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Pouzité zkratky.

AdEIA adenovirus early region 1A
AEBSF  4-(2-Aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride hydrochloride
bHLH-LZ basic-helix-loop-helix-leucine zipper

cAMP cyklicky adenosin monofosfat
CBP CREB-binding protein
CREB CRE-binding protein (cAMP response element binding protein)

db cAMP  dibutyryl cyklicky adenosin monofosfat
DTT dithiothreitol
EMSA electromobility shift assay

FCS fetal calf serum (fetalni teleci sérum)
HA hemaglutinin
HAT histon acetyltransferasa

HDAC histon deacetylasa

IVT in vitro transkripce a translace

Lz leucinovy zip (leucine zipper)

MITF microphthalmia-associated transcription factor
PKA protein kinasa A

RA kyselina retinova

RAR retinoic acid receptor

RT-PCR  reverzni transkripce-polymerasova fetézova reakce
SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
siRNA small interferring RNA

shRNA small hairpin RNA

TAD transkripéné aktiva¢ni doména
TNF tumour necrosis factor

™ trombomodulin

TPa tissue plasminogen activator
TRP-1 tyrosinase-related protein 1
TRP-2 tyrosinase-related protein 2
Wt wild type



1. Uvod a piehled literatury.

a) p21(WAF1/Cipl), inhibitor cdk a bunécného cyklu, je téZ transkripcni regulator a

faktor nutny pfi diferenciaci nékterych bunéénych typii.

Zmeény v transkripci gentl jsou zékladni molekularni charakteristikou nddorovych bunék a
rozdily v profilu exprese nadorovych buné¢k (na trovni transkripce) oproti normalnim netrans-
formovanym bunkam pfislusného bunééného typu patii ke konstantnim molekularnim proje-
viilm nadorové transformace buiky. Pfi transformaci norméalni buiiky na buiiku nadorovu jsou
poruSeny bunééné mechanismy plsobici jako ochranna bariéra nadorové transformace, a to
schopnost builky vstoupit do apoptosy a process bunééného starnuti. Ackoliv nékteré
aktivované onkogeny mohou indukovat pfed¢asnou senescenci, nesouvisejici se zkracovanim
telomer, dalsi genetické zmény v bufnice, jako je napf. mutace a inaktivace tumor-
supresorovych gentl, jiz indukci tohoto typu senescence eliminuji. Ve vétSin€é nadorovych
bun¢k lze téz pozorovat defekty v bunécné diferenciaci rtizného stupné, od represe jednoho
nebo nékolika diferenciatnich markerG az po dediferencovany fenotyp, kdy ptvodni
nenadorovy bunéény typ lze po transformaci jiz jen oblizn€ identifikovat. Takové nadorové
bunky byvaji biologicky agresivnéj$i ve srovnani s nddorovymi bunikami z diferencovanych
tumori a dediferencované nadory maji obecné hor$i prognosu. Regulace diferenciace a
exprese genl spojenych s diferencianim bunéénym programem ma tedy mimotadny vyznam
1 pfi pfeméné normalni buiiky na buitku nddorovou a indukce diferenciace u nékterych typi
nadorovych bunék mize vést az ke ztraté maligniho fenotypu.

Protein p21(WAF1, Cipl, Sdil) (déle jen p21) je prvnim popsanym inhibitorem cyklin-

dependentnich kinas (cdk) a jako univerzalni inhibitor je schopen inhibovat aktivitu vSech



typt komplexi cyklin-cdk, pfi€emz nejucinngji inhibuje protein-kinasovou aktivitu komplext
obsahujicich cdk2, cdk3, cdk4 a cdk6 (El-Deiry a spol, 1993; Harper a spol., 1995).
p21WAF1 je dilezitym negativné regulaénim faktorem zejména v G1 fazi bunééného cyklu,
nebot’ inhibuje fosforylaci onkosupresorového proteinu Rb. Protein p21 je zndm jako
transkripéni cil pro naddovy supresorovy protein p53, zejména pii poSkozeni DNA, kdy p21
zajiStuje blok v G1 fazi (popt. 1 v G2 fazi) bunééného cyklu po aktivaci p53 proteinu.
Aktivace transkripce p21 genu muze vSak nastat i nezdvisle na p53, kdy je koaktivatorem
molekuly p21 (OBR.1), kde je jedno vazebné misto pro cyklin E a vazebné misto pro cdk 2
(Adams a spol., 1996; Chen a spol., 1996; Dotto, 2000). Druhé vazebné misto pro cyklin,
které je v C-termindlni oblasti, vSak neni nutné pro inhibici cdk a bunééného cyklu
(Wohlschleger a spol., 2001). Vazebni misto pro PCNA (proliferating cell nuclear antigen) je
rovnéz v C-termindlni ¢asti a neni nutné pro inhibici cdk (Dotto, 2000).

V posledni dobé se ukazuje, ze p21 protein mé dalsi funkce které jsou nezavislé na jeho
schopnosti inhibovat aktivitu cyklin-cdk komplext (Perkins, 2002; Coqueret, 2003). p21 se
vaze na nékolik transkripénich faktort a inhibuje jejich funkci aktivovat cilové geny. Jde o
transkripéni faktory E2F1 (Delavaine a La Thangue, 1999), STAT3 (Coqueret a Gascan,
2000) nebo onkoprotein c-myc (Kitaura a spol., 2000). p21 protein inhibuje také transkripci z
promoterti genll pro survivin, kdy represe exprese survivinu p53 proteinem je ve skutenosti
zprostfedkovana p21 proteinem (Lohr a spol., 2003), polo-like kinasu 1 a topoisomerasu Ila
(Zhu a spol., 2002), receptor pro TNF (Wang a spol., 2005), c-myc a cdc25A fosfatasu
(Vigneron a spol., 2006) a Wnt4, kdy p21 je korepresorem transkripcniho faktoru Notchl pfi
represi Wnt4 (Devgan a spol., 2005). V jinych piipadech funguje p21 protein jako typicky
transkripcni koaktivator, kdy stimuluje transkripci fizenou estrogennim receptorem (Fritah a

spol., 2005; Redeuilh a spol., 2002) nebo faktorem NFkB (Poole a spol., 2004). Neni zcela



jasné, jakym mechanismem muze p21 transkripci reprimovat nebo koaktivovat, ale zda se
aktivitu potom positivné nebo negativné ovliviiuje, a byly popsany sekvencni motivy v
promotorech pro polo-like kinasu a topoisomerasu nutné pro inhibici p21 proteinem (Zhu a
spol., 2002). Jeden mechanismus transkripéni aktivace proteinem p21 je jiz zndm, ale
pravdépodobné nevysvétluje vSechny Ucinky p21 proteinu pii transkripci, pouze funguje pro
ur¢ité promotery. p300 koaktivator ma totiz 1 transkripéné-represorovou doménu, ktera je
inaktivovana p21 proteinem (Snowden a spol., 2000; Gregory a spol., 2002; Garcia-Wilson a
Perkins, 2005). Ackoliv p21 se nevéaze pfimo na tuto doménu, oslabuje mechanismus represe,
ktery souvisi s vazbou proteini SUMOI1-3 a naslednou vazbou histon-deacetylasy 6
(HDAC6) (Girdwood a spol.,, 2003). Chang a spol. zjistili (Chang a spol., 2000), ze
indukovana overexprese p21 proteinu v bunkach lidského fibrosarkomu (HT1080) mé za
nasledek kromé ocekdvaného poklesu exprese mnoha genl UcCastnicich se replikace a
bunécného cyklu i1 zvySeni exprese genll hrajicich pravdépodobné tlohu v patogenezi nemoci
jako je aterosklerosa, amyloidosa a n¢kterych degenerativnich onemocnéni. Tyto vysledky
podporuji hypotézu, Ze p21 neni pouhym reguldtorem bunécného cyklu, ale ma aktivni tlohu
pii transkripci specifickych genti.

Transkripce p21 genu je indukovana béhem bunécéné diferenciace mnoha bunéénych typt,
napf. oligodendrocytii (Zezula a spol., 2001), chondrocyti (Negishi a spol., 2001), stimuluje
neurondlni diferenciaci feochromocytovych PC-12 bunék (Erhardt a Pittman, 1998a,b) a
bunék promyelocytarni leukemie (Casini a Pelicci, 1999). Naprostd vétSina téchto
prodiferenciacnich uc¢inkii se zda byt nezavisld na funkci p21 inhibovat bunécny cyklus.
Protein p21 je také znamy svou antiapoptotickou funkci, kterd je asociovana s jeho
relokalizaci do cytoplazmy. p2l1 je u¢inny inhibitor prokaspazy 3, kterd se ucastni Fas-

zprostfedkované bunécné smrti. Fosforylovany p21 vstupuje na mitochondriich do komplexu



s prokaspazou 3 a blokuje misto na jejim NH2 konci, které by jinak Stépily cytoplazmické
serinové proteinasy za vzniku aktivované kaspazy 3 (Suzuki a spol, 1999a, 1999b). Ale
rovnéZz opacné, kaspasa 3 $tépi p21 a tim spousti apoptosu u bunck blokovanych v G1 fazi
bunécného cyklu (Zhang a spol., 1999). Pii diferenciaci monocyti (Asada a spol., 1999) a
neuront (Tanaka a spol., 2002) a pii diferenciaci F9 bunck (nase prace-viz nize) rovnéz
dochazi k relokalizaci p21 do cytoplasmy. Zda se tedy, Ze p2l, alespoil u nékterych
bunéénych typl, po zablokovani bunééného cyklu v G1 faze pii procesu diferenciace téz
inhibuje apoptosu diferencovanych bun€k. Vyssi hladina p21 v nddorovych buiikach by tedy
mohla byt 1 nezddouci z hlediska zvySené¢ho pieZivani nadorovych bunék (Blagosklonny,
2002; Weiss, 2003). Paradoxné je tedy p2l protein, ackoliv je inhibitorem proliferace,
asociovan s ¢asnymi nadorovymi zménami napf. u intraepitelidlniho karcinomu pankreatu
(Biankin a spol., 2001) nebo s hor$i prognézou u karcinomu prsu (Weiss, 2003; Winters a
spol., 2003).

V piedkladané praci byla studovana diferenciace bunék F9. Tyto builky mySiho
embryonalniho karcinomu jsou velmi vhodnym modelem pro indukci diferenciace v
nadorovych bunkach, které po diferenciaci prudce zpomaluji proliferaci a ztraceji rysy
nadorovych bunck. Nediferencované F9 buniky mySiho embryonalniho karcinomu se
vyznacuji vysokou proliferani rychlosti a schopnosti diferencovat do nékolika bunécnych
typt. Klicovou ulohu v jejich diferenciaci ma kyselina retinova (RA), kterd indukuje buiiky k
diferenciaci na builkky podobné primitivnimu endodermu. Protrahovana diferenciace pomoci
RA ma za nasledek konverzi bun€k na bunky podobajici se viscerdlnimu endodermu. Za
soucasného plsobeni kyseliny retinové a stimulace cAMP signalni drahy jsou bunky
diferencovany na parietdlni endoderm (Strickland a spol., 1980). Jejich diferenciace je
doprovazena snizenou proliferacni rychlosti, morfologickymi zménami a expresi markert.

V embryondlnim vyvoji se primitivni endoderm vyviji velmi €asné jako extraembryondlni
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tkan pfi vyvoji blastocysty a diferencuje na parietdlni a viscerdlni endoderm. Bunky
embryonalniho karcinomu v mnohém pfipominaji embryonalni kmenové bunky (napt. expresi
proteint Oct 4 a nanog (Thompson a Gudas, 2002, Chen a spol., 2006), a pfi diferenciaci na
primitivni endoderm indukované kyselinou retinovou maji pochopitelné klicovou ulohu jeji
repceptory RAR a RXR, a zejména RARa a RXRa jsou zcela nezbytné pro diferenciaci F9
bunek (Chiba a spol., 1997; Rochette-Egly a spol., 2000; Rochette-Egly a Chambon, 2001;
Clifford a spol., 1996; Taneja a spol., 1997). Pro diferenciaci F9 bunék je nutny i koaktivator
transkripce p300 protein (a jeho paralog CBP protein), pravdépodobné proto, ze funguji jako
kofaktory n€kolika jadernych receptorii véetné RAR (Chakravarti a spol., 1996; Kawasaki a
spol., 1998). Pro diferenciaci na primitivni i parietdlni endoderm je typicka exprese
specifickych diferenciacnich markerti. Pro primitivni endoderm to je laminin B1, TPa (tissue
plasminogen activator) a kolagen a-IV (Strickland a spol., 1980, Espeseth a spol., 1989). Pti
diferenciaci na parietdlni endoderm (PE) soucasnou stimulaci cAMP signélni cesty je
typickym markerem trombomodulin (TM) (Weiler-Guettler a spol., 1992; Shirayoshi a spol.,
1993, Niforas a spol., 1996). Protoze pti zpomaleni proliferace po indukci diferenciace na PE
jsme zjistili velmi silné zvySeni exprese proteinu p21, zejména v posledni fazi diferenciace,

studovali jsme tlohu proteinu p21 pii diferenciaci F9 bunék a vysledky jsou popsany dale.

b) MITF - kli¢ovy transkrip¢ni faktor melanocytii a aktivator exprese mnoha geni.

Transkripéni faktor MITF (microphthalmia associated transcription factor) je kliCovym
regulatorem embryondlniho vyvoje melanocytové linie z neurdlni liSty a aktivuje transkripci
genl specifickych pro diferenciaci melanocytii (Opdecamp a spol., 1997, Goding, 2000,

Steingrimsson a spol., 2004). Gen byl identifikovan pfi ndhodném objeveni se fenotypovych
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znakilt podobnych znamym fenotypim mySi s poruSenou pigmentaci, mikroftlamii a
poruchami sluchu po inzerci jiného transgenu (Hodginson a spol., 1993; Hughes a spol.,
1993). Struktura lidského genu pro MITF byla popsdna zahy a MITF byl lokalizovan na
chromosom 3p (Tachibana a spol., 1994). MITF patii mezi transkripéni faktory bHLH-LZ
(basic-helix-loop-helix-leucine zipper), a to do podrodiny ve které¢ jsou s timto faktorem
nejvice homologni transkripéni faktory TFE3, TFEB a TFEC (Hemesath a spol., 1994; Rehli
a spol., 1999). U mysi bylo popsano mnoho mutantnich alel s riznymi fenotypy (Hodginson a
spol., 1993; Steingrimsson a spol., 1994; Moore, 1995; Hallsson a spol., 2000) a u ¢lovéka
mutace MITF zptsobuje Waardenburgiv syndrom typu IIA (Tassabehji a spol., 1994). V
centralni ¢asti molekuly MITF je basicka oblast odpovédnd za vazbu na DNA, za kterou
nasleduje HLH a LZ (leucinovy zip), tedy oblasti diileZité pro dimerizaci (schéma molekuly je
na OBR.2). MITF se jako typicky transkripéni aktivator vaZe na sekvenci v DNA, tzv. M-box,
obsahujici E-box sekvenci (AGTCATGTGCT) ptitomnou v promoterech genli vétSinou
exprimovanych specificky v melanocytech (napf. tyrosinasa, TRP-1 a TRP-2) (Bentley a
spol., 1994; Hemesath a spol., 1994; Yasumoto a spol.,, 1994; Yasumoto a spol., 1997;
Bertolotto a spol., 1998b), a to jako homodimer nebo event. heterodimer s pfibuznymi faktory
TFE3 nebo TFEC (Hemesath a spol., 1994).

