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SOUHRN

SOUHRN

Piedkladana disertatni prace se zabyva expresi mikroRNA-29 (miR-29) a jeji
biologickou aktivitou v raznych bunéénych procesech. JelikoZ se jedna o vyznamnou rodinu
mikroRNA zapojujici se do mnoha dilezitych biologickych procest v bunice, Ize jejich
vyznam studovat na rozdilnych trovnich. Celkovy vyznam studia téchto molekul je v hledani
mozného vyuziti v 1é¢bé nadorovych onemocnéni. V této praci jsme se pokusili odhalit vliv
MIiR-29 na prubéh chronické myeloidni leukémie (CML). Zjistili jsme, Ze u pacienti s CML
dochazi ke sniZeni exprese rodiny miR-29, kdy v souvislosti s 1é¢bou imatinibem dochazi
K nartstu exprese miR-29. Pti dosazeni remise onemocnéni klesa hladina exprese miR-29
k hladin¢ srovnatelné se zdravymi bufikami. Ovéfenim téchto vysledki na K562 buné¢né linii
bylo zjisténo, ze ke zméné hladiny exprese rodiny miR-29 dochazi pravdépodobné nezavisle
na hladiné BCR-ABL. Zaroven vsSak nelze povazovat K562 bunécnou linii za vhodny model
K porovnavani s experimenty na vzorcich pacienti s CML, jelikoz se jedna o velice
komplexni onemocnéni, jehoz pribéh se vyrazné 1i§i mezi jednotlivymi pacienty.

Dalsi ¢ast disertacni prace se tyka schopnosti miR-29 ovliviiovat toxicitu xenobiotik.
Zjistili jsme, Ze miR-29b zvySuje toxicitu etoposidu na bunécné linii HeLa zménou poméru
Mcl-1L/Mcl-18 a tento efekt mize byt spojen s transportem zralé miR-29b do jadra.

Tyto experimenty naznacuji slibné vyuziti molekul miR-29 v budouci lécbé CML ale i

jinych nadorovych onemocnéni.

Kli¢ova slova: mikroRNA, miR-29, chronickd myeloidni leukémie, BCR-ABL,

imatinib, etoposid, Mcl-1.



SUMMARY

SUMMARY

Dissertation thesis focuses on the expression of microRNA-29 (miR-29) and its
biological activity in various cellular processes. Since it is a family of microRNAs involved in
many important biological processes in a cell, their value can be studied on different levels.
The overall importance of studying these molecules is in the search for possible use in the
treatment of cancer. In this work we attempted to reveal the effect of miR-29 on the
development of chronic myelogenous leukemia (CML). We found that miR-29 family
expression was down-regulated in CML patients when miR-29 expression increased in
association with imatinib therapy. Upon remission of the disease, the level of miR-29
expression decreases to a level comparable to healthy cells. Validation of these results on the
K562 cell line revealed that alteration in the level of expression of the miR-29 family was
probably independent of the BCR-ABL level. At the same time, however, the K562 cell line
can not be considered as a suitable model for comparison with experiments on samples of
patients with CML, as it is a very complex disease whose development varies considerably
between patients.

Another part of the dissertation deals with the ability of miR-29 to affect the toxicity
of xenobiotics. We found that miR-29b increases the toxicity of etoposide in HelLa cell line by
altering the Mcl-1L / Mcl-1S ratio and this effect may be associated with the transport of
mature miR-29b to the nucleus.

These experiments suggest a promising use of miR-29 molecules in future treatments

of CML as well as other cancer types.

Keywords: microRNA, miR-29, chronic myelogenous leukemia, BCR-ABL, imatinib,
etoposide, Mcl-1.
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1. UVOD

MikroRNA patii mezi jednu z nejrychleji se rozvijejicich oblasti molekularni biologie,
kterou se zabyvaji védci na celém svéte jiz do roku 1993. Tyto molekuly si zaslouzily velikou
pozornost diky jejich vyznamnym schopnostem ve vSech dulezitych Zivotnich procesech v
bunikach. Dnes uz nikoho nepiekvapi, ze hraji velkou roli pii vyvoji takika vSech nadorovych
onemocnéni. Rodina miR-29, ktera se sklada ze tfi ¢lent: miR-29a, miR-29b a miR-29c je
dnes jiz znamym reguldtorem u mnoha hematopoetickych malignit ale 1 jinych naddorovych
onemocnénich. Proto jsme nas§ vyzkum zaméfili na tuto skupinu molekul a hledali jsme jeji
vyznam u chronické myeloidni leukémie, coz je jedna z nejcastéji se vyskytujicich leukémii u
dospélych pacienti (25%). Ackoli mé dnes 1écba imatinibem velmi dobry efekt, néktefi
pacienti se stavaji vi¢i imatinibu rezistentni a tak je potteba hledat nové piistupy 1écby tohoto
onemocnéni. Tim by mohla byt miR-29 vzhledem Kk jejim schopnostem chovat se jako
nadorovy supresor. Navic fada studii odhalila mozné souvislosti mezi miR-29 a
chemoterapeutickou 1é¢bou. Z tohoto diivodu je cast této disertatni prace zaméfena na
sledovani vlivu miR-29 na toxicitu etoposidu, coz je jedno z chemoterapeutik vyuzivanych pfi
1é¢be nadorovych onemocnéni. Nas§ vyzkum se zaméfil také na hledani cilového genu, ktery je
V tomto pifipad¢ ovliviiovan pomoci miR-29. Neméné dulezitd je také cast disertacni prace
zamé&fena na novou metodu ,,single-cell* elektroporace, ktera by mohla mit velky vyznam pfi

studiu miRNA ale 1 jakychkoli jinych molekul.
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2. PREHLED SOUCASNEHO STAVU PROBLEMATIKY
2.1 MikroRNA

2.1.1 Historie objevu mikroRNA

Uplny pocatek objevu mikroRNA neboli miRNA se datuje do roku 1993, kdy se
laboratoi zabyvajici se studiem genti podilejicich se na regulaci pfechodu mezi vyvojovymi
stadii hlistice C. elegans (had’atko obecné), zamétila na geny lin-4 a lin-14. V laboratofi
dospéli k zavéru, ze gen lin-4 je dlouhy 22 nukleotidii a nekdduje zadny protein, nybrz se
vaze na komplementarni vazebné misto v 3'UTR oblasti genu lin-14, ¢imz ho post-
transkripné inhibuje. Tato regulace poté umoziuje pfechod do vyssiho stadia larvy[l, 2].
Nasledoval objev 21 nukleotidi dlouhého genu let-7, ktery je zodpovédny za piechod
Z pozdniho stadia larvy na dospélého jedince [3]. Let-7 byl dale objeven také u fady dalSich
zivociSnych druhu [4]. Tento nové objeveny endogenni zpisob regulace genové exprese se
stal velice slibnym podnétem zkoumani a odstartoval vinu vyzkumt zabyvajicich se témito
malymi molekulami, které byly pozdéji nazvany mikroRNA. Prudky vzestup z4djmu o tyto
molekuly a jejich dilezitost 1ze dokazat také nartistem védeckych publikaci v mezinarodni
Iékaiské databazi PubMed v pribéhu let (viz Obrazek 1). Dodnes bylo u ¢lovéka
identifikovano bezmala 1917 miRNA (http://mirbase.org/cgi-bin/mirna_summary.pl?org=hsa

dne 01.04.2018).
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Obrazek 1 Pocet publikaci v databazi PubMed, kli¢ové slovo miRNA.
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2.1.2 Definice miRNA

MiRNA je kratkd nekddujici jednovldknova molekula RNA, kterd se sklada z 21-23
nukleotidi. Geny pro miRNA jsou s vyjimkou chromozomu Y rozmistény na vSech lidskych
chromozomech. Pfiblizné¢ 50% miRNA se nachédzi ve formé klastrti, které jsou pfepisovany
jako polycistronni primérni transkripty, pficemz miRNA v jednom klastru byvaji funkéné
sptiznény cilenim do stejnych nebo riznych genti v ramci jedné signalni drahy [5]. Na
zakladé bioinformatickych piedpovédi se predpokladd, ze miRNA mizou regulovat fadové
stovky cilovyjch mRNA a maji potencial regulovat vice nez polovinu kdédujicich genil
Vv lidském genomu [6]. Dnes je jiz vSeobecné znamo, Ze se miRNA podileji na vétSing

dualezitych zivotnich procesu Vv bunce, jako jsou vyvoj, proliferace, diferenciace a apoptdza.

2.1.3 Biogeneze miRNA

Biogeneze miRNA je n¢kolikakrokovy proces, ktery zacinad v jadife bunky a konci v
cytoplazmé, kde se vaze na cilovou mRNA a ovliviwyje tak biologické procesy v bunce [7].
Geny pro miRNA maji vlastni promotory a jsou pifepisovany pomoci RNA polymerazy II
(nekteré studie popisuji také ticast RNA polymerazy III) do primarnich transkriptd — pri-
miRNA, ktera se sklddd zterminalni smycky, dvouvldknového kmene a dvou volnych
jednovlaknovych konct [8-10]. Pri-miRNA je pomoci mikroprocesorového komplexu
skladajiciho se zribonukleazy Drosha a RNA vazajicitho proteinu DGCRS (DiGeorge
syndrome critical region 8 gene) zvany také Pasha sestfiZzena na pre-miRNA. Pre-miRNA ma
vlasenkovou strukturu, kterd je dlouhd cca 70 nukletidi. Pre-miRNA je dale transportovana
do cytoplazmy pomoci jaderného proteinu Ran-GTP s transportnim receptorem Exportinem-5
[9], kde je dale stépena RNazou III zvanou Dicer na kratké RNA duplexy. RNA duplex se
sklada ze dvou vlaken, zralé miRNA a k ni komplementarni RNA, ktera je po rozpleteni
degradovana [11]. Zrala miRNA se navaze na protein Ago a vytvori multiproteinovy komplex
RISC (RNA- induced silencing complex), ktery je nezbytny pro rozpoznani a navazani na
cilovou mRNA. V zavislosti na mife komplementarity miRNA s cilovou mRNA dojde
Kk potlaceni translace (neuplna komplementarita) nebo k degradaci cilové mRNA (aplna

komplementarita)[12].
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2.2 Rodina miRNA-29

Rodina miR-29 se sklada ze tfi ¢lend: miR-29a, miR-29b a miR-29c. Mir-29a a miR-
29b-1 lezi ve stejné oblasti na chromozomu 7 a miR-29b-2 a miR-29c¢ lezZi ve stejné oblasti na
chromozomu 1. MiR-29b-1 a miR-29b-2 maji identickou finalni sekvenci zatimco miR-29a a
miR-29¢ se lisi v jednom nukleotidu mimo ,,seed region®, coz je oblast, kterou se miRNA
pfipojuje na cilovou mRNA. Kazdy ¢len rodiny miRNA je charakterizovan stejnou ,,seed
region® oblasti [13]. Navzdory podobné sekvenci maji ¢lenové rodiny miR-29 rozdilné
vnitrobunééné rozmisténi. MiR-29a se nachazi pievazné v cytoplazmé, zatimco miR-29b se
hojn¢ vyskytuje v jadie. Za pienos findlni miR-29b do jadra je zodpovédna 3 termindlni
sekvence AGUGUU, kde mize hrat roli regulatoru transkripce nebo regulatoru spojovani
(splicing regulator)[7].

V soucasné dobé¢ je znamo nékolik cilovych geni, které jsou regulovany pomoci miR-
29. Vyznacné jsou napiiklad Tcl-1 (T-cell leukemia oncogene), Mcl-1 (myeloid cell leukemia
sequence 1) a DNMT (DNA methyltransferasy) 3A a 3B. Mnoho cilovych gent
pravdépodobné jesté nebylo odhaleno[14-16].

2.2.1 Regulace exprese miR-29

Ackoli pocet studii zabyvajicich se miRNA v poslednich letech enormné roste, vétSina
védeckého usili je zaméfena na identifikace cilovych geni riiznych miRNA a jen malo praci
se zaméfuje na pochopeni regulace miRNA. Jako jedni ze zajimavych oblasti vySetfovani
regulace miRNA zlstavaji promotory a regulacni elementy. Na druhé strang, post-transkripéni
regulace na urovni primdrni miRNA, extranuklearni transport a dal§i procesy vedouci
k dozravani miRNA mohou ukazat individudlni rozdily mezi jednotlivymi miRNA. U
riznych typt bun¢k byl jiz zjistén zplisob regulaénich mechanismi fidicich expresi miR-29,
zakladni regulace miR-29 je vsak stale pfedmétem debaty.

Existuji dva zpusoby regulace rodiny miR-29. Jeden je dopadem transkripcnich
faktori na promotorovou oblast a druhy je post-transkripéni regulace. Rozdil mezi
promotorovou regulaci miR-29a/b-1 a miR-29b-2/c klastri mize byt odpoveédny za

nerovnomérny pomér exprese jednotlivych miR-29a, miR-29b a miR-29¢ napfi¢ tkanémi
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[17]. Souhrn regulaci klastri miR-29 transkripénimi faktory na chromozomech 1 a 7 je

zobrazen viz Obrazek 2.

A
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TGF B NF-KB
Smad7 l
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SBE E - box CCAT box Myc pre-miR-29b-2/c

Obrazek 2 Souhrn regulaci klastr miR-29 transkripénimi faktory.

Myc je onkogenni transkripéni faktor, ktery je patologicky aktivovan u mnoha
lidskych malignich onemocnéni. Vazebné misto pro transkripéni faktor Myc bylo nalezeno
V promotorové oblasti obou miR-29 klastri, Myc je tedy schopen negativné regulovat expresi
vSech ¢lent rodiny miR-29 [18].

V epitelialnich bunikach Zlucovodu byla zjisténa negativni regulace promotoru miR-
29b-1/a pomoci c-Myc, Hedgehog a NF-kB. C-Myc se vaze na E-box Myc vazebné misto,
¢imz snizi promotorovou aktivitu o 50%. Regulace Hedgehog cestou je tvotfena vazbou na Gli
vazebné misto nachazejici se v promotorové oblasti miR-29b-1/a. Regulace pomoci NF-xB
probiha vazbou na NF-kB vazebné misto, pficemz je aktivovan pies TLR signalizaci [19].

Pozitivni regulace promotoru miR-29b-1/a byla zjisténa pomoci CEBPA, TCL/LEF a
STATI1. CEBPA neboli CCAAT/enhancer vazebny protein a aktivuje promotor a tim
pozitivné reguluje expresi miR-29b u akutni myeloidni leukémie [20]. TCL/LEF neboli T-cell
faktor/lymphoid enhancer faktor se vaze na dvé vazebna mista uvniti proximalniho promotoru
a je nezbytny pro diferenciaci osteoblastii [21]. Promotor miR-29b-1/a obsahuje pét GAS

elementil, coz je misto, kde se vaze transkripéni faktor STAT1 [22]. STATI je aktivovan
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interferonem vy, cytokinem tvoficim pfirozenou imunitni odpovéd’ a zaroven majicim silnou
anti-proliferativni aktivitu v disledku puisobeni infekce nebo UV zatenim [23]. Bylo zjisténo,
ze interferon y indukuje STATI, ¢imz aktivuje promotor miR-29b-1/a. To vede ke zvysené
expresi miR-29a a miR-29b, zatimco hladina pri-miR-29b-2/c zlstava nedetekovatelna.
V tomto piipad¢é vede zvySena exprese miR-29a a miR-29b ke zvyseni exprese CDK6, coz
zpusobi zastaveni bunééného cyklu ve fazi G1 u melanomovych bunék [24].

Na rozdil od promotoru miR-29b-1/a se na promotoru miR-29b-2/c nachazi étyii YY1
vazebna mista, kterd jsou spojovana s transkripénimi represorovymi faktory PcG (Polycomb
group) Ezh2 a HDACI. Tyto vysledky napovidaji, ze se YY1 a PcG komplex vazou na
regulacni element a tim zpusobuji epigenetické potlaceni transkripce miR-29b-2/c
Vv progenitorovych svalovych buinkach [25]. U myoblasti bylo zjisténo, ze je YY1 pod
pozitivni regulaci transkripéniho faktoru NF-kB [26]. Diky tomu bylo potvrzeno, Ze NF-kB
negativné reguluje expresi miR-29. Nizka aktivita NF-xB a YY1 ve spojeni s vyssi hladinou
exprese miR-29 v prubéhu diferenciace kosternich svalovych bunék demonstruje roli miR-29
vV normalni myogenezi [25].

Dalsi nedavno objeveny regulator miR-29 je TGF-f neboli nadorovy rustovy faktor 8
[27]. TGF-B je jeden z nejsilnéjsich fibrogennich cytokind, ktery zptisobuje trans-diferenciaci
myogennich bun¢k na myofibroblasty a svalovou myogenezi [28]. Navazanim TGF-f na jeho
receptor se prenese signal fosforylaci Smad2 a Smad3, které jsou translokovany do jadra, kde
reguluji expresi raznych cilovych gena. V ptipadé¢ fibrotickych genti se vaZzou na SBE neboli
Smad vazebny element. TGF-f inhibuje také Smad7, coz je inhibitor Smad2/3, ¢im provadi
negativni zpétnou vazbu [29]. Promotorova oblast mySi miR-29b-2/c obsahuje ¢tyti E-boxy -
vazebné oblasti pro MyoD. MyoD je transkripéni faktor zajist'ujici diferenciaci kosternich
svalovych bunék [30]. Byl odhalen novy mechanismus, pfi kterém Smad3 ovliviiuje vazbu
MyoD na E-box a soucasné vazbu YY1 na CCAT box. TGF-B aktivuje Smad3, ktery se vaze
na SBE, ¢imz zabrani vazbé MyoD na E-box, ktery lezi v tésné blizkosti a umozni vytvofeni
komplexu YY1, Ezh2 a HDACI, ktery inhibuje transkripci miR-29. Pokud neni Smad3
aktivovan pomoci TGF-f, miize MyoD vazbou na E-box spustit transkripci miR-29. Signalni

cesta TGF-B-Smad3 takto ovlivituje expresi miR-29 dvéma mechanismy [31].
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V HeLa bunkéch byla objevena regulace miR-29 na post-transkripcni trovni. Ackoli
jsou oba klastry miR-29b-1/a i miR-29b-2/c transkribovany, kazdy ¢len rodiny miR-29 je ve
zral¢ form¢ exprimovan jinak. MiR-29a je detekovdna ve vSech stadiich bunééného cyklu,
miR-29b pouze v priubéhu mitézy a miR-29¢ neni detekovatelna [7]. Jiny zdroj uvadi jako

vysvétleni rychlejsi rozpad miR-29c oproti miR-29a [32].

2.2.2 Role miR-29 pi‘i normalni a maligni krvetvorbé

MiR-29 hraji dilezitou roli v zivoté¢ T a B buné¢k. Brzlik je nezbytny pro diferenciaci T
bunék, proto s jeho zanikem klesa 1 jejich tvorba. Jeden z mechanismua zaniku brzliku béhem
infekce je prostiednictvim produkce interferont typu I (IFN o, B) Tyto interferony jsou
produkovany v dusledku pusobeni patogent [33]. Produkce | IFN probiha ptes aktivaci IFN
a, B receptort (IFNAR), které jsou exprimovany témét vSemi typy bunék. Vazbou na IFNAR
se aktivuje Jak/Stat draha, kterd chrani bunku pfed infekci [34]. MiR-29a/b-1 inhibuje
produkci IFNAR1, ¢imz ovliviiuje aktivitu | IFN v epitelidlnich buiikach brzliku [35]. MiR-
29a/b-1 ma tedy kritickou funkci pii tvorb¢ T bunék a pii ochrané pied nevhodnym zanikem
brzliku [36]. Zrani T bunék muze probihat dvéma cestami buné¢nou a humoralni. Pro
bunéfnou cestu je typickd silnd produkce IFNy a pro humoralni cestu je typicka silnd
produkce IL-4. MiR-29 pravdépodobné potlacuje bunéénou cestu pisobenim na tii geny —
IFNy, T-bet a Eomes, coz zvysi expresi T-bet a Eomes, ktefi redukuji prah indukce bunécné
cesty a zajist'uji tak mechanismus zpétné vazby [37]. Vystavenim pisobeni vnitrobunéénych
bakterii dochazi ke sniZeni exprese miR-29, ktera potlauje produkci IFNy, tudiz se zvysi
imunitni odpoveéd’ vuci infekei [38].

MiR-29 hraji dulezitou roli také v B-bunikach vzhledem k cilovym molekuldm miR-29,
které se riznymi zptsoby podileji na signalnich cestach B-bun¢k. Obrazek 3
zobrazuje priklady cilovych molekul miR-29, které jsou asociovany s riznymi malignimi
poruchami krvetvorby. Proto monitorovani téchto faktord nebo biomarkeri mulze odkryt

dosud nezndmé asociace a souvislosti u hematologickych onemocnéni.
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Obrazek 3 Souhrnny diagram regulace rodiny miR-29 a jejich cilovych gent mezi
riznymi hematologickymi malignitami. Prvni rdmecek ukazuje faktory ovliviiujici miR-29
expresi. Treti ramecek obsahuje dosud znamé cilové geny miR-29, které méni procesy

V hematologickych malignitaich uvedenych ve ¢tvrtém ramecku. Horni indexy indikuji, které
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faktory se tykaji, kterého onemocnéni.

2.2.3 Cilové geny rodiny miR-29

Podle pocitatovych analyz existuje okolo 6000 cilovych gent miR-29 [39]. Nicméné
experimentalné bylo ovéfeno asi jen 24 z nich viz Tabulka 1. Tyto udaje ukazuji, ze rodina
mMiR-29 hraje dualezitou roli napfi¢ mnoha bunéénymi procesy od diferenciace, ovliviiovani
imunitni odpovédi, vytvareni struktur extracelularni matrix, pfes bunécnou proliferaci az

k apoptoze [39]. Vzhledem k zaméieni této disertacni prace na hematologické malignity bylo

vybrano jen né€kolik cilovych gentl, které budou podrobnéji popsany nize.

