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Abstrakt

5¢-adenosinmonofosfatem aktivovand proteinova kinasa je vyznamnym regulatorem
bunécného metabolismu, rlstu, proliferace, ale i napiiklad autofagie. Dle poslednich
vyzkumu hraje dulezitou roli i v patogenezi nervosvalového onemocnéni myotonicka

dystrofie typu 1 a je moZnym terapeutickym cilem.

V této préci byly kultivovany diferencované a nediferencované lidské svalové bunééné
linie zdravych jedincti a pacienti s myotonickou dystrofii typu 1. Pfedmétem prace je
studium a porovnani hladin AMPK v kulturach zdravych a nemocnych bun¢k. Dal§im
bodem prace je afinitni purifikace tohoto enzymu metodou imunoprecipitace pomoci
magnetickych kuli¢ek s navazanou protilatkou a nasledné¢ hmotnostné spektrometricka
analyza purifikovaného vzorku. Jelikoz se spolu s AMPK podafilo afinitné purifikovat
1 dalsi proteiny jeji signalizacni kaskady, je Cast prace vénovéana také popisu téchto
interakci a porovnani mnozstvi koimunoprecipitovanych proteinti ve zdravych

a nemocnych bunkéch.
Klicova slova

5'-adenosinmonofosfatem aktivovana proteinova kinasa, imunoafinitni precipitace,

hmotnostni spektrometrie, relativni kvantifikace bilkovin



Abstract

5¢ adenosine monophosphate-activated protein kinase is an important regulator of cell
metabolism, growth, proliferation, as well as autophagy. According to latest research,
AMPK plays an important role in the pathogenesis of the neuromuscular disorder

myotonic dystrophy type 1 and is a possible therapeutic target.

In this thesis, differentiated and proliferating human muscle cell lines from healthy
individuals and myotonic dystrophy type 1 patients were cultivated. The thesis is focused
on the study and comparison of AMPK levels in the cultures and affinity purification of
AMPK using the method of immunoprecipitation with magnetic beads containing
a bound antibody. The purified enzyme was analysed using mass spectrometry. Along
with AMPK, parts of its signalling cascade were purified, a section of the thesis is
therefore dedicated to the description of AMPK’s interaction network and to the
comparison of the levels of coimmunoprecipied proteins in cells from healthy individuals

and myotonic dystrophy type 1 patients.
[IN CZECH]
Key words

5" adenosine monophosphate-activated protein kinase, immunoaffinity precipitation,

mass spectrometry, label free quantification
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1. Teoreticka cast

1.1. Myotonicka dystrofie typu 1

Myotonicka dystrofie typu 1 (DM1), také zndma jako Steinertova nemoc, je nervosvalové
onemocnéni. Timto pojmem se obecné oznacuji patologie, pii nichz dochazi k poSkozeni
perifernich nervii nebo svalii. K potizim mutze dochazet napiiklad na axonech,
nervosvalovych spojich nebo jako v ptipadé DM1 piimo na svalech [1]. Myotonicka
dystrofie typu 1 je autosomalné¢ dominantni onemocnéni, ovlivnén je tedy gen na
nepohlavnim chromosomu a alela obsahujici mutantni gen je alelou dominantni.
Konkrétné je toto onemocnéni zptisobeno expansi tripletu CTG v 3’ nepiekladané oblasti
(3°’UTR) genu pro mediatorovou ribonukleovou kyselinu (mRNA) proteinové kinasy
myotonické dystrofie (DMPK). Riznorodé symptomy nemoci zplsobuji predevSim
mutantni mRNA, vzniklé po piepisu z DMPK genu. Jsou zadrzovany v jadie bunky, kde
ovliviuji sestfih a expresi Siroké Skaly proteini [2]. CUG opakovani v mRNA DMPK

tvoii stabilni vlasenkové struktury [3].

Onemocnéni je doprovazeno také ovlivnénim exprese samotné DMPK, nicméné
nékteré studie uvadi, ze abnormalni exprese DMPK nema na vznik symptomi typickych
pro DM1 pacienty vliv [4], jiné fikaji, ze zptisobuje pouze nékteré symptomy. Snizena

exprese DMPK neni tedy jedinym faktorem rozvoje onemocnéni [5].

Zdravi jedinci maji v 3’UTR DMPK 5-35 opakovéani CTG [6] (dle jiné literatury do
37 opakovani [7] nebo do 34 [8]). Repetitivni sekvence DNA, jako je tato, byva
oznacovana pojmem mikrosatelit. Rozsah 35-49 repetic v rdmci mikrosatelitu znaci tzv.
premutacni stav. Takovéto alely jsou kvilli své nestabilité¢ nachylné k expansi pii
gametogenezi a potomci nasledné dédi gen s vys$Sim poctem opakovani, nezZ ma rodic.
Tento fenomén se oznacuje jako genetickd anticipace. Délka mikrosatelitu koreluje
u DM se zavazZnosti a nastupem onemocnéni. Obvykle byvaji rozliSovany tfi formy
onemocnéni; mirna (50 — 150 opakovani, nastup 20-70 let), klasicka (100 — 1 000
opakovani, nastup 10-30 let), a vrozena (>700 opakovani, nastup 0-10 let). Expanse

tripletu miZe dosahovat az tisici opakovani.

Mezi typické symptomy onemocnéni patii myotonie, pii které dochdzi k opozdéné
relaxaci svalu. Pacienti maji naptiklad potize s uvolnénim pevného sevieni. Nemocni
mayji také obecnou svalovou slabost, svaly mohou az atrofovat. Na Obr. I (str. 10) jsou

uvedeny typické rysy pacienta s DM1 — povadlé obli¢ejové svaly. Myotonicka dystrofie
9



typu 1 se vSak neprojevuje pouze problémy se svaly, mezi symptomy dale patii Sedy

zakal, srde¢ni potize, insulinova resistence a kognitivni poruchy [6].

Obrazek 1: Typické oblicejové rysy pacienta s DM1 — povisla ocni vicka, oteviené rty, usta
trojuhelnikového tvaru. Prevzato z [9].

1.1.1. Projevy onemocnéni — molekularni uroven

Patologie jadernych agregati mRNA spociva piredevsim v ovlivnéni proteinovych rodin
muscleblind-podobnych proteini (MBNL) a CUGBP a ETR-3-podobnych faktorii
(CELF), coz jsou rodiny proteinti vazajicich ribonukleovou kyselinu (RNA) [10]. Jejich
primarni funkci je regulace alternativniho sestfihu pre-mRNA. Pfi DM1 dochazi ke

snizeni hladin proteinti z rodiny MBNL a zvySeni hladiny proteinu CELF1.

Proteiny z rodiny MBNL interaguji s molekulami RNA pomoci zinkovych prsti, které
vazi GC motivy obklopené pyrimidiny, tedy i CUG opakovéni [10]. Vazba na patologicky
expandované regiony mRNA vycerpa zasobu proteinti rodiny MBNL a znemozni jejich
funkci jakozto regulatorti sestfihu. V. DM1 hraji rizné proteiny rodiny MBNL rozdilnou
roli a plisobi nezavisle na sob&. Mysi s inaktivovanym genem pro MBNL1 vykazuji velmi
podobné sestiihové defekty a typické symptomy pozorované u DMI1 pacientd. Mysi
s inaktivovanym genem pro MBNL2 nikoliv. Exprese MBNL1 a MBNL2 se vSak lisi
v riznych tkanich, naptiklad sestfihové defekty v kosternim svalstvu jsou zplsobeny

predevsim sekvestraci MBNL1, sestfihové defekty v mozkové tkani ovliviluje MBNL2.

Protein MBNL1 obecné zplisobuje posun od fetalnich forem sestfihti k formam
typickym pro dospélé jedince [3]. Pii snizenych hladinich MBNLI1 je tak v dospélém

organismu piitomno vetsi mnozstvi sestfihovych isoforem, které bézné€ nalézame spise
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u déti. Napiiklad isoforma rychlého kosterniho troponinu T (TNNT3) exprimovana ve
svalovych vlaknech pacientii s DM1 obsahuje exon, ktery se u dospé€lych jedincii obvykle
nevyskytuje [10].

Protein MBNLI1 funguje jako antagonista CELFI, jeho sekvestrace tak zptisobi
zvySeni hladiny CELF1, konkrétni princip vSak zndm neni. Bylo vSak zjisténo, ze v DM1
bunikach je CELF1 stabilizovan diky hyperfosforylaci pomoci protein kinasy C [11].

Shrnuti mechanismu onemocnéni myotonické dystrofie typu 1 je zndzornéno na Obr. 2.

Myotonickadystrofie typu1 (DM1)

DNA CTG®™ V DMPK
DOVPVFTVIVIOIVDIVIVE
RNA
A A CuUGe?
pre-mRNA ED E !
CuUGe=

Y
mMRNA r —

L |

- MBNL
... ® b

Foc —o 1@
i C ... ] CELF 1

Spliceopathy

A A
7\ ' -
Fetalni isoformy mRNA u U a LQJ/
Symptomy onemocnéni

OO IOL 40
Obrazek 2: Mechanismus onemocneni DMI1. Expandovany mikrosatelit CTG (CTG*?)
v deoxyribonukleové kyseliné (DNA) pro DMPK tvori po prepisu do RNA (CUG®?) tzv. ,,Foci*
neboli jaderné agregaty. Tyto agregaty vazi proteiny rodiny MBNL a piisobi jejich sekvestraci,
kvili cemuz dochazi k zvyseni hladiny proteini rodiny CELF. Diisledkem je chybny sestiih a tim
padem Siroké spektrum symptomii (ddle,, spliceopathy ). Prevzato z [12), upraveno.

Mezi proteiny ovlivnéné ,spliceopathy patii mnoho molekul. Jedna se proteiny
nachazejici se v mozku; napt. amyloid-beta prekursorovy protein, proteiny nachazejici se
v srde¢nim svalu; napf. srde¢ni troponin T, svalové proteiny; napi. dystrofin, také

insulinovy receptor (INSR) nebo protein chloridového kandlu 1 (CIC-1) a dalsi [3].
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vzrusivosti, pii kterém ve svalu dochazi ke vzniku opakovanych akcnich potencialii.
Tento symptom byva piipisovan defektu v sestfihu proteinu chloridového kanalu 1, coz
je hlavni iontovy kandl zodpovédny za repolarizaci membrany v buiikach kosterniho
svalstva [13]. Rozsah sestfihovych variant CIC-1 je u DM1 pacientt Siroky, vétSina z nich
vede k nefunkénosti proteinu. Na pre-mRNA CIC-1 byla nalezena vazebnd doména pro
proteiny rodiny CELF, sestfihové defekty jsou tedy pravdépodobné dopadem zvysenych

hladin téchto proteinti.

Fetalni a neonatalni varianty CIC-1 vykazuji podobné struktury, jako isoformy DM1
pacientli [13].V pribéhu prvnich tfech tydnl postnatdlniho vyvoje dochazi u zdravych
organismu ke zvysSeni hladin mRNA kodujicich funkéni CIC-1. Protoze u vétSiny DM1
pacientii nedochazi k nastupu myotonie v brzkém postnatalnim vyvoji, predpoklada se,
ze u nich nejprve dochazi ke spravné zméné sestiihu, avSak ze se sestfihové varianty

v prub¢hu Zivota vraceji k isoformam bézn¢ nalézanych u plodi a déti.

Kromé myotonie dochédzi u pacienti s DM1 ke ztraté svalové hmoty. Moznym
dtivodem vzniku tohoto symptomu je zvy$ena koncentrace Ca>" ve svalovych buiikach,
ktera byla v kulturach svalovych DM1 bun¢k prokazana [14]. Homeostdza intracelularni
koncentrace Ca’*' je ovlivnéna predevsim Ca?" ATPasou sarko/endoplazmatického
retikula (SERCA) a ryanodinovym receptorem 1 (RyR1). U obou téchto proteini je
u DM1 pacientti v disledku Spatného sestiihu abnormalné vysoky vyskyt isoforem
typickych pro nedosp€lé jedince. Obdobné¢ jako u CIC-1 k tomu pravdépodobné dochazi
vlivem zmén v hladinédch sestfihovych faktorti rodin MBNL a CELF. V pfipadé¢ RyR1
byla nalezena korelace vyskytu $patnych sestfihti se zvySenym vyskytem proteint rodiny

CELF a v mRNA kodujici SERCAL Ize identifikovat vazebny motiv pro MBNLI.

