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Souhrn

Embryonalni kmenové buiiky jsou pfirozené¢ imortalizované pluripotentni bunky
odvozené zraného embrya - blastocysty. Jsou charakteristické svou sebeobnovou,
diferenciacni schopnosti, odlisSnou regulaci bunééného cyklu a odpovédi na poskozeni
DNA.

V této bakalarské praci je popsano fizeni bunééného cyklu embryondlnich
kmenovych bunék ve srovnani s regulaci bunééného cyklu somatickych bunck. Dale je zde
popsan metabolismus Zeleza a signdlni drahy bunécného cyklu, které jsou deprivaci iontil
zeleza ovlivnény.

Experimentalni ¢ast této prace se zaméfuje na zmény bunééného cyklu a aktivaci
signdlnich drah mysich embryondlnich kmenovych bunc¢k v pfitomnosti netoxickych

koncentraci chelata¢niho ¢inidla desferioxaminu ve srovnani se somatickymi buitkami.

Vysledky experimentli poukazaly na to, Ze u embryonalnich kmenovych bunck
nedochazi k zastaveni bunééného cyklu v ptitomnosti deferioxaminu, tak jak bylo popsano
u fibroblasta.



Summary

Embryonic stem (ES) cells are naturally immortalized pluripotent cells derived
from early stage of mammalian blastocyst. ES cells are characterized by unique
self-renewal and differentiation abilities, as well as by special features of cell cycle

regulation and DNA damage response.

My bachelor thesis are focused on description of cell cycle of embryonic stem cells
and its comparison with cell cycle of somatic cell. Further my thesis pay attention to the
iron metabolism and cell cycle signaling pathways that are affected by deprivation of iron
ions.

The experimental part of my work focuses on changes of cell cycle proliferation
and activation of checkpoint signaling pathways in the presence of non-toxic
concentrations of chelating agent desferioxamine mesylate in mouse embryonic stem cells,

and their comparison with somatic cells.

Here we show that mouse embryonic stem cells do not stop cell cycle progression

under deferoxamin mesylate, as was seen in somatic cells.
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1.Uvod

Pluripotentni buiiky vnitini masy embryonalniho stadia blastocysty jsou vzajemné
rovnocenné a diferencuji do tfi zarodecnych vrstev: ektodermu, mezodermu a endodermu.
Jsou-li tyto buiikky vpraveny do mimodéloznich mist imunodeficientnich mysi, zptisobuji
vznik benignich nebo malignich tumorti. Rakovinné bunky vykazuji vlastnosti podobné
embryonalnim kmenovym bunkam. Tyto vlastnosti zahrnuji neomezenou proliferacni
kapacitu, klonalni proliferace, nevykazuji kontaktni inhibici a nejsou zavislé na kontaktu s
ostatnimi buiikami (Anna M. a kol., 2005) Charakteristikou bunééného cyklu kmenovych
bunck je zkracend G1 a G2 faze. Dochazi tak k rychlé proliferaci bun¢k. Pricinou je
odlisnd exprese molekul fidicich bunétny cyklus. Klicovou jednotkou jsou cyklin-
dependentni kinazy. Tyto enzymy jsou aktivované navazanim regula¢ni podjednotky
cyklinu. V ptipadé diferenciovanych bunck jsou hladiny cyklinli v pritbéhu bunééného
cyklu exprimovany v prekryvajicich se vinadch. U kmenovych bunck probihd exprese

konstantn¢ a hladina se nesnizuje.

Ionty zeleza jsou esencidlnim prvkem Zivych soustav. Jejich hladina ovliviiuje
prib&h bunééného cyklu. Prikladem je enzym ribonukleotid reduktaza, kterd jako kofaktor
obsahuje pravé Fe2+. Rakovinné bunky diky rychlé proliferaci produkuji vétsi mnozstvi
ribonukleotid reduktazy a vyzaduji tak mnohem vyssi hladiny Zeleza nez zdravé bunky. To
je déla citlivéjsimi vaci chelataénim ¢inidlim, které pak zastavuji rist naddoru. Proto se
chelatacni ¢inidla jevi jako potencidlni terapeutika pro 1écbu rakoviny (Yu Yu a kol.,
2007).



2. Soucasny stav reSené problematiky

2.1. Charakteristika embryonalnich kmenovych bunék

Embryonalni kmenové buniky (EK) jsou charakteristické svoji schopnosti
diferencovat do vSech typu bunék dospélého organismu. Pouze prvnich 8 bun¢k zygoty
vzniklych délenim oplozeného vajicka je schopnych tvofit veskeré tkan¢ zivého organizmu
véetné extraembryonalnich tkani. Tyto buiiky se nazyvaji totipotentni. Totipotentni buiky
vznikaji symetrickym délenim bunék matefskych. Po vytvofeni zdrodecné vrstvy probiha
déleni asymetricky (Sherly J.L., 2002).. Vysledkem asymetrického déleni jsou dvé dcefiné
bunky, z nichz jedna zGstava svymi vlastnostmi identickd mateiské, zatimco druha ziskava
odlisné vlastnosti a zacind podstupovat proces determinace Asymetrické déleni vede

k diferenciaci a determinaci bunék (progenitorové buiiky) (Munro E. a kol., 2004).

2.1.1. Charakteristika pluripotentnich bunék

Pluripotentni builky maji neomezeny pocet bunéénych cykld. S nastupem
diferenciace se tato vlastnost ztraci a u somatickych bun¢k je pocet bunéénych cyklt dan
délkou telomer. U pluripotentnich bunék jsou telomery prodluzovany vysokou aktivitou
telomerdz (Marion R.M. a kol. 2010)

2.1.2. Kultivace mySich embryonalnich kmenovych bunék

Izolované mysi embryonalni kmenové (MEK) bunky kultivované in vitro ztraci
svoji schopnost pluripotence a zacinaji spontanné diferencovat do struktur podobnych
embryonalnimu télisku. Za urcitych podminek lze této diferenciaci zabranit a udrzet je
Vv jejich nediferencovaném stavu. Tyto podminky se 1i$i pro rizné druhy organismd, ze

kterych byly tyto linie kmenovych bunék odvozeny.

U mEK bunék je nezbytny leukemicky inhibi¢ni faktor (LIF). Izolované mysi

embryondlni kmenové builkky je mozné kultivovat bud’ v pfitomnosti inaktivovanych
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mySich embryondlnich fibroblasti (feeder cells) sekretujicich latky vcetné LIF udrzujici
kmenové bunky nebo za ptidani LIF do kultivaéniho média (Vaghefi S. H. E. a kol., 2009).
Mysi embryonalni fibroblasty se ziskavaji ze 16-ti dna starého embrya. Aby nedochazelo
k mnozeni fibroblastd pii kultivaci s kmenovymi bunikami, musi byt inaktivovany
pusobenim mitomycinu C (Suemori H. a kol., 1987). Druhou moznosti je kultivace bunék
za pritomnosti LIF pfidaného do media v kultivacnich miskach potazenych kolagenem.
LIF patii mezi cytokininy a fadi se do skupiny interleukini-6 (IL-6). Receptor pro tento
cytokinin se sklada z jedné podjednotky gp130 spolecné pro vSechny IL-6 a druhé LIFRf
(gp190), jenz je specificka pouze pro LIF. Navazanim LIF na receptor dojde k fosforylaci
transkripéniho faktoru STAT3 a jeho translokaci do jadra. Spusténim této signalni drahy je
udrzovdna pluripotence mySich embryondlnich kmenovych bunék a inhibovana

diferenciace (L. Dahéron a kol., 2004).

2.1.3. Kultivace lidskych embryonalnich kmenovych bunék

Lidské EK bunky se od mysich 1iSi v mnoha biologickych aspektech. Jednim z nich
je zpusob udrzeni téchto bunék v jejich nediferenciovaném stavu. LIF dulezity k udrzeni
pluripotence u mysi nema vliv na udrzeni pluripotence u lidskych kmenovych bunék. Proto
také lidské kmenové bunky vyzaduji odliSné podminky pro kultivaci, aby byla udrzena
jejich charakteristickd vlastnost (Humphrey R. K. a kol., 2004). Lidské kmenové bunky
vyZaduji pro udrZeni pluripotence ptitomnost mySich embryonalnich fibroblastii, presnéji

feceno latek, které fibroblasty sekretuji (Lagarkova M. A. a kol., 2010).

2.1.3.1. Etika Kkultivace lidskych embryonalnich kmenovych

bunék

Co se tyce pouziti lidskych kmenovych bunék ve vyzkumu, toto téma je moralné i
politicky sporné. Pfiprava lidskych embryondlnich kmenovych linii zahrnuje zniceni
embrya. Pro lidi véfici, ze lidsky zivot by nemél byt zahuben, je toto eticky nepiijatelné.
Druhou strankou je vSak fakt, ze vyzkum kmenovych bun¢k mulze pomoci v 1€cbé
prozatim nevylécitelnych nemoci. Kazda zemé vyzkum kmenovych bun€k reguluje jinak.
LiSi se vnimani moralniho statutu embrya. Existuje ndzor, Ze embryo ma plny moralni
status a pohlizi se tudiZz na n¢j jako na potencionalniho ¢lovéka, ackoli vlastnosti clovéka
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zatim nema. Protiargument se pak opira o tezi, ze embryo nema zadné psychické, emocni
ani fyzické schopnosti. Bere se pouze jako organicka hmota, ¢ast Clovéka, dokud se
nevyvine tak, aby byla schopna samostatn¢ piezivat. Jiné ndhledy na tuto problematiku
berou v avahu vyvojové stadium embrya. Dulezitym aspektem ovliviiujicim pohled na véc
je i odlignost nabozenskych kultur. V Ceské republice je vyzkum na lidskych

embryonalnich kmenovych bunikach povolen (www.eurostemcell.org).

