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Abstrakt

Kolorektalni karcinom je celosvétove jednim z nejcastéjSich nadorovych onemocnéni.
Nejen genetické, ale i epigenetické zmény hraji vyznamnou roli v jeho vzniku a progresi.
Jednim z geni, které Casto podléhaji epigenetickému uml¢ovani nebo ztraté v mnoha typech
lidskych nadort, je tumor supresor Hypermethylated in Cancer 1 (HIC1). Tento gen kdduje
transkripéni represor, ktery je schopen regulovat transkripci svych cilovych gent piimo,
anebo neptfimo. Dodnes bylo identifikovano jen dvanact gend, jejichZ exprese je regulovana
HIC1. Tyto geny koduji transkripéni faktory, regulatory bunécného cyklu a apoptdzy, nebo
proteiny ucastnici se angiogeneze, bunééné migrace a invazivity. Za vyuZziti podminéné delece
Hicl v mysich embryonalnich fibroblastech jsme odhalili Sest novych gent, jejichz exprese
by mohla byt potlatovana Hicl. Jednim z nich je Toll-like receptor 2 (TIr2). V této praci se
nam podafilo dokazat, ze TIr2 je jednim z cilovych gend Hicl a ze inaktivace Hicl ve stfevé
vede ke zvySeni produkce TIr2. Zaroven jsme po deleci Hicl pozorovali intenzivngjsi
prozanétlivou odpovéd ve stifevé s chemicky indukovanou Kkolitidou a zvySenou tvorbu
nador u mysi ApCMi". Expresnim profilovanim lidskych embryonalnich fibroblasti po snizeni
exprese Hicl jsme odhalili zvySenou expresi jiného potencialné cilového genu, transkripéniho
faktoru E2F7. Tato prace popisuje dal$i vztah mezi nadorovym supresorem HIC1

a rozvojem karcinogeneze.

Klicova slova: expresni profilovani, transkripéni represor, mysi embryondlni fibroblasty

(MEF), stievni epitel, kolorektalni karcinom, Hypermethylated in Cancer 1 (HIC1)



Abstract

Colorectal cancer is one of the most common cancer types worldwide. Both genetic
and epigenetic alterations play a critical role in its initiation and progression. One of the genes
frequently epigenetically silenced or lost in many types of human cancer is tumor suppressor
gene Hypermethylated in Cancer 1 (HIC1). It encodes for transcriptional repressor regulating
its target genes directly or indirectly. Twelve genes whose expression is repressed by HIC1
have been identified to date. These genes encode for transcription factors, cell cycle and
apoptosis regulators or proteins involved in angiogenesis as well as cell migration and
invasiveness. Employing mouse embryonic fibroblasts upon Hicl-conditional knockout we
have revealed six novel genes potentially repressed by Hicl including Toll-like receptor 2
(TIr2). Here we show that Tlr2 is one of the Hicl target genes and that Hicl inactivation in
the intestine leads to increased TIr2 production. Moreover, enhanced inflammatory response
upon chemical-induced colitis as well as increased tumor formation in ApcM™" mice was
observed in Hicl-deficient mice. Expression profiling in human fibroblast upon HIC1
knockdown revealed increased expression of another potential target gene, transcription factor

E2F7. Our study describes a new relationship between HIC1 and tumor formation.

Key words: expression profiling, transcriptional repressor, mouse embryonic fibroblasts

(MEFs), intestinal epithelium, colorectal carcinoma, Hypermethylated in Cancer 1 (HIC1)
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1. Uvod

Kolorektalni karcinom je celosvétové tretim nejcastéjSim nadorovym onemocnénim
U muzi a druhym nejéastéjdim u Zzen (GLOBOCAN, 2012). V Ceské republice je kazdoroéné
nov¢ diagnostikovan az u 8000 lidi a témét 4000 pacienti mu kazdym rokem podlehnou
(UZIS CR). Cela fada vyzkum se proto soustiedi na molekularni mechanismy, které vedou
ke vzniku a rozvoji kolorektalniho karcinomu, coz by v budoucnu mohlo slouzit jako nastroj
pro vyvoj cilené protinadorové terapie.

Za prticinou vzniku kolorektalniho karcinomu stoji mnoho faktor. Mohou to byt jak
genetické predispozice, tak pfitomnost chronického zanétu, zivotni prostfedi, nebo faktory
zivotniho stylu. To vede knahromadéni genetickych a epigenetickych zmén, jejichz
vysledkem je vznik nadoru.

Tato diplomova prace je soucasti vétsiho projektu Laboratofe bunééné a vyvojové
biologie Ustavu molekularni genetiky, jehoZ cilem bylo charakterizovat funkci nadorového
supresoru Hypermethylated in Cancer 1 ve stievé aroli jeho ztraty v karcinogenezi stieva.
Zminovany projekt navazuje na expresni Cip, ktery odhalil Sest novych genl potencidlné

regulovanych transkripénim represorem Hicl.

1.2 Cile prace

e Ovefit potencialni nové objevené cilové geny tumor supresoru Hypermethylated in
Cancer 1 v mySich embryonalnich fibroblastech po podminéné deleci Hicl pomoci

kvantitativni polymerdzové fetézové reakce v redlném cCase

e Potvrdit zvySeni exprese Toll-like receptoru 2 v mysich embryonalnich fibroblastech

po podminéné deleci Hicl za vyuziti luciferazové reportérové eseje

e Lokalizovat expresi TIr2 ve stfevé mysi a porovnat ji s expresi Tlr2 ve stievé mysi

s podminénou deleci Hicl za vyuziti imunohistochemického barveni
e Prozkoumat roli Hicl v regeneraci stievniho epitelu po zanétu

e Zjistit vliv podminéné delece obou alel genu Hicl na tvorbu nadort ve stievé mysi

s abnormalné aktivovanou signalni drdhou Wnt

e Potvrdit nov¢ identifikované geny, predev§im TLRZ2, v lidskych bunkéach po snizeni

exprese HIC1 za pouziti RNA interference
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2.  Teoreticky uvod

2.1 Anatomie stieva a stavba stirevniho epitelu

Stievo je velmi dalezitym organem travici soustavy, jelikoz slouzi nejen k traveni
potravy a vstfebavani zivin, ale zaroven funguje ijako bariéra proti praniku patogennich
mikroorganismu do téla. Anatomicky i funkéné stfevo mizeme délit na dva odlisné segmenty,
ato tenké, dale se délici na dvanéctnik, lacnik a kycelnik, a tlusté. Ob& tyto Casti sdileji
stejnou strukturu, ktera predstavuje vnéjsi, stfedni a vnitini vrstvu. Vngjsi vrstva je tvofena
hladkym svalstvem propojenym enterickym nervovym systémem, ktery je zodpovédny za
peristaltické pohyby posouvajici traveninu podél trubice. Stifedni vrstva je pojivovou tkani,
kde se nachazeji nervova vlakna akrevni alymfatické cévy. Vnitini vrstva je tvofena
jednovrstevnym epitelem, ktery svou stavbou predstavuje zakladni rozdil mezi tenkym
a tlustym stievem. Vnitini povrch tenkého stieva je tvoten tak, aby co nejvice zefektivnil
vstfebavani  zivin, ¢ehoz je dosazeno cCetnymi vybézky (klky) a invaginacemi
(tzv. Lieberkithnovymi kryptami). Hlavni funkci tlustého stfeva je zahusténi stolice. Jeho
epitel je organizovan pouze do krypt, které jsou na rozdil od krypt tenkého stfeva vé&tsi
(shrnuto v Barker et al., 2010; van der Flier and Clevers, 2009; Obr. 2.1).

2.1.1 Buiky stfevniho epitelu

Strevni epitel je neustdle vystavovan negativnimu pusobeni chemickych latek,
mikrobiot, ale 1 mechanickému poskozeni. Ochrana pred témito vlivy spociva ve velmi rychlé
sebeobnoveé bunék — stfevni epitel patii k nejrychleji se obnovujici tkani v téle, za coz vdeéci
sttevnim kmenovym buiikdm nachéazejicim se na bazi krypt. Tyto kmenové buiky se déli
asymetricky, ¢imz vznika jedna kmenova a jedna progenitorova rychle se délici bunka
(tzv. transit amplifying, TA). TA buiiky migruji smérem K vrcholu krypty, béhem ¢ehoz dale
proliferuji, a nakonec diferencuji v jeden z typti bun¢k stieva. Po dvou dnech se tyto bunky
dostavaji az na hranici krypty a klku, odkud jejich migrace pokracuje smérem k vrcholu klku.
Tam nakonec podléhaji programované bunétné smrti a jsou odvrzeny do lumen stieva
(Potten, 1998). Proces obnovy stievniho epitelu trva 3-5 dni. Vyjimku z tohoto systému tvoii
diferencované Panethovy bunky, které setrvavaji na dné¢ krypt po dobu 6-8 tydnd. Situace
V tlustém stfeve je obdobnd s tim rozdilem, ze buiiky terminalné diferencuji po dosazeni dvou

tietin délky krypty (shrnuto v Barker et al., 2010; van der Flier and Clevers, 2009).
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2.1.1.1 Kmenové buiiky ve stirevé

Pfesné umisténi kmenovych bunék a popis jejich specifickych znakt jsou stale
predmétem diskuzi. Historicky koexistovaly dva modely umisténi kmenovych bunék, a to
»T4 model®, kde m¢ly byt kmenové builkky umistény na ¢tvrté pozici od baze krypty a tvofit
tak jakysi kruh tésn¢ nad Panethovymi bunikami (Potten et al. 1974), a model zaloZeny na
identifikaci tzv. crypt base columnar (CBC) bunék vmezeienych mezi Panethovy burky
(Cheng and Leblond, 1974; Obr. 2.1).

V roce 2007 byl popsan gen Lgr5 (leucine-rich-repeat G-protein-coupled receptor)
jako prvni specificky znak kmenovych bun¢k ve stievé. Lgr5 koduje receptor spiazeny
s G proteinem, ktery obsahuje charakteristickou extracelularni doménu bohatou na leucin.
drah vfizeni obnovy stfeva. Exprese genu Lgr5 je omezena na maly pocet bunck
vmezefenych mezi Panethovy bunky vtenkém stfevé a na bazi krypt v tlustém stfeve.
Sledovanim piivodu bunék (tzv. lineage tracing) bylo u bunék exprimujicich Lgr5 (Lgr5")
prokazano, ze jsou schopny sebeobnovy a zajistuji vznik vSech bunéénych typl stfevniho
epitelu, ¢imz byly tyto bunky oznafeny za kmenové, rychle se délici (Barker et al., 2007).
Pozdéjsi vyzkum ukazal, Ze abnormalni aktivace signalni drahy Wnt u bunék Lgr5™ vede ke
vzniku adenomi ve stievé (Barker et al., 2009). Dnes jsou znamy dalsi specifické znaky
Lgr5" kmenovych bungk, a to Olfm4 (Olfactomedin 4) (van der Flier et al., 2009) nebo Troy,
¢ili Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 19 (Fafilek et al., 2013).

Objeven byl také specificky znak pro +4 buriky, a to Bmil (B lymphoma Mo-MLV
insertion region 1 homolog), ktery je soucasti rodiny proteinti Polycomb, jejichz ukolem je
epigenetické umléovani exprese genll. Buriky exprimujici Bmil (Bmil") se ukédzaly jako
pluripotentni a schopné sebeobnovy a byly oznaceny za klidové kmenové bunky (Sangiorgi
and Capecchi, 2008). Buiiky Bmil® jsou pii ztraté nebo poskozeni bunék Lgr5* schopny je
nahradit a slouzi tak jako rezervni populace kmenovych buné¢k ve stievé (Tian et al., 2011).
Na zakladé svych vyzkumii Yan a kolegové vyslovili teorii, Ze buiiky Lgr5" predstavuji
hlavni populaci kmenovych bunék, dilezitou pro udrzovani sttevniho epitelu, zatimco buiky
Bmil® jsou klidové, a to do doby, kdy ma nastat regenerace epitelu. Na rozdil od bunék Lgr5"
nejsou buiiky Bmil® citlivé na ozafeni a vykyvy signalizace Wnt (Yan et al., 2012). Dalsi
studie ovSem ukazaly, Zze specificky znak klidovych kmenovych bunék Bmil i pozdéji
identifikovany mTert (mouse telomerase reverse transcriptase) (Montgomery et al., 2011)
jsou exprimovany Vv celych kryptach a u vétsiny bunék Lgr5" a nejsou tak jedineénym znakem
pro tuto bunéénou populaci (Itzkovitz et al., 2012; Muioz et al., 2012).
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Pozdéji byly objeveny dal§i dvé progenitorové populace bunék, které jsou schopny
regenerovat stfevni epitel pfi jeho poSkozeni. Mezi né patii bunky exprimujici DII1 (delta-like
1, buiiky DII1"), ligand receptoru Notch. Vyssi exprese DII1 byla objevena u bunék sidlicich
na pozici +5, v oblasti nad kompartmentem Panethovych a Lgr5" bundk. Tyto buiiky byly
zarovent morfologicky odli§né od ostatnich bunék produkujicich DII1. Buiiky DII* produkuji
kratce Zijici klony sekretornich bunék. Ackoli buiiky DII1* vznikaji pfimo z bungk Lgr5",
samy protein Lgr5 postradaji, a pfi poskozeni Lgr5* bunék jsou schopny je nahradit (van Es et
al., 2012).

Druhou populaci zminovanych progenitorovych bunék jsou tzv. label-retaining cells
(LRC), neboli buniky zachovavajici si oznaceni. Za uCelem zkoumadani téchto bunck byl
vytvofen model transientni exprese histonu H2B oznaceného zlutym fluorescenénim
proteinem (H2B-YFP), a to ve vSech bunkach stievniho epitelu kromé bunék Panethovych.
Po n¢kolika tydnech po indukci exprese je oznaCeni detekovano u malého poctu bunék
Vv kryptach tenkého stieva. Tyto bunky za normalnich okolnosti diferencuji v Panethovy nebo
enteroendokrinni bunky, ale pfi poSkozeni tkdné proliferuji a davaji vznik vSem typim
epitelialnich bun¢k stieva (Buczacki et al., 2013).

V nedavné dobé byla na zakladé ptitomnosti cytokeratinu 19 (Krt19) identifikovana
dalsi populace bunck ve sttevé. Krtl9 je specificky pro epitelidlni buiiky a v nékterych
tkanich je exprimovan v oblasti kmenovych bunék. Ve stievé se bunky exprimujici Krtl9
(Krt19") nachazeji v oblasti +4 bunék a jsou odlisné od bunék Lgr5". Buiky Krt19" byly
definovany jako dlouho zijici, odolné vici ozafeni, se schopnosti regenerovat epitel v ptipadé
jeho poskozeni. Diky témto vlastnostem buiiky Krt19" v tlustém stievé pravdépodobné
nahrazuji funkci klidovych bunék Bmil™ a DII1*, které zde zatim nebyly nalezeny (Asfaha et
al., 2015).