Strukturu svalstva DM pacientl ovliviiuje pravdépodobné také interakce CELF1
s faktorem 2A specifickym pro myocyty (MEF2A) a inhibitorem cyklin-dependentnich
kinas 1 (CDKNI1A) [15]. ZvySeni hladiny CELF1 zapfi€ini zvySeni exprese MEF2A
1 CDKNI1A v kosternim svalstvu, disledkem ¢ehoz dochazi ke zmén¢ charakteru svalové
tkan¢. Svalova vldkna jsou kratsi, maji vyssi pocet jader a obecné se zvySuje zastoupeni
pomalych cervenych vldken. To je patrné zplsobeno tim, ze pfili§ vysoké hladiny

MEF2A a CDKNI1A negativné ovliviiuji diferenciaci kosterniho svalstva.
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1.1.2. Terapeutické pfistupy

V soucasné dob¢ neexistuje pro myotonickou dystrofii typu 1 1écba. Terapie se zamétuje
na kompenzaci projevi onemocnéni. Pacienti vyuzivaji pomucek jako jsou ortézy, voziky
a dalsi. Myotonie a svalové problémy mohou byt pro pacienty bolestivé, casté je proto
antidepresiva [16]. 'V nékterych piipadech je tfeba pfistoupit k implantaci
kardiostimulatoru, chirurgickému odstranéni Sedého zékalu ¢i suplementaci insulinem.
Pacientlim se doporucuje fyzicka aktivita, protoze bylo zjisténo, ze pfispiva k zmirfiovani

ztraty svalové hmoty a zlepsuje svalovou slabost [17].
1.2 5'-adenosinmonofosfatem aktivovana proteinova kinasa
1.2.1. Vlastnosti a funkce v organismu

5'-adenosinmonofosfatem aktivovana proteinova kinasa (AMPK) je heterotrimerni
protein skladajici se ze tii podjednotek; katalytické podjednotky o a regulacnich
podjednotek B a y. U savcl se vyskytuji dvé isoformy podjednotek a a B a tfi isoformy
podjednotky y. Exprese isoforem zavisi na umisténi enzymu v téle. Podjednotky al, 1
ayl jsou exprimovany napfi¢ organismem. Podjednotka a2 se vyskytuje predevsim
v srde¢nim a kosternim svalstvu, stejné jako podjednotka B2 [18]. V ostatnich tkanich je

nalézadme v niz§im zastoupeni.

Aktivace AMPK spociva v jeji fosforylaci, ke které dochazi na N konci a podjednotky.
Konkrétn¢€ dochézi k fosforylaci threoninu 172 (Thr172) a2 podjednotky [18], pfipadné
threoninu 183 (Thr183) al podjednotky. Na C konci a podjednotky se nachézi tzv.
autoinhibi¢ni sekvence (AIS), ktera inhibuje aktivitu kinasy, a dochazi zde k interakci s f3
a v podjednotkou [19]. B podjednotka se sklddd z domény vézajici podjednotky a a y
ataké z glykogen-vazajici domény (GBD). Vazba glykogenu mé na enzym inhibi¢ni

ucinek. Na Obr. 3 (str. 14) je zobrazena prostorova struktura AMPK.
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B podjednotka

vy podjednotka

AMP

Obrazek 3: Prostorova struktura AMPK o2f1y1. Enzym je zobrazen se tiemi molekulami AMP
vazanymi v Batemanovych doméndch y podjednotky. Zluté je zobrazena o. podjednotka, oranzové
B podjednotka a zelené y podjednotka. Relativni molekulova hmotnost zobrazeného enzymu
odpovida 273,33 kDa. Vytvoreno v programu Pymol [20]. PDB ID: 4CFE.

v podjednotka je slozena ze dvou Batemanovych domén, pficemz kazda obsahuje dva
cysthathion-B-synthasa motivy (CBS) [19]. Pojem CBS motiv oznacuje tandemovou
sekvenci o pfiblizné 60 aminokyselinach, kterd byla poprvé rozpoznina v enzymu
cysthathion-B-synthasa Alexem Batemanem. Dva CBS motivy tvoii jednu Batemanovu
doménu. Kazdy CBS motiv mulze vazat jeden adenosisnmonofosfit (AMP),
adenosindifosfat (ADP) nebo adenosintrifosfat (ATP). Nukleotidy ptisobi jako
alosterické regulatory — pti vazbé do jedné Batemanovy domény se zvysuje afinita druhé.

Na Obr. 4 (str. 15) je zobrazena doménova struktura podjednotek enzymu.
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[
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Obrazek 4: Doménova struktura podjednotek enzymu AMPK. Pismeny N a C je oznacen N konec
a C konec sekvence, CTD znaci C-terminalni doménu. Ddle jsou vyznacena mista vzajemné
interakce jednotlivych podjednotek, autoinhibicni sekvence (AIS), glykogen-vazajici doména
(GBD), CBS motivy, oblast sekvence s katalytickou aktivitou (kinasa) a misto fosforylace
nadrazenymi kinasami. Prevzato z [19], upraveno.

Kinasa AMPK se vyskytuje jak v jadre, tak v cytoplasmé, neni vsSak jasné, jakym
zpisobem je jeji umisténi v bufice regulovano [21]. Bunécné lokalizace AMPK se
pravdépodobné lisi v rliznych tkénich a zavisi také na konkrétnim podjednotkovém
sloZeni enzymu. Napiiklad AMPK a2 mé dle Suzukiho et al. ve své struktuie sekvenci
potiebnou pro prostup jadernou membranou, ta se ale stavd pln¢ funkcéni pouze po

fosforylaci enzymu v dusledku ptisobeni leptinu [22].

5'-adenosinmonofosfatem aktivovand proteinova kinasa funguje jako senzor
koncentrace AMP; je aktivovdna vzrustem bunécnych hladin poméru AMP:ATP,
pfipadné ADP:ATP — jednd se o tzv. nukleotid-dependentni regulaci, kterd je
zprostfedkovana jaterni kinasou B1 (LKBI1). Pokud dojde k vazb& nukleotidi, LKB1
AMPK fosforyluje na Thr172, ptipadné Thr183 [18]. Ke stimulaci AMPK tedy obecné
dochazi pfi procesech, které inhibuji produkci nebo stimuluji spotiebu ATP. Mezi tyto
procesy patii napiiklad hypoxie, hypoglykemie nebo svalova kontrakce [23]. AMPK
muze byt dale aktivovdana hormony tukové tkané, tzv. adipokiny, leptinem
a adiponektinem. Tento enzym je tedy nejen bunécnym reguldtorem, ale reguldtorem

energetické bilance organismu jako celku.
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Kromé nukleotid-dependentni regulace je AMPK ovlivilovana i tzv. nukleotid-
independentni regulaci [18]. V tomto ptfipad¢ dochéazi k fosforylaci AMPK pomoci
vapnik/kalmodulin-dependentni kinasy kinasy 2 (CAMKK2), ktera je aktivovana

vzristem intracelularni hladiny Ca?".

Stimulace AMPK ma za nasledek inhibici mnoha anabolickych drah; konkrétné
dochazi k inaktivaci 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A reduktasy (HMGCR), coz
blokuje syntézu isoprenoidii a sterold, dale je inaktivovana acetyl-koenzym A
karboxylasa (ACC), disledkem ¢ehoz neprobiha syntéza mastnych kyselin a v neposledni
fad¢ je inhibovana glykogen synthasa (GYS) [23]. Pisobenim AMPK déle dochazi
k inhibici proteosyntézy a to piisobenim na mechanicky cil rapamycinu (mTOR) a n¢které

jaderné transkrip¢ni faktory.

Katabolické procesy jsou aktivaci AMPK naopak stimulovany. V kosternim svalstvu
stimuluje AMPK pfisun glukosy; mechanismus spociva v translokaci glukosovych
transportérti (GLUT) do plasmatické membrany a sou¢asném zvysSeni jejich exprese [24].
V nékterych typech bun¢k AMPK fosforyluje a tim aktivuje
6-fosfofrukto-2-kinasu/fruktosu-2,6-bisfosfatasu (PFKFB), ktera preménuje
fruktosu-6-fosfat na fruktosu-2,6-bisfosfat, coz je regulator glykolyzy. AMPK také
fosforyluje acetyl-koenzym A karboxylasu (ACC), disledkem ¢ehoZ dochézi k poklesu
koncentrace malonyl-koenzymu A, ktery funguje jako inhibitor karnitin
O-palmitoyltransferasy 1. Diky poklesu malonyl-koenzymu A mize probihat transport

mastnych kyselin do mitochondrie a miZze dochazet k jejich oxidaci.

Kromé metabolickych drah reguluje AMPK také procesy spojené s bunéénou autofagii
— v tomto piipadé plisobi AMPK a mTOR antagonisticky (AMPK autofagii podporuje)
[18]. Dale se ptredpokladd, ze AMPK ovliviiuje mitofagii, coz je proces degradace
vadnych mitochondrii. Regulaci transkripénich faktorti zasahuje AMPK 1 do zvladani
oxidativniho stresu Ci fizeni cirkadidnnich rytmid. Obdobnym mechanismem se podili
také na bunécném ristu a proliferaci, jejichz chybna regulace miize vést k nadorovému

bujeni. Na Obr. 5 (str. 17) je uveden souhrn signalizacnich drah AMPK.
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Obrazek 5: Signalni drahy AMPK. Prevzato z [18], upraveno.
1.2.2. 5'-adenosinmonofosfatem aktivovana proteinova kinasa

pfi myotonické dystrofii typu 1

Jak jiz bylo zminéno, mezi nejvyraznéjsi zdravotni potize pacientti s DM1 patii problémy
se svaly. Ve svalovych buiikach zodpovidaji za metabolickou regulaci pfedevsim signalni
drahy AMPK a mTOR a bylo zjisténo, Ze pti DM1 se jejich hladiny pohybuji mimo
normalni hodnoty [25]. Divodem muze byt chybny sestfih nadfazeného regulatoru
AMPK — CAMKK?2. K chybnému sestiihu dochazi také u glykogen synthasy kinasy-3
beta, kterd se podili na fizeni syntézy glykogenu, coz je alostericky regulator AMPK.

Pti diferenciaci kosterniho svalstva dochazi k pfemisténi AMPK z cytoplazmy do
jadra [26]. Jak jiZ bylo zminéno, v ptipad€ pacientti s DM1 neprobiha diferenciace ve
spravné mife a ovliviiuje tak umisténi tohoto enzymu. V jadie AMPK interaguje
napiiklad s heterogennim jadernym ribonukleoproteinem H (hnRNP H), coz je RNA-
vazajici protein, ktery se ucCastni mnoha regula¢nich krokli genové exprese.
Pravdépodobné reguluje naptiklad geny fidici metabolismus glukosy. Niz$i hladiny
AMPK v jadfe zpiisobené vadnou regulaci diferenciace bunék kosterniho svalstva tedy

ovlivni funkci hnRNP H a s nim spojenych dé&ju.
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Nékteré studie zaroven hovoti o hnRNP H jako o proteinech, které jsou obdobné jako
proteiny rodiny MBNL sekvestrovany vazbou na expandované regiony mRNA [27].

V tomto piipad¢ tedy dysfunkce AMPK znésobuje symptomy onemocnéni.

1.2.3. Terapie myotonické dystrofie typu 1 pomoci aktivace 5'-

adenosinmonofosfatem aktivované proteinové kinasy

Protoze AMPK zastava v organismu vyznamnou regulacni roli, jedna se o perspektivni
terapeuticky cil z hlediska 1écby metabolickych poruch, obezity, diabetu, ale 1 zanétlivych
nebo rakovinnych procest a samoziejmé myotonické dystrofie typu 1. Bylo nalezeno
mnozstvi sloucenin, které pusobi jako aktivatory AMPK. Mechanismus nékterych
spociva ve zvySovani intracelularni koncentrace AMP nebo ADP, jiné AMP ¢i ADP
napodobuji a vdZzou se do CBS domén y podjednotky [18]. Nékteré slouceniny AMPK

stimuluji vazbou do glykogen-vézajici domény.

5-Aminoimidazol-4-karboxamid ribonukleotid (AICAR), je sloucenina, kterd ptisobi
jako aktivator AMPK obdobnym mechanismem, jako AMP ¢i ADP. Bylo zjisténo, Ze
dlouhodobé podavani u DM1 mysi zlepSuje strukturu svalii, snizuje agregaci RNA
v jadre, sekvestraci MBNLI1, zvySeni hladin CUGBP1 a napravuje ,,spliceopathy*
u TNNT3 a CIC-1 [2]. Obdobny experiment byl proveden na lidskych DM 1 myoblastech.
Bylo pozorovano napraveni sestfihu u SERCAI1, RyR1, TNNT3 a CIC-1. Zaroven se
snizil pocet jadernych RNA agregat.

