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ABSTRACT

p27Kipl is a member of a group of proteins called cyclin-dependent kinase inhibitors (CKlIs).
Thus, p27 has very important function in cell cycle regulation. As it was published, this
regulator is highly expressed in many types of tissues. Currently, there is an evidence that p27
has some function unrelated to its role in regulation of G1/S transition. It is expected that p27
takes part in induction and/or maintenance of differentiation, in regulation of apoptosis or
cell migration. While the regulatory role of p27 during G1 progression is well understood,
molecular mechanisms of its function in differentiation, apoptosis and cell migration are still
unclear. With relation to these data, we have analyzed interaction between p27 and p27-
associated molecules in differentiated mouse embryonic stem cells and also in terminally
differentiated tissues. We used two different experimental approaches to find and/or
characterize these p27-associated molecules — in vitro binding assay and co-
immunoprecitation. Different associations were found in lysates prepared from different
mouse organs. This fact is consistent with our hypothesis that p27 has different functions,
with respect to the type of differentiated tissue. We also described an accumulation of some
molecule associated to p27 in mouse embryonic stem cells differentiated to embryoid bodies.
This fact supports the hypothesis that p27 has some new biological functions, probably
independent of p27-function as cyclin-CDK inhibitor.
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ABSTRAKT

Protein p27%"'

(dale jen p27) patfi mezi inhibitory cyklin dependentnich kindz (CKI) a jako
takovy hraje zcela zasadni ulohu pfi regulaci bunéného cyklu. Vysoka hladina tohoto

reguldtoru byla popsana v celé fad¢ terminalné diferencovanych tkéni. V posledni dobé se



ovSem objevuje stale vice udaji, které nasvédcuji tomu, Ze biologicka funkce p27 je mnohem
komplexné&jsi a nespociva jen v udrZovani diferencovanych bunck v GO fazi. Mezi dalsi
mozné pole piisobnosti tohoto proteinu patii regulace diferenciac¢nich procest, apoptozy,
ptipadné dé€ji ovlivitujicich bunéénou migraci a adhezivitu. V rdmci této prace jsme se proto
zabyvali studiem interakci p27 s jeho potencidlnimi asociacnimi partnery béhem diferenciace
mySich embryonélnich kmenovych bunék a také v terminalné diferencovanych tkénich.
Vyuzili jsme dvou zdkladnich pfistupli — in vitro asociacni analyzy s vyuzitim rekombinatniho
p27 a izolace proteinovych komplexti tvofenych p27 a jeho asocia¢nimi partnery pomoci
specifickych protilatek. V jednotlivych lyzatech z mySich organti jsme detekovali rozdilné
molekuly asociujici s p27 in vitro. Tento fakt podporuje nasi teorii o dvoji uloze p27
v zavislosti na daném typu terminalné diferencované tkdné. Néalez molekuly asociujici s p27
béhem diferenciace mySich embryonalnich buné¢k taktéz hovoii ve prospéch hypotézy o nové,
na regulacni aktivit¢ vici komplextim cyklin — CDK nezavislé biologické funkci.

Klitova slova: p27<"', bun&ny cyklus, diferenciace

UvVoD

Burika je zékladni stavebni a funkéni jednotka vSech zivych organismt. Vzhledem ke
slozitosti téla mnohobunécnych organismi je nutna precizni koordinace a fizeni procesu,
které¢ v porovnani s jednobunécnymi organismy vyzaduji urcité omezeni bunééné autonomie.
Bunécny cyklus predstavuje sled udalosti vedoucich od vzniku bunky az k jejimu rozdéleni.
Kli¢ovymi udalostmi v Zivoté buriky jsou replikace jaderného genomu na dvé identické kopie
(S-faze) a mitotické déleni (M-faze), kdy kopie genomu ptechdzi do buiky dcefinné.
Z davodu nutnosti pfesného provedeni a energetické naro¢nosti obou procesii jsou replikace
DNA a mit6za ¢asové oddéleny fazemi G1 a G2. Nové bunky vznikaji po cely Zivot dané¢ho
organismu, ¢imz jednak pfispivaji k rtstu téla, jednak k nahrazovani bun¢k starnoucich, jiz
neplnicich dostatecné své funkce. BEhem ontogeneze buiika prochazi sledem zmén, jejichz
cilem je urcita funk¢ni specializace. Tento proces se nazyva diferenciace.

