® Reporter Assay System, Promega)

Luminiscence luciferazy byla méfena pomoci roztoku LAR II (Luciferase Assay
Reagent II). Tento roztok byl pifipraven rozpusténim lyofilizovaného substratu (Luciferase
Assay Substrate) v 10 ml pufru (Luciferase Assay Buffer II) a nasledné rozdélen po 1 ml do
eppendorfek (1,5 ml). Luminiscence Renilly byla m&fena pomoci roztoku Stop & Glo® (Stop
& Glo® Reagent). Tento roztok byl pfipraven smichanim 200 pl 50x koncentrovaného
substratu (Stop & Glo® Substrate) s 10 ml pufru (Stop & Glo® Buffer) a nasledn& rozdélen po
1 ml do eppendorfek (1,5 ml). Takto zpracované roztoky LAR II a Stop & Glo® byly
skladovany pfi teploté -80 °C.
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4.6.5.3 Méfeni luminiscence

Nejprve byl na luminometru zméfen blank (pozadi), a to pouze jako prazdna
cytometrickd zkumavka. Poté byly méfeny jednotlivé vzorky v mnozstvi 20 pl. Vzorek byl
nejprve smichan s 50 pl roztoku LAR 11, z ¢ehoz byla na luminometru zméfena luminiscence
luciferazy. Nasledn¢ bylo k méfenému vzorku smichanému s roztokem LAR II ptiddno 50 pl

roztoku Stop & Glo®, z &ehoz byla na luminometru zmé&fena luminiscence Renilly.

4.6.6 Vypocet relativni normalizované luminiscence luciferazy

Ve vypoctech byla vztazena hodnota luminiscence luciferazy (L) k hodnoté
luminiscence Renilly (R), aby se zabranilo zkresleni vysledku nepfesnym poctem nasazenych
bunck a rGznou uspéSnosti transfekce (L/R). Poté byl z téchto hodnot, v ramci Ctytplikath
jednoho vzorku, vypocten primér. K hodnoté priméru C (kontrola bez ovlivnéni ERK drahy),
ktera zde odpovida 1 (100 %), byly vztazeny hodnoty primért ovlivnénych vzorkli (PMA,
PMA+I-ERK) jako hodnoty FCA (Fold change absolut).
Vysledky byly vyhodnoceny pomoci neparametrického statistick¢ého testu Mann-Whitney
(programem Statview). Pro statisticky vyznamny rozdil mezi neparovymi skupinami stejnych

vzorku (Ctyiplikath) byla stanovena hladina vyznamnosti p < 0,05
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4.7 Seznam chemikalii

akrylamid

APS

bromfenolova modf (bromphenol blue)
BSA

Complete (7%)

DMSO (dimethylsulfoxid)
EDTA ([CH,N(CH,CO;H),]»)
ethanol

glycerol

glycin

kyselina chlorovodikova (HCI)
kyselina octova (CH;COOH)
LB médium (Luria Broth)
methanol

MgClz

Na,EDTA 0,5 M (pH ~ 8)
Na3V04

NaCl

NaF

Non-Fat Dry Milk (mléko)
PBS

PMSF

SDS

TEMED

Tris IM

Tris-base

Tris-HCI (pH ~ 7,5)
Triton-X-100

trypanova modi (trypan blue)

Tween 20 10% (polyoxyethylensorbitanmonolaurat)

B-merkaptoethanol

Bio-Rad
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Roche
Sigma-Aldrich®
Sigma—Aldrich®
PENTA
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Lachema
PENTA
Invitrogen
PENTA
Applied Biosystems
Invitrogen
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Fluka

Bio-Rad
Lékéarna FN Motol
Roche
Sigma-Aldrich®
Bio-Rad
Bio-Rad
Calbiochem®
Invitrogen
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®™
Bio-Rad
Sigma-Aldrich®



5  Vysledky

5.1 Stanoveni hladiny exprese genu DLX1 po inhibici vybranych signalnich
drah

Stanoveni hladiny exprese genu DLX/ (na mRNA a proteinové Urovni) po inhibici
vybranych signalnich drah, které ovliviuji expresi DLXI1, bylo provedeno za ucelem
identifikace efektorovych drah regulujicich expresi tohoto genu. Mezi vybrané signalni drahy

byly zatfazeny drahy ERK, JNK, PI3K, p38 a STATS.

5.1.1 Kontrola funkce prislusnych inhibitori

Kontrola byla provedena metodou Western blot (na proteinové urovni) na bunécné
linii MV4;11 s vysokou expresi DLXI. Snizeni hladiny proteinu DLX1 bylo porovnavano
oproti kontrolnimu vzorku (bez aktivatoru/inhibitoru). Pokud nebyla hladina inhibice dané¢ho
proteinu vici kontrole viditelna, byly nasledné pouzity také aktivatory konkrétnich drah
(Na3VO4 (O) a PMA (forbol-12-myristat-13-acetat). Kontrola mnozstvi nanesené¢ho proteinu
byla provedena pomoci B-aktinu

Hladina proteinu pERK1/2 byla oproti kontrolnimu vzorku zvySena pomoci aktivatort
(O, PMA). SniZeni hladiny pERKI1/2 bylo detekovdno po inhibici drahy (specifickym
inhibitorem U0126) aktivované pomoci PMA (PMA+I), narozdil od inhibice drahy
aktivované pomoci O (O+I), kde se snizeni hladiny pERK1/2 neprojevilo tak vyznamné (viz
obr. 5.1). Naopak hladina celkového ERK1/2 proteinu se nezménila (viz obr. 5.2) po aktivaci
ERK drahy (O, PMA) ani po inhibici (specifickym inhibitorem U0126) aktivované ERK
drahy (O+1, PMA+I).

C O PMA O+ PMA+

Obr. 5.1: Hladina proteinu pERK1/2 detekovana po ovlivnéni ERK drahy.
C (kontrola), O (orthovanadat), PMA (forbol-12-myristat-13-acetat), O+l (orthovanadat + specificky inhibitor
ERK drahy), PMA+I (PMA + specificky inhibitor ERK drahy).
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Obr. 5.2: Hladina celkového proteinu ERK1/2 po ovlivnéni ERK drahy.
C (kontrola), O (orthovanadat), PMA (forbol-12-myristat-13-acetat), O+I (orthovanadat + specificky inhibitor
ERK drahy), PMA+I (PMA + specificky inhibitor ERK drahy).