Y

CLL®
AML®
CML®
MM ¢
MCL ©
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Tabulka 1 Seznam cilovych gend, které byly validovany tfemi metodami — reporter
assay (RA), western blot (WB) a kvantitativni PCR (qPCR). N¢které geny jsou validovany
také technologii mikroarray. Relevantni reference pro kazdy cilovy gen jsou uvedeny ve

druhém sloupci. Data byla pievzata z miRTarBase [40].

Cilovy Citace Regulace.prost‘Fednictvim Metoda
gen rodiny miR-29
COL1A1  [41-43] miR-29b RA, WB, qPCR, microarray
SP1 [42, 44] miR-29b RA, WB, gPCR, microarray
CDK6 [16, 45] miR-29a, miR-29b, miR-29c  RA, WB, qPCR
DNMT3A [46, 47] miR-29a, miR-29b, miR-29c RA, WB, gPCR, microarray
DNMT3B [44, 46] miR-29a, miR-29b, miR-29c  RA, WB, qPCR
COL4A1 [43, 48] miR-29a, miR-29b RA, WB, gPCR
COL4A2  [48,49] miR-29a RA, WB, qPCR
Mcl-1 [15, 43, 45, 47, 50, 51] miR-29a, miR-29b, miR-29c RA, WB, gPCR, microarray
Bcl-2 [51] miR-29a, miR-29b, miR-29c RA, WB, gPCR
SFRP2 [21] miR-29a RA, WB, qPCR
DKK1 [21] miR-29a RA, WB, gPCR
PPM1D [52] miR-29a RA, WB, gPCR, microarray
PIK3R1 [53] miR-29a RA, WB, gPCR
Tcl-1A [14, 54] miR-29b RA, WB, gPCR, microarray
KREMEN2 [21] miR-29a RA, WB, gPCR
GRN [55] miR-29b RA, WB, qPCR
COL3A1 [43, 56] miR-29b RA, WB, gPCR
MMP2 [43] miR-29b RA, WB, gPCR
LPL [57] miR-29a RA, WB, qPCR
HMGA2  [58] miR-29b RA, WB, qPCR
SAPCD2  [59] miR-29a RA, WB, gPCR
SPARC [60, 61] miR-29a RA, WB, qPCR, microarray
SERPINB9 [62] miR-29a RA, WB, gPCR, microarray
BACE1 [63] miR-29c¢ RA, WB, gPCR

2.2.3.1 Tcl-1 jako cilovy gen miR-29

Ve zralych T-bunkdch leukémie dochédzi k astému chromozomalnimu pieskupeni
v 14q31.2, coz je misto cileni Tcl-1 onkogenu [62]. Tcl-1 je koaktivator Akt onkoproteinu,
coz je kriticka molekula v transdukci antiapoptotickych signalti v B a T bunikach [64]. Vysoka
hladina Tcl-1 indikuje agresivni formu B-CLL. Zaroven bylo potvrzeno, ze vysoka hladina
Tcl-1 koreluje s nemutovanym VH stavem a Zap70 pozitivitou pacienti s agresivni formou B-
CLL [65]. V roce 2006 bylo poprvé zjisténo, ze miR-29 a miR-181 inhibuji Tcl-1 expresi a

jejich hladina koreluje s typem B-CLL. Zvysena exprese Tcl-1 koreluje s agresivni formou B-
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CLL a s agresivni formou B-CLL s deleci 11q chromozomu. Zavér byl takovy, ze miR-29 a
miR-181 reguluje expresi Tcl-1 a zaroven koreluje s typem B-CLL. Vzhledem k tomu, Ze ani
miR-29 ani miR-181 nelezi na chromozomu 11, pravdépodobné tato delece ovliviuje jiny
regulator, ktery zasahuje do tvorby téchto miRNA [14]. Tato data byla potvrzena také studii,
ktera ukazala, Ze pacienti s negativni miR-29¢ exprimuji signifikantné vyssi hladinu Tcl-1 nez

pacienti s miR-29c¢ pozitivitou [66].

2.2.3.2 Mcl-1 jako cilovy gen miR-29

Mcl-1 je antiapoptoticky protein zrodiny Bcl-2, ktery obsahuje Bcl-2-homologni
doménu BH1-3, ktera heterodymerizuje se ¢leny rodiny Bcl-2. Mcl-1 je schopen inhibovat
proapoptotické proteiny BH3-only Bim, Bid, Bik, Noxa, Puma a Bak. VVazbou Mcl-1 na Bid
nebo Bim dochézi k ochrané pfed TRAIL indukovanou bunéénou smrti [67]. Regulace Mcl-1
je nezbytna, jelikoz nedostatek Mcl-1 zplisobuje bunécnou smrt a naopak jeho nadmérna
exprese mize vést k nadorové transformaci [68].

Existuji tfi znamé varianty tohoto proteinu: Mcl-1L (dlouha varianta), Mcl-1S (kratka
varianta) a Mcl-1ES (extrakratka varianta). Mcl-1L je obecné povazovan za antiapoptoticky
protein zatimco Mcl-1S je proapoptoticky, jelikoz obsahuje BH3-only doménu. Mcl-1L
protein interaguje také s jinymi proteiny z rodiny Bcl-2, naptiklad s proteinem Bak, zatimco
protein Mcl-1S interaguje predevsim se svym protéjskem a to Mcl-1L [69]. Interakce proteinti
Mcl-1L s Mcl-18S byla zjisténa jako dilezita v signalnich drahach apoptézy [70].

K predikci miRNA, které reguluji Mcl-1, byly vyuZity pocitaCové programy jako
TargetScan, miRANDA, PicTar a miRBase Targets [15, 71]. VSichni ¢lenové rodiny miR-29
sdili prvnich 9 nukleotidd s minimalnim rozdilem, diky ¢emuz mohou vSichni potencialné
regulovat Mcl-1. Navic, mezi miR-29b a 3'UTR oblasti Mcl-1 existuje dokonala
komplementarita [15].

V roce 2007 védci studovali buniky lidskych nemalignich a malignich cholangiocytd,
protoze zjistili, Ze v malignich bunikdch dochdzi k narustu Mcl-1. Zjistili, Ze miR29b je
v nemalignich cholangiocytech vysoce exprimovana a naopak je snizena exprese miR-29b u
malignich buné€k, coz koresponduje s vysokou expresi Mcl-1 u malignich cholangiocytt.

Zvyseni exprese miR-29b v malignich cholangiocytech vede k redukci Mcl-1 a ke zvySeni
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citlivosti vii¢i TRAIL cytotoxicité. Nemaligni buriky s vysokou expresi miR-29b transfekovali
antagonistou miR-29b, ¢imz doslo ke zvyseni Mcl-1 a tim k redukci TRAIL bunééné smrti
[15].

Monitoring tii lidskych myelomovych bunéénych linii (HMCLs) SKO-007, U266 a
XG@G7 odhalil, Ze hladina exprese miR-29b je signifikantné niz8i ve vSech tfech bunécnych
liniich oproti expresi miR-29a a miR-29¢. Transfekci adenoviralnim vektorem s miR-29b
doslo k narustu exprese miR-29b a tim byla dramaticky snizena hladina Mcl-1 proteinu.
Inhibice Mcl-1 nebyla zpusobena degradaci cilové mRNA, jelikoz jeji hladina zGstala
nezménéna. ZvySenim exprese miR-29b v HMCLs byl zastaven rist a spusSténa apoptdza
indukci pfes kaspazu-3. Dale byl odhalen vztah mezi expresi miR-29b, aktivitou IL-6 a
expresi Mcl-1 u mnohocetného myelomu (MM). MiR-29b ¢aste¢né pierusi proces zvysené
exprese Mcl-1 indukujici IL-6 a potla¢i tim ochrannou funkci IL-6 v MM. Tyto vysledky
naznacuji, ze miR-29b muaze vyznamné regulovat myeloidni builky a miZze mit vliv na

progresi mnohocetného myelomu [71].

2.2.3.3 DNA methyltransferdaza jako cilovy gen miR-29

Methyla¢ni zmény Vv epigenomu jsou kontrolovany DNA methyltransferazami (DNMT),
které katalyzuji penos methylové skupiny z S-adenosyl methioninu na paty uhlik cytosinu
v kontextu sekvence 5’cytosin-guanosin (CpG) [72]. Promotorové oblasti priblizné 50%
lidskych genii obsahuji oblasti DNA s CpG ostrivky a jejich hypermethylace zprostiedkovava
transkripéni tlumeni gent [73]. U savci byly identifikovany tfi DNA methyltransferazy:
DNMT1, DNMT3A a DNMT3B. Zatimco DNMTI1 ptednostné replikuje jiz existujici
methylace, DNMT3A a 3B jsou zodpovédné za tvorbu de novo methylaci a mohou zavést
methylové skupiny na matetsky fetézec DNA [74]. Hladiny DNMT mRNA jsou udajné
zvySené v riaznych malignitach.

Hypermethylace je zodpovédna za tlumeni nadorové supresorovych gent u plicniho
karcinomu jako jsou naptiklad CDKN2A, CDHI13 [75], FHIT, WWOX [76, 77], CDH1 a
RASSF1A [78].

Pocitacové programy PicTar, TargetScan, miRANDA a miRGen predikovali fascinujici

komplementaritu ¢lenti rodiny miR-29 k 3"'UTR oblasti DNMT3A a 3B. Zvysena exprese
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miR-29 indukuje zna¢nou redukci hladin DNMT3A a 3B. Na druhé strané, potlaceni miR-29
antisense molekulami indukuje zvyseni hladin DNMT3A a 3B. Navic mRNA DNMT3B byla
vice redukovana nez 3A. To je pravdépodobné zpisobeno dokonalejsi komplemetaritou miR-
29 k3'UTR DNMT3B nez k 3'UTR DNMT3A. Zvysena exprese miR-29 vede k redukci
DNA methylaci a obnové nddorové supresorovych genli jako jsou FHIT a WWOX a tim
K inhibici tvorby nadora [46].

Regulace DNA methyltransferdz pomoci miR-29 byla nalezena také u akutni myeloidni
leukémie. Zde probihd hypomethylace cilenim miR-29b na DNMT3A a 3B, ale také nepiimo
snizenou expresi DNMT1 pies snizeni exprese Spl, coz je znamy transaktivacni faktor
DNMTI. Transfekci a naslednym zvySenim miR-29b dojde ke globalni hypomethylaci a
znovu obnovené expresi hypermethylovanych potlacenych pl5(INK4b) a ESRI u AML
bunééné linie [44]. Znovu obnovena exprese téchto gend koresponduje s klinickou odpovédi
pacientd, kterym byl podavan decitabin, coz je hypomethyla¢ni agens [79]. Proto kombinace
inhibitort DNMT1 (decitabin nebo azacytidin) se syntetickou miR-29b muze vyustit
v synergicky hypomethylacni efekt [44].

Stejné¢ vysledky regulace DNMT3A a 3B pomoci miR-29 byly nalezeny také
V pocatecnich bunikdch mySich embrii. Navic miR-29b miiZze hrat dalezitou roli ve vyvoji
zenskych pohlavnich zlaz [80].

Snizena exprese miR-29c a hypermethylace gent souvisejicich s nddory je také
spojovana s koznimi melanomy. VSechny tfi miR-29 m¢li sniZenou expresi ve stadiu 11l a IV
metastaz ve srovnani se stadii I/Il primarnich nadord. MiR-29c je signifikantné snizena u
metastatickych nadort. Exprese DNMT3A a 3B byla signifikantné zvySena ve stadiu IIT a IV
metastaz ve srovnani se stadii I/II primarnich nadort. Tyto studie ukazuji, Ze miR-29c miZze
byt potencionalni klinickopatologicky biomarker, vhodny pro rozliSeni stadii melanomu a

jeho snizena hladina exprese muze indikovat agresivni formu onemocnéni [81].
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2.2.4 Role miR-29 v individudlnich hematopoetickych malignitich

Exprese rodiny miR-29 v riznych hematopoetickych malignitach je shrnuta viz Tabulka

2.
2.2.4.1 Chronicka lymfocytarni leukémie (CLL)

CLL je nejcastéji se vyskytujici leukémie v zdpadnim svété. Vyskytuje se ve dvou
formach - agresivni a indolentni. Piestoze byly prostudovany klinické znaky a genomické
abnormality tohoto onemocnéni, molekularni mechanismy vyvoje nemoci jsou stale neznamé
[82]. Mnoho studii se zaméfilo na miR-15a a miR-16-1, jako na dulezité regulatory
Vv patogenezi CLL. Ob¢ funguji jako nddorové supresory, jelikoz tlumi fadu onkogend, jako
naptiklad Bcel-2, Mcl-1, CCND1 a WNT3A, které podporuji bunéc¢nou proliferaci, zabraiuji
apoptoze nadorovych bunék a podporuji tumorigenicitu [83]. MiR-15a a miR-16-1 lezi na 13.
chromozomu v oblasti 13q14.3, ktera je u vice nez 55% pacientit s CLL deletovana. Alelicka
ztrata v této oblasti koreluje se snizenou hladinou exprese téchto miRNA [84]. Tyto vysledky
potvrdila také naSe studie, ktera ukézala, Ze u pacientll s monoalelickou deleci 13q14.3 byla
zjisténa signifikantn¢ vyssi hladina miR-15a nez u pacientt s bialelickou deleci. Zarovei byla
signifikantné¢ sniZzena hladina obou miRNA u pacientd s bialelickou deleci 13ql14.3
vyskytujici se u 77% a bunék a vice [85]. Bylo zjisténo, ze znovuobnovenim exprese miR-15a
a miR-16-1 dojde ke spusténi apoptozy a potlaceni tumorigenicity. Tyto miRNA budou
pravdépodobné hrat vyznamnou roli v regulaci apoptdzy u CLL [86].

Jak jiZ bylo zminéno vysSe Tcl-1 onkogen mulZe byt zapojen do patogeneze agresivni
formy CLL [14]. Tcl-1 byl prvni identifikovany cil translokace a inverze na 14q32.1
chromozomu, bézné chromozomalni aberace v T-bunécné prolymfocytické leukémii (T-PLL)
[62]. Tcl-1 je koaktivator Akt onkoproteinu, ktery je kritickou molekulou v transdukci
antiapoptotického signalu v B a T bunkach [87]. Bylo zjisténo, ze aktivace Tcl-1 zptisobi CLL
aktivaci NF-kB cesty a inhibici AP-1 [88]. ZvySena hladina exprese miR-29 je spojovana
s indolentnim charakterem CLL, sniZend hladina exprese naopak s agresivni formou CLL
[89].

Agresivni forma CLL se $patnou prognoézou je spojovana také s chromozomalni aberaci

zasahujici do nadorového supresorového genu TP53, ktery koduje protein p53, ktery je
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zapojeny v bunééné odpovédi na posSkozeni DNA. Pacienti s deleci nebo mutaci genu TP53
maji snizené hladiny nékolika miRNA, mezi nimiz je i miR-29c [50]. V HelLa bunééné linii
byla potvrzena nepiima aktivace pS3 pomoci rodiny miR-29 [53]. Zde se nabizi vyznamna
hypotéza o zpétnovazebné smycce mezi pS3 a miR-29c u CLL.

U CLL byla nalezena také epigenetickd regulace n€kolika miRNA. Ukézalo se, Ze
histon deacetylazy (HDAC) jsou nadmérné exprimovany v CLL a zprostiedkuji tak
epigenetické potlateni miR-15a, miR-16 a miR-29b. Indukce miR-15a, miR-16 a miR-29b
zpisobena inhibici HDAC je spojovana se s nizenou hladinou exprese antiapoptotického
proteinu Mcl-1, se ztratou mitochondrialnich funkci a s aktivaci bunééné smrti [90]. Jedna
hypotéza udava, ze STAT3, coz je aktivator transkripce, zprostiedkovava epigenetické
tlumeni riznych gent, véetné DHAC genii. Tim mize STAT3 indukovat epigenetické tlumeni
riznych miRNA v CLL bunkéach [91]. Navic nefosforylovana forma STAT3 detekovana ve
vysoké mife v CLL buiikach aktivuje transkripcni faktor NF-kB, ktery je zndm jako spoustéc
produkce né€kterych prozanétlivych cytokini a aktivator bunééného pireziti [92].

Jina studie vyvozuje, Ze by miRNA mohla regulovat povrchovy imunoglobulinovy B
bunéény receptor (BCR) exprimovany CLL buiikami. BCR regulujici miRNA mohou
pfispivat k organizaci B bunécné proliferace, apoptéoze nebo senzitivit¢ na BCR signaly.
Naopak stimulace BCR muze ménit exprese miRNA [93]. Mnoho z téch miRNA, které jsou
ovlivnény BCR signalizaci v CLL a v normalnich B buiikach, jsou soucasné ty, které maji
souvislost s pfiznivou nebo nepfiznivou prognézou CLL. Aktivace ptes BCR muze redukovat
napf. hladinu miR-29¢, miR-150, miR-181b nebo miR-223 a relativné nizké hladiny téchto
mIiRNA byly nalezeny v CLL bunkach pacientt s kratkym celkovym piezitim [94]. Je znamo,
ze exprese miRNA v CLL jsou ovlivnény abnormalni methylaci a acetylaci jejich
promotorové oblasti, coz mize byt disledek odpovédi na BCR stimulaci. V téchto situacich,
vyuziti histon deacetyldz mlze zmeénit exprese miRNA a zvysit citlivost CLL bun¢k
k apoptotickym impulzim [90].

Mantle cell Iymphoma (MCL) neboli lymfom zplastové zony je jednou
Z nejagresivnéjSich forem B bunéénych lymfomi, coz je onemocnéni biologicky podobné
CLL. U téchto pacientil byla zjisténa snizend hladina exprese n€kolika miRNA vcetné miR-29

rodiny. Snizena exprese miR-29 je spojovana s kratkym celkovym piezitim pacienti s MCL.
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MiR-29 zde ptimo reguluje CDK6. Zvysena hladina CDK6, asociovana s nedostatkem miR-
29, spolupracuje scyklinem D1 podporujici progres bunéného cyklu. Snizena exprese
miRNA je béznou udalosti v MCL a miR-29 by mohla byt cennym prognostickym markrem a

patogenetickym faktorem v MCL [16].

2.2.4.2 Akutni myeoloidni leukémie (AML)

AML je heterogenni onemocnéni charakterizované nekontrolovatelnou proliferaci
hematopoetickych progenitori a zablokovanim myeloidni diferenciace [95]. U AML bylo
identifikovano mnoho cytogenetickych a molekularnich abnormalit. Molekularni a
prognosticka klasifikace je zaloZzena na specifickych chromozomalnich translokacich,
delecich a amplifikacich (napft. t(15; 17), -5q, -7q, +8), na objevenych genovych mutacich
(napt. FLT3-ITD, CEBPA, NMP1) a na deregulacich onkogenti (napt. ERG, BAALC) [96].

Nedavné studie odhalily deregulace nékolika miRNA v AML, napf. miR-155,
miR196a/b nebo miR-181 [97-99]. Ac¢koli mnoho studii AML se zamétilo na rodinu miR-29,
hladiny exprese jsou dosti rozdilné. Miize to byt ddno vyraznou heterogenitou tohoto
onemocnéni, kdy je téméef nemozné porovnavat navzajem rozdilné subtypy této nemoci.

Han a kolektiv ukazali vysokou hladinu exprese miR-29a v lidské AML. Studie byla
zamétena na funkce miR-29a a samoobnovovaci kapacitu v hematopoetickych progenitorech.
Samoobnova je nezbytna vlastnost pro udrZeni celoZivotni hematopoezy. JelikoZ je miR-29a
vysoce exprimovand ve vétsing testovanych AML, mizZe pravdépodobné fungovat také jako
onkogen béhem leukemogeneze. Mlze se podilet na pfeméné myeloidnich progenitori na
leukemické kmenové bunky kritické pro vyvoj AML [100]. Samoobnova je nalezena
V hematopoetickych kmenovych buiikkach (HSC) a také v malignich protéjScich HSC
progenitorech lidské AML [101]. Samoobnova je dilezita schopnost ziskana normalnimi
progenitory b&hem leukemické transformace a je nezbytnd pro zaloZeni leukemickych
kmenovych bunék [102].

Protichiidné vysledky byly nalezeny ve studii, kterd detekovala snizenou expresi miR-
29a a miR-142-3p u 52 diagnostikovanych AML pacientl. Tyto vysledky vychazi napfi¢ péti
AML klasifika¢nimi subtypy M1, M2, M3, M4 a M5 [103]. Dale byla zjisténa sniZzena hladina
miR-29a u AML vzorka s deleci 7q [104].
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Nasledujici studie sledovala vliv miR-29 a miR-142-3p na hematopoezu u AML a
demonstrovala pozitivni efekt téchto miRNA na diferenciaci monocyti a granulocyti
(myeloidni diferenciace) a zjistila tfi cile zahrnuté ve vyvoji AML. Obé miRNA piimo
inhibuji cyklin T2 geny, které chrani pfed uvolnénim hypofosforylovanych proteind
retinoblastoma (pRb) a maji za nasledek indukci diferenciace monocytt. Dale cilovy protein
miR-29a — CDK®6 a cilovy protein miR-142-3p — TGF-B aktivujici kindzu 1/MAP3K7, jsou
zahrnuty do regulace diferenciace monocytl a granulocytl. Tato zjiSténi potvrzuji tlohu miR-
29a a miR-142-3p v regulaci normalni myeloidni diferenciace a jejich redukce je zapojena do
vyvoje AML [103].

Jina studie posiluje nazor, ze miR-29a a miR-29b v AML bunkach inhibuji bunéény rust
a indukuji apoptézu. Po transfekci téchto miRNA do AML bunék Ize pozorovat
antiproliferativni efekt po 24 hodinach a apoptoticky efekt po 48 hodinach. Tyto vysledky
naznacuji, ze se u miR-29 jedna o nadorové supresorovou aktivitu. Coz potvrdila také studie
na mySich s AML, kde po transfekci syntetickou miR-29b doslo ke zmenSeni nador nebo
uplnému vymizeni. Zvysend exprese miR-29b snizila hladinu antiapoptotického Mcl-1, ¢imz
indukovala apoptdzu a utlumila bunéény rist AML bunék [45].