Dalsi slouceninou, kterd ma na AMPK stimula¢ni G¢inky je resveratrol. I v tomto
ptipad¢ vykazovaly DM1 mysi, kterym byl resveratrol dlouhodob& podévan, isoformy
RyR1, TNNT3 a CIC-1, které se blizili isoformam zdravych jedinct [2]. Nicméné
u SERCA1 ke zméné¢ alternativniho sestfihu nedoSlo a i u ostatnich proteinii bylo

zastoupeni ,,zdravych* isoforem nizsi, nez pti medikaci AICARem.
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Stimulaéni G¢inek md na AMPK také metformin, coz je terapeutikum pouzivané
predevsim pro 1écbu diabetu 2. typu. Pouziva se, protoze diisledkem stimulace AMPK je
snizeni hladiny krevni glukosy. 48h vystaveni lidskych bunécnych kultur 25mmol/l
TNNT3 a CIC-1 [28]. Na Obr. 6 je zobrazena struktura AICARu, resveratrolu

a metforminu.

o . OH
[ [~ //o o NH  NH
HO—F"—-O o N_~ X HAC H H
NH I
o YR [
HO  OH CHs

OH
AICAR Resveratrol Metformin

Obrazek 6: Struktura 5-aminoimidazol-4-karboxamid ribonukleotidu (AICAR), resveratrolu a
metforminu. Vytvoreno v programu Chemsketch [29].

K aktivaci AMPK dochéazi pii metabolickém stresu [24], coz vede k predpokladu, ze
priznivé U¢inky lehké fyzické zatéze u DM1 pacientli vychazi pravé ze zvysSeni aktivity
tohoto enzymu. Pfi studiu DM1 mysi, které podstupovaly fyzickou aktivitu, dospéli
Ravel-Chapuis et al. k zavéru, Ze cviCeni ma na ,,spliceopathy* pozitivni dopad [2].
V disledku fyzické aktivity doSlo ke snizeni tvorby patologickych isoforem mRNA
kédujicich SERCA1, RyR1, TNNT3 i CIC-1.

Tyto vyzkumy napovidaji, ze AMPK pfimo ovliviiyje alternativni sestfih ¢i napomaha
s tklidem RNA nahromadénych v jadre. Aktivace AMPK predstavuje dostupnou
terapeutickou strategii pro 1é¢bu DM1 pacientl, at’ uz je zptisobena podanim 1é¢iv, ¢i

fyzickou aktivitou.
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2. Cile prace

1. Porovnani hladiny AMPK v bunéénych kulturach pacienti s DM1 a v bunéénych

kulturach zdravych jedinci.
2. Imunoprecpitace AMPK z bunécnych kultur.

3. Studium interakce AMPK a jejich podjednotek s jinymi proteiny pomoci hmotnostni

spektrometrie.
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3.  Experimentalni ¢ast (metody)

3.1. Pouzité chemikalie

Acetonitril

Blotting-Grade Blocker

Cell Extraction Buffer

Coomassie Brilliant blue R-250

DMEM (1X) + GlutaMAX™ -[

Dimethyl sulfoxid (DMSO)

Dynabeads™ Co-Immunoprecipitation Kit

Dynabeads™ Protein G 30 mg/ml

Endoproteasa LysC

Ethylmorfolin

F-10 Nut Mix (1X) + GlutaMAX™ |

Fetalni bovinni sérum (FBS)

Gentamicin 50 mg/ml

Glycin

Halt™ Protease & Phosphatase
Inhibitor Cocktail (100X)

Hydroxid amonny 25%

Hydroxid sodny

Chloracetamid

Insulin, Human Recombinant

0,5M kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA)

Kyselina octova

Kyselina kumarova

Laemmliho pufr 4X

Luminol

2-Merkaptoethanol

Methanol

Nuclear Complex CO-IP Kit
Peroxid vodiku 35%
Phosphatase Inhibitors (20X)
Phosphate buffered saline tablet
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Honeywell, USA
Bio-Rad Laboratories, USA
Invitrogen, USA
Amresco, USA

Thermo Fisher, USA
Sigma-Aldrich, Némecko
Thermo Fisher, USA
Thermo Fisher, USA
Promega, USA
Sigma-Aldrich, USA
Thermo Fisher, USA
Gibco, USA

Life Technologies, UK
Carl Roth, Némecko

Thermo Fisher, USA
Lach-Ner, Ceska republika
Sigma-Aldrich, Némecko
Sigma-Aldrich, Némecko
Sigma-Aldrich, Némecko
Active Motif, USA

VWR Life science, USA
Sigma-Aldrich, Némecko
Bio-Rad Laboratories, USA
Sigma-Aldrich, Némecko
Sigma-Aldrich, Némecko
Merck, Némecko

Active Motif, USA

Fluka Analytical, Némecko
Active Motif, USA
Sigma-Aldrich, Némecko



Pierce™ BCA Protein Assay Kit

Precision Plus Protein™ Standards All Blue
Precision Plus Protein™ Standards Dual Color
Ponceau S

Protilatka Anti-AMPK a1, a2 (phospho) 1,7 mg/ml
Protilatka Anti Human Actin Beta 1 mg/ml
Protilatka Anti-PRKAA1 0,2 mg/ml

Protilatka Anti-PRKAA2 0,2 mg/ml

Protilatka Goat anti-mouse IgG-HRP 400 pg/ml
Protilatka Goat anti-rabbit IgG-HRP 2 mg/ml
Protilatka Rb IgG Isotype Control 3 mg/ml
Skeletal Muscle Cell Growth Medium Kit C23160
SuperSignal® West Femto Trial Kit

TCEP HCI

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)

10x Tris/Glycine/SDS Buffer

Trypan Blue Stain (0,4%)

Trypsin-EDTA (0,05%).phenol red

Trypsin — Gold

Tween® 20

Thermo Fisher, USA
Bio-Rad Laboratories, USA
Bio-Rad Laboratories, USA
Sigma-Aldrich, Némecko
Abcam, UK

Bio-Rad Laboratories, USA
Atlas Antibody, Svédsko
Atlas Antibody, Svédsko
Santa Cruz Biotech, USA
Abcam, UK

Invitrogen, USA
PromoCell, Némecko
Thermo Fisher, USA

VWR Life science, USA
Bio-Rad Laboratories, USA
Bio-Rad Laboratories, USA
Gibco, USA

Gibco, USA

Promega, USA
Sigma-Aldrich, Némecko

3.2. Roztoky (pfipravované pufry a média)

Barvici roztok Coomassie Brilliant Blue: 45% (v/v) methanol, 10% (v/v) kyselina

octova, 4 pg/ml Coomassie Brilliant Blue R-250

Diferencia¢ni médium: 10 pg/ml insulin, 50 pg/ml gentamycin v DMEM (1X) +

GlutaMAX™ -1
HPHEB: 0,5M hydroxid amonny, 0,5mM EDTA

Odbarvovaci roztok Coomassie Brilliant Blue: 35% (v/v) ethanol, 10% (v/v) kyselina

octova

Proteolyticky pufr: 150mM 4-ethylmorfolin acetat, 15% acetonitril, pH 8,5

Riistové médium (pripraveno z chemikalii v Skeletal Muscle Cell Growth Medium

Kit C23160): 5% (v/v) fetdlni teleci sérum, 50 pg/ml fetuin, 10 pg/ml insulin, 0.4 pg/ml

dexamethason, 10 ng/ml epidermalni ristovy faktor, 1 ng/ml fibroblastovy ristovy faktor,

50 pg/ml gentamycin v Skeletal Muscle Cell Growth médiu
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Semi-Dry Transfer Buffer: 20% (v/v) methanol, 48mM Tris, 39mM glycin
STOP médium: 15% (v/v) FBS v DMEM + GlutaMAX™ I
TTBS: 0,02M Tris, 0,15M NacCl, 0,05% (v/v) Tween, pH 7,6

3.3. Biologické vzorky

V této bakalarské praci byly pouzity imortalizované lidské bunécné linie ze svalové

biopsie DM1 pacienta (tyto kultury dale oznaceny DM1) s rozsahem mutace 2 600 CTG

opakovani. Tyto bunééné linie byly pfipraveny Ludovic et al. [7]. Pro srovnani byly

pouzity bunécné linie ze svalovych biopsii zdravych jedincta (ddle CTRL) pfipravené

stejnou skupinou obdobnym zplisobem.

3.4. Pouzité pristroje a material

Aparatura pro elektroforézu:

Blotovaci aparatura:

Blotovaci papiry:

Centrifugy:

Ctetka mikrodesticek:

Gely pro elektroforesu:

Inkubator:

Kultivaéni lahve:

Kyvacka:

Laminarni box:

Magneticky separacni stojanek:

Mini-PROTEAN® Tetra System, Bio-Rad
Laboratories, USA

Trans-blot® SD, Semi-Dry Transfer Cell,
Bio-Rad Laboratories, USA

Extra  thick blot paper, Bio-Rad
Laboratories, USA

Centrifuge 5424 R, rotor s pevnym uhlem
FA-45-24-11, Eppendorf, Némecko

PK110, vykyvny rotor O-G26/1, ALC, Italie
CLARIOstar® Plus Microplate Reader,
BMG Labtech, Némecko

4-15% Mini-PROTEAN® TGX™ Precast
Gels, Bio-Rad Laboratories, USA
MCO-170AICUV-PE IncuSafe CO2
Incubator, Panasonic, Japonsko

T75, Thermo Fisher Scientific, USA

T175, Eppendorf, Némecko

BenchBlotter™ Platform Rocker,
Benchmark Scientific, USA

Biohazard box SafeFAST Classic, Schoeller
Instruments, Ceska republika

BioLabs, USA
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Mikroskop: Inverzni trinokuldrni mikroskop IM-3,
Optika Microscopes, CR

Nitrocelulosova membrana: Amersham™ Protran™ Premium 0,45 pm
Nitrocellulose Blotting Membrane, GE
Healthcare Life science, UK

Pipetovaci nastavec: Pipetus, Hirschmann, Némecko

Pocitadlo bunék: Luna-II™ Automated Cell Counter, Logos
Biosystems, Jizni Korea

Piistroj pro fotografovani membran: ChemiDoc™ MP Imaging System, Bio-Rad

Laboratories, USA

Rotator: Bio RS-24 Mini-Rotator, Biosan, Litva
Termoblok: Mixing Block MB-102, Bioer, Cina

Vodni lazen: VWB2 12, VWR Life science, USA
Vortex: Vortex V-1 plus, Biosan, Litva

Zdroj stejnosmérného napéti: PowerPac™ HC High-Current Power

Supply, Bio-Rad Laboratories, USA

3.5. Pouzité softwarové prostredky

Andromeda, Max-Planck-Institute of Biochemistry

BLAST, U.S. National Library of Medicine

Chemsketch, verze 2020.1.2, Advanced Chemistry Development, Inc.
MaxQuant, verze 1.6.10.43, Max-Planck-Institute of Biochemistry
Microsoft Office 365, Microsoft Corporation

Perseus, verze 1.6.15.0, Max-Planck-Institute of Biochemistry

The PyMOL Molecular Graphics System, verze 2.4.1, Schrodinger, LLC
STRING, verze 11.0, © STRING CONSORTIUM 2020

3.6. Kultivace bunécnych linii
3.6.1. Uchovani prvnich linii a jejich nasazeni

Prvni linie byly uchovany v -80 °C v 1 ml alikvotech po 1000000 bunék
v ristovém médiu s 5% (v/v) DMSO. Pii nasazeni byly vialky s prvnimi liniemi
rozmrazeny a obsah byl pfepipetovan do malé falkonky s 10 ml ristového média.
Falkonky byly nésledné centrifugovany 4 min pfi tthovém zrychleni 662x g. Poté byl

supernatant vylit a peleta resuspendovana v 10 ml riistového média. Na udrzovani kultur
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byly pouzity kultivaéni lahve T75 (o celkové kultivaéni ploge 75 cm?). Na jednu lahev
T75 bylo nasazovano 800 000 — 1 000 000 zivych bunék v celkem 10 ml ristového
média. Po dosazeni konfluence byly builkky zpasdzovany nebo nasazeny na vétsi
kultivaéni lahve T175 (o celkové kultivaéni plose 175 cm?). Na jednu kultivaéni lahev
T175 bylo nasazovano 1 500 000 — 2 500 000 bunék v 50 ml ristového média. Buiky
byly po¢itdny pomoci pfistroje Luna-II™ Automated Cell Counter. Bunééné linie byly
po prvnim nasazeni udrzovany maximaln¢ dva mésice. Manipulace s bunéénymi liniemi
probihala vzdy v lamindrnim boxu. Lahve s kulturami v ristovém médiu byly umistény

do inkubéatoru nastaveného na teplotu 37 °C a 5% koncentraci CO».
3.6.2. Diferenciace bunék

Diferenciace bun¢k byla provedena piiblizné 3-4 dny po nasazeni bunéénych linii
v momente, kdy buiiky dosahli vysoké konfluence (80-90 %). Rastové médium v lahvich
s bunéénymi kulturami bylo vyménéno za pfipravené diferencia¢ni médium pomoci
jednorazovych sklenénych pipet. Diferenciace probihala 3 dny. Lahve s kulturami
v diferenciacnim médiu byly umistény do inkubétoru nastaveného na teplotu 37 °C a 5%

koncentraci COa.
3.7. Sklizeni bunék a bunécna lyze

Sklizeni bunck bylo v nékterych ptipadech provadéno pted diferenciaci a v nékterych
ptipadech po diferenciaci bunék. V obou piipadech je postup sklizeni (trypsinizace

adherentnich bunék) obdobny.

