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Použité zkratky.

Ad E1A adenovirus early region 1A

AEBSF       4-(2-Aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride hydrochloride   

bHLH-LZ basic-helix-loop-helix-leucine zipper

cAMP          cyklický adenosin monofosfát

CBP          CREB-binding protein

CREB          CRE-binding protein (cAMP response element binding protein)

db cAMP     dibutyryl cyklický adenosin monofosfát

DTT dithiothreitol

EMSA electromobility shift assay

FCS fetal calf serum (fetální telecí sérum)

HA hemaglutinin

HAT histon acetyltransferasa

HDAC histon deacetylasa

IVT in vitro transkripce a translace

LZ leucinový zip (leucine zipper)

MITF microphthalmia-associated transcription factor

PKA protein kinasa A

RA kyselina retinová

RAR retinoic acid receptor

RT-PCR reverzní transkripce-polymerasová řetězová reakce

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis

siRNA small interferring RNA

shRNA small hairpin RNA

TAD transkripčně aktivační doména

TNF tumour necrosis factor

TM trombomodulin

TPa tissue plasminogen activator  

TRP-1 tyrosinase-related protein 1

TRP-2 tyrosinase-related protein 2

Wt wild type
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1.  Úvod a přehled literatury.

a) p21(WAF1/Cip1), inhibitor cdk a buněčného cyklu, je též transkripční regulátor a 

faktor nutný při diferenciaci některých buněčných typů. 

      Změny v transkripci genů jsou základní molekulární charakteristikou nádorových buněk a 

rozdíly v profilu exprese nádorových buněk (na úrovni transkripce) oproti normálním netrans-

formovaným bunkám příslušného buněčného typu patří ke konstantním molekulárním proje-

vům nádorové transformace buňky. Při transformaci normální buňky na buňku nádorovu jsou 

porušeny buněčné mechanismy působící jako ochranná bariéra nádorové transformace, a to 

schopnost buňky vstoupit do apoptosy a process buněčného stárnutí. Ačkoliv některé 

aktivované onkogeny mohou indukovat předčasnou senescenci, nesouvisející se zkracováním 

telomer, další genetické změny v buňce, jako je např. mutace a inaktivace tumor-

supresorových genů, již indukci tohoto typu senescence eliminují.  Ve většině nádorových 

buněk lze též pozorovat defekty v buněčné diferenciaci různého stupně, od represe jednoho 

nebo několika diferenciačních markerů až po dediferencovaný fenotyp, kdy původní 

nenádorový buněčný typ lze po transformaci již jen oblížně identifikovat. Takové nádorové 

buňky bývají biologicky agresivnější ve srovnání s nádorovými buňkami z diferencovaných 

tumorů a dediferencované nádory mají obecně horší prognosu. Regulace diferenciace a 

exprese genů spojených s diferenciačním buněčným programem má tedy mimořádný význam 

i při přeměně normální buňky na buňku nádorovou a indukce diferenciace u některých typů 

nádorových buněk může vést až ke ztrátě maligního fenotypu.  

      Protein p21(WAF1, Cip1, Sdi1) (dále jen p21) je prvním popsaným inhibitorem cyklin-

dependentních kinas (cdk) a jako univerzální inhibitor je schopen inhibovat aktivitu všech 
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typů komplexů cyklin-cdk, přičemž nejúčinněji inhibuje protein-kinasovou aktivitu komplexů 

obsahujících cdk2, cdk3, cdk4 a cdk6 (El-Deiry a spol., 1993; Harper a spol., 1995).  

p21WAF1 je důležitým negativně regulačním faktorem zejména v G1 fázi buněčného cyklu, 

neboť inhibuje fosforylaci onkosupresorového proteinu Rb. Protein p21 je znám jako 

transkripční cíl pro nádový supresorový protein p53, zejména při poškození DNA, kdy p21 

zajištuje blok v G1 fázi (popř. i v G2 fázi) buněčného cyklu po aktivaci p53 proteinu. 

Aktivace transkripce p21 genu může však nastat i nezávisle na p53, kdy je koaktivátorem 

např. p300 protein. Pro inhibici aktivity cdk je nejdůležitější a postačující C-terminální oblast 

molekuly p21 (OBR.1), kde je jedno vazebné místo pro cyklin E a vazebné místo pro cdk 2 

(Adams a spol., 1996; Chen a spol., 1996; Dotto, 2000). Druhé vazebné místo pro cyklin, 

které je v C-terminální oblasti, však není nutné pro inhibici cdk a buněčného cyklu 

(Wohlschleger a spol., 2001). Vazební místo pro PCNA (proliferating cell nuclear antigen) je 

rovněž v C-terminální části a není nutné pro inhibici cdk (Dotto, 2000). 

      V poslední době se ukazuje, že p21 protein má další funkce které jsou nezávislé na jeho 

schopnosti inhibovat aktivitu cyklin-cdk komplexů (Perkins, 2002; Coqueret, 2003). p21 se 

váže na několik transkripčních faktorů a inhibuje jejich funkci aktivovat cílové geny. Jde o 

transkripční 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 

promoterů genů pro survivin, kdy represe exprese survivinu p53 proteinem je ve skutečnosti 

zprostředkována p21 proteinem (Lohr a spol., 2003), polo-like kinasu 1 a topoisomerasu II

(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 transkripčního faktoru Notch1 při 

represi Wnt4 (Devgan a spol., 2005). V jiných případech funguje p21 protein jako typický 

transkripční koaktivátor, kdy stimuluje transkripci řízenou estrogenním receptorem (Fritah a 

spol., 2005; Redeuilh a spol., 2002) nebo faktorem NFkB (Poole a spol., 2004). Není zcela 
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jasné, jakým mechanismem může p21 transkripci reprimovat nebo koaktivovat, ale zdá se 

pravděpodobné, že vstupuje do transkripčně-iniciačních komplexů jejichž složení nebo 

aktivitu potom positivně nebo negativně ovlivňuje, a byly popsány sekvenční motivy v 

promotorech pro polo-like kinasu a topoisomerasu nutné pro inhibici p21 proteinem (Zhu a 

spol., 2002). Jeden mechanismus transkripční aktivace proteinem p21 je již znám, ale 

pravděpodobně nevysvětluje všechny účinky p21 proteinu při transkripci, pouze funguje pro 

určité promotery. p300 koaktivátor má totiž i transkripčně-represorovou doménu, která je 

inaktivována p21 proteinem (Snowden a spol., 2000; Gregory a spol., 2002; Garcia-Wilson a 

Perkins, 2005). Ačkoliv p21 se neváže přímo na tuto doménu, oslabuje mechanismus represe, 

který souvisí s vazbou proteinů SUMO1-3 a následnou vazbou histon-deacetylasy 6 

(HDAC6) (Girdwood a spol., 2003). Chang a spol. zjistili (Chang a spol., 2000), že 

indukovaná overexprese p21 proteinu v buňkách lidského fibrosarkomu (HT1080) má za 

následek kromě očekávaného poklesu exprese mnoha genů účastnících se replikace a 

buněčného cyklu i zvýšení exprese genů hrajících pravděpodobně úlohu v patogenezi nemocí 

jako je aterosklerosa, amyloidosa a některých degenerativních onemocnění. Tyto výsledky 

podporují hypotézu, že p21 není pouhým regulátorem buněčného cyklu, ale má aktivní úlohu 

při transkripci specifických genů.    

      Transkripce p21 genu je indukována během buněčné diferenciace mnoha buněčných typů, 

např. oligodendrocytů (Zezula a spol., 2001), chondrocytů (Negishi a spol., 2001), stimuluje 

neuronální diferenciaci feochromocytových PC-12 buněk (Erhardt a Pittman, 1998a,b) a 

buněk promyelocytární leukemie (Casini a Pelicci, 1999). Naprostá většina těchto

prodiferenciačních účinků se zdá být nezávislá na funkci p21 inhibovat buněčný cyklus. 

Protein  p21 je také známý svou antiapoptotickou funkcí, která je asociovaná s jeho 

relokalizací do cytoplazmy.  p21 je účinný inhibitor prokaspazy 3, která se účastní Fas-

zprostředkované buněčné smrti. Fosforylovaný p21 vstupuje  na mitochondriích do komplexu 
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s prokaspázou 3 a blokuje místo na jejím NH2 konci,  které by jinak štěpily cytoplazmické 

serinové proteinasy za vzniku aktivované kaspázy 3 (Suzuki a spol., 1999a, 1999b). Ale 

rovněž opačně, kaspasa 3 štěpí p21 a tím spouští apoptosu u buněk blokovaných v G1 fázi 

buněčného cyklu (Zhang a spol., 1999). Při diferenciaci monocytů (Asada a spol., 1999) a 

neuronů (Tanaka a spol., 2002) a při diferenciaci F9 buněk (naše práce-viz níže) rovněž 

dochází k relokalizaci p21 do cytoplasmy. Zdá se tedy, že p21, alespoň u některých 

buněčných typů, po zablokování buněčného cyklu v G1 fáze při procesu diferenciace též 

inhibuje apoptosu diferencovaných buněk. Vyšší hladina p21 v nádorových buňkách by tedy 

mohla být i nežádoucí z hlediska zvýšeného přežívání nádorových buněk (Blagosklonny, 

2002; Weiss, 2003). Paradoxně je tedy p21 protein, ačkoliv je inhibitorem proliferace, 

asociován s časnými nádorovými změnami např. u intraepiteliálního karcinomu pankreatu 

(Biankin a spol., 2001) nebo s horší prognózou u karcinomu prsu (Weiss, 2003; Winters a 

spol., 2003).    

      V předkládané práci byla studována diferenciace buněk F9. Tyto buňky myšího 

embryonálního karcinomu jsou velmi vhodným modelem pro indukci diferenciace v 

nádorových buňkách, které po diferenciaci prudce zpomalují proliferaci a ztrácejí rysy 

nádorových buněk. Nediferencované F9 buňky myšího embryonálního karcinomu se 

vyznačují vysokou proliferační rychlostí a schopností diferencovat do několika buněčných 

typů. Klíčovou úlohu v jejich diferenciaci má kyselina retinová (RA), která indukuje buňky k 

diferenciaci na buňky podobné primitivnímu endodermu. Protrahovaná diferenciace pomocí 

RA má za následek konverzi buněk na buňky podobající se viscerálnímu endodermu. Za 

současného působení  kyseliny retinové a stimulace cAMP signální dráhy jsou buňky 

diferencovány na parietální endoderm (Strickland a spol., 1980). Jejich diferenciace je 

doprovázená sníženou proliferační rychlostí, morfologickými změnami a expresí markerů. 

V embryonálním vývoji se primitivní endoderm vyvijí velmi časně jako extraembryonální 
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tkáň při vývoji blastocysty a diferencuje na parietální a viscerální endoderm. Buňky 

embryonálního karcinomu v mnohém připomínají embryonální kmenové buňky (např. expresí 

proteinů Oct 4 a nanog (Thompson a Gudas, 2002, Chen a spol., 2006), a při diferenciaci na 

primitivní endoderm indukované kyselinou retinovou mají pochopitelně klíčovou úlohu její 

repceptory RAR a RXR, a zejména RAR a RXR jsou zcela nezbytné pro diferenciaci F9 

buněk (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 buněk je nutný i koaktivátor 

transkripce p300 protein (a jeho paralog CBP protein), pravděpodobně proto, že fungují jako 

kofaktory několika jaderných receptorů včetně RAR (Chakravarti a spol., 1996; Kawasaki a 

spol., 1998). Pro diferenciaci na primitivní i parietální endoderm je typická exprese 

specifických diferenciačních markerů. Pro primitivní endoderm to je laminin B1, TPa (tissue 

plasminogen activator) a kolagen -IV (Strickland a spol., 1980, Espeseth a spol., 1989). Při 

diferenciaci na parietální endoderm (PE) současnou stimulací cAMP signální cesty je 

typickým markerem trombomodulin (TM) (Weiler-Guettler a spol., 1992; Shirayoshi a spol., 

1993, Niforas a spol., 1996). Protože při zpomalení proliferace po indukci diferenciace na PE 

jsme zjistili velmi silné zvýšení exprese proteinu p21, zejména v poslední fázi diferenciace, 

studovali jsme úlohu proteinu p21 při diferenciaci F9 buněk a výsledky jsou popsány dále.

b) MITF - klíčový transkripční faktor melanocytů a aktivátor exprese mnoha genů. 

      Transkripční faktor MITF (microphthalmia associated transcription factor) je klíčovým 

regulátorem embryonálního vývoje melanocytové linie z neurální lišty a aktivuje transkripci 

genů specifických pro diferenciaci melanocytů (Opdecamp a spol., 1997, Goding, 2000, 

Steingrimsson a spol., 2004). Gen byl identifikován při náhodném objevení se fenotypových 
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znaků podobných známým fenotypům myší s porušenou pigmentací, mikroftlamií a 

poruchami sluchu po inzerci jiného transgenu (Hodginson a spol., 1993; Hughes a spol., 

1993). Struktura lidského genu pro MITF byla popsána záhy a MITF byl lokalizován na 

chromosom 3p (Tachibana a spol., 1994). MITF patří mezi transkripční faktory bHLH-LZ 

(basic-helix-loop-helix-leucine zipper), a to do podrodiny ve které jsou  s tímto faktorem 

nejvíce homologní transkripční faktory TFE3, TFEB a TFEC (Hemesath a spol., 1994; Rehli 

a spol., 1999). U myší bylo popsáno mnoho mutantních alel s různými fenotypy (Hodginson a 

spol., 1993; Steingrimsson a spol., 1994; Moore, 1995; Hallsson a spol., 2000) a u člověka 

mutace MITF způsobuje Waardenburgův syndrom typu IIA (Tassabehji a spol., 1994). V 

centrální části molekuly MITF je basická oblast odpovědná za vazbu na DNA, za kterou 

následuje HLH a LZ (leucinový zip), tedy oblasti důležité pro dimerizaci (schéma molekuly je 

na OBR.2). MITF se jako typický transkripční aktivátor váže na sekvenci v DNA, tzv. M-box, 

obsahující E-box sekvenci (AGTCATGTGCT) přítomnou v promoterech genů většinou 

exprimovaných specificky v melanocytech (např. 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 příbuznými faktory 

TFE3 nebo TFEC (Hemesath a spol., 1994). 