Jedna tfetina pacientii s AML ma pozitivni mutaci v genu pro nukleofosmin (NPM1),
ktera koreluje se zvySenou hladinou exprese rodiny miR-29 [105].

U détskych pacientli s nové diagnostikovanou AML byla zjisténa snizena hladina
exprese miR-29a. Analyza ukazala, Ze miR-29a muze byt prediktor kratkého relapsu
onemocnéni a celkového preziti nezavisle na cytogenetickych abnormalitach. Ukazalo se také,
ze snizend miR-29a je asociovana s klasifikacnim subtypem M7 a nepfiznivym
cytogenetickym riskem [106].

Epigeneticky vliv miR-29 na AML byl zjistén identifikaci DNMT jako cilovych genti
miR-29. U AML bylo zjisténo potlaceni nadorové supresorovych gend abnormalni DNA
hypermethylaci [107]. MiR-29b potlacuje ptimo DNMT3A a 3B a nepiimo DNMT1 [44].

Jak jiz bylo zminéno vySe, CEBPA je dulezity transkripéni faktor v normalni
hematopoeze, u AML vSak byva Casto poskozen nebo mutovan [108, 109]. Zaroven bylo
zjisténo, ze CEBPA zprostiedkovava expresi miR-29a/b-1. Coz vysvétluje snizenou expresi

MIiR-29b u pacienti s AML s poSkozenym CEBPA nebo se zménami na chromozomu 7 [20].
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Snizena hladina miR-29 rodiny byla zjisténa u AML také v souvislosti se zvySenou
expresi jejich cilovych proteini AKT2, CCND2 a c-Myc. Obnovenim exprese miR-29 naopak
doslo k opravé abnormalni bunééné proliferace, a potlatené apoptdze a zastaveni myeoloidni

diferenciace [110].

2.2.4.3 Chronickad myeloidni leukémie (CML)

CML je myeloproliferativni onemocnéni, které je charakterizovdno translokaci mezi
chromozomy 9 a 22, znamé jako Philadelphsky chromozom. To vede ke tvorbé specifického
fuzniho proteinu — BCR/ABL tyrozin kinazy, ktera aktivuje mnoho signalnich cest vedoucich
k proliferaci, redukci zavislosti ristového faktoru a k rezistenci k apoptoze [111]. Jedna studie
CML prokazala posttranskripéni regulaci RNazy-L rodinou miR-29 ptes ¢tyfi cilové oblasti
v 3'UTR [112]. RNaza-L je endoribonukledza, ktera je konecnou slozkou cesty rozpadu RNA
regulované interferonem, ktery ma antimikrobialni a nadorové supresorové funkce [113]. Jiné
zjisténi tvrdi, ze RNaza-L hraje novou onkogenni roli. Transfekce K562 CML bun¢k pomoci
miR-29 vedla k redukci proliferace, zvySené apoptoze a inhibici tumorogeneze [112].

Jina studie se zaméfila na efekt exprese miR-29 a BCR/ABL1 u CML. Autofi studie
zjistili, Ze exprese miR-29b je nizsi u pacientli s CML ve srovnani se zdravymi dobrovolniky.

Také zjistili, ze miR-29b potlacuje expresi ABL1 a BCR/ABL1 v K562 CML bunkach [114].

2.2.4.4 Mnohocetny myelom (MM)

MM je jeden z nejCastéji se vyskytujicich nadori plazmatickych bunék. Patogeneze
MM je nékolikakrokovy proces s chromozomélnimi zménami, genetickymi a epigenetickymi
vlivy béhem rtznych stadii onemocnéni [115]. Jak jsme zminili vySe v kostni dieni MM je
signifikantn¢ snizena hladina miR-29b. MiR-29 zde ma dokonalou komplementaritu
s antiapoptotickym Mcl-1. Navic miR-29b Caste¢né pieruSuje proces zvySené exprese Mcl-1
indukovany IL-6 a tim potlacuje ochranny efekt IL-6 v myelomovych bunkach [71].

Také epigenetika hraje dulezitou roli v MM [116]. MiR-29b zde tlumi DNMT3A a 3B a
redukuje tim globalni DNA methylaci [117]. Epigenetickda aktivita miR-29 vede
k demethylaci promoteru SOCS-1 (suppressor of cytokine signaling -1) a hypermethylaci
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nadorové supresorovych genl. Demethylovanda SOCS-1 je spojovana sredukci STAT3

fosforylace a poskozenim NF-kB aktivity [118].

Tabulka 2 Shrnuti hladiny exprese rodiny miR-29 v riznych hematopoetickych malignitach.

dsnizenad/
Hemato- . "
_ . | miR-29 | T zvySend . . o L,
poe.t|cI.<e isoformy | hladina Experimenty Biologicky material
malignity
exprese
c J in vivo nomalni B bunky [66]
CLL a,b,c ™M in vivo nomalni B buriky [90]
b J in vivo primarni CLL B buriky [91]
c J in vivo CLL B buriky s TP53 [50]
a ™ in vivo mononuklearni buriky z normalni kostni dfené [100]
a J in vivo mononukledrni buriky z normalni periferni krve [103]
a,b,c N in vivo AML pacienti bez t(11q23) [104]
AML a N in vivo pacienti s normalnim karyotypem [45]
a,c ™ in vivo AML pacienti bez cytoplazmatického nukleofosminu [105]
a J in vivo normalni kostni dren [106]
b N in vivo normalni zralé monocyty a granulocyty [20]
a,b,c J in vivo normalni CD34+ bunky [110]
CML b J in vitro K562 bufiky [114]
MCL a,b,c J in vivo normalni B lymfocyty [16]
MM b J in vitro lidska myelomova bunécna linie [71]

2.2.5 MiR-29 versus dalsi maligni onemocnéni

Jak jiz bylo zminéno vySe, miR-29 se nepodili pouze na ovlivnéni hematologickych

nadort, ale mize mit vliv také na celou fadu solidnich nadora.

Jako cilovy gen miR-29 byl identifikovan naptiklad CDK6, cozZ je dllezZity regulator

bunécného cyklu. Poruseni jeho rovnovahy miize vést k bunééné smrti nebo abnormalni

proliferaci. Naptiklad u rakoviny délozniho C¢ipku byla zjisténa role miR-29, kde

prostiednictvim YY1 a CDK6 omezuje progresi bunééného cyklu a indukuje apoptdzu

malignich bunék indukovanych HPV virem [119].

MiR-29 hraje dulezitou roli také pfi rozvoji rhabdomyosarkomu. Zde je hladina exprese

miR-29 potlatena pomoci NF-xB a YY1 a pfispiva tim rozvoji nemoci. Naopak

znovuobnoveni exprese miR-29 u mysi vedla k inhibici ristu nadoru a stimulaci diferenciace

[25].
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Funkce miR-29 ovliviiovat apoptézu je dana piedevsim cilenim na mnoho faktori
ovliviyjicich apoptozu, napt. Mcl-1. Tento zpiisob regulace byl sledovan nejen u AML, ale
také u karcinomu zlu¢ovodii nebo u hepatoceluldrniho karcinomu. U bun¢k odvozenych
z karcinomu zlucovodut bylo zjisténo potlaceni exprese miR-29. Jeji zvyseni vedlo k redukci
Mcl-1 a indukci apoptdzy zprostredkované pres TRAIL [15]. U hepatocelularniho karcinomu
byla také zjisténa snizend hladina exprese miR-29. Zvysenim exprese miR-29 doslo ke ztraté
mitochondrialniho potencidlu a tim uvolnéni cytochromu ¢ do cytoplazmy, ¢imz se
nastartovala apoptéza mitochondrialni cestou zahrnujici Mcl-1 a Bcl2 [51].

Schopnost ovliviiovat regulaci extracelularni matrix pomoci miR-29 vede Kk podpote
migrace nadorovych bun¢k a metastazovani. Naptiklad u karcinomu nosohltanu mize vést
K metastazovani diky tomu, Ze potlacuje geny pro tvorbu extracelularni matrix naptiklad pro
kolageny a laminin gammal [60]. U rakoviny délozniho hrdla byl zase odhalen cilovy gen
mMiR-29¢ a to EMT (epitelialné mezenchymalni ptechod), coz je klicovy krok tvorby metastaz
[120].

Epigenetickd modulace nadord v souvislosti s miR-29 byla nalezena napt. u karcinomu
plic, epitelidlniho mezoteliomu nebo u kozniho melanomu. Cilovymi geny v téchto piipadech
jsou DNMT3a a DNMT3b.

U karcinomu Zaludku byly miR-29 a miR-21 identifikovany potencialni diagnostické a
prognostické biomarkery[121].

Ackoli u vétSiny nadorovych onemocnéni byva hladina exprese miR-29 potlacena,
existuji vyjimky, kde je jejich hladina exprese naopak zvysena. Hladina exprese miR-29 je
zvySena napiiklad u rakoviny prsu, maligniho pohrudni¢niho mezoteliomu a u difuzniho

velkobunécného B-lymfomu [122-124].
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3. CILE DISERTACNI PRACE

Zamérem predkladané disertacni prace bylo zjistit, jakym zpisobem se rodina miR-29
zapojuje do regulace nadorovych onemocnéni a to konkrétné¢ u pacientt s chronickou
myeloidni leukémii. Dal$im cilem bylo odhalit moZznou schopnost rodiny miR-29 ovliviiovat

toxicitu etoposidu a zjistit jakym mechanismem k tomu mize dochazet.

Konkrétni cile byly:
1. Studium hladiny exprese rodiny miR-29 u pacienti s CML.
e Sledovani zmén hladiny exprese miR-29 v souvislosti s1é¢bou imatinibem a

hladinou BCR-ABL u pacienti s CML

e Sledovani zmén hladiny exprese miR-29 u bunééného modelu CML - K562 bunécné

linie (vliv imatinibu a ATRA)

2. Studium vlivu rodiny miR-29 na toxicitu etoposidu v HeLa bunééné linii.
e VIiv na toxicitu
¢ Vliv na bunécny cyklus

e Vliv na cilové proteiny miR-29 rodiny.

3. Transfekce ,,single-cell* elektroporaci.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Biologicky material

4.1.1 Bunécény material

HepG2 je lidska buné¢na linie odvozena z jaterni tkané pacienta s hepatocelularnim
karcinomem (ECACC No. 85011430).

HelLa je lidska buné&¢na linie odvozena z karcinomu délozniho ¢ipku (ECACC No.
93021013).

CHO-K1 je bunécna linie odvozend z vajecniku kiecka Cinského (ECACC No.
91091802).

293T je lidska bunééna linie odvozena z ledvin embrya (ATCC CRL-3216).

K562 je suspenzni lidskd bunécnd linie odvozena z chronické myeloidni leukémie
(ECACC No. 85011407).

One Shot TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen; kat. ¢. C4040-06)

4.1.2 Vzorky pacienti

RNA pacientd byly ziskany z Hemato-onkologické kliniky FN v Olomouci od prof.
RNDr. Marie JaroSové, CSc. Vzorky byly odebrany v rdmci béznych diagnostickych postupt
a vyuzity pro vyzkumné ucely se zachovanim anonymity s vyhradnim informovanym
souhlasem pacientii a v souladu se stanoviskem etické komise FN Olomouc. Souhrn pacienti
s diagnostickymi parametry je uveden viz Tabulka 3.

Jako kontrola byly vyuzity odbéry zdravych dobrovolnych darct krve.
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Pocet Pocet
Po  Vékv . . . Celkové Po  Vékv . s o . Celkové
Tabulka 3 Klinické parametry hla  dobé mésicl Sf)kaluv presiti BCR/ABL hla  dobé mésicl Sf)kaluv pesiti BCR/ABL
S od index (%) P ) od index (%)
i . . vi diagndézy , ., (rok) vi diagndézy |, (rok)
sledovanych pacienti s CML; Z — Zena, M diagnozy diagnozy
7 27,27 1 68,05
— muz, - parametr nestanoven. 12 81,15 2 33,43
— 28 0,01 7 0,21
Po Veky mésict  SokalGv Cevlk?'v,e BCR/ABL 0 ) 12,5 0,01
hla  dobé od index preziti (%) 0,5 81,36 37 0,004
vi diagndzy . , (rok) ? 3,5 . 1,01 0 88,73
diagnozy 7 M 66 sttedni 2,61
0 65.16 6 1,68 2 37,78
13 0,06 4,5 2,16
. 2 12 7 7 ’ 7
7 63 g5 stedni 299 '2056 32 001 ¥ M 3 75 Wsoky 295 g
24 ’0 0 100 13,5 0,09
5 5 49 2 8,25 36 0,01
) 3993 | 8 V4 45 6 stfedni 2,94 1,19 0 64,91
M 21 30 vysoky 3,10 0'3 12 0,21 2,5 71,62
’ 36 0,01 4 0,81
38 0,05 0 1’00 15 M 61 s vysoky 2,95 1'5 ;
0 67,51 ’ ’
) 36,48 1 39,92 7 0,92
M o8 8 nizky 2,41 0’1 9 M 60 6 vysoky 3,05 23,28 36 0,13
1 ’ 0 ’03 12 1,74 0 55,56
1 0’02 37 0,1 1 15,83
0 79,97 2 1902'21 16 7 56 Z stfedni 1,08 gég
1 47,28 |10 7 52 6 stfedni 3,12 2’7 3 s 0’ 0
z 62 7 sttedni 2,25 0,24 ’ ’ 1
13 0.07 38 0,05 12 0,02
27 0’02 0 95,16 0 58,45
o 7§ TS yA 60 9 sttedni 5,83 0,03 2,5 13,74
’ 1
1,5 47,21 307 Oﬁ‘ﬁ) 17 M 54 . 185 wsoky 3,19 ji;
M 74 7 stfedni 2,95 5,33 7 0 66 1; 3'83
12 263 |12 7 71 stfedni 2,84 ’ ’
36 0.61 29 0 39 -
35 0 . 0 75,19
0 L 81,49 _ izkv ’
M 53 ,  stredni 233 U0 137 37 0 nizky 3,03 e 35 kv 287 e
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Pocet

Pocet

Po Veky mésicd  Sokallv Cevlk?.v,e BCR/ABL Po Veky mésicd  SokalGv Cevlkgvle BCR/ABL
hla  dobé . eziti hla  dobé . preziti
vi diagndzy od index (rok) (%) vi diagndzy od index (rok) (%)
diagndzy diagndzy
7,5 3,31 36 0,02
13 4 0 17,53
35 0,004 2 1,85
0 103,23 ||25 M 55 7 nizky 2,92 0,15
7 , 11,61 13 0,01
19 M 57 11 vysoky 2,92 4,33 35 0,01
36 1,5 0 80,77
0 84,3 2 6,71
1,5 30,05 (|26 7 42 6 stfedni 2,91 0,88
20 7 34 172 stfedni 1,53 8:82 ;2 8:81
19 0,01 0 53,25
36 3,82 2 36,76
0 103,16 ||27 M 16 7 - 3,01 0,94
3 1,01 12 0,1
21 7 54 9 vysoky 2,95 0,48 36 0,003
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4.2 Chemikalie, roztoky a pristroje

4.2.1 Chemikalie

2-Merkaptoetanol, kapal. (Fluka; kat. ¢. 63700)

2-log DNA Ladder (standard molekulovych hmotnosti DNA) (New England Biolabs;
kat. ¢. N3200S)

Ac-DEVD-AMC (Cayman; kat. ¢. 169332-61-0)

Ac-DEVD-CHO (Cayman,; kat. ¢. 184179-08-6)

Agar (Sigma Aldrich; kat. ¢. A 5054)

Agarosa (Bioline; kat. ¢. BIO-41025)

Akrylamid (Sigma Aldrich; kat. ¢. A3553)

Amoniak (Sigma Aldrich; kat. ¢. 7664-41-7)

Ampicilin (Sigma Aldrich; kat. ¢. A1593)

Bromfenolova modf, prasek (Sigma Aldrich; kat. ¢. B 0126)

BSA (Bovinni sérovy albumin) prasek (Sigma Aldrich; kat. ¢. A 9647)

BSA 100x roztok pro restrik¢éni reakce ( New England Biolabs; kat. ¢. B9001S)

Cell Line Nucleofector Kit V (Lonza Cologne AG; kat. ¢. VCA-1003)

Coomassie Brilliant Blue R-250 (Serva; k. ¢. 35051)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (p.a.) (Lach-Ner, s.r.o.; kat. ¢. 30016-AP0)
Dithiotreitol (DTT) (Sigma Aldrich; kat. ¢. 3483-12-3)

DMSO (Dimethyl sulfoxid) kapal. (Sigma Aldrich; kat. ¢. D 8418)

Eagleovo médium modifikované Dulbeccoem (DMEM) (Sigma Aldrich; kat. ¢. D5546)
EDTA (p.a.) (Ethylenediamine tetraacetic acid) (Serva; kat. ¢. 11278)

Etanol 96% (p.a.) (Lach-Ner; s.r.o.; kat ¢. 20025-A96)

Etoposid (Sigma Aldrich; kat. ¢. 33419-42)

Ethidium bromid, prasek (Sigma Aldrich; kat. ¢. E 7637)

F-12 Ham médium (Sigma Aldrich; kat. ¢. N4888)

Fetalni bovinni sérum (FBS) tepeln¢ inaktivované (Gibco Invitrogen; kat. ¢. 10500-064)
FUGENE 6 Transfection Reagent (Promega; kat. ¢. E2691)

GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotum; kat. ¢. 41003)
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Glutamin (Sigma Aldrich; kat. ¢. G3126)
Glycerol, kapal. (Sigma Aldrich; kat. ¢. G 5516)
Glycin (p.a.) (Lach-Ner, s.r.0.; kat. ¢. 40059-AP0)
HEPES (Sigma Aldrich; kat. ¢. H3375)
Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (Lach-Ner; s.r.o.; kat. ¢. 30061-AP0)
Chlorid draselny (p.a.) (Lach-Ner; s.r.o.; kat. ¢. 30076-AP0)
Chlorid sodny (p.a.) (Lach-Ner; s.r.0.; kat. ¢. 30093-APO)
Chloroform (Sigma Aldrich; kat. ¢. 611778)
Imatinib (Sigma Aldrich; kat. ¢. 022173)
Isopropanol (Lach-Ner; s.r.o.; kat. ¢. 30470)
Kyselina all -trans retinova (Sigma Aldrich; kat. ¢. R2625)
Kyselina chlorovodikova 37% (Lach-Ner; s.r.o.; kat. ¢. 10033-A35)
Kyselina octova 99,8% (Lach-Ner; s.r.o.; kat. ¢. 10047-A9B)
Lipofectamine 2000 (ThermoFisher; kat. ¢. 11668027)
Luciferin (Sigma Aldrich; kat. ¢. L9504)
Methanol (p.a.) (Lach-Ner; s.r.o.; kat. ¢. 20038-ATO0)
microRNA Expression Vector:
miR-29a (OriGene; kat. ¢. SC400309)
miR-29b (OriGene; kat. ¢. SC400311)
miR-29c¢ (OriGene; kat. ¢. SC400312)
pCMV (OriGene; kat. ¢. PCMVMIR)
Minimalni esencialni médium (MEM) (Sigma Aldrich; kat. ¢. M2279)
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid) (ThermoFisher; kat. ¢.
M6494)
NEBuffer 2 (New England Biolabs; kat. ¢. B7002S)
NEBuffer 3 (New England Biolabs; kat. ¢. B7003S)
NEBuffer 4 (New England Biolabs; kat. ¢. B7004S)
NEBuffer EcoRI (New England Biolabs; kat. ¢. BO101S)
Neesencialni aminokyseliny (NEAA) (Caygen; kat. ¢. NEAA-10201-100)
N,N’-methylenbisakrylamid (Sigma Aldrich; kat. ¢. 294381)
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Nuclease-free Water (ThermoFisher; kat. ¢. AM9914G)
Octan sodny anhydrat, prasek (Sigma Aldrich; kat. ¢. S 2889)
Opti-MEM | Reduced Serum Media (ThermoFisher; kat. ¢. 31985062)
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Fermentas; kat. ¢. SM1811)
Penicillin-Streptomycin (100 x) (Sigma Aldrich; kat. ¢. PO781)
Peptone Bacteriological (OXOID Ltd; kat. ¢. LP0034)
Plazmid RARE-luc (dar od dr. Patricka Balaguera — Universita Montpellier)
pmaxGFP vektor (0,5 pg/ul) (soucasti kitii Cell Line Nucleofector Kit; Lonza Cologne AG)
Ponceau S (Sigma Aldrich; kat.¢. 6226-79-5)
Pre-miRNA:
hsa-miR-29a (ThermoFisher; kat. ¢. 17100)
hsa-miR-29b (ThermoFisher; kat. ¢. 17100)
hsa-miR-29c (ThermoFisher; kat. ¢. 17100)
pre-miR negative control (ThermoFisher; kat. ¢. 17100)
Propidium jodid (Sigma Aldrich; kat. ¢. P4170)
Proteasovy inhibitor Complete™ (Roche; kat. &. 11836153001)
Protilatky:
aktin (Santa Cruz; Kat. ¢. sc-47778))
B-tubulin (Abcam; kat.¢. ab6046)
Bak (Abcam; kat. ¢. ab32371)
Mcl-1 (Santa Cruz; kat.¢ . sc-12756)
sekundarni kozi protilatka (Sigma Aldrich; kat. ¢. A5420-1)
sekundarni krali¢i protilatka (Sigma Aldrich; kat. ¢. A0545)
sekundéarni mysi protilatka (Sigma Aldrich; kat.¢. A9917)
QIAGEN Plasmid Midi Kit (QIAGEN; kat. ¢. 12143)
RPMI-1640 Medium (Sigma Aldrich; kat. ¢. R0883)
Reporter Lysis 5x Buffer (Promega; kat. ¢. E3971)
Restrikéni enzymy (New England Biolabs):
Apal (50 000 units/ml) (kat. ¢. RO114L)
Avall (10 000 units/ml) (kat. ¢. RO152L)
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Dral (10 000 units/ml) (kat. ¢. RO129L)
EcoRV (20 000 units/ml) (kat. ¢. RO195L)
PstI (20 000 units/ml) (kat. ¢. RO140L)
Sacl (20 000 units/ml) (kat. ¢. R0156S)
Stul (10 000 units/ml) (kat. ¢. RO187S)
Ribonukleaza A (Sigma Aldrich; kat. ¢. 9001-99-4)
S.0.C. Médium (Invitrogen; kat. ¢. 15544-034)
Sacharosa (p.a.) (Lach-Ner; s.r.o.; kat. ¢. 40135-AP0)
SDS (Dodecylsulfat sodny) (Merck; kat. ¢. 1137602500)
Sudené mléko Laktino (1,3 % tuku) od firmy PML (CR)
TagMan® MicroRNA Transcription Kit (Applied Biosystems; 4366596)
TagMan Universal PCR Master Mix, No AmpErase® UNG (Applied Biosystems; 436434)
TagMan MicroRNA assays
hsa-miR-29a (ThermoFisher; kat. ¢. 4427975)
hsa-miR-29b (ThermoFisher; kat. ¢. 4427975)
hsa-miR-29c (ThermoFisher; kat. ¢. 4427975)
RNUGB (ThermoFisher; kat. ¢. 4427975)
TEMED (N,N,N',N'-Tetramethyl-ethylenediamine) (Serva; kat. ¢. 35930)
Tris — Trizma base (Sigma Aldrich; kat. ¢ T 6066)
10 x Tris-glycin pufr (Bio-Rad; kat.¢. 1610734)
Tris-HCI — Trizma hydrochloride (Sigma Aldrich; kat. ¢ T 5941)
Triton X-100 (Sigma Aldrich; kat.¢c. 9002-93-1)
TriZOL Reagent (Invitrogen; kat. ¢. 15596018)
Trypanova modf (0,4% roztok) pro tkanove kultury (Sigma Aldrich; kat. ¢. T8154)
Trypsin-EDTA (1 x) (PAA; kat. ¢. L11-660)
Tween 20 (Bio Basic Inc.; kat. ¢. T897629)
Hydrogenuhli¢itan sodny (p.a.) (Lach-Ner; s.r.o.; kat. ¢. 30067-AP0)
Vyvojka na filmy G150 koncentrat (10 x) (AGFA; kat. ¢. G150)
Western blotting luminol ¢inidlo A a B pro chemiluminiscenéni detekci HRP (Santa Cruz;

SC-2048)
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Pro praci s bunéénymi kulturami byly pouzity kyslik a oxid uhli¢ity od firmy Linde
Technoplyn (CR).

