UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra biotechnologii

Optimalizace metodiky pro sledovani kratkodobych
efektii prirodnich latek na fosforylaci Akt

BAKALARSKA PRACE
Autor: Denisa Padalikova
Studijni program: B0512A130007 Biotechnologie a genové
inzenyrstvi
Specializace: Biotechnologie a genové inzenyrstvi
Forma studia: Prezenc¢ni
Vedouci prace: Mgr. Zdenék Dostal, Ph.D.

Rok: 2024






Prohlasuji, ze jsem bakalafskou praci vypracovala samostatné s vyznacenim vsech
pouzitych prament a spoluautorstvi. Souhlasim se zvefejnénim bakalarské prace podle
zakona €. 111/1998 Sb., o vysokych skolach, ve znéni pozd¢jsich predpist. Byl/a jsem
seznamen/a s tim, ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zakona

¢. 121/2000 Sb., autorsky zakon, ve znéni pozdéjSich predpisu.

V Olomouci dne ....ccceeeeeennnnn..

Podpis studenta






Podékovani

Rada bych podékovala vedoucimu mé bakalarské prace, Mgr. Zdetiku Dostalovi, Ph.D.za
odborné vedeni, uziteCné rady, trpélivost a pomoc jak pfi sepisovani této prace, tak pri
experimentalnich castech prace.

Zaroven bych chtéla podékovat Ing. Hané Prichystalové, Ph.D., za pomoc a konzultace
pfi experimentalnich Castech prace.

Na zavér bych rada podékovala mé matce, Mgr. Miroslavé Padalikové, za trpélivost
a finan¢ni podporu nejen béhem vypracovavani této prace, ale také v prabéhu celého

studia.






BIBLIOGRAFICKA IDENTIFIKACE

Jméno a pifijmeni autora: Denisa Padalikova

Néazev prace: Optimalizace metodiky pro sledovani kratkodobych
efektl ptirodnich latek na fosforylaci Akt

Typ prace: Bakalarska

Pracoviste: Ustav lékatské chemie a biochemie, Lékaiské fakulty
Univerzity Palackého, Olomouc

Vedouci prace: Mgr. Zdenék Dostal, Ph.D.
Rok obhajoby prace: 2024
Abstrakt:

Signalni draha PI3K/Akt hraje klicovou roli v bunécném rustu a proliferaci, ¢imz se stala
jednim hlavnich cild studia ochrany srdecni tkané pred poskozenim zplisobenym
infarktem myokardu. K aktivaci této drahy maze dojit vlivem puasobeni apelinu-13 nebo
2,3-dehydrosilybinu, které zpusobuji fosforylaci/aktivaci Akt, coz ma pozitivni vliv na
viabilitu bunék a na snizeni apoptotické aktivity. Pti studiu vlivu 2,3-dehydrosilybinu na
aktivitu Akt stanovenou pomoci techniky western blot byly zaznamenany velké rozdily
mezi jednotlivymi opakovanimi, které mohou ovliviiovat interpretaci ziskanych dat. Tato
bakalarské prace je zameéfena na optimalizaci experimentalniho postupu s cilem zvysSit
reprodukovatelnost v ramci jednotlivych méfeni. V neposledni fadé byly provedeny

prvotni experimenty s biosenzorem ExRai-AktAR2.

Klicova slova: 2,3-dehydrosilybin, kinaza Akt, apelin-13, biosenzory
Pocet stran: 66
Pocet priloh: 0

Jazyk: Cesky






BIBLIOGRAPHICAL IDENTIFICATION

Author’s first name
and Surname: Denisa Padalikova

Title: Optimization of a methodology for monitoring short-term
effects of natural compounds.

Type of thesis: Bachelor

Department: Department of medical chemistry and biochemistry, Faculty of
Medicine and Dentistry, Palacky university, Olomouc

Supervisor: Mgr. Zdenék Dostal, Ph.D.
The year of presentation: 2024
Abstract:

The PI3K/Akt signaling pathway plays a key role in cell growth and proliferation, making
it one of the main targets for the study of cardioprotection against damage caused by
myocardial infarction. The activation of this pathway can be induced by apelin-13 or 2,3-
dehydrosilybin, which cause phosphorylation/activation of Akt, which has a positive
effect on cell viability and on the reduction of apoptotic activity. When studying the effect
of 2,3-dehydrosilybin on Akt activity determined using the western blot technique, large
differences between individual repetitions were noted, which may affect the interpretation
of the obtained data. This bachelor's thesis is focused on the optimization of the
experimental procedure with the aim of increasing the reproducibility within individual
measurements. Last but not least, initial experiments were performed with the ExRai-

AktAR2 biosensor.
Keywords: 2,3-dehydrosilybin, Akt kinase, apelin-13, biosensors

Number of pages: 66
Number of appendices: 0

Language: Czech



OBSAH

CiLE PRACE 4
T UVOD aoecrerersenssenssenssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssmssssmsssssssssssssssssssssssasssssssssasssse 3
2 TEORETICKA CAST 6
2.1 FIUOTESCENCII PIOLCIML ....veuveeitieieieetieiet ettt r e s bbb e eb e es e enes 6
2.2 Geneticky kodované fluorescencni bioSENZOTY ..........cccevuiiriirieniniiiiiiietiiee et 8
2.2.1  StruKtura plazmidul .......c.cocerveirenneneeiie i 8

2.2.2 Faktory ovlivilujici kvantifikaci SIgNALT. ..........cccceiviiiiiiiiiiiiiiie e 9

2.3 Intenziometricke DIOSENZOTY .....c.eouervirueeuiriirteiieie ettt ettt s er e er e e e e 10
2.4 RatioMELTiCKE DIOSENZOTY ...c.voviiievienieiieriee ettt ettt st s e e e b e 11
2.5 Geneticky kodované sondy pro detekci aktivity/aktivace AKL.........ccocoeeeveveieeiineniiiiiiiinenes 13
2.5 1.1 AKIUS covieiieee ettt s 13

2512 BEKAR e e 14

2513  AKEAR oo s 15

2514 AKINA...ooviiieeeieeeee e 16

2515  EXRAIFAKARY ..ottt e 16

2.5.1.6  EXRAIFAKIARD ..ottt 17

2517 BAR e e e 18

2.6 PI3K/AKL SIgNAINT ATANA .....ooovvitiiiieicreciecc s 19
2.6.1 Fosfatidylinositol 3-Kindzy (PI3K).......cccceeriririririnriiiiiiiiiiiieee e 19

2.6.2 Phosphatase And Tensin Homolog (PTEN) ......ccccooiiiiiiiiiiiiiii e 21

2.6.3 Phosphoinositide-dependent kinase-1/2 (PDK1).........cccooiiiiiiiiiiiiniiiii e 22

2.6.4 Serin/threonin Kindza (PKB/AKL) ......ccccevtiirinierinenececeiecii it 22

2.6.5 Mechanistic target of rapamycin (INTOR) ........cccoceeviiiiiiiiiiiiiiic 23

2.6.6 Mammalian target of rapamycin complex 2 (MTORC2).........ccccovvinimiiiininiiiciiiene 23

2.6.7 Komplex tuberdzni SKICT0Zy (TSC)...c.ooviiiiiiiiiiiiiieiici e 23

2.7 PHIOANT TATKY ....veveeetiiereet ettt e b bbb b 24
2.7. 1 FlAVONOIAY ...veveeveeeeeirieiirie sttt sttt st st 25

2.7.2 FlaVOnOLiGNAMNY ......cc.coceeuirieiiiiiiiiiie ittt sttt e s 25

2.8 APEIIN-I3 it e h e b s bbb e 26

3 EXPERIMENTILNI CAST couovccuunrennsccnnssissssscsssnsssssmssssssssssssssnssssssssssssnssssssses 27
3.1 Materialy A PHSIIOJC. .c.vvvereeririerectirie st sttt sttt sttt st er e st b e s b e st e s e 27

3. 1.1 CREMUKALE .....cevevevieieieeiee ettt st s s s en e st eaa e et et 27

312 ROZIOKY ceeviieeiietcitesie ettt sttt sttt s e e b e a e sh et 29

3.1.3  PHSIIOJE @ POMTICKY ...eveviviieiireeeerceereereii ettt ettt 30

3.1.4 BiologicKy MAateTial........ccoocerveireriniiriiiiiiiii it e 32

3.2 MEIOMY ...eevieieie ettt ettt e s s eh e e ea e e eh e bbb a e s e e 32
3.2.1 Kultivace bunéné lnmie HIC2 ........cooevviiriiineniieiec ettt 32

3.2.2 Stanoveni cytotoxiCity pomoci MTT teStl .......cccevivviiiiiiiiiiiiiiie e 33



3.2.3 Optimalizace transfek¢niho protokolU.........cooveieviiiiiiiiiiii 33
3.2.4 Transfekce buné¢né linie H9¢2 excitaéné-ratiometrickou sondou ExRai-AktAR2 .......... 35

3.2.5 Piiprava vzorku pro stanoveni celkového mnozstvi proteini metodou BCA a pro SDS-

PAGE €lEKITOFOTEZU. ...ttt ettt s s e r e e r e s ss s 35
3.2.6 SDS-PAGE €leKtrOfOTEZa. ......ccvvevviiriiirieriire ettt 36
3.2.7 Izolace plazmidu nesouci sondu ExRai-AKtAR2............cccociiviiiiniiiiniiie 37

VYSLEDKY A DISKUZE 38
4.1 Stanoveni cytotoxicity DHS pomoci MTT teSH ......coceeviiiiiiiiiiiiiiiiciee e 38
4.2 Stanoveni miry fosforylace proteinii Akt a Erk1/2 technikou western blot..........cccooevveveenennnes 39
4.3 Optimalizace transfekEniho ProtokolUl ...........ccooiiiiiiiniiiiiii e 40
4.4 Sledovani aktivity Akt pomoci sondy ExRai-AKtAR2.........cccccovviviniiiniiii e 42
ZAVEr........... ceseesssnnessannessrnasnes ceseesssanessanesssnnenes ceeeesssnnessrnnesrnnenes ceseecssnnessrnnessnnaans S 1
LITERATURA......cccccveruueeene eosssassercansencessasses cossssssarcassassessssssee eossssssercassencessasses R—" v
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK 63



CILE PRACE
TEORETICKA CAST

1. Vypracovani obecného piehledu o fluorescencnich sondach, rozsitenych o sondy
sledujici aktivitu/fosforylaci proteinu Akt. Dale charakterizace vybranych

vlastnosti a ucinkti o 2,3-dehydrosilybinu a apelinu-13.
PRAKTICKA CAST

1. Provedeni experimentl na bunécné linii H9¢2 s cilem ovéfit vliv miry konfluence
bunék na fosforylace proteinu Akt indukovanou apelinem-13 nebo
2,3-dehydrosilybinem.

2. Priprava lyzatd, stanoveni celkového mnozstvi proteini ve vzorcich a jejich
analyza pomoci techniky western blot zakon¢enou imunodetekci.

3. Vyuziti metody transfekce pro vlozeni plasmidu kodujiciho fluorescencni sondu

a jeji nasledné vyuziti pro mikroskopickou analyzu.



1 UVOD

Signalni draha PI3K/Akt je jednou z nejdilezitéjsich signalnich drah hrajici dulezitou
roli v regulaci bunécného rastu, proliferace a apoptdzy. Tato draha je studovana pro své
antioxidacni, antiapoptické a proangiogenni u¢inky. Béhem infarktu myokardu dochézi k
nedostatenému pratoku krve do srdecniho svalu, coz ma za nasledek aktivaci mnoha
signalnich drah podporujici apoptoézu. Aktivaci Akt, jakozto hlavniho regulatoru
downstream signalnich drah, lze docilit potlaceni programované bunécné smrti
v kardiomyocytech a podpofit tak bunécné preziti. V ramci svych proangiogennich
ucinku se také podili na tvorbé novych cév, ¢imz umoziiuje lepsi prutok krve (Walkowski
et al., 2022).signalnichsignalnisignalnichTato signalni draha neni vSak aktivné studovana
pouze pro své kardioprotektivni ucinky, ale do centra zajmu se dostaly i mutace, které se
v ramci této drahy mohou vyskytovat. Mutace v signalni draze PI3K/Akt se nejCastéji
vyskytuji u nadorovych bunék. Vznik téchto mutaci vede k nadmérné fosforylaci Akt
v dusledku ¢ehoz dochazi k podpore bunécné proliferace a zaroveri k inhibici apoptozy,
coz vede ke zvySené odolnosti téchto rakovinnych bunek (J. Yang et al,
2019).signalnichK aktivaci PI3K/Akt mize dojit pomoci pusobeni piirodnich latek, jako
je 2,3-dehydrosilybin. Jednd se konkrétné o minoritni slozku obsazenou v extraktu
rostliny Silybum marianum, u které jiz diive byl prokézan pozitivni vliv na aktivitu Akt.
V navazujicich experimentech, studujicich vliv 2,3-dehydrosilybinu a pfedevsim efekty
jeho methylovanych derivatd, byly zaznamenany problémy s reprodukovatelnosti
ziskanych vysledka, predevsim diky vysokym odchylkam mezi jednotlivymi méfenimi.
Hlavnim cilem této prace bylo optimalizovat metody pro méfeni aktivity Akt se

zaméfenim na vliv miry konfluence bunééného modelu.

Béznymi vnéj§imi aspekty, podilejicimi se na zmeénach aktivity signalnich drah, jsou
pH prostredi, teplota ¢i bunécna konfluence. Proto je vhodné pred vlastnim vyzkumem
optimalizovat jednotlivi Casti protokolu tak, aby nedochazelo ke vznikiim artefaktd nebo
nereprodukovatelnych vysledkti. Béhem zvySené konfluence dochazi k nadmérnému
kontaktu mezi sousedicimi burikami, ¢imz muze dojit k inhibici nékterych signalnich drah.
Dalsi moznosti je samotné médium, jehoz pH v Case od pfipravy do spotrebovani

postupné roste s kazdym otevienim lahve.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Fluorescenc¢ni protein

V roce 1961 profesor Osamu Shimomura s kolegy uspésné extrahoval bioluminiscencni
protein z meduzy Aequorea victoria, ktery nasledné pojmenovali aequorin. Béhem
purifikace aequorinu byl objeven dalsi protein, ktery vykazoval zelenou fluorescenci.
Tento protein byl oznacen jako ,,green protein®. Své konecné jméno ziskal az v roce 1971,
kdy jej ve své praci J. G. Morin a J. W. Hastings oznacili pod nazvem ,,green fluorescent

protein“ (GFP) (Shimomura, 2009).