Na regulaci proliferace a diferenciace se podili §iroké spektrum molekul. Rada z nich
se primarn¢ uplatiiuje pii regulaci bunécného cyklu. Patii mezi né€ také protein p27 z rodiny
inhibitorti Cip/Kip.Nejlépe prostudovanou funkci proteini Cip/Kip je regulace aktivity cyklin
dependentnich kinaz na rozmezi na pfechodu mezi fazemi G1 a S. Soucasny model je

schematicky znazornén na Obrazku 1.
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Obr. 1: Regulace prechodu G1/S.(podle Sherr a Roberts, 1999).

Mitogenni stimulace vede k expresi cyklinu D a ndsledné aktivaci cyklin E-CDK2 diky
titracnimu potencialu cyklin D-CDK4/6 (komplex cyklin D-CDK4/6 md schopnost vadzat
protein p27 s mnohem vyssi afinitou nez cyklin E-CDK2 ). Komplex cyklin D-CDK4/6-p27 je
oproti E-CDK2-p27 enzymaticky aktivni, fosforyluje Rb a umoziiuje tedy asociaci nove
syntetizovaného cyklinu E s CDK2 tim, Ze vyvazuje p27. Fosforylace Rb vede k uvolneni
transkripcnich faktoru (napr. E2F) a zahdjeni exprese genut nezbytnych pro replikaci DNA a
tedy vstupu do S faze. Snizeni koncentrace p27 umoziuje komplexu cyklin E-CDK2



fosforylovat nejen Rb, ale také praveé p27 na treoninu 187 a tim spoustét jeho degradaci
(Vlach et al., 1997). Zbytek molekul p27 ziistava vazan v komplexu s cyklin D-CDK4/6, v
pripadé vymizeni mitogennich signadlu se zastavuje syntéza cyklinu a v konecném diisledku
dojde k inhibici cyklin E-CDK?2 a zastaveni bunécného cyklu v G1 fazi.

Vysoka hladina p27 byla detekovana v celé fad¢ terminalné diferencovanych tkanich.
Zda se pravdépodobné,ze jeho uloha nespociva pouze v udrzovani bunék v klidovém stadiu,
ale v plnéni mnohem sofistikovanéjSich funkci béhem diferenciacnich procest. Role p27
behem diferenciace byla studovana jak u celé fady bunécnych modell in vitro, tak in vivo
porovnavanim standardnich a p27- deficientnich mysi. Vysledky zminénych experiment
casto popisuji vyznamné postaveni p27 pii regulaci diferenciace nebo apoptézy a také
defekty spojené se ztratou tohoto regulatoru. Konkrétné se p27 napftiklad uplatituje jako
induktor diferenciace epitelidlnich bunék (Quaroni et al., 2000). Autoii této prace k tomuto
zavéru dospéli studiem vlivu vynucené exprese pl6, p21 a p27 na proliferacni a/nebo
diferenciacni potencial pouzité bunécné linie. Zvysena exprese téchto proteini vedla ve vSech
pripadech k zastaveni bunécného cyklu, ovSem u p21 a p27 ve spojeni s expresi

diferencia¢nich markert.

METODIKA

1.Pfiprava rekombinantnich proteint:

cDNA mys$itho p27 naklonovand do plazmidu AEXlox(+)-mp27-FL byla
amplifikovana pomoci PCR, produkty PCR byly purifikovany pomoci kitu GENECLEAN
(Qbiogen) dle postupu uvadéného vyrobcem. Pro ucely klonovani byla izolovana DNA a
expresni vektor pET-30a (Novagen ) Stépena restrikénimi endonukledzami EcoRI a Not I
(MBI Fermentas). Ligace inzertu a vektoru pET-30a byla provedena T4 DNA ligazou (MBI
Fermentas). Takto pfipravené rekombinantni plazmidy byly transformovany do
kompetentnich bakterii metodou teplotniho Soku. Transformované bakterie byly vysety na
Petriho misky s LB agarem (kanamycin 30pg na ml).