2.1.1.2 Diferencované stievni buiky

Stfevni epitel je tvofen nékolika bunéénymi typy, které jsou odlisné¢ zastoupeny
v riznych castech stfeva. K hlavnim bunéénym typlim stfevniho epitelu patii absorp¢ni linie
enterocytd, a sekretorni linie bun¢k poharkovych, enteroendokrinnich a Panethovych (van der
Flier and Clevers, 2009; Obr. 2.1).

Nejcetnéj$imi buitkami ve stfevé jsou enterocyty, které tvoii az 80 % vSech bunck

epitelu. Nalézaji se pfedevS§im v jeho proximalni ¢asti, zejména dvanactniku, kde jsou klky
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nejdelsi. Funkce téchto bun€k spociva Vv absorpci zivin z potravy a sekreci hydrolytickych
enzymu (Barker et al., 2010; van der Flier and Clevers, 2009).

Panethovy buiiky se nachazeji pouze v tenkém stievé, kde jsou vmezefeny mezi Lgrs*
jelikoz produkuji mnoho ligandl dilezitych pro udrzovani pfilehlych kmenovych bunék.
Mezi né patii ristové faktory jako epidermalni ristovy faktor (epidermal growth factor; EGF),
transformujici rustovy faktor a (transforming growth factor-a; TGF-a)), nebo Wnt3 a DII4
(Sato et al., 2011). Kromé toho jsou Panethovy bufiky hlavnimi producenty antimikrobialnich
peptidi ve stfevé, a to predevS§im defensinti, které ucCinkuji proti grampozitivnim
a gramnegativnim bakteriim, ale nékteré z nich vykazuji aktivitu i vié¢i viram nebo prvokim
(shrnuto v Bevins and Salzman, 2011).

Poharkové buiiky jsou nejvice zastoupeny v distalni Casti stfeva, ato Vv kycelniku
a tlustém stieve, jelikoz produkuji hlen, ktery ma za ukol usnadnit prichod kompaktni stolice
smérem k rektu (Schepers and Clevers, 2012). Hlavni slozkou tohoto hlenu jsou piedevsim
muciny, ale také bunky imunitniho systému a antimikrobialni peptidy. Jeho funkci je tudiz
kromé ochrany epitelu pfed mechanickym poskozenim také ochrana pfed prinikem stfevnich
mikrobiot i patogennich organisma (shrnuto v Kim and Khan, 2013). V tlustém stievé se
navic nachazi subpopulace poharkovych bungk, které jsou vmezefeny mezi kmenové Lgr5+
buriky a podobn¢ jako Panethovy buriky v tenkém stievé produkuji faktory a ligandy dilezité
pro udrzovani kmenovych bunék (Rothenberg et al., 2012).

Enteroendokrinni buiiky jsou, navzdory tomu, Ze se vyskytuji v celém stfeveé, nejméné
zastoupenym bunéénym typem z vySe zminénych. Jejich funkci je sekrece hormont, napft.
sekretinu v proximalni Casti stieva, ktery ma za kol podporovat uvolnéni zlu¢ovych kyselin
nebo travicich enzymi a tim podporovat traveni (Gribble and Reimann, 2015).

Kromé téchto populaci diferencovanych bunék existuji ve stievé jesté dalsi, fidceji
zastoupené a Casto opomijené typy bunék, a to zejména M (microfold) bunky a kartackové
buiiky. M buiiky jsou diilezitou soucasti imunitniho systému stieva, jelikoz navozuji imunitni
odpovéd v Peyerovych placich diky schopnosti transportovat antigeny (Mabbott et al., 2013).
Kartackové bunky produkuji opioidy, napt. endorfiny, ale jejich dalsi funkce zatim nejsou

zcela objasnéné (Gerbe et al., 2011).
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Organizace a migrace bunék v epitelu tenkého stieva (A, vlevo) a tlustého stieva (B, vlevo). Diferenciace
bunék tenkého (A, vpravo) a tlustého stieva (B, vpravo). Pfevzato a upraveno z (Barker, 2014).
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2.1.2 Nika kmenovych bunék a faktory rozhodujici o osudu bunék

Stievni kmenové bunky sidli ve specializovaném prostiedi, tzv. nice, ktera je zalozena
na interakci ¢etnych signalnich drah. Tyto drahy rozhoduji o osudu bunék, coz zahrnuje jejich
sebeobnovu, ale i diferenciaci a proliferaci. Jakékoliv naruseni tohoto systému mize vést

k onemocnénim, zejména pak k tém nadorovym.

2.1.2.1 Signalizace Wnt

Z hlediska stievnich kmenovych bunék, pro ftizeni jejich proliferace a zachovani
nediferencovaného stavu, je zcela zasadni kanonicka signalni draha Wnt. Signalizace Wnt je
evoluéné konzervovanou drdhou, regulujici fadu procesi v embryondlnim vyvoji
a sebeobnovu mnoha typt kmenovych bunék v dospélosti (shrnuto v Barker et al., 2008;
Logan and Nusse, 2004). Spusténi kaskady je iniciovano navazanim ligandu Wnt
na transmembranovy receptor rodiny Frizzled (Fz) (Bhanot et al., 1996) a soucasné¢ na
koreceptory rodiny proteinti LDL-receptor-related protein (LRP5/6) (Wehrli et al., 2000).
Tento membranovy komplex interaguje s proteinem Disheveled, ktery je zodpovédny za
navazani degrada¢niho komplexu B-kateninu K vytvofenému membranovému komplexu. To
znemozni degradaci B-kateninu, ktery se poté hromadi v cytoplasmé a vstupuje do jadra, kde
se navaze na transkrip¢ni faktory rodiny TCF (T-cell factor)/LEF (lymphoid enhancer factor).
Tim aktivuje transkripci cilovych gent, mezi néz patfi mj. c-myc nebo cyklin D1. Degradacni
komplex B-kateninu je sloZen z tzv. scaffold proteint (z angl. scaffold — leSeni) Axin (axis
inhibition protein) a APC (adenomatous polyposis coli), a serin/treoninovych kinaz GSK3p
(glykogen syntéza kinaza 3B) a CKI (kasein kindza I). V pfipadé, Ze signalizace Wnt
neprobihd, je B-katenin fosforylovan a nakonec oznacen E3 ubiquitin ligdzou pro degradaci
v proteasomu (shrnuto v Krausova and Korinek, 2014; MacDonald et al., 2009; Obr. 2.1.1).

Nezbytnost spravné signalizace Wnt pro udrZovani sttevniho epitelu dokézala studie,
kdy po deleci genu koédujiciho Tcf-4, hlavni efektor této drahy, doslo k zastaveni proliferace
stievnich epitelialnich bunék (Korinek et al., 1998). Naopak delece nékterych cilovych geni
signalizace Wnt, napf. Ascl2 (achaete scute-like 2) vede k eliminaci kmenovych bun¢k. To
potvrzuje, ze signalizace Wnt je zcela zasadni pro udrzovani kmenovosti (van der Flier et al.,
2009).

Signalizace Wnt, stejné jako ostatni signalni drahy ve stfevé, hraje dulezitou roli také

pfi rozhodovani o osudu bunék. Dalsi cilové geny této kaskddy koduji tyrosinkindzové
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receptory EphB2 a EphB3 (ephrine type-B receptor), jez vazi ligandy ephriny typu B.
Receptory EphB2 jsou nejvice exprimovany v oblasti proliferujicich TA bunék a jejich
exprese se smérem k vrcholu krypt snizuje, zatimco EphB3 jsou exprimovéany na spodku
krypt stfeva. Kdyz buiika vstoupi do proliferacni oblasti s nizsi aktivitou signalizace Wnt,
zacne exprimovat ephriny B a to zpusobi jeji dal$i posouvani smérem ke klku. Absence
ephrini B a vysokd exprese receptoru EphB3 dovoluje Panethovym buiitkdm migrovat
smérem na spodek krypt. Signalizace Wnt je tedy dilezitd také pro spravné rozmisténi
diferencovanych buné¢k ve stievé (Batlle et al., 2002; Obr. 2.1.2).

Jednim z dalSich cilovych gend signalizace Wnt je Sox9 (sex determining region
(SRY)-box 9), ktery je potiebny pro diferenciaci Panethovych bunék a jeho nepfitomnost vede
ke ztraté téchto bunék (Mori-Akiyama et al., 2007).

Kadherin

Cytoskelet

@sh) _
in ,Q_.
Axin ﬁ:’egg/ 5y
APC GSK3-B ’ Degradace
B-cateninu

Transkripce
neaktivni

Transkripce

) aktivni )

\

Obr.2.1.1

Kanonicka signalizace Wnt. V nepfitomnosti ligandu Wnt je B-katenin vazan degradacnim komplexem, kde
je fosforylovan a oznacen pro degradaci v proteasomu (vlevo). Pfi aktivaci signalizace navazanim ligandu
Whnt na receptory neprobiha degradace B-kateninu, ten se pfemistuje do jadra, kde se vaze na transkripéni
faktory TCF/LEF, které spousti transkripci svych cilovych genti (vpravo). f-katenin existuje také ve formée,
kdy je vazan ke kadherinim a reguluje tak mezibun&éné spoje. Pfevzato a upraveno z (Reya and Clevers,
2005).
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2.1.2.2 DalSi signalni drahy ve stirevé

O osudu bun¢k ve stievé rozhoduji dalsi signalni drahy, z nichz nejdalezitéjsi je
signalizace Notch, kterd reguluje diferenciaci jednotlivych typli bun€k, ptesnéji feceno fidi
rozhodnuti mezi sekretornim a absorp¢nim ,,osudem® bunky. Aktivace signalizace Notch
indukuje expresi transkripéniho faktoru Hesl (hairy and enhancer of split 1), ktery potlacuje
produkci transkripéniho faktoru Atohl (atonal homolog 1, nebo také Mathl — mouse atonal
homolog 1). Atohl je dulezity pro diferenciaci sekretornich linii bunék a jeho ztrata ve stievé
zpusobi ztratu Panethovych, poharkovych a enteroendokrinnich bunék (Fre et al., 2005;
shrnuto v Gerbe et al., 2011). Jeden z ligandu signalizace Notch, DII4, je navic dalezity pro
udrzovani kmenovych bunék (Sato et al., 2011; viz vyse).

Podstatnou roli ve stfevé hraji také kostni morfogenetick¢é proteiny (bone
morphogenetic protein, BMP) patfici do rodiny TGFB. Tyto proteiny jsou ve stieve
exprimovany mezenchymdlnimi buiitkami zejména v okoli diferencovanych bunck. V okoli
krypt jsou naopak bunkami hladkého svalstva a myofibroblasty produkovany antagonisté
drahy BMP. Hlavni roli této signalizace je negativni regulace sebeobnovy a proliferace bun¢k
a naopak podpora jejich terminalni diferenciace. (He et al., 2004; Kosinski et al., 2007).
Proliferace mezenchymalnich bunék je zase regulovana signalizaci Hedgehog (Kosinski et al.,
2010).

EGF je ve stievé dalSim faktorem nezbytnym pro proliferaci a udrzovani kmenovych
bunék (Sato et al., 2011, viz vyse). EGF svou vazbou na tyrosinkinazové receptory spousti
Cetné signalni drahy zahrnuté v fizeni proliferace a diferenciace, napt. signalizaci ptes
mitogenem aktivovanou protein kinazu (mitogen-activated protein kinase; MAPK) nebo
fosfatidylinositol 3-kinazu (phosphoinositide 3-kinase; PI3K)/AKT (shrnuto v Liévre et al.,
2010).
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Obr.2.1.2

Signalni drahy fidici osud bungk ve stieve. Spravna funkce a uspotfadani stfevniho epitelu je zalozeno na
interakci signalnich drah. Signalizace Wnt je dulezita pro udrzovani kmenovych bunék. Receptory EphB
a jejich ligandy ephriny typu B jsou zodpovédné za migraci a spravné usporadani bunék podél krypt a klka.
Signalizace Notch rozhoduje o sekretornim nebo absorpcnim charakteru bunék. BMP produkované
mesenchymalnimi buiikami podporuji diferenciaci bunék, ktera je v oblasti krypt potlacovana antagonisty
drahy BMP. Mesenchymalni buniky jsou regulovany signalizaci Hedgehog. Prevzato a upraveno
z (Krausova and Korinek, 2012).
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2.2 Molekularni mechanismy vzniku kolorektalniho karcinomu

Ptic¢inou vzniku kolorektalniho karcinomu (CRC) jsou pfedev§im somatické mutace,
které vedou ke vzniku sporadickych nadorti, ale za ptiblizné 5 % vSech ptipadit nddorovych
onemocnéni stfeva jsou zodpovédné dédicné syndromy. Ty muzeme rozdé€lit do dvou
kategorii, a to na polyp6zni, z nichZ nejznamé;jsi je familiarni adenomatozni polypoza (FAP),
a nepolypdzni jako je Lynchiv syndrom (shrnuto v Kinzler and Vogelstein, 1996). Dédi¢né
nepolypozni karcinomy kolorekta (hereditary non-polyposis colorectal cancer; HNPCC) jsou
zpusobeny mutacemi v genech koédujicich proteiny ucastnici se ,,mismatch repair (MMR),
tedy proteiny opravujici chyby vzniklé béhem replikace (Syngal et al., 1999). FAP je
zpuisobena zarodeénymi mutacemi v jedné alele genu APC a je tak pfimo spojena se
signalizaci Wnt. U nositele takovéto mutace se v obrovské mife tvofi stfevni polypy, které
s nahromadénim dalSich somatickych mutaci mizou progredovat v maligni nadory (Lal and
Gallinger, 2000).

Vznik sporadickych nadort ve stievé je velmi komplexni proces. Nejcastéjsi a nejvice
objasnénou pfi¢inou vzniku CRC je chromozomalni nestabilita (chromosomal instability;
CIN) (Lengauer et al., 1998), pro niz jsou charakteristické histopatologické zmény ve stieve.
V ramci nich dochazi ke vzniku hyperproliferujici tkédné, ktera se piisobenim dal§ich mutaci
méni v adenom a nasledny karcinom (Obr. 2.2). Geny podléhajici mutacim jsou v tomto
piipadé tumor supresorové geny, kdy je pro vznik nadoru nutna ztrata funkce obou alel,
a proto-onkogeny, kdy je dostacujici jedna mutace ptfinaSejici novou funkci (tzv. gain of
function) (Fearon and Vogelstein, 1990). Prvotni genetickou zménou byva v tomto piipadé
nej¢astéji mutace v genu APC (Powell et al., 1992). Ve vétsing piipadu tyto mutace zpusobuji
zkraceni proteinu, coz ma za nasledek nespravnou funkci degradacniho komplexu, stabilizaci
B-kateninu a tim zpuisobenou hyperaktivitu signalizace Wnt (Korinek et al., 1997; Miyaki et
al., 1994). Pricinou zvysené aktivity signalizace Wnt mizou byt také mutace v genech
kodujici dalsi komponenty kaskady Wnt, napt. CTNNB1 kodujici B-katenin (Morin et al.,
1997). Vysledkem takto abnormalné aktivované signalizace je zvySena proliferace bunék,
zapric¢inéna zesilenou expresi genl Ucastnicich se regulace bunééného cyklu, jako je c-MYC
(He et al., 1998) nebo CCND1 (kodujici cyklin D1) (Tetsu and McCormick, 1999). Podle
klasického modelu karcinogeneze je prvotni mutace nasledovana nahromadénim nékolika
dal$ich mutaci, jejichz vysledkem je vznik nadoru (Vogelstein and Kinzler, 1993). Mezi geny
nejcastéji mutované pii vzniku CRC patii tumor supresor TP53 (tumor protein 53; kédujici

protein p53, hlavni regulator bunééného cyklu pii poskozeni DNA), nebo proto-onkogen
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KRAS (kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog), ucastnici se MAPK signalizace
(Liichtenborg et al., 2005).