      MITF existuje ve více sestřihových isoformách (ozn. A,B,C,D,E,H,J,M,mc) a každá je 

exprimována ze svého, tkáňově specifického promoteru a liší se jen prvním exonem, 

sestřiženým ke společnému druhému exonu. Další exony jsou již společné pro všechny 

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 specifická forma MITF-M, kde je pouze prvních 

11 aminokyselin specifických, a tento transkript je exprimován v pigmentových buňkách 

(kůže, oko, vnitřní ucho) a v melanomových buňkách (Fuse a spol., 1996). Není přesně 
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známo jak tento specifický NH2-konec MITF isoforem ovlivňuje transaktivační funkci 

proteinu, ale bylo popsáno, že amino-konec nezbytný pro aktivaci promoteru-reportéru pro 

tyrosinasu a NH2-konec z isoformy specifické pro žírné buňky (mc) připojený na společné 

exony inhiboval aktivaci tohoto promoteru (Takemoto a spol., 2002). 

      Exprese MITF v melanocytech je aktivována několika transkripčními cestami. MITF 

promoter specifický pro melanocyty je aktivován souhrou minimálně 4 transkripčních faktorů 

(schéma promoteru pro melanocytární formu MITF je na OBR.3): Pax3, proteinem z rodiny 

Pax, obsahujícím párovou doménu i homeodoménu (Watanabe a spol., 1998), Sox10 

transkripčním faktorem (z rodiny „high mobility group“) (Lee a spol., 2000; Potterf a spol., 

2000, Verastegui a spol., 2000), CREB transkripčním faktorem, efektorem cAMP-signální 

cesty (Bertollotto a spol., 1996; 1998a) a LEF-1, transkripční komponentou důležité cesty 

signální Wnt a -cateninu (Takeda a spol., 2000a; Saito a spol., 2003). Aktivace -cateninem 

je fylogeneticky velmi konzervovaná a byla popsána i pro expresi genu nacre, homologu 

MITF u akvarijní rybky (Lister a spol., 1999; Dorsky a spol., 2000). Tyto transkripční faktory  

mají vazebná místa v těsné blízkosti na MITF promoteru a některé mohou působit 

synergisticky (např. Pax3 a Sox10). LEF-1 navíc přímo interaguje s MITF proteinem a tím 

posiluje transkripci i cílových génů pro které je MITF transaktivátorem (Yasumoto a spol., 

2002). U lidských buněk posiluje transkripci i specifický vzdálený enhancer (Watanabe a 

spol., 2002).

      MITF není pouze faktorem určujícím diferenciaci specifické tkáně, ale při jeho inaktivaci 

mutacemi dochází k bloku ve vývoji melanoblastů, které vymizí asi 2 dny po začátku exprese 

mutovaného neaktivního MITF (Opdecamp a spol., 1997).  Recentní data ukazují dále na jeho 

úlohu pro přežívání melanomových buněk, pravděpodobně udržováním aktivních 

antiapoptotických a pro-proliferačních signálních cest aktivací exprese genů pro 

antiapoptotický protein bcl-2 a cyklin-dependentní kinasu 2 (McGill a spol., 2002; Widlund a 
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Fisher, 2003; Du a spol., 2004). Toto pozorování bylo poněkud překvapivé, protože současně 

bylo popsáno, že mnoho typů nádorových buněk nevyžaduje pro proliferaci aktivitu cdk2, ale 

cdk 4 (Tetsu a McCormick, 2004). Závislost účinků -cateninu a aktivity této u nádorů často 

deregulované cesty na expresi MITF byla ukázána v práci, kdy inhibice exprese MITF rušila 

proliferační aktivitu exogenního -cateninu v melanomových buňkách (Widlund a spol., 

2002). MITF byl dokonce nalezen amplifikován v nádorových buňkách u menší části případů 

melanomu (Garraway a spol., 2005), a jeho hladina je zvýšena u nádorových buněčných linií 

melanomu i ve vzorcích nádorové tkáně (King a spol., 1999), takže je pokládán za faktor 

nutný k přežívání melanomových buněk (Widlund a Fisher, 2003; Garraway a Sellers, 2006;

Levy a spol., 2006), podobně jako je nutný pro přežívání embryonálních melanocytů a vývoj 

melanocytové buněčné linie v embryogenezi (výše). Bylo též popsáno, že MITF-M isoforma 

souvisí s vřetenovitou morfologií lidských melanomových buněk jež rostly v 

imunodeficitních „nude“ myších (Selzer a spol., 2002). V jiné práci bylo dosaženo pomocí 

exprese dominantně negativní alely s chybějící jednou aminokyselinou (R) v úseku nutném 

pro vazbu na DNA snížení exprese bcl-2 a zvýšení frakce apoptotických melanomových 

buněk expremujících tuto alelu (McGill a spol., 2002). Tyto výsledky si vynucují otázku zdali 

by měla kompletní inhibice funkce MITF, ať už vyřazením jeho exprese nebo zablokováním 

transkripce z cílových promoterů, vliv na dlouhodobější přežívání melanomových buněk a v 

naší práci jsme popsali možnost blokování transkripčně aktivační funkce MITF pomocí části 

molekuly adenovirového proteinu E1A (viz dále). MITF se tedy zdá být cílem pro genovou 

terapii a blokování expresse nebo funkce MITF může znamenat poruchu v antiapoptotických 

(deregulovaných) cestách v melanomových buňkách. Nutno poznamenat, že existují MITF-

negativní melanomové buněčné linie (i když jsou spíše výjimečné) které neexprimují ani další 

markery. Reexprese MITF v těchto liniích nevede k rediferenciaci  ani k výrazným změnám v 
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proliferaci a tyto buňky tedy evidentně nepotřebují MITF a adoptovaly si zcela 

dediferencovaný, na MITF zcela nezávislý fenotyp (Vachtenheim a spol., 2001).

      Jak již bylo uvedeno, MITF je exprimován ve zvýšených hladinách v melanomových 

buňkách, a proto je spolehlivým a velmi specifickým markerem. MITF protein byl 

imunohistochemicky detegován v naprosté většině vzorků primárních melanomů (King a 

spol., 1999; Dorvault a spol., 2001; King a spol., 2001; O´Reilly a spol., 2001; Miettinen a 

spol., 2001). Byla popsána statisticky významná korelace mezi výraznější 

imunohistochemickou positivitou a střední vertikální tloušťkou primárního nádoru (Salti a 

spol., 2000). Pro melanocyty je specifická isoforma MITF-M a tato isoforma, odlišitelná od 

ostatních isoforem pomocí RT-PCR, je pravděpodobně nejspecifičtějším markerem melanin-

produkujících buněk (Vachtenheim a Borovanský, 2004 a citace zde). Cirkulující nádorové 

buňky byly diagnostikovány detekcí MITF, jenž je tedy i sensitivním markerem při detekci 

metastatické choroby (Samija a spol., 2004). Imunochemická detekce a zejména detekce 

pomocí RT-PCR s primery specifickými pro MITF-M isoformu se tak zdá být specifičtější 

než dosud používané markery pro melanom gp100 (protilátka HMB-45), MLANA, nebo 

tyrosinasa (Busam a spol., 2001).

      MITF udržuje v melanocytech diferenciační program a aktivuje promotory mnoha genů 

(Cílové geny pro MITF jsou schematicky znázorněny na OBR.4), které jsou buď přímo 

enzymy v biosyntéze pigmentu, jako jsou tyrosinasa, TRP-1 a TRP-2 (tyrosinase-related 

proteins 1 a 2), nebo jsou specifickými markery melanocytů, tj. MLANA (MART1, Melan-

A), gp100(SILV, PMel17), melastatin, dále HIF-1 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). Dalšími cílovými geny 

jsou již zmíněné bcl-2 a cdk2 (výše), ale též c-met (McGill a spol., 2006), jehož aktivita je 
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často aberantně aktivována v melanomových buňkách. MITF je paradoxně aktivátorem dvou 

inhibitorů buněčného cyklu a cdk p16/INK4A (Loercher a spol., 2005) a p21 (Carreira a spol., 

2005), a tato regulace má pravděpodobně význam v normálních melanocytech při  kontrole 

G1 fáze buněčného cyklu. Tumor supresorová cesta Rb-cdk4-p16 je však u melanomu téměř 

vždy deregulována (Maelandsmo a spol., 1996) (a p16 je supresorovým genem 

inaktivovaným u případů familiárních forem maligního melanomu) a exprese p21 proteinu 

byla rovněž nalezena vysoká v maligních melanocytech v buněčné kultuře i v 

histopatologických vzorcích (Vidal a spol., 1995, Trotter a spol., 1997, Poyraz a spol., 2004). 

Důležité je recentní zjištění ukazující na positivní regulaci DIAPH1 genu (kódující protein 

Dia1 jenž se podílí na reorganizaci cytoskeletu) MITF proteinem (Carreira a spol., 2006). 

Nízké hladiny MITF mají za následek i sníženou hladinu Dia1 a zvýšenou invazivitu 

melanomových buněk, současně však i sníženou proliferaci vlivem snížené degradace p27, 

inhibitoru cdk (Carreira a spol., 2006). MITF tak působí anti-invazivně, ale pro-proliferačně v 

melanomových buňkách. Transkripční aktivace MITF faktorem byla studována převážně 

v promotor-reportérových systémech a mechanismus aktivace endogenních genů není přesně 

znám. Bylo ukázáno, že MITF je skutečně nutný pro aktivaci dvou endogenních genů 

(tyrosinasa a TRP-1) v melanocytech a myších melanomových buňkách, potvrzujíce tak 

důležitost MITF pro transkripci promotorů v chromatinu, avšak MITF nebyl postačujícím 

faktorem a transkripci těchto genů není možné zvýšit stimulací exogenním MITF (Gaggioli a 

spol., 2003). Pro indukci exprese tyrosinasy po ozáření UV světlem je místo MITF důležitější 

transkripční faktor USF1 (rovněž z rodiny bHLH), aktivovaný stress-kinasou p38 (Galibert a 

spol.,  2001).

       Velmi málo je známo o kofaktorech, které se účastní transkripce řízené MITF faktorem. 

Kofaktorem pro transkripčně-aktivační funkci MITF byl zatím popsán pouze protein p300 (a 

příbuzný CBP), jenž jsou koaktivátory transkripce pro mnoho transkripčních faktorů. MITF 
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se váže s p300/CBP in vitro a in vivo (Sato a spol., 1997; Price a spol., 1998) a jeho vazba na 

p300 je v buňkách řízena fosforylací na serinu 73 (Price a spol., 1998; Hemesath a spol., 

1998; Wu a spol., 2000). V naší práci jsme však popsali, že inhibovat aktivitu MITF na 

endogenním cílovém promoteru je možné i bez inhibice funkce p300/CBP (příloha 5). Zcela 

nedávno bylo popsáno, že -catenin je nejen aktivátorem transkripce samotného MITF 

promoteru, ale MITF protein interaguje i přímo s -cateninem a této vazby využívá k 

selektivní transaktivaci svých cílových promoterů (Schepsky a spol., 2006). Recentní je též 

zjištění, že chromatin-remodelující komplex SWI/SNF je nutný pro expresi některých z 

MITF-dependentních genů (DeLaSerna a spol., 2006). Poznání mechanismu a kofaktoru(ů) 

jenž se účastní MITF-řízené transkripce je tedy předmětem dalšího studia a objasnění těchto 

mechanismů může přispět k možnosti cíleně inhibovat funkci MITF a tím blokovat proliferaci 

a aberantně zesílené antiapoptotické signály v melanomových buňkách. 

      Molekula MITF je substrátem pro několik kinas (Hemesath a spol., 1998; Wu a spol., 

2000; Vance a Goding, 2004) a zejména fosforylace na serinu 73 se zdá být důležitým 

regulačním mechanismem pro transkripční aktivitu. ERK2-fosforylovaný MITF (na S73) 

preferenčně asociuje s koaktivátorem p300 (Hemesath a spol., 1998; Price a spol., 1998). Na 

C-konci molekuly (serin 409) je akceptorové místo pro fosforylaci RSK kinasou. Tato 

fosforylace, spolu s fosforylací na S73, je důležitá pro stabilitu MITF proteinu, neboť MITF 

fosforylovaný na obou místech je rychleji degradován (Wu a spol., 2000). Souvisí to s 

preferenční ubiquitinací (na lysinu 201) a sumoylací (na lysinu 182) těchto fosforylovaných 

forem a jejich následnou zrychlenou degradací proteasomovým systémem (Xu a spol., 2000,  

Wu a spol., 2000, Miller a spol., 2005). Další fosforylace (na S298 GSK kinasou) zvyšuje 

aktivitu MITF, pravděpodobně zesílením vazby na DNA (Takeda a spol., 2000b) a S307 (p38 

stres-kinasou) po aktivaci signální cesty aktivující transkripční factor NFkB (Mansky a spol.,  
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2002). MITF je i specifickým substrátem pro několik kaspas, kdy se molekula proteinu štěpila 

na C-konci a menší fragment měl pro-apoptotickou aktivitu (Larribere a spol., 2005). 

c) Onkoprotein E1A adenoviru – transkripční represor 

      Adenovirový onkoprotein E1A je multifunkční protein který se váže na  Rb protein a další 

členy Rb rodiny, a rovněž na transkripční koaktivátory p300 a CBP, vykazující histon 

acetyltransferasovou aktivitu (Vo a Goodman, 2001; Mayr a Montminy, 2001), TBP (TATA-

binding  protein), a TRRAP, koaktivátor transkripce rovněž s histon acetyltransferasovou 

aktivitou (McMahon a spol., 1998; Deleu a spol.,  2001). E1A je dále schopen přímo vázat i 

dva p300-vázájící proteiny, transkripční koaktivátory a histon-acetyltransferasy PCAF a 

hGCN5 (Frisch a Mymryk, 2002 a citace zde; Gallimore a Turnell, 2001). Dvě hlavní 

sestřihové formy E1A proteinu se liší pouze oblastí CR3 (conserved region 3), která je silnou 

aktivační doménou. Větší protein, tzv. 13S, tuto doménu obsahuje, zatímco menšímu 

proteinu, 12S protein, tato doména chybí a je silným transkripčním represorem mnoha genů. 