Z uspésné transformovanych bakterii byla pfipravena bakteridlni kultura v 150 ml LB
media (kanamycin 30ug na ml). Exprese p27 byla indukovana 1 mM IPTG (izopropyl B
thiogalaktopyranozid) za nezménénych kultiva¢nich podminek po dobu 4 hodin. Bakterialni
suspenze byla centrifugovana (5000 rpm/ Sminut / 4°C), ziskany pelet byl resuspendovan ve
vychlazeném lyzovacim pufru (500 mM NaCl, 50 mM NaH,PO42H,0, upravit pH na 8, 0,1
mM fenylmethylsulfonyl fluorid, 1 pg na ml aprotininu, 1 pg na ml leupeptinu, 10 pug na ml
inhibitoru trypsinu).



Buiiky byly lyzovéany sonikaci (ultrazvukovy homogenizator Bandelin, Sonopuls) a
centrifugovany (13000 rpm / 30 minut/ 4°C). Koncentrace proteinil v supernatantu byla
stanovena pomoci soupravy DC Protein Assay Kit (Bio-Rad) dle postupu uvedeného
vyrobcem. Rekombinantni p27 s polyhistidinovou znackou(6x His) byl izolovan pomoci

ProBond Resin (Invitrogen).

2. In vitro asociacni analyza:

Vypreparované mysi organy byly oplachnuty PBS (pH = 7,4), homogenizovany a
lyzovény v lyzovacim pufru (50 mM HEPES, 150 mM NaCl, 0,5 % Nonidet P-40, upravit
pH na 7.4, 0,1 mM fenylmethylsulfonyl fluorid, 1pg na ml aprotininu, 1 pg na ml leupeptinu,
10 pg na ml inhibitoru trypsinu, 10 pg na ml tosyl-L-fenylalaninu) na ledu po dobu 30 minut,
poté centrifugovany (13000 rpm / 30 minut / 4°C). Supernatant obsahujici extrahované
proteiny byl uskladnén pii —80°C do doby pouziti. Pfed experimentem bylo stanoveno
celkové mnozstvi proteint v lyzatu soupravou DC Protein Assay Kit a vzorky byly upraveny
na stejnou koncentraci celkového proteinu.

K proteinovym extraktim byla nejprve pfidana ProBond Resin, aby doslo k vychytani
nespecificky interagujicich proteinli. Takto upraveny extrakt byl inkubovan (4°C)
s rekombinantnim proteinem p27, imobilizovanym na zminénou afinitni matrici. Interakce
p27 <> proteiny tkanového extraktu byly analyzovany pomoci denaturacni polyakrylamidové
gelové elektroforézy(SDS-PAGE). Proteiny v gelu byly obarveny stfibrem (Shevchenko et
al., 1996).

3. Koimunoprecipita¢ni analyza:

Proteinové extrakty upravené na stejnou koncentraci byly nejprve inkubovéany
s Protein A agar6zovymi cCasticemi (Sigma). K takto upravenym extraktim byla ptidana
protilatka viici proteinu p27 (kralici protilatka sc-528 (Santa Cruz Biotechnology )). Po
hodinové inkubaci pii 4°C, byly k extraktim ptidany Protein A agardzové Castice. Inkubace
celé smési probihala za stejnych podminek do druhého dne. Poté byly Protein A agardzové
¢astice promyty lyzovacim pufrem, smichany s Leammliho pufrem a takto pfipravené vzorky
byly naneseny na denaturacni polyakrylamidovou gelovou elektroforézu. Proteiny v gelu

byly opét barveny stiibrem.