MITF existuje ve vice sestfihovych isoformach (ozn. A,B,C,D,E.H,J,M,mc) a kazda je
exprimovana ze svého, tkanove specifického promoteru a li§i se jen prvnim exonem,
sestfizenym ke spole¢nému druhému exonu. Dals§i exony jsou jiz spole¢né pro vSechny
isoformy (Fuse a spol., 1996; Amae a spol., 1998; Fuse a spol., 1999; Udono a spol., 2000;
Shibahara a spol., 2001; Oboki a spol., 2002; Takemoto a spol., 2002; Takeda a spol., 2002;
Hershey a Fisher, 2005). Pro melanocyty je specifickd forma MITF-M, kde je pouze prvnich
11 aminokyselin specifickych, a tento transkript je exprimovéan v pigmentovych butnikach

(ktize, oko, vnitini ucho) a v melanomovych buiikdch (Fuse a spol., 1996). Neni piesné
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znamo jak tento specificky NH2-konec MITF isoforem ovliviiuje transaktivacni funkci
proteinu, ale bylo popsano, ze amino-konec nezbytny pro aktivaci promoteru-reportéru pro
tyrosinasu a NH2-konec z isoformy specifické pro Zirné buniky (mc) pfipojeny na spolecné
exony inhiboval aktivaci tohoto promoteru (Takemoto a spol., 2002).

Exprese MITF v melanocytech je aktivovana nékolika transkripénimi cestami. MITF
promoter specificky pro melanocyty je aktivovan souhrou minimalnég 4 transkripénich faktort
(schéma promoteru pro melanocytarni formu MITF je na OBR.3): Pax3, proteinem z rodiny
Pax, obsahujicim péarovou doménu i homeodoménu (Watanabe a spol., 1998), Sox10
transkripénim faktorem (z rodiny ,,high mobility group*) (Lee a spol., 2000; Potterf a spol.,
2000, Verastegui a spol., 2000), CREB transkrip¢nim faktorem, efektorem cAMP-signalni
cesty (Bertollotto a spol., 1996; 1998a) a LEF-1, transkripéni komponentou dilezité cesty
signalni Wnt a B-cateninu (Takeda a spol., 2000a; Saito a spol., 2003). Aktivace -cateninem
je fylogeneticky velmi konzervovana a byla popsdna i pro expresi genu nacre, homologu
MITF u akvarijni rybky (Lister a spol., 1999; Dorsky a spol., 2000). Tyto transkripéni faktory
maji vazebnd mista v tésné blizkosti na MITF promoteru a nékteré mohou plsobit
synergisticky (napt. Pax3 a Sox10). LEF-1 navic pfimo interaguje s MITF proteinem a tim
posiluje transkripci i cilovych gént pro které¢ je MITF transaktivatorem (Yasumoto a spol.,
2002). U lidskych bun€k posiluje transkripei i specificky vzdaleny enhancer (Watanabe a
spol., 2002).

MITF neni pouze faktorem urcujicim diferenciaci specifické tkang, ale pfi jeho inaktivaci
mutacemi dochazi k bloku ve vyvoji melanoblasti, které vymizi asi 2 dny po zacatku exprese
mutovaného neaktivniho MITF (Opdecamp a spol., 1997). Recentni data ukazuji dale na jeho
ulohu pro prezivani melanomovych bunck, pravdépodobné¢ udrzovanim aktivnich
antiapoptotickych a pro-proliferacnich signadlnich cest aktivaci exprese gend pro

antiapoptoticky protein bcl-2 a cyklin-dependentni kinasu 2 (McGill a spol., 2002; Widlund a
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Fisher, 2003; Du a spol., 2004). Toto pozorovani bylo ponékud ptekvapivé, protoze soucasné
bylo popsédno, Ze mnoho typli nadorovych bunék nevyzaduje pro proliferaci aktivitu cdk2, ale
cdk 4 (Tetsu a McCormick, 2004). Zavislost ucinka [-cateninu a aktivity této u nadorti Casto
deregulované cesty na expresi MITF byla uk4zéna v praci, kdy inhibice exprese MITF rusila
proliferacni aktivitu exogenniho B-cateninu v melanomovych buikach (Widlund a spol.,
2002). MITF byl dokonce nalezen amplifikovan v nddorovych buiikdch u mensi ¢asti ptipadi
melanomu (Garraway a spol., 2005), a jeho hladina je zvySena u nadorovych bunéénych linii
melanomu i ve vzorcich naddorové tkané (King a spol., 1999), takze je pokladan za faktor
nutny k prezivani melanomovych bunék (Widlund a Fisher, 2003; Garraway a Sellers, 2006;
Levy a spol., 2006), podobn¢ jako je nutny pro piezivani embryonalnich melanocytii a vyvoj
melanocytové bunécné linie v embryogenezi (vyse). Bylo téz popsano, ze MITF-M isoforma
souvisi s vfetenovitou morfologii lidskych melanomovych bun¢k jez rostly v
imunodeficitnich ,,nude* mysich (Selzer a spol., 2002). V jiné praci bylo dosazeno pomoci
exprese dominantné negativni alely s chybégjici jednou aminokyselinou (R) v useku nutném
pro vazbu na DNA snizZeni exprese bcl-2 a zvySeni frakce apoptotickych melanomovych
bun¢k expremujicich tuto alelu (McGill a spol., 2002). Tyto vysledky si vynucuji otazku zdali
by méla kompletni inhibice funkce MITF, at’ uz vyfazenim jeho exprese nebo zablokovanim
transkripce z cilovych promotert, vliv na dlouhodobé&jsi prezivani melanomovych bunék a v
nasi praci jsme popsali moznost blokovani transkripéné aktivacni funkce MITF pomoci ¢ésti
molekuly adenovirového proteinu E1A (viz déale). MITF se tedy zda byt cilem pro genovou
terapii a blokovani expresse nebo funkce MITF miize znamenat poruchu v antiapoptotickych
(deregulovanych) cestach v melanomovych buitkach. Nutno poznamenat, ze existuji MITF-
negativni melanomové bunééné linie (i kdyz jsou spiSe vyjimecné) které neexprimuji ani dalsi

markery. Reexprese MITF v téchto liniich nevede k rediferenciaci ani k vyraznym zménam v
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proliferaci a tyto bunky tedy evidentné nepotiebuji MITF a adoptovaly si zcela
dediferencovany, na MITF zcela nezavisly fenotyp (Vachtenheim a spol., 2001).

Jak jiz bylo uvedeno, MITF je exprimovan ve zvySenych hladindch v melanomovych
bunikach, a proto je spolehlivym a velmi specifickym markerem. MITF protein byl
imunohistochemicky detegovan v naprosté vétS§iné vzorkli primarnich melanomi (King a
spol., 1999; Dorvault a spol., 2001; King a spol., 2001; O'Reilly a spol., 2001; Miettinen a
spol., 2001). Byla popsana statisticky vyznamnd korelace mezi vyraznéjsi
imunohistochemickou positivitou a stfedni vertikalni tloustkou primarniho nadoru (Salti a
spol., 2000). Pro melanocyty je specifickd isoforma MITF-M a tato isoforma, odliSitelnd od
ostatnich isoforem pomoci RT-PCR, je pravdépodobné nejspecific¢téjSim markerem melanin-
produkujicich bun€k (Vachtenheim a Borovansky, 2004 a citace zde). Cirkulujici nddorové
buiiky byly diagnostikovany detekci MITF, jenz je tedy i sensitivnim markerem pii detekci
metastatické choroby (Samija a spol.,, 2004). Imunochemickd detekce a zejména detekce
pomoci RT-PCR s primery specifickymi pro MITF-M isoformu se tak zdd byt specifictejsi
nez dosud pouZzivané markery pro melanom gpl00 (protilatka HMB-45), MLANA, nebo
tyrosinasa (Busam a spol., 2001).

MITF udrzuje v melanocytech diferencia¢ni program a aktivuje promotory mnoha gent
(Cilové geny pro MITF jsou schematicky zndzornény na OBR.4), které jsou bud’ piimo
enzymy v biosyntéze pigmentu, jako jsou tyrosinasa, TRP-1 a TRP-2 (tyrosinase-related
proteins 1 a 2), nebo jsou specifickymi markery melanocytt, tj. MLANA (MARTI1, Melan-
A), gp100(SILV, PMel17), melastatin, dale HIF-1a a Tbx-2 (Bentley a spol., 1994; Yasumoto
a spol., 1994; Aksan a Goding, 1998; Bertollotto a spol., 1996; Tachibana a spol., 1996;
Bertollotto a spol., 1998a; Bertollotto a spol., 1998b; Carreira a spol., 2000; Du a spol., 2003;
Miller a spol., 2004; Busca a spol., 2005; Goding a Meyskens, 2006). Dal§imi cilovymi geny

jsou jiz zminéné bcl-2 a cdk2 (vyse), ale téz c-met (McGill a spol., 2006), jehoz aktivita je
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Casto aberantné aktivovana v melanomovych bunikach. MITF je paradoxné aktivatorem dvou
inhibitorti bunééného cyklu a cdk p16/INK4A (Loercher a spol., 2005) a p21 (Carreira a spol.,
2005), a tato regulace mé pravdépodobné vyznam v normalnich melanocytech pfi kontrole
G1 faze bunécného cyklu. Tumor supresorova cesta Rb-cdk4-p16 je v§ak u melanomu témét
vzdy deregulovana (Maelandsmo a spol., 1996) (a pl6 je supresorovym genem
inaktivovanym u pfipadi familidrnich forem maligniho melanomu) a exprese p21 proteinu
byla rovnéz nalezena vysokd v malignich melanocytech v bunééné kultute 1 v
histopatologickych vzorcich (Vidal a spol., 1995, Trotter a spol., 1997, Poyraz a spol., 2004).
Dulezité je recentni zjiSténi ukazujici na positivni regulaci DIAPH1 genu (koédujici protein
Dial jenz se podili na reorganizaci cytoskeletu) MITF proteinem (Carreira a spol., 2000).
Nizké hladiny MITF maji za nasledek i1 sniZzenou hladinu Dial a zvySenou invazivitu
melanomovych bun¢k, sou€asné vSak i snizenou proliferaci vlivem snizené degradace p27,
inhibitoru cdk (Carreira a spol., 2006). MITF tak ptsobi anti-invazivné, ale pro-prolifera¢né v
melanomovych bunikach. Transkripéni aktivace MITF faktorem byla studovana pievazné
v promotor-reportérovych systémech a mechanismus aktivace endogennich genii neni piesné
znam. Bylo ukazano, ze MITF je skute¢né¢ nutny pro aktivaci dvou endogennich genii
(tyrosinasa a TRP-1) v melanocytech a mysSich melanomovych bunikéch, potvrzujice tak
dilezitost MITF pro transkripci promotorti v chromatinu, av§ak MITF nebyl postacujicim
faktorem a transkripci t€chto genl neni mozné zvysit stimulaci exogennim MITF (Gaggioli a
transkripéni faktor USF1 (rovnéz z rodiny bHLH), aktivovany stress-kinasou p38 (Galibert a
spol., 2001).

Velmi malo je znamo o kofaktorech, které se Gi€astni transkripce tizené MITF faktorem.
Kofaktorem pro transkripéné-aktivaéni funkci MITF byl zatim popsan pouze protein p300 (a

ptibuzny CBP), jenz jsou koaktivatory transkripce pro mnoho transkripénich faktord. MITF
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se vaze s p300/CBP in vitro a in vivo (Sato a spol., 1997; Price a spol., 1998) a jeho vazba na
p300 je v bunkéch fizena fosforylaci na serinu 73 (Price a spol., 1998; Hemesath a spol.,
1998; Wu a spol., 2000). V nasi praci jsme vSak popsali, Ze inhibovat aktivitu MITF na
endogennim cilovém promoteru je mozné i bez inhibice funkce p300/CBP (pftiloha 5). Zcela
neddvno bylo popsano, Ze [-catenin je nejen aktivatorem transkripce samotného MITF
promoteru, ale MITF protein interaguje 1 piimo s B-cateninem a této vazby vyuziva k
selektivni transaktivaci svych cilovych promoteri (Schepsky a spol., 2006). Recentni je téz
zjiSténi, Ze chromatin-remodelujici komplex SWI/SNF je nutny pro expresi nckterych z
MITF-dependentnich genti (DeLaSerna a spol., 2006). Poznani mechanismu a kofaktoru(l)
jenz se ucastni MITF-fizené transkripce je tedy predmétem dalSiho studia a objasnéni téchto
mechanisml mize pfispét k moznosti cilené inhibovat funkci MITF a tim blokovat proliferaci
a aberantn¢ zesilené antiapoptotické signaly v melanomovych buikéch.

Molekula MITF je substratem pro nékolik kinas (Hemesath a spol., 1998; Wu a spol.,
2000; Vance a Goding, 2004) a zejména fosforylace na serinu 73 se zda byt dalezitym
regulaénim mechanismem pro transkripéni aktivitu. ERK2-fosforylovany MITF (na S73)
preferencné asociuje s koaktivatorem p300 (Hemesath a spol., 1998; Price a spol., 1998). Na
C-konci molekuly (serin 409) je akceptorové misto pro fosforylaci RSK kinasou. Tato
fosforylace, spolu s fosforylaci na S73, je dulezitd pro stabilitu MITF proteinu, nebot’ MITF
fosforylovany na obou mistech je rychleji degradovan (Wu a spol., 2000). Souvisi to s
preferencni ubiquitinaci (na lysinu 201) a sumoylaci (na lysinu 182) téchto fosforylovanych
forem a jejich naslednou zrychlenou degradaci proteasomovym systémem (Xu a spol., 2000,
Wu a spol., 2000, Miller a spol., 2005). Dalsi fosforylace (na S298 GSK kinasou) zvySuje
aktivitu MITF, pravdépodobné zesilenim vazby na DNA (Takeda a spol., 2000b) a S307 (p38

stres-kinasou) po aktivaci signdlni cesty aktivujici transkripéni factor NFkB (Mansky a spol.,
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2002). MITF je 1 specifickym substratem pro nékolik kaspas, kdy se molekula proteinu $tépila

na C-konci a men$i fragment mél pro-apoptotickou aktivitu (Larribere a spol., 2005).

¢) Onkoprotein E1A adenoviru — transkrip¢ni represor

Adenovirovy onkoprotein E1A je multifunkéni protein ktery se vaZze na Rb protein a dalsi
¢leny Rb rodiny, a rovnéZ na transkripéni koaktivatory p300 a CBP, vykazujici histon
acetyltransferasovou aktivitu (Vo a Goodman, 2001; Mayr a Montminy, 2001), TBP (TATA-
binding protein), a TRRAP, koaktivator transkripce rovnéz s histon acetyltransferasovou
aktivitou (McMahon a spol., 1998; Deleu a spol., 2001). E1A je dale schopen pfimo vézat i
dva p300-vazdjici proteiny, transkripéni koaktivatory a histon-acetyltransferasy PCAF a
hGCNS5 (Frisch a Mymryk, 2002 a citace zde; Gallimore a Turnell, 2001). Dvé hlavni
sestiihové formy E1A proteinu se 1isi pouze oblasti CR3 (conserved region 3), ktera je silnou
aktivatni doménou. VEtsi protein, tzv. 13S, tuto doménu obsahuje, zatimco mensimu
proteinu, 128 protein, tato doména chybi a je silnym transkripénim represorem mnoha geni.
Pro biochemické a biologické funkce 12S E1A onkoproteinu (protein ma 243 aminokyselin),
tj. transkripéni represe mnoha genl specifickych pro diferenciaci, indukce syntézy DNA,
imortalizace buiiky, dediferenciace a transformace v soucinnosti s dalsim onkogenem (napf.
ras), jsou nezbytné 3 oblasti molekuly, a to N-konec (aminokyseliny 2-36), CR1 (conserved
region 1, aminokyseliny 40-80) a CR2 (aminokyseliny 120-140) (schéma molekuly E1A je na
obr. 2 v ptiloze 3). CR2 oblast je nutnd pro vazbu Rb (a dalSich ¢lend skupiny) a jeji delece
nema zadny vliv na vazbu dalSich vySe uvedenych faktorti - transkripénich koaktivatort a
histon-acetyltransferas. Pro vazbu na p300 a CBP v buiik4ch je nutné oblast 4-25 (a R v posici

2), a pro vazbu na TRRAP je nutna ¢ast 26-35. Transkripcni kofaktor TRRAP je nutny pti
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transformaci buiiky c-myc onkogenem a E1A genem (Park a spol., 2001; Frisch a Mymryk,
2002).

