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Abstrakt

Hippo signalni drédha pfedstavuje univerzalni mechanismus regulace velikosti organi béhem
vyvoje, ktery je konzervovan v celé¢ metazoické tisi. Komponenty Hippo signalni drahy byly
také identifikovany jako dulezité tumorsupresory, které fosforylaén€é inhibuji aktivitu
onkogennich faktora a signalnich drah (napt. YAP/TAZ, PI3K nebo mTOR). MST1 kinasa je
soucasti centralniho proteinového komplexu Hippo signalni drahy a jeji aktivace hraje zasadni
ulohu béhem plsobeni mnoha protinadorovych 1é€iv. V nasi laboratofi jsme popsali aktivaci
MST1 kinasy v leukemickych bunkach pomoci piirodnich latek, coz vedlo k inhibici
proliferace a nasledné indukci apoptosy v téchto buitkdch. Shikonin pfedstavuje ptirodni
naftochinon izolovany zrostliny Lithospermum erythrorhizon, ktery pisobi v lidskych
bunkach jako inhibitor glykolysy a mitochondrialniho respira¢niho fetézce. Shikonin indukuje
v leukemickych buiikdch rychlou aktivaci MST1 proteinu, ale mechanizmus této aktivace
zUstava nezndmy. Z toho ditvodu jsme se rozhodli charakterizovat posttranslacni modifikace
MST1 kinasy béhem plsobeni shikoninu na leukemické buniky. Nejdiive jsme izolovali
MST1 kinasu z kontrolnich bun¢k a bunék vystavenych shikoninu pomoci imunoprecipitace.
Dale jsme charakterizovali posttranslacni modifikace MST1 proteinu pomoci hmotnostni
spektrometrie. Timto pfistupem jsme zjistili, Ze shikonin indukuje fosforylaci S43, S414 a
defosforylaci S438 MST1 proteinu. To mize byt disledek inhibice mTORC?2 signalni drdhy a
aktivace ERK signalni drahy jakozto disledek pisobeni shikoninu na leukemické bunky.
Inhibice/aktivace téchto signdlnich drah byla dale prokazana metodou elektropfenosu proteinti

na nitrocelulosovou membranu s naslednou imunodetekci.

Klic¢ova slova: MST1 kinasa, Shikonin, Hippo signélni drdha, metabolismus, leukemie



Abstract

Hippo signaling pathway represents organ size control mechanism constrained between all
metazoans. Individual components of the Hippo signaling pathway were identified as key
tumor-suppressors which phosphorylate and inhibit activity of several oncogenic factors and
signaling pathways (such as YAP/TAZ, PI3K and mTOR). MST1 kinase is a part of central
protein complex of the Hippo signaling pathway and its activation is involved in anti-cancer
activity of several drugs. We have demonstrated activation of the MST1 kinase by natural
compounds in leukemic cells followed by inhibition of proliferation and induction of
apoptosis. Shikonin represents natural naphthoquinonic compound isolated from
Lithospermum erythrorhizon which acts as inhibitor of glycolysis and mitochondrial
respiratory chain in human cells. Shikonin induces fast activation of the MST1 protein in
leukemic cells however mechanism of this activation remains unknown. Therefore, we tried
to characterize posttranslational modifications of the MST1 kinase during shikonin treatment
of leukemic cells. Firstly, we isolated MST1 kinase from control and shikonin-treated cells
using immunoprecipitation. Then we characterized posttranslational modifications of the
MSTI1 protein employing mass spectrometry. Using this approach we found out
phosphorylation of S43, S414 and dephosphorylation of S438 induced by shikonin in
leukemic cells. These shikonin-induced changes in phosphorylation of the MSTI1 may
represent inhibition of mMTORC2 signaling pathway and activation of ERK signaling pathway.

Inhibition/activation of these pathway was confirmed also using immunoblot technique.

(In Czech)
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Seznam pouzitych zkratek

B-TRCP
AK
AcetylCoA
AKT

AMP
AMPK
AMOTLI1
APAF-1
APS

ATP

BCA

BAX

BIM
BCL-2
BCL-XL
BSA

CAD

CCD kamera
CKCA
CML

CREB

z angl. B-transduction repeat containing E3 ubikvitin protein ligase
aminokyseliny

acetylkoenzym A

S/T kinasa

adenosinmonofosfat

z angl. AMP activated protein kinase

z angl. Angiomotin likel

z angl. Apoptic protease activating factor 1

peroxodisiran amonny, z angl. ammonium persulfate
adenosintrifosfat

bicinchoninova kyselina

pro-apopticky protein rodiny BCL-2

pro-apopticky protein, z angl. BCL-2-like protein 11
anti-apopticky protein, z angl. B-cell lymphoma 2
anti-apopticky protein, z angl. B-cell lymphoma-extra large
hovézi sérovy albumin, z angl. Bovine serum albumin
karbamoylfosfat synthetasa

z angl. Charge-coupled device camera

centralni kinasova kazeta v Hippo signalni draze

chronickd myeloidni leukémie

z ang]. Cellular response element binding protein.



DEPTOR
D/Y
DISC
DSM
EDTA
EGFR
EJC
ERK
FAD
FADH,
FBS
FDP
FOXO
GDP/GTP
GGDP
GGT
GLK
G6P
GLUT1/4
GSK-3p
GRB2
HMGCoA
HMGCR

HS

z angl. DEP domain containing mTOR interacting protein
aspartat/ tyrosin

z angl. Death inducing signaling complex

draha synthesy mevalonatu

ethylendiamintetraoctova kyselina

receptor na povrchu bunék, z angl. Epidermal growth factor receptor
komplex exonovych spoji

proteinkinasa, z angl. Extracellular signal regulated kinase
flavinadenindinukleotid

redukovany flavinadenindinukleotid

fetalni hovézi sérum, z angl. Fetal bovine serum
farnesyldifosfat

transkripéni faktory, z angl. Forkhead box proteins
guanosindifosfat/guanosintrifosfat

geranylgeranyldifosfat

geranylgeranyltransferasa

glukosa

glukosa-6-fosfat

glukosovy transportér 1/4, z angl. Glucose transporter
S/T kinasa, z angl. Glycogen synthase kinase 3f3

z angl. Growth factors receptor- bound protein 2
3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A

HMGCoA reduktasa

hmotnostni spektrometrie



HSD
ChREBP
IRS1

KC
LATS1/2
LDH
MEK1/2
MK
MLC-1
MLX
mLSTS8
MOBIA/B
mRNA
MST1/2
mSIN1
MTHFD2
mTOR
mTORC]
mTORC2
NAD"
NADH+H"
NADP
NADPH+H"

NK

Hippo signalni dréha

z angl. Carbohydrat response element binding protein
insulin receptorovy substrat

Krebsuv cyklus

S/T kinasy, z angl. large tumor suppressor
laktatdehydrogenasa

z angl. Mitogen activated protein kinase/ ERK kinase
mastné kyseliny

anti-apopticky protein rodiny BCL-2

z angl. Max like protein x

z angl. Mammalian lethel with Sec13 protein 8
enzym, z angl. MOB kinase aktivator 1A/B
mediatorova ribonukleova kyselina

z angl. Mammalian STE20-like protein kinase
regulacni podjednotka mTORC2

z angl. Methylenetetrahydrofolate Dehydrogenase/Cyclohydrolase
S/T kinasa, z angl. mammalian target of rapamycin
proteinovy komplex, z angl. mMTOR Complex 1
proteinovy komplex, z angl. mMTOR Complex 2
nikotinamidadenindinukleotid

redukovany nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat

z angl. Natural killer cell
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NF2

P53

p8S
pl10
PAK
PARKIN
PBS
PDK1
PDZ
PFK1
PFKFB3
PHD
PI3K
PIP,
PIP;
PKCa
PKM1
PKM2
PP

PD
PRAS40
PTEN
R5P

RAF

tumorsupresorovy protein, z angl. Neurofibromin 2
protein o velikosti 53 kDa

regulacni podjednotka

katalyticka podjednotka

z angl. p21 protein kinase

protein soucasti E3 ubikvitin ligasy

fostatovy pufr, z angl. Phosphate buffered saline
protein kinasa, z angl. Phosphoinositide-dependent protein kinase 1
vazebna doména obsahujici 80-90 aminokyselin
fosfofruktokinasa 1

malé molekulové inhibitory

pyruvatdehydrogenasa

z angl. Phosphatidyl-inositol-4,5-bisphosphate 3-kinase
z angl. Phosphatidyl-inositol -4,5-bisphosphate

z angl. Phosphatidyl-inositol-3,4,5-triphosphate
protein kinasa

pyruvatkinasa isoforma 1

pyruvakinasa isoforma 2

pyrofosfat

pentosova dréha

z angl. Proline rich Akt substrate of 40 kDa

z angl. Phosphatase and tensin homolog
ribosa-5-fosfat

z angl. Rapidly accelerated fibrosarcoma
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RAS

RAPTOR

RKIP

RICTOR

RIPA

RR

SAV1

SDS

SGK1

SHC

SMADs

SOS

SRC

SREBPIc

S/T

TAZ

TCF

TEAD

TEMED

TNF

Tris

TSC1/2

TTBS

YAP

z angl. Rat sarcoma

z angl. Regulatory protein associated with mTOR

z angl. Raf kinase inhibitory protein

z angl. Rapamycin insentive companion of mTOR
lyzacni pufr, z angl. Radio immunoprecipitation assay
respiracni fetézec

z angl. Salvador homologue 1

dodecylsiran sodny, z angl. Sodium dodecyl sulfate
S/T kinasa

adaptorovy protein

intracelularni proteiny transdukujici extracelularni signaly do jadra buiky

z angl. Son of sevenless

rodina kinas, z angl. Sarcoma

transkripéni faktor, z angl. Sterol regulatory element binding protein
serin/threonin

protein, z angl. Transcriptional coactivator with a PDZ-binding domain
transkripcni faktory, z angl. T cell factor

transkripéni faktor, z angl. TEA domain family member
N,N,N',N-Tetramethylethylendiamin

z angl. Tumor necrosis factor

tris(hexomethyl)aminomethan

z angl. Tuberous sclerosis complex 1/2

z angl. Tris buffered saline with Tween

z angl. Yes associated protein
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1. Uvod

Onkologicka onemocnéni jsou podle statistik druhou nejcastejsi pti¢inou smrti ve vyspélych
zemi hned za kardiovaskuldrnimi onemocnénimi. Statistické zdznamy za obdobi 1959-2010
registruji celkem 45 458 pacienttl v Ceské Republice trpicich leukemii, z toho 55,8 % byli
muzi a 44,2 % zeny [1].

V soucasné dobé je zaznamenanych nad 100 forem rakoviny, které mohou napadat
témer vSechny tkdné€ a organové soustavy v lidském organismu. Onemocnéni je doprovazeno
abnormalnim rGstem bunck, které maji potencial napadat okolni zdravé tkdn€ anebo se mohou
Sifit do jinych Casti téla, tzv. metastdzovat. Mezi nejznamé;jsi a nejcastéji se vyskytujici formy
rakoviny patii rakovina tlustého stfeva, rakovina plic, rakovina prsa, rakovina prostaty ¢i
leukemie [2, 3].

Leukemie je onemocnéni postihujici predevsim krev, kostni dien a lymfaticky systém
pacienta. Toto onemocnéni je doprovazeno genetickymi a epigenetickymi zménami
s naslednou transformaci zdravé krevni bunky na leukemickou. Podle ptivodu buné¢k, které
podlehnou maligni transformaci, délime leukemii na dva hlavni typy, a to leukemii lymfoidni
a myeloidni. Prvni typ leukemie, lymfoidni, postihuje T- a B-lymfocyty, plazmocyty a NK
bunky (z angl. natural killer cell). Druhy typ leukemie, myeloidni, postihuje granulocyty,
monocyty, trombocyty a erytrocyty. Podle klinického priitbéhu onemocnéni mizeme leukemii
rozdé¢lit na leukemii chronickou a akutni. Vzniklé dcefiné leukemické buiiky jsou nevyzralé a
ptispivaji k potlaceni zdravé krvetvorby v krvetvornych organech, jez predstavuje naptiklad
kostni dfeft. Abnormdlni bunky se tu kumuluji a nasledné migruji do krevniho obéhu.
Konkrétni pti¢ina vzniku onemocnéni neni doposud objasnéna, nicméné z dosavadnich studii
se podafilo prokazat mnoho faktorti fyzikéalnich, chemickych a biologickych, které
vzajemnym plsobenim na organismus podmifiuji rozvoj tohoto onemocnéni [4, 5].

Onemocnéni postihuje pacienty bez ohledu na pohlavni a vek, ptfesto vSak podle
urcitych statistik lze usoudit, Ze Castéji postihuje muzské pohlavi nez Zenské, a také se
vyskytuje vice u europoidni rasy. Celosvétové odhadovany pocet umrti v disledku leukemie
predstavuje za rok 2017 pfiblizn¢ 24 500 pacientll, tento pocet tvoii 4,1 % ze vSech imrti
zpiisobenych rakovinovym onemocnénim [6].

Vyzkumy a klinické studie udélaly v této oblasti od minulého stoleti obrovsky pokrok

od klinické podstaty ptes cytomorfologickou, histochemickou, imunologickou az na troven
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molekularni genetiky s moznosti sledovani mutagennich aberaci a abnormalit, které ovliviiuji
diferenciaci, proliferaci nebo apoptosu rakovinovych bunék. Srovnatelné¢ vyrazny posun
nastal i v oblasti diagnostiky a lécebnych metod. Dnes se diky témto pokrokiim podafi
leukemii vylécit u pomérné vysokého procenta pacientil, ve sledovaném obdobi 2007-2013
bylo celosvétové vyléceno az 60,6 % pacientil trpicich leukemii [6]. Vyzvou vSak nadile
zustava hledat nové inovativni postupy, které zkvalitni proces 1é€by, snizi toxicky vliv 1éki na

organismus a v idedlnim piipad¢€ udrzi kompletni remisi onemocnéni bez jeji recidivy.
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2. Kancerogenese a metabolismus nadorovych bunék

Nadorové bunky délime na dva typy, maligni (zhoubné) a benigni (nezhoubné) nadory.
Nejobavanéjsi formou jsou maligni nadory, u kterych dochazi k nekontrolovatelnému
zhoubnému bujeni bun¢k a nadmérné proliferaci. Pravé tyto nadory jsou oznacovany pojmem
rakovina. Charakteristickou vlastnosti vSech typt nadort je jejich urcita piirozend progrese ve
sméru od benigniho fenotypu, pfes maligni az ke kone¢nému metastatickému fenotypu.

Vznik malignich nddord je podminén mutaci genu v somatické, ptfipadné zarodecné
buiice. Mutace se nejcastéji projevi pouze v jedné buiice a ndsledné se procesem déleni
pfenese na dalSi bunétné generace. Jedna se o tzv. klondlni charakter progrese nadorl, viz
Obrazek 1. Pti tomto zptusobu dochazi k postupnému dynamickému vyvoji vétsiho mnozstvi
sublinii nddorovych bun¢k z primarniho klonu neoplastickych bun¢k. Sublinie se vzajemné
1i$i stupném své malignity, sadou riznych mutaci a taky maji rliznou schopnost vzijemné
komunikace na podnéty vnitiniho nebo vnéjSiho prostiedi. Tyto podnéty zplsobuji urcité
formy selek¢niho tlaku, na ktery buniky reaguji dal§imi biologickymi zménami. Diky tomu je
mozné oznaéit tumory za heterogenni populace bundk. Cim vice jsou bun&éné populace
maligni a agresivni, tim vy$s$i maji tendenci metastazovat a stavaji se tak vice rezistentni viici
zpusobim klinické 1écby [7].

Zname vice typl rakovinovych bunék, které se vzajemné 1iSi zejména po genetické
strance, presto se vSechny tyto buiiky charakterizuji spolecnou vlastnosti, a to pozménénym
metabolismem. Bunky potfebuji pozménit svlj metabolismus, aby byly schopné se
pfizplsobit zvySenym potifebam a narokiim nezbytnych k proliferaci abunéénému ristu.

Pravé tento specificky znak rakovinovych bunék je v poslednich desetileti centrem
z4jmu a pozornosti pro mnohé védce, ktefi se po celém svété snazi v ramci vyzkumi a
rakovinovych terapii soustfedit zejména na metabolismus a bunéfnou signalizaci nebo
rozpoznat jedine¢né a specifické znaky, jez mohou byt pozdéji pouzity pfi kone€ném niceni
bunck bez poskozeni okolnich zdravych buné€k organismu.

Existuje mnoho faktort, které pfispivaji k transformaci zdravé buiikky na rakovinovou.
Zasadni jsou vrozené genetické faktory, pfitomnost onkogennich virli, Zivotni prostfedi a
Zivotni styl pacienta. PfestoZe tyto faktory nejsou na sob¢ zavislé, mohou spole¢né napomoci
k onkogenesi zdravych buncék. Takto vzniklé nddorové bunky s pozménénym vlastnim

metabolismem v dalSim kroku pfispivaji k exprimaci specifickych gent a latek, které mohou
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indukovat dal$i neurohumoralni, a tedy i metabolické, zmény v celém organismu pacienta.

Takové zmény jsou zavislé od typu nadoru, lokace a stadia nemoci [8].

MUTAGENESE
PROLIFERACE
ZANET

HYPERPLASIE
DYSPLASIE
MUTAGENESE
ZANET

AMGIOGEMESE
FROGRESE
NEKDNTRDLD‘MN‘E’
RUST

Obrazek 1. Pribéh onkogenese.

1. Vlivem ur¢itych vnéjSich anebo wvnitinich faktord dochdzi k poSkozeni genetického
materidlu v bunice. Toto poSkozeni vede k trvalé stabilni genetické zméné neboli mutaci. 2.
Mutace se prenasi z generace na generaci. Podnécuje zmény v bunkach, které stimuluji
naslednou proliferaci, ¢imzZ se burnky stavaji autonomnimi a nereaguji na okolni podnéty. 3.
Dusledkem nadmérné proliferace takovych bunék vznikne maligni klon. 4. Nekontrolovatelné

bujeni a rst maligniho klonu vede ke vzniku zhoubného nadoru. Upraveno podle [URLI1].
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2.1. Metabolismus nadorovych bunék

Transformaci zdravych bun¢k dojde ke vzniku nadorovych bun¢k. Nadorové buiky se
navzajem liSi typem a genetickymi vlastnostmi, avSak existuji urCité vlastnosti, které jsou

spole¢né pro vSechny nadorové builky. Mezi tyto spolecné vlastnosti patii:

e Sobéstacnost v produkci ristovych hormont
e Zvysend proliferace

e Zmény v metabolismu

e Nesmrtelnost a aktivace enzymu telomerasa
e Nestabilita genomu

e Poskozeni kontrolnich mechanismi apoptosy
e Posileni angiogenese

e Schopnost metastazovat

Na zaklad¢ vySe uvedenych univerzalnich poznatkli vime, ze nddorové bunky maji
specificky metabolismus, jehoz hlavnim cilem je zabezpecit dostateCnou synthesu, a tedy i
mnozstvi prekurzorti nezbytnych pro bunécny rust a proliferaci. Buniky se snazi upravit a
prizptsobit svlij metabolismus ve prospéch zvySenych energetickych a nutri¢nich pozadavki
[9].