Tento fluorescen¢ni protein je vyuzivan jako biologicky marker v zivych vzorcich.
Diky své stabilité a kompatibilité 1ze GFP pfipojit k proteinu naseho z4jmu a oznacit ho
tak fluorescenci. Konkrétné je gen Gfp produkujici zelené fluoreskujici protein
kombinovan s genem produkujicim protein zajmu pomoci technologie DNA rekombinace.
Z pohledu usporadani vyse zminéného komplexu je gen kodujici GFP umistovan obvykle
za gen produkujici protein zajmu, coz umozfiuje lepSi zpétnou kontrolu spravné
transkripce a translace komplexu. Pfi opa¢ném usporadani muze dochazet ke tvorbé GFP
1 za predpokladu, ze dojde k chybnému/nekompletnimu prepisu druhého genu komplexu.
Nakonec je tento komplex vlozen do plazmidu, ktery zajistuje transkripci gent

v transformovaném organismu (Soboleski et al., 2005).

Struktura GFP odpovida p-barelu slozeného =z celkem 11 p-skladanych listd
v antiparalelnim uspofadani, mezi kterymi se nachédzi vodikové vazby, coz umoziiuje
vznik uzaviené struktury (Obr. 1). Ve své struktufe obsahuje specifickou sekvenci tii
aminokyselin, kteréd je nezbytna pro zajisténi jeho fluorescencnich vlastnosti. Jedna se o

Ser65-Tyr66-Gly67 u GFP a Thr65-Tyr66-Gly67 u EGFP. Po slozeni proteinového

|

p-barel

|

N-konee

C-konee

chromofor

p-skladany list

N-konec

smycky

Obrazek 1: Struktura GFP proteinu pochazejici z Aequorea victoria (Craggs, 2009)
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fetézce do struktury B-barelu dojde k presunu zminéné sekvence do jeho stiedu

(Krasowska et al., 2021).

Pro vytvoreni funkEniho chromoforu podléhaji zminéné tfi rezidua né&kolika
chemickym reakcim (Obr. 2). V prub&hu téchto reakci je vytvorena vazba mezi glycinem
a serinem za vzniku uzavieného kruhu, ukterého nasledné dochédzi ke spontanni
dehydrataci. V disledku pfitomnosti kysliku v okolnim prostfedi, dojde k oxidaci
tyrozinu, coz ma za nasledek vznik nové dvojné vazby v molekule tyrosinu. Tyto
chemické modifikace vedou kvytvofeni chromoforu 4-(p-hydroxybenzylidene)-
imidazolidin-5-on (Krasowska et al., 2021). Aniontova forma vzniklého chromoforu je
schopna absorbovat excitacni zafeni o vinové délce 475 nm a posléze emituje zafeni
v zelené oblasti spektra o vinové délce 509 nm. Pozd¢ji védci docilili vytvoreni celé
palety barev prostiednictvim modifikaci na skeletu ptivodniho GFP, pomoci kterych
dochéazi k posunu vlnové délky excitacniho i emisniho zafeni, coz umoznilo vnik
napiiklad RFP (,red fluorescent protein), OFP (,,orange fluorescent protein) nebo YFP
(,,yellow fluorescent protein®) (Jancsod et al., 2019). V soucasnosti tak fluorescencni
proteiny piedstavuji klicové soucasti nékterych metodik a nastrojt pro sledovani raznych
biologickych procest, predevsim v oblastech molekularni a bunééné biologie (Nasu et al

2021).
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Obrazek 2: Katalyza, cyklizace a oxidace glycinu, serinu a threoninu za vzniku chromoforu GFP

(podle Michal et al., 2013, upraveno)



2.2 Geneticky kodované fluorescencni biosenzory

Jedna se o analyticky pfistup pouzivany k detekci a kvantifikaci riznych druhti analyta
nebo aktivity enzymt v bunéfnych systémech. Jejich aplikace mohou byt velice
riznorodé. Mohou slouzit napfiklad v medicin€ pro screening 1é¢iv nebo pro studium

signalnich drah a monitorovani zivotniho prostiedi kvuli pfitomnosti polutantd. (Chen et

al., 2021).

Geneticky kodované biosenzory jsou sekvence nukleovych kyselin, které koduji
protein slozeny ze dvou zakladnich ¢asti, senzorové a reporterové. Senzorova Cast reaguje
na zmeény v koncentraci sledovaného analytu nebo aktivity enzymu upravou konformace
senzoru. Indukovana zmeéna terciarni struktury celého proteinu ovlivni reporterovou cast,
tvorenou jednim nebo vice fluorescencnimi proteiny. Vysledkem je zména v intenzité
fluorescence sondy, ktera predstavuje detekovany biochemicky signal (Ovechkina et al.,
2021). Dalsi dulezitou slozkou nejen fluorescencnich biosenzord, ale vSeobecné
biosenzoru jako takovych, mize byt uméle vlozena signalni sekvence na C- nebo N-konec,
pomoci které lze biosenzor umistit do specifickych subcelularnich struktur. Tyto
geneticky modifikované sekvence nukleovych kyselin jsou vpraveny do bunék, tkani ¢i
celych organismi pomoci plazmidové DNA nebo za vyuziti transgennich metod

(VanEngelenburg & Palmer, 2008).

2.2.1 Struktura plazmidu

Jedna se o kruhovité, dvouvlaknové, extrachromozomalni molekuly DNA vyskytujici se
u bakterii a archei replikujici se nezavisle na chromozomech. Bakterie jsou schopné
prenaSet plazmidy vertikdlné na dcefiné bunky a v nékterych ptipadech je mozny
1 horizontalni pfenos na jiné bakterie. Geny obsazené v plazmidech ovliviiuji metabolické
procesy jejich hostiteld (Dewan & Uecker, 2023). Diky schopnosti zaclefiovani se do
genomu hostitele jsou plazmidy ¢asto vyuzivaji pro zvySeni odolnosti rostlin a plodin na
abioticky a bioticky stres (Parmar et al.,, 2017). V mediciné jsou casto plazmidy
vyuzivany pro genovou terapii nebo pro vyvoj vakcin. Pti vyzkumu rakoviny a mozném
vyuziti plazmidt pro 1écbu byla zjisténa jejich schopnost stimulovat imunitni systém pro
boj s rakovinnymi burikami. U genové terapie nadorovych onemocnéni 1ze pomoci
plazmida docilit exprese ruznych toxickych, cytotoxickych, proaptotickych proteint pro

ptfimou inhibici rakovinnych bun¢k (Martinez-Puente et al., 2022).



Plazmidy obsahuji Ctyti klicové funkeni ¢asti. Jedna se o ,,origin of replication” (ori),
oblast selekéniho markeru, promotor a vicenasobné klonovaci misto. Ori je konkrétni
misto DNA sekvence slouzici k poc¢atku procesu replikace. VétSinou je tato ¢ast bohata
na A=T pary pro jednodussi oddéleni vlaken béhem procesu replikace. Oblast selekéniho
markeru nese jeden nebo vice gent rezistence k antibiotikim. Na zaklad¢ této oblasti 1ze
po transformaci separovat buiiky nesouci plazmid obsahujici rezistenci na urcité
antibiotikum od netransformovanych bunék, které plazmid postradaji. Separace probiha
pomoci pouhého pfidani antibiotika do média. Dalsi oblasti nachazejici se na plazmidu je
promotorova oblast, ktera fidi expresi klonované DNA, ¢imz umoziiuje transkripci genu
pomoci transkripcniho aparatu transformované buiky (Dewan & Uecker, 2023). Pro
vlozeni cilené sekvence DNA do plazmidu slouzi vicenasobné klonovaci misto. Tato
oblast je umisténa za promotorem a obsahuje mnoho kratkych sekvenci specificky
Stépenych riznymi restriknimi enzymy. Proto lze snadno odstranit urCitou sekvenci
z puvodniho plazmidu a namisto ni vlozit sekvenci naseho zajmu. Mize se jednat
napfiiklad o geny pro fluorescenci jako GFP (Clark et al., 2019). Vlozené geny jsou na
3° a5 konci ohraniCeny misty pro nasedani primerd, coz umoziiuje amplifikaci Ci
sekvenovani. Cilem je ovéfit, zda doslo ke spravnému inkorporovani klonované DNA

(Dewan & Uecker, 2023).

Expresi genu v eukaryotickych butikach lze regulovat pomoci tzv. Cre-pfepinace.
Tento systém obsahuje dva pary rekombinantnich mist ozna¢enych LoxP, které ohranicuji
cilenou sekvenci ¢i gen naseho zajmu a Cre specifickou rekombinazu puvodem
z bakteriofaga P1. Exprimovana Cre rekombindza dokaze rozpoznat mista obsahujici
sekvence LoxP a zprostfedkovavat aktivaci nebo inaktivaci lemovaného genu. Pomoci
tohoto systému lze kontrolovat genovou expresi v sav¢ich buiikach a docilit presnych

deleci ¢i inserci (H. Kim et al., 2018).

2.2.2 Faktory ovliviiujici kvantifikaci signala

Geneticky modifikované biosenzory jsou jednou z metod pro specifickou analyzu
konkrétnich analyti v bunécném systému na zakladé kvantifikace fluorescencniho
signalu. Je ovSem za potfebi brat v potaz interference, které mohou negativné ovlivnit
celkovy signal. Jednou z hlavnich problematik jsou faktory prostfedi, konkrétné se jedna

o pH a teplotu (Koveal, 2023).



Bunécné systémy potiebuji ke svym biologickym funkcim specifické urovné pH.
Prikladem muzou byt lysozomy, endozomy nebo Golgiho aparat, ve kterych je pfirozené
kyselé pH. Dale mlze dochazet ke zménam pH z divodu vyrazné zmeény rychlosti
nekterych metabolickych drahach tvoricich kyselé metabolity. V tomto piipad€ v buiice
dochazi ke kompenzaci poklesu pH pies transport proteinii mimo cytosol prostiednictvim
membranovych proteinli. Avsak i pfes jejich funkci mtze dojit k naruseni méfeni tvorbou
artefakti. Ke zménam pH dochazi typicky v malignich burikach, které vyuzivaji primarné
fosforylaci ATP na substratové urovni, coz vede k vyrazné vyssi tvorbé kyselych latek
a snizeni pH v nadorovych tkanich (Le Guern et al., 2020). V takovém prostiedi dochazi
napiiklad k uplnému zhaseni EGFP, proto je potieba zhodnotit vhodnost biosenzoru pro
zamySleny experiment. Prestoze se jedna obecné o negativni efekt na biosenzory, lze

v praxi vyuzit k méfeni organelového pH (Tsien, 1998).

V ptipadé zmén teploty dochazi u biosenzort ke zméne¢ jejich dynamického rozsahu,
tedy maximalni a minimélni hodnoty intenzity fluorescence. ZvySeni teploty ma za
nasledek Castecné rozvinuti struktury EGFP a zhaseni fluorescen¢niho proteinu (Toca-

Herrera et al., 2000).

Dalsim problém ovliviujici kvantifikaci vysledka je vliv jinych, chemicky podobnych
ligandti na protein v biosenzoru. Ve vétSiné konstruktti biosenzort je pouzivan vysoce
specificky protein pro analyt naseho zaymu. OvSem ne pro vSechny analyty jsou vysoce
specifické proteiny dostupné. V téchto piipadech muze dochazet k aktivaci biosenzoru
jinym ligandem, coZz vede k fale$né pozitivnim vysledkim. Je proto dulezité pred
pouzitim biosenzoru uvazit moznou interferenci s chemicky podobnymi ligandy
a otestovat specifitu biosenzoru. K ovlivnéni jinym, nez cilenym ligandem muze
dochazet také neptimo prostrednictvim alosterické nebo kompetitivni inhibice. V téchto

ptipadech dochazi ke snizeni odezvy a citlivosti biosenzoru (Koveal, 2023).

2.3 Intenziometrické biosenzory

Intenziometrické geneticky kodované biosenzory obsahuji pouze jeden fluorescencni
protein, ktery méni po navazani analytu intenzitu fluorescence (Obr. 3) (Molina et al.,
2019). U mnoha intenziometrickych biosenzoru je fluorescenéni protein spojen se
senzorovou doménou pies novy C- a N-konec, které vznikaji po vlozeni tzv. kruhoveé-
permutovaného fluorescencniho proteinu (cpFP). Ke vzniku kruhové permutovaného

fluorescencniho proteinu dochézi prostfednictvim spojeni originalniho C-konce s N-
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koncem pomoci peptidového linkeru. Po jeho vlozeni do fluorescencniho proteinu
vznikaji v jiné oblasti nové konce, ptes které je navazana senzorova doména (Baird et al.,
1999). K tomuto spojeni dochézi z pravidla v mist€, kde je chromofor nejvice piiblizen
k obalu B-barelu fluorescencniho proteinu. U GFP se jedna konkrétné o oblast, ktera
bezprostfedné sousedi se zbytkem Tyr-145. Jiz dfive bylo zji§téno, ze tato oblast GFP je
velice tolerantni na inzerce senzorovych domén nebo na fuzi. Popisovany konstrukt je
typicky pro fluorescencni proteiny, ov§em konkrétni oblast vhodna pro inzerci ¢i fuzi se

u jednotlivych fluorescen¢nich proteint lisi (Nasu et al., 2021).

Vyhodou intenziometrickych biosenzora je jejich vysoka citlivost, coz umoziiuje
detekovat cileny analyt v nizkych koncentracich. S vysokou citlivosti se vSak poji
i problémy, které mohou pii méfeni nastat. Jejich vykonnost mize byt ovlivnéna zménami
pH ve fyziologickém prostfedi, kdy ve vice bazickém prostfedi dochazi, zejména
u nékterych modifikaci GFP, ke zvysené fluorescenci, coz vede k nepiesnym vysledkiim.
Dal§im problémem je také dlouhé vystaveni excitacnimu svétlu. To zpusobuje tzv.
fotobleaching, vysvécovani fluoroforu, uvnitf fluorescencniho proteinu. Pii
fotobleachingu dochazi k poklesu fluorescencniho, a to omezuje celkovou dobu trvani

experimentu (Sadoine et al., 2021).

2.4 Ratiometrické biosenzory

Tento typ biosenzori byl navrzen pro kompenzaci omezeni, ktera se nachazeji
u intenziometrickych biosenzort. Typicka struktura ratiometrickych biosenzorti obsahuje
dva fluorescencni proteiny odlisné barvy, mezi kterymi probiha Forsteriv rezonancni
prenos energie (FRET) (Obr. 3) (Koveal, 2023). Jedna se o fyzikalni jev, pfi kterém
dochazi kneradianimu pfenosu energie =z excitovaného stavu donorového
fluorescencniho proteinu na akceptorovy fluorescenéni protein prostrednictvim dipdl-
dipol interakce (VanEngelenburg & Palmer, 2008). Pokud dojde k detekci cilového
analytu, dojde ke zpusténi ¢i blokaci FRET. Na zaklad€é zmén v poméru mezi intenzitou
fluorescence donoru a akceptoru lze urcit, jestli je cilovy analyt ve vzorku pfitomen ¢i
nikoliv (Yang et al., 2023). Pary fluorescen¢nich proteint, které by mohly byt potencialné
pouzity pii aplikacich FRET, musi spliiovat ur€ita kritéria. Jak jsem jiz zminovala vyse,
principem FRET je pfenos energie z donoru na akceptor. Z toho divodu musi byt par
donor-akceptor umistén ve vzajemné blizkosti, zpravidla 10-100 A. Emisni spektra

donoru by se méla zaroven piekryvat s absorpénimi spektry akceptoru. Celkové je
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zapotiebi, aby emisni moment donoru, absorpéni moment akceptoru a jejich orientace

byly pro sebe navzajem vyhodné (Wu et al., 2020).