Dalsi pfi¢inou vzniku CRC je nestabilita mikrosateliti (MSI, microsatellite
instability), kterd nastava, stejn¢ jako v ptipadé vzniku HNPCC, nespravnou aktivitou MMR
aparatu. Mikrosatelity jsou kratké repetitivni sekvence, hojné¢ ptitomné v celém genomu,
u nichZ v pribéhu replikace asto dochazi ke zvysené chybovosti DNA polymerazy. Spatné
inkorporované baze jsou vSak témef okamzité rozpoznany proteiny MMR a opraveny. AvSak
ztrata exprese zapii¢inéna epigenetickym uml¢ovanim gent kodujicich proteiny, které jsou
soucasti MMR, nebo jejich mutace, zpuisobi nespravnou funkci opravného mechanismu. To
ma za nasledek MSI, ktera je pfitomna az v 15 % piipadi vzniku CRC (Boland and Goel,
2010; Soreide et al., 2006).
ato zejména abnormalni metylace ostriivkli CpG V oblasti promotorti tumor supresorovych
gend (Toyota et al., 1999). Tento tzv. fenotyp metylovanych ostraivka CpG (CpG Island
Methylator Phenotype; CIMP) je spojovan s dal$im typem vzniku CRC, a to drahou pfies
pilovité neoplazie (serrated neoplasia pathway), ktera je pojmenovana podle
charakteristického tvaru polypi. Pro vznik téchto typi neoplazii je mimo hypermetylace
typicky vyskyt mutaci v genu BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog Bl),
jehoz produkt se Gcastni MAPK signalizace, a vysoky stupeti MSI (Bettington et al., 2013,;
Jass, 2007).
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2.2.1 Zanét a rakovina

Pfitomnost chronického zanétu je dnes obecné povazovana za jeden z faktort
vedoucich k rozvoji nadora (Colotta et al., 2009; Hanahan and Weinberg, 2011). Za piiblizné
2 % ptipadd vzniku CRC muzou zanétliva onemocnéni stieva (inflammatory bowel disease;
IBD), a to piedev§im ulcerdézni kolitida a Crohnova choroba (Breynaert et al., 2008).
Ulcerézni kolitida je zanétlivé onemocnéni, které postihuje predevsim konecnik, odkud se
v nékterych piipadech §ifi dal do tlustého stfeva. Crohnova choroba oproti tomu mitze
postihnout jakoukoliv ¢ast travici trubice, nejcastéji vSak distalni ¢ast tenkého stieva
a proximalni ¢ast stieva tlustého (Rubin et al., 2012).

Genetické zmény spojené s rozvojem sporadickych nadort ve stieve se velmi nelisi od
téch, které se vyskytuji pii vzniku nadort spojenych s kolitidou (tzv. colitis-associated cancer;
CAC). Stejné jako ve sporadickych nadorech se zde objevuje MSI, mutace v TP53, APC,
aktivace KRAS apod., ackoliv se jednotlivé genetické zmény objevuji v jiném pofadi a S jinou
frekvenci. Rozdilna je pfedevsim histopatologie stieva, kdy pro sporadické CRC je typicky
rozvoj od polypu po adenokarcinom (viz vyse), zatimco u CAC se vyskytuji dysplazie lisici
se pouze stupném diferenciace (tzv. low-grade a high-grade), které ve vysledku progreduji
ptimo v karcinom (shrnuto v West et al., 2015; Obr. 2.2).

Pfitomnost chronického zanétu pii IBD pfispiva k rozvoji karcinogeneze zpocatku
predevs§im diky oxidativnimu stresu. Reaktivni formy kysliku 1 dusiku, jejichz produkce je
zvySena u pacientu trpicich chronickou kolitidou, poskozuji DNA a tim zptsobuji mutace
Vv tumor supresorovych genech a proto-onkogenech. Buriky imunitniho systému jsou vSak
pfitomny 1 ve sporadickych nadorech a ovliviiyji tak bunky nddorové. Builky specifické
imunity, zejména CD8 aCD4" T lymfocyty a NK-T lymfocyty (natural killer T-cell),
pfipivaji spiSe k eliminaci nddorovych bunck. Naopak nespecifickd imunitni odpovéd’ mize
podporovat rist nadoru, a to diky produkci cytokinl, chemokinti, rastovych faktord,
prostaglandind, nebo reaktivnich forem kysliku nebo dusiku. Pfesny popis vSech dodnes
znamych molekularnich mechanismi, kdy zanét podporuje riist nddoru, je bohuzel vysoce nad
ramec této prace. Obecné lze fici, Ze poSkozena tkan, stfevni mikrobiota a cytokiny
produkované zanétlivym infiltritem podporuji zanét a tim i proliferaci a odolnost vuci
apoptéze. Toho je dosazeno predevsim aktivaci transkripcnich faktortit NFkB (nuclear factor
kB) a STAT3 (signal transducer and activator of transcription), které zaroven i zvysuji

produkci prozanétlivych cytokini a chemokint, ¢imz se tvofi jakasi signalizacni ,,smycka“
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(shrnuto v Danese and Mantovani, 2010; Formica et al., 2014; Grivennikov et al., 2010;
Terzi¢ et al., 2010; Ullman and Itzkowitz, 2011; West et al., 2015).
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Obr. 2.2

Schéma vzniku a rozvoje sporadickych kolorektalnich karcinomti (CRC; nahotfe) a nadorti spojenych
s kolitidou (CAC; dole). Pro sporadické CRC jsou typické viditelné morfologické zmeény od polypu po
karcinom. Pfi rozvoji CAC se objevuji dysplazie liSici se stupném diferenciace, které progreduji
v karcinom. Jednotlivé genetické zmény jsou spole¢né jak pro sporadické CRC, tak pro CAC, ale objevuji
se zpravidla v jiném pofadi. Pfevzato a upraveno z (West et al., 2015).
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2.3 Nadorovy supresor Hypermethylated in cancer 1

Tumor supresorovy gen Hypermethylated in cancer 1 (HIC1) je jednim z piiklada
ztracenych, nebo epigeneticky inaktivovanych gent pii vzniku mnoha typt nadort. U ¢lovéka
je lokalizovan v lokusu 17p13.3, v regionu bohatém na ostruvky CpG, ktery je telomericky
orientovan od nadorového supresoru TP53 (sidliciho v oblasti 17p13.1). V mnoha typech
neoplézii dochdzi ke zménam na chromozomu 17p, které se velmi ¢asto shoduji s mutacemi
v genu kodujicim p53. Navzdory tomu ale v ur¢itych typech nadorG dochazi ke ztraté nebo
hypermetylaci az v distalni oblasti chromozomu, coz v minulosti vedlo k identifikaci genu
HIC1 (Wales et al., 1995).

Transkripce genu HIC1 muize byt zapocata ze tfi ruznych promotora (PO, P1, P2)
bohatych na ptitomnost G-C, a transkript podléha alternativnim sestfihiim, pficemz muze
vzniknout nekolik alternativnich exoni 1 a vSem spole¢ny exon 2 (Guerardel et al., 2001;
Jenal et al., 2010; Pinte et al., 2004). Mezi promotory P1 a PO genu HICL1 je pfitomen p53
responzivni element, ktery vaze p53 a je nezbytny pro zahajeni transkripce genu HIC1. Ta je
tak pozitivné regulovana nadorovym supresorem p53 (Britschgi et al., 2006; Wales et al.,
1995; Obr. 2.3). Jako dalsi pozitivni regulator transkripce genu HIC1 byl identifikovan faktor
E2F1, regulujici zejména transkripci genli zahrnutych v regulaci pfechodu G1/S féze
bunééného cyklu a regulaci apoptdzy, ktery tak ¢ini pies E2F responzivni elementy (Jenal et
al., 2009).
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Obr. 2.3

Struktura lidského genu HIC1. Transkripce HIC1 miZe byt zapocata ze tii riznych promotoru (PO, P1, P2).
Exony la a lc jsou nekodujici, exon 1b je castecné kodujici a je spojen s promotorem PO obsahujicim
TATA box. Prekladané oblasti jsou oznaceny Sedé a cerné. PRE — p53 responzivni element. Pievzato
z (Jenal et al., 2010).
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HIC1 kéduje transkripéni faktor, ktery za normalnich podminek potlacuje transkripci
cilovych gend. Protein HIC1 se sklada ze tii hlavnich strukturnich domén, a to BTB/POZ
(broad complex, tramtrack and bric abrac/pox viruses and zinc finger) na N-konci, ktera je
zodpovédna za oligomerizaci proteinu a interakci s jinymi proteiny (Pinte et al., 2004; Valenta
et al., 2006). HIC1 se dale sklada z centralni domény vazajici korepresor CtBP (C-terminal
binding protein), a C-terminalni domény, ktera obsahuje pét ,,Kriippel-like* zinkovych prsti,
zprostiedkujicich vazbu na specifické sekvence DNA (tzv. HIC1 responsive elements; HiRE)
(Pinte et al., 2004; Obr. 2.3.1).
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Obr.2.3.1
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Nejcast€jsi izoforma proteinu HIC1 a jeho funkéni domény. Protein HIC1 je dlouhy 714 aminokyselin.
Doména BTB/POZ je zodpovédna za oligomerizaci, centralni doména interaguje s CtBP, C-terminalni
doména obsahuje 5 zinkovych prsti a je zodpovédna za vazbu na HiRE — HIC1 responzivni elementy.
Pievzato z (Dehennaut and Leprince, 2009).

Pfitomnost abnormalni metylace genu HIC1 byla nalezena v mnoha typech lidskych
nadord, mj. v nddorech prsu, prostaty, v kolorektdlnim karcinomu, nebo karcinomu zaludku
(shrnuto v Rood and Leprince, 2013). HIC1 kromé& toho lezi v chromozomalnim regionu,
jehoz delece se vyskytuje v Miller-Diekerové lisencefalii. Toto onemocnéni je
charakterizovano mentalni retardaci, kraniofacialni dysmorfologii a defekty koncetin a prstu.
Mysi s deleci obou alel genu Hicl (Hic1”) vykazuji podobné vyvojové vady, coz dokazuje
dilezitost jeho role v embryogenezi (Carter et al., 2000; Grimm et al., 1999). Bylo
publikovano, ze mysi s deleci pouze jedné alely genu Hicl (Hicl™) vyvijeji nadory
Vv zavislosti na pohlavi, a to s vyskytem epitelidlnich nadorti u samcti a sarkoma a lymfomu
u samic. Analyza téchto nadorti odhalila, ze promotor ,,wild-type* alely genu Hicl podléhal
hypermetylaci (Chen et al., 2003). Navic u mysi se zkracujici mutaci v Apc a ztratou jedné

+/471 6)

alely genu Hicl (Hic1™, Apc dochazi ke vzniku nadort v gastrointestinalnim traktu ve
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zvySené mife aza kratsi dobu, nez je tomu umysi jen se zkracenym proteinem Apc

(Mohammad et al., 2011).

2.3.1 Cilové geny transkrip¢niho represoru HIC1

Pies nepochybné dulezitou roli proteinu HIC1 nejsou zatim znamy vSechny geny,
jejichz exprese je jeho pusobenim potlatovand. Dosud identifikované cilové geny se Ucastni
mnoha bunéénych procest, jako je regulace bunééného cyklu, diferenciace bunék, odpoved’
na poskozeni DNA (DNA damage response; DDR) nebo metastaticka invaze (shrnuto v Rood
and Leprince, 2013). Jednim z mechanismd, jak muze ztrata spravné funkce HIC1 vést
Kk rozvoji tumorigeneze, je zvySena exprese genu Sirtuin 1 (SIRT1). Protein SIRT1 je histon-
deacetylaza III. tfidy, ktera deacetyluje mj. p53. Kdyz je buiika vystavena bunéénému stresu,
napt. poSkozeni DNA, je aktivovan p53, ktery zvysi transkripci HIC1. HIC1 poté potlaci
expresi SIRT1, coz dovoli p53 zlstat v acetylované, tudiz aktivni formé. Inaktivace HICI
vSak vede ke zvySeni exprese SIRT1, coz buiice dovoli diky nespravné funkénimu p53

uniknout DDR (Chen et al., 2005; Obr. 2.3.2).

Bunécny stres

A Senescence
| — —_— B
4 nebo apoptoza

Epigeneticke
umléeni

' .l“
Nespravné
funkéni DDR Deacetylace

» Tumorigeneze

Obr. 2.3.2

Role HIC1 v regulaci odpovédi na poskozeni DNA (DDR). HICI je schopen potlacovat transkripci SIRTL,
jehoz produkt deacetyluje p53. Bunécny stres aktivuje p53, ktery zvysi transkripci HIC1. HIC1 potlaci
transkripci SIRT1 a dovoli tak proteinu p53 zlstat v acetylované, tedy aktivni form&. Nespravna funkce HIC1
vede ke zvySeni exprese SIRT1 a v dusledku toho k inaktivaci p53, ¢imz bunka unikne DDR. To burice
umozni proliferovat i s poSkozenim DNA, coz muze vést k hromadéni dalSich mutaci, i v samotném p53
a tim k rozvoji nadori. Pfevzato a upraveno z (Baylin and Ohm, 2006).
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DalSimi cilovymi geny transkripéniho faktoru HICI, jejichz produkty se Gi€astni fizeni
bunééného cyklu, jsou CCND1, kédujici cyklin D1, dilezity pro piechod z G1 do S faze
bunécného cyklu, a geny kodujici inhibitory cyklin-dependentnich kindz — p21 a p57
(k6dovan CDKN1C) (Dehennaut et al., 2013; Van Rechem et al., 2010). HIC1 také reguluje
produkci zkracené formy proteinu p73 — ANP73, ktery je ¢lenem stejné rodiny proteint jako
p53 a ma proto-onkogenni vlastnosti (Vilgelm et al., 2010).

Nespravna funkce nebo ztrata HIC1 muze vést navic K deregulaci gent, jejichz
produkty se podileji na migraci. Mezi n¢ patii gen kodujici -2 adrenergni receptor (ADRB2),
jehoz aktivace pfi bunécném stresu podporuje angiogenezi a metastazovani (Boulay et al.,
2012). Podobnou roli v nadorech mtze mit i chemokinovy receptor CXCR7 (scavenger
chemokine receptor 7), ktery se ucastni bunééné migrace a jehoz produkce je také regulovana
timto represorem (Van Rechem et al., 2009). HIC1 se dale ucastni regulace genu EphA2,
kodujiciho tyrosinkinazovy receptor, a genu ephrin-Al, kodujiciho jeho ligand, které jsou
zahrnuty mj. v migraci prsnich epitelialnich bunék (Foveau et al., 2012; Zhang et al., 2010).
Dalsim cilovym genem HIC1 je FGF-BP1 (fibroblast growth factor-binding protein 1), jehoz
produkt podporuje vyvoj cév a angiogenezi (Briones et al., 2006).

