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1 UVOD A CILE PRACE

vvvvvv

kone¢nou funkci i vzhled. Zvlasté u stievnich bun€k probiha tento proces v fadu dni,
je relativné rychly a musi byt dobfe koordinovany. Proto zde hraje roli mnoho signalnich
drah, mezi které patii i vybrand PI3K. Zndmé jsou piedevsim jeji dysregulace, které
se podili na vzniku napf. nadorovych onemocnéni. Jeji ptisobeni na bunééné procesy ale
nikdy neni samostatné, vzdy je zde propojeni s dalSimi signalnimi nebo metabolickymi
drahami. Méné prozkoumana interakce mezi PI3K a solubilni epoxid hydroldzou (SEH)
je tedy vyzvou a mize osvétlit nejenom jejich spoleéné plsobeni na diferenciaci stfevnich
bungk, ale i mozné vyuziti této interakce v praxi.

Diplomové prace navazuje na vysledky mé vlastni bakalarské prace, ve které bylo
zjisténo ovlivnéni diferenciace stfevnich bun¢k sEH. Inhibice tohoto enzymu totiz
v diferencovanych bunkach HT-29 snizuje expresi villinu, jednoho z proteint podilejicich
se na vystavbé mikroklkt. Pro zjisténi propojeni PI3K signalni drahy se sEH byly vybrany
proteiny fosforylovany Akt a PTEN. Pro jejich detekci bylo nejdiive potieba provést
optimalizaci primarnich protilatek proti témto proteinim pomoci nékolika metod
(imunocytochemicke barveni, In-Cell ELISA a Western blot). Imunocytochemickym
barvenim byla ovéfovana piedpoklddand subcelularni lokalizace proteinii v buiikach
nadorové bunééné linie HT-29. Pro metodu In-Cell ELISA bylo vybrano n¢kolik fedéni
pro ob¢ primarni protilatky. Western blot byl proveden pro ovéfeni exprese obou proteinti
v nediferencovanych a diferencovanych buikach. Po optimalizaci byla provedena
In-Cell ELISA s vybranymi fedénimi primarnich protilatek a méfena relativni exprese
fosforylovaného Akt a PTEN v nediferencovanych a diferencovanych buiikdch HT-29,
které byly ovlivnény inhibitorem solubilni epoxid hydroldzy. Experimentalni c¢ast
je doplnéna teoretickou casti, ktera dale osvétluje probirané téma, pomahé zorientovat se

ve studované problematice a mapuje dosud znamé informace.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Histologicka stavba stieva

2.1.1 Tenké stievo

Tenké stifevo (intestinum tenue) je dulezity organ travici soustavy, ve kterém dochazi
k vstiebavani vétsiny zivin z potravy. Je Siroké 3—4 cm, dlouhé 3-5 m a sklada se ze tii
¢asti: dvanactniku (duodenum), la¢niku (jejunum) a kycelniku (ileum). Jejunum a ileum
jsou piipojeny pomoci okruzi (mesenterium) k zadni sténé btisni dutiny. Sténa tenkého
stteva ma Ctyfi vrstvy, stejné jako zbytek Casti travici soustavy. Tyto vrstvy jsou
od prasvitu (lumen) stieva smérem ven: sliznice (tunica mucosa) skladajici se z vrstvy
epitelu, slizniéniho vaziva (lamina propria mucosae) a slizniéni svaloviny
(lamina muscularis mucosae), podslizni¢ni vazivo (tunica submucosa), svalovina
(tunica muscularis) a vbiisni dutiné povrchova vrstva serdza (tunica serosa).
V podslizni¢nim vazivu se nachazi jedna Z nervovych pleteni
(plexus submucosus Meissneri) a cévni zasobeni. Svalova vrstva je z hladké svaloviny
a déli se na obtacejici (stratum circulare) a podélnou (stratum longitudinale), mezi nimiz
se nachazi druh& nervova pleten (plexus myentericus Auerbachi). Povrch serézy je kryty
jednovrstevnym plochym epitelem — mezotelem. Sliznice stfeva je zprohybana v pii¢né
fasy (plicae circulares), je ¢lenéna na klky (villi intestinales) a Lieberkihnovy krypty
(glandulae intestinales). Klky slouzi ke zvétSeni povrchu stieva. V duodenu se také
ve sliznici a podslizniénim vazivu nachazeji Brunnerovy Zlazy, které produkuji alkalicky

hlen, ktery neutralizuje chymus piichazejici ze zaludku (Cihak, 2002; Mescher, 2016).

2.1.2 Tlusté stievo

Tlusté stievo (intestinum crassum) je jedna z dilezitych ¢asti organismu tykajici se vyzivy,
rovnovahy iont a vody, a vyluCovani. Je dlouhé 1,3-1,7 m a Siroké 4-7,5 cm. Sklada se
ze slepého stfeva (caecum) s Cervovitym vybézkem (appendix vermiformis), tra¢niku
vzestupného, pti¢ného, sestupného, a esovité klicky (colon ascendens, transversum,
descendens, et sigmoideum), kone¢niku (rectum) a anédlniho kanalu (analis canalis). Sténa
tlustého stieva se stejné jako dalsi ¢asti travici trubice sklada ze sliznice, kterd se sklada
z epitelu, sliznicniho vaziva a sliznicni svaloviny, podslizni¢niho vaziva, ve kterém
se nachdzi také podslizni¢ni nervova pleten s cévnim zdsobenim, svalové vrstvy délici
se na cirkuldrni a podélnou, mezi nimiz je uloZena myentericka nervova pleten, a ser6zy

nebo adventicie (tunica adventitia). U tlustého stifeva se sliznice a podslizni¢ni vazivo
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uspotfadava v cirkularni fasy (plicae semilunares), jejichz poloha se mize ménit kvuli
pfechodnym kontrakcim svaloviny. Na povrch sliznice usti velké mnozstvi
Lieberkihnovych krypt (Obr. 1). Na rozdil od tenkého stfeva nema sliznice klky. Podélna
vrstva svaloviny tra¢niku se déli do tfi 810 mm tlustych pruhd zvanych taeniae coli
(t. libera, t. mesocolica, t. omentalis). Kontrakcemi taenii vznikaji pohyby stfeva,
které vytvari oddily zvané haustra coli a tento pohyb stiev se nazyva haustrace.
Na povrchu tlustého stieva se pod pobiisnici nebo adventicii nachazi vazivo s tukovymi
buikami, které tvoii u taenii tukové piivésky (appendices epiploicae) (Cihak, 2002;
Lillmann-Rauch, 2012; Malinsky et al., 2018; Mescher, 2018).