Zvyseni hladiny proteinu pJNK bylo detekovano po obou typech aktivace INK drahy
(O, PMA). Inhibice JNK drahy (specifickym inhibitorem SP600125) zptisobila sniZeni
hladiny pJNK patrné v pfipadé obou typi aktivatort (O+I, PMA+I) (viz obr. 5.3). Hladina
celkového JNK proteinu (viz obr. 5.4) se nezménila po aktivaci JNK drahy (O, PMA) ani po
inhibici aktivované JNK drahy (O+I, PMA+I) specifickym inhibitorem (SP600125).

C O PMA O+l PMA+

- -

Obr. 5.3: Hladina proteinu pJNK detekovana po ovlivnéni JNK drahy.
C (kontrola), O (orthovanadat), PMA (forbol-12-myristat-13-acetat), O+l (orthovanadat + specificky inhibitor
IJNK drahy), PMA+I (PMA + specificky inhibitor JNK drahy).

Obr. 5.4: Hladina celkového proteinu JNK po ovlivnéni INK drahy.
C (kontrola), O (orthovanadat), PMA (forbol-12-myristat-13-acetat), O+I (orthovanadat + specificky inhibitor
IJNK drahy), PMA+I (PMA + specificky inhibitor JNK drahy).

Protein pPI3K byl detekovan (viz obr. 5.5) pouze po aktivaci drahy PI3K pomoci O.
Ihnibice PI3K specifickym inhibitorem (LY294002) byla ztetelnd pouze po aktivaci pomoci
O (O+]). Hladina celkového PI3K proteinu (viz obr. 5.6) se nezménila po aktivaci PI3K drahy
(O, PMA) ani po inhibici aktivované PI3K drahy (O+I, PMA+I) specifickym inhibitorem
(LY294002).
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O+l PMA+|

_ PPI3K
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Obr. 5.5: Hladina proteinu pPI3K detekovana po ovlivnéni PI3K drahy.
C (kontrola), O (orthovanadat), PMA (forbol-12-myristat-13-acetat), O+I (orthovanadat + specificky inhibitor
PI3K drahy), PMA+I (PMA + specificky inhibitor PI3K drahy).

C O PMA O+l PMA+|
PI3K

B-aktin

Obr. 5.6: Hladina celkového proteinu PI3K po ovlivnéni PI3K drahy.
C (kontrola), O (orthovanadat), PMA (forbol-12-myristat-13-acetat), O+I (orthovanadat + specificky inhibitor
PI3K drahy), PMA+I (PMA + specificky inhibitor PI3K drahy).

U proteinu pSTATS (viz obr. 5.7) bylo detekovano vyrazné zvySeni zejména po
aktivaci pomoci PMA. Inhibice specifickym inhibitorem (N'-((4-Oxo0-4H-chromen-3-
yl)methylene)nicotinohydrazide ) vSak byla zfetelnd po aktivaci obéma aktivatory. U vzorku
po aktivaci PMA byla pravdépodobné na gel nanesena mensi koncentrace proteinu, coZ je
patrné na B-aktinu. V tomto ptipadé bylo i pfesto detekovano jasné zvySeni hladiny proteinu

pSTATS.

O+l PMA+]

_ pSTATS

Obr 5.7: Hladina proteinu pSTATS detekovana po ovlivnéni STATS drahy.
C (kontrola), O (orthovanadat), PMA (forbol-12-myristat-13-acetat), O+I (orthovanadat + specificky inhibitor
STATS drahy), PMA+I (PMA + specificky inhibitor STATS drahy).

Hladina proteinu p-p38 byla po pfidani inhibitoru drahy p38 (SB203580) sniZzena ve
srovnani se vzorkem kontrolnim (viz obr. 5.8). Hladina celkového proteinu p38 se po inhibici
dréhy p38 specifickym inhibitorem (SB203580) oproti kontrolnimu vzorku nezménila (viz
obr. 5.9).
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p-p38
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Obr. 5.8: Hladina proteinu p-p38 detekovana po ovlivnéni p38 drahy.
C (kontrola), I (specificky inhibitor p38 drahy)

p38

[-aktin

IIGI

Obr. 5.9: Hladina celkového proteinu p38 po ovlivnéni p38 drahy.
C (kontrola), I (specificky inhibitor p38 drahy)

5.1.2 Stanoveni hladiny exprese genu DLX1 po na mRNA urovni
Stanoveni hladiny exprese DLXI po inhibici vybranych signdlnich drah na mRNA
urovni bylo provedeno na buné¢né linit MV4;11 pomoci metody qRT-PCR.

Nejprve bylo provedeno stanoveni hladiny mRNA v né€kolika ¢asovych bodech (2, 8,
24 hod.) a dale bylo zvoleno 9 hod. jako vhodny ¢asovy bod pro detekci exprese DLXI na
proteinové urovni. Exprese genu DLXI na mRNA urovni byla normalizovana k expresi
house-keeping genu (kontrolniho genu GAPDH) a celkové vysledky byly hodnoceny pomoci
statistick¢ho testu Mann-Whitney. Statistické usecky v grafech odpovidaji smérodatnym
odchylkam vypocitanym z duplikatt jednotlivych vzorkl, které odpovidajici expresi genu
DLXI vztazeného k expresi kontrolniho genu.

U vzorkli odebranych po 2 hodinach od pfidani inhibitort byl identifikovan
signifikantni rozdil (p hodnota < 0,05) v hladiné exprese genu DLX/ mezi kontrolnim
vzorkem (bez ptidani inhibitoru) a vzorky s inhibovanymi drahami ERK, JNK, PI3K a p38 (I-
ERK, I-JNK, I-PI3K, I-p38). Naopak u vzorku s inhibovanou drahou STATS5 (I-STATS)
nebyl signifikantni rozdil v hladin€ exprese genu DLX1 oproti kontrolnimu vzorku (viz obr.

5.10).

64



12 - .

1

C I-ERK FINK I-PI3K I-5TATS I-p38

08 -

05 -

04 -

relativni normalizovana hladina mRNA

Obr. 5.10: Relativni hladina mRNA genu DLX]I v ¢asovém bodé 2 hod.

C (kontrola), I-ERK (specificky inhibitor ERK drahy), I-JNK (specificky inhibitor JNK drahy), I-PI3K
(specificky inhibitor PI3K drahy), I-STATS (specificky inhibitor STATS drahy), I-p38 (specificky inhibitor p38
drahy); p hodnota < 0,05 ~ signifikantni rozdil *

Po 8 hodinach byl rozdil exprese genu DLXI u vzorkl s thibovanymi drahami oproti
kontrolnimu vzorku (bez inhibitoru) témét identicky jako v ¢asovém bodé 2 hod. U vzork
s inhibovanymi drahami ERK, JNK, PI3K a p38 (I-ERK, I-JNK, I-PI3K, I-p38) byl
identifikovan signifikantni rozdil oproti kontrolnimu vzorku (p hodnota < 0,05). Naopak u
vzorku s inhibovanou drahou STATS (I-STATS) nebyl prokazatelny rozdil v hladin€ exprese

genu DLX] oproti kontrolnimu vzorku (viz obr. 5.11).
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Obr. 5.11: Relativni hladina mRNA genu DLX]1 v ¢asovém bodé 8 hod.

