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1 Uvod

Kazdy rok stoupa na celém svété pocet pacienti trpicich nadorovym
onemocnénim. Kazdoro¢né je tak odhaleno vice nez 14 milioni novych ptipada
rakoviny. Jako nejCastéjsi typ rakoviny je podle statistickych udaja rakovina prsu
u Zen a rakovina plic u muzi. Jako jedna z moznosti 1é¢by se v dnesni dobé
nejvice vyuziva chirurgicka 1é¢ba, chemoterapie a radioterapie. Nicméné tyto
pristupy jsou vétsinou zdlouhavé s velkou fadou omezeni a vedlej$ich G¢inki pro
pacienta (Torre et. al., 2015; Boman et Wicha, 2008).

V dnesni dob¢ jsou vyvijeny nové zplsoby a postupy lé¢by rakoviny, z nichz
ne¢které jsou teprve Vv pocateCni nebo jiz v klinické fazi vyvoje. Jednim
Z nabizejicich se feSeni je ovlivnéni regulace CDK a cyklint, které hraji klicovou
roli pi1 syntéze DNA a bunécného déleni. Ovlivnéni funkce téchto proteinit mize
vyznamn¢é naruSit normalni prabéh bunécného déleni, popiipadé apoptosy, coz
muze nasledné vést ke vzniku karcinogeneze. Ditkazem toho jsou zvysené hladiny
CDK a cyklind pozorované u fady ruznych lidskych typt rakoviny. Je velmi
dalezit¢ pochopit prabéh molekuldrnich mechanismii v bunécném cyklu
v souvislosti s ptusobenim chemoterapeutickych latek. Vysledky védeckych praci
jsou pak vyuzity pro zlepseni u¢innosti cilenych terapii, snizeni vedlejsich ucinka
a piekonani rezistence proti témto chemoterapeutickym latkaim (Johansson et al.,
2008).

Jednou z vyvijejich se metod v oblasti 1éCby a studia rakoviny je
posttranskripéni uml¢ovani gent. V rdmci tohoto tématu je zkoumana RNA
interference, coz je metoda, kterd prostiednictvim specifické interferujici RNA
umoziuje cilené umlceni gent, predevsim téch, které jsou soucasti vyznamnych

regulac¢nich drah nadorovych buné¢k.



2 Soucasny stav reSené problematiky



2.1 Regulace bunécného cyklu

Bunééné déleni je piisné regulovany proces, kdy z matetské buiky zivého
organismu vznikaji burniky dcetfiné. Schopnost bun¢k délit se, je fizena zejména
ptitomnosti dvou tfid molekul - cyklin-dependentnich kinas (CDK), patticich
do rodiny serin/threoninovych kinas a jejich vazebnych partnerdt - cyklint
(Morgan, 1997). Aktivita CDK je zavisla na této regulacni podjednotce.
Na zakladé sekvence kinasové domény byly CDK zafazeny do skupiny CMGC
kinas spolu s mitogen-aktivovanymi proteinkinasami (MAPK), glykogen
synthasakinasou-3  (Gsk3f) a rodinou proteinit podobnych s CDK (Manning,
2002). V pribéhu evoluce dochazelo ke zvySovani poctu CDK. Napiiklad houby
obsahuji 6 az 8 CDK a 9 az 15 cyklinQ, zatimco mouchy obsahuji 11 CDK a 14
cyklint. U lidskych bun¢k bylo dosud popsano 20 CDK a 29 cyklinta (Cao et al.,
2014).

V poslednich letech biochemicka analyza malé skupiny CDK, jejich
regulacnich proteinit a substratli, umoznila vytvofit zjednoduSené¢ schéma
pro pochopeni regulace bunééného cyklu. Po dokonceni cytokineze mohou nové
vytvofené bunky projit dal§im bunéénym délenim a nebo zastavit proliferaci.
Buriiky, které zvoli druhou mozZnost, se zastavi ve stavu obecné popisovaném jako
klidovy, neboli GO. Z tohoto stavu mohou opét piejit do G1 faze a pokraCovat
v proliferaci (Malumbres et Barbacid, 2005).

Bunéény cyklus je rozdélen na Ctyfi faze. B€hem téchto dvou fazi musi buiika
provést dvé zakladni podminky bunééného déleni. Za prvé musi nasyntetizovat
novy geneticky material. K replikaci DNA dochazi v S fazi bunécného cyklu.
Posléze je nutné rozdélit vSechny bunécné komponenty mezi dvé identické
dcefiné buiiky. Druhou podminkou bunééného déleni je tedy pribéh M faze, ¢ili
mitdzy. Zbylé dvé faze, G1 a G2, predstavuji Casovy tsek, béhem kterého buiika
vykond vSechny dilezité procesy pro spravny pribéh Sa M faze. Jedna se
naptiklad o rist buiiky nebo ukladani latek nutnych pro syntézu organel a DNA
(Norbury et Nurse, 1992).



2.1.1 Obecna struktura CDK a cyklinii
Velikost jednotlivych CDK je variabilni a kolisa ptiblizné¢ od 250 aminokyselin,

které zahrnuji pouze katalytickou serin/threoninovou doménu, po velké proteiny
s vice nez 1500 aminokyselinami s aminokoncovym a nebo karboxykoncovym
prodlouzenim variabilni délky. Jako vSechny kinasy maji i CDK strukturu dvou
lalokd. Aminokoncovy lalok obsahuje -skladané listy, zatimco karboxykoncovy
lalok obsahuje velké mnozstvi a-helixti. Aktivni misto je vlozeno mezi obéma
laloky. N-koncovy lalok obsahuje oblast bohatou na glycin, tzv. G-smycku
a jeden hlavni helix, C-helix. C-koncovy lalok obsahuje aktiva¢ni segment, ktery
se rozpina od DFG motivu, hrajicim dilezitou roli v regulaci kinasové aktivity,
po APE motiv a zahrnuje také fosforylacné senzitivni misto. V ptipadé CDK2
se jedna konkrétné o threonin v pozici 160, u jinych CDK se mohou tato mista
lisit (Malumbres, 2014).

Kazda CDK je charakterizovana katalytickym jadrem s ATP-vazebnou kapsou
(Obr. 1), PSTAIRE podobnou cyklin-vazebnou doménou a aktivni T-smyc¢kou.
Tyto Casti hraji hlavni roli v aktivaci CDK, ktera zahrnuje interakci s cyklinem
pies PSTAIRE helix tak, aby doSlo k pfemisténi T-smycky a odkryti vazebného
mista pro substrat a dale k preskupeni dllezitych postrannich fetézct
aminokyselin v aktivnim misté tak, aby byly vytvofeny vhodné podminky pro
pienos fosfatu. VétSina Clenti rodiny CDK se vyznacuje pfitomnosti velkého
mnozstvi fosforyla¢nich mist. Napiiklad fosforylace threoninu 14 (T14) a tyrosinu
15 (Y15) CDK1 ma inhibi¢ni charakter a je zprostfedkovana inhibi¢nimi kinasami
Mytl (myelin transkripéni faktor) a Weel. Naopak fosforylace T-smycky v pozici
T161 ma aktiva¢ni charakter a je zprostfedkovana CDK-aktiva¢ni kinasou (CAK).
Fosforylace T161 ma za nasledek lepsi vazbu substratu, tim se zvySuje stabilita
komplexu a dochazi k aplné CDK aktivaci (Atherton-Fessler et al., 1993;
Pavletich, 1999).



T14-Y15 C-helix
T160 C-helix

Aktivaéni
doména
o ) Fosforylovany
Aktivaéni doména T160
CDK2 CDK2 - cyklin A

Obr. 1: Struktura monomerni CDK2 a jeji konformace po vazbé cyklin A (Upraveno
podle Malumres, 2014)

Velka rodina proteinti, vazebnych partnertt CDK, se nazyva cykliny. Jedna se o
skupinu pftiblizn¢ 30 proteint, které se 1isi hmotnosti od 35 do 90 kDa.
Tyto proteiny jsou strukturné definovany tzv. cyklinovym boxem, coz je oblast
100 aminokyselin, které vytvari shluk péti a-helixi. Mnoho cyklinh ma dva
cyklinové boxy, jeden aminokoncovy pro vazbu CDK a druhy karboxykoncovy
box, ktery je obvykle nutny pro spravné poskladani molekuly cyklinu.
Ve srovnani s CDK vykazuji cykliny mensi podobnost v sekvenci aminokyselin.
Rodina cyklint vyskytujici se v lidskych burnikach obsahuje pfiblizné 29 proteint,
které jsou rozdéleny do tii hlavnich skupin a 16 podskupin (Tab.l) (Cao et al.,
2014; Ma et al., 2013).

Tab. I: Piehled tii hlavnich skupin cykling, jejich ¢lent a vazebnych partnert.

Hlavni skupina Cyklin CDK
B cyklin A B D EFGJI,0 | CDK1, CDK2, CDK4, CDK6
Y cyklin Y CDK5
C cyklin C,HK,LT CDK8, CDK7,CDK9,CDK11




2.1.2 Komplex CDK4-cyklin D a CDK6-cyklin D

vvvvvv

a D3. Ze jmenovanych cyklinii je v buiikdch nejvice exprimovan cyklin D3.
Jeho dva nejdilezitéjsi vazebni partnefi jsou CDK4 a CDK6 (Obr. 2) (Sherr,
1993). CDK4, do roku 1991 znama jako PSK-J3, byla objevena Hanksem et al.
(1987). Nasledny vzestup PCR technologie pomohl k objevu PLSTIRE, dnes
znamé jako CDKG6 (Malumbres et Barbacid, 2005).

Hlavni tloha komplexi CDK4-cyklin D a CDK®6-cyklin D spociva
ve fosforylaci retinoblastomového proteinu (Rb). Po dokonceni mitdézy se Rb
nachazi v hypofosforylovaném stavu. V pribéhu Gl fize nebo pii opétovném
pifechodu bunky zGO do Gl fize je Rb protein postupné fosforylovan.
Piipfechodu bunky z Gl do Sfize je Rb jiz zcela fosforylovan.
V hyperfosforylovaném stavu setrvava az do pozdni mitdzy, kdy dochézi
k jeho defosforylaci. Z toho vyplyva, ze Rb v hypofosforylovaném stavu drzi
bunky v G1 fazi, naopak fosforylaci dochazi k inhibici a¢inkt Rb (Hinds et al.,
1994).