Narozdil od intenziometrickych biosenzoru, které funguji na principu méfeni intenzity
fluorescence, vyuzivaji ratiometrické biosenzory ke kvantifikaci pomér odezvy dvou
fluorescencich proteini. Vysledkem je omezeni problému vznikajicich pii zménach
v koncentraci biosenzoru, fotobleachingu, pfi kolisani intenzity excitace a dalSich
artefaktl souvisejicimi se zmeénami prostfedi (Vu & Arai, 2023). Nevyhodou
ratiometrickych biosenzort je jejich pomémé omezeny dynamicky rozsah, ktery muze
ovlivnit citlivost, pfesnost a dobu odezvy biosenzoru (VanEngelenburg & Palmer, 2008).
Faktor dynamického rozsahu zaroven dokaze ovlivnit konformacni zmény a vazby
analytt, ¢imz dochazi ke zméné v pienosu signalu a v detekénim rozsahu biosenzoru.
I u tohoto typu biosenzoru je zapotiebi zhodnotit vliv pH, teploty, koncentrace analytu
nebo iontovou silu, nebot ityto faktory jsou schopné modulovat dynamicky rozsah

ratiometrickych biosenzort (Ast et al., 2017).

Za ucCelem zlepSeni dynamického rozsahu biosenzoru lze modifikovat peptidové
linkery nebo oblasti téchto linkert mezi fluorescenénimi proteiny a senzorovymi
doménami. Cilem uprav téchto oblasti je zména vzdalenosti a orientace samotnych
fluorescencnich proteint, ¢imz dojde ke zvyseni efektivity FRET a dynamického rozsahu.
Nejcaste€ji jsou vyuzivany peptidové sekvence obsahujici flexibilni a hydrofilni rezidua,
predevsim serin a glycin, opakujici se v libovolném potadi. Velkou vyhodou takovych

linkera je fakt, Ze neinteraguji se skladanim proteinovych domén (Evers et al., 2006).

Mimo vyuziti peptidovych linkert lze zvysit dynamicky rozsah prostfednictvim
cirkularni permutace fluorescencnich proteinti. V dusledku cirkularni permutace dojde ke
vzniku nového N- a C-konce a ke zméné prostorové orientace proteinu, aniz by doslo
k narueni skladani daného proteinu. Vlivem cirkularni permutace zaroven dochazi ke
zvySeni pKa danych proteint, coz zpusobuje vyssi fluorescenci chromofort pii pH > 7
nebo zvyseni stability fluorescencnich proteini prostiednictvim snizeni protonizace
chromofort. Tyto modifikace vedou k zabranéni fotobleachingu a agregaci (Baird et al.,

1999).
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Obrazek 3: Princip ratiometrického biosenzoru se dvéma fluorescenénimi proteiny (pfevzato

od Kaczmarski et al., 2019)

2.5 Geneticky kédované sondy pro detekci aktivity/aktivace Akt

2.5.1.1 Aktus

Pro dynamiku bunécné signalizace lze vyuzit biosenzor Aktus, ktery mize byt vhodny
pro méfeni aktivity Akt jak v cytosolu, tak riznych typech organel, napfiklad Golgiho
aparatu nebo mitochondrii. Jeho struktura je velmi podobna struktufe biosenzoru AKAR.
Obsahuje fluorescen¢ni proteiny ECFP a EYFP, mezi kterymi je umisténa substratova
doména RGRSRSAP a doména 14-3-3n, které jsou mezi sebou propojeny flexibilnim
linkerem skladajicim se z n¢kolika aminokyselin (Obr 4) (Sato & Umezawa, 2004).

Pokud je v blizkosti senzoru ptitomné fosforylované/aktivni Akt fosforyluje serin
v substratové domén€. Domeéna 14-3-3n nasledné slouzi jako detekéni usek pro
rozpoznani fosforylovaného serinu, ke kterému mé vyskou afinitu. Tim dochéazi ke
konformacnim zménam biosenzoru, kdy se vzdalenost mezi koncovimi fluorescen¢nimi
proteiny zuzi na hodnotu 10 nm ¢i mensi. V tomto konforma¢nim uspotadani probéhne
energeticky prechod mezi fluorescencnimi proteiny, coz je nasledné detekovano jako
zvySeni hodnoty emise akceptorového FP a snizenim intenzity fluorescence donorového

FP (Sasaki et al., 2003).
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Pfi porovnani biosenzoru Aktus s ostatnimi biosenzory slouzicimi k detekci aktivity
Akt je hlavni nevyhodou tohoto biosenzoru jeho nizka citlivost a omezeny dynamicky
rozsah. Schopnost Aktus je totiz omezena na urcité rozmezi fosforylace Akt. Nejcastéji
slouzi pro detekci pii vyrazné zvysené expresi tieba u nékterych nadorovych modeld.
Pokud se jedna o méfeni nepatrnych zmén ¢i nizkych hladin aktivity Akt, je zapotiebi

zvolit citliv§jsi biosenzor (Kunkel et al., 2005).

14-3-3n RGRSRS*AP

Obr. 4: Princip detekce aktivity Akt biosenzorem Aktus (podle Miura et al., 2014, upraveno)

2.5.1.2 BKAR

Dalsim z ratiometrickych biosenzort specifickych pro aktivitu Akt je biosenzor BKAR.
Jeho strukturni aspekty jsou analogické s reportérovym biosenzorem CKAR, ktery je
vyuzivan k detekci aktivity PKC. BKAR obsahuje ve své struktufe dva fluorescenc¢ni
proteiny mCFP a mYFP, FHA2 doménu a substratovou sekvenci (Obr. 5). Tato
konsenzualni substratova sekvence RKRDRLGTLGI obsahuje threonin jakozto
fosfoakceptorova cast sekvence (Kunkel et al., 2005).

Biosenzor BKAR vyuzivda FRET usporadani. Pokud se v intracelularni oblasti
nenachazi fosforylovany protein Akt, dochazi k excitaci akceptorového fluorescencniho
proteinu (mYFP) donorovym fluorescencnim proteinem (mCFP) za vyzareni emisniho
zateni o vlnové délce 528 nm. V pripadé, kdy je v dané oblasti pfitomno fosforylované
Akt, muze posttranslacné modifikovat specificky threonin v substratové sekvenci, ¢imz
dojde ke konformacnim zménam biosenzoru a FP se oddali. Vysledkem je zména poméru

intenzit emisni donorového a akceptorového FP (Belal et al., 2013).
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Experimenty provedené s BKAR ukazuji, Ze jej Ize lokalizovat do riznych bunécnych
struktur a je schopen v delSim Casovém horizontu odrazet 1 aktivitu intracelularnich

fosfataz (Kunkel et al., 2005).

substrate YFP
peptide
PKB
H —><_ H
-OH Phosphatase
CFP CFP
/ YFP / \
434 nm FRET 1 434 nm 476 nm
528 nm

Obr. 5: Strukturni usporadani a aktivace biosenzoru BKAR (podle Violin et al., 2003, upraveno)

2.5.1.3 AktAR2

Jednd se o ratiometricky biosenzor vyvinuty pro sledovani aktivity Akt kindzy
v zivoCisnych bunkéach. Konkrétné dochéazi v ramci AktAR2 k prevedeni specifické
fosforylace Akt na fluorescen¢ni signal (FRET). Ve struktufe tohoto biosenzoru se
nachazi CFP (cyan fluorescent protein) a YFP (yellow fluorescent protein), mezi které
byla vlozena sekvence substratového peptidu odvozeného od FoxO1 (Forkhead Box O1)
a FHA1l doména vazajici fosfoaminokyseliny. Fosforylace substratové domény
biosenzoru navysuje jeji afinitu k doméné€ FHA1, coz ma za nasledek zménu konformace
a vznik FRET mezi CFP a YFP. Experimentaln¢ se zména projevi zvySenou intenzitu

emise YFP a snizenou intenzitou emise CFP (Zhou et al., 2022).

U ptedchoziho typu biosenzoru AktAR bylo zjis§téno, ze nahrazenim ECFP
za Cerulean, coz je jasnéj$i azurovy FP, dojde ke zlepSeni odpovédi. Vyrazné navyseni
odpovédi biosenzoru bylo dosazeno i nahradou YFP za cirkularné permutovanym
fluorescencnim proteinem Venus, ktery ma silnéjsi fluorescencni odezvou (Gao & Zhang,
2008). Biosenzor je vhodny pro méfeni nejen zakladni kinazové aktivity Akt, ale také
umoziiuje pozorovat aktivitu Akt v zivych buiikach pred a po aplikaci 1é¢iv ovliviyjici

PI3K/Akt signalni drahu (Zhou et al., 2022).
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2.5.1.4 Akind

Tento typ biosenzoru dokéaze detekovat aktivaci Akt opét na zaklade konformacénich zmén,
avSak ma odli§né strukturni usporadani v porovnani s dfive zminénymi biosenzory. Na
svém C-termindlnim konci mé& navazany CFP. Smérem od N-terminalnim konce je
navazana PH doména Akt. Po PH doméné nasleduje YFP, které je k CFP navazano pres
detekéni doménu Akt. Prostfednictvim pifitomné PH domény dochazi k interakci
biosenzoru s fosfatidylinositol-3,4,5-trisfostatem (PIP3), ktery vznika po interakci
ligandu s receptoru a naslednou aktivaci PI3K. Po navazani na PIP3; dojde k fosforylaci
threoninového rezidua nachéazejici ho se v detekéni doméné. Vlivem této fosforylace
zpusobi piiblizeni FP do tésné blizkosti a k prenosu energie (FRET) z donorového
fluoroforu na akceptorovy, coz povede ke zvySeni emise pfi 530 nm a snizeni pii 475 nm

(Obr. 6) (Broussard et al., 2013; Yoshizaki et al., 2007).

Co se tyCe moznosti pouziti je Akind pomérné citlivy s Sirokou dynamikou, 1ze ho tedy
pouzit pro monitorovani aktivity Akt béhem bunécnych procesti v realném Case

(Broussard et al., 2013).

PIP

Obr. 6: Strukturni usporadani a aktivace biosenzoru Akind (pfevzato od Broussard et al., 2013,

upraveno)

2.5.1.5 ExRai-AKAR2
V poslednich letech doslo k vyvoji ratiometrickych biosenzorti obsahujicich pouze jeden
fluorescen¢ni protein, ktery vyuziva dvé odliSnd absorpéni maxima protonovaného

a deprotonovaného chromoforu. Vysledkem je zobrazeni dvou excita¢nich nebo emisnich
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maxim s odliSnymi zmé&nami intenzity. Tento typ biosenzorti byl navrhnut na kompenzaci
nedostatkt intenziometrickych biosenzort, u kterych Casto dochazi ke zménam urovné

exprese biosenzoru nebo fotobleachingu (Ast et al., 2017).

Jednim z téchto typu ratiometrickych biosenzorii je ExRai-AKAR2 vychazejici
z kinazovych biosenzori KAR. Jedna se o velice citlivy, excitaCné-ratiometricky
biosenzor, ktery byl puvodné navrzen pro detekci proteinkinazy A (PAK). Od svého
predchiidce (ExRai-AKAR) se li§i v paru linkert FC-LL, které dokazaly zvysit
fluorescen¢ni intenzitu a citlivost daného biosenzoru (J.-F. Zhang et al., 2021). Cely
konstrukt obsahuje substratovou doménu, FHA1 doménu (forkhead-associated domain)
a cirkularn€ permutovany GFP (cpGFP). FHA1 doména slouzi v konstruktu k rozpoznani
fosforylace substratové domény, ke které ma mnohem wvyssi afinitu. Fosforylace tak
vyvola konformacni zmeény, na zakladé kterych dojde k posunu maximalni excitacni

vinové délky ze 405 nm na 480 nm (Zhou et al., 2020).

Jak jiz bylo v této pract zminéno, biosenzory fungujici na principu FRET jsou
tolerantni, co se tyCe zacleiiovani novych domén do jejich struktury. Na zakladé tohoto
poznatku byla testovana vSestrannost ExRai-AKAR2 pouzitim riznych substratovych
domén a to pro PKA (proteinkinaza A), Akt (proteinkinaza B) nebo PKC (proteinkinaza
(). Jak ExRai-CK AR, tak ExRai-AktAR vykazovaly zvySené excitacni poméry a staly se
tak biosenzory s nejvyssi odezvou pro detekci svych cilenych kinaz (Mehta et al., 2018).

2.5.1.6 ExRai-AktAR2

Pro pochopeni celkové regulace a funkci proteinkinazy B (Akt) je zapotrebi vyuzit co
nejpresnéjsi a nejcitlivéj§i metody. I pfes to, ze u ExRai-AktAR prvni generace byla
prokazana zvySena citlivost a intenzita fosforylace pfi méreni aktivity Akt, stale zde
pretrvaval problém v omezeném dynamickém rozsahu. Pro zlepSeni a zvySeni
dynamického rozsahu byly nakonec navrzeny urcité pary linkerd, u kterych byl zkouman
vliv na odpovéd biosenzoru. Na zakladé vysledkt bylo zjisténo, ze pfi pouziti linkera
LQ-LL vykazoval biosenzor nejvétsi odpoved’. Tento biosenzor byl nasledn€ pojmenovan
ExRai-AktAR druhé generace (Obr. 7). Jeho efektivita detekce byla testovana
v jednotlivych bunécnych kompartmentech. V porovnani s AktAR2 ¢i jeho predchiidcem
ExRai-AktAR prvni generace doslo k vyznamnému zvySeni citlivosti a specifity, imz se
stal v souCasnosti nejcitlivéjsim excitacné-ratiometrickym biosenzorem (Chen et al.,

2021).
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Obrazek 7: Struktura biosenzoru Ex-RaiAktAR?2 (pfevzato od Chen et al., 2021)

2.5.1.7 BAR

Pokud by pracovisté nemélo dostupny vhodny fluorescenéni mikroskop, existuji
biosenzora vyuzivajici bioluminiscencni detekci. Jednim z téchto predstavitell uréenych
k méteni aktivity Akt je biosenzor BAR. Ten obsahuje ve své struktufe na N-konci (N-
Luc) a C-konci (C-Luc) fragmenty luciferazy. Tyto fragmenty jsou propojeny pies
substratovou a FHA2 doménu, slouzici k rozpoznava pritomnost fosfatu na substratové
doméné (Obr. 8). Nefosforylovana forma senzoru je usporadna tak, ze fragmenty
luciferazy tvori kataliticky aktivni molekulu enzymu. Po fosforylaci substratové domény
aktivovanym Akt dochazi k interakci s FHA2 doménou, v disledku ¢ehoz dojde ke
konformacni zmén€ a oddéleni fragmentu luciferazy, ¢cimz dochazi k inhibici katalitické

aktivity (Suchowski et al., 2017; L. Zhang et al., 2007).

