V buiikach F9 (embryonalni karcinom) 1ze indukovat pomoci kyseliny retinové a dbcAMP
diferenciaci na buniky podobné parietdlnimu endodermu (PE). V nasi praci jsme

ukdzali, Ze hladina inhibitoru cyklin-dependentnich kinas, p21 proteinu, prudce stoupa na
konci této diferenciace. Klony F9 bunék stabilné exprimujici exogenni p21 mély pii
diferenciaci zvySenou hladinu trombomodulinu, specifického markeru PE diferenciace.
Transfektovany p21 aktivoval trombomodulinovy promoter-reportér a vazebné misto pro
cyklin E v molekule p21 bylo postradatelné pro tuto aktivitu. Promoterova aktivita byla
inhibovéna kotransfekci antisense p21 cDNA nebo p21-specifickymi siRNA komplexy. p21
protein tedy positivné reguluje transkripci trombomudulinu, a to mechanismem dereprese
represorové domény transkripéniho koaktivatoru p300. V ¢asti bunééné populace se p21
protein béhem diferenciace akumuloval kromé jadra i v cytoplasmé. Tato lokalizace p21 je
asociovana s jeho antiapoptotickou funkci. Souhrnné jsme tedy zjistili, Ze p21 protein ma
kromé ucinkt na regulaci bunééného cyklu i transkripcné aktivaéni a pravdépodobné
antiapoptotickou tlohu pii diferenciaci F9 bunék na PE.

Dale jsme studovali expresi a transkripéni tlohu p21 proteinu v melanomovych burikéch.
p21 protein byl exprimovan ve vétSin€ bunéénych linii v relativné vysoké hlading a byl
exprimovan 1 v proliferujicich normélnich melanocytech. Klony melanomovych bunék se
snizenou hladinou p21 proteinu dokonce proliferovaly pomaleji nez kontroly. Promotery
nékolika gentli byly aktivovany transfekci p21 expresniho plasmidu. Zejména byl aktivovan
promoter pro transkripcni faktor MITF (microphthalmia-associated transcription factor).
Tento transkripéni faktor je klicovym regulatorem transkripce mnoha genli v melanocytech a
aktivuje 1 transkripci nékolika genti specifickych pro diferenciaci melanocyti. Pro aktivaci
MITF promoteru byla C-terminalni oblast p21 postradatelné a byl naopak nutny kratky usek
na N-konci vazajici cyklin E. Aktivace promoteru tedy probihd mechanismem odliSnym od
dereprese represorové domény v p300 proteinu, coz je podpofeno i zjisténim, ze aktivace
MITF promoteru neslo reprimovat koexpresi HDAC6. Vysledky ukazuji na vzadjemnou
positivni regulaci transkripce MITF a p21 (MITF je transkripénim aktivatorem p21 genu) a
mohou vysvétlit pfitomnost hladiny p21 proteinu specificky v melanomovych buiikach a
jejich toleranci k tomuto proteinu.

Recentni data ukazuji na ulohu MITF proteinu jako “survival” faktoru pro melanomové
buniky. Testovali jsme tedy, zda MITF promoter je moZné inhibovat adenovirovym
onkoproteinem E1A, zndmym transkripnim represorem. Mutanty neinaktivujici proteiny Rb
rodiny a protein TRRAP byly schopny pln¢ inhibovat MITF promoter. ProtoZe tyto mutanty
netransformuji buiiky (vzhledem k neschopnosti vdzat uvedené proteiny), naskytd se moznost
pouzit podobné mutanty (s kombinovanou mutaci) pfi represi transkripce endogenniho MITF,
kterd by mohla vést ke snizenému piezivani melanomovych bunék. E1A a jeho mutant jsme
vyuzili jako néstroje i pii dalSich pokusech, kdy jsme sledovali jeho U€inek na cilovy
promoter pro MITF, a to transfektovany i endogenni (v modelovém systému U2-OS bung¢k,
ve kterych MITF aktivuje jinak neexprimovany tyrosinasovy gen a tim modeluje situaci

v melanocytech). Represi endogenniho, nikoli v§ak transfektovaného, promoteru zptsobovaly
i mutanty E1A s deletovanou doménou CR1 nebo s deletovanym N-koncem. RovnéZ uc¢inek
TSA, inhibitoru histon-deacetylas, na represi E1 A mutantami byl odliSny u obou promotert.
Tyto vysledky ukazuji na odlisny zplisob koaktivace endogenniho a transfektovaného
cilového promoteru pro MITF.

Ackoli bylo identifikovano vice gentl jejichZ exprese je fizena transkripénim faktorem
MITF, mechanismus aktivace transkripce cilovych promoteri je témét neznamy. Ukazali
jsme dale, Ze inhibovat transkrip¢ni aktivitu MITF je moZné i bez inaktivace p300 a CBP
proteinti, které byly dosud povazovany za koaktivatory MITF-fizené transkripce. CR1 oblast
proteinu E1A, ktera sama nevaze p300 ani CBP, postacovala k represi cilového endogenniho
promoteru, a tato doména rovnéz byla schopna po expresi v MITF-positivnich melanomovych



bunikach inhibovat jejich ptezivani. CR1 doména, po vsazeni do kontextu MITF molekuly,
rovnéZz propujcila transkripni aktivitu MITF, ze kterého byly vystépeny piivodni 2 aktivacni
domény. Vysledky tedy ukazuji na existenci zatim nezndmého koaktivatoru, ktery je
sensitivni k expresi CR1 E1A a je odliSny od dosud identifikovanych kofaktorti vazanych a
inaktivovanych E1A proteinem.

Ptipravili jsme dominantné-negativni mutantu MITF, ktera je schopna siln¢ inhibovat

funkci endogenniho MITF i chimerického hyperaktivniho proteinu Vp-MITF. Tato mutanta
ma deletované ob¢ transkripéné-aktivacni domény a inhibovala i endogenni MITFdependentni
promoter. Odstranéni N-koncové hlavni transaktivaéni domény nepostacuje a pro

silnou dominantné-negativni funkci inhibovat wt MITF je nutné odstranit ob¢ transaktiva¢ni
domény. Tohoto zptsobu inhibice funkce MITF by bylo mozné rovnéz potencialné vyuzit v
protinddorové terapii. Souhrnné jsou tyto vysledky opét dulezité z pohledu transkripcni
regulace cilovych gent pro MITF, jenZ je povazovan za potencialni cil genové terapie
vzhledem k jeho 100% pfitomnosti v melanomovych buiikéch, jeho zvysené hladin€ v téchto
bunikach oproti netransformovanym melanocytiim, a jeho klicové tiloze pro piezivani
transformovanych melanocyti.