tukové privésky
} haustra
—— tenké stirevo

koneénik

vyusténi krypt

| taenia
<o

/

appendix

sliznice

e ) am’ll’ni
kanal

poharkové bunky

krypty

svalovina sliznice $ _—
—— pobiisnice

podslizni¢ni vazivo

podélna svalovina
cirkularni svalovina

Obrazek 1: Tlusté stievo s detailem jeho stény (upraveno dle Encyclopaedia Britannica:

https://www.britannica.com/science/large-intestine; stazeno 10. 9. 2020).
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2.1.3 Buiiky stfevniho epitelu

Sliznici stfeva kryje jednovrstevny prizmaticky (cylindricky) epitel, ktery obsahuje né€kolik
typi bunck. V tenkém stfevé mezi tyto bunky patii enterocyty, poharkové builky,
enteroendokrinni buniky, Panethovy buiikky a M bunky. Klky slouzi ke zvétSeni povrchu
stfeva, na kterém dochazi k enzymatickému rozkladu zivin z potravy a jejich vsttebavani
do krve. Enterocyty, které se na klcich nachazi, maji na svém apikdlnim povrchu
mikroklky, které jest¢ vice zvétSuji povrch stfeva. Tyto mikroklky jsou pravidelné

uspotradané a vytvari kartacovy lem (Obr. 2).

Portalni zila

Priisvit stieva Mikroklky

do jater

Mizni
C\\‘v céva
1 Prisvit
|| stieva |
J
1

Svalovina
Kiky

Strevo

Obréazek 2: Enterocyty s mikroklky a jejich umisténi ve stievé (upraveno dle University
of Waikato: https://www.sciencelearn.org.nz/images/2259-villi-in-the-small-intestine;
stazeno 26. 11. 2020).

Enterocyty jsou dilezitymi bunikami pii absorpci zivin z potravy. K enzymim
nachazejicim se v kartaCovém lemu patii disacharazy, které S$tépi disacharidy
na vstfebatelné monosacharidy, peptiddzy Stépici rizné dlouhé peptidy na jednotlivé
aminokyseliny, nukleazy Stépici nukleové kyseliny, a lipaza, ktera rozklada
monoacylglyceroly na glycerol a mastné kyseliny. Poharkové buinky produkuji hlen
obsahujici mucin (glykoprotein), ktery vytvafi ochrannou vrstvu pifed mechanickym
poskozenim. Panethovy bunky se nachazi na dné Lieberkithnovych krypt pod Urovni

kmenovych bunék, maji tedy nezanedbatelny vliv na prostfedi v kryptach a jsou soucasti
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nespecifické imunity. Jako exokrinni bunky produkuji defenziny, lysozym a fosfolipazu
A, které ni¢i neptatelské mikroorganismy. M (membranové) buiky jsou dalsi bunky, které
se ucastni imunitnich procest ve stfevé. Nachazi se na povrchu Peyerovych plati a jsou
schopny pomoci endocytozy pienést antigen ke kompetentnim bunikam v jejich blizkosti
jako lymfocyty a dendritické bunky. Déle se v epitelu nachdzi razné typy
enteroendokrinnich bun¢k, které se vyskytuji v riiznych Céstech travici soustavy a jsou
zodpovédné za produkci urcittho hormonu. V tenkém stfevé se jedna o D bunky
(produkuji somatostatin), I buiniky (cholecystokinin), K bunky (Zalude¢ni inhibi¢ni
polypeptid), Mo buiiky (motilin), N bunky (neurotensin) a S bunky (sekretin).
(Mescher, 2016).

V tlustém stieveé je epitel tvofen kolonocyty, pohdrkovymi buiikkami a menSim
mnozstvim enteroendokrinnich bunék. Kolonocyty jsou vysoké cylindrické buiky
s nepravidelnymi mikroklky, které se nachazi na povrchu stieva i v kryptach. Nachazi
se zde rozs§itené mezibunécné prostory, které vstiebavaji vodu, coz zptisobuje zahustovani
stolice. Proces vstiebavani vody je fizen aldosteronem. Diky této resorpci se vstieba 1,5 1
denné spole¢né s ionty Na* a CI. Né&které kolonocyty v kryptach v8ak mohou i vodu
vylucovat. V tlustém stievé je zvySeny pocet poharkovych buné€k, které se daji fadit mezi
sekre¢ni epitel jako jednobunééné zlazy, protoze vylucuji muciny, které tvoii silnou
hlenovou vrstvu a chrani epitel proti bakteriim 1 mechanickému poSkozeni. Zastupci
enteroendokrinnich bunék v tlustém stievé jsou EC bunky produkujici serotonin
a substanci P stimulujici stfevni motilitu. Dale pak L buiiky produkujici GLP-1 (peptid
podobny glukagonu) pro sekreci inzulinu a peptid YY pro resorpci vody a elektrolyta.
EC a L buiiky se nachazi také v tenkém stievé (Cihak, 2002; Young et al., 2006;
Lillmann-Rauch, 2012; Mescher, 2018).