4.Kultivace mys$ich embryonalnich kmenovych bunék a pfiprava embryoidnich télisek:

Nediferencované mys$i embryonalni kmenové (mES) buinky byly kultivovany na
pozelatinovanych miskach v kompletnim D-MEM médiu (Gibco) (20 % fetalni teleci sérum,
100 mM nukleosidy, 0,05 mM B-merkaptoethanol, penicilin 100 i.u. na ml, streptomycin 0,1
mg na ml a 1000 U na ml leukemicky inhibi¢ni faktor (LIF)). Embryoidni téliska byla
ptipravena kultivaci ES bunék v D-MEM mediu bez ptidavku leukemického inhibi¢niho
faktoru na bakteriologickych miskdch bez moznosti adheze. Pfi experimentech byly pouzity

linie mES 10 a 22 (p27 ™) (Bryja et al.,2004b).

5. Mysi strandardniho fenotypu a mysi deficientni pro p27 ( p27 ..knockout*):

Mysi deficientni v genu p27¥P' (Fero et al., 1996) byly ziskany od Dr. Jamese M.
Robertse (Fred Hutchinson Cancer Research Center, Seattle, WA). Mysi byly chovény a
kiizeny v chovném zatizeni Laboratofe molekuldrni embryologie Mendelovy zeméd¢lské a
lesnické univerzity v Brné€. Zvifata byla usmrcena cervikalni dislokaci. Tato metoda je

v souladu s doporucenim ,,Panel of Euthanasia“ Americké asociace veterinarniho 1ékarstvi.

VYSLEDKY

Proto pro posouzeni biologické tulohy p27 v diferencovanych tkanich pomoci
asociacnich studii bylo nasim cilem pfipravit rekombinantni formy p27 v expresnim kmeni E.
coli BL21 (DE3), a to jednak cely protein (p27 FL), jednak jeho N- koncovou (p27 N-t.) a C-
koncovou c¢ast (p27 C-t).Navrhli jsme dvojice primeri a testovali rtizné amplifikacni
podminky polymerazové tfetézové reakce.). Pouziti Taq polymerdzy se pro ucely klonovani
neukézalo jako pfili§ vhodné, nebot’ pii agardézové elektroforéze byla zjisténa piitomnost
nespecifickych PCR produktii. Na zaklad¢ téchto pokust byla pro dalsi experimenty zvolena
PLATINUM® Pfx DNA polymeraza v kombinaci s Enhancer solution® (vyssi u€¢innost PCR

pii zachovani vysokého stupné specifi¢nosti).
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Obr. 2: PCR amplifikace celé sekvence p27, jeho N-koncové a C-koncové casti.

Produkty PCR byly eluovany z gelu a stejné jako vektor Stépeny restrik¢nimi
endonukledzami Eco RI a Not I. Kompetentni E.coli BL 21(DE3) byly transformovany
ligatni smési upravené¢ho vektoru s pfisluSnou inzertni sekvenci. Jako negativni kontrola
uspésnosti transformace byly pouzity kompetentni bakterie transformované linearizovanym
vektorem pET —-30a supravenymi 5’ konci (30 minut s alkalickou fosfatizou) bez
pfitomnosti inzertu. Jako pozitivni kontroly uspéSné ligace a transformace byly vzaty

bakterie transformované religovanym vektorem, respektive neStépenym vektorem. Ziskané

pocty kolonii transformantt jsou uvedeny v Tabulce 1.

transformovana DNA

pocet kolonii

pET -30a-p27 FL

30

pET -30a-p27 N-t. 13
pET -30a-p27 C-t. 1
pET- 30a (upraveno alkalickou |1
fosfatazou)

religovany pET-30a 26
pET-30a' >200

Tabulka 1. Transformace bakterii rekombinantnim p27
" Transformace vektorem pET-30a bez inzertu (pouzit 1 ul, ¢ = 750 ng/ul), pouzito

Jjako pozitivni kontroly prenosu DNA do kompetentnich bakterii.