HIC1 dale potlacuje expresi gent Atohl a Sox9, které jsou ve stfevé dulezité pro
sekretorni charakter bunék (viz vyse) (Briggs et al., 2008; Mohammad et al., 2011; Van
Rechem et al., 2009).

Kromé téchto ptimych cilovych gent je nadorovy supresor HIC1 schopen regulovat
transkripci také interakci s jinymi transkripcnimi faktory a potlacovat tak expresi jejich
cilovych gend. Tento protein je schopny vazby na TCF4, efektor signalizace Wnt, za tvorby
tzv. télisek HIC1, coz vede k zamezeni asociace komplexu TCF4/B-kateninu s promotory

cilovych gent (Valenta et al., 2006).
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2.4  Mysi kmeny vhodné pro studium funkce genu Hicl

Hicl, mysi homolog lidského genu, se nachazi na chromozomu 11 a je slozen ze dvou
exond, pii¢emz exon 2 vykazuje na genetické urovni 88% identitu s lidskym HIC1 (Grimm et
al., 1999). HICL1 je v niz8i mife exprimovan pravdépodobné ve vSech tkanich téla (Wales et
al., 1995), coz je jeden z ditvodi, pro homozygotni mysi Hicl” umiraji v embryonalnim
stadiu a vykazuji mnoho vyvojovych vad (Carter et al., 2000). K umoznéni studia genu Hicl
in vivo byly proto v Laboratofi bundéné a vyvojové biologie UMG vytvofeny dva nové
transgenni mys$i kmeny. Prvnim z nich je Hicl-citrin — reportérova mys, u které byl exon 2
nahrazen sekvenci pro fluorescen¢ni protein citrin, coz umoziuje sledovani exprese Hicl
v organismu. Druhym my$im kmenem je Hic1'®, ktery je pro studium genu Hicl in vivo
zcela zasadni, jelikoz fesi problém embryonalni letality. U tohoto kmenu je exon 2 ohranic¢en
dvéma loxP (locus of X-over P1) sekvencemi (Pospichalova et al., 2011). Sekvence loxP jsou
rozpoznavany rekombindzou Cre (cyclization recombination), kterd katalyzuje reciprokou
rekombinaci DNA mezi pary l0xP, ¢imz je mozno dosahnout zejména delece pozadovaného
genu. Té se v praxi docili zkfizenim takovéto mysi s mysi nesouci tkanoveé specificky
exprimovanou rekombinazu Cre. V tkanich, kde rekombinaza exprimovana neni, tedy nedojde
k deleci cilového genu (Sauer, 1998). Rekombinazu Cre je mozné modifikovat fuzi
S pozménénou vazebnou doménou estrogenového receptoru (CreER), ktery ma afinitu pouze
pro synteticky analog estrogenu, tamoxifen. Ten se po podani vaZe na estrogenovy receptor,
¢imz zpusobi uvolnéni CreER z Hsp90 (heat-shock protein) a piemisténi rekombinazy
z cytoplasmy do jadra, kde zahaji rekombinaci (shrnuto v Cox et al., 2012).

Pro studium funkce proteinu Hicl ve stievé je mozné zkiizit my$ genotypu
Hic1'®"® s mysi kmene Villin1-Cre, u niZ je rekombinaza Cre exprimovana pod kontrolou
promotoru genu Villinl, jenz je aktivni ve vSech buikach stievniho epitelu. Timto zptisobem
je mozné docilit specifické delece genu jiz béhem embryondlniho vyvoje a predejit tak
embryonalni letalité (EI Marjou et al., 2004). Mysi kmene Hicl®'*" lze také zkifzit
s kmenem ROSA26-CreER™ a z takto vzniklych embryi izolovat embryonalni fibroblasty,
U nichz lze podanim 4-hydroxytamoxifenu (aktivni metabolit tamoxifenu; 4-OHT) vyvolat
rekombinaci in vitro atim docilit delece obou alel genu Hicl. Mysi s podminénou deleci

1deIEx2/deIEx2

druhého exonu genu Hicl jsou v této praci oznaceny jako Hic , my$i s ohrani¢enym

druhym exonem za uZiti dvou loxP sekvenci jsou oznaceny jako Hic1'™"®
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3. Material a metody

3.1 Pouzité mySi kmeny

Mysi kmen Hic1' P byl vytvoten v Laboratofi bun&éné a vyvojové biologie UMG
(Pospichalova et al., 2011). Kmeny Rosa26-CreER™ a Apc™™ byly potizeny z chovného
zatizeni The Jackson Laboratory. Kmen Villin1-Cre byl poskytnut dr. Sylvii Robin (Curie
Institut, PaiiZ). Viechna zvifata byla chovana ve Zvéfinci UMG.

Embrya mysi Hic1'*®"*"xRosa26-CreER™ pro pfipravu mysich embryonalnich
fibroblastt (MEF) byla izolovana v 13. embryonalnim dni. Embrya byla proplachnuta ve
fosfatovém solném roztoku (phosphate-buffered saline, PBS) a zbavena vnitinosti a hlavicky,
Z niz byl kousek pouzit pro genotypizaci.

Stfevni kolitida byla indukovéna u mysi Hicl®™*®xvillin1-Cre* (nebo jejich
sourozencu genotypu Cre) podavanim dextran sulfatu sodného (DSS; 2% DSS v pitné vodg;

w = 36-50 kDa; MP Biomedicals) po dobu 5 dnt. Tlusta stieva byla izolovana 2, 4, 6 a 9 dni
po ukonceni aplikace, maly kousek tkdné z proximalni casti tlustého stfeva byl fixovan
v RNA Blue (Top Bio), zbytek byl pouzit pro tcely imunohistochemického barveni.

Tenkd stfeva mysi Apc"xHic1'®®xVillin1-Cre byla izolovéna jedinctm starym

20 tydnt a byla pouzita pro Gcely histochemického barveni.

3.1.2 Genotypovani mySi

Pro genotypovani byla pouzita DNA izolovana ze $pi¢ek ocaskti mysi (resp. hlavicek
u embryi). Tkan byla Stépena pies noc ve vodni lazni o teploté 56 °C pomoci 6 ul Proteinazy
Ka 300 ul lyza¢niho pufru (50mM KCI, 50mM Tris-HCI (pH 8.0), 2,5 mM EDTA,; 0,45%
NP-40; 0,45% Tween-20; vSse Thermo Scientific). Poté byly vzorky stoceny V pokojové
teploté pii 20 000x g, 3 min. Ze supernatantu bylo odebrano 100 ul, ke kterym bylo ptidano
100 pl isopropanolu. Vzorky byly opét centrifugovany po dobu 20 min. Nasledovalo promyti
pomoci 100 pl 70% etanolu, vysuseni pelety DNA pii 68 °C a jeji rozpusténi ve 300 pl vody
bez RNaz a DNéz.

Genotypovani bylo provedeno pomoci polymerazové fetézové reakce (polymerase
chain reaction, PCR). Jedna reakce obsahovala 5 ul 2x DreamTaq Master Mix (DreamTaq
DNA polymeraza, pufr, MgCl, asmés deoxynukleotid trifosfatt (dNTPs); Thermo
Scientific), 3 ul 2,5M betainu, 1 ul 10uM smési primerd (Sigma-Aldrich) a 1 ul DNA.
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Primery byly navrzeny pomoci webové stranky Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)
a jsou uvedeny v tabulce.

Pouzité primery

Kmen Sekvence Smér | Alela

ApcM™ GCCATCCCTTCACGTTAG Fw Wt/Tg
TTCCACTTTGGCATAAGGC Rev | Wt
TTCTGAGAAAGACAGAAGTTA |[Rev | Wt/Tg

Hic1'oFMox® CCCCACCTTTCTACACCTCA Fw | Wt/Tg

GAGAGGCAGGGTTCTCCTTT Rev Wit/Tg

Rosa26-CreER | AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT Fw Wt/Tg

GGAGCGGGAGAAATGGATATG | Rev Wt

CCTGATCCTGGCAATTTCG Rev Wit/Tg
Villin1-Cre AAAATTTGCCTGCATTACCG Fw Wit/Tg
ATTCTCCCACCGTCAGTACG Rev Wit/Tg

Fw — forward; Rev — reverse
Wt — ,,wild-type*; Tg — transgen

Vzorky byly vlozeny do termocykléru (Bio-Rad, T100) s nasledujicim nastavenim:

Apc*™ Hic1'oFox® Rosa26-CreER Villin1-Cre
Po¢. denaturace 94°C |[3min [98°C |3min [98°C |3min |98°C |3 min
Denaturace 94°C |30s 98°C |30s 98°C |30s 98°C |30s
Nasedani primert | 55°C | 30s 56°C |20s 56°C |30s 58°C |30s
Elongace 72°C |1min |72°C |20s 72°C |55s 72°C |30s
Finalni extenze 72°C |2min | 72°C |[2min |72°C |2min |72°C |2min
Pocet cyklu 36 37 37 35

3.2 Bunécné kultury a jejich kultivace

Vsechny bunééné kultury byly kultivovany pii 37 °C v 5% CO, v inkubatoru Sanyo.
Pro pasazovani bun€k byl pouzit roztok trypsinW/EDTA v poméru 1:1 (Sigma-Aldrich). PBS
k promyvani bunék byl ziskan z Piipravny médii UMG.

3.2.1 Mysi bunky

Embrya mysi Hicl'™"'"*PxRosa26-CreER™ pro pfipravu bunék MEF byla po
odstranéni vnitinich organt a hlaviéky nastiihana ainkubovana v roztoku trypsinu/EDTA

(v poméru 1:1, Sigma-Aldrich) ve 37 °C po dobu 15 min. Disociovana tkan byla poté vyseta
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na 10cm kultivaéni misky a kultivovana v kompletnim Iscove’s Modified Dulbecco’s
Medium (IMDM; Sigma-Aldrich). K aktivaci rekombinazy Cre byly bunky oSetfeny pomoci
4-OHT v etanolu (Sigma-Aldrich) v kone¢né koncentraci 2 umol/l. Kontrolni buiky byly
oSetfeny stejnym mnozstvim etanolu. RNA z bunék byla izolovana 72 h po rekombinaci za
pouziti RNA Blue (Top Bio) dle postupu doporu¢eného vyrobcem (viz nize). Elektroporace
bunék probéhla rovnéz 72 h po rekombinaci.

Kompletni IMDM:
10% fetalni hovézi sérum (FBS, Gibco)
Penicilin, streptomycin, gentamicin (Thermo Scientific)
2mM L-glutamin (Gibco)

1x neesencialni aminokyseliny (Gibco)

3.2.2 Lidské buiiky

Plicni fetalni fibroblasty WI38, lidské fibroblasty izolované z piedkozky (HFF)
a lidské embryonalni ledvinové bunky (HEK293) byly zakoupeny z American Type Culture
Collection (ATCC). Burky byly kultivovany v kompletnim Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM, Sigma-Aldrich).

Kompletni DMEM:
10% FBS (Gibco)

Penicilin, streptomycin, gentamicin (Thermo Scientific)

3.3 Luciferazova reportérova esej

Elektroporace bunék
Buiiky MEF kmene Hic1'®"*"xRosa26-CreER™ byly 72h po rekombinaci

(provedené pomoci 4-OHT) trypsinizovany a promyty elektroporacnim pufrem. Nasledné
byly buiiky stoeny a resuspendovany v elektropora¢nim pufru. Na jednu elektroporaci bylo
Z této bunécné suspenze odebrano takové mnozstvi, aby konecna konfluence bun¢k v jedné
jamce 24jamkové desticky dosahovala 50 %. K bunkam byl ptidan 0,66% polyethylenglykol
(PEG) 4000 a dale 0,7 pg reportérového plasmidu pGL4.26 (Promega) se sekvenci

pro luciferazovou aktivitu firefly (pochazejici ze svétlusky Photinus pyralis) ase
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zaklonovanym promotorem genu TIr2 (TIr2-Luc) (Janeckova et al., 2015), a 0,1 pg plasmidu
PRL-TK (Promega) se sekvenci pro luciferazovou aktivitu renilla (pochazejici z renily fialové
— Renilla reniformis) slouzici pro normalizaci exprese reportéru. Jako kontrola byl pouzit
luciferazovy reportérovy vektor pGL4.26 bez inzertu. Elektroporace probéhla
Vv elektroporaéni kyveté se Stérbinou Sirokou 4 mm (BTX), v elektroporatoru (ECM 630,
BTX) pti 240 V po dobu 30 ms. Po elektroporaci bylo k bunikam ptiddano médium IMDM
a bunécna suspenze byla vyseta na 24jamkovou desticku. Elektroporace byly provedeny
v triplikatech jak u bunék Hicl'”®"*® tak i Hic1®B*elE2 [ yciferdzova reportérova esej byla

provedena 24 h po elektroporaci.

Plasmid TIr2-Luc byl vytvofen v Laboratofi bun&éné a vyvojové biologie UMG
dr. Fafilkem. Z mysi genomové DNA byla pomoci PCR amplifikovana oblast promotoru genu
Tlr2 zahrnujici nukleotidy -739 az +52 (kde +1 je mistem zacatku transkripce). Amplifikat byl

zaklonovan do luciferazového reportérového vektoru pGL4.26.

SloZeni elektropora¢niho pufru:
125mM KCI
15mM NaCl
3mM glukéza
25mM HEPES (pH=7,4)
1,2mM MgCl,

Transfekce bunék

Bunky HEK293 byly vysety na 24jamkovou desticku tak, aby jejich konfluence
v dob¢é transfekce dosahovala 50 %. Pied transfekci byly bunky pievedeny do 400 ul
bezsérového média Opti-MEM (Thermo-Scientific). Transfekce probéhla pomoci 0,4 ug
luciferazového reportérového plasmidu pGL4.26 se zaklonovanym promotorem genu E2F7
(E2F7-Luc). Bunky byly kotransfekovany vektorem kédujicim HIC1 v mnozstvi 0 pg;
0,15 ng; nebo 0,30 ug; spolecné s 0,05 pg plasmidu pRL-TK (Promega) se sekvenci pro
luciferazovou aktivitu renilla. Celkové mnozstvi DNA bylo doplnéno do 0,8 pg na jamku
pouzitim prazdného vektoru pcDNA3. DNA byla rozpusténa v 50 ul Opti-MEM. Transfekéni
¢inidlo Lipofectamine2000 (Thermo-Scientific) o objemu 2 pul bylo rovnéz rozpusténo v 50 pl

Opti-MEM. Oba roztoky byly po 5 min smichany a inkubovany po dobu 20 min. Poté byly
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bunky transfekovany a ulozeny do inkubatoru na dobu 6 h, kdy jim bylo vyménéno médium.
Jako kontrola byl pouzit luciferazovy reportérovy vektor pGL4.26 bez inzertu. Luciferazova

reportérova esej byla provedena 24 h po transfekci.