2.2. Bunécny cyklus

2.2.1. Bunécny cyklus somatickych bunék

Hlavnim cilem bunééného cyklu je duplikace genetické informace bunky, tedy
replikace DNA a nasledné rozdélni DNA do dvou vzniklych dcefinych bunék. To, zda se
buiika rozdéli, uréuje integrita genomu a okolni tkafiové prostiedi. Rizeni bunééného cyklu
je zprostiedkovavano kontrolnimi body v riznych castech bunééného cyklu, které pii
poruseni integrity genomu bunécny cyklus zastavuji. Selhani kontrolnich bodi mutze vést
k nekontrolovatelné proliferaci, naruseni homeostaze tkanové obnovy a tim vzniku
rakoviny (Bartek J. a kol., 2001a). Molekuly fidici bunéény cyklus tvoti kaskadu proteini.
Ty zahrnuji senzorické proteiny schopné detekovat genetické abnormality a skrze signalni
drahy pfes mediatory a transduktory ovliviiovat aktivu efektorovych proteind, mezi néz
patii naptiklad cyklin dependentni kinazy (Cdk), reparacni proteiny nebo transkripéni
faktory. Pti poskozeni DNA dochazi ke zpozdéni bunétného cyklu a k indukci reparac¢nich
procest. Pokud je poSkozeni DNA rozsahlé a nelze ho opravit, zastavuje se bunéény cyklus

trvale nebo dojde k fizené bunééné smrti (Bartek J. a kol., 2001b)

2.2.1.1. G1/S faze — Restrik¢éni, omezujici bod

Restrikéni bod je signalni draha, ktera se nachazi na konci G1 faze a d€li bunécny cyklus
na dvé ¢asti. Prvni ¢ast je zavisla na pfitomnosti mitogent a ristovych faktort, druha pak

nezavisla.
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Dilezitou soucasti restrikéniho bodu je retinoblastomovy protein (pRb). pRb vaze
transkripcni faktory skupiny E2F, které reguluji transkripci genli regulujicich pfechod z G1
do S faze, napi. cyklin A a E. K jeho uvolnéni dochazi pouze pii fosforylaci pRb v pozdni
G1 prosttednictvim komplextt Cdk4(6)/cyklinu D a Cdk2/cyklin E. Pokud neni dosaZeno
potfebné hladiny proteini regulovanych E2F transkripénim faktorem, nemuze bunécny
cyklus pokracovat do S faze (Bartek J. a kol., 2001a). Komplex Cdk4(6)/cyklin D muize
byt inhibovan vazbou inhibitoru p16. Stejn¢ jako dalsi inhibitory i pl16 umoziuje bunce
vystoupit z bunééného cyklu do klidové faze a udrzovat ji tam (Mcconnell B.B. a kol.,
1999). Dalsimi proteiny, které se podileji na fizeni bunééného cyklu, jsou p130 a pl107.
Stejné¢ jako pRb vazou i tyto proteiny transkripéni faktory skupiny E2F. Dal$im
regulatnim komplexem v této kaskadé je komplex Cdk2/cyklinu E, jehoz aktivita je
kontrolovana prostfednictvim Cdc25A. Regulace exprese cyklinu E je pod vlivem
transkripéniho faktoru E2F nebo c-myc, ktery je aktivovan pfitomnosti mitogent a také
transkripcné aktivuje E2F. E2F zaroven také indukuje transkripci cyklinu E. Jak uz bylo
vySe popsano, Cdk2/cyklin E udrzuje fosforylovany pRB a tim zpétnovazebné pozitivné
reguluje vlastni expresi. Jeho substratem je také Cdk inhibitor p27, jehoz fosforylaci a
naslednou degradaci je zvySovana aktivita Cdk2. Za situace, kdy je nefunkéni pRB, ma
buiika schopnost obejit tento kontrolni bod a pokracovat v cyklu diky c-myc a opacné,
ovSem buiika neni schopna dosahnout mitozy. K zastaveni cyklu tedy dochézi, pokud neni
funkéni E2F a ani c-myc. Komplex Cdk2/cyklin E je klicovy v pfechodu z G1 do S faze
(Obr. 1). Geny, jejichz expresi fidi, jsou popsany nize v kapitole o S fazi (Bartek J.a kol.,
2001a)

Obrazek €. 1: Schematické zndzornéni signalni dréahy G1/S ptechodu.




2.2.1.2. S faze

Chyby v DNA, které pii replikaci vzniknou a nejsou odstranény, vedou ke
genetickym onemocnénim, vyvojovym abnormalitdm nebo rakoving.
Rizeni iniciace replikace je evoluéné konzervovany proces. Kazdy pocatek obsahuje
ptitomny v pribéhu celého cyklu. V prubé¢hu G1 dochazi k asociaci ORC s dalsimi faktory
a vysledkem je prereplika¢ni komlex. Mezi tyto faktory patfi CDC6, CDTI1 a proteiny
skupiny MCM (minichromosome maitenance). Komplex je fosforylovan prostfednictvim
DBF4-CDC7 a Cdk2/cyklinu E. Tyto proteiny aktivuji pocatek a dale asociuji s faktorem
CDC45, ¢imz dojde k odvinuti DNA, navazani proteinu vazajicitho DNA (PRA) a
nasednuti DNA polymerazy. Aby nedoslo k opétovné aktivaci replikacniho pocatku,
dochazi k fosforylaci CDC6 prostfednictvim Cdk2/cyklinu A. Fosforylovany CDC6 je
exportovan z jadra do cytoplazmy a degradovan (Woo R. A. a kol., 2003).

2.2.1.3. G2/M

V této ¢asti bunééného cyklu je dilezitou kindzou Cdk2, ktera je u sav¢ich bunck
aktivovana vazbou cyklinu B1. Béhem G2 faze je tento komplex importovan a opét
exportovan zjadra. Pied vstupem do mitézy je zastaven export z jadra. Dochazi tak
k aktivaci komplexu a jeho kumulaci zatim v inaktivni form¢&. Komplex Cdk1/ cyklinu B1
je v jadie aktivovan fosforylaci ptes polo-like kinazu 1 (PLK1). Aktivita Cdkl je dale
regulovana inhibiéni fosforylaci zprostredkovanou WEE1 a MYT1. Aktivace komplexu
tésn¢ pred vstupem do mitdzy je umoznéna defosforylaci Cdc25B fosfatdzou. Hladina

cyklinu B1 je snizena pii piechodu z metafaze do anafaze (Stark G. R. a kol., 2006).

2.2.1.4. M faze

Mitoéza je komplikovany bunécny proces, pii kterém dochazi ke strukturalni
reorganizaci bunécnych kompartmentti. Vysledkem mitozy je piesné rozdeleni genetického
materidlu do dvou dcefinych bunék. Béhem profdze dochézi nejdiive ke kondenzaci

chromozomt a vznika dé€lici vieténko. Béhem G2/M piechodu dochazi k akumulaci
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cyklinti. Komplex Cdk2/cyklinu B se podili spolu s dal$imi fidicimi proteiny na vzniku
bipolarniho téliska a na postaveni chromozomii do metafazni desky. Ubiqitinace cyklinu
prostiednictvim anafazi podporujiciho komplexu (APC — anaphase promoting complex)
dochazi kjeho degradaci a je tak zajiSténo dalSi pokraCovani mitdézy a rozdélni

chromozomul béhem anafaze (Tipton A. R. a kol., 2012).

2.2.2. Bunécny cyklus za stresovych podminek

Mutace v genomu mohou byt zdrojem variability a hraji dalezitou roli v evoluci.
Nicméné vétSina zmén v DNA ma na organizmus negativni vliv. U zZivych organizmi se
proto vyvinuly procesy zahrnujici kaskadovité aktivované molekuly, které jsou schopné
detekovat zménu v DNA, indukovat repara¢ni mechanizmy, docasné pozastavit bunéény
cyklus a po reparaci ho znovu zahgjit. Odpovéd’ na poSkozeni nemusi byt vZdy stejna. Je
ovlivnéna mnoha faktory, jako je typ poskozeni DNA, typ déleni (mitdza, meidza) nebo
stadium diferenciace. Repara¢ni mechanizmy zajistuji, aby nedochézelo k pienosu

Skodlivych mutaci (Bartek J. a kol., 2001b).

2.2.2.1. Typy poskozeni DNA

Zachovani genomové integrity je dilezité pro udrzeni nezménéné genetické informace.
vznikda  pusobenim  ionizujiciho  zafeni, mechanické poskozeni chromozomu,
chemoterapeutiky nebo pisobenim reaktivniho kysliku. Pokud je takto poSkozen esencialni
gen, vede to kbunééné smrti. Dvouvlaknové zlomy jsou opravovany homologni
rekombinace nebo nehomolognim spojenim konct (Khanna K.K. a kol. 2001).

DalSim typem poskozeni DNA jsou jednovldknové zlomy. Toto poskozeni je nejcastéji
vznika pusobenim oxidativniho stresu (reaktivnim kyslikem nebo volnymi radikaly) nebo
UV zafenim. Opravnym mechanismem poskozeni je homologni rekombinace (Caldecott K.
W., 2008).

Dal§im typem poskozeni DNA jsou kovalentni mezivlaknové spoje. Tato propojeni
zabranuji rozvinuti DNA, které je nutné k replikaci. Kovalentni mezivlaknové spoje jsou
zpusobeny chemickymi latkami (v minulosti pouZivanymi i jako chemické zbrang).
PoSkozeni typu crosslink je opravovano mechanismem homologni rekombinace,

nukleotidové excisni opravy nebo translesni sytézou (Deans A. J. a kol. 2011).
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Poslednim typem poskozeni DNA je deaminace purinovych a pyrimidinovych bazi.
Dochézi k odstranéni aminoskupiny a vysledné produkty se paruji s jinymi bazemi a

dochazi k transverzi (Nguyen T. a kol., 1991).