Enzym luciferaza je jednim zhojn€ vyuzivanych bioluminiscen¢nich znaceni.
Principem mechanismu ptsobeni luciferazy je oxidace substratu luciferinu za pfitomnosti

ATP. Touto reakci dojde k emitaci svétla o vinové délce 560 nm (Suchowski et al., 2017).

V porovnani s biosenzory vyuzivajici fluorescencni signal jsou bioluminiscencni
biosenzory stabilnéjsi, co se tyCe svételného signalu. Z tohoto divodu jsou vhodnymi
biosenzory pro casoveé narocnéjsi experimenty a diky obvykle niz§imu pozadi, 1ze docilit
lepsi citlivosti. OvS§em samotny bioluminiscenc¢ni signal je, na rozdil od fluorescenc¢niho
signalu, zavisly na obsahu substratu, ¢imz muze byt samotna citlivost negativné
ovlivnéna. Dal§i nevyhodou muze byt niz§i pomér samotného signalu k Sumu ¢i
nemoznost vyuziti barevnych kanalt, v ramci kterych lze ve stejnou dobu pozorovat vice

bunécnych de&ji nebo analytt (Tung et al., 2016).

18



Substrate

peptide
o
- !
FHA2 Sl }
) AKT M

— FHA2

"H:ng , Phosphatase
anad
S éy

Bioluminescence

Obr. 8: Strukturni usporadani bioluminiscencniho biosenzoru BAR (pfevzato od L. Zhang et al.,
2007)

2.6 PI3K/ALkt signalni draha
Signalizace fosfatidylinositol 3-kinazy (PI3K)/proteinkinazy B (Akt) je jednou

z nejdulezitej§ich drah, ktera se podili na regulaci mnoha bunécnych procest tim, ze
aktivuje konkrétni efektorové molekuly podilejici se na regulaci bunécného cyklu, rastu,
apoptdzy Ci proliferace. Zaroven hraje signalni draha PI3K/Akt hlavni roli v regulaci
funkce a preziti kardiomyocyti, coz je vyznamnym aspektem pro snizeni poskozeni

zpusobené infarktem myokardu. (Yao et al., 2014)

Soucasné se vSak jedna o signalni drahu, u které Casto dochazi k nadmérné aktivaci
vlivem mutaci, genetickych zmén ¢i jinych deregulaci, coz zpusobuje jeji patologické
vlastnosti. Naruseni drahy PI3K/Akt je zakladem pro rizna onemocnéni, mezi které patfi

urcité typy rakoviny (prsu, plic, vaje¢nikq, atd.) nebo diabetes (Shi et al., 2019).

2.6.1 Fosfatidylinositol 3-kinazy (PI3K)

Jedna se o rodinu lipidovych kinaz hrajici dilezitou roli v mnoha bunéénych procesech,
jako napftiklad pii apoptoze, bunécném cyklu, angiogenezi, atd. PI3K je rozdéleno do tfi
tfid, konkrétné se jedna o tfidy I, II a III, pfi¢emz PI3K tfidy I se dale déli na tiidy IA
aIB (J. Yang et al., 2019). Podle jejich funkci a mista piisobeni je mizeme rozdélit také
na tfidy podilejici se na membranovém transportu (tfida II, IIT) nebo podilejici se na
bunécné signalizaci (I, II). V souvislosti s Akt signalizaci nas nejvice zajima PI3K tfidy
I, ktera jako jedina dokaze syntetizovat fosfatidylinositol (3,4,5)-trisfosfat [PtdIns(3,4,5)
P3 ]. Tato fosforylovana forma rekrutuje kindzu Akt k plazmatické membrané pres PH

doménu (pleckstrin homology domain) (Jean & Kiger, 2014).
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PI3K je heterodimerni proteinovy komplex, ktery se sklada z aktivni podjednotky
pl110 aregulacni podjednotky p85, ptes kterou je komplex PI3K vazan na aktivovany
RTK nachazejici se na plazmatické membrané. Plazmaticka membrana obsahuje RTK
monomery, u kterych po navazani ligandu (mtze se jednat o rustové faktory, hormony,
cytokininy atd.) dochéazi kjejich dimerizaci a nasledné autofluorescenci. Nasledné
dochazi k navazani PI3Ka na aktivovany RTK prostiednictvim regulacni podjednotky
p85 (Vasan et al., 2019). Na aktivovany receptor se vaze soucasné i SH2 doména (Src
homology domain 2) obsahujici Grb2 protein (Growth factor receptor-bound protein 2),
ptes ktery nasledné dochazi k navazani SOS proteinu (Son of Sevenless). SOS protein
interaguje s neaktivovanou formou RAS-GDP za vzniku aktivované formy RAS-GTP,
kterda nasledné aktivuje podjednotku pl110 u PI3K nezavisle na podjednotce p85
(Castellano & Downward, 2011). Tento mechanismus nasledné katalyzuje fosforylaci
fosfatidylinositol (4,5)-disfosfatu (PIP2) na fosfatidylinositol (3,4,5)-trisfosfat (PIP3)
(Obr. 9) (Long et al., 2021).

Samotna signalizace vSak muze byt aktivovana ijinymi membranovymi
receptory namisto RTK, jako napfiklad tzv. ,,G protein-coupled receptors” (GPCR). Jedna
se ovelkou tfidu membranovych proteind, které jsou slozeny ze sedmi
transmembranovych o-helikaz (Manning & Toker, 2017). Piikladem GPCR, ktery
zpusobuje aktivaci Akt signalizace je naptiklad APJ (,,angiotensin-like-receptor 1°) (Liu
et al., 2020). Po navazani ligandu na tento receptor dojde k jeho konformaénim zmeénam.
Tyto zmény ve struktute vedou k navazani heterotrimerniho proteinu G, slozeného z a, 3
ay podjednotky, k intracelularni ¢asti receptoru. Jméno téchto proteint je odvozeno od
jejich schopnosti vazat GDP a GTP (Garcia-Regalado et al., 2008). Aktivovany receptor
katalyzuje preménu GDP na GTP na o podjednotce, coz zptsobuje jeho disociaci od B a y
podjednotky. Samotny GBy komplex je schopen se pfimo vazat na PI3K nachazejici se
pfirozené na plazmatické membrané a aktivovat je k nasledné fosforylaci na PIP3

prostfednictvim fosforylace PIP2 (Gulati et al., 2018).
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Obrazek 9: Aktivace PI3K/Akt/mTORCI1 prostiednictvim receptoru APJ;

(vytvofeno v aplikaci Biorender podle nastudované literatury)

2.6.2 Phosphatase And Tensin Homolog (PTEN)

PTEN patii do skupiny tzv. tumor-supresorovych proteint, jehoz hlavnim ukolem je
zastaveni abnormalniho bunééného rustu (Trotman et al., 2003). Jedna se také ovSem
o nejcastéji mutovany gen u rakovinnych bunék. Jeho inaktivace vlivem mutace vede
k nadmémé aktivaci proteini podilejicich se na PI3K/Akt signalizaci, coz zpusobuje
nekontrolovatelny rtust bunék. Za normalnich okolnosti PTEN plsobi proti PI3K
signalizaci pomoci defosforylace PIP3 zpét na PIP2 (Obr. 10), ¢imz dojde ke snizené
aktivaci PDK1/Akt a ke snizeni nasledné Akt/mTOR signalizace (Luongo et al., 2019).

Mutace PTEN mohou byt velmi raznorodé. Mize se jednat napiiklad o mutace
vedouci k zavedeni predCasného stop kodonu, coz zapfiCini zkraceni a nefunkcnost
proteinu. Jiné mutace zapficini zavedeni ¢i odstranéni nukleotid(i z genu, ¢imz dojde
k posunu cteciho ramce. V diusledku tzv. missense mutace muze dojit k zameéné
aminokyseliny v proteinu a tim zménit funkci proteinu ¢i zptusobit jeho inaktivaci (Leslie

& Longy, 2016).

Struktura samotného PTEN je slozena primarné z DUSP fosfatazové domény

a C2 domény (Perevalova et al., 2022). Doména C2 slouzi PTEN jako tzv. membranova
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kotva. Ve své struktufe obsahuje aminokyseliny s kladnym nabojem, coz umoziuje
stabilizact PTEN na plazmatické membrané, ktera je zaporné nabita (Yasui et al., 2014).
Fosfatazova doména je zéasadni pro celkovou enzymatickou aktivitu. Ve struktuie
fosfatazové domény se nachazi nékolik smycek, pficemz jedna z téchto smycek je tzv.
P-smycka obsahujici Cys124 a Argl30 (Perevalova et al., 2022). Tyto zbytky jsou
nezbytné pro samotnou katalyzu a preneseni fosfatové skupiny z PIP3 na Cys124, ¢imz

dochazi k defosforylaci PIP3 na PIP2 (Jang et al., 2021).

2.6.3 Phosphoinositide-dependent kinase-1/2 (PDK1)

PDK1 je hlavnim regulatorem rodiny AGC kinaz, ktera autofosforyluje na zbytku Ser241
nachazejicim se v tzv. aktivacni smycCce, ¢imz se stava konstitutivné aktivni (Barile et al ,
2012). Prvnim mechanismem vzajemné interakce Akt a PDK1 je prostfednictvim PIP3.
Po fosforylaci PIP2 na PIP3 se Akt a PDK1 rekrutuji k bunééné membrang, kde pomoci
své PH domény interaguji s PIP3 (obr. 10). PDK1 zde aktivuje Akt prostfednictvim
fosforylace zbytku Thr308 v jeho struktufe (Castellano & Downward, 2011). Druhym
mechanismem jejich vzijemné interakce je vyuziti tzv. PIF-pocket nachazejici se
v kinazové doméne PDK 1. Béhem PI3K/Akt signalizace dochazi mimo jiné k fosforylaci
zbytku Ser473 plsobenim mTORC2. PDKI1 je schopna se navazat na fosforylovany
zbytek Ser473 u Akt prostrednictvim PIF-pocket ve své strukture. Tento mechanismus
interakce Akt a PDK1 pies PIF-pocket je velice dilezity, nebot je v této Casti signalizace

zapotiebi inhibovat nejen PDK1, ale zdroven mTORC2 (Xu et al., 2019).

2.6.4 Serin/threonin kinaza (PKB/Akt)

Rodina AGC obsahuje pies 60 serin/threoninovych proteinkinaz, které maji podobné jak
struktury, tak funkce. Mezi tyto proteinkinazy patii napiiklad jiz zminéna PDK1 nebo
Akt/PKB. Jméno této proteinkinazové rodiny pochazi od 3 zakladnich ¢lent, konkrétné
se jedna o PKA, PKG a PKC. Celkové se AGC kinazy podileji na riznych bunécnych
procesech, a proto se také stavaji cilem nejen pro 1écbu rakoviny, ale také diabetu,

neurologickych poruch virovych infekci a dalSich onemocnéni (Arencibia et al., 2013).

Zakladem struktury Akt je kinazova doména slozena z N- a C-terminalni casti, ktera
zaroven obsahuje zbytek Thr308 v tzv. aktivacni smycce, u kterého dochéazi béhem
signalizace k fosforylaci prostiednictvim puasobeni PDK1. Touto fosforylaci dochazi
k castecné aktivaci PKB/Akt. Soucasti N-terminalni casti je zaroven 1 PH doména, ktera

je zodpovédna za interakci s PIP3 na plazmatické membrané (Chu et al., 2020). Pro
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maximalni aktivitu Akt je zapottebi fosforylace jak zbytku Thr308 vlivem PDKI, tak
zbytku Ser473, ktery se nachazi v hydrofobnim motivu (HM) na C-terminalni kinazové
doméné. K fosforylaci Ser473 dochazi prostrednictvim mTORC2 (mammalian target of
rapamycin complex 2) (Manning & Toker, 2017).

2.6.5 Mechanistic target of rapamycin (mTOR)

Jedna se o serin/threoninovou kinazu, ktera reguluje bunécny rist, proliferaci,
metabolismus nebo autofagii, pfi které vlivem aktivace mTOR dochazi k jejimu potlaceni.
Pokud dojde k nadmémé aktivaci mTOR vlivem napt. zvySené aktivity Akt, dojde
k aktivaci nadmérného rustu nadorovych bunék a jejich presunu do zdravych tkani (Zou
et al., 2020). mTOR se vyskytuje ve dvou odlisnych komplexech, konkrétné ve formé
mTORC1 a mTORC2 (Q. Yang et al., 2006).

2.6.6 Mammalian target of rapamycin complex 2 (mTORC2)

,Mammalian target of rapamycin complex 2 je zodpovédny za fosforylaci HM motivu
(Ser473) PKB/Akt pfes mTOR doménu. Ve své struktufe obsahuje protein Rictor, mnTOR
kinazovou doménu, podjednotku GBL a Sinl-PH doménu (Bhaskar & Hay, 2007).
K aktivaci mMTORC2 dochazi stejné jako u PI3K vlivem extracelularnich stimul(, nejsou
vSak zatim znamy konkrétni molekularni mechanismy jeho aktivace. Bylo vSak zjisténo,
ze doména Sinl interaguje s mTOR katalytickou doménou pres PH doménu, Cimz
dochazi k inhibici fosforylace PKB/Akt. OvSem v ptfipadé, kdy vlivem PI3K dojde ke
vzniku PIP3 na plazmatické membran€, dochazi k soupereni mezi mTOR a PIP3 o vazbu
na Sinl-PH doméné. V disledku moznosti navazani mTORC2 na PIP3 ptes PH doménu
dochazi kjeho priblizeni k plazmatické membran€, kde se zaroveni nachdzi navazany
PKB/Akt. Pravé v tuto chvili dochézi k fosforylaci Ser473 vlivem mTOR domény a ke
kompletni aktivact PKB/Akt (Obr. 10) (Yuan & Guan, 2015).