Po vyjmuti kultur z inkubatoru bylo nejprve odpipetovano riistové ¢i diferenciacni
médium. Nasledné byly kultury oplachnuty ve 25 ml roztoku F-10 Nut Mix +
GlutaMAX™ ohiatého na teplotu 37 °C. Poté byly do kazdé lahve pipetovany 3 ml
roztoku trypsinu (Trypsin-EDTA (0,05%).phenol red od Gibco). Nasledné byly lahve
s kulturami umistény do inkubatoru (37 °C a 5% CO.). Po 4 minutach bylo zkontrolovano
uvolnéni bunék pod mikroskopem. Nésledné byla trypsinizace zastavena pfiddnim 17 ml
STOP média ohiat¢tho na 37 °C. Pomoci jednorazovych sklenénych pipet byly
trypsinizované bunky pfeneseny do 50 ml falkonek. Falkonky byly centrifugovany pfii
tthovém zrychleni 662x g po dobu 4 min. Po skonceni centrifugace byl odlit supernatant
a peleta byla resuspendovana v 1 ml PBS s 20x fedénymi inhibitory fosfatas a roztok byl
pfenesen do 1,5ml zkumavek Eppendorf. Nasledné byly zkumavky opét centrifugovany

— tentokrat pti 4 °C a tihovém zrychleni 400x g po dobu 4 min — a tento postup byl
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opakovan jesté jednou. Po dikladném odsati supernatantu byla peleta resuspendovana
v 1 ml Cell Extraction Buffer se 100x fedénym inhibitory proteas a fosfatas. Zkumavky
byly umistény na led a piiblizn¢ 30 min probihalo lyzovani bun¢k. Po uplynuti tohoto
Casu byly zkumavky centrifugovany po dobu 10 min pii tthovém zrychleni 15 000x g
a teploté 4 °C. Supernatant (lyzat) byl pfenesen do Cistych 1,5ml zkumavek a nasledné
byl umistén do -80 °C nebo po stanoveni koncentrace proteinii pouzit na elektroforézu

¢1 pro imunoprecipitaci.
3.7.1.  lzolace buné&nych jader

V nékterych ptipadech byl z bunéénych kultur odd€lené sklizen jaderny a cytosolarni
lyzat. Pro ziskani cytosolické a jaderné frakce byl pouZit Nuclear Complex CO-IP Kit od
Active Motif. Sklizeni bun€k probihalo obdobné jako v pfechozim ptipadé az po promyti
bun¢k roztokem PBS s inhibitory. Po promyti bylo do kazdé zkumavky s buiikami
pipetovano 500 pl hypotonického roztoku z kitu se 100x fedénym inhibitory proteas
a fosfatas. Obsah zkumavky byl jemné resuspendovan pipetou a zkumavky byly
ponechany 15 min na ledu. Nasledn¢ bylo do kazdé¢ zkumavky pipetovano 25 ul
detergentu z kitu, roztoky byly jemné promichany op€tovnym nasatim pipetou
a centrifugovany 30 s pii 4 °C a 14 000x g. Po centrifugaci byl odsat supernatant, ktery
byl pipetovan do Cisté zkumavky. Supernatant piedstavoval cytosolicky lyzat. Jaderna
peleta byla resuspendovana ve 100 pl Digestion buffer se 100x fedénymi inhibitory
proteas a fosfatas, 0,5 pul fenylmethylsulfonylfluoridu a s 0,5 ul Enzymatic Shearing
Coctail (vSe kromé inhibitorti z kitu). Zkumavky byly 60 min na ledu. Nakonec byly
zkumavky s jadernym lyzatem 10 min centrifugovany pii 4 °C a 14 000x g. Supernatanty,

ktery pfedstavovaly jaderny lyzat, byly pfeneseny do €istych zkumavek.
3.8. Stanoveni koncentrace proteind

Pro stanoveni koncentrace proteinti byl vyuzit Pierce™ BCA Protein Assay Kit.
Standardy A-F obsahovaly koncentraci proteinu (hovézi sérovy albumin) 2 pg/ul,
1,5 pg/ul, 1 pg/ul, 0,75 pg/ul, 0,5 pg/ul a 0,25 pg/ul. Do jednotlivych mikrozkumavek
bylo pipetovano 5 pl standardd A-F z kitu, 5 pl 5x fedénych vzorkl v duplikatu (pii
pfedchozich experimentech bylo zjiSténo, Ze koncentrace fedénych vzorkl oproti
nefedénym vzorkiim 1€épe vyhovuje kalibracni kiivce), 5 ul destilované vody a 5 pl
samotného lyza¢niho pufru. Do vSech mikrozkumavek bylo déle ptipipetovano 200 pl

reakéniho ¢inidla z kitu.
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Cely objem vSech vzorki a standardii byl po promichani na vortexu a kratké
centrifugaci pipetovan do mikrotitracni desticky. V dalSim kroku byla prométfena
absorbance pii 562 nm. Protoze bylo zjisténo, Ze pii 562 nm absorbuje i samotny lyzacni
puft, byl od naméfené hodnoty absorbance vzorkli vzdy odecten rozdil absorbance
lyza¢niho pufru a destilované vody. Koncentrace proteini byla vyuzita pro vypocet
objemu lyzath, ktery byl pouzit k imunoprecipitaci nebo pro vypocet objemu vzorki,
ktery byl nanesen na elektroforeticky gel. Po stanoveni koncentrace proteinti v lyzatech
byly koncentrovangjsi vzorky natfedény Cell Extraction Buffer tak, aby byla ve vSech

vzorcich koncentrace proteintl stejna.
3.9. Imunoprecipitace pomoci magnetickych kulicek

Z bunéénych lyzath bylo pomoci imunoprecipitace purifikovano AMPK.
Imunoprecipitace pomoci magnetickych kulicek je zaloZena na specifické interakci
antigenu (v naSem piipadé¢ a2 podjednotka AMPK) a protilatky. Magnetické kulicky
pouzivané v této praci obsahuji navazany protein G, ktery vaze protilatku s antigenem
a umoziuje tak izolaci antigenu z roztoku. Princip imunoprecipitace je zobrazen na

Obr.7.
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Obrdzek 7: Princip imunoprecipitace. Prevzato z [30], upraveno.

«

K imunoprecipitaci byla pouzita protilatka proti a2 podjednotce AMPK — Anti-
PRKAA?2 od Atlas Antibody. Jako negativni kontrola byla pouzita protilatka Rabbit
Isotype Control (RIC) od Invitrogenu. Imunoprecipitace a2 podjednotky AMPK byla

provadéna v triplikatech, tedy ze tfi napéstovanych lahvi T175 diferencovanych bun¢k
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DM1 nebo CTRL. Do mikrozkumavek bylo odebrano po 500 pl lyzatu. Pfi
imunoprecipitaci s RIC protilatkou nebyl délan triplikat, ale misto toho bylo do
mikrozkumavky napipetovano 3krat 170 pl lyzata (DM1 nebo CTRL). K témto lyzatim,
bylo pfipipetovano 5 ug protilatky proti a2 podjednotce AMPK nebo 5 pg protilatky RIC.

Takto ptipravené vzorky byly ponechany pies noc na rotatoru pii 4 °C.

Druhy den bylo do Cistych mikrozkumavek pipetovano 50 pl magnetickych kuli¢ek
Dynabeads™ Protein G (odpovida 1,5 mg kuli¢ek). Mikrozkumavky byly umistény do
magnetického stojanku, pipetou byl odsat uchovavaci pufr magnetickych kulicek a byly
pfipipetovany bunécné lyzaty s protilatkami. Takto byly roztoky s kulickami ponechany
na rotatoru pii pokojové teploté po dobu 20 min (aby doslo k vazbé protilatky a proteinu
G). Pak byly mikrozkumavky umistény na magnet a lyzat z kuli¢ek byl pfenesen do
mikrozkumavek a skladovan v -80 °C (dale v textu jako zbytek bunééného lyzatu po
imunoprecipitaci). Nasledné¢ byly kulicky s navazanou protilatkou s antigenem 2x
promyty 200 pl LWB zkitu Dynabeads™ Co-Immunoprecipitation Kit se 100x
fedénymi inhibitory proteas a fosfatas. Poté byly kulicky resuspendovany ve 200 ul LWB
s inhibitory proteas a fosfatas a pteneseny do cCistych mikrozkumavek. Po odsati
promyvaciho roztoku byl pii poslednim kroku imunoprecipitovany antigen z kulicek
eluovan do 20 pl Laemmliho pufru (pokud byly vzorky dale pouzity pro elektroforézu)
nebo 2x 200 pl HPHEB (pokud byly vzorky dale pouZity pro hmotnostni spektrometrii).
V ptipadé Laemmliho pufru probihala eluce 5 min pfi 95°C v termobloku, v pfipadé
HPHEB nejprve 20 min a pot¢ 10 min pii pokojové teploté na rotatoru. Eluaty
(imunoprecipitaty) byly uskladnény v teploté -80 °C, ptipadné okamzité dale zpracovany

pro hmotnostni spektrometrii.
3.10.  SDS-PAGE elektroforéza

Elektroforéza byla vyuZita pro separaci proteinl v bunééném lyzatu, ve zbytku lyzatu po
vychytani AMPK na magnetickych kulickach a v imunoprecipitatu. Na gel byl nandsSen
objem roztoku, ktery obsahoval 20 pg ¢i 40 pg proteini v 1x Laemmliho pufru s 2,5%
merkaptoethanolem (ME). Takto pfipraveny roztok byl promichan na vortexu, kratce
centrifugovan a nasledné byl 5 min zahfivan na teplotu 95 °C. Poté byl opét promichan
na vortexu, kratce centrifugovan a nasledné¢ byly vzorky naneseny do
polyakrylamidového gelu (4-15% Mini-PROTEAN® TGXTM Precast Gels 12-well

comb) pfipravené¢ho v elektroforetické aparatufe s 1x Tris/Glycin/SDS pufrem. Jako
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standard byl pouzit Precision Plus Protein™ Standard Dual Color ¢i All Blue. Standardu
byly na gel nanaSeny 4 pl. Elektroforéza bézela vzdy 10 min pfi napéti 100 V a nésledné
piiblizn¢ 50 min pfi napéti 140 V.

3.10.1. Barveni proteini pomoci Coomassie brilliant blue

Proteiny separované v gelu byly obarveny barvicim roztokem Coomassie brilliant blue.
Gel byl v barvicim roztoku ponechan na kyvacce ptes noc. Druhy den byl pouzit
odbarvovaci roztok. Po zhruba 120 min v odbarvovacim roztoku byl gel vyfotografovan

na pfistroji ChemiDoc.
3.11. Metoda Western blot

Po probéhnuti elektroforézy byl gel vyjmut z aparatury. Pro detekci AMPK byla vyuzita
metoda Western blot. Nejprve byl pfipravena nitrocelulosovd membrana (Amersham™
Protran™ Premium 0,45 pm Nitrocellulose Blotting Membrane) a blotovaci papiry, které
byly namoceny do Semi-Dry Transfer Buffer. Timto pufrem byla navlhcena také
blotovaci aparatura a byl jim omyt gel se separovanymi proteiny. Na aparaturu byl
v tomto potadi poloZen blotovaci papir, nitrocelulosovd membrana, gel se separovanymi
proteiny a znovu blotovaci papir. Nasledné byla uzaviena blotovaci aparatura a zapojena

ke zdroji stejnosmérného napéti o velikosti 15 V. Pienos probihal po dobu 60 min

Po uplynuti této doby byla membrana s pienesenymi proteiny kratce oplachnuta
v TTBS a poté blokovana po dobu 60 min v 10 ml 5% Blotting-Grade Blocker (BGB)
v TTBS pfi pokojové teploté na kyvacce. Po zablokovani byla membrana ptenesena do
krabicky s 10 ml 5% BGB a primarni protilatkou (fedéni 1:1 000 nebo 1:2 000).
S primarni protilatkou byla membrana inkubovana pies noc pii 4 °C. Druhy den byla
membrana 3x 10 min promyvana v TTBS. Nasledn€ byla po dobu 45 min inkubovéana
se sekundarni protilatkou (fedéni 1: 2 000) v 1% roztoku BGB v TTBS a poté znovu 3x

5 min promyvana v TTBS.