2.1.4 Obnova bunék stievniho epitelu

Buniky stfevniho epitelu patfi k nejrychleji se obnovujicim buiikdm v lidském téle.
Vyzkum v této oblasti zapocal v 70-80. letech 20. stoleti od vyvoje modelt stfevniho
epitelu a kmenovych bunék po molekularni markery. Zivotnost vétsiny stievnich bundk
je cca 6 dnd, Panethovy buiikky se obnovuji po 3—6 tydnech. VSechny stfevni bunky
pochézi z kmenovych bunék, které se nachazi u dna Lieberkiihnovych krypt. Vedle
kmenovych bunék oznaCovanych jako LGRS+ (leucine-rich repeat containing
G protein-coupled receptor 5) se v kryptach nachazi +4 kmenové bunky (pozice 4 ode dna

krypty), které pii poSkozeni vytvari nové LGRS+ buiky. Kromé& kmenovych bunék
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se v kryptach tenkého stfeva nachazi Panethovy bunky a dochazi mezi nimi
ke komunikaci. Z Panethovych bunék zde vychdzi bunécna signalizace, kterd ovliviiuje
¢innost kmenovych bun€k ohledné jejich déleni az po distribuci zivin. V kryptach tlustého
stteva kmenové bunky ovliviwuji zvlastni typy poharkovych bunc¢k (CD24+, KIT+)
(Barker, 2014; Spit et al., 2018). Obnova bun¢k stfevniho epitelu zac¢ina u dna krypt.
Cast krypty s kmenovymi buiikami se nazyva nika (niche), jako seskupeni vice kmenovych
bunék (pravdépodobné 7-12), které¢ se deli a produkuji tak proliferativni TA (transit
amplifying) bunky. Tyto buriky se cca tiikrat déli a béhem tohoto procesu je rozhodnuto,
jestli se dale vydaji cestou diferenciace v absorpéni nebo sekre¢ni buriky. Bunky migruji
z krypt az k povrchu stieva (Obr. 3) a na vrchol klku, kde dochazi k apoptdze. Typ této
programované bunééné smrti se nazyva anoikis (fecky vyznam ,,byt bez domova“) a bunky
jsou timto zpusobem odlucovany ze sliznice ztratou spojeni s extracelularni hmotou.
Panethovy bunky pochdzi ze sekrecné determinovanych TA buné¢k, které se diferencuji
smérem ke dnu krypty, kde diferencované zlstavaji (Frisch et Francis, 1994;
Lillmann-Rauch, 2012; Barker, 2014).

Prusvit stieva

Proliferace

o . \_ Intestinalni
Bazalni membrana kmenoveé buiiky

Obrazek  3:  Schéma  Liberkithnovy  krypty a  diferencovani  bunck
(upraveno dle Dutton et al., 2019).
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2.2 Studium bunécné diferenciace

Studium diferenciace je neodmyslitelné spjato se studiem kmenovych bunék. Poprvé byla
prokazana existence stfevnich kmenovych bunék v roce 1970 Chengem a Leblondem,
ktefi experiment provadéli na mysich. DalSim objevem bylo v roce 2007 zjisténi, ze bunky
na dné stfevnich krypt exprimuji LGR5+, ktery se stal markerem stfevnich kmenovych
bun¢k (Buczacki, 2019). Studium diferenciace si vyzaduje efektivni modely, mezi které
patii pfedev§im bunééné linie z organi nebo nadorid. Pouziti riznych bunéénych linii vSak
muze mit limity, metabolismus a reakce bun¢k nemusi odpovidat skutecnému prostiedi

v organismu. Mezi komplexné&jsi modely patii organoidy, které jsou vsak ¢asové i finanéné

naro¢néjsi nez nadorové bunééné linie.

2.2.1 Buné¢né linie

Pro studium bunééné diferenciace i dalSich bunécnych procesti se nejcastéji pouzivaji
bunééné linie pro svoje relativné jednoduché péstovani, cenovou dostupnost a Siroky
vybér. Bunééné linie mohou byt primarni, tj. pochédzet ptimo z organu, anebo sekundarni,
pochézejici z nadort tohoto organu. Nadorové bunééné linie jsou snadno dostupné, a proto
existuje mnoho druhti a verzi. Prvni nddorovou bunécnou linii byly HeLa buiky ziskané
v roce 1952. Jako prvni nadorova bunééna linie tlustého stieva byla linie HT-29 odvozena
od adenokarcinomu tlustého stfeva vroce 1964 (Simon-Assmann et al., 2007;
Mescher, 2018).

V kryptach stfev dochazi Casto k maligni transformaci bunék, proto je vétSina
buné&¢nych linii téchto organt ziskana praveé z nadort. Nadorové stievni linie bunek se déle
déli na spontanné diferencujici a indukéné diferencujici. Mezi nejastéji spontanné
diferencujici patfi nadorova linie Caco-2. Pochézi z adenokarcinomu tlustého stieva
a diferencuje se v bunky absorpéni. Ke spontanni diferenciaci dochazi pii kultivaci bunék
po dosazeni konfluence. Jejich diferenciace vSak miiZze byt indukovana také butyratem
sodnym. Mezi dalsi linie odvozené od adenokarcinomu tlustého stfeva patii SW480 nebo
LS174T (Pereira et al., 2016).

V experimentéalni ¢asti této prace byla pouzita indukéné diferencujici nddorova
bunécna linie HT-29. Linie obsahuje buiiky s epitelialni morfologii a nachédzi se zde mensi
mnozstvi poharkovych bunék tvoficich mucin. Buiky této bunééné linie nesou mutaci
gent APC, TP53 a BRAF (Pereira et al., 2016). Pro indukci diferenciace byl pouZit butyrat
sodny (NaBt), ktery funguje jako inhibitor histondeacetylaz (HDAC). Normalni stfevni

bunky jej produkuji anaerobni fermentaci vlakniny, ze které vznikaji rizn€ dlouhé fetézce
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mastnych kyselin. Ctyfuhlikaty NaBt je jejich nejvyznamné&jsi zastupce. U stfevnich bunék
funguje jako zdroj energie, udrzuje spravné pH a indukuje proliferaci a rust bunck.
U bunéénych linii nadorovych bun¢k vsak NaBt pozastavuje bunéény cyklus, indukuje
diferenciaci a apoptézu. K diferenciaci mohou byt pouzity i dalsi latky jako forskolin,
metotrexat, nebo pouha zaména glukézy za galaktozu v kultivatnim médiu
(Cohen et al., 1999; Martinez-Maqueda et al., 2015). Bylo prokazano, ze HT-29 je vhodna
pro experimentalni pouziti pfi studiu exprese CYP (cytochrom P450) epoxygendz i sEH
(solubilni epoxid hydroldza) a diferenciace stfevnich bunék (Byun et al., 2011;
Rysavka et Kohutkova, 2018; Cizkova et al., 2020).