2.2.2.2. Odpovéd’ na poskozeni DNA v G1/S prechodu

Cilem je ptedevsim inhibice fosforylace pRB a aktivity komplexu Cdk2/cyklin E.
Pti poskozeni DNA odpovida bunika indukci dvou odlisnych drah. Prvni odpovéd je
nezavisla na tumor supresorovém proteinu p53. Je okamzitd, ale pouze prechodna. Druha
zahrnuje protein p53. Tato odpovéd’ nastupuje pozdéji, ale je trvalejsi (Bartek J. a kol.,
2001Db).

ATM a ATR jsou protein kinazy, které¢ jsou schopné detekovat misto poskozeni
DNA nepfimo pfes interakci s proteiny lokalizovanymi v misté poSkozeni. Aktivace obou
protein kinaz se 1i§i v zavislosti na druhu mutagenu a typu poskozeni DNA. Jejich cilem je
fosforylace Chk1 a Chk2 (checkpoint kinases), ale také p53 (Yang J. a kol., 2003). Chk2 je
exprimovan po cely pribéh bunéfného cyklu a aktivaci skrze ATM dochazi k jeho
dimerizaci. Chkl je exprimovan na konci Gl faze, vSa G2 fazi, aktivovan je
prostfednictvim ATR a nedochazi k jeho dimerizaci. Chkl a Chk2 maji fadu substrati,
které fosforyluji. Nekteré jsou specifické pouze pro jeden z nich, ale spoustu jich maji
spolecnych. Fosforylace substrati pak vede k mnoha vyslednym odpovédim, jako je
zastaveni bunécného cyklu, apoptdza, reparace DNA nebo remodelace chromatinu. Mezi
tyto substraty patii pravé proteiny drah odpovidajicich na poSkozeni DNA a to jak
odpovéd’ zahrnujici p53, tak odpovéd’ na p53 nezavislou, kde je hlavnim aktérem Cdc25A
(Bartek J. a kol., 2003).

Tato odpovéd’ nastupuje do 30 minut po poSkozeni. Protein Cdc25A hraje roli
Vv regulaci aktivace komplext Cdk2/Cyklin A a Cdk2/Cyklin E, tim, Ze odstranuje inhibi¢ni
fosforylaci. Cdc25A je regulovan proteazomovou degradaci. Pfi poskozeni DNA dochazi
k aktivaci Chkl a Chk2 kinaz, které pak fosforyluji Cdc25A, a ta je nasledné
ubikvitinovana a degradovana (Agner J. a kol., 2005). p53 je transkrip¢ni faktor, ktery
reguluje expresi inhibitoru p21. Regulace genové exprese je ¢asoveé narocna, proto aktivace
ptes p53 trva nekolik hodin. p53 je aktivovan fosforylaci na n¢kolika mistech Chk1, Chk2,

ATR a ATM kindzami. Fosforylace p53 vede ke zméné konformace a tim k pferuSeni
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vazby s Mdm2. Odpovéd’ na p53 zavisla ptichazi az nékolik hodin po indukci, protoze
vyzaduje u¢innou hladinu inhibitoru p21.

Vysledkem obou odpovédi na poskozeni je tedy inhibice stejného komplexu, ktera
je ale ¢asove oddélend. Odpoveéd’ indukovand ihned po poskozeni DNA je pouze doCasné a
je pozdé&ji nahrazena trvalej$i inhibici komplexu, jez zavisi na hladin¢ p53 (Obr. 2) (Bartek
J. akol., 2001b).

Obrazek ¢. 2: Schematické znazornéni odpovédi na poskozeni DNA v G1/S.

' r=ﬂ S faze

1
DNA -:b.-:b.
EEN

S faze

2.2.2.3. Odpovéd’ na poskozeni DNA v S fazi

Stejné jako v G1 fazi, i v S-fazi ma buiika mechanizmy rozpoznéavajici poSkozenou
DNA. Zde také existuji dvé mozné cesty vedouci k zastaveni syntézy DNA. Prvni draha je
analogicka s drdhou v G1 fazi. Dochazi k aktivaci ATM, Chk2, degradaci Cdc25A a
inhibici Cdk2, ¢imzZ je zablokovano hromadéni Cdc45, ktery je esencidlni pro zahdjeni
replikace (Bartek J. a kol., 2003). Druha alternativni cesta vede ptes aktivaci ATM a

fosforylaci proteinu SMCI1. Ten je soucasti komplexu kohezinu udrzujiciho pohromadé¢ dvé
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sesterské chromatidy, ale i souc¢ast komplexu RC-1, jenz podporuje rekombinaci. SMC1 se

tedy podili na udrzovani genomové integrity a reparaci DNA (Kitagawa R. a kol., 2004).

2.2.2.4. Odpovéd’ na poskozeni v G2 fazi

Tento kontrolni bod zabraiiuje bunce vstoupit do mitézy v piipadé, ze v genomu
pretrvava poskozeni DNA nebo je DNA netplné zreplikovand. Jeho cilem je inhibovat
komplex Cdk1/Cyklinu B, ktery fidi progresi z G2 faze do M faze. Dochazi k degradaci
Cdc25C fosfatazy prostfednictvim ATM/ATR a Chk1/Chk2 (Bartek J. a kol. , 2003).
Druhou moznou cestou k blokaci Cdkl je inhibice Cdc25B prostiednictvim kindzy p38,
kterd je komponentem mitogenem aktivované kinazy. Tato cesta muze byt indukovéana

stresem vyvolanym UV zafenim (Bulavin D. V. a kol., 2001).

2.2.3. Bunéény cyklus kmenovych bunék

Na rozdil od diferencovanych somatickych bun¢k maji EK buiky odliSnou
strukturu bunééného cyklu. Konkrétné zkracenou G1 a G2 fazi, coz piispiva k mnohem
Vy$§i rychlosti proliferace. Kmenové buniky nejsou schopné vstoupit do klidového stavu.
VétsSina cyklinli je exprimovana v mnohem vysSich hladinach, coz opét prispiva ke
zrychleni cyklu. Za zkracenou G1 fazi stoji inaktivovana draha pRB-E2F. Cykliny D1 a D3
jsou exprimovany v nizkych hladinach, D2 neni exprimovéan vibec a aktivita Cdk4 je
velice nizkd. Pro diferenciaci bun€k je charakteristickd exprimace vSech tii cyklinu D a
zvySeni aktivity Cdk4. DalSimi exprimovanymi cykliny u embryondlnich kmenovych
buné¢k jsou E, A a B1. S vyjimkou cyklinu Bl jsou vSechny piitomné po cely bunéény
cyklus a v mnohem vysSich hladinach, nez je tomu u diferencovanych bunék. Nizké
hladiny cyklinu D a E zajist'uji trvalou fosforylaci pRB a ptibuznych proteint, jako je p130
a pl07 po cely bunécny cyklus, to umoznuje trvalou aktivitu transkripcniho faktoru E2F.
Piechod z G1 do S faze u kmenovych bunék je pravdépodobné zavisly na Myc. Odpoveéd’
na poSkozeni DNA je také odliSna. Dochazi k expresi p53, ale ten neni schopny aktivovat
p21. V pfipad¢ téchto bunek slouzi p53 pouze ke spusténi apoptické drahy (Savatie P. a
kol., 2004). U EK bungk je Cdc25A fosfataza degradovana jinym zpisobem neZ je tomu u
bun¢k somatickych. Cdc25A je degradovana pies aktivaci GSK3-B. Dale u EK buné¢k
nedochazi Kk inhibici Cdk2 degradaci Cdc25A. To je vysvétlovano odlisnou lokalizaci
Chk1/2, Cdc25A a Cdk2. Zatimco Cdk2 je lokalizovana na centrozomech nebo
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Vv cytoplazmé a Chk1/2 pouze na centrozomech (u somatickych bunék je Cdk2 lokalizovan
v jadie) Cdc25A je lokalizovan v jadie. To zabranuje jejich interakci (Koledova Z. a kol.
2010).

2.3. Metabolismus zZeleza

Ionty zeleza jsou esencidlnim prvkem zivych organismt. Jsou dualezitym
kofaktorem velkého mnozstvi proteinii a enzymu, z nichz nékteré se podileji na fizeni
bunécéného cyklu. Ionty zeleza tak neptimo ovliviiuji genovou expresi. Bunéény cyklus je
tedy zédvisly na dostupnosti Zeleznatych a Zelezitych iontli. Bez nich dochazi k zastaveni
bunécéné proliferace (Gao J a kol., 1999). Kmenové bunky jsou charakteristické svou
rychlou proliferaci, coz vyzaduje mnohem vétsi pfijem Zeleza, nez je tomu u normalnich
buné¢k. Kmenové bunky jsou tedy vuci chelatatnim ¢inidlim mnohem citlivéjsi. (Le N. T. a

kol., 2002).

