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ABSTRAKT

Tato Stredoskolska odborna cinnost ,,Tajemné proteiny z RNFT rodiny v mezibunétné
signalizaci a nadorech II" je vénovana studiu neprobadanych proteini RNFT1 a RNFT2,
0 kterych donedavna nebyly znamé téméif zadné informace, mimo jejich primarni
aminokyselinové sekvence, predikované role v procesu ubiquitinace, a hypotetické souvislosti

s vlivem na chronickou lymfocytarni leukémii.

V prvni ¢asti vyzkumu byla hleddna souvislost mezi mirou exprese genit RNFT1, RNFT2
a chronickou lymfocytarni leukémii, tedy klonalnim malignim onemocnénim krve, na zakladé
navrzené hypotézy vychdzejici z grafu odborné internetové databaze. S vyuzitim redlnych
vzorki pacientli @ anonymni databaze obsahujici informace 0 téchto pacientech byla mezi geny

RNFT1 a RNFT2 a chronickou lymfocytarni leukémii hledana néjaké spojitost.

Naésledné bylo in vitro zkoumano, zda méa mira exprese gentit RNFT1 a RNFT2 né&jaké dopady
na samotné bunky ¢i zda nadprodukce téchto gend nezplsobuje defekty v nékteré fazi
bunééného cyklu. K tomuto pokusu byly vytvofeny buiky s modifikacemi gentt RNFTI

a RNFT2 naprogramované k nadprodukci/blokaci exprese téchto gent.

Dal8im bodem vyzkumu byla determinace role genit RNFT1 a RNFT2 v tzv. Wnt mezibunécné
signalni draze, ktera ¥idi diferenciaci, proliferaci a expanzi embryonalnich a mnoha dal$ich
bunéénych typt. V disledku zasazeni téchto vlastnosti krevnich bunék dochazi k rozvoji

chronické lymfocytarni leukémii, na kterou je tento projekt orientovan.

Dalsi signalni drahou, ktera byla v souvislosti stémito proteiny zkoumana, je Hippo

signalizace, kterd ma na starosti regulaci vyvoje organil a slouZi jako tumorosupresor.

Vystupem prace je znacné mnozstvi novych informaci o0 genech RNFT1 a RNFT2 a jejich roli
Vv chronické lymfocytarni leukemii, buiice, bunééném cyklu a mezibunécéné signalizaci, které
by dale mohly vést k lepsimu pochopeni mechanismti vzniku a pribéhu chronické lymfocytarni

leukemie.



ABSTRACT

Following project is devoted to research of RNFT1 and RNFT2 protein, which were not well
known until now. The only existing information according genes RNFT1 and RNFT2 was their
role in ubiquitination, primary aminoacid sequence and hypothetic coherence with chronic

lymphocytic leukemia.

The first part of the research was focused on connection between expression of RNFT1 and
RNFT2 genes and chronic lymphocytic leukemia, clonal malignant blood disease. This
hypothesis was proposed according to the scientific expert database from internet. The impact
of these proteins on CLL was searched by using real patients’ samples and anonymous data

about them.

Then the research was focused on impact of RNFT1 and RNFT2 genes expression on cells itself
and if there are some repercussions of these genes on cell cycle, like defects on some phases.
To ascertain this, cells were modified with altered genes RNFT1 and RNFT2. These

modifications helped to simulate overexpression/blocking of production of these genes.

The next target was to determinate the role of RNFT1 and RNFT2 genes in Wnt intercellular
signalling pathway which controls differentiation, proliferation and expansion of embryonic
and haematopoietic stem cells. Consequently, to uncontrolled proliferation and expansion of
these haematopoietic stem cells originates chronic lymphocytic leukemia, on which this project

is targeting.

The next signalling pathway that this project focuses on is Hippo signalling pathway. This

pathway is necessary for organs growth and it works as a tumorsupressor.

The main conclusion of following research is huge amount of data according to RNFT1 and
RNFT2 genes, their role in chronic lymphocytic leukemia, cells, cell cycle and intercellular
signalling. This information could be very helpful for understanding to causes of origination

mechanism of chronic lymphocytic leukemia and its process.
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1 UVOD

Nasledujici prace nesouci nazev ,,Tajemné proteiny Z RNFT rodiny v mezibunééné signalizaci
a nadorech I1" navazuje na stejnojmennou Stiedoskolskou odbornou Cinnost predstavenou ve

Skolnim roce 2016/2017 a jedna se tedy 0 pokracovani vyzkumu.

Na pocatku vyzkumu 0 genech RNFT1 (Ring Finger protein Transmembrane 1) a RNFT2
(Ring Einger protein Transmembrane 2) neexistovaly prakticky zadné informace. Dostupna
data byla omezena jen na primdrni aminokyselinovou sekvenci, hypotetickou souvislost
s chronickou lymfocytarni leukemii (dale jen CLL), apoté udaj, ze hraji roli v procesu

ubiquitinace.

Chronickd lymfocytarni leukémie je klonalni maligni onemocnéni krve, které postihuje
pacienty zejména star$iho v&ku, devadesat procent nemocnych je strasich 50 letl. U této formy
jsou konkrétné postizeny lymfocyty, nejéastéji B-buiiky?. CLL je v 1ékaistvi jednou z velkych
neznamych, nepodafilo se totiz doposud nalézt mechanismus jeho vzniku a ani 1é¢bu, ktera by
jej zcela vylécila. Pacientim se d4 pouze prodlouzit Zivot azmirnit Unich piiznaky

onemocnéni.

Vysledky minulé Stiedoskolské odborné ¢innosti vedly k objasnéni konsekvenci miry exprese
geni RNFT1 a RNFT2 na CLL. Mezi témito geny a CLL byla na zaklad¢ grafu z odborné
internetové databaze® navrzena hypotéza 0 vyskytu néjaké spojitosti. S vyuzitim vzorkd
realnych pacienti z FN Bohunice Brno a anonymni databazi ¢&itajici data* o t&chto pacientech
bylo zjiSténo, Ze vysokéd exprese obou genii mé fatalni dopady na prib&h nemoci pacientt.
Zhruba 40 % pacientt S vysokou expresi jak genu RNFT1, tak genu RNFT2, se nedozilo vice
nez 5,5 roku. Navic U nich onemocnéni probihalo mnohem agresivnéji nez U pacientti, U kterych
se tato vysoka exprese nevyskytovala. Je tedy ziejmé, ze geny RNFT1 a RNFT2 by mély byt
zkoumany i nadale, jejich podrobnéjsi probadani by mohlo pfiblizit pochopeni nékterych

mechanismu v CLL.

! odkaz: http://www.cls.cz/dokumenty2/0s/t201.rtf [cit. 12. 12. 2016].

2 typ bilych krvinek, které se déli na T, B a NK. B-lymfocyty, tedy B-buiiky, zprostiedkovavaji specifickou
imunitni reakci organismu pomoci protilatek.

% odkaz: https://genevisible.com/cancers/HS/Gene%20Symbol/RNFT1 [cit. 25. 07. 2016].

4 anonymni databaze, ktera zahrnuje udaje o pacientech zahrnujici viechny parametry onemocnéni kazdého
z nich
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Pro blizsi pochopeni funkce téchto genti bylo nejprve zkoumano, zda ma jejich vysoké exprese
dopady i na bunky samotné. Byly proto vytvofeny modifikace geni RNFT1 a RNFT2, které
umoznily uméle regulovat miru jejich exprese. To umoznilo sledovat chovani bunék s rozdilnou
expresi téchto genu a tedy i zjistit, zda existuje spojitost mezi intenzitou produkce proteini

RNFT1 a RNFT2 a bun&énou proliferaci®.

Nasledn¢ byly zkoumany dopady vysoké exprese téchto genti na prub&h buné¢ného cyklu, opét

s vyuzitim modifikaci umoziujicich uméle fidit miru exprese gent RNFT1 a RNFT2.

Dalsim cilem prace bylo objasnit, zda ma vysoka exprese gentit RNFT2 dopady na mechanismy
Vv bunikach, coz bylo zjistovano transformacemi v tzv. signalnich drahach. Byla zkoumana Wnt

a Hippo signalni draha, které hraji dtlezitou roli v CLL.

Obecné jsou tyto signalni drahy prostiedky komunikace mezi buiikami. Konkrétné Wnt signalni
drdha ma vliv na embryonalni vyvoj jedince a na regulaci proliferace, expanze a diferenciace®
krevnimi. V disledku mutaci ve Wnt draze se totiz mohou bunécéné procesy vymknout kontrole,
coz muze zpusobit ztratu kontroly nad proliferaci krevnich bun€k a sekundarné¢ zptisobit rozvoj

leukémie.

Geny RNFT1 a RNFT2 byly dale zkoumany i v souvislosti s tzv. Hippo signalizaci, ktera ma
béhem vyvoje jedince vliv na regulaci velikosti organti. Tato signalizace rovnéZ reguluje rozvoj
nadort a jedna se 0 diileZity tumorsupresor. Jeji aktivita zptisobuje inhibici’ aktivity signalnich
drah a faktort vyvolavajicich onkogenezi®.

Na zavér bylo patrano po tom, zda mira exprese genli RNFT2 néjakym zpisobem ovlivituje
standardni hladinu proteinti, které reaguji na stres Vv bufice a zpiisobuji programovanou

buné¢nou smrt.

5> mnozeni bun&k

6 proces premény bunék z nespecifickych na specifické (tvarem a funkci)
7 zpomaleni daného procesu

8 proces vzniku nadoru
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1.1 CILE PRACE

Pro vyzkum, navazujici na praci v roce 2016/2017 nesouci nazev ,,Tajemné proteiny z RNFT

rodiny v mezibunééné signalizaci a nadorech™, byly stanoveny nasledujici cile:

e vliv miry exprese geni RNFT1 a RNFT2 na bunécnou proliferaci

e vliv miry exprese genit RNFT1 a RNFT2 na bunéény cyklus

e vliv miry exprese genit RNFT1 a RNFT2 na aktivaci Wnt signalni drahy

e vliv miry exprese geni RNFT1 a RNFT2 na aktivaci Hippo signalni drahy

e vliv miry exprese gentt RNFT1 a RNFT2 na produkci stresovych proteinii a apoptozu®

® programovand bun&¢na smrt
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1.2 CHRONICKA LYMFOCYTARNI LEUKEMIE (CLL)

Chronické lymfocytarni leukémie (dale jen CLL) je jednim ze Ctyt zékladnich typa leukémie,
tedy klonalniho'® maligniho onemocnéni krve. Lymfocytarni z diivodu, Ze jsou konkrétnd
zasazeny lymfocyty, tedy typ agranulocyti ze skupiny leukocytd. Déle se tyto lymfocyty déli
na B, T a NK bunky. Drtiva vétSina CLL je zptsobena z diivodu proliferace malignich B-
bunék, vzacné zasazenim T-bunék, popiipadé T i B bunék (tzv. prolymfocytova leukémie).

CLL postihuje piedevsim starsi 0soby, devadesat procent nemocnych je starsi 50 let.

1.2.1  HISTORIE

Jako prvni diagnostikovali nemoc nezavisle na sobé John Hughes Bennet a Rudolf Virchow
v roce 1845. Rudolf Virchow byl v roce 1847 prvnim, kdo pouzil termin ,,leukemie®, John

Bennet nazval onemocnéni v roce 1851 ,,leukocytemii®.

K dikladnéjsimu probadani dosSlo az se zdokonalenim mikroskopii a objevenim nového
medicinského oboru hematologie. Prvni 1éky k 1é€bé leukémie se objevily az po roce 1950

a k prvnim transplantacim kostni diené doslo 0 10 let pozdéji.

1.2.2 ETIOLOGIE

Ptic¢iny vzniku onemocnéni jsou doposud neznamé, ale k rozvoji nemoci dochazi zaroven
s rozvojem chromozomalnich poruch nebo genetickych mutaci. Ma se nicméné za to, Ze toto
jsou pouze zmény sekundarnil?. Nicméné ikvili témto konsekvencim lymfocyty ztrici
schopnost plnit svoji imunitni funkci a nastava jejich nekontrolovatelné rozmnoZeni po téle.
Primarni dtivod rozvoje CLL vS8ak zustava neznamy. [BRYCHT OVA, Yvona, Anna PANOVSKA
a Michael DOUBEK. Chronicka lymfocytarni leukemie: informace pro pacienty a jejich blizke.
Brno: Pro Ceskou leukemickou skupinu - pro zivot (CELL) vydalo nakladatelstvi Kmen, spol.,
2016. ISBN 978-80-906212-5-1., S. 11]

10 expanze bunék, pii které se buiiky déli nepohlavné z plivodni nadorové buiiky

! maligni forma onemocnéni, jinak také zhoubn4, je agresivni a dochazi u ni k prortistani nidorovych bunék i do
okolnich tkéni od jadra nadoru a tvorbé metastazi

12 yznikajici az v disledku rozvoje chronické lymfocytarni leukémie u pacienta

14



1.2.3  KLINICKE PRiZNAKY

Nemoc ma zpocatku velmi pomaly a pozvolny nastup, kdy U pacienta probiha az n¢kolikaleté
bezpiiznakové obdobi. B&hem tohoto obdobi se mohou (ale nemusi) objevit klasické
leukemické symptomy, napt. B-pfiznaky, tj. zvySené no¢ni poceni, anémie, trombocytopenie
a vysoky ubytek vahy (az kachektizace). V dalsi fazi se objevuji pfiznaky vychazejici
Z napadeni tkani nddorovymi bunkami ausazeni leukemickych bun¢k Vv téchto loziscich
(zvétSeni jater, sleziny a uzlin). V pozdéjsich stadiich dochazi k infiltraci i ostatnich tkani.
Nedostatek zdravych leukocyti vyvolava pokles imunity, leukemické lymfocyty se mnozi
velmi rychle bez dokonéeni celého pribéhu bunééného cyklu a nejsou tedy dostate¢né zralé na
plnéni své imunitni funkce v organismu. S tim souvisi asty vyskyt infekénich onemocnéni,
obzvlast Casty je pasovy opar ainfekce plic. /BRYCHTOVA, Yvona, Anna PANOVSKA
a Michael DOUBEK. Chronicka lymfocytarni leukemie: informace pro pacienty a jejich blizkeé.
Brno: Pro Ceskou leukemickou skupinu - pro Zivot (CELL) vydalo nakladatelstvi Kmen, spol.,
2016. ISBN 978-80-906212-5-1., S. 12]

1.24 DIAGNOSTIKA

Onemocnéni muze byt zjiSt€tno na zakladé nékolika priznaki, avSak nejcastéji je
diagnostikovano nahodné z krevniho obrazu. V krvi 0soby s leukémii se nachazi extrémné
zvysena hladina leukocyti. U pacientd s pokrocilejsim stadiem CLL se v krevnich obrazech

vyskytuje znatelnd trombocytopenie®®

, snizena koncentrace erytrocytt ahemoglobinu,
anaopak zjevna lymfocytoza'. Na zakladé mezindrodnich kritérii je CLL diagnostikovana
U pacientii s déle nez mésiénim absolutnim poétem®® lymfocytii v periferni krvi vy$$im nez
10%Iitr krve. U 18 % pacientli se objevuji numerické aberace!® chromozomu — trizomie!’ 12.

chromozomu a delece!® 13. chromozomu.

13 snizeny pocet krevnich desticek v Krvi

1% zvySeny pocet lymfocyt v krvi

15 pocet viech lymfocytii bez rozdilu, zda se jedna o zdravé nebo leukemické lymfocyty
16 abnormality v poétech chromozomil

17 yyskyt tf stejnych chromozomil misto standardnich dvou

18 yyskyt pouze jednoho chromozomi ze standardnich dvou
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K jasnému stanoveni diagnézy je nutné provést sternalni punkci'® nebo trepanobiopsii®® za

ucelem ziskani a analyzovani kostni diené a nésledné urceni prognézy a 1é¢ebného postupu.

Diéle se U pacientll provadi RTG plic, ultrazvuk a CT? vySetfeni, které umoziuji presné

specifikovat oblasti rozsifeni nadoru po téle.

Nez muze byt zahajena 1écba, je nezbytné urcit stadium nemoci, ve kterém se pacient nachazi.