2.2.2 Dalsi modely

Kromé bunéénych linii, které se vétSinou péstuji v 2D uspotadani na plastovém povrchu,
se zacalo pouzivat i 3D uspotadani, které by mohlo 1épe odpovidat redlnym podminkam
Vv prostiedi organismu. Tato 3D uspotfadani jsou zaloZena na vytvéfeni sferoidnich utvari,
nebo pouziti opory ve formé hydrogeli a biomateridlii. Mezi dal§i modely studia
diferenciace mohou patiit organoidy, které vznikaji z odebrané tkan¢ pacienta,
nebo nadoru, ze kterych se péstuje zmensena verze tohoto organu nebo novotvaru. Vytvaii
tak pravdépodobné lepsi architektonickou strukturu studovaného epitelu, ale stale u nich
chybi interakce s buitkami mezenchymu, které tvoii entericky nervovy systém, cévy,
imunitni buiky, anebo chybi interakce s mikroorganismy (Pereira et al., 2016;
Lee et al., 2020).

2.3 Solubilni epoxid hydrolaza

Solubilni epoxid hydrolaza (sEH) je enzym u cloveéka kodovany genem EPHX2
na chromozomu 8 (8p21.2-p21.1) (Morisseau et Hammock, 2013; UCSC Browser, 2013).
Byl identifikovan v roce 1976 pii studiu lipidovych epoxidii a juvenilnich hormond,
a poprve izolovan vroce 1993 (Hammock et al., 1976; Beetham et al., 1993). Je to
homodimer o molekulové hmotnosti 125 kilodaltont (kDa), jehoz dvé domény propojené
prolinovym linkerem na kazdém monomeru maji rizné funkce. Na C-konci se nachazi jeji
epoxid hydrolazova aktivita (EC 3.3.2.10) a na N-konci fosfatazova aktivita (EC 3.1.3.76)
(Morisseau et Hammaock, 2013) (Obr. 4).
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Obrazek 4: 3D  struktura sEH (A) monomeru, (B) homodimeru

(upraveno dle Domingues et al., 2020).

Enzym se nachazi v riznych tkanich, od mozku az po stieva a ledviny. Ve vétSim
mnozstvi se nachdzi ve stfevech, jatrech, ledvinach, mozku a cévach. Niz§i exprese
se nachazi v plicich, sleziné a varlatech (Norwood et al., 2010). Krom¢ normalnich
zdravych tkani je exprese SEH popséna také v nadorech tlustého stéeva, ledvin a varlat,
na druhou stranu niz§i exprese byla v nddorech jater nebo slinivky (Hu et al., 2018).
V bunkach se sEH nachazi v cytosolu, a také v peroxizomech. Substraty tohoto enzymu
jsou epoxyeikosatrienové kyseliny (EETs, Ca0Hs203) (Obr. 5), které jsou generovany
z kyseliny arachidonové (all-cis-5,8,11,14-eikosatetraenova kyselina, C20H3202) cytochrom
P450 (CYP) epoxygenazami (rodiny CYP2C a CYP2J). Ctyfi vzniklé regioizomery
(5,6-, 8,9-, 11,12- a 14,15-EET) jsou sEH dale metabolizovany na dihydroxyeikosatrienové
kyseliny (DHETS, C20H3404), které jsou charakterizovany niz$i reaktivitou nez jejich
a vazodilata¢ni ucinky, aktivuji EGFR (epidermal growth factor receptor), zpusobuji
vypusténi rustového faktoru, ktery aktivuje Akt v PI3K signalni draze a indukuje expresi
cyklinu DI. Toto vede k proliferaci endotelialnich bunék in vitro a k angiogenezi
(Ruth Michaelis et al., 2003; Yang et al., 2007; Bellien et Joannides, 2013;
Hu et al., 2018). Krom¢ EETs slouzi jako substraty sEH také epoxyeikosatetraenové
kyseliny (EEQs), které vznikaji z eikosapentanové kyseliny, a epoxydokosapentaenové
kyseliny (EDPs), které vznikaji z dokosahexanové kyseliny (DHA). Tyto substraty sEH
také metabolizuje na dioly (Newman et al., 2005; Morisseau et Hammock, 2013;
He et al., 2015).
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Obréazek 5: Metabolismus kyseliny arachidonove, epoxyeikosatrienovych kyselin (EETS)
a jejich vysledné dioly (upraveno dle Zhang et al., 2014).

2.3.1 Role solubilni epoxid hydrolazy v diferenciaci stievnich bunék

Potencialni roli sEH v diferenciaci stfevnich bunék naznaduje exprese tohoto enzymu
ve vzorcich embryondlniho a fetalniho stfeva, stejné jako tkani dospélych jedinct. Jak bylo
zminéno vyse, v kryptach stfeva se nachéazi buniky nediferencované, zatimco na apikalni
casti klka (v pripad¢ tenkého stfeva) nebo na luminalnim povrchu (v ptipadé tlusteho
stteva), se nachazi builkky diferencované. Pomoci imunohistochemického barveni
bylo prokazano, Ze exprese sEH nartista podle osy krypta-klk (Cizkova et al., 2016).
Toto rozloZeni exprese bylo nezavislé na véku a typu stievni tkdn€. Nartst exprese sEH
byl prokazan také u bunénych linii HT-29 a Caco-2 diferencovanych in vitro
(Cizkova et al., 2020).

Potencionalni vliv solubilni epoxid hydrolazy na diferenciaci stfevnich bunck
byl také studovan v ramci mé bakalaiské prace (Koubova, 2019) a publikovan v praci
Cizkova et al. (2021). Uginky sEH byly testovany pouzitim inhibitoru s ndzvem TPPU,
ktery byl pouzit ve dvou riznych koncentracich (1uM a 10uM). Pro tento experiment byly
pouzity diferencované, nediferencované a diferencujici buiky HT-29. Ve zminénych
pracich bylo prokazano, ze sEH ovliviiuje diferenciaci bunék méfenim exprese markeril

diferenciace, hlavng villinu, jehoz exprese byla po pouziti inhibitoru u diferencovanych
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bunck snizena, a bylo pozorovano naruSeni struktury mikroklkd. Detailni pisobeni

na signalni dradhy bunééného cyklu vsak nebylo zkoumano.