Absorpce zeleza se uskuteciiuje prostiednictvim enterocytll v tenkém stfeve.
Anorganické Zelezo pfijimané v potravé je z velké casti v Zelezité formé¢. Enterocyty
prijimaji Zelezo pouze v zeleznaté formé a proto dochazi k jeho redukci prostfednictvim
ferrireduktazy duodenal cytochrom b (DCYTB) (Latunde-Dada G.O. a kol., 2002).
Pravdépodobné jsou ptitomné i dalsi ferrireduktazy, protoze knockout DCYTB nevyvolava
deficit zeleza (Gunshin H. a kol., 2005) Fe2+ je pak transportovano do enterocytu pomoci
proteinu divalent metal transporter-1 (DMT1) (Latunde-Dada G.O. a kol., 2002). Zelezo
pfijimané v organické formé v podobé hemu je transportovano pomoci proteinu heme
carrier protein 1 (HCP1) (Shayeghi M., a kol., 2005). V enterocytu pak dochazi k jeho
metabolizaci hem oxygenasou na Zelezo, biliverdin a oxid uhelnaty (Steven B. a kol.,
1974). Po vstupu zeleza do enterocytu je ¢ast Fe ulozena do zasobniho proteinu ferritinu a
zbytek piechazi do krevniho fecisté za ucasti intracelularni ferroxidazy, hephaestinu (Vulpe
C.D. a kol., 1999). Transportni protein ferroportin-1 pienasi Fe ionty - které skrz
bazolateralni membranu (Donovan A. a kol., 2000). Na této Grovni je homeostaza Zeleza
zajistovana peptidovym hormonem hepcidinem produkovanym v jatrech. Pii nadbytecném
pfijmu zeleza dochazi k sekreci hepcidinu a jeho stimulaci k degradaci a internalizaci
ferroportinu-1. Timto krokem je sniZzen transport Zeleza do krevniho fecisté a dochazi

k ukladani piijimaného zeleza do ferritinu (Nemeth E. a kol. 2004). Dal$im regulatorem je
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hormon hemojuvelin (HVJ) produkovany v jatrech a kosternim svalstvu (Papanikolaou G.
a kol., 2004), ktery reguluje expresi hepcidinu. Mutaci v jeho genu dochazi k deregulaci
hepcidinu a tim nadbyteCnému piijmu zeleza a vzniku juvenilni hemochromatozy
(Niederkofler V. a kol., 2005). Pti vstupu zeleza do krevniho feci$té dochazi k jeho zpétné
konverzi na Zelezitou formu prostiednictvim sérové ferroxidazy, ceruloplazminu (Mulpe
C.D. a kol., 1999). Dva atomy zeleza se pak vazi na sérovy transferrin (Tf), ktery se vaze
v cilovych buiikach na transferrin receptor 1 (TfR1) (Morgan E. H. a kol., 2002). Nasleduje
zpétna redukce na Zeleznatou formu prostfednictvim ferrireduktazy a transport z endozomu
do cytoplazmy pomoci DMTI1. Komplex Tf/TfR1 je recyklovan. Zde v cytoplazmé jsou
ionty zeleza vyuzity pro bunécné procesy nebo dochazi k jejich ukladani do ferritinu (Chua
a kol., 2007).

Protein ferritin ma tvar duté koule a sklada se z 24 podjednotek. Je rozpustny ve
vod¢ a jeho zéasobni kapacita je 4 500 atoml Zeleza. Existuji dvé mozné isoformy
podjednotky v zavislosti na jejich molekulové hmotnosti. Jsou jimi tézka (21 kDa) a lehka
(19 kDa). Pomér téchto dvou isoforem v celém proteinu se lisi podle typt bunék. Exprese
ferritinu je zavisld na bunécné koncentraci Zeleza a je regulovdna pomoci proteinu
regulujiciho Zelezo ( IRP - iron regulatory protein) popsaného nize (Koorts A.M. a kol.,
2007).

Dal$im zasobnim proteinem je hemosiderin. Vznikd v lysozomech jako vedlejsi produkt
nelplné degradace ferritinu, ale na rozdil od n¢j je ve vod¢€ nerozpustny a uvoliiovani
diené, sleziny nebo Kupfferovych bunikach (Niederkofler V. a kol., 2005).

Bunééna homeostaze Zeleza je regulovdna expresi TfR1 v zavislosti na intracelularni
koncentraci zeleza a to skrz IRE-IRP systém. Pfi nizké intracelularni koncentraci zeleza
dochazi ke zvysené syntéze TfR1 (Gunshin H. a kol., 2001) Druhy receptor, ktery reguluje
koncentraci zeleza v burice je transferrin receptor 2 (TfR2). Tento receptor ma nizsi afinitu
nez TfR1 a jeho exprese je regulovana bunénym cyklem s nejvyssi expresi v G1 fazi a

s nulovou v GO/G1 (Kawabata H. a kol., 2000).
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2.4. Vliv deprivace iontii Zeleza na aktivaci signalnich
drah bunécného cyklu

Vliv deprivace iontli zeleza na aktivaci signalnich drah bunécného cyklu.
Mechanismus jakym dochazi k zastaveni bunééného cyklu nebo apoptdze chelatacnimi
¢inidly je zalozen na ovlivnéni molekul bunééného cyklu. Zastaveni v G1/S je zplsobeno
inhibici aktivity ribonukleotid reduktdzy, tim dochazi k sniZzeni hladiny nukleotidi a

zastaveni replikace DNA.

2.4.1. Ribonukleotid reduktaza

Ribonukleotid reduktdza je enzym, ktery fidi mnozstvi deoxyribonukleotidl
nezbytnych k replikaci DNA. Reakce vyzaduje volny tyrosylovy radikal, prostfednictvim
kterého dojde k redukci ribonukleotidu na deoxyribonukleotid. Na zakladé obsazeného
kofaktoru iontu zeleza nebo kobalaminu se enzymy déli do tfi zakladnich tfid. Enzymy I.
tiidy se nachazeji u vSech eukaryot, ale také nékterych prokaryot a virt. Skladaji se ze
dvou odlisnych homodimert R1 a R2. R1 podjednotka obsahuje katalytické misto a
vazebné misto pro alostericky efektor. R2 obsahuje centrum se dvéma atomy Zeleza, kde
dochazi ke generaci volného tyrosylového radikalu. II. tfida enzymi se nachéazi hlavné u
prokaryot a to jak aerobnich tak anaerobnich. Ma jednodussi stavbu a obsahuje jako
kofaktor kobalamin. III. tfida se nachdzi u anaerobnich prokaryot a mé podobnou strukturu
jako enzymy I. Ttidy. Kofaktorem je Zelezo ve formé Zelezito-sirného klastru (Jordan A. a
kol., 1998). Kofaktor je v ptipadé 1. tiidy esencialni pro funkci celého enzymu. Pokud
dojde k deprivaci Zeleza pomoci chelatac¢nich Cinidel, nemize bunka syntetizovat DNA, a
dochézi k zastaveni bunééného cyklu. Rizna chelatacni €inidla inhibuji aktivitu enzymu
odlisnou cestou. Hydroxykarbamid redukuje Zeleznaty iont na zelezity. Desferrioxamin
(DFO) zase chelatuje zelezo v bunce a brani tak v jeho zabudovani do nové syntetizované

R2 podjednotky (Nyholm S. a kol., 1993).

2.4.2. Cykliny a cyklin dependentni kinazy

Cykliny a Cdk jsou molekuly kritické pro fizeni bunééného cyklu. Bylo prokazano,

ze chelatacni latky Zeleza maji vliv na jejich expresi a ovliviiuji tedy pribéh bunécného
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cyklu. Se zvysujici se koncentraci deferoxamin mesylatu dochazi ke snizeni hladin cyklint
Al, B1, D1, D2 a D3. U cyklinu E dochazi naopak ke snizovani exprese (Gao J. a kol., ,
2001). V piipadé cyklinu D1 nedochazi ke zméné hladiny jeho mRNA. Jeho hladina je
regulovana posttranskripéné proteazomovou degradaci (Nurtjahja-Tjendraputra E. a kol.,
2007). Z Cdk je ovlivnéna deprivaci zeleza hladina Cdk2. Se zvysujici se koncentraci
chelata¢niho c¢inidla dochazi ke snizovani nebo az uplnému zastaveni exprese. Na expresi
Cdk4 nebyl prokazan zadny vliv. Protoze vlivem deprivace ionti zeleza dochazi ke
snizovani hladiny cyklini fady D, ktery aktivuje Cdk4(6), nemiize tento komplex
vzniknout a fosforylovat pRB. Tim dochazi k zastaveni bunééného cyklu v G1 fazi (Gao J.

akol., 2001).

2.4.3. p53

Hladina p53 se zvySuje jako odpovéd na poSkozeni DNA. p53 fidi transkripci
dalsich gend, jako je WAFI, ktery koduje p21, nebo GADD45 kddujiciho molekuly pro
reparaci DNA. Po deprivaci iontl Zeleza se zvySuje hladina mRNA WAF1 a GADD45,
zatimco mRNA p53 se neméni. Je tedy regulovana posttranskripéné stabilizaci
prostfednictvim HIF-1o (hypoxia-inducible factor-1a) a zaroven dochazi i ke zvyseni jeho
vazebné aktivity na DNA. Nicméné hladiny WAF1 a GADD45 mohou byt zvySeny 1
nezavisle na p53 a to prostiednictvim transkripcnich faktord AP2 a Spl. Tyto dva faktory a
p53 maji spole¢nou redoxni regulaci. Obsahuji cystein a zinek (II), které jsou zodpovédné
za jejich vazebnou aktivitu. Jejich aktivita mize byt ovlivnéna redukénimi a oxida¢nimi

¢inidly a také chelatatory kovt (Liang S.X. akol., 2003).