C (kontrola), I-ERK (specificky inhibitor ERK drahy), I-JINK (specificky inhibitor JNK drahy), I-PI3K
(specificky inhibitor PI3K drahy), I-STATS (specificky inhibitor STATS drahy), I-p38 (specificky inhibitor p38
drahy); p hodnota < 0,05 ~ signifikantni rozdil *

U vzorkl odebranych po 24 hodindch od pfidani inhibitorii byl signifikatni rozdil mezi
expresi genu DLX1 kontrolniho vzorku (bez inhibitoru) a vzorki s inhibici konkrétnich drah
detekovan pouze u vzorkd I-JNK a I-p38 (p hodnota < 0,05). Naopak u vzorki I-ERK, I-PI3K
a [-STAT nebyl signifikantni rozdil oproti kontrolnimu vzorku prokazan (viz obr. 5.12).
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Obr 5.12:. Relativni hladina mRNA genu DLX] ve vybraném ¢asovém bod¢ 24 hod.

C (kontrola), I-ERK (specificky inhibitor ERK drahy), I-JNK (specificky inhibitor JNK drahy), I-PI3K
(specificky inhibitor PI3K drahy), I-STATS (specificky inhibitor STATS drahy), I-p38 (specificky inhibitor p38
drahy); p hodnota < 0,05 ~ signifikantni rozdil *
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Po 9 hodinach byl rozdil exprese genu DLX1 u vzorki s ithibovanymi drahami oproti
kontrolnimu vzorku (bez inhibitoru) velmi podobny jako v ¢asovych bodech 2 a 8 hod. U
vzorki s inhibovanymi drahami ERK, JNK, PI3K a p38 (I-ERK, I-JNK, I-PI3K, I-p38) byl ve
srovnani s kontrolnim vzorkem identifikovan signifikantni rozdil (p hodnota < 0,05). Naopak
u vzorku s inhibovanou dradhou STATS (I-STATS5) nebyl detekovan prokazatelny rozdil

v hladiné exprese genu DLX1 oproti kontrolnimu vzorku (viz obr. 5.13).
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Obr. 5.13: Relativni hladina mRNA genu DLXI v ¢asovém bodé 9 hod.

C (kontrola), I-ERK (specificky inhibitor ERK drahy), I-JNK (specificky inhibitor JNK drahy), I-PI3K
(specificky inhibitor PI3K drahy), I-STATS (specificky inhibitor STATS drahy), I-p38 (specificky inhibitor p38
drahy); p hodnota < 0,05 ~ signifikantni rozdil *

5.1.3 Stanoveni hladiny exprese genu DLX1 na proteinové urovni

Stanoveni hladiny exprese DLXI po inhibici vybranych signalnich drah na proteinové
urovni bylo provedeno na bunééné linii MV4;11 pomoci metody Western blot.

Na proteinové urovni bylo detekovano snizeni exprese DLXI oproti kontrolnimu
vzorku (bez pfidani inhibitoru) u vzorka I-ERK, I-JNK, I[-PI3K a I-p38. SniZeni hladiny
exprese DLX] bylo detekovano nejvice po inhibici drahy p38 (I-p38). Naopak po inhibici
drahy STATS (I-STATS) bylo detekovano minimalni snizeni exprese DLX1 (viz obr. 5.15).
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Obr. 5.15: Hladina proteinu DLX1 v ¢asovém bodé 9 hod.

C (kontrola), I-ERK (specificky inhibitor ERK drahy), I-JNK (specificky inhibitor JNK drahy), I-PI3K
(specificky inhibitor PI3K drahy), I-STATS (specificky inhibitor STATS drahy), I-p38 (specificky inhibitor p38
drahy).

5.2 Stanoveni aktivity luciferazy pod vlivem urcité ¢asti DLX1 promotoru
Tento typ experimentu vyuzivajici metodu dudlni luciferazové eseje, byl proveden za
ucelem ovéteni hypotézy, kterd predpoklada regulaci genu DLX1 (pfes ERK/JNK drahu)
probihajici pfes AP-1 vazebné misto. V tomto systému se vyuzivaji luminiscen¢ni vlastnosti
luciferazy, pred jejiz gen byl vlozen studovany promotor, nebo pouze Cast promotorové

oblasti.

5.2.1 Kontrola funkce prislu$ného inhibitoru a aktivatoru drahy ERK

Kontrola byla provedena metodou Western blot (na proteinové trovni) na bunéénych
liniich HeLLa a HEK 293 s vysokou expresi DLX1, jehoz regulace je dale sledovdna metodou
luciferazové eseje. SniZeni a zvySeni hladiny ERK1/2 proteinu bylo porovnavéno vzhledem
ke kontrolnimu vzorku (bez inhibitoru a aktivatoru). Kontrola mnozstvi naneseného proteinu
byla provedena pomoci B-aktinu.

Funkce aktivatoru a inhibitoru ERK dréhy byla ovéfovana vzdy pro kazdou jednotlivé
pfipravenou luciferdzovou esej. Buniky byly vzdy nasazeny a ovlivnény pisobenim aktivatora
a inhibitorti soucasné pro ob& metody (western blot a luciferazova esej). Nize pouzité obrazky
jsou pouze reprezentativni.

U obou buné¢nych linii (HeLa a HEK293) bylo detekovano zvySeny hladiny pERK po
ptidani aktivatoru PMA. Zaroven pfidani inhibitoru ERK drahy (U0126) po aktivaci vedlo ke
snizeni pERK1/2 (viz obr. 5.16 a obr. 5.17).
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Obr. 5.16, 5.17: Hladina proteinu pERK1/2 detekovana po ovlivnéni ERK drahy.
C (kontrola), PMA (forbol-12-myristat-13-acetat), PMA+I-ERK (PMA + specificky inhibitor ERK drahy)

5.2.2 Luciferazova aktivita pod vlivem kontrolniho promotoru

Nejprve bylo provedeno stanoveni hladiny luciferazy pod vlivem kontrolniho
promotoru. Tento experiment byl realizovan za tucelem kontroly funkc¢nosti celého
navrzeného experimentdlniho systému dualni luciferazové eseje.
Stanoveni hladiny exprese luciferazy bylo provedeno na bunéénych liniich HeLa a HEK293
metodou dualni luciferazové eseje. Do bunck byl transfekovan kontrolni plazmid polyAP1
obsahujici luciferazovy reporter a pred ného vlozenou repetitivni (7x) AP-1 vazebnou
sekvenci. Vysledna luminiscence luciferazy pod timto promotorem byla v ramci normalizace
dat vztaZzena k luminiscenci renilly zplazmidu pRI. Vysledky byly zpracovany pomoci
statistick¢ho testu Mann-Whitney. Ilustracni grafy pro tento pokus jsou pouze reprezentativni.
Statistické usecky v grafech odpovidaji smérodatnym odchylkdm vypocitanym z jednotlivych
Ctyiplikati kazdého vzorku odpovidajicich luminiscenci luciferazy normalizované k hladiné
luminiscence renilly. Statistika byla vytvofena pro minimalné tfi opakovani stejného pokusu.