2.4 Signalni drahy v diferenciaci stifevnich bunék

Jejich fungovani je zalozeno na vytvofeni signalu (signalni molekula), jeho pienosu
k pozadovanému cili (burika), rozeznani signalu danou buitkou pomoci receptoru a ptenosu
tohoto signalu dovniti bunky, kde mtze dojit k jeho transportu do jadra a reakci bunky
na tento signal. Signalni drahy jsou v mnoha pfipadech propojeny a mohou se tedy
I navzajem ovliviiovat. Zminéné signaly mohou byt endokrinni, parakrinni
nebo cytokinové. Signalni draha se podle vySe zminéného prib&hu skladd ze Ctyf
komponent: aktivovaného receptoru v membrané nebo uvnitt buiiky, enzymu v bufice,
které §ifi a moduluji signal, transkripcnich faktort, které reguluji genovou expresi,
a dalsich koregulatort, které mohou zasahovat napf. do transkripce (Ochsner et al., 2019).
U  intestindlnich  kmenovych  bun€k  hraji  roli rlzné  signalni  drahy.
PI3K (fosfatidylinositol-3-kindza) signélni draha, ERK1/2 a p38 MAPK (mitogenem
aktivovana proteinkinaza) drahy byvaji aktivni hlavné pro proliferaci bunék v kryptach
a pro diferenciaci musi byt utiSeny (Aliaga et al., 1999; Laprise et al., 2002;
Bai et al., 2010).

2.4.1 PI3K signalni draha

PI3K signalni draha patii k esencidlnim draham buné¢k a je propojena s dal§imi signalnimi
drahami. Umoznuje jejich preziti, ale i apoptézu. Draha prenasi signaly v riznych smérech
a procesech (Obr. 6), upstream regulac¢ni proteiny zahrnuji napf. PI3K, PTEN, RTKs
(receptory tyrozinkinaz), a downstream efektory napf. GSK3p (glykogensyntaza kindza),
FOXO (forkhead box protein O) a MDM2 (mouse double minute 2 homolog)
(Ersahin et al., 2015). Zaklady jejiho objeveni sahaji do 70. let 20. stoleti, kdy byl v roce
1977 objeven virovy onkogen AKT8. Enzym PI3K byl izolovan v roce 1990 a samotné
geny pro Akt, nebo také proteinkindzu B (PKB), byly identifikovany v roce 1991
(Brazil et Hemmings, 2001). Antagonista v této draze, fosfatiza PTEN byl objeven
az v roce 1997 (Parsons, 2020).
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https://www.cusabio.com/pathway/PI13K-Akt-signaling-pathway.html; stazeno
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2.4.2 PI3K

Rodina lipidovych kindz pojmenovanad fosfatidylinositol-3-kinazy (PI3Ks) byla
objevena v polovin¢ 80. let 20. stoleti a vzapéti bylo zjisténo, ze hraje dilezitou roli
vV mnoha bunécénych procesech (Faes et Dormond, 2015). PI3K se ucastni vétSiny
procesu, které jsou pro bunky zivotné dulezité, jako bunécny rust, vezikularni transport,
inzulinem regulovany piijem gluko6zy, apoptdézu nebo diferenciaci. U nékterych druht
rakoviny dochazi ke konstantni aktivaci PI3K, ¢imz byva regulovana mitogeneze,
antiapoptotické procesy i reorganizace cytoskeletu, které piispivaji k malignimu zvratu
a vzniku metastaz (Brabletz et al., 2009; Bahrami et al., 2018). Fosfatidylinositol-3-
kindza (PI3K) je ubikvitin lipidova kinaza, ktera byva slozena ze dvou podjednotek —
regula¢ni podjednotky (p85) obsahujici Src-homologni domény 2 a 3 (SH2 domény)
a iISH2, ktera ji spojuje s druhou podjednotkou, s katalytickou podjednotkou (p110),
kter4 obsahuje C2 doménu vazajici se k plazmatické membran¢ (Wang et al., 2001;
Castel et al., 2014) (Obr. 7).

—[ p85 VD ]-[ RVD H c2 J-[ Helikalni doména ]-[ Katalyticka doména ]—

— p110a
——

—{ sns Hro]smo|rol{ sw2 H iswz H sH2 }— pssa

Obrazek 7: Schématické zobrazeni domén a regula¢nich podjednotek PI3K (izoformy
a) s vyobrazenim mista interakce podjednotek (upraveno dle Castel et al., 2014).
Legenda: VD — vazebna doména, RVD — Ras VD, SH3 a SH2 — Src-homogni 3/2
doména, iISH2 — inter-SH2, PO — prolinova oblast, BHD — Brc-homologni domeéna.

Katalytickd podjednotka p110 pak aktivuje a fosforyluje inositolovy kruh
v pozici D3 u fady fosfatidylinositidovych substratii preménou fosfatidylinositol-4,5-
bisfosfatu (PIP2) na fosfatidylinositol-3,4,5,-trisfosfat (PIP3). Tento krok dale piivede
Akt, fosfoinositid-dependentni kinazu (PDK1) a komplex 2 mTOR (mTORC2,
mammalian target of rapamycin) k plazmatické membrang, kde dojde k aktivaci Akt
pomoci PDK1 nebo mTORC2. Aktivovany (fosforylovany) Akt (pAkt) pak nésledné
muze sam fosforylovat vice nez sto dalSich proteind. Jako antagonista v této draze