Rb a jeho pifibuzné proteiny pl07 a pl30 tvofi proteinovou rodinu regulujici
bunééné deleni. Tyto proteiny ovliviiuji piechod z G1 do S faze prostiednictvim
regulace E2F-responsivnich genti. Také se podili na ukon¢eni GO faze, prostorové
organizaci replikace a genomové replikaci. Proteiny Rb rodiny pfispivaji
k umléeni gend, které v bunce vyvolavaji senescenci nebo diferenciaci (Cobrinik,
2005).

K zastaveni transkripce pomoci Rb proteinu dochézi n€kolika rozdilnymi
mechanismy. Prvnim zplisobem je vazba Rb proteinu pfimo na transaktivacni
doménu E2F, ¢imz je znemoZnéno transkripnim faktorim zahdjit expresi
cilovych gent. Ve druhém  piipadé dochdzi ke spojeni Rb
s chromatin-remodelujicimi enzymy, coz ma za nasledek opét blokaci
transaktiva¢ni domény E2F (Harbour et Dean, 2000). Pokud je Rb navazané
na E2F, nemiize dojit k transkripci a bufika se nedostane do S faze. | kdyz
pocateéni fosforylace Rb proteinu je fizena komplexy CDK4-cyklin D a CDKG6-
cyklin D, za ireversibilni inaktivaci tohoto proteinu zodpovida komplex CDK2-
cyklin E (Malumbres et Barbacid, 2005).



Degradace cyklind typu D je zprostiedkovana fosforylaci na T286 pomoci
GSK-3p. Tato fosforylace je rozpoznana F-box FBX4 SCF E3 ubiquitin ligasou.
Aby FBX4 rozpoznal fosforylovany cyklin, musi byt ptitomen af krystalin.
Predpoklada se tedy, ze komplex SCF™** ¥ mize piimo ubiquitinovat
a degradovat cyklin D. Tuto teorii potvrzuje fakt, Ze pii umlCeni FBX4
a afkrystalinu doslo v bunkach k prodlouzeni poloc¢asu rozpadu cyklinu D na
vice nez dvojnasobek. Umlceni FBX4 také stabilizuje cyklin D2, coz nasvédcuje

FBXd- o glrstalin

tomu, Ze komplex SCF a

typu D (Lin et al, 2006)

, muze regulovat proteolyzu vSech cyklini

2.1.3 CDK2 a jeji vazebni partneri

CDK2 byla objevena tfemi nezavislymi pfistupy v klonovani zalozenymi
na komplementaci c¢dc28 mutantd S. cerevisiae interakci s cyklinem
A (Malumbres et Barbacid, 2005).

Cyklin E wvytvati spolu s CDK2 komplex, ktery hraje dalezitou roli
pii pfechodu burniky do S faze (Obr. 2). Jeho koncentrace nartsta na prechodu G1
a Sfaze. Jsou znamy dva typy cyklinu E - E1 a E2, které vykazuji 75%
podobnosti v cyklinovém boxu a 47% similaritu v kodujici sekvenci. Hlavni role
komplexu CDK2-cyklin E v buné¢ném cyklu spoc¢iva v dokonceni fosforylace Rb,
kterou zapocaly komplexy CDK4-cyklin D a CDK6-cyklin D (Geng et al., 2003).
Rb protein je poté udrzovan v hyperfosforylovaném stavu pomoci komplext
CDK2-cyklin E, CDK2-cyklin A a pozd¢ji CDKI1-cyklin A az do ukonéeni
mitozy (Sherr et Roberts, 1999).

Komplex CDK2-cyklin E také kooperuje s CDK6 béhem piechodu buriky z G1
do S faze. Tato kooperace umoziuje formovani prereplika¢nich komplexu.
To napiiklad zahrnuje vazbu MCM komplexu (Minichromosome maintenance
protein complex) na pocatky replikace a iniciaci replikace DNA. Poté, co burika
vstoupi do S faze, musi byt komplex CDK2-cyklin E umléen, aby nedoslo
k opétovné replikaci DNA. Dalsi substraty tohoto komplexu, které jsou aktivni
béhem S faze, jsou proteiny pulsobici pfi modifikaci histonid, opravé DNA
a duplikaci a zrani centrozomu (Hwang et Clurman, 2005).

Mnozstvi cyklinu E v prubéhu cyklu je fizeno zejména na urovni transkripce

a degradace. Jelikoz gen cyklinu E je cilem E2F transkripénich faktord, je exprese



tohoto genu nepfimo fizena regulaci Rb proteinu. Cyklin E mize byt
ubiquitinovam dvéma zpisoby. Nenavdzany cyklin E mize byt degradovan
pomoci Cul-3. Pokud je cyklin E ve vazbé s CDK2, za¢ne byt chranén proti této
ubiquitinaci. Ptitom je fosforylovan na reziduich T380, T62, S372 a S384, kde
CDK2 primarné fosforyluje cyklin E na S384, zatimco GSK3 fosforyluje T380.
Fosforylaci téchto aminokyselin  rozpoznava Fbw7. Fbw7 je jedna
ze substratovych rozpoznavacich jednotek tadici se do rodiny ubiquitin ligas -
SCF komplex. Aktivace CDK2 a GSK3 tedy urychluje degradaci cyklinu E.
Ve chvili, kdy se CDK2 jiz nevaze na cyklin E, dochazi k interakci mezi CDK2
acykliny Al a A2 (Obr. 2) (Welcker et al., 2003). Komplex CDK2-cyklin
A fosforyluje pomérné velké mnoztsvi proteinti, které jsou potiebné pro spravné
dokonceni S faze. Tyto proteiny zahrnuji regulatory cyklinu A (RD), transkripéni
faktory (E2F1), proteiny podilejici se na replikaci DNA, modifikaci histoni,
proteolyze a proteiny, jez se podili na piechodu bufiky kontrolnimi body
bun&éného cyklu (p53, p21°™). Na konci S faze se cykliny typu A vazi na CDK1
(Sherr et Roberts, 1999; Malumbres et Barbacid, 2005).

2.1.4 CDK1 a jeji vazebni partneri

Jako prvni CDK byla objevena pravé CDKI1 pomoci genetického skenovani
mutanti  Schizosaccharomyces pombe a Saccharomyces cerevisiae, ktera
vykazovala defekt buné¢ného cyklu. Pozdéji byl objeven homologni protein
i v lidskych bunkach. Tento protein znamy ptvodné jako CDC2 byl v roce 1991
piejmenovan na CDKI1. CDKI vaze dvé hlavni izoformy cyklinu B - B1 a B2
(Malumbres et Barbacid, 2005).

Béhem G2 faze je cyklin A degradovan ubiquitin fizenou proteolyzou, zatimco
cyklin B je aktivné vytvaren. V disledku toho se cyklin B vaze na CDKI1
a vytvaii komplex, ktery je nezbytny pro spusténi a prubéh mitdézy (Obr. 2)
(Malumbres et Barbacid, 2005). Pied samotnou mitézou je komplex CDK1-cyklin
B wudrZovan inaktivni ve fosforylovaném stavu. Na konci G2 faze se
jiz koncentruje velké mnozstvi inaktivniho komplexu CDKZ1-cyklin B. Tento
komplex je aktivovan fosfatasou CDC25, ktera defosforyluje CDK1 v mistech,
ktera byla diive fosforylovana kinasami WEE1 a MYT1 v pozicich T14 a T15.
Burika tak vstupuje do mitozy (Chow et al., 2011).



Komplex cyklinu B a CDK1 interaguje i scyklinem F. Tento velky cyklin
(85 kDa) vytvari spolu s CDK1-cyklinem B aktivni komplex, ktery vykazuje
histon H1 kinasovou aktivitu (Kong et al., 2000).

2.1.4.1 Priibéh mitézy

Mitoza je ¢ast bunééného cyklu, ve které se duplikované chromozomy v jadie
buiiky rozdéli na dveé identické casti. Sklada se z péti fazi - profaze, prometafaze,
metafaze, anafaze a telofaze (O’Connor, 2008).

Béhem profaze se komplex CDK1-cyklin B vaze na centrozom, kde zahaji jeho
separaci fosforylaci proteinu kinesinu 5 (EG5). Komplex CDK1-cyklin B je také
zapojen ve strukturnich procesech jako je naptiklad chromozomalni kondenzace,
fragmentace Golgiho sité a kolaps jaderné laminy. Inaktivace tohoto komplexu je
dulezita pro spravné ukonéeni mitdézy (Malumbres et Barbacid, 2005). Jakmile
dojde ke kondenzaci chromozomu a poté k jejich sefazeni do ekvatorialni roviny
bunky (metafaze), dochazi k deaktivaci CDK1 a uvolnéni sesterskych chromatid
prostiednictvim aktivace separasy. Protein separasa $tépi kohesin na podjednotce
SCC1, coz zpusobi uvolnéni chromatid (Musacchio et Salmon, 2007).

K inaktivaci CDK1 na konci mitdozy dochazi diky degradaci cyklinu B
proteasomem poté, co je cyklin B ubiquintinovan E3 ubiquintin ligasou APC/C
(anafazi-zprostiedkujici komplex). Komplex APC/C je aktivovan Vvazbou
podjednotky CDC20 (protein cyklu bunétného déleni), ktera vtomto piipadé
pusobi jako substrat pro APC/C a zaroven ho piimo aktivuje (Kimata et al., 2008).
Pokud v bunkach nedojde k produkci CDC20, prubéh bunééného cyklu
se prodlouzi, ale nezastavi se. V tomto piipadé¢ funkci CDC20 mohou nahradit
proteiny WEE1 a MYT1 inhibujici komplex CDK1-cyklin B. Poté, co dojde
Kk inhibici komplexu CDK1-cyklin B, nasleduje ukonéni mitdézy a degradace
cyklinu B (Chow et al., 2011).