Tato stadia se nazyvaji v zavislosti na klasifika¢nim systému bud’ ,,Rai* nebo ,,Binet“ (podle

svych plivodcil) a zatazuji pacienty na zakladé fyzikalnich vySetfeni a parametri krevniho

obrazu do nasledujicich skupin:

Rai 0 - Pacienti s nizkymi zdravotnimi riziky
¢ lymfoidni buiiky > 30 % podil ze vSech leukocyti
e lymfocytoza s leukemickymi buitkami Vv periferni krvi a/nebo v kostni dfeni
Rai I. a Rai Il. — pacienti se stfednimi zdravotnimi riziky
e Pacienti s lymfocytozou, lymfadenopatii?> v jakékoli lokalizaci
a splenomegalii®® a/nebo hepatomegalii®*
Rai Ill. — pacienti s vysokymi zdravotnimi riziky
e pacienti s anémii souvisejici S onemocnénim (Hb? < 110 g/l)
Rai IV. — pacienti s vysokymi zdravotnimi riziky

e pacienti s trombocytopenii souvisejici s onemocnénim (PIt?® < 10 Ox 109/1)

Binet A — Pacienti s nizkymi zdravotnimi riziky
e Hb>100g/1aPlt>100x109/1
e 0-2 postizené oblasti
Binet B — pacienti se sttednimi zdravotnimi riziky

e Hb>100g/1aPIt>100x109/1

19 odbér vzorku kostni diené z hrudni kosti

2 odbér vzorku kostni diené z ky&elni kosti

2L computer tomography (vypocetni tomografie) - vySetfovaci technika umoziiujici zobrazujici vnitfnich organt
a tkani cloveka

22 zvéteni lymfatickych uzlin

2 zvétient sleziny

24 zvétseni jater

25 hemoglobin

% Platelets (krevni desticky)
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e 3 avice postizenych oblasti
e Binet C — pacienti s vysokymi zdravotnimi riziky
e Hb <100 g/l a/nebo PIt < 100x109/1

e libovolny pocet postizenych oblasti

Pokud je upacientd diagnostikovana pouze pocatecni faze, jsou pouze sledovani
v hematologickych ambulancich. Lécba se v pocatecnich stadiich neprovadi, jelikoz nemoc

nelze zcela vylécit, a tudiz by se jednalo pouze 0 krok zbytecné zatézujici organiSmus pacienta.

W

Teprve az pacienti, ktefi dojdou do stadia Rai III. a Rai IV. nebo Binet C jsou podrobeni 1é¢bé.
[http://zdravi.euro.cz/clanek/postgradualni-medicina/chronicka-b-lymfocytarni-leukemie-
458620]

125 LECBA

Pii 1é¢beé CLL se aplikuje kombinace riznych 1é¢iv a 1é¢ebnych postupti. Bohuzel vSak neni
mozné onemocnéni na zaklad¢ aktudlnich znalosti a existujicich medikamentt zcela vylécit,
vhodnou indikaci 1éCiv je mozné pouze zmirnit pribeéh onemocnéni a prodlouzit pacientim

Zivot.
1.25.1 CHEMOTERAPIE

Jedna se o typ lécby, kdy jsou pacientlim intraven6zné aplikovany chemické latky, jeZ narusuji

cytostatické déje?’ a déleni bunék, a tudiz znemoziuji dalsi $ifeni leukemickych bunék.

Od 60. let 20. stoleti se k 16¢b& vyuzival chlorambucil patiici mezi alkylaéni’® cytostatika?®.
Riizné zdroje® udavaji riizné hodnoty OR®! pii 1é¢bé chlorambucilem, jedna se viak o 30-70
% pacienti. Tento 1€k je vyuzivan iV soucasnosti, ikdyz od 80. letech 20. stoleti je

uptednostiiovan spiSe fludarabin. Oproti chlorambucilu md mnohem vys§i hodnotu OR

2" proces rustu nadorovych bunék

28 maji schopnost véazat alkylovy zbytek na nukleovou kyselinu pfi replikaci DNA a tim zabranit dal$imu dé&leni
nadorové bunky

29 1ék na 1é¢bu rakoviny

%odkaz: https://zdravi.euro.cz/clanek/postgradualni-medicina/chronicka-b-lymfocytarni-leukemie-458620 [cit.
25. 07. 20186].

odkaz: http://www.remedia.cz/Okruhy-temat/Hematologie/Soucasne-moznosti-lecby-chronicke-lymfocytarni-
leukemie/8-15-Qa.magarticle.aspx [cit. 25. 07. 2016].

31 tzv. overall response (odpovéd na 1é¢bu)
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(65 - 89 %), naproti tomu ma vSak vyssi hematologickou toxicitu a zvysuje riziko autoimunitni

hemolytické anemie®?, tudiz obé cytostatika maji své pozitiva, ale i negativa.

DalSimi medikamenty, které se v prubéhu let zacaly uzivat k 1écb€, jsou napt. protilatky
rituximab, ofatumumab, obinutuzumab nebo alemtuzumab ¢&i inhibitor ibrutinib. [PANOVSKA',
Anna, DOUBEK, Michael, Chronicka lymfocytarni leukemie - diagnostika a lécba, Onkologie,
2013, 7 (3), 119]

1.2.5.2 KORTIKOSTEROIDY

Pouzivaji se k1é¢bé sekundarnich imunitnich cytopenii®}, ptedevsim v monoterapii nebo
v kombinaci rezimd. Jedna se 0hormony syntetizované z cholesterolu v kute nadledvin.
Kortikosteroidy snizuji imunitni reakci organismu, patii tedy do skupiny tzv. imunosupresoru.
Nevyhodou je vyskyt mnoha nezddoucich ucinkt, napt. zacervendni a ztenceni klize, ukladani
tuku v btisni oblasti, fidnuti kosti a s tim souvisejici riziko osteoporozy, zvysena chut’ K jidlu

a s tim souvisejici riziko obezity,... [http://www.stefajir.cz/?q=kortikoidy-nezadouci-ucinky]

1.2.5.3 TRANSPLANTACE KRVETVORNE TKANE

4 alogenni® a syngenni®. Za jedinou

Existuji tfi mozné typy transplantace — autologni®
potencialné kurativni metodu se povaZuje alogenni, resp. syngenni transplantace, autologni je

stale povaZovana spiSe za experimentalni metodu.

Na seznam cekateldl k transplantaci se zatfazuji pacienti, U nichZ je priib&h nemoci agresivni
a ktefi nereaguji adekvatné na jiné rezimy 1écby. [http://zdravi.euro.cz/clanek/postgradualni-

medicina/chronicka-b-lymfocytarni-leukemie-458620]
1.3 ZARAZENI PROTEINU RNFT

Proteiny z RNFT rodiny jsou takzvané E3 ubiquitin ligazy. Ubiquitin je globularni protein

0 délce 76 aminokyselin a je pfitomen ve vSech eukaryotnich bunikach. Hraje v buiikach velmi

32 onemocnéni krve, kdy imunitni organismus za¢ne vytvéfet protilatky proti erytrocytiim, coz vede k jejich
rozpadu, tzv. hemolyze

33 nizky pocet krevnich bunék

34 tkan pacienta samotného

% tkan pribuzného pacienta nebo darce s vyhovujicimi kritérii

% tkan jednovajecného dvojdete
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dualezitou roli, protoze reguluje rozklad proteint a stimuluje endocytozu. Ubiquitin podnécuje
proces ubiquitinace, tedy proces degradace proteint.. Ve vSech burikach totiz neustale dochazi
jak k proteosyntéze, tedy tvorbé novych proteint, tak K jejich degradaci. Cely proces probiha

zpusobem popsanym a znazornénym nize (viz obrazek €. 2).

Ubiquitin-aktivujici enzym aktivuje ubiquitin v bufice za spotieby ATP*’. Dale je vazan na
ubiquitin-konjugujiciho enzym E2 umoziujici jeho pienos. E2 ubiquitin-konjugujici enzym je
spolu s ubiquitinem navéazan na E3 ubiquitin-ligazu®, je zajist'uje prenos celého komplexu na
specificky protein ur¢eny k degradaci. Po kontaktu se substratem dochazi k navazani ubiquitinu
jeho C-termalnim glycinovym koncem na g-amino skupinu substratu. Mezi E3 ubiquitin-ligazy
se fadi HECT (homologous to the E6-AP Carboxyl Terminus), RING (Really Interesting New
Gene) a U-box domény. V zavislosti na typu ubiquitinace zde hraje roli i E4 polyubiquitinova
ligéza, jez zajiStuje ptipadnou formaci dalSich ubiquitin do polyubiquitinového fetézce. Tyto
formy mohou byt nasledujici (viz obrazek ¢. 1):

1. monoubiquitinace

2. multimonoubiquitinace

3. polyubiquitinace

e homonomni (mezi jednotlivymi ubiquitiny jsou totozné vazby)

e heteronomni (mezi jednotlivymi ubiquitiny jsou stfidajici se vazby)

) S

uB UB
UB g UB o UB UB g UB g UB
| MONOUBIQUITINACE | |MULTIMONOUBIQUITINACE HOMONOMNI HETERONOMNI
POLYUBIQUITINACE POLYUBIQUITINACE

Obrazek 1 formy ubiquitinace

Ubiquitin napojeny na degradovany protein je v poslednim kroku tohoto procesu navazan na

proteasom, jenz substrat rozdéli na jednotlivé peptidy.

37 adenosintrifosfat; molekula poskytujici energii pro riizné procesy v butice
%8 ligaza je enzym, ktery ma schopnost spojit vzdjemné dvé rizné molekuly
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Obrazek 2 pritbeh procesu ubiquitinace

A pravé do rodiny proteini S RING doménou, tedy do podskupiny E3 ubiquitin-ligaz, spadaji
RNFT proteiny. Tyto vlastnosti byly odvozeny na zakladé srovnani sekvenci z databazi *°— jak
je vsak detailnéjsi biologicka funkce genti RNFT neni zatim znamo. [GANJI, Sri Ranjani.
Identification and Validation of Dvl interacting partners using Proteomics approach. 2013;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19754430]

1.4 ANALYZY EXPRESE RNFT IN SILICO

Prvni krok byl zjistit vztah mezi CLL a RNFT proteiny s vyuzitim on-line databazi*’, ve kterych
jsou uloZeny informace 0 jednotlivych genech, aktivovanych u jednotlivych bunéénych typii
a chorob. Pravé data z odbornych internetovych databazi vedla k rozhodnuti se zabyvat bliz§imi
souvislostmi mezi vyskytem proteinit RNFT1 a RNFT2 a CLL. VSechny dostupné informace

nasvédcuji, ze néjaké spojeni existuje.

Prvnim ukazatelem je graf, jenz zndzoriiuje 10 nadorovych onemocnéni, U nichz se vyskytuje

nejvetsi exprese genu RNFTL.

%9 odkaz: http://cctop.enzim.ttk.mta.hu/?_=/jobs/result/96¢a706b2b3d000d968d34a57638bbca [cit. 11. 05. 2016].
odkaz: http://pfam.xfam.org/protein/Q96EX2 [cit. 11. 05. 2016].

odkaz: http://www.phosphosite.org/proteinAction.action?id=19002481&showAllSites=true [cit. 11. 05. 2016].
odkaz: https://www.nextprot.org/entry/NX_Q96EX2/medical [cit. 11. 05. 2016].

40 odkaz: http://www.nextprot.org/db/entry/NX_Q5M7Z0/expression#a-ts-line-589 [cit. 11. 05. 2016].

odkaz: https://hive.biochemistry.gwu.edu/cgi-

bin/prd/biomuta/servlet.cgi?gpageid=11&searchfield1=gene _name&searchvaluel=RNFT2 [cit. 11. 05. 2016].
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10 NADOROVYCH ONEMOCNENT S NEJVYSSi EXPREST GENU RNFT1

Chronicka lymfocytami leukemie B-bunek {1 17
Osteosarkom (rakovina kostni tkan¢) e 2
Infiltrujici duktalni karcinom (rakovina prsu) — 24
Glioblastoma (rakovina mozku) 1 2
Hodgkinsova choroba (rakovina lymfatickych uzlin) x o —,— 125
Nespecificky Hodgkinav lymfom . e e s S S — 129
Nespecificky Hodgkintv lymfom . ¥ 5 N o — 130
Chronicka myeloidni leukemie — . 38
Chronicka lymfocytarni leukemie B-bunék, rezistentni — = =) | 610
Chronicka lymfocytamni leukemie B-bunek — ) { 503

V3ech 493 rakovin U 0 1 1

Graf ¢. 1 — Srovnani miry exprese genu RNFTI u riiznych nadorovych onemocnéni

Zdroj: https://genevisible.com/cancers/HS/Gene%20Symbol/RNFT1 (upraveno)

Graf zobrazuje vysledky vice, na sobé nezavislych, vyzkumu, proto se v ném napi. CLL
vyskytuje tiikrat. Z tohoto divodu, Zze CLL je tfikrat tolikrat v grafu deseti nadorovych
onemocnéni S nejvyssi expresi genu RNFT1 a vzdy je u néj exprese nadstandardné vysoka, je
pravdépodobné, ze se vyskytuje néjakd souvislost mezi mirou exprese genu RNFT1

a onemocnénim CLL.

Vzhledem k tomuto nalezu je prace vénovana prizkumu genit RNFT a hledani jejich spojitosti
s CLL.

1.5 WNT SIGNALIZACE

Jednd se 0 typ mezibunétné signalizace, ktery je dulezity zejména V embryondlnim vyvoji
jednice, ale byla objevena ijeho souvislost uleukémie, ai ostatnich hematopoetickych®!
onemocnéni. Konkrétné kanonicka Wnt draha kontroluje diferenciaci a proliferaci
hematopoetickych, ale i ostatnich bunék téla. Mutace v této draze mtze vést praveé K rozvoji

CLL, kdy dochazi k proliferaci, diferenciaci a expanzi nezralych lymfatickych bunék.

41 hematopoetickd onemocnéni souvisi s diferenciaci hematopoetickych bunék, tedy kmenovych bungk, které
maji hluboky vyznam pro krvetvorbu. Jedna se totiz o primarni buiiku, ktera dava vznik v§em ostatnim krevnim
elementim (lymfocyty, erytrocyty apod.)
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Whnt signalizace je proces spustény na Wnt komplexu, ktery se sklada ze dvou Wnt liganda*?
(méno po Wg (Wingless) alnt-1 (Integration 1). Wnt proteinti bylo zatim popsano

a identifikovano (u savct) celkem 19.

Existuji 2 typy Wnt signalnich drah lisici se v mechanismu pfenosu signalu, a to kanonické
anekanonické. U kanonické drahy hraje stéZejni roli molekula B-katenin®, u drahy
nekanonické tato molekula nefiguruje, ale existuji tfi podtypy téchto drah, které se lisi
mechanismem pienosu signélu a vyslednym uc¢inkem. Vzdy se vSak reakce i€astni receptory,
které mohou byt, v zavislosti na typu Wnt signalizace, z rodin Fz (Erizzled), LRP (Low density
Lipoprotein Receptor-related Protein), RYK (Receptor-like Tyrosine Kinase) nebo ROR
(Receptor Tyrosine Kinase-like Orphan Receptor). Tyto receptory piijimaji signal v podobé

proteinu Wnt, se kterym interaguji.

1.51 KANONICKA WNT SIGNALIZACE

Jedna se 0 velmi dobie prozkoumany typ Wnt signalizace, ktery K pienosu signalu vyuziva
molekulu B-katenin. Signal zde funguje pfedevSim na principu navazani ligandu Wnt na
koreceptory Fz a LRP5 nebo LRP6. Za standardnich podminek je neustale pfitomen destrukéni
komplex, kdy protein GSK3 fosforyluje B-katenin a tim jej oznaci za nezadouci ¢astici ur€enou
k degradaci. Nasledné¢ pomoci ubiquitinace dojde k degradaci B-kateninu. Nedochazi tedy
k jeho pfenos do jadra buiky, kde se misto n¢j navaze na transkrip¢ni faktor TCF/LEF - 1 (T
Cell-specific Transcription Factor/Lymphoid Enhancer-binding Factor 1) represor Groucho,

ktery brani transkripci.

Pokud vsak Wnt je navazan na koreceptory Fz a LRP5/6, dochazi k rozpadu tohoto komplexu

a prenosu p-katenin do jadra bunky, kde aktivuje transkripéni faktor TCF/LEF - 1.