Ostatni chemikalie stupné &istoty p.a. byly zakoupeny od firmy Pliva-Lachema (CR).

4.2.2 Roztoky

Zasobni roztok fosfatového pufru (PBS)
10 x PBS: NaCl (0,137 mol-I'!), KCI (0,00268 mol-I), NazHPO (0,00896 mol-I"), KH2PO4

(0,00147 mol-I"Y), pro experimenty byl zasobni roztok 10x ziedén.

Roztoky pro SDS-PAGE a Western blot
Lyzaéni pufr: Tris (20 mmol-1?), EGTA (5 mmol-1!), NaCl (150 mmol-1?), glycerolfosfat
(20 mmol-1), NasVOs (1 mmol-1?t), NaF (1 mmol-1?), Triton X-100 (1%, v/v), Tween 20
(0,1%, v/v), inhibitor proteas Complete™ (1 tableta v 50 ml), pH 7,5.
Migrac¢ni pufr: Tris/HCI (1,5 mol-17?), pH 8,8.
Migraéni gel: 10% SDS polyakrylamidovy gel: 40% roztok akrylamidu/bisakrylamidu 29:1
(24,7 %), deionizovana voda (48,5 %), migracni pufr (24,7 %), 10% dodecylsulfat sodny (1
%), 10% peroxodisiran amonny (1 %), tetramethylethylendiamin (0,1 %); a 15% SDS
polyakrylamidovy gel: 40% roztok akrylamidu/bisakrylamidu 29:1 (37,1 %), deionizovana
voda (36,1 %), migraéni pufr (24,7 %), 10% dodecylsulfat sodny (1 %), 10% amonium
persulfat (1 %), tetramethylethylendiamin (0,1 %).
Zaostiovaci puft: Tris (0,5 mmol-17), pH 6,8.
Zaosttovaci gel: 10% polyakrylamidovy gel: 40% roztok akrylamidu/bisakrylamidu 29:1
(13,1 %), deionizovana voda (60,6 %), zaosttovaci pufr (24,7 %), 10% dodecylsulfat sodny (1
%), 10% peroxodisiran amonny (0,3 %), tetramethylethylendiamin (0,15 %).
Ptenosovy pufr: Tris (25 mmol-17?), glycin (0,192 mol-17), metanol (20%, v/v), SDS (0,1%,
m/v), pH 8,3.
TBS (tris-buffered saline): Tris (0,1 mol-1*), NaCl (0,137 mol-1?), pH 7,6.
TBS/T: Tween 20 (0,05%, v/v) v TBS.
TBS/T/mléko: Tween 20 (0,05%, v/v), susené mléko (5%, m/v) v TBS.
TBS/T/BSA: Tween 20 (0,05%, v/v), BSA (5%, m/v) v TBS.
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Vzorkovy pufr: Tris (0,125 mol-1?%), pH 6,8, SDS (4%, m/v), glycerol (20%, Vv/v),
DTT (0,2 mol-1'!), bromfenolova modt (0,02%, m/v).

Barvici roztok: kyselina octova (5%, v/v); Ponceau S (0,1% m/v).

LStripping pufr: Tris (62,5 mmol-17?), SDS (2%, v/v), 2-merkaptoetanol (0,1 mol-17), pH 6,7.

Roztoky pro stanoveni aktivity kaspazy-3
Lyzaéni pufr: HEPES (0,05 mol-IY), pH 7,4; Triton X-100 (0,5 %, Vv/v), inhibitor proteas
Complete™ (1 tableta v 50 ml), DTT (0,005 mol.I"%)
Reakéni pufr: HEPES (0,02 mol-It), pH 7,1; EDTA (0,002 mol-I"), inhibitor proteas
Complete™ (1 tableta v 50 ml), DTT (0,005 mol-I?)
Zasobni roztok substratu pro kaspazu-3: 0,010 mol-I* Ac-DEVD-AMC v DMSO
Zasobni roztok inhibitoru pro kaspazu-3: 0,002 mol-I"t Ac-DEVD-CHO v DMSO

Reakéni smés se substratem: 995 pl vzorkového pufru a 5 pl substratu (0,01 mol-I?) (Ac-
DEVD-AMC v DMSO)

Reakéni smés s inhibitorem: 995 pl vzorkového pufru, 5 pl substratu (vysledna koncentrace

0,05 mol-1-"), 0,5 ul inhibitoru (vysledna koncentrace 0,001 mol-I™)

Roztok pro stanoveni chemiluminiscence
Luciferazovy pufr: 40 mM Tris-HCI, pH 7,8; 10 mM MgSOs4; 0,5 mM EDTA; 0,5 mM ATP;
10 mM DTT; 0,5 mM koenzym A; 0,5 mM luciferin.

Roztoky pro stanoveni bilkovin
Pracovni roztok pro stanoveni dle Bradfordové: 0,01% (m/v) Coomassie Brilliantova modft

v 50 ml 95% etanolu a 100 ml 85% H3PO4 doplnéno do 1000 ml vodou.

Standardy bovinniho sérového albuminu o koncentraci 0 - 2 g-I™.

Roztoky pro agarosovou elektroforézu
50x TAE pufr: 1,5 M Tris-HCI, 1 mM kyselina octova, 0,1 M EDTA, pH 8
Elektrodovy pufr: 1 I TAE puft, 50 ul 2 mM ethidium bromid
10x nanéseci pufr: 50% glycerol, 0,2 M EDTA, pH 9,3, 0,05% (w/v) bromfenolova modf

Izolace plazmidové DNA
Eluéni TE pufr: 10 mM Tris-HCL, pH 8, 1 mM EDTA
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Roztoky pro izolaci a kultivaci bunék
Bunécna linie Hela:
Kultivaéni médium: MEM Eagle Médium, penicilin (100 U-ml?), streptomycin (100 mg-17%),
L-glutamin (2 mmol-17), FBS (10 %, V/v).

Bunécna linie HepG2 a 293T:
Kultivaéni médium: DMEM, penicilin (100 U-ml™?), streptomycin (100 mg-17), FBS (10 %,
viv), NEAA.

Bunécna linie CHO-K1:
Kultivaéni médium: F-12 Ham, penicilin (100 U-mlY), streptomycin (100 mg-1), FBS (10 %,

VIV).

Bunécna linie K562:
Kultivaéni médium: RPMI 1640, penicilin (100 U-ml?), streptomycin (100 mg-1?), L-
glutamin (2 mmol-1"), FBS (10 %, v/v).

E. coli:
LB-agar: 1% pepton, 0,5% yeast extract, 1% NaCl, 1,5% agar
LB-médium: 1% pepton, 0,5% yeast extract, 1% NaCl

4.2.3 PFistroje

Centrifuga Labofuge 400 (Heraeus, Némecko)

Centrifugy MiniSpin® (Eppendorf, Némecko)

Fluorometr Flourolog 322 (Spex-Jobin-Yvon-Horiba)

Fotometr pro méfeni absorbance v 96-jamkovych deskach Sunrise Remote (Tecan,
Svycarsko)

Chlazena centrifuga Mikro 22 (Hettrich Zentrifugen, Némecko)

Chlazena centrifuga Rotina 38R (Hettrich Zentrifugen, Némecko)

Chlazena centrifuga Z 323 K (Hermle Labortechnik, Némecko)

Inkubator Cellstar (Qeueue System, USA)

Inverzni fluorescencni mikroskop Olympus IX 70 S8F (Olympus, Japonsko) s kamerou

PCO VC 45-CG-23 (CCD Imaging, Némecko)
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Laminarni box CLF (Schoeller Instruments, CR)

Laminarni box pro RT-PCR (BioAir Instruments, CR)

LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche, Svycarsko)

Luminometr FB 12 pro méfeni chemiluminiscence (Berthold Detection System,
Némecko)

Magneticka michatka IKA RH basic KT/C (Slabo, CR)

Mikroskop CK40 (Olympus, Japonsko)

Nanospektrofotometr P-Class P300 (Implen, Némecko)

Nucleofector® II Device Lonza (Cologne AG, Némecko)

Osciloskop Agilent 54641A 350 MHz (Agilent Technologies, USA)

pH-metr inoLab Level 1 (Schoeller Instruments, CR) s elektrodou SenTix41 (WTW,
Némecko)

Priutokovy cytometr Cytomics FC 500 (Beckman Coulter, USA)

Systém pro elektroforézu Mini-Protean® 3 Cell se zdrojem PowerPac 200,
PowerPac 3000 nebo PowerPac universal (Bio-Rad Laboratories, USA)

Tank elektroforeticky horizontalni s nalévaci vanickou (OWL)

Termocykler MiniOpticonTM (BioRad, CR)

Termomixer Comfort (Eppendorf, Némecko)

Tiepacka Duomax 1030 (Heidolph, Némecko)

Ttepacka OLS 200 (Grant Instruments,Velka Britanie)

Ttepacka Reax top (Heidolph, Némecko)

UV-VIS spektrofotometr UV-2401PC (Shimadzu, Japonsko)

Viahy AX105 DeltaRange® (Mettler Toledo, Svycarsko)

Vinovy generator Agilent 33250A 80 MHz (Agilent Technologies, USA)

XCELLigence systém RTCA DP (Roche, Svycarsko)

Zaiizeni pro piipravu deionizované vody Ultrapur (Watrex, CR)

Zdroj napétovy a proudovy BioRad Power Pac 300 (pro agarosovou elektroforézu)

(Bio-Rad, USA)
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4.2.4 Ostatni material

E-Plate VIEW 16 — desky pro XCELLingence systém (Bio-Tech, CR)

Fotograficky film Kodak X-Omat AR Film XARS5, fotograficka vyvojka a ustalovac
Kodak GBX (Eastman Kodak, USA).

Kultivaéni 1dhve Nunclon™, kultivaéni desky, filtry a centrifugacni zkumavky (Nunc,
Déansko).

Plastové¢ injekcni stiikacky (B. Braun, Némecko)

Plastové mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)

PVDF membrana Immun-Blot™ (0,2 um; Bio-Rad Laboratories, USA).

Silikonovy mikro€ip pro ,,single-cell* elektroporaci (ITC-irst, Italy)

Steriliza¢ni filtry 0,22 um Millex®-GS (Millipore, USA).

4.3 Pouzité metody

4.3.1 Kultivace bunék

4.3.1.1 Kultivace buné¢né linie HepG2, HeLa, CHO-K1 a 293T

Buniky byly uchovavany v inkubatoru nasyceném vodnimi parami pii 37 °C
v atmosféie 5% COz2 Médium bylo vyménéno kazdych 24 - 72 hodin. Po dosazeni ptiblizné
80% konfluence, byly buiiky pasazovany trypsinizaci. Buiiky byly oplachnuty sterilnim PBS
(10 ml), uvolnény inkubaci s 0,25% roztoku trypsinu sEDTA (1 ml; 2 -3 min.; 37 °C)
a resuspendovany v 10 ml kultivaéniho média. Nésledn¢ byly buinky spocitany trypanovu

modii s vyuzitim Biirkerovy komurky a pouzity do pokusii.

4.3.1.2 Kultivace buné¢éné linie K562

Buniky byly uchovavany v inkubatoru nasyceném vodnimi parami pii 37 °C
v atmosféie 5% CO2. Médium bylo vyménéno kazdych 24 - 72 hodin. Jelikoz se jedna o
suspenzni bunécnou linii, byly buiiky pasazovany bez trypsinizace. Nasledn¢ byly bunky

spocitany po aplikaci trypanové modii a s vyuzitim Biirkerovy komurky a pouzity do pokusi.



EXPERIMENTALNI CAST 33

4.3.2 Stanoveni poc¢tu bunék

10 pl bunééné suspenze bylo smichéno s 90 pl trypanové modfi, smés byla nanesena
do Biirkerovy komitrky (10 pl) prekryté krycim sklickem. Bunky byly pocitany pod
svételnym mikroskopem. Koncentrace zivych bunck byla vypoctena dle vztahu:

Pocet bunék / ml = pocet bunék v 0,1 pl x 10 000 x Fedéni

4.3.3 Transfekce lipofekcnimi Cinidly

Jedna se o smés lipidii a dalSich komponent (v 80% etanolu), kterd vytvaii komplexy
s DNA nebo RNA a transportuji je do savéich bunék. Pro ucinnou transfekci je potieba, aby
buiiky byly v dobré kondici, tedy bez kontaminaci napiiklad mykoplasmou a nejlépe v
rustové lag fazi. B¢hem transfekce se nedoporucuje pridavat antibiotika, protoze vyvolavaji

bunéénou smrt.

4.3.3.1 Lipofectamine 2000

Bunky byly pfed transfekci vysety do konfluence pfiblizné 80 %. Po 24 hodinové
stabilizaci byla provedena transfekce viz Tabulka 4. Ve sterilni zkumavce bylo smichano
odpovidajici mnozstvi Opti-MEM média s odpovidajicim mnozstvim Lipofectamine reagentu,
ve druhé zkumavce bylo smichdno odpovidajici mnozstvi Opti-MEM média s odpovidajicim
mnozstvi pfislusného plazmidu nebo pre-miRNA. Smés Opti-MEMU s transfekénim ¢inidlem
byla pfepipetovana do zkumavky s Opti-MEMem a plazmidem nebo pre-miRNA, kratce
promichana a inkubovana 15 minut pfi laboratorni teploté. Mezitim bylo na vyseté
stabilizované buiniky napipetovano ptislusné mnozstvi zahtatého média bez séra a antibiotik.
Po inkubaci byl vSechen objem napipetovan do pfichystanych jamek. Po 24 hodinach byla

provedena vyména média za médium se sérem a antibiotiky.



EXPERIMENTALNI CAST

34

Tabulka 4 Rozpis slozek pro transfekci Lipofectaminem 2000.

96 j. (triplikat) | 24 j.(duplikat) | 6. (jedna jamka)
Adherentni buriky 2x10* 7 x 10" 0,45 x 10°
Opti-MEM Medium (ul) 25 50 150
Lipofectamine reagent (pl) 1 2 6
Opti-MEM Medium (pl) 125 250 700
DNA/pre-miRNA 2,5 ug/125pmol | 5 ug/200pmol | 14 pg/560pmol
DNA-lipid komplex na jamku (ul) 10 50 250
g;;‘;:ﬁ;;i{mace na jamku 100ng/Spmol | 500ng/20pmol | 2500ng/100pmol

4.3.3.2 FUGENE 6

Bunky byly pfed transfekci vysety do konfluence pfiblizné 80 %. Po 24 hodinové

stabilizaci byla provedena transfekce viz Tabulka 5. Ve sterilni zkumavce bylo smichano

odpovidajici mnozstvi Opti-MEM média s odpovidajicim mnozstvim FuGENE reagentu.

Smés byla inkubovdna 5 min pii laboratorni teploté. Ke smési bylo pfidano odpovidajici

mnozstvi prislusného plazmidu. Smés byla kratce promichana a inkubovana 15 minut pfi

laboratorni teploté. Poté byla napipetovana na pfipravené bunky.

Tabulka 5 Rozpis slozek pro transfekci FuGENE 6

9. 24]. 6j.
Adherentni bufiky 2x10* 7 x 10* 0,45 x 10°
FUGENE 6 reagent (pl) 0,6 1 4
DNA (0,2 -1 pg/ul) 2ug 5ug 15 ug
DNA-lipid komplex na jamku (pl) 10 50 250
FindIni koncentrace DNA (ug) 100 500 2500

4.3.4 Transfekce nukleofekci

Nukleofekce je transfekéni metoda vyvinuta firmou Amaxa (Lonza Cologne AG).

Metoda funguje na principu elektroporace. Nukleofektor (elektroporaéni pfistroj) ma

prednastavené programy, které se voli v kombinaci s riznymi pufry pro jednotlivé bunééné

linie.

Buiiky K562 byly pasazovany den pied transfekci. Na jednu reakci bylo pouzito 1 x 10°

bunék. Buiiky byly stoCeny, médium bylo kompletné odsato. Buniky byly resuspendovany ve
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100 pl transfekéniho roztoku (82 ul Nucleofector Solution + 18 ul Supplement). K bunééné
suspenzi byly ptidany 2 ug plazmidu nebo 200 nM pre-miRNA. Suspenze byla pienesena do
kyvety (soucast Kkitu), kyveta byla vlozena do pfistroje a byl spustén program T-016. Pomoci
Pasteurovy pipety a 0,5 ml kultivatniho média byla bunéfna suspenze pienesena do 12
jamkového panelu obsahujiciho 1,5 ml pfedehiatého kultivacniho média. Po 48 h inkubace

byla hodnocena ucinnost transfekce.

4.3.5 Transfekce ,,single-cell“ elektroporace

Nova metoda transfekce - ,,single-cell“ elektroporace na ¢ipu umoziuje vpravit do
bunikky DNA oligonukleotidy, siRNA nebo plazmidové vektory. Vyhoda této metody spociva
v umoznéni transfekce pfedem vybrané konkrétni bunky a sledovani zmén vyvolanych
vlozenymi geny na urovni jedné buiky nikoli celé populace. V kombinaci s mikroskopem Ize
sledovat zmény v ¢ase piimo in situ.

K transfekci byly vyuZity jedno - kondenzéatorové Cipy umisténé na petriho misce, které
byly udrzovany ve sterilnim prostfedi. Na Cip bylo vyseto 4000 bunék CHO-K1 v 15 pnl
média. Poté byly Cipy inkubovany 15 min v inkubatoru nasyceném vodnimi parami pii 37 °C
v atmosfére 5% COz2. Poté byly pfidany 2 ml média. Po 24 hodinach bylo odsato médium a
ptidany 2 ml sterilniho PBS. Bunky byly vyfotografovany pted elektroporaci. Poté bylo
odsato PBS a pridany 2 pg plazmidu v 15 pl sterilniho elektropora¢niho pufru B1. Funk¢énim
generatorem byl vyvolan elektropora¢ni impuls podle Maschietto a kolektiv [125]. Cip byl
inkubovan 20 min pii laboratorni teploté. Nasledné byl odsat elektroporac¢ni roztok a
napipetovany 2 ml média. Takto byly bunky inkubovany 24 hodin v inkubatoru a nésledné

sledovana ti¢innost transfekce na fluorescen¢nim mikroskopu.

4.3.6 Stanoveni koncentrace bilkovin

4.3.6.1 Metoda dle Bradfordové
Stanoveni je zaloZeno na tvorbé komplexu mezi barvivem (Coomassie brilliant blue
G-250) a proteiny ve vzorku. Barvivo se vyskytuje ve tfech formach: kation (470 nm;

cerveny), neutrdlni molekula (650 nm; zelend) a anion (595 nm; modry). Vazba proteinu
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stabilizuje aniontovou formu a vyvolava zménu zbarveni, které je zméteno fotometricky pfi
595 nm [126].
K 10 pl standardu / vzorku bylo pfidano 100 pl pracovniho roztoku a po promichani

byla méfena absorbance. Hodnota byla odectena z kalibra¢niho grafu.

4.3.7 Stanoveni specifickych proteini elektroforézou

Proteiny jsou rozdéleny pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu
S dodecylsulfatem sodnym (SDS-PAGE), pfeneseny na membranu a ndsledné¢ detekovany
pomoci specifickych protilatek.

Buniky byly seskrabany do média a centrifugovany (5 min., 150xg, 4 °C). Pelet byl
promyt vychlazenym roztokem PBS (1 ml) a opét centrifugovan (10 min., 150%g, 4 °C).
Supernatant byl odsat a pelet byl lyzovan v lyza¢nim pufru (50 ul, 15 min., 4 °C). Poté byl
lyzat centrifugovan (15 min., 11 400xg, 4 °C) a zamrazen (-80 °C).