Z vybranych klonti (p27 FL 1-6, p27 N-t. 1-5, p27 C-t. 1) jsme izolovali plazmidovou
DNA a §t&pili pomoci EcoRI a Notl. Uspéiné zaclenéni klonované DNA do vektoru bylo
potvrzeno u kloni p27 FL 1-6, p27 N-t. 3-5 a p27 C-t. 1. (viz. Obrazek. 3).
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Obr. 3: Analyza plazmidové DNA izolované z transformovanych bakterii.

Restrikcni fragmenty byly separovany v 1 % agarozovém gelu..

Pro 1uplné ovéreni uspésného klonovani byla provedena sekvenacni analyza
v Laboratofi specidlnich technik molekuldrni biologie (Laboratof molekularni fyziologie
rostlin, Pfirodovédecka fakulta MU) (klony p27 FL 1, p27 N-t. 4 a p27 C-t. 1). 100% shoda
byla potvrzena v ptipadé p27 FL 1 a p27 N-t., u p27 C-t. 1 se opakované nepodaftilo sekvenci
stanovit.

Skutec¢nost, Ze vétSina rekombinantniho p27 je produkovana v solubilni formé,
umoznila vyuzit pfistupu izolace a purifikace pomoci IMAC za nativnich podminek. Jako
optiméalni promyvaci podminky jsme vyhodnotili kombinaci 20 mM imidazolu a 1 %
TWEEN. Pfi téchto podminkéch bylo dosazeno dostatecné vytéznosti ve spojeni s piijatelnym
mnoZzstvim nespecificky se vazajicich bakterialnich proteinti.

Pro posouzeni role p27 v diferenciaci jsme navrhli experiment, ktery spocival v analyze
molekul interagujicich s rekombinantnim p27 in vitro. Pro sledovani téchto interakci jsme
pripravili proteinové extrakty mysich organd, u nichz byla popsana vysoka hladina p27 in
vivo (Bryja et. al, 2004a). Konkrétn¢ byly pfipraveny tkanové extrakty z plic, mozku,
vajecnikll a varlat. Z divodu snahy o minimalizaci moznych faleSn€ pozitivnich vysledk
byly jako negativni kontroly vzdy pouzity vzorky ziskané inkubaci afinitni matrice s lyzatem
bakterii neexprimujicich rekombinantni p27 (vzhledem k detekci exprese p27 bez indukce

IPTG byly pouzity bakterie BL 21(DE3) neobsahujici dany rekombinantni plazmid). Takto



imobilizované bakteridlni proteiny nespecificky interagujici s afinitni matrici byly
inkubovany s pfislusSnym tkanovym lyzatem stejnym zplsobem jako v pfipadé
imobilizovaného p27. Jak je patrné z Obrazku 4, timto postupem byly vytipovany nékteré
molekuly potencialné asociujici s p27, a to protein o molekulové hmotnosti cca. 40 kDa,
interagujici s p27 FL 1 p27 N-t. (mozek,) a dale protein o molekulové hmotnosti pfiblizné 95
kDa (plice) interagujici opét s p27 FL 1 p27 N-t.
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Obr. 4: Analyza asociujicich molekul v tkanovych extraktech.

Na jednu asociacni analyzu byl pouzit 1 mg celkového proteinu prislusného tkanového
extraktu, ktery byl inkubovan s proteiny imobilizovanymi na 10 ul afinitni resin. Proteiny byly
separovany pomoci SDS-PAGE (10 % polyakrylamidovy gel) a obarveny stiibrem.

Na zaklad¢ vysledk ziskanych asocia¢nimi pokusy in vitro jsme se pokusili o izolaci
partnerskych molekul asociovanych s p27 vtermindln¢ diferencovanych tkanich. Timto
pfistupem se ovSem v tkanovych lyzatech izolovat p27 a/nebo asociované molekuly pies
opakované pokusy nepodafilo.

Mnohem lepsich vysledkil jsme dosahli pti pouziti proteinovych extrakti mES linii 10
a 22, diferencovanych do embryoidnich télisek. U linie 10 byl identifikovan protein o
molekulové hmotnosti cca. 125 kDa, jehoz akumulace v komplexu sp27 se zvySuje

s postupujici diferenciaci (viz. Obrazek. 5).