U kontrolniho typu konstruktu (pGL3 polyAP1) vlozeného do bunééné linie HeLa byl
detekovan signifikantni rozdil (p hodnota < 0,0001) jak mezi kontrolnim vzorkem (bez
aktivatoru/inhibitoru) a aktivovanym vzorkem (PMA), tak mezi aktivovanym vzorkem
(PMA) a vzorkem inhibovanym po aktivaci (PMA+I-ERK). Po aktivaci ERK drdhy pomoci
PMA bylo pozorovano vyrazné zvySeni hladiny luminiscence luciferdzy, zatimco po inhibici
aktivovan¢ ERK (PMA+I-ERK) drahy bylo detekovano vyrazné snizeni luminiscence (viz

obr. 5.18).
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Obr. 5.18: Relativni normalizovana luminiscence luciferdzy z kontrolniho plazmidu polyAP1 u bunééné linie
HeLa (inhibice ERK drahy).

C (kontrola), PMA (forbol-12-myristat-13-acetat), PMA+I-ERK (PMA + specificky inhibitor ERK drahy);

p hodnota < 0,05 ~ signifikantni rozdil *

U kontrolniho typu konstruktu (pGL3 polyAP1) vloZzeného do bunééné linie HEK293
byly pozorovany podobné zmény luminiscence luciferazy jako v ptipadé¢ bunécné linie HeLa.
Signifikantni rozdil (p hodnota < 0,0001) byl detekovan jak mezi kontrolnim vzorkem (bez
aktivatoru/inhibitoru) a aktivovanym vzorkem (PMA), tak mezi aktivovanym vzorkem
(PMA) a vzorkem inhibovanym po aktivaci (PMA+I-ERK). Po aktivaci ERK drahy pomoci
PMA bylo pozorovano vyrazné zvySeni hladiny luminiscence luciferdzy, zatimco po inhibici
aktivované¢ ERK (PMA+I-ERK) drahy bylo detekovano vyrazné snizeni luminiscence (viz

obr. 5.19).
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Obr. 5.19: Relativni normalizovana luminiscence luciferazy u kontrolniho plazmidu polyAP1 u bunééné linie
HEK293 (inhibice ERK)

C (kontrola), PMA (forbol-12-myristat-13-acetat), PMA+I-ERK (PMA + specificky inhibitor ERK drahy);

p hodnota < 0,05 ~ signifikantni rozdil *

5.2.3 Luciferazova aktivita pod vlivem kratkého promotoru

Nasledné bylo provedeno stanoveni hladiny luciferazové aktivity pod vlivem kratké
¢asti promotoru genu DLX1 (v okoli AP-1 vazebného mista) metodou dudlni luciferazové
eseje. Ke stanoveni hladiny luminiscence luciferdzy byly vyuzity bunééné linie HeLa a
HEK?293. Do bun¢k byl transfekovan plazmid pGL3 obsahujici gen pro luciferdzu, pred ktery
byla vlozena kratka ¢ast promotoru genu DLX1 (200 bp, -40 bp +160 bp od TSS). Vysledna
luminiscence luciferazy byla vramci normalizace dat vztazena k luminiscenci renilly
z plazmidu pRI. Pro kazdy vysledek byl vytvofen reprezentativni graf. Vysledky nékolika
opakovani pokust byly zpracovany pomoci statistického testu Mann-Whitney. Ilustracni
grafy pro tento pokus jsou pouze reprezentativni. Statistické usecky v grafech odpovidaji
smerodatnym odchylkam vypocitanym z jednotlivych cCtyfplikati kazdého vzorku, které
odpovidaji luminiscenci luciferdzy normalizované k hladin€ luminiscence renilly. Statistika
byla vytvofena pro minimalné tfi opakovani stejného pokusu.

U divokého typu konstruktu (pGL3 wtAP1) transfekovaného do bunécné linie HeLa
nebyl detekovan signifikantni rozdil v luciferazové aktivit¢ mezi kontrolnim vzorkem (bez
aktivatoru/inhibitoru) a vzorkem po aktivaci PMA. Naopak signifikantni rozdil (p hodnota ~

0,0027) byl identifikovan mezi vzorkem aktivovanym (PMA) a vzorkem inhibovanym po
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aktivaci (PMA+I-ERK), pficemz bylo patrné zvySeni luminiscence luciferazy pod kratkou
¢asti promotoru po inhibici aktivované ERK drdhy. U mutovaného typu konstruktu
(pGL3_mutAP1) byl detekovan hrani¢né signifikantni rozdil mezi kontrolnim vzorkem (bez
aktivatoru/inhibitoru) a vzorkem aktivovanym PMA (p hodnota ~ 0,0433). Signifikantni
rozdil (zvySeni luminiscence luciferazy pod mutovanym typem kratké ¢asti promotoru) byl
detekovan mezi aktivovanym vzorkem (PMA) a inhibovanym vzorkem po aktivaci (PMA+I-

ERK) (p hodnota ~ 0,0209) (viz obr. 5.20).
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Obr. 5.20: Relativni normalizovana luminiscence luciferazy u bunééné linie HeLa (inhibice ERK)
C (kontrola), PMA (forbol-12-myristat-13-acetit), PMA+I-ERK (PMA + specificky inhibitor ERK drahy);
p hodnota < 0,05 ~ signifikantni rozdil *