Vzorky byly nafedény 2x vzorkovym pufrem a denaturovany povafenim (5 min.,
95 °C). V aparatufe pro elektroforézu byl pripraven 10 % separacni a 15 % zaostiovaci
polyakrylamidovy gel o tloustce 1,5 mm. Do jamek zaostfovaciho gelu byly aplikovany
vzorky s obsahem 20 - 30 pg bilkovin. Mnozstvi bilkovin bylo stanoveno pomoci metody
Bradfordové. Elektroforéza byla provedena v migracnim pufru pii proudu 15 mA. Po
dosazeni separa¢niho gelu byla hodnota proudu zvysena na 30 mA. Po rozdé€leni proteini
nasledoval jejich pienos (,western blotting”) na polyvinylidendifluoridovou (PVDF)
membranu v tankovém usporadani v pfenosovém pufru (60 min., 400 mA, 4 °C).

Po ukonceni pfenosu byla membrana 3 X promyta (5 min., TBS) pro odstranéni
pienosového pufru, blokovana (2 hod., TBS/T/mléko, 25 °C) a poté inkubovana s primarni
protilatkou (TBS/T/mléko, 4 °C, 16 hod.). Po inkubaci byla membrana promyta (3 x 5 min.,
TBS/T) a nasledné¢ inkubovana se sekundarni protildtkou znac¢enou kienovou peroxidasou
(IgG-HRP, TBS/T/mléko, 2 hod., 25 °C). Poté byla membrana promyta (3 x 5 min., TBS/T) a
nasledn¢ detekovana. Pro detekci byl pouzit chemiluminiscencni systém Western Blotting

Luminol Reagent a vznikla chemiluminiscence byla zaznamenéna na fotograficky film.
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4.3.7.1 Stanoveni proteinua - Mcl-1, Bak, aktin, g-tubulin

Stanoveni Mcl-1

Pro stanoveni proteinu byla pouzita primarni polyklonalni krali¢i protilatka (Mcl-1,
TBS/T/mléko, 1:500, 4 °C, 16 hod.) a sekundarni krali¢i protilditka znacena kienovou
peroxidasou (IgG-HRP, TBS/T/mléko, 1:7 500, 2 hod., 25 °C). Protilatka detekuje obé formy
proteinu Mcl-1L i Mcl-1S.

Stanoveni Bak
Pro stanoveni proteinu byla pouzita primarni kozi protilatka (Bak, TBS/T/mléko,
1:1 000, 4 °C, 16 hod.) a sekundarni kozi protilatka znacend kienovou peroxidasou (IgG-

HRP, TBS/T/mléko, 1:10 000, 2 hod., 25 °C).

Stanoveni aktinu

Po stanoveni daného proteinu byla membrana zbavena navazanych proteinli aplikaci
,stripping® pufru (60 °C; 30 min) a promyta 500 ml deionizované¢ vody. Pro stanoveni
proteinu byla pouzita primarni kozi protilatka (aktin 1-19, TBS/T/BSA, 1:2 000, 4 °C,
16 hod.) a sekundéarni kozi protilatka znacend kienovou peroxidasou (kozi IgG-HRP,

TBS/T/mléko, 1:15 000, 2 hod., 25 °C).

Stanoveni B-tubulinu

Po stanoveni dané¢ho proteinu byla membrana zbavena navazanych proteini aplikaci
,wstripping® pufru (60 °C; 30 min) a promyta 500 ml deionizované¢ vody. Pro stanoveni
proteinu byla pouzita primarni mysi protilatka (B-tubulin, TBS/T/BSA, 1:1000, 4 °C,
16 hod.) a sekunddrni mysi protilatka znacena kienovou peroxidasou (mysi 19G-HRP,

TBS/T/mléko, 1:15 000, 2 hod., 25 °C).

4.3.8 Analyza bunécného cyklu pomoci priitokové cytometrie

Testované buiky byly centrifugovany 3 minuty pii 900 rpm. Po centrifugaci byly buiky
resuspendovany v 100 pl studeného PBS a 230 pl ledového 100% ethanolu a nasledné

fixovany minimaln¢ 24 hodin pii -20 °C. Po 24 hodinové fixaci byl stanovovan bunécny
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obsah DNA. Fixat byl centrifugovan 3 minuty pii 1710 rpm pii 4 °C, poté byl peclivé odsat
supernatant a pelet byl resuspendovan v1 ml PBS s0,1% Triton X-100, 20 pg-ml™
ribonukledzy A a 20 pg-ml? propidium jodidu a byl inkubovédn 30 minut pii laboratorni
teplot¢ vtemnu. Po inkubaci byly vzorky analyzovany pomoci pratokového cytometru
Cytomics FC 500 Series. Propidium jodid byl excitovan argonovym laserem pii 488 nm a
fluorescence byla detekovana na FL3 tunelu vyuzitim 600 nm dlouhych filtri a 615 nm
kratkych filtrG. Procenualita bunék v G1, Sa G2/M fazi bunécného cyklu byla pocitana

vyuzitim MultiCycle AV softwaru.

4.3.9 Stanoveni bunécné viability

4.3.9.1 MTT test

MTT neboli zluta tetrazoliova sul (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium
bromidu) je redukovana mitochondrialnimi dehydrogenazami metabolicky aktivnich bunék na
nerozpustné fialové formazanové barvivo, jehoZ koncentrace je po rozpusténi v organickém
rozpoustédle stanovena spektrofotometricky pti 540 nm [127].

Na nékolik jamek bylo aplikovano 10 pl 10% Tritonu X-100, ke stanoveni pozadi.

Bunky byly po intoxikaci oplachnuty roztokem PBS a poté byla aplikovana smés obsahujici
100 pl MTT na 1000 pl média. Suspenze byla inkubovana 3 hodiny (37 °C; 5 % CO2), poté
bylo médium s MTT odsato a do jamek bylo pfidano 200 pul DMSO s 1 % amoniakem. Bunky
byly promichany a ponechdny 5 minut, aby doSlo k Gplnému rozpusténi formazanového
barviva.

Nasledné¢ byla zmétena absorbance vzniklého modrofialového roztoku pii 540 nm.

Zivotnost bunék byla po¢itana dle vztahu:
Zivotnost (%) = 100 * ((Av — Ap)/(Ak — Ap))
Apr  absorbance pozadi (burniky inkubované s Tritonem X-100)

Av absorbance vzorku (bunky inkubované s xenobiotiky)

Ak absorbance kontroly (bunky neovlivnéné zadnou latkou)
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4.3.9.2 xCELLigence systém

Systém méfii elektrickou impedanci pomoci mikroelektrod zabudovanych na dné kazdé
jamky, ve které jsou vysety bunky. Toto méfeni poskytuje kvantitativni vyhodnoceni
biologického stavu bunck (pocet, viabilita a morfologie). Relativni zména elektrické
impedance je zobrazena bunéénym indexem viz Obrazek 4. Nartst bunééného indexu
signalizuje riist bun€k, pokles naopak signalizuje poruseni adherentnosti bun¢k a tim smrt.

Bunéény index byl pfeveden na soubor ASCII pro vypocet plochy pod kiivkou. Plocha
pod kiivkou byla spocitana z oblasti mezi vzestupnou a klesajici ¢asti kiivky vyznafené na
obrazku 4. Tato oblast byla normalizovana k negativni kontrole, ktera byla stanovena jako
100% viabilita a poté pouZzita pro srovnani mezi riznymi postupy oSetfeni bunék.

K experimentu byly vyuZity 16-jamkové desky, pfiemz velikost jamek se rovna
velikosti jamek pouzivanych na 96- jamkovych deskach. HeLa bunky byly vysety v mnozstvi
10 000 bun¢k na jamku. Poté byly ponechany 24 hodin v inkubatoru nasyceném vodnimi
parami pii 37 °C v atmosféie 5% CO2. Poté byla provedena transfekce bunck a po dalSich 24

hodinach pfidan etoposid rozpustény v médiu o koncentraci 60uM.
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Obrazek 4 Ptiklad bunééného indexu. Ktivka znazornuje nartst bunééného indexu po

vyseti bun¢k, po 24 hodinach byla provedena transfekce s naslednou vyménou média (po 4h)
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a Vv ¢ase 48 hodin byl pfidan etoposid. Vyznacena oblast kiivky byla pouzita pro vypocet

viability bun¢k.

4.3.10 Aktivita kaspdzy-3

Mira apoptozy byla sledovana pomoci aktivity kaspazy-3. Bunky byly oplachnuty
PBS a seskrabnuty do zkumavky. Nésledovala centrifugace pti 2000g 10 min pii 4°C. Ze
zkumavky byl odsat supernatant. Sediment byl rozpustén ve vychlazeném lyza¢nim roztoku a
ikubovéan 10 min na ledu. Poté byl centrifugovan pii 15000 g 10 min pii 4°C. V supernatantu
byl stanoven celkovy protein Bradfordovou metodou. U kazdého vzorku bylo vzdy
napipetovano 4 ul supernatantu s 80 ul reakéni smési se substratem (Ac-DEVD-AMC) a 4 pul
supernatantu s 80 ul reakéni smési se substratem a inhibitorem (Ac-DEVD-CHO). Kazdy
vzorek byl inkubovan pti 37 °C po dobu 30 min. Fluorescence byla méfena pti 380/450 nm
s vyuzitim spektrofluorometru (Tecan Magelan). Relativni aktivita kaspazy-3 se vypocita
odectenim intenzity fluorescence v pfitomnosti inhibitoru od intenzity fluorescence bez

inhibitoru a naslednym vydélenim stanovenym mnozstvim proteinu v mg.

4.3.11 Detekce chemiluminiscence

Chemiluminiscence je citliva analyticka metoda, ktera se uplatiiuje jako samostatna
metoda nebo ve spojeni s jinou analytickou metodou jako detektor. Pfi chemiluminiscencni
reakci musi vznikat dostatek energie, aby doslo k excitaci elektront. Excitovany produkt musi
byt schopny ztracet svoji energii bud’ ve formé fotonu nebo ji prevadét na fluoreskujici
slouceniny. Pfima emise fotonu z excitovaného produktu obvykle poskytuje kratké zablesky
svétla, zatimco transfer energie na fluoreskujici slouCeniny se vétSinou projevuje jako
dlouhodoba (v minutach) svételna emise. Chemicka reakce zodpovédna za vznik svételného
zafeni mize byt vyvoldna Cinidlem (luminol) nebo biologickou cestou (enzym luciferasa a

luciferin)[128].
Ke stanoveni chemiluminiscence bylo zbunék odsato médium, poté byly 2x

oplachnuty PBS. Nasledné¢ byly lyzovany pomoci Reporter Lysis 5x Buffer. K7 pl
bunécného lyzatu bylo ptidano 70 pl luciferazového pufru. Smes byla kratce vortexovana a

ihned méfena na luminometru.
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4.3.12 Fluorescencni mikroskopie

Fluorescence byla pozorovana pomoci inverzniho fluorescen¢niho mikroskopu
Olympus IX80 a analyzovana softwarem Olympus Microlmage. K zachyceni obrazu byla

vyuzita zabudovana kamera Camedia C-3030 (Olympus).

4.3.13 Intoxikace bunék xenobiotiky

Xenobiotika byla rozpusténa v DMSO na potiebnou zdsobni koncentraci. V této forme
byla uchovavéna pii -20 °C. Pro pouziti byla rozmrazena pfi laboratorni teploté a nafedéna
v médiu na spravnou koncentraci. Buniky byly rozesety na desku (96 jamkova, 24 jamkova
nebo 6 jamkova) v odpovidajicim mnozstvi a ponechény pfes noc v inkubatoru ke stabilizaci
(37 °C, 5% COz2). Nasledujici den bylo z jamek odsato médium a aplikovana smés média
s xenobiotikem. Bunky byly inkubovany 24 nebo 48 hodin, dle pokusu a nasledné byly

vyuzity K analyzam experimentd.

4.3.13.1 Etoposid

Etoposid je semisyntetickym derivatem podofylotoxinu. Je jednim z nejcastéji
vyuzivanych protinddorovych 1é¢iv pouzivanych ptevazné v kombinacich s jinymi cytostatiky
Vv prvni linii terapie. Pouzivd se pfevazné k 1écbé nasledujicich malignich neoplastickych
onemocnéni: testikularni tumory, choriokarcinom, karcinom ovarii, malobunéény a
nemalobunéény bronchogenni karcinom, Hodgkiniiv a nonhodgkinovy lymfomy, akutni
myeloblastickd leukemie, karcinom Zaludku. U¢inky ma podobné jako podofylotoxin, tj.
inhibuje polymerizaci tubulinu, coz vede k destrukci mitotického vfeténka. Etoposid
ovliviiuje funkci topoizomerdzy Il (coZ je enzym rozvolilujici DNA) a inhibuje syntézu DNA
vV terminalni fazi. To vede k rozstépeni jednoduchého a dvojitého fetézce DNA. K tmrti
bunék dochazi v zavislosti na koncentraci etoposidu a délce expozice. Etoposid je fazove
specificky a zastavuje buiiky ve fazi S a rané fazi G2 bunécného cyklu, 1isi se vSak od jinych
derivati podofylotoxinu tim, ze nevyvolava akumulaci v metafazi, ale brani mitéze bunck

nebo nici bunky pfipravujici se k mitdze [129].
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4.3.13.2 Imatinib

Imatinib je nizkomolekularni inhibitor tyrosin kinazy, ktery G¢inné inhibuje aktivitu
Bcr-Abl tyrosin kinazy (TK) a dalSich receptorovych tyrosin kinaz: Kit, receptor pro ristovy
faktor kmenovych bunék (SCF, stem cell factor) kodovany protoonkogenem c-Kit, receptory
diskoidinové domény (DDR1 and DDR?2), receptor kolonie stimulujiciho faktoru (CSF-1R) a
receptory pro trombocytarni rustovy faktor alfa a beta (PDGFR-alfa a PDGFR-beta). Imatinib
také miiZze inhibovat bunécné procesy, na kterych se tyto receptorové kinazy podili. Latka
selektivn€ inhibuje proliferaci a indukuje apoptézu u Ber-Abl pozitivnich bunéénych linii,
stejné jako u Cerstvych leukemickych bunék od pacienti s CML s pozitivnim Philadelphia

chromozomem (Ph+) a od pacientd s akutni lymfoblastickou leukemii (ALL)[130].

4.3.13.3 Kyselina all-trans retinova (ATRA)

Kyselina all-trans retinova (ATRA) je derivat vitaminu A a je jednim z moznych
chemoterapeutik diky své schopnosti indukovat signaly pro buné¢nou diferenciaci, inhibici
proliferace bun¢k nebo apoptézu. V kombinaci s jinymi terapeutickymi metodami ma aditivni
a synergické ucinky v protinaddorové 1écbé. ATRA se v buitkach véaze na retinoidni receptor,
ktery ovliviwuje transkripci cilovych gent [131]. V soucasnosti jsou znamy dva retinoidni
receptory RAR a RXR, pficemz kazdy z nich obsahuje tii isoformy a, B, y. ATRA se stale
vice vyuziva k protinadorové 1écbé naptiklad Kaposiho sarkomu, karcinomu dlazdicovych

bungk hlavy a krku, karcinomu vaje¢nikd, mocového méchyie, neuroblastomu atd [132].

4.3.14 NamnoZeni, izolace a kontrola plazmidu

4.3.14.1 Transformace E. coli

Pro selekci a klonovani plazmida byly pouzity TOP10 chemicky kompetentni buriky E.
coli. Tyto bunky umoziuji stabilni replikaci vysokého poctu kopii pfipravenych plazmidu.
Prace s burikami byla provadéna za sterilnich podminek. Komer¢ni plazmidy byly nafedény
v poméru 1:4 ddH20O. Buiky byly rozmrazeny na ledu. 5 ul nafedénych plazmida bylo
pfidano k buitkdm a promichéno poklepanim na zkumavku. Buiiky byly inkubovany 30 min

na ledu. Bunky byly vystaveny teplotnimu Soku pii 42 °C po dobu 30 s. Transformované
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bunky byly resuspendovany ve 250 ul S.O.C. média a smés byla inkubovana pii 37 °C na
ttepacce (200 rpm) 1 h.

4.3.14.2 Inokulace

Transformované bunky byly po hodinové inkubaci rozetfeny na Petriho misky s
»lysogeny broth® (LB) agarem obsahujicim 100 pg/ml ampicilinu. Petriho misky s
transformovanymi butikami byly inkubovany pies noc pti 37 °C. 12 — Vybrané bakteridlni
kolonie byly pieneseny do 5 ml tekutého LB média s ampicilinem (100 pg/ml) a byly

inkubovany pies noc pii 37 °C na tiepacce.

4.3.14.3 Izolace plazmidi

Z narostlych bakteridlnich klonti byla izolovana plazmidova DNA Izolace plazmidové
DNA byla provedena pomoci kitu QIAGEN Plasmid Midi Kit. Narostla bakterialni kultura
byla centrifugovana (6000 x g, 15 min, 4 °C). Supernatant byl odstranén. Buné¢ny pelet byl
resuspendovan v pufru P1 (7 ml pufru na 1 g peletu). Buniky byly lyzovany pomoci stejného
mnozstvi pufru P2. Suspenze byla s pufrem promichana pievracenim a potom byla
inkubovana 5 min za laboratorni teploty. Lyzat byl neutralizovan stejnym objemem pufru P3.
Suspenze byla inkubovana 20 min na ledu. Potom byla smés sto¢ena (20000 x g, 30 min, 4
°C). Supernatant byl pfenesen na kolonu, ktera byla ptedem ekvilibrovana 4 ml pufrem QBT.
DNA navazana na koloné byla promyta 2 x 10 ml pufru QC. DNA byla eluovana 5 ml pufru
QF a poté byla precipitovana 3,5 ml isopropanolu (25 °C). Vzorek byl promichan a nasledné
centrifugovan (15000 x g, 30 min, 4 °C). Supernatant byl odstranén. Pelet byl omyt 2 ml 70%
ethanolu (25 °C). Smés byla centrifugovana (15000 x g, 10 min, 4 °C) Supernatant byl odsan.
Pelet byl vysusen na vzduchu a potom rozpustén v 100 ul TE pufru, pH = 8. Koncentrace
DNA byla stanovena pomoci UV spektrofotometrie pfi 260 nm. Cistota DNA byla ovéfena

spektrofotometricky pomérem absorbanci, Azeo2s0 = 1,8-2.

4.3.14.4 Restrik¢ni analyza

Pomoci volné dostupného pocitatového programu BioEdit byly navrzeny vhodné

kombinace restrikénich endonukledz. Produkty restrikénich reakci byly separovany pomoci
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agarosové elektroforézy, fragmenty DNA byly vizualizovany EtBr a srovnavany S

molekulovou hmotnosti markeru. Reak¢éni smési byly napipetovany podle nize uvedeného

rozpisu a inkubovany > 2 h pti uvedené teploté viz Tabulka 6.

NamnoZeny plazmid

Komer¢ni plazmid

Tabulka 6 Rozpis reakénich smési pro restrikéni analyzu.

NamnoZeny plazmid

Komer¢ni plazmid

25°C 1,29 pg/ul 200pg/ml |37°C 1,29 pg/ul 200pg/ml
Apal Apal EcoRV EcoRV
1 2 1 2
miR-29a | pufr NEB4 1,5 1,5 | pufr NEB3 1,5 1,5
BSA 0,15 0,15 | BSA 0,15 0,15
enzym 0,2 0,2 |enzym 0,2 0,2
voda 12,15 11,15 | voda 12,15 11,15
37°C 1,55ug/ul 200pg/ml [ 37°C 1,55ug/ul 200ug/ml
Pstl Pstl Dral Dral
1 2 1 2
miR-29b | pufr NEB3 1,5 1,5 | pufr NEB4 1,5 1,5
BSA 0,15 0,15
enzym 0,2 0,2 | enzym 0,2 0,2
voda 12,15 11,15 | voda 12,3 11,3
25°C 1,165ug/ul 200pg/ml [ 37°C 1,165ug/ul 200ug/ml
Sacl Sacl Avall Avall
1 2 1
miR-29c¢ | pufr NEB1 1,5 1,5 | pufr NEB4 1,5 1,5
BSA 0,15 0,15
enzym 0,2 0,2 | enzym 0,2 0,2
voda 12,15 11,15 voda 12,3 11,3
37°C 1,27pg/ul 200pg/ml |37°C 1,27ug/ul 200pug/ml
Avall Avall Stul Stul
1 2 1 2
miR-150 | pufr NEB4 1,5 1,5 [ pufr NEB4 1,5 1,5
enzym 0,2 0,2 | enzym 0,2 0,2
voda 12,3 11,3 |voda 12,3 11,3
37°C 1,185ug/ul 200pg/ml | 37°C 1,185pug/ul 200pg/ml
Avall Avall EcoRlI EcoRlI
1 2 1
pCMV | pufr NEB4 1,5 1,5 | pufr NEB4 1,5 1,5
enzym 0,2 0,2 | enzym 0,2 0,2
voda 12,3 11,3 |voda 12,3 11,3
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4.3.14.5 Sekvenace

Cast vzorku byla odeslana na sekvenaci do laboratofe IEB Laboratory of Molecular

Cytogenetic and Cytometry, Olomouc.

4.3.15 Izolace RNA trizolovou metodou a stanoveni celkové RNA

RNA byla izolovana zbunék na 6 jamkové desce. Dané vzorky byly vzdy
v duplikatech. Bunky byly 2x promyty PBS, poté bylo do kazdé jamky napipetovano 500 ul
TRI reagentu. Pomoci Skrabky byly buiniky oddéleny ode dna a pteneseny do sterilni
zkumavky, vzdy 2 duplikdty do jedné zkumavky. Nasledné¢ byly homogenizovany
pipetovanim a inkubovany 5 min pfi laboratorni teploté. Poté bylo ke smé&si ptidano 200 ul
chloroformu a lehce promichano pfevracenim. Inkubace 3 min pfi laboratorni teploté. Vzorek
byl poté centrifugovan 15 min pii 12000g a 4°C. Horni vodna faze byla odebrana a pfenesena
do nové zkumavky, k ni bylo pfidano 500 ul isopropanolu. Nasledovala inkubace 10 min pfi
laboratorni teploté¢ a centrifugace 10 min, 12000g, 4°C. Supernatant byl odsan pipetou a
usazeny pelet byl promyt 300 ul 75% ledovym ethanolem. Poté byl centrifugovan 5 min,
7500g, 4°C, supernatant opatrné odsan a pelet vysuSen na vzduchu ve flow boxu. Vysuseny

pelet byl rozpustén v 10-50 pl ddH20.
Koncentrace a Cistota RNA byla urcena spektrofotometrickym meétenim pii 260, 280 a

230 nm. Pokud byla zméfena uspokojiva hodnota Cistoty (A260/A280 > 1,8; A260/A230 >
1,7), bylo mozno pouzit hodnotu A260 pro vypocet koncentrace RNA.

