Abstrakt

Regulace transckripce desitek tisic genti v organizmu obratlovcl je mimotadné
komplexnim fenoménem, jehoz se ucastni tisice riznych regula¢nich proteind. Nejveétsi
funk¢éni kategorii téchto regulatort jsou sekvenéné specifické DNA vazebné proteiny znamé
jako transkripcni faktory. Proteiny z EGR a Myb rodin transkripcnich faktorii jsou relativné
dlouho zkoumanymi regulatory riznych fyziologickych procest, véetné bunééné proliferace a
diferenciace. Zatimco strukturalni a fyzikaIni aspekty jejich funkce byly dobie
charakterizovény, jejich bunééné specificka role v komplexnich genové regula¢nich sitich
neni dostate¢né prostudovana a piedstavuje hlavni vyzvu v pfislusnych oblastech vyzkumu.

Piedbézna analyza dat genové exprese z metastazujicich bunék PR9692 a
nemetastazujicich bunék PR9692-E9 (kuiecich sarkomové linie) odhalila, Zze transkripéni
faktor EGRL je syntetizovan v relativné vétsim mnozstvi v metastazujicich buiikach a mize se
tak podilet na regula¢nich procesech, které jsou zakladem rozdili mezi obéma bunécnymi
liniemi. DalSim zkoumanim jsme zjistili, Ze cilené zvySeni hladiny EGR1 v PR9692-E9
bunkach obnovuje jejich metastaticky potencial na uroven PR9692 bunék. Mikro¢ipova
analyza takovych bunék odhalila aktivaci gent, které jsou rozhodujici pro kontraktilitu
aktinového cytoskeletu (MYL9), integrinovou signalizaci (RIAM), tvorbu filopodii (MYO10),
produkci specifickych slozek mezibunééné hmoty (HAS2, COL6A1-3) a dalsi zékladni
prometastatické schopnosti. Zvysena exprese EGR1 v PR9692-E9 bunkach také vedla ke
snizeni exprese mnoha gent, z nichz nékteré byly identifikovany v jinych studiich jako
metastatické supresory (SFRP4, IRX1 a CADM1).

Fibroticka onemocnéni se vyznaCuji Castym vyskytem a vysokou dmrtnosti.
Pochopeni molekularnich mechanismi fidicich vznik, progresi a mozné potlaceni fibrozy je
predpokladem k vyvoji usp&sné terapie. Ustiedni roli v patogenezi fibrézy hraji buiiky zvané
myofibroblasty. Myofibroblast je specificky typ mesenchymalni buiiky charakterizovany
syntézou mezibunééné hmoty, schopnosti kontrakce a sekre¢ni aktivitou. Zatimco tyto bunky
plni dulezitou funkci béhem fyziologického hojeni rany, mohou také zpusobit devastujici
fibrozu za patologickych podminek. Zjistili jsme, Ze kufeci embryonalni kozni myofibroblasty
(chicken embryo dermal myofibroblast - CEDM) ptedstavuji uzite¢ny ex vivo model vhodny
pro analyzu myofibroblastického fenotypu a jeho regulace. Také jsme odhalili, Ze zvy3eni

proteinove hladiny EGR4 v téchto bunkach indukuje ztratu typickych myofibroblastickych