Pro biochemické a biologické funkce 12S E1A onkoproteinu (protein má 243 aminokyselin), 

tj. transkripční represe mnoha genů specifických pro diferenciaci, indukce syntézy DNA, 

imortalizace buňky, dediferenciace a transformace v součinnosti s dalším onkogenem  (např. 

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 příloze 3). CR2 oblast je nutná pro vazbu Rb (a dalších členů skupiny) a její delece 

nemá žádný vliv na vazbu dalších výše uvedených faktorů - transkripčních koaktivátorů a 

histon-acetyltransferas. Pro vazbu na p300 a CBP v buňkách je nutná oblast 4-25 (a R v posici 

2), a pro vazbu na TRRAP je nutná část 26-35. Transkripční kofaktor TRRAP je nutný při 
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transformaci buňky c-myc onkogenem a E1A genem (Park a spol., 2001; Frisch a Mymryk, 

2002).  

      Myší melanocyty je možné transformovat nebo imortalizovat několika onkogeny (Dotto a 

spol., 1989; Halaban a spol., 1996), mezi nimi i adenovirovým onkogenem E1A. Melanocyty 

exprimující E1A protein jsou dediferencované, neexprimují MITF ani markery melanocytů 

(Yavuzer a spol., 1995, Halaban a spol., 1996). Protože MITF je kritickým faktorem nutným 

pro vznik a přeživání embryonálních melanocytů (viz výše) a podle recentních sdělení se zdá, 

že by mohl mít tuto funkci v melanomových buňkách (Levy a spol., 2006; McGill a spol., 

2002; Widlund a Fisher, 2003), E1A-exprimující melanocyty tedy získaly při imortalizaci 

možnost autonomního růstu i bez exprese MITF, evidentně vlivem celkového reprogramování 

transkripce spojeného s komplexní změnou fenotypu po expresi E1A. Tyto melanocyty se 

však fenotypově již pigmentovaným buňkám nepodobají, obdobně jako MITF-negativní 

melanomové buněčné linie. Mechanismus represe promoteru pro MITF a cílových promoterů 

které jsou transkripčními cíli pro MITF onkoproteinem E1A není znám. V předkládané práci 

byl využit E1A onkoprotein jako nástroj pro transkripční represi MITF promoteru i cílových 

promoterů pro MITF.  

2. Vymezení cíle práce

      V obecnějším kontextu porozumnění vztahu diferenciace a nádorové transformace 

konkrétních buněčných typů a identifikace molekulárních mechanismů porušené diferenciace 

při transformaci může vést k lepšímu pochopení molekulární patogeneze nádorové 

transformace buňky. V první části předkládané práce je studován model buněk myšího 

embryonálního karcinomu, ve kterých je možné chemicky indukovat diferenciaci. Tyto F9 
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buňky, ve kterých indukovaná diferenciace současně vede k inhibici proliferace a ztrátě 

tumorigenicity, jsou tedy ideálním případem, kdy tumorigenicita je vázána pouze na 

nediferencovaný stav buněk. Zajímalo nás tedy, jaké jsou mechanismy zpomalení proliferace 

při diferenciaci F9 buněk na PE s cílem identifikovat jakými mechanismy je blokována 

proliferace při indukované diferenciaci na PE, popř. zda inhibitory cyklin-dependentních 

kinas mají i další význam přímo při diferenciaci F9 buněk na PE. V této části práce byl zjištěn 

p21 protein jako významný regulátor diferencice F9 buněk (jak je podrobně popsáno 

v kapitole Výsledky) a proto nás dále zajímalo, zda může mít podobnou pro-diferenciační 

úlohu i v jiných typech buněk. Transformované melanocyty tvoří vhodný model pro studium 

biochemické diferenciace, která je u nádorových melanocytů převážně zachována a 

„dediferenciace“ je omezena spíše na výrazné morfologické změny. p21 protein je překvapivě 

exprimován v melanomových buňkách, někdy i v poměrně vysokých hladinách, a přesto 

proliferace těchto nádorových buňek není inhibována, a proto by se p21 mohl účastnit 

transkripční regulace genů specifických pro melanocyty. Již bylo dříve známo, že p21 může 

mít úlohu kofaktoru při transkripční regulaci, a to nezávisle na regulaci buněčného cyklu (viz 

Úvod). Cílem tedy bylo zjistit, zda p21 by mohl mít podobnou roli i v melanomových 

buňkách, ve kterých je jeho exprese ve většině případů zachována. Skutečně jsme pak zjistili 

jeho positivní úlohu při transkripci z MITF promoteru. 

      Dalším cílem bylo objasnit mechanismus transkripční aktivace promoterů, jejichž aktivita 

je závislá na transkripčním faktoru MITF. Tento transkripční faktor stojí v centru transkripční 

regulace melanocytů a lepší poznání mechanismu jeho transaktivační funkce na cílových 

promoterech může přispět k cílenému zásahu inhibicí této aktivity v melanomových buňkách, 

neboť MITF je nutný pro přežívání transformovaných melanocytů. Jedním z transkripčních 

cílů pro MITF je rovněž p21, a spektrum genů MITF-řízené exprese v melanocytech se stále 

rozšiřuje. O koaktivátorech transkripce těchto MITF faktorem aktivovaných genů je známo 
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velmi málo a dosud se předpokládalo, že koaktivátory jsou p300 a CBP histon-

acetyltransferasy. Jako nástroje studia mechanismu transkripční aktivace vybraných cílových 

promoterů jsme použili mutant E1A proteinu, které se specificky váží a tím inaktivují jen 

určité koaktivátory. Cílem bylo zjistit, jak probíhá transkripční aktivace cílových promoterů 

na plasmidovém (transfektovaném promoteru) a transkripce endogenního cílového promoteru 

a zda p300/CBP jsou skutečně nezbytné kofaktory této transaktivace, a dále jsme chtěli určit 

zda E1A protein reprimuje i samotný promoter pro MITF gen a jaké mutanty E1A jsou 

postačující pro tuto represi. Dalším úkolem bylo určit, zda je možné využít E1A proteinu jako 

transkripčního represoru při transkripci řízené faktorem MITF a zde jsme skutečně zjistili 

autonomní schopnost CR1 domény reprimovat MITF-indukovanou transkripci. K této části 

práce patřil i úkol identifikovat další možné transkripčně aktivační domény v MITF molekule 

a jejich úlohu při aktivaci cílového endogenního promoteru, a rovněž zkonstruovat 

dominantně negativní mutantu MITF, která bude inhibovat funkci endogenního MITF v 

melanomových buňkách.   

3. Použité metody

      

      Plasmidy, expresní a promoterové konstrukty. Pro přípravu různých plasmidových 

konstrukcí byly použity běžné metody rekombinantní DNA v plasmidech, většinu delecí a 

mutací jsme připravili pomocí PCR, některé pomocí QuickChange Mutagenesis kit 

(Stratagene). Podrobnosti k plasmidovým konstrukcím jsou uvedeny v jednotlivých 

přílohách.  Připravili jsme i různé reportérové plasmidy, např. s  tyrosinasovým promoterem 

(Bentley a spol., 1994), TM promoterem (Niforas a spol., 1993), melastatinovým 

promoterem (Miller a spol., 2004) nebo MITF promoterem (Fuse a spol., 1996). Konstrukty 
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byly ověřeny sekvenováním, expresní konstrukty i pomocí IVT (in vitro translací s 35S-

methioninem) a při pokusech na buňkách ověřena exprese W. blottingem. Konstrukty s 

GAL-DNA vazebnou doménou obsahují tuto doménu kvasinkového GAL4 proteinu 

(aminokyseliny 1-147), která ve správném čtecím rámci přechází na sekvenci příslušného 

genu. Pro expresi rekombinantních fúzních proteinů byly použity plasmidy s GST (glutathion 

S-trasnferasa) pGEX-4T1 nebo pGEX-2TK (Amersham Biosciences) a rovněž ve čtecím 

rámci přecházející v sekvenci příslušného genu (MITF, E1A a další). Příprava chimerických  

proteinů E1A-MITF je popsána v příloze 5. V těchto fúzních konstrukcích byly do místa ve 

kterém byla původně N-koncová aktivační doména MITF naklonována (“in frame”) 

sekvence N-konce E1A nebo CR1 domény E1A proteinu. C-koncová transaktivační doména 

MITF je v těchto konstruktech odstraněna. Expresní plasmidy pro expresi v lidských 

buňkách byly klonovány většinou v plasmidu pCDNA3 (InVitrogen), popř. pFLAG-CMV-4 

(Sigma) pro expresi FLAG-sekvencí označených proteinů. Některé plasmidy byly získány z 

jiných laboratoří a jsou zmíněny v oddílech material a metody příslušných příloh. 

Podrobnější popis těchto plasmidů plasmidů je též uveden v příslušných přílohách. Ověření 

plasmidových konstrukcí sekvenováním obou řetězců DNA bylo provedeno na 

automatickém sekvenátoru (Ústav molekulární genetiky AVČR). 

      Transfekce a reportérové studie. Buňky byly transfektovány většinou metodou Ca-PO4

koprecipitace (např. U2-OS, H1299, C33A, 293), některé typy buněk Lipofectaminem 2000 

(InVitrogen). Reportérové plasmidy měly jako reportérový gen luciferasu, některé 

normalizace na účinnost transfekce byly provedeny kotransfekcí  genu pro -galaktosidasu s 

následným měřením její aktivity v buněčném extraktu, některé pro R-luciferasu a pak měřeny 

jako hodnoty dual-luciferase (dle instrukcí Promega). Aktivita luciferasy byla měřena na 

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

transkriptu tyrosinasy a thrombomodulinu jsme použili kvantitativní RT-PCR.  Po reverzní 

transkripci pomocí enzymu Superscript II (InVitrogen) byly PCR produkty v exponenciální 

fázi rozděleny elektroforesou a kvantifikovány po hybridizaci s příslušnou sondou 

radioaktivně označenou pomocí -32P-dCTP (přílohy 1, 5 a 6), popř. byl PCR produkt přímo 

detegován barvením agarosového gelu.  PCR byla provedena minimálně dvěma nezávislými 

primerovými páry a produkt hybridizován se značenou sondou odpovídají úseku uvnitř PCR 

produktu. Metody byly optimizovány na počet PCR cyklů a srovnány s titracemi pozitivních 

kontrol. Byla ověřena lineární závislost síly signálu s množstvím RNA použité pro reverzní 

transkripci. 

Western blotting. Proteiny byly rozděleny vertikální elektroforesou polyakrylamidovém 

gelu (většinou 10%) podle standardní metodiky a proveden “mokrý” bloting v transferovém 

pufru obsahujícím 10% metanol na membránu Immobilone P (Millipore). Byly použity běžné 

postupy detekce proteinů na Western blotech, k vizualizaci blotů byl použit ECL system 

(Amersham Biosciences) nebo druhá protilátka značená biotinem s následnou detekcí 

streptavidin-peroxidasovým konjugátem (Roche). Použité protilátky byly většinou od firem 

Santa Cruz Biotechnology nebo Pharmingen a jsou popsány v příslušných přílohách.         

     Imunofluorescence.  Byla použita pro detekci p21 proteinu, MITF proteinu endogenního 

i transfektovaného, exprese E1A mutant, atd. Po fixaci 3% formaldehydem a permeabilizaci 

byly buňky barveny příslušnou protilátkou a druhou FITC-značenou protilátkou. Obrázky 

byly snímány ve fluorescenčním mikroskopu Olympus BX. Pomocí imunofluorescecnce byla 

určována subcelulární lokalizace MITF a jeho mutant, E1A-MITF chimerických konstruktů a 

p21 proteinů. Jádra byla barvena DAPI (4',6-diamidino-2-fenylindol) obsaženém v 

montovacím médiu. 
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      Kultivace buněk.  Většina linií byla kultivována v médiu DMEM s 10% fetáním telecím 

sérem (FCS) (např. F9 buňky, U2OS, 293 a H1299), melanomové linie lidských buněk v E-

MEM s 10% FCS, a 501mel melanomové buňky v médiu RPMI1640 s 10% FCS. Média 

obsahovala antibiotika a příslušné suplementy.  Buňky F9, U2OS, 293 a H1299 a několik 

melanomových linií (SK-MEL-5, SK-MEL-2, RPMI7951, MeWo, a myší melanomová linie 

B16-F1) byly zakoupeny od ATCC (American Type Culture Collection), další linie byly z 

jiných laboratoří (501mel melanomová linie od Dr. R. Halaban, Yale University, Hbl a B16-

F10 od Prof. G. Ghanema, Universite Libre Brusel). 

      siRNA “knock-down”. siRNA duplexy proti myšímu p21 (cílové sekvence v příloze 1) 

byly zakoupeny od firmy Dharmacon. Konstrukty pro stabilní expresi shRNA proti lidskému 

p21 byly zkonstruovány v plasmidech pSUPER.puro, event. pSUPERretro.puro podle 

instrukcí dodavatelské firmy (Oligoengine). Cílové sekvence RNA, obsažené v 

oligonukleotidech navržených pro shRNA jsou uvedeny v příloze 2. Kontrolní plasmid 

exprimoval shRNA se “scrambled” sekvencí, která se nenachází v žádné lidské mRNA. 

Antisense konstrukt pro myší p21 obsahoval cDNA sekvenci v plasmidu pCDNA3 v opačné 

orientaci. 

      Interakce protein-protein in vitro a in vivo. In vitro vazba protein-protein byla 

testována metodou “pull-down” s GST-fusion proteiny, připravenými v bakteriálním kmenu 

E. Coli BL21Star(DE3)LysS (InVitrogen). Příprava bakteriálních extraktů a “pull-down” jsou 

podrobně popsány v příloze č 5.  Tam je popsáno i provedení “pull-down” vazebné reakce. 