Kazdy typ builkky ma jiné metabolické pozadavky, které jsou urceny tkanovou funkci
buriky a prosttedim, ve kterém se buiika vyskytuje. Rapidni proliferaci bun&k predchazi jejich
vymanéni se ze stavu, kdy je pfijem zivin nizky a udrzuji se pouze bazalni funkce, a nasledny
postup do stavu, pii kterém builky absorbuji Ziviny ve zvySené mife, pfiCemz aktivuji
anabolické drahy. které nasledn€ umozni rychly riist a proliferaci [10].

Zéakladnimi substraty jsou glukosa (GLK) a glutamin, protoZe disponuji dostate¢nym
mnozstvim uhlikovych koster pro synthesu biomolekul a vazebnych elektronti pro
bioenergetické procesy. Metabolismus GLK podporuje substratovou fosforylaci a je tak
zdrojem makroergnich molekul adenosintrifosfati (ATP), a to ziejmé i1 v piipad¢ nedostatecné
aktivity respiracniho fetézce (RR). Glutamin je zdrojem dusikii pfi synthese purinovych a

pyrimidinovych bazi, potiebnych pii synthese nukleovych kyselin [11].
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Otto Warburg poprvé zaznamenal a popsal tyto specifické metabolické zmény uz v roce
1922. Takto transformované burniky si musi poradit se zménami vnitiniho prostedi, zejména
s hladinou pH. Bunky mobilizuji systémy, které je udrzuji na fysiologické urovni a poskytnou
jim optimalni podminky pro nasledné déleni a rtst. To, co rakovinovym buikam dodéava
jejich silu je ale mozné vyuzit i proti nim. Pravé to byl divod k velkému mnozstvi klinickych
studii v poslednich letech, které jsou zaméieny predevSim na rakovinovy metabolismus,
signalizaci a jejich naslednou blokadu, resp. pozménéni, protoze takovy zplsob 1é¢by by
ovlivitoval okolni zdravé bunky ve vyrazné¢ mensi mife, oproti dosavadnim, vice toxickym

terapiim [8].

2.2. Metabolismus sacharidii v nadorovych buiikach

Pijjem GLK a glutaminu v nadorovych bunikdch je mnohondsobné vy$s$i ve srovnani se
zdravymi okolnimi bunikami. Glykolysa v rakovinovych buiikach je schopna produkovat az
60 % celkového ATP, ¢imz pokryva energetické naroky bunky. Takova glykolysa je oddélena
od respirace, a tak je oproti glykolyse ve zdravych buiikdch 100krat rychlejsi. Z toho potom
vyplyva, Ze ma-li rakovinova bunika dostate¢ny piisun GLK, je schopna vyprodukovat za
stejnou dobu vyssi mnoZstvi molekul ATP ve srovnani s buiikami, jejichz glykolyticky tok
sméfuje az k terminalni oxidaci a oxida¢ni fosforylaci [11].

ZvySend mira vychytadvani GLK z extracelularnich tkani rakovinovymi bunikami je
zpiisobena zejména nadmérnou expresi genll pro enzym hexokinasu, glukosové transportéry
GLUT1, GLUTS3 a dalsi transportéry, které nejsou ptitomny pii fysiologickych podminkach u
vetSiny tkani organismu [8].

Rychle proliferujici buitkky musi zabezpecit dostatecny piisun uhlikovych prekurzort
potiebnych k replikaci genomu, tvorbé bunéénych membran a translaci proteini.

GLK je zékladni a nejrychleji vyuzitelny zdroj energie v lidském organismu. Bunky
vyuZzivaji glukosu jako hlavni substrat v mnoha metabolickych drdhach, naptiklad glykolyse,
pentosové draze (PD) nebo hexosaminové biosynthese, a jsou schopné upravit jeji tok podle
svych potieb. Tyto drahy déle poskytuji prekurzory pro dal$i makromolekuly pochéazejici z
cyklu trikarboxylovych kyselin, které se podileji na stavbé bun€k a mitochondrialni respiraci,
kde dochézi ke vzniku energie ve formé molekul ATP.

Nase soucasné porozuméni metabolickym drahdm je z velké ¢asti zaloZeno na studiich

neproliferujicich bun€k v diferencovanych tkanich. Neproliferujici zdravé buiiky primarné
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metabolizuji GLK na oxid uhli¢ity a vodu v Krebsové neboli citratovém cyklu (KC), ktery
produkuje redukované formy koenzymi nikotinamidadenindinukleotidu (NADH+H") a taky
flavinadenindinukleotidu (FADH,). Tyto koenzymy se reoxiduji a pfedavaji elektrony
oxidac¢ni fosforylaci v mitochondridlnim RR, pfi¢emz dochazi k maximalni produkci molekul
ATP a minimalni produkci laktatu.

Bylo zjisténo, ze rakovinové buiky preferuji aerobni glykolysu, pfi které tok metaboliti
nepokracuje az do oxidacni fosforylace, a to bez jakéhokoliv mitochondridlniho defektu.
Proto se hledala jind alternativni vysvétleni tohoto pieprogramovani metabolismu
v rakovinovych bunkach [12]. Ackoliv se na prvni pohled mtize tato metabolickd zména zdat
neefektivni a malo vyhodna kvali malému mnozstvi nabizenych molekul ATP v celkové
energetické bilanci v porovnani s klasickou aerobni glykolysou, jeji vyhoda spociva v tom, ze
buitka miize odevzdat meziprodukty glykolysy biosynthetickym anabolickym drahdm, ¢imz
napomiize k vystavbé novych dcefinych bunck a podpofti tak proces bunécné proliferace [13].

Pyruvat, koncovy produkt glykolytické drahy, predstavuje hlavni substrat pro
mitochondridlni metabolismus. Dilezité¢ je, ze metabolické cesty odvozené od glykolysy
poskytuji také meziprodukty pro synthesu aminocukrti, AK a nukleotida.

Prekurzor potiebny k synthese nukleotidd je 5-ti uhlikaty sacharid, ribosa-5-fosfat
(R5P). R5P vznika v prubéhu PD, kterd je pfimo napojend na glykolytickou drahu a je taky
hlavnim  producentem  redukovanych  forem  nikotinamidadeindinukleotidfosfatu
(NADPH+H") v buiikach. Tato redukovana forma koenzymu je potiebna pii synthese
mastnych kyselin (MK), stejné jako i v ochrannych procesech buniky pted volnymi radikaly.

Nedavna zjisténi poukazuji na sniZenou hladinu enzymu pyruvatkinasy M1 (PKMI)
v rakovinovych bunkéach v disledku preferenéni exprese isoformy PKM2 podporovanou
onkoproteinem C-MYC a soucasnou inhibici enzymu pyruvatdehydrogenasy (PDH). Je-li
glykolyticky tok velmi rychly a hladina prekurzoru glukosa-6-fosfat (G6P) velmi nizkd, pak
za¢nou rakovinové buniky exprimovat enzym PKM?2, jenZ zpomaluje posledni krok glykolysy.
PKM2 je isoforma PKM s mnohem niz§i katalytickou rychlosti pfemény fosfoenolpyruvatu
na pyruvat a je velmi senzitivni na pfitomnost volnych radikali v burice, které snizuji jeji
aktivitu. Pravé toto zpomaleni posledniho kroku glykolytické drahy mé za nasledek odklonéni
G6P do PD [16-18].

Glykolyticka dréha je v buiikach limitovana dostupnosti koenzymu NAD". V prib&hu
glykolysy vznika jeho redukovana forma NADH+H", ktera nema moZznost se v rakovinovych
buiikach efektivné a rychle reoxidovat, protoze respiracni fetézec je pozastaveny. Tento

problém fesi rakovinové buniky zvySenim exprimace enzymu laktatdehydrogenasy (LDH),

19



ktery konvertuje cytosolicky pyruvat na laktat a zarovei reoxiduje redukovany NADH+H"
zpét na oxidovanou formu. Béhem této reakce dochdzi k nadmérné produkci laktatu, ktery
bunkam poskytuje jisté selekéni vyhody. Bunky laktat uvoliuji do extracelularniho prostoru,
méni se pH, a tak chrani nadorové bunky pied imunitnim systémem organismu, protoze
zabezpecuje inhibici cytotoxickych T-lymfocytii. Zaroven mé vliv i na bunécnou adhezi, jiz
oslabuje a piispiva tak ke zvySené schopnosti bun¢k metastdzovat do okolniho prostoru.
V neposledni fad€, snizeni okolniho pH je signidlem pro zvySeni vaskularizaci nadoru, coz

muze taktéz napomoci ke zvySeni schopnosti metastazovat [8].

2.3. Metabolismus glutaminu v nadorovych buiikach

Glutamin, neesencialni aminokyselina, je pfijiman nadorovymi buiikami ve zvySeném
rozsahu, protoZe je nezbytny zejména jako prekurzor pii synthese aminokyselin, nukleotida,
hexosaminu. Jeho uloha spoc¢iva i v modulaci signalnich drah podilejicich se na procesu
bunécné proliferace a ristu.

Glutamin je po svém vstupu do mitochondrii pfeménén na glutamat podléhajici
transaminaci, pii které z n¢j vznikd a-ketoglutarat. Ten je schopny ¢aste¢né zasobovat KC
v naddorovych bunkéch. KC je nezbytny zejména kvuli tvorbé redukovanych forem koenzymi
NADH+H" a FADH,, a tim se podili na udrzovani mitochondrialniho membranového
potencidlu v bunikdch. Hlavni glutaminovy prekurzor a-ketoglutardt mize také v bunkach
podléhat karboxylaci za vzniku isocitratu a nasledné citratu, ktery miize byt konvertovan na
cytosolicky acetylkoenzymA (acetylCoA). Cytosolicky acetylCoA je pak hlavnim substratem
pii synthese MK a tedy 1 nésledné lipogenesi. Navic z néj katalytickym plisobenim muze
vzniknout malat a nasledné pyruvat, ktery opétovné dokaZze poskytnout dal§i molekuly

acetylCoA, respektive je pfeménén aZ na oxaloacetat v pribéhu KC [8,11,14].

2.4. Metabolismus aminokyselin a proteinti v nadorovych buiikach

Nédorové bunky maji vyssi energetické a nutricni poZadavky pro svoji existenci oproti
zdravym bunkam. Jejich potieba proliferace, riistu a metastdze je nuti zvysit energeticky
piijem. Podobné jako je to s nadmérnym transportem GLK, je to i s AK. Nadorové bunky

transportuji zvySené mnozstvi AK, které dale vyuzivaji at’ uz v procesu proteosynthesy nebo

20



jako zdroj energie a dusiku. Studie poukazuji zejména na nadmérnou utilizaci metioninu,

argininu, tryptofanu, glutaminu, asparaginu a serinu [8, 43].

2.5. Metabolismus lipidi v nadorovych buiikach

Lipidy patii mezi zakladni sloZky potravy, které maji vyznamny vliv na fysiologii organismu.
Podili se ptredevsim na regulacnich a metabolickych aktivitach, plni stavebni funkci a jsou
nenahraditelnym zdrojem energie.

Lipidy ovSem byvaji taky Casto oznacovany jako jeden z rizikovych faktorii. Divodem
neni ani tak jejich kvantita, jako predevsim jejich slozeni a pomér nenasycenych a nasycenych
MK vjejich molekule. Nenasycené MK s vysokym podilem dvojnych vazeb jsou
nenahraditelnymi sloZzkami fosfolipidovych membran, ovliviiyjicich jejich biochemické a
biofyzikdlni vlastnosti, s dopadem zejména na proteiny, pfenaSece a receptory, jez jsou
v kooperaci s membranou. Maji vyznamnou ulohu i pifi synthese eikosanoidi, metabolitt
ovliviiyjici regulacni funkce organismu, a jinych specifickych metaboliti modelujicich
signalni drahy, expresi genil nebo majici roli intra/interceluldrnich medidtorii v organismu.

Nédorové buiiky jsou zndmé svym lipogennim charakterem. Dochazi v nich ke zvySené
biosynthese MK a zaroven vykazuji nizsi citlivost k nutricnim ptistuptim. Transkrip¢ni faktor
SREBPIc (z angl. Sterol regulatory element-binding protein) se podili na regulaci synthesy
MK. Jeho aktivita byva Casto regulovana bud’ nutri¢né, humoraln€ anebo pres signalni drahy

PI3K/AKT a ERK1/2 [8,15].
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3. Signalni drahy v nadorovych bunkach

Buniky maji schopnost vzdjemné komunikace. Je to jedna z jejich zékladnich a esencialnich
vlastnosti, diky které mohou reagovat na podnéty z extraceluldrniho prostiedi. Bunika zachyti
signal z vnéjsiho prostfedi a prenese ho prostfednictvim signalni kaskady az do efektorového
mista v intracelularnim prostoru. Po zpracovani signalu se efekt projevi na urovni
metabolismu, bunécné morfologii nebo genové expresi, coz dale ovlivni osud bunky.
Nédorové onemocnéni je velmi Casto charakterizovano deregulaci signalnich drah.
Poruchy signalnich kaskéad, napft. inhibice uréit¢ho mezi¢lanku nebo mutace genu, ktery ho
koéduje, poskytuji buitkdm proliferacni vyhody a brani jejich apoptose [19,20]. Onkogenni
aktivace signalnich transdukénich drah zplsobuje zejména zvySené vychytavani Zzivin

bunkami a piispiva tak ke kontinualni biosynthese makromolekul a proliferaci bun¢k [43].

3.1. RAS/RAF/MEK/ERK signalni draha

RAS/RAF/MEK/ERK signalni draha je zodpovédna za propojeni signalti, které jsou
pfijimany receptory nachézejicich se na povrchu buiky, s transkripénimi faktory v jadru, jez
v kone¢ném disledku reguluji genovou expresi. Receptory na povrchu bunky pfijimaji signal,
nejcastéji chemické povahy (hormony, cytokiny, rastové faktory atd.), nasledné bunky tento
signal zpracuji, a tim dojde k aktivaci kaskady.

RAS/RAF/MEK/ERK mé v kone¢ném dlsledku riizné efekty na buinky, protoze ERK
fosforyluje velké mnozZstvi molekul, které jsou pfitomny jak pti regulaci progresu bunééného
cyklu, tak 1 apoptose, bunécné diferenciaci nebo bunééné proliferaci [21]. Diagramovy

prehled této kaskady je zobrazen na Obrazku 2.
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Obrazek 2. ZjednodusSené schéma RAS/RAF/MEK/ERK signalni kaskady

A. Na buiku piisobi urcity stimul, napf. bun&cny stres, nebo na receptor v cytoplasmatické
membrané naseda rastovy faktor, cytokin, hormon nebo jiny mitogen. V dasledku toho dojde
k vyvolani aktivace G-proteinu RAS (Ha, N, Ki) a signalni kaskady. B. RAS vaze protein
RAF (A, B, C), ktery je aktivovan fadou komplexnich reakci. C. RAF jako serin/threoninova
kinasa fosforyluje MEK (1/2). D. MEK jako dudlni tyrosin a serin/threoninova kinasa
fosforyluyje ERK (1/2). E. ERK se translokuje do jadra a jako serin/threoninova kinasa

fosforyluje fadu transkripénich faktort, které potom ovliviiuji proces transkripce.

3.1.1. Pritbéh a komponenty RAS/RAF/MEK/ERK signalni kaskady

Hlavni aktivator drédhy je RAS (z angl. Rat sarcoma), protein s nizkou molekulovou
hmotnosti, ktery je ¢lenem rodiny G-proteinti vykazujicich GTPasovou aktivitu. Stejné jako
vétSina G-proteinit i RAS plni regulaéni funkci a podili se na pfenosu signalu zachyceného

bunéénymi receptory az ke koneénému bunéénému efektoru. Jeho velmi dilezitd uloha je
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pii procesu bunécné signalizace, kde plni funkci aktivatoru RAF/MEK/ERK kaskady a je také
molekula ucastnici se nékolika jinych drah, jako naptiklad PI3K/AKT nebo RalEGF/Ral [22].

RAS je umistény na vnitini strané cytoplasmatické membrany burnky, kde je ukotven
prostiednictvim kovalentné¢ vazanych lipidovych kotev. NejCastéji se vyskytujici
posttranslaéni modifikaci, pomoci kter¢ se vaze na membranu, je farnesylace, ta je
katalyzovana enzymem farnesyltransferasa. Mén¢ Castd modifikace je geranylgeranylace, jiz
katalyzuje enzym geranylgeranyltransferasa. Ob¢ tyto posttranslaéni modifikace se objevuji
v RAS na stejném cysteinovém zbytku a jsou velmi dilezité, protoze predstavuji teoreticky

vhodné terapeutické cile pro klinickou 1é¢bu [23].

Rozlisujeme celkem 4 isoformy RAS proteinu: Ha- RAS
N- RAS
Ki- RAS 4A
Ki- RAS 4B

Isoformy byly pojmenovany podle svych objevitelich Jeniferovi Harveym (Ha- RAS) a
Werneru Kirstenovi (Ki- RAS), kteti je identifikovali v mySim sarkomu. Dalsi studie vedly
k objeveni isoformy v buiikdch neuroblastomu, znamé jako N-RAS [24]. Kazda tato isoforma
vykazuje rozdilné schopnosti aktivace signalni kaskddy RAF/MEK/ERK a PI3K/AKT.
Naptiklad protein Ki- RAS je silngj$im induktorem kaskady RAF/MEK/EPK oproti Ha- RAS
isoformé, ale v ptipadé¢ PI3K/AKT kaskady je naopak nejsilnéjSim induktorem Ha- RAS ve
srovnani se zbylymi isoformami [23]. Po vazbé cytokintl, ristovych faktord, hormonti anebo
jinych mitogent na piislusné receptory dochazi v buiice kaktivaci komplexu
SHC/GRB2/SOS. Kombinace extracelularnich  stimuld a  aktivniho  komplexu
SHC/GRB2/SOS podniti pfeménu neaktivniho RAS na aktivni, molekula guanosindifosfatu
GDP vazana neaktivni formou se vyméni za guanosintrifosfat GTP, ¢imz dojde ke
konformacéni zméné enzymu. Takto aktivovany RAS spousti naslednou signalni kaskadu [25].

Dalsi ¢len signalni kaskady v bunikach je RAF, serin/ threoninova (S/T) kinasa. Celkem
jsou znamy 3 isoformy tohoto enzymu: RAF A, RAF B a RAF C, které se vzajemné lisi
svymi fosforylaénimi misty a aktivaénim G¢inkem [26]. Jednotlivé funkce téchto isoforem
RAF nejsou doposud zcela objasnéné. Prestoze jsou vSechny tifi proteiny RAF aktivovany
onkogennim RAS, pouZivaji stejny adaptorovy protein pro konformacni stabilizaci a jsou
zam&fené na stejné molekuly MEK1 a MEK2, maji odlisné biologické a biochemické

vlastnosti [25].