2.4.4. p21

p21 je inhibitor Cdk. Vaze se na komplex cyklin E-Cdk2 a zastavuje progresi
bunécného cyklu. Je také schopny inhibovat replikaci DNA vazbou na DNA polymerazu
(Luo Y, a kol., 1995). Je také schopny regulovat aktivitu transkripéniho faktoru E2F
nezavisle na pRB (Delavaine L. a kol., 1999) a téz aktivitu faktoru c-Myc (Kitaura H. a
kol., 2000). M4 zéaroven antiapoptické Gcinky a zabranuje apoptoze pii poskozeni DNA,
které lze opravit (Weiss R.H., 2003). P21 m4 ale i1 pozitivni efekt na progresi bunécného
cyklu. Urcité hladina p21 je vyZzadovana pro vznik komplexu cyklin D-Cdk. Jak jiz bylo
vyse zminéno, jeho hladina miize byt regulovdna na p53 zavisle nebo nezavisle. Po
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chelataci zeleza dochazi ke zvySeni hladiny mRNA p21, ale hladina proteinu zlistava
stejnd, nebo dochazi ke sniZeni. Pti¢inou nizké hladiny p21 je inhibice transportu mRNA
tohoto proteinu z jadra do cytosolu a tam dale dochazi k jeho ubikvitin nezavislé
proteazomové degradaci. Tato regulace pii deprivaci iontli Zeleza hraje pravdépodobné roli

Vv zastaveni buné¢ného cyklu a apoptoze (Fu D. a kol., 2007).

2.4.5. p27
p27 je dal§im inhibitorem Cdk. Inhibuje komplex Cdk4(6)/cyklin D i Cdk2/cyklin

E. Podili se na zastaveni buné¢ného cyklu v G1 fazi. Ve vysokych hladinach je exprimovan
zejména v klidovych fazich buiky a po stimulaci rustovymi faktory dochazi k rychlému
snizeni exprese. Induktorem exprese p27 je transformujici ristovy faktor Bl (TGF-B1).
Chelatace Zeleza vyvolava zvyseni tohoto induktoru a zvySuje se tak 1 exprese p27 (Yoon
G. a kol., 2002). Bylo také prokazano, Ze hladina p27 muze byt ovlivnéna prostfednictvim
prostfednictvim rostlinné aminokyseliny s chelataénmi ucinky L-mimosinu dochazi ke
sniZzeni exprese pl07 a naslednému zvySeni exprese p27. Vysledkem je tedy i ovlivnéni

translace velkého mnozstvi mRNA, coz ma dopad i na bunény cyklus (Dong Z. a kol.,
2003).

2.4.6. GDDA

GDDA (growth arrest and DNA damage-inducible genes) jsou molekuly, které jsou
exprimovany za ruznych stresovych podminek. Zahrnuji molekuly GDDA34, GDDA45 a
GDDA153. GDDAA45 je gen, ktery je indukovan prostfednictvim p53. Protein kdédovany
timto genem asociuje s p21/WAF1/CIP1 a zastavuje tak proliferaci. GDDA153 je
exprimovan jako odpovéd na pfitomnost inhibitorG glykosylace proteini nebo
genotoxickych latek, které vyvolavaji stres v endoplazmatickém retikulu. ZvySena hladina
této molekuly pak vede k bunééné smrti (Abcouwer S.F. A kol., 1999). GDDA45 ma 3
strukturné odlisné proteiny GDDA45a, GDDA453 a GDDAA45y. Pouze GDDA45a je
indukovan prostfednictvim p53 a zastavuje bunéény cyklus v G/M inhibici Cdk2 (Zerbini
L.F. a kol., 2005). Zvysena exprese GDDA34 a GDDA153 vede vétSinou k apoptoze
(Hollander M. C.., 2001), zatimco aktivace vSech tfi GDDA k zastaveni bunécného cyklu
(Zhan Q. a kol., 1994) Pti deficitu zeleza dochazi ke zvySovani hladiny mRNA GDDA45
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(Darnell G. Akol., 1999) i GDDA153 (Gao J. a kol., 2001).

2.4.7. p38

p38 je kinaza patiici do skupiny mitogen-aktivovanych protein kinaz. Jeji aktivita je
vyvolana pfi rtiznych stresovych podminkach. Je schopna zastavit riist buniky skrze svou
schopnost regulovat p53 a pRb/pl6 (Freund A. a kol., 2011). Na deprivaci iontii zeleza
reaguji buniky vysokou aktivitou p38 i dal$i kinazy patfici do stejné skupiny ERK
(extracellular signal regulated kinase). Aktivita p38 pak zastavuje bunéény rust aktivaci
p53 (Bulavin DV a kol., 1999) a také stoji za snizenim hladiny cyklinu D1, ktery byl jiz
popisovan (Lavoie J.N. a kol., 1996).

2.4.8. HIF-1a

HIF-1a (Hypoxia inducible factor-1a) je transkripéni faktor, ktery se aktivuje jako
odpovéd’ na hypoxii. Stimuluje transkripci gent, které zajisti preziti buiiky nebo celého
organizmu za hypoxickych podminek. Jednim z genti je naptiklad erytropoetin stimulujici
proliferaci a diferenciaci erytroidnich progenitori. HIF-1a se sklada z podjednotek o a .
Podjednotka B je pfitomnd stale, zatimco o je exprimovana pouze za hypoxickych
podminek (Wang G.L. a kol., 1995). Jednim z gent regulovanych prostfednictvim HIF-1a
je 1 TfR. Po deprivaci Zeleza dochézi ke zvySeni exprese TfR nejen prostfednictvim IRP,
ale i HIF-1 (Bianchi L. a kol., 1999). Stejné¢ tak ma schopnost HIF-1a pfi hypoxii nebo
deprivaci iontu Zeleza indukovat stabilizaci a aktivaci p53 (An W. G. a kol., 1998) nebo
proapoptického faktoru Nip3 skrze transkripéni faktor PLAGL2 (pleomorphic adenoma
gene like 2) (Mizutani A. a kol., 2002). Vysledkem chelatace iontii Zeleza je aktivace
HFI-1a a jeho podifizenych gent. Odpovédi miiZze byt tedy zastaveni ristu a bunééného

cyklu nebo apoptoza (Le N. T. a kol., 2004).

2.4.9. Ndrg-

Ndrg-1 patii mezi supresory nadorovych metastazi. Ve zdravych bunkach ma
pravdépodobné vliv na diferenciaci a rast. Co se tyCe bunécného cyklu, podili se také na
odpovéd’ za stresovych podminek, kdy muze byt indukce jeho exprese vyvoldna aktivitou
HIF-1a. Dale se ucastni d&l, jako je myelinizace nervi, metabolismus lipidi, nebo

exocytoza. Nejvyssi exprese probiha v G1 a G2/M fazi a nejnizsi je v S fazi. Celkova
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exprese se lisi u jednotlivych tkani organizmu. V rakovinnych buiikach byva casto nizka
exprese tohoto proteinu a také odliSna distribuce v bunééném cyklu, kdy ziistdva hladina
konstantni po cely cyklus. Velikost hladiny casto také souvisi se stupném diferenciace
nadoru. Dale bylo zjisténo, Ze primarni nadory maji ¢asto vyssi expresi, nez je tomu u
jejich metastazujicich nadord. Timto se potvrzuje pravdépodobnost, ze Ndrg-1 je
vyznamny v progresi a metastazi rakoviny. Ndgr-1 je také jednim z gent regulovanych p53
a je nezbytny pro spusténi apoptozy. Chelatace iontii zeleza vyvolava zvySeni hladiny
Ndrg-1, pficemz tato cesta muze byt zavisla nebo nezavisla na HIF-la (Zaklina

KovacevicZ. a kol., 2006).

2.4.10. CDC14A

CDCI14A je fosfataza, ktera defosforyluje inhibitor p27 a tim inhibuje komplex
cyklin E-Cdk2 (Kaiser BK a kol., 2002). mRNA tohoto proteinu obsahuje vazebné misto
pro IRP (iron regulatory proteins). Tyto proteiny post-transkripéné reguluji expresi molekul
obsahujicich vazebné misto IRE (iron responsive elements) v zavislosti na hladin¢ zeleza
V buiice. To znamend, Ze je regulovan dostupnosti Zeleza. Chelatace zvySuje expresi

CDC14A a zastavuje tak bunécny cyklus v G1/S fazi (Sanchez M. a kol., 2006).

2.4.11. Apoptoza

Pii apoptoze dochazi k biochemickym zménam v jadfe, cytoplazmé a plazmatické
membrané. Dochazi k ovlivnéni exprese antiapoptickych a apoptickych proteini skupiny
Bcl-2, které tidi permeabilitu mitochodnrialna membrany (Yu Y. a kol., 2007).
K jejimu spuSténi muze dojit extracelularné vazbou ligandu na receptor. Takovym
receptorem je napiiklad CD95 nebo TNF-R (tumor-necrosis faktor receptor). Tato aktivace
vede k aktivaci kaspazové signalni drahy a degradaci buiiky.
Druh4 cesta je aktivovana intracelularné oxidativnim stresem, cytotoxickymi latkami atd.
Tato cesta vede ptfes mitochondrie. Dochézi k uvolnéni cytochromu C z vnitini membrany

a opét k aktivaci kaspaz. Prikladem intracelularni aktivace apoptozy je chelatace iontd

zeleza(Lawen A., 2003).
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r /4
3. Cile prace
1. Vypracovat literdrni reSerSi na téma bunécny cyklus mySich embryonalnich
kmenovych bunék a vliv deprivace iontl Zeleza na signalni drahy bunééného cyklu.
2. Lokalizovat vybrané proteiny bunééného cyklu pomoci imunofluorescence.