Plasmid E2F7-Luc byl vytvofen v Laboratofi bun&né a vyvojové biologie UMG.
Z genomové DNA lidskych bun¢k byla pomoci PCR amplifikovana oblast promotoru genu
E2F7 zahrnujici nukleotidy -978 az +20 (kde +1 je mistem zacatku transkripce). Amplifikat

byl zaklonovan do luciferazového reportérového vektoru pGL4.26.

Luciferazova reportérova esej

Luciferazova reportérova esej byla provedena za vyuziti Dual-Glo Luciferase Assay
System (Promega). Bunky byly lyzovany pomoci 30 pl pufru z kitu a homogenizovany.
Me¢teni luciferazové aktivity (jak firefly, tak renilla) bylo provedeno pomoci substrati ze
stejného kitu na luminometru Glomax 20/20 (Promega). Zméfend aktivita je vynesena jako
prumér méfeni daného vzorku vzhledem Kk aktivité luciferazy renilla v relativnich

luminiscen¢nich jednotkach za sekundu (RLU/s).

3.4 Transfekce pomoci siRNA

SniZzeni exprese (tzv. knockdown) genu HIC1 u bunék HFF a WI38 byl proveden
reverzni transfekci pomoci komeréné dostupnych malych interferujicich (small interfering
RNA; siRNA). Na jednu jamku 6jamkové desticky bylo pouzito 50 nmol siRNA, které byly
smichany se 125 ul bezsérového média Opti-MEM (Thermo Scientific), a 5 ul transfek¢niho
¢inidla Lipofectamine RNAIMAX (Thermo Scientific), které bylo rovnéz smichéno se 125 pl
Opti-MEM. Média s siRNA a ¢inidlem Lipofectamine byly po 5 min smichany dohromady
apoté inkubovany 20 min. PasaZzované builkky byly do jednotlivych jamek obsahujicich
transfek¢éni Cinidlo s odpovidajici siRNA pieneseny tak, aby jejich kone¢nd konfluence
dosahovala 50 %. Oba typy bun€k byly transfekovany vzdy dvéma siRNA proti mRNA genu
HIC1 a jednou kontrolni necilici siRNA (v tabulce). Desticky byly uloZeny v inkubatoru na
4,5 h, po ¢emz nasledovala vyména média za kompletni DMEM. Totalni RNA byla z bunék
izolovana 48 a 72 h po transfekci.
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SIRNA Kat. ¢. Vyrobce

HIC1 Pre-Designed Silencer AM16708 Ambion

HIC1 siGENOME SMARTPool M-006532-01 | Dharmacon

SiIGENOME Non-Targeting siRNA Pool ¢. 1 | D-001206-13 | Dharmacon

3.5 Histochemie

3.5.1 Barveni hematoxylinem/eosinem

Stfeva mysi byla izolovana, zbavena zbytki stolice a proplachnuta PBS. Poté byly
organy vlozeny do kazetek, fixovany v 4% formaldehydu v PBS a po 24 h ptevedeny do 70%
etanolu. Vzorky byly déle pfevedeny do xylenu/vosku za pomoci automatického tkanového
procesoru (Leica; ASP200 S) a zality do parafinu na zalévaci lince (Leica, EG 1150H). Po
ztuhnuti byly vzorky fezany na rotaénim mikrotomu (Leica; RM 2255) na fezy tlusté¢ 6 um
pomoci Ziletek pro sériové fezy (Bamed; Feather R35). Rezy na skli¢ku byly zavodnény

nasledujici deparafinacni fadou:

Xylen | 8 min
Xylen 11 8 min
Izopropanol 5 min
100% etanol 1 5 min
100% etanol Il | 5 min
96% etanol 3 min
70% etanol 3 min
Deionizovana voda

Poté byly fezy barveny eosinem (Sigma-Aldrich) po dobu 75 s a hematoxylinem (Sigma-
Aldrich) po 30s. Nasledn¢ byla barviva vymyvana pod tekouci vodou po dobu 5 min.
Preparaty byly odvodnény stejnou deparafinaéni fadou v obraceném pofadi a zamontovany do

solakrylu.

3.5.2 Imunohistochemické barveni

Rezy byly piipraveny stejnym zptisobem, jako je uveden vyse. Po deparafinaci bylo na
fezech provedeno teplem indukované odmaskovani epitopa (heat-induced epitope retrieval,
HIER) povaienim skel po dobu 20 min v citratovém pufru (10mM citrat sodny; pH 6). Rezy

byly po zchladnuti dvakrat promyty v tris pufrovaném solném roztoku (tris-buffered saline,
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TBS; 50mM Tris, 150mM NaCl; pH 7,6), nasledn¢ byly na fezech blokovany endogenni
peroxidazy pomoci 0,3% H,O, v metanolu po dobu 25 min pti pokojové teploté. Poté byly
fezy Ctyfikrat promyty v TBS. Nasledné byly pomoci 5% séra s 1% hovézim sérovym
albuminem (bovine serum albumin, BSA) v TBS blokovany endogenni imunoglobuliny
inkubaci ve vlhké komtrce po dobu 1 h. Na fezy byl aplikovan roztok primarni protilatky
fedéné do 5% séra s 1% BSA v TBS a skla byla ve vlhké komiirce ulozena do 4 °C na 24 h.
Nésledovalo promyti 0,01% TritonemX-100 v TBS a ¢tyii promyti pomoci TBS. Poté byla
primarni protilatka detekovana biotinylovanou sekundarni protilatkou v koncentraci 1:750
vV 5% séru v TBS po dobu 1 h, po ¢emz nasledovalo promyti 0,01% TritonemX-100 v TBS
a dalsi Ctyfi promyti pomoci TBS. Signal byl po dobu 30 min zesilovan pomoci avidin-
biotinového komplexu za pouziti kitu (Vectastain ABC kit, PK-4000) obsahujiciho avidin
a biotinylovanou kienovou peroxiddzu. Nasledovalo promyti jako v pfedchozich dvou
krocich. Pro vizualizaci antigenu byl pouzit 3,3° diaminobenzidin (DAB), a to 30 mg DAB
v 90 ml 50mM Tris (pH 7,6) s 0,02% H,0, pii 37 °C, 3 min. Reakce byla zastavena oplachem
Vv deionizované vod¢. Nasledovalo barveni jader pomoci hematoxylinu po dobu 30s,
odbarvovani pod tekouci vodou 5 min, odvodnéni a zamontovani fezli do solakrylu.

Pouzité protilatky, fedéni a séra jsou uvedeny v tabulce.

Protilatka Pivod | Redéni | Pouzité | Sekundarni protilatka
sérum
Ki67 mys 50x kozi Goat anti-mouse, 19G
(Diagnostic BioSys.) (Thermo Scientific)
TIr2 (sc-16237), koza 200x konské | Horse anti-goat, 19G
Santa Cruz (Vector Laboratories)

Preparaty byly pozorovany a snimany pomoci mikroskopu Leica DM 2000, nebo binolupy
Olympus SZX10 s originalnim softwarem. Pocet a velikost neoplazii byly kvantifikovany za

pouziti softwaru Ellipse (ViDiTo).

3.6 Kvantitativni polymerazova retézova reakce v realném case

(QRT-PCR)

Izolace RNA
Buiiky na 6jamkové desticce byly lyzovany pomoci 1 ml RNA Blue (Top Bio).

Odstiihnuta stievni tkan byla homogenizovana pomoci homogenizatoru rovnéz v 1 ml RNA
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Blue. Do zkumavek se suspenzi bylo pfidano 200 pl chloroformu, vzorky byly protiepany,
5 min inkubovany v pokojové teploté a centrifugovany piti 12 000x g a 4 °C, 10 min. K vrchni
fazi bylo ptidano 500 ul isopropylalkoholu a vzorky byly centrifugovany 20 min. Peleta RNA
byla dvakrat promyta 500 pl 75% etanolu ve vod¢ oSetfen¢ diethylpyrokarbonitem (DEPC).
Po vysuseni byla RNA rozpusténa ve 30 ul PCR Ultra H,O. Koncentrace a Cistota RNA byla

zméfena na piistroji Nanodrop (ND 1000 Spectrophotometer, Thermo Scientific).

Priprava komplementarni DNA (cDNA)
Pro reverzni transkripci bylo pouzito 1,5 ng RNA, ke které bylo pfidano 250 ng

nahodnych hexamernich primerti (Thermo Scientific), a objem reakce byl doplnén vodou do
13,5 pl. Vzorky byly inkubovany pti 70 °C po dobu 5 min. Poté byly ke vzorkim pfidany
4 ul 5x RT pufru (250mM Tris-HCI (pH 8.3), 375mM KCI, 15mM MgCl,; Thermo
Scientific), 1 pl 10mM smési dNTPs (Thermo Scientific) a 0,5 pl inhibitoru ribonukleaz
(RiboLock RNase, 20 U; Thermo Scientific). Vzorky byly inkubovany pi#i 25 °C po dobu
5min apoté knim byl pfidan 1 pl reverzni transkriptazy (M-MLV, 200 U; Thermo
Scientific). Ke kazdému vzorku byla vytvofena negativni kontrola, kde byla namisto reverzni
transkriptazy pouzita voda. Vzorky byly vloZeny do termocykléru (Bio-Rad; T100) s timto
nastavenim:

25°C 10 min

42 °C 70 min

70 °C 10 min

12 °C udrzovéani.

Vyslednd cDNA byla 20x ziedéna vodou bez RNaz a DN4az a ulozena do -20 °C.

Kvantitativni polymerazova retézova reakce v realném case

gRT-PCR byla provedena v triplikatech s jednou negativni kontrolou. Na kazdou
jamku 384jamkové desticky (Roche) byly pouzity 2 ul pfipravené cDNA (resp. RNA pro
negativni kontrolu), 2,5 ul 2x LightCycler 480 SYBR Green | Master Mix (FastStart Taq
DNA polymerdza, SYBR Green I fluorescencni barvivo, smés dNTPs, MgCl2; Roche)
a0,5ul 10uM smesi primerd (Sigma-Aldrich). Pouzité primery byly navrzeny pomoci
webové stranky Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) a jsou uvedeny v tabulce.

Desticka byla kratce stoena a reakce probéhla v ptistroji LightCycler 480 11 (Roche).
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Cyklus prahu detekce fluorescence (cycle of treshold, Ct) byl vyhodnocen softwarem

LightCycler 480 Il. Pro standardizaci byly pouzity tii referencni tzv. housekeeping geny, a to

Ubiquitin B, p-Actin a GAPDH.

Mysi primery
Nazev genu Zkratka Sekvence Smér
angiopoietin-like 7 Angptl7 GCACAGCTCCGAAAAGGTGGCT | Fw
GGCTTGAAGGCTTCTGGGCGG Rev
p-actin p-Act GATCTGGCACCACACCTTCT Fw
GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA Rev
carbonyl reductase 2 Cbr2 AGGGCCACACAAGATCCGGG Fw
CCTCAGTGGGTGGCGCTCCT Rev
death-associated protein Dapk2 CAGCGCAGCCTTTCGCCGAT Fw
kinase 2 TGCATACTCCAGCCCCGTGC Rev
glyceraldehyde-3-phosphate Gapdh AACTTTGGCATTGTGGAAGG Fw
dehydrogenase ATCCACAGTCTTCTGGGTGG Rev
hypermethylated in cancer 1 Hicl CAGGCTCCTCAGGTGGLTGC Fw
CTCTTGTCGCAGGACGCGCA Rev
. GCCCCCAGTGTGGCGTTACC Fw
HSP o-crystallin-related, B6 Hspb6 CCTCGTGCCGAGCATGGACE Rev
interleukin 1 o L 1o TTGGTTAAATGACCTGCAACA Fw
CAACTGTTCGTGAGCGCTC Rev
interleukin 6 IL6 GATGGATGCTACCAAACTGGA Fw
GGAAATTGGGGTAGGAAGGA Rev
toll-like receptor 2 TIr2 GTTCATCTCTGGAGCATCCG Fw
ACTCCTGAGCAGAACAGCGT Rev
tumor necrosis factor « Tnfa TCGTAGCAAACCACCAAGTG Fw
AGATAGCAAATCGGCTGACG Rev
ubiquitin B Ubb ATGTGAAGGCCAAGATCCAG Fw
TAATAGCCACCCCTCAGACG Rev
WAP four-disulfide core Widc2 TGGACCGAGCGAAGGAGAGC Fw
domain 2 GGGGCAGGTGCCCTGCTTTT Rev
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Lidské primery

Nazev genu Zkratka Sekvence Smér

. CACAGACGGTCACTCAGACC Fw
angiopoietin-Like 7 ANGRTL T ATGTCACAGAACACCTCCA | Rev

) TAAGGGTGACCGATCTGAGG Fw

anexxin Al ANXAL e CTTTCAACTCCAGGTCCAG Rev

. GGCATCCTCACCCTGAAGTA Fw

practin FACT A GGTGTGGTGCCAGATTTTC Rev
BCL2/adenovirus E1B 19kDa BNIP3L CGGCGGACTCGGCTTGTTGT Fw
interacting protein 3-like GCTCCACCCAGGAACTGTTGAGG | Rev

) GCCTCTCTCCTCTTGCCTAC Fw

Cyclin G1 CCNGL 4 GTCAGTACCTCTATCATCTTGAC | Rev
death-associated protein DAPK2 CTCCCGCCGATTGTATGTTC Fw
kinase 2 TCTCATAGACGTCGTGCAGC Rev
GCCTCGCTCTCCCTTCCCGA Fw

E2F iption f 7

transcription factor BRI AGTCTGGGCTGCCTGGGGE Rev
glyceraldehyde-3-phosphate GAPDH CACCACACTGAATCTCCCCT Fw
dehydrogenase CCCCTCTTCAAGGGGTCTAC Rev

. CGACGACTACAAGAGCAGCA Fw

hypermethylated in cancer 1 HIC1 TGCACACGTACAGGTTGTCA Rev
. GGAGGGAGGTGTTTCAGGAT Fw

HSP o-crystallin-related, B6 HSPB6 AGGCACAGGGATCTCCATC Rev
KvnUreninase KYNU TGTAGAGGAGCGGGGGTGCC Fw
y TGGATTCCGCTTGTCACAAACCA | Rev

] CCCATTCATTCGTTCCATTC Fw
toll-like receptor 2 TLRZ A CCCACACCATCCACAAAGT Rev
transmembrane and coiled- TMCOL ACTCGGTGGTGGCGGAGTCT Fw
coil domains 1 CGAGCAGAGCCGTGCACACA Rev
ubiquitin B UBB GCTTTGTTGGGTGAGCTTGT Fw
g TCACGAAGATCTGCATTTTGA Rev

WD repeat and FYVE WDEY1 CGGGTGTCTGCGATTATCTT Fw
domain containing 1 AGCTTCAGCAGGGTGATCTG Rev
WAP four-disulfide core WEDC?2 ATAGCACCATGCCTGCTTGT Fw
domain 2 CTGCAGCACTTGAGGTTGTC Rev

3.7 Statisticka analyza

Statistickd signifikance byla ovéfena Studentovym t-testem. Za signifikantni byly
povazovany hodnoty: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Chybov¢ tsecky predstavuji

smérodatnou odchylku priméru normalizovanych hodnot ze vSech méteni.
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4.  Predbézné vysledky

Tato prace je soucasti vétsiho projektu, ktery navazuje na vysledky analyzy genové
exprese pomoci DNA ¢ipu. Zamérem tohoto experimentu, ktery byl diive proveden
dr. Pospichalovou v Laboratoii bundéné a vyvojové biologie UMG, bylo odhalit nové cilové
geny nadorového supresoru Hicl. Pro expresni profilovani byla pouzita mRNA izolovana
z mySich embryonalnich fibroblasti (MEF). Embrya vznikld kiiZenim mysi Hic1'®/o®
s mysi Rosa26-CreER'™ byla izolovana ve 14. embryonalnim dni. Izolované buitky MEF byly
oSetfeny pomoci 4-hydroxytamoxifenu (4-OHT) pro aktivaci rekombinazy Cre. Kontrolnim
bunikam bylo podano stejné mnozstvi etanolu, ktery byl pouzit také jako rozpoustédlo pro
4-OHT. RNA byla poté izolovana ve Ctyfech ¢asovych usecich po rekombinaci, a to 24, 48,
72 a 120 h. Nasledné byla provedena expresni ¢ipova analyza pomoci MouseRef-8 v2.0
Expression BeadChip (Ilumina). Po vyhodnoceni analyzy bylo objeveno Sest gentl, jejichz
exprese byla v buikach s deleci Hicl zvySena vice nez dvakrat — relativni genova exprese
vynesena ve form¢ logaritmu (log FC; fold change) byla vétsi nez 1 (log,FC > 1) alesponi ve

dvou casovych tsecich.