Pti interakci mezi Wnt a koreceptory Fz a LRP5/6 dojde k navazani receptoru Fz k proteinu
Dvl (Dishevelled), coz zptsobi fosforylaci LRP5/6 a jeho navazani na Axin (Axis Inhibition
Protein 1). Nasledné dochazi i ke vzniku vazby mezi Axinem a Dvl, ktera vyvola zablokovani
destruk¢niho komplexu, B-katenin tedy neni fosforylovan ani destruovan, ale dochazi k jeho

kumulaci v cytoplasmé. Pfi standardnim destrukénim procesu je fosforylovan protein -

42 ligand je molekula poskytujici jeden nebo vice elektronovych parti centralnimu atomu
43 B-katenin je protein diileZity predev§im pro genovou transkripci, tedy prepis DNA na mRNA
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katenin. Tato fosfatova skupina slouzi jako podnét iniciujici ubiquitinaci a degradaci tohoto

proteinu.

Po docileni urcité koncentrace pf-kateninu v cytoplasmeé dojde k jeho transportu do jadra. Zde
interaguje B-katenin s transkripénimi faktory TCF/LEF - 1, ktera vyvola naslednou transkripci,
B-katenin se totiz navaze na faktor TCF, na ktery je standardné navazan represor
Groucho znemoziujici probéhnuti transkripce jako tomu je pii absenci Wnt proteinu. Faktory

TCF/LEF - 1 nasledné tidi expresi cilovych gen.

AKUMULACE
B-KATENINU

DEGRADACE @ @
B-kat
—_—

Obrazek 3 kanonicka Wnt signalizace a jeji prithéh pri absenci nebo prezenci Wt ligandu

1.52 NEKANONICKA WNT SIGNALIZACE

Nekanonicka draha zatim nebyla tolik probadana jako draha kanonicka, probihé bez pfitomnosti
B-kateninu. Inicidtorem reakce je vSak stejné jako U drahy kanonické interakce mezi

receptorem, nejcastéji se jedna o receptor Fz, a ligandem Wnt.

Existuje mnoho typid nekanonickym Wnt drah, Iépe popsané jsou vSak pouze drihy, kde
dochazi k interakci Wnt + PCP (Planar Cell Polarity), Wnt + Ca** a Wnt + ROR. Rozdil mezi
témito drahami je jak Vv proteinech, které prenasi signdly, tak v cilovych genech, ke kterym

signaly sméftuji.

23



1.5.2.1 WNT/PCP SIGNALNIi DRAHA

Jedna se u drahu objevenou u Drosophila melanogaster (octomilka obecna), obecné u hmyzu
ma prvofady vyznam ve stanoveni orientace chlupti na kiidlech. U obratlovcii ma vliv na

konvergentni extenzi, tedy regulaci bunééné migrace.

K reakci dochazi pouze za pritomnosti Wnt ligandu, ktery vytvoii vazbu s receptorem Fz a tento
komplex nasledné po interakci s proteinem Dvl pfenese signal na dvé paralelni drahy GTPazy*

Rho a Rac. Pieneseny signal dale ovliviiuje diferenciace cytoskeletu.

Rho kinaza® je zavisla na aktivaci proteinem DAAMI (Dishevelled Asociated Activator of
Morphogenesis 1) anasledné ovliviiuje kinazu ROCK (Rho-Associated Protein Kinase)

a myosin.

Rac kinaza je nezavisla na reakci S proteinem DAAMI, signél je nasledné€ pfenesen na kindzu

JNK (c-Jun N-terminal kinase).

1.5.2.2 WNT/ CA2* SIGNALNi DRAHA

Hlavnimi figuranty této drahy jsou PLC (phospholipase C), IP3 (inositoltriphosphate), DAG
(diacylglycerol), ktefi jsou aktivovani na zakladé interakce mezi komplexem Wnt/Fz a G-
proteinem a reguluji mnozstvi uvolnéného Ca?* z endoplazmatického retikula do cytoplazmy.
Na zéklad¢ zvySené koncentrace vapenatych iontd jsou aktivovani dalsi figuranti reakce, a to
PKC (Phospho-kinase C), CaMKII (Calmodulin-dependent Kinase 1), TAK1 (TGFp Activated
Kinase) a NLK (Nemo Like Kinase). Hlavnim komponentem reakce je PKC, ktery fidi

diferenciaci bunék béhem gastrulace*®.

1.5.2.3 WNT/ROR SIGNALNi DRAHA

Existuji 2 formy proteinu ROR, které se mohou ucastnit Wnt/ROR signalizace, a to ROR1
a ROR2. Po interakci s ROR2 s ligandem Wnt, dojde k aktivaci drahy a k pfeneseni signalu na
kinazy PIz a CDC42 (Cell Division Control Protein 42) anasledné na transkripéni faktory

4 guanosintrifosfat fosfohydrolaza; enzym pfemétujici GTP (guanosintrifosfat) na GDP (guanosindifosfat)
% kinaza je enzymaticka Castice majici schopnost transportu fosfatové skupiny z jedné molekuly na jinou
%6 jednd se o proces premeény blastuly na gastrulu, tedy jedno ze stadii embryonélniho vyvoje
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ATF2 (Activating Transcription Factor 2) ac-jun®’. Pfi interakci Wnt ligandu s ROR1 se
reakce 1i$i v aktivovaném transkripénim faktoru, kterym je V tomto ptipadé NF-xB*8. Tyto

transkrip¢ni faktory jsou velmi dtlezité pro fizeni imunitni odpovédi.

Dosud vsak nebylo objasnéno, zda je tato drdha opravdu samostatna ¢i zda se jednd pouze

0 soucast Wnt/PCP signalni drahy.*°

1.6 HIPPO SIGNALIZACE

Hippo signalizace se obdobné jako Wnt signalni draha fadi do signalnich drah, které se
zucastiiuji komunikace mezi nddorovymi buitkami. Tato signalizace ma vliv zejména pfi vyvoji
jedince, kdy reguluje velikost organti. Co se tyce role v onkogenezi, jedna se zde o dilezity
tumorsupresor, ma tedy vliv na usmériovani rozvoje nadorl, konkrétné inhibuje aktivitu

signalnich drah a faktor vyvolavajicich nadorové bujeni.

Hippo signalizace nebyla dosud zcela dokonale charakterizovana, co se do exaktni role
nékterych proteint tyde. Figuranty této drahy (viz obrazek &. 4) jsou S/T* kinaza MST1/2
(Mammalian STE20-like protein kinase 1/2), proteinova kinaza LATS1/2 (Large Tumor
Suppressor 1/2) a dale proteiny MOBKL1A/1B (Mps One Binder kinase activator-like 1A/1B).
Mezi proteiny MOBKL1A/1B akinazami LATS1/2 dochazi ke vzajemnému pusobeni, kdy
MOBKL1A/1B funguje v roli aktivatoru proteind LATS1/2. Pfi aktivaci Hippo drahy dochazi
k tomu, ze MST1/2 proteiny fosforyluji LATS1/2, jejich vzajemné ptisobeni zajistuji tzv.
adaptorové proteiny®* SAV1 (Salvador homologue 1), a zahaji tim fetézec fosforylaci, kdy
fosforylovany LATS1/2 pievadi fosfatovou skupinu dale na YAP (YES Associated protein)
a TAZ (Transcriptional coactivator with a PDZ>2-binding domain). Fosforylace YAP/TAZ,

jakozto konec¢nych efektorti, zptisobuje inhibici rustu tumord. V ptipade, ze k fosforylaci

47 gen kodovany genem JUN (JUN proto-oncogene)

48 skupina transkripé&nich faktor ovliviiujicich expresi gend, které maji vliv na imunitu, zanétlivou odpovéd
organismu, proliferaci, apoptdzu a embryonalni vyvoj; odkaz:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2882124/ [cit. 12. 02. 2018].

49 odkaz: https://theses.cz/id/46hasr;

https://dspace.cuni.cz/bitstream/.../20.../IPRT 2010 2 0 168469 0 84939.pdf [cit. 16. 02. 2018].

%0 jedn4 se o zkratku tzv. serin/threonin kinazy, tedy kindzu, ktera navazuje fosfatovou skupinu na serinovy nebo
threoninovy proteinovy zbytek

51 adaptorovy protein zaji§tuje pfiblizeni reagujicich enzymi na blizkost umozZiiujici interakci mezi nimi

52 zkratka domény, ktera byla sestavena z tfi prvnich objevenych proteinti této domény - post synaptic density
protein (PSD95), Drosophila disc large tumor suppressor (DIgl), zonula occludens-1 protein (zo-1)
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YAP/TAZ nedochazi, maji opacny efekt, tedy aktivuji bunéénou proliferaci, a tudiz expanzi

nadorovych buné¢k v diisledku spusténi transkripce v jadie buiky.

v

DEGRADACE

--------------------- JADRO -———---¥
— TRANSKRIPCE _ — TRANSKRIPCE
INHIBICE ONKOGENEZE AKTIVACE ONKOGENEZE

Obrdazek 4 pribéh predavani signalu v Hippo signadlni drdze
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2 METODY

Pro prozkoumani gentt RNFT1 a RNFT2 bylo vyuzito mnoho odbornych laboratornich metod
a postupti, konkrétné se jednalo 0 gelovou agar6zovou elektroforézu, polymerazovou fetézovou
reakci, kvantitativni polymerazovou fetézovou reakci, klonovani DNA pomoci expresniho
vektoru, western blot, prutokova cytometrie, DC Protein Assay a modifikaci pomoci TetON
systému. Podrobné&jsi popis jednotlivych metod a postupli je uveden v nasledujicich

podkapitolach.
21 GELOVA AGAROZOVA ELEKTROFOREZA

Separacni technika pouzivana pro izolaci aanalyzu nukleovych kyselin. Metoda vyuziva
pohybu zaporné nabitych ¢astic nukleovych kyselin v elektrickém poli, tedy smérem K anodé¢,

kdy rychlost jejich pohybu je neptimo iimérna jejich velikosti.

Déleni probihd na agarézovém gelu, ktery je tvoren siti polymernich molekul s pory, za
ptitomnosti elektrického proudu. Hustota sité gelu je zavisla na koncentraci agarézy v gelu a je
nepiimo imérna rychlosti molekul v elektrickém poli, pfi¢emz se zvySujici se hustotou gelu
klesa rychlost molekul. Pouzita koncentrace praskové agardzy v gelu se lisi v zavislosti na

velikosti analyzovaného prvku. Pro zachyceni malych molekul je tfeba vysoka hustota gelu.

Gel se pripravuje z pfislusného mnozstvi agardézového prasku uréeného pro DNAZ
elektroforézu, dle pozadované vysledné koncentrace, ktery se rozpousti v TBE> pufru za

zvySeni teploty na bod varu. K roztoku se jesté piidava ethidium-bromid, ktery vaze DNA.

Roztok poté v disledku klesajici teploty ztuhne, béhem tuhnuti je v gelu umistén hiebinek,

ktery vytvoii jamky pro nanaseni vzorki.

Vzorky aplikované do jamek gelu musi byt smichany S nanasecim barvivem, které v kombinaci

s ethidium-bromidem v gelu umozni vizualizaci pod UV®>® zafenim.

%3 deoxyribonukleova kyselina
% tris/borate/EDTA roztok
%5 ultraviolet (ultrafialové zéafenti)
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Gel piipraveny K elektroforéze je piipojen ke zdroji elektrického napéti, v jehoz dtsledku dojde
k separaci molekul na zaklad¢ jejich velikosti a rozdilného pohybu v elektrickém poli. [RUML,
Tomds, Michaela RUMLOVA a Viclav PACES. Genové inZenyrstvi. Praha: Vysokd skola
chemicko-technologicka, 2002. ISBN 80-7080-499-8. S.45-52]

2.2 POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)

Jedna se 0 zplsob amplifikace konkrétni zvolené sekvence DNA; udava se, ze pii tomto
procesu muze vzniknout az miliarda kopii specifického produktu. Tato metoda se provadi
V pfistroji, V tzv. termocykleru, ktery umoziuje rychlé a presné zmény teplot, a tudiz spravnou

reakci vSech latek v reakéni smési uréené pro PCR.

Reak¢ni smés, tzv. Master Mix, musi obsahovat vzorek templatové DNA, jejiz dana sekvence
ma byt amplifikovana. Dany templat nesmi byt kontaminovan zéddnou jinou DNA, protoze by
mohlo dojit ke znaénému ovlivnéni koneénych vysledka®®. Dalsi slozkou jsou primery, tedy
oligonukleotidy, jez oznaCuje pocatek a konec sekvence DNA urcené k amplifikaci. Tyto

primery obsahuji DNA komplementarni k dané sekvenci v délce 17 az 28 nukleotida.

Ttreti dllezitou slozkou je polymeraza, tedy enzym katalyzujici syntézu DNA. Polymeraza

prodluZzuje DNA fetézec vkladanim deoxyribonukleotidil do replika¢ni vidlice.

Posledni slozkou Master Mixu je tzv. zakladni reakéni roztok. Ten obsahuje vSechny Ctyfi
deoxynukleosidtrifosfaty, hotfecnaté ionty, pufr zajiStujici idedlni iontovou silu prostiedi

a ultraéistou vodu.

Naslednym krokem po tvorbé Master Mixu je spravné nastaveni termocykleru. Toto nastaveni
se 1i8i v zavislosti na charakteru amplifikovaného vzorku. Obecné se vSak kazdé reakce tykaji
nasledujici kroky, jimiz musi kazda reakce projit. Prvnim krokem je proces denaturace DNA.
Master Mix je po dobu 20-30 sekund vystaven teploté 94-98 °C. Béhem této doby dochazi
k denaturaci vodikovych mistkd mezi bazemi a vzniku jednovlaknové DNA. Nasledné dochazi
k tzv. hybridizaci, tedy nasednuti primerti na fetézec jednovlaknové DNA. Na tyto useky
S navazanymi primery se dale vaze polymeraza. Faze hybridizace probiha za teploty snizené na

50-65 °C.

%] nepatrné mnoZstvi cizorodé DNA se projevi odchylkami/abnormalitami u vysledkd, napt. vyskytem
nespecifického produktu.
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Poslednim krokem je syntéza DNA za teploty 75-80 °C, tedy tvorba nové komplementarni
DNA K pivodni.

Tyto tfi kroky znamenaji jeden cyklus, ktery se nasledné opakuje v zavislosti na mnozstvi

vysledné DNA, které chceme ziskat. VéEtSinou se vSak pocet cyklt pohybuje kolem tficeti.

Vyhodnoceni vysledkii probihd pomoci agar6zové gelové elektroforézy. Tato metoda slouzi
k analyze nukleovych kyselin. Je zaloZena na principu schopnosti nabitych ¢astic pohybovat se
Vv elektrickém poli. Vyuziva faktu, ze DNA je zaporn€ nabita Castice, a tudiz putuje ke kladné

nabitym polim a také toho, ze rizné velké Castice se pohybuji odlisSnou rychlosti.

Vzorky uréené k analyze se umistuji do jamek v agar6zovém gelu (stejny jako v kapitole 2.1)*’,
jehoz soudasti je barvivo (SYBR Green®® nebo ethidium bromid), jez na sebe zkoumany vzorek
navaze avysledky je poté mozné zkoumat pod UV zatenim. [OTOVA, Berta a Romana
MIHALOVA. Zdiklady biologie a genetiky clovéka. V Praze: Karolinum, 2012. ISBN 978-80-
246-2109-8. 126-128]

2.3 KVANTITATIVNI POLYMERAZOVA RETEZOVA
REAKCE (gPCR)

Jedna se 0 témét shodny proces jako U normalni PCR. Rozdil je v pfimési fluorescenéni latky
vazajici se na nové syntetizované DNA (SYBR Green) do smési Master Mixu, ktera nam
umoziuje zjistit, jaky je narist produktu v konkrétnim case. Pribéh reakce je pak monitorovan
a z dynamiky syntézy produktu je mozné urcit mnozstvi DNA v ptivodnim vzorku. Data
ziskana termocyklerem nasledné vyhodnoti pocitac.

[https://cs.wikipedia.org/wiki/Kvantitazivai_polymerdzova_retézova_reakce]
24 KLONOVANI DNA

Klonovani DNA je proces amplifikace specifické pozadované genové sekvence za pouziti

plasmidového vektoru a nasledného naklonovani tohoto vektoru Vv bakteriich. Naklonovana

57 Agardzovy gel se pripravuje z praskové agardzy a pufru. Gel se micha 1% pro pouhou analyzu, pro dal3i praci
se vzorky (napt. extrakci DNA z gelu) se pouziva v 0,5% koncentraci. Roztok se nasledné smicha s ethidium-
bromidem a necha se projit varem, aby vznikla homogenni smés, ktera se nasledné necha ztuhnout.

%8 fluorescenéni DNA barvivo
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DNA se poté ziska zpétnou extrakci lyzou®® bakterii a otevienim plasmid restrikénimi

endonukledzami na misté vlozeni specifické DNA.