Mysi melanocyty je mozné transformovat nebo imortalizovat nékolika onkogeny (Dotto a
spol., 1989; Halaban a spol., 1996), mezi nimi i adenovirovym onkogenem E1A. Melanocyty
exprimujici E1A protein jsou dediferencované, neexprimuji MITF ani markery melanocyti
(Yavuzer a spol., 1995, Halaban a spol., 1996). ProtoZze MITF je kritickym faktorem nutnym
pro vznik a pfeZivani embryonalnich melanocytl (viz vyse) a podle recentnich sdéleni se zda,
ze by mohl mit tuto funkci v melanomovych buiikach (Levy a spol., 2006; McGill a spol.,
2002; Widlund a Fisher, 2003), E1A-exprimujici melanocyty tedy ziskaly pfi imortalizaci
moznost autonomniho ristu i bez exprese MITF, evidentné vlivem celkového reprogramovani
transkripce spojené¢ho s komplexni zménou fenotypu po expresi E1A. Tyto melanocyty se
vSak fenotypové jiz pigmentovanym builkkdm nepodobaji, obdobné jako MITF-negativni
melanomové bunééné linie. Mechanismus represe promoteru pro MITF a cilovych promotert
které jsou transkrip¢nimi cili pro MITF onkoproteinem E1A neni zndm. V ptedkladané praci
byl vyuzit E1A onkoprotein jako nastroj pro transkripéni represi MITF promoteru i cilovych

promoterti pro MITF.

2. Vymezeni cile prace

V obecnéjsim kontextu porozumnéni vztahu diferenciace a nadorové transformace
konkrétnich bunéénych typl a identifikace molekularnich mechanisma porusené diferenciace
pfi transformaci mize vést klepSimu pochopeni molekuldrni patogeneze néadorové
transformace builky. V prvni ¢éasti predkladané prace je studovan model bunék mysSiho

embryonalniho karcinomu, ve kterych je mozné chemicky indukovat diferenciaci. Tyto F9
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buiiky, ve kterych indukovana diferenciace soucasn¢ vede k inhibici proliferace a ztraté
tumorigenicity, jsou tedy idealnim pfipadem, kdy tumorigenicita je vazadna pouze na
nediferencovany stav bunék. Zajimalo nas tedy, jaké jsou mechanismy zpomaleni proliferace
pii diferenciaci F9 bun¢k na PE s cilem identifikovat jakymi mechanismy je blokovéana
proliferace pfi indukované diferenciaci na PE, popi. zda inhibitory cyklin-dependentnich
kinas maji 1 dals$i vyznam pfimo pfi diferenciaci F9 bunck na PE. V této ¢asti prace byl zjistén
p21 protein jako vyznamny regulator diferencice F9 bun€k (jak je podrobné popsano
v kapitole Vysledky) a proto nas déale zajimalo, zda miZe mit podobnou pro-diferenciaéni
ulohu 1 v jinych typech bunék. Transformované melanocyty tvoii vhodny model pro studium
biochemické diferenciace, kterd je u nadorovych melanocytii pfevazné zachovéna a
,dediferenciace* je omezena spiSe na vyrazné morfologické zmény. p21 protein je piekvapivé
exprimovan v melanomovych buiikach, nékdy 1 v pomérné vysokych hladinach, a piesto
proliferace téchto nadorovych buniek neni inhibovéana, a proto by se p21 mohl ucastnit
transkripcni regulace gent specifickych pro melanocyty. Jiz bylo diive zndmo, ze p21 miize
mit tlohu kofaktoru pfi transkripéni regulaci, a to nezavisle na regulaci bunécného cyklu (viz
Uvod). Cilem tedy bylo zjistit, zda p21 by mohl mit podobnou roli i v melanomovych
bunikach, ve kterych je jeho exprese ve vétsin€ piipadii zachovana. Skutecné jsme pak zjistili
jeho positivni ulohu pfi transkripci z MITF promoteru.

DalS8im cilem bylo objasnit mechanismus transkrip¢ni aktivace promotert, jejichZ aktivita
je zavisla na transkripénim faktoru MITF. Tento transkripéni faktor stoji v centru transkrip¢ni
regulace melanocytli a leps$i poznani mechanismu jeho transaktivacni funkce na cilovych
promoterech mtze piispét k cilenému zasahu inhibici této aktivity v melanomovych buiikach,
nebot’ MITF je nutny pro ptezivani transformovanych melanocytii. Jednim z transkripcnich
cili pro MITF je rovnéZ p21, a spektrum geni MITF-fizené exprese v melanocytech se stale

roz$ifuje. O koaktivatorech transkripce téchto MITF faktorem aktivovanych genil je zndmo
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velmi malo a dosud se predpokladdalo, Ze koaktivatory jsou p300 a CBP histon-
acetyltransferasy. Jako nastroje studia mechanismu transkripéni aktivace vybranych cilovych
promoterti jsme pouzili mutant E1A proteinu, které se specificky vazi a tim inaktivuji jen
urcité koaktivatory. Cilem bylo zjistit, jak probiha transkripcni aktivace cilovych promoterti
na plasmidovém (transfektovaném promoteru) a transkripce endogenniho cilového promoteru
a zda p300/CBP jsou skute¢né nezbytné kofaktory této transaktivace, a dale jsme chtéli urcit
zda E1A protein reprimuje i samotny promoter pro MITF gen a jaké mutanty E1A jsou
postacujici pro tuto represi. Dal§im ukolem bylo urcit, zda je mozné vyuzit E1A proteinu jako
transkripéniho represoru pii transkripci fizené faktorem MITF a zde jsme skutecné zjistili
autonomni schopnost CR1 domény reprimovat MITF-indukovanou transkripci. K této ¢asti
prace patfil 1 tikol identifikovat dal$i mozné transkripcné aktivaéni domény v MITF molekule
a jejich ulohu pfi aktivaci cilového endogenniho promoteru, a rovné€Zz zkonstruovat
dominantné negativni mutantu MITF, ktera bude inhibovat funkci endogenniho MITF v

melanomovych butikach.

3. Pouzité metody

Plasmidy, expresni a promoterové konstrukty. Pro pfipravu riznych plasmidovych
konstrukci byly pouzity bézné metody rekombinantni DNA v plasmidech, vétsinu deleci a
mutaci jsme pfipravili pomoci PCR, nékteré pomoci QuickChange Mutagenesis kit
(Stratagene). Podrobnosti k plasmidovym konstrukcim jsou uvedeny v jednotlivych
ptilohach. Pfipravili jsme i1 rGzné reportérové plasmidy, napf. s tyrosinasovym promoterem
(Bentley a spol, 1994), TM promoterem (Niforas a spol, 1993), melastatinovym

promoterem (Miller a spol., 2004) nebo MITF promoterem (Fuse a spol., 1996). Konstrukty
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byly ovéfeny sekvenovanim, expresni konstrukty i pomoci IVT (in vitro translaci s 35S-
methioninem) a pfi pokusech na buiikdch ovéfena exprese W. blottingem. Konstrukty s
GAL-DNA vazebnou doménou obsahuji tuto doménu kvasinkového GAL4 proteinu
(aminokyseliny 1-147), kterd ve spravném ctecim rdmci prechdzi na sekvenci pfislusného
genu. Pro expresi rekombinantnich fuznich proteinti byly pouZity plasmidy s GST (glutathion
S-trasnferasa) pGEX-4T1 nebo pGEX-2TK (Amersham Biosciences) a rovnéz ve ¢tecim
ramci prechdzejici v sekvenci piislusného genu (MITF, E1A a dalsi). Ptiprava chimerickych
proteinlt E1A-MITF je popsana v piiloze 5. V téchto fuznich konstrukcich byly do mista ve
kterém byla plivodné¢ N-koncova aktivaéni doména MITF naklonovéna (“in frame”)
sekvence N-konce E1A nebo CR1 domény E1A proteinu. C-koncova transaktivacni doména
MITF je v téchto konstruktech odstranéna. Expresni plasmidy pro expresi v lidskych
bunikach byly klonovany vétsinou v plasmidu pCDNA3 (InVitrogen), popt. pFLAG-CMV-4
(Sigma) pro expresi FLAG-sekvenci oznacenych proteinti. Nékteré plasmidy byly ziskany z
jinych laboratofi a jsou zminény v oddilech material a metody pfislusnych pftiloh.
Podrobnéjsi popis téchto plasmidi plasmidil je téZ uveden v piislusnych ptilohach. Ovéfeni
plasmidovych konstrukci sekvenovdnim obou fetézci DNA bylo provedeno na
automatickém sekvenatoru (Ustav molekularni genetiky AVCR).

Transfekce a reportérové studie. Buniky byly transfektovany vétSinou metodou Ca-PO,
koprecipitace (napt. U2-OS, H1299, C33A, 293), n¢které typy bunék Lipofectaminem 2000
(InVitrogen). Reportérové plasmidy mély jako reportérovy gen luciferasu, nékteré
normalizace na Uc¢innost transfekce byly provedeny kotransfekei genu pro -galaktosidasu s
naslednym méfenim jeji aktivity v bunééném extraktu, nékteré pro R-luciferasu a pak méteny
jako hodnoty dual-luciferase (dle instrukci Promega). Aktivita luciferasy byla méfena na

luminometru Turner Designs TD-20/20.
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RT-PCR a kvantitativni RT-PCR, Southern blotting. Jako citlivé metody pro detekci

transkriptu tyrosinasy a thrombomodulinu jsme pouzili kvantitativni RT-PCR. Po reverzni
transkripci pomoci enzymu Superscript II (InVitrogen) byly PCR produkty v exponencidlni
fazi rozdeleny elektroforesou a kvantifikovany po hybridizaci s pfislusnou sondou
radioaktivné oznacenou pomoci a-32P-dCTP (pfilohy 1, 5 a 6), popi. byl PCR produkt piimo
detegovan barvenim agarosového gelu. PCR byla provedena minimélné¢ dvéma nezéavislymi
primerovymi pary a produkt hybridizovan se znacenou sondou odpovidaji useku uvniti PCR
produktu. Metody byly optimizovany na pocet PCR cykli a srovnény s titracemi pozitivnich
kontrol. Byla ovéfena linearni zavislost sily signalu s mnozstvim RNA pouzité pro reverzni
transkripci.
Western blotting. Proteiny byly rozdéleny vertikalni elektroforesou polyakrylamidovém
gelu (vétSinou 10%) podle standardni metodiky a proveden “mokry” bloting v transferovém
pufru obsahujicim 10% metanol na membranu Immobilone P (Millipore). Byly pouzity bézné
postupy detekce proteinti na Western blotech, k vizualizaci blotii byl pouzit ECL system
(Amersham Biosciences) nebo druhd protilitka znacend biotinem s ndslednou detekcei
streptavidin-peroxidasovym konjugatem (Roche). Pouzité protilatky byly vétSinou od firem
Santa Cruz Biotechnology nebo Pharmingen a jsou popsany v piislusnych ptilohach.

Imunofluorescence. Byla pouzita pro detekci p21 proteinu, MITF proteinu endogenniho
1 transfektovaného, exprese E1A mutant, atd. Po fixaci 3% formaldehydem a permeabilizaci
byly buniky barveny piislusnou protilatkou a druhou FITC-znacenou protilatkou. Obrazky
byly snimany ve fluorescen¢nim mikroskopu Olympus BX. Pomoci imunofluorescecnce byla
uréovana subcelularni lokalizace MITF a jeho mutant, EIA-MITF chimerickych konstrukti a
p21 proteinti. Jadra byla barvena DAPI (4',6-diamidino-2-fenylindol) obsazeném v

montovacim médiu.
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Kultivace bunék. V¢étsina linii byla kultivovana v médiu DMEM s 10% fetanim telecim
sérem (FCS) (napt. F9 buiiky, U20S, 293 a H1299), melanomové¢ linie lidskych bunék v E-
MEM s 10% FCS, a 501mel melanomové buiiky v médiu RPMI1640 s 10% FCS. Média
obsahovala antibiotika a pfislusné suplementy. Buiky F9, U20S, 293 a H1299 a nékolik
melanomovych linii (SK-MEL-5, SK-MEL-2, RPMI7951, MeWo, a mysi melanomova linie
B16-F1) byly zakoupeny od ATCC (American Type Culture Collection), dalsi linie byly z
jinych laboratofi (501 mel melanomova linie od Dr. R. Halaban, Yale University, Hbl a B16-
F10 od Prof. G. Ghanema, Universite Libre Brusel).

siRNA “knock-down”. siRNA duplexy proti mySimu p21 (cilové sekvence v piiloze 1)
byly zakoupeny od firmy Dharmacon. Konstrukty pro stabilni expresi shRNA proti lidskému
p21 byly zkonstruovany v plasmidech pSUPER.puro, event. pSUPERretro.puro podle
instrukci dodavatelské firmy (Oligoengine). Cilové sekvence RNA, obsazené v
oligonukleotidech navrZzenych pro shRNA jsou uvedeny v piiloze 2. Kontrolni plasmid
exprimoval shRNA se “scrambled” sekvenci, ktera se nenachdzi v zadné lidské mRNA.
Antisense konstrukt pro mysi p21 obsahoval cDNA sekvenci v plasmidu pCDNA3 v opacné
orientaci.

Interakce protein-protein in vitro a in vive. In vitro vazba protein-protein byla
testovana metodou “pull-down” s GST-fusion proteiny, pfipravenymi v bakteridlnim kmenu
E. Coli BL21Star(DE3)LysS (InVitrogen). Piiprava bakteridlnich extrakti a “pull-down” jsou
podrobné popsany v ptiloze ¢ 5. Tam je popsano i provedeni “pull-down” vazebné reakce.
Tato reakce detegujici in vitro interakci protein-protein byla provedena v pufru obsahujicim
20 mM TRIS pH 8.0, 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 0.1% NP-40, 10% glycerol, 1 mM DTT,
and 1 mM 4-(2-Aminoethyl)-benzenesulfonyl fluoride hydrochloride (AEBSF). Proteiny
znadené *>S-methioninem byly piipraveny pomoci in vitro transkripce/translace (IVT) kitem

firmy Promega.
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EMSA (electromobility shift assay, gel-shift). Vazba IVT proteini na DNA vazebny
motiv pro MITF (E-box z oblasti iniciatoru promoteru lidského tyrosinasového genu) a
elektroforesa v nativnim gelu byly provedeny jak popsano v pfiloze ¢. 6. Pufr pro vazebnou
reakci 32P-znacené proby (sekvence +1 az +21 zlidského tyrosinasového promoteru
obsahujici E-box u inicidtorové sekvence, popf. mutovanou sekvenci) neobsahoval jako
nespecifickou DNA poly(dI-dC), ale sonikovanou lososi DNA.

Kinasova aktivita cdk. V imunoprecipitatech ziskanych po imunoprecipitaci protilatkami
proti cdk2, p21 a cyklinu E byla detegovana protein kinasova aktivita s histonem HI1 jako
substratem (pfiloha 1). Byl pouzit gamma-32P-ATP. Vysledné fosforylované proteiny byly
rozdéleny elektroforesou a detegovany autoradiografii.