2.6.7 Komplex tuberozni sklerozy (TSC)

TSC neboli tumor supresorovy heterodimer, se sklada ze dvou proteint, jedna
se 0 TSC1 (hamartin) a TSC2 (tuberin). Jméno komplexu tuberdzni sklerozy je piimo
odvozeno od genetického onemocnéni, které vznika mutaci jednoho z doty¢nych proteint
(Li et al., 2004). TSC1 aTSC2 vytvareji komplex prostiednictvim svych domén
nachazejicich se v C-terminalnich oblastech. TSC1 obsahuje tzv. C-terminal coiled-coil
(CCT), pres ktery se vaze na GAP doménu (Cai et al., 2006). Za normalnich podminek
dochazi k navazani komplexu TSC1/TSC2 ptes GAP doménu na Rheb-GTP (Ras

23



homolog enriched in brain — guanosine triphosphate), kde komplex stimuluje GTP
hydrolyzu. Dochazi tak k preméné aktivniho GTP na neaktivni GDP a nasledna mTORC1

signalizace se prostfednictvim této drahy neaktivuje (Inoki et al., 2003).

Pokud dojde k aktivaci Akt vlivem PI3K/Akt signalizace, dojde k fosforylaci proteinu
TSC2 na Ser1086, Ser1088 and Thr1422, coz zapfi€ini jeho destabilizaci a naruSeni
interakce s TSC1, ¢imz ztraci svou regulacni funkcei (L1 et al., 2004). Dojde k oddéleni
TSC2 od TSCI, ktery zastava vazan na membranu, a celkové translokaci TSC2 do
cytosolu, ¢imz dojde k akumulaci aktivnich Rheb-GTP. Ty jsou hlavnimi aktivatory
mTORCI1 (Obr. 10) (Cai et al., 2000).

mTORCI1 je velmi podobny mTORC2 po strukturni strance. Stejné jako mTORC2
obsahuje mMTORC1 mTOR kinazovou doménu a podjednotku GBL. Od mTORC?2 se lisi
proteinem ve své strukture, kdy se zde namisto Rictoru nachazi protein Raptor a absenci
Sin1-PH domény (Bhaskar & Hay, 2007). Po navazani Rheb na mTORC1 dochazi ke
zvySeni kinazové aktivity, na zakladé ¢ehoz je mTORCI1 schopen dale fosforylovat
protein v navazujici regulaci ( obr. 10). Konkrétné se muze jednat o S6K1 nebo 4E-BP1

(Parmar & Tamanoi, 2010).

2.7 Prirodni latky

U rakovinnych bunek se vyskytyji mutace signalnich drah, které vedou
k nekontrolovatelnému bunéénému déleni a k naruseni apoptozy, ztohoto divodu je
apoptdza Castym terapeutickym cilem pro 1écbu rakoviny (S.-H. Kim et al., 2019). Pro
1écbu rakoviny se zpravidla vyuzivaji syntetickd chemoterapeuticka 1é¢iva s vysokou
cytotoxicitou. Problémem je postupné vybudovani rezistence u pacientt, kvili cemuz se
hledaji alternativni latky, které by podporily efektivitu chemoterapeutickych latek ¢i by
je dokazaly kompletné nahradit. V tomto kontextu se zacaly zkoumat ptirodni latky, které
diky své nizké toxicité, bezpecnosti, dostupnosti a rozsahlé skale obsazenych chemickych
latek by mohli slouzit jako potencialni latky pro prevenci a chemoterapii. V predchozich
letech bylo zjisténo, ze prirodni latky dokazou interagovat se signalnimi drahami, jako
napfiklad s PI3K, MAPK/ERK, TLR ¢i Akt, coz jsou jedny z drah, u kterych dochazi
vlivem jejich dysregulace k nekontrolovatelné proliferaci rakovinnych bunék (Naeem et

al., 2022).
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2.7.1 Flavonoidy

Flavonoidy lze zaradit do rostlinnych sekundarnich metabolitl, které maji pozitivni
biochemické, antioxidacni, prozanétlivé, antimutagenni a antikarcinogenni ucinky.
U rostlin hraji dalezitou roli v obrané proti reaktivnim formam kysliku (ROS), mohou
slouzit jako UV filtry ¢i signalni molekuly (Dias et al., 2021). Zakladni strukturou
flavonoidu a jejich podskupin jsou dva benzenové kruhy (A, B) propojené s pyranovym
kruhem. Podle lokalizace benzenového kruhu B na pyranovém centralnim kruhu a poc¢tu
¢i poloze hydroxyskupin v zakladni struktufe dochazi k ovlivnéni antioxidacni
schopnosti doty¢né skupiny flavonoidi. Na zakladé téchto odlisnosti 1ze flavonoidy
rozdelit do nékolika podskupin, jako flavony, flavonoly, isoflavony, flavanony, antokyany

atd. (Panche et al., 2016).

2.7.2 Flavonolignany

Do mensi, specifické podskupiny flavonoida patii zarover i tzv. flavonolignany, které
obsahuji zakladni strukturu flavonoidii propojenou s fenylpropanoidem (Song et al.,
2022). NejznaméjSimi flavonolignany jsou ty obsazené v silymarinovém extraktu
pochazejici z perikarpu semen rostliny ostropestice marianského (Silybum marianum),

kde dochazi k jejich akumulaci (AbouZid & Ahmed, 2013).

Silymarin je smeési nékolika izomernich flavonolignani. Mezi hlavni flavonolignany
obsazené v silymarinu patii silybinin, silychristin, silydianin a isosilybinin. Bylo zjiSténo,
ze silymarin dokéaze inhibovat produkci reaktivnich forem kysliku poskozujicich DNA
a bunécnou proliferaci prostifednictvim inaktivace PI3K/Akt a MAPK signalnich drah,
coz vede k nasledné indukci apoptozy (Madhunapantula & Robertson, 2012). Kromé toho
narusuje zanétlivé drahy a inhibuje uvoliiovani prozanétlivych cytokind, které se podileji
na progresi srdeCnich onemocnéni. Silymarin rovnéz vykazuje potencial pfi regulaci
hladiny cholesterolu, ¢imz podporuje pfiznivy lipidovy profil. Zaroveni pfispiva k
zachovani funkce endotelu, ktera je zasadni pro udrzeni zdravych cév a prevenci
endotelialni dysfunkce. Tyto mnohostranné mechanismy podtrhuji pozitivni vliv

silymarinu na kardiovaskularniho systému. (Rao & Viswanath, 2007)
Také bylo prokazano, ze silymarin ma pozitivni ucinky na zvySovani acinnosti 1éku,
u kterych byla pacientem vybudovana rezistence v ramci dlouhodobé konzumace,

prostfednictvim inhibice doty¢né rezistence. Z tohoto hlediska byl silymarin oznacen

jako potencialni latka pro podparnou 1écbu rakovin ¢i jinych onemocnéni, u kterych
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dochazi k ¢astému vybudovani rezistence na predepsana synteticka 1éciva (Gillessen &

Schmidt, 2020).

Jednim z nejvice studovanych flavonolignant obsazenych v silymarinu je silybin
jakozto jeho hlavni G¢inna slozka (Bijak, 2017). VSeobecné se silybin hojné vyuziva jako
doplnék stravy ¢i jako protijed proti otravé houbou Amanita phalloides. 1 silybin obsahuje
silnou antioxida¢ni aktivitu, kdy je schopen zachytavat hydroxylové radikaly
a zabrarovat peroxidaci lipidd. Mimo zjisténou antioxidacni a hepatoprotektivni aktivitu
silymarin oplyva zarovei i protirakovinnymi a chemopreventivnimi u¢inky. Silybin ma
hydrofobni charakter, tudiz je nerozpustny ve vodé. Zaroven je také Spatn€ rozpustny jak
v polarnich protickych, tak nepolarnich rozpoustédlech. Lze ho vsSak rozpustit

v aprotickych rozpoustédlech, jako aceton ¢i DMSO (Agarwal et al., 2013).

V mnoha studiich je spojovana srde¢ni hypertrofie s nadmérnou produkci reaktivnich
forem kysliku (ROS). SROS souviseji signalni drahy MAPK ¢i PI3K/Akt. Bylo
prokazano, ze silybin dokaze blokovat signalni drahy ERK1/2 MAPK a Akt za Gcelem
cytoprotektivnich Gcinkti (Anestopoulos et al., 2013)._Pozd¢ji byly na zakladé Siroké
Skaly pozitivnich G¢inkd silybinu na lidské zdravi studovany i jeho derivaty, jako
napfiklad 2,3-dehydrosilybin. Praveé u 2,3-dehydrosilybinu byl zji§tén lepsi antioxidacni

potencial nebo zlepSena antiperoxidace lipida. (Agarwal et al., 2013).

DHS neboli celym nazvem 2,3-dehydrosilybin, je oxidovana forma silybinu vykazujici
zvySenou ochranu proti bunééné smrti. V porovnani s u€inky silybinu DHS vykazuje
kardioprotektivni ucinky prostfednictvim aktivace signalni drahy PI3K/Akt béhem
ischemie. Jeho schopnosti aktivovat tuto drahu dochézi k podpofe pieziti bunék,
proliferace a zaroven dochazi k tlumeni apoptdzy. Déle dochazi k usnadnéni zachovani
integrity mitochondrii, zachovava produkci energie a zmiriiuje poSkozeni zpusobené
oxida¢nim stresem, které je pro zivotaschopnost bunék v ischemickych podminkach

klicové (Ghafouri-Fard et al., 2022).

2.8 Apelin-13

Mimo testovani pfirodnich flavonolignanii na inhibici PI3K/Akt a MAPK signalnich drah
se véda zameétuje 1 na studium vlivu nestabilni a nezralé vaskulatury rakovinnych bunek.
Aby mohly rakovinné bunky proliferovat a rast, potiebuji dostateény piivod zivin
a kysliku, z tohoto divodu se musi nachazet v urcité¢ vzdalenosti od prokrvenych cév,

které jim tyto naroky pro preziti dokazou zajistit. Angiogeneze u rakovinnych bunek zde
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hraje klicovou roli. U nadorovych buneék dochazi k naruseni rovnovahy angiogennich
regulatorti prostfednictvim uvolfiovani proangiogennich regulatord, jako VEGF a FGF.
Vytvoreni novych cévnich kapilar zajistuje rakovinnym burikdm napojeni na krevni
reCisté, ¢imz ziskavaji potrebné ziviny (Forster et al., 2017). V ramci antiangiogenni
terapie monoklonalni protilatkou bevacizumab proti VEGF bylo zji§téno, ze nedochazi
pfimo k inhibiénim ucinkim, ale Ze antiangiogenni terapie napomaha ke stabilité
narusené vaskulatury nadoru, to vede k vytvoreni zdravé vaskulatury. Principem zdravé
vaskulatury spolu se zvySenym prutokem krve je zlepSené dodani protinadorovych 1éCiv

do nadorovych bunék (Kidoya et al., 2012).

Apelin je endogenni ligand vazajici se na svuj receptor APJ, ktery je propojeny
s G-proteinem. Jedna se o angiogenni latku, kterd podporuje jak proliferaci bun¢k
prostfednictvim aktivace PI3K/Akt, ERK signalizaci, tak zlepSuje rozsifeni vaskularnich
siti (Chaves-Almagro et al., 2022). Samotna draha apelin/APJ zprostfedkovava také
rezistenci na nekteré protirakovinné léky, které jsou mifeny na indukci apoptodzy, a na
antiangiogenni latky. Na zakladé tohoto zjisténi byla draha apelin/APJ navrzena jako

potencialni protirakovinny cil (Masoumi et al., 2020).

3 EXPERIMENTILNI CAST

3.1 Materialy a pristroje

3.1.1 Chemikalie

2,3-dehydrosilybin (byl ziskdn darem od Vladimira Krena; pfipraven oxidaci silybinu)
Akrylamid/N,N"-methylenbisakrylamid (29:1, 40% roztok) (Merck, kat. ¢.
1.00641.1000)

Aminokyseliny (50%) (ThermoFisher, kat. ¢. 11130051)

Bromfenolova modf (Sigma Aldrich, kat. ¢. BO126)

Chlorid sodny (Lach-Ner, kat. ¢. 30093-AP0-G1000-1)

Chlorid véapenaty (Lach-Ner, kat. ¢. 30096-AP1-G1000-1)

Chlorid hofe¢naty hexahydrat (Lach-Ner, kat. ¢. 30080-AP0-G0500-1)

Chlorid draselny (Lach-Ner, kat. ¢. 30076)

Glukoéza-1 HO (Sigma Aldrich, kat. ¢. G7021)

Dimethylsulfoxid (Sigma Aldrich, kat. ¢. D2650)

Dihydrogenfosforecnan draselny (Lach-Ner, kat. ¢. 30016-CP0-G0500-1)
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Dodecylsulfat sodny 10% (SDS) (Sigma Aldrich, kat. ¢. L5750)
Eagleovo médium modifikované Dulbeccoem (DMEM) (SERANA, kat. ¢. MCL-004)
ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent kit (GE Healthcare, kat. ¢&. RPN2236)
Fetalni bovinni sérum (FBS) (GE Healthcare Life Sciences, kat. ¢. SV 30160.03)
Fluorid sodny (Sigma Aldrich, kat. €. S7920)
Hydrogenuhlicitan sodny (Lach-Ner, kat. ¢. 30320)
Hydrogenfosfore¢nan disodny (Penta, kat. ¢. 15150-31000)
L-glutamin (Serva, kat. €. 22942)
Lipofectamine® 3000 (ThermoFisher, L.3000001)
MEM Vitaminovy roztok (100x) (ThermoFisher, kat. ¢. 11120052)
Methanol (Sigma Aldrich, kat. €.322415)
N,N,N’,N"-tetramethylethylendiamin (TEMED) (Serva, kat. ¢. 35930)
N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N"-2-etansulfonova kyselina (Hepes) (Sigma Aldrich, kat.
& H3375)
Octova kyselina 99% (Lach-Ner, kat. ¢. 10047-A99)
Opti-MEM®™ (ThermoFisher; kat. & 11058021)
PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo scientific, kat. ¢. 2692467)
pcDNA4 EGFP (soucasti kitu Cell Line Nucleofector® Kit V, kat. ¢. VCA-1003)
pcDNA3-ExRai-AktAR2 (Addgene, kat. €. 184047)
Penicillin-Streptomycin (Sigma Aldrich; kat. ¢. P4333)
Peroxodisiran amonny (Sigma Aldrich, kat. ¢. A3678)
PolyJet™ Reagent (SignaGen, kat. ¢. SL100688)
Ponceau S (Sigma Aldrich; kat. €. P3504)
Propanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. kat. ¢. 402893)
Protilatky primarni od firmy Cell Signaling Technology:
Akt (kat. ¢. 9272)
p-Akt (kat. ¢. 9271)
GABDH (kat. & 5174)
p-p44/42 MAPK (Erk1/2) (kat. &. 9106)
p44/42 MAPK (Erk1/2) (kat. & 9102)
vinculin (Santa Cruz Biotechnology, kat. €. sc-25336)
Protilatky sekundarni konjugované s kienovou peroxidazou (HRP) od firmy Cell
Signaling Technology (kat. ¢. 7074, kat. €. 7076)
[Pyrl]-Apelin-13 trifluoracetatova sul (Sigma Aldrich, kat. ¢. SML.2084)
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SignalBoost™ Immunoreaction Enhancer Kit (Merck; kat. ¢. 407207)

Trans-Blot® Turbo™ 5x Transfer Buffer (BioRad; kat. ¢. 10026938)
tris(hydroxymethyl)aminometan (Tris) (Carl Roth; kat. ¢. 0188.4)

Triton X-100 (Sigma Aldrich, kat. ¢. T8787)

Trypanova modf 10x fedéna (Sigma Aldrich, kat. ¢. T8154)

Trypsin-EDTA, 0,25% roztok (ThermoFisher, kat. ¢. 25200056)

Tween® 20 (Sigma Aldrich; kat. &. P1379)

Ustalovac (AGFA, kat. ¢. G354)

Vanadic¢nan trisodny (Sigma Aldrich, kat. ¢. S6508)

Vyvojka (AGFA, kat. ¢. G150)

Western blotting luminol reagent kit (ImmunoCruz, kat. ¢. sc-2048)

3.1.2 Roztoky

BCA pracovni ¢inidlo: Pierce™ BCA Protein Assay reagent A (ThermoFisher, kat. &.
23228), Pierce™ BCA Protein Assay reagent B (ThermoFisher, kat. &. 23224) (Reagent
A/reagent B—50:1 v/v).