U divokého typu konstruktu (pGL3 wtAP1) vloZzeného do bunééné linie HeLa nebyl
detekovan signifikantni rozdil v luciferazové aktivit¢ mezi vzorkem kontrolnim (bez
aktivatoru/inhibitoru) a vzorkem aktivovanym PMA. Naopak signifikantni rozdil (p hodnota ~
0,0339) byl identifikovan mezi aktivovanym vzorkem (PMA) a vzorkem inhibovanym po
aktivaci (PMA+I-ERK+I-JNK). Pfi spole¢né inhibici aktivovanych drah ERK a JNK je patrna
tendence zvySeni hladiny luminiscence luciferazy pod timto typem promotoru. U mutovaného
typu konstruktu (pGL3 mutAPl) byl identifikovan signifikantni rozdil luminiscence
luciferazy, jak mezi vzorkem kontrolnim (bez aktivatoru/inhibitoru) a vzorkem aktivovanym
PMA (p hodnota ~ 0,0339), tak mezi vzorkem aktivovanym (PMA) a vzorkem inhibovanym
po aktivaci (PMA+I-ERK+I-JNK) (p hodnota ~ 0,0209). Tendence zmény luminiscence
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luciferazy odpovida mirnému sniZzeni po aktivaci ERK drahy (PMA) a nasledné zvySeni po
inhibici aktivovanych drah ERK a JNK (PMA+I-ERK+I-JNK) (viz obr. 5.21). Tento pokus
byl proveden pouze jednou, proto hodnoty reprezentativniho grafu odpovidaji vS§em hodnotam

pouzitym ve statistickém vyhodnoceni.
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Obr. 5.21: Relativni normalizovand luminiscence luciferdzy u bunécné linie HeLa (inhibice ERK a JNK

soucasn¢)
C (kontrola), PMA ((forbol-12-myristat-13-acetat), PMA+I-ERK +I-JNK (PMA + specificky inhibitor ERK
drahy + specificky inhibitor JINK drahy); p hodnota < 0,05 ~ signifikantni rozdil *

U divokého typu konstruktu (pGL3 wtAPl) transferovaného do bunééné linie
HEK?293 byl detekovan vysoce signifikantni rozdil (p hodnota ~ 0,0003) v luciferazové
aktivit¢ mezi kontrolnim vzorkem (bez aktivatoru/inhibitoru) a vzorkem aktivovanym PMA.
Signifikantni rozdil (p hodnota ~ 0,0067) luminiscence byl identifikovan také mezi vzorkem
aktivovanym (PMA) a vzorkem inhibovanym po aktivaci (PMA+I-ERK). Tendence zmény
luminiscence luciferdzy odpovidd zietelnému snizeni po aktivaci ERK drdhy (PMA) a
naslednému zvySeni po inhibici aktivované ERK drahy (PMA+I-ERK). U mutovaného typu
konstruktu (pGL3 mutAP1) byl pozorovan signifikantni rozdil (p hodnota < 0,0001)
luminiscence luciferazy mezi kontrolnim vzorkem (bez aktivitoru/inhibitoru) a vzorkem
aktivovanym PMA. Mezi aktivovanym vzorkem (PMA) a vzorkem inhibovanym po aktivaci
(PMA+I-ERK) byl také identifikovan signifikantni rozdil luminiscence (p hodnota ~ 0,0026).
Zména luminiscence luciferdzy pod mutovanym typem AP-1 ¢asti promotoru byla velmi

podobna jako v ptipadé luminiscence pod divokou formou tohoto promotoru (viz obr. 5.22).
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Obr. 5.22: Relativni normalizovana luminiscence luciferazy u bunééné linie HEK293 (inhibice ERK)
C (kontrola), PMA (forbol-12-myristat-13-acetat), PMA+I-ERK (PMA + specificky inhibitor ERK drahy); p
hodnota < 0,05 ~ signifikantni rozdil *

5.2.4 Luciferazova aktivita pod vlivem dlouhého promotoru

Nakonec bylo realizovano stanoveni luciferazové aktivity pod vlivem dlouhé ¢asti
promotoru genu DLX] (v okoli AP-1 vazebného mista). Tento experiment byl proveden za
ucelem ovéfeni nutné piitomnosti dalSich vazebnych mist pro jiné transkripéni faktory na
promotoru genu DLX].

Stanoveni hladiny exprese luciferazy bylo provedeno na bunééné linii HeLLa metodou
dudlni luciferazové eseje. Do bunék byl transfekovan plazmid pGL3 obsahujici gen pro
luciferazu, pred ktery byl vloZzena dlouhd ¢ast promotoru genu DLX7 (1605 bp, -873 bp +732
bp od TSS). Vyslednd luminiscence luciferazy pod timto promotorem byla v rdmci
normalizace dat vztazena k luminiscenci renilly z plazmidu pRI. Vysledky byly zpracovany
pomoci statistického testu Mann-Whitney.

U konstruktu divokého typu (pGL3 wt-wpDLX1) vlozeného do bunééné linie HeLa
byl prokazan rozdil mezi luminiscenci kontrolniho vzorku (bez aktivatoru/inhibitoru) a
vzorku po aktivaci PMA (p hodnota ~ 0,0063). Rozdilna luminiscence u tohoto konstruktu
mezi vzorkem aktivovanym (PMA) a vzorkem inhibibovanym po aktivaci (PMA+I-ERK)

byla detekovana, avSak na hladinég statistické vyznamnosti nebyla signifikantni (p hodnota ~
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0,0929). Po aktivaci ERK drahy pomoci PMA bylo pozorovano zvySeni hladiny luminiscence
luciferazy pod dlouhou ¢asti promotoru DLX1, zatimco po inhibici aktivované ERK drahy
(PMA+I-ERK) bylo detekovano snizeni luminiscence. U konstruktu mutovaného typu
(pGL3_mut-wpDLX1) nebyl prokazan signifikantni rozdil v luminiscenci kontrolniho vzorku
(bez aktivatoru/inhibitoru) a vzorku aktivovaného PMA. U tohoto konstruktu byl detekovan
hrani¢né signifikantni rozdil mezi vzorkem aktivovanym PMA a vzorkem inhibovanym po
aktivaci (p hodnota ~ 0,0460). U mutovaného typu konstruktu byla pozorovana podobna
tendence zmény luminisce luciferdzy po aktivaci a inhibici ERK drahy, ale rozdily byly
identifikovany nizsi (viz obr. 5.23). Graf pro tento pokus je pouze reprezentativni. Statistické
usecky v grafu odpovidaji smérodatnym odchylkdm vypocitanym z jednotlivych Ctyiplikata
kazdého vzorku, které odpovidaji luminiscenci luciferdzy normalizované k hladiné

luminiscence renilly. Statistika byla vytvofena pro minimalné tii opakovani stejného pokusu.
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Obr. 5.23: Relativni normalizovana luminiscence luciferazy u bunééné linie HeLa (inhibice ERK)
C (kontrola), PMA (forbol-12-myristat-13-acetat), PMA+I-ERK (PMA + specificky inhibitor ERK drahy);
p hodnota < 0,05 ~ signifikantni rozdil *