Pouzité sekundarni protilatky obsahovaly konjugovanou kienovou peroxidasu. Pro
vizualizaci proteinli na membrané byly pfipraveny dva roztoky — prvni roztok (A) sestaval
z 10 ml 0,1M Tris o pH 8,8 se 7 ul peroxidu vodiku, druhy (B) z 10 ml 2,5mM roztoku
luminolu s 44 pl 90mM kyseliny kumarové v DMSO. Pii ptipravé 2,5mM roztoku
luminolu byl nejprve ptipraven 250 mM roztok luminolu v DMSO, ktery byl poté nafedén
100x v 0,1M Tris o pH 8,8.
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Vizualizace proteinti na membrang byla provedena smisenim obou roztokid A a B, ve
kterych byla membrédna namocena a nésledn¢ byla provedena detekce na pfistroji
ChemiDoc. Pro ptipadnou kontrolu pfenosu proteini byla membrana po dobu 60 min
barvena 0,1% roztokem Ponceau S. Po uplynuti této doby byla membrana oplachnuta

destilovanou vodou a opét vyfotografovana na ptistroji Chemidoc.

V nékterych piipadech byl signal po pouziti vySe zminénych roztoki luminolu a
peroxidu vodiku velmi slaby. Druhou moZnosti bylo tedy pouziti SuperSignal® West
Femto Trial Kit, ktery také obsahoval substrat pro kienovou peroxidasu, nicmén¢ detekce
pomoci tohoto kitu byla citlivéjsi. Nejprve bylo ve zkumavce smiseno 100 pl roztoku
Luminol/Enhancer a 100 pl roztoku Stable Peroxide Buffer (oba roztoky z kitu). Takto
pfipraveny roztok byl pipetou nanesen na membranu, ktera jiz byla poloZena na desce

v pristroji Chemidoc a nasledn¢ byla membrana vyfotografovana.
3.12. Hmotnostni spektrometrie

Nejprve byly pfipraveny zasobni 1M roztoky TCEP-HCI (redukéni cEinidilo)
a chloracetamidu (alkylac¢ni ¢inidlo). Imunoprecipitované vzorky byly poté smiseny
s proteolytickym pufrem, jehoZ objem odpovidal polovin€ objemu vzorku. Nasledné byl
do kazdé zkumavky ptidan takovy objem TCEP-HCI a chloracetamidu, aby vysledna
koncentrace TCEP-HCI ve zkumavce odpovidala 5 mM a koncentrace chloracetamidu
20 mM. Po dobu 5 min byly vzorky zahtivany na teplotu 70 °C. Do kazdé zkumavky byl
nasledné pfidan 1 pl endoproteasy LysC (koncentrace 1 pg/ul). Takto byly vzorky
zahtivany 2 hodiny pfi teploté¢ 40 °C. Nakonec byl do kazdé zkumavky pfidan 1 pl
trypsinu gold (koncentrace 1 pg/ul) a vzorky byly pfi teploté 40 °C ponechany pies noc.
Vzorky byly zmétfeny v servisnim centru hmotnostni spektrometrie v BIOCEVu metodou
nLC-ESI-MS-MS. Jednd se o nano kapalinovou chromatografii s reverzni fazi
a tandemovou hmotnostni spektrometrii. lonizace vzorku byla provedena elektrosprejem.
Analyza byla provadéna na pftistroji Thermo Orbitrap Fusion od spole¢nosti Thermo
Scientific. Ziskané vysledky byly v servisnim centru analyzovany a kvantifikovany
softwary MaxQuant [31] a Perseus [32]. Proteiny ve vzorku byly identifikovany
s pouzitim vyhleddvace Andromeda [33] s nésledujicim nastavenim — lidska database
Uniprot (staZzeno ¢erven 2020), FDR hodnota 1 %, netplnost §té€peni 2, fixni modifikace

cysteinu, variabilni oxidace methioninu a acetylace N-konce proteint.
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4.  Vysledky

4.1. Kultivace bunék

Dle vySe popsaného postupu se podafilo napéstovat viabilni linie diferencovanych
a nediferencovanych buné¢k. Pii pohledu pod mikroskopem si byly nediferencované
bunécné linie zdravych jedincti a pacientll s myotonickou dystrofii typu 1 velmi podobné.
Po diferenciaci vSak u zdravych bunék dochézelo ke vzniku tlustSich vlaken, zatimco

nemocné bunky tvofily spise tenkd vlakna. Fotografie kultur jsou na Obr. 8.

CTRL DM1

CTRL dif. DM1 dif.

Obrazek 8: Nediferencované bunécné kultury CTRL a DMI, diferencované bunécéné kultury
CTRL a DM1. Foceno mobilnim telefonem pres okular mikroskopu IM-3, zvétseni okuldru 10x,
zveétseni objektivu 10x.

4.2. Stanoveni a lokalizace AMPK ve svalovych burnkach

Studium zastoupeni AMPK ve zdravych a nemocnych, diferencovanych
a nediferencovanych buiikach bylo provedeno pomoci metody Western blot. Po sklizeni
kultur bylo v bunéénych lyzatech provedeno stanoveni koncentrace proteiniit metodou
BCA. Na Obr. 9 (str. 32) je uvedena kalibra¢ni pfimka sestavena z hodnot absorbance
destilované vody a standardi A-F. V Tab. [ (str. 32) jsou uvedeny namétené¢ hodnoty
absorbance bunécnych lyzath, primérna hodnota absorbance duplikatu, koncentrace
proteinli ve vzorcich vypoctend z piedpisu kalibracni piimky, objem lyzati obsahujici
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20 g proteinli a objem pufru potiebny pro doplnéni objemu vzorku do 12 pl. Hodnoty
absorbance vzorkll jsou uvedeny s odectenym naméfenym rozdilem absorbance

lyzac¢niho pufru a destilované vody (~0,035 AU).

Zavislost absorbance na koncentraci
proteinu

0,700 -
50,600 -
% 0,500 -
2 0,400 -
20,300 -
S 0,200 -
g 0’100 ) y= 0,22712X + 0,0866

0,000 - ‘ ‘ ~R?=0,9976

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Koncentrace proteinu [ug/pl]

Obrazek 9: Graf zavislosti absorbance na koncentraci proteinu sestaveny z namérenych hodnot
absorbance destilované vody a standardii A-F z kitu Pierce™ BCA Protein Assay Kit pii 562 nm.

Tabulka 1: Nameérené hodnoty absorbance bunécnych lyzatii s odectenou absorbanci pozadi.
Promeéreny byly diferencované a nediferencované kultury CTRL a DMI, méreni probihalo
v duplikatu (4 (1), A (2)), z priimérné hodnoty (A (priimer)) byla stanovena koncentrace proteinii
ve vzorku. Dale je uveden objem obsahujici 20 ug proteinii (V (lyzdt)) a objem pufru potiebny pro
doplnéni do 12 ul (V (pufr)).

CTRL | DM1 | CTRL dif. | DM1 dif.
A (1) [AU] 0,205 | 0,246 | 0,203 0,168
A (2) [AU] 0,207 | 0,210 | 0,250 0,186
A (primér) [AU] 0,206 | 0,228 | 0,227 0,177
Koncentrace [ug/ul] | 2,2 2,6 2,6 1,7
V (lyzat) [ul] 9,1 7,7 7,8 12,0
V (pufr) [pl] 29 4,3 4,2 0,0

K 12 pl vzorkd byly pipetovany 4 pl 4X Laemmliho pufru s ME a vzorky byly
zahfivany po dobu 5 min pii teploté 95 °C. Takto byly vzorky naneseny na dva gely. Po
probéhnuti elektroforézy a prenosu na nitrocelulosovou membranu byla provedena
detekce metodou Western blot. Pro detekci byla na jedné membrané pouZita protilatka
Anti-PRKAA?2 a na druhé membranég protilatka Anti-PRKAA1. a2 podjednotka AMPK
ma molekulovou hmotnost 62 kDa [34], al podjednotka 64 kDa [35], signal odpovidajici
témto podjednotkam se tedy na membrané vyskytuje mezi prouzky standardu
o molekulovych hmotnostech 50 a 75 kDa. Na membrané byla po detekci a2 podjednotky
AMPK provedena kontrola nanasky detekci aktinu o molekulové hmotnosti 42 kDa [36]
a nasledné byla membrana obarvena Ponceau S. Fotografie membréan jsou uvedeny na

Obr.10 (str. 33).
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Obrazek 10: Western blot nediferencovanych a diferencovanych bunécnych kultur CTRL a DM1.
Detekce byla provedena pomoci protilatek (4) Anti-PRKAA2, (B) Anti-PRKAAI a (C) Anti
Human Actin Beta. (D) Barveni membrany Ponceau S.

Na membranach je patrné, Ze se AMPK v buiikach skute¢né vyskytuje. Na Obr. 10
(4), na kterém byla detekovana a2 podjednotka, si lze v§Simnout, ze v diferencovanych
bunkach je oproti nediferencovanym bunikdm detekovaného proteinu vice. Naproti tomu
al podjednotka (Obr. 10 (B)) je ve vSech typech bun€k zastoupena ve stejné mife.
Kontrola detekci aktinu potvrdila, Ze je mozné hladiny proteint v jednotlivych vzorcich

porovnavat, protoze nanaSky byly obdobné.

Daéle byly pomoci metody Western blot sledovany rozdily v koncentraci fosforylované
formy AMPK mezi diferencovanymi a nediferencovanymi buitkami. Pro detekci byla
pouzita protilatka proti fosforylované a2 a al podjednotce AMPK — Anti-AMPK al, 02
(phospho). V tomto experimentu byly pouzity stejné vzorky a stejnd nanaska jako

v ptedchozim ptipad¢. Fotografie membrany je uvedena na Obr. 11 (str. 34).
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Obrazek 11: Western blot nediferencovanych a diferencovanych bunecnych kultur CTRL a DM1.
Detekce byla provedena pomoci protilatky Anti-AMPK ol, a2 (phospho).

Dle vysledkti Ravel-Chapiuse et al. je fosforylovana forma v bunikéch pacientti s DM 1
oproti zdravym buitkam zastoupena méné [2]. Na Obr. 11 se na membrané objevuji dva
vyrazné signaly, coZ komplikuje vyhodnoceni. Je ale zietelné, Ze se hladina fosforylované

formy AMPK v buiikéch zvysuje po diferenciaci.

Detekce a2 podjednotky AMPK v diferencovanych a nediferencovanych buiikach
byla také provedena ve vzorcich, u kterych byla izolovéna jadra a cytosol. Cilem tohoto
experimentu bylo zjistit, zda je vhodné pro imunoprecitaci AMPK pouzit lyzat z celych
bunck nebo pouze jaderny ¢i cytosolarni lyzat. V lyzatech byla opét nejprve stanovena
koncentrace proteinti a nasledné byl vypocten objem lyzati obsahujici 40 pg proteinti
a objem pufru potifebny pro doplnéni objemu vzorku do 9 pl. Na Obr.12 je uveden
kalibracni grafa v Tab. 2 (str. 35) jsou uvedeny namétené a vypoctené udaje pro bunééné
lyzaty. Hodnoty absorbance vzorkli jsou uvedeny s odectenym naméfenym rozdilem

absorbance lyzac¢niho pufru a destilované vody (~0,032 AU).
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Obrazek 12: Graf zavislosti absorbance na koncentraci proteinu sestaveny z namérenych hodnot
absorbance destilované vody a standardii A-F z kitu Pierce™ BCA Protein Assay Kit pii 562 nm.
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Tabulka 2: Nameérené hodnoty absorbance bunécnych lyzatii s odectenou absorbanci pozadi.
Promeéreny byly jaderné a cytosolarni lyzaty diferencovanych a nediferencovanych kultur CTRL
a DM1, méreni probihalo v duplikatu (4 (1), A (2)), z priimérné hodnoty (A (prumer)) byla
stanovena koncentrace proteinii ve vzorku. Dale je uveden objem obsahujici 40 ug proteinii
(V (lyzat)) a objem pufru potiebny pro doplnéni do 9 ul (V (pufr)).

DM1 CTRL

CTRL | DM1 CTRL | DM1 CTRL | cyt. jad. DM1

cyt. cyt. jad. jad. cyt. dif. | dif. dif. jad. dif.
A (1) [AU] 0,324 | 0,41 0,233 | 0,433 | 0,233 | 0,300 | 0,238 | 0,299
A (2) [AU] 0,327 0,432 | 0,242 | 0,423 | 0,245 | 0,301 | 0,254 | 0,306
A (pramér) [AU] 0,326 | 0,421 | 0,238 | 0,428 | 0,239 | 0,301 | 0,246 | 0,303
Koncentrace [ug/ul] | 8,2 11,4 5,2 11,7 5,2 7,3 5,5 74
V (lyzat) [ul] 4,9 3,5 7,7 34 7,6 54 7,3 54
V (pufr) [pl] 4,1 55 1,3 5,6 1,4 3,6 1,7 3,6

K 9 ul vzorki byly pipetovany 3 pl 4X Laemmliho pufru s ME a vzorky byly zahtivany
po dobu 5 min pfi teploté 95 °C. Takto byly vzorky naneseny na gel a byla provedena
elektroforéza. Po pfenosu na nitrocelulosovou membranu byly separované proteiny
detekovany metodou Western blot pomoci protilatky Anti-PRKAA2. Na membran¢ byla
poté provedena kontrola nandsky detekci aktinu. Fotografie membrany je uvedena na
Obr. 13.
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Obrazek 13: Western blot jadernych a cytosolarnich lyzatii nediferencovanych a diferencovanych
bunécnych kultur CTRL a DM1. Detekce byla provedena pomoci protilatky (4) Anti-PRKAA2,
(B) Anti Human Actin Beta.