vystupuje PTEN, ktery jako fosfataza defosforyluje PIP3, ¢imz zabranuje aktivaci Akt.
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Clenové PI3K rodiny byli rozdéleni do tii skupin podle primarni sekvence, doménové
struktury, moznosti regulace a in vitro substratové preference (Alberts et al., 2008;
Castel et al., 2014; Bahrami et al., 2018). D¢leni skupin je na PI3K I., II. a III. tfidy,
Z nichz 1. tfida se dale déli na podskupiny IA a IB. U lidskych nadort hraji roli jen PI3K
skupiny IA. Aktivace enzymu tiidy IA se objevuje prevazné pres receptory tyrozin
kindz (RTKs) a nekteré onkogeny jako Ras (rat sarcoma, sarkom potkanti). Enzymy
tiidy IB jsou na rozdil od piedchozich regulovany jen G-protein parovymi receptory.
U tfid II a III se u enzymil nachédzi jenom jedna katalytickd podjednotka, na rozdil od
enzymu tfidy I, kde se nachézi dvé riizné podjednotky, a tyto mohou mit riizné izoformy
(Voet et Voet, 2011; Faes et Dormond, 2015). Katalyticka podjednotka méa 4 izoformy
(p1100/B/6/y) kodované geny PIK3CA, PIK3CB, PIK3CD a PIK3CG. Vétsina bunck
obsahuje izoformy a a B, dalsi dvé byvaji ptfitomné u leukocytl. [zoformy pro regula¢ni
podjenotku p85 jsou také 4 a wvznikaji alternativnim sestfihem genu PIK3R1
(Castel et al., 2014).

2.4.3 Akt
Akt/PKB (Ak z AKR mouse strain, t ze slova thymom, PKB proteinkinaza B)
je serin/threoninova proteinkinaza, kter4 hraje roli v mnoha zivotné dulezitych
procesech buiiky, jako jsou proliferace, transkripce a migrace. Gen AKT8 zodpovédny
za produkci proteinu je bunéénym homologem v-akt, akutné transformujiciho retroviru
u myS$i. Vroce 1991 tfi na sobé nezavislé tymy klonovaly a charakterizovaly Akt
kindzy, a protoze dva ztéchto tymd hledaly novou protein kinazu spojenou
s proteinkindzami A a C, tak se Akt oznaCuje také jako proteinkinaza B (PKB)
(Franke, 2008; Bahrami et al., 2018).

Akt patii do rodiny AGC kindz, které jsou blizké AMP/GMP kindzdm
a proteinkinaze C (Porta et al., 2014). K fosforylaci Akt dochazi pomoci PDK1, ktera
obsahuje plecktrin-homologni (PH) doménu a serin/threonin kinazovou doménu.
Za fyziologickych podminek se PDK1 nachazi v plazmatické membrané
nestimulovanych bunék, kde zustava jako aktivni enzym. Akt se piesouva z cytoplazmy
k plazmatické membrané az potom, co se zvysi hladina D3-fosfoinositida diky PI3K
(Franke, 2008). Kromé& PDK1 muze byt Akt aktivovan i mTORC?2 (Castel et al., 2014).
Akt ma tfi izoformy Aktl (PKBa), Akt2 (PKBp) a Akt3 (PKBy) kdédované geny, které
jsou strukturné homologni a maji stejné aktiva¢ni procesy, ale jejich konkrétni funkce

se lisi (Franke, 2008). Kazdy gen se nachazi na jiném chromozomu — AKT1 na
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14g32.33, AKT2 na 19913.2 a AKT3 na 1g43-q44 (NCBI databaze, 2020). Vsechny
tfi izoformy Akt obsahuji struktury jako N-terminalni regula¢ni doménu s PH doménou,
spojovaci oblast bohatou na glycin ptipojujici PH doménu ke kindzové doméné
se serin/threoninovou specifitou, a C-terminalni oblast nezbytnou pro indukci
a udrzovani kinazové aktivity (Obr. 8) (Elghazi et al., 2006; Bahrami et al., 2018).

PKBw/Akt1

PKBf/Akt2

PKBy/AKt3

Plecktrinova | Oblast Katalyticka doména : Regulacni

doména glycinu doména
Obrazek 8: Struktura a rozdily mezi izoformami Akt/PKB
(upraveno dle Elghazi et al., 2006).

Aktl zprosttedkovava rist a pfeziti bunky, naproti tomu Akt2 kontroluje
buné¢nou invazivitu a mezenchymalni charakteristiky (Faes et Dormond, 2015). Aktl je
exprimovan ve velkém mnozstvi ubikvitinacni cestou v mozku, plicich a srdci, podobné
jako Akt2, ktery je ale také exprimovan v inzulin-senzitivnich tkanich jako jsou jéatra,
kosterni svaly a tukova tkan. Jeho exprese je zvySena pravé pii diferenciaci tukové
tkan¢ a kosterniho svalstva. Akt3 je exprimovan nejvice v mozku a varlatech
a v mensim mnozstvi ve stievech a svalech. Aktivace Akt zahrnuje mnoho biologickych
funkci, mezi které patii gluk6zovy transport, glykolyza, syntéza glykogenu, rast bunck
a suprese apoptdézy. Mezi jednim zprvnich identifikovanych cila Akt byl
proapoptoticky Bcl2-antagonista proteinu smrti (BAD). Akt hraje duleZitou roli
V udrZovani mitochondrialni integrity tak, aby cytochrom c a dalsi apoptogenni faktory
zustaly uvnitf mitochondrie. Také bylo zjisténo ovlivnéni JNK (c-Jun N-terminalni
kindza) a p38 signélnich drah zvysenou Akt aktivitou. Indukci Akt aktivity zpisobuje
také hormon leptin, ktery vyvolava aktivitu in vitro i in vivo v drahach paralelnich

k signalizaci inzulinem. Dal$i z metabolickych efektd je fosforylace a aktivace
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6-fosfofrukto-2-kinazy a také translokace hexokindzy do mitochondrii. Také hraje roli
ve zvysSené lipogenezi skrze fosforylaci ATP-citrat lydzy, zvySuje transkripci GLUT1
a translokaci GLUT4 do plazmatické membrany svalovych a tukovych bunék. Aktivita
Akt také ovliviiuje nejméné dva klicové proteiny bunééného cyklu: p21CPYWAFL
a p27KPl Akt fosforyluje také MDM?2 a jeho lidsky homolog (HDM2). Dal§im
efektorem Akt v ramci bunécného rustu je produkt genu tuberdzni sklerozy TSC2.
Jeho fosforylace pomoci Akt indukuje aktivitu mTORC1 (Elghazi et al., 2006;
Franke, 2008).

