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DerivDerivááty vitaminu E ty vitaminu E --charakteristikacharakteristika
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Mst1/Mst1/HippoHippo signalizasignalizaččnníí drdrááhaha

Signalizační dráha konzervovaná od 
octomilky po člověka
Reguluje velikost orgánů -odtud název 
hippo
Zdá se, že má významnou úlohu pro 
regulaci proliferace a indukci apoptózy



Mst1/Mst1/HippoHippo signalizasignalizaččnníí drdrááhaha

Zhou D. et al., Cancer Cell, 2009
Zhao B. et al., Cancer Cell, 2009



DerivDerivááty vitaminu E ty vitaminu E ––mechanismus mechanismus 
úúččinkuinku
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Je Je MstIMstI//HippoHippo drdrááha klha klííččovováá pro pro 
indukci indukci apoptapoptóózyzy??

Povede snížení funkce Mst1/Hippo dráhy 
k zvýšené rezistenci buněk vůči derivátům 
vitaminu E?



PouPoužžititíí MISSIONMISSION®® shRNAshRNA
technologie (SIGMA)technologie (SIGMA)



JednotlivJednotlivéé kroky pokusukroky pokusu
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VytvoVytvořřeneníí bunbuněčěčných klonných klonůů se se 
snsníížženou expresenou expresíí Mst1/Mst1/HippoHippo

Otestování buněčné linie MCF7 na její
citlivost vůči puromycinu- dose respose
curve
Transfekce a selekce pomocí vybrané
dávky puromycinu, cca 14 dní
Odebrat jednotlivé klony-špičkou pod 
mikroskopem-do 96-well plejtu,  narůst 
cca 24 klomů s příslušnou shRNA a jako 
kontrolu použít non silencing vektor.
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Analýza vytvoAnalýza vytvořřených klonených klonůů--Exprese Exprese 
Mst1/Mst1/HippoHippo, , qPCRqPCR

Mst1 mRNA, qPCR
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Analýza vytvoAnalýza vytvořřených klonených klonůů--Exprese Exprese 
Mst1/Mst1/HippoHippo, Western , Western blotblot



Vliv snVliv sníížženenéé exprese Mst1/exprese Mst1/HippoHippo na na 
indukci indukci apoptapoptóózyzy u MCF7 bunu MCF7 buněěk, k, 
popoččííttáánníí bunbuněěkk
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Vliv snVliv sníížženenéé exprese Mst1/exprese Mst1/HippoHippo na na 
indukci indukci apoptapoptóózyzy u MCF7 bunu MCF7 buněěk, k, 
barvenbarveníí krystalovou violetkrystalovou violetíí
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ZZáávvěěry:ry:

Mst1/Hippo signalizační dráha hraje 
významnou úlohu při indukci apoptózy
deriváty vitaminu E
Snížení hladiny Mst1/Hippo kinázy za 
pomoci MISSION shRNA činí buňky 
výrazně rezistentnějšími k působení
derivátů vitaminu E



DDěěkuji za pozornostkuji za pozornost

Diskuse je otevřená