24



Protein RAF je aktivovan komplexni sérii udalosti zahrnujici:

1. Translokaci proteinu RAF na plazmatickou membranu zprostfedkovanou interakci
s aktivovanym proteinem RAS [23]

2. Dimerizaci RAF proteint [27]

3. Fosforylaci/defosforylaci riznych regulacnich domén RAF proteinu [28]

4. Disociaci od RKIP (z angl. Raf kinase inhibitory protein) [29]

Dimerizace je velmi dulezity proces v pribéhu aktivace RAF proteinu. V nékterych
ptipadech mtize RAF B tvofit heterodimer s RAF C, coz mé za nasledek fadu vyhod, protoze
oproti homodimerim RAF B nebo RAF C maji heterodimery odli§nou substratovou specifitu
a afinitu [30,31].

Proces fosforylace a defosforylace isoforem je také velmi dilezity pii aktivaci RAF
proteinu. RAF C obsahuje minimalné 13 regulacnich fosforylacnich mist, a pravé fosforylace
téchto mist ma vliv na jeho aktivitu. Jsou-li zbytky serinu (S)- S43, S359, S621 v molekule
RAF C fosforylovany, pak je isoforma inaktivni, a to umoziluje jeji interakci s proteinem
14-3-3, ktery brani jeho translokaci na cytoplasmatickou membranu. Béhem bunécné
stimulace se S621 docasné defosforyluje doposud neidentifikovanou fosfatasou. Fosfatasa 2A
(PP2A) zase defosforyluje S259 [29]. Defosforylace mé za nasledek uvolnéni 14-3-3 proteinu
z RAF C. Tato isoforma je postupné fosforylovana na serinech a tyrosinech (Y)- S338, Y340
a Y341, ¢imzZ se stava aktivni. S338 fosforylace je stimulovana prostfednictvim RAS a zavisi i
na PAK (p21 protein kinase) [32]. Kinasa rodiny SRC pravdépodobné zpiisobuje fosforylaci
tyrosinovych zbytkli Y340 a Y341, proto vedlejsi efekt kinasovych inhibitorti rodiny SRC,
které se pouzivaji pti 1é€bé chronické myeloidni leukémie (CML), napfiklad 1ék Dasatinib,
ma za nasledek supresi RAF/MEK/ERK signélni drahy, coZ pfinasi jak zadouci, tak i
nezadouci ucinky [33]. Hlavni fosforyla¢ni cile isoforem RAF C (Y340 a Y341) aRAF A
(Y299 a Y300) jsou vmolekule RAF B nahrazeny jinou aminokyselinou, konkrétné
aspartatem (D) (D492 a D493) [28], ktery vnasi do molekuly RAF B zaporné nabité skupiny,
napodobujici fosforylované aktivované zbytky v RAF C a RAF A. Na rozdil od ostatnich
isoforem je aktivace RAF B nezavisla na aktivité SRC kinds [33].

RAF fosforyluje dalSiho Clena kaskady, protein MEK (z angl. mitogen activated protein
kinase), ktery je soucasné dualni Y- a S/T kinasa. Vyskytuje se ve dvou isoformach, MEK1 a
MEK?2. Aktivita téchto isoforem je pozitivné regulovana fosforylaci S- zbytkll v jejich
katalytické doméné. VSechny isoformy RAF mohou fosforylovat MEK, pfesto vSak byly
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zpozorovany odlisné biochemické aktivani ucinky, které rostou ve sméru od isoformy
B»C»A. Zajimavym aspektem je i to, Ze hlavnim cilem MEKI1 je ERK, a tedy terapeutické
zaméteni konkrétné na MEK1 se jevi jako relativné specifické [34].

ERK (z angl. extracellular signal regulated kinase) mé také dv¢ isoformy, ERKI1 a
ERK2. Tyto proteiny patii do rodiny S/T kinas. Obé maji mnoho cila, které fosforyluji (vice
nez 160). Pfimo fosforyluji transkripéni faktory, mezi které patii ETS 1, C-JUN a C-MYC.
Také mohou fosforylovat ribosomdlni S6 kinasu (S6K), jez fidi aktivaci transkripéniho
faktoru CREB. ERK muze fosforylovat i mnohé proteiny zapojené do regulace bunécného
cyklu. ERK2 je pozitivné spojovana s proliferaci, zatimco ERK1 v uritych bunkach miize

inhibovat u¢inky ERK2 [25].

3.1.2. Vliv drahy na progresi bunééného ristu, proliferaci, apoptosu a rakovinu

Komponenty RAS/RAF/MEK/ERK kaskady se podili na regulaci exprese velkého poctu
proteint, které reguluji bunéény cyklus, bunéény rist, apoptosu nebo progresi rakoviny. Tyto
procesy se vzajemn¢ vyrazng lisi a jejich mechanismy nebyly doposud zcela objasnény, proto
je tato kaskada pfedmétem mnohych vyzkumii.

Mezi molekuly regulujici progresi bunééného cyklu patii P16INK4A, P15INK4A
a P2ICIP1. Jejich pozménénd exprese vlivem RAS/RAF/MEK/ERK kaskady miize vést
k ptredCasnému zastaveni bunécného cyklu ve fazi G1 [35].

Osud bungk a proces, jenz se v koneéném dusledku projevi, zavisi predevsim na hladiné
a isoform¢ exprimovanych kinas. Ektopickd nadmérné exprese proteinit RAF byva spojovana
zejména s proliferaci hematopoetickych bunék [74]. V zévislosti na konkrétni isoformé RAF
muze jeho nadmérna exprese vést jak k bunécné proliferaci (vlivem RAF A, RAF C), tak i
k zastaveni bunécného rastu (vliv RAF B) v NIH-3T3 fibroblastech a hematopoetickych
bunkach FDC-P1 [35,36]. Dodnes neni zcela jasné, pro¢ tato nadmérnd exprese genu RAF
muze vést k natolik rozdilnym bunéénym procestim. Jedno z moznych védeckych vysvétleni
cili prave na rozdilné koncentrace a aktivity konkrétnich isoforem RAF onkoproteint a jejich
homo/heterodimér [35].

Pti procesu apoptosy se kaskada podili na jeji inaktivaci tim, Ze ovliviluje transkripéni
faktory a klicové molekuly. Kaskada fosforyluje protein BAD na S112, tato posttranslacni
uprava pak napomdhd k inaktivaci a jeho vazani s 14-3-3 proteiny [37]. Vazba s proteiny

14-3-3 ma vliv na protein BCL-2, ktery za¢ne tvofit homodiméry a generuje antiapoptickou
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odezvu. Kaskada zéaroven fosforyluje proteiny MCL-1 a BIM, pfi¢emz fosforylace BIM vede
k jeho disociaci od BCL-2, BCLXL a MCL-1. BIM je nasledn¢ ubikvitinylovan a smétuje do
proteasomu, coz umozni BCL-2, BCL-XL a MCL-1 vézat protein BAX, a tim dojde k inhibici
apoptické drahy [25,38].

Nedavna studie objevila propojeni RAF/MEK/ERK signalizace s Hippo signalni
drahou. MST2 je S/T kinasa majici silny proapopticky efekt, nicméné pii interakci s
isoformou RAF C je jeji ucinek antiapopticky, protoze pravé tato interakce brani jeji
dimerizaci, a tedy i aktivaci [39].

Dalsi oblast z4jmu predstavuje vztah RAS/RAF/MEK/ERK kaskady a progrese
rakoviny. Doposud se podafilo objevit nékolik mutaci stimulujicich bunécnou transformaci a
proliferaci. Mutace v genech pro RAS proteiny zhorsuji jejich celkovou GTPasovou aktivitu a
udrzuji proteiny v konstitutivné aktivnim stavu. V takovém piipadé¢ dochazi k neustdlému
pfenosu signall, 1 pfesto, Ze chybi extraceluldrni stimul. RAS onkogeny jsou nejcastéji
mutované onkogeny s 33% incidenci ve vSech typech lidskych naddorti. Mutace v genech pro
RAS vedouci k jeho aktivaci se vyskytuji predevSim v kodonech 12, 13 a 61, pficemz
prevalence mutaci v jednotlivych kodonech gent pro Ki- RAS a N- RAS je odlisna [42].

U 7 % ze vSech typll nddorl byla zpozorovana mutace isoformy RAF B, vyskytujici se
pfedevSim pii melanomu [41]. ZvySend exprese ERK byla nalezena u akutni myeloidni a
akutni lymfocytické leukemie. V obou pfipadech byla spojovana se Spatnou progndzou

onemocnéni [25,40].
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3.2. Hippo signalni draha

Hippo signalni dradha (HSD) byla objevena a popsana v modelovém organismu Drosophila
melanogaster [44]. Homology kli¢ovych slozek této signalni drahy byly nalezeny a popsény i
pro savce. Signalni drdha je tvofena minimalné 35 proteiny, pficemz stale vSechny nejsou
doposud identifikovany a popsany. Savéi HSD je slozena piedev§im z centralni kinasové
kazety (CKCA) tvorenou S/T kinasou MST1/2 (z angl. Mammalian STE20-like protein
kinase 1/2), proteinovou kinasou LATS1/2 (z angl. Large tumor suppressor 1/2) a jejich
adaptorovymi proteiny SAV1 (z angl. Salvador homologue 1), které plni funkci leSeni
umoziujici interakci mezi MST1/2 a LATS1/2, a proteiny MOB1A/IB (MOB kinase
activator 1A/1B), jez stimuluji aktivitu LATS1/2 kinas. Vz4jemnou aktivitou téchto proteint
dochdzi k fosforylac¢ni kaskadé, kdy MST1/2 kinasy fosforyluji LATS1/2. Fosforylované
LATS1/2 kinasy jsou aktivovany a dale fosforyluji onkoproteiny YAP (z angl. YES
associated protein) a TAZ (z angl. Transcriptional coactivator with a PDZ-binding domain) na
n¢kolika serinovych zbytcich.

V minulém desetileti byl zaznamenan vysoky narGst publikaci, které identifikovaly
YAP/TAZ jako kone¢né efektory metabolickych a signalizacnich drah podporujicich rtst
bunck a jsou povazovany za aktivatory bunééné proliferace.

Fosforylace YAP/TAZ vede k funk¢ni inhibici ristu tkdné prostfednictvim nékolika
mechanismi. Mezi tyto mechanismy patii jadernd exkluze, vazba fosforylovaného YAP na
protein 14-3-3 a a-catenin, které brani opétovné defosforylaci proteinu a jeho lokalizaci do
bunééného jadra, v pfipad¢ transkripcniho koaktivatoru TAZ také ubikvitinylaci a
proteosomalni degradaci zprostfedkovanou ubikvitin ligasou (§ — TRCP) [45-48].

Vyzkumy poukazuji na dvé mista, ktera podl¢haji fosforylaci prostfednictvim LATS
kinas, S127/381 v YAP a S89/311 v TAZ, a jsou zodpoveédna za fosforylaci zprostfedkovanou
inhibici. Fosforylace YAP/TAZ je regulovana pomoci fosfatds PP1 rodiny [49,50]. Misto, kde
LATS1 fosforyluje YAP/TAZ v buiice neni dodnes pfesné¢ urCeno, avSak obecné se
predpoklada, Ze tento d¢j probihd v cytoplasmé [51].

V ptipadé, ze je HSD inaktivni nebo deregulovana v jednom bodé¢ signaliza¢ni kaskady,
k fosforylaci onkogenniho proteinu YAP a transkripéniho ko-aktivatoru TAZ nedochézi [52].
YAP/TAZ aktivatory se mohou pohybovat mezi cytoplasmou a jadrem. Nejsou-li
fosforylovany, dochazi k jejich translokaci do jadra buiky, kde interaguji s rodinou
transkripénich faktort TEADs (z angl. TEA domain family member), SMADs a jinymi

transkripénimi faktory [52, 53]. Aktivita téchto proteinil je naruSena pravé v karcinogennich
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bunkach, kde jsou YAP/TAZ hyperaktivni, a tak pfispivaji k ristu nadort, nekontrolované
proliferaci a ziskani malignosti v€etn¢ autoregulacnich a metastatickych schopnosti nadoru
[45,53,54]. Obrazek 3 popisuje zakladni komponenty a mechanismus fosforyla¢ni kaskady
HSD.

re
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Obrazek 3.Schéma hlavnich komponentii a mechanismu piisobeni Hippo signalni drahy.
Na obrazku jsou znazornény hlavni komponenty signalni drahy MST1/2 serin/threoninové
kinasy, LATSI1/2 proteinové kinasy, proteiny NF2, SAV, MOBIA/B. Je-li signalizacni
kaskada aktivni, dochazi k fosforylaci YAP/TAZ proteinového komplexu, ktery zistava
v cytoplasmé a podléha proteosomalni degradaci uc¢inkem ubikvitinligasy B-TRCP nebo je
komplex vazany proteinem 14-3-3. V ptipadé deregulace nebo inaktivity drdhy, YAP/TAZ
komplex neni fosforylovan a dojde k jeho translokaci do bunécného jadra, kde interaguje
s transkrip¢nimi faktory, naptiklad TEAD, a stimuluje tak transkripci a kontinudlni bunéénou

proliferaci. Upraveno podle [48].
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3.2.1. Propojeni Hippo signalni drahy s drahou synthesy mevalonatu a RHO signalizaci

Prvni propojeni Hippo signalizace a bunééného metabolismu vyplynulo poté, co se podatilo
identifikovat drahu synthesy mevalonatu jako jeden z pozadovanych vstupti pro YAP/TAZ
aktivitu in vitro [55].

Draha synthesy mevalonatu (DSM) je biochemicka draha, jez katalyzuje postupnou
pfeménu acetyl-CoA na biochemické prekurzory isoprenioidii, které postupnou vzajemnou
kondenzaci a cyklizaci produkuji cholesterol a prekurzory vsSech ostatnich steroida v téle,
vcetné zluCovych kyselin, steroidnich hormont, hemu, vitaminu D a jinych [56].

Acetat aktivovany koenzymem A na acetylCoA je prvni prekurzor v DSM. Kondenzaci
dvou molekul acetylCoA katalyzovanou enzymem thiolasa pfi soubézném uvoliiovani jedné
molekuly koenzymu A dojde k vytvoreni acetoacetylCoA. Naslednou sekundéarni kondenzaci
dvou molekul acetoacetylCoA vznikne meziprodukt 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA
(HMGCoA) v reakci katalyzovany enzymem HMGCoA synthetasa za pfitomnosti jedné
molekuly vody a uvolnéni molekuly koenzymu A. HMGCoA se méni na mevalonat ve dvou
po sobé jdoucich redukcich prostiednictvim koenzym@i NADPH+H" katalyzovanych
HMGCoA reduktasou (HMGCR). HMGCR je hlavnim regulaénim mistem DSM [56].
tim je povazovan za nového Clena rodiny metabolickych onkogent [57,58]. Malé¢ molekulové
inhibitory, napfiklad statiny nebo jiné farmakologické inhibitory a jejich analogy, pisobi
pfimo na enzym HMGCR ¢imZ inhibuji DSM a zaroven inhibuji 1 aktivitu YAP/TAZ. Statiny
indikuji apoptickou bunéénou smrt prostfednictvim vnitini apoptotické drahy. Takto
indukovana bunécna smrt je podle nejnovejSich studii nezavisla na cholesterolu, avSak zavisla
na vycerpani isoprenoidnich prekurzort [58].

Mevalonat je prekurzorem isoprenovych jednotek. Jeho postupnou fosforylaci
prostiednictvim 3 molekul ATP a naslednou dekarboxylaci vznikéa aktivni jednotka isoprenu
isopentenyldifosfat. Isopentenyldifosfat podléhd izomeraci, pficemz dochazi k posunu dvojité
vazby vjeho molekule a vznikd dimethylallyldifosfat. Tyto dvé molekuly nésledné
kondenzuji za synthesy geranyldifosfatu. Kondenzaci geranyldifosfatu s dal§i molekulou
isopentenyldifosfatu vznikne farnesyldifosfat (FDP) [56].

Nasledny vyvoj FDP se po své synthese 1i$i. Nejcastéji dochéazi k jeho kondenzaci na
skvalen, zn¢hoz pfi dalsi katalyze vznikd cholesterol. Nicméné dalS$i moznosti je vznik

dolicholu, ubichinonu nebo geranylgeranyldifosfatu (GGDP) za pomoci pravé FDP.
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FDP se spolu s GGDP ucastni posttranslacni modifikace proteinu, tzv. prenylace.
Prenylace je kovalentni vazba hydrofobni molekuly isoprenoidu na cysteinové zbytky
proteinu, ¢imz usnadiiuje ukotveni proteinu k bunéné fosfolipidové membrané [48]. Prave
disekce mezikrokit DSM naznacila prenylaci, a pfedevSim geranylgeranylaci, jako jeden
z mechanismil regulujici aktivitu proteinového komplexu YAP/TAZ. Tento mechanismus je
evoluéné konzervovan, protoze se podafilo prostiednictvim umlceni genu pro enzym
geranylgeranyltransferasa (GGT) v tkani Drosophily melanogaster inhibovat protein Yorkie,
tedy homolog pro sav¢i YAP/TAZ aktivatory [55].

Mezi proteiny modifikované prenylaci patii RHO GTPasy, které se podle soucasnych
studii podili na udrzovani aktivity YAP/TAZ. Studie zaroven naznacuji, ze RHO reguluje
YAP/TAZ za pomoci fosforylace nezndmé kinasy, nezavislé na LATS1/2 signalnich
kindsach. Dojde-li k prenylaci proteinu RHO a jejich asociaci s fosfolipidovou membranou,
pak svoji GTPasovou ¢innosti fosforyluji nezndmou kinasu, kterd se stane inaktivni a neni
schopna fosforylace proteinového komplexu YAP/TAZ [48, 59]. Jednoduchy mechanismus
vlivu na HSD prostfednictvim DSM je zndzornén na Obrazku 4.

V karcinogennich buinikach byva DSM velmi €asto regulovana transkripénim faktorem
SREBP (z angl. Sterol regulatory element binding protein), jenz ovliviluje dostupnost
HMGCR [60,61]. Na zaklad¢ vysledku studii se potvrdilo, Ze mutantni onkogen P53 udrzuje
kontinualni expresi transkripéniho faktoru SREBP v malignich buiikach rakoviny prsu [62].
Tento vysledek mlZe ptedstavovat mozny mechanismus, pfi kterém mutantni P53 ovliviiuje
aktivitu komplexu YAP/TAZ a pfispiva tak k malignité i jinych typh karcinogennich bunék.
Farmakologicka 1é€ba rakoviny zamétena na inhibici aktivity komplexu YAP/TAZ za pomoci
inhibice a ovliviiovani mevalonatové kaskddy by mohla ptedstavovat vyznamny pokrok
v 1éCbe.