Prutokova cytometrie. Bunky byly trypsinizovany, 2x promyty PBS a fixovany v
etanolu a ponechany 2-7 dnli pii +4°C. Barveni propidium iodidem bylo provedeno po
promyti buné¢k PBS a inkubaci s RNAsou A. Analyza profilu bunécného cyklu byla
provedena na priitokovém cytometru FACScalibur (Beckton Dickinson) softwarem CellQuest

a data analyzovana v programu ModFit.

4. Vysledky

a) Uloha inhibitoru cyklin-dependentnich kinas p21(WAF1/Cip1) pti diferenciaci bunék

mysiho embryonalniho karcinomu (F9) na parietalni endoderm.
Sledovali jsme expresi proteind spojenych s bunéénym cyklem a diferenciaci F9 bunék,
které diferencovaly pomoci RA+dbcAMP na buiiky podobné parietdlnimu endodermu (PE).

Expresi jsme sledovali 6 dnil. Po této dobé jsou jiz bunky diferencovany na PE. Pfi sledovani
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diferenciace F9 bunék jsme zjistili, Ze z proteintl, které se ti€astni regulace bunécného cyklu,
vykazuje nejvyrazngjs$i zménu cyklin dependentni kindzovy inhibitor p21 (Obr. 1 v piiloze 1).
Hladina tohoto cdk inhibitoru je velmi nizka v nediferencovanych F9 buiikach a stoupd
postupné béhem diferenciace indukované kyselinou retinovou (RA) a stabilnim analogem
cAMP (dibutyryl-cAMP). Na konci diferenciace (5. - 6. den) je jiz hladina mnohonasobné
zvySena, a aktivita cdk2 je snizena, ale mnohem mén¢ vyrazné (Obr. 1 v pfiloze 1). K poklesu
aktivity cdk2 pravdépodobné pfispiva kromé p21 i mirnéji zvySena hladina cdk inhibitoru p27
(Obr. 1 v piiloze 1). O¢ekavang nastava i akumulace obou proteinti, p21 i1 p27, v anti-cyklin E
a anti-cdk2 imunoprecipitatech. K akumulaci p21 proteinu v diferencovanych butikach
ptispiva zvySeni hladiny jeho mRNA 1 snizend degradace proteasomovym mechanismem
(Obr. 2 v ptiloze 1). Sledovali jsme, zda by p21 mohl mit jesté jinou funkci (kromé inhibice
bunécného cyklu) behem diferenciace.

K ur¢eni vyznamu vysoké hladiny proteinu pii diferenciaci byly ziskany klony F9 bun&k
ektopicky exprimujici vysokou hladinu p21 uz v nediferencovaném stavu (Obr. 2 v ptiloze 1).
U nich v8ak nebyly detekovany markery typické pro diferenciované bunky (Obr. 3 v ptiloze
1), takZe sam protein diferenciaci nenavozuje ani neurychluje. Ackoli je hladina p21 proteinu
1 jeho mRNA u té€chto p21-exprimujicich klonil vysoka jiz v nediferencovanych F9 buiikéch,
pribéh diferenciace na PE a kinetika exprese markerti lamininu Bl a kolagenu a-IV je
podobna jako u nativnich F9 bunék (Obr. 3 v ptiloze 1). Profil bunééného cyklu z pritokové
cytometrie téchto nediferencovanych klonti se od kontrolnich F9 bunck 1i§i jen lehce
zvySenym poctem bunck v G2 fazi. Byl také ziskdn klon s ektopicky exprimovanou antisense
p21 cDNA, ktery mél v diferencovaném stavu sniZzenou hladinu endogenniho proteinu. Jeho
profil bunééného cyklu se lisi od kontrolnich F9 bunck tim, Ze nejvétsi frakce bunck se
nachazi ve fazi G2/M a objevila se i1 vétsi sub-G1 fize indukujici vétsi frakei apoptotickych

bun¢k na konci diferenciace (OBR. 5 a téz Obr. 2 v ptiloze 4).
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V souvislosti s rostouci hladinou p21 béhem diferenciace byla sledovéna také jeho
bunécnéd lokalizace. Zatimco v nediferencovanych bunkach, které se vyznacuji vysokou
proliferaci, byl p21 lokalizovan jen v jadfe, u diferencovanych bunék dochdzi k ¢astecné
relokalizaci do cytoplazmy, jak je ukdzdno na OBR.6 (a téZ Obr. 4 v pfiloze 1). S timto
kompartmentem je asociovana jeho znama antiapoptoticka funkce (Suzuki a spol., 1999a,b).

Pro diferenciaci F9 bun€k na parietdlni endoderm je charakteristickd exprese
trombomodulinu (Weiler-Guettler a spol., 1992). Proto byl v reporterovych studiich sledovan
vliv p21 na expresi tohoto specifického markeru. Transfekce exogenniho p21 aktivovala
trombomodulinovy promotor-reportér v nediferencovanych i diferencovanych F9 bunikach a
p21A, obsahujici deleci N-koncového cyklin-vazajiciho motivu, rovnéz aktivoval promoter
(OBR. 7 a Obr. 5 v ptiloze 1). Naopak, pokud doslo k potlaceni exprese endogenniho p21
transfekci p2l-antisense konstruktu nebo p21-siRNA duplexy v diferencujicich se F9
bunkach, sniZila se i aktivita trombomodulinového promoteru-reportéru. U¢inngjsi byl v
tomto piipadé antisense-p21 konstrukt a k represi doslo i bez ptitomnosti db cAMP (Obr. 5 v
ptiloze 1).

Zjistili jsme 1 vliv p21 na zvySeni exprese endogenniho trombomodulinu. Klon s vysokou
exogenni expresi p21 byl diferencovan nejprve pouze v pritomnosti RA (4 dny) a poté
indukovan ptfidanim db cAMP k diferenciaci na PE. Pomoci RT-PCR byla zjisténa vysoka
hladina exprese endogenniho trombomodulinu v porovnani s kontrolnimi F9 bunikami (OBR.
7). Klon overexprimujici p21 vykazoval v poslednich dvou dnech diferenciace vyrazné vyssi
hladinu endogenniho trombomodulinu nez kontrolni klon, pficemz celkovd hladina p21
proteinu byla zvySena mirnéji (Obr. 5 v piiloze 1). To ukazuje na zavislost exprese
trombomodulinu na hladiné p21 proteinu pfi diferenciaci F9 bun€k na PE. Dale jsme zjistili,
ze transfekce p21 také zvySovala aktivitu konstruktu GAL-p300(1-1303), ktery byl testovan

jako aktivator trombomodulinového promoteru s vazebnymi GAL misty (Obr. 6 v ptiloze 1).
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To naznacuje, Ze p2l1 miZe plsobit na transkripci pres derepresi p300 N-terminalni
represorové domény a zvySovat tak funkci p300 koaktivatoru (Snowden a spol., 2000;
Girdwood a spol., 2003), jak byla tato moZznost transkripéni koaktivace popsdna v uvodu a je
schematicky uk4zdno na OBR.8. V kontrolni transfekci GAL-p21 nem¢l vlastni aktivitu, a
tedy p21 neaktivuje nespecificky transkripci, je-li “pfipoutan” arteficielné k promoteru (Obr.
6 v ptiloze 1).

V této Casti prace jsme tedy zjistili ilohu p21 proteinu pii diferenciaci F9 bun¢k na PE.
Tato tloha kromé inhibice bunééného cyklu v diferencovanych bunikach miZze spocivat v
positivni regulaci exprese markerti PE, jak jsme zjistili v pfipad¢ trombomodulinu. Protoze
tato aktivace je specifickd pro diferenciaci na PE, kterd zavisi na hladin¢ cAMP nebo jeho
analogli, p21 miZe mit i obecny positivné regulacni ucinek pfi zesileni cAMP signalni cestou
indukované transkripce (viz Diskuse). Vysledky této casti prace byly presentovany téz na

kongresu (ptiloha 7).

b) p21(WAF1/Cipl) je exprimovan v melanomovych buiikich a aktivuje promoter pro

MITF, kli¢ovy transkrip¢ni regulator melanocyti

Inhibitor bunééného cyklu p21 protein je exprimovan ve vysokych hladinach u velkého
procenta melanomovych linii (Obr. 1 pfiloze 2), dokonce i1 v rychle proliferujicich bunikach,
coz je v kontrastu s funkci p21 jako inhibitoru bunééného cyklu (viz vySe a citace v ptiloze 2).
Ukézali jsme, Ze p21 protein je exprimovan i v normalnich lidskych melanocytech v bunééné
kultute, a jeho exprese byla prekvapivé vyssi v melanocytech malo pigmentovanych, které
proliferuji asi 2-3x rychleji nezZ siln¢ pigmentované melanocyty (Obr. 1 v pfiloze 2). Protoze

p21 protein ma transkripéni U€inky nezavislé na jeho tloze pti regulaci bunééného cyklu (viz
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Uvod), testovali jsme, zda transfekce expresniho plasmidu pro p21 ma vliv na transkripci
melanocytoveé specifickych promoteri v promoter-reportérovém systému. Zjistili jsme, Ze v
melanomovych buiikédch dvou linii (MeWo a SK-MEL-28) p21 positivné reguluje transkripci,
a to tim, Zze stimuluje jednak MITF promoter, jednak 3 cilové promotery pro MITF, a to
promoteru pro tyrosinasovy gen, melastatin a TRP-1 (Obr. 2 v pfiloze 2). Zjistili jsme i oblasti
molekuly p21 zodpovédné za tyto ucinky. C-koncovd oblast, vazici PCNA je zcela
postradatelnd (sta¢i aminokyseliny 1-133) (Obr. 3 v piiloze 2), a proto pozorovana
transkripéné-regulacni funkce je odliSnd od aktivace (dereprese) koaktivatoru p300, pro
kterou je nutna pravé C-koncova oblast p21 (Gregory, 2002; Garcia-Wilson a spol., 2005). To
je dale podpotfeno pozorovanim, ze histon deacetylasasa HDAC6, ktera pii overexpresi
reprimuje p2l-stimovanou transkripci GAL-p300 proteinem (Girdwood a spol., 2003),
nereprimuje p21-stimulovanou aktivitu MITF promoteru (Obr. 4 v pfiloze 2). Zjistili jsme
déle, ze vazebné misto pro cyklin E na N-konci p21 je nutné pro aktivaci, zatimco vazebné
misto pro cdk2 je postradatelné (Obr. 3 v ptiloze 2). Rovnéz jsme zjistili, Ze v melanomovych
liniich je aZ na vyjimky nizka aktivita cdk2 kinasy (v komplexu cyklin E-cdk2) a p21-
negativni linie je stdle mozné zablokovat v G1 fazi bunééného cyklu pomoci transferu p21
nebo fuzniho proteinu GFP-p21 (neni zde ukdzano), a zachovaly si tedy citlivost k p21
podobné jako vétSina nddorovych bunck a vSechny nenaddorové buniky. Abychom vyloucili
nespecificky aktivaéni vliv p21 proteinu, je-li arteficielné ,,pfipoutdn® na promotor pomoci
DNA vazebné domény z GAL4 proteinu, exprimovali jsme GAL-p21 fhzni protein prti
kotransfekci umélého promoteru-reportéru, obsahujictho GAL4-vazebnd mista a TATA box.
Tento promoter byl mirné¢ inhibovan p21 proteinem, tedy ucinek byl opa¢ny nez u MITF
promoteru (Obr. 5 v pfiloze 2). Navic p21 siln¢ inhiboval survivinovy promoter, coz bylo
popsano diive (Lohr a spol., 2003), a v souvislosti s naSimi experimenty to opét ukéazalo, Ze

transkripcni G€inky p21 jsou pfisné specifické, kdy overexprese p21 zpisobuje bud’ aktivaci
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(MITF promoter) nebo inhibici (survivinovy promoter). Dale jsme stabilné transfektovali
konstrukty exprimujici specifickou shRNA proti p21 proteinu do melanomovych bun¢k SK-
MEL-5 a selektovali klony. Nékolik klonil se siln¢ snizenou hladinou p21 proteinu jsme pak
analyzovali. Tyto klony mély pfekvapin€ zpomalenou proliferacni kiivku (Obr. 6 v ptiloze 2),
ukazujici podobné jako v normalnich melanocytech na positivni korelaci hladiny p21 proteinu
a rychlosti proliferace. Mirné¢ sniZzena byla i hladina MITF proteinu v klonech se sniZenou
hladinou p21 (neni ukdzano). Zda se tedy, Ze endogenni p21 skute¢né nema funkci inhibovat
bunécny cyklus v buitkkdch melanocytové linie, ale mlize zde mit dulezitéjsi tllohu positivné
regulovat expresi MITF a tim 1 dalSich diferenci¢né-specifickych genti a posilovat anti-
apoptoticky potencidl melanomovych bunék. K této ¢asti prace jesté dokoncujeme CHIP
experimenty (chromatin imunoprecipitace), které ukazuji, Zze p21 je rekrutovan na promoter
MITF a analyzu exprese endogenniho MITF po virovém pienosu p21(1-133NLS), tedy p21
s deletovanym C-koncem a s pfidanym jadernym lokaliza¢nim signdlem. Positivni asociaci
p21 s MITF promoterem pomoci CHIP jsme jiZ zjistili, coZ podporuje hypotézu o koaktivaéni
funkci p21 pfi transkripci MITF a ukazuje na positivni zpétnovazebné zesileni exprese p21-
MITF, nebot nedavno bylo popsdno, Zze p21 je dal§im transkripénim cilem pro MITF
(Carreira a spol., 2006). Tato prace bude dokoncena a odeslana k publikaci v nejblizsi dobé.
Tyto vysledky jsou dal§im ptikladem funkce p21 jako regulatoru transkripce nezéavisle na
inhibici cdk aktivity, a jsou navic nezavislé na funkci p21 jako blokatoru represorové domény
p300/CBP transkripénich koaktivatort. Nékteré vysledky této Casti prace byly presentovany

na kongresu CSHL o eukaryotické transkripci (ptiloha 8).

¢) Adenovirovy E1A onkoprotein inhibuje MITF-dependentni transkripci i expresi

samotného MITF
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Represe funkce nebo exprese MITF v melanomovych bunikdich mize znamenat novy
piistup ke genové terapii melanomu, nebot’ MITF je kli€ovy transkripéni factor nutny pro
pfezivani nejen embryondalnich melanoblasti, ale i melanomovych bunék, a je tedy povazovan
za onkogen transformovanych melanocyti (Widlund a Fisher, 2003; Garraway a Sellers,
2006; Levy a spol., 2006) Protoze MITF je reprimovan po expresi adenovirového
onkoproteinu E1A v melanocytech, zajimal nas piimy u¢inek E1A proteinu na melanocytoveé-
specificky MITF promoter. Melanocyty exprimujici E1A jsou zcela dediferencované a
pfezivaji pravdépodobné diky imortalizujicimu G¢inku E1A (viz Uvod). Pouzili jsme lidsky
MITF promotor s luciferasou jako reportérovym génem a sledovali jsme G¢inek kotransfekce
E1A a rGznych EIA mutant na aktivitu promotoru. Tyto mutanty se rizné¢ vazi na n¢kolik
koaktivatorti transkripce a inhibuji jejich funkci, a lze je proto pouZit jako diagnostického
nastroje pfi studiu mechanismu transkripéni aktivace. Ovéfili jsme nejprve pomoci
zkracenych konstrukci MITF promoteru a promoteru s mutovanym mistem CRE (pro
transkripcni faktor CREB), Ze exprese fizend timto promoterem v melanomovych buiikéach z
velké Casti zavisi na cAMP signdlni cesté a CRE motivu zprostiedkujici transkripcni odpoveéd’
na tuto signalni cestu (Obr. 1 v pfiloze 3). V mySich melanomovych bunikdch B16 a zejména
v lidskych melanomovych bunkich MeWo jsme pozorovali silnou inhibici promoterové
aktivity wt E1A proteinem (Obr. 2 v ptiloze 3). Dele¢ni mutanty E1A (schéma molekuly E1A
je na OBR. 9) kterym chybél N-konec nebo CR1 nebyly schopné reprimovat promotor a
bodova mutace R2G (silné oslabujici vazbu na p300/CBP) jen mirné oslabila represorovou
funkci. Oblast CR2 nutnd pro vazbu na Rb byla zcela postradatelnd, stejn¢ jako oblast
aminokyselin 26-35, nutnd pro vazbu na TRRAP protein (transkripni koaktivator). Je tedy
patrné, Zze N-konec a CR1 jsou nutné pro represorovou funkci EIA k MITF promotoru.