Tato reakce detegující in vitro interakci protein-protein byla provedena v pufru obsahujícím 

20 mM TRIS pH 8.0, 100 mM KCl, 5 mM MgCl2, 0.1% NP-40, 10% glycerol, 1 mM DTT, 

and 1 mM 4-(2-Aminoethyl)-benzenesulfonyl fluoride hydrochloride (AEBSF). Proteiny 

značené 35S-methioninem byly připraveny pomocí in vitro transkripce/translace (IVT) kitem 

firmy Promega.
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      EMSA (electromobility shift assay, gel-shift). Vazba IVT proteinů na DNA vazebný 

motiv pro MITF (E-box z oblasti iniciátoru promoteru lidského tyrosinasového genu) a 

elektroforesa v nativním gelu byly provedeny jak popsáno v příloze č. 6.  Pufr pro vazebnou 

reakci 32P-značené próby (sekvence +1 až +21 z lidského tyrosinasového promoteru 

obsahující E-box u iniciátorové sekvence, popř. mutovanou sekvenci) neobsahoval jako 

nespecifickou DNA poly(dI-dC), ale sonikovanou  lososí DNA. 

      Kinasová aktivita cdk. V imunoprecipitátech získaných po imunoprecipitaci protilátkami 

proti cdk2, p21 a cyklinu E byla detegována protein kinasová aktivita s histonem H1 jako 

substrátem (příloha 1). Byl použit gamma-32P-ATP. Výsledné fosforylované proteiny byly 

rozděleny elektroforesou a detegovány autoradiografií. 

      Průtoková cytometrie.  Buňky byly trypsinizovány, 2x promyty PBS a fixovány v 

etanolu a ponechány 2-7 dnů při +4°C. Barvení propidium iodidem bylo provedeno po 

promytí buněk PBS a inkubaci s RNAsou A. Analýza profilu buněčného cyklu byla 

provedena na průtokovém cytometru FACScalibur (Beckton Dickinson) softwarem CellQuest 

a data analyzována v programu ModFit. 

4. Výsledky

a) Úloha inhibitoru cyklin-dependentních kinas p21(WAF1/Cip1) při diferenciaci buněk 

myšího embryonálního karcinomu (F9) na parietální endoderm.

      Sledovali jsme expresi proteinů spojených s buněčným cyklem a diferenciací F9 buněk, 

které diferencovaly pomocí RA+dbcAMP na buňky podobné parietálnímu endodermu (PE). 

Expresi jsme sledovali 6 dnů. Po této době jsou již buňky diferencovány na PE. Při sledování 
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diferenciace F9 buněk jsme zjistili, že z proteinů, které se účastní regulace buněčného cyklu, 

vykazuje nejvýraznější změnu cyklin dependentní kinázový inhibitor p21 (Obr. 1 v příloze 1). 

Hladina tohoto cdk inhibitoru je velmi nízká v nediferencovaných F9 buňkách a stoupá 

postupně během diferenciace indukované kyselinou retinovou (RA) a stabilním analogem 

cAMP (dibutyryl-cAMP). Na konci diferenciace (5. - 6. den) je již hladina mnohonásobně 

zvýšena, a aktivita cdk2 je snížena, ale mnohem méně výrazně (Obr. 1 v příloze 1). K poklesu 

aktivity cdk2 pravděpodobně přispívá kromě p21 i mírněji zvýšená hladina cdk inhibitoru p27 

(Obr. 1 v příloze 1). Očekávaně nastává i akumulace obou proteinů, p21 i p27, v anti-cyklin E 

a anti-cdk2 imunoprecipitátech. K akumulaci  p21 proteinu v diferencovaných buňkách 

přispívá zvýšení hladiny jeho mRNA i snížená degradace proteasomovým mechanismem 

(Obr. 2 v příloze 1). Sledovali jsme, zda by p21 mohl mít ještě jinou funkci (kromě inhibice 

buněčného cyklu) během diferenciace.

    K určení významu vysoké hladiny  proteinu při diferenciaci  byly získány  klony F9 buněk 

ektopicky exprimující vysokou hladinu p21 už v nediferencovaném stavu (Obr. 2 v příloze 1). 

U nich však nebyly detekovány markery typické pro diferenciované buňky (Obr. 3 v příloze 

1), takže sám protein diferenciaci nenavozuje ani neurychluje. Ačkoli je hladina p21 proteinu 

i jeho mRNA u těchto p21-exprimujících klonů vysoká již v nediferencovaných F9 buňkách, 

průběh diferenciace na PE a kinetika exprese markerů lamininu B1 a kolagenu -IV  je 

podobná jako u nativních F9 buněk (Obr. 3 v příloze 1). Profil buněčného cyklu z průtokové 

cytometrie těchto nediferencovaných klonů se od kontrolních F9 buněk liší  jen lehce 

zvýšeným počtem buněk v G2 fázi. Byl také získán klon s ektopicky exprimovanou antisense 

p21 cDNA, který  měl v diferencovaném stavu sníženou hladinu endogenního proteinu.  Jeho 

profil buněčného cyklu se liší od kontrolních F9 buněk tím, že největší frakce buněk se 

nachází ve fázi G2/M  a objevila se i větší sub-G1 fáze indukující větší frakci apoptotických 

buněk na konci diferenciace (OBR. 5 a též Obr. 2 v příloze 4). 
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      V souvislosti s rostoucí hladinou p21 během diferenciace byla sledována také jeho 

buněčná lokalizace. Zatímco v nediferencovaných buňkách, které se vyznačují vysokou 

proliferací, byl p21 lokalizován jen v jádře, u diferencovaných buněk dochází k částečné 

relokalizaci do cytoplazmy, jak je ukázáno na OBR.6 (a též Obr. 4 v příloze 1). S tímto 

kompartmentem je asociovaná jeho známá antiapoptotická funkce (Suzuki a spol., 1999a,b). 

      Pro diferenciaci F9 buněk na parietální endoderm je charakteristická exprese 

trombomodulinu (Weiler-Guettler a spol., 1992). Proto byl v reporterových studiích  sledován 

vliv p21 na expresi tohoto specifického markeru. Transfekce exogenního p21 aktivovala 

trombomodulinový promotor-reportér v nediferencovaných i diferencovaných F9 buňkách a 

p21, obsahující deleci N-koncového cyklin-vázajícího motivu, rovněž aktivoval promoter 

(OBR. 7 a Obr. 5 v příloze 1). Naopak, pokud došlo k potlačení exprese endogenního p21 

transfekcí p21-antisense konstruktu nebo p21-siRNA duplexy v diferencujících se F9 

buňkách, snížila se i aktivita  trombomodulinového promoteru-reportéru. Účinnější byl v 

tomto případě antisense-p21 konstrukt a k represi došlo i bez přítomnosti db cAMP (Obr. 5 v 

příloze 1).    

      Zjistili jsme i vliv p21 na zvýšení exprese endogenního trombomodulinu. Klon s vysokou 

exogenní expresí p21 byl diferencován nejprve pouze v přítomnosti RA (4 dny) a poté 

indukován přidáním db cAMP k diferenciaci na PE. Pomocí RT-PCR byla zjištěna vysoká 

hladina exprese endogenního trombomodulinu v porovnání s kontrolními F9 buňkami (OBR. 

7). Klon overexprimující p21 vykazoval v posledních dvou dnech diferenciace výrazně vyšší 

hladinu endogenního trombomodulinu než kontrolní klon, přičemž celková hladina p21 

proteinu byla zvýšena mírněji (Obr. 5 v příloze 1). To ukazuje na závislost exprese 

trombomodulinu na hladině p21 proteinu při diferenciaci F9 buněk na PE. Dále jsme zjistili, 

že transfekce p21 také zvyšovala aktivitu konstruktu GAL-p300(1-1303), který byl testován 

jako aktivátor trombomodulinového promoteru s vazebnými GAL místy (Obr. 6 v příloze 1). 
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To naznačuje, že p21 může působit na transkripci přes derepresi p300 N-terminální 

represorové domény a zvyšovat tak funkci p300 koaktivátoru (Snowden a spol., 2000; 

Girdwood a spol., 2003), jak byla tato možnost transkripční koaktivace popsána v úvodu a je 

schematicky ukázáno na OBR.8. V kontrolní transfekci GAL-p21 neměl vlastní aktivitu, a 

tedy p21 neaktivuje nespecificky transkripci, je-li “připoután” arteficielně k promoteru (Obr. 

6 v příloze 1). 

      V této části práce jsme tedy zjistili úlohu p21 proteinu při diferenciaci F9 buněk na PE. 

Tato úloha kromě inhibice buněčného cyklu v diferencovaných buňkách může spočívat v 

positivní regulaci exprese markerů PE, jak jsme zjistili v případě trombomodulinu. Protože 

tato aktivace je specifická pro diferenciaci na PE, která závisí na hladině cAMP nebo jeho 

analogů,  p21 může mít i obecný positivně regulační účinek při zesílení cAMP signální cestou 

indukované transkripce (viz Diskuse). Výsledky této části práce byly presentovány též na 

kongresu (příloha 7).

b) p21(WAF1/Cip1) je exprimován v melanomových buňkách a aktivuje promoter pro 

MITF, klíčový transkripční regulator melanocytů  

      Inhibitor buněčného cyklu p21 protein je exprimován ve vysokých hladinách u velkého 

procenta melanomových linií (Obr. 1 příloze 2), dokonce i v rychle proliferujících buňkách, 

což je v kontrastu s funkcí p21 jako inhibitoru buněčného cyklu (viz výše a citace v příloze 2).  

Ukázali jsme, že p21 protein je exprimován i v normálních lidských melanocytech v buněčné 

kultuře, a jeho exprese byla překvapivě vyšší v melanocytech málo pigmentovaných, které 

proliferují asi 2-3x rychleji než silně pigmentované melanocyty (Obr. 1 v příloze 2). Protože 

p21 protein má transkripční účinky nezávislé na jeho úloze při regulaci buněčného cyklu (viz 
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Úvod), testovali jsme, zda transfekce expresního plasmidu pro p21 má vliv na transkripci 

melanocytově specifických promoterů v promoter-reportérovém systému. Zjistili jsme, že v 

melanomových buňkách dvou linií (MeWo a SK-MEL-28) p21 positivně reguluje transkripci, 

a to tím, že stimuluje jednak MITF promoter, jednak 3 cílové promotery pro MITF, a to 

promoteru pro tyrosinasový gen, melastatin a TRP-1 (Obr. 2 v příloze 2). Zjistili jsme i oblasti 

molekuly p21 zodpovědné za tyto účinky. C-koncová oblast, vážící PCNA je zcela 

postradatelná (stačí aminokyseliny 1-133) (Obr. 3 v příloze 2), a proto pozorovaná 

transkripčně-regulační funkce je odlišná od aktivace (dereprese) koaktivátoru p300, pro 

kterou je nutná právě C-koncová oblast p21 (Gregory, 2002; Garcia-Wilson a spol., 2005). To 

je dále podpořeno pozorováním, že histon deacetylasasa HDAC6, která při overexpresi 

reprimuje p21-stimovanou transkripci GAL-p300 proteinem (Girdwood a spol., 2003), 

nereprimuje p21-stimulovanou aktivitu MITF promoteru (Obr. 4 v příloze 2). Zjistili jsme 

dále, že vazebné místo pro cyklin E na N-konci p21 je nutné pro aktivaci, zatímco vazebné 

místo pro cdk2 je postradatelné (Obr. 3 v příloze 2). Rovněž jsme zjistili, že v melanomových 

liniích je až na výjimky nízká aktivita cdk2 kinasy (v komplexu cyklin E-cdk2) a p21-

negativní linie je stále možné zablokovat v G1 fázi buněčného cyklu pomocí transferu p21 

nebo fúzního proteinu GFP-p21 (není zde ukázáno), a zachovaly si tedy citlivost k p21

podobně jako většina nádorových buněk a všechny nenádorové buňky. Abychom vyloučili 

nespecifický aktivační vliv p21 proteinu, je-li arteficielně „připoután“ na promotor pomocí 

DNA vazebné domény z GAL4 proteinu, exprimovali jsme GAL-p21 fúzní protein při 

kotransfekci umělého promoteru-reportéru, obsahujícího GAL4-vazebná místa a TATA box. 

Tento promoter byl mírně inhibován p21 proteinem, tedy učinek byl opačný než u MITF 

promoteru (Obr. 5 v příloze 2). Navíc p21 silně inhiboval survivinový promoter,  což bylo 

popsáno dříve (Lohr a spol., 2003), a v souvislosti s našimi experimenty to opět ukázalo, že 

transkripční účinky p21 jsou přísně specifické, kdy overexprese p21 způsobuje buď aktivaci 
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(MITF promoter) nebo inhibici (survivinový promoter). Dále jsme stabilně transfektovali 

konstrukty exprimující specifickou shRNA proti p21 proteinu do melanomových buněk SK-

MEL-5 a selektovali klony. Několik klonů se silně sníženou hladinou p21 proteinu jsme pak 

analyzovali. Tyto klony měly překvapině zpomalenou proliferační křivku (Obr. 6 v příloze 2), 

ukazující podobně jako v normálních melanocytech na positivní korelaci hladiny p21 proteinu 

a rychlosti proliferace. Mírně snížena byla i hladina MITF proteinu v klonech se sníženou 

hladinou p21 (není ukázáno). Zdá se tedy, že endogenní p21 skutečně nemá funkci inhibovat 

buněčný cyklus v buňkách melanocytové linie, ale může zde mít důležitější úlohu positivně 

regulovat expresi MITF a tím i dalších diferencičně-specifických genů a posilovat anti-

apoptotický potenciál melanomových buněk. K této části práce ještě dokončujeme CHIP 

experimenty (chromatin imunoprecipitace), které ukazují, že p21 je rekrutován na promoter 

MITF a analýzu exprese endogenního MITF po virovém přenosu p21(1-133NLS), tedy p21 

s deletovaným C-koncem a s přidaným jaderným lokalizačním signálem. Positivní asociaci 

p21 s MITF promoterem pomocí CHIP jsme již zjistili, což podporuje hypotézu o koaktivační 

funkci p21 při transkripci MITF a ukazuje na positivní zpětnovazebné zesílení exprese p21-

MITF, neboť nedávno bylo popsáno, že p21 je dalším transkripčním cílem pro MITF 

(Carreira a spol., 2006). Tato práce bude dokončena a odeslána k publikaci v nejbližší době. 