Po anafdzi je komplex APC/C ftizen pfevazné¢ pomoci proteinu CDHI1, tzn.
substrat CDC20 je nahrazen CDH1. CDH1 tedy piebira funkci proteinu CDC20,
ktery je nasledné také oznacen k degradaci. Komplex APC/CP"! pokracuje
Vv ubiquitinaci dal$ich proteinti jako jsou mitogenni proteiny cyklin A a B, aurora

kinasy A a B a DNA replika¢ni proteiny. Dalsi degradaci cyklinu B udrzuje



komplex APC/C®P"! CDK1 inaktivni, co? mé4 za nasledek ukonceni mitozy
a vstup bunky do G1 faze (Peters, 2006; Pesin et Orr-Weaver, 2008).

2.1.5 CDK-aktivaéni kinasa (CAK)

CDK-aktivacni Kinasa je pravdépodobné nejdilezitéjsi kinasou v regulaci
bunééného cyklu. V soucasné dobé se piedpoklada, Zze CAK ma za ukol aktivovat
veskeré CDK, které se podili na prubéhu cyklu (Obr. 2). CAK je tedy dilezita
pro aktivaci CDK1, CDK2, CDK4 i CDK6. Tato kinasa se sklada ze tii
podjednotek - CDK7, cyklinu H a komplexu MAT1. CAK je vyZzadovana béhem
celého bunécného cyklu, coz napovidd, Ze umlceni, poptipadé¢ delece CDK7,
mohou byt vyuzity v protinadorové terapii (Lolli et Johnson, 2005).

Pro CDK2 vyZzaduje aktivace dva kroky. V prvni fadé dochazi po vazb¢ CDK2
acyklinu A k vyznamnym konforma¢nim zménam Kinasy, coz vede
ke konfiguraci Kkatalytického mista pro vazbu ATP. Druhym krokem je
pak fosforylace threoninu 160 pomoci CAK (Stevenson, 2002). Jelikoz
fosforylace T160 nebyla pozorovana u monomernich forem CDK, ptfedpoklada se,
ze je stimulovana vazbou CDK s pfislusnym cyklinem. U monomerickych CDK
tedy aktivaéni segment T160 neni pro CAK pfistupny. Sama CDK7 je
fosforylovana v aktiva¢nim segmentu na T170. OvSem oproti jinym CDK
tato fosforylace neni esencialni pro jeji kinasovou aktivitu. Ptitomnost faktoru
MAT]1 totiz muze nahradit fosforylaci CDK7, coz je dostacujici pro aktivaci
komplexu CDK7-cyklin H. CDK7 ma také druhé aktivaéni misto na S164.
Tato druha fosforylace ma za nasledek zlepSeni aktivace a vazby cyklinu. Aktivita
CDK7 se béhem buné¢ného cyklu neméni, vyjimkou je pouze GO faze, kdy je
aktivita této kinasy niz§i (Lolli et Johnson, 2005).

Aktivita CAK muze byt inhibovana fosforylaci podjednotky cyklinu H.
Tuto podjednotku fosforyluje komplex CDKS8-cyklin C a to na reziduich S5
a S304. Tyto dve fosforylacni mista jsou v blizkosti N- a C- koncovych helixt,
které v porovnani s ostatnimi cykliny vytvari unikatni konformaci cyklinu H.
Cyklin H je také fosforylovan na T315 protein kinasou CK2 (kasein kinasa 2).
CK2 je holoenzym slozeny ze dvou regula¢nich pB-podjednotek a dvou
katalytickych a-podjednotek. Fosforylace na T315 se ukazuje jako nutna
pro uplnou aktivaci CAK (Akoulitchev et al., 2000; Schneider et al., 2002).
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2.1.7 CyKklin C a jeho vazebni partneri

Cyklin C vytvati komplex s vazebnym partnerem CDK3. Tento komplex zastava
dulezitou roli zejména v GO fazi (Obr. 2), kdy pozvolna fosforyluje malé mnozstvi
Rb proteinu v pozici S807/811. Diky této fosforylaci dochazi v buiice k prechodu
z GO faze do Gl faze. Komplex také muize fosforylovat Rb vrané G1 fazi.
Tato fosforylace nestaci na samotné spusténi S faze. CDK3 muze vazat cykliny
typu A a E, coZ naznacuje, ze ma podobnou funkci jako CDK2. Naopak CDK2
cyklin C nevaze (Ren et Rollins, 2004).

Druhy vazebny partner, se kterym cyklin C reaguje in vivo i in vitro, je CDK8.
Za podminek in vivo bylo zjisténo, ze komplex CDK8-cyklin C fosforyluje
karboxyterminalni doménu nejvétsi podjednotky DNA polymerasy II. Komplex
CDKB8-cyklin C tedy kontroluje funkci DNA polymerasy Il (Leclerc et al.,1996;
Akoulitchev et al., 2002).

/
| CDK3

S CDK2{ CycE
) CAK

b
\

Obr. 2: Regulace bun&tného cyklu prostiednictvim CDK a cyklinii (upraveno podle
Malumbres et Barbacid, 2005).
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2.1.8 CDK inhibitory (CKI)

Kinasova aktivita CDK je kontrolovana riznymi mechanismy, zahrnujicimi
zejména interakci S aktivaénimi podjednotkami, vazbu k regulaénim proteinim
(CDK inhibitory) a zmény fosforylace (Malumbres et Barbacid,2005).

CKI jsou rozdéleny do dvou tfid na zaklad¢ struktury a CDK specifity. Skupina
inhibitorii INK4 [p16™** (Cdkn2a), p15™*" (Cdkn2b), p18™**¢ (Cdkn2c)
a p19™**? (Cdkn2d)] je skupinou homolognich inhibitorii CDK, jmenovité CDK4

INK4 INK4
5INK4b 3 p16'NK4a

a CDKG6, které podporuji proliferaci. Naptiklad pl apl vykazuji 85%

podobnost aminokyselinového fetézce a mezi témito dvéma proteiny jsou
jen malé biochemické rozdily (Sharpless, 2005). Vazba inhibitord INK4 na CDK4
anebo CDK6 vyvola jejich alosterickou zménu, ktera narusi vazbu Kkinas na

cykliny typu D. Exprese inhibitorti tedy udrzuje Rb protein v hypofosforylovaném

INK4 INK4
5/NK4b 5 n16!NK4a

stavu a znemoznuje tak vstup bunky do S faze. Inhibitory pl
exprimovany z lokusu INK4a/ARF/INK4b (Kim et Sharpless, 2006).

apl jsou

Druhé skupina, oznaCovana jako CIP/KIP, zahrnuje proteiny p21¢"** (Cdkn1a),
p27X"*! (Cdknlb) a p57"" (Cdknic). Oproti INK4, CIP/KIP rodina inhibuje $irsi
spektrum CDK-cyklin komplext, primarné vS§ak CDK1 a CDK2. Jeden ze ¢lent
CIP/KIP rodiny, p27, oddaluje piechod bunky z G1 do S faze. Po dokonceni
mitdzy je vytvafen kromé cyklinu D také cyklin E. Komplex APC/C*P™ cyklin
E nedokaze degradovat a ten se tak mtize vazat na CDK2. Hlavni Glohou p27 je
oddalit akumulaci tohoto komplexu, dokud nedojde ke kompletnimu sloZeni
prereplikacniho komplexu v mistech poc¢atka replikace chromozomu. Poté je p27
fosforylovan v pozici T187 komplexem CDK2-cyklin E a pfeveden na substrat
pro komplex SCF*"? a nasledné degradovan, &imz umozni buiikim piechod do
S faze (Ullah et al., 2009). SCF komplex, neboli Skpl/cullin/F-box protein,
zastava v bunéném cyklu stejnou funkci jako komplex APC/C. Jedna se také o
ubiquitin ligasu, ktera degraduje v bunééném cyklu inhibitory p21, p27, p57,
cyklin E a WEEZ1 protein (Vodermaier, 2004).

2.2 Posttranskrip¢ni umléovani genii

K posttranskripénimu umléeni geni (PTGS) dochazi G¢inkem transgenli nebo
dvouvlaknové RNA (dsRNA) napiic celou rostlinnou a ZivoéiSnou Fisi.

Diky studiim Vv riznych systémech byla zjisténa skutecnost, ze PTGS funguje jako

12



univerzalni regulaéni systém exprese genti pii vyznamnych procesech jako je
ochrana proti viriim a transpozontim (Cogoni et Macino, 2000).

Pocate¢ni pozorovani, ze transgeny mohou indukovat degradaci specifické
MRNA, byly poprvé pozorovany u ¢eledi lilkovitych rostlin, konkrétné v rostling
petanie v roce 1990 (van der Krol et al., 1990 ). Tento jev byl pivodné nazvan
,»spole¢né potlaceni®. Dalsi studie zjistily podobny tikaz u fady rostlinnych druh
jako je napiiklad ryze, rajCata, brambory nebo rod Arabidopsis. Podobny proces
byl také odhalen u hub Neurospora crassa, kde byl nazvan ,quelling”. PTGS
miiZze byt také zpisobeno Vviry a v takovém ptipad¢ je nazyvano virem-indukované
uml¢eni gent (VIGS) (Cogoni et Macino, 2000).

V roce 1998 Fire et al. prvn¢ publikovali mechanismus RNA interference
(RNA1) u zivoc¢iSnych bunék. RNAi ma za néasledek specifickou degradaci
endogenni RNA a to v pfitomnosti dSRNA, ktera byla podana injekéné nebo byla
transgenné exprimovana. dsRNA zpisobuje umlceni gent také u rostlin.
Tyto zjisténi naznacuji, Ze existuji vazby mezi PTGS, quellingem a RNA..

PTGS vrostlinach probiha v nékolika krocich. Tvorba dsRNA mize byt
iniciovana pfitomnosti aberantni RNA. RNA-dependentni RNA polymerasa,
kodovana geny SDS2/SDE1, muze vyuzit aberantni RNA jako templat k syntéze
dsRNA. Ta muze byt ale také produkovana prostiednictvim vird. dsRNA je
poté stépena RNasou podobnou jako zivocisny enzym Dicer. Vznikajici SIRNA
poté zacili endogenni mRNA na RNA-degrada¢nim komplexu. dsRNA také muze
vyvolat methylaci transgenni DNA, ¢imz posili jeji schopnost produkovat
aberantni RN A (Wassenegger et al., 1994; Vaucheret et al., 2001).