Obr. 5: Imunoprecipitacni analyza molekul asociovanych s p27 u mES linie 10.

Na IP reakci bylo pouzito 200 ug celkového proteinu ziskaného lyzi embryoidnich télisek v 5.,
10. a 20. dni kultivace, 1 ug protilatky sc-528 a 5 ul Protein A — agarozovych castic. Jako
negativni kontrola byla pouzita mES linie 22 (p27 ™). Kontrola bez lyzétu byla pripravena z
1 ug protilatky a 5 ul Protein A — agarozovych castic. Proteiny ve vzorcich byly separovany
pomoci SDS — PAGE (10 % polyakrylamidovy gel) a obarveny stribrem.

DISKUZE

Asociacni analyzou byly detekovany nékteré molekuly asociujici s p27 in vitro, a to
protein o molekulové hmotnosti cca. 40 kDa', interagujici s p27 FL i p27 N-t. (mozek) a dale
protein o molekulové hmotnosti p¥iblizné 95 kDa' (plice) interagujici opét s p27 FL i p27 N-t.
Po potvrzeni téchto vysledkid by bylo vhodné potencidlni asociacni partnery analyzovat
a identifikovat pomoci hmotnostni spektrometrie.

p27 as’ociujici molekuly byly detekovany také koimunoprecipitaéni analyzou. V prvni
fazi bylo nasim cilem potvrzeni vysledki ziskanych in vitro asociaénim piistupem, proto jsme

" a p27" mysi (plice, mozek,varlata). Timto

pouzili tkanové extrakty ptipravené z p27
zpusobem se pies testovani riiznych mnozstvi celkového proteinu pouzitého na reakci
a ruzného mnozstvi protilatky izolovat asociujici molekuly nepodatilo.Na ving byla ziejmé
degradace cilovych molekul a/nebo jejich proteolytické Stépeni , ¢imz se jejich mnozstvi ve
vzorku dostalo pod detekovatelnou troven. Lyzaty pro tyto analyzu byly vzdy pfipraveny
z vypreparovanych mysSich organti, které samoziejmé nejsou homogenni, ale jsou tvofeny

mnoha bunénymi subpopulacemi, navic ¢asto s vysokym podilem extracelularni matrix.

Je tedy mozné, ze cilové molekuly byly v kone¢ném proteinovém extraktu v natolik minoritni

! Udavané molekulové hmotnosti byly odhadnuty dle pouzitych hmotnostnich standardi.



form¢, Ze je nebylo mozno detekovat zvolenym ptistupem. Z téchto divodi jsem pfiistoupil
k analyze molekul asociujicich s p27 béhem diferenciace mysSich kmenovych embryondlnich
bun¢k. Ziskané vysledky nasvédcuji tomu, ze p27 vytvaii béhem diferenciace komplex
s proteinem o molekulové hmotnosti cca. 125 kDa' a mnoZstvi tohoto komplexu s postupujici

diferenciaci v buiice nartista (viz. Obrazek. 5 ).

p27 ++ -/- +/+

cyklin D +/+ +/+ -/-

W O O
O OF1 O

p27

proliferace

]

i DK4/6 H i DK4/ i DK4/6

normalni zvysena snizena

(CDK4/6 CDK4/6

a/nebo a/nebo

diferenciace L 2

normalni defektni defektni

Obr. 6: Model dvoji role p27 (dle Bryja et al., 2004b)

Hlavni otdzkou ziistava, jaky je biologicky aspekt popsanych interakci. V bunééném
extraktu pripraveném z plic byla detekovana zcela jisté jina asociujici molekula nez v pripadé
vzorkli pfipravenych zmozku a wvarlat. Vzhledem k obrovské wvariabilit¢ mezi
diferencovanymi bunécnymi typy neni piekvapenim, Ze na vlastnim procesu diferenciace se
nepodili univerzalni molekularni mechanismy, ale ¢asto procesy velmi specifické. Tyto dé&je
ovSem vzdy vedou ke stejnému cili a tim je termindlni diferenciace spojend se zastavenim
bunécného cyklu. Molekuly ucastnici se regulace proliferace a/nebo diferenciace tak plni

rozdilné funkce v zdvislosti na daném typu tkan€. Pro moznou dvoji tlohu p27 (viz. Obrazek