Tyto výsledky jsou dalším příkladem funkce p21 jako regulátoru transkripce nezávisle na 

inhibici cdk aktivity, a jsou navíc nezávislé na funkci p21 jako blokátoru represorové domény 

p300/CBP transkripčních koaktivátorů. Některé výsledky této části práce byly presentovány 

na kongresu CSHL o eukaryotické transkripci (příloha 8).

c) Adenovirový E1A onkoprotein inhibuje MITF-dependentní transkripci i expresi 

samotného MITF           
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      Represe funkce nebo exprese MITF v melanomových buňkách může znamenat nový 

přístup ke genové terapii melanomu, neboť MITF je klíčový transkripční factor nutný pro 

přežívání nejen embryonálních melanoblastů, ale i melanomových buněk, a je tedy považován 

za onkogen transformovaných melanocytů (Widlund a Fisher, 2003; Garraway a Sellers, 

2006; Levy a spol., 2006)  Protože MITF je reprimován po expresi adenovirového 

onkoproteinu E1A v melanocytech, zajímal nás přímý učinek E1A proteinu na melanocytově-

specifický MITF promoter. Melanocyty exprimující E1A jsou zcela dediferencované a 

přežívají pravděpodobně díky imortalizujícímu účinku E1A (viz Úvod). Použili jsme lidský 

MITF promotor s luciferasou jako reportérovým génem a sledovali jsme účinek kotransfekce 

E1A a různých E1A mutant na aktivitu promotoru. Tyto mutanty se různě váží na několik 

koaktivátorů transkripce a inhibují jejich funkci, a lze je proto použít jako diagnostického 

nástroje při studiu mechanismu transkripční aktivace. Ověřili jsme nejprve pomocí 

zkrácených konstrukcí MITF promoteru a promoteru s mutovaným místem CRE (pro 

transkripční faktor CREB), že exprese řízená tímto promoterem v melanomových buňkách z 

velké části závisí na cAMP signální cestě a CRE motivu zprostředkující transkripční odpověď 

na tuto signální cestu (Obr. 1 v příloze 3). V myších melanomových buňkách B16 a zejména 

v lidských melanomových buňkách MeWo jsme pozorovali silnou inhibici promoterové 

aktivity wt E1A proteinem (Obr. 2 v příloze 3). Deleční mutanty E1A (schéma molekuly E1A 

je na OBR. 9) kterým chyběl N-konec nebo CR1 nebyly schopné reprimovat promotor a 

bodová mutace R2G (silně oslabující vazbu na p300/CBP) jen mírně oslabila represorovou 

funkci. Oblast CR2 nutná pro vazbu na Rb byla zcela postradatelná, stejně jako oblast 

aminokyselin 26-35, nutná pro vazbu na TRRAP protein (transkripční koaktivátor). Je tedy 

patrné, že N-konec a CR1 jsou nutné pro represorovou funkci E1A k MITF promotoru. 

Podobná závislost dediferenciační funkce E1A na CR1 oblasti byla popsána již dříve na 
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myších melanocytech imortalizovaných retrovirovým přenosem E1A (Yavuzer a spol., 1995). 

Protože MITF promoter je aktivován několika transkripčními faktory (viz úvod), z nichž 

jeden je CREB, testovali jsme dále MITF promoter s mutovaným motivem CRE, vazebným 

místem pro CREB (schéma MITF promotoru s vyznačením vazebných míst pro jednotlivé 

transkripční faktory je znázorněno na OBR. 3). U myších melanomových buněk B16 se 

mutací CRE místa zcela zrušila možnost inhibovat promoter pomocí E1A, což ukazuje, že jde 

o represi transkripce zprostředkované faktorem CREB (kofaktorem je p300 nebo CBP, oba 

vázající se na E1A a jím inaktivovatelné) (Obr. 3 v příloze 3). Odlišné byly výsledky u 

několika linií lidských melanomů. Zde se linie lišily stupněm, kterým mutace promotoru 

porušila jeho aktivitu (pokles aktivity o 30-90%), ukazujíce na možnost odlišného přispění 

camp/PKA/CREB signální cesty na aktivitu promotoru v jednotlivých melanomových 

buněčných liniích. Zbytková aktivita však byla vždy inhibovatelná E1A proteinem, tedy v 

kontrastu s myšími buňkami. Tyto výsledky ukazují na možnou rozdílnost v regulaci exprese 

MITF mezi lidskými a myšími melanomovými buňkami. Dále je zřejmé, že mutanty 

neinaktivující proteiny Rb rodiny a protein TRRAP jsou schopny plně inhibovat MITF 

promoter. Protože tyto mutanty netransformují buňky (vzhledem k neschopnosti vázat 

uvedené proteiny), naskýtá se možnost použít podobné mutanty (s kombinovanou mutací) při 

represi transkripce endogenního MITF, která by mohla vést ke sníženému přežívání 

melanomových buněk (funkce MITF jako “survival” faktoru). E1A onkoprotein má, 

paradoxně, protinádorový účinek na lidské nádorové buňky včetně melanomových, což 

souvisí s jeho transkripčně represorovou funkcí inhibovat expresi některých genů spojených s 

nádorovou transformací (Frisch a Mymryk, 2002, a diskutováno v příloze 3). Není však zatím 

jasné, zda k této funkci přispívá u melanomových buněk i represorový účinek na expresi 

MITF. Tyto otázky jsou předmětem naší další práce, neboť represe MITF by mohla být 

možností pro genovou terapii u melanomu (viz též dále a příloha 5). Protože důležitým 
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antiapoptotickým proteinem je survivin, jehož exprese na úrovni transkripce je aberantně 

zvýšena u mnoha typů nádorových buněk, sledovali jsme i vliv výše uvedených mutantních 

forem E1A na aktivitu survivinového promoteru v reportérovém systému. V tomto pokusu 

jsme chtěli rovněž ověřit, zda jiný silně aktivní promoter v melanomových buňkách (promoter 

pro survivin) je reprimován E1A proteinem. E1A však překvapivě aktivoval tento promoter a 

oblast CR2 opět byla postradatelná pro tuto aktivitu. Tyto výsledky mají potenciální význam 

pro zesílení účinků genové terapie přenosem genu aktivovaného survivinovým promoterem, 

který je využíván jako promoter vysoce specifický pro expresi exogenních genů v nádorových 

buňkách, protože aktivita tohoto promoteru je v nemaligních buňkách téměř nulová. Tyto 

výsledky byly presentovány na kongresu (příloha 9). 

      Mechanismus aktivace cílového genu pro transkripční faktor MITF byl studován nejen 

v reportérovém systému, ale též v buňkách, které velmi specificky reagují na ektopicky 

dodaný MITF spuštěním transkripce jednoho z cílových genů pro MITF (tyrosinasy), a jsou 

tedy vhodným systémem pro studium transkripční aktivace endogenních genů v prostředí 

jaderného chromatinu (U2-OS buňky, osteosarkom). Objasnit přesný mechanismus aktivace 

je mimořádně důležité z hlediska zablokování této funkce jako možného budoucího genového 

zásahu při terapii melanomu. Zjistili jsme, že mechanismy koaktivace transfektovaného 

promoteru-reportéru a endogenního MITF-dependentního promoteru jsou odlišné. Inhibice 

těchto promoterů několika mutantami adenovirového onkoproteinu E1A (jako nástroje který 

specificky váže a inaktivuje několik klíčových buněčných proteinů a transkripčním kofaktorů 

- Rb, p300/CBP, TRRAP, PCAF, hGCN5) byla odlišná,  zejména E1A mutanta s deletovanou 

oblastí CR1 byla neúčinná při inhibici transfektovaného, nikoli však endogenního promoteru 

(Obr. 2 v příloze 4). Rovněž odlišná byla dereprese po aplikaci inhibitoru histon deacetylas 

trichostatinu A (TSA). Při použití wt E1A byla inhibice zrušena přidáním TSA u 

transfektovaného promoteru, avšak represe přetrvala u endogenního promoteru. Bodová 
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mutace R2G - tato mutanta téměř neváže koaktivátory p300/CBP (Wang a spol., 1993; Fuchs 

a spol., 2001; Voigtlander a spol., 2002) - zcela eliminovala vliv TSA na transfektovaný 

promoter, avšak represe touto mutantou přetrvala v přítomnosti TSA u endogenního 

promoteru. Mutace R2G v E1A tedy propůjčila rezistenci vůči TSA v případě 

transfektovaného promoteru (Obr. 2 v příloze 4). Nedávno bylo popsáno, že nukleosom-

remodelující komplex SWI/SNF je nutný pro transkripci některých cílových genů pro MITF 

(DeLaSerna a spol., 2006). Testovali jsme tedy indukci tyrosinasy i v liniích s nekompletním 

SWI/SNF komplexem a zjistili jsme, že linie H1299, která je deficitní pro faktor Brg1 (složka 

SWI/SNF chromatin remodelujícího komplexu a ATPasa nutná pro aktivitu komplexu), po 

kotransfekci vektorů pro MITF i Brg1 (nikoli však samotného MITF) rovněž aktivuje 

transkripci endogenní tyrosinasy (Obr. 1 v příloze 4). Integrita SWI/SNF komplexu je tedy 

důležitá pro MITF-zprostředkovanou transkripci, avšak není postačující, neboť další testované 

buněčné linie s neporušenou expresí tohoto komplexu neexprimovaly tyrosinasu po transfekci 

MITF. Další výsledky a diskuse jsou uvedeny v příloze 4. Promoter pro tyrosinasu, zcela 

závislý na transkripčním faktoru MITF, je často používán jako melanocytově-specifický 

promoter v modelech genové terapie melanomu. Tato specifičnost je dána přítomností 

transkripčního faktoru MITF. Při kotransfekci expresního plasmidu pro MITF a 

tyrosinasového promoteru (nebo jiných MITF-dependentních promoterů) dochází k aktivaci i 

v dalších typech buněk, které nejsou melanocyty (Obr. 1 v příloze 4). Jak jsme však ukázali, 

transkripce transfektovaného promoteru je koaktivována jiným mechanismem než endogenní 

promoter. Endogenní promoter pro tyrosinasu v U2-OS buňkách je pravděpodobně aktivován 

zcela podobně jako v melanocytech, do U2-OS buněk je však nutné dodat exogenní MITF. 

Protože jsme získali též předběžné výsledky ukazující, že stabilně transfektovaný a po selekci 

integrovaný tyrosinasový promoter není v U2-OS buňkách aktivován MITF faktorem jako 

endogenní promoter (výsledky zde nejsou ukázány), je možné usuzovat na specifickou 
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konfiguraci chromatinu, např. posici nukleosomů, která je odpovědná za melanocytově-

specifickou transkripci faktorem MITF.  

d) Inhibice funkce MITF nezávislá na inaktivaci koaktivátorů p300/CBP - doména 

CR1 proteinu E1A jako autonomní repressor MITF-řízené transkripce

      Není známo jak MITF aktivuje autentické geny v prostředí chromatinu a také většina 

funkčních analýz byla prováděna s promoter-reportérovými konstrukty a kotransfekcí MITF 

expresního vektoru. Dosud neexistoval vhodný systém pro testování mechanismu transkripce 

endogenních cílových genů faktorem MITF v melanocytech, protože inhibice této transkripce 

může způsobit i inhibici exprese samotného endogenního MITF. Pro důkladnější analýzu 

mechanismu transkripce endogenního cílového genu pro MITF a způsob inhibice jeho 

aktivity E1A proteinem jsme použili stejně jako v předchozí práci U2-OS buňky, kde je 

možné přenosem exogenního MITF dosáhnout prudké aktivace jinak transkripčně „spícího“ 

genu pro tyrosinasu (ne však pro další cílové geny) (Vachtenheim a spol., 2001, přílohy 5 a 

6). Adenovirový protein E1A způsobuje dediferenciaci melanocytů a represi endogenního 

MITF (Yavuzer a spol., 1995, Halaban a spol., 1996), ale není známo, jak je ovlivněna MITF-

řízená transkripce. Studovali jsme proto MITF-dependentní transkripci po inhibici mutantami 

E1A onkoproteinu při kotransfekci vektoru pro MITF (příloha 5). Analýza ukázala, že pro 

transkripční represi endogenního cílového genu pro MITF (tyrosinasa) v U2-OS buňkách je 

nutná delece celé oblasti aa. 2-65, tedy N-konec a CR1 doména. N-konec E1A váže několik 

kofaktorů a histon deacetylas, ale překvapivě, delece samotného N-konce nestačila k uvolnění 

represe. Protože CR2 oblast nebyla k represi nutná, studovali jsme dále jen účinek delecí 

v oblasti aa. 1-82 E1A, tedy na zkráceném E1A proteinu. Tento úsek jsme studovali jako 
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GAL-fúzní proteiny (GAL poskytuje tag i jaderný lokalizační signál). Při testování dalších 

konstruktů (např. FLAG-tagged E1A s SV40 jaderným lokalizačním signálem a dalších) jsme 

zjistili, že GAL-E1A proteiny jsou nejlépe exprimovány, lokalizovány výhradně v jádře, i 

snadno detegovány (pomocí anti-GAL protilátky), a proto jsme je použili dále. Analyzovali 

jsme tedy dále jen delece N-konce nebo CR1 v kontextu aminokyselin 1-82 E1A, které jsou 

postačující pro represi. Delece v této oblasti překvapivě ukázaly, že N-konec je pro represi 

endogenního genu postradatelný a represe zcela závisí na doméně CR1. Menší delece a 

substituce uvnitř CR1 ukázaly, že nejvíce je represe porušena při odstranění aminokyselin 73-

82 a jen mírně se sníží, je-li úsek EDPNEE změněn na NAAIRS (takto změněná sekvence 

ponechává největší proteinovou flexibilitu po mutaci s možností obou typů proteinové 

konformace). Oblast EDPNEE byla dříve zjištěna jako místo důležité pro vazbu na histon 

acetyltransferasu PCAF (p300/CBP-associated factor, Yang a spol., 1996; Reid a spol., 1998) 

a inhibici svalově specifických enhancerů (Sandmoller a spol., 1996). V kontextu E1A 1-82 je 

tedy CR1 nezbytná pro represi transaktivační aktivity MITF a proto byl proveden pokus, zda 

stálá exprese této oblasti (i  celé oblasti aa.1-82 nebo pouze N-konce) v lidských 

melanomových buňkách ovlivňuje jejich přežívání. Skutečně, tvorba klonů MITF-positivních 

melanomových buněk v selekčním mediu (selekční marker byl kotransfektován) prudce klesla 

(Obr. 4 v příloze 5) v případě CR1, stejně jako celé oblasti E1A 1-82. Samotný N-konec byl 

nyní v kontextu aa. 1-82 neúčinný při represi i při inhibici proliferace melanomových buněk. 