Lyzaéni pufr HUVEC: Tris (20 mmol-1™"), EGTA (5 mmol-1™"), NaCl (150 mmol-17"),
glycerolfosfat (20 mmol-1™"), Na3VOs (1 mmol-1""), NaF (1 mmol-1™"), Triton X-100 (1%,
v/v), Tween 20 (0,1%, v/v), inhibitor proteas Complete™ (1 tableta v 50 ml), pH 7,5.

Koncentrovany roztok PBS (10x): NaCl (137 mmol-17"), KCI (2,68 mmol-1™"),
Na;HPO4 (8,96 mmol 17", KH2PO4 (1,47 mmol-17"), pH=7,4.

Roztok Tritonu: Triton X-100 (15% v/v) v PBS.

EHL pufr: CaCl, (2 mmol-1™), NaCl (135 mmol-1™"), MgCl» (1 mmol-1™"), KCI
(5 mmol 1), Hepes (10 mmol-17"), NaHCOs (2,6 mmol-1™"), KH2PO4 (0,44 mmol-17"),
Na;HPOs (0,34 mmol-17"), aminokyseliny (20 ml-1""), vitaminy (10 ml-1™"), gluk6za
(10 mmol-17"), L-glutamin (2 mmol-17"), pH 7,45.

2NaCa: CaCl, (2 mmol-1™"), NaCl (138 mmol-1™"), MgCl, (1 mmol-1™"), KCI (5 mmol 17",
Hepes (10 mmol-17"), glukéza (10 mmol-17"), pH 7,4.

Eagleovo médium modifikované Dulbeccoem (SERANA, kat. ¢. MCL-004):
Kultivaéni médium bylo obohaceno o 10 % FBS a antibiotika (penicilin — 100 U-ml™",

streptomycin —100 mg-171).
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Roztoky pro SDS-PAGE a Western blot

NanaSeci pufr: Tris (312,5 mmol-1-1 ), pH 6,8; SDS (10%, m/v), glycerol (50%, v/v),
DTT (0,5 mol-1-1 ), bromfenolova modf (0,05%, m/v)

10% SDS polyakrylamidovy migracni gel: 40% roztok akrylamidu/bisakrylamidu 29:1
(24,7 %), deionizovand voda (48,4 %), migracni pufr (24,7 %), 10% peroxodisiran
amonny (0,9 %), tetramethylethylendiamin (0,09 %) a 10% SDS (0,9 %).

Zaostiovaci pufr: Tris (0,5 mol-1™"), pH=6,8.

Zaostrovaci gel: 10% polyakrylamidovy gel: 40% roztok akrylamidu/bisakrylamidu
29:1 (9,9 %), deionizovana voda (63,4 %), zaostfovaci pufr (24,7 %), 10% dodecylsulfat
sodny (0,9 %), 10% peroxodisiran amonny (0,7 %), tetramethylethylendiamin (0,09 %).

Pienosovy pufr: Tris (25 mmol-17™"), glycin (192 mmol 1), methanol (20%, v/v), SDS
(0,1%, m/v), pH 8,3. Migraéni pufr: Tris/HCI (1,5 mol-1""), pH 8.8.

Barvici roztok: Kyselina octova (5%, v/v), Ponceau S (0,1% m/v).
TBS (tris-buffered saline): Tris (100 mmol-1™"), NaCl (154 mmol-17"), pH 7,5.
TBS/T: Tween 20 (0,1%, v/v) v TBS.

3.1.3 Pristroje a pomucky
Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Analytické vahy AX105 DeltaRange® (Mettler Toledo, Svycarsko)

Blokova tfepacka Thermomixer comfort (Eppendorf, Némecko)

Blotovaci podlozky (VWR, USA)

Blotovaci systém Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad Laboratories, USA)
Bunécna skrabka (Biologix, USA)

Biirkerova komurka (Marienfeld, Némecko)

Chlazena centrifuga Mikro 22R (Hettrich Zentrifugen, Némecko)

Chlazena centrifuga Rotina 380R (Hettrich Zentrifugen, Némecko)
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CO3 inkubator MCO-17AIC (Sanyo Electric Biomedical, Japonsko)
Digitalni predvazky GX-600 (A&D, Japonsko)

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

Fotograficky film Fuji medical x-ray (FujiFilm, Japonsko)

Fotometr pro méteni absorbance/fluorescence v 96jamkovych deskach Infinite M200
pro (Tecan, Svycarsko)

Hlubokomrazici box Inova U535 (Eppendorf, Némecko)

Laminarni box Biohazard EF/S 4 BSC (Schoeller Instruments, Ceska republika)
Kultivaéni lahve, kultivagni desky, centrifugaéni kyvety (TPP, Svycarsko)
Mikroskop CK40 (Olympus, Japonsko)

Mikroskop NIB-100 (Novel optics, Cina)

Mikroskop Axiovert 40 CFL (Zeiss, Némecko)

Mikroskopicka kryci sklicka (Merienfeld, Némecko)

Minicentrifuga Z 100 M (Hermle Labortechnik, Némecko)

Mini-rocker tfepacka typ MR-1 s kyvavym pohybem (Biosan, Litva)
MiniSpin centrifuga v¢. rotoru (Eppendorf, Némecko)

Multikanalova pipeta Finnpipette® (Thermo Fisher Scientific, USA)
Odséavacka Gilson Safe Aspiration Station (Gilson, USA)

Plastové mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)

PVDF membrana Immun-BlotTM 0,2 um (Bio-Rad Laboratories, USA)
Sérologickeé pipety (Capp, Dansko)

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

Spicky (Eppendorf, Némecko)
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3.1.4 Biologicky material
Pro experimenty byla pouzita adherentni bunécné linie H9¢2 odvozena od potkanich

embryonalnich kardiomyoblastt.

3.2 Metody

3.2.1 Kultivace buné¢né linie H9¢2

Subkultivace bunék je zakladni technikou bunécné kultivace, kterd zahrnuje prenos bunék
z jedné kultiva¢ni nadoby do druhé za G¢elem zachovani jejich ristu a zivotaschopnosti.
Zajistuje nepfetrzité mnozeni homogennich bunék poskytovanim cerstvych zivin
a prostoru pro mnozeni. Jejich konfluence byla hodnocena mikroskopicky a subkultivace
bunék byla provadéna v intervalech kazdé tfi az ctyfi dny na zakladé dostatecné

konfluence, ktera dosahovala 80, maximalné 90 %.

Bunky byly kultivovany v CO; inkubéatoru za konstantnich podminek — v 95% vlhkosti,
37 °C av atmosfére 5% CO,.

Pred zaCatkem kazdé subkultivace bylo ve vodni lazni temperovano médium DMEM,
PBS, trypsin a 10x fedénéa trypanova modi po dobu 30 minut a 37 °C, aby u bunék nedoslo
k teplotnimu Soku. Po vytemperovani byly jednotlivé lahve a zkumavky otfeny
dezinfek¢nim ubrouskem a preneseny do laminarniho boxu. Zaroven byly do laminarniho
boxu umistény jednorazové serologické pipety o objemech 5 ml, 2x 10 ml, 25 ml
a plastova falkona o objemu 50 ml. Nésledné byla pfenesena kultiva¢ni lahev s bunécnou

linii z inkubatoru do laminarniho boxu.

Hrdla lahvi byla pted otevienim opalena pomoci lihového kahanu pro zajisténi sterility.
Hrdlo kultivacni lahve bylo pred otevienim taktéz ozehnuto. Po otevieni a opaleni hrdla
kultivacni lahve bylo staré médium vylito do odpadni nadoby a builky byly 2x promyty
10 ml roztoku PBS pomoci 10 ml pipety pro odstranéni zbytki média a séra. Nasledné
byl k buitkkdm automatickou pipetou pfidan 1 ml trypsinu za ucelem uvolnéni bunék od
dna kultivac¢ni lahve. Po dvou minutach ptsobeni trypsinu bylo do kultivacni lahve
pfidano 9 ml média DMEM se sérem pomoci 10 ml pipety, které inhibuje pfitomny
trypsin. Stejnou pipetou byly buiky prevedeny z kultivacni lahve do 50 ml falkony
a centrifugovany po dobu 3 minut pfi 1000 x g za laboratorni teploty (RT).

Od bunécného peletu bylo médium v laminarnim boxu odlito a nahrazeno 5 ml média

DMEM (10% FBS, 1% P/S, rustové médium) pro resuspendaci bunécného peletu. Do
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sterilni 1,5 ml eppendorfovy zkumavky bylo sterilné pfevedeno 80 ul trypanové modri

(10% tedéné) a 20 pl resuspendovanych bunék.

Eppendorfova zkumavka se vzorkem byla nasledné premisténa mimo laminarni box
ke svételnému mikroskopu pro urCeni piiblizného poctu bunék pomoci Biirkerovy
komurky pfi zvétSeni objektivu 100x. Na zakladé zjisténého mnozstvi bunék v 1 ml
suspenze byl patficny objem vracen do nové kultivacni lahve tak, aby bé&hem
nasledujicich tii az ctyf dnii inkubace nedosahli buiiky 100% konfluence. Zbytek bunécné

suspenze byl vyuzit pro vlastni experimenty.

3.2.2 Stanoveni cytotoxicity pomoci MTT testu

Metoda vyuziva schopnosti zivych bunek redukovat zlutou trimethyl tetrazoliovou stl
(MTT) pomoci ptsobeni mitochondrialnich dehydrogenaz uvniti bunék na fialovy
formazan. Viabilita bunék je stanovena po rozpusténi formazanu spektrofotometricky na

zakladé absorbanci stanovenych pfi vinové délce 540 nm.

Prvni den byla vyseta 96jamkova deska tak, aby kazda jamka obsahovala 15 000 bunék
v celkovém objemu 200 pl. Nasledujici den byla na buriky aplikovana koncentracni fada
DHS pfipravena v rustovém médiu. Bunky byly stestovanymi latkami inkubovany
dalSich 24 hodin. Posledni den bylo pfipraveno 8,5 ml roztoku MTT v poméru 1:10
(MTT:DMEM bez séra a antibiotik). Médium bylo z jednotlivych jamek odsato
a nahrazeno roztokem MTT tak, aby kazda jamka obsahovala 100 pl tohoto roztoku.
Deska byla vracena do inkubatoru na 30 minut, béhem kterych doslo ke vzniku fialového
formazanu uvnitf bunék. Po uplynuti stanovené doby byl z jamek roztok MTT vyklepnut
a nahrazen smési dimethylsulfoxidu s 1% NH3 (100 pl/jamku). Vlivem pusobeni tohoto
rozdoku doslo k uvolnéni a rozpusténi fialového formazanu z pfitomnych zivych bunék.
Nasledné byla pomoci spektrofotometru zméfena absorbance jednotlivych jamek pii

vlnové délce 540 nm.

3.2.3 Optimalizace transfekcéniho protokolu

Metodou transfekce se rozumi pifimé vlozeni cizich nukleovych kyselin do
eukaryotickych bunék s cilem zménit genetickou vybavu hostitelské buiky. Bézné
je transfekce rozdélovana na dva druhy. Stabilni, kdy dochéazi bud’ k integraci cizorodé
DNA do genomu hostitele nebo je buiika nucena udrzet si vlozeny plazmid pomoci
selekéniho tlaku vyvolaného vybranymi antibiotiky. Vysledkem je konstitutivni exprese

transgenu 1 v nasledujicich generacich. DalSim typem transfekce je tzv. tranzientni
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transfekce, pfi které nedochazi k integraci cizorodych nukleovych kyselin do genomu
hostitelské buriky (Obr. 11). Efekty transfekce tak v prab&hu dalSich generaci postupné
vymizi.

Optimalizace podminek transfekce je dilezitym aspektem pro Gspé€$né pozorovani

intracelularnich jevii pomoci geneticky kodovanych biosenzort.

Transfekéni €inidlo +
plazmid

Endocytoza ©
~©

/N

O
Jadro _ /
»

Degradace transfekéniho
cinidla v cytoplazmé

Obrazek 11: Grafické znazornéni transfekce plazmidu za vyuziti transfek¢éniho ¢inidla (vytvoreno

v aplikaci Biorender podle nastudovang literatury)

Pro optimalizaci transfek¢niho protokolu bylo vyseto 10 jamek v 96jamkové desticce.
Do kazdé jamky bylo napipetovano 200 ul bunécné suspenze nafedéné pomoci ristového
média tak, aby bylo vyseto 10 000 bun¢k na jamku. Po vyseti byla 96jamkova deska
umisténa do inkubatoru na 24 hodin. Nasledujici den probéhla transfekce bunék
expresnim plazmidem nesoucim GFP protein pomoci testovanych transfekénich Cinidel.
Prvnim ztestovanych transfekénich &inidel byl PolyJet™ v pomérech 1:3 a 1:4
(ng DNA:ul reagentu). Dal§im transfekénim ¢inidlem byl Lipofectamine 3000 testovany
v pomérech 1:2 a 1:3 (ug DNA:ul reagentu). Transfekce byla provedena v rastovém
médiu. Posledni den bylo médium v jamkach nahrazeno roztokem 2CaNa, nebot
fenolova Cerven obsazena v médiu zplsobuje autofluorescenci. Vyhodnoceni bylo
provedeno na epifluorescenénim mikroskopu pii zvétSeni objektivu 200x v programu

AxioVision Rel. 4.8.
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3.2.4 Transfekce bunécné linie H9c2 excitaéné-ratiometrickou sondou ExRai-
AktAR2
Pti transfekci bunek excitaéné-ratiometrickou sondou ExRai-AktAR2 bylo zapotiebi je
nejprve vysit na 6jamkovou desku s vlozenymi kruhovymi krycimi sklicky o prameéru
30 mm, které jsou nezbytné pro mikroskopické vyhodnoceni v perfuzni komtrce. Do
kazdé jamky bylo vyseto 180 000 buné¢k ve 2 ml ristového média a deska byla ponechana
v inkubatoru. Nasledujici den byla provedena transfekce za pouziti reagentu
Lipofectamine 3000 v poméru 1:3 (ug DNA:ul reagentu). Buriky byly ponechany

s transfekcnimi komplexy v ristovém médiu do dalsiho dne.