Inhibici aktivity HMGCR prostfednictvim statinovych 1é¢iv by doSlo k modulaci
n¢kolika signaliza¢nich drah dulezitych pro tvorbu a rist nadorti véetné angiogenese, bunécné
proliferace, regulace bunécného cyklu, genové exprese, metastatického potencialu a smrti
buné¢k [63, 64]. Tim, Ze statiny snizuji dostupnost mevalonatu, snizuji hladiny GGDP, FDP a
cholesterolu a zaroven zpisobuji zastaveni bunécného cyklu a indukci apoptosy [65]. Tento
zpusob, kdy dojde k inhibici prenylace RHO GTPas pomoci statinu, ma za nasledek, ze
nedojde k ukotveni téchto RHO GTPas v membrané, ale naopak, zlstanou pfitomny
v cytosolu bunék, a proto nedojde ani k fosforylaci kinas za pomoci RHO. Kinasy tak
zUstavaji aktivni a mohou napt. fosforylovat proteinovy komplex YAP/TAZ, ¢imz dojde k

jeho inaktivaci. Inhibice HMGCR ma zaroven vliv i na depleci cholesterolu. To v§echno jsou
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dulezité faktory, které ptispivaji k nasledné apoptose nadorovych bunék. Pfesny mechanismus

statinem indukované apoptosy neni doposud zcela objasnén [48].
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Obrazek 4. Jednoduché propojeni drahy synthesy mevalonatu a aktivity komplexu
YAP/TAZ.

Finalnim produktem je geranylgeranyldifosfat (GGF), ktery se podili na prenylaci proteinli
spolu se svym prekurzorem farnesyldifosfaitem. AcetylCoA postupné kondenzuje na
hydroxymethylglutaryl koenzym A (HMGCoA), ten umoznuje katalytickym tfinkem enzymu
HMGCoA reduktasa (HMGCR) vznik mevalondtu. Néasleduje sled reakci s vyslednym
produktem farnesyldifosfat, na jehoZz synthese se katalyticky podili enzym farnesyldifosfat
synthasa (FDPS). Farnesyldifosfat je prekurzorem pro geranylgeranyldifosfat, ktery i¢inkem
enzymu geranylgeranyltransferasa (GGT) modifikuje protein RHO za stalého uvolnovani
pyrofosfatu (PP). Prenylace proteinu RHO zabezpecuje asociaci proteinu s fosfolipidovou
bunéénou membranou a inaktivuje tak nezndmou kinasu X, jez se podili na fosforylaci
komplexu YAP/TAZ. Intracelularni nebo extracelularni dostupnost steroll a mastnych kyselin
reguluje aktivaci SREBP transkrip¢nich faktort regulujicich aktivitu HMGCR.

Upraveno dle [48].
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3.2.2. Propojeni Hippo signalni drahy a metabolismu glukosy

Metabolismus neboli latkova preména patii mezi zakladni funkce buiiky, které mohou byt
regulovany prostfednictvim signalnich drah a onkogenti. Nov¢ vznikajicim paradigmatem je,
ze signalni a transkrip¢ni drahy mohou byt regulovany metabolismem, coz umoznuje bunkam
koordinovat a fidit jejich metabolismus v prabéhu ¢asu [48].

HSD v pribéhu vyvoje organismu reguluje velikost organti a v dospélosti je silnym
tumorovym supresorem. VSeobecny molekuldrni mechanismu pro tumor supresorovou a
antiapoptotickou aktivitu HSD je stidle neobjasnén. Nicméné bylo prokazano, ze existuje
propojeni mezi signalizaci a metabolismem sacharidt, pfedev§im metabolismem glukosy, a
proto je mozné piedpokladat, ze by regulace metabolismu GLK mohla slouzit v budoucnosti
jako novy tumor supresorovy mechanismus fizeni HSD a mohla tak byt nad&nou cestou
k efektivni 1¢cbé rakoviny [45, 47].

Regulace metabolismu GLK a jeho propojeni s dalSimi metabolickymi a signalnimi
drahami je stile pfedmétem intenzivniho zkoumani. Detailn€j$i porozuméni mechanismu
spoluprace mezi signalnimi drédhami a bunéénym metabolismem miize pfinést nové pohledy
na riznd onemocnéni a byt velkym pfinosem v klinické 1é¢bé.

GLK ma schopnost ovlivnit transkripci dvéma mechanismy. Prvni mechanismus
objeveny u Drosophila melanogaster spociva v intracelularni formé¢ GLK, G6P, ktera miize
pfimo regulovat jeji transkripéni faktory Mondo A/ChREBP (z angl. Carbohydrat response
element binding protein) piisobici v jadru se svym partnerem MIx (z angl. Max-like protein
x). Tyto transkripéni faktory primarné kontroluji expresi enzymu podilejicich se na glykolyse
a lipogenesi, jez je zprostiedkovana metabolickou adaptaci na ménici se hladinu GLK
v buiikdch [66]. Metabolismus GLK muzZe také pfispivat k celkové hladiné ATP, a tak
regulovat aktivitu AMPK (z angl. AMP activated protein kinase). Projdou-li bunky stavem
energetického stresu, stav, kdy maji nizkou hladinu ATP, pak AMPK fosforyluje protein
TSC2 (z angl. Tuberous sclerosis complex 2) a podporuje inhibi¢ni aktivitu TSC1/TSC2 na
komplex mTOR (z angl. Mammalian target of rapamycin). Timto mechanismem AMPK
podporuje aktivaci alternativni katabolické drahy pro obnoveni hladiny ATP, ¢imzZ se udrzuje
energetickd homeostaze [67,68].

Vztah mezi GLK a aktivitou komplexu YAP/TAZ byl zjistén neddvnymi studiemi.
Inhibice pfijmu GLK, a tedy niz§i aktivita glykolysy, resp. zména pribéhu toku metaboliti
z aerobni glykolysy az po oxidacni fosforylaci, indukovala inhibici aktivity YAP/TAZ

v lidskych bunikach in vitro. Tento mechanismu se zda byt evolu¢né zachovaly, protoze
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snizeny piijem GLK indukoval inhibici glykolysy i1 u Drosophila melanogaster. GLK
reguluje stabilitu transkripéniho komplexu s faktory TEAD, a proto je transkripcni aktivita
YAP/TAZ potom obsazena i v bunéné odezve na koncentraci GLK [69].

Diky studiim zaméfenych na buiikky rakoviny prsu se podafilo prokazat vztah mezi
aktivitou YAP/TAZ a metabolismem GLK. Pravé tyto rakovinové bunky vyuzivaji glykolysu
i vprocesu regenerace [70]. Pozoruhodné je, Ze aerobni glykolysa je dostacujici, pii
nejmensim in vitro, k indukci malignich fenotypt rakovinovych buné¢k paralelné s YAP/TAZ
aktivitou, ktera je u nadorti zvysena a je funk¢né potifebnd k regeneraci a agresivité [71].
Propojeni YAP/TAZ aktivity a glykolytické drahy lze vidét na Obrazku 5.

Zajimavost predstavuje vysoka exprese genu pro fosfofruktokinasu 1 (PFK1), klicového
enzymu glykolysy a pozadovaného partnera YAP, kterd koreluje i se Spatnou progndézou u
primérni rakoviny prsu [69, 72]. Navic malé molekulové inhibitory PFKFB3, alosterické¢ho
regulatoru PFK1, vykazuji pozoruhodny inhibi¢ni ucinek na rist bunck rakoviny prsu
pti pokusech [73]. Dalsi zajimavé propojeni mezi YAP/TAZ signalizaci a glykolysou
predstavuje regulace stability proteinu YAP prostiednictvim O-glykosylace [100]. Tato
zjisténi naznacuji, Ze aktivita YAP/TAZ u bunék rakoviny prsu je obzvlasté citlivd na
terapeutické pfistupy zaméefené na glykolysu. Budou-li tyto poznatky aplikovany i na jiné
typy rakoviny, je mozné, Ze prinesou znacny benefit pro celkovou terapii.

Souhrnna zjisténi naznacuji, ze onkogenni aktivita YAP/TAZ musi byt koordinovana
prostfednictvim bunééného metabolismu, aby mohlo dojit k naslednému ucinnému fizeni
bunécného rustu. YAP/TAZ predstavuji silné induktory proliferace. OvSem tato aktivita miize
byt zahdjena pouze tehdy, maji-li bunky spravné metabolické podminky podporujici jejich
bunécny rust. Tento fakt by pravdépodobné ptidal rakovinovym bunkam, které podstupuji
metabolické pieprogramovani, napiiklad jako odpovéd’ na aktivaci onkogenii nebo na
hypoxii, dalsi selektivni vyhodu v jejich potencidlu proliferace, pteziti a schopnosti

metastazovat.
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Obrazek 5. Propojeni glykolysy a YAP/TAZ aktivity

Glukosa vstupuje do glykolysy, kde dochéazi k jeji oxidaci a generovani ATP. Regula¢ni
enzym glykolysy fosfofruktokinasa 1 (PFK1) pfimo ovliviiuje aktivitu YAP/TAZ komplexu
tim, Ze podporuje jeho spolupraci s transkripénim faktorem TEAD v jadru bunky. Nachazi-1i
se bunka v energetickém stresu, kdy je jeji pomeér ATP/AMP nizky, dochazi k aktivaci AMP
aktivované proteinkinasy (AMPK), ktera pfimo fosforyluje YAP/TAZ komplex a zaroven ho
inhibuje, a tak brani jeho translokaci do jadra a vytvofeni komplexu s transkripénimi faktory
TEAD. AMPK zaroven podporuje aktivitu LATS1/2 kinas, fosforylaci proteinu AMOTLI,
které fosforyluji komplex YAP/TAZ. Upraveno podle [48].
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3.2.3. Regulace AMPK a vliv na Hippo signalni drahu

Protein AMPK je povazovan za klicovy energeticky senzor podilejici se na energetické
homeostaze organismu. Vysledky studii zabyvajicich se timto enzymem ve vztahu s aktivitou
YAP/TAZ prokazuji, ze predstavuje jeho negativni regulator. Inhibi¢ni mechanismus
pusobeni AMPK na komplex YAP/TAZ neni zcela jednoznacny, a tak se setkavame s vice
moznostmi:

1. studie naznacuje moznou fosforylaci proteinu AMOTLI1 pifimo prostiednictvim
AMPK. Fosforylovany AMOTLI1 zvysuje aktivitu pasobeni Hippo kinas LATS1/2,
jez fosforyluji komplex YAP/TAZ a tim ho inhibuji [74].

2. studie naznacuje, ze se AMPK vaze piimo na protein YAP a primarné¢ ho
fosforyluje na S61, S94 a T119, avSak zarovenn mize dojit ke zvySeni aktivity
LATS1/2 kinas [75].

3. studie zjistila také pfimou vazbu AMPK na YAP, ale v tomto pfipad¢ je primarni

fosforyla¢ni misto S94 proteinu YAP [76].

Pravé toto posledni zjisténi je pozoruhodné, protoze S94 je rozhodujicim mistem pro
interakci YAP s TEAD. Tento fakt by pfimo vysvétloval, pro¢ AMPK inhibuje tvorbu
komplexu YAP-TEAD. Souhrnné je mozné na zdkladé dosavadnich biochemickych a
molekularnich pozorovani a studii tvrdit, Ze aktivace AMPK muze indukovat jak pfimou, tak
LATS1/2 zavislou YAP fosforylaci, a tedy 1 inhibici.

V budoucnu bude dillezit¢ pochopit podminky, pti kterych mize byt pfiméa aktivace
AMPK néstrojem k inhibici aktivity YAP/TAZ. Vysledky pro pfimou inhibici YAP/TAZ
pomoci AMPK jsou doposud nekonzistentni a odviji se od bunééné linie i navzdory uc¢inné
modulaci AMPK [50]. Kromé& toho, zachrana aktivity YAP/TAZ farmakologickou blokéddou
nebo vyfazenim AMPK z bun¢k zbavenych GLK byla bud’ ¢astecnd, nebo neucinna [69,75].
Prave proto je mozné, ze regulace YAP/TAZ glukosou zahrnuje vice paralelnich mechanismt

zavislych i1 nezavislych na AMPK.
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3.3. PI3K/ AKT/ mTOR signalni draha

Signalni kaskdada PI3K/AKT/mTOR zptisobuje stimulaci bunécného ristu a blokaci
programované bunécné smrti. Mutace a isoformy riznych komponentl této drahy pfispivaji
k jejim abnormalitam, které v koneéném dusledku zplisobi rozvoj fady néadorovych
onemocnéni u pacientd [77]. Nadmérnd aktivace drdhy je spojend s procesem a progresi
karcinogenese, narusenim kontroly bunécéného riistu nebo nadmérnou angiogenesi a rezistenci
na medikament [78].

Prvni krok, jenz vede k aktivaci této signdlni drahy je fosforylace membranového
proteinového receptoru pro rastovy faktor prostfednictvim enzymu tyrosinkinasa. Takto
fosforylovany receptor interaguje s fosfatidyl-3-inozitol kinasou (PI3K) dvéma zptsoby:

a) Ptimo- pifes GTPasu RAS
b) Neptfimo- interakci s adaptorovym proteinem, napf. insulin receptorovy substrat

(IRS1)

Nastane konformacéni zména PI3K, jeji regulacni podjednotka p85 ztrati sviij inhibi¢ni
ucinek a dojde tak k aktivaci katalytické podjednotky p110. Tato zména zpiisobi, ze je PI3K
schopnd fosforylovat molekulu fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP2) na jeho 3’
hydroxylovém konci, ¢imZ vznikne trojfosfitovd forma fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat
(PIP3) [79]. Pozitivni regulator této drahy je PTEN (z angl. phosphatase and tensine
homolog), ktery ma charakter fosfatasy a miize tedy PIP3 defosforylovat, a tim blokovat jeho
transduk¢ni signal [80].

Molekula PIP3 plni dilezitou Ulohu pii procesu aktivace AKT, serin/threoninové
kinasy. PIP3 spole¢né s proteinem PDK1 (z angl. Phosphoinositide dependent protein kinase
1) fosforyluje T308 a S473 v molekule AKT, aktivuje ho a ten se ndsledné podili na regulaci a
ovliviiovani velkého mnoZstvi molekul ucastnicich se na procesu piezivani buné€k, proliferaci,
progresi bunééného cyklu nebo metabolismu GLK [81]. Prub¢h signdlni kaskady je zobrazen

na Obrazku 6.
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Prodivani Cytoskeletarni Zastaveni bun&iného cyklu, Bun&iny cyklus, Biogenese ribosomi, mRNA translace,
remodelace  apoptosa, opravy DNA metabolismus glukosy posilneni bunééného cyklu,

angiogenese

Obrazek 6. Zjednodusené schéma PI3K/ AKT/ mTOR signalni kaskady

Receptor pro rastovy faktor v bunééné membrané je fosforylovan enzymem tyrosinkinasou.
Fosforylace zptsobi interakci receptoru s molekulou fosfatidyl-3-inositol kinasou (PI3K),
ktera se aktivné podili na konverzi fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu (PIP,) na
fosfoatidylinositol-3,4,5-trifosfat (PIP;). PIP; spolu s kinasou PDK1/2 fosforyluje molekulu
AKT. Ta dale ptsobi na velké mnozZstvi molekul, které maji v konecném disledku rtzné

vvvvvv

proteintl, progresi buné¢ného cyklu a angiogenese. Upraveno podle [82].
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3.3.1. Signalizace mTOR

mTOR (z angl. mechanistic target of rapamycin) je S/T kinasa, ktera je v lidském organismu
kodovand genem MTOR. Je ¢lenem rodiny fosfatidylinositol-3-kinas (PI3K) a rozliSujeme
dva proteinové komplexy mTORC1 a mTORC2 podilejicich se na regulaci rozdilnych
bunécénych procesti [85]. mTOR kinasa muze byt abnormalné aktivovana mutaci v genech
zodpovédnych za aktivujici proteiny (napi. EGFR, PDGFR, PI3K) [83].

mTOR piedstavuje bod, ve kterém se sbiha vice signalnich drah, a proto je povazovan
za velmi lakavy terapeuticky cil. PI3K/AKT/mTOR signalni draha je velmi komplexni, a tak

umoznuje vicestupnové inhibice, které predstavuji velky terapeuticky vyznam [83].

e Proteinovy komplex mTORC1
mTORC1 je definovany tfemi svymi komponenty: mTOR, RAPTOR (z angl.
regulatory protein associated with mTOR) a mLST8 (z angl. mammalian lethel with
Sec13 protein 8). Kromé téchto jadrovych slozek obsahuje 1 dvé inhibi¢ni podjednotky
PRAS40 (z angl. proline rich Akt substrate of 40 kDa) a DEPTOR (z angl. DEP

domain containing mTOR interacting protein) [84].

e Proteinovy komplex mTORC2
mTORC2 obsahuje také slozky mTOR a mLST8, ale tfeti komponent RAPTOR je
nahrazen za RICTOR (z angl. rapamycin insentive companion of mTOR). Dale

obsahuje DEPTOR a regula¢ni podjednotky mSIN1 a Protor1/2 [84].

mTORCI1 signalni drahy

Signalni kaskady komplexu mTORCI se v buiice podili u vice biochemickych procest,
které v konecném efektu stimuluji pfedevsim bunécny rist. Patii zde procesy ovliviujici

translaci mRNA, metabolismus a proteinovy obrat, viz Obrazek 7 [84,85].
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Obrazek 7. Zjednodusené schéma signalnich drah fizenych komplexem mTORC1

mTORCI1 ovliviluje translaci mRNA, metabolismu i obrat proteinti. Na levém schématu
muzeme pozorovat signdlni kaskddy ovlivilujici translaci transkripti asociovanych
s komplexem exonovych spojii (EJC) a 5° zavislou translaci, které podporuji zvySenou
proteosynthesu v bunikdch. Prostfedni schéma popisuje signalni kaskddy ovliviiujici
metabolismus nukleotidii, lipidi a sacharidl, tedy metabolitd potfebnych pfi proliferaci a
bunééném ristu. Pravé schéma zobrazuje mTORCI fizenou inhibici signalnich drah

ptispivajicich ke katabolismu proteinti. Upravené podle [84].

mTORC1 a vliv na metabolismus

mTORCI1 podporuje de novo synthesu lipidi za pomoci proteinu SREBP (z angl. sterol
responsive element binding protein). mTORCI] signalizace miiZze aktivovat SREBP pies dva
rizné mechanismy:
a) S6K mechanismus
b) fosforylaci substratu LIPIN1, ktery inhibuje SREBP za neptitomnosti mTORCI1

signalizace [86]

40



mTORC1 podporuje taky synthesu nukleotidii nezbytnych pro replikaci DNA a
biogenesi ribosomt v rostoucich a proliferujicich bunikdach. Komplex zvySuje ATF4-
dependentni expresi MTHFD2, jez ptedstavuje klicovou slozku mitochondridlniho
tetrahydrofolatového cyklu a poskytuje tak uhlikové jednotky pro synthesu purinu [86].
Komplex taky plisobi na S6K kinasu, ktera fosforyluje a zaroven aktivuje karbamoylfosfat
synthetasu (CAD), rozhodujici slozku pro de novo pyrimidinovou synthesu [88].

mTORC1 ma vliv i na metabolismu glukosy, jejiz produkty nepostupuji az do
terminalniho procesu oxidativni fosforylace, ale zlstavaji na urovni glykolysy, coz ma za
nasledek snazsi zaclenéni zivin do nové biomasy. mTORI1 zvySuje translaci transkripéniho
faktoru HIFla, ktery fidi expresi nékolika glykolytickych enzymi, piedev§im PFK. Taky
aktivace SREBP zévisla na mTORC]1 vede ke zvyseni toku sacharidovych jednotek do PD,
vyuzivajici uhliky z glukosy pii generovani NADPH+H" a dalsich meziprodukty metaboliti
pottebnych k synthese nukleotidil, proliferaci a rlstu [86].

mTORC?2 signalni drahy

mTORC?2 se podili na procesech bunécné proliferace a jejich preziti, viz Obrazek 8.
Dréaha aktivace mTOR zavisi na signalizaci fizené mitogenem za pomoci PI3K/AKT, nicméné
noveé poznatky poukazuji i na alternativni aktivaci fizenou pfes RAS/RAF/MEK/ERK signalni
drahu. Komplex je méné citlivy na inhibitor rapamycin v porovnani s mTORCI1, a jeho
pusobeni jak po fysiologické, tak i patologické strance nebylo zcela objasnéno [89].