24.1 LIGACE

Ligace je proces vlozeni pozadovaného fragmentu do uréeného klonovaciho vektoru®. Pro
Inzert, tedy sekvence DNA urc¢ena k replikaci, se nejprve upravi a replikuje za vyuziti metody
PCR, aby mél konce kompatibilni ke konctim vektoru, ktery byl na téchto mistech otevien.
Dalsi soucasti reakéni smési je T4 DNA ligaza. Tato latka zajiStuje spojeni kompatibilnich

konct vektoru a inzertu. Posledni slozkou je liga¢ni pufr obsahujici ATP a soli.

Smés se necha inkubovat pii 16 °C po dobu jedné hodiny.

24.2 TRANSFORMACE

V tomto bodu klonovani dochazi k integraci vektoru s vlozenym fragmentem do bunky. K tomu
slouzi specialné upravené bakterie, U nichz se vektor snadno dostane dovnitt butiky. Nejprve
jsou smichany kompetentni bakterie s vektorem a necha se 15 minut inkubovat na ledu. Poté se
provede tzv. teplotni Sok, kdy se smés ohtiva 90 sekund pii 39-42 °C. V tomto kroku dojde
K naruseni cytoplasmatické membrany bunky, atedy ipriniku vektoru dovnitf burky.
Nasledné je potieba smés opét urychlené pienést na led a pridat kultivaéni médium. Poté se

sm¢s nechd hodinu inkubovat na ttepacce za teploty 37 °C.

243 KULTIVACE

Bakterie, které jiz nesou vektor Sinzertem, se nanesou na pfipravenou Petriho misku
S kultivatnim médiem a antibiotikem, ke kterému je klonovany vektor rezistentni. Bakterie se
nechaji kultivovat pfes noc pii teploté 37 °C, kdy dojde K jejich rozmnozeni. Naslednym
krokem je odpichnuti rozmnozenych kolonii bakterii z Petriho misky a pfeneseni do
kultivacniho média, které obsahuje piislusné antibiotikum. Smés se pies noc opet necha

inkubovat za teploty 37 °C.

%9 protrzeni cytoplasmatické membrany bunék

80 Klonovaci vektor je kruhova DNA (plasmid), do které Ize vlozit pozadovanou sekvenci DNA. Vektor je
vkladan do bunék, kde dochdzi k jeho replikaci (ptivodnich sekvenci DNA vektoru a a vlozené DNA). Jako
vektory se pouzivaji plasmidy, fasmidy, kosmidy, bakteriofazy nebo umélé bakterialni a kvasinkové
chromosomy.
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2.44 IZOLACE PLASMIDOVE DNA

K izolaci plasmidové DNA se vyuzije komeréni kit podle definovaného postupu. Plasmidy jsou
izolovany z bakterialni kultury. Bakterie jsou nejprve zlyzovany a z lyza¢ni smési odebrany
vSechny ptebytecné latky (DNA, RNA, proteiny). Po sérii krokli a Cisténi jsou vysledkem

procesu jednotlivé plasmidy.

2.4.5 OVERENI PRITOMNOSTI INZERTU

Vyskyt inzertu se ovéfuje pomoci restrikéni analyzy. Cast plasmidu obsahujici inzert se otevie
pomoci enzym, s nimiz se provadélo i jeho otevieni pred ligaci. S takto otevienym plasmidem
se provede agardzova gelova elektroforéza. Vyskyt dvou produktti na vysledném gelu (prazdny
plasmid ainzert) potvrzuje Usp&né provedeni celého pokusu. [SMARDA, Jan. Metody
molekularni biologie. Brno: Masarykova univerzita, 2005. ISBN 80-210-3841-1. S. 29-45]

2.5 WESTERN BLOT

Jedna se 0 analytickou metodu slouzici k detekei specifického proteinu ve vzorku biologického
materialu. Konkrétni protein je nejprve elektroforeticky separovan na poylakrylamidovém gelu
na zékladé své velikosti a izoelektrickém bodé&. Nasledné je protein ptenesen na polyvinylovou
nebo nitracelulosovou membranu a v nékolika krocich je postupné ptidana primarni protilatka,
sekundarni protilatka a chemiluminiscen¢ni roztok, coz umozni detekci proteinu pod UV

zatfenim.
2.5.1 SDS-PAGE

Prvnim krokem metody western blot je SDS-PAGE®!, tedy elektroforeticka separace proteinii

zkoumaného vzorku.

Pro reakeci je potfeba ze vzorkl proteiny uvolnit a rozpustit pomoci lyzaéniho pufru. Lyzacni
pufr neni pro western blot vzdy stejny, ale 1i$i se na zaklad¢ kritérii protilatek, jez se ptidavaji

v dals§im kroku reakce. Nejdalezitéjsi soucast lyzaéniho pufru je SDS aB-

merkaptoetanol/ditiotreitol, jez odstranuje disulfidické mustky Vv proteinu. Pufr také obsahuje

61 SDS-PAGE je zkratka pro komponenty umoZziiujici metodu western blot. SDS sodiumdodecylsulfit je latka
zpusobujici denaturaci proteint a udéleni zaporného naboje, PAGE je zkratka pro anglicky vyraz
"polyacrylamide gel electrophoresis," tedy elektroforéza s polyakrylamidovym gelem.
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glycerol, ktery zvySuje hustotu vzorku, a tudiz usnadfiuje nanaseni na polyakrylamidovy gel.

Posledni slozkou je bromfenolova modt pro vizualizaci postupu vzorki pfi elektroforéze.

Nasledné¢ je potieba proteiny denaturovat, protoze vétSina protilatek je dokaze detekovat pouze
Vv denaturované formé. Vzorky se tedy zahtivaji na teplotu 95 °C po dobu péti minut, aby doslo
k denaturaci proteinu a vazbé SDS. Existuji ale i protilatky, které jsou schopné detekovat

proteiny i v nativni form¢, a tudiZ neni potieba proteiny denaturovat.

V dal$im kroku je potfeba vytvofit polyakrylamidovy gel k naneseni vzorkt. Gel sestava ze
dvou c¢asti — spodni, kde dochazi K separaci proteint na zakladé jejich velikosti, a vrchni
s jamkami, do kterych se nanasi pfipravené vzorky. Oba gely obsahuji stejné slozky, jen
v rozdilné koncentraci a mnozstvi. Spodni gel obsahuje vice akrylamidu a ma vyssi hodnotu
pH (6,8). Krom akrylamidu je soucasti i N,N‘-methylenbisakrylamid, ktery sesitovava
akrylamid, SDS, Tris pufr, dale APS®? dodavajici volné radikaly a TEMED®® katalyzujici
tvorbu volnych radikalt APS.

Gely s nanesenymi vzorky se vlozi do aparatury pro western blot elektroforézu a pfipoji se ke
zdroji elektrického napéti. Zde dochazi k separaci molekul proteint dle jejich velikosti. Jako

pufr se pii reakci pouziva 1X Tris-glycin-SDS sestavajici z Tris baze, glycinu a SDS.

2.5.2 PRENOS PROTEINU

Ptenos proteintl je proces, pii kterém se proteiny prenesou z akrylamidového gelu na membranu
pro dalsi zpracovani. Na gel s elektroforeticky separovanymi proteiny se polozi membrana,
nitracelulosova nebo polyvinylova, na niz jsou separované proteiny ,,pfeblotovany* za ptsobeni

elektrického proudu.

253 DETEKCE PROTEINU

Déle se provadi tzv. blokovani membrany, kdy jsou pomoci blokovaciho roztoku, tedy 5%
roztoku suseného odtuénéného mléka nebo BSA®, vyplnéna nespecifickd mista membréany,

ktera neobsahuji navazané proteiny. Pokud by byl tento krok vynechan, doslo by k navazani

62 ammonium persul fat
8N, N, N', N'-tetramethylethylendiamin
64 bovine serum albumin
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protilatek kromé specifickych proteinti i na nespecificka mista membrany. Proces v blokovacim

roztoku probiha po dobu jedné hodiny za stalého protiepavani.

Po blokovani je potfeba membrany promyt v roztoku TBS®® nebo PBS®® obsahujicim detergent,
aby se zamezilo nespecifickému navazani protilatek. Promyvani probiha v né€kolika cyklech

trvajicich fadoveé nekolik minut a pii kazdém cyklu se promyvaci roztok vyméni za novy.

Nasleduje aplikace primarnich protilatek (viz obrazek ¢. 5), které se k membrané ptidavaji
spolu s blokovacim roztokem. Navazani protilatky na antigen trva né€kolik hodin. Poté je

potieba opét provést cyklus promyvani totozny jako po blokovani membrany.

Primarni protilatky neni mozné piimo detekovat, tudiz je potieba aplikovat i protilatky
sekundarni, coz jsou protilatky, které rozpoznavaji vSechny protilatky, pochazejici
Z hostitelskému organismu pouzitému k produkci primarnich protilatek. Sekundarni protilatky
jsou spojeny (,,konjugovany*) s enzymem — obvykle je to HRP®’, ktery je schopen katalyzovat
reakci s chemiluminiscenénim roztokem, vedouci ke vzniku svétla. Ty jsou piidavany
k membranam spolu s promyvacim roztokem. Proces trva jednu az dvé hodiny a po skonceni

je opét potieba provést promyvaci cyklus.

Poslednim krokem pied analyzou je zviditelnéni detekovanych proteinti. Nejcastéji se vyuziva
chemiluminiscen¢niho substratu, kdy mnozstvi signdlu, které vydavé, je pfimo umeérné
mnozstvi navazaného detekovaného proteinu. [VOTAVA, Miroslav. Lékarska mikrobiologie:

vySetiovaci metody. Brno: Neptun, 2010. ISBN 978-80-86850-04-7. S. 235-236]

HRP

SU BSTRAT

_’)k )K /N -

______ PROTEIN - s PROTEIN PROTEIN

Obrazek 5 proces detekce proteinu na membrané

8 TBS = Tris buffered saline
% PBS = phosphate buffered saline
57 perodidaza
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Detekce nékterych proteind je mozna ijen vyuzitim primarnich imunoglobulind. U ¢asto
vyuzivanych a zndmych proteini byly vyvinuty priméarni protilatky, které na sob¢ jiz maji

navazané HRP a neni tedy nutna aplikace imunoglobulint sekundarnich.
2.6 PRUTOKOVA CYTOMETRIE

Pritokova cytometrie je pfistrojovd metoda umoziujici analyzu vzorku suspenze bunck.
Konkrétné zprostiedkovava data 0 poctu bunék, jejich velikosti, komplexité a obsahu DNA
v bunikach. Na zaklad¢ rozboru téchto tdaju je mozné nasledné napt. zjistit, jaké mnozstvi

bun¢k se nachézi v jakém bunécném cyklu, vitalitu bun¢k, pocet riznych kolonii, ...

Metoda funguje na principu lomu laserového paprsku skrz buiiky, pti ¢emz kazda z bunék je
analyzovana separované pii priuchodu ptes prutokovou komurku (viz obrazek ¢. 6). Svétlo
Z laseru se po pruchodu bunikou odrazi v zavislosti na jeji struktute a dopada na detektory, tzv.
FSC®, SSC® a SFL™. Pomoci FSC je mozné ziskat data o velikosti buiiky, intenzita laseru
dopadajici na FSC je piimo Umérna velikosti buiiky. SSC detektor poskytuje udaje
0 komplexité bunky — vysoky pocet ¢astic uvniti buiiky zplisobuje rozptyl laseru do riznych
smérl. Posledni detektor, tedy SFL, pf. jen FL, udava informaci o0 fluorescen¢ni aktivité buniky,
coz umoziuje zjistit obsah DNA, popt. RNA. Hladina fluorescence je tim vyssi, ¢im vyssi je

mnozstvi ribonukleové a deoxyribonukleové kyseliny.

Pro méfeni v této praci byl konkrétné pouzit pratokovy cytometr BD Accuri™ C6.

SUSPENZE BUNEK j

0¢® |

:QO (L FSC: Forward Scatter

.QO ’/ ' SSC: Side Scatter

.O. / |f FL1, FL2, FL3: Fluorescence
] ¥ Il

o / I

] . )
o Q =

LASER ol A 1l =+ I pREvoD DO
90° n ;'g’:::‘llj H DIGITALNI POCITAC

ol Y— —M—m——m I —

; OPTICKE FILTRY DETEKTORY

Obrazek  6:  zakladni  schéma  principu  fungovani  prutokového  cytometru,  zdroj:
https://benchling.com/pub/tabor-flowcal (upraveno)

88 forward scatter (detektor piedniho paprsku)
% side scatter (detektor boéniho paprsku)
70 side fluorescent light (detektor boéniho fluorescenéniho svétla)
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2.1 DCPROTEIN ASSAY

Jedna se 0 kolorimetrickou metodu méteni koncentrace proteint, tedy stanoveni koncentrace
proteinit V bunécném lyzatu na zakladé porovnani intenzity zbarveni vzorku neznamé
koncentrace vici vzorku se znamou koncentraci, ktera funguje na principu spektrometrie. Je
vyuzito analyzy absorpce a odrazu svétla ve vzorku. Pomoci této metody je mozné analyzovat

vzorky o koncentraci 0,1 - 2 mg/ml.

Pro toto méteni musi byt nejprve pfipraveny vzorky. Builky zasazené na Petriho miskéch je
potieba pienést do separovanych Eppendorfovych zkumavek a omyt v 10% roztoku PBS
(ptidat PBS, zvortexovat, zcentrifugovat a odsat piebytecny pufr). Dale se ke vzorkiim piida
lyza¢ni puft, tedy 10% roztok PBS s 1 % SDS a 2 % PIC" a vzorky se pomoci sonikace’? musi

zlyzovat.

Dale je potieba pripravit si standardy 0 koncentracich 0,1; 0,5; 1; 1,5 a2 mg/ml ve stejném

pufru jako méfené vzorky, pouzivaji se napiiklad proteiny BSA™, BGG™,...

Vzorky se nasledné po 3-5 pienesou pomoci pipety do Eppendorfovych zkumavek ¢i na 96
jamkovou mikrodesticku. V zavislosti na mnoZstvi pouZzitého vzorku se dale ptidaji reagenty
Aa B (1:5) apomoci spektrometru se zméti absorbance, atedy ikoncentrace proteind

Vv jednotlivych vzorcich.
2.8 SYSTEM TetON

Systém TetON umoZiluje specidlni modifikaci bunék, kdy je, po jejich upravé za vyuZiti

24

komeréniho kitu’®, mozné cilené fidit miru exprese specifického genu.

Na modifikovany gen je pfipojeno TRE (Tetracycline response element), coz je sedm za sebou
opakujicich se 19 nukleotidovych tetracyklinovych operatorti. Jedna se 0 molekulu vazanou

rtTA (reverse transcription-controlled transactivator) skladajici se ze dvou elementd, TetR

"L Protease Inhibitor Cocktail

"2 sonikace se provadi pomoci ultrazvukového homogenizatoru a slouzi k 1yze bunék

3 Bovine Serum Albumine (hovézi sérovy albumin)

4 Bovine Gama Globuline

5 souprava latek a pomticek predptipravend k provedeni konkrétniho odborného laboratorniho postupu

35



(tetracycline repressor) a VP16. TetR je tetracyklinovy represor potlacujici proces transkripce,

VP16 je protein z herpes simplex viru vyvolavajici okamzitou genovou transkripci.

@ transkripce

qE._—»@

TRE i mRNA

Obrazek T schéma pritbéhu transkripce genit modifikovanych TetON systémem bez adice tetracyklinu;

Za standartnich podminek, tedy bez adice tetracyklinu, dochazi k interakci rtTA a TRE, kdy
TetR, tedy soucast rtTA zptlisobuje stagnaci transkripce genu.

Pokud je vsak ktomuto komplexu pfidan tetracyklin, rtTA interaguje namisto S TRE
s tetracyklinem. Interakci TRE a tetracyklinu je omezena funkce TetR anaopak dochazi
k aktivaci transkripce doménou VP16, v disledku které nastava produkce nadstandartniho

mnozstvi mRNA.

@
@ transkripce ~

o JRE ﬂ

Obrazek 8 schema pribéhu transkripce genit modifikovanych TetON systémem po adici tetracyklinu
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3 VYSLEDKY

Vyuzitim metod uvedenych vysSe byly provedeny experimenty ke zjisténi faktti ohledné gent

RNFT1 a RNFT2. Néasledujici kapitola pojednava o vysledcich téchto pokust.