U divokého typu konstruktu (pGL3 wt-wpDLX1) transfekovaného do bunécné linie
HeLa byl identifikovan rozdil (p hodnota ~ 0,0339) v luciferazové aktivité kontrolniho vzorku
(bez aktivatoru/inhibitoru) a vzorku aktivovaného (PMA). Naopak mezi vzorkem
aktivovanym (PMA) a vzorkem inhibovanym po aktivaci (PMA+I-JNK) nebyl identifikovan
vyznamny rozdil luminiscence. Tendence zmény luminiscence pii inhibici drahy JNK

odpovidala zménam pfi inhibici drahy ERK. Po aktivaci JNK drdhy pomoci PMA bylo
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pozorovano zvySeni hladiny luminiscence luciferazy pod timto typem promotoru, zatimco po
inhibici aktivované JNK drahy (PMA-+I-JNK) bylo detekovano sniZeni luminiscence. U
mutovaného typu konstruktu (pGL3 mut-wpDLXT1) nebyl identifikovan statisticky vyznamny
rozdil luminiscence luciferdzy pod mutovanym typem dlouhé ¢asti promotoru DLX] jak mezi
kontrolnim vzorkem (bez aktivatoru/inhibitoru) a vzorkem aktivovanym (PMA), tak mezi
aktivovanym vzorkem (PMA) a vzorkem inhibovanym po aktivaci (PMA+I-JNK) (viz obr.
5.24). Tento pokus byl proveden pouze jednou, proto hodnoty reprezentativniho grafu
odpovidaji vS§em hodnotam pouzitym ve statistickém vyhodnoceni. Statistické usecky v grafu
odpovidaji smérodatnym odchylkdm vypocitanym z jednotlivych ¢tyiplikati kazdého vzorku

odpovidajicich luminiscenci luciferazy normalizované k hladin¢€ luminiscence renilly.
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Obr. 5.24: Relativni normalizovana luminiscence luciferazy u bunééné linie HeLa (inhibice JNK)
C (kontrola), PMA (forbol-12-myristat-13-acetat), PMA+I-JNK (PMA + specificky inhibitor JNK drahy);
p hodnota < 0,05 ~ signifikantni rozdil *
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6 Diskuze

6.1 Stanoveni hladiny exprese genu DLX1 po inhibici vybranych signalnich
drah

Prvni ¢ast diplomové prace byla zaméfena na identifikaci drah ovlivilujicich expresi
genu DLXI. Pouzitim specifickych inhibitord vybranych signdlnich drah byla detekovana
zména exprese genu DLX] na mRNA a proteinové urovni.

Stanoveni hladiny exprese genu DLX! bylo provedeno z divodu identifikace
vybranych efektorovych drah, které by mohly regulovat jeho expresi. Zmény hladiny exprese
genu DLX] byly pozorovany po inhibici ERK, JNK, PI3K, p38 a STATS signalnich drah.
Tyto drahy jsou soucésti FLT3 kinazové regulacni kaskady, jejiz vliv na expresi genu DLX]
se uz podarilo prokazat (Starkova et al., 2011). Pusobeni drah ERK, JNK, PI3K a p38 na
expresi DLXI na mRNA urovni popsala ve svém ¢lanku Skolitelka doktorka Starkova
(Starkova et al., 2011). Tato diplomova prace vSak rozsifuje vyzkum i o proteinovou Uroven.

Nové bylo zatazeno sledovani efektu drahy STATS jako mozného dal§iho efektoru.

6.1.1 Kontrola funkce prisluSnych inhibitori

Nejprve byla na proteinové tUrovni UspéSné provedena kontrola funkce vSech
pouzitych inhibitorti (I-ERK, I-JNK, I-PI3K, I-p38, I-STATS) pro sledovani zmény exprese
genu DLX].

6.1.2 Stanoveni hladiny exprese DLX1 na mRNA a proteinové trovni

Vysledné stanoveni exprese genu DLX/ po inhibici vybranych signalnich drah bylo
provedeno v ¢asovém bod¢ 9 hod (po pfidani inhibitortt) na mRNA i proteinové Grovni.
Na mRNA urovni byl identifikovan signifikantni rozdil (oproti kontrolnimu vzorku) v piipadé
inhibice drah ERK, JNK, PI3K a p38. Nejvyznamnéjsi sniZzeni hladiny exprese genu DLX]
bylo pozorovano po inhibici drah ERK a JNK. SniZeni hladiny exprese DLX1 po inhibici
téchto drah bylo pozorovano také na proteinové urovni, kde bylo detekovano nejvyznamné;si
snizeni hladiny DLXI (oproti kontrolnimu vzorku) po inhibici drahy p38. Z uvedeného Ize
tedy predpokladat, Ze drdha p38 méd mj. vyznamny vliv na expresi genu DLXI, coz se
potvrdilo také na mRNA urovni. Dal$i moznou drdhou ovliviujici expresi genu DLXI je
PI3K. Po inhibici této drahy bylo patrné snizeni hladiny DLX1 na mRNA i proteinové urovni.
Naopak inhibice drahy STATS nezptsobila zménu hladiny DLX/ na mRNA ani proteinové

arovni.
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Velmi podobné vysledky byly publikovany v ¢lanku Skolitelky doktorky Starkové, kde
bylo prokazano vyznamné sniZeni hladiny exprese genu DLX! po inhibici ERK a JNK drahy
na mRNA turovni (Starkova et al., 2011). Tyto drahy aktivuji podjednotky transkripéniho
faktoru AP-1 (Fos a Jun) (Hess et al., 2004). Hypotéza vlivu ERK/JNK drahy byla podpotena
pritomnosti vazebného mista pro AP-1 transkripni faktor na promotoru genu DLX]. Lze tedy
pfedpokladat, Ze aktivovany transkripéni faktor AP-1 nasedd na mozné vazebné misto

promotoru DLXI, ¢imZ ovliviiuje expresi tohoto genu (Starkova et al., 2011).

6.2 Stanoveni aktivity luciferazy pod vlivem ur¢ité ¢asti DLX1 promotoru
Druhd cast diplomové prace byla zaméfena na ovéfeni hypotézy predpokladajici
regulaci exprese genu DLX] (pies ERK/JNK dréhu) pfes AP-1 vazebné misto na promotoru.
Tato hypotéza byla ovéfena pomoci metody dudlni luciferdzova esej, pro kterou byly
ptipraveny konstrukty obsahujici kratkou a dlouhou ¢ast promotoru genu DLX! vloZzenou

pted gen pro luciferazu.