4.3.16 Reverzni transkripce

Pro stanoveni jednotlivych miRNA je potfeba nejdfive izolovanou RNA piepsat na
cDNA. Ke specifické reverzni transkripci byl pouzit TagMan® MicroRNA Transcription Kit
(Applied Biosystems) a stem-loop RT primery, které jsou soucasti TagMan® MicroRNA
Assays (Applied Biosystems). Celkova RNA byla nafedéna na koncentraci 4 ng.pl™?, pficemz
do reakce bylo pouzito 5 pl, vysledna koncentrace byla tedy 20 ng.ul™. B&hem postupu byly

vSechny komponenty uchovavany na ledu.
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Priprava reakéni smési (mnozstvi (ul) na jednu 15 pl reakci):

dNTPs mix (100mM total) 0,15
MultiScribe™ RT (50 U.ul?) 1,00
10X RT Buffer 1,50
RNase inhibitor 0,19
Nuclease Free Water 4,16
RT Primer 3,00
RNA (4ng.ul?) 5,00

Zkumavky byly kratce centrifugovany a poté vloZzeny do termocykleru nastavené¢ho na

nasledujici program. Vytvotfena cDNA byla uchovéavana pii -20°C.

30 min 16°C
30 min 42°C
5min 85°C
0 4°C

4.3.17 Real — time PCR

Stanoveni exprese miRNA bylo provedeno na pfistroji LightCycler® 480 Real-Time

PCR System (Roche). K reakci byla pouzita cDNA ziskana z reverzni transkripce.

Reakéni smés (20 pl)
TagMan Universal PCR Master Mix, No AmpErase® UNG 10,00 pl

TagMan MicroRNA assays (primer) 1,00 pl
Nuclease Free Water 7,67 ul
cDNA 1,33 ul

Vzorky byly napipetovany na mikrotitra¢ni desticku o 96 jamkach vzdy v tripletech.
Nasledn¢ byly kratce centrifugovany z divodu eliminace bublin. Na termocykleru byl

nastaven tento program:
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Pocatecni denaturace 95°C 10 min

Denaturace 95°C 15

. } 40x
Annealing 60°C 60 s
Ochlazeni 4°C

4.3.17.1 Hodnoceni exprese miRNA

Pro vypocet relativni kvantifikace jsme vyuzili metodu AACt. Ct je prahovy cyklus,
pfi kterém detekované signaly zacnou odpovidat exponencidlnimu rdstu mnoZstvi
amplifika¢niho produktu. Jako endogenni kontrola se pouzivaji n€které¢ houskeepingové geny,
o kterych se soudi, ze ve studované tkani vykazuji stabilni expresi [133]. My jsme jako
houskeepingovy gen zvolili malou jadernou snRNA U6 (RNU6B). Pro vypocet
normalizované hodnoty porovnavajici expresi mezi zdravou a nadorovou tkani lze pouzit

nasledujici vzorec.

ACt = Ct (cilova miRNA) — Ct (RNUG6B)
AACt = ACt (vzorek, nadorova tkain) — ACt (kalibrator, zdrava tkarn)

Normalizovana hodnota = 2-2ACt

4.3.18 Stanoveni BCR-ABL

Stanoveni BCR-ABL bylo provedeno na Hemato-onkologické klinice FN v Olomouci

metodou real-time PCR podle Dongen a kolektiv [134].

4.3.19 Statistickda analyza

VSechny experimenty in vitro byly provedeny v tripletech ve tfech nezavislych
opakovanich, pokud neni uvedeno jinak. Vysledky jsou vyjadfeny jako primér + SD
(p < 0,05).

Statistick¢é vyhodnoceni bunécnych experimentii bylo provedeno pomoci ANOVA
(Analysis of variance, analyza rozptylu) a Tukeyho testu v programu Statistica.

Ke statistické analyze pacientd byl pouzit software SPSS verze 15 (SPSS Inc.,
Chicago, USA). Analyza kategorialnich parametri byla provedena pomoci Fisherova

pfesného testu (Fisher’s exact test), kvantitativni parametry byly analyzovany pomoci
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neparametrickych metod Mann-Whitney, Kruskal-Wallis, Spearmanova korela¢ni analyza.
Normalita dat byla ovéfena pomoci testu Shapiro-Wilk. Testy byly provedeny na hlading
signifikance 0,05. Kvartilovy box graf popisuje distribuci hodnot méteného parametru pomoci
kvartild. Silnd ¢ara uvnitf boxu reprezentuje median hodnot (tj. 2 kvartil), dno boxu
reprezentuje 1. kvartil a viko boxu 3. kvartil. VySka boxu odpovidd mezikvartilovému rozpéti
(tj. charakteristice variability dat — v intervalu mezi 1. a 3. kvartilem lezi 50% naméfenych
hodnot). Anténka dole a nahofe odpovidaji minimalni a maximalni neodlehlé hodnoté.

Odlehlé hodnoty jsou oznaceny symbolem krouzek a extrémni hodnoty symbolem hvézdicka.
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5. VYSLEDKY

5.1 Exprese miR-29

Prvnim impulzem pro tuto studii byl vysledek z moji diplomové prace, ve které jsem
mimo jiné sledovala vliv exprese miR-29 na pacienty s chronickou lymfocytarni leukémii
(CLL). Jako srovnavaci vzorek jiného hematologického onemocnéni byla vybrana mala
skupina pacientli s chronickou myeloidni leukémii, na které se ukézalo signifikantni sniZeni
hladiny exprese vsech ¢lenll rodiny miR-29 oproti hladiny exprese u pacientii s CLL. Totozny
vysledek byl sledovan také u bunééné linie K562 odvozené od pacientky s CML viz Obrazek
5 [135]. Proto jsme se rozhodli studovat vliv miR-29 u tohoto typu onemocnéni a této

bunécéné linie.

204

norm. miR-29a
T

—_
L]
1

J T T =

[ | I |
CLL CLL 0% CML K562
delece

Obrazek 5 Signifikantné snizend hladina exprese miR-29a u pacientii s CML a u K562.
U miR-29b a ¢ byl obdobny vysledek.
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5.1.1 Exprese miR-29 u pacientii s CML

Na souboru 27 pacientd s CML byla pomoci metody real-time PCR stanovena hladina
exprese rodiny miR-29 a RNUG6B, coz je gen, ktery nam poslouzil jako endogenni kontrola.
K dispozici bylo 13 muzt a 14 Zen. Primérny vek pacientl byl 51 let, pfi¢emz nejmladsimu
bylo 16 a nejstarSimu 74 let. Tak jako je u pacientt sledovana hladina BCR-ABL jako hlavni
parametr odpovédi na 1écbu imatinibem, byla sledovana i hladina exprese vSech miR-29.
Mg¢teni probéhla vzdy pii stanoveni diagnoézy, poté nékolikrat v prabéhu 1é€by a nakonec
zpravidla pfi dosazeni remise pacienta, tedy dosaZzeni hladiny BCR-ABL na 0% ptipadné
posledni odbér, ktery byl k dispozici. Pocet prubéznych odbérti se 1isi podle odpovédi na
1écbu imatinibem. Kompletni seznam pacientti s dostupnymi klinickymi parametry je
v tabulce 3 (4.1.2 vzorky pacientl). Pro nazorné porovnani s hodnotami ziskanymi z kontrolni
skupiny zdravych darct jsme nepouzili normalizované hodnoty miR-29, nybrz hodnoty ACt
(Ct cilova miRNA — Ct RNU6B). Vysledky naméfenych hodnot ACt (Ct cilova miRNA — Ct
RNUG6B) jsou uvedeny viz Tabulka 7.

Pro ptehlednost byla ke statistické analyze vyuzita vzdy tii méfeni — pii diagnoze, 2.
meéieni zpravidla po 2 — 3 mésicich 1écby a posledni méfeni (remise). Tato tifi méfeni byla
vybrana, jelikoZ u nich dochéazelo k nejmarkantnéj$im zméndm hladiny BCR-ABL. Vysledné
hodnoty byly vneseny do kvartilového krabicového grafu viz Obrazek 6. Graf A znazoriuje
pokles hladiny exprese miR-29a v dob¢ diagndzy, pfi druhém méfeni 1ze pozorovat nartst a
pfi poslednim méfeni klesa hladina zpét na uroven kontrolnich bun¢k. U miR-29b a miR-29c
lze pozorovat mirny nartst hladiny exprese v pribéhu druhého méteni a opétovny mirny

pokles pfi poslednim méfeni.
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Tabulka 7 Hodnoty ACt rodiny miR-

29 u pacienti s CML. Pismena A-F

oznacuji méfeni

v prubéhu 1écby; *

primérnéd hodnota zdravych darcti.

miR-29a
ACt
-5,43046
-6,58346
-4,79149
-5,37536
-5,87357
-6,58666
-4,54979
-5,28981
-6,11653
-3,11751
-5,76948
-3,85679
-5,42566
-4,30766
-6,82198
-7,14741
-3,98514
-4,57873
-5,33723
-5,81108
-4,76096

O W@ > M OQOOO W >»MmQoO®>»OoO0n w@>»on w >

miR-29b miR-29c¢
ACt ACt
0,59205 -1,0099
-1,37717 -2,78517
1,99813 6,53417
0,84581 5,94274
-1,08587 -1,4435
-1,47253 -2,61439
1,01419 6,77314
0,39683 -1,27822
-1,91071 -3,957
1,86476 0,96783
-1,41542 -1,83938
2,99642 7,3677
0,34293 5,48916
0,07848 -2,274
-0,6656 -3,00612
-2,83431 -2,54463
3,41377 7,04836
1,05269 6,57388
-0,1971 -2,35105
-0,75554 -1,39057
-0,60016 -0,30597

10

11

> OO @ > MQOO ®>»MQOO ®P>T MQOoO®®>>MOOm@®P>MO

miR-29a
ACt
-3,83211
-4,8734
-4,01844
-6,309
-7,61589
-4,18077
-2,97097
-4,25827
-5,10405
-3,81515
-6,50659
-4,36673
-4,81543
-1,151
-5,30629
-7,48371
-5,02023
-6,26259
-4,79739
-7,36165
-7,63188
-5,60334
-5,988
-2,2755
-5,4022
-6,78351
-5,77055
-3,36684

miR-29b
ACt
3,34245
0,6729
0,1591
-1,03296
-2,88147
1,86101
2,82646
0,86128
1,23248
1,9534
-1,9078
1,10238
1,04103
-1,04377
0,16872
-2,12995
1,29457
0,25865
-0,62477
-3,40799
-1,54886
0,78844
-0,42332
0,61793
-0,48005
-1,66858
-0,81148
1,61372

miR-29c¢
ACt
0,8817
6,20987
-1,79254
-2,25884
-2,61822
-0,19212
8,47141
-0,00722
-0,3411
7,69106
-2,14348
6,76644
6,6066
-1,23303
5,55505
-3,33371
6,0324
4,91568
-1,9767
-3,30513
-2,73761
5,72905
5,6183
-0,11831
-0,97609
-1,33832
-1,40032
0,96345

12

13

14

15

16

OO m@>» T MO ®>> T MmO > T MQOoO®®>0O0N >0

miR-29a
ACt
-5,82979
-4,63327
-6,48205
-7,92854
-6,962
-5,2196
-4,54836
-6,76455
-7,02539
-6,37952
-5,07713
-6,4366
-5,99118
-7,43836
-4,14881
-6,16437
-5,11486
-4,55771
-4,26665
-4,95099
-5,17319
-5,49414
-6,3614
-3,79165
-6,63645
-4,0076
-6,63397
-6,29472

miR-29b
ACt
1,03284
-0,47446
-2,01252
-0,43712
-1,91038
1,49398
-0,17012
-1,14127
-2,78008
-0,76829
0,84661
-0,7843
0,03169
-1,58567
2,40295
-0,81621
0,95504
1,0995
2,29692
0,48054
1,17818
0,6421
-0,17071
1,98255
-1,38729
2,05898
-1,53358
-0,45591

miR-29c¢
ACt
-0,56216
-0,08121
-1,92939
-2,13496
-2,89287
6,16214
-0,16802
-2,41224
-2,70077
-0,74667
5,7983
4,29979
-2,05165
-2,57094
7,03474
4,87537
6,23818
6,29454
-0,0942
6,13554
-0,79475
5,81303
4,2286
6,92712
-2,97918
0,40067
-2,50862
-2,22631
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17

18

19

20

21

m OO O @ > T m QO @ >» o0 w@>MmMOogOow@> T MmO m@> T m

miR-29a
ACt
-5,09275
-5,81503
-2,98466
-5,35534
-6,37324
-5,15078
-5,31613
-5,08605
-4,5925
-4,74371
-6,29247
-5,36187
-6,27438
-4,22127
-6,4284
-5,80675
-5,29284
-3,66869
-5,47749
-4,55066
-5,73771
-3,86936
-5,3779
-5,54615
-4,46032
-4,83316
-5,16115
-5,32181

miR-29b
ACt
0,76132
1,03772
2,37404
0,22422
-0,71178
2,50256
1,59366
0,55869
0,93855
0,86027
-1,20302
0,67522
0,14199
2,16097
0,01508
0,04168
0,78826
1,78569
0,56101
1,03202
-0,64388
2,1187
0,59099
0,42153
1,65288
1,73778
1,07256
0,12354

miR-29c¢
ACt
5,76685
5,04993
0,21205
-2,31747
-2,155
-0,82111
6,14307
6,03341
-0,27859
6,58691
-1,85938
5,59716
5,05688
-0,35438
4,8773
5,43617
5,41063
-0,38314
-1,1756
5,62042
-1,07954
6,91297
5,61066
-1,70909
6,54212
6,79748
5,85339
5,86394

22

23

24

25

26

27

OO W >»r mMoO ®>»MOO®>MOO®®>MO®E>MOO@>

miR-29a
ACt
-4,02553
-5,90506
-6,22502
-5,53643
-5,03238
-3,28952
-5,33087
-4,56024
-5,46755
-3,07354
-5,68806
-5,27496
-5,76503
-6,13323
-5,60189
-2,85708
-4,53475
-5,75928
-4,88611
-6,42474
-4,34319
-4,025
-5,31575
-5,98528
-3,477
-5,26179
-4,53166
-6,23251

miR-29b
ACt
2,36585
-0,49463
-0,17641
0,54229
1,12965
3,51541
0,83975
0,80254
0,78076
2,67422
0,57354
0,16466
-0,22266
-0,43904
1,03478
3,37008
2,38541
0,01202
1,38418
0,70782
1,98929
4,15711
1,1442
-0,02617
3,05595
-0,56962
1,65508
-0,88638

miR-29c¢
ACt
7,00834
4,49755
4,78262
5,74033
5,77052
7,57228
5,52228
6,2044
4,93763
7,07134
4,70954
5,16929
4,81882
4,32494
5,08892
7,9779
5,7561
4,26674
5,77912
3,81441
6,3801
6,62971
5,47396
4,16293
7,59045
4,08538
6,45093
3,26888

*

E

miR-29a
ACt

miR-29b miR-29c

ACt

ACt

-6,11808 -0,56997 4,62732

-5,63658 0,84896

-1,26052
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C miR-29¢, ref. gen RNU6B
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Obrazek 6 Kvartilové box grafy znazornuji distribuci hodnot ACt pro kazdou miR-29

ve tfech méfenich — pii1 diagnoze, 2. méteni a posledni méteni.

5.1.2 Exprese BCR-ABL u pacientit s CML

Pro nazornost byl vytvotfen také kvartilovy box graf hladiny BCR-ABL stanovené ve
stejnych ¢asovych intervalech u pacienti jako exprese rodiny miR-29 viz Obrazek 7. Z grafu
lze vidét vyznamny pokles hladiny BCR-ABL béhem 1écby (2. méfeni) a pii poslednim

méfeni - remise onemocnéni.



VYSLEDKY 55

% BCRIABL
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Obrazek 7 Graf hladiny BCR-ABL u pacientd s CML.

5.1.3 Exprese miR-29 u pacientit s CML v souvislosti s BCR-ABL a dal$imi parametry

Pro zjisténi korelace mezi hladinami exprese miR-29, BCR-ABL a ostatnimi
parametry byly provedeny Spearmanovy korela¢ni analyzy.

Pii sledovani zmény exprese miR-29 pii vSech tfech méfenich s vékem pacienta a
indexem dle Sokala nebyla prokazana signifikantni zavislost.

Pro kazdého pacienta byl vypocitan Spearmantiv korela¢ni koeficient pro vyjadieni
miry zavislosti mezi hladinou BCR-ABL a expresi miR-29a, miR-29b a miR-29¢. Vysledky
viz Tabulka 8. Mezi BCR-ABL a hladinou exprese miR-29¢ byla zjisténa slab&é pozitivni
korelace.

Zavislost mezi zménou parametru BCR-ABL pfi 2. méfeni a zménou exprese miR-29a
pfi 2. méfeni nebyla statisticky vyznamnd. Spearmanova korelacni analyza prokazala
signifikantni negativni korelaci mezi zménou BCR-ABL pfi 2. méfeni a zménou miR-29b,

resp. zménou miR-29c¢ pfi 2. méfeni. Vysledky viz Obrazek 8.
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Tabulka 8 Popisné charakteristiky korela¢nich koeficientd
% BCR/ABLvs. | Primér SD 95%Cl pro primér | Median Minimum | Maximum
miR-29a -0,012 0,552 -0,226 to +0,202 0,050 -0,9 1
miR-29b 0,209 0,555 -0,006 to + 0,425 0,351 -0,9 1
miR-29¢ 0,234 0,522 | +0,032t0+0,437 | 0,279 0,8 1
100
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Obrazek 8 Korelace mezi zménou BCR-ABL a zménou exprese miR-29 pii 2. méteni.
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5.2 K562 jako model CML

Pro studium CML byla vybrana modelova bunééna linie K562, ktera byla odvozena
zbunck 53 let¢ pacientky s CML vV terminalni blastické krizi. K562 buiky jsou
multipotencialni hematopoetické maligni buniky, které spontanné diferencuji na rozpoznatelné
progenitory fady erytrocytll, granulocyti a monocytd. Bunky obsahuji Philadelphsky
chromozom a jsou tedy BCR-ABL pozitivni [136].

5.2.1 Stanoveni toxicity imatinibu na K562 bunécné linii

Prvni cil nasi studie bylo zjistit, jestli jsou builky K562 citlivé na imatinib, coZ je
inhibitor tyrozin kinaz a zaroveil jeden z nejucinnéjsich 1€kt pouzivanych v 1é€bé CML. Byla
stanovena koncentracni fada imatinibu v koncentracich 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25 a 0,5 uM.
Bunky byly vystaveny piisobeni imatinibu po dobu 48 h. V kratSich casech nedochazelo
Kk relevantni odezv¢ viability bun¢k. Po 48 hodinach byla zméfena viabilita bunék pomoci
MTT testu. Vysledné body byly prolozeny spojnici trendu a z rovnice regrese byla vypocitana
hodnota ICso, ktera vysla 0,15 puM. Pro nasledné experimenty byly pouzity vzdy dvé

koncentrace imatinibu 0,05 a 0,15 uM, viz Obrazek 9.
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Obrazek 9 Toxicita imatinibu po 48 hodinach na K562 bunétné linii. Data jsou

prumérem ze Ctyt nezavislych experimentti a doplnény o smérodatné odchylky.
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5.2.2 Stanoveni hladiny BCR-ABL na K562 bunécné linii

Informace tykajici se obsahu BCR-ABL v K562 bunétné linii se liS$i napfic
publikacemi. Proto jsme se rozhodli stanovit hladinu BCR-ABL u na$ich konkrétnich bunék a
experiment jsme doplnili o ptsobeni imatinibu. Burniky byly vystaveny ptisobeni imatinibu
V koncentracich 0,05 a 0,15 uM po dobu dvou mésicti. Ve tfech Casovych intervalech byly
odebrany suspenze bunck a analyzovan obsah BCR-ABL. U kontrolnich bun¢k osetfenych
pouze rozpoustédlem DMSO lze vidét relativné stabilni hladinu BCR-ABL. Koncentrace 0,05
uM vedla ke snizeni hladiny BCR-ABL, pfi¢emz postupem Casu opétovné naristala.
Zajimavy narust a nasledny pokles BCR-ABL byl sledovan pii pouziti 0,15 uM imatinibu Viz
Obrazek 10.
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Obrazek 10 Hladina BCR-ABL u K562 bunétné linie po pusobeni imatinibem.
Koncentrace imatinibu: bily sloupec — 0,05 puM, pruhovany sloupec — 0,15 uM a tmavy

sloupec pouze DMSO.
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5.2.3 MiR-29 u K562

Tak jako pii analyze BCR-ABL nas zajimaly hladiny exprese rodiny miR-29. Byly
proto provedeny totozné experimenty, kdy byly bunky vystaveny ptlisobeni imatinibu
V koncentracich 0,05 a 0,15 uM po dobu dvou mésicti. Ve tfech ¢asovych intervalech byly
odebrany suspenze bunék, izolovana RNA a analyzovana hladina exprese jednotlivych miR-
29, pricemz bunky oSetfené pouze rozpoustédlem DMSO byly vyuzity jako kontrola pro
normalizaci hladin. U miR-29b lze vidét pfi pouziti imatinibu narlst po jednom mésici a
nasledny pokles. Tento trend je podobny jako u méfeni hladiny BCR-ABL. Hladina exprese
mi-29c¢ pii pouziti koncentrace 0,05 uM roste s rostouci dobou ptisobeni a po dvou mésicich

se takika zdvojnasobi, viz Obrazek 11.
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Obrazek 11 Hladiny exprese uvedenych miR-29 u K562 buné¢né linie po pusobeni
imatinibem. Byly nalezeny signifikantni rozdily mezi ozna¢enymi sloupci a kontrolou pro
dany ¢asovy interval expozice imatinibu. * 0,05; ** 0,01 a *** 0,001. Koncentrace imatinibu:

bily sloupec — 0,05 uM, pruhovany sloupec — 0,15 uM a tmavy sloupec pouze DMSO.
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5.2.4 Kyselina all-trans retinovd

Kyselina all-trans retinova (ATRA) je derivat vitaminu A a je jednim z moZnych
chemoterapeutik diky své schopnosti indukovat signaly pro bunécnou diferenciaci, inhibici
proliferace bun¢k nebo apoptdézu. V kombinaci s jinymi terapeutickymi metodami ma aditivni
a synergické ucinky v protinadorové 1é€be. ATRA se v buiikach vaze na retinoidni receptor,
ktery ovlivije transkripci cilovych gena [131].