3.1 ANALYZA EXPRESE A KLINICKYCH KORELACI
U PACIENTU S CLL

Pii zkoumani, zda existuje n¢jaka souvislost mezi CLL u pacienti a piitomnosti proteint RNFT
v bunkach leukémii postizenych osob, byla vyuZita metoda kvantitativni polymerazové
fetézové reakce. K tomuto bylo vyuzito anonymnich vzorkd pacientd z nemocnice Bohunice
Brno, unichz vSak byly zndmy dal§i informace 0 onemocnéni — napt. priibéh choroby
a molekularni diagnostické markery ziskané z jejich krve. Zkoumano bylo celkem 161 vzorki

jiz izolované cDNA, ktera odrazi mnozstvi jednotlivych mRNA ¢ili expresi jednotlivych gend.

Ke stanoveni mnozstvi cDNA kodujici RNFT byla pouzita kvantitativni PCR. Byl pfipraven

Master Mix pro kazdy vzorek sestavajici z nasledujicich komponent:

e 3l SyberGreen

e 0,75 pl reverse primer
e 0,75 pl forward primer
e 12,3 pl miliQ H,O™

o 1,7 ul MgCl

Smés byla poté zpracovana dle standardniho postupu, tudiz probéhla reakce v Termocycleru.

Pomoci této metody byla ze ziskanych dat vypocitdna mira exprese genti kodujici RNFT
proteiny. Hodnoty byly zaneseny do tabulky a s pomoci webové aplikace ,,Cutoff finder byly
nalezeny hrani¢ni hodnoty pro kazdou skupinu, pomoci niz byly skupiny pacientti rozdéleny na
ty sniz8i a vyssi expresi RNFT1, resp. RNFT2. Jednotlivé vlastnosti choroby CLL byly

porovnany v téchto dvou skupinach a byly vytvoteny nasledujici grafy zvlast’ pro proteiny

8 ultradista voda
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RNFT1 a RNFT2, ato pomoci védecké aplikace ,,GraphPad Prism*, ktera dokaze analyzovat
data a vytvorit grafy.

3.1.1 PREZITI U PACIENTU S NIZKOU A VYSOKOU HLADINOU GENU RNFT

Pro zjisténi, zda ma vysoka nebo nizké hladina exprese gentt RNFT U pacienti s CLL né&jaky
vliv na postup choroby apieziti pacientu, byla pouzita metoda takzvanych Kapplan-
Meierovych kiivek preziti. Nejprve byly vytvotfeny grafy, do kterych byly zaneseny dny preziti
kazdého pacienta podle toho, zda se un¢j vyskytuje vysoka ¢i nizkd exprese geni RNFT.
Vysledky téchto grafti ukazaly, ze mira exprese gent RNFT1 a RNFT2 by u CLL mohla byt
dilezitym faktorem. Dle grafii €. 2 a 3 nize, ma totiz vysoka exprese téchto genli evidentni
negativni dopady na pieziti pacienttl, coz je podlozené i signifikanci’’ vysledkd.

VLIV MIRY EXPRESE GENU RNFT1 NA PACIENTY S CLL

100+
—— nizka exprese RNFT1
—— vysoka exprese RNFT1
S 801 vy xp
0
2
Y 604
s -
o hodnota signifikance:
€ 401
3 0.0200
o *
S
o 204
0 T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000

dny preziti
Graf ¢. 2 viiv miry exprese genit RNFTI na pacienty s CLL
VLIV MIRY EXPRESE GENU RNFT2 NA PACIENTY S CLL

100- .
—— nizka exprese RNFT2
< —— vysoka exprese RNFT2
S 801
0
2
'Y 601
'S
o hodnota signifikance:
€ 40
] 0.0337
° *
o 204
0 T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000

dny preziti
Graf'¢. 4 viiv miry exprese genit RNFT2 na pacienty s CLL

"7 Statisticka signifikantnost byla uréena programem GraphPad, ktery ke stanoveni tohoto parametru vyuZzivé
specifické matematické vypocty, zde konkrétné se jednalo o Manteliv-Haenszeliv log-rank test. Tento test
vyuziva poradi hodnot pozorovanych Cast pieziti k odvozeni testové statistiky.

O signifikantni faktor se jedna, pokud je vysledek Mantel-Haenszelova log-ranku testu mensi nez 0,05. Poté se
S vice nez 95% jistotu jedna o pfiznacny faktor (tento parametr je v grafech znazornén hvézdickou).
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Déle byly vytvoteny grafy €. 4, 5, 6, a7, ve kterych byli pacienti rozd€leni do skupin na
mutovanou a nemutovanou formu leukemie, tedy rozdéleni pacientt podle tzv. IgVH statusu’®.
Urcuje se sekvence tohoto genu pfi diagnostice CLL ana zékladé¢ homolognosti vici jeho
zarodecné linii se urcuje, zda se jednd 0 mutovanou (<98% shoda sekvenci) ¢i nemutovanou

(>98% shoda sekvenci) formu CLL. Mutace tohoto genu znamenda pro pacienty piiznivéjsi

prognodzu ve srovnani S genem nemutovanym.

Do skupiny s mutovanou formou CLL spadalo celkem 45 analyzovanych pacientll pacientd,

do formy nemutované 116.

VLIV MiRY EXPRESE RNFT1 NA PACIENTY S NEMUTOVANOU CLL

100~ o
—— nizka exprese RNFT1
L .
L goA —— vysoka exprese RNFT1
>
N
2 60
S
2 40 hodnota signifikance
c
3 0.0306
9 201 *
o
0

0 1000 2000 3000 4000 5000
dny preziti

Graf ¢. 6 viiv miry exprese genu RNFTI na pacienty s nemutovanou formou CLL

VLIV MiRY EXPRESE RNFT2 NA PACIENTY S NEMUTOVANOU CLL

100+
< —— nizka exprese RNFT2
;% 80 —— vysoka exprese RNFT2
2
8 601
o |
‘g 404 I
§ hodnota signifikance
= 201
& 0.1876

0

0 1000 2000 3000 4000 5000
dny preziti

Graf'¢. 8 viiv miry exprese genu RNFT2 na pacienty s nemutovanou formou CLL

8 IgVH je gen, ktery koduje imunoglobulin. Nemutovany typ IgVH je v souvislosti s CLL spojen
S cytogentickymi abnormalitami a také s rychlej§im prab&hem nemoci
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VLIV MIRY EXPRESE RNFT1 NA PACIENTY S MUTOVANOU CLL

100
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Graf'¢. 11 Vliv miry exprese genu RNFTI na pacienty s mutovanou formou CLL

VLIV MIiRY EXPRESE RNFT2 NA PACIENTY S MUTOVANOU CLL
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Graf'¢. 10 viiv miry exprese genu RNFT2 na pacienty s mutovanou formou CLL

Z vysledkl pokust, které zndzoriuji grafy vySe, bylo zjiSténo, ze vliv miry exprese genil
RNFT1 a RNFT2 na pteziti pacientll S CLL se da povazovat za signifikantni faktor, z n€hoz by
se mohl stat dalsi prognosticky marker pro urcovani stadia CLL. Z grafii je ziejmé, ze pacienti,
u kterych se v bunkach postizenych CLL objevuje vyssi exprese geni RNFT1 a RNFT2,
umiraji v souvislosti s onemocnénim znateln¢ diive nez ti, U nichz exprese neni tak vysoka.
Tento nalez vSak plati pouze pro pacienty, ktefi trpi nemutovanou formou nemoci. U pacientl
s mutovanou formou CLL se mira exprese gentit RNFT1 ani RNFT2 jakoZto signifikantni faktor

neprokazala.
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Z duvodu, ze oba proteiny plni v bunikach velmi podobnou funkci, bylo mozné vytvofit jeden

graf zahrnujici oba geny, kde jsou pacienti rozdéleni do nasledujicich tfech skupin:

1. pacienti s vysokou expresi genu RNFT1 a RNFT2
2. pacienti s vysokou expresi genu a nizkou expresi genu

3. pacienti s nizkou expresi genu RNFT1 a RNFT2

ZAVISLOST MIRY EXPRESE GENU RNFT1 A RNFT2 NA PREZITI
PACIENTU S CLL

1004 nizka exprese RNFT1 a RNFT2
— vysoka exprese RNFT1 a nizka
S 801 exprese RNFT2
§§ — vysoka exprese RNFT1 a RNFT2
;qﬁ, 60
>
o
o
407
o
é’ L-— hodnota signifikance:
o 201 0.0331
*
0 T T T T ]
0 1000 2000 3000 4000 5000

dny preziti
Graf'¢. 12 viiv miry exprese genii RNFT1 a RNFT2 na prezZiti pacienti S CLL

Z grafu ¢. 8 vyse je ziejmé, ze U nemutované formy CLL ma vysoka exprese geni RNFT1

a RNFT2 opravdu vyrazny vliv na Zivot pacienti.

Analyza byla provedena u 114 pacientt, z nichz 20 patiilo do skupiny s vysokou expresi obou
genll. Z grafu je mozné konstatovat, ze zhruba 40 % pacientli S vysokou expresi obou gent se
doZije 5,5 roku od diagnostiky onemocnéni a zahdjeni 1écby. | kondice pacientt, u kterych byla
nameétena vysokd exprese bud’ jen genu RNFT1 nebo RNFT2 byla lepsi nez pacientii, U nichz
byla naméfena vysoka exprese obou genu zaroven. Tato informace byla pomoci Mantel-

Haenszelova log-rank testu vyhodnocena na vice nez 95 % jako signifikantni faktor.
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3.2 PRIPRAVA NA FUNKCNI EXPERIMENTY

Aby bylo mozno prozkoumat roli RNFT1 proteinti u bun¢k CLL, byl v dalsi fazi vytvoren tzv.
expresni vektor, coz je usek DNA, ktery umoznuje specificky zvySit mnozstvi RNFT1 ve
stanovenych buiikach. Déle byly ovéfovany existujici protilatky proti RNFT1 proteinim

s cilem zjistit, do jaké miry jsou specifické a pouzitelné pro dalsi experimenty.
3.2.1 KLONOVANI RNFT1 DO EXPRESNICH VEKTORU

Pro ziskani vétSitho mnozstvi gentt RNFT1 pro budouci experimenty bylo nutné tyto geny
amplifikovat, k ¢emuz bylo vyuzito klonovani DNA do expresnich vektort, v tomto piipadé

plasmidii.

3.2.1.1 PRIPRAVA INZERTU

Nejprve byla pomoci metody PCR provedena amplifikace komplementarni DNA genu RNFT1,
ktery byl ziskan reverzni transkripci z mRNA za pouziti komer¢niho kitu. U PCR byla pro
kazdy vzorek pouzita jina teplota hybridizace, aby byla nalezena teplota, pfi niz dojde
k vytvofeni nejvynosnéj$iho mnozstvi produktu. Master Mix pro reakci byl tvofen

nasledujicimi sloZkami:

e 10 ul Taqg DNA pufr pro DNA polymerazu (10X)

e 3l reverse primer’®

e 3 ul forward primer®

e 3 uldNTPs

e 1,05 ul P{x50 polymeraza
e 3 ul DMSO

e 55 ulmiliQ H20

e 15ulcDNA

Master Mix byl rozd€len na pét shodnych ¢asti 0 20 ul a bylo otestovano pét rozdilnych teplot
pro hybridizaci. Po provedeni PCR Vv termocykleru byly vzorky analyzovany pomoci gelové

agardzové elektroforézy.

79 elonguje se proti sméru transkripce, tedy 3°- 5°¢
8 elonguje se ve sméru transkripce, tedy 5¢- 3¢
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Obrdazek 9 nejvhodnéjsi teplota pro ziskani nejvynosnéjsiho mnozstvi proteinu RNFT1
Vysledné produkty byly zobrazeny pomoci UV zafeni a bylo zjisténo, Ze nejvynosnéjsi teplota

je 62,2°C.
Poté nasledovala dalsi PCR, pro niz byl pouzit tento Master Mix:

e 15 ul Taqg DNA pufr pro PCR polymerazu (10x)
e 4.5 ul reverse primer

e 45 pul forward primer

o 45uldNTPs

e 1,5 pl Pfx50 polymeraza

e 45 ul DMSO

e 78 ul miliQ H20

e 225 ul cDNA

Amplifikace probéhla standartnim zptisobem V termocykleru, pro hybridizaci byla pouzita
zjisténa nejvynosnéjsi teplota 62,2 °C (viz vyse). Vzniklé produkty byly pieneseny pipetou do
jedné Eppendorfovy zkumavky a byly k nim piidany 3 ul DNA barviva. VVzorek byl nanesen

do jamek agar6zového gelu a podroben elektroforéze.

Poté byl z gelu skalpelem odebran produkt za pomoci vizualizace UV zéfenim. Pro ziskéani
Cistého produktu z nezddouciho prostiedi gelu byl vyuzit komercni kit ,, JETQUICK gel
Extraction Spin Kit“ a byla provedena i purifikace®® komplementarni DNA genu RNFTI
pomoci komer¢niho kitu ,,JETQUICK PCR Purification Spin Kit“. DNA byla Stépena za
pomoci restrikénich endonukledz EcoR V a Hind III., aby byly vytvofené lepivé konce. Diky

81 o&isténi od viech nezadoucich latek
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témto konclim je mozné vlozit inzert do plasmidu, otevieného na mistech kompatibilnich

k témto lepivym konctim.

3.2.1.2 PRIPRAVA PLASMIDU A VLOZENI INZERTU

Pro inzerci byl pouzit plasmid pcDNA3, purifikovany pomoci komeréniho kitu ,,JETQUICK
PCR Purification Spin Kit“, ktery byl otevien pomoci restrikénich endonukleaz EcoR V a Hind
II.

Obrazek 10 schéma plasmidu pcDNA3
zdroj:  https://www.researchgate.net/figure/Map-of-pcDNA3-0-mammalian-expression-vector-of-about-
5-4-kb 279977088 (upraveno)

Pro vlozeni inzertu do plasmidu byla vytvotfena nasledujici ligacni smés:

e 2 ul T4 DNA Ligase Buffer (10X)
e 0,2 ul T4 ligaza

e 4 ul cDNA RNFTI1

e [ plplasmid

e 12,8 ul miliQ H20

Proces ligace, v pribéhu kterého doslo ke spojeni lepivych konct inzertu a plasmidu, trval 45
minut.

3.2.1.3 VLOZENIi PLASMIDU DO BAKTERIE

Ve zkumavce bylo smichano 50 pl bakterie Escherichia coli s5 pl plasmidu a smés byla
ponechana 15 minut na ledu, aby doslo k inkubaci. Po inkubaci byl proveden tzv. teplotni ok,
kdy byla bakterie a plasmid zahiaty na 42 °C po dobu 90 vtefin. Béhem této reakce doslo

k poruseni cytoplasmatické membrany bakterie a diky tomu mohl do buiky plasmid

44



proniknout. Nésledné byl ke smési pfidan 1 ml sterilntho LB® média atento roztok byl

inkubovan 60 minut pfi teplot¢ 37 °C.

Piebyte¢né médium bylo odsito a nainkubované®® bakterie naneseny na sterilni Petriho misky
0 pruméru 10 cm S agarovymi plotnami, tedy 5% smési agaru v LB médiu a 0,01% obsahem
AMP. Bakterie byly inkubovany za teploty 37 °C po dobu 12 hodin. Po uplynuti této doby byly
kolonie odpichnuty a pieneseny do 0smi novych zkumavek s 30 ml sterilniho roztoku LB média
s 0,01% obsahem AMP. Bakterie byly opét inkubovany po dobu 12 hodin za stalého tiepani
a teploty 37 °C. Izolace plasmidu z narostlych kolonii bakterie Escherichia coli byla provedena
pomoci komeréniho kitu ,,JETQUICK Plasmid Purification Spin Kit“ zvlast pro kazdou

z osmizkumavek.

RNFT1 GEN PCR RNFT1 GEN
S LEPIVYMI KONCI

——— > _— Hind Il EcoRV
Hind Il EcoRV

Hind L EcoRV

T~
o

PLASMID OTEVRENY RESTRIKCNIMI ENDONUKLEAZAMI

Obrazek 11 demonstrace vilozeni inzertu do plasmidu

3.2.1.4 OVERENI INZERTU V PLASMIDU

Ov¢éteni UspeSnosti celého pokusu bylo provedeno pomoci agarézové gelové elektroforézy.