U nadort byla zjiSténa zvySena exprese izoforem Akt2 a Akt3. Exprese Akt2
zvySuje motilitu bun¢k a metastaticky potencial. Byla také zjisténa méné se vyskytujici
mutace PH domény Aktl u kolorektalniho karcinomu, karcinomu prsu a vajecniki.
Akt ptisobi na vimentin, girdin, N-kadherin a E-kadherin, coz jsou proteiny, které stoji
za vznikem a udrZzovanim metastaz. Motilita bun¢k pravé souvisi s reorganizaci
aktinového cytoskeletu, kterd probiha bé&hem epitelialné-mezenchymalni tranzice
(EMT). Hyperaktivita Akt v nadorovych bunkach byva zpisobovana zménami
receptori rustovych faktori a Ras, kdy tyto zmény chrani buiiky pted apoptdzou.
Mutace Vv raznych izoformach Akt mohou také zpusobit nékteré dalsi nemoci. Mutace
v Akt2 mize zpuisobovat vznik familiarniho diabetu, mutace Aktl zptsobuje dédi¢nou
formu schizofrenie. Dysregulace aktivity Akt se projevuje také u neurodegenerativnich
onemocnéni, jako jsou Alzheimerova, Parkinsonova a Huntingtonova choroba
(Franke, 2008; Ersahin et al., 2015).

244 PTEN

Fosfatazovy a tenzinovy homolog deletovany na chromozomu 10 (PTEN, dalsi
oznaceni MMACI nebo TEP1) je tumor supresorovy gen lokalizovany na dlouhém
raménku v pozici 23 na lidském chromozomu 10 (10g23) (Wang et al., 2001).
Gen koduje protein o délce 403 aminokyselin o molekularni hmotnosti 47 kDa
nachazejici se v cytoplazmé bunék (Ersahin et al., 2015; Milella et al., 2015).
Dv¢ na sobé nezavislé skupiny v roce 1997 tento gen objevily a pojmenovaly ho PTEN,
nebo také MMAC (mutated in multiple advanced cancers). PTEN byl tehdy prvnim
objevenym tumor supresorem, ktery kddoval protein s fosfatdzovou aktivitou.
Krystalovd struktura odhalila pfitomnost fosfatdzové domény, C2 lipidovou
membranoveé-vazebnou domenu a vazebny motiv ttidy I PDZ na C-terminalnim konci,

ktery rozpoznava cilove proteiny (Obr. 9) (Milella et al., 2015).
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HCxxGxxR

PBD/PTP », PDZ

Obrazek 9: Linearni a 3D struktura PTEN (pfevzato z Worby et Dixon, 2014).
Legenda: PDZ - vazebny motiv na C-konci, C2 - lipidové-vazebna doména,

PDB/PTP — fosfatdizovd doména, HCxxGxxR — katalyticky aktivni misto.

PTEN funguje jako dudln¢ specifickd fosfatdza, kterd ma proteinovou
i lipidovou fosfatdzovou aktivitu (Byun et al., 2011). Ma rtzné varianty, jako PTEN
Long a PTEN o. PTEN Long je varianta klasického PTEN, ktery ma sekre¢ni sekvenci
na N-konci, diky které mize fungovat i mimo buiiku. Byl detekovan v lidské krevni
plazmé a séru. PTEN a je také prodlouzeny na N-konci a nachazi se v cytoplazmé
a mitochondriich, kde je zapojen v indukci cytochromu ¢ a produkci ATP. N¢které
proteiny nemusi byt ovlivnény piimo katalytickou aktivitou PTEN, ale fyzickou
interakci s nim, coz plati tfeba pro p53, MSP58 nebo HIF 1o (Milella et al., 2015).

PTEN hraje hlavni roli vregulaci zastaveni bunétného cyklu a apoptdzy,
bunééné adheze, migrace 1 diferenciace. Funguje jako negativni regulator PI3K tim,
ze defosforyluje fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat (PIP3), ktery negativné reguluje Akt
bud® ptimo, anebo procesem, ktery zahrnuje fokalni adhezni kindzu (FAK)
(Wang et al., 2001). PTEN se Gc¢astni metabolickych procest pres PI3K-dependentni
I —independentni funkce. Ma také dulezity vliv na bunénou motilitu, kde se uplatiuje
pii chemotaktickém pohybu pomoci hladiny PIP3. PTEN defosforyluje FAK,
a tim zpasobuje inhibici bunécné migrace. Defosforyluje také protein se Src-homologni
doménou (SHC), ¢imz inhibuje dal$i downstream signalni drdhy, ke kterym patii

mitogenem aktivovana proteinkinazova draha (MAPK). Role PTEN je velice dulezita
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a jeho ztrata je asociovana se vznikem agresivnéj$ich nadord. Pfimo v jadru byla
objevena interakce PTEN s centromerou vazajicim specifickym proteinem C (CENP-C),
ktery moduluje stabilitu centromery. PTEN je také zapojen v opravnych procesech
DNA, kde zvySuje transkripci Rad51, coz je kli¢ovy komponent homologni
rekombinace opravujici dvojité zlomy DNA. PTEN také kontroluje prichod buiky
bunéénym cyklem pomoci snizovani hladiny cyklinu D1. Reguluje také bunécnou
senescenci skrz APC-CDH1 (anaphase-promoting complex-cadherin 1) proteinovou
degradaci. Funkce PTEN je u vétSiny nddorti ztracena kvili somatickym mutacim,

genovému uml¢ovani nebo epigenetickym mechanismim (Milella et al., 2015).