Komplex aktivuje a fosforyluje SGK (z angl. serum and glucocorticoid induced protein
kinase) kinasu, ktera se podili na regulaci transportu iontt [93].

Fosforylace a aktivace proteinu AKT, kli¢ového efektoru signalizace insulin/PI3K, patii
mezi nejdilezitéjsi ulohy mTORC2. Akt ovliviiuje jak procesy migrace bunék, proliferaci tak
1 metabolismus glukosy a inhibuje buné¢nou apoptosu. mTORC?2 fosforyluje AKT na S473,
coz zpusobuje jeho Uplnou aktivaci [84,91]. AKT pak fosforyluje a inhibuje n¢kolik dalSich

klicovych molekul.
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mTORC2 signalizace
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bunék
Obrazek 8. Jednoduché schéma signalnich drah komplexu mTORC2
Na obrazku je mozné pozorovat vicero signalnich drah, které¢ ve finalnim efektu podporuji
remodelaci cytoskeletu, migraci bunck, metabolismus glukosy, transport iondi a inhibici

apoptosy. Upraveno podle [84].

3.3.2. Propojeni mTOR signalizace a Hippo signalni drahy

Hippo signalni draha a mTOR signalni draha patii mezi dvé hlavni signalni kaskady, které
jsou schopné koordinované regulovat riist a proces proliferace v bunkach. Deregulace téchto
drah napomaha k rozvoji onkogenese, a proto maji diileZitou ulohu v tomto procesu. Nedavné
vyzkumy potvrdily urcitou interakci mezi témito drahami.

Propojujicim ¢lankem mezi drdhami byl uveden protein AMOTL2 z rodiny
angiomotind, ktery se podili na aktivni inaktivaci YAP tim, Ze stabilizuje jeho lokalizaci
v cytoplasmé a brani jeho translokaci do jadra. AMOTL2 zabezpecuje piimou interakci
s aktinovym cytoskeletem a YAP, ¢imZ podporuje jeho fosforylaci prostiednictvim Hippo
signalni drahy [91]. Timto zpisobem AMOTL2 inhibuje transkripci, potlacuje bunéény rist a
proliferaci.

Vyzkumy potvrdily schopnost mTORC2 negativné regulovat aktivitu AMOTL2.
mTORC2 a AMOTL2 vzijemn¢ interaguji prostiednictvim RICTOR a mTORC?2 fosforyluje
S760 v AMOTL2 molekule. Tato regula¢ni udalost postaci k blokaci vazby AMOTL2 s YAP
a stimuluje tak translokaci YAP do jadra a néslednou genovo expresi. Fosforylace S760 je
potiebna k YAP indukované transformaci, bunéénému rlstu, migraci a invazivnosti in vivo u
mysi [91].
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3.3.3. mTOR signalizace a rakovina

Ma-1i bunka za normalnich podminek zabezpecenou adekvatni dodavku glukosy a jinych
zivin, je mTOR aktivovany a podporuje synthesu bunécénych proteini (cyklin D, HIF1-q,
survivin, glukosovy transporter GLUTI1 a dalsi). V pfipadé¢ nedostatku zivin je mTOR
inaktivni a proteinova synthesa je inhibovana. V ¢ase nutri¢niho nedostatku se aktivuje tzv.
samopozirani (autofagie).

V nadorovych buiikkaich byvd mTOR nepiiméiené aktivovan ucinkem nékterych
signalnich drah, a tak nedochazi k inhibici proteinové synthesy v nadorovych bunkach. Bunky
s nepfimétené aktivovanou molekulou mTOR maji zvySenou spotiebu glukosy a vyssi
schopnost glykolysy, coz mé za nasledek zvySenou proliferaci.

Jak jiz bylo fe¢eno, mTORCI1 funguje jako efektor u vice onkogennich drah, véetné
drahy PI3K/AKT a RAS/RAF/MEK/ERK. Tyto drahy casto podléhaji mutacim, které
ptispivaji k hyperaktivaci komplexu mTORCI ve vysokém procentudlnim zastoupeni u
pacientii s rakovinou [84].

V minulém desetileti se uskutecnilo n¢kolik studii, které zkoumaly ulohu signdlni drahy
PI3BK/AKT/mTOR béhem kontroly bunécného metabolismu a glykolysy v nadorovych
bunkach. Akt patii mezi hlavni hnaci sily Warbugova efektu, protoze zvysuje piijem glukosy
za pomoci regulace transportérii glukosy. Kromé tohoto i jiné slozky drahy PI3K/AKT/mTOR
koordinuji pfijem Zivin, v¢éetné¢ GLK, glutaminu, nukleotidii a lipidi, aby podpofily zvySeni
proliferacni a ristové potieby rakovinovych buné€k [82,84].

Aktivace této signalni drahy preprogramuje bunény metabolismu, a proto se studie
nyni zamétfuji na jeji inhibici, ktera by mohla ptfedstavovat znacny terapeuticky ptfinos pro
pacienty. Prvni mTOR inhibitory schvalené a pouzité v klinické praxi pii lécbé rakoviny patii
do tfidy rapamycinovych derivatl, zndmych jako rapalogy. Nicméné tyto rapalogy byly
v klinické praxi méné uspesné, nez se prvotné predpokladalo na zdklad¢ predklinickych studii
[94-96].

Toto zjisténi pomohlo potvrdit nazor, Ze rapalogy maji pfevazné cytostatické, a ne
cytotoxické ucinky. Inhibice mTORCI1 také indukuje autofagii, kterd muze napomoci
ptrezivani rakovinovych bun¢k béhem nedostatku Zivin a nedostatecné vaskularizaci. Inhibice
mTORC1 zaroven podporuje makropinocytézu, ¢imz se internalizuji a degraduji
extracelularni proteiny tak, aby poskytly aminokyseliny pro vyhladovélé nadory [96].

VSechny tyto tdaje naznacily, Ze kombinace rapalogu s inhibitory autofagie by mohla zlepsit
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ucinnost 1€¢by rakoviny, coz se také nasledné podatilo potvrdit klinickou studii v roce 2014 u
pacientli s melanomem, kde bylo zaznamenano vyrazné zlepseni [97].

Za ucelem odstranéni nékterych nevyhod a nedostatkii rapalogl byly vyvinuty i
rapalogy tzv. ,,druhé generace®, ATP-kompetitivni katalytické inhibitory proti mTOR, které¢
jsou momentalné stale v klinické studii. Pouziti téchto inhibitorG v pfedklinickych a
pfedbéznych klinickych testech vykazovalo zna¢nou miru uc¢innosti, ale na druhou stranu
vyvolaly i obavy z toxicity uzité¢ davky [98].

Inhibitor mTOR neboli RapaLink, patfi do nedavno popsané tzv. tieti generace 1éCiv.
Sloucenina RapaLink obsahuje ATP kompetitivni inhibitor mTOR chemicky vadzany na
rapamycin, a tak umoznuje inhibici mTOR mutantti, které jsou rezistentni na samotny

rapamycin [99].
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4. Cile diplomové prace

1. Vliv shikoninu na bunécnou signalizaci v leukemickych bunikach.
2. Imunoprecipitace MST1 proteinu z leukemickych bunék.

3. Charakterizace posttranslacnich modifikaci MST1 kinasy v neaktivnim a

aktivovaném stavu pomoci hmotnostni spektrometrie.
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5. Material a metody

5.1. Biologicky material

Leukemické nadorové T- lymfocyty linie Jurkat klon E6.1.

5.2. Pristroje a prisluSenstvi

Aparatura na SDS elektroforézu; BIORAD (USA)

Aparatura pro pienos proteint; BIORAD Trans-blot ® SD Semi-dry transfer cell (USA)
Automatické pipety; RAININ Pipet-LITE XLS (USA, Kanada)

Automatické pocitadlo bunék; Logos Biosystems Luna 1™ Automated Cell Counter (USA)
Biirkerova komurka; P-lab

CCD kamera; BIORAD ChemiDoc"™MP Imaging Systém (USA)

Centrifuga; ALC PK 110 (Italie)

Centrifuga; Eppendorf 5424R, (Némecko)

CO; inkubator; Panasonic (Japonsko)

Elektricky zdroj; BIORAD PowerPac™ HC (USA)

Filtra¢ni papir; BIORAD Extra Thick Block Paper (USA)

Hmotnostni spektrometr (HS); Thermo Orbitrap Fusion with nano LC (USA)

Hluboce mrazici box; Panasonic MDF DV500VH-PE (Japonsko)

Kultiva¢ni lahve; TPP® Tissue culture Flask 75, 150 a 300 cm? (Svycarsko)

Laminarni box; JOUAN MSC 12 (Francie)

Magneticky stojan; Bio Labs 6 Tube Magnetic Separation Rack (UK)

Mikrotitragni destigky; TPP® Tissue culture Testplate 96F (Svycarsko)

Néstavec na pipety; Pipetus® HIRCHMANN LABORGERATE (Evropa)
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Nitrocelulosova membrana (pory 40um); SANTA Cruz Bioctechnology (USA)
Plastové Spicky na automatické pipety; RAININ Precision Pipette Tips (USA)
Rotator; BIOSAN Bio RS-24 Mini Rotator (EU)

Spektrofotometr; BioTek Synergy HT (USA)

Ttepacka a termostat; BIOER Mixing Block MB-102 (Cina)

Tiepacka; Benchmark Scientific Inc. (Taiwan)

Vahy; KERN® EMB 600-2 (Némecko)

Vakuovy koncentrator a odstiedivy evaporator; JOUAN RC10-10 (Francie)

Vortex: Biosan Vortex V-1 plus (USA)

5.3. Chemikalie

4-ethylmorfolinacetat; Sigma Aldrich
Akrylamid; BIORAD
Acetonitril (AcN); Sigma Aldrich

Coomassie™ Brilliant Blue; Sigma Aldrich; (45% methanol; 10% HAc; H,0; 0,25%

Commasie briliantova modr)

Destilovana voda

Dithiothreitol (DTT); Sigma Aldrich

Dodecylsiran sodny (SDS); BIORAD
Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA); Sigma Aldrich
Ethanol; P-LAB

Fetalni bovinni serum (FBS); Gibco

Hovézi sérovy albumin (BSA); Serva
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Kit na kvantifikaci proteint; Thermo Fisher SCIENTIFIC; Pierce® BCA Protein Assay kit

Kit pro Co-Imunoprecipitaci; Thermo Fisher ~SCIENTIFIC Dynabeads® Co-

Immunoprecipitation Kit

Komeréné piipraveny 4-15% gel; BIORAD Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gels
Kyselina kumarova (KK); Sigma Aldrich

Kyselina octova (HAc); Sigma Aldrich

Luminol; Sigma Aldrich

Médium; LONZA BioWhittaker® RPMI 1640 s L-Glutaminem,

Odtucnéné susené mléko; BIORAD Blotting-Grade Blocker

Odbarvovaci smés pro CBB; (55% H,O; 35% ethanol; 10% HAc)

Peroxodisiran amonny (APS); Sigma Aldrich

Peroxid vodiku 0,018%; Sigma Aldrich

PBS pufr; Sigma Aldrich (0,15 M NaCl; 0,3 mM KCI; 1 mM Na,HPO4; 0,2 mM K,HPO,; pH
74)

Priméarni protilatka Anti-STK4 Mouse monoclonal 1gG; Sigma Aldrich
Primérni protilatka MST 1Rabbit monoclonal Ab IgG; Cell Signalling

Primérni protilatka Actin Goat polyclonal 1gG; SANTA Cruz Biotechnology
Priméarni protilatka YAP Mouse monoclonal IgG; Sigma Aldrich

Primarni protilatka C-MYC Rabbit polyclonal I1gG; Cell Signaling

Primarni protilatka p-ERK Rabbit polyclonal 1gG; SANTA Cruz Biotechnology
Primarni protilatka p-S6K Rabbit polyclonal 1gG; SANTA Cruz Biotechnology
Protein G PLUS- Agarosa; Santa Cruz Biotechnology

Proteasovy a fosfatasovy koktejl; Thermo Fisher SCIENTIFIC

Pufr pro elektroforézu; 10x TGS (25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1% SDS (w/v); pH 8,3);
BIORAD
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Ptenosovy pufr; Bjerrum Schafer-Nielsen (48 mM Tris; 39 mM Glycin; 20% methanol; pH
9,2)

RIPA pufr (150 mM NaCl; 1% NP-40; 0,5% deoxycholat sodny; 0,1% SDS; 50 mM Tris o
pH 8,0)

Sekundarni protilatka Goat anti-rabbit polyclonal 1gG; Santa Cruz Biotechnology
Sekundarni protilatka Rabbit anti-goat polyclonal IgG; Santa Cruz Biotechnology
Sekundarni protilatka Goat anti-mouse polyclonal IgG; Santa Cruz Biotechnology
Standard pro elektroforézu, Precision Plus Protein™ All Blue Standards; BIORAD
Substrat; Thermo Fisher SCIENTIFIC; Super Signal West Femto Trial Kit
Shikonin; Sigma Aldrich

Tetramethylethylendiamin (TEMED); Sigma Aldrich

Triton X-100; Active Motif

tris(hexomethyl)aminomethan pufr (Tris;0,1M; pH 8,8)

TTBS pufr (50 mM Tris; 150 mM NaCl; 0,05% v/v Tween 20; pH 7.6)

Vzorkovy pufr; 4x Leammli (2,4 ml 1M Tris o pH 6,8; 0,8 g SDS; 4 ml 100% glycerol;

0,01% bromfenolova modf; 1 ml merkaptoethanolu; 2,8 ml H,0)
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5.4. Postup p¥ri sledovani vlivu shikoninu na buné¢nou signalizaci

5.4.1. Kultivace a pasaZovani rakovinovych bunék linie Jurkat

Nadorové leukemické bunky linie Jurkat byly inkubované v CO, inkubatoru (Panasonic) pti
konstantni  teplot¢ 37 °C, vatmosféte 5% CO,. Bunky byly kultivované
v BioWhittaker®"RPMI 1640 médiu, jehoZ sloZeni je rozepsano v Tabulce 1. Koncentrace
bun&k nesméla piesahnout hranici 10° bungk/ml, proto byl Easovy interval pasaZovani tomuto

pozadavku ptizpisoben.

Tabulka 1. SloZeni BioWhittaker °RPMI média.

BioWhittaker®RPMI e Antibiotika (100 jednotek penicilinu a 0,1 mg streptomycinu
1640 méd; na 1ml média)
medium e 5 mM L-glutamin

(Lonza) o 10% Fetalni hovézi sérum

5.4.2. Priprava bunéénych proteini

Jurkat buniky byly kultivovany v kultivaénich lahvich pfi podminkach uvedenych v kapitole
5.4.1. V prvnim kroku bylo zapotiebi spocitat mnozstvi bunck, k tomu byl pouZzit pfistroj
Luna IITM Automated Cell Counter. Pipetovalo se 10 pl bun¢k a 10 pl ¢inidla ze zkumavky,
odkud se nasledné odebralo 10 pl smési bunék a ¢inidla, ktera byla napipetovana do pocitaci
komurky. Vysledny poc¢et bun¢k byl 480 000 bunék/ ml.

Dale bylo nutné pracovat s koncentraci 300 000 bun€k/ml pro piipravu 12 kultivacnich
lahvi s butkami o celkovém objemu média 15 ml. Z tohoto divodu bylo cca 120 ml bunék
centrifugovdno (4 min; pokojova teplota; 400 rcf) centrifuga ALC PKI110. Pelet byl
rozsuspenodovan v 60 ml média BioWhittaker® RPMI 1640. Nasledné¢ byla tato smés
rozpipetovana po 5 ml do 12 kultiva¢nich lahvi, do kazdé lahve bylo pfidano 10 ml cerstvého
média. Celkovy objem v kultiva¢ni lahvi byl tedy 15 ml. Do kultiva¢nich lahvi byla pfidana
latka shikonin, jeji objem a vyslednd koncentrace je uvedend v Tabulce 2. Buiky se
kultivovaly se shikoninem po dobu 2 hod, 4 hod a 6 hod pii 37 °C v CO, kultivatoru. Po
tomto Casovém intervalu byly jednotlivé lahve zpracovanyza Ucelem izolace bunécnych

proteintl.
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Tabulka 2. Priprava kultivacnich lahvi za ucelem ziskani cytosolickych frakci

jednotlivych vzorkii.

VZORKA 2 HOD | 4HOD | 6 HOD Objem
pridané latky
KONTROLA 15 ml 15 ml 15 ml X
SHIKONIN 15 ml 15 ml 15 ml 6 ul (2 uM shikonin)

Buiiky byly stoceny (4 min; pokojova teplota; 400 rcf) centrifuga ALC PK110.
Supernatant byl odstranén a bunécny pelet se rorezsuspendoval v 900 pl PBS pufiu,
rozresuspendovany pelet byl nasledné pienesen do 1,5 ml zkumavky a zvortexovan.
Zkumavka s peletem v PBS pufru byla centrifugovana (4 min; 4 °C; 400 rcf) centrifuga
Eppendorf 5424R. Supernatant byl opét odstranén a bunécény pelet rozresuspendovan ve 100
ul roztoku RIPA pufru (150 mM NacCl; 1% NP-40; 0,5% deoxycholat sodny; 0,1% SDS; 50
mM Tris pH 8,0) spolu s fosfitovymi a proteasovymi inhibitory. Jednotlivé vzorky byly
inkubovany po dobu 30 min na ledu, pficemz kazdych 5 min se vortexovaly. Po inkubaéni
dob¢ byly vzorky centrifugovany (10 min; 4 °C; 14000 rcf) centrifuga 5424R a supernatant
byl pfenesen do nové 1,5 ml zkumavky. Takto pfipravené vzorky byly nalezité oznaeny a
daly se zamrazit do hluboce mrazicitho boxu (Panosonic) na -80 °C az do doby dalSiho

pouZziti.