Byly vytvoteny dva druhy vzorkt, jednim byl izolovany plasmid a druhym plasmid otevieny

ptvodnimi restrikénimi endonukledzami na mistech ptivodniho vlozZeni inzertu, tedy:

e 22 ul Red Buffer
e 2 ulHind Il

82 lyzogenni médium (lysogeny broth)
8 inkubace je vyraz pro vyvoj buné&nych/bakteridlnich kultur
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e 2ulEcoRV
e 84 pl miliQ H20

Tyto slozky byly smichany a u kazdého z osmi vzorki bylo smiseno 10 pl této reakéni smési

s 10 ul plasmidu, smés byla $t€pena dvé hodiny za teploty 37 °C.

Poté byly vzorky obarveny 0,5 pul loadovaciho barviva a naneseny na agarézovy gel. Do prvni
jamky byl nanesen plasmid s cDNA ado druhé jamky plasmid otevieny restrik¢nimi
endonukledazami. Ke gelu byl pfipojen zdroj elektrického napéti, reakce probihala 30 minut pfi

105 V. Po reakci byly vzorky analyzovany pomoci UV zéfeni.

Provedené agar6zové gelové elektroforézy potvrdil uspésné vlozeni inzertu do plasmidu, to je
zietelné z obrazku ¢. 11 Kazdy vzorek zabira na gelu dvé jamky — prvni jamka je vzdy plasmid
i sinzertem anachazi se zde tedy pouze jeden produkt, druha jamka je plasmid otevieny
restrikénimi endonukledzami anachdzi se zde tedy dva produkty ato prazdny plasmid

a samotny inzert.

VELIKOSTNi PLASMID
MARKERY s
(Kb) INZERT
PRAZDNY
PLASMID
VOLNY
INZERT

Obrdazek 12 ovéreni spravnosti vioZeni vektorii do plasmidii

Po ovéfeni, Ze vlozeni inzertu do plasmidu bylo uspésné, byla provedena finalni izolace genu
RNFT1 za pomoci komeréniho kitu ,,JETQUICK Plasmid Maxiprep Spin Kit“ a vzorky byly
ulozeny Vv -80 °C.

3.2.2 MODIFIKACE GENU RNFT1V BUNKACH

Pro dalsi experimenty byly vytvofeny nasledujici modifikace genu RNFT1 v bunkéch:

e RNFT1 Wild Type TetON
e RNFTI ARING TetON
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e RNFT1CS TetON

RNFT1 Wild Type je gen zcela bez modifikaci, tak jak se vyskytuje pfirozené. RNFT1 ARING
je modifikaci, kdy byla genu zcela odebrana cela RING doména. Modifikace RNFT1 CS

blokuje enzymatickou aktivitu umoziujici funkci E3 ubiquitin-ligaz (v ramci ubiquitinace).

U vSech vzorkii byl pouzit syst¢tm TetON, buiiky byly jiz od zasazeni na Petriho misku
vystaveny puisobeni tetracyklinu. Navic byly otagovany®* tzv. HA11 tagem, aby byla mozna
jejich detekce pfi western blotu. Jelikoz se dosud nepodafilo nalézt vhodné protilatky pro

detekci proteint RNFTL.

RNFT1 WILD TYPE | RNFT1 CS RNFT1 ARING

Obrazek 13 demonstrace jednotlivych modifikaci

Geny byly nejprve vlozeny do plasmidl, tedy expresnich vektori, adle pozadovanych

modifikaci dale upraveny. Tyto modifikace provadél kolega Tomasz Radaszkiewicz M.Sc.

323 OTESTOVANI MODIFIKACI GENU RNFT1 V BUNKACH METODOU
WESTERN BLOT

Vzorky bun€k s modifikovanymi geny RNFT1, viz vySe, byly po dobu 72 hodin péstovany na
Petriho miskach v zivném médiu (pozadované vzorky navic s tetracyklinem v poméru 1:1000
vuéi médiu). Médium bylo nasledné odsato a buriky "odlepeny" ode dna misky 0,4% roztokem
EDTA® v PBS. Roztoky s buiikami byly pieneseny do Eppendorfovych zkumavek apo
centrifugaci (200 g, 5 min., 4 °C) byl odsat roztok EDTA v PBS. Buiky byly dvakrat promyty

8 geny RNFT1 byly otagovany HA11 tagem, protoZe se nepovedlo najit vhodné protilatky pouZitelné pro jejich

rrrrrr

ktery z néjakého diivodu nejde oznacit protilatkami. To umoziiuje nasledné tento protein detekovat protilatkami
proti pfidanému tagu
8 ethyldiamintetraacid (kyselina ethyldiamintetraoctova)
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v 10% roztoku PBS a dale byla, dle postupu standartniho ,,DC protein assay“ protokolu,

zmeéfena koncentrace proteinti V kazdém vzorku.

Na zaklad¢ vysledkti méteni byly vytvoteny vzorky pro metodu western blot. U kazdého vzorku
bylo spocitané mnozstvi na zakladé jeho koncentrace nutné pro dosazeni obsahu 450 pg. Tento
objem byl nasledné v separovanych Eppendorfovych zkumavkach smichan se 75 ul Laemmliho
pufru® a mnozstvi bylo doplnéno miliQ H.0 tak, aby mél kazdy vzorek dohromady 180 pl.
Tato smés byla pomoci sonikace zlyzovana a po dobu péti minut zahfivana pii teploté 95 °C,

aby doslo k denaturaci proteind.

Vzorky pripravené timto zpusobem byly naneseny do jamek v akrylamidovém gelu pro
elektroforetickou separaci, pti¢emz do kazdé jamky bylo naneseno 22 ul vzorku. Gely byly
v prostiedi 1X Tris-glycin-SDS pufru pfipojeny ke zdroji elektrického napéti na 125 V po dobu
jedné hodiny.

Po skonceni elektroforézy byly vzorky pieblotovany na polyvinylovou membranu. Tento
proces opét probihal v boxu pro western blot v prostiedi 1X Tris-glycin-SDS pufru, a to za
elektrického napéti 100 V po dobu 1 hodiny a 15 minut.

Nésledné byl ptipraven blokovaci roztok, tedy 5% smés suSeného odtucnéného mléka v TBS
pufru. Nasledné byla v tomto roztoku provedena blokace membran, a to po dobu jedné hodiny

za konstantniho michani na tfepacce.

PROTEIN VELIKOST PRIMARNI SEKUNDARNI PROTILATKA:
PROTILATKA PROTILATKA BLOKOVACI

(PROTI PRIM.) ROZTOK
RNFT1 | 70kDa anti HA11 mysi 1gG® 1:200
(MMS-101P)

B-ACTIN ‘ 42 kDa ab8229 kozi IgG 1:1000

Tabulka 1 pouzité protilatky pro testovani modofikaci genu RNFTI

8 20 % glycerol; 10 % beta-merkaptoetanol (C2H60S, syn. 2-merkaptoetanol,

2-hydroxymetylmerkaptan); 4% SDS; 0,02% bromfenolova modt; 120 mM Tris-HCI, pH 6,8; dH20

87 IgG je Imunoglobulin G, ktery v reakci hraje roli sekundarni protilatky proti imunoglobulinu hostitelského
organismu primarni protilatky
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Po blokaci byl roztok odstranén a membrany byly roziezany Vv zavislosti na velikosti
specifického detekovaného proteinu v kDa®® a jeho pozici na membrané. Kazd4 membrana byla
separovan¢ vlozena do zkumavky se 2 ml blokovaciho roztoku a primarnimi protilatky dle

doporuceného fedéni na obale (viz tabulka ¢. 1)

Interakce imunoglobulinti s proteiny probihala pfes noc za stalého michani na tfepacce. PO
12 hodinach byly protilatky omyty 2 ml TBS pufrem, pufr byl ponechan pét minut ve zkumavce

za stalého michani a poté nahrazen novym TBS pufrem. Proces byl opakovan ve tiech cyklech.

Poslednim krokem Vv pfipravé vzorkii bylo pfidani sekundarnich protilatek proti
imunoglobulinu z hostitelského organismu primarnich protilatek (viz tabulka ¢. 1). Piislusné
sekundarni protilatky byly pfidany Vv ptislusné koncentraci se 2 ml blokovaciho roztoku ke
kazdému vzorku. Interakce mezi sekundarnimi a primarnimi imunoglobuliny probihala jednu
hodinu za stalého michani na tfepacce. Nasledné byl roztok s protilatkami odstranén

a membrany ve tfech cyklech promyty TBS pufrem.

Na membrany pfipravené K analyze byl nanesen roztok chemiluminiscen¢niho substratu
avzorky analyzovany pomoci piistrojem FusionSC. Zjisténé vysledky potvrdily spravnost
modifikaci genu RNFT1:

P S S
P/ 7}

FIIT I g 5558888
SSsSS§f0069s§55s8s

NN ON N NN NN NN NN
L6665 86868656 68

r X ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ & & ¢ «
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RNFT1 (HA11) & o a 9
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Obrazek 14 western blot testujict spravnost modifikace bunék genem RNFTI®

Podle obrazku €.13 je ziejmé, Ze vSechny modifikace genit RNFT1 byly provedeny tispésné.

Vypovida o tom, dle obrazku vyse, mnozstvi produktu u kazdého vzorku a jeho poloha na gelu.

8 Da = atomova hmotnostni jednotka; 1 Da = 1,66x10—27 kg

8 yyskyt dvojitych detekovanych produktii u proteinu RNFT1 nezpochybiiuje spravnost vysledkt, vzhledem k
tomu, ze toto zdvojeni se vyskytovalo u vSech produkti a kontrolni protein B-actin vysel spravne. Zdvojeni
produktli u proteinu RNFT1 mtze mit nasledujici pfiCiny: pfili§ vysoka koncentrace primarnich nebo
sekundérnich protilatek, ptili§ velka/malé velikost detekovaného proteinu ¢i vyskyt lyzatu na loadovaném gelu.
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Zatimco U vzorki, ke kterym nebyl pfidan tetracyklin, nebyl detekovan Vv podstaté¢ zadny
produkt, u vzorkt vystavenych tetracyklinu je vyskyt produktu zcela zjevny. A dale aspésnost
potvrzuje ipozice na gelu. RNFT1 Wild Type, tedy gen bez jakychkoliv modifikaci, ma
nejvetsi velikost, tudiz se na gelu vyskytuje nejvys. Zato nejmensi velikost ma RNFT1 ARING,
u kterych byla odstranéna cela RING doména a vyskytuje se ve srovnani S nemodifikovanym

typem na gelu mnohem niz.

Spravnost provedeni pokusu potvrdil tzv. kontrolni loadovaci protein p-actin.
3.3 FUNKCNI EXPERIMENTY

Hlavnim cilem téchto experimentii bylo objasnit biologickou funkci gent RNFT1 a RNFT2,

konkrétné jejich funkci v buitkach a v mezibunééné signalizaci.

33.1 VLIV MIRY EXPRESE GENU RNFT1 ARNFT2 NA BUNECNOU
PROLIFERACI

Pro zjisténi vlivu miry exprese gentt RNFT1 a RNFT2 na bunéénou proliferaci byly pouzity

nasledujici bunééné linie s modifikacemi gentt RNFT1 a RNFT2:

e T-REx® Wild Type®*

e RNFT1KO

e RNFT1 Wild Type TetON
e RNFT1 CS* mut TetON

e RNFT1 ARING mut TetON
e RNFT2 KO

e RNFT2 Wild Type TetON
e RNFT1/RNFT2 dKO

T-REx Wild Type jsou buiiky T-REx bez dal§ich modifikaci gent RNFT1 nebo RNFT2, stejné
tak bunééné linie S RNFT1 Wild Type a RNFT2 Wild Type nemaji zadné modifikace genti
RNFTI ¢i RNFT2. RNFT1 a RNFT2 KO jsou oznaeni pro bunécné linie, U kterych byly

% savei buniky naprogramované tak, aby pridani tetracyklinu vyvolalo nadprodukcei konkrétniho genu
91 divoky typ", buriky s geny bez jakychkoliv modifikaci
9 geny s blokovanou E3 enzymatickou aktivitou
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pomoci metody Crispr/Cas9 zcela odstranény geny RNFT1 a RNFT2, u linie s modifikaci
RNFT1/RNFT2 dKO byly odstranény oba geny V tyz buiikach. RNFT1 ARING je modifikaci,
kdy byla genu zcela odebrana celd RING doména, modifikace RNFT1 CS jsou bunky se
zablokovanou E3 enzymatickou aktivitu u genit RNFT1. TetON znaci vyuziti tetracyklinového
systétmu U konkrétnich bunéfnych linii. (Tyto modifikace provadél kolega Tomasz

Radaszkiewicz M.Sc.)

3.3.1.1 PRIPRAVA VZORKU

Burniky byly nejdiive zasazeny na sterilni 10 cm Petriho misce a péstovany po dobu ¢tyf dni
v zivném médiu, jednalo se 0 10% roztok FBS® v DMEM® médiu s 1 % P/S%. Po &tyfech

dnech bylo pomoci pritokového cytometru zméteno mnozstvi bunék od kazdého vzorku.

Nésledné bylo od kazdé bunécné linie zasazeno 25 000 bunék na kultivaéni desticku 06
jamkach do 3 ml zivného média, opét se jednalo o roztok DMEM s 10 % FBS a1l % P/S.
Vsechny linie byly zasazeny dvakrat. Jedna skupina byla vzdy ponechana pouze Vv istém

médiu, ke druhé byl ptidan do zivného média tetracyklin v poméru 1:1000.

Poté bylo kazdych 24 hodin méfeno mnozstvi bunék U kazdé linie. Z jamky bylo odsato
médium a bunky byly nékolik minut ponechany v 1 ml 0,4% roztoku EDTA v PBS. Nasledné
byly vzorky pieneseny pomoci pipety do Eppendorfovy zkumavky a byl ptidan 0,002% roztok
TMRE® v PBS, tedy fluorescené¢ni barvivo, které vzorky obarvilo a umoznilo analyzu pomoci

pratokového cytometru.

Mnozstvi bun€k bylo méteno kazdych 24 hodin po dobu 4 dni. Cely tento cyklus byl zopakovan
celkem tiikrat. Vystupem meéteni byly informace 0 priabéhu bunééné proliferace kazdé linie
Vv zavislosti na konkrétni modifikaci genit RNFT1 a RNFT2 a vlivu miry exprese téchto gent

(viz ptiloha 1).

Tato data byla nasledné zanalyzovana a byly vytvotreny 2 grafy znazoriujici prubéh bunécné
proliferace u jednotlivych bunéénych linii. Jeden pro buiiky s modifikacemi genu RNFT1 (viz

graf ¢. 10) a druhy pro buiiky s modifikacemi genu RNFT2 (viz graf €. 9).

% fetal bovine serum (sérum z plodové vody tura domaciho)
% Dulbecco’s Modified Eagle medium (Zivné médium)

% Penicilin/Streptomycin

% tetramethylrhodamine
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3.3.1.2 VYSLEDNE GRAFY DEMONSTRUJICIi PRUBEH BUNECNE
PROLIFERACE

Do grafti byly zaneseny hodnoty ziskané ze vSech méteni. Byly vytvoieny dva grafy zvlast' pro
gen RNFT1 a pro gen RNFT2. Pro vétsi prehlednost, vzhledem k mnozstvi métenych objektu,
byly pouzity pouze ty bunécné linie, U kterych byly znatelné rozdily mezi vzorky s uméle

navozenou nadmérnou expresi a standartni hodnotou exprese gent RNFT1 nebo RNFT2.

40000~
-- RNFT2 KO
2 300001 -~ RNFT2 tet+
[
2 00004 - RNFT2 Wild Type
kS
[e]
2 10000
POCET OPAKOVANI =3
O T T T T T

Cas (hodiny)

Graf ¢. 13 pribéh bunecné proliferace s umeéle rizenou expresi genu RNFT2.

Z grafu ¢. 9 je znatelny evidentni rozdil mezi bunikami, U nichz byl zcela odstranén gen RNFT2
(RNFT2 KO) a burikami, U nichz byla naopak umeéle navySena hodnota exprese genu RNFT2
(RNFT2 Tet+). Standartni prubéh proliferace zde demonstruje RNFT2 Wild Type, tedy linie
bez jakychkoliv modifikaci.

Dle téchto dat je tudiZ mozné fici, Ze mira exprese genu RNFT2 ma zcela patrny vliv na
bunéénou proliferaci. Bunky s uméle fizenou nadmérnou expresi tohoto genu se Vv podstaté
nebyly schopny mnozit, zatimco pii absence genu RNFT2 buriky spise prosperovaly a 0 i 1épe

ve srovnani s nemodifikovanymi buiikami.
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Z grafu ¢. 10 uz nejsou tolik znatelné rozdily mezi jednotlivymi modifikacemi jako

u ptedchoziho grafu.