Z vysledki je patrné, Zze se AMPK vyskytuje jak v cytosolu, tak v jadfe, pro
imunoprecipitaci byly tedy vyuzity lyzaty celych bunck. Kontrola detekci aktinu
potvrdila, ze je mozné hladiny proteinti v jednotlivych vzorcich porovnavat, protoze

nanasky byly obdobné.
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4.3. Optimalizace imunoprecipitace

Pro uspéSnou imunoprecipitaci a2 podjednotky z bunécnych lyzati bylo potfeba urcit
vhodny pomér bunécéného lyzatu a magnetickych kuli¢ek s navazanou protilatkou tak,
aby nedoslo k ptekroceni kapacity afinitniho nosice. Po sklizeni diferencovanych bunék
bylo v lyzatech provedeno stanoveni koncentrace proteinti. Ze ziskanych hodnot byl opét
vypocten objem lyzath obsahujici 20 pg proteinti a objem pufru potifebny pro doplnéni
objemu vzorku do 12 pl. Na Obr.14 je uveden kalibrac¢ni graf a v Tab. 3 naméiené
a vypoctené udaje pro bunécné lyzaty. Hodnoty absorbance vzorkli jsou uvedeny
s odeCtenym naméfenym rozdilem absorbance lyza¢niho pufru a destilované vody

(~0,027 AU).
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Obrazek 14.: Graf zavislosti absorbance na koncentraci proteinu sestaveny z namérenych hodnot
absorbance destilované vody a standardii A-F z kitu Pierce™ BCA Protein Assay Kit pii 562 nm.

Tabulka 3: Namérené hodnoty absorbance bunécnych lyzati s odectenou absorbanci pozadi.
Promeéreny byly diferencované kultury CTRL a DM1, mérent probihalo v duplikatu (A (1), A (2)),
z prumérne hodnoty (A (priimeér)) byla stanovena koncentrace proteinii ve vzorku. Ddle je uveden
objem obsahujici 20 ug proteinit (V (lyzat)) a objem pufru potiebny pro doplneni do 12 ul
V (pufi).

CTRL dif. | DM1 dif.
A (1) [AU] 0,128 0,144
A (2) [AU] 0,128 0,125
A (prdmér) [AU] 0,128 0,135
Koncentrace [ug/pl] | 2,1 2,3
V (lyzat) [ul] 9,6 8,6
V (pufr) [ul] 24 3,4

Pro imunoprecipitaci bylo v obou piipadech pouzito 700 pl bunééného lyzatu, ve

vzorku CTRL odpovidala tedy hmotnost proteinti pfiblizné 1,47 mg a ve vzorku DM1
1,61 mg. Po imunoprecipitaci byla provedena elektroforéza. Na gel bylo naneseno 5 pl

imunoprecipitovanych vzorki, které byly pfimo eluovany do 1x Laemmliho pufru. Dale
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byly na gel naneseny vzorky bunéénych lyzath a zbytkli bunéénych lyzati po
imunoprecipitaci. Ty byly pfipraveny smisenim 12 pl vzorki pfipravenych dle tdaja
v Tab. 3 (str. 36) se 4 pl 4X Laemmliho pufru a ME. Timto zpsobem byly pfipraveny
dva gely, na jednom byla provedena detekce metodou Western blot (pro vizualizaci byla
pouzita protilatka Anti-PRKAA?2), druhy byl obarven barvivem Coomassie Brilliant
Blue. Fotografie jsou uvedeny na Obr. 15.

St 1 2

6 7. 8
— -u
6 7 8

250 kDa

150 kDa

100 kDa
75 kDa

50 kDa
37 kDa

25 kDa
20 kDa

15 kDa
10 kDa |

St — standard

1 — CTRL lyzat 5 - DM1 lyzat

2 -CTRL lyzat poIP 6 — DM1 lyzat po IP
3-CTRLIP a2 7-DM1 IP a2

4 -CTRLIP RIC 8 —DM1 IP RIC

Obrdzek 15: (4) Western blot lyzatu diferencovanych bunécnych kultur CTRL a DM1I, zbytkii
bunécnych lyzatii po imunoprecipitaci (IP) a vzorkii imunoprecipitovanych pomoci protildtek
Anti-PRKAA?2 a RIC. Cervenou Sipkou je oznacen signdl odpovidajici a2 podjenodtce AMPK.
(B) Proteiny separované v gelu, obarvené barvivem Coomassie Brilliant Blue.

Protilatka Anti-PRKAA?2, byla pouzivana i pro imunoprecipitaci. Pfi jejim pouziti pro
Western blot poté sekundarni protildtka na membrané krome primarni protilatky proti a2
podjednotce AMPK (molekulova hmotnost 62 kDa) znacila také tézky fetézce protilatky
pouzité pti imunoprecipitaci (molekulova hmotnost 50 kDa [37]). Na membrané byly oba

tyto proteiny velmi blizko sebe, coz komplikovalo jejich spolehlivé rozliseni. Z tohoto
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divodu byla membrana ustfizena tésné nad prouzkem standardu o molekulové hmotnosti

50 kDa, nicméné¢ signal oznacené protilatky z imunoprecipitace byl stale ¢astecné patrny.

Na membran¢ l1ze v oblasti 60 kDa nalézt signal v imunoprecipitovanych vzorcich
(CTRL IP a2 a DM1 IP a2), zatimco v negativnich kontrolach (CTRL IP RIC a DM1 IP
RIC) se tento signal nevyskytuje. Na Obr. 15 (str. 37) je také vidét, ze v bunééném lyzatu
byla detekovana a2 podjednotka AMPK, ale ve zbytku lyzatu po imunoprecipitaci na
magnetickych kulickach zadny signal neni. To znamen4, Ze a2 podjednotka AMPK byla

v lyzatu efektivné vychytana a v lyzatu po imunoprecipitaci uz neztstala.
4.4. Hmotnostni spektrometrie

Pti pohledu pod mikroskopem i z vysledkii analyzy Western blot je patrné, ze vyrazné
rozdily mezi zdravymi a nemocnymi buiikami vyvstavaji pfedevsim po diferenciaci. Také
bylo zjisténo, ze se AMPK vyskytuje jak v jadre, tak v cytosolu. Z toho diivodu byly pro
analyzu metodou hmotnostni spektrometrie pouzity lyzaty zcelych bunék
diferencovanych bunéénych kultur. Po sklizeni triplikatu diferencovanych bunék DM1
a CTRL byla v lyzatech stanovena koncentrace proteint. V ptfedchozim experimentu byla
uspésné provedena imunoprecipitace s bunéénymi lyzaty obsahujicimi ptiblizné 1,5 mg
proteintl, z tidaju ziskanych po stanoveni koncentrace byl tak vypocten objem lyzatl, ve
kterém se vyskytovalo toto mnozstvi proteini. Na Obr.16 je uveden kalibratni graf
av Tab. 4 (str. 39) naméfené a vypoctené udaje pro bunécné lyzaty. Hodnoty absorbance
vzorkll jsou uvedeny s odectenym naméfenym rozdilem absorbance lyzacniho pufru

a destilované vody (~0,035 AU).

Zavislost absorbance na koncentraci
proteinu

0,500 -
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< 0,400 -
8 0,300 -
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20,100 - y = 0,1645x + 0,0731
< | R2 = 0,999

0,000 T T T T T 1

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Koncentrace proteinu [ug/pl]

Obrdzek 16 Graf zavislosti absorbance na koncentraci proteinu sestaveny z namérenych hodnot
absorbance destilované vody a standardii A-F z kitu Pierce™ BCA Protein Assay Kit pii 562 nm.
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Tabulka 4. Nameérené hodnoty absorbance bunécnych lyzatii s odectenou absorbanci pozadi.
Promeéreny byly diferencované kultury CTRL a DM 1, méreni probihalo v duplikatu (4 (1), 4 (2)),
z priimérné hodnoty (A (priumer)) byla stanovena koncentrace proteinii ve vzorku. Ddle je uveden
objem obsahujici 1,5 mg proteini (V (lyzat)) a objem pufru potiebny pro doplnéni do 500 ul
V (pufi).

CTRL 1 |[CTRL 2 | CTRL 3 | DM11 | DM12 | DM13
A (1) [AU] 0,174 0,186 0,178 0,18 0,173 | 0,183
A (2) [AU] 0,180 0,185 0,173 0,193 | 0,169 | 0,188
A (pramér) [AU] 0,177 0,186 0,176 0,187 | 0,171 | 0,186
Koncentrace [ug/ul] | 3,2 3,4 3,1 34 3,0 3,4
V (lyzat) [ul] 470 440 480 440 500 440
V (pufr) [ul] 30 60 20 60 0 60

Vzorky byly imunoprecipitovany pomoci protilaitky Anti-PRKAA2 a néasledné
analyzovany metodou hmotnostni spektrometrie. Vysledkem byly udaje o iontovém
proudu pfeneseném jednotlivymi peptidy identifikovanymi v triplikatech CTRL a DM 1
a v negativnich kontrolach (ty odpovidaly imunoprecipitaci pomoci necilené protilatky
RIC). Hodnota je v souboru uvedena jako exponent o zdkladu dva. Ze souboru byly po
softwarovém zpracovani manualné odstranény proteiny, u kterych pouze jeden
z multiplikatu obsahoval vyssi hodnoty pfeneseného proudu, neZ byla hladina Sumu
a proteiny, které obsahovaly pfili§ vysoké hodnoty preneseného proudu pro negativni

kontroly. Vysledky méfeni jsou uvedeny v Piiloze 1.

Dale je v souboru uvedena hodnota kumulativniho iontového proudu pifeneseného
danymi proteiny ve vSech vzorcich dohromady. Mezi deset proteind, které dle vysledkt
prenesly kumulativné nejvétsi iontovy proud, at’ uz se jednalo o vzorky CTRL nebo DM1,
patfily nasledujici proteiny (uveden nazev genu): 7JAPI1, PRKAA2, MYO18B, PRKAB?2,
ARGHEF12, SOSTM1, PRKAGI, C44;C4B, PRKABI, SRRT.

Druhy nejvétsi proud z proteinii nalezenych ve vzorcich pfenesla a2 podjednotka
AMPK (nédzev genu PRKAA?2), na kterou byla cilena pouZita protilatka. Ve vzorcich byly
také vyznamné zastoupeny dal$i podjednotky AMPK — B2 (PRKAB2) a yl (PRKAGI).
Tyto wvysledky dokazuji, Ze se a2 podjednotku AMPK podafilo uspésné
imunoprecipitovat a je mozné proteiny nalezené ve vzorku povazovat za soucast

signaliza¢ni kaskady AMPK.

Z hodnot prenesené¢ho proudu pro triplikaty vzorkh DM1 1 CTRL byl nasledné pro
vSechny proteiny vyjadifen median. Poté byl z median vyjadien pomér zastoupeni
daného proteinu v DM1 oproti CTRL a na zdkladé poméru medianti byly proteiny
rozdéleny do tii kategorii. Do prvni kategorie spadaly ty, u kterych bylo zastoupeni

39



v DM1 buiikach oproti CTRL bunkdm vyssi, nez 1,5nasobné (>1,5), druhd kategorie
obsahovala proteiny, jejichz zastoupeni ve zdravych a nemocnych builkdch bylo
v podstaté¢ obdobné (<1,5;0,7>). Rozmezi tfeti kategorie bylo analogické prvnimu —
spadaly do ni proteiny, které se v DMI1 vyskytovaly oproti CTRL vyrazné¢ méné —
v mensim, nez dvoutfetinovém mnozstvi (<0,7). Takto rozifazené vysledky jsou uvedeny

v Tab. 5 (str. 41).
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Tabulka 5: Vysledky z hmotnostni spektrometrie triplikatu bunécnych lyzatii DMI1 a CTRL
(diferencované buriky) imunoprecipitovanych protilatkou Anti-PRKAA2. Z medianu byl vyjadren
pomeér proudu preneseného danym proteinem (odpovida zastoupeni proteinu) ve vzorcich DM1
proti CTRL. Podle tohoto poméru byly peptidy rozdéleny do tri kategorii od téch, které se v DM1
vyskytovaly ve vyssi nez 1,5ndsobné koncentraci po ty, které se naopak v CTRL vyskytovaly ve

vy$si nez 1,5ndsobné koncentraci.