6.2.1 Kontrola funkce prislu§ného inhibitoru a aktivatoru drahy ERK pro luciferazovou
esej

Kontrola funkce aktivatoru (PMA) a inhibitoru (I-ERK) ERK drahy byla ovéfovana
pro kazdou luciferazovou esej zvlast. V piipadé nefunkéniho inhibitoru ERK drédhy byly

vysledky luciferdzové eseje zkresleny, a proto nebyly nésledné zapocitany do statistiky.

6.2.2 Luciferazova aktivita pod vlivem kontrolniho promotoru

K ovéfeni funkénosti celého experimentdlniho systému byl experiment proveden
s komerénim konstruktem (pGL3_polyAP1), ktery pro tento uéel slouzil jako kontrolni. Cast
promotoru vkladana pted gen pro luciferdzu v daném piipad¢ obsahovala pouze repetitivni
(7x) AP-1 vazebnou sekvenci. Timto konstruktem byla ovéfena spravnost naseho
experimentalniho systému v obou bunéénych liniich HeLLa a HEK293. Po aktivaci ERK drahy
bylo pozorovano signifikantni zvySeni luminiscence pod polyAP1 ¢asti promotoru oproti
kontrole. Naopak inhibice aktivované ERK drahy vedla k vyraznému sniZeni hladiny
luminiscence ve srovnani s luminiscenci po aktivaci této drahy. Nadpocetné mnozstvi AP-1

vazebnych mist v promotoru pravdépodobné zpiisobuje vyraznéj$i zmény exprese cilového
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genu a zaroven je citlivéjsi k pasobeni efektorovych drah. Pouzivany experimentalni systém

byl proto z vySe uvedeného diivodu oznacen jako funkéni.

6.2.3 Luciferazova aktivita pod vlivem kratkého promotoru

Pro dikaz vlivu ERK/JNK drahy na transkripcni regulaci genu byl vytvoien konstrukt
pGL3 wtAP1 obsahujici kratkou ¢ast promotorové oblasti genu DLX1 (200 bp, -40 bp +160
bp od TSS) vloZzené do luciferdzového vektoru pGL3) a jeho mutovany prot&jsek
pGL3 mutAP1 (mutace v AP-1 misté), které byly vyuzity pro metodu dudlni luciferdzové
eseje. Po vlozeni kratké c¢asti promotoru genu DLXI do vektoru pGL3 se gen pro luciferazu
dostal pod jeho vliv. Pomoci luminiscence luciferazy bylo tedy mozné urcit vliv AP-1 mista a
jeho okoli na regulaci transkripce.

V ptipadé¢ bunécné linie HeLa bylo pozorovano mirné, ale nesignifikantni zvySeni
luciferazové aktivity pod vlivem kratké ¢asti promotoru genu DLX] v ptipadé aktivace ERK
drahy oproti kontrole (bez aktivace). Po inhibici aktivované ERK drahy se vSak luminiscence
luciferazy vyrazné zvysila. Tato skute¢nost neodpovidala nasi hypotéze, na zaklad¢ které by
méla aktivace ERK drahy vést ke zvySeni luminiscence, zatimco inhibice této drahy by
zpusobila jeji snizeni. U mutovaného typu konstruktu pGL3 mutAP1 vedla aktivace ERK
drahy ke snizeni hladiny luminiscence pod timto typem promotoru a naopak inhibice této
dréhy zpusobila jeji zvySeni. Ackoli byly zmény luminiscence luciferdzy pod mutovanym
typem AP-1 Casti promotoru méné vyrazné nez v piipadé divokého typu, vysledky nasi
hypotéze opét neodpovidaly. Predpokladali jsme, ze mutace v oblasti AP-1 nepovede k
zadnym zméndm v expresi pod zmiflovanym typem promotoru. Vzhledem k tomu, Ze funkci
AP-1 transkripéniho faktoru ovliviiuje také drdha JNK, byl proveden pokus s konstrukty
pGL3 wtAP1 a pGL3 mutAP1 se soucasnou inhibici drah ERK a JNK. Zmény hladiny
luminiscence luciferazy pod divokym a mutovanym typem promotoru byly téméf identické
jako v piipad¢ inhibice samotné¢ ERK drahy. Z uvedeného divodu byl nadale pouzivan pouze
inhibitor drahy ERK.

Kvili moznému zkresleni vysledkli vlivem specifického prostfedi v bunikach linie
HeLa byl tento pokus proveden také v bunécné linii HEK293. V piipadé divokého typu
konstruktu (pGL3 wtAP1) bylo identifikovano signifikantni snizeni hladiny luminiscence
luciferazy pod timto typem promotoru po aktivaci ERK drédhy oproti kontrole. Po inhibici
aktivované ERK drahy bylo naopak prok4zéano signifikantni zvySeni oproti aktivovanému
vzorku. Vysledky s pouzitym mutovanym konstruktem (pGL3 mutAP1) vykazovaly stejnou

tendenci zmény hladiny luminiscence, ovSem s mirnéjSimi rozdily. Hypotéza tedy nebyla
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podpofena ani vysledky na bunééné liniit HEK293. Zaroven byl vylouc¢en bunécné specificky
vliv linie HeLa.

Vzhledem k tomu, Ze v pfipadé mutovaného konstruktu (pGL3 mutAPl) byly ve
vSech pokusech zmény hladiny luminiscence luciferdzy mensi nez u konstruktu divokého
typu (pGL3 wtAP1), lze piedpokladat alesponn CasteCny vliv AP-1 vazebného mista na

regulaci exprese cilového genu.

6.2.4 Luciferazova aktivita pod vlivem dlouhého promotoru

Vzhledem k vysledkiim luciferazové eseje s konstrukty, které obsahuji pouze kratkou
¢ast promotoru genu DLX! v okoli AP-1 mista, l1ze pfedpokladat, ze kromé AP-1 vazebného
mista jsou kregulaci exprese genu potfeba i dal$i vazebnd mista specifickd pro jiné
transkripéni faktory vyskytujici se na tomto promotoru. Z tohoto divodu byl pfipraven
konstrukt obsahujici dlouhou ¢ast promotoru genu DLX1(1605 bp, -873 bp +732 bp od TSS)
vlozenou do vektoru pGL3 (pGL3 wt-wpDLX1) a konstrukt identicky, ktery se lisil
pouze mutaci v AP-1 vazebném misté (pGL3 mut-wpDLX1). Pomoci luciferdzové aktivity
byl néasledné urcovan vliv celého promotoru genu DLX1 na regulaci transkripce.