Zavedeni transgenu z ¢asti virového genomu muze vést k rezistenci rostliny
k tomuto viru. Rostliny tedy mohou odolat infekci nebo podstoupit piedbéznou
fazi infekce, ze které se uzdravi. Tyto rostliny jsou imunni vi¢i sekundarni infekci
zpusobené stejnym virem nebo jinym rekombinantnim virem, ktery nese Cast
genomu piivodniho viru. V urcitych ptipadech lze nalézt i divoké typy rostlin

vykazujici stejné vlastnosti jako rostliny transgenni (Vaucheret et al., 2001).

2.2.1 RNA interference (RNAI)

V minulosti bylo vyzkouSeno velké mnoZstvi metod pifi pokusech vyvolat snizeni

exprese cilovych genii v bunce. Naptiklad anti-sense oligonukleotidy a ribozymy
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byly pouzivany po vice nez dekddu let k cilené degradaci specifické RNA.
Ackoliv tyto metody fungovaly uspokojivé v nékterych jednoduchych
experimentech, nedokazaly efektivné zptisobit umléeni gend ve slozitych savcich
systémech. V nasledujicich letech doSlo k nevsednimu vyvoji metod zalozenych
na RNA interferenci (RNAI) a tak se kratké interferujici RNA staly hlavnim
nastrojem k cilenému umlcovani genli. Jako prvni byla RNAi pozorovana
v organismu Caenorhabditis elegans. Pokud je had’atko vystaveno dvouvlaknové
RNA (dsRNA), ktera je homologni k nékterému zjeho genti, dochazi
K posttranskripénimu uml¢eni pravé tohoto genu. Ziejmy terapeuticky potencial
RNAi wvyustil krychlému objasnéni principu umléeni. Bylo zjisténo, zZe
posttranskripéni uml¢eni genii zahrnuje dva hlavni kroky. Nejprve je dsRNA
rozpoznana RNasou III, nazyvanou Dicer, pak nasleduje zpracovani dsRNA na
malé dvouvldknové molekuly oznacované jako siRNA. Ty jsou poté vazany
RNA-indukovanym umléujicim komplexem (RISC), ktery se vyznacuje
RNasovou aktivitou a degraduje tak cilovou mRNA. Pouziti dlouhych dsRNA
v sav¢ich bunkach vsak vede mimo jiné k aktivaci antivirové interferonové
odezvy (IR). Ta zastavuje veskerou syntézu proteinti V bufice, a proto pouziti
dsRNA vsav¢ich bunkach neni vhodnym zptsobem umlovani gent.
U syntetickych siRNA o velikosti 21 - 23 nukleotida nebyla tato odezva
prokazana, a proto jsou pouzivany pro studium savcich genti (Bantounas et al.,
2004).

Tti hlavni drahy RNAi (siRNA, jednoducha mikro RNA - miRNA a PIWI
intereagujici RNA - piRNA) sdili spole¢ny mechanismus umlceni cilovych gent
(Obr. 3). Nezbytnym efektorem je ribonukleoproteinovy komplex zahrnujici
protein rodiny argonaut (AGO), vazany na jednovlaknovou RNA slozenou z 20
az 30 bazi. Specifita této RNA je dana komplementaritou k cilovému genu.
V piipadé miRNA a siRNA je komplex oznafovan jako RNA-indukovany
umlcujici komplex (RISC) a uml¢uje mRNA degradaci nebo potlaéenim
transkripce. Pivod miRNA a siRNA je odlisny. Zatimco miRNA je odvozena
z genomu, SiRNA mize byt jak edogenniho, tak exogenniho ptvodu, kdy je
jeji vznik disledkem naptiklad virové infekce (Carthew et Sontheimer, 2009).
Dalsi zasadni rozdil miRNA a siRNA je v jejich prekurzorech. dsRNA jako
prekurzor pro vznik siRNA se vyznacuje dokonalym parovanim bazi, zatimco

prekurzory miRNA obsahuji vice nekomplementarnich bazi a prodlouzenou
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koncovou smycku. I pfes tyto rozdily jsou obé RNA v buinice zpracovany stejnou
molekularni cestou (Wilson et Doudna, 2013).

Produkce miRNA zacind v jadfe vznikem transkripti oznaCovanych jako
primarni miRNA (pri-miRNA). Tyto transkripty jsou dlouhé nejméné 1000 nt,
obsahuji jednoduché nebo zmnozené dvouietézcové vlasenky, které se vyznacuji
5’- a 3’-koncovym jednovlaknovym ptesahem a distalni smyckou tvoienou zhruba
10 nt (Saini et al., 2007). Pri-miRNA je zkracena pomoci komplexu, jehoz
soucasti je enzym Drosha, patfici do rodiny RNasy III. Dal§im proteinem, ktery se
podili na zpracovani pri-miRNA je DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region
gene 8), obsahujici dvé dvouvlaknové RNA vazebné domény (Kim et Kim, 2007).
DGCRS rozpoznava rozhrani vlasenkové struktury pri-miRNA a jednovlaknové
RNA. Dochazi k endonukleolytickému Stépeni ptiblizné 11 bp od konce vlasenky.
Stépenim vznikaji prekurzorové miRNA (pre-miRNA) o velikosti 65 az 70 nt,
které jsou translokovany za ucasti transportnich proteini Exportin5 a RanGTP do
cytoplasmy (Han et al., 2006; Lund et Dahlberg, 2006).

V cytoplazmé je proces zpracovani obou typl interferujici RNA totozny.
Oba typy RNA jsou zkraceny na dsSRNA duplex o vhodné délce tak, aby mohlo
dojit k vazbé proteinu AGO. Tento proces je fizen enzymem Dicer, coz je velka
endoribonukleasa s helikasovou doménou a vnitin¢ dimerizovanou dvojci domén
RNas III. Toto seskupeni mize byt vramci organismi variabilni. Vysledna
dsRNA se sklada ze dvou fetézcu o velikosti 21 az 25 nt, s fosfatovou skupinou
na kazdém 5°- konci a dvoubazovym piesahem na kazdém 3’-konci (Schwarz et
al., 2003). Tento enzymaticky proces umoziuje interakci RNA duplexu
sproteinem AGO, nasleduje vazba enzymu Dicer prostfednictvim
dsRNA-vazebného proteinu (dSRBP). Tim muze byt naptiklad TAR-RNA
vazebny protein (TRBP). Dicer, AGO a dsRBP dohromady vytvaii RISC.
Multiproteinovy komplex RISC je charakterizovan pfitomnosti domény PAZ
(Piwi, Argonaut, Zwille) a PIWI doménou (Parket et Barford, 2006; MacRae
et al., 2008). PAZ doména specificky rozpozna charakteristicky 3’-konec RNA
duplexu a 5’-fosfat hlavniho vlakna, PIWI doména piijme strukturu podobnou
RNase H a katalyzuje enzymatické $tépeni RNA. Je znamo osm lidskych AGO
protein, avSak pouze jeden znich, Ago2, vytvaii RISC s katalytickymi
vlastnostmi (Liu et al., 2004). Ago2 je také zodpovédny za vybér vedouciho

vlakna. K tomu dochdzi prostfednictvim asymetrického odvijeni RNA duplexu.
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Vedouci vlakno je zachovano pro RISC, kde se vaze na AGO pro piimé umlceni
cilové mRNA, druhé vldkno je degradovano. RISC vyhleddva a vaze
jednovlaknové RNA (sSRNA), napf. mRNA, které jsou komplementarni
s vedoucim vldknem navazanym na AGO proteinu. Dochazi tak k uml¢eni genu

(Matranga et al., 2005; Wilson et Doudna, 2013).
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Obr. 3: Mechanismus umléeni genti v butice pfi pouziti sSiRNA a miRNA.
miRNA vznika sestithanim z pre-miRNA v jadie, odkud je transportovana do
cytoplazmy. V cytoplazmé dojde k vazbé proteinu AGO a endoribonukleasy Dicer, které
dohromady spolu s dsRBP vytvaii RISC. Nasledné dochazi k dal§imu stiihani, kdy dojde
k odstranéni vedlejSiho vlakna. Vedouci vlakno posléze zptisobi umléeni genu (Upraveno

podle Wilson et Doudna, 2013).

2.2.2 Vyuziti RNAI pri nadorové terapii

Prvni klinické aplikace RNAi byly zaméfeny na 1é€bu vékem podminéné
makularni degenerace. Toto onemocnéni zpusobuje slepotu nebo zhorSeni zraku
u miliont dospélych ro¢né (Tolentino, 2006).Terapie zaloZzené na RNAI jsou také
vV soucasné¢ dob& vyvijeny pro virova onemocnéni, zahrnujici virus lidské
imonudeficience (HIV), viry zloutenky typu B a C a respiracni syncytialni virus
(Leonard et Schaffer, 2006). Dalsi skupinou onemocnéni, na které se technologie

RNAIi zaméfuje, je 1éba rakoviny a neurodegenerativnich onemocnéni.
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RNA interference je u¢innad metoda cileného umlcovani genii, kterd méa velmi
slibnou budoucnost v oblasti 1é¢by rakoviny. Objev RNAI pfispél nejen k vyvoji
metod pro rychlou identifikaci klicovych molekul podilejicich se na chorobnych
procesech. Neustaly vyzkum v oblasti regulac¢nich procestit béhem karcinogeneze
vedl k myslence vyuziti potencialu RNAi technologie Vv protindadorové terapii.
Vyuziti nachdzi zejména v umlceni dulezitych molekul regulacnich drah nadord,
molekul podilejicich se na interakci nador-hostitel a rezistenci nadort
k chemoterapii ¢i radioterapii. Ve vétsin€ studii vyvolalo umléeni cilového genu
antiproliferacni a proapoptotické uCinky. Nicméné nejvétsi nedostatky RNA1 pii
1écbeé rakoviny nejsou stale zcela vyteSeny. Patii mezi n€ hlavné transport téchto
latek in vivo, neuplné potlaceni cilového genu, nespecificka imunitni odpoved
a vedlejsi ucinky terapie (Pai et al., 2006).