>1,5

Nazev genu Zastoupeni ve vzorcich | Nazev genu Zastoupeni ve vzorcich
DM1/ CTRL DM1/ CTRL

CSTA 56,31 SQSTM1 2,14
TKT 10,54 C4A;C4B 2,01
NNMT 6,08 SRRT 1,93
ZBTB20 4,42 TF 1,69
MGEAS 3,33 SACS 1,63
TJAP1 2,92 RPS19 1,57
ARHGEF12 2,84 PRKAG2 1,51
HRG 2,54 PRKAB1 1,50

<1,5;0,7>
Nazev genu Zastoupeni ve vzorcich | Nazev genu Zastoupeni ve vzorcich

DM1/ CTRL DM1/ CTRL

SEC13 1,41 PRKAG1 1,00
SEC16A 1,41 SND1 0,99
PKP1 1,36 DEFA3;DEFA1 0,92
PRKAG3 1,24 ILF3 0,89
PRKAA2 1,16 PRKAB2 0,87
PGAM1,PGAM2 1,08 PTRF 0,80
MYO18B 1,02 CALML3 0,75
S100A11 1,02 PPP1CB 0,72

<0,7
Nazev genu Zastoupeni ve Nazev genu Zastoupeni ve

vzorcich DM1/ CTRL vzorcich DM1/ CTRL

CAMK2D 0,65 IARS 0,13
RPL34 0,51 COL5A1 0,13
HSD17B10 0,38 TLN1 0,13
PSMD3 0,34 ARF4;ARF5 0,13
COL6A1 0,25 FBL 0,12
CDC42 0,23 MYOF 0,11
ATP1A1,ATP1A2,ATP1A3 0,23 NDUFS1 0,10
XPO1 0,21 NARS 0,10
TRIM72 0,19 HNRNPUL2 0,10
PSMC4 0,18 PARP1 0,10
DKC1 0,17 ATP2A1 0,10
EHD2 0,17 LARS 0,09
RYR1 0,17 DYSF 0,09
ABCF1 0,16 COL11A1 0,09
RAB2A;RAB2B 0,15 RPS27 0,08
CAND1 0,15 KTN1 0,07
NAP1L1 0,15 CORO6 0,06
CCT4 0,15 PRKDC 0,06
MCU 0,15 ARPC1A 0,06
SSB 0,14 FHL1 0,05
ILK 0,14 SLC25A3 0,04
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V dalsim kroku byly vSechny proteiny z upravené¢ho souboru analyzovany pomoci
algoritmu STRING [38], ktery umoznuje vizualizaci znamych proteinovych interakci.
STRING cerpa informace z fady databazi, jako naptiklad PDB nebo BioGRID. Krom¢
toho, ze interakce hleda, posuzuje a vizualizuje také jejich ,,pravdivost — s jakou

svre

pravdépodobnosti dand interakce skutecné existuje. »Pravdiveéjsi interakce jsou
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Obrdzek 17: Vizualizace zndm)}ch interakci proteimi nalezen)?ch 1 imunoprecipitovan)}ch

vevr

Jjiz nekolikrat. Vytvoreno pomoci databdze STRING [38].

Na Obr. 17 je patrné, Ze se skute¢né podafilo imunnoprecipitovat proteiny, které jsou
soucasti interakéni sit¢ AMPK, protozZe algoritmus STRING sestavil mapu, na které je
vétSina proteini propojend. Zaroven z vysledki databdze vyplynulo, Ze byly
koimunoprecipitovany proteiny, u kterych dosud nebyla v literatufe popsdna piima
interakce s AMPK ani s zddnym z dalSich koimunoprecipitovanych proteint v souboru.
Konkrétné se jedné o proteinovou O-GlcNacasu (MGEAS), protein asociovany s tésnymi
spoji 1 (TJAPI), nekonvencni myosin XVIIIb (MYOI18B), protein S100-A11 (S100411),
neutrofilni defensin (DEFA 1, DEFA3), ras-spfiznény protein Rab-2A a Rab-2B (RAB24,
RAB2B), nukleosomovy montaZzni protein 1-podobny 1 (NAPIL1) a koronin-6 (CORO6).
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O-GlcNAcasa a protein asociovany s tésnymi spoji 1 patii do kategorie proteini, které
byly v DMl =zastoupeny ve vétSim nez 1,5nasobném mnozstvi, v obou piipadech
piiblizn¢ 3krat vice. Nekovnecni myosin XVIIIb, protein S100-A11 a neutrofilni defensin
byly ve zdravych a nemocnych buiikdch zastoupeny piiblizné¢ stejné. Ras-spiiznény
protein Rab-2A a Rab-2B, nukleosomovy montdzni protein 1-podobny 1 a koronin-6 se
v DM1 bunkach oproti CTRL vyskytovaly v mensim, nez pétinovém zastoupeni (viz

Tab. 5, str. 41).

Soubor imunoprecipitovanych protein byl dale zobrazen pomoci algoritmu String
rozdéleny do tii vySe zminénych kategorii. Tyto mapy jsou zobrazeny na Obr. 18

(str. 44).
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Obrazek 18: Vizualizace znamych interakci proteinii zastoupenych vice, nez 1,5krdt
v imunoprecipitovanych bunécnych kulturach CTRL oproti imunoprecipitovanym bunécnym
kulturam DM1 (pomeér DM1/ CTRL <0,7) — (A), proteinii zastoupenych ve vzorcich v podstaté
obdobné (pomér DM 1/ CTRL <1,5,0,7>) — (B) a proteinii zastoupenych naopak v DM 1 ve vyssim,
nez 1,5ndasobném mnozstvi (pomer DM1/ CTRL >1,5) — (C). Vytvoreno pomoci programu
STRING [38].

Tyto obrazky ukazuji, ze pti pouziti zvolenych rozmezi jsou téméf vsSechny
purifikované podjednotky AMPK ve zdravych a nemocnych buiikach v podobné
koncentraci. Stejn¢ tak fosfatasa PPP1CB a kalmodulin-podobny protein 3 (nazev genu
CALML3). Od téchto proteini dal se vSak interakéni sit’ ,,rozpojuje‘ — vétsina proteint je
v DM1 bunikach zastoupena méné nebo vice neZ ve zdravych buikéach. Z celkem 74

proteintl je jich v DM1 bunkéch 42 zastoupeno méné€ nez ve zdravych buiikach a 16 vice

nez ve zdravych buikéch.
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5. Diskuse

Koncentrace a2 podjednotky AMPK v buiikdch po prob¢hnuti diferenciace stoupa. Na
Obr. 10 (A) (str. 33), 11 (str. 33) 1 13 (4) (str. 35) je v drahach s bunéénymi lyzaty
diferencovanych kultur oproti draham s bunécnymi lyzaty nediferencovanych kultur
patrny vyrazngjsi signal. Z fotografie bunécnych kultur na Obr. 8 (str. 31) je zaroven

patrné, ze proces diferenciace je u pacientli s myotonickou dystrofii vyrazné ovlivnén.

Co se tyce rozdilu v koncentraci a2 podjednotky AMPK mezi zdravymi a nemocnymi
buiikami (at uz diferencovanymi ¢i nediferencovanymi), nejsou vsSak vysledky
z experimentd metodou Western blot jednoznac¢né. Vyhodnoceni vysledkii komplikuje
skutecnost, Zze se na membranach pod pruhem nejvyraznéjsiho signalu objevuje na trovni
standardu o molekulové hmotnosti 50 kDa jesté druhy vyrazny pruh. Tento signdl by
mohl pfedstavovat ¢asteéné¢ degradovanou a2 podjednotku AMPK. K proteolyse a2
podjednotky AMPK mohlo dojit v pribéhu experimenti mnoha riznymi zptsoby,
napiiklad pfi lyzovani bunék, pfi centrifugaci nebo pisobenim vysoké teploty pfi vateni
vzorkd v Laemmliho pufru. DalS§i moznosti je, Ze dva pruhy piedstavuji al a o2
podjednotku. V experimentech byla sice pouzita protilditka proti a2 podjednotce,
aminokyselinova sekvence obou podjednotek je vSak v oblasti, na kterou mifi protilatka
Anti-PRKAA2, pomérn€ podobna. Na Obr. 19 (str. 46) je zobrazeno porovnani sekvenci.
Molekulova hmotnost a2 a al podjednotky se nicméné li§i pouze o 2 kDa, neni tedy pfili$
pravdépodobné, Ze by byly podjednotky na membranach takto vyrazné rozliSeny. Treti
moznosti je, Zze dva pruhy ptedstavuji fosforylovanou a nefosforylovanou formu AMPK.
Fosforylace proteinu zptsobi zvysSeni jeho molekulové hmotnosti, vysledny rozdil
v hmotnosti oproti nefosforylovanému proteinu je vSak velmi maly a proteiny na
membrané by nebyly vyrazné odliSeny. Fosfat v§ak zaroven proteinu udéli vyssi zaporny
naboj, ktery by na pohyblivost v elektroforetickém gelu vyznamnéjsi efekt mit mohl.
Zaroven muze v disledku fosforylace dochazet ke zméné konformace proteinu, ktera také

pohyblivost proteinu v gelu ovliviiuje.
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AMPKal AEKQKHDGRVKIGHYILGDTLGVGTFGKVKVGKHELTGHKVAVKILNRQKIRSLDVVGKI
identita AEKQKHDGRVKIGHY+LGDTLGVGTFGKVK+G+H+LTGHKVAVKILNRQKIRSLDVVGKI

AMPKo2 AEKQKHDGRVKIGHYVLGDTLGVGTEFGKVKIGEHQLTGHKVAVKILNRQKIRSLDVVGKI
AMPKal RREIQNLKLFRHPHIIKLYQVISTPSDIFMVMEYVSGGELFDYICKNGRLDEKESRRLEQ
identita +REIQNLKLFRHPHIIKLYQVISTP+D FMVMEYVSGGELFDYICK+GR++E E+RRLFQ
AMPKo2 KREIQNLKLFRHPHIIKLYQVISTPTDFFMVMEYVSGGELFDYICKHGRVEEMEARRLEQ
AMPKal QILSGVDYCHRHMVVHRDLKPENVLLDAHMNAKIADFGLSNMMSDGEFLRTSCGSPNYAA
identita QILS VDYCHRHMVVHRDLKPENVLLDAHMNAKIADFGLSNMMSDGEFLRTSCGSPNYAA
AMPKo2 QILSAVDYCHRHMVVHRDLKPENVLLDAHMNAKIADFGLSNMMSDGEFLRTSCGSPNYAA
AMPKal PEVISGRLYAGPEVDIWSSGVILYALLCGTLPFDDDHVPTLFKKICDGIFYTPQYLNPSV
identita PEVISGRLYAGPEVDIWS GVILYALLCGTLPEFDD+HVPTLFKKI G+FY P+YLN SV
AMPKa2 PEVISGRLYAGPEVDIWSCGVILYALLCGTLPFDDEHVPTLFKKIRGGVFYIPEYLNRSV
AMPKal ISLLKHMLQVDPMKRATIKDIREHEWFKQDLPKYLFPEDPSYSSTMIDDEALKEVCEKFE
identita +LL HMLQVDP+KRATIKDIREHEWFKQDLP YLFPEDPSY + +IDDEA+KEVCEKFE
AMPKa2 ATLLMHMLQVDPLKRATIKDIREHEWFKQDLPSYLFPEDPSYDANVIDDEAVKEVCEKFE
AMPKal CSEEEVLSCLYNRNHQDPLAVAYHLIIDNRRIMNEAKDFYLATSPPD-SFLDDHHL----—
identita C+E EV++ LY+ + QD LAVAYHLIIDNRRIMN+A +FYLA+SPP SF+DD +
AMPKa?2 CTESEVMNSLYSGDPQDQLAVAYHLIIDNRRIMNQASEFYLASSPPSGSFMDDSAMHIPP
AMPKal —-TRPHPERVPFLVAETPRARHTLDELNPQKSKHQGVRKAKWHL.GIRSQSRPNDIMAEVCR
Identita +PHPER+P L+A++P+AR LD LN K K V+KAKWHLGIRSQS+P DIMAEV R
AMPKa?2 GLKPHPERMPPLIADSPKARCPLDALNTTKPKSLAVKKAKWHLGIRSQSKPYDIMAEVYR
AMPKal ATKQLDYEWKVVNPYYLRVRRKNPVTSTYSKMSLQLYQVDSRTYLLDFRSIDDEITEAKS
identita A+KQLD+EWKVVN Y+LRVRRKNPVT Y KMSLQLY VD+R+YLLDF+SIDDE+ E +S
AMPKa?2 AMKQLDFEWKVVNAYHLRVRRKNPVTGNYVKMSLQLYLVDNRSYLLDFKSIDDEVVEQRS
AMPKal GTATPQRSGSVSNYRSCQRSDSDAEAQGKSSEVSLTSSVTSLDSSPVDLTPRPGSHTIEF
identita G++TPQRS S + + S A+ S SLT S+T S+ ++PR GSHT++F
AMPKo2 GSSTPQRSCSAAGLHRPRSSFDSTTAESHSLSGSLTGSLTG--STLSSVSPRLGSHTMDF
AMPKal FEMCANLIKILAQ

identita FEMCA+LI LA+

AMPKo2 FEMCASLITTLAR

Obrdzek 19: Srovnani aminokyselinovych sekvenci al a o2 podjednotek AMPK. Zelené jsou
vyznaceny imunogeny protilatky Anti-AMPK al, a2 (phospho). Cervené je vyznacena imunogenni
sekvence protilatky Anti-PRKAAl a modre je vyznacena imunogenni sekvence protilatky
Anti-PRKAA2. Vytvoreno pomoci internetového programu Blast [39].