Z vysledkl pokusu se dé tedy konstatovat, ze vysoka exprese genu RNFT2 ma pomérné fatalni
dopady na bunécnou proliferaci. Pocet bun€k s vysokou expresi genu RNFT2 byl po 4 dnech

zhruba tietinovy oproti poctu bun€k bez exprese tohoto genu.

500007 -+ RNFT1KO
-~ RNFT1 Wild Type tet+
400004
x -~ RNFT1 Wild Type tet-
_§ 30000+ - RNFT1 delta RING tet+
§ 20000- -»- RNFT1 delta RING tet-
[«
100004
POCET OPAKOVANI =3

Cas (hodiny)

Graf ¢. 14 pribéeh bunécné proliferace s uméle rizenou expresi genu RNFT1

Tyto vysledky byly potvrzeny irealnymi snimky stejnych vzorkt bunék jako pii méfeni
bunécné proliferace, které byly vystaveny plsobeni tetracyklinu atim padem dochazelo

k vysoké expresi genu RNFT2 a srovnany s buiikami bez pridani tetracyklinu, kde byla tedy

hladina exprese genu RNFT2 standartni.

Obrazek 15 a Obrazek 16 ukazuji rozdily v bunécné proliferaci mezi buiitkami s a bez tetracyklinu;
autor:Tomasz Radaskiewicz M.Sc.

Na obrazku ¢. 15 jsou zobrazeny buiky se standardni expresi genu RNFT2, na obrazku ¢. 16

buiiky se zvySenou expresi genu RNFT2. U buné¢k se zvySenou expresi genu RNFT2 (obrazek
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¢. 16), je evidentni, ze doSlo K vyrazné apoptéze anavic jejich tvar ukazuje na snizenou
bunécnou adhezi, coz miize naznacovat zastaveni V nékteré z fazi bunééného cyklu. Toto jen
potvrzuje negativni dopady nadprodukce proteintt RNFT2 na bunéénou proliferaci a verifikuje

prubéh bunééného mnozeni demonstrovany kiivkou v grafu €. 9.

V dalsi fazi vyzkumu bylo zjistovano, ve které konkrétné fazi bunééného cyklu dochézi pti

zvySené expresi genu RNFT2 k zastaveni proliferace.

3.3.2 VLIV MIRY EXPRESE GENU RNFT1 A RNFT2 NA PRUBEH BUNECNEHO
CYKLU

Vzhledem k vysledkim, které vysly pii méfeni bunééné proliferace, bylo blize zkoumano, jaky
konkrétni dopad ma vysoka exprese genti RNFT1 a RNFT2 na bunéény cyklus. Ke zjisténi této
informace byl vyuzit pritokovy cytometr, vzorky byly pouZity totozné jako u méteni bunécéné

proliferace, tedy:

e T-REX Wild Type

e RNFT1KO

e RNFT1 Wild Type TetON
e RNFT1 CS mut TetON

e RNFTI1 ARING mut TetON
e RNFT2KO

e RNFT2 Wild Type TetON
e RNFT1/RNFT2 dKO

Pokud byl provadén na shodnych bunéénych liniich jako u minulého pokusu (viz kapitola

3.3.1), kde jsou vSechny linie podrobné popsany.

3.3.2.1 PRIPRAVA VZORKU

Vsechny bunécné linie byly zasazeny na sterilni kultivacni desticku do 10 ml do 3 ml Zivného
média, roztoku DMEM s 10 % FBS a 1 % P/S. Po dobu 72 hodin byly vSechny buné¢né linie
vystaveny pusobeni tetracyklinu v poméru s médiem 1 : 1000. VSechny linie byly zaroven
péstovany stejnym zplusobem bez tetracyklinu. Po 72 hodinach bylo odsidto médium a pridan
1 ml 0,4% roztoku EDTA v PBS, diky kterému se buiky odlepily ode dna. Vzorky byly

nasledné pfeneseny do Eppendorfovych zkumavek a zcentrifugovany (500 g, 5 min., 4°C).
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Roztok PBS s EDTA byl odsat a bunéény pelet o¢istén 1 ml 70% roztoku ethanolu. Nasledné
byl roztok ethanolu po centrifugaci (500 g, 5 min., 4°C) odsat a bunky byly dvakrat promyty
vV 20% roztoku PBS. Po odsati PBS bylo k buné¢nému peletu kazdého vzorku ptidano 50 pl
12,5% roztoku RNase A% a 400 ul 0,5% roztoku PI®®, Smési byly nasledné 10 minut

inkubovany a poté analyzovany pomoci pritokového cytometru.

3.3.2.2 VYSLEDKY MERENI

Bunéény cyklus byl méfen celkem tiikrat a primér vystupnich hodnot byl nésledné
analyzovana. Byl vytvofeny grafy separované pro kazdou buné¢nou linii zobrazujici, jaké

mnozstvi bun€k se nachazi ve kterém bunééném cyklu.

100+ 3 Wild Type Cells TET-
fu;:. 80+ B3 wild Type Cells TET+
32 &l ' ‘ CJ RNFT2 TET-
2 w - B3 RNFT2 TET+
g 401 7 "* o = ' ] RNFT1/T2 dKO TET-
2 20 Iﬂlﬁ % Ilﬁl:l: 2 : B3 RNFT1/T2dKO TET+
IR = P

G1 FAZE S FAZE G2/M FAZE

Faze bunééného cyklu

Graf'¢. 15 viiv vysoké exprese genii RNFTI1 a RNFT2 na jednotlivé faze bunécného cyklu

Markantni rozdily oproti ostatnim vzorkiim byly zaznamenany pouze U bunécné linie s uméle
zvySenou expresi genu RNFT2 (RNFT2 Tet+). U ostatnich linii nebyly pozorovatelné zmeny
ani mezi vzorky komplexn¢, ani v ramci vysky exprese U vzorkl jednotlivych. Bunéény cyklus

tedy probihal krom genu RNFT2 Tet+ zcela standardné.

Na zaklad¢ téchto vysledku tedy bylo zjisténo, ze nadmérna exprese genu RNFT2 zptsobuje
zastaveni bunécného cyklu v tzv. S fazi, tedy fazi, kdy dochazi k syntetizaci DNA burky.
K tomuto tvrzeni vede fakt, ze v S fazi bun¢k s genem RNFT2 Tet+ se vyskytovalo témér 50 %

bunék (oproti standardnim 30 %), z ¢ehoz se da konstatovat, ze doslo zastaveni pravé v této

9 Ribonuklease A - enzym, ktery je schopen degradovat molekuly RNA
% Propidium lodide - fluorescenéni barvivo, které se vaze na DNA piimo imérné na mnoZstvi DNA
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fazi, bunky nebyly schopné dokoncit syntetizaci DNA a piejit do faze G2/M (v této fazi se

u vzorku vyskytovalo necelych 5 % namisto standardnich 15 %).

Pro demonstraci rozdili jsou navic v grafu zobrazeny rozdily mezi buiikami bez jakychkoliv
modifikaci (Wild Type Cells*®), buitkAm s naprostou absenci genit RNFT1 i RNFT2 (RNFT1/2
dKO) oproti buikdim s nadmérnou expresi genu RNFT2. Zatimco i pii absenci obou genu

élOO

probihal bunécny cyklus U vzorkl zcela standardné™", u vzorkli s nadmérnou expresi genu

RNFT2 doslo k zastaveni bunééného cyklu v S fazi a postupné apoptoze bunék.

STANDARTNI RNFT2 KO RNFT2 TET+
BUNECNA LINIE

NTIAD WINVYA AXNINNEG OLNID0YHd

Graf ¢. 16 srovnani bunécného cyklu u bunécnych linii s absenci genu RNFT2 a uméle Fizenou
nadmeérnou expresi genu RNFT2

3.3.3 DOPADY VYSOKE EXPRESE GENU RNFT2 NA KOMPONENTY
FIGURUJICI VE WNT SIGNALIZACI

Pro pochopeni funkce a dopadii vysoké exprese genti RNFT1 a RNFT2 v bunikach, byly
zkoumany interakce mezi témito geny a jednotlivymi komponenty rtznych typi Wnt
mezibunééné signalizace, kterd je uzce spjata S leukémii, a je tedy nutné se na ni zamé&fit pii
hledani zavislosti mezi geny RNFT a CLL. K zji§téni téchto interakci byla pouzita metoda
western blot, kdy bylo mimo jiné i hledano, zda dochazi k interakci mezi geny RNFT a Wnt
komponenty pouze nezavazné ¢i zda vV ramcei ubiquitinaéniho komplexu pomoci manipulace

s E3 ligacnim koncem geni RNFT.

% bunky bez jakychkoliv modifikaci
100 standartni procentudlni rozloZeni cyklu bunék v zavislosti na fazi cyklu je 50% cyklu = G1 faze, 30% cyklu =
S faze, 20% cyklu = G2/M faze

56



Byly zkoumany bunécné linie S nasledujicimi modifikacemi genit RNFT2:

e T-REX

e RNFT2 TetON

e RNFT2 CS TetON

e RNFT2 ARING TetON

Tyto modifikace provadél kolega Tomasz Radaszkiewicz M.Sc.

Modifikované buiiky byly nejdiive zasazeny na sterilni 10cm Petriho misku a péstovany po
dobu 4 dni v zivném médiu 10% FBS v DMEM. Kazda bunééna linie méla 2 duplikaty - jeden
vzorek zasazen pouze v ¢istém médiu a druhy s pridanym tetracyklinem v poméru 1:1000 vici
zivnému médiu. Nasledné bylo médium odsato a pfidano 1,5 ml 0,4% roztoku EDTA v PBS
a vzorky byly ptepipetovany do Eppendorfovy zkumavky. Po centrifugaci (200 g, 5 min., 4°C)
a odsati roztoku PBS EDTA byly buiky 2 krat omyty v 10% roztoku PBS. Po omyti bylo opét
PBS odsato apfidan lyzacni puftr, tj. roztok PBS s1% SDS a2 % PIC. Nasledn¢ byla
provedena sonikace a buiiky byly zlyzovany. Lyzaty byly zcentrifugovany (16 000 g, 15 min.,
4°C), byla odebrana vrchni vrstva vzorku (bez sedimentil) a metodou "DC Protein Assay"

zmétena koncentrace proteinli U kazdé bunécné linie.

Vzorky byly naneseny do jamek predpfipraveného 10% akrylamidového gelu pro
elektroforetickou separaci. Gely byly v prostiedi 1X Tris-glycin-SDS pufru pfipojeny ke zdroji
elektrického napéti na 125 V po dobu 1,5 hodiny.

Po skonceni elektroforézy byly vzorky pieblotovany na polyvinylovou membranu. Tento
proces opét probihal v boxu pro western blot v prosttedi 1X Tris-glycin-SDS pufru, a to za

elektrického napéti 100 V po dobu 1 hodiny a 15 minut.

Nésledné byl pfipraven blokovaci roztok, tedy 5% smési suseného odtu¢néného mléka v TBS
pufru. Nasledné byla provedena blokace membran v tomto roztoku a to po bodu 1 hodiny za

konstantniho michédni na ttepacce.

Po blokaci byl roztok odstranén a membrany byly roziezany V zavislosti na velikosti

specifického detekovaného proteinu v kDa a jeho pozici na membrané. Kazda membrana byla
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separovan¢ vlozen do zkumavky se 2 ml blokovaciho roztoku a primarnimi protilatky dle

doporuceného fedéni na obale (viz piiloha 2)

Interakce imunoglobulint S proteiny probihala pfes noc za stalého michéni na tfepacce. Po 12
hodinach byly protilatky omyty 2 ml TBS pufrem, pufr byl ponechan ve zkumavce za stalého

michani 5 minut a poté nahrazen novym TBS pufrem. Proces byl opakovan ve 3 cyklech.

Poslednim krokem V ptipravé vzorki byla adice sekundarnich protilatek, tedy imunoglobulina
komplementarnich Kk hostitelskému organismu primarnich protilatek (viz piiloha 2). Ptislu$né
sekundarni protilatky byly pfidany Vv piislusné koncentraci se 2 ml blokovaciho roztoku ke
kazdému vzorku. Interakce mezi sekundarnimi a primarnimi imunoglobuliny probihala 1
hodinu za stidlého michani na tfepacce. Nasledné¢ byl roztok S protilatkami odstranén

a membrany ve 3 cyklech promyty TBS pufrem.

Na membrany pfipravené K analyze byl nanesen chemiluminiscenéni substrat. Tento roztok se
navdzal na sekundarni protilatky a ptisobenim HRP, tedy perodiddzy navdzané na sekunddrnim
imunoglobulinu, doslo ke katalyzaci reakce vedouci ke vzniku svétla. To nasledné umoznilo

vzorky vizualizovat pod UV zafenim a analyzovat pomoci piistroje FusionSC.

U vysledkti pokusti byly nasledné zkoumany diference mezi mnozstvim produktu, tedy
detekovaného proteinu, Ubunék Srozdilnou mirou exprese genu RNFT2. Rozdily mezi
obsahem produktu a vzorky s rozdilnym obsahem genii RNFT2 by totiz znamenaly, ze geny
RNFT2 zpisobuji né&jaké transformace Vv této draze amaji vliv na pribéh standardnich

mechanismu.
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Obrazek 17 zmeny Vv mnozstvi proteini Wnt signalizace V dusledku nadmeérné exprese genu RNFT2

3.3.3.1 RORL1 (z angl. Receptor Tyrosine Kinase-like Orphan Receptor)

vvvvvv

Whnt signalizace, tedy proteinem Whnt.

U vzorkl bunék se zvySenou expresi genu RNFT2 (RNFT2 BiolD tet+) doslo ke snizené
produkci proteinu ROR1. Tim padem doslo i ke snizeni mnozstvi proteinu Wnt, ktery se mohl
na receptor ROR1 navézat. Z tohoto vysledku je tedy mozné vyvodit, Ze zvySena exprese genu
RNFT2 vede k inhibici Wnt signalni drahy.

3.3.3.2 DvI2 (z angl. Dishevelled 2)

DvI2 je protein, ktery interaguje s receptorem ROR1 po jeho navazani na Wnt. Bylo zjisténo,
Ze U vysoké exprese genu RNFT2 (RNFT2 BiolD tet+) doslo ke sniZzeni mnozstvi proteinu DvI2
navazaného na receptoru ROR1. To je pochopitelné vzhledem k tomu, Ze U zvySené exprese
genu RNFT2 dochazelo ke snizeni produkce ROR1, na ktery se tim padem i vaze méné DvI2.
Snizené mnozstvi produktu DvI2 je tedy znatelné na obrazku ¢. 16 u vzorku RNFT2 BiolD

Tet+ v horni zon€ vyskytu na gelu.

Spodni produkt, kterého je naopak vice, jak vici hornimu, tak oproti vzorkiim S normalni
expresi genu RNFT2. Jedna se 0 protein Dvl2, ktery neni vdzan na receptor RORI a na ktery je

navazana fosfatova skupina.
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3.3.3.3 CCND1 (z angl. Cyclin D1)

Vys$s§i mnozstvi proteinu CCNDI1 se vyskytovalo U vzorku se zvySenou expresi genu RNFT2
(RNFT2 BiolD tet+). Produkce tohoto transkripéniho faktoru zavisi na aktivité¢ predchozi
kaskady, pti niz dochazi K predani signalu. CCND1 se tadi mezi cilové transkripcni faktory
NF - kB. Aktivaci téchto faktorti ovliviiuje mira fosforylace c-junu. V zavislosti na tom, ze se
u DvI2 vyskytovalo zvysené mnozstvi produktu s fosfatovou skupinou, dochazelo k predani
fosfatové skupiny pies kaskadu proteinti figurujicich ve Wnt/ROR signalizaci. Ve vysledku
byla fosfatova skupina pienesena na transkripéni faktor c-jun. Mira fosforylace c-junu ovliviuje
aktivaci cilovych transkripénich faktort. V jadfe v dusledku toho dosSlo k nadprodukci
transkripéniho faktoru CCNDI.

Celkov¢ je tedy mozné tvrdit, ze zvySena exprese genu RNFT2 u bun¢k vede K inhibici signalni
drahy Wnt. Svéd¢i o tom sniZend produkce receptoru ROR1, které ptijimaji signal. Ve vysledku

vSak tato inhibice vede ke zvysené aktivité transkripéniho faktoru CCND1 v jadre.

Vysledky metody western blot u ostatnich proteint, u kterych nebyly nalezeny zadné vzajemné

zmeény, jsou uvedeny v piiloze 3.