Inhibice funkce MITF tedy koreluje s inhibicí dlouhodobého přežívání lidských 

melanomových buněk a ukazuje na důležitost MITF pro přežívání tohoto typu buněk. 

      I když není zatím znám žádný koaktivátor který by se vázal výhradně na CR1 oblast a 

nepotřeboval současně alespoň subdoménu z N-konce E1A proteinu, výsledky naznačují 

existenci takového koaktivátoru pro MITF, který je inaktivován overexpresí pouze CR1. 

Vytvořili jsme proto chimerické proteiny, kde MITF-část je zbavena dvou transaktivačních 
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domén, takže je vlastně transkripčně inertní, a působí naopak jako dominantně-negativní 

mutanta pro wt MITF (viz dále a příloha 6), E1A-část chiméry je pak tvořena buď N-koncem 

nebo CR1 oblastí E1A. Schematicky jsou tyto fúzní proteiny ukázány v na Obr. 3 v příloze 5). 

Testovali jsme, zda tyto fúzní proteiny aktivují transkripci endogenního cílového genu pro 

MITF, kde DNA-vazebná a dimerizační oblast zůstaly zachovány. Příslušná oblast E1A může 

totiž inhibovat sekvestrací zatím neidentifikovaného koaktivátoru mimo promoter, avšak je-li 

vazba k promoteru zajištěna tím, že je součástí MITF-E1A chiméry, a to vazbou na DNA-

vazebná místa pro MITF, může naopak aktivovat navázáním tohoto neznámého koaktivátoru. 

CR1 oblast, nikoli však N-konec, je-li takto integrován do MITF molekuly skutečně propůjčil 

aktivační funkci a endogenní gen byl aktivován. Nestalo se tak s N-koncem E1A. Jako 

positivní kontrola sloužila chiméra Vp16-MITF. Všechny fúzní proteiny byly správně 

lokalizovány v jádře. Výsledky tedy skutečně podporují existenci koaktivátoru MITF, který 

by mohl být sekvestrován doménou CR1 E1A a tím reprimována aktivační funkce MITF a 

naopak, mohl by být rekrutován k promoteru CR1 E1A-MITF chimerickým proteinem. 

Dosud byly považovány za aktivátory MITF-dependentní transkripce p300/CBP, avšak tyto 

nejsou schopny vázat samotnou CR1 oblast E1A bez N-konce. Dalším důkazem, že MITF 

funguje v savčích buňkách i bez p300/CBP,  je výsledek pokusu, kdy jsme testovali mutanty 

MITF o kterých je známo, že neváží p300/CBP v buňkách. Tyto mutanty byly stále schopné 

aktivovat transkripci (Obr. 3 v příloze 5). Souhrnně jsme tedy ukázali, že pravděpodobně 

existuje koaktivátor transkripčně aktivační funkce MITF, který je možné inaktivovat 

autonomní CR1 E1A doménou, inhibovat tak funkci MITF v melanomových MITF-

positivních buňkách a tím i inhibovat proliferaci těchto buněk. Tento koaktivátor je odlišný od 

dosud předpokládaných p300/CBP proteinů. Výsledky této části práce byly presentovány též 

na kongresu (příloha 10). 
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e) Dominantně negativní mutanta MITF - identifikace a úloha druhé, slabší 

transkripčně aktivační domény MITF   

      MITF aktivuje transkripci pomocí transkripčně-aktivační domény (TAD), která je 

umístěna blíže N-konci molekuly, a tento fragment též interaguje s koaktivátorem transkripce 

p300 proteinem (Sato a spol., 1997). Byla též zjištěna přítomnost druhé aktivační domény na 

C-konci (Takeda a spol., 2000b), avšak tato doména je pravděpodobně slabší a v celkové 

aktivaci transkripce se pravděpodobně uplatňuje méně. Nebylo dosud známo, jaký vliv má 

tento úsek na celkovou míru transaktivace. Domény byly dříve lokalizovány pomocí 

klasických reportérových studií a fúzních proteinů - fragmentů MITF faktoru s GAL DNA-

vázající doménou. Nebylo dále známo, jak se jednotlivé transaktivační oblasti uplatňují při 

transkripci endogenních cílových genů. Byly popsány dva myší fenotypy, z nichž u jednoho 

byla detegována delece exonů 2-4 MITF a u druhého exonu 4 (Steingrimsson a spol., 1994;

Hallsson a spol., 2000). Delece exonu 4 má přitom za následek deleci N-koncové 

transaktivační domény a celý protein by měl být nefunkční. U těchto semidominantních alel 

byl sice výsledný fenotyp typický pro poruchu funkce MITF (defekt pigmentace, poruchy 

sluchu, osteopetróza), ale byl méně výrazný ve srovnání s homozygoty nesoucími jiné 

defektní alely (mutace v basické oblasti proteinu znemožňující vazbu na DNA), z čehož lze 

usuzovat na přítomnost další oblasti, která by, alespoň zčásti, funkčně nahradila N-koncovou 

oblast. 

      V naší práci jsme tedy zkonstruovali expresní plasmidy pro nemutovaný (wt) MITF a 

deleční mutanty s delecí buď N-koncové (delece aminokyselin 324-369) nebo C-koncové 

(delece aminokyselin 324-369) transkripčně aktivační oblasti. Připravili jsme i kombinovanou 

deleci obou domén a chimerický protein, který měl deletované obě domény (NC-MITF), ale 
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v místě N-koncové oblasti byla vsazena silná transaktivační doména z herpesvirového 

proteinu Vp16 (MITF-Vp16). Všechny konstrukce měly též HA-epitop umístěný na konci 

čtecího rámce před stop kodonem pro kontrolu jejich exprese (Obr. 1 v příloze 6). Studovali 

jsme, jak silně transaktivují tyto různé deleční konstrukty jeden z cílových promotorů v 

promotor-reportérovém systému (promotor pro tyrosinasu) po přechodné transfekci. Ukázalo 

se, že N-koncová TAD skutečně zprostředkuje většinu transkripční aktivity MITF, a dále že 

transfekce MITF s delecí obou domén má za následek nejen prostou eliminaci transkripční 

aktivity, ale dokonce inhibici bazální aktivity bez přítomnosti wt MITF, jež je 

zprostředkována jinými, endogenními transkripčními faktory typu bHLH aktivujícími 

promotor-reportér (Obr. 1 v příloze 6). Tato skutečnost mohla znamenat že NC-MITF 

působí jako dominantně negativní inhibitor funkce MITF blokováním E-boxů v DNA vazbou 

transkripčně neaktivních dimerů. Kotransfekce NC-MITF a wt MITF skutečně měla za 

následek inhibici transkripce a hyperaktivní chimerická molekula MITF-Vp16 byla rovněž 

silně inhibována. Inhibice byla přímo závislá na množství transfektovaného plasmidu NC-

MITF (Obr. 2 v příloze 6). Protože oblast bHLH-LZ nutná pro dimerizaci a vazbu na DNA je 

v delečních mutantách MITF nedotčena, NC-MITF tedy pravděpodobně inhibuje funkci wt 

MITF tvorbou neaktivních dimerů, které blokují vazebná místa v DNA. Pomocí gel-shift 

metody s MITF IVT proteiny syntetizovanými in vitro bylo potvrzeno, že všechny konstrukty, 

včetně MITF-Vp16 se váží na DNA (E-box z oblasti iniciátoru promotoru tyrosinasového 

genu byl použit jako značená próba, (Obr. 3 v příloze 6). Pro určení zda je dominantně 

negativní inhibitor NC-MITF schopen inhibovat i endogenní cílový promotor jsme opět 

využili U2-OS buněk (osteosarkom), které, ač samy neexprimují MITF ani její cílové geny, 

jsou schopny exprimovat tyrosinasu po transfekci MITF expresním vektorem (viz výše). I 

v tomto modelovém systému se ukázalo, že konstrukt NC-MITF je zcela inaktivní v indukci 

tyrosinasy a konstrukt s deletovanou N-koncovou doménou má pouze malou aktivitu. Tyto 
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výsledky jsou tedy podobné reportérovým pokusům a potvrzují, že N-koncová TAD je 

stěžejní i pro transkripci z chromatin-integrovaného promotoru.  NC-MITF se při 

kotransfekci opět ukázal jako silný dominantně-negativní inhibitor transaktivační funkce wt 

MITF i MITF-Vp16 (Obr. 4 v příloze 6). Dále jsme též ověřili, že všechny konstrukty MITF 

byly exprimovány ve srovnatelných hladinách a lokalizovány v jádře. Funkci NC-MITF 

jsme dále testovali na lidských melanomových buňkách v reportérových pokusech a zjistili 

jsme, že NC-MITF je účinnější než pouze N-deletovaný MITF při inhibici transkripce 

zprostředkované pomocí wt MITF (Obr. 5 v příloze 6). N-deletovaný mutant tedy, ač ztrácí 

téměř celou transkripční aktivitu, není schopen působit jako dominantně-negativní represor 

funkce wt MITF v melanomových buňkách a pro dominantně-negativní funkci je tedy nutné 

odstranění C-koncové TAD, i když tato má v intaktní molekule MITF jen malý vliv na 

celkovou sílu transaktivace. 

      Souhrnně jsme tedy v této práci ukázali, že odstraněním dvou transaktivačních domén 

z molekuly MITF lze vytvořit silný dominantně-negativní inhibitor, kterým by bylo možné 

funkčně inaktivovat endogenní MITF v melanomových buňkách. Vzhledem ke kritické úloze 

faktoru MITF v přežívání melanomových buněk by takového způsobu bylo možné rovněž 

potenciálně využít v protinádorové terapii. V této práci jsme též diskutovali úlohu 

jednotlivých domén MITF při transaktivační aktivitě a podobnost s transkripčním faktorem 

TFE3 (z MITF podrodiny transkripčních faktorů). Výsledky této části práce byly 

presentovány též na kongresu (příloha 11).

5. Diskuse

      Naše výsledky ukázaly, že protein p21, inhibitor cyklin dependentních kinas a buněčného 
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cyklu, se akumuluje ve vysoké hladině během posledních fází diferenciace F9 buněk na PE a 

zvyšuje se i jeho zastoupení v komplexech cyklin-cdk. Tím přispívá k inhibici kinázové 

aktivity těchto komplexů. Vysoká hladina proteinu p21 sama o sobě diferenciaci nenavozuje, 

ani neurychluje. Rozhodující je stále vliv diferenciačních induktorů RA a db cAMP.  p21 však 

ovlivňuje  expresi trombomodulinu, diferenciačního markeru, jak bylo ukázano v naší práci. 

Po stimulaci cAMP signální cesty v buňkách, které byly diferencovány pouze v RA a měly 

vysokou hladinu p21, došlo k masivní transkripci trombomodulinu. Tyto výsledky navozují 

obecnější otázku, zda p21 positivně reguluje i jiné transkripční cíle cAMP-zprostředkované 

signální cesty. Tuto možnost podporuje i zjištění, že p21 aktivuje i forskolinem stimulovanou 

aktivitu umělého minimálního promoteru obsahujícího pouze TATA box a 5 vazebných mist 

pro CREB transkripční faktor (transkripční aktivátor cAMP/PKA/CREB/CBP signální cesty) 

(Obr. 5 v příloze 1). Tato možná nová funkce p21 je podpořena i dalším naším pozorováním, 

že p21 protein aktivuje forskolinem-aktivovanou transkripci MITF-dependentního promoteru 

melastatinu (není ukázáno), a dalším zjištěním jiných autorů, popisující aktivaci cAMP-

CREB signalizace p21 proteinem v Rat-1 buňkách (Kawata a spol., 2003). Způsob, jakým  

p21 ovlivnuje transkripci diferenciačního markeru trombomodulinu v F9 buňkách 

pravděpodobně souvisí se schopností p21 aktivovat transkripční koaktivátor p300/CBP 

derepresí jeho represorové domény CRD1 (Snowden a spol., 2000). Testování konstruktu 

trombomodulinového promoteru-reportéru s exogenním p300 a p21 potvrdilo schopnost p21 

ovlivňovat aktivitu reportérového konstruktu tímto mechanismem v F9 buňkách. 

S postupující diferenciací F9 buněk na parietální endoderm je p21 částečně relokalizován do 

cytoplazmy a tato lokalizace proteinu souvisí s jeho antiapoptotickou funkcí. 
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     Transkripční koaktivátory p300 a CBP byly dříve popsány jako důležité proteiny při 

diferenciaci F9 buněk (Kawasaki a spol., 1998). Snížení hladin p300 a CBP specifickými 

ribozymy mělo pro diferenciaci odlišné důsledky: pouze buňky se sníženou hladinou p300 

nemohly diferencovat po přidání RA, a současně tyto buňky neakumulovaly p21 protein. 

p300 se tedy účastní i exprese samotného p21 a nízká hladina p21 mohla být (mimo jiné) 

příčinou neschopnosti F9 buněk diferencovat. Naopak snížení hladiny CBP mělo za následek 

sníženou akumulaci druhého inhibitoru cdk, p27 proteinu (nikoli však p21), a snížení hladin 

p300 i CBP inhibovalo apoptosu za přítomnosti RA. Výsledky těchto autorů (Kawasaki a 

spol., 1998) jsou tedy v souladu i s našimi zde popsanými výsledky získanými později a 

podpořily důležitost p21 proteinu při diferenciaci F9 buněk. 

