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Abstrakt

Lidska fosfodiesterdza 6 je fyziologicky produkovan pouze v bufikdch sitnice
lidského oka a hraje klitovou roli v kaskadé dg&ji vedoucich k vniméni svétla. Nedavny
vyzkum odhalil, Ze spolu s daldimi proteiny z tcto kaskady je o podjednotka této
fosfodiesterazy exprimovéna také v nadorovych buiikdch kiZe. Tato nova skupina
proteinf, produkovanych vyhradn& v sitnici oka a v butikach nadorového bujeni, byla
nazvéna cancer-retina antigens (analogie s cancer-testis antigens).

Cilem mé prace bylo charakterizovat expresi B podjednotky fosfodiesterazy 6

(PDE6B) v melanomové tkani a bunécnych linii.

Mé ukoly byly nésledujici:

1. Charakterizovat expresi PDE6B jak v nadorové tkéni a bun&nych liniich
melanomu, tak ve zdravé tkani, na mRNA i na proteinové Grovni.

2. Generovat specifické polyklonalni protilatky proti PDE6p.

3. Prozkoumat vliv inhibitort fosfodiesterazy a specifickych PDE6p protilatek

na melanomové bunééné linie in vitro.

V této praci byly pouZity standartni molekuldrné-biologické metody. Exprese
mRNA byla charakterizovana pomoci PCR, produkce proteinii pomoci western blot
analyzy. Zakladni metody pouZivané pii p&stovani bunéénych kultur byly vyuZity pfi
cytotoxickych testech a MTT test byl pouZit pro hodnoceni G¢inku testovanych latek na
bunééné linie. Kromé toho byly pouZity i nasledujici metody — ELISA, isolace RNA,
produkce cDNA, gelova extrakce, sekvenovani DNA a in silico metody.

Pii analyze exprese jsme odhalili nidorové specifickou mRNA splicing variantu
PDE6B. Prekvapivé viak bylo zjisténo, Ze navzdory této mutaci produkuje 77%
zkoumanych bun&énych linii plnohodnotny PDE6p protein. Cilem dal§iho vyzkumu je

vysvétlit tento rozpor a objasnit zminénou mRNA mutaci.



Generovani  polyklondlnich  protilatek  proti PDE6p bylo neuspéine,
pravdépodobne kviili nizké imunogenité pouzitych imuniza¢nich peptidd.

Zkoumané inhibitory fosfodiesterazy pfekvapivé stimulovaly bunénou
proliferaci, namisto o¢ekavaného cytotoxického uginku. Podle doposud provedenych

testd je tento jev doprovazen poklesem hladiny cGMP v burice.

Aby bylo moZné poznat a vysvétlit faktory vedouci k vyse popsanym vysledkim,
je nutno provést dalsi vyzkum v tcto oblasti, ktery je jiZ naplanovan. Tato prace otevira
mo¥nosti pro zkoumani nové, nadorové specificke, PDE6B mRNA splicing varianty,
stejné jako vyzkum proliferativnich Cinki inhibitor fosfodiesterazy a jejich

mechanismu.