Technologie RNAI je zaméfena predev§im na bunécné regulaéni drahy, které
jsou pfi nadorové transformaci pozménény. Mezi proteiny zahrnuté v téchto
regulacnich drahach patii napiiklad komplexy CDK-cyklin, pRb, p53, proteiny
apoptozy a podobné (Vogelstein et Kinzler, 2004). U téchto regulaé¢nich drah jsou
nejCastéji Cileny geny, které se velkou mérou podili na rustu nadoru. Dalsimi
kandidaty jsou pak geny, které koduji proteiny figurujici v bunécném starnuti,
degradaci nebo stabilizaci proteini (Pai et al., 2006).

Naptiklad pRb hraje vyznamnou roli pii nadorovych onemocnénich.
V dusledku zmén v proteinech, které se vyskytuji v Rb draze, dochazi ke ztraté
nebo ke zpozdéni bunécného starnuti. U velkého mmnozstvi lidskych nadort
se prokazala zména v Rb draze. RNAI v tomto piipadé¢ mize zacilit transkripéni
faktor E2F4. Naruseni E2F4 pomoci RNAi brani formovani p130/E2F4 komplexu
a zvysi tak citlivost bunék k chemoterapii vyvolavajici apoptoézu (DuPree et al.,
2004). V oblasti lé¢by rakoviny délozniho ¢ipku a u bun€k infikovanych lidskym
papilomavirem se jevi jako efektivni vyuzit RNAi k umliceni virovych geni E6
aE7. Oba tyto geny vytvafi proteiny, které se vazou na Rb. V obou ptipadech
bylo dosazeno selektivni degradace E6 a E7. U umlceného genu E6 byl
zaznamenam narust p53 a snizeni rychlosti ristu bunky. Umlceni genu E7
vyvolalo bunéénou smrt. Zaroven se také jedna o prvni selektivni umléeni
exogennich virovych genl v sav¢ich buiikdch. Buiky, které nebyly napadeny

papilomavirem, nebyly ani ovlivnény RN A (Jiang et Milner, 2002).
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Dalsi vyznamna regula¢ni draha je p53. Nadorovy supresorovy protein p53 je
inaktivovan zhruba v jedné polovin¢ vSech lidskych druhi rakoviny. Draha p53
se sklada ze sité genl a jejich produktl, které v buiice reaguji na vnéjsi a vnitini
stresové signaly. Ty maji v buikach dopad na homeostaticky mechanismus, ktery
monitoruje DNA replikaci, chromozomalni segregaci a bunécné déleni. V reakci
na stresovy signal je p53 aktivovan posttranslacni modifikaci, coz vede
k zastaveni bunééného cyklu, bune¢nému starnuti a apoptoéze (Harris et Levin,
2005). Velké mnozstvi molekul je zapojeno do p53 drahy. Jako jeden z cilovych
proteinit RNA1 mtze byt protein Mdmzx, coz je kliCovy negativni regulator p53.
Ve spousté¢ druhi rakoviny je tento protein nadexprimovan. Pouziti RNAi
k umléeni genu pro tvorbu proteinu Mdmx zpisobilo vyrazny pokles bunééného
ristu u nadorovych bunék (Danovi et al., 2004).

V oblasti pokust umléeni cyklini bylo dosazeno vyznamného vysledku
pi1 uml¢ovani savciho cyklinu B1, ktery zodpovida za spravny pribéh G2/M faze
(Yuan et al., 2004). Na zakladé cyklinového boxu cyklinu B1 byly vytvofeny tii
syntetické siRNA, které byly vyuzity na bunécné linie HeLa a HUVEC. Umlceni
cyklinu B1 v téchto buné¢nych liniich vyvolalo zpomaleni rastu bunék a zvyseni
apoptézy az o 50 %. Analyzou pritokovou cytometrii bylo také zjisténo, Ze u
bun¢k dochazelo k zastaveni buné¢ného cyklu v G2/M fazi (Yuan et al., 2004).
Kromé¢ cyklini je mozné vyuzit metodu siRNA také k umlceni jejich vazebnych
partneri, CDK. V tomto pifipadé dochdzi k zastaveni bunécného cyklu
nadorovych bunék NCL H1299 a U20S v pfislusné fazi, poptipadé k indukci
apoptosy. Po umlceni CDK souvisejicich sbunéénym cyklem dochazi
také k poklesu fosforylace RNA polymerasy II, coz svéd¢i o inhibici
transkripénich CDK, které jsou nezbytné pro spravny prabéh cyklu (Cai et al.
2006).
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3 Experimentalni ¢ast
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3.1 Cil prace

Cilem prace bylo dosdhnout uspésného posttranskripénitho umlceni gent
regulujicich bunécny cyklus pomoci siRNA, déle popsat vliv umléeni na relativni
hladiny proteini souvisejici s bunéénym cyklem a v neposledni fadé popsat vliv

umlceni cilovych gent na pribeh bunééného cyklu.

4 Material a metodika

4.1 Pristroje a laboratorni vybaveni

Aparatura pro western blot Mini Trans-Blot Cell, Biorad
Centrifuga BR4i, Thermo electron corporation

Centrifuga Epp 5702+ vykyvny rotor A4-38, Eppendorf

CO; inkubator, Sanyo

Elektroforeticka aparatura Mini protean tetra cell, Biorad
Flowbox s vertikalnim proudénim vzduchu TC 48, Gelaire flow laboratories
Chemiluminiscenéni kamera FUJI LAS 4000, Fuji film
Mikroskop TMS-F, Nikon

Pipety s rozsahem 0,1 ula z 5 ml, Eppendorf

Prutokovy cytometr Cell Lab QuantaTM SC, Beckman Coulter
Predvazky EMS 3000-2, Kern

Spektrofotometr UV-1800, Shimadzu

Termostat blokovy izotemp MBT 250, Kleinfeld Labortechnik
Termostatova michacka RCT S26, Omnilab

Ttepacka Reax top, Heidolph

Ttepacka s kyvavym pohybem Mr-1, Biosan

Ultrazvukovy homogenizator Sonopuls UW 2200, Bandelin
Zdroj napéti EC 3000P a EC 105, E-C Apparatus corporation

4.2 Seznam pouzitych chemikalii
Akrylamid, Omnipur

Aprotinin, Sigma-Aldrich s.r.o

Bis akrylamid, Omnipur

Bromdeoxyuridin (BrdU), Thermo scientific
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Bromfenolova modf, Sigma-Aldrich s.r.o.

Butanol, Lach-Ner

Dithiothreitol (DTT), Serva

Dodecylsiran sodny ( SDS), Lach-Ner

Ethanol 96%, Lach-Ner

Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), Sigma-Aldrich s.r.o.

Ethylenglykoltetraoctova kyselina (EGTA), Sigma-Aldrich s.r.o.

Fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), Sigma-Aldrich s.r.o.

Fetalni teleci sérum (FS), Invitrogen

Fluorid sodny (NaF), Sigma-Aldrich s.r.o.

Glutamin, Sigma-Aldrich s.r.o.

Glycerol, Lach-Ner

Glycin, MP Biomedicals

Hovézi sérovy albumin (BSA), Amresco

Hydroxid draselny, Sigma-Aldrich s.r.o.

Chlorid draselny (KCl), Penta

Kit pro detekci proteini Super signal west pico/femto chemiluminescent substrate,
Thermo scientific

Kyselina chlorovodikova (35%), Penta

Leupeptin, Sigma-Aldrich s.r.o.

Médium RPMI 1640, Sigma-Aldrich s.r.o

Nonidet - 40, Sigma-Aldrich s.r.o.

Ponceau S, Serva

Propidium jodid

Proteinovy marker Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder

Pyruvat sodny (11 mg/ml), Sigma-Aldrich s.r.o.

siRNA komplementarni k lidskym genim CCNE1, CCNA1, CCND1 a CCNB1,
Thermo Scientific Dharmacon

Tetraboritan tetrabarnaty (BasB,0-), Lachema

Transfekéni &inidlo Interferin® siRNA Transfection reagent, Polyplus

Triton X-100, Sigma

Tween 20, MP biomedicals
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4.3 Seznam pouzitych roztoki

PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPO4, 2 mM KH;PO,
(pH=7,4-7)5),

TBS: 137 mM NaCl, 20 mM TRIS (pH = 6,8);

RIPA pufr: 20 mM (pH = 7,4), 100 mM NaCl, 2 mM EGTA, 5 mM EGTA,

2 mM NaF, 02% Nonidet P-40, pted pouzitim bylo pfidano: 1 mM
DTT, 1 mM PMSF, 10 pg/ml leupeptin, 10pg/ml aprotinin;

Bradfordovo ¢inidlo: 0,01% Coomasie Brilliant Blue, 95% ethanol, 85% kyselina

fosfore¢na;

5x SDS vzorkovy pufr: 0,3 M TRIS (pH = 6,8), 10% SDS, 50% glycerol, 0,05%

bromfenolova modt, 5% 2-merkaptoethanol;
Elektroforeticky pufr: 25 mM TRIS, 192 mM glycin, 0,1% SDS;
Blotovaci pufi: 25 mM TRIS, 192 mM glycin;
Blokovaci roztok: 5% suSené mléko v roztoku PBS + 0,1 % Tween 20
Ponceau S: 0,2% v 1% kyselin€ octové;
Roztoky pouzité pii priutokové cytometrii:
2 N HCI/ Triton X-100: 7:3 destilovana voda:35% HCI + 0,5% Triton
X-100
PBS/BSA: PBS + 1% BSA
Roztok tetraboritanu: 0,1M Na,B0O,4.10 H20 (pH = 8,5)
PBS- T: PBS + 1% BSA + 0,5% v/v Tween 20

4.4 Pouzité protilatky

B-aktin (klon C4, fedéni 1:2000) Santa Cruz biotechnology
CDK1 (klon POH1, fedéni 1:500), Cell signaling technology
CDK?2 (klon 78B2, fedéni 1:500, Cell signaling technology
CDK4 (klon DCS156, 1:1000), Cell signaling technology
Cyklin A (klon BF683, fedéni 1:500), Cell signaling technology
Cyklin B1 (klon V152, 1:500), Cell signaling technology
Cyklin D1 (klon 9262, fedéni 1:250), Cell signaling technology
Cyklin E (klon HE12, fedéni 1:500), Cell signaling technology
Mcl-1 (klon S-19, fedéni 1:500), Santa Cruz biotechnology
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PARP-1 ( klon 46D11, fedéni 1:500), Cell signaling technology

p53 ( klon DO-1, fedéni 1:10 ), Dr. B. Vojtések z Masarykova onkologického
ustavu v Brng

total Rb (klon 4H1, fedéni 1:250), Cell signaling technology

fosfo-Rb S807/811 (fedéni 1:250), Cell signaling technology

fosfo-Rb S780 (tfedéni 1:500), Cell signaling technology

Pouzité sekundarni protilatky znacené kirenovou peroxidasou - SWARpX a
RAMpX

antiBrdU-FITC (klon Bu20a, fedéni 1:50), eBioscience

4.5 Pouzita bunééna linie

V této bakalaiské praci byla pouzita adherentni bunééna linie C4-2 odvozena
od kostnich metastaz rakoviny prostaty. Linie byla kultivovana v Petriho miskach
Vv inkubdatoru pfti teploté 37 °C v atmosféte 5% CO,. Po dosazeni ptiblizné 90%
konfluence byly bunky pasdzovany. Linie byla udrzovana v médiu RPMI-1640
s ptfidavkem fetdlniho séra (10%), penicilinu (0,1 mg/ml), streptomycinu (0,1

mg/ml), L-glutaminu (0,3 mg/ml) a pyruvatu sodného (1%).