Podobnd zavislost dediferencia¢ni funkce E1A na CRI1 oblasti byla popsana jiz diive na
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mysich melanocytech imortalizovanych retrovirovym pienosem E1A (Yavuzer a spol., 1995).
Protoze MITF promoter je aktivovan nékolika transkripénimi faktory (viz uvod), z nichz
jeden je CREB, testovali jsme dale MITF promoter s mutovanym motivem CRE, vazebnym
mistem pro CREB (schéma MITF promotoru s vyznacenim vazebnych mist pro jednotlivé
transkripéni faktory je zndzornéno na OBR. 3). U mySich melanomovych bun¢k B16 se
mutaci CRE mista zcela zruSila moznost inhibovat promoter pomoci E1A, coz ukazuje, Ze jde
o represi transkripce zprostiedkované faktorem CREB (kofaktorem je p300 nebo CBP, oba
vazajici se na E1A a jim inaktivovatelné) (Obr. 3 v pfiloze 3). Odlisné byly vysledky u
n¢kolika linii lidskych melanomt. Zde se linie liSily stupném, kterym mutace promotoru
porusila jeho aktivitu (pokles aktivity o 30-90%), ukazujice na moznost odliSného ptispéni
camp/PKA/CREB signalni cesty na aktivitu promotoru v jednotlivych melanomovych
bunéénych liniich. Zbytkova aktivita vSak byla vzdy inhibovatelnd E1A proteinem, tedy v
kontrastu s mySimi buiikami. Tyto vysledky ukazuji na moZnou rozdilnost v regulaci exprese
MITF mezi lidskymi a mySimi melanomovymi bunikami. Dale je zfejmé, ze mutanty
neinaktivujici proteiny Rb rodiny a protein TRRAP jsou schopny plné inhibovat MITF
promoter. Protoze tyto mutanty netransformuji buniky (vzhledem k neschopnosti vézat
uvedené proteiny), naskytd se moznost pouzit podobné mutanty (s kombinovanou mutaci) pti
represi transkripce endogenniho MITF, kterda by mohla vést ke snizenému piezivani
melanomovych bunék (funkce MITF jako “survival” faktoru). E1A onkoprotein ma,
paradoxné, protinadorovy ucinek na lidské nadorové bunky vcetn€¢ melanomovych, coz
souvisi s jeho transkripéné represorovou funkei inhibovat expresi nékterych genti spojenych s
nadorovou transformaci (Frisch a Mymryk, 2002, a diskutovano v pfiloze 3). Neni vSak zatim
jasné, zda k této funkci pfispiva u melanomovych bunck i represorovy ucinek na expresi
MITF. Tyto otazky jsou pfedmétem nasi dal$i prace, nebot represe MITF by mohla byt

moznosti pro genovou terapii u melanomu (viz téz dale a pfiloha 5). Protoze dilezitym
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antiapoptotickym proteinem je survivin, jehoZ exprese na urovni transkripce je aberantné
zvySena u mnoha typi nddorovych bunék, sledovali jsme 1 vliv vySe uvedenych mutantnich
forem E1A na aktivitu survivinového promoteru v reportérovém systému. V tomto pokusu
jsme chtéli rovnéz ovétit, zda jiny siln€ aktivni promoter v melanomovych butnikach (promoter
pro survivin) je reprimovan E1A proteinem. E1A vSak ptekvapivé aktivoval tento promoter a
oblast CR2 opét byla postradatelnd pro tuto aktivitu. Tyto vysledky maji potencialni vyznam
pro zesileni u¢inkii genové terapie prenosem genu aktivovaného survivinovym promoterem,
ktery je vyuzivan jako promoter vysoce specificky pro expresi exogennich genti v nddorovych
bunikach, protoze aktivita tohoto promoteru je v nemalignich buiikdch téméf nulova. Tyto
vysledky byly presentovany na kongresu (piiloha 9).

Mechanismus aktivace cilového genu pro transkripéni faktor MITF byl studovan nejen
v reportérovém systému, ale téZ v builkdch, které velmi specificky reaguji na ektopicky
dodany MITF spusténim transkripce jednoho z cilovych genli pro MITF (tyrosinasy), a jsou
tedy vhodnym systémem pro studium transkripéni aktivace endogennich genii v prostiedi
jaderného chromatinu (U2-OS bunky, osteosarkom). Objasnit piesny mechanismus aktivace
je mimotadné dilezité z hlediska zablokovani této funkce jako mozného budouciho genového
zasahu pii terapii melanomu. Zjistili jsme, Ze mechanismy koaktivace transfektované¢ho
promoteru-reportéru a endogenniho MITF-dependentniho promoteru jsou odliSné. Inhibice
téchto promotert n€kolika mutantami adenovirového onkoproteinu E1A (jako néstroje ktery
specificky vaze a inaktivuje n€kolik klicovych bun&cnych proteint a transkripénim kofaktora
- Rb, p300/CBP, TRRAP, PCAF, hGCNS) byla odlisna, zejména E1A mutanta s deletovanou
oblasti CR1 byla neuc¢inna pfti inhibici transfektovaného, nikoli vSak endogenniho promoteru
(Obr. 2 v ptiloze 4). Rovnéz odlisna byla dereprese po aplikaci inhibitoru histon deacetylas
trichostatinu A (TSA). Pfi pouziti wt E1A byla inhibice zruSena pifiddnim TSA u

transfektovaného promoteru, avSak represe pietrvala u endogenniho promoteru. Bodova
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mutace R2G - tato mutanta téméf nevaze koaktivatory p300/CBP (Wang a spol., 1993; Fuchs
a spol., 2001; Voigtlander a spol., 2002) - zcela eliminovala vliv TSA na transfektovany
promoter, avSak represe touto mutantou pretrvala v pfitomnosti TSA u endogenniho
promoteru. Mutace R2G v ElA tedy propijcila rezistenci vici TSA v pfipadé
transfektovaného promoteru (Obr. 2 v piiloze 4). Nedavno bylo popsano, ze nukleosom-
remodelujici komplex SWI/SNF je nutny pro transkripci nékterych cilovych gent pro MITF
(DeLaSerna a spol., 2006). Testovali jsme tedy indukci tyrosinasy i v liniich s nekompletnim
SWI/SNF komplexem a zjistili jsme, ze linie H1299, ktera je deficitni pro faktor Brgl (slozka
SWI/SNF chromatin remodelujicitho komplexu a ATPasa nutnd pro aktivitu komplexu), po
kotransfekci vektori pro MITF 1 Brgl (nikoli vSak samotného MITF) rovnéz aktivuje
transkripci endogenni tyrosinasy (Obr. 1 v pfiloze 4). Integrita SWI/SNF komplexu je tedy
dilezita pro MITF-zprostfedkovanou transkripci, avSak neni postacujici, nebot” dalsi testované
bunécné linie s neporusenou expresi tohoto komplexu neexprimovaly tyrosinasu po transfekci
MITF. Dalsi vysledky a diskuse jsou uvedeny v piiloze 4. Promoter pro tyrosinasu, zcela
zavisly na transkripénim faktoru MITF, je asto pouZivan jako melanocytové-specificky
promoter v modelech genové terapie melanomu. Tato specificnost je dana pfitomnosti
transkripéniho faktoru MITF. Pii kotransfekci expresniho plasmidu pro MITF a
tyrosinasového promoteru (nebo jinych MITF-dependentnich promoterit) dochéazi k aktivaci 1
v dalsich typech bunék, které nejsou melanocyty (Obr. 1 v ptiloze 4). Jak jsme vSak ukazali,
transkripce transfektovaného promoteru je koaktivovdna jinym mechanismem neZ endogenni
promoter. Endogenni promoter pro tyrosinasu v U2-OS buiikach je pravdépodobné aktivovan
zcela podobné jako v melanocytech, do U2-OS bunék je vSak nutné dodat exogenni MITF.
ProtoZe jsme ziskali téz predbézné vysledky ukazujici, Ze stabilné transfektovany a po selekci
integrovany tyrosinasovy promoter neni v U2-OS bunikach aktivovan MITF faktorem jako

endogenni promoter (vysledky zde nejsou ukdzany), je mozné usuzovat na specifickou
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konfiguraci chromatinu, napf. posici nukleosomdt, ktera je odpov€dnd za melanocytové-

specifickou transkripci faktorem MITF.

d) Inhibice funkce MITF nezavisla na inaktivaci koaktivatori p300/CBP - doména

CR1 proteinu E1A jako autonomni repressor MITF-Fizené transkripce

Neni znamo jak MITF aktivuje autentické geny v prostiedi chromatinu a také vétSina
funk¢nich analyz byla provadéna s promoter-reportérovymi konstrukty a kotransfekci MITF
expresniho vektoru. Dosud neexistoval vhodny systém pro testovani mechanismu transkripce
endogennich cilovych genli faktorem MITF v melanocytech, protoze inhibice této transkripce
miZe zpUsobit i1 inhibici exprese samotného endogenniho MITF. Pro dikladngjsi analyzu
mechanismu transkripce endogenniho cilového genu pro MITF a zplisob inhibice jeho
aktivity E1A proteinem jsme pouZili stejné jako v pfedchozi praci U2-OS bunky, kde je
mozné prenosem exogenniho MITF dosdhnout prudké aktivace jinak transkripéné ,,spiciho*
genu pro tyrosinasu (ne vSak pro dalsi cilové geny) (Vachtenheim a spol., 2001, ptilohy 5 a
6). Adenovirovy protein E1A zplsobuje dediferenciaci melanocytli a represi endogenniho
MITF (Yavuzer a spol., 1995, Halaban a spol., 1996), ale neni zndmo, jak je ovlivnéna MITF-
fizena transkripce. Studovali jsme proto MITF-dependentni transkripci po inhibici mutantami
E1A onkoproteinu pii kotransfekci vektoru pro MITF (pfiloha 5). Analyza ukazala, Ze pro
transkripcni represi endogenniho cilového genu pro MITF (tyrosinasa) v U2-OS bunkach je
nutnd delece celé oblasti aa. 2-65, tedy N-konec a CR1 doména. N-konec E1A vaze n€kolik
kofaktorti a histon deacetylas, ale piekvapivé, delece samotného N-konce nestacila k uvolnéni
represe. ProtoZze CR2 oblast nebyla k represi nutnd, studovali jsme déle jen uc¢inek deleci

v oblasti aa. 1-82 ElA, tedy na zkraceném E1A proteinu. Tento usek jsme studovali jako
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GAL-fazni proteiny (GAL poskytuje tag i jaderny lokaliza¢ni signal). Pfi testovani dalSich
konstruktt (napt. FLAG-tagged E1A s SV40 jadernym lokaliza¢nim signédlem a dalSich) jsme
zjistili, Ze GAL-E1A proteiny jsou nejlépe exprimovany, lokalizovany vyhradné v jadre, i
snadno detegovany (pomoci anti-GAL protilatky), a proto jsme je pouzili dale. Analyzovali
jsme tedy dale jen delece N-konce nebo CR1 v kontextu aminokyselin 1-82 E1A, které jsou
postacujici pro represi. Delece v této oblasti prekvapivé ukazaly, Ze N-konec je pro represi
endogenniho genu postradatelny a represe zcela zavisi na doméné CR1. Mensi delece a
substituce uvniti CR1 ukdzaly, Ze nejvice je represe poruSena pii odstranéni aminokyselin 73-
82 a jen mirn¢€ se snizi, je-li usek EDPNEE zménén na NAAIRS (takto zménéna sekvence
ponechava nejvétsi proteinovou flexibilitu po mutaci s moznosti obou typl proteinové
konformace). Oblast EDPNEE byla diive zjiSténa jako misto dilezité pro vazbu na histon
acetyltransferasu PCAF (p300/CBP-associated factor, Yang a spol., 1996; Reid a spol., 1998)
a inhibici svalové specifickych enhancert (Sandmoller a spol., 1996). V kontextu E1A 1-82 je
tedy CR1 nezbytna pro represi transaktivacni aktivity MITF a proto byl proveden pokus, zda
stald exprese této oblasti (i celé oblasti aa.1-82 nebo pouze N-konce) v lidskych
melanomovych buiikdch ovliviiuje jejich pfezivani. Skutecné, tvorba klontt MITF-positivnich
melanomovych bunék v selekénim mediu (selekéni marker byl kotransfektovan) prudce klesla
(Obr. 4 v ptiloze 5) v piipadé CRI1, stejné jako celé oblasti E1A 1-82. Samotny N-konec byl
nyni v kontextu aa. 1-82 netcinny pii represi i pii inhibici proliferace melanomovych bungk.
Inhibice funkce MITF tedy koreluje s inhibici dlouhodobého piezivani lidskych
melanomovych buné€k a ukazuje na dilezitost MITF pro pfezivani tohoto typu bunék.

I kdyz neni zatim zndm Zadny koaktivator ktery by se véazal vyhradné¢ na CR1 oblast a
nepotieboval soucasné alespont subdoménu z N-konce EIA proteinu, vysledky naznacuji
existenci takového koaktivatoru pro MITF, ktery je inaktivovan overexpresi pouze CRI.

Vytvoftili jsme proto chimerické proteiny, kde MITF-Cast je zbavena dvou transaktivacnich
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domén, takZe je vlastn¢ transkripéné inertni, a pisobi naopak jako dominantné-negativni
mutanta pro wt MITF (viz dale a pfiloha 6), E1A-¢ast chiméry je pak tvotena bud’ N-koncem
nebo CR1 oblasti E1A. Schematicky jsou tyto fuzni proteiny ukdzany v na Obr. 3 v pfiloze 5).
Testovali jsme, zda tyto fizni proteiny aktivuji transkripci endogenniho cilového genu pro
MITF, kde DNA-vazebna a dimeriza¢ni oblast ziistaly zachovany. Pfislusna oblast E1A muizZe
totiz inhibovat sekvestraci zatim neidentifikovaného koaktivatoru mimo promoter, avsak je-li
vazba k promoteru zajiSténa tim, ze je soucasti MITF-E1A chiméry, a to vazbou na DNA-
vazebna mista pro MITF, mize naopak aktivovat navadzanim tohoto neznamého koaktivatoru.
CR1 oblast, nikoli vSak N-konec, je-li takto integrovan do MITF molekuly skute¢né proptjcil
aktivani funkci a endogenni gen byl aktivovan. Nestalo se tak s N-koncem E1A. Jako
positivni kontrola slouzila chiméra Vpl6-MITF. VSechny fuzni proteiny byly spravné
lokalizovany v jadfe. Vysledky tedy skutecné podporuji existenci koaktivatoru MITF, ktery
by mohl byt sekvestrovdn doménou CR1 E1A a tim reprimovana aktivacni funkce MITF a
naopak, mohl by byt rekrutovdn k promoteru CR1 E1A-MITF chimerickym proteinem.
Dosud byly povazovany za aktivatory MITF-dependentni transkripce p300/CBP, avsak tyto
nejsou schopny vazat samotnou CRI1 oblast E1A bez N-konce. Dal§im diikkazem, ze MITF
funguje v sav€ich buiikéach i bez p300/CBP, je vysledek pokusu, kdy jsme testovali mutanty
MITF o kterych je zndmo, Ze nevazi p300/CBP v bunikéch. Tyto mutanty byly stale schopné
aktivovat transkripci (Obr. 3 v pfiloze 5). Souhrnné jsme tedy ukazali, ze pravdépodobné
existuje koaktivator transkripéné aktivacni funkce MITF, ktery je mozné inaktivovat
autonomni CR1 EIA doménou, inhibovat tak funkci MITF v melanomovych MITF-
positivnich buiikdch a tim i inhibovat proliferaci téchto bun¢k. Tento koaktivator je odlisny od
dosud ptedpokladanych p300/CBP proteind. Vysledky této ¢asti prace byly presentovany téz

na kongresu (pfiloha 10).