334 DOPADY VYSOKE EXPRESE GENU RNFT2 NAKOMPONENTY
FIGURUJICI V HIPPO SIGNALIZACI

Pro tento pokus byly vyuZzity stejné vzorky jako pfi testovani interakci mezi geny RNFT
a komponenty Wnt signalizace a pii experimentu byl vyuzit i shodny postup (viz kapitola ¢.
4.3.3.). Jedinym rozdilem byly cilové proteiny, U kterych byly hledany rozdily, tedy zda se 1isi
mnozstvi konkrétnich proteinti U vzorkli bunék se standardnim a zvySenym mnozstvim gend

RNFT2. Testovany byly pomoci metody western blot nasledujici bunécéné linie:

e T-REX

e RNFT2 TetON

e RNFT2 CS TetON

e RNFT2 ARING TetON

Cilem bylo opét zjistit potencialni vzajemné pusobeni mezi komponenty Hippo signalizace

a geny RNFT2, tedy urcit roli genit RNFT2 v této signalni draze. Distance mezi mnozstvim
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zkoumaného proteinu Ubunénych linii Srozdilngm mnozstvim genu RNFT2 byly

zaznamenany U nasledujicich proteind:

AMOT

PLATS1 -‘ﬁb ~ .

Obrazek 18 zmény vV mnozstvi proteinii Hippo signalizace v diisledku nadmérné exprese genu RNFT?2

3.3.4.1 AMOT (z angl. Angiomotin)

AMOT je protein regulujici vnitrobunécné umisténi koaktivatorit YAP a TAZ a aktivujici
enzymy LATS. U vzorkiit RNFT2 BiolD Tet+ (viz obrazek €. 18), tedy se zvySenou expresi
genu RNFT2, doslo ke snizeni produkce proteini AMOT ve srovnani S bufikami se standardni

expresi genu RNFT2.

3.3.4.2 pLATS (z angl. phosphorylated Large tumor suppressor 1)
Jeden ze zakladnich figurantt Hippo signalizace (viz kapitola 2.7)

U vzorkdi RNFT2 BiolD Tet+ byla pozorovatelna snizena produkce LATS1, coz koresponduje
s faktem, Ze proteiny AMOT aktivuji LATS.

Vysledky vedou ke stejnému zjisténi, jako tomu bylo U signalizace Wnt. ZvySena produkce

proteintt RNFT2 zptsobuje inhibici signalni drahy Hippo.

Negativni vysledky pokusu, tedy téch kde nebyly nalezeny dopady vysoké exprese genu

RNFT2 na mnozstvi proteini ve vzorcich, jsou uvedeny v piiloze 4.

61



3.3.4 VLIV VYSOKE EXPRESE GENU RNFT2 NA AKTIVACI STRESOVYCH
PROTEINU

Pokud na bunku ptisobi z vnéjsiho prostredi néjaky stres, reaguje bunka nadprodukei tzv.

stresovych proteinid. Tyto proteiny nasledné vyvolavaji programovanou bunéénou smrt.

V nasledujicim pokusu bylo zkoumano, zda mira exprese geni RNFT2 néjak ovliviiuje

produkei téchto stresovych proteint, konkrétné JUN a PARP.
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Obrazek 19 viiv vysoke exprese genu RNFT2 na stresové proteiny

3.3.4.3 JUN; pJUN (z angl. (phosphorylated) Jun Proto-Oncogene)

Vyss§i mnozstvi proteinu JUN a pJUN se vyskytovala u vzorkiit RNFT2 BiolD Tet+ a RNFT2
ARING Tet+, tedy s vysokou expresi genu RNFT2.

Zvysené mnozstvi proteinu se tedy vyskytovalo i U vzorkit RNFT2 ARING Tet+, u kterych byla
odstranéna RING doména a proteiny tim padem nemohly vykonavat E3 ubiquitin ligaz. Z toho
je mozné konstatovat, ze bunény stres nebyl vyvolany Vv disledku degradace néjakého
bunééného komponentu a mechanismy, které vysoka exprese genu RNFT2 zptsobuje. Pticiny

vedouci k nadprodukei stresovych proteinti a apoptoze je tedy nutné hledat jinde.
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3.3.4.4 PARP; cPARP (z angl. (cleaved)Poly (ADP-ribose) polymerase)

U téchto proteint bylo zvySené mnozstvi zjisténo U vzorkt RNFT2 BiolD Tet+, tedy opét se

zvysSenou expresi genu RNFT2.

Z vysledkt tohoto pokusu vyplyva, ze zvySena exprese genu RNFT2 zpiisobuje nadprodukci
stresovych proteinti, vedouci K programované bunééné smrti. Toto zjisténi i koresponduje
s diive zjisténym faktem, tedy Ze U bun€k se zvysSenou expresi genu RNFT2 nedochéazi ke

standardnimu prabéhu proliferace, ale spiSe jen k apoptoze.
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4  DISKUZE

Nejvétsim prinosem prace za rok 2016/2017 bylo shromazdéni dat, ktera by se dala vyuzit na
tvorbu nového prognostického ukazatele pro diagnostiku CLL. K tomuto zjisténi vedly
vysledky kvantitativni polymerazové fetézové reakce, na zaklad¢ kterych byly ziskany hodnoty
exprese geni RNFT1 aRNFT2 upacienti sCLL. Data téchto expresi spolu
s podrobnymi informacemi o kazdém z pacienti byla vyhodnocena pomoci webové aplikace.
Ve finale byly z vyhodnocenych dat sestaveny grafy, ze kterych bylo ziejmé ana zakladé
vypocta i podlozené, ze mira exprese geni RNFT ma vliv na délku a prib¢h Zivota pacient
s CLL. Zhruba 40 % pacient(, u kterych byla namétena vysoka exprese obou gentl, se nedozila
vice nez 5,5 roku a navic u nich byl pribéh onemocnéni mnohem agresivnéjsi. Tento fakt byl
potvrzen i pomoci Mantel-Haenszelova log-rank testu, ktery potvrdil, ze ziskané vysledky se

daji povazovat za signifikantni faktory.

Dalsi ¢ast vyzkumu byla zaméfena na vliv exprese geni RNFT1 a RNFT2 na bunécnou
proliferaci a buné¢ny cyklus. Byla srovnavana reakce bunék na nadmérnou/potladenou expresi
téchto genl. K provedeni téchto pokusti bylo nutné vytvofit buniky s modifikacemi geni
RNFT1a RNFT2, aby bylo mozné uméle jejich expresi fidit. Exprese genil byla zcela potlacena
vyuzitim metody Cripr/Cas 9 slouZici k editaci DNA, u bunék s touto modifikaci byly geny
RNFT1 a RNFT2 zcela odstranény. Naopak pro cilené zvySeni exprese bylo vyuZito tzv. TetON

sytému, ktery umoziiuje mnohonasobné zvysit intenzitu exprese specifického genu.

Byla tedy provedena série pokust ke zjisténi dopadll vysoké exprese téchto genti v bunkach.
Bunky s riznymi modifikacemi byly zasazeny na Petriho misky do kultiva¢niho média a v 24
hodinovych intervalech bylo pocitano mnozstvi bun¢k po dobu &étyi dnd. Tento pokus byl
zopakovan celkem tfikrat a ziskana data zanalyzovéana. Vystupem z téchto hodnot byly grafy
znazornujici prubéh bunécéné proliferace v zavislosti na mife exprese genit RNFT1 a RNFT2
Vv bunikach. Ve vyslednych hodnotach byly evidentni distance mezi buiikami S rozdilnou mirou
exprese genit RNFT2, nejvétsi mezi bunkami tzv. RNFT2 KO (zcela odstranéné geny RNFT2)
vs. RNFT2 TetON Tet+ (nadmérna exprese genu RNFT2). Buniky se zvysSenou expresi genu
RNFT2 nebyly viibec schopné proliferace, doslo jen k nepatrné proliferaci nékterych

zasazenych bunék a k jejich nasledné apoptdze.
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Se stejnymi vzorky byl analyzovan 1 bunécny cyklus v zavislosti na mitfe exprese genit RNFT1
a RNFT2. Buiiky byly s riiznymi modifikacemi geni opét zasazeny na Petriho misky do
kultivaéniho média. Po 72 hodinach byly vzorky pomoci priitokového cytometru analyzovany

a bylo zjistovano, jaké mnozstvi bunék se nachazi ve kterém cyklu.

Bylo zjisténo, Ze vysoka exprese genu RNFT2 ma dopady na S-fazi bunééného cyklu, tedy na
fazi, kde probiha syntetizace DNA. Z néjakého diivodu doslo k zastaveni bunék v tomto cyklu
a snizeni bunééné adheze a neschopnosti dale proliferovat. Velmi paradoxni vak je, Ze na jednu
stranu zpusobila vysoka exprese genit RNFT1 a RNFT2 u pacient s CLL agresivnéjsi prubch
nemoci, tedy intenzivnéjsi proliferaci nezralych a ne zcela diferenciovanych lymfocyti, na
druhou stranu pfi testovani dopadu vysoké exprese téchto gent na buitkky samotné bylo zjiSténo,
ze naopak blokuji proliferaci bunék a zptisobuji zastaveni v S-fazi bunééného cyklu a zpiisobuji

apoptdzu. Bohuzel se pro tento jev zatim nepodatilo najit vysvétleni.

Dalsi ¢ast vyzkumu byla vénovana hledanim interakci mezi geny RNFT1 a RNFT2 a jejich roli
ve spojitosti stzv. Wnt aHippo signalizacemi. Mezibunééna signalizace je draha,
prostfednictvim které mezi sebou buniky komunikuji. Na zakladé chemické nebo biologické
reakce, burnka vyplavi do cytoplasmy ion, molekulu ¢i protein (tato Castice se 1isi v zavislosti
na konkrétnim typu signalizace), ktery nasledné¢ pfijme buiikka sreceptory ktomu
uzpusobenymi. Pro tento projekt byla nejprve zkoumana tzv. Wnt signalni dréha, a to z dGvodu,
ze ma vliv jednak na kontrolu proliferace, diferenciace a expanze lidskych embryonalnich
bungk, ale predevsim kvili spojitosti S hematopoetickymi butikami. V dlsledku mutaci v téchto
drahach dochazi k nekontrolované expanzi a proliferaci hematopoetickych bunék, které nejsou
zcela zralé a jakozto sekundarni nasledek dochazi k rozvoji leukémie!®L,

Bylo tedy zkoumano, zda ma vysoka exprese genu RNFT2 néjaké dopady na procesy ve Wnt
signalni draze. Vysledkem badani byl fakt, Ze pti vysoké expresi genu RNFT2 dochazi ve Wnt
draze k jistym transformacim. Konkrétn¢ ke snizeni produkce receptoru ROR1, ktery interaguje
s proteinem Whnt, tedy stéZejni Castici predavajici signal Wnt signalni drahy. To vedlo i ke
snizeni mnozstvi DvI2 navazaného na receptoru RORI1. SniZzena produkce téchto az toho
nasledné i ostatnich figuranti drahy, naopak umoznila zvysenou aktivitu transkripcniho faktoru
CCNDL1 v jadre. Zvysena exprese genu RNFT2 v bunikach tedy vede K inhibici Wnt signalni
drahy.

101 typ leukémie zavisi na druhu bunék, ve kterych doslo k mutaci
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Dalsi draha, ktera byla v souvislosti s geny RNFT2 zkoumana, byla tzv. Hippo signalizace,
ktera je dalezita béhem vyvoje jedince a ma vliv na regulaci velikosti organti. Tato signalizace
rovnéz reguluje rozvoj nadort. Jednd se 0 dulezity tumorsupresor, ktery inhibuje aktivitu
signalnich drah a faktorti vyvolavajicich onkogenezi. Pfi zkoumani dopadti vysoké exprese
gentt RNFT2 na tuto dréhu byly zjiStény transformace proteini AMOT a LATS1. Vysoka
exprese geni RNFT2 vedla K atlumu produkce téchto proteinti. Primarné vSak mély geny
RNFT2 vliv jen na AMOT, jelikoz LATS1 je aktivovan proteinem AMOT, a tudiz se snizenou
produkci AMOT souvisi i snizena produkce LATS1. Opét tedy zvySena exprese genu RNFT2
vedla k inhibici této signalni drahy

Aktuélné jsou tedy znamé konsekvence vysoké exprese gent RNFT2 ve Wnt a Hippo signalni
draze. Zaroven je mozné konstatovat, ze RNFT2 geny zpiisobuji inhibici téchto signalizaci, ale
jakym zptisobem piesné zasahuji do pfirozeného mechanismu pfenosu informaci, zatim neni

znamo. Avsak tato zahada je jednim z predméth dalSiho vyzkumu.

Poslednim cilem prace bylo zjistit vliv miry exprese geni RNFT2 na produkci stresovych
proteint. Jedna se 0 proteiny, které bunika vyplavuje, pokud na ni z vnéjsiho prostiedi piisobi
néjaka forma stresu. Nadprodukce téchto proteinti nasledné vede Kk programované bunééné
smrti. Pomoci metody western blot, bylo zjistovano, zda budou existovat rozdily mezi
mnozstvim stresovych proteini v butikach s rozdilnou mirou exprese genu RNFT2. Konkrétné
byly zkouméany proteiny JUN a PARP. Vysledkem pokusu bylo zjisténi, Ze vysoka exprese
genu RNFT2 vede k vyrazné nadprodukci téchto stresovych elementii as tim souvisejici

nasledné apoptdze.
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5 ZAVER

Prace ,,Tajemné proteiny z RNFT rodiny v mezibunééné signalizaci a nadorech 1lI° vedla
k ¢astecnému objasnéni a pochopeni vlivu geni RNFT1 a RNFT2 v chronické lymfocytarni

leukémii a jejich biologické funkce.

Analyzou vzorkt redlnych pacientt bylo zjisténo, Ze geny RNFT hraji pomérné podstatnou roli
u CLL. Na zaklad¢é ziskanych a vyhodnocenych dat je mozné tvrdit, Ze U pacientti S vysokou
expresi jak genu RNFT1, tak RNFT2 existuje 40% pravdépodobnost, ze se nedoziji déle jak pét
apul roku od diagnostiky onemocnéni. Tento vysledek by se dal aplikovat jakozto novy

prognosticky marker pro stanoveni vaznosti formy onemocnéni U pacienta.

Pti patrani po biologické podstaté genit RNFT1 a RNFT2 v buiikach byla jejich objevena dalsi
pomérné vyznamna role. Nadmérna exprese téchto genli ma zcela fatalni G€inky na bunécnou

proliferaci. Dochazi k zastaveni buné¢ného cyklu v S-fazi.

Nésledné pfi hleddni souvislosti mezi geny RNFT2 a mezibunéénymi signalizacemi Wnt
a Hippo byly nalezeny dopady vysoké exprese genit RNFT2 na mechanismy téchto drah. U Wnt
drahy se jednalo o transformace u proteinti DvI2, ROR1 a CCND1 a u Hippo drahy o proteiny
AMOT a LATS. U obou signalnich drah zptisobila vysoka exprese genu RNFT2 jejich inhibici.

Dale bylo zjisténo, ze pii vysoké expresi genu RNFT2 dochazi k produkci tzv. stresovych
proteint, které reaguji na stres z vnéjSiho prostiedi a indukuji v bunikach programovanou

bunécénou smrt.

Do budoucna je cilem piedevsim verifikovat vSechna zjisténa data, objasnit pfesné dopady geni
RNFT2 na mechanismy v drahach Wnt a Hippo a zjistit, co vSe zpiisobuje vysoka exprese genti

RNFT2 v buiikéach a z jakého diivodu dochazi k apoptoze.

Je v8ak velmi dulezité podotknout, Ze se jedna zatim pouze o pilotni vysledky a verifikace
téchto vysledkt a jejich rozsifeni bude pfedmétem navazujiciho vyzkumu. Je také nutné zjistit,

jak tyto zjisténé bunééné funkce prispivaji K rozvoji chronické lymfocytarni leukémie.

Tato prace rozsifila fond biologickych poznatki, které by mohly vézt K bliz§imu pochopeni

mechanismu vzniku CLL ¢i jiného nadorového onemocnéni a informace o genech RNFT1/2.
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VELIKOST

100-140 kDa
110 kDa
20-40 kDa
70-130 kDa
54 kDa

61 kDa

50 kDa

34 kDa

30 kDa

205 kDa

45 kDa

54 kDa

50 kDa

110 kDa
90-100 kDa
90-100 kDa
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44 kDa

210 kDa
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70 kDa
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