Obr. 4.1
Angptl7 Expresni profil mySich embryondlnich
Chr2 fibroblastd Hic1®®%®52 4 nichz byla
delece  vyvolana  pouzitim 4I-O/II-|T,
~1,4 H oxP/loxP
Dapk2 vzhledem kMEF buikam Hicl ,
| | 24h b ap kterym byl podan etanol. RNA byla
[] 48h Hspb6 izolovéana v uvedenych Casovych
| 72n > intervalech a hybridizovana na expresni &ip
I 120h TIr2 MouseRef-8 v2.0 Expression BeadChip
(Ilumina). Hodnoty jsou vyjadifeny formou
binarniho logaritmu. Delece genu Hicl
Ei Witicz odhalila signifikantni zvySeni exprese Sesti

; genlt (q<0,05; log,FC>1) alesponn ve

5 A4 3 2 1 0 1 2 3 Usryv)esr,lost rekombmac_e dokazuje vyrazné
snizeni exprese genu Hicl.
log FC (EtOH vs. 4-OHT)

Anptl7 angiopoietin-like 7
Cbr2 carbonyl reductase 2
Dapk2 death-associated protein kinase 2
Hspb6 HSP o-crystallin-related, B6
TIr2 toll-like receptor 2
Widc2 WAP four-disulfide core domain 2
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5. Vysledky

5.1 Potvrzeni nové identifikovanych cilovych geni Hicl

Na zékladé predbéznych vysledkli jsme pomoci qRT-PCR ovérili vliv delece genu
Hicl na expresi jeho Sesti nové identifikovanych cilovych geni. My$i embryonalni
fibroblasty genotypu Hicl'>®*PxRosa26-CreER™ jsme ogetiili 4-OHT, &mz jsme in vitro
vyvolali vystépeni druhého exonu genu Hicl ohrani¢eného dvéma loxP sekvencemi. Jako
kontrola byl pouzit etanol, rozpoustédlo 4-OHT. Po 72 h od indukce rekombinace jsme
izolovali totalni RNA. Analyza pomoci qRT-PCR potvrdila zvySenou expresi vSech novych

moznych cilovych gentt Hicl, kromé Wfdc2, jehoz exprese vtomto experimentu nebyla

1deIEx2/deIEx2 1onP/I0xPl

vyrazné zménéna, u bun€k Hic oproti buiitkam Hic
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Obr.5.1

Relativni genova exprese moznych cilovych geni Hicl analyzovana pomoci qRT-PCR. Totalni RNA
byla izolovana z bungk MEF Hic1'™""*®xRosa26-CreER"™ kultivovanych s 4-OHT, nebo etanolem jako
kontrolou po dobu 72 h. Hladina exprese genl v butikdch kultivovanych s etanolem byla nastavena na
hodnotu 1. Hodnoty byly normalizovany na hladinu exprese Ubb, a vyneseny v zavislosti k expresi genti
v buiikach kultivovanych s etanolem (fold change). V grafu je rovnéz zobrazena relativni exprese dalSich
dvou referenénich genii — f-act a Gapdh. Uspésnost rekombinace potvrzuje vyrazné snizena relativni
exprese Hicl. Analyza byla vyhodnocena ze dvou experimentl provedenych V triplikatech.
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5.2 Vztah mezi expresi Hicl a TIr2

V nasledujici ¢asti projektu jsme se zaméfili na jeden z identifikovanych genti — Toll-
like receptor 2 (TIr2). TLR2 je duleZitym efektorem imunitniho systému. Patéi do rodiny
Toll-like receptoru, které hraji nezastupitelnou roli pii obrané proti mikroorganismum. TLR2
rozpoznavaji predevsim ,,pathogen-associated molecular patterns® (PAMPS), ale zaroven
mohou byt stimulovany také endogennimi ligandy uvoliovanymi poskozenou tkani, neboli
,,damage-associated molecular patterns® (DAMPS). Signaliza¢ni kaskada zapocata interakci
TLR2 spiislusnym ligandem probiha pfes adaptorovy protein MyD88 (myeloid
differentiation 88), coz vyusti v aktivaci transkripnich faktorti, zejména pak NF«kB, ktery
reguluje expresi mnoha genti, mj. prozanétlivych cytokint (shrnuto v Midwood and Piccinini,
2010; viz vyse). Signalizace pifes TLR2 mize navic podporovat proliferaci bunék a potlacovat
apoptozu a prispivat tak ke vzniku karcinogeneze (Tye et al., 2012).

Pro potvrzeni vztahu mezi funkci proteinu Hicl a expresi TIr2 jsme vyuzili
luciferazovou reportérovou esej. Promotor mySiho genu TIr2 jsme zaklonovali do
reportérového vektoru pGL4.26 se sekvenci pro luciferazu firefly. Tento reportér jsme
spoleéné s vektorem produkujicim luciferazu renilla vnesli do mysSich embryonalnich

1onP/onP

fibroblastti pomoci elektroporace. Jako cilové bunky jsme pouzili MEF Hic XRosa26-

delEx2/delEx2
1 ,

CreERT2 osetfené stejné jako v ptedchozim experimentu (Hic u kterych jsme

indukovali rekombinaci pouzitim 4-OHT, aHicl™™*" za pouziti etanolu). Aktivitu
luciferdzy jsme meéfili 24 h po elektroporaci a hodnoty jsme normalizovali pomoci exprese
luciferazy renilla. Méteni potvrdilo zvySenou luciferazovou aktivitu Tlr2 reportéru u bungk,

kde byl deletovan Hicl.

120 - : Hic1 loxPfloxP

4 - H’-c1delEx2/delEx2
110+ Obr.5.2

1°°'_ Luciferazova reportérova esej bunék MEF

90 elektroporovanych reportérovym vektorem
s promotorem genu TIr2 (Tlr2-Luc). Pied
| elektroporaci byly bunky kultivovany po dobu
70 72h za pouziti 4-OHT, nebo etanolu jako

80

o o] kontrolou. Aktivita luciferdzy byla méfena 24 h
3 1 po elektroporaci. Naméfené hodnoty byly
o 50 normalizovany na signal luciferazy renilla

40 ajsou vyneseny jako prumérné luminiscencni

jednotky za sekundu (RLU/s). Hodnoty byly
| ziskany ze dvou nezavislych experimentd
20 provedenych v triplikatech. Histogram
zobrazuje primérné hodnoty z jednoho méfeni.
Statisticka signifikance: * p < 0,05
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5.3 Lokalizace exprese TIr2 ve stievé

Vysledky ziskané invitro jsme ovéfovali ve stfevnim epitelu za vyuziti
imunohistochemického barveni, kdy jsme porovnavali zménu produkce TIr2 ve stievé mysi
exprimujicich Hicl a mysi s deleci druhého exonu genu Hicl. Endogenni exprese proteinu
Hicl ve stfevnim epitelu jiz v Laboratofi bundné a vyvojové biologiec UMG byla potvrzena,
ato diky vytvofeni mysiho modelu, ve kterém byla ¢ast genu Hicl nahrazena sekvenci pro
fluorescenéni protein citrin (Pospichalova et al., 2011; viz vyse). Tento model ukazal, ze Hicl
je ve stievé produkovan vSemi buiikami, ale nejvice diferencovanymi epitelialnimi bunikami
V hornich ¢astech klkl tenkého stfeva a v hornich ¢astech krypt tlustého streva.

Imunohistochemické barveni pomoci protilatky proti TIr2 bylo provedeno na fezech
sttev mysi Hic1'™®"® kde je druhy exon genu Hicl ohranien dvéma loxP sekvencemi,

1onP/onP

a na mysich Hic xVillin1-Cre*, u nichz dochézi k jeho tkatiové specifické deleci, a to

Vv epitelidlnich bunikach stfeva. Spravna Uc¢innost pouzité protilatky byla ovéfena tfadou

vyzkumnych skupin (napt. Zhong et al., 2008). Barveni prokazalo zvySenou pozitivitu TIr2 ve

sttevé mysi Hicl®E®E2 goroti mysim Hicl'™™*® a to zejména v diferencovanych

bunkach. Stfevni epitel neprokazoval zddné vyznamné histopatologické zmény.

Hic1loxP/loxP Hic1/oxP/loxPx jllin1-Cre*

Tenké strevo

Tlusté stfevo

anti-Tir2; 100x

Obr. 5.3

Imunohistochemické barveni protilitkou proti TIr2. Barveni bylo provedeno ve stfevé mysi
Hic1'®"*® ‘nebo Hic1'""*Pxvillin1-Cre*. TIr2 je vizualizovan pomoci DAB, m4 hnédou barvu. Modfe
jsou pomoci hematoxylinu znacena bunééna jadra.

43



5.4  Vliv zanétu na stievo mysi Hicl** a Hic™

Exprese TLR2 se zvySuje ve stfevé pacientt s ulcerézni kolitidou (Frolova et al.,
2008), a proto jsme analyzovali vliv chemicky indukovaného zanétu ve stfevé mysi po deleci
genu Hicl.

Obdobn¢ jako Vv piedchozich experimentech jsme vyuzili normalni mysSi a mysi se
ztratou genu Hicl, u nichz jsme pouzitim dextran sulfatu sodného (DSS) vyvolali akutni zanét
sttevniho epitelu (kolitidu). DSS je toxicky predevsim pro epitelidlni bunky tlustého stieva
ajeho pouzitim lze Vv zéavislosti na koncentraci DSS a délce podani vyvolat akutni nebo
chronicky zanét (Wirtz et al., 2007).

Podavanim 2% DSS v pitné vodé po dobu 5 dni jsme umysi genotypu Hicl' 1P

1Py villinl-Cre™ vyvolali kolitidu a stieva poté izolovali v pribshu dalsich 2-9 dni

a Hic
po navraceni pitné vody. Akutni zanét je v tomto piipad¢ nasledovan fazi regenerace epitelu,
kterd nastava cca Sest dni po skonCeni podavani DSS. Maly kus tkdn€ proximalni casti
tlustého stieva byl odebran na analyzu qRT-PCR, zbytek stfeva jsme fixovali pro ucely
histochemického barveni. Stieva mysi Hicl'”®"® a Hic1'P*®xvillin1-Cre* jsme barvili
imunohistochemicky protildtkou proti Ki67, ktery je ptfitomny v proliferujicich bunkach.
Analyza histologickych fezii neprokézala velké rozdily v poskozeni stievniho epitelu mysi,

ovSem ve fazi regenerace jsme mohli pozorovat mirné navySeni proliferace u mysi

Hic1'”®"®xvillin1-Cre*.
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Hicl foxP/loxP

Hic1/oxP/loxP\jllin1-Cre*

Hi 1onP/onP

Hic1'oxP/toxP\fillin1-Cre*

Obr.5.4

Imunohistochemické barveni tlustého stieva mysi Hicl™>® nebo Hic1'™*"xvillin1-Cre* po
chemicky indukované kolitidé. Mysim byl podavan 2% DSS po dobu 5 dni, stfeva byla izolovana 2, 4, 6
a9 dni po skonceni podavani. Stfeva byla barvena protilatkou proti Ki67, ktery je ozna¢en hnédé pomoci
DAB. Jadra jsou zna¢ena modie pomoci hematoxylinu.
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Analyza exprese prozéanétlivych cytokinli ve stfevni tkani po chemické kolitide
prokézala navyseni ve stfevech mysi Hic1'™®"*®Pxvillin1-Cre* oproti kontrole. Exprese gentl
ve stfevech mysi 4 dny po skonceni procedury neni zobrazena z diivodu velkych rozdili mezi
jednotlivymi zvitaty. Tyto mysi pfed usmrcenim navic prokazovaly nejhorsi zdravotni stav ze

vSech zkoumanych.

2dny 6 dni

: Hic TMXFWDJ(P
5] T W Hic 1" xVillin1-Cre”

W Hic1”""* xVillin1-Cre*

ve srovnani s kontrolami

Relativni genova exprese u mysi po podani DSS
ve srovnani s kontrolami
Relativni genova exprese u mysi po podani DSS

& T

9 dni
40 4
D H,-C’JoxPﬂoxP
35- M Hic1""" xVillin1-Cre*
30
254
20 -

Relativni genova exprese u mysi po podani DSS
ve srovnani s kontrolami

P

Obr.5.4.1

Relativni genova exprese prozanétlivych cytokini Il1a, 116 a Tnfa a TIr2 ve stievech mysi Hic1'>"">®
a Hic1"™®xVillin1-Cre* po chemicky indukované stfevni kolitidé ve srovnani s kontrolami. Mysi
pily 2% DSS po dobu 5 dni, totalni RNA byla izolovana 2, 6 a 9 dni po skonceni podavani DSS a expresni
hladina byla vyhodnocena pomoci qRT-PCR. Hodnoty byly normalizovany na hladinu exprese Ubb.
V grafu je rovnéZ zobrazena hladina exprese dal§iho referenéniho genu Gapdh. Hladina exprese gent
kontrolnich stfev bez kolitidy byla nastavena na hodnotu 1. Analyzovana byla vzdy Ctyfi zvifata obou
genotypt ve vSech ¢asovych intervalech.
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5.5 Vliv delece Hicl na stievo se zkracujici mutaci Apc

V nedavné dobé byl popsan pozitivni vliv delece genu Hicl na tvorbu nadorti u mysi
se zkracenym a tudiz nespravné funk¢nim proteinem Apc (Mohammad et al., 2011; viz vyse).
Tyto vysledky jsme potvrdili v mySim modelu s podminénou deleci obou alel genu Hicl.
Vyhodou nami pouzitého modelu oproti publikovanému je tkanoveé specifickd delece genu
Hicl a moznost porovnani heterozygotni i homozygotni ztraty tohoto genu.