5.4.3. Kolorimetrické stanoveni koncentrace proteini

Ke kvantifikaci proteini, a tedy stanoveni jejich koncentrace, byla pouzita kolorimetricka
BCA metoda. K tomuto tcelu byl pouzit komercni kit Pierce® BCA Protein Assay Kit.
Princip této metody spo&iva v redukci méd’natého kationtu Cu®” v bazickém prostiedi
na mé&dny kationt Cu" s jeho naslednou vysokou, citlivou a selektivni kolorimetrickou detekci
kyselinou bicinchoninovou (BCA), pfi¢emz se tvofi fialovy reakéni produkt vykazujici silnou
absorbanci pti vinové délce (L) 562 nm. Zavislost koncentrace a rostouci vlnové délky je
témef linedrni, a proto je tato metoda velmi oblibena pfti kvantifikaci proteind.
Z chladnic¢ky byly vybrany standardni vzorky oznacené A-F, celkem 6 vzorki. Vzorky
proteint byly fedéné 5x RIPA pufrem. Objem standardll a 5x fedénych vzorkl proteinl pro
kolorimetrické stanoveni pfedstavoval 5 pl, pficemz vzorky proteinti byly pfipraveny celkem

dvakrat, dohromady tedy 24 vzorkl, pro pfesnéjsi kvantifikaci a lepSi kontrolu Ucinnosti
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stanoveni jejich koncentrace. Do vSech vzorkl bylo napipetovano 200 ul reakéni smési BCA,
pfipravené smichanim dvou reakénich slozek A- BCAaB — Cu®" kationti v poméru
A:B=50:1. Vzorky se spolecné s reakéni smési inkubovaly po dobu 15 minut a néasledné byly
piepiptetovany na mikrotitracni desticku detekovany za pomoci spektrofotometru Synergy HT
pii A=562 nm, jez urcil jejich absorbanci. Koncentrace proteini jednotlivych vzorka byla

stanovena na zakladé¢ jejich absorbanci a vypoctu z rovnice kalibra¢ni piimky standardi.

5.4.4. SDS polyakrylamidova gelova elektroforéza

Polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE — z angl. polyacrylamide gel electrophoresis)
s dodecylsiranem sodnym (SDS) patii mezi nejoblibenéjSi a nejcastéji pouZivané
elektromigra¢ni metody, které slouzi jak k separaci, tak 1 vizualizaci a ptipadné identifikaci
proteint.

Zaklad tvoii polyakrylamidovy gel, jez vznikd polymerizaci polyakrylamidu s N,N’-
methylenbisakrylamidem za vzniku prostorové gelové sité, u niz je mozné ménit velikost poril
zménou koncentrace, resp. zménou poméru obou reaktanti. SDS jako aniontovy detergent
denaturuje proteiny, a vSem ud¢li stejny zaporny naboj. Molekule migruji a separuji se

v elektrickém poli polyakrylamidového gelu podle jejich molekulovych hmotnosti. [56]

Elektromigraci a separaci proteinli pfedchazi ptiprava dvou geli:

A. Délici gel, spodni gel slouzici k separaci proteind.

B. Zaosttovaci gel, vrchni gel slouZici k zaostfeni elektromigracnich zon.

Slozeni jednotlivych geli je blize popsano v Tabulce 3.
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Tabulka 3. Priprava déliciho a zaostrovaciho gelu pro SDS- PAGE.

A. 10 % DELICI GEL B. 10 % ZAOSTROVACI GEL
30% Akrylamid 3,300 ml 30% Akrylamid 0,660 ml
1,5 M Tris pH 8,8 2,500 ml 0,5 M Tris pH 6,8 1,260 ml
10% SDS 0,100 ml 10% SDS 0,050 ml
H,0 4,000 ml H,0 3,000 ml
TEMED 0,005 ml TEMED 0,005 ml
APS 0,100 ml APS 0,100 ml

Po stanoveni absorbance a nasledném vypoctu koncentraci (mg/ml) proteind byl
proveden ptepocet proteini ve vSech vzorcich na vyslednou hmotnost 25 pg. Pipetovany
objem proteint byl nasledné¢ ziedén RIPA pufrem na vysledny objem 15 pl. Do vzorkl byly
pipetovany 4 ul vzorkového pufu 4x Leammli s 2- merkaptoethanolem tak, aby celkovy

objem vSech vzorkl byl roven 19 pl, sloZeni vzorki viz Tabulka 4.

Tabulka 4. SloZeni vzorkii proteinti pro SDS-PAGE.

Vzorek Objem vzorku (ul) RIPA pufr (nl) Vzorkovy pufr (ul)
(piepocet na 25 pg/ml) (doplnéni na 15 pl)
2 hod Kontrola 8,7 6,3 4
4 hod Kontrola 7,6 7,4 4
6 hod Kontrola 7,6 7,4 4
2 hod Shikonin 12 3 4
4 hod Shikonin 13 3 4
6 hod Shikonin 15 X 4

Takto ptipravené vzorky byly vloZeny na 5 minut do termostatu pfi teploté 95 °C, kratce
stoCeny v centrifuze 5424R a poté byla provedena SDS elektroforéza v polyakrylamidovém
gelu.

Elektroforéza byla provedena pfistrojem Mini-PROTEAN® Tetra cell. Po ptipravé gelt
a vzorkl nésledovala ptiprava elektroforetické celi, v niz kryci sklo sméfovalo vzdy dovnitt.

Cela, ohraniCena skly s gely, a elektroforetickd nadoba byly naplnény elektrodovym pufrem
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10x TGS (25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1% w/v SDS; pH 8.3) zfedéné¢ho vodou v poméru
1:10. Do jamek se postupné nanaselo 5 pl molekulového markeru Precision Plus Protein™
All Blue Standards a 18 pl jednotlivych vzorkt. Elektroforéza trvala dohromady 70 min, pfi
prvnich 20 min bylo napéti 100 V a v naslednych 50 min 150 V.

5.4.5. Pi‘enos proteint na nitrocelulézovou membranu a jejich imunodetekce

Ptenos proteini (z angl. western blot) patii mezi analytické metody. Proteiny jsou po
elektroforetické separaci pieneseny z polyakrylamidového gelu na povrch membrany,
v nasem piipadé¢ nitrocelulosové, a detekovany interakei se specifickou protilatkou.

Pfi nasem pokusu byl pouzit tzv. polosuchy (z angl. semidry) pfenos, pfi kterém je
filtra¢ni papir, membrana a gel nasaknut pfenosovym roztokem Bjerrum-Schafer-Nielsen (48
mM Tris; 39 mM Glycin; 20% methanol; pH 9,2). Tento zplsob pienosu je pomérné rychly a
efektivni, jeho nejvetsi vyhoda spociva v pouzitém mnoZstvi pienosovych roztoki.

Po namoceni filtra¢niho papiru, nitrocelulosové membrany a gelu do ptrenosového
roztoku, byly tyto slozky uloZeny do aparatury uréené pro pienos proteinu Trans-blot® SD

Semi-dry transfer cell v tomto potadi:

1. Filtracni papir
Nitrocelulosova membrana

Polyakrylamidovy gel s proteiny

> »w b

Filtra¢ni papir

Bylo nezbytné, aby se mezi jednotlivymi ¢astmi tohoto ,,sendvi¢e” nevyskytovaly
vzduchové bubliny, které by zaptiCinily snizeni u€innosti pfenosu proteinli. Samotny transfer
probihal 1 hodinu pfi napéti 15 V. Umisténi katody nahofe a anody dole umoZznilo ptenos
zaporn¢ nabitych proteind (diky SDS) smérem kanodé, tedy smérem doli na
nitrocelulosovou membranu.

Membréna s proteiny se ihned po pienosu promyla v roztoku TTBS (50 mM Tris; 150
mM NaCl; 0,05% v/v Tween 20; pH 7,6) 5 min v tfepatce Mixing Block MB-102
a nasledovala jeji blokace v roztoku 5% odtu¢néného, suseného mléka Blocking Grade Milk
v TTBS po dobu 1 hod pfi pokojové teploté ve stejné tiepacce. Po jedné hodin€ byla ptidana
primarni protilatka do 10 ml 5% mléka (0,5 g mléka; 10 ml TTBS) anebo do 10 ml 5% BSA
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pufru (0,5 g BSA; 10 ml TTBS), viz Tabulka 5. Roztok s primérni protilatkou a membrana
byly v chladni¢ce inkubovany pies noc pii teploté 4 °C.

Tabulka 5. Nazev, pouzity pufr a objem primarni protilatky-

PRIMARNI PROTILATKA PUFR | OBJEM PROTILATKY
(do 10 ml pufru)
MSTT rabbit IgG (Cell Signaling) 5% BSA 8 ul
Y AP mouse IgG (Sigma Aldrich) 5% Mleko 10 pl
C-MYC rabbit IgG (Cell Signaling) 5% BSA 8 ul
p-ERK rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology) 5% Mléko 10 pl
ACTIN goat IgG (Santa Cruz Biotechnology) 5% Mléko 10 pl
p-S6K rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology) 5% Mléko 10 ul

Druhy den byla membrana vyjmuta z inkuba¢ni smési, tfikrat promyta 10 ml TTBS
pufru, pti¢emz kazdé promyti probihalo 10 min v tfepacce za pokojové teploty. Nasledné byla
membrana inkubovana v 10 ml 1% mléka (2 ml 5% mléka; 8 ml TTBS) spolu se 4 ul

sekundarni protilatky pti pokojové teploté po dobu 45 min v tfepacce, viz Tabulka 6.

Tabulka 6. Piehled primarni a proti ni pouZité sekundarni protilatky.

PRIMARNI PROTILATKA SEKUNDARNI PROTILATKA
(vSechny od Santa Cruz Biotechnology)

MST]1 rabbit IgG (Cell Signaling) Goat anti- rabbit IgG

Y AP mouse IgG (Sigma Aldrich) Goat anti- mouse IgG

C- MYC rabbit IgG (Cell Signaling) Goat anti- rabbit 1gG

p- ERK rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology) Goat anti- rabbit IgG

ACTIN goat IgG (Santa Cruz Biotechnology) Rabbit anti-goat IgG

p-S6K rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology) Goat anti- rabbit IgG

Po inkubaci membréany se sekundérni protilatkou se op€tovné membrana promyla 3x 5
min 10 ml TTBS pii pokojové teploté v tfepacce. Pouzité sekundarni protilatky byly
konjugovany s kienovou peroxidazou, reportérovy enzym umoznujici vizualizaci a detekci

proteinu. Na detekci bylo zapotiebi ptipravit dva reakéni vzorky A a B, viz Tabulka 7, jejichz
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smési vznikl chemiluminiscencni substrat. Membrana s navazanou sekundarni protilatkou
byla ponofena do smési téchto dvou reakénich roztokll A a B, pficemz kienova peroxidasa se
podilela na katalytické pfeméné chemiluminiscen¢niho substratu na nestabilni produkt, ktery
se nasledné stabilizoval vyzafenim urcitého kvanta svétla. Toto vyzarené svétlo bylo
detekovano za pomoci CCD kamery ChemiDoc™MP Imaging System. Vysledky byly

ulozeny a nésledné zpracovany viz Kapitola 6.

Tabulka 7. Priprava reakénich roztoki A a B potiebnych pro detekci proteini.

Reak¢ni roztok A (10,044 ml) Reak¢ni roztok B (10,007 ml)
25 uM Luminol 10 ml 0,1 M Tris pH 8,8 10 ml
4 uM Kyselina kumarova 44 nl 0,018% Peroxid vodiku 7 ul

5.5. Postup imunoprecipitace MST1 proteinu pres Protein PLUS G-

Agarosu

Imunoprecipitace patii mezi nejcastéji pouzivané imunochemické metody. Pouzivd se
v kombinaci s SDS polyakrylamidovou gelovou elektroforézou a imunopienosem proteind.
Tato metoda mize byt aplikovana za riznymi ucely, nicméné v této diplomové praci byla
vyuZita zejména za ucelem stanoveni pfitomnosti MST1 proteinu v cytosolické frakci a

naslednému sledovani jeho posttransla¢nich modifikaci.
Kultivace a pasaZovani rakovinovych bunék linie Jurkat

Jurkat bunky byly kultivovany v kultivaénich lahvich pfi analogickych podminkéch
uvedenych v kapitole 5.4.1.

Priprava cytosolické frakce bunék

V prvnim kroku bylo nutné spocitat mnozstvi bunék v objemu 10 ul v Biirkerové
komtrce (P-LAB) pod mikroskopem. Celkovy pocet bun€k po secteni byl 45 bunék/ 10 pul, tj.
450 000 bun¢k/ml.

Koncentrace bunék pouzitd pii jejich dalSim zpracovani byla 450 000 bunék/ ml.
Pracovalo se s objemem 50 ml, coZ je 26,5. 10° bungk. Buiiky byly stodeny centrifugou ALC
PK110 (4 min; pokojova teplota; 400 rcf). Pelet bun¢k byl nasledné rozsuspendovan v 900 pl
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PBS pufru (0,15 M NacCl; 0,3 mM KCIl; 1 mM Na2HPO4; 0,2 mM K2HPO4; pH 7,4). Poté
byla znovu provedena centrifugace (4 min; pokojova teplota; 400 rcf) centrifuga ALC PK110
a pelet byl rozsuspendovan v 500 ul hypotonického pufru spolu s 30 pl koktejlu fosfatovych a
proteasovych inhibitort (Thermo Fisher SCIENTIFIC) a nechal se lysovat 15 min na ledu. Po
této dobé bylo pfidano 25 ul detergentu (Triton X-100) a smés byla centrifugovana (30 s;
4 °C; 12000 rcf) centrifuga Eppendorf 5424R. Takto ziskany supernatant piedstavoval

cytosolickou frakci bun¢k, ve které se nachazel i MST1 protein.

Kolorimetrické stanoveni koncentrace proteini

Postup stanoveni a vyhodnoceni vysledkti koncentrace proteinu byl proveden
analogicky k postupu popsanému v kapitole 5.4.3. Pouzili jsme komer¢ni kit Pierce® BCA
Protein Assay kit. Jediny rozdil byl v poctu stanovenych vzorkl proteinii. Stanovovali jsme
neznamou koncentraci 1 vzorku s pouzitim 6 vzorkl standardu se zndmou koncentraci.

Vysledna koncentrace proteini byla 2,95 mg/ ml.

Imunoprecipitace pres protein G- Agarosu

Z rovnice kalibra¢ni kiivky se vypocitala koncentrace proteini cytosolické frakce.
Vysledna koncentrace predstavovala 2,95 mg/ml. Nésledné byly pfipraveny 2 reakéni smési,
celkovy objem smési 500 pl. Prvni reakéni smés byla kontrolni (375 pl TTBS, 100 nl
proteint cytosolické frakce, 25 ul koktejlu proteasovych a fosfatasovych inhobitorti), druha
reakéni smes byla pouzita pro stanoveni MST1 proteinu (355 pul TTBS, 100 pl proteinid
cytosolické frakce, 25 pl koktejlu proteasovych a fosfatdsovych inhibitorti, 20 pl MST1 rabbit
IgG primarni protilatky). Oba vzorky byly inkubovany pies noc v chladniéce pii 4 °C.

Nasledujici den byla provedena ptiprava agarosovych kulicek- Protein PLUS G-
Agarosa (Santa Cruz Biotechnology). Nejdiive byly tyto kulicky jemné promichdny v rukach
a nasledné¢ 3 min v rotatoru pii pokojové teploté. Po promichani jsme pipetovali 50 ul
agarosovych kulicek do 1,5 ml zkumavek. Kulicky byly promyty tfikrat 200 pl TTBS pufru
(50 mM Tris; 150 mM NaCl; 0,05% v/v Tween 20; pH 7.6), pticemz po kazdém promyti byla
provedena centrifugace (30s; 4°C; 4000 rpm) centrifuga Eppendorf 5424R. Ptipravili jsme si
2 identické vzorky obsahujici pouze agarosové kuli¢ky a TTBS pufr v poméru 1:1 o celkovém
objemu 100 pl (50 pl agarosovych kulicek; 50 pl TTBS). Tato smés se nasledné pipetovala do
predptipravenych vzorkl (kontrolni a MST1 protein) a ty pak byly inkubovany pies noc

v chladnic¢ce. Po inkubaci byly vzorky s G-Agarosou promichany v rotatoru Bio RS-24 Mini
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Rotator (1 hod; 4 °C). Po hodin¢ probéhla kratka centrifugace (30 s; 4 °C; 4000 rpm)
centrifuga Eppendorf 5424R. Poté se se precizné odpipetoval supernatant tak, aby nedoslo
k odpipetovani agarosové kulicky s navazanym MSTI1 proteinem. Kulicky s navazanym
MST1 proteinem byly promyty tiikrat 450 pl TTBS pufru, po kazdém promyti byla
provedena centrifugace (30s; 4°C; 4000 rpm) centrifuga 5424R. Po finalnim odpipetovani
450 pl TTBS pufru byly vzorky pfipraveny pro SDS-PAGE.

SDS polyakrylamidova gelova elektroforéza

Podminky a prtb¢h elektrické separace v polyakrylamidovém gelu s SDS byly
analogické s podminkami viz kapitola 5.4.4., jediny rozdil spocival v pouzitém objemu 4x
Leamli pufru s 2-merkaptoethanolem kdy jsme do vzorkll s proteiny napipetovali 5 pl.
Vzorky s pufrem byly inkubovany 5 min pii 95 °C v termostatu BIOER Mixing Block
MB-102. Nasledné byly kratce zvortexovany a stoCeny v centrifuze. Gely byly pfipraveny
ruén€ a nanos vzorku na gel probihal v potadi: 1. Standard (5 upl); 2. MST1 (20 ul); 3.
Kontrola (20 ul).

Pienos proteinii na nitrocelul6zovou membranu a jejich detekce

Pienos probihal analogickym postupem a pii identickych podminkach uvedenych v
kapitole 5.4.5. ProtoZe se jednalo o gel se 2 vzorky, nasledna velikost pouzité nitrocelulosové
membrany (SANTA Cruz Bioctechnology; pory 40um) s pfenesenymi proteiny byla mensi
v porovnani s membranami v kapitole 5.4.5. Z tohoto diivodu byly pouzity 1 mensi objemy
latek a protilatek pii ptipraveé 5% mléka, 5% BSA pufru, 1% mléka. Ptiprava roztoki pro
imunodetekci vzorki je uvedena v Tabulce 8. Proces detekce a vyhodnoceni vzorkl probihal

stejn& jako v kapitole 5.4.5 za pomoci CCD kamery ChemiDoc™ MP Imaging Systém.