V nasem pilotnim experimentu jsme sledovali vliv ATRA na expresi miR-29 u
jednotlivych bunéénych linii. Pisobenim kyseliny all-trans retinové doslo k navyseni hladiny
exprese miR-29 u K562 bunééné linie. U HepG2 a HelLa bunééné linie doslo ke snizeni
hladiny exprese miR-29, viz Obrazek 12. Tento vysledek naznacuje korelaci aktivity BCR-

ABL a retinoidniho receptoru.
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Obrazek 12 Hladiny exprese rodiny miR-29 u jednotlivych bunécnych linii po
pusobeni kyselinou all-trans retinovou. Na buniky pusobila kyselina all-trans retinovd o
koncentraci 100 uM po dobu 24 h. Jako kontrola poslouzily buiiky neoSetiené kyselinou all-
trans retinovou. Bily sloupec — miR-29a, pruhovany sloupec — miR-29b, tmavy sloupec —

miR-29c

Pritomnost retinoidniho receptoru v bunéénych liniich jsme ovéfili transfekci plazmidu

RARE-luc, ktery nese vazebné misto pro retinoidni receptor a gen pro luciferasu. Jeho
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aktivitu jsme podpoiili pfidanim kyseliny all-trans retinové (ATRA). V HepG2 a Hela

bunéénych liniich je retinoidni receptor aktivni, v K562 nikoli, viz Obrazek 13.
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Obrazek 13 Transkrip¢ni aktivita retinoidniho receptoru u jednotlivych bunéénych linii.
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5.3 VIiv miR-29 na toxicitu etoposidu v HeLa bunécné linii

5.3.1 MiR-29b zvySuje toxicitu etoposidu v HeLa bunécéné linii

Jak jiz bylo zminéno vySe, exprese rodiny miR-29 byva u nadorovych onemocnéni
zpravidla snizena [121, 137]. Jejich schopnost chovat se jako nadorové supresory podporuje
nas$i hypotézu mozného vyuziti rodiny miR-29 k 1é¢b¢ nadorovych onemocnéni. Proto jsme se
rozhodli vyhodnotit G€inek prekurzorl rodiny miR-29 na 1écbu etoposidem na HeLa bunécéné
linii. Vybrali jsme HelLa bunécnou linii, jelikoZ je to dlouho pouZzivany a dobie znamy
exprese byla zjisténa u miR-29b, miR-29¢ byla exprimovana 2-3x vice nez hladina miR-29b a
hladina miR-29a byla 20-30x vyssi nez hladina miR-29b. Podobna data publikoval také
Hwang a kolektiv v roce 2007 [7]. Jednoduchou transfekci s pouzitim Lipofectaminu 2000 a
pre-miR-29 byla zvysena hladina jednotlivych miR-29 fadové tisickrat s vyjimkou miR-29a,

ktera se prirozené vyskytuje v HeLa bunikach ve vyssich hladinach, viz Tabulka 9.

Tabulka 9 Exprese miR-29 v HeLa bunkach po transfekci.

Vzorek RNA miRNA Exprese
netransf. miR-29a 1,00
transf-29a miR-29a 625,37
netransf. miR-29b 1,00
transf-29b miR-29b 1221,05
netransf. miR-29c¢ 1,00
transf-29c¢  miR-29c 1205,79

Koncentrace etoposidu, kterou jsme pouzili, je 60 uM a odpovida hodnoté ICso, ktera
byla stanovena v piedchozi studii [135]. Abychom mohli sledovat pribézné Gc¢inky etoposidu
na buiikach, vyuzili jsme xCELLigence systém se Sestnacti jamkami. Bylo zjisténo, Ze miR-
29Db signifikantné navysuje toxicitu etoposidu, viz Obrazek 14. Podobny efekt byl pozorovan
také v experimentu Lucie Kubienové [138]. Jelikoz zmény, které zptisobuji miR-29a a miR-
29c¢ nejsou signifikantni, zaméfili jsme se v dalSich experimentech na odhaleni mechanismu

miR-29b na toxicitu etoposidu.
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Obrazek 14 Efekt ¢leni rodiny miR-29 na toxicitu etoposidu. HelLa buinky byly
transfekovany (4h) prekurzory miR-29 nebo negativni kontrolou. Potom byly buriky oSetfeny
60 uM etoposidem (24 h po transfekci) a inkubovany dalSich 48 h. Viabilita byla spocitdna
z oblasti pod kfivkou, jak je uvedeno v experimentdlni casti této disertacni prace. Kazdy
sloupec reprezentuje primérnou hodnotu + SD ze Ctyi nezavislych experimentd. V kazdém

experimentu bylo méfeno v triplikatech. *p<0,05

5.3.2 MiR-29b neovliviiuje bunéény cyklus

Etoposid méni distribuci fazi bunécného cyklu. VétSinou blokuje bunky v S fazi
buné¢ného cyklu, coz je efekt podobny ucinkim inhibice topoizomerazy II. Proto jsme
testovali, zdali miZe rodina miR-29 ovliviiovat zmény distribuce fazi bunééného cyklu sama
nebo v kombinaci s etoposidem. Pro analyzu metodou pritokové cytometrie jsme pouzili
standartni protokol s propidium jodidem, ktery umoziuje rozlisit jednotlivé faze bunétného
cyklu na zakladé€ rozdilného mnozstvi DNA v bunikach. Nase data ukazala, Ze rodina miR-29
neovliviluje distribuci fazi bunééného cyklu. Stejné tak rodina miR-29 neovliviiuje distribuci
fazi bunécného cyklu ovlivnéné etoposidem, viz Obrazek 15. Etoposid je v tomto
experimentu jedind latka ovliviiyjici bunéény cyklus a zvySend toxicita je pravdépodobné

zpisobena jinymi efekty.
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Obrazek 15 VIiv rodiny miR-29 na distribuci fazi buné¢ného cyklu. Byly pfipraveny

dvé sady vzorku. V kazdé sad¢ byly bunky transfekovany (4h) prekurzory miR-29 nebo

negativni kontrolou. Panel A — transfekované bunky rostly 48 hodiny bez pfidani etoposidu.

Panel B — transfekované bunky byly po 24 h oSetieny piidanim 60 uM etoposidu a

inkubovany dalSich 24h.

5.3.3 MiR-29 ovliviiuje expresi proteinu Mcl-1 v HeLa bunécné linii

Jak bylo zminéno vyse, rodina miR-29 ovliviiuje mnoho proteinti. Jednim z nich je Mcl-

1 protein, ktery je ¢lenem rodiny Bcl-2 a diky tomu je vyznamnym regulatorem proliferace a

apoptozy [15]. V mnoha pfipadech nadoru byla zjiSténa deregulace genové exprese tohoto
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proteinu [139, 140]. Existuji tfi znamé varianty tohoto proteinu: Mcl-1L (dlouha varianta),
Mcl-1S (kratka varianta) a Mcl-1ES (extrakratka varianta). Zatimco Mcl-1 je znamy cilovy
protein miR-29, protein Bak je pouze pfedpokladany cil nepodlozeny zadnymi studiemi.

V nasem experimentu jsme testovali, zdali rodina miR-29 ovliviiuje expresi proteint
Mcl-1L, Mcl-1S nebo Bak. HeLa bunky byly opét transfekovany prekurzory miR-29 a
inkubovany v pfitomnosti etoposidu po dobu 48 h. Celé¢ bunécné lyzaty byly vyuzity pro
imunodetekci Mcl-1L, Mcl-1S, Bak, aktinu a B-tubulinu. Vysledky ukazaly signifikantni
snizeni exprese proteinu Mcl-1L vSemi tfemi miR-29. Signifikantni snizeni Mcl-1S bylo
zjisténo pouze u miR-29a viz Obrazek 16 A. Vysledek vlivu jednotlivych miR-29 na exprese
proteinti Mcl-1L a Mcl-1S lze vyjadrit také pomérem Mcl-1L/Mcl-1S. Signifikantni pomér
Mcl-1L/Mcl-1S byl zjistén pouze u miR-29b viz Tabulka 10. Expresi proteinu Bak rodina
miR-29 nijak neovliviiovala.

Zména poméru Mcl-1L/Mcl-18S ovliviiuje bunéénou apoptoézu [70], proto jsme v nasem
experimentu testovali zménu aktivity kaspazy-3 v souvislosti srodinou miR-29. Nase
vysledky neukézaly signifikantni zmény, nicméné miR-29b souvisi ocividné s vyssi hladinou
apoptozy. Kromé toho buiky transfekované miR-29b vykazovaly statisticky signifikantné
nizsi obsah proteinu v ¢ase méfeni aktivity kaspazy-3, coz podporuje myslenku, Ze vétSina

bungk jiz byla v tomto momenté mrtva.

Tabulka 10 Pomér exprese Mcl-1L/Mcl-1S detekovanych v Hela bunkach

transfekovanych odpovidajicimi prekurzory miR-29.

Mcl-1L/Mcl-1S
miR-29a 0,87
miR-29b 0,47*

miR-29¢ 0,70
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Obrazek 16 Zmény exprese Mcl-1 zplsobené prekurzory rodiny miR-29. HeLa bunky
byly transfekovany (4 h) prekurzory miR-29 nebo negativni kontrolou. Potom byly bunky
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lyzovany a piipraveny pro analyzu Western blot za pouzitim anti-Mcl-1 protilatek. Panel A:
Sedy sloupec reprezentuje intenzitu Mcl-1L bandu vs. B-tubulin a bily sloupec reprezentuje
intenzitu Mcl-1S bandu vs. B-tubulin. Data jsou primérem ze tifi nezavislych experimentu.
*p<0,05 (**p<0,01) vs. negativni kontrola, 1p<0,05 vs. miR-29a. Panel B: Reprezentativni
western blot. Panel C: Relativni aktivita kaspazy-3 detekované v Hela bunkach
transfekovanych odpovidajicimi prekurzory miR-29. Data jsou primérem ze tiéi nezavislych
experimentli, pii¢emz relativni aktivita kaspazy-3 u bun¢k transfekovanych miR-29a byla

zvolena jako 100 %.
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5.4 Transfekce ,,single-cell elektroporaci savéich bunék

Tradi¢né vyuzivané metody transfekce bun€k a nasledné pozorovani bunééného chovani
na urovni celé populace bun¢k miize maskovat individualni vlastnosti buniky, coz mtze vést
k zavadéjicim nebo nedostate¢nym biologickym vysledkiim. Nova metoda transfekce -
»single-cell“ elektroporace umoziuje transfekci pfedem vybrané konkrétni buiiky. Tato
technika je jedine¢nd diky tomu, Ze umoziuje sledovat zmény volané vloZzenymi geny na
urovni jedné bunky nikoli celé populace a v kombinaci s mikroskopem Ize sledovat zmény
v ¢ase piimo in situ. Tuto metodu lze vyuzit pro vpraveni cizorodé DNA obsahujici zajmové

geny ve form& DNA oligonukleotidd, siRNA nebo plazmidovych vektort [141-143].

5.4.1 Transfekce ,,single-cell“ elektroporaci expresnimi plazmidy

K experimentu byla vyuzita CHO-K1 bunétna linie, vzhledem Kk ovéfenym
experimentim a zkuSenostem daného pracovisté s témito buitkami [144]. Nasim cilem bylo
do bun¢k vpravit miRNA expresni vektor, coz je plazmid, ktery obsahuje prekurzory pro
kazdou MIRNA zrodiny miR-29, miR-150 nebo prazdny kontrolni vektor. Vektor dale
obsahuje gen pro zeleny fluorescen¢ni protein - GFP, diky kterému lze sledovat ucinnost

transfekce ve fluorescenénim mikroskopu, viz Obrazek 17
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Obrazek 17 Expresni vektor nesouci prekurzory pro miRNA a pro GFP.

Bylo vyuzito 20 jednokondenzatorovych &ipi, pfiCemz experiment byl proveden 6x.
Transfekce byla pro kazdy plazmid provedena 20x (plazmid miR-29a, miR-29b, miR-29c,
jako kontrola byl vybran plazmid s miR-150 a prazdny pCMV plazmid). Prakticky ve vSech
experimentech byl negativni vysledek po transfekci, tzn. ve fluorescenénim mikroskopu
nebyly nalezeny bunky exprimujici GFP, transfekce tedy nebyla Gispésna viz Obrazek 18.

A
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10x

10x

Obrazek 18 Reprezentativni fotografie CHO-K1 bunék na Cipu. A: Buiky na chipu
pted elektroporaci v prichozim svétle, B: bunky na ¢ipu po elektroporaci kontrolnim
plazmidem pCMV v pruchozim svétle, C: bunky na Cipu po elektroporaci kontrolnim

plazmidem pCMV v UV svétle.

5.4.2 NamnoZeni a ndasledna kontrola plazmidi

Abychom si ovéfili, jestli jsou zakoupené plazmidy v potfadku, bylo provedeno jejich

namnoZzeni, izolace a nasledna kontrola restrikénim Stépenim a sekvenovanim.
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Tabulka 11 Velikosti produkti $t€peni expresnich plazmidi restrikénimi enzymy.

Restrikéni enzym | Oc¢ekavana velikost produktd (bp)
miR-293 Apal 1058; 2591; 3157
EcoRV 572; 6234
miR-29b Pstl 2480; 4361
Dral 25; 210; 527; 985; 5094
MiR-29¢ Sacl 247, 6611
Avall 1073; 1114; 2187; 4671
. Avall 405; 938; 1073; 2011; 2416; 4411
miR-150
Stul 2278; 4549
Avall 733;1073; 1810; 4409; 5146; 5482
pCMV
EcoRlI 2762; 3457
miR-29a miR-29b miR-29c miR-150 pCMV

k| e ahEnl. NNk sl
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Obrazek 19 Restrikéni analyza plazmidd. N — namnozené plazmidy, K — komercni

plazmidy.

Byly namnozeny a izolovany plazmidy pCMV-miR-29a, pCMV-miR-29b, pCMV-miR-
29c, pCMV-miR-150 a pCMV, identita komerc¢nich i namnozenych plazmidi byla potvrzena
restrikéni analyzou. Cistota DNA byla ovéfena spektrofotometricky pomérem absorbanci,
Azsorzso = 1,8-2. Velikosti fragmentl St€épené DNA odpovidaji teoretickym hodnotam viz

Tabulka 11, Obrazek 19. Potvrzeni identity insertu bylo provedeno sekvenovanim.
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5.4.3 Transfekce plazmidii do jinych bunéénych linii alternativnimi metodami
Jelikoz vysledek restrikéni analyzy a sekvenace inzertd plazmidid dopadl v potadku,
zam¢fili jsme se pii transfekcich na jiné bunééné linie a jiné zplisoby transfekci:

Pouzité bunécné linie a uvedené metody transfekce:

K562 (Amaxa)

HelLa (Lipofectamin 2000, Fugene 6)

CHO (Lipofectamin 2000, Fugene 6)
HepG2 (Lipofectamin 2000)
e 293T (Fugene 6)

Ve vsech uvedenych typech experimentti byly negativni vysledky, tedy pfi sledovani
ve fluorescenénim mikroskopu nebyly zviditelnény bunky exprimujici GFP. Pro
porovnani ucinnosti s prekurzory miRNA byla provedena kvantifika¢ni analyza na HeLa
bun&éné linii pomoci real-time PCR, viz Tabulka 12. Uginnost transfekce pomoci

plazmidu je nulova oproti transfekci za pouziti prekurzortt miRNA.

Tabulka 12 Kvantifikace miRNA real-time PCR metodou.

Hela uT Negativni | Plazmid | Pre-miR- | Plazmid | Pre-miR- | Plazmid | Pre-miR-
kontrola | miR-29a 29a miR-29b 29b miR-29c 29c
miR-29a 1,00 0,97 1,51 1573,97 - - - -
miR-29b 1,00 0,87 - - 1,70 1444,17 - -
miR-29c¢ 1,00 0,88 - - - - 2,09 3161,60
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6. DISKUSE

Ve své disertacni praci jsem se vénovala pfedevs§im expresi miR-29 a jeji biologické
aktivité. Jelikoz se jedna o vyznamnou rodinu mikroRNA zapojujici se do mnoha dilezitych
biologickych procest v buiice, piistupii zkoumani té€chto molekul mize byt mnoho. Jednim
Z nich je zmapovat jejich funkce u nadorovych onemocnéni, naptiklad u chronické myeloidni
leukémie jako v nasem piipad¢. S tim souvisi hledani vhodného kandidata pro in vitro
experimenty, jako je napiiklad K562. V neposledni fadé¢ je to vSeobecna schopnost
mikroRNA ovlivilovat toxicitu xenobiotik, v naSem pfikladu protinadorového I1éciva
etoposidu. Tyto experimenty jsme doplnili také o hledani novych pfistupi zkoumani, jakym je

»single-cell elektroporace bunék.

6.1 Exprese miR-29

MikroRNA jsou kratké molekuly RNA, které posttranskripéné reguluji genovou expresi
a tim se stavaji kritickymi molekulami v mnoha bunécnych procesech. Dnes je jiz vSeobecné
znamo, ze se nezvyklé hladiny expresi mikroRNA podileji na mnoha dulezitych procesech
Vv bunikach, které ovliviiuji tvorbu naddort. Rodina miR-29 se sklada ze tii izoforem (a, b, ¢) a
hraje dilezitou roli napfi¢ mnoha bunéénymi procesy od diferenciace, ovliviiovani imunitni
odpovédi, vytvatfeni struktur extracelularni matrix, pfes bunécnou proliferaci az k apoptoze
[39].

Pilotni experiment v moji diplomové praci odhalil chronickou myeloidni leukémii jako
vhodného kandidata pro vyzkum rodiny miR-29. U vSech tii miR-29 byla zjisténa
signifikantn¢ niz§i hladina exprese ve srovnani s pacienty s chronickou lymfocytarni
leukémii. Tyto vysledky jsou v souladu snékolika publikacemi. Li a kolektiv zjistil
signifikantn¢ snizenou hladinu exprese miR-29b u pacienti s CML [114] a José-Enériz a
kolektiv publikovali snizenou hladinu exprese miR-29a a miR-29¢ a dalsich 16 miRNA u
pacientti s CML [145].

V diserta¢ni praci jsme soubor pacientd rozsifili na pocet 27 a naSim cilem bylo
sledovat zménu hladiny exprese miR-29 v souvislosti s odpovédi na 1é€bu imatinibem. Méfeni

probéhla vzdy pii stanoveni diagndzy, poté nékolikrat v pribéhu 1écby a nakonec zpravidla
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pii dosazeni remise pacienta. Soucasné byla métena hladina BCR-ABL jako hlavni parametr
odpovédi na 1é¢bu imatinibem. Z vysledkl je patrné, ze u BCR-ABL doslo k signifikantné
rychlejsi zméné k normalnim hodnotam, tj. 0% BCR-ABL detekovanych u pacienta, nez tomu
bylo u miR-29.

Pii sledovani zmény exprese rodiny miR-29 ve tfech méfenich (pfi diagnoze, po 2 — 3
meésicich 1é¢by a pii poslednim méfeni) s vékem pacienta a indexem dle Sokala nebyla
prokazana signifikantni zavislost.

Ve studii Li a kolektivu byla publikovana informace o tom, ze cilovou molekulou miR-
29b je také ABLI1. ZvySena exprese miR-29b u K562 bun¢k vedla k redukci BCR-ABL
mRNA a proteinu diky vazbé na 3'UTR oblast ABL1. Soucasné bylo potvrzeno, Ze miR-29
potlacuje bunécnou proliferaci a indukuje apoptozu [114]. Tyto vysledky mohou mit vyznam
pro budouci 1écbu CML, jelikoz se stale Castéji objevuje rezistence vici imatinibu a nalezeni
onemocnéni. V nasem souboru pacientti nebyla mezi BCR-ABL a hladinou exprese miR-29a
resp. miR-29b zjisténa signifikantni zavislost. Mezi BCR-ABL a hladinou exprese miR-29c
byla zjisténa slabé pozitivni korelace. Nicméné pii sledovani zmény BCR-ABL a miR-29b
resp. miR-29c pii 2. méteni byla prokazana signifikantni negativni korelace. Zaroven je vSak
V nasem experimentu sniZzena hladina jiz plisobenim imatinibu, nelze se tedy vyjadiit
k moznému efektu miR-29 na BCR-ABL, ktery muize byt timto maskovan. Nicméné
z vysledki je ziejmé, ze hodnoty BCR-ABL pomérné rychle klesaji, zatimco exprese miR-29
spiSe osciluje, tj. Zze se hodnoty zvysuji a zase snizuji, ale exprese se také veelku snizuje.