Min

Mysi kmen Apc™, ktery ma protein Apc zkraceny z 2842 aminokyselin na 850

aminokyselin, se pouziva jako model familiarni adenomatézni polypdzy, kde je zvySena
aktivita signalizace Wnt (viz vyse). Kmen Apc™™ jsme zkifzili s kmenem Hicl™'™xVillin1-
Cre*, nebo Hic1'®"*Pxvillin1-Cre™. Tyto kmeny nesou v disledku tkafiové specifické
exprese rekombinazy Cre ve stievé deleci jedné ¢i obou alel genu Hicl. Jako kontrola byl
pouzit kmen Hicl™®"*®xvillin1-Cre”. Model ApcM" tvoii nadory preferentnd v tenkém
stievé, a proto jsme izolovali pouze tenka stieva z jedincu starych 20 tydnd. Analyza
histologickych feza potvrdila, Ze mysi se zkradcenym Apc a deleci jedné nebo obou alel genu
Hicl tvofi vétsi hyperplazie/nadory nez mysi jen se zkracenym Apc. Ve stievech mysi

s homozygotni deleci genu Hicl se tvoti vétsi nadory nez u mysi s deleci pouze jedné alely.
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Obr.5.5

A: Kvantifikace celkové plochy nadori v tenkém stfevé mysi Apc™"xHic1'™*®xvillin1-Cre™ (vlevo; Ctrl),
ApcM™xHic1*"*PxVillin1-Cre* (uprostred) a Apc"xHic1'”®"*®xvillin1-Cre* (vpravo). Experiment byl
navrzen pro celkovy pocet 15 mysi, ped jeho ukon¢enim uhynula jedna mys z kazdé skupiny. Tenka stieva
byla izolovana zmys$i ve véku 20 tydni a byla barvena prostiednictvim hematoxylinu
a eosinu. Velikost a pocet nadort byly kvantifikovany pomoci softwaru Ellipse. Boxy pfedstavuji druhy
a treti kvartil hodnot, ¢tverecek znac¢i primér, vousy predstavuji minimum a maximum hodnot.

Statisticka signifikance: * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001
B: Kvantifikace primérné plochy jednoho nadoru u stejnych mysi jako v A.

C: Reprezentativni obrazky tenkého stieva stejnych mysi jako v A. Sipky oznaluji reprezentativni adenomy
a nadory.
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5.6 Potvrzeni nové identifikovanych cilovych gent u ¢lovéka

V piedbéznych vysledcich jsme expresnim profilovanim mySich embryondlnich
fibroblastii identifikovali Sest genl potlacovanych nadorovym supresorem Hicl. Pro ovéfeni
téchto nové odhalenych cilovych genti na lidskych bunkdch jsme vyuzili proces RNA
interference. Lidské fetalni plicni fibroblasty WI38 a fibroblasty HFF izolované z predkozky
jsme transfekovali komeréné dostupnymi SiRNA proti mRNA HIC1, které byly potfizeny od
firem Dharmacon a Ambion. Jako kontrolu jsme pouzili necilici (non-targeting) siRNA.
cDNA jsme pfipravili z totalni RNA izolované z bun¢k 48 a 72 hodin po knockdownu.
Analyzu zmény exprese potencialnich cilovych gent jsme provedli pomoci qRT-PCR.
Exprese cilovych gend identifikovanych diive u mysi byla v lidskych fibroblastech celkové
nizkd a neménila se ani po snizeni exprese HIC1. Navic exprese samotnd byla u nékterych

genl v buiikach neprikaznéa vzhledem k vysokému poctu cykla.

45- B HFF 48h Ctrl
[ HFF 48h HIC1
B HFF 72h Ctrl
[ 1HFF 72h HIC1
I W38 48h Ctrl
I W38 48h HIC1
I W38 72h Ctrl
I Wi38 72h HIC1

é hodnoty C;
W
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10

Y A

Obr. 5.6

Analyza exprese mozZnych cilovych genii HIC1 provedend na lidskych buikach. Exprese HIC1
v bunikach WI38 a HFF byla snizena pomoci komer¢n¢ dostupné siRNA proti mRNA HIC1. Totalni RNA
byla izolovana 48 a72 h po transfekci SiRNA. gRT-PCR byla provedena v triplikitech ve dvou
experimentech, kdy byla exprese HICL snizena prostfednictvim siRNA bud’ od firmy Ambion, nebo
Dharmacon. Histogram piedstavuje reprezentativni vysledky po transfekci pomoci siRNA od firmy
Ambion. V grafu jsou vyneseny prumérné cykly prahu detekce fluorescence (Ct) z jednoho experimentu.
Zobrazen je také Ct referen¢niho genu GAPDH.
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Jelikoz analyza qRT-PCR nepotvrdila rozdily v expresi nové identifikovanych
cilovych genu v lidskych bunkach po knockdownu HIC1, povedli jsme expresni profilovani
bunék WI38. RNA jsme pfipravili obdobnym zpusobem jako Vv piedchozim experimentu.
Bunky WI38 jsme transfekovali pomoci komeréné dostupnych siRNA od firem Ambion
aDharmacon a po 48 a 72 h jsme izolovali RNA. Expresni c¢ip byl proveden
dr. Pospichalovou (nepublikovana data). Expresni profilovani odhalilo signifikantni zménu
exprese u 736 genu (g < 0,05). U 73 genu byla exprese zménéna vic jak dvakrat (q < 0,05;
| logoFC| > 1).

g-value < 0.05 g-value < 0.05; [LFC| = 1
Amb HIC1 45, 721 Dhar HIC1 Amb HIC1 Dhgr HIC1
siRNA siRNA siRNA 72h 72h siRNA

48h 48h

48h

Obr.5.6.1

Expresni profil lidskych fetdlnich fibroblasti WI38 a lidskych predkozkovych fibroblasti HFF po
sniZeni exprese HICLl. Snizeni exprese bylo provedeno prostfednictvim dvou typtu siRNA (Amb —
Ambion; Dhar — Dharmacon). Exprese genii byla porovndvdna s expresi ve stejnych buiikach
transfekovanych pomoci necilici siRNA. RNA byla izolovana 48 a 72 h po transfekci. Expresni profilovani
odhalilo signifikantni zménu exprese u 736 gend. Exprese byla zménéna vic jak dvakrat u 73 gend.

Pro potvrzeni zmény exprese téchto geni po snizeni exprese genu HIC1 jsme provedli
analyzu bunék HFF a WI38 pomoci qRT-PCR. Timto zplisobem jsme testovali vice nez 50
potencidlnich cilovych genti, které byly identifikovany expresnim c¢ipem jako vice
exprimované v nepiitomnosti MRNA genu HIC1. Totalni RNA jsme izolovali z bunck WI38
a HFF, které byly osetfeny stejnym zptisobem jako Vv predchozich dvou experimentech (byly
transfekovany siRNA proti HIC1 bud’ od firmy Ambion, nebo Dharmacon, a RNA byla
izolovana 48 a 72 h po transfekci; jako kontrola byla pouzita necilici siRNA). Analyza
odhalila sedm gent, jejichz exprese byla po snizeni exprese HIC1 zvySena nejmén¢ dvakrat

oproti Kontrole alespon ve ¢tyfech ptipadech z osmi.
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Obr.5.6.2

Analyza exprese geni, diive identifikovanych expresnim ¢ipem, po sniZeni exprese HIC1, v buiikach
WI38 (horni graf) a HFF (spodni graf). Exprese HIC1 byla snizena pomoci komer¢né dostupné siRNA
proti MRNA HIC1 od firmy Ambion, resp. Dharmacon. Totalni RNA byla izolovana 48 a 72 h po
transfekci sSiRNA. gRT-PCR byla provedena v triplikatech. Histogram reprezentuje relativni zménu genové
exprese Vv buiikach po transfekci pomoci specifické siRNA vzhledem ke kontrole. Usp&snost knockdownu
HICI potvrzuje sniZeni jeho relativni exprese v buitkdch po oSetfeni specifickou siRNA oproti kontrolnim
bunkam.
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5.7 Vztah mezi expresi HIC1 a E2F7

Pro dalsi studium identifikovanych cilovych genl jsme se zaméftili na E2F7, jehoz
exprese byla vyrazné zvysena skoro ve vSech ptipadech po knockdownu HIC1. E2F7 patii do
rodiny evolu¢né konzervovanych transkripcnich faktortt E2F, které jsou znamymi regulatory
bunécného cyklu (Chen et al. 2009). Pro dal$i potvrzeni vztahu mezi proteinem HIC1
agenem E2F7 jsme vyuzili luciferazovou reportérovou esej. Promotor genu E2F7 jsme
zaklonovali do reportérového vektoru pGL4.26 se sekvenci pro luciferazu firefly. Tento
reportér jsme kotransfekovali do bunék HEK293 spolecné se vzrustajicim mnoZstvim
plasmidu produkujiciho protein HIC1 a s reportérovym vektorem exprimujicim luciferazu
renilla. Aktivitu luciferazy jsme méfili 24 h po transfekci a hodnoty normalizovali na
zméfenou aktivitu luciferazy renilla. Méfeni potvrdilo snizenou luciferdzovou aktivitu

reportéru E2F7 u bunék, ke kterym byl pfidan exogenni HIC1.

120 4 I E2F7-Luc
100
80 -

RLU/s (%)
2
|

HIC1 R
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Obr.5.7

Luciferazova reportérova esej bunék HEK293 kotransfekovanych vektorem produkujicim luciferazu
firefly se zaklonovanym promotorem genu E2F7 (E2F7-Luc) spole¢né se zvySujicim se mnoZstvim
plasmidu kodujiciho HIC1. Naméfené hodnoty byly normalizovany na signal luciferazy renilla a jsou
vyneseny V relativnich luminiscenénich jednotkach za sekundu v procentech (RLU/s), kde jako 100 % byly
nastaveny hodnoty ziskané méfenim bunék transfekovanych pomoci E2F7-Luc bez tranfekce plasmidem
kédujicim HICI. Jako kontrola byl pouzit luciferazovy reportérovy vektor pGL4.26 bez inzertu. Histogram
reprezentuje hodnoty ziskané métenim ze tii nezavislych experimentl provedenych v duplikétech.

Statisticka signifikance: ** p < 0,01
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6. Diskuze

Tumor supresorovy gen Hypermethylated in cancer 1 (HIC1) byl poprvé popsan pied
vice nez dvaceti lety. Z funk¢niho hlediska je protein HIC1 transkripnim represorem, ktery
hraje vyznamnou roli v organismu (viz kapitola 2.3), navzdory tomu ale stale nejsou dokonale
popsany vsechny jeho funkce. Doposud bylo odhaleno dvanact gend, jejichz exprese je pfimo
regulovana prostfednictvim HIC1. Polovina z téchto gend byla identifikovana na zakladé
ptitomnosti HIC1 responzivnich elementi (HIRE) (Pinte et al., 2004), druha polovina byla
odhalena diky expresnimu profilovani (shrnuto v Rood and Leprince, 2013). Nékteré z dtive
publikovanych praci identifikovaly cilové geny HIC1 na zaklad¢ expresniho profilovani
nadorovych linii s pfirozenou ztratou HIC1, u kterych byla nucené vyvolana ektopicka
exprese HIC1 (Briggs et al., 2008; Foveau et al., 2012; Van Rechem et al., 2009; Zhang et al.,
2010). Exprese takto identifikovanych gentt mtze kolisat v zavislosti na individualni bunécné
linii. Nékteré z téchto identifikovanych genid vsSak byly dale ovéfeny za vyuziti RNA
interference v lidskych fibroblastech (Dehennaut et al., 2013; Foveau et al., 2012; Van
Rechem et al., 2009).

V Laboratofi bunééné a vyvojové biologie UMG se podafilo identifikovat $est novych
gend, potencialné regulovanych transkripénim represorem Hicl. K odhaleni novych cilovych
genl byla vyuzita podminéna delece Hicl v mysich embryonalnich fibroblastech (MEF).
Tento pouzity systém je unikatni v tom, Ze vyuziva endogenni inaktivace Hicl. Nevyhodou
je, ze vmySich bunkach mize Hicl regulovat set genli odliSny od genii regulovanych
proteinem HIC1 v lidskych burnikach. Rovnocennou alternativni metodou takového systému
v lidskych bunkach by bylo vyuziti editace genomu pomoci systému TALEN (transcription
activator-like effector nuclease) nebo CRISPR (clustered regulatory interspaced short
palindromic repeats). Takové metody ve vyzkumu funkce genu HIC1 zatim nebyly pouzity,
piestoze by v efektivnosti mnohonasobné nahradily pouzivané snizeni exprese pomoci RNA
interference, které neni trvalé a zaroven mtize mit fadu neptedvidatelnych cil.

Z genu, které jsme identifikovali expresnim profilovanim a kontrolni analyzou qRT-
PCR (Obr.5.1), jsme se zamétili na Toll-like receptor 2 (Tlr2). TLR2 patii do rodiny
transmembranovych receptorti, které jsou dualezit¢ v imunitnim systému. Tyto receptory
rozpoznavaji struktury typické pro mikroorganismy, ligandy uvoliiované poskozenou tkani
I mediatory zanétu produkované imunitnimi bunikami. Rozpoznani ligandu Toll-like
receptorem 2 spousti signalizani kaskadu ptes adaptorovy protein MyD8S8, coz vyusti

v aktivaci transkripcnich faktori, zejména pak NFkB. Ten aktivuje transkripci cilovych genu,
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jejichz produkty se ucastni prozanétlivé odpovédi. Chronicky zanét je povazovan za jeden
z rizikovych faktor pfi vzniku nddorovych onemocnéni véetné kolorektalniho karcinomu.
Abnormalni aktivace transkripéniho faktoru NFkB Vv nékterych typech solidnich nadora
podporuje karcinogenezi, zejména zvySovanim produkce prozanétlivych cytokind, anti-
apoptickych a rastovych faktorti, nebo reaktivnich forem kysliku, které poskozuji DNA
(shrnuto v Rakoff-Nahoum and Medzhitov, 2009; viz kap. 2.2.1).

Pomoci luciferazové reportérové eseje jsme ukazali, Ze delece Hicl v bunkach MEF
zpusobuje zvySenou expresi TIr2, coz potvrzuje, Zze Hicl muze potladovat transkripci TIr2
(Obr.5.2). V Laboratofi bunééné a vyvojové biologie UMG byl nezavisle proveden
experiment v lidskych bunkach, kdy byly buiky HEK293 transfekovany TIr2 reportérem
spole¢né se vzrustajicim mnozstvim plasmidu produkujiciho HIC1. Vyssi exprese HIC1 vedla
ke snizeni aktivity reportéru, coz inverzné potvrzuje vztah mezi HIC1 a TIr2 (Janeckova et al.,
2015).