      Zjištěné výsledky tedy souhrnně ukazují, že  protein p21 hraje zásadní roli v diferenciaci 

F9 buněk na parietální endoderm. V souladu s funkcí inhibitoru cdk se podílí na blokování 

buněčného cyklu a snížení proliferační rychlosti diferencovaných buněk, účastní se regulace 

cAMP-zprostředkované transkripce a pravděpodobně brání spuštění apoptózy. Tyto výsledky 

podporují dřívější zjištění jiných autorů na jiných typech buněk, že p21 má kromě funkce 

v regulaci buněčného cyklu úlohu při transkripční koregulaci genů spojených 

s diferenciačním programem.

        Dalším naším zjištěním bylo rozeznání nové úlohy proteinu p21 v melanomových 

buňkách. I když tato práce není ještě zcela ukončena a teprve bude odeslána do tisku, 

výsledky ukázaly, že p21 protein je positivním regulátorem transkripce z melanocytově-

specifického promoteru pro MITF, klíčového transkripčního faktoru melanocytů. MITF i p21 

jsou přítomny ve vysokých hladinách ve většině melanomových buněčných linií i 

v nádorových vzorcích, ale - jak jsme zjistili - vysoká hladina p21 je tolerována, nekoreluje 

s proliferační aktivitou (ani s profilem podílu buněk v jednotlivých fázích buněčného cyklu) a 

má úlohu při transkripci – p21 aktivuje promoter pro MITF a působí tedy jako positivní 
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zpětná vazba - vzájemná aktivace transkripce, protože, jak již bylo uvedeno výše, p21 je 

současně jedním z transkripčních cílových genů pro MITF (Carreira a spol., 2005). Efekt p21 

na MITF promoter je zcela specifický protože např. survivinový promoter je p21 proteinem 

silně inhibován v podobném testovacím systému i ve stejných buňkách. Transkripční účinky 

p21 proteinu nezávislé na regulaci buněčného cyklu jsou známy, ale není znám jejich 

mechanismus. Námi zjištěná aktivace MITF promoteru je nezávislá na derepresi tzv. CRD1 

represorové domény p300 kofaktoru, neboť jsou k ní potřeba jiné oblasti molekuly (pro 

aktivaci MITF promoteru je nutný cyklin-vázající úsek na amino-konci) a není inhibována 

koexpresí HDAC6. Jde tedy o odlišný způsob koaktivace než v případě trombomodulinového 

promoteru v F9 buňkách (výše). Efekt p21 je skutečně nezávislý na regulaci buněčného cyklu, 

protože prostá inhibice cdk2 a cdk1 roscovitinem spíše mírně inhibovala MITF promoter, 

v žádném případě však neaktivovala. Stejně tak delší kultivace melanomových buněk v médiu 

s nízkou koncentrací séra sice zvýšila podíl buněk v G1 fázi buněčného cyklu, avšak 

nezměnila hladinu MITF (výsledky nejsou ukázány). Připravili a analyzovali jsme i buněčné 

klony jedné melanomové linie (SK-MEL-5), kde je hladina p21 proteinu silně snížena pomocí 

stabilní exprese shRNA, a tyto klony proliferovaly dokonce pomaleji ve srovnání 

s kontrolními buňkami, což potvrzuje účinek p21 nezávislý na buněčném cyklu. Uvedené 

výsledky (příloha 2) budou odeslány k publikaci, protože ještě dokončujeme pokusy ukazující 

na regulaci endogenního MITF p21 proteinem. Chromatin-imunoprecipitace (CHIP) již 

naznačila, že endogenní p21 protein je asociován s MITF promoterem v buňkách a akutní 

snížení hladiny p21 proteinu v jedné melanomové linii mělo za následek mírné snížení 

hladiny MITF (výsledky zde nejsou ukázány). MITF má více transkripčních cílů (OBR. 4) a 

účast p21 proteinu na expresi MITF by tedy měla mít za následek i zvýšenou expresi cílových 

genů. Protože vysoké hladiny MITF chrání melanomové buňky před apoptosou, a jedním

z mechanismů (i když pravděpodobně ne jediným) může být aktivace exprese bcl-2 MITF 
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faktorem, hladiny p21 mohou přispívat k antiapoptotickému potenciálu nádorových buněk, a 

to nikoli svou cytoplasmatickou lokalizací (viz výše), ale specifickou funkcí při transkripci 

(p21 je lokalizován v melanomových liniích v jádře - výsledky zde nejsou ukázány). Zdá se 

tedy, že endogenní p21 skutečně nemá funkci inhibovat buněčný cyklus v buňkách 

melanocytové linie, ale může zde mít důležitější úlohu positivně regulovat expresi MITF a 

tím i dalších diferenciačně-specifických genů a posilovat anti-apoptotický potenciál 

melanomových buněk.

      V poslední době se ukazuje, že je transkripční faktor MITF je nezbytný pro přežívání 

melanomových buněk, podobně jako embryonálních melanoblastů, a to pravděpodobně 

udržováním exprese některých antiapoptotických a pro-proliferačních genů. Gén pro MITF je 

amplifikován asi v 10% případů melanomu (Garraway a spol., 2005) a MITF je považován za 

faktor nutný k přežívání melanomových buněk. Z těchto důvodů tedy může MITF sloužit jako 

cíl možného genového zásahu při terapii a znalost jakým způsobem je regulována transkripční 

aktivita MITF, popř. jak je regulována exprese samotného MITF v melanocytech, je 

vzhledem k tomuto zásahu klíčová.    

      Jednou z možností blokovat expresi MITF nebo jeho cílových genů je exprese 

onkoproteinu E1A, který je silným transkripčním represorem. Zjistili jsme, že MITF promoter 

je silně inhibován tímto adenovirovým proteinem. K represi není potřeba oblast vázající Rb 

protein ani oblast vázající koaktivátor TRRAP, dva důležité interaktory E1A proteinu, jehož 

vazba na tyto buněčné proteiny je nutná pro transformační funkci. Potenciálně tedy by bylo 

možné využít tento mutantní E1A k inhibici exprese MITF v melanomových buňkách při 

vyloučení transformačních účinků samotného E1A onkoproteinu. Zjistili jsme též, že 

melanomové linie se liší v rozsahu, v jakém je aktivita MITF promoteru závislá na signální 

cestě cAMP/PKA/CREB/CBP. U některých linií se snížila aktivita jen minimálně, zatímco 

jiné zcela ztratily aktivitu promoteru (Obr. 3 v příloze 3). I když jde o transfektovaný 
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promoter, u endogenního promoteru může být situace podobná. Exprese MITF je zajišťována 

v melanomových buňkách několika cestami (OBR. 3) a relativní přispění každé z nich se 

může lišit u různých melanomových linií a možná i u melanomových buněk nádoru in vivo, 

což nebylo zatím studováno. Např. -cateninová signální cesta je často deregulována v 

melanomových buńkách a má za následek zvýšenou hladinu MITF. I proto se zdá být 

neschůdné blokovat expresi MITF a lepší cestou by mohlo být blokování transaktivační 

funkce MITF na cílových promoterech. V tomto případě je k disposici ještě méně poznatků a 

ani není jasné, zda se na všech cílových promoterech podílejí stejné koaktivátory, nakolik je 

důležitá lokální konfigurace chromatinu atd. Tato naše práce je příspěvkem k této poslední 

otázce. Jeden z hlavních a nejvíce studovaných cílových promoterů pro MITF, tyrosinasový 

promoter, je exprimován specificky pouze v melanocytové linii, avšak promoter pro 

tyrosinasu, je-li studován v transfekčním reportérovém systému, je aktivní při kotransfekci 

vektoru pro MITF nespecificky ve všech typech buněk. Zjistili jsme, že endogenní promoter a 

transfektovaný promoter mají jiné mechanismy koaktivace. Pomocí adenovirového proteinu 

E1A jako nástroje pro silnou represi jak endogenního, tak transfektovaného promoteru jsme 

zjistili, že různé mutanty E1A mají odlišnou aktivitu blokovat transkripci zprostředkovaným 

faktorem MITF u obou typů promoteru. V modelovém systému U2-OS buněk, ve kterých 

MITF aktivuje jinak zcela neexprimovaný tyrosinasový gen a tím modeluje situaci v 

melanocytech, kde je exprese tyrosinasy a dalších markerů zcela MITF-dependentní, 

způsobovaly represi i mutanty E1A s deletovanou doménou CR1 nebo s deletovaným N-

koncem. Rovněž učinek TSA, inhibitoru histon-deacetylas, na represi E1A mutantami byl 

odlišný u obou promoterů: sensitivita k TSA (tedy dereprese) byla pozorována při represi 

pomocí wt E1A pouze u transfektovaného promoteru a byla zrušena mutací R2G (která ruší 

vazbu na p300/CBP koaktivátory transkripce). U endogenního promoteru TSA 

nedereprimoval blok transkripce vyvolaný wt E1A ani R2G mutantou. Souhrnně jsou tyto 



46

výsledky opět důležité z pohledu transkripční regulace cílových genů pro MITF, jenž je 

považován za potenciální cíl genové terapie vzhledem k jeho 100% přítomnosti v 

melanomových buňkách, téměř vždy zvýšené hladině, někdy mnohonásobně, v těchto 

buňkách oproti netransformovaným melanocytům, a jeho klíčové úloze pro přežívání 

transformovaných melanocytů.

      Možnost inhibice exprese cílových genů pro MITF, které jsou v přirozeném 

chromatinovém prostředí jsme studovali dále. Doména CR1 adenovirového proteinu E1A 

překvapivě postačovala k úplné inhibici transkripce jednoho z cílových genů pro MITF 

(tyrosinasy) v modelovém systému v U2-OS buňkách, které normálně neexprimují MITF ani 

cílové geny, ale po expresi exogenní MITF je spuštěna transkripce endogenní tyrosinasy. 

Inhibice aktivity MITF pomocí úseku E1A je podle nás dosud nejúčinnějším způsobem 

blokády cílových genů pro MITF. Důležité zjištění bylo, že po transferu E1A (CR1) do 

melanomových buněk a selekci došlo k prudké inhibici přežívání těchto buněk. Tento způsob 

inhibice endogenního genu pomocí E1A CR1 tedy představuje nový mechanismus 

transkripční represe E1A proteinem. V této části práce jsme též shledali, že inhibice aktivity 

MITF je možná i bez inaktivace p300/CBP koaktivátorů, protože CR1 oblast E1A sama 

neváže tyto koaktivátory (vždy je nutný N-konec). Tuto možnost jsme dále podpořili 

pozorováním, že mutanty MITF, které neváží p300 protein v buňkách (mutace serinu 73 nebo 

delece celého N-konce) stále aktivují cílový promoter, a to transfektovaný promoter i 

endogenní promoter pro tyrosinasu. Úloha CR1 domény byla podpořena detekcí 

transaktivační aktivity chimerického proteinu MITF-CR1, kdy tento protein aktivoval 

endogenní cílový promoter. Chimerický konstrukt obsahující N-konec E1A však nebyl 

aktivní, což podporuje výsledky získané s mutantami E1A a jeho doménami jako represory 

transkripce. I když nelze zcela vyloučit koaktivační funkci p300 nebo CBP při MITF-řízené 

transkripci, existuje pravděpodobně koaktivátor, který je inaktivován overexpresí CR1 E1A 
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oblasti, pravděpodobně sekvestrací CR1 doménou mimo promoter. Pak by bylo logické, že 

chimerická molekula MITF-CR1, která se váže na DNA-vazebná místa stejně jako MITF a ve 

které jsou původní transaktivační oblasti MITF odstraněny, bude aktivovat transkripci 

podobně jako wt MITF. To se také v našich pokusech stalo, i když aktivace tohoto fúzního 

proteinu byla podstatně slabší než pomocí wt MITF. V těchto našich pokusech jsme tedy 

identifikovali CR1 jako autonomní represorovou doménu, jejíž funkce se zdá být nezávislá na 

EDPNEE motivu (jenž je sice vazebným místem pro koaktivátor PCAF, ale k vazbě PCAF je 

současně nutný i N-konce E1A proteinu), a tedy mechansimus je odlišný od dříve popsané 

represe svalového enhanceru (Sandmoller a spol, 1996). Nutnost N-konce E1A pro vazbu na 

PCAF byla spolehlivě prokázána (Lang a Hearing, 2003; Shuen a spol., 2002).   

      E1A protein se chová paradoxně i jako tumor-supresorový gen, a to proto, že inhibuje i 

expresi některých genů, které jsou onkogenní nebo spojeny s metastasováním, např. 

HER2/neu onkogen u karcinomu prsu (shrnuto ve Frisch a Mymryk, 2002) a dále proto, že 

E1A může indukovat apoptosu. Pozorovali jsme inhibici proliferace melanomových buněk 

(pouze MITF- pozitivních) po expresi CR1 E1A. Tento efekt E1A pozorovaný v naší práci je 

nezávislý na těchto funkcích E1A, protože CR1 oblast sama nemá žádnou z těchto aktivit. 

Inhibice proliferace (nebo přežívání indukcí apoptosy) tedy koreluje s inhibicí transaktivační 

funkce MITF a je specfická pouze pro MITF-pozitivní buňky. Souhrnně tedy výsledky 

ukazují na možnost inhibovat aktivační funkci MITF jako způsob cíleného genového zásahu 

do melanomových buněk. 

      Zkonstruovali jsme též novou dominantně-negativně působící mutantu MITF. Zjistili 

jsme, že C-terminální oblast v kontextu MITF molekuly může aktivovat transkripci 

z endogenního promoteru, i když ve srovnání se silnější N-oblastí mnohem slaběji. Nicméně 

odstranění této C-domény bylo velmi důležité, neboť její reziduální aktivita znemožňuje 

použití MITF s deletovanou pouze N-terminální oblastí jako silného dominantně-negativního 
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inhibitoru pro inhibici funkce normálního MITF. Pro silnou dominantně-negativní funkci 

inhibovat wt MITF je tedy nutné odstranit obě transkativační domény v molekule MITF. C-

koncová doména byla pravděpodobně postačující k udržení nízké aktivity MITF, 

pravděpodobně udržující určitou expresi cílových genů a tedy znírňující jinak jasný fenotyp 

mitf-/- myší. Hyperaktivní chimerická molekula MITF-Vp16 byla v našich pokusech též 

velmi silně inhibována zkonstruovanou dominantně-negativní mutantou MITF, která tedy 

představuje účinný inhibitor funkce wt MITF. Takového způsobu inhibice funkce MITF by 

bylo možné rovněž potenciálně využít v protinádorové terapii. 