Tabulka 8. Priprava roztoki pro imunodetekci prenesenych proteinii.

5% Mléko 0,25g mléka; 5Sml TTBS

0,25 g BSA, 5ml TTBS,

4 pl primarni protilatky MST1 Rabbit IgG
1ml 5% mléka; 4 ml TTBS

5% BSA pufr

1% Miléko , . .
2 ul sekundarni protilatka Goat anti-rabbit
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5.6. Imunoprecipitace MST1 proteinu pres magnetické kulicky

Navazani protilatky na magnetické kulicky

Nasledujici protokol popisuje navdzani protilatky proti MST1 na epoxidovou smeés
magnetickych kulicek Dynabeads® M-270. MnoZstvi pouZitych epoxidii Dynabeads® M-270
zéaviselo na nasledném poctu a rozsahu vzorku pro Co-IP. Pracovala jsem podle protokolu
Dynabeads® Co- Immunoprecipitation Kit.

ProtoZe finalni vzorek byl detekovan barvenim Commasie™ Brilliant Blue navazila
jsem podle protokolu 7,5 mg Dynabeads® M-270 magnetickych kuli¢ek do 1,5 ml Ependorf
zkumavky. PouZité mnozZstvi protilatky proti MST1 (Anti- STK4 Mouse monoclonal IgG,
Sigma Aldrich) predstavovalo 80 pul na 7,5 mg kulic¢ek.

V dalsim kroku se odvazené mnozstvi kulicek promylo v 1 ml roztoku C1 jemnym
pipetovanim a vortexovanim. Smés se polozila do magnetického stojanu na dobu 1 min,
kuli¢ky se odseparovaly na sténu zkumavky a vSechen pfebytecny objem C1 byl néasledné
pipetou odsan. Poté jsem si pfipravila reakéni smés, viz Tabulka 9, k navazani protilatky proti

MST1 na magnetické kulicky.

Tabulka 9. Hmotnost kuli¢ek a objemy reaktantii reakéni smési k navazani protilatky

na magnetické kulicky.

Dynabeads® M-270 magnetické kulicky 7,5 mg
Objem C1 295 ul
Objem Ab 80 ul

Objem C2 375 ul
Vysledny objem 750 pl

Reakéni smés byla nésledné resuspendovana pipetovanim a jemnym vortexovanim.
Kuli¢ky se inkubovaly s reakéni smési po dobu 16-24 hod pfi teploté 37 °C v rotatoru.

Druhy den se reak¢ni smés polozila do magnetického stojanu na 1 min, magnetické
kuli¢ky s navdzanou protilatkou se odseparovaly na sténu zkumavky a supernatant reak¢nich
pufrii byl odebran pipetou.

Nésledovalo né€kolik kroki, které se skladaly z promyvéani kulicek s protilatkou

reakénimi pufry z komer¢niho kitu. Nejprve se kulicky promyli 800 ul HB pufru, HB jsme
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jemné pipetou rozsuspendovali spolu s kuli¢kami, smés se separovala 1 min v magnetickém
stojanu a odstranil se supernantant. V dal§im kroku se promyly 800 pl LB pufru stejnym
zptisobem jako v pfedchozim kroku. Smés se jemné resuspendovala, polozila na magneticky
stojan a odstranil se supernatant. Stejnym zpiisobem jsme postupovali 1 pii kratkém
promyvani kulicek 800 pl SB pufru, postup s SB roztokem jsme zopakovali dvakrat.
Zkumavku jsme pokazdé polozili do magnetického stojanu, odseparovali kulicky od roztoku a
nasledné roztok odsali pipetou. Nasledovalo dlouhé promyvani s 800 pl SB pufru, pii kterém
se smes kuli¢ek a pufru inkubovala 15 min pii pokojové teploté v rotatoru. Po inkubaci se
smes polozila do stojanu, odpipetovali jsme supernantant SB pufru a Dynabeads s
navazanym MST1 byly pfipraveny k pouziti.

Dynabeads® M-270 magnetické kulicky se daly pouzit vicekrat. Byly skladovéany
ve 750 ul SB pufru spolu s 7,5 pl 0,2% azidu sodného NaNj v chladni¢ce pii +4 °C az do
potieby jejich op&tovného pouziti. Pred dal§im pouziti jsme je promyvali 0,1% BSA v PBS
(1ml PBS; 0,001 g BSA) 5 min v rotatoru pti pokojové teplot¢.

Lyse bunék prostrednictvim detergentu

Pracovali jsme podle protokolu komeréniho kitu Dynabeads® Co Immunoprecipitation Kit.

Lyze buné¢k predchézela piiprava extrakéniho roztoku, jehoZ sloZeni viz Tabulka 10.

Tabulka 10. PFiprava extrakéniho roztoku.

5x IP 2 ml
deO & ml
NaCl (100 mM) 0,058 g
Koktejl inhibitort proteaz a fosfataz 100 pl

Buiiky byly kultivovany pfi stejnych podminkach jako v predchézejicich ptipadech, viz
kapitola 5.4.1. Do dvou kultiva¢nich lahvi, které obsahovaly 150 ml buné€k, byl pak pfidan
Shikonin o vysledné koncentraci 2 uM (zasobni koncentrace 25mM; fedéni 12 500x; 150 000
ul/ 12 500 = 12 pl shikoninu). Kultivace bunék a shikoninu trvala 2 hod v CO, inkubatoru pti
teploté 37°C a v atmosfére 5% CO,. Nasledn¢ byly bunky (A. Buiiky a shikonin; B. Kontrola)
pfeneseny do prazdnych zkumavek a centrifugovany (4min; pokojovéa teplota; 400 rcf)
centrifugou ALC PK110. Po centrifugaci byl ze zkumavek odstranén supernantant a pelet byl

nasledn¢ rozsuspendovan v 900 ul roztoku PBS (0,15 M NaCl; 0,3 mM KCI; 1 mM
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Na,HPOg4; 0,2 mM K,HPO4; pH 7,4). Tento roztok peletu a PBS byl ze vSech zkumavek
pfenesen do jedné, nové odvazené zkumavky. Zkumavka byla opét centrifugovéna (4 min;
pokojova teplota; 400 rcf), centrifuga ALC PK110. Po centrifugaci byl supernatant odstranén
a zkumavka speletem byla znovu zvazena. Timto zpisobem byla zjiSténa hmotnost
bunécného peletu. Bunécny pelet byl poté rozsuspendovan v extrakénim roztoku v poméru

1:9 (hmotnost bunééného peletu (mg): objemu extrakéniho roztoku (ul)); shrnuti Tabulka 11.

Hmotnost zkumavky s peletem- hmotnost zkumavky = hmotnost buné¢ného peletu
A. 7,5172 g—17,0648g = 0,452 g =452 mg (Bunky a shikonin)
B. 7,5397 g— 17,0956 g =0,504 g = 504 mg (Kontrola)

Ptiprava extrak¢ni smési
A. 1: 9 =452 mg (pelet): 4068 pl (extrakéniho roztoku)
B. 1: 9 =504 mg (pelet): 4500 pl (extrakéniho roztoku)

Tabulka 11. Shrnuti hmotnosti a objemi extrakénich roztoki pro A, B vzorek.

VZOREK HMOTNOST HMOTNOST HMOTNOST OBJEM
PRAZDNE ZKUMAVKY S PELETU EXTRAKCNIHO
ZKUMAVKY PELETEM (mg) ROZTOKU
(2) (® (D)
A. 7,0648 7,5172 452 4068
Buiky
a shikonin
B. 7,0956 7,5397 504 4500
Kontrola

Smés byla inkubovéana 15 min v ledu. Po uplynulé dobé byla provedena centrifugace (5 min;
4°C; 2600 rpm), centrifuga 5424R. Supernatanty obou cytolosickych frakei bunc¢k byly po
centrifugaci preneseny do novych zkumavek a ihned zpracovany podle postupu pro Co-

imunoprecipitaci.
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Co- Imunoprecipitace

Vzorky bunék byly zpracovany podle postupu z komeréniho kitu Dynabeads® Co-
Immunoprecipitation Kit pro analyzovani vzorki pomoci Coomassie™ Brilliant Blue.
Co-Imunoprecipitaci (Co-IP) predchazela priprava tii Co-IP roztoki, které byly uchovany
v ledu az do doby jejich pouziti:

1. Extrakéni roztok (EB) viz Tabulka 10.

2. LWB roztok (z angl. Last Wash Buffer) (LWB) (5x LWB; dH,0) viz Tabulka 12.

3. HPH EB roztok (HPH EB) (0,5 mM EDTA; 0,5M NH4OH; dH,0) viz Tabulka 13.

Tabulka 12. Priprava LWB pufru.

5x LWB 1,8 ml

deO 7,2 ml

Tabulka 13. Priprava HPH EB pufru

0,5mM EDTA 10 ul
0,5 M NH,OH 338 ul
dH,0 9,652 ml

Nasledoval transfer 7,5 mg Dynabeads® M-270 Epoxy do nové zkumavky. Kulicky
byly promyty v 900 ul EB, nasledné byla zkumavka vloZena do magnetického stojanu a smés
se separovala po dobu 1 min, poté byl supernatant EB odpipetovan. Kulicky s navazanou
MSTT protilatkou byly po proplachnuti rozsuspendovany vzorkem bunécného lyzatu, ktery
byl pfipraven dle postupu uvedené¢ho vyse. Vzorky obsahujici kulicky s navazanym MST1
byly inkubovany 30 min pii4 °C v rotatoru. Po inkubaci byly vzorky vloZeny opét do
magnetického stojanu, smés se separovala 1 min a odstranil se supernatant. Kulicky se
nasledné promyly v 900 pul EB jemnym pipetovanim, vloZily do magnetického stojanu a
odstranil se supernatant EB. Tento krok byl proveden celkem tfikrat. Dllezité bylo, aby se
vzorky nevortexovaly, protoze by mohlo dojit k naruseni vazeb mezi MST1 a protilatkou

vazanou kuli¢kami. Dynabeads byly promyty 900 ul LWB roztokem jemnym pipetovanim a
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nasledn¢ inkubovéany 5 min pii pokojové teploté v rotatoru. Po inkubaci byla smés pfenesena
do nové zkumavky a vloZzena do magnetického stojanu, pomoci kter¢ho byl odstranén
supernatant LWB. Promyti kuli¢ek LWB jemnym pipetovanim bylo opakovano jesté dvakrat
bez nasledné inkubace. V poslednim kroku byly kuli¢ky resuspendovany 250 ul HPH EB a
smés se nechala inkubovat 20 min pii pokojové teploté v rotatoru. Smés byla poté vlozena do
magnetického stojanu a eluat 1 byl prenesen do nové zkumavky, kterd se nasledné polozila na
led. Nasledovala dalsi eluce vzorku MST1 prostfednictvim HPH EB roztoku. Ke kulickdm
bylo pfidano 250 ul HPH EB a nechala se smés inkubovat 10 min pfi pokojové teploté
v rotatoru. Po inkubaci byla smés ve zkumavce vlozena do stojanu a eluat 2 byl pienesen ke
250 pl eluadtu 1. Vysledny objem vzorku MST1 proteinu €inil 500 pl. Vzorky byly
lyofylyzovany ve vakuovém koncentratoru a odstfedivém evaporatoru RC10-10 a nasledné
byly analyzovany prostfednictvim SDS elektroforézy, barvenim Coomassie™ Brilliant Blue.

Vzorky se pouZzily pfi hmotnostni spektrometrii.

SDS polyakrylamidova gelova elektroforéza

Podminky a postup separace proteini pomoci SDS-PAGe byl analogicky s postupem
v kapitole 5.4.4. Pti elektroforéze vzorkli pfipravenych protokolem Dynabeads® Co-
Immunoprecipitation Kit byl viak pouzit komeréné ptipraveny 4-15% gel Mini-PROTEAN®
TGX™ Precast Gels.A rozdil byl i v dal§im kroku, piipravé jednotlivych vzorki uréenych k
elektroforéze. Do vzorki bylo pfidano 15 pul RIPA pufru a5 upl 4x koncentrovaného
vzorkového pufru Leammli s 2-merkaptoethanolem. Vzorky byly ohifivany 5 minut pfi teploté
70 °C. Po ohfevu a denaturaci proteinli byly vzorky kratce, 6s, centrifugovany pfistrojem
5424R, za G¢elem usazeni vzorku na dn€ zkumavky. Dalsi postup zlstal zachovan. Fragment
MSTI1 proteinu na polyakrylamidovém gelu jsme nechali vizualizovat pfes noc pomoci
roztoku Coomassie™ Brilliant Blue (45% methanol; 10% HAc; 0,25% Commasie briliantova
modi; H,0). Nasledujici den byl gel odbarven roztokem (55% H,0; 35% ethanol; 10% HAc)
a detekovan prosttednictvim CCD kamery ChemiDoc™ MP Imaging Systém.

63



5.7. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analyticka metoda, pii které jsou molekuly vzorku pfevedeny na
ionty a hmotnostni spektrometr métfi poméft jejich hmotnosti k ndboji a zaznamenava jejich
relativni intenzity. Tato metoda se pouziva pro stanoveni hmotnosti ¢astic, elementarniho
slozeni vzorku piipadné¢ molekul a k objasnéni chemické struktury. V této studii jsme se
zamg¢fili na posttranslaéni modifikace MST1 kinasy leukemickych bunék.

Po preciznim odbarveni gelu byly pasy vzorku MST1 kinasy vyfezany a pieneseny do
zkumavky, nasledné se n¢kolikrat promyly s 0,1 M 4-ethylmorfolinacetatem (pH 8,1) v 50%
acetonitrilu (AcN). Po Uplném odbarveni byl gel promyt deionizovanou vodou, dehydratovan
v AcN a poté opét rehydratovan v deionizované vodé€. Nasledn€ byl odstranén supernatant a
gel se nechal ¢aste¢né vysusit ve vakuovém koncentratoru RC10-10 (JOUAN). Kusy gelu se
poté rekonstituovaly Stépicim pufrem (50 mM 4-ethylmorfolinacetat; 10% AcN; 50 ng/ 1
trypsin). Nasledovalo celono¢ni §té€peni pii 37 °C, ze kterého se jsme ziskali tryptické peptidy.
Tyto peptidy se poté extrahovaly 10% AcN a 1% kyselinou octovou. Extrahované peptidy
byly vysuSeny ve vakuovém koncentratoru RC10-10 a separovany v 10 ul 5% AcN.

Pti analyze vzorki jsme pouzili nano reverzni fazové kolony (EASY-Spray kolona; 50
cm x 75pg ID; PepMap CI18; 2 um &astice; velkost porti 100 A). Analyza peptidd byla
provedena hmotnostnim spektrometrem Thermo Orbitrap Fusion (Q-OT-qIT; Thermo).
VSechny ziskané udaje byly analyzovany a kvantifikovany pomoci software MaxQuant (verze
1.5.3.8.) a vyhledavaciho pfistroje Andromeda, jez byl pouzit k nalezeni hmotnostniho
spektra lidské MST1 kinasy v databazi spekter.

Pozorovali jsme posttranslacni modifikace MST1 kinasy se zaméfenim zejména na

acetylace N terminalni domény, fosforylace (S,T) a N-acetylace (S,T).
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6. Vysledky

V ramci této diplomové prace jsem se snazila popsat vliv Shikoninu na pribéh bunécné
signalizace v leukemickych builkdch. Dale jsem se zame¢fila na MSTI kinasu, soucast
centralniho proteinového komplexu Hippo signalni drahy, ktery ve svém aktivnim stavu
sehrava dulezitou tumorsupresorovou ulohu, proto by v budoucnu mohl pfispét k efektivni
1é¢bé pacientd s leukemii. Daéle jsem pomoci hmotnostni spektrometrie sledovala

posttransla¢ni modifikace MST1 kinasy.

6.1. Kolorimetrické stanoveni koncentrace proteini

Stanoveni koncentrace proteinti cytosolickych frakci leukemickych Jurkat bunék bylo
provadéno metodou BCA. Z rovnice regresni linearni kalibracni pfimky pro zévislost
absorbance vzorkii BSA standardu na jejich zndmé koncentraci jsme byli schopni vypocitat
koncentraci naSich pouzitych vzorka viz Graf 1. Pocet stanovovanych vzorkl v této studii byl
12, kazdy vzorek jsme stanovovali celkem dvakrat, abychom dosahli co nejpfesnéjSich
vysledkli. Namétené hodnoty absorbanci kazdého vzorku byly zprimérovany aritmetickym
primérem a nasledné z této zprimérované hodnoty byla vypocitana vysledna koncentrace
proteinu. Vyslednd koncentrace byla pfepocitdna a ndsobena pouzitou hodnotou fedéni (5x).

Vysledky jsou popsané v Tabulce 14.

Graf 1. Zavislost absorbance od koncentrace.

Zavislost absorbance na koncentraci BCA

0,45

04 y = 0,1516x + 0,0807
0,35 R? = 0,9995
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

Absorbance A (nm)

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Koncentrace (mg/ml)
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Tabulka 14. Vysledky koncentrace vzorki proteint.

Vaorek Absorbance Koncentrace
(A=562 nm) mg/ml
2 hod Shikonin 0,143 2,1
4 hod Shikonin 0,141 1,9
6 hod Shikonin 0,129 1,6
2 hod Kontrola 0,169 2,9
4 hod Kontrola 0,181 33
6 hod Kontrola 0,181 33

6.2. Vysledky imunodetekce proteini

Pozorovali jsme vliv pfirodni latky shikonin v casovém intervalu na proteiny signalnich drah
v leukemickych buiikach. Shikonin inhibuje glykolysu a respiracni fetézec, coZ se projevuje 1
na urovni signalnich drah. Vzorky proteinli po pfenosu na nitrocelulosovou membranu byly
imunologicky detekovany a vizualizovany chemiluminiscen¢né. Vysledky poukazuji na velmi
vyrazny vliv shikoninu na jednotlivé signalni drahy v nadorovych bunkéch. Na Obrazku 9 je
vidét, jak shikonin ovliviiuje MSTT1 kinasu (60 kDa), protein Hippo signdlni drahy. Je ziejmé,
ze shikonin rychle aktivuje MST1 kinasu, kterd s rostoucim intervalem sklizeni ubyva
v celkové formé, zatimco v kontrolnich vzorkdch se vyrazné neméni. BohuZel jsme
nepozorovali piiristek 36 kDa fragmenti MST1, coz mohlo byt zptisobeno nedostatecnou

afinitou pouzité protilatky. Shikonin totiz béZné tvorbu fragmentti indukuje [47].
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Obrazek 9. Imunodetekce MST1

kinasy. Imunodetekce @ MSTI
kinasy po pfidani 2 uM shikoninu
zpracovana v ¢asovém intervalu
2hod, 4hod, 6hod a v jednotlivych
kontrolnich vzorcich bez ptidavku
shikoninu. Std.- standard, K-
kontrola, S- shikonin, jednotlivé

¢isla 2, 4, 6 oznacuji dobu sklizeni.