37



¢) Dominantné negativni mutanta MITF - identifikace a tiloha druhé, slabsi

transkrip¢né aktivaéni domény MITF

MITF aktivuje transkripci pomoci transkripéné-aktivaéni domény (TAD), kterd je
umisténa blize N-konci molekuly, a tento fragment téz interaguje s koaktivatorem transkripce
p300 proteinem (Sato a spol., 1997). Byla téz zjisténa piitomnost druhé aktivacni domény na
C-konci (Takeda a spol., 2000b), avSak tato doména je pravdépodobné slabsi a v celkové
aktivaci transkripce se pravdépodobné uplatituje méné. Nebylo dosud zndmo, jaky vliv ma
tento Usek na celkovou miru transaktivace. Domény byly dfive lokalizovany pomoci
klasickych reportérovych studii a fuznich proteind - fragmenti MITF faktoru s GAL DNA-
vazajici doménou. Nebylo dale zndmo, jak se jednotlivé transaktivacni oblasti uplatiuji pfi
transkripci endogennich cilovych genid. Byly popsany dva mysi fenotypy, z nichz u jednoho
byla detegovana delece exond 2-4 MITF a u druhého exonu 4 (Steingrimsson a spol., 1994;
Hallsson a spol., 2000). Delece exonu 4 ma pfitom za nasledek deleci N-koncové
transaktivacni domény a cely protein by mél byt nefunkéni. U téchto semidominantnich alel
byl sice vysledny fenotyp typicky pro poruchu funkce MITF (defekt pigmentace, poruchy
sluchu, osteopetrdza), ale byl mén€ vyrazny ve srovnani s homozygoty nesoucimi jiné
defektni alely (mutace v basické oblasti proteinu znemoziujici vazbu na DNA), z ¢ehoz lze
usuzovat na ptitomnost dalsi oblasti, kterd by, alesponl z¢asti, funkéné nahradila N-koncovou
oblast.

V nasi praci jsme tedy zkonstruovali expresni plasmidy pro nemutovany (wt) MITF a
dele¢ni mutanty s deleci bud’ N-koncové (delece aminokyselin 324-369) nebo C-koncové
(delece aminokyselin 324-369) transkripéné aktivacni oblasti. Pfipravili jsme i kombinovanou

deleci obou domén a chimericky protein, ktery mél deletované obé domény (ANC-MITF), ale
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v mist¢ N-koncové oblasti byla vsazena silnd transaktivacni doména z herpesvirového
proteinu Vpl6 (MITF-Vpl6). VSechny konstrukce mély téz HA-epitop umistény na konci
cteciho ramce pred stop kodonem pro kontrolu jejich exprese (Obr. 1 v ptiloze 6). Studovali
jsme, jak siln€ transaktivuji tyto rtizné deleni konstrukty jeden z cilovych promotor v
promotor-reportérovém systému (promotor pro tyrosinasu) po piechodné transfekci. Ukazalo
se, ze N-koncova TAD skutecné zprostiedkuje vétSinu transkripéni aktivity MITF, a dale ze
transfekce MITF s deleci obou domén ma za nasledek nejen prostou eliminaci transkripéni
aktivity, ale dokonce inhibici bazdlni aktivity bez pfitomnosti wt MITF, jez je
zprostfedkovana jinymi, endogennimi transkripénimi faktory typu bHLH aktivujicimi
promotor-reportér (Obr. 1 v pfiloze 6). Tato skute¢nost mohla znamenat ze ANC-MITF
pusobi jako dominantné negativni inhibitor funkce MITF blokovanim E-boxii v DNA vazbou
transkripéné neaktivnich dimert. Kotransfekce ANC-MITF a wt MITF skute¢né méla za
nasledek inhibici transkripce a hyperaktivni chimerickd molekula MITF-Vp16 byla rovnéz
siln€¢ inhibovana. Inhibice byla pfimo zdvisla na mnozstvi transfektovaného plasmidu ANC-
MITF (Obr. 2 v ptiloze 6). Protoze oblast bHLH-LZ nutna pro dimerizaci a vazbu na DNA je
v dele¢nich mutantach MITF nedotena, ANC-MITF tedy pravdépodobné inhibuje funkci wt
MITF tvorbou neaktivnich dimerd, které blokuji vazebna mista v DNA. Pomoci gel-shift
metody s MITF IVT proteiny syntetizovanymi in vitro bylo potvrzeno, ze v§echny konstrukty,
véetn¢ MITF-Vpl6 se vazi na DNA (E-box z oblasti inicidtoru promotoru tyrosinasového
genu byl pouzit jako znacend proba, (Obr. 3 vpftiloze 6). Pro uréeni zda je dominantné
negativni inhibitor ANC-MITF schopen inhibovat i endogenni cilovy promotor jsme opét
vyuzili U2-OS bunék (osteosarkom), které, a¢ samy neexprimuji MITF ani jeji cilové geny,
jsou schopny exprimovat tyrosinasu po transfekci MITF expresnim vektorem (viz vyse). |
v tomto modelovém systému se ukazalo, Ze konstrukt ANC-MITF je zcela inaktivni v indukci

tyrosinasy a konstrukt s deletovanou N-koncovou doménou mé pouze malou aktivitu. Tyto
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vysledky jsou tedy podobné reportérovym pokusim a potvrzuji, ze N-koncova TAD je
stéZzejni 1 pro transkripci z chromatin-integrovaného promotoru. ANC-MITF se pfii
kotransfekci opét ukazal jako silny dominantné-negativni inhibitor transaktivacni funkce wt
MITF i MITF-Vpl16 (Obr. 4 v ptiloze 6). Dale jsme téz ovéfili, Ze vSechny konstrukty MITF
byly exprimovany ve srovnatelnych hladinach a lokalizovany v jadfe. Funkci ANC-MITF
jsme dale testovali na lidskych melanomovych buikach v reportérovych pokusech a zjistili
jsme, ze ANC-MITF je U¢innéj$i nez pouze N-deletovany MITF pii inhibici transkripce
zprostfedkované pomoci wt MITF (Obr. 5 v ptiloze 6). N-deletovany mutant tedy, a¢ ztraci
téméf celou transkripéni aktivitu, neni schopen piisobit jako dominantné-negativni represor
funkce wt MITF v melanomovych buiikdch a pro dominantné-negativni funkci je tedy nutné
odstranéni C-koncové TAD, i kdyZz tato mé v intaktni molekule MITF jen maly vliv na
celkovou silu transaktivace.

Souhrnné jsme tedy v této praci ukazali, Zze odstranénim dvou transaktivacnich domén
z molekuly MITF lze vytvofit silny dominantné-negativni inhibitor, kterym by bylo mozné
funkéné inaktivovat endogenni MITF v melanomovych bunikach. Vzhledem ke kritické uloze
faktoru MITF v pfezivani melanomovych bunék by takového zplsobu bylo mozné rovnéz
potencidln¢ vyuzit v protinddorové terapii. V této praci jsme téz diskutovali ulohu
jednotlivych domén MITF pii transaktivacni aktivité a podobnost s transkripénim faktorem
TFE3 (z MITF podrodiny transkripénich faktor). Vysledky této casti prace byly

presentovany téz na kongresu (pfiloha 11).

5. Diskuse

Nase vysledky ukézaly, Ze protein p21, inhibitor cyklin dependentnich kinas a bunééného
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cyklu, se akumuluje ve vysoké hladin€é béhem poslednich fazi diferenciace F9 bunék na PE a
zvySuje se 1 jeho zastoupeni v komplexech cyklin-cdk. Tim pfispiva k inhibici kindzové
aktivity t€chto komplexd. Vysoka hladina proteinu p21 sama o sob¢ diferenciaci nenavozuje,
ani neurychluje. Rozhodujici je stale vliv diferenciacnich induktord RA a db cAMP. p21 vSak
ovliviiuje expresi trombomodulinu, diferencia¢niho markeru, jak bylo ukdzano v nasi praci.
Po stimulaci cAMP signdlni cesty v bunikach, které byly diferencovany pouze v RA a mély
vysokou hladinu p21, doSlo k masivni transkripci trombomodulinu. Tyto vysledky navozuji
obecnéjsi otazku, zda p21 positivné reguluje 1 jiné transkripéni cile cAMP-zprostfedkované
signalni cesty. Tuto moznost podporuje i zjiSténi, Ze p21 aktivuje i forskolinem stimulovanou
aktivitu umélého minimalniho promoteru obsahujiciho pouze TATA box a 5 vazebnych mist
pro CREB transkripéni faktor (transkripéni aktivator cAMP/PKA/CREB/CBP signalni cesty)
(Obr. 5 v ptiloze 1). Tato mozné nova funkce p21 je podpoiena i dalSim naSim pozorovanim,
ze p21 protein aktivuje forskolinem-aktivovanou transkripci MITF-dependentniho promoteru
melastatinu (neni ukdzano), a dalSim zjiSt€énim jinych autorfi, popisujici aktivaci cAMP-
CREB signalizace p21 proteinem v Rat-1 buinikach (Kawata a spol., 2003). Zptsob, jakym
p21 ovlivnuje transkripci diferencia¢niho markeru trombomodulinu v F9 buikach
pravdépodobné souvisi se schopnosti p21 aktivovat transkripéni koaktivator p300/CBP
derepresi jeho represorové domény CRDI1 (Snowden a spol., 2000). Testovani konstruktu
trombomodulinového promoteru-reportéru s exogennim p300 a p21 potvrdilo schopnost p21
ovliviiovat aktivitu reportérového konstruktu timto mechanismem v F9 bunkach.
S postupujici diferenciaci F9 bun€k na parietalni endoderm je p21 castecné relokalizovan do

cytoplazmy a tato lokalizace proteinu souvisi s jeho antiapoptotickou funkci.
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Transkripéni koaktivatory p300 a CBP byly diive popsany jako dilezité proteiny pii
diferenciaci F9 bun&k (Kawasaki a spol., 1998). SniZeni hladin p300 a CBP specifickymi
ribozymy mélo pro diferenciaci odlisné dasledky: pouze bunky se snizenou hladinou p300
nemohly diferencovat po pfidani RA, a soucasné tyto bunky neakumulovaly p21 protein.
p300 se tedy ucastni i exprese samotného p21 a nizka hladina p21 mohla byt (mimo jiné)
pticinou neschopnosti F9 bun¢k diferencovat. Naopak snizeni hladiny CBP m¢lo za nasledek
snizenou akumulaci druhého inhibitoru cdk, p27 proteinu (nikoli vSak p21), a snizeni hladin
p300 1 CBP inhibovalo apoptosu za pfitomnosti RA. Vysledky téchto autort (Kawasaki a
spol., 1998) jsou tedy v souladu i s naSimi zde popsanymi vysledky ziskanymi pozdé¢ji a
podpotily dulezitost p21 proteinu pii diferenciaci F9 bunék.

Zjisténé vysledky tedy souhrnné ukazuji, Zze protein p21 hraje zdsadni roli v diferenciaci
F9 bun¢k na parietdlni endoderm. V souladu s funkci inhibitoru cdk se podili na blokovani
bunécného cyklu a snizeni proliferacni rychlosti diferencovanych bunék, ucastni se regulace
cAMP-zprostfedkované transkripce a pravdépodobné brani spusténi apoptozy. Tyto vysledky
vregulaci bunééného cyklu tlohu pfi transkripni koregulaci genli spojenych
s diferencia¢nim programem.

DalS$im nas$im zjiSténim bylo rozeznani nové ulohy proteinu p21 v melanomovych
bunikach. I kdyz tato prace neni je$té zcela ukoncena a teprve bude odeslana do tisku,
vysledky ukazaly, ze p21 protein je positivnim reguldtorem transkripce z melanocytové-
specifického promoteru pro MITF, kli¢ového transkripéniho faktoru melanocyti. MITF i p21
jsou pfitomny ve vysokych hladindich ve vétSin€é melanomovych bunéénych linii 1
v nadorovych vzorcich, ale - jak jsme zjistili - vysoké hladina p21 je tolerovéana, nekoreluje
s proliferacni aktivitou (ani s profilem podilu buné€k v jednotlivych fazich bunééného cyklu) a

ma Ulohu pfi transkripci — p21 aktivuje promoter pro MITF a piisobi tedy jako positivni
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zpétnd vazba - vzajemna aktivace transkripce, protoze, jak jiz bylo uvedeno vyse, p2l je
soucasn¢ jednim z transkrip¢nich cilovych geni pro MITF (Carreira a spol., 2005). Efekt p21
na MITF promoter je zcela specificky protoZe napf. survivinovy promoter je p21 proteinem
siln€¢ inhibovan v podobném testovacim systému i ve stejnych buiikach. Transkripéni ucinky
p21 proteinu nezdvislé na regulaci bunééného cyklu jsou zndmy, ale neni znam jejich
mechanismus. Nami zjis§ténd aktivace MITF promoteru je nezavisla na derepresi tzv. CRDI
represorové domény p300 kofaktoru, nebot’ jsou k ni potfeba jiné oblasti molekuly (pro
aktivaci MITF promoteru je nutny cyklin-vazajici isek na amino-konci) a neni inhibovana
koexpresi HDAC6. Jde tedy o odlisny zplsob koaktivace nez v ptipadé trombomodulinového
promoteru v F9 buiikach (vyse). Efekt p21 je skutecné nezavisly na regulaci bunééného cyklu,
protoZe prosta inhibice cdk2 a cdkl roscovitinem spiSe mirn¢ inhibovala MITF promoter,
v zadném piipad¢ vSak neaktivovala. Stejné tak delsi kultivace melanomovych bun¢k v médiu
s nizkou koncentraci séra sice zvySila podil bunék v G1 fazi bunécného cyklu, avSak
nezmeénila hladinu MITF (vysledky nejsou ukézany). Pfipravili a analyzovali jsme i bunécné
klony jedné melanomové linie (SK-MEL-5), kde je hladina p21 proteinu silné snizena pomoci
stabilni exprese shRNA, a tyto klony proliferovaly dokonce pomaleji ve srovnani
s kontrolnimi bunikami, coZ potvrzuje U¢inek p21 nezéavisly na bunécném cyklu. Uvedené
vysledky (ptiloha 2) budou odeslany k publikaci, protoze jesté¢ dokoncujeme pokusy ukazujici
na regulaci endogenniho MITF p21 proteinem. Chromatin-imunoprecipitace (CHIP) jiz
naznacila, Ze endogenni p21 protein je asociovan s MITF promoterem v bunikach a akutni
snizeni hladiny p21 proteinu v jedné melanomové linii mélo za nasledek mirné snizeni
hladiny MITF (vysledky zde nejsou ukazany). MITF ma vice transkrip¢nich cilia (OBR. 4) a
ucast p21 proteinu na expresi MITF by tedy méla mit za nasledek i zvySenou expresi cilovych
gend. Protoze vysoké hladiny MITF chrani melanomové buiiky pfed apoptosou, a jednim

z mechanismil (i kdyz pravdépodobné ne jedinym) miize byt aktivace exprese bcl-2 MITF
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faktorem, hladiny p21 mohou pfispivat k antiapoptotickému potencidlu nadorovych bunék, a
to nikoli svou cytoplasmatickou lokalizaci (viz vySe), ale specifickou funkci pfi transkripci
(p21 je lokalizovan v melanomovych liniich v jadfe - vysledky zde nejsou ukézany). Zda se
tedy, Zze endogenni p21 skutecné nemé funkci inhibovat bunécny cyklus v buitkdch
melanocytové linie, ale mize zde mit dileZzitéjsi ulohu positivné regulovat expresi MITF a
tim 1 dalSich diferenciacné-specifickych genli a posilovat anti-apoptoticky potencial
melanomovych bunék.