4.6 Kultivace bunék a transfekce

Pro tucely experimentli byly buiiky kultivovany na malych petriho miskach
(60 mm, 22,1 cm?) pii 37 °C v 5% atmosféfe CO,. Pro analyzu pritokovym
cytometrem byly vysazeny v po¢tu 500.000 bun¢k na misku, pro analyzy proteint
metodou western blot byly vysazeny v po¢tu 800.000 bunék na misku. Bunky
byly ponechany v inkubatoru pies noc, aby doslo K jejich dostate¢né adhezi
ke dnu kultiva¢ni nadoby.

Pro transfekci bylo do sterilnich mikrozkumavek napipetovano 500 pul
nekompletniho média RPMI-1640. Poté byl pfidan 1 pl transfekéniho cinidla,
respektive 1 pl siRNA pro piislusny cyklin. Koneéna koncentrace siRNA byla
vzdy 200 nmol/l. Pro manipulaci s RNA byly pouzity Spicky s filtrem.
Po promichani byly obé¢ ¢asti transfekéni smési spojeny a to tak, Ze transfekéni
¢inidlo bylo preneseno k siRNA. Nésledovalo opét promichani a transfekéni smés

byla inkubovéana 10 minut ve flowboxu.
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Z misek ptipravenych na transfekci bylo odstranéno médium. Buiky byly
oplachnuty nekompletnim médiem a nasledné byla pfidana transfekéni smés.
Transfekce probihala po dobu 24 a 48 hodin, pficemz po 16 hodinach
od transfekce byl doplnén objem misek na 5 ml RPMI-1640 médiem
bez antibiotik.

4.7 Sklizeni bunék a lyzace

Tticet minut pied sklizenim bunék pro prutokovou cytometrii byl do Petriho
misek napipetovan roztok BrdU, fedény 1000x na koneCnou koncentraci
10 umol/l. Bunky byly sklizeny ve flowboxu trypsinizaci a nasledné byly
pieneseny do zkumavky. Vzorky byly poté centrifugovany pti 1000 g, 4 °C po
dobu 8 minut. Bunécny pelet by 2x promyt v PBS. Po nasledné centrifugaci byl
pelet resuspendovan ve 100 ul PBS a za zpomaleného vortexovani byl pak po
kapkach ptidavan 1 ml chlazeného ethanolu, aby doSlo k fixaci bunék. Vzorky
byly posléze uchovany pfti teploté - 20 °C.

Pro ucely western blot analyzy byly bunky uvolnény ze dna kultiva¢nich misek
Skrabkou a pifeneseny do 15 ml zkumavky. Misky byly 2x oplachnuty PBS
a objem byl rovnéz pienesen do zkumavek. Vzorky byly poté centrifugovany
1000 g, 4°C po dobu 8 minut. Supernatant byl odsat a buné¢ny pelet byl nasledné
rozsuspendovan vV 1 ml PBS, pficemz pifi druhém promyti byl rozsuspendovany
pelet pienesen do 1,5ml mikruzkumavky. Supernatant byl opét odstranén a pelet
byl uchovan v hlubokomrazicim boxu pii -80 °C.

Lyzace bun¢k byla provedena roztokem RIPA. Podle mnozstvi peletu
v mikrozkumavkach byla ptfiddna RIPA tak, aby koncentrace proteinii nebyla
ptili§ nizkd. Vzroky byly béhem 15 minut nékolikrat propipetovany. Po urcité
dob¢ byla pro zvétseni vytéZku pouzita ultrazvukova sonda. Nasledovala
centrifugace pii 14000 g, 4°C po dobu 30 minut. Supernatant byl pienesen
do novych mikrozkumavek tak, aby zaroven nedoSlo k ptenosu zbytkového
peletu.

Koncentrace proteini ve vzorcich byla méfena metodou Bradforda tak, Ze
do 1 ml Bradfordova cinidla byl pfidan 1 pl celkového bunééného lyzatu.

Po deseti minutach inkubace byla zmétena absorbance pti 595 nm. Vzorky byly
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A4

vzorkového pufru byly vzorky denaturovany v termobloku po dobu 5 min

pti 95 °C a uskladnény pii -20 °C.

4.8 SDS-PAGE, western blotting, imunodetekce

Pro vertikalni SDS-PAGE byly pouzity 10% polyakrylamidové gely. Bylo
nastaveno pocatecni napéti 80 V pro fokusaci proteinti v zaostfovacim gelu, které
bylo pti samotné separaci v gelu délicim upraveno na 120 V.

Gely byly pfeneseny do aparatury pro wester blot. Pfenos proteini probihal
pi1 270 mA po dobu 2 az 3 hodin za neustalého chlazeni ledem. Po pteblotovani
byly membrany barveny Poncau S ke zhodnoceni kvality pfenosu proteini
na membranu. Membrana byla poté opét odbarvena v TBS a nasledné 1 hodinu
blokovana v blokovacim roztoku, aby se zabranilo nespecifickym vazbam
protilatek. Po uplynulé dobé byly na membranu naneseny primarni protilatky,
které byly nafedéné v blokovacim roztoku. Nasledovala inkubace pfes noc
pii teploté 4 °C.

Po inkubaci byly membrany promyty TBS, respektive v TBS/0,1% Tween 20.
Po promyti byly naneseny piislusné sekundarni protilatky a membrana byla
inkubovana 1 hodinu pfi laboratorni teploté. Po uplynulé¢ dobé byla membrana
opét n€kolikrat promyta v TBS a TBS/01% Tween 20. Zavétecna analyza byla
provedena pristojem ImageQuant LAS 4000 series. Pfed analyzou
chemiluminiscence byl na membrany nanesen komeréni kit smési luminolu
aperoxidu vodiku. Po 5 minutové inkubaci byla kamerou detekovana

chemiluminiscence, jejiz intenzita odpovida relativnimu mnozstvi proteint.

4.9 Pritokova cytometrie

Po fixaci byly vzorky zvortexovany a zcentrifugovany pti 1000 g, 4 °C po dobu 8
minut. Supernatnat byl odsat a pelet promyt v 1 ml PBS. Po dalsi centrifugaci
a odsati supernatantu byl pelet rozsuspendovan v 100 ul 1% roztokou BSA/PBS.
Do vzorkd byl po kapkach pfidan 1 ml 2N HCl/triton X-100 (0,5%). Opét
za mirného vortexovani. Vzorky byly inkubovany pti pokojové teploté po dobu 30

minut. Po uplynulé¢ dobé byly opét centrifugovany pii 1000 g, 4 °C po dobu 8
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minut. Supernatant byl odstranén a pelet rozsuspendovan v 1 ml 0,1M
Na;B407.10H,0/pH 8,5. Po dal§im stoceni a odsati byl pelet promyt 1 ml PBS-T.
Po centifugaci bylo k peletu pfidano 70 pl roztoku PBS/BSA, ve kterém byla
natedéna protilaitka BrdU-FITC (fedéni 50x). Vzorky byly inkubovany ve tmé
pfi pokojové teplot¢ po dobu 1 hodiny. Poté byl ptfidan 1 ml PBS-T.
Po centrifugaci byly vzorky jesté jednou promyty v 1 ml PBS-T. Po posledni
centrifugaci a odsati supernatantu byl pelet rozsuspendovan v 1 ml filtrovaného
roztoku PBS a bylo ptiddno 10 pl propidium jodidu. Po hodinové inkubaci ve tmé

pii1 pokojove teploté ndsledovala analyza na pratokovém cytometru.
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5 Vysledky
5.1 Umléeni cyklinu D

Po separaci proteinii a jejich pfenosu na nitrocelulosovou membranu byly
detekovany proteiny, které se bezprostfedné Ucastni regulace bunécného cyklu
nebo jsou zahrnuty v drahach s ni spojenych. Dalsi skupinou proteini jsou pak
substraty CDK, které byly detekovany pro ovéteni specifity siRNA a nasledného
umlceni genl. V neposledni fadé¢ byla hodnocena relativni hladina proteind
jakoZto markeri apoptosy, jejiz vyskyt v experimentech nebyl Zadouci.

Nejvyznaméjsim detekovanym proteinem po umlceni genu CCND1 je cyklin
D. Cyklin D vytvaii komplex s CDK4 a CDKG®, je nutny pro jejich aktivaci.
Z obrazku 4 (Obr. 4) je patrné, ze ke ziejmému poklesu relativni hladiny
cyklinu D doslo jiz 24 hodin po transfekci. Stejné tomu tak je i po 48 hodinach
umlceni. Snizend hladina cyklinu D vede ke snizeni aktivity CDK4 respektive
CDKG6 a tudiz k poklesu fosforylace jejich substrati. V piipadé umlceni cyklinu D
byl sledovén pokles fosforylace retinoblastomového proteinu a to jak jeho celkové
hladiny, tak fosforylované formy v pozici S780. Jak po 24 hodinové, tak po 48
hodinové transfekci siRNA doslo k poklesu hladiny tohoto proteinu, coz
naznacuje, ze komplexy CDK4-cyklin D a CDK6-cyklin D byly v porovnani
S kontrolou méné aktivni.