3. Detekovat vybrané proteiny bunétného cyklu pomoci western blotu a studium
dynamiky bunééného cyklu pomoci priatokové cytometrie pii riznych

koncentracich chelata¢niho ¢inidla.
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4. Material

4.1. Biologicky material

o Linie HM1-mysi embryonalni kmenové bunky
o Linie V6.5-mysi embryonalni kmenové bunky

o Linie STO-mysi embryonalni fibroblasty

4.2. Chemikalie:
o 1% bovinni sérovy albumin (BSA) (Sigma-Aldrich)

o Bradford reagent (Biotechnolog Grade)

o Acryl/Bis 40% (w/v) solution (Amresco)

o N,N,N'-Tetramethyl-ethylene diamine (TEMED) (Serva)
o 10% dodecylsiran sodny (SDS) (Sigma-Aldrich)

o 10% ammonium persulfat (Sigma-Aldrich)

o 1,5M Tris (pH 8,8) (Sigma-Aldrich)

o 1,5M Tris (pH 6,8) (Sigma-Aldrich)

. destilovana voda

o 70% etanol (Sigma-Aldrich)

o Tween (Sigma-Aldrich)

o 0,1M Na,B4O7 (Sigma-Aldrich)

o 2M HCI (Sigma-Aldrich)

o Triton X (Serva)

o Vectashield with DAPI (\Vector)

o Developer (AGFA) —fedéni 1:5 s vodou

o Manual Fixing Bath (AGFA) — fedéni 1:4 s vodou

o Super Signal West Dura Stabl Peroxide Buffer (Thermo Scientific)

o Super Signal West Femto Stabl Peroxide Buffer (Thermo Scientific)
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Super Signal West Pico Stabl Peroxide Buffer (Thermo Scientific)
Super Signal West Dura Stabl Luminol/Enhancer solution (Thermo Scientific)
Super Signal West Femto Stabl Luminol/Enhancer solution (Thermo Scientific)

Super Signal West Pico Stabl Luminol/Enhancer solution (Thermo Scientific)

Roztoky

6x LSB (187,6 mM TRIS pH 6,8, 6% SDS, 30% glycerol, 0,003% bromfenolova
modf, 120 mM DTT)

10x Running buffer, pH 8,3 (250 mM TRIS, 1,9 M glycine, 1% (w/v) SDS)
Semi-dry transfer bufer (50 mM TRIS, 40 mM glycin, 0,037%(w/v), 20% metanol)

10x Ponceau (2 % ponceau, 30 % trichloracetoctové kyseliny, 30 % 5-
sulfosalicylové kyseliny)

1x PBS (187 mM NaCl, 2,68 mM KCI, 8,1 mM Na;HPO,, 1,47 mM KH,PO,)

. Pristroje:

IKA Stone Shaker (Scholler Instruments s.r.0.),
Bio Vortex V1 (Biosan)

Dry Block Heating Thermostat (Biosan)
Centrifuge 5415D (Eppendorf)

Pipetus (Hirschmann Laborgerate)

analytické vahy (Kern EW)

fluorescen¢ni mikroskop BX51 FM (Olympus)
kamera DP70 (Olympus)

Nano Quant Infinite M200 (Tecan)

Cytomics FC 500 (Beckman Coulter)
Trans-Blot SD Semi-Dry Trasfer Cell (Bio-rad)
PowerPac HC (Bio-Rad)

Elektroforéza (Bio-Rad)
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5. Metody

5.1. Kultivace kmenovych bunék

Buniky byly kultivovany na Petriho miskach potazenych Zelatinou. Jako zaklad média bylo
pouzito DMEM médium (Dulbecco's Modified Eagle Medium), do n¢hoz bylo ptidavano
FBS, smés antibiotik, pyruvat sodny, neesencialni aminokyseliny a L-glutamin. Vysledné
médium obsahovalo 15% FBS 0,4% smési antibiotik Penicilin-Streptomycin, 1% pyruvatu
sodného, 1% neesencidlnich aminokyselin, 2% L-glutaminu. Kultivaci bunék jsem

neprovadéla.

5.2. Fixace bunék

Bunky pfipravené pro imunofluorescenci byly fixovdny ve smési metanolu a acetonu

v poméru 1:1. Pro pritokovou cytometrii byly fixovany v 70% etanolu.

5.3. Priitokova cytometrie

Metoda pratokové cytometrie byla pouZita pro méfeni mnozZstvi DNA v bunkéach. Na
zakladé zméteného mnoZstvi byla vyhodnocena faze cyklu v jaké se bunika nachéazi. Pro
prutokovou cytometrii byly fixované bunky znafené BrdU barveny interkalaénim

barvivem propidiumiodidem (PI). Vysledny signal PI je umérny mnozstvi DNA.

1. Fixované bunky znacené¢ BrdU (v médiu 10uM BrdU, inkubace 30 minut) v
eppendorfovych zkumavkach byly centrifugovany 5 minut pii 2800 otackach.
Supernatant byl odstranén a buiky ve zkumavce resuspendovany v 50 pl
PBS/1%FBS.

2. Pfi mirném vortexovani byl do zkumavky po kapkach ptfidavan 1 ml 2M
HCI/Triton X-100 (0,5 % v/v). A bunky se takto nechaly inkubovat 30 minut za

promichéavani cca kazdych 10 minut.

3. Po inkubaci byly buiiky opét centrifugovany a supernatant odstranén. Pfidana HCl
byla neutralizovana resuspendovanim bunék v 0,1M Na,B40; (pH 8,5). Opétovna
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5.

6.

5.4.

centrifugace bunck pii 2800 otackach 5 minut.

Supernatant byl odstranén a buiiky resuspendovany v 1 ml PBS/1%FBS/0,5%
Tween pro permeabilizaci bun¢k.

Buiiky byly opét promyty centrifugaci, supernatant odstranén a resuspendovany v
95 ul PBS/1%FBS/0,5% Tween do kterého bylo pfiddno 5 pl antiBrdU-FITC.
Buiiky se nechaly s protilatkou inkubovat 30 minut.

Bunky byly promyty centrifugaci v 1 ml PBS a resuspendovany ve 200 pl PI's 1 pl
RNézy a nechaly se inkubovat 30 minut ve tm¢. Po inkubaci byly analyzovany na

pritokovém cytometru.

Western blot

Pro detekei specifickych proteinii bunééného cyklu byl pouzit western blot. Koncentrace

proteini v bunécnych lyzatech byla zmétena pomoci metody Bradfordové a pro jejich

separaci byla pouzita gelova elektroforéza s 10% nebo 8% akrylamidovym gelem o

tloust'ce 1,5 mm. Protein na membrané byl detekovan dvoukrokovou metodou tedy pomoci

primarni a sekundarni protilatky. Po navazani sekundarni protilatky s peroxidazou a ptidani

substratu dochazi k chemoluminiscenci bylo uvolnéné svétlo detekovano expozici

membrany na film.

5.4.1. Méreni koncentrace proteinii metodou Bradfordové

1.

2.

3.

Do mikrozkumavky byl napipetovan 1 ml ¢inidla Bradfordové a 1 ul bunééného
lyzatu. Smés byla promichana pieklopenim.

Pro piipravu kalibra¢ni fady byl pouzit standardni roztok BSA o koncentraci 1
pg/ul. Do mikrozkumavky byl ptidan 1ml Bradfordova c¢inidla a proteinovy
standard tak, aby koncentrace proteint byla: 0; 2,5; 5; 7,5; 10 pg/ul. Ptipravené
vzorky s Cinidlem v¢etn€ kalibracni fady byly napipetovany do mikrotitraéni
desticky po 200 pl.

Me¢fieni na spektrofotometru probéhlo pfi vinové délce 595 nm. Byla vytvoiena
kalibra¢ni kiivka pomoci rovnice linearni regrese byla vypocitana koncentrace

celkovych proteinii ve vzorcich bunéénych lyzatu.
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4. Ze znamé koncentrace proteinti byl spocitan objem lyzatu tak, aby obsahoval 50ug
proteinti a tento objem byl napipetovan do mikrozkumavky. K tomuto mnozstvi
bylo pfidano 6 krat mensi mnoztvi 6xLSB. Vzorky byly zahtfivany na 90°C
v termobloku po dobu 5 minut a prudce schlazeny na ledu. Po kratké centrifugaci

byly zamraZzeny do druhého dne pii -80°C.
5.4.2. Akrylamidova elektroforéza

1. Akrylamidovy gel byl pfipravovan v digestofi. Jednotlivé slozky gelu byly
pipetovany do plastovych zkumavek v takovém potadi, v jakém jsou vedeny v
tabulce (Tab. 1). TEMED byl pfidavan vzdy tésné pied nalitim gelu mezi skla, aby
nedoslo k predcasné polymerizaci. Stejnym zplisobem byl pfipraven i zaostfovaci
gel (Tab. 2).

2. Pted nalitim gelu byla obé¢ skla odmasténa 70% etanolem a umisténa do stojanu tak,
aby nedoslo k protékani gelu. Do prostoru mezi skla byl nalit nejdiive rozdélovaci
gel asi 1 cm pod okraj. Rychlejsi polymerizaci zajistilo pfevrstveni gelu
destilovanou vodou, aby nedoslo ke kontaktu se vzduchem. Po zatuhnuti gelu (cca
15 minut) byla vrstva vody vylita a na rozdé€lovaci gel byl nanesen zaostfovaci az

po okraj skel a vsunut hiebinek tak, aby nedoslo k vytvotfeni bublin v gelu.

3. Po zatuhnuti zaostfovaciho gelu, byla skla s gelem vyjmuta ze stojanu a umisténa
do elektroforetické vanicky, do které se az po okraj nalit running buffer. Do prvni
jamky bylo naneseno 10 pl molekularni markeru. Vzorky zmrazené pti -80°C byly
opétovné zahiaty na 90°C (5 minut) a prudce zchlazeny na ledu. Do jamky v gelu
byl nanesen vzdy cely objem vzorku. Celda vanicka byla uzaviena vikem a
elektrody pfipojeny ke zdroji. Prvnich 15 minut bylo na zdroji nastaveno 100 V a
po uplynuti této doby bylo napéti navyseno na 150 V.