Pripraveny konstrukt pGL3 wt-wpDLX1 byl transfekovan do bunécéné linie HelLa a
ovlivnén aktivatorem a inhibitorem ERK drdhy. Po aktivaci ERK drahy bylo detekovéano
signifikantni zvySeni luminiscence luciferazy pod divokym typem dlouhé c¢asti DLX]
promotoru oproti kontrole. Naopak inhibice aktivované ERK drahy zptsobila nesignifikantni,
avSak viditelné snizeni luminiscence luciferazy ve srovnéani s luminiscenci po aktivaci ERK
drahy. Tato skute¢nost podporuje nasi puvodni hypotézu, kdy se s aktivaci ERK drahy
zvySuje exprese genu DLX] pod promotorem obsahujicim AP-1 vazebné misto, zatimco po
inhibici aktivované ERK dradhy se exprese snizuje. V piipadé¢ mutovaného konstruktu
pGL3 mut-wpDLX1 byla pozorovana stejnd tendence zmény jako u konstruktu divokého
typu, ovSem s viditeIn¢ mensimi rozdily.

Tento pokus byl se stejnymi konstrukty opakovan pro aktivaci a inhibici JNK drahy.
Vysledky s konstruktem pGL3 wt-wpDLX1 odpovidaly pfedchozim vysledkiim po aktivaci a
inhibici drahy ERK, coz taktéz pln¢€ podpofilo nasi pracovni hypotézu. Po aktivaci a inhibici
JNK dréhy u mutovaného typu konstruktu pGL3 mut-wpDLX1 byly rozdily v luminiscenci
nesignifikantni a vyrazné mensi nez v ptipad¢ luminiscence pod divokym typem promotoru.
Znateln¢ mensi rozdily luminiscence béhem ovlivnéni drah ERK a JNK u mutovaného
konstruktu oproti konstruktu divokého typu znaéné€ podporuji nasi hypotézu o vyznamnosti

AP-1 vazebného mista v promotoru genu DLX].
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S ohledem na ziskané vysledky lze tvrdit, Ze AP-1 vazebné misto v promotoru genu
DLXI hraje dilezitou, ne vSak plné postacujici tlohu v regulaci exprese cilového genu. Na
regulaci exprese genu DLXI! maji pravdépodobné vliv také jiné transkripéni faktory
aktivované ERK drdhou jako jsou ELKI1 (ETS (E-twenty six) domain-containing protein
ELKT1), CREB (cAMP response element-binding protein) (Davis et al., 2000; Vanhoutte et

al., 1999), c-Myc (Pintus et al., 2002) a dalsi, jejichz vazebné mista byla na promotoru zp&tné

identifikovana.
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7 Souhrn

Vzhledem k tomu, Ze vztah mezi expresi genu DLX] a aktivitou FLT3 kindzy byl
prokéazan jiz v publikaci Skolitelky doktorky Starkové (Starkova et al., 2011), bylo smyslem
této diplomové prace rozsitit zminéné poznatky, resp. zaméfit se na regulaci exprese genu
DLXI ptes drahy regulované FLT3 kinazou. Po inhibici vybranych signalnich drah na mRNA
a proteinové urovni byla vyznamnd zména exprese genu DLXI prokazana pro signalni drahy
ERK, JNK, PI3K a p38. Z vysledkil 1ze usuzovat, Ze tyto efektorové drahy se podileji na
regulaci transkripce genu DLX].

Vliv drah ERK a JNK na regulaci exprese genu DLX] prostiednictvim aktivace
podjednotek transkripéniho faktoru AP-1 byl zkouman pomoci metody dudlni luciferdzové
eseje. Pro zminovanou metodu byly pfipraveny konstrukty obsahujici kratkou a dlouhou ¢ést
promotoru genu DLXI vlozenou pted gen pro luciferazu. Tato esej umoznila na ovéfeném
experimentalnim systému studovat hypotézu o regulaci transkripce genu DLX] probihajici
pies AP-1 vazebné misto na promotoru. Zminovand hypotéza byla vysledky této prace
casteCné potvrzena. Ze ziskanych dat vyplyva, Zze ackoli AP-1 vazebné misto ovliviiuje
regulaci exprese genu DLXI, je nutné, aby se do regulace zapojily i dal§i promotorové oblasti.
Na fizeni transkripéni aktivity se proto pravdépodobné podileji také jiné transkripcni faktory,
které jsou spolecné aktivované ERK a JNK drahou.

I kdyzZ jsou funkce a regulace genu DLX/ u malignich onemocnéni véetné leukémii
prozatim jen malo probadany, zvySend hladina tohoto genu detekovana u AML pacient
s mutaci FLT3-ITD vsSak naznacuje jeho ti¢ast v procesu vyvoje leukémie. Zaroven se také
uvazuje o vyznamu genu DLX] v prognoze. S ohledem na tyto poznatky lze ptedpokladat, ze
dalsi vyzkum v této oblasti miize pozitivnim zplsobem ovlivnit 1é€bu pacientil s leukémii a

ostatnimi malignimi onemocnénimi.
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	 Tak jako pro ALL jsou i pro AML (více než dvě třetiny případů) typické některé numerické a strukturální chromozomální aberace. Všechny tyto genetické abnormality lze obecně rozdělit do dvou skupin, tj. na typ 1 a 2 (viz obr. 3.1). Pro první skupinu abnormalit jsou typické mutace v genech, které dávají buňkám proliferační výhodu. Mezi takové geny patří receptorové kinázy (FLT3 – fms (Feline McDonough Sarcoma) - related tyrosine kinase 3), fosfatázy (PTPN11 – protein tyrosine phosphatase, non-receptor 11) nebo onkogeny (KIT – kit oncogene, RAS – RASA1 p21 protein activator (GTPase activating protein) 1). Translokace zahrnující geny pro transkripční faktory, které způsobují v translokované formě aberantní expresi cílových genů, jsou charakteristické pro druhý typ genetických abnormalit (Kaspers & Zwaan, 2007). 
	  
	Obr. 3.1: Frekvence zastoupení typických abnormalit u AML 
	 
	 Nejčastější translokací detekovanou u AML je t(8;21)(q22;q22) s fúzním genem AML1(RUNX1 - runt-related transcription factor 1) /ETO (RUNX1T1 - runt-related transcription factor; translocated to 1(cyclin related)). Fúzní gen AML1/ETO odpovídající M2 subtypu AML bývá spojován s dobrou prognózou  (Rulina et al., 2010). Produkt tohoto fúzního genu je aberantním transkripčním faktorem s korepresorovou částí, který reguluje diferenciaci prekurzorů myeloidní řady. Bylo prokázáno, že fúzní protein AML1/ETO se přímo váže na promotorovou oblast tumor supresorového genu p14 (ARF – alternate reading frame), čímž inhibuje jeho transkripci. Předpokládá se, že p14 mající důležitou roli v p53 dependentní odpovědi, by mohl být rozhodujícím tumorsupresorovým genem u řady leukémií (Linggi et al., 2002).  
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