Zajimavy trend, ktery je nejvice patrny u miR-29a, ale lze ho nalézt i u miR-29b a miR-
29c¢, je viditelna nizka hladina exprese miR-29 pfi diagnéze, ktera pii 2. méfeni roste a pii
poslednim méteni opét klesa, vraci se k hodnoté srovnatelné se zdravymi buitkami. Tyto
vysledky naznacuji, ze v prub&hu léCby imatinibem, kdy dochazi k inhibici BCR-ABL
dochazi zaroven k aktivaci transkripce miR-29, ktera potencialné funguje jako nadorovy
supresor a napomaha apoptéze. Pti poslednim méteni je zpravidla hladina BCR-ABL na 0%,
¢imz se bunky chovaji jako zdravé buiky a hladina miR-29 je opét v normalu. Otazkou je,
kterym mechanismem miZe dochédzet k vybuzeni exprese miR-29 v odpovédi na lécbu

imatinibem. Signalni drahy, které ovlivituje BCR-ABL a zaroven pusobi na expresi miR-29 je
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hned né¢kolik, miize to byt napiiklad JAK/STAT draha, Hedgehog/Gli drdha, CEPBA dréha,
C-myc draha, NF-kB draha nebo upln¢ jina dosud neobjevena signalni draha. S ohledem na
regulaci exprese miR-29 vlivem C-myc, se jevi tato signalni draha jako nejpravdépodobnéjsi.
Objeveni tohoto mechanismu mize vyznamné ptispét k pochopeni jak rezistence bun¢k vici
imatinibu, tak i k nalezeni novych 1é¢ebnych piistupti v tomto onemocnéni. Je to tedy slibny

objev naznacujici cestu smysluplnych experimentd v budoucnu.

6.2 K562 jako model CML

Vysledky, které jsme ziskali pti studii na pacientech, jsme chtéli ovéfit také na
experimentech in vitro, proto jsme hledali vhodny bunéény model pro tento typ zkoumani.
Jako nejvhodnéjsi se zdala byt bunécna kultura K562, jelikoz je odvozena od pacientky
s CML. Zaroven u ni, stejné jako u pacientti s CML, byla vyznamn¢ sniZena hladina exprese
rodiny miR-29 v ptivodnim experimentu z diplomové prace. Existuje fada studii zabyvajicich
se timto bunécnym modelem. Napiiklad studie Drexler a kolektivu z roku 1999 zjistila, Zze u
bunék K562 je exprimovan protein BCR-ABL, av$ak vznika tvorbou amplifikace onkogentl,
coz je zmnoZeni dané¢ho useku chromozomu projevujici se homogenni barvou pii barveni
chromozomt, tzv. hsr (homogenously staining regions — homogenné se barvici oblasti).
Bunééna linie K562 je Casto povazovana za Ph+ CML bunécnou linii, jelikoZz molekularni
studie potvrzuji pritomnost translokace ABL zchromozomu 9 na 22 a expresi BCR-ABL
mRNA a proteinu, nejedna se vSak o klasicky Philadelphsky chromozom [146]. BohuZel na
ptvodnich buiikach, ze kterych byla odvozena K562 bunécénd linie nebyla provedena
cytogeneticka analyza [136].

Abychom vyloucili, jestli neni naSe bunécna linie resistentni vii¢i imatinibu, provedli
jsme nejprve test viability a stanovili hladinu 1Cso na 0,15 pM, navic jsme v experimentech
pro zajimavost pouzivali i koncentraci 0,05 pM. Tak jako v experimentech u pacientd s CML
byla nase studie zamétfena na dlouhodobé zkoumani v Case a hlavné na sledovani odpovédi na
1é€bu imatinibem. Pokusili jsme se navodit dlouhodobé plisobeni imatinibu na K562
bunécnou linii a sledovat vliv na expresi rodiny miR-29 a BCR-ABL Vv ¢asech 2 tydny, 1

meésic a 2 mésice.
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U miR-29b lze vidét podobny trend jako u vzorkl s pacienty. Po mésici ptisobeni
imatinibu dojde Kk nardstu hladiny exprese miR-29b a po dvou mésicich ptsobeni dojde
k opétovnému poklesu. Tento vysledek vsak nekoreluje s hladinou BCR-ABL, ktera by se
méla podle predpokladi tak, jako u pacientl, snizovat. Hladina BCR-ABL u K562 bun¢k
vSak podobné jako miR-29b nartlista a posléze klesa. Vypada to, Ze by tyto buiikky mohly byt
rezistentni vaci imatinibu, nicméné test viability potvrdil, ze imatinib snizuje jejich viabilitu.
Dochazi zde pravdépodobné k jinym mechanismim, které ovliviiuji viabilitu bunck, ale
nepusobi na hladinu BCR-ABL. Mohlo by to byt zptisobeno pravdépodobné schopnosti miR-
29 inhibovat anti-apoptotické proteiny Mcl-1 a Bcl-2, které sledovala skupina védcti u
pacientt S AML a CML. V perifernich krevnich buinkach pacienti s AML a CML byla
zjiSténa signifikantné niz§i hladina exprese miR-29a/29b a vys§i hladina exprese obou
cilovych geni Bcl-2 a Mcl-1 nez u zdravé skupiny. Tato data naznacuji, ze miR-29a resp.
miR-29b funguji jako nadorové supresory a jejich nedostatecna exprese vede k proliferaci a
blokaci apoptozy [147]. Jina studie zase poukazuje na schopnost rodiny miR-29 potlacovat
rist nadorti inhibici exprese proteinu RNazy-L v K562 bunkach [112]. Mozné navySeni
exprese miR-29a resp. 29b vlivem ptisobeni imatinibu spusti apoptézu a tim se snizi jejich
viabilita bez ovlivnéni hladiny BCR-ABL. Jejich regulacni mechanismy budou
pravdépodobné probihat oddélené. Ke stejnému zavéru dosli také védcei v publikaci od Salati a
kolektivu, ktefi studovali vliv exprese miR-29a, miR-494 a miR-660 na senzitivitu tyrozin
kinazovych inhibitori u CML kmenovych bunék. Tato studie ukazala, ze miR-29a je
deregulovana v K562 buikach mechanismem nezavislym na BCR-ABL [148].

Vzhledem knasim vysledkim hladiny BCR-ABL a exprese miR-29 neni ziejmé
bunécna linie K562 vhodny bunécny model, pro porovnani s experimenty na vzorcich
pacientl. Jina studie naptiklad ukazala, Ze rozdilné¢ chovani K562 bun¢k mtze byt zptisobeno
jejich schopnosti ¢asteéné piisedat k povrchu inkubaénich lahvi (adherenci) a caste¢né
fungovat jako suspenzni buné¢na linie. Védci rozdélili dvé subpopulace bunék na adherentni a
suspenzni a zkoumali jejich odpovédi na 1é¢bu imatinibem. Adherentni subpopulace bunék
vykazovala signifikantné¢ vys$i hladinu BCR-ABL nez suspenzni subpopulace. Obé
subpopulace taktéz vykazovaly odli$né profily exprese miRNA. Navic plisobenim imatinibu

doslo k redukci viability u suspenzni subpopulace bunck rapidnéji nez u adherentni
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subpopulace. Tyto vysledky napovidaji, Ze adherentni subpopulace bunék K562 ma vyssi
rezistenci vu¢i imatinibu neZ suspenzni [149]. Proto se také vysledky nasi studie, které
probihaly na kompletni populaci bun¢k, mohou vyrazné liSit od vysledkd nasi studie na
pacientech. Navic je CML velice komplexni onemocnéni, kdy kazdy pacient vykazuje
rozdilné odpovédi na 1é€bu, takZe je nelze tak snadno porovnat s buné¢nou linii odvozenou od

jedné pacientky s CML.

Velice mala pilotni studie zabyvajici se kyselinou all-trans retinovou a jejimi G¢inky na
K562 bunky ukazala zajimavy objev. Pisobenim kyseliny all-trans retinové doslo k navyseni
hladiny exprese rodiny miR-29 u této bunécné linie. Nasledny experiment ovsem ukazal, ze
V bunécné linii K562 neni retinoidni receptor aktivni.

Bylo zjisténo, ze u K562 bunécné linie tyrozin kindza BCR-ABL indukuje zvySenou
expresi PRAME (nadorovy antigen) a zaroven je asociovana s progresi CML [150]. PRAME
funguje také jako dominantni represor retinoidnich receptori [151]. Timto mechanismem je
pravdépodobné ovlivnén naS negativni vysledek aktivity retinoidniho receptoru u K562
bunécné linie, jelikoz muze byt blokovan zvysenou expresi PRAME. Zaroven bylo zjiSténo,
ze PRAME potlacuje expresi TRAIL. TRAIL (tumor related apoptosis inducing ligand) je
C¢len TNF-a (tumor necrosis factor) rodiny a je vyznamnym spousStéfem apoptdzy u
nadorovych bun¢k [152-154]. U K562 bunék i u pacientd s CML byla zjist€éna sniZena
exprese TRAIL indukovand pomoci BCR-ABL. Potlacenim exprese PRAME doslo
k navyseni exprese TRAIL, coz podpotilo indukci apoptdzy a zvysilo citlivost vii¢i imatinibu
u K562 bun¢k [150]. Tyto vysledky podporuji také znamou skute¢nost, ¢imz je schopnost
rodiny miR-29 potlacovat anti-apoptoticky protein Mcl-1, ktery inhibuje TRAIL [68].
Zaroven bylo zjiSténo, Ze kyselina retinova indukuje apoptéozu leukemickych bunék
zprostiedkovanou pies TRAIL [155]. Nase vysledky naznacuji, ze pusobenim kyseliny all-
trans retinové dojde k indukci apoptézy prostiednictvim zvySené exprese miR-29 a
pravdépodobné i TRAIL, pficemz tyto vysledky jsou nezavislé na BCR-ABL. Teoretické
pusobeni sledovanych geni v CML bunkach viz Obrazek 20. Tyto a dalsi objevené

souvislosti mezi témito molekulami mohou mit vyznamny vliv pfi hledani budoucich
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terapeutickych strategii CML a kyselina trans-all retinova se jevi jako slibny prostfedek k

16¢bé CML v kombinaci s imatinibem.

Y
buills RNaza-L
ATRA /\ E

Obrazek 20 Teoretické ptisobeni sledovanych geni v CML buiikach.
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6.3 VIiv miR-29 na toxicitu xenobiotik u bunéénych linii

Je jiz v§eobecné zndmo, Zze miR-29 ovliviiuje exprese proteind, které jsou zapojené do
apoptozy a genetickych regulaci, jmenovité se jedna o Mcl-1 a DNA-methyltransferazy [15,
46]. Rada studii také naznacuje mozné souvislosti mezi miR-29 a chemoterapeutickou lé¢bou.
Nedavna studie naptiklad popsala spojeni mezi 1é€bou azacytidinem a miR-29c u pacientii
s akutni myeoloidni leukémii [156]. NaSe hypotéza se zaklada na tom, Ze rodina miR-29 je
schopna potencialné ovliviiovat nékterd chemotereapeutika, kterd plisobi na syntézu DNA
nebo methylaci. Z nasi prvotni studie vysSel etoposid jako vhodny kandidat na 1é¢ivo, které
muzeme dobfe sledovat pii plisobeni na HelLa bunécnou linii. Pomoci MTT testu byla
odhalena miR-29Db, jako jedna z rodiny miR-29, ktera ovliviiuje toxicitu etoposidu. Védecka
literatura popisuje, Ze vSichni tfi ¢lenové rodiny miR-29 reguluji stejnou sérii proteint.
Nicméné dulezitou roli mtze hrat také skute¢nost, Zze miR-29b se v lidském genomu nachazi
ve dvou kopiich. Na druhou stranu literatura je plna informaci ukazujicich jednoho
konkrétniho ¢lena rodiny miR-29 plisobiciho v konkrétni situaci.

Pro testovani nasi hypotézy byl zvolen xCELLigence systém, ktery nam umoziuje
sledovat viabilitu bunék v zavislosti na case. Ovéfili jsme vyznamné zvySeni toxicity
etoposidu v pritomnosti prekurzoru miR-29b transfekovaného do bun¢k. Transfekce bunék je
nefyziologické situace, protoze Uroven transfekce mikroRNA muze piekrocit tisicindsobek
oproti normalni situaci. V nasem piipadé¢ se po transfekci zvysily hladiny kazdého ¢lena
rodiny miR-29 tisicinasobn€, coz nemusi byt uroven dosazitelna fyziologickymi procesy.

Neékdy i samotny proces transfekce mize zptsobit bunéénou smrt apoptotickou nebo jinou. U
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transfekovanych ¢lentt rodiny miR-29 jsme nevidéli zadny vliv na Zivotaschopnost HelLa
bunék. Existuji v§ak nejnovéjsi zpravy o miR-29, které zpisobuji apoptéozu u bunék K562
[121] nebo dermalnich fibroblasti [157]. Obé zpravy vsak poukazuji na jedine¢nost buiky,
1é¢iva nebo ristovych podminek. Proto jsme zkoumali, pro¢ pouze jeden z ¢lent rodiny miR-
29 zpiisobuje v naSem ptipad¢ ucinek zvyseni toxicity.

Clenové rodiny miR-29 moduluji expresi nékolika protein [158, 159]. Jeden z prvnich
identifikovanych cili byl protein Mcl-1 [15]. Vzhledem k tomu, ze modulace proteinu Mcl-1
rodinou miR-29 je povaZovana za dulezitou v nékolika situacich napiiklad diabetes — mellitus
spojeny s kardiovaskularnim onemocnénim [159], byla zfejma nase volba hodnoceni Mcl-1.
Bak protein byl zahrnut do nasich experimenttl, protoze je heterodimeriza¢ni partner Mcl-1 a
ukazalo se, ze miR-29b moduluje expresi proteinu Bak v neuronech [160]. Dle oc¢ekavani,
vSechny tii miR-29 ovlivnily expresi Mcl-1 a nem¢ly zadny vliv na expresi Bak. SIRNA anti-
Mcl-1 méla stejny G¢inek na toxicitu etoposidu jako miR-29b, zatimco anti-Bak SIRNA
neméla zadny ucinek. Je evidentni, Ze Mcl-1 zde hraje dulezitou roli, naopak interakce mezi
Bak a Mcl-1 je v tomto pfipadé bezvyznamna.

Ve skuteCnosti, dvé nedavné studie prokazaly, ze snizend hladina Mcl-1 pomoci
miRNA pftispéla k toxicit¢ doxorubicinu. Doxorubicin je inhibitor topoizomerazy II a
prostiedek pro interkalaci do DNA. V jednom piipadé byla zvySena toxicita doxorubicinu u
HepG2 bunék pomoci miR-101 regulaci Mcl-1 [161]. Ve druhém ptipadé miR-193b zvysila
citlivost MCF-7 bungk prostiednictvim potlaceni expese Mcl-1 proteinu [162]. Zatimco obé
studie zkoumaly piekondni chemorezistence na doxorubicin, modulace apoptdzy se ukazala
vliv miR-29a na zvrat chemorezistence na doxorubicin a cisplatinu potlacenim exprese Mcl-1
Vv lidském osteosarkomu [163]. Tyto zpravy a nase prezentovana data naznacuji obecnou
spolupraci mezi modulaci Mcl-1 zprostifedkovanou miRNA a citlivosti na chemoterapeuticka
1é¢iva ovliviiyjici syntézu DNA.

Nase data ukazuji, ze zvySeni citlivosti HeLa bun¢k na etoposid pomoci miR-29b miize
byt zptisobeno zménou poméru Mcl-1L/Mcl-18S, které se v podstaté nezménily u ostatnich
dvou ¢lent rodiny miR-29. Jedno z moznych vysvétleni mize byt tvrzeni, ze v 3"UTR oblasti

Mcl-1 existuje vazebné misto cilené vSemi tfemi miR-29, avSak v kodujici oblasti genu pro
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Mcl-1 existuje druhé vazebné misto, které je cilené pouze miR-29b [159]. Toto prohlaseni
jsme oveérili v genomové knihovné a zjistili jsme, zZe vazebné misto se nachazi v exonu Il
tohoto genu, pfesné¢ v pozici 1354-1376. Protoze Mcl-1S neobsahuje exon II, ktery je
odstranén alternativnim sestfihem, spekulovali jsme, Zze miR-29b mize mit jen minimalni vliv
na expresi Mcl-1S. To, ze miR-29b spusti alternativni sestiih vazbou na jeho provizorni
vazebné misto v exonu II, je vysoce spekulativni.

Pfi naSem pokusu otestovat, zda je rozhodujici transport miR-29b do jadra pro ucinek na
pomér Mcl-1L/Mcl-18S, jsme neziskali jednozna¢nou odpovéd’. Testovali jsme dvé specialné
modifikované miRNA s riznymi lokalizacemi v bunce, které popsal Hwang a kolektiv.
Nejprve jsme zkontrolovali lokalizaci modifikovanych miRNA pomoci separace cytosolu a
jadra s naslednou analyzou RT-PCR. Za druhé jsme ovéfili, ze obé modifikované miRNA
ovliviluji expresi Mcl-1L a Mcl-1S proteint. Pfekvapivé byly ob¢é modifikované formy m3 a
TM-1 ucinnéjsi nez endogenni miR-29b pii potlaceni Mcl-1L proteinu. Nase experimenty
s viabilitou bun¢k ukazaly, Ze m3 miRNA, ktera je pfevazné nukledrni, je stejné G€inna jako
mIiR-29b pfi pusobeni na toxicitu etoposidu. TM-1, ktera je pfevazné cytosolova, byla méné
ucinnd, i kdyz rozdil mezi TM-1 a m3 nebyl statisticky vyznamny. Na druhou stranu m3
nemeéla stejny cinek na pomér Mcl-1/Mcl-S jako miR-29b.

Dospéli jsme k zavéru, Zze miR-29b zvysuje toxicitu etoposidu v HeLa buitkach zménou

poméru Mcl-1L/Mcl-18 a tento efekt mize byt spojen s transportem zralé miR-29b do jadra.

6.4 Jednobunéc¢né experimenty

Hlavni vyzvou dnesnich genetickych vyzkumu je rozlustit jakym zpiisobem geny a
jejich kontrolni elementy spolupracuji a jak tim moduluji fyziologické, vyvojové a
patologické odpovédi v zivych bunkéch. Jednobunétné experimenty piedstavuji mozny
nastroj na fesSeni tohoto problému. Sledovani celé populace bunék muize byt zavadéjici,
jelikoz mezi jednotlivymi buiikami dochéazi k ndhodné variabilité v genové expresi [144].
Skutecnost, Ze se DNA, mnoho mRNA a enzymy c¢asto vyskytuji v nizkych poctech a podili
se na stochastickych efektech, ma za nasledek rozdily v genové expresi mezi jednotlivymi

bunikami v populaci ptisobici navenek homogenné.[164, 165].
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V této praci jsme se pokusili zavést metodu ,,single-cell elektroporace ke sledovani
vlivu rodiny miR-29 na viabilitu bunék ptipadné na ovlivnéni toxicity xenobiotik. V padovské
laboratofi byly testovany jedno - kondenzétorové silikonové Cipy, na kterych byly vysety
CHO-K1 buiky, do kterych mély byt transfekci vpraveny expresni plazmidy vyvolavajici
zvyseni hladiny exprese rodiny miR-29. K usnadnéni kontroly ucinnosti transfekce poslouzil
gen pro GFP protein, ktery mél byt po Uspésné transfekci detekovan ve fluorescenénim
mikroskopu. Takto bychom mohli sledovat jednak zmény konkrétnich bunék, v nichz doslo
k navySeni exprese dané miR-29, ale také po pfidani zvoleného xenobiotika sledovat jeho
toxicitu. Bohuzel timto zpiisobem k navySeni hladiny exprese miR-29 v buinikach nedoslo. Pii
experimentech vyuzivajicich jiny zplsob transfekce — lipofekci a pfi testovani na jinych
bunéénych liniich byl vysledek opét negativni. Chyba je ziejmé na strané¢ plazmidi, ackoli po
jejich dukladné kontrole restrikénim Stépenim a sekvenaci nebyl nalezen problém, ktery by
tyto negativni vysledky vysvétloval. Jinou moznosti, jak sledovat zmény v jednotlivych
bunkach po navySeni hladiny exprese miR-29, je vyuziti prekurzori pre-miR-29 majici sice
vybornou ucinnost, avSak bohuzel nemaji zadnou kontrolni znacku, jenz by potvrzovala
aktualni G¢innost transfekce.

Ackoli v naSem ptipadé se nepodafilo vyuzit potencidlu, ktery poskytuje tato moderni
metoda, i tak bych ji v kazdém piipadé¢ doporucila nejen pro jeji jedine¢ny efekt sledovani
jednotlivych bunék v Case, ale i pro jeji relativné snadnou moznost zavedeni ve standardné
vybavenych laboratofich. Kombinace sledovani transfekce v Case a prostoru slibuje otevieni
novych experimentalnich perspektiv v téch oblastech biologie, kde je potieba sledovat

komplexni bunéény systém na molekuldrni Grovni.
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7. ZAVERY

Ze ziskanych vysledkt lze vyvodit tyto zaveéry:

1. Studium hladiny exprese rodiny miR-29 u pacientti s CML

¢ Byla zjisténa snizena hladina exprese rodiny miR-29 u pacienti s CML.

e Pii sledovani zmény BCR-ABL a miR-29b resp. miR-29¢ pti 2. méfeni byla
prokézana signifikantni negativni korelace.

e Byla zjisténa nizkd hladina exprese miR-29 pfi diagndze, pfi 2. méfeni doslo
Kk nartistu exprese miR-29 a pii poslednim méteni exprese opét klesa, vraci se
k hodnot¢ srovnatelné se zdravymi buiikami.

e Bunééna linie K562 neni vhodny bunéény model pro porovnani s experimenty na
vzorcich pacienttl.

e Zména hladiny exprese rodiny miR-29 je iniciovana pravdépodobné nezavisle na

hladiné BCR-ABL.

2. Studium vlivu rodiny miR-29 na toxicitu etoposidu v HeLa bunééné linii
¢ MiR-29b zvySuje toxicitu etoposidu v Hela bunikach
e MiR-29b neovlivituje bunéény cyklus

e MiR-29 ovliviiuje expresi proteinu Mcl-1 v HeLa bunkach

3. Transfekce ,,single-cell elektroporaci.
e Nepodafilo se transfekovat buriky plazmidem nesoucim gen pro miR-29 metodou

,,single-cell elektroporace
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