V den méteni bylo médium z jednotlivych jamek odsato, nahrazeno EHL pufrem
a buriky byly ekvilibrovany ve tmé pfi RT 1 hodinu. Cilem byla stabilizace odezvy
biosenzoru. Po ekvilibraci bylo provedeno mikroskopické méfeni v perfuzni komurce za
vyuziti epifluorescencniho mikroskopu se zvétSenim objektivu 200%. Pfi snimani byl
vyuzit program AxioVision Rel. 4.8. Casovy priib&h perfuze byl nasledujici. V prvnich
dvou minutach perfuze bylo provedeno bazalni méfeni v perfuznim roztoku. Nasledné
byla perfuze prepnuta na zasobnik obsahujici perzuzni roztok s jednotlivymi testovanymi
latkami a ponechana tak az do konce méfeni. Prutok perfuznim systémem byl nastaven

na 1 ml/min.

3.2.5 Priprava vzorku pro stanoveni celkového mnoZstvi proteinii metodou BCA
a pro SDS-PAGE elektroforézu
Bunky byly vysety do 6 jamkové desky tak, aby byla v dobé experimentu jedna polovina
desky konfluentni ze 70 % (180 000 bunék/jamka) a druhd polovina dosahla plné
konfluence jesté pred zaCatkem experimentu (317 000/jamka). Po dosazeni pozadované
konfluence byly buriky vystaveny testovanym latkam po dobu 15 minut v inkubéatoru.
Po ukonceni inkubace byly jamky 2x promyty roztokem vychlazeného PBS obsahujiciho
inhibitory NaF (1 mmol-1™") a NasVOs (1 mmol1™"). Vsechny dalsi operace byly
provadény vzdy na ledu. Buiiky byly seSkrabany a preneseny do 1,5 ml eppendorfovych
zkumavek. Eppendorfovy zkumavky s odebranymi vzorky byly nasledné centrifugovany
po dobu 5 minut pfi 1950 x g a teploté 4 °C. Po odstranéni supernatantu byly pelety bunék
rozsuspendovany v 75 ul HUVEC lyzac¢niho pufru. Vzorky byly 30 minut inkubovany na
ledu, béhem cehoz byly 3% vortexovany. Po 30 minutach byly vzorky propipetovany
a centrifugovany pii teplot¢ 4 °C a 21 000 x g po dobu 13 minut. Odseparovany

supernatant byl nasledné pfenesen do novych eppendorfovych zkumavek.
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Vzorky pro SDS-PAGE elektroforézu byly pfipraveny do novych eppendorfovych
zkumavek, do kterych bylo pfeneseno 60 ul bunééného lyzatu a 15 pl nanaseciho pufru.
Po zvortexovani byly vzorky zahtaty na 95 °C po dobu 5 min, zchlazeny a centifugovany.

Nasledné byly vzorky uschovany v mrazicim boxu pii -80 °C.

Pro stanoveni celkového mnozstvi proteint ve vzorcich pomoci metody BCA bylo do
novych eppendorfovych zkumavek odebrano vzdy 5 pl bunécného lyzatu a ptidano 45 pl
PBS. Jednotlivé vzorky byly nasledné preneseny do 96jamkové desky v tetrapletu o
objemech 10 pl/jamka. Nasledné bylo do kazdé jamky pfidano 200 ul BCA reakcni smési
obsahujici Pierce™ BCA Protein Assay reagent A a Pierce ™ BCA Protein Assay reagent
B v poméru 50:1. Vzorky byly 30 min inkubovany pii 37 °C, nafez byla zméfena

absorbance jednotlivych vzorka pfi 562 nm pomoci destickového spektrofotometru.

3.2.6 SDS-PAGE elektroforéza

Jednotlivé slozky pro piipravu gell o tloustce 1,5 mm s obsahem 10 % akrylamidu byly
smichany ve zkumavce a nasledné preneseny mezi predpiipravena sklicka pro vytvoreni
separacniho gelu. Nanesenim vrstvy isopropanolu na separacni gel bylo zabranéno vzniku
bublin a moznému vyschnuti gelu. Po zatuhnuti gelu byl isopropanol odstranén
a nahrazen pfipravenou smesi pro zaostfovaci gel, do kterého byl vlozen hiebinek.
Pfipravené vzorky byly rozmrazeny pii pokojové teploté¢ a inkubovany 5 minut
v termobloku pfi teploté 45 °C. Nasledné byly vzorky kratce centrifugovany a pfeneseny
v patficném mnozstvi do jednotlivych jamek v polyakrylamidovém gelu. Do posledni
jamky byl aplikovan predbarveny proteinovy marker. Aparatura pro elektroforézu byla
zapojena ke elektrickému zdroji nastaveném na konstantni proud 15 mA (pro jeden gel)
pro zaostieni vzorkd a nasledné na konstantni proud 30 mA (pro jeden gel). V meziCase
byla provedena rehydratace PVDF membrany ve 100% methanolu, nacez byla ponechéna
v destilované vod¢. Po ukonceni elektroforézy byly gely a PVDF membrany ponechany

5 min v Transblot turbo pufru.

Dalsim krokem v postupu byla pfiprava sendvici pro Western blotting
v elektroforetické kazeté. Pred vlastnim seskladanim sendviCe byly vSechny soucasti
navlhCeny transferovym pufrem. Pfi sestaveni sendvice byly na sebe postupné pokladany
nasledujici soucasti. Na spodni elektrodu byla umisténa papirova podlozka, dale filtracni
papir, PVDF membrana, gel s proteiny, filtracni papir, papirova podlozka. Po kazdém

pfidani vrstvy byly vytla¢eny zachycené bublinky vzduchu valeckem. Po uzavieni kazety
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hornim dilem byla vloZena do pfistroje. Vlastni tansfer proteini na PVDF membranu byl
proveden pomoci transferového systému Trans-Blot Turbo pfi pozadovaném nastaveni
napéti 25 V a elektrického proudu 1 A po dobu 30 minut. Po 30 minutach byla membrana
vyjmuta z transferového systému a oplachnuta v roztoku TBS/T (3x5 minut). Nasledné
byla membrana obarvena v roztoku Ponceau S na laboratorni kyvacce po dobu 5 minut.
Po obarveni byla membrana pfesunuta na filtrani papir pro uschnuti. Rehydratace
membrany probihala v methanolu po dobu 10 s a nasledné v roztoku TBS/T (35 minut).

Membrana byla blokovana v pfipraveném 5% roztoku mléka po dobu 1 hodiny.

Na jednotlivé ¢asti membrany byly naneseny primarni protilatky (Akt, p-Akt, Erk, p-
Erk, wvinculin) v roztoku zesilovace signalu (1:1 000). Membrany s nanesenymi
protilatkami byly inkubovany pfes noc pii 6 °C. Nasledujici den byly jednotlivé
membrany promyty v TBS/T (3x5 minut) a inkubovany s roztoky sekundarnich protilatek
znaCenych kifenovou peroxidazou. Sekundarni protilatky pro Akt, p-Akt, Erk, p-Erk
avinculin byly opét nafedény v zesilovaci signalu (1:5 000). Inkubace membran se

sekundarnimi protilatkami probihala pfi RT po dobu 1 hodiny.

K detekci byla pouzita ¢inidla ImmunoCruz Western Blotting Luminol Reagent pro
vinculin a ECL™ Prime Western Blotting Detection Reagent pro Akt, p-Akt, Erk a p-Erk.
Obé cinidla obsahuji slozky A a B, které se michaji vpoméru 1:1. Membrany
s detekcnimi Cinidly byly inkubovany pii RT po dobu 1/5 minut (ImmunoCruz/ECL).
Nasledné byly membrany pieneseny mezi folie, byly vytlaceny pfitomné bublinky
vzduchu pomoci buni¢iny, umistény do vyvolavaci kazety a pfeneseny do temné komory

pro vlastni detekci.

Detekce byla provedena pomoci fotografickych filmu Fuji medical x-ray. Vyvolavani
filmu probihalo pomoci standardniho protokolu s vyvojkou a ustalovacem. Nakonec byly
filmy usuSeny v laboratofi pii RT, naskenovany pfi rozliSeni 600 DPI a mira fosforylace

jednotlivych vzorkl byla vyhodnocena pomoci programu Imagel.

3.2.7 Izolace plazmidu nesouci sondu ExRai-AktAR2
Pro izolaci plazmidu byl vyuzit kit QIAfilter Plasmid Midi Kit od firmy Qiagen (kat.
¢. 12243) a pracovni postup pro purifikaci DNA plasmidu nachézejici se na webovych

strankéch firmy.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Stanoveni cytotoxicity DHS pomoci MTT testu

Stanoveni cytotoxicity testovanych latek predstavuje vzdy jeden z prvnich kroku
jakékoliv studie, protoze poskytuje nezbytné informace pro zvoleni vhodné koncentrace
v nasledujicich experimentech. Zivotaschopnost bun&éné linie H9¢2 byla vyhodnocena
po 24hodinové inkubaci s DHS pomoci MTT testu. Buriky byly vystaveny DHS v rozsahu
koncentraci od 0,1 uM do 40 uM a 0,1% DMSO, ve kterém byl DHS rozpustén. Nakonec
bylo pouzito ¢isté médium predstavujici negativni kontrolu a 15% roztok Tritonu-X 100
v PBS jako pozitivni kontrola. Z vysledki MTT testu je patrné, Ze rozpoustédlo, ani zadna
z testovanych koncentraci DHS, nevykazovaly statisticky vyznamnou toxicitu. Pouze
u nejvyssi koncentrace DHS 1ze pozorovat velmi mirny pokles viability. (Obr. 12) Na
zakladé ziskanych dat a zkuSenosti vyzkumného tymu byla pro dalsi experimenty zvolena

koncentrace DHS 10 pM.
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Obr. 12: Stanoveni vlivu riznych koncentraci DHS na viabilitu bunécné linie H9¢2. Graf
reprezentuje vliv riiznych koncentraci DHS na viabilitu bun¢k po 24hodinové inkubaci. Vysledky
byly normalizovany na kontrolu obsahujici pouze DMSO. Data pfedstavuji prumér =+
smérodatnou odchylku ctyf nezavislych méfeni. Jednotlivé experimenty byly pfipraveny

v hexapletu.
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4.2 Stanoveni miry fosforylace proteini Akt a Erk1/2 technikou western
blot

Technika western blot predstavuje uz nékolik desitek let zakladni metodiku
pro stanovovani miry fosforylace proteint. (Taylor & Posch, 2014)Na druhou stranu i zde
muze dochazet kriznym problémam, které zplusobuji nereprodukovatelnost dat.
Piikladem mohou byt vysledky Dominiky Cmielové, ve kterych lze pozorovat velkou
nestabilitu dat pfi analyze vlivu DHS a jeho derivati na miru fosforylace proteinu Akt
v bun&éné linii HOc2 (Cmielové, 2023). Divodd zplsobujicich vyrazné kolisani maze byt
nekolik, naptiklad pH, slozeni média nebo mira konfluence(Lin, 2022). Tato prace méla
za cil zjistit, zda nesouvisi pozorovana nestabilita pravé s mirou konfluence bunek. Pro
testovani hypotézy je potieba zvolit vhodnou latku, ktera je schopné indukovat aktivaci
proteinu Akt, tedy navysit fosforylaci na serinu473. Pro tyto ucely se hodi peptid apelin-
13, ktery u bunécné linie H9¢2 indukuje pres apelinovy receptor aktivaci PI3K/Akt drahy,
coz bylo v literatufe opakované prokazano. vnaSem experimentu proto hraje roli
standardu a na zakladé dat z literatury byl pouzit v koncentraci 200 nM (Xie etal., 2015).
Jako druha srovnavaci latka byl pouzit DHS, u kterého je podezieni, ze s apelinovym
receptorem interaguje taktéz a byl aplikovan v koncentraci 10 pM. Z predchozich
vysledku skupiny je patrné, ze odezva jak na apelin-13 tak na DHS je relativné rychla a
maxima dosahuje v prvnich 15 min od pfidani testovanych latek (Opletalova, 2021).

Z tohoto duvodu jsme zvolili dobu inkubace s testovanymi latkami pravé na 15 min.

Analyza technikou western blot prokazala vyrazny vliv konfluence na odezvu bun¢k
HO9c¢2 vyvolanou apelinem-13 (Obr. XA a XC). U experimenti provedenych s nizsi
konfluenci, piiblizn¢ 70 % v dobé wvytaveni apelinu-13, lze pozorovat statisticky
signifikantni navySeni fosforylace proteinu Akt. Vysledky jsou tedy ve shodé
s publikovanymi daty jinych vyzkumnych skupin (Li et al., 2017). Naopak u bunék, které
dosahly plné konfluence jesté pred vlastni pfidavkem apelinu-13 tento efekt nejen ze
vymizel, dokonce doslo ke snizeni o pfiblizné 25 %. U experimenti s DHS nebyl

pozorovan tak vyrazny dopad konfluence na fosforylaci, nicméné lze vypozorovat, ze
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Obr. 13: Stanoveni vlivu apelinu-13 a DHS na miru fosforylace proteinu Akt v bunécné linii
H9c¢2. Zkratky: CTRLn = kontrola pro nizkou bunéénou konfluenci, APn = piisobeni apelinu-13
pii nizké bunééné konfluenci, CTRLv = kontrola pro vysokou bunéénou konfluenci, APv =
pusobeni apelinu-13 pfi vysoké bunééné konfluenci. Modul A: Reprezentativni western blot
stanoveni celkového a fosforylovaného Akt v pfitomnosti apelinu-13. Modul B: Reprezentativni
western blot stanoveni celkového a fosforylovaného Akt v pfitomnosti 10 pM DHS. Modul C:
Graf reprezentuje vliv riznych koncentraci DHS na viabilitu bunék po 24hodinové inkubaci.
Vysledky byly normalizovany na kontrolu obsahujici pouze DMSO. Data predstavuji pramér
+ smérodatnou odchylku tfi nezavislych méfeni. Modul D: Graf reprezentuje vliv riznych
koncentraci DHS na viabilitu bun¢k po 24hodinové inkubaci. Vysledky byly normalizovany na
kontrolu obsahujici pouze DMSO. Data piedstavuji praimér + smérodatnou odchylku tfi

nezavislych méfeni. *p<0,05 (**p<0,01) proti kontrole. Vyhodnoceni probéhlo denzitometricky

v programu Image].