Ve vysledcich experimentu uvedeného na Obr. 11 (str. 33), jehoz cilem bylo
charakterizovat zastoupeni fosforylované (tedy aktivované) formy AMPK, lze opét
v oblasti mezi 50 a 75 kDa pozorovat dva vyrazné pruhy. Je vSak zietelné, zZe zastoupeni
fosforylované formy je v CTRL a DM1 buiikach rozdilné. Protoze fosforylovana forma
AMPK je formou aktivni, vypovida tento vysledek o rozdilu v aktvité tohoto enzymu

mezi zdravymi a nemocnymi buiikami.

46



Pouziti protilatky Anti-PRKAA2 od Atlas Antibody pro optimalizaci
imunoprecipitace mélo sva tskali. Signal odpovidajici a2 podjednotce nebyl od signalu
odpovidajicim tézkému fetézci IgG (protilatka z imunoprecipitace) dostatecné rozliSen.
V idedlnim piipadé by méla byt pro detekci pouzita protilatka z jiného zvirete, néz
z jakého byla protilatka pouzivand pro imunoprecipitaci. Tim by se zamezilo oznaceni
obou téchto protilatek sekundarni protilatkou. Z tohoto divodu byl proveden pokus
s mysi protilatkou Anti-AMPK alpha 1/2 od spole¢nosti Merck. Fotografie membrany je

uvedena na Obr. 20.

st 1 2 3 4

St - standard
75 kDa |

1-CTRLIP a2

2-CTRLIPRIC
50 kDa e 3 -DM1IP a2

4 -DM1IPRIC

Obrazek 20: Western blot diferencovanych bunecnych kultur CTRL a DM imunoprecipitovanych
pomoci protilatek Anti-AMPK alpha 1/2 a Rabbit Isotype Control (negativni kontrola).

Prestoze 1ze na membrané nalézt signal odpovidajici a2 podjednotce AMPK, je patrné,
ze protilatka vyrazné nespecificky znaci i jiny protein a signal je oproti membranam
zna¢enym protilatkou Anti-PRKAA2 neostry a rozpity. Jind vhodna protilatka neexistuje,

protilatka Anti-PRKAA?2 tak ziistala protilatkou volby.

V afinitn€ purifikovanych vzorcich diferencovanych bunék, které byly studovany
metodou hmotnostni spektrometrie, bylo nalezeno mnozstvi koimunoprecipitovanych
proteint, které se v nemocnych buiikach vyskytovaly v niz§im ¢i vyssim zastoupeni nez
ve zdravych bunkéach. To, ze byly tyto proteiny koimunoprecipitovany, vypovida
o existenci interakce danych proteini s AMPK, piipadné¢ s néckterou z Casti jeji
signaliza¢ni drahy, tak, jak je patrno na Obr. 17 (str. 42). To, Ze se hladiny téchto proteint
v DM1 buiikach oproti nemocnym buiikam lisi, miZe byt zpiisobeno dvéma pri¢inami.
Jednak to mize byt zpiisobeno celkove vyssi/nizsi koncentraci proteinu v buiice (protein
se vice/méné exprimuje), muze to byt ale také disledkem rozdilné afinity proteinu
k imunoprecipitaénimu komplexu (dochéazi ke zmén€ miry interakce proteinu s AMPK

nebo s nékterym z dalSich koimunoprecipitovanych proteintl).

V souboru koimunoprecipitovanych proteini nalézdme dva vysSe zminéné proteiny
zodpoveédné za charakter svalové hmoty — SERCAT1 (gen ATP2A1) a RyR1. Dle citované
literatury jsou svalové potize DM1 pacientll zptisobené piredevsim chybnym sestfihem

gent téchto proteind, v Tab. 5 (str. 41) je vSak patrné, Ze jsou v DM1 buiikkach SERCA1
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i RyR1 zaroveii v niz§im zastoupeni. Spatny sestiih tak pravdépodobné zasahuje i do
exprese gend. Divodem muze byt naptiklad poruSeni transportu mRNA do cytosolu

a snizeny vytézek translace.

Jednim z afinitn¢ purifikovanych proteinti je také véapnik/kalmodulin-dependentni
kinasa typu 2 podjednotka delta (CAMK2D). Stejn¢ jako CAMKK?2, kterd reguluje
AMPK, patiti CAMK2D do rodiny véapnik/kalmodulin-dependentnich kinas. Tyto kinasy
jsou soucasti signalizacnich kaskad stimulovanych vapenatymi ionty [40]. Kinasa
CAMKZ2D reguluje mimo jiné i vySe zminéné ryanodinové receptory [41] a ATPasu
SERCA [42]. V DMI bunkadch byla CAMK2D oproti zdravym bunikdm zastoupena
pfiblizné 1,5krat méné. Protoze homeostaza vépenatych iontd vyznamné ovliviiuje
svalovou ¢innost, je sniZzeni hladiny tohoto proteinu pravdépodobné jednim z dalSich

mechanismu pfispivajicich ke svalovym problémim pacienti s DM1.

Mezi proteiny, které jsou v DMI1 zastoupeny pfiblizné tiikrat vice, a u nichZ nebyla
dosud identifikovdna interakce s AMPK, ani s zddnym z koimunoprecipitovanych
proteinti, patii O-GIcNAcasa (gen MGEAS). O-GlcNAcasa (OGA) je protein, ktery
zprostiedkovava hydrolyzu N-acetylglukosaminu z hydroxylové skupiny serinu nebo
threoninu modifikovaného proteinu [43]. O-glykosylace N-acetylglukosaminem (dale
»O-GlcNAcylace®) patfi mezi vyznamné post-translacni modifikace a bylo
identifikovano ptes 5 000 proteinil, které jsou substraty OGA. Jedna se o proteiny
ucastnici se bunécné signalizace, regulace genové exprese nebo metabolismu. Tento typ
glykosylace se od ostatnich odliSuje svou reverziblitou — protein miiZze byt znovu
»0-GlcNAcylovan“ 1 po hydrolyze ptedeslého N-acetylglukosaminu. Zaroven
k,,O-GlcNAcylaci® dochazi v cytosolu a jadfe, ne na endoplasmatickém retikulu
a Golgiho aparatu, jako u ostatnich typt glykosylaci [44]. V téle neexistuje jiny enzym
nez OGA, ktery by byl schopen N-acetylglukosamin z glykosylovanych proteinti
oproti fyziologickym hodnotdm [45]. Z téchto informaci vyplyva, Ze vyrazné vySsi
hladiny OGA mohou k patogenezi myotonické dystrofie typu 1 pfispivat mnoha riznymi

zpisoby.

,»O-GlcNAcylace™ proteini probiha pusobenim enzymu O-GIcNAc transferasy
(OGT), coz je enzym s opacnou funkci, nez OGA — ,,0-GlcNAcylaci“ katalyzuje.
Analogicky jako u OGA je funkce OGT jedinecna, jinymi slovy neexistuje dal$i enzym,
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ktery by tento typ O-glykosylace katalyzoval. OGT nebyla sAMPK
koimunoprecipitovana, nicméné je znamo, Ze spolu tyto dva enzymy interaguji. OGT

,»O-GlcNAcyluje a a y podjednotku AMPK a zaroven AMPK fosforyluje OGT [46].

Vysledky z hmotnostni spektrometrie poukazuji na dysregulaci v rdmci
posttranslaéni ,,0-GlcNAcylace” proteini. Protoze ,,0-GlcNAcylace® probiha na
stejnych residuich, jako fosforylace (seriny a threoniny), hovoii nékteré studie
o spolupraci téchto dvou typii modifikace vramci bunétné signalizace [46,47].
Konkrétné OGT/OGA a AMPK soucinné koordinuji rust, proliferaci a ptredevSim
metabolické procesy. Z vysledkii vySe zminénych experimentl plyne, ze u pacientll
s DM1 je narusena nejen signalizace plsobenim AMPK, ale 1 regulace bunécnych

pochodli pomoci OGA/OGT.

Z celkem 73 koimunoprecipitovanych proteint bylo v DM1 buiikach v porovnani se
zdravymi bunikami v podobné stechiometrii pouze 16 molekul (pfiblizné¢ 20 %). Na
Obr. 21 (str. 50) je uvedena upravena mapa z databaze STRING, na které jsou vyznaceny
interakce, které jsou v DM1 buitkach naruseny — jeden z dvojice proteinti je v nemocnych
bunkach bud’ v nizsi nebo vyssi koncentraci oproti zdravym bunkam. Tato upravena mapa
byla vytvofena porovnanim mapy se vSemi proteiny (Obr. 17, str. 42) s mapami

rozdélenymi na zéklad¢ zastoupeni v DM1 oproti CTRL (Obr.18, str. 44).
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Obrazek 21: Proteinové interakce porusené v DM1 bunkach oproti CTRL.

To, Ze je v nemocnych butkdch AMPK zastoupena v podobné mifte, jako ve zdravych
buiikach, ale zaroven je vyznamné naruSena jeji signaliza¢ni drdha, miize byt teoreticky
disledkem kteréhokoliv z mechanismti patogeneze myotonické dystrofie typu 1.
Pravdépodobné se vsak jedna o piimy dusledek poruseni funkce AMPK vyplyvajiciho

z jeji nedostatecné aktivace a potazmo aktivity.

Je dilezité zminit, Ze u nékterych proteinti ze souboru byla imunoprecipitace
podpoiena jejich interakci s protilatkami IgG. Jedna se konkrétné o histidin-bohaty
glykoprotein (gen HRG) a komplementy C4-A a C4-B (C44, C4B). Nicméné i u téchto

proteinll byly nalezeny rozdily v zastoupeni mezi zdravymi a nemocnymi buiikami.
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6. Zaver

Tato bakalafskd prace byla zamétfena na studium 5°-adenosinmonofosfatem aktivované
proteinové kinasy a jeji role v onemocnéni myotonicka dystrofie typu 1. Cilem prace bylo
porovnat zastoupeni AMPK v bunécnych kulturach zdravych jedinci a v bunécnych
kulturach pacienti s DM1. Podafilo se zjistit, Ze koncentrace AMPK v kulturach obecné
nartsta disledkem diferenciace buné€k a morfologické znaky diferencovanych kultur

DM1 ukazaly, ze je tento proces u nemocnych jedinct vyrazné ovlivnén.

Pot¢ byla AMPK afinitné purifikovana metodou imunoprecipitace pomoci
magnetickych kulicek. Po optimializaci metody byla imunoprecipitace vyuzita pro
studium vzorki pomoci hmotnostni spektrometrie. Vysledky z hmotnostni spektrometrie
potvrdily, Ze byla imunoprecipitace uspésSna a spolu s a2 podjednotkou AMPK se

podafilo purifikovat 1 jeji interakéni sit’.

Ziskané vysledky z hmotnostni spektrometrie byly vyuzity pro studium proteind,
s nimiz AMPK interaguje a dale pro studium téchto interakei. V tomto pokusu se podafilo
identifikovat nékolik proteinli, jejichz komunikace s AMPK (pfipadné komunikace
s n¢kterou z Casti jeji afinitné nabohacené signaliza¢ni kaskady) nebyla dosud v literatufe
popsana. Predev§im se jedna o O-GlcNAcasu, ktera je kliCovym enzymem v procesu
,»O-GlcNAcylace* proteinil. Tento typ modifikace patii spolu s fosforylaci mezi zasadni
zpisoby regulace bunécné signalizace, dysregulace hladiny O-GlcNAcasy tak

pravdépodobné vyznamné piispiva k patologii DM1.

Vysledky jasné demonstruji, jak rozsahlé zmény v zastoupeni proteinil interagujicich
s AMPK piisobi onemocnéni myotonicka dystrofie typu 1. Mimo hladiny pozorované u
zdravych bunék se v DM 1 buiikach pohybovalo 80 % koimunoprecipitovanych molekul.
Ziskané poznatky jednoznaéné podporuji vysledky studii, z kterych vyplyva, ze AMPK

pfedstavuje vyznamny terapeuticky cil pro DM1 pacienty.
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PFilohy

Priloha 1 — Data z hmotnostni spektrometrie imunoprecipitovanych vzorkii.
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738 | Rha guanine rudeatide sxchange Botar 1208
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