V posledni dobé se ukazuje, Ze je transkripéni faktor MITF je nezbytny pro piezivani
melanomovych bunék, podobné jako embryondlnich melanoblastli, a to pravdépodobné
udrZzovanim exprese n€kterych antiapoptotickych a pro-proliferanich gent. Gén pro MITF je
amplifikovan asi v 10% piipadl melanomu (Garraway a spol., 2005) a MITF je povazovan za
faktor nutny k pfezivani melanomovych bunék. Z téchto ditvodii tedy miize MITF slouzit jako
cil mozného genového zéasahu pfi terapii a znalost jakym zplisobem je regulovana transkripcni
aktivita MITF, popf. jak je regulovana exprese samotného MITF v melanocytech, je
vzhledem k tomuto zasahu klicova.

Jednou z moznosti blokovat expresi MITF nebo jeho cilovych genli je exprese
onkoproteinu E1A, ktery je silnym transkripénim represorem. Zjistili jsme, Ze MITF promoter
je siln€ inhibovéan timto adenovirovym proteinem. K represi neni potfeba oblast vazajici Rb
protein ani oblast vazajici koaktivator TRRAP, dva dulezité interaktory E1A proteinu, jehoz
vazba na tyto bunétné proteiny je nutnd pro transformacni funkci. Potencialné tedy by bylo
mozné vyuzit tento mutantni EIA k inhibici exprese MITF v melanomovych bunkéach pti
vylou€eni transformacnich uc¢inkii samotného E1A onkoproteinu. Zjistili jsme téz, Ze
melanomové linie se li$i v rozsahu, v jakém je aktivita MITF promoteru zavisla na signalni
cest¢ cCAMP/PKA/CREB/CBP. U né&kterych linii se snizila aktivita jen minimalné, zatimco

jiné zcela ztratily aktivitu promoteru (Obr. 3 v ptiloze 3). I kdyZ jde o transfektovany
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promoter, u endogenniho promoteru mize byt situace podobna. Exprese MITF je zajiStovana
v melanomovych buitkdch nékolika cestami (OBR. 3) a relativni pfispéni kazdé z nich se
mize li§it u riznych melanomovych linii a mozné i u melanomovych bunék nadoru in vivo,
coz nebylo zatim studovéno. Napf. B-cateninova signdlni cesta je Casto deregulovana v
melanomovych bunkach a ma za nasledek zvySenou hladinu MITF. I proto se zda byt
neschiidné blokovat expresi MITF a lepsi cestou by mohlo byt blokovani transaktivaéni
funkce MITF na cilovych promoterech. V tomto ptipadé je k disposici jesté méné poznatkl a
ani neni jasné, zda se na vSech cilovych promoterech podileji stejné koaktivatory, nakolik je
dilezitd lokalni konfigurace chromatinu atd. Tato nase prace je prispévkem k této posledni
otazce. Jeden z hlavnich a nejvice studovanych cilovych promoterit pro MITF, tyrosinasovy
promoter, je exprimovan specificky pouze v melanocytové linii, avSak promoter pro
tyrosinasu, je-li studovan v transfekénim reportérovém systému, je aktivni pifi kotransfekci
vektoru pro MITF nespecificky ve vSech typech bunék. Zjistili jsme, Ze endogenni promoter a
transfektovany promoter maji jiné mechanismy koaktivace. Pomoci adenovirového proteinu
E1A jako nastroje pro silnou represi jak endogenniho, tak transfektovaného promoteru jsme
zjistili, Ze rizné mutanty E1A maji odliSnou aktivitu blokovat transkripci zprostfedkovanym
faktorem MITF u obou typli promoteru. V modelovém systému U2-OS bun¢k, ve kterych
MITF aktivuje jinak zcela neexprimovany tyrosinasovy gen a tim modeluje situaci v
melanocytech, kde je exprese tyrosinasy a dalSich markeri zcela MITF-dependentni,
zpusobovaly represi i mutanty EIA s deletovanou doménou CRI1 nebo s deletovanym N-
koncem. Rovnéz ucinek TSA, inhibitoru histon-deacetylas, na represi EIA mutantami byl
odlisny u obou promotert: sensitivita k TSA (tedy dereprese) byla pozorovana pii represi
pomoci wt E1A pouze u transfektovaného promoteru a byla zruSena mutaci R2G (ktera rusi
vazbu na p300/CBP koaktivatory transkripce). U endogenniho promoteru TSA

nedereprimoval blok transkripce vyvolany wt E1A ani R2G mutantou. Souhrnné jsou tyto
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vysledky opét dulezit¢ z pohledu transkripcni regulace cilovych genti pro MITF, jenz je
povazovan za potencidlni cil genové terapie vzhledem k jeho 100% pfitomnosti v
melanomovych bunkach, témét vzdy zvySené hlading, n€kdy mnohondsobné, v téchto
bunikdch oproti netransformovanym melanocytim, a jeho klicové uloze pro pfezivani
transformovanych melanocyti.

Moznost inhibice exprese cilovych genti pro MITF, které jsou v pfirozeném
chromatinovém prostiedi jsme studovali dale. Doména CR1 adenovirového proteinu E1A
pfekvapivé postacovala k Gplné inhibici transkripce jednoho zcilovych gentt pro MITF
(tyrosinasy) v modelovém systému v U2-OS bunkach, které normalné neexprimuji MITF ani
cilové geny, ale po expresi exogenni MITF je spusténa transkripce endogenni tyrosinasy.
Inhibice aktivity MITF pomoci tseku E1A je podle nas dosud nejucinngj§im zpiisobem
blokady cilovych genli pro MITF. Dilezité zjisténi bylo, Zze po transferu E1A (CR1) do
melanomovych bunék a selekci doslo k prudké inhibici prezivani téchto bunék. Tento zpisob
inhibice endogenniho genu pomoci E1A CRI1 tedy pfedstavuje novy mechanismus
transkripcni represe E1A proteinem. V této ¢asti prace jsme téz shledali, Ze inhibice aktivity
MITF je mozna i bez inaktivace p300/CBP koaktivatorid, protoze CRI1 oblast E1A sama
nevdze tyto koaktivatory (vzdy je nutny N-konec). Tuto moznost jsme dale podpofili
pozorovanim, ze mutanty MITF, které nevazi p300 protein v buiikach (mutace serinu 73 nebo
delece celého N-konce) stale aktivuji cilovy promoter, a to transfektovany promoter i
endogenni promoter pro tyrosinasu. Uloha CR1 domény byla podpofena detekci
transaktivacni aktivity chimerického proteinu MITF-CR1, kdy tento protein aktivoval
endogenni cilovy promoter. Chimericky konstrukt obsahujici N-konec E1A vSak nebyl
aktivni, coz podporuje vysledky ziskané s mutantami E1A a jeho doménami jako represory
transkripce. I kdyz nelze zcela vyloucit koaktivacni funkci p300 nebo CBP pii MITF-fizené

transkripci, existuje pravdépodobné koaktivator, ktery je inaktivovan overexpresi CR1 E1A
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oblasti, pravdépodobné sekvestraci CR1 doménou mimo promoter. Pak by bylo logické, ze
chimerickd molekula MITF-CR1, ktera se vaZe na DNA-vazebna mista stejné jako MITF a ve
které jsou plivodni transaktivani oblasti MITF odstranény, bude aktivovat transkripci
podobné jako wt MITF. To se také v naSich pokusech stalo, i kdyz aktivace tohoto flizniho
proteinu byla podstatné slabsi nez pomoci wt MITF. V téchto naSich pokusech jsme tedy
identifikovali CR1 jako autonomni represorovou doménu, jejiz funkce se zda byt nezavisla na
EDPNEE motivu (jenZ je sice vazebnym mistem pro koaktivator PCAF, ale k vazbé PCAF je
soucasné nutny i N-konce E1A proteinu), a tedy mechansimus je odliSny od diive popsané
represe svalového enhanceru (Sandmoller a spol, 1996). Nutnost N-konce E1A pro vazbu na
PCAF byla spolehlivé prokazéana (Lang a Hearing, 2003; Shuen a spol., 2002).

E1A protein se chova paradoxné i jako tumor-supresorovy gen, a to proto, ze inhibuje 1
expresi nekterych gend, které jsou onkogenni nebo spojeny s metastasovanim, napf.
HER2/neu onkogen u karcinomu prsu (shrnuto ve Frisch a Mymryk, 2002) a déle proto, Ze
E1A miZe indukovat apoptosu. Pozorovali jsme inhibici proliferace melanomovych bunék
(pouze MITF- pozitivnich) po expresi CR1 E1A. Tento efekt E1A pozorovany v nasi praci je
nezavisly na téchto funkcich E1A, protoze CR1 oblast sama nema zadnou z téchto aktivit.
Inhibice proliferace (nebo ptezivani indukci apoptosy) tedy koreluje s inhibici transaktivaéni
funkce MITF a je specfickd pouze pro MITF-pozitivni buiiky. Souhrnné tedy vysledky
ukazuji na moZnost inhibovat aktivac¢ni funkci MITF jako zplsob cileného genového zasahu
do melanomovych bunék.

Zkonstruovali jsme téz novou dominantné-negativné piisobici mutantu MITF. Zjistili
jsme, Ze C-terminalni oblast v kontextu MITF molekuly muize aktivovat transkripci
z endogenniho promoteru, i kdyZ ve srovnani se siln¢jsi N-oblasti mnohem slabé&ji. Nicméné
odstranéni této C-domény bylo velmi dilezité, nebot’ jeji rezidudlni aktivita znemoziuje

pouziti MITF s deletovanou pouze N-terminalni oblasti jako silného dominantné-negativniho
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inhibitoru pro inhibici funkce normalniho MITF. Pro silnou dominantné-negativni funkci
inhibovat wt MITF je tedy nutné odstranit ob¢ transkativaéni domény v molekule MITF. C-
koncovd doména byla pravdépodobné postacujici k udrzeni nizké aktivity MITF,
pravdépodobné udrzujici urcitou expresi cilovych genti a tedy znirfijici jinak jasny fenotyp
mitf-/- myS$i. Hyperaktivni chimerickd molekula MITF-Vpl6 byla v naSich pokusech téz
velmi siln¢ inhibovana zkonstruovanou dominantné-negativni mutantou MITF, ktera tedy
pfedstavuje ucinny inhibitor funkce wt MITF. Takového zplsobu inhibice funkce MITF by
bylo mozné rovnéz potencialné vyuzit v protinadorové terapii.

Moznosti inhibice funkce MITF pomoci doposud zkonstruovanych dominatné-
negativnich mutant jinymi autory byly mensSi, nebot’ bylo pouZito bud’ jen N-deletované
molekuly (podobné zde popsané AN-MITF), nebo byly pouzity mutanty v basickém tseku
(popt. je cely tento usek uméle pfemeénén na usek s kyselymi aminokyselinami) které se
nevazi na DNA. V tomto pripadé vSak zlistdivda DNA motiv volny pro event. podobné faktory
ptibuzné MITF (napt. TFE3 a TFEC), o kterych je zatim malo zndmo zda mohou aktivovat
podobné cilové geny v melanomovych buiikach, a neni to tedy vylouceno. Pravdépodobné
z téchto diivodi byly dosud pouzité MITF dominantné negativni mutanty jen ¢astecné €inné
(citace v priloze 6), zatimco nami testovany ANC-MITF zcela inhiboval funkci MITF a
dokonce 1 MITF-Vpl6 v testovacim systému na endogennim promoteru. C-oblast MITF
s uvedenou rezidudlni transaktivacni funkci téz vysvétluje nekompletni fenotyp u mysi, kdy
dvé piirozené heterozygotné mutované alely MITF maji podobnou deleci termindlni oblasti
jako vyse popsany AN-MITF, tedy predpokladané piisobi in vivo jako dominatné negativni
inhibitory, avSak nekompletni fenotyp nekoresponduje s kompletni ale jen s ¢aste¢nou ztratou
funkce MITF (Uplny fenotyp je manifestovan ztratou pigmentovanych bunék v kizi, oku,
vnitinim uchu a osteoklastech, u mysi jako porucha pigmentace, hluchota, mikroftalmie -

vlivem nevyvinutych retindlnich pigmentovych bunck - a osteopetréza; u lidi odpovida
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Waardenburgovu syndromu typu 2). Tato naSe prace tedy rovnéz muize vysvétlit, proc¢
mutovany MITF ve kterém nastala delece silné N-termindlni aktivacni oblasti se presentoval

jen mirnéjSim fenotypem na mysich (Steingrimsson a spol., 1994; Hallsson a spol., 2000).

6. Zavér a zhodnoceni

Vysledky uvedené v této praci piinaSeni nové poznatky o uloze inhibitoru cyklin-
dependentnich kinas, p21(WAF1/Cipl) proteinu, v transkripéni regulaci pifi indukované
diferenciaci F9 bunék embryondlniho karcinomu a bun¢k maligniho melanomu. Vysledky
podporuji funkci p21 proteinu, kterd je nezavisla na jeho uloze inhibovat bunécny cyklus, a to
ovlivnéni transkripce nékterych genli, u dvou bunécnych typl. V dal§i ¢asti prace byly
zaskany nové poznatky o mechanismu transkripéni regulace transkripénim faktorem MITF
(microphthamia-associated transcription factor) v transformovanych melanocytech.

V préci byly ziskany zejména nasledujici ptivodni vysledky:

® Protein p21 behem diferenciace F9 bunék na parietdlni endoderm méd krom¢ funkce
inhibovat proliferaci i transkripéni tllohu positivné regulovat expresi min. jednoho markeru, a
to trombomodulinu, ktery je specifickych markerem diferenciace na parietani endoderm. Tato
regulace probiha derepresi represorové domény transkripéniho koaktivatoru p300 proteinu.
Kromé toho mtize p21 protein mit tlohu inhibovat apoptosu v diferencujicich F9 bunkéach.

® V melanomovych buikdch p21 positivné reguluje transkripci z promoteru pro MITF a
posiluje tak zpétnovazebné hladinu MITF v téchto bumnkach. Vyssi hladiny p21 jsou
dlouhodobé tolerovany témito naddorovymi bunikami a p21 nezplsobuje jejich pomalejsi
proliferaci. Hladina p21 koreluje spiSe s rychlej§i proliferaci u normalnich i malignich

melanocytil v bunécné kultute. Byl zjistén novy mechanismus aktivace MITF promoteru p21
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proteinem, ktery je nezavisly na C-konci, ale potfebuje intaktni cyklin-vazebny motiv na N-
konci molekuly. Ac¢koliv tyto oblasti p21 jsou nutné i pro inhibici cdk, trankripéni regulace je
nezavisla na inhibici bunééného cyklu. Vysledky mohou vysvétlit relativné vysoké hladiny
p21 proteinu specificky v melanomovych buiikdch a jejich toleranci k p21 proteinu pri
progresi nadoru.