4. Priabéh elektroforézy byl ukoncen jakmile ¢elo vzorkli oznafeni LSB pufrem
vymigrovalo z gelu. Skla byla vyjmuta z vanicky a odd€lena. Z gelu byla ofiznuta

cast se zaostfovacim gelem a rozdélovaci gel s proteiny umistén do semi-dry buffer.
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Tabulka €. 1: Slozky 8% a 10% akrylamidového gelu.

Slozka 8% gel 10% gel
H.O 5,3 ml 4,8 ml
40% akrylamid 2 mi 2,5ml
1,5M Tris (pH 8,8) 2,5 ml 2,5 ml
10% SDS 0,1 mi 0,1 ml
10% ammonium persulfate 0,1 ml 0,1 ml
TEMED 6 ul 4 ul
Celkovy objem 10 ml 10 ml

Tabulka €. 2: Slozky zaosttovaciho akrylamidového gelu.

Slozka Zaostfovaci gel

H.0 7ml

40% akrylamid 1,5 ml

1,5M Tris (pH 6,8) 1,25 ml
10% SDS 0,1 mi

10% ammonium persulfate 0,1 ml
TEMED 10 ul
Celkovy objem 10 ml
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5.4.3. Western blot

1. Byly pfipraveny filtraéni papiry shodné s velikosti gelu, dile pak membrana pro
blotovani. Oboji bylo ponofeno na n¢kolik minut do semi-dry transfer pufru.
V pufru byl jiz ponoien gel.

2. Do blotovaciho zafizeni Trans-Blot SD byl nejprve umistén jeden filtr, na néj
membrana, gel a druhy filtr. Pomoci sklenéné pipety byly tlakem na vrchni filtr
vytlaCeny bubliny vzduchu mezi membranou a gelem. Po uzavieni blotovaciho
zatizeni bylo pfipojeno ke zdroji nastaveném na napéti 20 V.

3. Po 45 minutach bylo blotovani ukonc¢ené. Membréna byla vytazena z blotovaciho
zatizeni a nabarvena v ponceau. Tim jsme ovéfili pfenos proteinii na membranu.
Podle molekulového markeru byla z membrany vyfiznuta pouze ta Cast, kde se
nachdzel pozadovany protein a ta byla promyta v PBS 1% Tween, aby doslo k

odstranéni ponceau.

4. Pro blokovani membrany bylo pouzito 5% mléko. Na vaze byly navazeny 2 g
suSeného mléka, rozpustény v plastové zkumavce ve 40 ml PBS a roztok
promichan na vortexu. V pfipraveném 5% mléce byla membrana po dobu 60 minut

blokovana.

5. Pro kazdou membranu byla do mikrozkumavky pfipraveno 0,5 ml primarni
protilatky fedéné v 5% mléku (Tab.3). Protilatka byla napipetovana na membranu
pfipravenou na skle potaZzeném parafilmem. Aby se zabranilo vyschnuti, byla okolo
membran na sklo nanesena voda a membrany ptiklopeny plastovym krytem. Takto

se nechala plsobit protilatka ptes noc v lednici.

6. Druhy den byla membrana promyvana v PBS 1% Tween na tfepacce 3x po 10
minut. Do mikrozkumavky byla pfipravena sekundarni protilatka fedéna 1000x s
5% mlékem (Tab.3). Na promytou membranu bylo naneseno 0,5 ml protilatky a
zabranéno vyschnuti. Sekundérni protilatka se nechala ptisobit 60 minut a poté byla

membrana opét promyta v PBS 1% Tween 3x po 10 minutach.

7. Pro kazdou membranu bylo do mikrozkumavky pfipraveno 0,5 ml
chemoluminiscenéniho substratu, ktery se nechal piisobit 5 minut. PfiloZenim

filtraéniho papiru byla membrana osuSena a zabalena do saranu.
8. V temné komote pak probéhla expozice membrany na svétlo citlivy film nejdiive
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po dobu cca 30 sekund a podle sily signalu byl ¢as dalsi exponace prodlouzen nebo
zkracen (pfipadné byl substrat omyt v PBS 1% Tweenu a nanesen slab$i nebo
silngjsi substrat). Po exponaci byl film ponofen do vyvojky do doby, nez doslo ke
zviditelnéni bandu, dale na cca 2 minuty do ustalovace a na cca 5 minut do vody,

aby nedoslo ke zloutnuti filmu.

Tabulka ¢ 3: Pouzité protilatky pro metodu western blot a jejich fedéni.

Protilatka (vyrobce) Redéni

Primarni protilatky Cdc25A (F-6): sc-7389 (Santa Cruz 1:500
Biotechnology)

p-Chkl (Ser345): sc-21866 (Santa Cruz | 1:200
Biotechnology)

Sekundarni protilatky | Polyclonal Rabbit Anti-Mouse 1:1000
Immunoglobulins/HRP (Dako)

Polyclonal Swine Anti-Rabbit 1:1000
Immunoglobulins/HRP (Dako)

5.5. Imunofluorescence

Metoda imunofluorescence byla pouZzita pro urceni lokalizace molekul bunééného cyklu.
Na primarni protilatku proti specifické molekule se vaZze sekundarni protilatka s
navazanym fluorochromem. Bunky byly zaroven barveny pomoci DAPI, ktera se vaze na

DNA. Vysledek barveni byl pozorovan pod fluorescenénim mikroskopem nazev.

1. Fixované buiiky na sklickach byly nejdiive hydratovany v roztoku PBS/1%FBS 3x
po dobu 15 minut na tiepacce.

2. Sklicka s buiikami byly umistény na sklo potazené parafilmem. Na né¢ byla
nanesena primarni protilatka s pfislusnym fedénim s PBS/1%FBS (Tab. 4) a
nechala se pusobit 1 hodinu.

3. Po pusobeni primarni protilaitky se nechaly sklicka opétovné promyvat v

PBS/1%FBS na tfepacce 3x po 15 minutach.
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4. Na kruhova skli¢ka umisténa na skle byla nanesena sekundarni protilatka nafedéna

v PBS/1%FBS v poméru 1:1000. Doba piisobeni byla 30 minut.

5. Bunky byly znovu promyty stejné jako v pfedchozich krocich. Na podlozni sklicko
bylo napipetovano 5ul Vectashield s DAPI a ptilozen suché sklicko tak, aby v oleji

nevznikaly bubliny.

6. Vysledné fotografie z fluorescen¢niho mikroskopu byly upraveny pomoci

programu DPManager.

Tabulka €. 4: Pouzité protilatky pro imunofluorescenci a jejich fedéni

Protilatka (vyrobce) Redéni

Cyclin B1 (M-20): sc-595 (Santa Cruz | 1:100
Biotechnology)

Cyclin A (C-19): sc-596 (Santa Cruz | 1:100
Biotechnology)

Cdc25A (F-6): sc-7389 (Cell Signaling) 1:100

Primarni protilatka Phopo-Cdk2 (Thr160) Antibody (Cell | 1:100

Signaling)

Anti-y-Tubulin antibody produced in rabbit | 1:100
(Sigma-Aldrich)

Phospho-GSK-3a/B (Ser21/9) (Cell 1:100
Signaling)

Phospo-histone H2AX (Ser139) (Cell | 1:50

Signaling)

Polyclonal Goat Anti-Mouse | 1:1000
Sekundarni protilatka Immunoglobulins/HRP (Dako)

Polyclonal Goat Anti-Rabbit | 1:0000

Immunoglobulins/HRP (Dako)
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6. Vysledky

6.1. Zmény bunécného cyklu u mEK bunék a mySich

embryonalnich fibroblastu

U somatickych bunék zastoupenych linii STO, doslo k zastaveni bunécného cyklu po 48 h
kultivace v pritomnosti 5 uM DFO. Na obrazku ¢. 3 je vysledek pratokové cytometrie —
kombinace barveni propidium jodidem a BrdU. BrdU specificky barvi buiiky v S-fazi tim,
ze je pfi replikaci umistovan do nové vznikajici DNA misto tyminu. Na obrazku je vidét

zastaveni bunécného cyklu v S- fazi.

mEK buniky nezastavuji bunécny cyklus, mnozstvi bunék v S-fazi je stdle stejné. Také
nedochazi k zastaveni v ostatnich fazich bunééného cyklu — nepozorujeme akumulaci
bunék v G1 nebo G2/M.

Obrazek €. 3: Dynamika bunécného cyklu linii STO a V6.5 v pfitomnosti 5 uM DFO.

Délka kultivace v ptitomnosti DFO je oznacena nad jednotlivymi grafy.

Kontrolni buriky 48 h 96 h
" G1=53% " G1=50% " G1=41%
. 5=31% 1 S=34%
0 — G2/M=11 10 = 1 G2/M=10%
so - B | - |
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Kontrolni buriky 24 h 48 h
v G1=10% : 61=9% " G1=10%
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6.2. Ovéreni aktivace kontrolnich signalnich drah u

mEK bunék a mySich embryonalnich fibroblasti

Aktivaci kontrolnich drah byla ovéfena western blotem pro fosforylovanou formu kinazy
Chkl, konkrétné¢ Chkl1-Ser345, dale pak sledovanim degradace Cdc25A fosfatazy. Oba
tyto enzymy jsou dilezitou soucasti aktivace signalnich drah. Na obrazku ¢. 4 je vidét
zvySena fosforylace Chkl-Ser345 u somatickych bunék. Zvyseni fosforylace ukazuje na
aktivaci kontrolnich signalnich drah, coz bylo potvrzeno i western blotem ukazujicim

degradaci Cdc25A fosfatazy.