4.3 Optimalizace transfek¢niho protokolu

Transfekce predstavuje metodiku vneseni cizorodé DNA do hostitelské buriky.

Samotny postup pro vytvoreni transfekcnich komplexa a transfekce je relativné snadny,

40



nicméné efektivné natransfekovat nékteré bunécné linie mize byt velmi problematické
(Chong et al., 2021). Pro efektivitu transfekce je klicové zvolit spravny transfekcni
reagent a najit jeho vhodny pomér vici mnozstvi vnaseného plazmidu. Dal§im tkolem
optimalizace je vybalancovani poméru mezi maximalni expresi a minimalni toxicitou
transfekce. K tomuto ucelu se nejCastéji pouzivaji expresni plasmidy kodujici zakladni
fluorescencni proteiny, jelikoz vykazuji silnou expresi, jsou buitkou dobie piijimany a

obvykle nevyvolavaji toxicitu (Mancinelli et al., 2021).

V prabéhu optimalizace transfekéniho protokolu bunécné linie H9¢2 jsme testovali

t™ v poméru 1:3 a 1:4 a Lipofectamine 3000, jako zlaty
P J ty

transfek¢ni Cinidla PolyJe
standard, v poméru 1:2 a 1:3. VnaSenou DNA byl expresni plazmid pcDNA4 EGFP.
Vysledky mikroskopické analyzy po 48 hodinach od transfekce jsou uvedeny na obrazku
14. Mizeme vidét, Ze do jisté miry doslo k vneseni expresniho plasmidu obé€ma Cinidly
(Obr. 14). Nicméné nejefektivnéjsi byla transfekce zprostredkovana Lipofectaminem
3000 bez ohledu na zvoleny pomér (Obr. 14A a 14B). V pfipadé transfekéniho Cinidla
PolyJet™ byla u poméru 1:4 pozorovana zvySena toxicita, coz souvisi s jiz relativné
vysokym mnozstvim transfekéniho cinidla. Pro néslednou transfekci plazmidem
nesoucim sondu ExRai-AktAR2 bylo zvoleno transfekéni ¢inidlo Lipofectamine 3000
v poméru 1:3. Kromé vhodného nastaveni protokolu ma na efektivitu transfekce vliv i
Cistota plazmidu a mnozstvi rezidualnich endotoxinii po izolaci z bakterialni kultury.
Z tohoto divodu je doporucovano, obzvlasté u velmi citlivych bunécnych linii,
transfekovat plasmidy izolovanymi kity s efektivnim odstranénim endotoxint (Sousa et

al., 2009).
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Obr. 14: Optimalizace transfek¢niho protokolu bunécné linie H9c2. Buiiky H9c2 byly
transfekovany expresnim plazmidem pcDNA4 EGFP. Detekce miry exprese EGFP byla
hodnocena po 48 hodinach od transfekce. Modul A: Reprezentativni snimek po transfekci pomoci
Lipofectamine 3000 v poméru 1:2. Modul B: Reprezentativni snimek po transfekci pomoci
Lipofectamine 3000 v poméru 1:3. Modul C: Reprezentativni snimek po transfekci pomoci
PolyJet v poméru 1:3. Modul D: Reprezentativni snimek po transfekei pomoci PolyJet v poméru
1:4. Pro mikroskopickou analyzu byl pouzit objektiv se zvétSenim 200x, méfitko predstavuje

vzdalenost 200 um. Fotky byly pofizeny pomoci fluorescencniho mikroskopu Axiovert 40 CFL.

4.4 Sledovani aktivity Akt pomoci sondy ExRai-AktAR2

Poslednim provedenym experimentem bylo otestovani nové pofizeného plazmidu
kodujiciho biosenzor ExRai-AktAR2. Cilem bylo vyzkouset, zda je mozné jeho pouziti
na stavajicich mikroskopech nebo bude pro vyuziti biosenzoru potieba jejich modifikace.
Jak jiz bylo zminéno vySe pii pouziti jiného plazmidu je mozné, ze butiky mohou reagovat
odlisné, tieba z davodu pouziti jiné bakterie pro namnozeni plasmidu. Plasmid byl do
bunécné linie vnesen pomoci lipofectaminu 3000 v poméru 1:3 a jeho vneseni

mikroskopicky ovéfeno po 24 hodinach od transfekce (Obr. 15).
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Obr. 15: Efektivita transfekce plazmidem ExRai-AktAR2 pomoci transfekéniho c¢inidla
Lipofectamine 3000 v bunécné linii H9¢2. Buiiky H9¢2 byly transfekovany plazmidem ExRai-
AktAR2 pomoci transfekéniho €inidla Lipofectamine 3000 v poméru 1:3 (DNA:¢inidlo). Detekce
miry exprese biosenzoru byla hodnocena mikroskopicky po 48 hodinach od transfekce. Pro
mikroskopickou analyzu byl pouZzit objektiv se zvétSenim 400x, méfitko predstavuje vzdalenost

50 pum. Fotky byly pofizeny pomoci fluorescencniho mikroskopu Zeiss Observer Z1.

Po mikroskopické analyze byly buiiky v perfuzni komurce piipojeny k perfuzi a byly
provedeny experimenty s DMSO, 10 uM DHS a 200 nM apelinem-13. Tyto experimenty
prokazaly, Ze ani jeden z testovanych mikroskopi neni schopen stanovit aktivitu sondy
v ratiometrickém modu, proto jsme dale méfili pouze v modu intenziometrickém. Prvotni
namefena data byly ziskana na bunkach cerstvé vytazenych zinkubatoru a nebo
ponechanych v médiu do doby méfeni. Z vysledkii je patrna vysoka nestabilita
fluorescence v prubéhu celého méreni, veetné prvnich dvou minut, kdy jsou bunky
vystaveny pouze perfuznimu roztoku za ucelem stanoveni bazalni aktivity (Obr. 16).
Délka experimentu byla stanovena na 15 minut na zékladé dat ziskanych technikou

western blot a pfedchozich vysledkti vyzkumného tymu.
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Obr. 16: Stabilita signalu generovana geneticky kodovanou sondou ExRai-AktAR2
v bunécéné linii H9¢2. Buiky H9c2 byly transfekovany plazmidem ExRai-AktAR2 pomoci
transfekéniho cinidla Lipofectamine 3000 v poméru 1:3 (DNA:¢inidlo). Vlastni méfeni odezvy
sondy bylo provedeno v perfuzni komurce 24 hodin po transfekci. Po dobu celého experimentu
byly buriky vystaveny pouze ¢istému perfuznimu pufru. Pro mikroskopickou analyzu byl pouzit
objektiv se zvétSenim 200x, snimky byly pofizovany s frekvenci 4 snimky za minutu po dobu 15
minut na mikroskopu Zeiss Observer Z1. Analyza obrazu byla provedena pomoci programu

Imagel.

Pozorovana nestabilita by mohla souviset s ptisobenim stresovych faktorti, jako je zména
teploty po vytazeni z inkubatoru a zmény v pH (Koveal et al., 2020). Proto byla pfi dalSim
meéfeni provedena ekvilibrace bunék v EHL pufru po dobu 1 hodiny ve tme. Namétfena
data potvrdila pozitivni dopad ekvilibrace na stabilizaci signalu biosenzoru (Obr. 17).
Dalsi data v intensiomentrickém modu s biosenzorem nebyly naméfeny. A v budoucnu,
po pofizeni vhodné sestavy filtrt a dalSich optickych prvka, bude potieba dale pokracovat

v optimalizaci méfeni s timto biosenzorem.
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Obr. 17: Stabilita signalu generovana geneticky kodovanou sondou ExRai-AktAR2
v bunééné linii H9¢2. Buiky H9c2 byly transfekovany plazmidem ExRai-AktAR2 pomoci
transfekéniho Cinidla Lipofectamine 3000 v poméru 1:3 (DNA:¢inidlo). Vlastni méreni odezvy
sondy bylo provedeno v perfuzni komurce 24 hodin po transfekci. Po dobu celého experimentu
byly burnky vystaveny pouze ¢istému perfuznimu pufru. Pro mikroskopickou analyzu byl pouzit
objektiv se zvétsenim 200x, snimky byly pofizovany s frekvenci 4 snimky za minutu po dobu 15

minut na mikroskopu Axiovert 40 CFL. Analyza obrazu byla provedena pomoci programu ImagelJ.

5 Zavér

V ramci teoretické Casti této bakalarské prace byl vypracovan prehled zakladnich typu
fluorescenc¢nich sond rozsiteny o fluorescencni sondy specifické pro detekci aktivace Akt.
Déle byly podrobné popsany jednotlivé casti a mechanismy signalni drahy
PI3K/Akt/mTOR. Teoreticka ¢ast zaroverni obsahuje shrnuti vlastnosti a uc¢inka peptidu

apelinu-13 a 2,3-dehydrosilybinu, se kterymi jsme nasledné pracovali v praktické Casti.

Hlavnim cilem experimentalni ¢asti bylo ovéteni vlivu miry konfluence bunécné linie
HOc¢2 na fosforylaci proteinu Akt indukovanou apelinem-13 a 2,3-dehydrosilybinem
Primarn€é pomoci techniky western blot, rozsifenou o zékladni testovani nové porizené

sondy ExRai-AktAR2:

. Na zaklad¢é dat ziskanych MTT testem muzeme konstatovat, ze ani jedna
s testovanych koncentraci DHS nezpuasobuje statisticky vyznamné navyseni

toxicity.
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Z analyzy technikou western blot je patrné, ze vysoka konfluence negativné
ovliviiuje signalizaci indukovanou apelinem-13.

Experimenty s apelinem-13 provedené pii niz§i konfluenci jsou ve shodé
s publikovanymi daty.

Pfi nizké konfluenci DHS indukuje fosforylaci Akt, coz je v souladu
s ocekavanim.

Vysoka konfluence omezuje reprodukovatelnost fosforylace vyvolané DHS.
Nejvyssi efektivita transfekce bunécné linie H9¢2 byla dosazena s transfek¢énim
¢inidlem Lipofectamine 3 000 v poméru 1:3 (ug DNA:ul ¢inidla).

Butiky pouzité Cerstvé po vytazeni z inkubatoru vykazovaly nestabilitu signalu
biosenzoru ExRai-AktAR2.

Provedeni hodinové ekvilibrace v EHL pii RT a ve tmé stabilizovalo signal

biosenzoru ExRai-AktAR2.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

4E-BP1

Akind
AktAR2
APJ
BAR
BCA

BKAR

CCT

CDC25

CK2

CKAR

cpGFP

CR

CRD

C-TAK1

Eukaryotic translation

initiation factor 4E
binding protein 1

Akt indikator

Akt activity reporter2
Apelinovy receptor
Bin/Amphiphysin/Rvs
kyselina bicinchoninova
B Kinase Activity
Reporter

C-terminal coiled-coil
cell Division Cycle 25
domain

Casein kinase 2

C Kinase Activity
Reporter

cirkularné permutovany
GFP

konzervované oblasti
carbohydrate recognition
domain
Cdc25C-asociovanou

kinazou 1

DH

DHS

DMEM

DMSO

DUSP

EGFP

EGTA

EHL

Erk

ERK/MAPK

FBS

FGF

FHA2

63

Dbl homology domain
2,3-dehydrosilybin
Eagleovo médium
Modifikovane
Dulbeccoem
dimethylsulfoxid
Dual-Specificity
Phosphatase
Enhanced green
fluorescent protein
kyselina ethylenglykol

di-(2-aminoethylether)-

tetraoctova

Explicit Hierarchical

Locking

Extracellular signal
regulated kinase 1/2
Mitogenem aktivovana
protein kinaza

Fetalni bovinni sérum
fibroblastovy riistovy
faktor
Forkhead-associated

domain



FoxOl1

FRET

GAP

GAPDH

GDP

GEF

GFP

GPCR

Grb2

Grb2

GTP

GPL

HOc2

Forkhead box protein O1
Forstertiv rezonan¢ni
pfenos energie
GTPase-activating
protein
Glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogenaza
guanosin difosfat
guanine exchange factor
zeleny fluorescencni
protein

G protein-coupled
receptors

growth factor receptor
bound protein 2
Growth factor receptor
bound protein 2
guanosin trifosfat

G protein beta subunit
like

bunécna linie odvozena
od embryonalni srdecni
tkané

Histone-like domain

Hepes

HUVEC

mCFP

MEK/MAPK

mTOR

mTORCI1

mTORC2

MTT

mYFP

OFP

64

kyselina N-(2-
hydroxyethyl)piperazin-
N'etansulfonova

kfenova peroxidaza
Endotelialni bunky lidské
pupecnikové zily

modry monomerni
fluorescencni protein
Mitogenem-aktivované
protein kinazy 1/2
mechanistic target of
rapamycin

The mechanistic Target of
Rapamycin 1

The mechanistic Target of
Rapamycin 2
3-(4,5-Dimethylthiazol-
2-y1)-2,5
diphenyltetrazolium
bromide

zluty monomerni
fluorescencni protejn
oranzovy fluorescenc¢ni

protein



PAK

PAK

PAK1

p-Akt

PDK1

p-ERK

PH

PI3K

PIF-pocket

PIP2

PIP3

PKC
PKC

PKG

PP2A

PTEN

cAMP-dependent protein
kinase

proteinkinaza A
p21-aktivovana kindza-1
fosforylovany protein Akt
Phosphoinositide
dependent kinase-1/2
fosforylovany protein
ERK

pleckstrin homology
domain
Fosfatidylinositol-3
kinasa

PDK1 Interacting
Fragment
fosfatidylinositol (4,5)
disfostatu

fosfatidylinositol (3,4,5)

trisfosfat

protein kinase C
proteinkinaza C
cGMP-dependent protein
kinase

proteinova fosfataza 2A

Phosphatase And Tensin

PVDF

Raptor

RBD

Rictor

ROS
RT
RTK

S6K1

SDS
Ser

SH2
SH3

Sin1-PH

65

Homolog
polyvinylidenfluorid
regulatory-associated
protein of mTOR
receptor-binding domain
Ras exchange motif

Ras exchanger motif
cerveny fluorescencni
protein
Rapamycin-insensitive
companion of mMTOR
reaktivni formy kysliku
pokojova teplota
receptor tyrosinkinazy
Ribosomal protein S6
kinase beta-1
Dodecylsulfat sodny
Serin

Src Homology 2 domain
Src Homology 3 domain
Stress-activated protein

kinase-interacting protein



PHI1

SOS

TBS

TBS/T

TEMED

Pleckstrin Homology
domain
Son of Sevenless

Tris-buffered saline

Tris-
bufferedsaline/Tween

N,N,N',N'-

tetramethylethylendiamin

Thr

TLR

Tris

VEGF

66

Threonin

Toll-like receptor
tris-(hydroxymethyl)-
aminometan
vaskularni endotelialni
rastovy faktor

zluty fluorescencni

protein