® Melanocytové-specificky promoter MITF genu je siln€ inhibovadn adenovirovym E1A
onkoproteinem a mutace E1A, které rusi jeho vazbu na Rb protein a na TRRAP protein (a
tedy inaktivuji transformacni aktivitu E1A pfi kooperaci s dal§im onkogenem) nemaji vliv na
tuto represi, coz naznacuje moznost pouziti takto mutovaného E1A proteinu pii represi
exprese MITF v melanomovych bunikach.

® FE1A onkoprotein rovnéZ reprimuje cilové MITF-aktivované promotery a mechanismus
represe se liSi pro transfektovany promoter-reportér a pro endogenni promoter. Z vysledku je
patrné, ze endogenni, v chromatinu organizovany promoter, mé jiny zpiisob koaktivace nez
exogenni promoter. RovnéZ bylo zjisténo, Ze jednotlivé melanomové bun&éné linie se mohou
liSit mirou zavislosti exprese MITF na cAMP/CREB signalni cesté, a implikuji moZnost
heterogeneity nadorovych bun€k in vivo vzhledem k zavislosti exprese MITF na aktivaci
transkripéniho faktoru CREB nebo na dalSich transkripénich cestach (B-catenin/LEF1, Pax3,
Sox10).

"1lJ® Transkripci cilového promoteru bylo mozné inhibovat i bez[J[1[] vyfazeni aktivity
koaktivatorti transkripce p300 a CBP. Autonomné piisobici doména E1A proteinu, CRI1
oblast, byla schopna po expresi reprimovat MITF-aktivovanou transkripci cilového
endogenniho genu, a byl tedy naznacen mechanismus represe nezavisly na dosud znamych
E1A proteinem inaktivovanych kofaktorech. CR1 doméma téZz inhibovala proliferaci
melanomovych bunék a byla-li integrovana do MITF molekuly zbavené vlastni transaktivaéni

oblasti, proptjcila tomuto chimerickému proteinu transkripcni aktivitu.

50



® Zkonstruovali jsme dominantné-negativni mutantu MITF, ve které jsou deletovany obé
transkripéné-aktivacni oblasti. Pouze tato mutanta (s odstranénou i druhou, slabsi, na C-konci
lokalizovanou aktivacni doménou) ptsobi jako U€inny inhibitor funkce wt MITF a umélého
hyperaktivniho chimerického Vpl6-MITF proteinu. Nutnost odstranéni druhé aktivaéni
domény pro Uplné zruSeni transaktivaéni funkce MITF na cilovém endogennim promoteru
byla poruSena funkce pouze silné N-koncové domény.

Transkripéni faktor MITF stoji v centru transkripéni regulace v melanocytech a jeho
hladina v burice positivné¢ nebo negativné reguluje nékolik kli¢ovych bunéénych procesii
(diferenciaci, proliferaci, ochrana proti apoptose, a invazivitu), a MITF je klicovy protein pro
pfezivani embryondlnich i malignich melanocytd. Inhibice transkripéné aktivac¢ni funkce
MITF mize znamenat kriticky zdsah nutny pro poruSeni viability melanomovych bunék.
Predkladand prace pomaha objasnit nékteré regulaéni mechanismy ucastnici se exprese
cilovych gent pro tento transkripcni faktor. Soucésti prace (v ptilohach) je 5 c¢lanka

publikovanych v ¢asopisech s impakt faktorem a jedna prace pfipravena k odeslani do tisku.

6. Souhrn

V bunkach F9 (embryondlni karcinom) lze indukovat pomoci kyseliny retinové a db-
cAMP diferenciaci na buniky podobné parietdlnimu endodermu (PE). V na$i praci jsme
ukdzali, ze hladina inhibitoru cyklin-dependentnich kinas, p21 proteinu, prudce stoupd na
konci této diferenciace. Klony F9 bunék stabilné exprimujici exogenni p21 mély pfi
diferenciaci zvySenou hladinu trombomodulinu, specifického markeru PE diferenciace.

Transfektovany p21 aktivoval trombomodulinovy promoter-reportér a vazebné misto pro
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cyklin E v molekule p21 bylo postradatelné pro tuto aktivitu. Promoterova aktivita byla
inhibovana kotransfekci antisense p21 cDNA nebo p21-specifickymi siRNA komplexy. p21
protein tedy positivné reguluje transkripci trombomudulinu, a to mechanismem dereprese
represorové domény transkripcniho koaktivatoru p300. V casti bunééné populace se p21
protein béhem diferenciace akumuloval kromé¢ jadra i v cytoplasmé. Tato lokalizace p21 je
asociovana s jeho antiapoptotickou funkci. Souhrnné jsme tedy zjistili, Ze p21 protein ma
kromé ucinkli na regulaci bunécného cyklu i transkripéné aktivaéni a pravdépodobné
antiapoptotickou Ulohu pii diferenciaci F9 bunék na PE.

Dale jsme studovali expresi a transkripéni tlohu p21 proteinu v melanomovych buikéch.
p21 protein byl exprimovan ve vétSiné bun&cnych linii v relativné vysoké hladin€ a byl
exprimovan i v proliferujicich normalnich melanocytech. Klony melanomovych bun¢k se
snizenou hladinou p21 proteinu dokonce proliferovaly pomaleji nez kontroly. Promotery
nékolika genti byly aktivovany transfekci p21 expresniho plasmidu. Zejména byl aktivovan
promoter pro transkripéni faktor MITF (microphthalmia-associated transcription factor).
Tento transkripéni faktor je klicovym regulatorem transkripce mnoha geni v melanocytech a
aktivuje 1 transkripci n€kolika genil specifickych pro diferenciaci melanocytl. Pro aktivaci
MITF promoteru byla C-termindlni oblast p21 postradatelna a byl naopak nutny kratky tsek
na N-konci vézajici cyklin E. Aktivace promoteru tedy probihd mechanismem odlisSnym od
dereprese represorové domény v p300 proteinu, coz je podpofeno i zjisténim, Ze aktivace
MITF promoteru neslo reprimovat koexpresi HDAC6. Vysledky ukazuji na vzijemnou
positivni regulaci transkripce MITF a p21 (MITF je transkripénim aktivatorem p21 genu) a
mohou vysvétlit pfitomnost hladiny p21 proteinu specificky v melanomovych bunikach a
jejich toleranci k tomuto proteinu.

Recentni data ukazuji na Glohu MITF proteinu jako “survival” faktoru pro melanomové

buniky. Testovali jsme tedy, zda MITF promoter je mozné inhibovat adenovirovym
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onkoproteinem E1A, zndmym transkripénim represorem. Mutanty neinaktivujici proteiny Rb
rodiny a protein TRRAP byly schopny plné€ inhibovat MITF promoter. Protoze tyto mutanty
netransformuji buiiky (vzhledem k neschopnosti vazat uvedené proteiny), naskyta se moznost
pouzit podobné mutanty (s kombinovanou mutaci) pfi represi transkripce endogenniho MITF,
kterd by mohla vést ke snizenému prezivani melanomovych bunék. E1A a jeho mutant jsme
vyuzili jako nastroje i pti dalSich pokusech, kdy jsme sledovali jeho ucinek na cilovy
promoter pro MITF, a to transfektovany i endogenni (v modelovém systému U2-OS bunék,
ve kterych MITF aktivuje jinak neexprimovany tyrosinasovy gen a tim modeluje situaci
v melanocytech). Represi endogenniho, nikoli vSak transfektovaného, promoteru zpiisobovaly
1 mutanty E1A s deletovanou doménou CR1 nebo s deletovanym N-koncem. RovnéZ ucinek
TSA, inhibitoru histon-deacetylas, na represi E1A mutantami byl odliSny u obou promotert.
Tyto vysledky ukazuji na odliSny zplsob koaktivace endogenniho a transfektovaného
cilového promoteru pro MITF.

Ackoli bylo identifikovano vice genil jejichz exprese je fizena transkripénim faktorem
MITF, mechanismus aktivace transkripce cilovych promoterti je témef neznamy. Ukézali
jsme daéle, Ze inhibovat transkripcni aktivitu MITF je moZné i bez inaktivace p300 a CBP
proteint, které¢ byly dosud povazovany za koaktivatory MITF-fizené transkripce. CR1 oblast
proteinu E1A, kterd sama nevaze p300 ani CBP, postacovala k represi cilového endogenniho
promoteru, a tato doména rovnéz byla schopna po expresi v MITF-positivnich melanomovych
buiik4dch inhibovat jejich pfezivani. CR1 doména, po vsazeni do kontextu MITF molekuly,
rovnéz propujcila transkripéni aktivitu MITF, ze kterého byly vystépeny plivodni 2 aktivaéni
domény. Vysledky tedy ukazuji na existenci zatim neznamého koaktivatoru, ktery je
sensitivni k expresi CR1 E1A a je odliSny od dosud identifikovanych kofaktori vdzanych a

inaktivovanych E1A proteinem.
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Ptipravili jsme dominantné-negativni mutantu MITF, kterd je schopna siln€ inhibovat
funkci endogenniho MITF 1 chimerického hyperaktivniho proteinu Vp-MITF. Tato mutanta
méa deletované obé¢ transkripéné-aktivaéni domény a inhibovala i endogenni MITF-
dependentni promoter. Odstranéni N-koncové hlavni transaktivaéni domény nepostacuje a pro
silnou dominantné-negativni funkci inhibovat wt MITF je nutné odstranit ob& transaktiva¢ni
domény. Tohoto zplsobu inhibice funkce MITF by bylo mozné rovnéz potencialné vyuZzit v
protinadorové terapii. Souhrnné jsou tyto vysledky opét dilezité z pohledu transkripcni
regulace cilovych gent pro MITF, jenz je povazovan za potencidlni cil genové terapie
vzhledem k jeho 100% ptitomnosti v melanomovych buiikach, jeho zvysené hlading v téchto
bunikdch oproti netransformovanym melanocytim, a jeho klicové uloze pro ptezivani

transformovanych melanocyti.

Summary.

F9 cells (embryonal carcinoma) can be induced to differentiate with retinoic acid and
dibutyryl-cAMP into cells with a phenotype resembling parietal endoderm. We show that the
levels of cyclin-dependent kinase inhibitor p21/WAF1/Cipl (p21) protein and mRNA are
dramatically elevated at the end of this differentiation. Clones of F9 cells stably expressing
ectopic p21 revealed, upon differentiation, upregulated levels of mRNA for thrombomodulin,
a parietal endoderm-specific marker. Furthermore, p21 activated the thrombomodulin
promoter in transient reporter assays and the p21 mutant defective in binding to cyclin E was
equally efficient in activation. The promoter activity in differentiated cells was reduced by
cotransfection of p21-specific siRNA or antisense cDNA. Coexpression of p21 increased the

activity of the GAL-p300(1-1303) fusion protein on the GAL sites-containing TM promoter,
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implying that p21 might act through a derepression of the p300 N-terminal-residing
repression domain, thereby enhancing the p300 coactivator function. Whereas p21 was
strictly nuclear in undifferentiated cells, a large proportion of differentiated cells had p21
localized also in the cytoplasm, a site associated with the antiapoptotic function of p21. As
differentiation of F9 cells into parietal endoderm-like cells requires the cAMP signaling, the
results together suggest that the cyclin-dependent kinase inhibitor p21 may promote
specifically this pathway in F9 cells and may have an antiapoptotic role in these cells.

Further study investigated the expression and transcriptional activity of p21/WAF1/Cipl
in human melanoma cells in culture. p21 was abundantly expressed in melanoma cells and
was expressed also in proliferating epidermal melanocytes. Clones of melanoma cells with
p21 knocked-down by siRNA had even decreased growth rates. We further found that
promoters of several genes related to differentiation were stimulated by p21 overexpression,
including the MITF promoter. The N-terminal portion and intact cyclin-binding site was
essential for these transcriptional activities, suggesting that mechanisms other than cell cycle
inhibition, PCNA binding, and derepression of p300/CBP repression domain CRD1 underlie
the transcriptional effects. Since activation of the p21 gene expression by MITF was
described previously, the reciprocal stimulation suggested here might represent a positive-
feedback loop reinforcing the presumed prosurvival activity of MITF in melanoma cells.

Since recent data implicate MITF as a survival factor for melanoma cells, we further
tested whether the melanocyte-specific MITF promoter activity can be inhibited directly by an
adenoviral protein E1A and its mutants. We found strong repression by the wild type E1A
protein. The two motifs which mediate E1A binding to the retinoblastoma protein or to the
transcriptional co-activator TRRAP, and are important for transformation by EIA in
cooperation with other oncogenes, were dispensable for repression. Thus, this transformation-

defective E1A mutant might constitute a good targeting agent for antimelanoma therapy. We
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further used the EIA oncoprotein and its mutants as repressors of both the transiently
transfected and endogenous tyrosinase promoter. We have shown that the requirement of the
E1A N-terminus for repression of the MITF-activated tyrosinase promoter and the sensitivity
to derepression by the histone deacetylase inhibitor trichostatin are distinct when the activity
of the transiently transfected or the endogenous promoter is analysed in U2-OS cells. Thus,
for transiently transfected versus chromatin-embedded promoter, the activity of obligatory
MITF seems to be executed through different mechanisms of transcriptional coactivation.

Although numerous MITF-dependent downstream genes have been identified, the
mechanisms by which the MITF activity is coregulated remain elusive. We show that the
adenoviral E1A protein represses the MITF-driven transcription in U2-OS cells. The E1A
CR1 domain (which alone is insufficient to bind p300) was sufficient for repression, while the
N-terminus, through which E1A binds the p300/CBP proteins and other coactivators, was
unable to repress. Correspondingly, CR1 inhibited colony formation of MITF-positive, but
not MITF-negative, melanoma cells. The repression by CR1 was largely independent of the
PCAF-binding motif, previously recognized to be necessary for suppression of muscle-
specific enhancer. Interestingly, CR1 conferred transcriptional competence to the MITF-CR1
chimera in which the MITF portion was rendered transcription-deficient. Moreover, MITF
mutants defective in binding to p300/CBP in vivo still activated transcription, further
supporting a p300/CBP-independent coactivation of MITF targets. Our results suggest that
understanding how CR1 represses Mitf activity may reveal a route to melanoma therapy.

Also, a dominant negative mutant of the melanocyte-specific isoform of MITF is
described carrying deletions of both N- and C-terminal transactivation domains.
Cotransfection of this mutant resulted in a complete inhibition of the wild type MITF function
as tested on both the reporter-linked tyrosinase promoter and an endogenous, ectopic MITF-

triggered tyrosinase gene in U2-OS cells. The dominant negative construct also strongly
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repressed the activity of a hyperactive MITF-Vpl16 chimera. Importantly, deletion of both
activation domains was necessary to eliminate the residual transcription activity observed
when only the N-terminal domain was removed and to achieve the repressive effect in human
melanoma cells. If the activity of MITF plays a role in the long-term survival of malignant
melanocytes, overexpression of a strong dominant negative MITF mutant might be a useful

strategy to suppress its transactivation function.
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Schéma molekuly MITF
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B-HLH-LZ...basic-helix-loop-helix-leucine zipper (DNA-vazebna a dimerizacni oblast)
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MITF-M promoter - aktivita je stimulovana nékolika cestami

Signalni cesty:
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Subcelularni lokalizace transfektovangho p21-HA
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Piechodna exprese exogenniho p21 a p21A aktivuje
thrombomodulin promoter-reportér
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Schéma molekuly proteinu E1A
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