      Možnosti inhibice funkce MITF pomocí doposud zkonstruovaných dominatně-

negativních mutant jinými autory byly menší, neboť bylo použito buď jen N-deletované 

molekuly (podobné zde popsané -MITF), nebo byly použity mutanty v basickém úseku 

(popř. je celý tento úsek uměle přeměněn na úsek s kyselými aminokyselinami) které se 

neváží na DNA. V tomto případě však zůstává DNA motiv volný pro event. podobné faktory 

příbuzné MITF (např. TFE3 a TFEC), o kterých je zatím málo známo zda mohou aktivovat 

podobné cílové geny v melanomových buňkách, a není to tedy vyloučeno. Pravděpodobně 

z těchto důvodů byly dosud použité MITF dominantně negativní mutanty jen částečně účinné 

(citace v příloze 6), zatímco námi testovaný C-MITF zcela inhiboval funkci MITF a 

dokonce i MITF-Vp16 v testovacím systému na endogenním promoteru. C-oblast MITF 

s uvedenou reziduální transaktivační funkcí též vysvětluje nekompletní fenotyp u myší, kdy 

dvě přirozené heterozygotně mutované alely MITF mají podobnou deleci terminální oblasti 

jako výše popsaný -MITF, tedy předpokládaně působí in vivo jako dominatně negativní 

inhibitory, avšak nekompletní fenotyp nekoresponduje s kompletní ale jen s částečnou ztrátou 

funkce MITF (úplný fenotyp je manifestován ztrátou pigmentovaných buněk v kůži, oku, 

vnitřním uchu a osteoklastech, u myší jako porucha pigmentace, hluchota, mikroftalmie -

vlivem nevyvinutých retinálních pigmentových buněk - a osteopetróza; u lidí odpovídá 
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Waardenburgovu syndromu typu 2). Tato naše práce tedy rovněž může vysvětlit, proč 

mutovaný MITF ve kterém nastala delece silné N-terminální aktivační oblasti se presentoval 

jen mírnějším fenotypem na myších (Steingrimsson a spol., 1994; Hallsson a spol., 2000).

6. Závěr a zhodnocení 

      Výsledky uvedené v této práci přinášení nové poznatky o úloze inhibitoru cyklin-

dependentních kinas, p21(WAF1/Cip1) proteinu, v transkripční regulaci při indukované 

diferenciaci F9 buněk embryonálního karcinomu a buněk maligního melanomu. Výsledky 

podporují funkci p21 proteinu, která je nezávislá na jeho úloze inhibovat buněčný cyklus, a to 

ovlivnění transkripce některých genů, u dvou buněčných typů. V další části práce byly 

záskány nové poznatky o mechanismu transkripční regulace transkripčním faktorem MITF 

(microphthamia-associated transcription factor) v transformovaných melanocytech.  

V práci byly získány zejména následující původní výsledky:

     Protein p21 během diferenciace F9 buněk na parietální endoderm má kromě funkce 

inhibovat proliferaci i transkripční úlohu positivně regulovat expresi min. jednoho markeru, a 

to trombomodulinu, který je specifických markerem diferenciace na parietání endoderm. Tato 

regulace probíhá derepresí represorové domény transkripčního koaktivátoru p300 proteinu. 

Kromě toho může p21 protein mít úlohu inhibovat apoptosu v diferencujících F9 buňkách. 

      V melanomových buňkách p21 positivně reguluje transkripci z promoteru pro MITF a 

posiluje tak zpětnovazebně hladinu MITF v těchto buňkách. Vyšší hladiny p21 jsou 

dlouhodobě tolerovány těmito nádorovými buňkami a p21 nezpůsobuje jejich pomalejší 

proliferaci. Hladina p21 koreluje spíše s rychlejší proliferací u normálních i maligních 

melanocytů v buněčné kultuře. Byl zjištěn nový mechanismus aktivace MITF promoteru p21 
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proteinem, který je nezávislý na C-konci, ale potřebuje intaktní cyklin-vazebný motiv na N-

konci molekuly. Ačkoliv tyto oblasti p21 jsou nutné i pro inhibici cdk, trankripční regulace je 

nezávislá na inhibici buněčného cyklu. Výsledky mohou vysvětlit relativně vysoké hladiny 

p21 proteinu specificky v melanomových buňkách a jejich toleranci k p21 proteinu při 

progresi nádoru.

Melanocytově-specifický promoter MITF genu je silně inhibován adenovirovým E1A 

onkoproteinem a mutace E1A, které ruší jeho vazbu na Rb protein a na TRRAP protein (a 

tedy inaktivují transformační aktivitu E1A při kooperaci s dalším onkogenem) nemají vliv na 

tuto represi, což naznačuje možnost použití takto mutovaného E1A proteinu při represi 

exprese MITF v melanomových buňkách. 

   E1A onkoprotein rovněž reprimuje cílové MITF-aktivované promotery a mechanismus 

represe se liší pro transfektovaný promoter-reportér a pro endogenní promoter.  Z výsledků je 

patrné, že endogenní, v chromatinu organizovaný promoter, má jiný způsob koaktivace než 

exogenní promoter.  Rovněž bylo zjištěno, že jednotlivé melanomové buněčné linie se mohou 

lišit mírou závislosti exprese MITF na cAMP/CREB signální cestě, a implikují možnost 

heterogeneity nádorových buněk in vivo vzhledem k závislosti exprese MITF na aktivaci 

transkripčního faktoru CREB nebo na dalších transkripčních cestách (-catenin/LEF1, Pax3, 

Sox10).

ÿ ÿ  Transkripci cílového promoteru bylo možné inhibovat i bezÿ ÿ ÿ vyřazení aktivity 

koaktivátorů transkripce p300 a CBP. Autonomně působící doména E1A proteinu, CR1 

oblast, byla schopna po expresi reprimovat MITF-aktivovanou transkripci cílového 

endogenního genu, a byl tedy naznačen mechanismus represe nezávislý na dosud známých 

E1A proteinem inaktivovaných kofaktorech. CR1 doméma též inhibovala proliferaci 

melanomových buněk a byla-li integrována do MITF molekuly zbavené vlastní transaktivační 

oblasti, propůjčila tomuto chimerickému proteinu transkripční aktivitu. 
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  Zkonstruovali jsme dominantně-negativní mutantu MITF, ve které jsou deletovány obě 

transkripčně-aktivační oblasti. Pouze tato mutanta (s odstraněnou i druhou, slabší, na C-konci 

lokalizovanou aktivační doménou) působí jako účinný inhibitor funkce wt MITF a umělého 

hyperaktivního chimerického Vp16-MITF proteinu. Nutnost odstranění druhé aktivační 

domény pro úplné zrušení transaktivační funkce MITF na cílovém endogenním promoteru 

vysvětluje dřívější pozorování nekompletního fenotypu myší s mutovaným MITF, ve kterém 

byla porušena funkce pouze silné N-koncové domény.  

      Transkripční faktor MITF stojí v centru transkripční regulace v melanocytech a jeho 

hladina v buňce positivně nebo negativně reguluje několik klíčových buněčných procesů 

(diferenciaci, proliferaci, ochrana proti apoptose, a invazivitu), a MITF je klíčový protein pro 

přežívání embryonálních i maligních melanocytů. Inhibice transkripčně aktivační funkce 

MITF může znamenat kritický zásah nutný pro porušení viability melanomových buněk. 

Předkládaná práce pomáhá objasnit některé regulační mechanismy účastnící se exprese 

cílových genů pro tento transkripční faktor. Součástí práce (v přílohách) je 5 článků 

publikovaných v časopisech s  impakt faktorem a jedna práce připravená k odeslání do tisku. 

6. Souhrn         

      V buňkách F9 (embryonální karcinom) lze indukovat pomocí kyseliny retinové a db-

cAMP diferenciaci na buňky podobné parietálnímu endodermu (PE). V naší práci jsme 

ukázali, že hladina inhibitoru cyklin-dependentních kinas, p21 proteinu, prudce stoupá na 

konci této diferenciace. Klony F9 buněk stabilně exprimující exogenní p21 měly při 

diferenciaci zvýšenou hladinu trombomodulinu, specifického markeru PE diferenciace. 

Transfektovaný p21 aktivoval trombomodulinový promoter-reportér a vazebné místo pro 
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cyklin E v molekule p21 bylo postradatelné pro tuto aktivitu. Promoterová aktivita byla 

inhibována kotransfekcí antisense p21 cDNA nebo p21-specifickými siRNA komplexy. p21 

protein tedy positivně reguluje transkripci trombomudulinu, a to mechanismem dereprese 

represorové domény transkripčního koaktivátoru p300. V části buněčné populace se p21 

protein během diferenciace akumuloval kromě jádra i v cytoplasmě. Tato lokalizace p21 je 

asociována s jeho antiapoptotickou funkcí. Souhrnně jsme tedy zjistili, že p21 protein má 

kromě účinků na regulaci buněčného cyklu i transkripčně aktivační a pravděpodobně 

antiapoptotickou úlohu při diferenciaci F9 buněk na PE. 

      Dále jsme studovali expresi a transkripční úlohu p21 proteinu v melanomových buňkách. 

p21 protein byl exprimován ve většině buněčných linií v relativně vysoké hladině a byl 

exprimován i v proliferujících normálních melanocytech. Klony melanomových buněk se 

sníženou hladinou p21 proteinu dokonce proliferovaly pomaleji než kontroly. Promotery 

několika genů byly aktivovány transfekcí p21 expresního plasmidu. Zejména byl aktivován 

promoter pro transkripční faktor MITF (microphthalmia-associated transcription factor). 

Tento transkripční faktor je klíčovým regulátorem transkripce mnoha genů v melanocytech a 

aktivuje i transkripci několika genů specifických pro diferenciaci melanocytů. Pro aktivaci 

MITF promoteru byla C-terminální oblast p21 postradatelná a byl naopak nutný krátky úsek 

na N-konci vázající cyklin E. Aktivace promoteru tedy probíhá mechanismem odlišným od 

dereprese represorové domény v p300 proteinu, což je podpořeno i zjištěním, že aktivace 

MITF promoteru nešlo reprimovat koexpresí HDAC6. Výsledky ukazují na vzájemnou 

positivní regulaci transkripce MITF a p21 (MITF je transkripčním aktivátorem p21 genu) a 

mohou vysvětlit přítomnost hladiny p21 proteinu specificky v melanomových buňkách a 

jejich toleranci k tomuto proteinu.

     Recentní data ukazují na úlohu MITF proteinu jako “survival” faktoru pro melanomové 

buňky. Testovali jsme tedy, zda MITF promoter je možné inhibovat adenovirovým 
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onkoproteinem E1A, známým transkripčním represorem. Mutanty neinaktivující proteiny Rb 

rodiny a protein TRRAP byly schopny plně inhibovat MITF promoter. Protože tyto mutanty 

netransformují buňky (vzhledem k neschopnosti vázat uvedené proteiny), naskýtá se možnost 

použít podobné mutanty (s kombinovanou mutací) při represi transkripce endogenního MITF, 

která by mohla vést ke sníženému přežívání melanomových buněk. E1A a jeho mutant jsme 

využili jako nástroje i při dalších pokusech, kdy jsme sledovali jeho účinek na cílový 

promoter pro MITF, a to transfektovaný i endogenní (v modelovém systému U2-OS buněk, 

ve kterých MITF aktivuje jinak neexprimovaný tyrosinasový gen a tím modeluje situaci 

v melanocytech). Represi endogenního, nikoli však transfektovaného, promoteru způsobovaly 

i mutanty E1A s deletovanou doménou CR1 nebo s deletovaným N-koncem. Rovněž učinek 

TSA, inhibitoru histon-deacetylas, na represi E1A mutantami byl odlišný u obou promoterů. 

Tyto výsledky ukazují na odlišný způsob koaktivace endogenního a transfektovaného 

cílového promoteru pro MITF.

      Ačkoli bylo identifikováno více genů jejichž exprese je řízena transkripčním faktorem 

MITF, mechanismus aktivace transkripce cílových promoterů je téměř neznámý. Ukázali 

jsme dále, že inhibovat transkripční aktivitu MITF je možné i bez inaktivace p300 a CBP 

proteinů, které byly dosud považovány za koaktivátory MITF-řízené transkripce. CR1 oblast 

proteinu E1A, která sama neváže p300 ani CBP, postačovala k represi cílového endogenního 

promoteru, a tato doména rovněž byla schopna po expresi v MITF-positivních melanomových 

buňkách inhibovat jejich přežívání. CR1 doména, po vsazení do kontextu MITF molekuly, 

rovněž propůjčila transkripční aktivitu MITF, ze kterého byly vyštěpeny původní 2 aktivační 

domény. Výsledky tedy ukazují na existenci zatím neznámého koaktivátoru, který je 

sensitivní k expresi CR1 E1A a je odlišný od dosud identifikovaných kofaktorů vázaných a 

inaktivovaných E1A proteinem. 
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      Připravili  jsme dominantně-negativní mutantu MITF, která je schopna silně inhibovat 

funkci endogenního MITF i chimerického hyperaktivního proteinu Vp-MITF.  Tato mutanta 

má deletované obě transkripčně-aktivační domény a inhibovala i endogenní MITF-

dependentní promoter. Odstranění N-koncové hlavní transaktivační domény nepostačuje a pro 

silnou dominantně-negativní funkci inhibovat wt MITF je nutné odstranit obě transaktivační 

domény. Tohoto způsobu inhibice funkce MITF by bylo možné rovněž potenciálně využít v 

protinádorové terapii. Souhrnně jsou tyto výsledky opět důležité z pohledu transkripční 

regulace cílových genů pro MITF, jenž je považován za potenciální cíl genové terapie 

vzhledem k jeho 100% přítomnosti v melanomových buňkách,  jeho zvýšené hladině v těchto 

buňkách oproti netransformovaným melanocytům, a jeho klíčové úloze pro přežívání 

transformovaných melanocytů.

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/Cip1 (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/Cip1 

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 E1A 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 E1A 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-Vp16 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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