Lokalizovat expresi TLR2 ve stfevé komplikuje pfitomnost mnoha typt bunék
imunitniho systému, napt. makrofagl, dendritickych bun¢k nebo T a B lymfocytt, které
exprimuji TLR2. Neékteré studie dokazuji, ze exprese TLR2, ackoliv pomérné nizka, je
zajistovana bunkami na spodku krypt tlustého stfeva a smérem k vrcholu se snizuje (Furrie et
al., 2005). U mysi byla pozorovana nizka exprese TIr2 u epitelialnich bungk Lgr5" (Scheeren
et al., 2014). V nami provedeném experimentu jsme za pouziti imunohistochemického
barveni Ve stfevech nemutovanych mysi pozorovali velmi nizky signal TIr2. Ve stfevé mysi,
u kterych doslo k podminéné deleci Hicl, jsme ale pozorovali zvysenou pozitivitu signalu
TIr2 oproti stievu kontrolnich mysi (Obr. 5.3). To potvrzuje, ze ve zdravé tkani, mize byt
hladina exprese TIr2 negativné regulovana transkripénim faktorem Hicl. Zajimavé bylo, ze
nejsilngj$i pozitivitu TIr2 vykazovaly diferencované bunky, coZ se neshoduje s diive
publikovanymi vysledky. Vzhledem k tomu, ze exprese Hicl ve stievé je zajisStovana zejména
diferencovanymi buiikami epitelu (Janeckova et al., 2015), potvrzuje toto zjisténi dale vztah
mezi Hicl a TIr2. Mezi cilové geny Hicl patii mj. Atohl a Sox9, které jsou ve stieve dulezité
pro diferenciaci sekretornich linii bunék (viz kapitoly 2.1.2.1, 2.1.2.2, 2.3). V Laboratofi
bunééné a vyvojové biologie UMG bylo potvrzeno, Ze ztrata Hicl ve stievé vede k mirnému
zvySeni poc¢tu Panethovych, poharkovych a enteroendokrinnich bun¢k (Janeckova et al.,

2015). Analyza histologickych fezti stfeva mysi po deleci Hicl neprokazala zadné
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histopatologické zmény (Obr. 5.3), coz dokazuje, Ze samotna ztrata Hicl ve zdravém stieve

nema na jeho epitel velky vliv.

Dosud publikované pozorovani naznacuji, ze béhem zanétlivych onemocnéni dochazi
ke zvySeni hladiny TLR2 ve stfevé, a to piedevSsim Vv lamina propria a makrofazich
(Hausmann et al., 2002). Dalsi studie prokazala zvySenou expresi TLR2 iV epitelidlnich
bunkach stfeva pacienti s ulcerézni Kkolitidou (Frolova et al., 2008). Nase vysledky jsou
v souladu s témito daty. K vyvolani kolitidy u mysi jsme pouzili dextran sulfat sodny (DSS),
ktery byl mySim podavan po dobu 5 dni. DSS poskozuje buiiky epitelu tlustého stfeva a tim
zaroven umoznuje bakteriim bézné pfitomnym Vv lumen stfeva proniknout do lamina propria,
coz vede k akutni imunitni odpovédi (Nakanishi et al., 2014). Stieva mysi s indukovanou
kolitidou prokazala ve tfech Casovych usecich po skonéeni podavani DSS (2, 6, 9 dni)
zvysenou expresi TIr2 ve srovnani s kontrolami bez kolitidy, nejvic vSak ve fazi, kdy epitel jiz
regeneroval (Obr.5.4.1). Stieva mys$i, u kterych doSlo k podminéné deleci genu Hicl
azaroven u nich byla vyvolana kolitida, prokazovala vyssi expresi TIr2 nez stfeva
nemutovanych mysi. Zaroven se oproti mySim Hic1™"* zvysila 1exprese prozanétlivych
cytokind — Il1a, 116, Tnfo. (Obr. 5.4.1). Navic bylo v Laboratofi bunééné a vyvojové biologie
UMG dokézano, ze ztrata Hicl zpisobi zvyseni aktivity NFkB v mysich i lidskych buiikach
(Janeckova et al., 2015).

Imunohistochemické barveni ukazalo, Ze ve fazi regenerace epitelu, je u mysi s deleci
Hicl pfitomno vice proliferujicich bunék, nez u mysi ,,wild-type* (Obr. 5.4, 9 dni). To muze
souviset s nedavno publikovanymi vysledky, ve kterych bylo dokazano, Ze mysi se ztratou
MyD88 prokazovaly snizenou schopnost regenerace pii chemicky indukované kolitidé, nez
mysi MyD88*'* (Scheeren et al., 2014).

Laboratof bunééné a vyvojové biologie UMG se v budoucnosti bude dale soustiedit na

odhaleni pfi¢in zvySené prozanétlivé signalizace TIr2-NF«kB po ztraté Hicl ve stievé.

Chronicky zanét je jednim z rizikovych faktord pii vzniku i rozvoji karcinogenze.
Mnoho praci ale prokazalo souvislost mezi signalizaci TIr2 a rozvojem karcinogeneze

nezavisle na ptitomnosti zanétu. Rakoff-Nahoum a Medzhitov zkoumali vliv ztraty MyD88

na tvorbu nadori ve stievé. Homozygotni delece MyD88 v mysim kmenu Apc™™ méla

pozitivni vliv na velikost a pocet nddort ve stfevé ve srovnani s mySmi ApCMin. U téchto mysi
byla navic snizena exprese nékterych faktori podporujicich rust nadort (Rakoff-Nahoum and

Medzhitov, 2007). Tato pozorovani byla podpofena nedavno publikovanymi daty, kdy mysi
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Apc™™ s homozygotni deleci TIr2 vykazovaly sniZenou tvorbu nadord a snizenou mortalitu ve
srovnani s mySmi Apc™" (Scheeren et al., 2014). Dalsi studie prokazaly, ze TLR2
produkovany bunkami epitelu miize podporovat proliferaci epitelidlnich bunék, preziti
| migraci, a to nezavisle na piitomnosti zanétu, prozanétlivych cytokinl, nebo imunitnich
bunék (Shaykhiev et al., 2008). Stejnym zpuisobem mize také podporovat proliferaci bunék
karcinomu zaludku (Tye et al., 2012).

V této praci jsme porovnavali vliv heterozygotni a homozygotni ztraty Hicl na tvorbu
nadort stieva mysi ApCMi”. Ukazaly jsme, ze ztrata i jedné alely genu Hicl miZze u mysi se
zkracenym proteinem Apc podporovat rist nadoru. Navic, ztrata obou alel Hicl zapficini
tvorbu vétsich nadorl, nez je tomu u mysi jen se ztratou jedné alely (Obr. 5.5). Vzhledem
k diive publikovanym vysledkim uvedenym vySe je mozné, Ze jednim z mnoha faktort
vedoucich ke zvySené tvorbé nadori u takto mutovanych mySi mize byt pravé zvysSend

exprese TIr2 po ztraté Hicl.

V dal§i casti prace jsme expresi cilovych genli nové identifikovanych v mySich
bunkach testovali na lidskych fibroblastech WI38, které maji pfirozenou expresi HIC1. Za tim
ucelem jsme vyuzili metodu RNA interference. Snizeni exprese HIC1 pomoci siRNA bohuzel
nepotvrdilo zménu exprese TLR2 (ani ostatnich gent), kterou jsme zaznamenali u mysi
(Obr. 5.6). To muze byt zpusobeno zejména celkoveé nizkou expresi TLR2 v bunikach WI38.
V Laboratofi bunééné a vyvojové biologie UMG bylo vsak dokazano, Ze exprese TLR2 je
Vv zavislosti na nepfitomnosti HIC1 v lidskych bunkach zvySena, a to Vv bunkach BJ-Tert
(imortalizovanych fibroblastech izolovanych z pfedkozky), které byly transfekovany pomoci
siRNA proti mMRNA genu HICL1. Chromatinova imunoprecipitace protilatkou proti HICI
provedena na chromatinu bunék BJ-Tert a nasledna digital droplet PCR potvrdily, Ze exprese
TLR2 je ptimo potlacovana HIC1 (Janeckova et al., 2015). Bunky WI38 byly v nasem
experimentu (ale i v experimentech skupin, které diive identifikovaly dalsi cilové geny HIC1)
pouZity z toho diivodu, Ze maji v porovnani s jinymi nenddorovymi bunécnymi typy pomérné

vysokou expresi HIC1.

K odhaleni dalsich cilovych genti v bunkach WI38 byl v Laboratoii bunécné
a vyvojové biologie UMG proveden expresni ¢ip za Vyuziti snizeni exprese HIC1 pomoci
SiRNA (Obr. 5.6.1). Mezi geny, jejichz exprese byla zvySena po snizeni exprese HIC1, byly
ptitomné i nekteré ostatnimi skupinami dfive identifikované. Vzhledem k tomu, Ze tyto geny

nesplinovaly nami uréené podminky signifikance (nepublikovana data), zabyvali jsme se dale
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jen geny, jejichz exprese byla zménéna vyznamng. DalSim ovéfenim vybranych gent
identifikovanych pomoci expresniho Cipu jsme pomoci qRT-PCR odhalili 7 gent, jejichz
transkripce by mohla byt fizena represorem HIC1 (Obr. 5.6.2). N¢které z téchto geni jsou
piimo spojeny s fizenim bunécného cyklu, nebo apoptdzy, napi. BNIP3L koduje protein, ktery
je soucasti rodiny proteini Bel-2; CCNG1 kdduje cyklin G1; E2F7 je soucasti rodiny
transkripcnich faktort E2F. Z téchto genti jsme se vice zamé&fili na E2F7, jehoz exprese byla
V nasem experimentu zvySena konzistentné. Luciferazova reportérova esej ukazala, ze vyssi
produkce HIC1 vede ke snizeni exprese E2F7, coz by potvrzovalo, Ze muze byt jednim
z dalsich cilovych genti HICI.

E2F7 patti do rodiny transkripénich faktord E2F, které jsou zndmymi regulatory
bunécéné proliferace, diferenciace a apoptdzy. Zajimavé je, ze HICL je pfimym cilovym
genem jednoho ze ¢lentu této rodiny — E2F1 (Jenal et al., 2009). Dodnes bylo objeveno osm
gentl kddujicich proteiny, které se svou strukturou a funkci déli na aktivatory a represory
transkripce. Toto rozdéleni ale zavisi spi§ na bunééném kontextu, kde byla funkce proteint
zkoumana (shrnuto v Chen et al., 2009). E2F7 je transkripénim represorem, ktery se spolu
s E2F8 odliSuje od ostatnich proteint této rodiny svou strukturou a schopnosti vazat DNA
nezavisle na interakénim dimeriza¢nim partnerovi a potlacovat tak transkripci gend (Logan et
al., 2004). Uloha E2F7 v rozvoji karcinogeneze je pomérné kontroverzni. Vzhledem k tomu,
Ze se jedna o represor zahrnuty v negativni regulaci gent spojenych s proliferaci (De Bruin et
al., 2003), dalo by se ocekavat, ze zvyseni jeho exprese by nemuselo vést ke vzniku nadord.
Bylo dokazano, ze E2F7 je stejné jako HIC1 (Wales et al., 1995) cilovym genem p53
a dokaze zastoupit nefunkéni protein RB (retinoblastom) v regulaci gent spojenych
s bunéénym cyklem a mitézou, coz dokazuje jeho tumor supresorovou funkci (Aksoy et al.,
2012). Dale bylo publikovano, ze zvySena exprese E2F7 je spojena s del$im piezitim
pacientek s nadory vajecniku (Reimer et al., 2007). N¢které studie ale ukazuji, ze v urcitych
podminkach ma zvysena produkce E2F7 spi§ opacny vliv. V regenerujicich jaternich buiikach
byla vyssi exprese E2F7 zodpovédna za vyssi aktivaci genu hTERT (telomerase reverse
transcriptase), jehoz produkt ma schopnost prodluzovat telomery, coz je zaroven jeden ze
znaktu karcinogenze (Sirma et al., 2011). Jina studie ukazala, ze E2f7 je spolu s E2f8
zodpovédny za aktivaci transkripce genti spojenych s angiogenezi béhem embryonélniho
vyvoje (Weijts et al., 2012).

Bez ohledu na funkci transkripéniho faktoru E2F7 je nutno zminit, Ze HIC1 neni
represorem pouze aktivatort bunééného cyklu jako je CCND1, kodujiciho cyklin D1 (Van

Rechem et al., 2010), ale mezi jeho cilové geny patii i geny kodujici inhibitory cyklin
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dependentnich kinaz p57 (Van Rechem et al., 2010) a p21 (Dehennaut et al., 2013). To muize
piisobit rozporuplné. Udast proteinu HIC1 v regulaci bunééného cyklu vsak neni striktnd
vazana na jednotlivé faze buné¢ného cyklu, ale prispiva spise K jejich vzajemnému sladéni.
Bylo by jisté¢ zajimavé v budoucnu jesté rozsifit znalosti o funkci E2F7. Laboratof
bunééné a vyvojové biologie UMG se v soudasnosti zabyva otazkou, zda je transkripce E2F7
skute¢n¢ regulovana nadorovym supresorem HIC1 a jak tento vztah ovliviiuje bunéény cyklus
a odpovéd’ na poSkozeni DNA. Zaroven bychom chtéli rozvinout nasi hypotézu, Ze
epigenetické umlcovani exprese HIC1 nebo jeho ztrata mize vést k rozvoji nadort ve stieve

mimo jiné diky deregulaci exprese TLR2 a s tim spojené pro-nadorové signalizaci.

Odhaleni dalsich genti regulovanych nadorovym supresorem HIC1 a definovani jejich
role v procesech spojenych s karcinogenezi by vedlo k lepS§imu porozuméni molekularnich
mechanismi, které jsou pfi¢inou vzniku a rozvoje nadorovych onemocnéni. Tyto znalosti by

zaroven mohly byt zuzitkovany pro uziti epigenetické protinadorové terapie.
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Shrnuti
Na zékladé vysledki ziskanych v rdmci této prace jsme ucinili nasledujici zavéry:
Toll-like receptor 2 je  pfimym  cilovym genem nadorového  supresoru

Hypermethylated in cancer 1.

Exprese proteinu TIr2 je po inaktivaci Hicl ve stievé zvySena a je pfitomna zejména

v diferencovanych bunkach.

Ztrata Hicl ve stfevé pozitivné ovlivituje regeneraci epitelu po chemicky indukované

kolitid¢.

Delece obou alel genu Hicl ma pozitivni vliv na rast nadort ve stfevé s abnormalné

aktivovanou signalni drahou Wnt.
Cilové geny a zména jejich exprese se mohou liSit v zavislosti na bunééném typu.

Snizeni exprese HIC1 v lidskych fibroblastech WI38 zvysuje expresi transkripcniho
faktoru E2F7, naopak vyssi produkce HIC1 vede ke snizeni exprese E2F7.
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