6) v diferencovanych tkanich hovoii vysledky in vivo experimentli na mysich, sledujicich
vzajemnou provazanost mezi ndristem hladiny p27 a cyklin typu D (Bryja et al, 2004b).
Autor zminéné prace popisuje dva rozdilné fenomény ve vztahu mezi mnozstvim p27 a
cyklinu D — u jedné skupiny organt je absence p27 spojena s naristem kindzové aktivity
CDK 2, hladina cyklina typu D se ztratou p27 nijak vyrazné neméni. U druhé skupiny
naopak neptitomnost p27 vede k vyraznému poklesu hladiny cyklind D2 a D3, kin4dzova
aktivita CDK 2 zlistdva 1 po ztraté p27 na stejné urovni.

Vysledky ziskané in vitro asociaéni analyzou tuto hypotézu potvrzuji — mozek (40 kDa
asociujici molekula) patfi dle zminéného modelu mezi skupinu orgénd, u nichz ztrata p27
vede k prudkému naristu aktivity CDK 2. To je v souladu s ,,klasickou* pfedstavou o funkci
p27 jako regulatoru aktivity komplexu cyklin — CDK. (viz. Obrazek 1). ZvySena aktivita
cyklin E/A — CDK 2 tedy zvySuje proliferatni potencial p27” bun&k uréitého typu a je
pravdépodobnou pfi¢inou c¢asto pozorované hyperplazie (Fero et al, 1996, Nakayama et al,
1996.). Plice (95 kDa asociujici molekula) patii mezi organy druhé skupiny, tj. bez nartastu
aktivity CDK 2, zato s poklesem hladiny cyklini D. Funkce p27 zde tedy nespociva jen
v udrzovani bunék v GO fazi diky vazbé na komplex cyklin E/A — CDK 2, aktivita tohoto
komplexu je pravdépodobné regulovana jinou CKI molekulou.

Také diferenciace mES je spojena se zvySenim mnozstvi jak Cip/Kip proteinti, tak
cyklindi D. ES bunky maji velky proliferacni potencial. Podobné jako u n&kterych nadorovych
linii byla u ES bunék popsana velmi nizkd hladina hypofosforylovaného Rb, coz vedlo
k formulaci hypotézy, ze u téchto bunck chybi klasicky bod restrikce pii prechodu mezi G1
a S (viz. ptehledny ¢lanek Burdon et. al, 2002). Podle obecné uznavaného modelu je pak
diferenciace mES spojena se zpomalovanim bunééného cyklu vlivem CKI regulatort, tedy
1 p27. Vysledky ziskané koimunoprecipitacni analyzou ovSem hovoii spiSe ve prospéch
hypotézy, podle které plni p27 dvoji tlohu, tj. brzdi bunécny cyklus a/nebo spousti ¢i udrzuje
diferenciaci: 1.Mnozstvi cyklin E — CDK2 asociovaného s p27 bylo u diferencujicich mES
pod hranici citlivosti barveni proteinti stfibrem. 2. Byla detekovéana asociace s cca. 125 kDa'
proteinem. Je tedy pravdépodobné, Ze vétsina z celkového mnozstvi p27 pfitomného v burice

tvofi komplex prave s timto proteinem a neucastni se inhibice aktivity CDK 2.

ZAVER
Predkléddand prace se snazi ptispét k problematice regulacni tilohy proteinu p27 béhem
diferenciace za vyuziti dvou odliSnymi experimentalnich piistupti, které¢ vedly k detekci

specifickych interakci p27. Doposud se ovSem nepodafilo tyto asociujici molekuly



identifikovat. Jejich identifikace v blizké budoucnosti umozni dal§i, mnohem detailn&jsi

studium novych funkci p27.
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