U mEK bunék western blot nepotvrdil aktivaci kontrolnich signalnich drah. U mEK bunék
osetfenych 5 uM DFO nedochazi k zvySeni fosforylace Chk1-Ser345, dokonce bylo
pozorovéano snizeni. K degradaci Cdc25A vSak dochdzi. Tento nesoulad vysvétlujeme

rozdilnou lokalizaci Chk1l a Cdc25A u mEK bunék.

Obrazek €. 4: Detekce fosforylovaného Chk1-Ser345, celkového Chkl a Cdc25A pomoci

western blotu. Kontrola mnoZstvi proteinu v jednotlivych jamkach byla provedena pomoci

aktinu.
STO V6.5
- 48h 72h 96h 5 uM DFO - 24h 36h 48h 5 pM DFO
— — a— Chk1 — Ser345 s B 48 & Chkl-Ser345
b o Se.a o
— Chk1 — w— . o Chk1l
mp b - W Cdc25A B " g & Cdc25A

aktin (R ——-] a1y
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6.3. Lokalizace proteinii bunééného cyklu

Imunofluorescenci byla detekovana lokalizace molekul bunééného cyklu. Metoda byla
provadéna na bunééné linii mysich embryondlnich kmenovych bunék HM1 kultivovanych
za nestresovych podminek nebo v pfitomnosti desferioxaminu a fixovanych v metanol-
acetonové smési. VSechny vzorky bunék byly kromé cilené protilatky barveny DAPI
vaziciho se na DNA, diky ¢emuz bylo mozné urcit, zda je protein lokalizovan v jadfe nebo

cytoplazmé.

Obrazek ¢. 3: (A,B) Cykliny A i B se nachazeji, stejné jako je tomu u somatickych bung¢k,
Vv cytoplazmé.(C) Cdc25A je za nestresovych podminek lokalizovana v jadie. Na obrazku
jsou bunky kultivovany s desferioxaminem v5uM koncentraci, kdy je Cdc25A
ubikvitinovan a transportovan do cytoplazmy, kde dochazi k jeho degradaci. (D) Cdk2 se
za normdlnich podminek u kmenovych bunék nachdzi prevazné v cytoplazmé a
centrozomech. V piipadé somatickych bun¢k se nachazi v jadie. (E) y-tubulin je slozkou
centrozomu, na kterych je u kmenovych bunék zakotven Cdk2 a Chkl/2. (F) GSK3p se
v nekativni formé kumuluje v cytoplazmé. Pfi stresovych podminkach dochazi k jeho
aktivaci a exportu do jadra, kde indukuje ubikvitinylaci Cdc25A. U somatickych bunék je
GSK3beta v jadie. (G) YH2AX je to histon, ktery se nachazi v mistech dvouvlaknovych
zlomt DNA. Jeho detekci 1ze tedy odhadnout miru poSkozeni DNA.
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DAPI Cvklin A Kolokalizace

DAPI Cyklin B Kolokalizace

DAPI Cdc25A DFO Kolokalizace

DFO

DAPI Cdk2 Kolokalizace

.
.
.

DAPI y-Tubulin Kolokalizace

.
.

DAPI Kolokalizace

H2AX Kolokalizace
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7. Diskuze

Embryonélni kmenové bunky se v mnoha aspektech lisi od bun¢k somatickych.
Vyznamny je rozdil ve struktufe a regulaci bunééného cyklu kmenovych bunék. G1 a G2
faze jsou u kmenovych bun¢k zkracené. Nejdéle tak kmenova buika travi ¢as v S fazi.
Dale se 1i§i v odpovédi na poskozeni DNA. Pii narusSeni integrity genomu dochazi
v ptfipadé¢ somatickych bunék k zastaveni bunécného cyklu a opravé DNA. U
embryonalnich kmenovych bunék jsou molekuly této kontrolni drahy (Cdk2, Chkl,
Cdc25A) lokalizovany v odlisnych bunéénych kompartmentech. To zabrafnuje jejich

interakci. Transkrip¢ni faktor p53 slouzi u kmenovych bunék pouze pro spusténi apoptozy.

Ionty Zeleza hraji vyznamnou roli v regulaci bunécného cyklu. Jsou dulezitym
kofaktorem mnoha enzymi fidicich bunéénou proliferaci. Ptikladem je enzym
ribonukleotid reduktdza, kterd katalyzuje vznik zékladni stavebni jednotky DNA
deoxyribonukleotidu. Pti chelataci zeleza dochdzi u somatickych bunék K zastaveni
bunééného cyklu. Buitka nemiize replikovat DNA v disledku malého mnozstvi dNTPs.
Deficit iontl Zeleza nepiimo postihuje i aktivitu dalSich molekul bunééného cyklu, jez

vedou k zastaveni v G1/S fazi.

Odpovéd kmenovych bunck na chelataci Zeleza nebyla doposud popsana. Kmenové
buiky jsou diky své rychlé proliferaci na deficit ionth Zzeleza citlivéjsi nez buiky
somatické. Zabyvala jsme se studiem vlivu netoxickych koncentracich chelata¢niho ¢inidla

desferioxamin mesylatu na bunéény cyklus embryonalnich kmenovych bunék.

Pro studium bunécného cyklu byla pouZzita linie embryonalnich kmenovych bun&k
V6.5. Odpoveéd této linie jsme srovnavali s linii somatickou - mySimi embryonalnimi
fibroblasty STO. mEK buiky byly kultivovany v médiu s SuM koncentraci chelataéniho
¢inidla desferioxaminu po dobu 24 a 48 hodin. Fibroblasty byly kultivovany po dobu 48 a
96 hodin. Casové useky odpovidaji poétu bunéénych cyklt. 24 h odpovidd dvéma
bunéénym cyklim u mEK bunék, stejné jako 48 h u linie STO. U linie STO doslo k ubytku
bunék v S fazi a jejich kumulaci v G1 a G2/M fazi, coz poukazuje na zastaveni buné¢ného

cyklu. V ptipadé HM1 linie, nebyla pozorovana zadna zména bunééného cyklu.

Dale jsme pozorovali aktivaci kontrolnich signalnich drah. U linie STO bylo

pozorovano zvySovani mnozstvi fosforylovaného Chkl (aktivovaného) pii vystaveni
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chelata¢nimu ¢inidlu. Aktivaci Chk1l dochazelo ke snizovani proteinu Cdc25A. V piipade
linie V6.5 byl pozorovan mirny ubytek fosforylovaného Chkl, piesto doslo ke snizovani
Cdc25A. Vysledek poukazuje na to, ze degradace Cdc25A neni u embryonalnich
kmenovych bunék zprostiedkovavana prostfednictvim Chkl jako je tomu u somatickych
bun¢k. Chybégjici komunikaci mezi Chkl a Cdc25A vysvétlujeme rozdilnou lokalizaci.

Cdc25A je v jadru, Chkl je na centrozomech.

V pribéhu mé prace jsem se zabyvala lokalizaci riznych proteint podilejicich se na
regulaci buné¢ného cyklu. Lokalizaci jsem pak srovnavala s lokalizaci téchto proteini u
somatickych bunék. Vyrazn€ odlisna je lokalizace GSK3-p, ktera se u mEK buné¢k nachézi

Vv cytoplazmé. U ostatnich proteint se lokalizace neliSila.
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V bakalaiské praci byla zpracovana literarni reSerSe na téma regulace bunécného
cyklu embryondlnich kmenovych bun¢k a vliv deprivace iontl zezelaza na signalni

drahy bunééného cyklu.

V praktické ¢asti byla studovana dynamika bunééného cyklu mySich embryonalnich
kmenovych bun€¢k a mySich embryonalnich fibroblastl v pifitomnosti netoxické
koncentrace chelata¢niho ¢inidla Zeleznatych iontd desferioxaminu. Vysledky
poukazaly na to, ze u fibroblasti dochazi vlivem chelatacniho Cinidla k zastaveni
bunééného cyklu, kdezto u embryonalnich kmenovych bun¢k k zastaveni bunécného
cyklu nedochazi. Déle byly detekovany u téchto bunck proteiny kontrolni drahy
Cdc25A a aktivovany Chkl. Bylo prokazano, Ze u embryonalnich kmenovych bunék,
nedochazi k aktivaci Chkl a k degradaci Cdc25A dochazi jinou cestou.
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10. Seznam pouzitych zkratek

APC
BrdU
BSA
Cdk
DCYTB
DFO
DMEM
DMT1
EK
mEK
ERK
GDDA
HCP1
HIF-1la
HIV
IRP

LIF
LSB
MCM
ORC
PBS

Pl
PLAGL2
PLK1
pRb
SDS
TEMED
Tf

TfR1

anafaze podporujici komplex
Bromodeoxyuridine

bovinni sérovy albumin
cyklin-ependentni kinaza

duodenal cytochrom b
Deferoxamine

Dulbecco's Modified Eagle Medium
proteinu divalent metal transporter-1
embryonalni kmenové buiky

mySsi embryonalni kmenové bunky
extracellular signal regulated kinase
growth arrest and DNA damage-inducible genes
heme carrier protein

Hypoxia inducible factor-1a
hemojuvelin

iron regulatory protein

Leukemicky inhibi¢ni faktor
Laemmli buffer

minichromosome maitenance

origin recognition komplex
Phosphate Buffered Saline
propidiumiodid

pleomorphic adenoma gene like 2
polo-like kinazal

retinoblastomovy protein
dodecylsiran sodny
N,N,N'-Tetramethyl-ethylene diamine
transferrin

transferrin receptor 1
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TfR2
TGF-p1
TNF-R

transferrin receptor 2
transformujici ristovy faktor f1

tumor-necrosis faktor receptor
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