Dalsi skupinou proteinii, ktera byla sledovana, byly proteiny spojené
s apoptosou. Konkrétné se jedna o antiapoptoticky protein Mcl-1, déale p53
protein, ktery za normalnich okolnosti plni roli nadorového supresoru a nakonec
byl sledovan protein PARP-1 (poly ADP-ribosa polymerasa). PARP-1 je
substratem kaspas, tedy enzymi aktivnich pouze v apoptose. Za fyziologického
stavu buiiek ma tento protein 112 kDa. Pfi stresovych podminkéch, indukci
apoptosy a aktivaci kaspas dochazi k jeho $tépeni na 89 kDa velky fragment. Jak
je patrné z obrazku 4, hladina proteintt Mcl-1 i p53 je v ramci vzorkt konstantni,
navic $tépny fragment proteinu PARP-1 nebyl detekovan a lze tedy usuzovat, Ze
bunky po transfekci nebyly stresovany a nedochazelo k masivni apoptose.

Hladina B-aktinu byla sledovana jako kontrola rovnomérného naneseni vzorka,

jeho zastoupeni se po ovlivnéni bunék nikterak neméni.
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Obr. 4: Imunodetekce proteinti regulujicich bunéény cyklus, jejich substrati
a apoptotickych proteini po umléeni genu CCND1 v bunééné linii C4-2. Transfekce
probihala po dobu 24 a 48 hodin.

Jak jiz bylo zminéno vyse, cyklin D je aktiva¢ni podjednotka CDK4 a CDKG6 a
spole¢né se podili na regulaci buné¢ného cyklu v G1 fazi. Z toho divodu byla
vyuzita analyza pratokovou cytometrii. Po umléeni cyklinu D klesa aktivita téchto
komplexu a predpoklada se zastaveni buné¢ného cyklu pravé v G1 fazi.

Pritokova cytometrie potvrdila umléeni cyklinu D (Obr. 5). Z dat vyplyva, ze
umlceni cyklinu D vede k akumulaci bunék v G1 fazi, naopak pocet bunék
v S a G2/M f4zi se oproti kontrole snizuje (Obr. SA). Z obrazku 5B je pak ziejmé,

ze pik odpovidajici G2/M fazi se v zavislosti na ¢ase vyznamné sniZuje.
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Obr. 5: Analyza bunééného cyklu bunééné linie C4-2 pritokovou cytometrii po znaceni

BrdU a barveni PIl. A) Zavislost FL1signalu (FITC) na FL3 signalu (PI);

B) Detekce FL3 signalu (PI) v z&vislosti na poctu bunék.
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5.2 Umléeni cyklinu E

Pro sniZeni proteinové hladiny cyklinu E v bunécné linii C4-2 byla pouzita siRNA
umlcujici gen CCNE1l. Cyklin E je nejvice exprimovan V prubéhu Gl faze
a vytvari komplex s CDK2. Tento komplex na konci G1 faze piebird tlohu

ve fosforylaci retinoblastomového proteinu po komplexech CDK4-cyklin D a
CDKG6-cyklin D.

Z uvedenych dat vyplyva (Obr. 6), ze po 24 1 48 hodinovém umlceni cyklinu
E doslo k poklesu jeho proteinové hladiny, pficemz v zavisloti na Case bylo
umlCeni efektivnéjsi. Jako kontrola k umlceni cyklinu E byla dale sledovana
hladina cyklinu A, ktery je syntetizovan az v S fazi a jeho hladina by méla po
umlceni cyklinu E také klesat. Imunodetekce potvrdila, Ze v obou casovych
intervalech doSlo ke snizeni relativni hladiny cyklinu A, coz naznacuje, ze
bunéény cyklus byl zastaven v G1 fazi.

Dale byla sledovana hladina substratu komplexu CDK2-cyklin E a sice
retinoblastomového proteinu a jeho fosforylované formy v pozici S807/S811.
Zobrazku 6 je patrné, ze doSlo ke znacnému snizeni hladiny celkového
i fosforylovaného Rb proteinu, z ¢ehoz vyplyva, Zze umléenim cyklinu E doslo ke
snizeni aktivity komplexu CDK2-cyklin E.

Relativni hladina apoptotickych proteint vykazuje urcité odliSnosti oproti
piedchozim vysledkim pi1 uml¢ovani cyklinu D. Jelikoz je hladina p53 1 Mcl-1
ve vSech vzorcich stejnd, lze tvrdit, ze bunky nebyly transfekci a umlcenim
cyklinu stresovany. Na druhou stranu v piipadé proeinu PARP-1 je mozné vidét
mirny narast St€pného fragmentu 89 kDa. Nicméné jeho intenzita pro ucely

experimentu neni vyznamna.
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Obr. 6: Imunodetekce proteindi regulujicich bunéény cyklus, jejich substrath

a apoptotickych proteintt po uml¢eni genu CCNEL v bunééné linii C4-2. Transfekce
probihala po dobu 24 a 48 hodin.

Jelikoz se komplex CDK2-cyklin E aktivné podili na ukonéeni G1 faze
a vstupu bunék do S faze, umléeni cyklinu E by mélo mit za nasledek akumulaci
bunék praveé v G1 fazi.

Z analyzovanych dat vyplyva (Obr. 7), Ze umléeni cyklinu E vede k akumulaci
bunék v G1 fazi v obou ¢asovych intervalech oproti kontrole (Obr. 7A). Z obrazku
7B je pak patrné, ze doslo ke snizeni piku G2/M opét v obou ¢asovych intervalech
oproti Kkontrole, coz znamena, ze bunky, které se nachazely na zacatku
experimentu v G2/M fazi prosly cytokinezi, nicméné doSlo k zastaveni jejich

proliferace v G1 fazi. Pritokova cytometrie tedy potvrdila umléeni cyklinu E.
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Obr. 7: Analyza bunééného cyklu buné¢né linie C4-2 pritokovou cytometrii po
znaceni BrdU a barveni PI. A) Zavislost FL1signalu (FITC) na FL3 signalu (PI);
B) Detekce FL3 signalu (PI) v zavislosti na poctu bunék.

5.3 Uml¢eni cyklinu A

Jak uz bylo dfive feceno, cyklin A je akumulovan béhem S faze, kdy se vaze
na CDK2 namisto cyklinu E. Komplex CDK2-cyklin A reguluje pribéh S faze.

Pro ovlivnéni mnozstvi cyklinu A v bunééném cyklu byla pouzita siRNA proti
genu CCNAL. Z obrazku 8 (Obr. 8 ) vyplyva, ze doslo k umlceni cyklinu A pti 24
hodinach. Negativniho vysledku bylo dosazeno pii 48 hodinach, kdy se hladina
cyklinu A opét srovnala s kontrolou. Jako jedna z kontrol umléeni zde slouzi
cyklin E, jehoz mnoZstvi by po umléeni cyklinu A v buiikich mé¢lo nartstat. Byl
zaznamenan narast cyklinu E pifi 24 hodinich, ktery koreluje s ptedchozim
vysledkem. V druhém Case, pti 48 hodindch je narlst cyklinu E také patrny, ale ve
srovnani s hladinou pii 24 hodinach, klesa.

Béhem S faze je Rb protein dale drZzen v hyperfosforylovaném stavu
komplexem CDK2-cyklin A a to fosforylaci na reziduich S807 a S811. Hladina
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celkového Rb a fosforylovaného Rb pii 24 hodindch v uml¢enych bunikach klesa,

ale jiz pfi 48 hodinach zafina opét stoupat. Je tedy mozné, ze transfekce nebyla

uspésna.

Hladina vsech tfi proteintl, které kontroluji apoptosu, je jak v kontrolnich, tak

Vv buiikach umlcenych, stejna. Vysledky ukazuji, ze v buiikdch nedoslo ke vzniku

stresovych faktord, které by vyvolaly nartist apoptosy u bunék.

SiCCNA1

Obr. 8:

e — o —

—_—

Cyklin A
Cyklin E
CDK2

Total Rb

pRb (S807/811)

PARP -1

p53
Mcl-1

B-aktin

Imunodetekce proteini regulujicich bunécny cyklus, jejich substrath

a apoptotickych proteini po umlceni genu CCNAL v bunééné linii C4-2. Transfekce
probihala po dobu 24 a 48 hodin.
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Obr. 9: Analyza bunécného cyklu bunééné linie C4-2 pratokovou cytometrii po
znaceni BrdU a barveni PI. A) Zavislost FL1signalu (FITC) na FL3 signalu (PI);
B) Detekce FL3 signalu (PI) v zavislosti na poctu bunék.

Analyza pratokovym cytometrem (Obr. 9) potvrdila vysledky western blotu,
a sice, Ze po 24 hodinach doslo k akumulaci bun€k v G1 fazi (Obr. 5A). Naopak
pii 48 hodinach se vysledek umlceni shoduje s kontrolou. U druhého obrazku
(Obr. 5B) je pik G2/M faze pii 24 hodinach nizsi nez kontrolni. Vyska tohoto piku
ale opét v 48 hodinach stoupa. Analyzou veskerych dat bylo zjisténo, ze doslo u

umlcenych bun¢k k obnoveni bunééného cyklu.

5.4 Umlceni cyklinu B

Posledni vyznamny cyklin v regulaci buécného cyklu je cyklin B, ktery vytvari
komplex s CDK1. Tento komplex pak reguluje vstup bun¢k z G2 do M faze

a nasledné proces mitozy.
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Obr. 10: Imunodetekce proteinti regulujicich bunétny cyklus, jejich substrata

a apoptotickych proteind po uml¢eni genu CCNB1 v bunécné linii C4-2

Pomoci siRNA byl uml¢en gen CCNB1 pro tvorbu cyklinu B. Toto uml¢eni
bylo pozorovano jiz pii 24 hodinach (Obr. 10). Hladina celkového
a fosforylovaného Rb proteinu ve vzorcich kles4. Hladina apoptotickych proteint
p53 a MCI-1 je také ve vSech vzorcich stejna. NedoSlo tedy k vyznamnému

narustu bunééné smrti.
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Obr. 11: Analyza buné¢ného cyklu buné¢né linie C4-2 pratokovou cytometrii po
znaceni BrdU a barveni PI. A) Zavislost FL1signalu (FITC) na FL3 signalu (PI);
B) Detekce FL3 signalu (PI) v zavislosti na poctu bunék.