Na Obrazku 10 je vidét vliv shikoninu na dal$i protein Hippo signalni dréhy, protein

YAP (70 kDa). Z chemiluminiscen¢ni detekce pomoci vysoce citlivého substratu vidime

ibytek YAP v celkové formé s rostoucim asovym intervalem. Ubytek YAP je zpiisoben

pfedevsim aktivaci MST1 proteinu shikoninem. YAP je pravdépodobné fosforylovan a

nasledn¢ degradovan. Jeho pfitomnost v kontrolnich vzorcich je viditelna. Dvojité fragmenty

jsou zptisobené nespecifitou pouzité protilatky nebo posttranslacni modifikaci YAP proteinu.
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Obrazek 10. Imunodetekce YAP

proteinu.  Imunodetekce @~ YAP
proteinu po pifidani 2 uM shikoninu
zpracovana v Casovém intervalu
2hod, 4hod, 6hod a v jednotlivych
kontrolnich vzorkadch bez ptidavku
shikoninu.  Std.- standard, K-
kontrola, S- shikonin, jednotlivé ¢isla

2,4, 6 oznacuji dobu sklizeni.
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Na Obrazku 11 pozorujeme vliv shikoninu na protein ACTIN (40 kDa). ACTIN je

cytoskeletarni protein, ktery se konstitutivné exprimuje v buitkach. V tomto pfipadé nam

slouzi jako kontrola nanasky k ptedchazejici imunodetekci proteinu YAP. Jeho exprese je

piiblizné stejnd ve vSech Casovych intervalech a neni viditelny vyznamny ubytek v zddném

z pozorovanych vzorka. Exprese ACTINU neni ovlivnéna shikoninem.

ACTIN

kDa
250

150

100
75

ACTIN

Std 2K 4K 6K

25

as

65

Obrazek 11. Imunodetekce
cytoskeletarniho proteinu ACTIN.
Imunodetekce proteinu  ACTIN po
pfidani 2 uM shikoninu zpracovana
v ¢asovém intervalu 2hod, 4hod, 6hod a
v jednotlivych  kontrolnich vzorkach
bez ptidavku shikoninu. Std- standard,
K-kontrola, S- shikonin, jednotlivé ¢isla
2, 4, 6 oznacuji dobu sklizeni. *- signal

z predchoziho barveni.

Na Obrazku 12 pozorujeme vliv shikoninu na protein C-MYC (50 kDa). Detekce

poukdzala na ubytek proteinu v celkové formé& ve vSech vzorcich oSetfenych shikoninem.

Celkovy ubytek je zptisoben pravdépodobné aktivaci MST1 kinasy a fosforylaci YAP, jenz se

stava inaktivni. Shikonin inhibuje expresi proteinu C-MYC prosttednictvim Hippo signalni

drahy [47]. Kontrolni vzorky poukazuji na jeho vyskyt a expresi.
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Obrazek 12. Imunodetekce C-
MYC proteinu. Imunodetekce C-
MYC proteinu po piidéni 2 puM
shikoninu  zpracovana v ¢asovém
intervalu  2hod, 4hod, 6hod a
v jednotlivych kontrolnich vzorkéach
bez piidavku  shikoninu.  Sts-
standard, K-kontrola, S- shikonin,
jednotlivé Cisla 2, 4, 6 oznacuji dobu

sklizeni.

Na Obrazku 13 mazeme vidét vliv shikoninu na protein ACTIN (40 kDa). ACTIN nam

i vtomto ptipad¢ slouzil jako kontrola nanasky k predchéazejici imunodetekci proteinu C-

MYC. Exprese ACTINU je pfiblizn¢ stejnd ve vSech pozorovanych vzorcich a v kazdém

casovém intervalu. Viditelny ubytek proteinu ACTIN neni pozorovéan v Zadném vzorku.
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Obrazek 13. Imunodetekce
proteinu ACTIN. Imunodetekce
proteinu ACTIN po pfidéni 2 pM
shikoninu zpracovand v Casovém
intervalu  2hod, 4hod, 6hod a
v jednotlivych kontrolnich vzorkach
bez pfidavku shikoninu.  Std-
standard, K- kontrola, S- shikonin,
jednotlivé ¢isla 2, 4, 6 oznacuji dobu
sklizeni. *- signdl z pfedchoziho

barveni.
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Obréazek 14 znazortiuje vliv shikoninu na p-S6 kinasu (p-S6K; 60 kDa). Ubytek celkové
formy p-S6K plsobenim shikoninu je viditelny ve vSech vzorcich a je pravdépodobné
zpuisoben inaktivaci mTOR signdlni drahy. Dvojity fragment u kontrolnich vzorkl je

zpusoben nespecifitou protilatky nebo posttranslaéni modifikaci p-S6K kinasy.

p-S6K
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Obrazek 14. Imunodetekce S6 kinasy. Imunodetekce p-S6 kinasy po pfidani 2 pM
shikoninu zpracovand v ¢asovém intervalu 2hod, 4hod, 6hod a v jednotlivych kontrolnich
vzorkach bez ptidavku shikoninu. Std- standard, K-kontrola, S- shikonin, jednotlivé ¢isla 2, 4,

6 oznacuji dobu sklizeni.

Na Obrazku 15 vidime vliv pfidavku shikoninu na kinasu p-ERK (40 kDa). ERK je
soucasti RAS/RAF/MEK/ERK signdlni drdhy, p-ERK je jeho fosforylovana forma.
V kontrolnich vzorcich jsou viditelné fragmenty v oblasti 40 kDa, zatimco vzorky
s ptidavkem shikoninu poukazuji na jeho pfitomnost. Shikonin zfejmé inhibuje fosfatasy,
které¢ jinak p-ERK defosforyluji, proto jsme ho v kontrolnich vzorcich nebyli schopni
detekovat. Vlivem shikoninu dochdzi k inhibici fosfatas a p-ERK zlstava fosforylovan, a

proto je detekovatelny pomoci imunodetekce.
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Obrazek 15. Imunodetekce kinasy p-ERK. Imunodetekce p-ERK po pifidéni 2 pM
shikoninu zpracovand v ¢asovém intervalu 2hod, 4hod, 6hod a v jednotlivych kontrolnich
vzorkach bez ptidavku shikoninu. Std- standard, K-kontrola, S- shikonin. Cisla 2, 4, 6

oznacuji dobu sklizeni. *- signdl z predchoziho barveni.

6.3. Vysledky imunoprecipitace MST1 kinasy

Imunoprecipitace proteinu MST1 pies Protein PLUS G- Agarosu nebyla velmi U¢inna. Na
Obrazku 16, ziskaného chemiluminiscenéni imunodetekci, miZeme pozorovat pii velikosti
60 kDa fragment, ktery patii MST1 proteinu, ale neni dostate¢ny pro naslednou detekci
pomoci barveni Coomassie™ Brilliant Blue. Také je mozné vidét velky pocet nespecifit, ta
nejvetsi je v oblasti 50 kDa. Jedna se pravdépodobné o tézky fetézec protilatky IgG. Kontrolni

vzorky neobsahovaly pfidanou protilatku.
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Obrazek 16. Imunodetekce MST1 Kkinasy.

MST1 KONTROLA

-

Vzorky ziskané imunoprecipitaci pies Protein
PLUS G-Agarosu. V oblasti 60 kDa je viditelny
slaby  fragment MSTI1 kinasy. Kontrola

predstavovala vzorek bez ptidavku protilatky.

6.4 Vysledky imunoprecipitace pres magnetické kuli¢ky

Kwvili nizké uéinnosti metody precipitace MST1 kinasy ptes Protein PULS G- Agarosu jsme
se rozhodli pouzit jinou metodu, imunoprecipitaci pfes magnetické kulicky s kovalentné
navazanou protilatkou proti MST1 proteinu. Tato metoda vykazovala vysokou miru uc¢innosti,
viz Obrazek 17 a Obrazek 18. Obrazek 17 reprezentuje vzorek s pfidanym shikoninem,
Obréazek 18 reprezentuje kontrolni vzorek bez piidavku shikoninu. Na obou obrazcich
pozorujeme na gelech prouzek v oblasti 60 kDa, ktery reprezentuje MST1 kinasu. Oba
prouzky MST1 byly pouzity pro analyzu hmotnostni spektrometrii.

Obrazek 17, Gel pro vzorek MST1 se

St A8 td K shikoninen. Na obrdzku pozorujeme
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6.5. Vysledky hmotnostni spektrometrie

Prostfednictvim analyzy hmotnostni spektrometrie jsme ziskali udaje o modifikacich v

sekvenci MST1 kinasy. Pozorovali jsme posttranslacni modifikace se zaméfenim zejména na

acetylace N termindlni domény,

spektrometrie obsahovaly hlavné fosforylace Sa T, viz Tabulka 15. Pokryti proteinové

sekvence v obou vzorcich bylo 78 %.

fosforylace (S,T) a N-acetylace (S,T). Vysledky

Sekvence aminokyselin vzorku MST1 kinasy s pfidavkem Shikoninu

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451

Sekvence aminokyselin kontrolniho vzorku MST1 kinasy bez pridavku Shikoninu

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451

METVQLRNEFE
ETGQIVAIKD
VMEYCGAGSV
EAGNILLNTE
YNCVADIWSL
SDNFTDFVEQ
KLEROQESQOR
ANTMIEHDDT
OKEKENQINS
LDPMMEQEIE

METVQLRNEE
ETGQIVAIKD
VMEYCGAGSV
FAGNILLNTE
YNCVADIWSL
SDNFTDFVEQ
KLERQESCQOR
ANTMIEHDDT
OKEKENQINS
LDPMMEQEIE

RROLEKLDED
VPVESDLQEI

SDIIRLRNET
GHARLADFGV
GITAIEMAEG
CLVESEEQRA
EVDQDDEENS
LPSQLGTMVI

FGKSVPGPLK
EIRDQEYQSER

SLTRQPEEVF
IKEIS IMQQC
LTEDEIATIL
AGQLTDTMAK
FPPYAD IHFM
TATQLLOHPF
EEDEMDSGTM
NAEDEEEEGT
NSSDWKIPQD
QPILDAIEAK

DVLEKLGEGS
DSPHVVKYYG
QSTLEGLEYL
ENTVIGTEFW
RAIFMIPTNP
VRSAEGVIIL
VRAVGDEMGT
MKRRDETMQP
GDYEFLKSWT
FRROQONF

RROLFRILDED SLTRQPEEVF DVLERKLGEGS

VPVESDLQEI
SDIIRLRNKT
GHAKLADFGV
GITLIEMAEG
CLVESPEQRA
EVDQDDEENS
LPSQLGTMVI
FGKSVPGPLK
EIROEYQSER

IKEIS IMQQC
LTEDEIATIL
AGQLTDTMAK
FPPYAD IHFM
TATQLLOHPF
EEDEMDSGTM
NAEDEEEEGT
NSSDWKIPQD
QPILDAIEAK
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DSPHVVKYYG
QSTLEKGLEYL
ENTVIGTEFW
RAIFMIPTNP
VRSARGVSIL
VRAVGDEMGT
MKRRDETMQP
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FRROQONF

YGSVYKRATHE
SYFRNTDLWI

HFMRFEIHEDI
MAPEVIQEIG
FPPFTFRRFELW
EDLINEAMDWV
VEVASTMTDG
AKPSFLEYFE

VEDLOFRLLA

YGSVYKATHE
SYFENTDLWI

HFMRFEIHERDI
MAPEVIQEIG
FFTFRRFELW
EDLINEAMDWV
VEVASTMTDG
ARPSFLEYFE

VEDLOQRRLLA



Tabulka 15. Shrnuti fosforylovanych S/T mist MST1 kinasy.

Vzorek MST]1 kinasy s pridavkem shikoninu | Kontrolni vzorek MST1 kinasy
FOSFORYLACE FOSFORYLACE
S43 T177

T177 S320

S320 T340

T340 T380

T380 T387

T387 S410

S410 S422

S414 S438

S422

Z vysledkl je patrné, ze oba vzorky maji pomérné velky pocet stejnych fosforylacnich
mist. Vzorek MST1 s ptidavkem shikoninu se liSil fosforylaci na S43 a S414. Shikonin

indukoval defosforylaci S438 v porovnani s kontrolnim vzorkem.
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7. Diskuse

Nédorové onemocnéni je velmi ¢asto doprovazeno deregulaci signdlnich drah, které buitkdm
poté poskytuji urcité proliferacni vyhody. Pfirodni latka Shikonin inhibuje glykolysu a
respiracni fetézec, coz se projevuje na urovni proteinovych signalnich drah.

Na Obrazku 9 muzeme pozorovat v oblasti 60 kDa fragment MST1 kinasy. Jeji ubytek
v ¢ase ve vzorkach osetienych shikoninem byl zplsoben Stépenim béhem jeji aktivace.
Aktivovanda MSTI1 kinasa dale fosforyluje proteiny, jez maji proapopticky, ale i
antiapoptoticky ucinek, které jsou fosforylaéné inhibovany. Shikonin se projevil jako mozna
latka indukujici apoptosu v nddorovych buiikach aktivaci Hippo signalni drahy.

Na Obrazku 10 je mozné vidét v oblasti 70 kDa YAP protein. Fragmenty jsou viditelné
v kontrolnich vzorcich. Vzorky osetiené shikoninem zaznamenaly jeho celkovy pokles. Tento
ubytek je pravdépodobné zpusoben aktivaci MST1 kinasy indukované shikoninem, YAP je
fosforylovan a nasledné degradovan.

Vliv shikoninu na cytoskeletarni protein ACTIN je zndzornén na Obrazku 11 a Obrazku
13. V obou piipadech se fragment ACTINU v oblasti 40 kDa neménil ani v kontrolnim
vzorku, ani ve vzorku s piidavkem shikoninu. Fragment byl konstitutivné exprimovan a
slouZil jako kontrola nanaSky pro ostatni imunopienosy.

Na Obrazku 12 pozorujeme v oblasti pfiblizn€ 50 kDa ubytek celkové formy proteinu
C-MYC ve vzorku s piidavkem shikoninu. Ubytek je zptisoben pravdépodobné aktivaci
MSTI kinasy a fosforylaci YAP, ktery se stava inaktivni a netranslokuje se do bun&cného
jé&dra, kde jinak ovliviiuje expresi proteinu C-MYC. Shikonin inhibuje expresi proteinu C-
MYC prosttednictvim Hippo signalni drahy.

Na Obrazku 14 v oblasti 60 kDa pozorujeme ve vSech vzorcich oSetfenymi shikoninem
celkovy ubytek fosforylované formy S6 kinasy, kterd je soucdsti mTORC2 signalni drahy.
shikonin nejspiSe inaktivuje mTORC?2 signalni dréhu, a tak 1 p-S6 kinasu.

Obrazek 15 charakterizuje vliv shikoninu na protein p-ERK. V oblasti 40 kDa
v kontrolnim vzorku nepozorujeme 7adny signal, zatimco u vzorku se shikoninem je
viditelny. Shikonin inhibuje fosfatasy, které jinak p-ERK defosforyluji, a proto jsme ho
v kontrolnim vzorku zfejmé nebyli schopni detekovat. p-ERK u vzorku se shikoninem zstava
fosforylovan a schopny imunodetekce.

Obrazek 16 znazoriiuje vysledek imunoprecipitace MST1 kinas prostfednictvim Protein

PLUS G-Agarosy. Tato imunoprecipitace nebyla velmi ucinna, protoze mnozstvi MSTI
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proteinu bylo malé a nestacilo pro detekci MST1 barvenim Coomassie™ Brilliant Blue.
V oblasti 50-60 kDa jsou zietelné velké nespecifity, které by pii dalsi detekci mohly
zkreslovat udaje. Pravdépodobné se jednalo o fragment protilatky IgG.

Hmotnostni spektrometrii jsme se snazili identifikovat posttranslacni modifikace
v prub¢hu plisobeni shikoninu na leukemické buiiky. Vysledky v Tabulce 15 poukazuji na
velky pocet stejnych fosforyla¢nich mist v obou vzorcich.

T177 je pravdépodobné autofosforylovan a mohl by napomoci v aktivaci MST1 kinasy.
V takovém piipad¢ je aktivace nejspiSe blokovana dalSimi posttranslacnimi modifikacemi
[101]. T340 je fosforylovan CHK1 kinasou a pravdépodobné ma inhibicni efekt [102]. T380
je autofosforylovan a sehrava dulezitou tlohu pro vazbu adaptorového proteinu MOB1 [103].
S320 je fosforylovan CHK1 kinasou, tato fosforylace zptsobi inhibici aktivity MST1 [104]
GSK3 kinasa fosforyluje S410 a NEK6 kinasa fosforyluje S422. Konecny efekt téchto
fosforylaci je inhibi¢ni [105]. T387 je fosforylovan AKT kinasou, tato posttranslacni
modifikace ma také spise inhibi¢ni efekt [106].

Pouze v kontrolnim vzorku bylo mozné pozorovat fosforylaci S438. Tato fosforylace je
zpisobena aktivitou mTORC?2 signélni drahy [107]. Shikonin inhibuje mTORC2 signalizaci,
coz je viditelné 1 na Obrazku 14, popisujici p-S6 kinasu, ktera je jednou z efektorovych kinas
mTOR signalizace. Pravé tato defosforylace S438 u vzorku oSetfeného shikoninem miize
pfedstavovat mozny aktivacni mechanismus MST1 kinasy.

Mechanismy zpusobujici fosforylaci S43 a S414 nejsou znamy, piestoze tyto
modifikace byly jiZ popsany v databazi PhosphoScan. Na zaklad¢ naSich vysledki je mozné
pouze usuzovat aktivacni potencial téchto modifikaci. Muze zde byt spojitost s ERK
signalizaci (kterd se aktivuje shikoninem, viz Obrazek 15), nebo naopak s inhibici

specifickych fosfatas (moZzny mechanismus aktivace ERK kinasy).
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8. Zavér

Prostfednictvim série imunopienost se nam podafilo potvrdit aktivacni vliv piirodni latky
shikonin na ERK kinasu a MST1 kinasu a jeho inhibi¢ni vliv na mTOR signélni drdhu. Pies
imunoprecipitaéni metody jsme vyizolovali MST1 kinasu a pomoci hmotnostni spektrometrie
jsme urcili jeji posttranslacni modifikace. Fosforylace S438 kontrolnich vzorki je
pravdépodobné zptisobena mTORC2 signélni drahou. Defosforylace zbytku S438 u vzork
oSetfenych shikoninem pravdépodobné ptedatvuje mozny aktivacni mechanismus MST1

kinasy.
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