charakteristik. Dale jsme analyzovali tento efekt s ohledem na zmény v aktivité signalnich
drah a genové expresi po zvyseni hladiny EGR4. JelikoZ je za hlavni signaliza¢ni systém
fidici diferenciaci myofibroblasti povazovana TGF-B signalni draha, nejprve jsme
identifikovali TGF-f regulované geny v CEDM bunkach pomoci specifického chemického
inhibitoru kinasove aktivity TGF-B receptoru 1 a oligonukleotidovych mikro¢ipt. Nalezli
jsme jak geny objevené diive v savCich systémech (napt. SPON2, ASPN, COMP, LUM,
HAS2, IL6, CXCL12, VEGFA, NGF), tak i fadu novych TGF-B zavislych genti, mezi nimi
PGF, VEGFC, PTN, FAM180A, FIBIN, ZIC1, ADCY2, RET, HHIP, DNER a TMEMA45A.
NaSe vysledky s dlouhodobou inhibici TGF-B signalizace v buiikich CEDM naznacuji, Ze
TGF-B se primarné podili na regulaci sekrece, véetné produkce mezibunééné hmoty, zatimco
kontraktilni aktivita zavisi na dalSich regula¢nich signalech. Daéle jsme se zaméfili na
mechanismy, které jsou pouZity proteinem EGR4 pii vynuceni dediferenciace v CEDM
bunkach. Zjistili jsme, Ze trvale zvySena hladina EGR4 zpusobuje silnou inhibici TGF-$
signalizace a také vede k potlaceni exprese gent kodujicich klicové sloZzky kontraktilniho
aparatu myofibroblastd. Mikro¢ipova analyza odhalila fadu genti ovlivnénych proteinem
EGR4 a mezi nimi n¢kolik kandidatt, ktefi mohou zprostiedkovavat nékteré z pozorovanych
ucinkt. Dalsi experimenty vedly k hypotéze, ze geny FOXG1, BAMBI, NAB1, NAB2 a
DUSP5 spoleéné tvoii EGR4 regulovanou sit’ potlacujici autokrinni TGF-f3 signalizaci.
Vyzkum ulohy proteini Myb Vv procesech volby diferencia¢ni linie v krvetvorbé a
melanocytogenesi byl provadén soubézné s vyzkumem proteini EGR. Vyvoj krvinek z
pluripotentnich kmenovych bunék probihda postupné ptes multipotentni progenitory az po
kterého kmenové burniky a nezralé progenitory zvoli dalSi smér diferenciace, je regulovan
prostiednictvim koordinované cCinnosti extraceluldrnich signall a transkripcénich faktora.
Molekularni mechanismy fidici tuto volbu jsou z vétsi ¢asti nezndmé. V nasSich pokusech jsme
identifikovali schopnost transkripéniho faktoru v-Myb™™ regulovat diferenciaéni rozhodnuti
spole¢ného myeloidniho progenitoru a vice diferencovanych progenitord myeloidni fady a
odhalili jsme roli motivu leucinového zipu (LZ) v téchto efektech. Prokazali jsme, Ze v-
Myb"™V' s neporusenym LZ ¥di vyvoj progenitorii do makrofagové linie. Mutace v tomto
regionu zruSila vyhradni makrofagovou diferenciaci nezralych krevnich progenitort a

zpisobila, Ze mutovany v-Myb"™V

podporoval také diferenciaci bunék erytroidnich,
trombocytt a granulocytd, podobné jako protein c-Myb. Navrhli jsme proto hypotézu, Zze LZ

muze fungovat jako molekularni piepina¢, ktery ovliviiuje expresi jinych klicovych



transkripénich faktord a fidi diferenciaci krvetvornych kmenovych bun¢k bud’ do myeloidni
nebo erythroidni linie.
Krom& krvetvorby jsme také prokézali schopnost proteini c-Myb a v-Myb™™V

.....

melanocytogenesi. ZvysSena koncentrace proteinu c-Myb podporuje vyvoj dendritickych

melanocytdl a terminalni diferenciaci. Onkoprotein v-Myb""V

prevadi v podstaté vSechny
bunky NL do melanocytarni fady a zptsobuje jejich transformaci. Oba proteiny Myb aktivuji
v bunikach NL expresi genu c-kit, ktery koduje receptor rastového faktoru SCF, a nasledné c-
Kit signalizaci - jednu ze zékladnich signalnich drah ve vyvoji melanocytt. Jelikoz byl v
predchozi studii c-kit identifikovan jako cil proteini Myb v hematopoetickych burikach, nase
pozorovani naznacuji, ze c-Myb - c-Kit drdha ptedstavuje spoleény regulacni systém pro
hematopoetické progenitory a progenitory bunéénych typt vznikajicich z neuralni listy. Nase
prace ukazuje novy experimentalni model pro studium melanocytogenese a melanocytarni

transformace.
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