Analyza na pratokovém cytometru (Obr. 11) wvysledky western blotu
nepotvrdila. Podle pfedpokladu by mélo pii umléeni cyklinu B dojit k akumulaci
bunék v G2/M fazi, jelikoz bez cyklinu B klesa aktivita CDK1. Z obrazku 11A je
ale zifejmé, Ze k tomuto jevu nedoslo. Po 48 hodinovém umlceni se prabéh cyklu
téméf shoduje s kontrolou. TotéZ ukazuje pik G2/M umlcenych bunék v obrazku
11B, ktery je shodny s kontrolou. Jelikoz relativni hladina cyklinu B v bunkach po
jeho umlceni je nizkd a zaroven pribéh bunééného cyklu se neméni, je
pravdopodobné, ze cyklin B v komplexu s CDK1 byl nahrazen jinym cyklinem,

aby buiika mohla dokon¢it mitozu.

Zéavérem byla analyzovana data z pritokového cytometru programem MultiCycle
a vytvofen graf, ve kterém je procentudln¢ vyjadieno mnoZstvi bun€k

nachazejicich se vurcité fazi bunécného cyklu. Z grafu vyplyva, ze umlceni
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bunék u cyklinii D a E v G1 f4zi se s rostoucim ¢asem zvétsovalo. Naopak je vidét
velky pokles pti umlceni cyklinu A mezi 24 a 48 hodinou v G1 fazi. U cyklinu B
je vysledek piesné naopak. Burnky by se mély z vétSiny nachazet pravé v G2/M
fazi.
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0G2/M
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Obr. 12: Procentualni zastoupeni bun&k C4-2 v jednotlivych fazich bunééného cyklu

po umlceni cyklini A, B, D a E po dobu 24 a nebo 48 hodin.
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6 Diskuze
Cykliny spolu s CDK jsou zivotn¢ dulezité pro déleni bunky. V roce 2006 Grillo

et al. umlcoval cyklin D1 pomoci siRNA v MCF-7 buiikach. V jiné studii byla
pouzita bunééna linie ACHN (rakovina ledvin), kdy uml¢enim cyklinu D1 doslo u
bun¢k ke zpomaleni proliferace, oslabeni schopnosti migrace bunék a naopak byla
zvySena indukce apoptozy (Wang et al., 2010). Ob¢ studie se shoduji s vysledky
této prace. To znamend, Ze bylo dosazeno uspésného posttranskripéniho umlceni
cyklinu D1 a soucasn¢ byla jeho nizka exprese potvrzna také nizkou trovni
fosforylace retinoblastomového proteinu v pozici S780. Jediny rozdil spociva
u apoptosy bun¢k, kdy u C4-2 nedoslo k nartstu apoptosy oproti ACHN a MCF-7
bunéénym liniim.

Uml¢enim cyklinu E se zabyval napiiklad Wang et al. (2013). U buné&¢nych
linii EC9706, Ecal09 a KYSE30 byly vyznamné¢ uml¢eny hladiny cyklinu E, coz
zpusobilo uvéznéni bunék v G1 fazi a pokles jejich poctu v S a G2/M fazi oproti
kontrolam. Doslo také ke zpomaleni proliferace a naristu apoptézy u uml¢enych
bunék. Byla také vyrazné ovlivnéna invazivita (agresivita) téchto bunéénych linii
(Wang et al., 2013). Vysledky piedchozi prace se shoduji s vysledky umlceni
cyklinu E u C4-2 bunééné linie, kdy taktéz doslo ke zvySeni procentualniho
zastoupeni bunék v G1 fazi v zavislosti na ¢ase. Urovei exprese cyklinu E po
umlceni navic dosahovala mnohem nizSich hladin nez v ptfipadé¢ kontrolnich
vzorki.

V ramci uml€eni cyklinu A byla pouzita siRNA k uml¢eni cyklinu A2 u K562
bunék. Umlceni zptlisobilo zpomaleni proliferace a naopak zvySeni apoptosy
(Wang et al., 2008). Vysledky umlceni cyklinu A2 u K562 se neshoduji
s vysledky uml€eni cyklinu A u C4-2 bunck. V této praci byly umlovany geny
CCNAL, tedy pro cyklin Al. AvSak ve zniméné studii byl umlcovéan cyklin A2,
ktery je velmi Casto nadexprimovan u mnoha druhti naddort a je Castéjsi typ nez
Al. Druhou moznosti, pro¢ v piipadé cyklinu A nebylo dosazeno pozitivnich
vysledki, je moZznost kontaminace zdsobniho roztoku siRNA vSudepfitomnymi
RNasami a nasledné degradace interferujici RNA.

Pokusy o uml€eni cyklinu B byly provadény napiiklad v bunéénych modelech
HeLa, BT-474, MCF-7, MDA-MB-435 a HUVEC. Bylo prokdziano umlceni
cyklinu B1 u vSech typli bunék, disledkem ¢ehoZ bylo také zvySeni apoptdzy u
ovlivnénych bunek. Metoda pritokové cytometrie zjistila akumulaci bunek
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vG2/M fazi u bunéné linie HeLa. Naopak u linie HUVEC doslo pouze
K mirnému nardstu zastoupeni bun¢k v G2/M fazi (Yuan et al., 2004). Vysledky
metody western blot u zminéné studie se shoduji s vysledky Vv této praci, a sice
cilovy gen pro cyklin B byl usp$né¢ umlcen, coz se projevilo jeho snizenou
hladinou v C4-2 bunkéach po transfekei jiz po 24 hodinach. Nicméné po umlceni
cyklinu B se predpokladalo zastaveni bunééného cyklu v G2/M fazi v dusledku
snizen¢ aktivity CDKI. Priutokovou cytometrii vSak nebyl zaznamenan
signifikantni narlst procentudlniho zastoupeni bun€k v této fazi po 48 hodinové
transfekci. Akumulace bunck v mizoze tedy nebyla prokdzana. Je pravdépodobné,
7e doSlo k ndhradé vazebné podjednotky CDKI, tedy cyklinu B, za jiny cyklin a
prubéh bunééného cyklu byl dokoncen timto komplexem. Nabizi se ale 1 druha
moznost a to, Ze bunky C4-2 proliferuji ptfiliS pomalu na to, aby bylo mozné

pozorovat blok bunééného cyklu v mitdze jiz po 48 hodinach.
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7 Zavér

Prace byla zamefena na studium bunééného cyklu a proteinti, které se podili na
jeho  regulaci. Vramci teoretické Casti  byly popsany komplexy
cyklin-dependentnich kinas a cyklint, které reguluji bunéény cyklus. V dalsi ¢asti
se prace zabyvala moznostmi posttranskripéniho umlCovani geni a dale
mechanismem RNA interference, ktery byl vyuzit pfi umlCovani cyklind
V experimentalni ¢asti.

V praktické ¢asti byly metodou RNAI umlcovany cykliny A, B, D a E, tedy
vazebné a aktivaéni podjednotky CDK. Vyuzitim metody western blotting a
pratokové cytometrie byl charakterizovan efekt umléeni cyklinii v bunééné linii
C4-2. Umlceni jednotlivych cyklinti ma tedy vliv nejen na hladinu studovaného
proteinu, ale také na aktivitu ptislusné CDK, se kterou cyklin vytvaii komplex.
Nedostate¢na exprese cyklini a tim snizena aktivita CDK pak vede k poklesu
fosforylace substratii téchto komplexti a tim k zastaveni bunétného cyklu, coz
jsou poznatky, jez by v budoucnu mohly mit terapeuticky potencial pii 1écbé

nadorovych onemocnéni.
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9 Seznam symbolii a zkratek

AGO
APC/C
bp
BrdU
CAK
CDC 20;25
CDH1
CDK
CIP/KIP
CK2
CKI
DGCRS
DNA
dsRBP
dsRNA
EG5
Fbw7
FITC
Gsk3B
HIV

IR
MAPK
MAT1
MCM
miRNA
MRNA
Myt1
PARP-1
PCR
PiRNA
pre-miRNA

Argonaut protein
anafazi-zprostiedkujici komplex
par basi
5’-bromo-2’-deoxyuridin

CDK aktivacni kinasa

protein bunécného déleni
CDC20 homolog 1

cyklin-dependentni kinasa

CDK interagujici protein/Kinasovy inhibi¢ni protein

kasein kinasa

CDK inhibitor

DiGeorge syndrome chromosonal region 8
deoxyribunukleova kyselina
dsRNA-vazebny protein

dvouvlaknova RNA

Kinesin 5

F-Box a WD repetice obsahujici protein 7
Fluorescein isothiokyanat
glykogensynthasakinasa-3

virus lidské imunodeficience
Interferonova odezva

mitogn-aktivovana protein kinasa
Menage a trois

Minichromosome maintenance protein complex
jednoduchd mikro RNA

mediatorova RNA

myelin trnaskripénifaktor

poly ADP-ribosa polymerasa
Polymerazova fetézova reakce

PIWI intereagujici RNA

prekurzorovda miRNA
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pri-miRNA
PTGS

Rb

RISC

RNA
RNAI

SCF
SDS-PAGE
SiIRNA
SSRNA
TBS

TRBP
VIGS

Wee

primarni miRNA

posttranskripni umlcovani gent
retinoblastomovy protein
RNA-indukovany uml¢ujici komplex
ribonukleova kyselina

RNA interference

Skpl/cullin/F-box protein
Denaturujici polyakrylamidova gelova elektroforéza
kratka interferujici RNA
jednovlaknova RNA

Tris-buffered saline

TAR-RNA vazebny protein

Virem indukované umlceni genu

Weel-like proteinkinasa
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