2.4.5 PI3K signalni draha a diferenciace stfevnich bunék

Diferenciace stfevnich bunék je fizena mnoha signalnimi drdhami, které jsou spolu
propojeny. Mezi tyto drahy patii také PI3K signalni draha. Jeji role v diferenciaci
stievnich bun¢k byla zjistovana u riznych experimentt. V roce 2001 bylo prokazano
signifikantni ovlivnéni diferenciace stfevnich bunék pii inhibici PI3K a narist exprese
PTEN. Diferenciace bun¢k znadorovych buné¢nych linii HT-29 a Caco-2 byla
detekovana pomoci specifickych markert (intestinalni alkalickd fosfatdza a sacharaza).
Zminény clanek poukazuje také na opacny efekt, tj. znovuzavedeni nebo zvySeni
exprese PI3K, ktera muze u diferencovanych nadorovych bunék zpisobit jejich
dediferenciaci a maligni zvrat (Wang et al., 2001). Dalsi experiment provedl
Laprise et al. (2002). Ovlivnéni diferenciace PI3K drdhou zde bylo sledovéano
ve spojitosti s uspofadanim bunéénych spoji a cytoskeletonu (E-kadherin),
které nasledné ovlivnily i aktivitu MAPK a p38 drah. Byla zde métena mira fosforylace
Akt na pozici serinu 473 (Ser473), ktera je zavisld na PI3K aktivité. Dulezitost této
dréhy pfii1 proliferaci a diferenciaci stfevnich bunék zde byla prokdzana pomoci méteni
exprese markerti (villin a sachardza-izomaltdza) enterocytd z bunécné linie Caco-2.
Exprese markeri byla po pouZiti inhibitoru PI3K sniZena. Villin se jako strukturni
protein nachazi jak v mikroklcich enterocytd, tak i u dalSich bunék bez kartacového
lemu. Je povazovan =za vyznamny marker diferenciace stievnich bunck,
a to i u nadorovych bun¢k zbunéfnych linii. Vaze na sebe fosfoinositidy, z nichz
nejvice PIP2, ktery se v buiice nachazi jako substrat PI3K a dochazi k jeho vzniku také
fosfatdzovou aktivitou PTEN (Khurana et George, 2008). Vzajemné ovlivnéni drah
PI3K, MAPK a p38 pravdépodobné tedy hraje roli v diferenciaci stievnich buné&k
(Wang et al., 2001; Laprise et al., 2002; Bai et al., 2010).
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PTEN, ktery funguje jako antagonista PI3K, je exprimovan po ose krypta-klk
s nejsilngj$i expresi v epitelialnich bunkach v lumen stéeva, tj. v diferencovanych
bunkach. Jako jediny tumor supresorovy gen ma fosfatdzovou aktivitu a zpomaluje
bunécny rast, zpusobuje apoptéozu nebo inhibuje bunéénou adhezi a migraci
(Bai et al., 2010). Jeho role v zastaveni bunétného rastu by mohla hrat roli

1 u diferenciace bunék.

2.4.6 PI3K signalni draha a solubilni epoxid hydroléaza

Experimentalné bylo zjisténo, ze zvysena exprese CYP epoxygenaz vede k vyssi expresi
PI3K a fosforylaci Akt v endotelialnich bunikach (Yang et al., 2007). Tento vysledek
napovida tomu, Ze CYP epoxygenazy, popft. jejich produkty EETs, stoji za udrzovanim
nediferencovanych bunék a vyhnuti se apoptéze. Na druhou stranu, sEH by m¢la
tuto aktivitu inhibovat a jeji aktivita by mohla byt spojena s PTEN. Této hypotéze
odpovidaji vysledky Yao et al. (2016) a Hao et al. (2018), kde doslo po pouziti
inhibitoru sEH (TPPU) k aktivaci PI3K/Akt drahy. Spoluptisobeni PTEN a sEH by tedy
mohlo umoziovat diferenciaci bunék. Propojeni PI3K drahy s katalytickou aktivitou

sEH neni stale tpln¢ objasnéno.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité pristrojové vybaveni
e Blotovaci zafizeni (Trans-Blot SD cell, Bio-Rad, USA)
e Centrifuga chlazena (MR22i, Jouan SA, Francie)
e Detekéni zafizeni pro Western blot (Odyssey Fc Dual-Mode, LiCor, USA)
e ELISA reader (Power Wave XS, BioTek, USA)
e Flow box (MSC-Advantage, Thermo Scientific, USA)
e Histoprocesor (Histos-Pro, Italie)
e Inkubator (Heracell, Thermo Scientific, USA)
e Inverzni mikroskop (Eclipse TS100, Nikon, Japonsko)
e Lednicka (4 °C) s mrazékem (20 °C) (Gorenje, Slovinsko)
e Souprava pro gelovou elektroforézu (Mini Trans-Blot cell, Bio-Rad, USA)
e Stolni centrifuga (MiniSpin, Eppendorf, Némecko)
e Svételny mikroskop (BX, Olympus, Japonsko)
e Termoblok
e Triepacka
e Vodni lazen (TWS, Julabo, Némecko)
e Zdroj napéti (MP-300V, Major Science, USA)

3.2 Softwarové vybaveni
e Excel (2010, Microsoft, USA)
e KC Junior (BioTek, USA)
e R program (verze 3.5.1, 2018)

3.3 Pouzité chemikalie
e Aceton (PENTA, CR)
e APS (peroxodisiran amonny, Sigma Aldrich, USA)
e Butyrat sodny (B5887, Sigma Aldrich, USA)
e Destilovana/deionizovana voda
e Hematoxylin (Fluka, Némecko)
e Chemiluminiscenéni substrat (SuperSignal™ West Pico PLUS, Thermo
Scientific, USA)

e Marker molekulové hmotnosti (Full Range Rainbow, Amersham, UK)
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Montovaci médium (Pertex, Histolab AB, Svédsko)

N-butanol (PENTA, CR)

Ponceau S (Sigma Aldrich, USA)

Protilatka proti fosforylovanému Akt (AKT phospho SER473, GTX 28932,
GeneTex, USA)

Protilatka proti GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza, mysi
monoklonalni protilatka, Sigma Aldrich, USA)

Protilatka proti PTEN (1B8, GTX 83304, GeneTex, USA)

Sekundarni anti-krali¢i protilatka (Anti-rabbit 1gG, HRP-linked Antibody, 7074,
Cell Signaling, USA)

Sekundarni anti-mysi protilatka (Anti-mouse 19gG, HRP-linked Antibody, 7076,
Cell Signaling, USA)

SDS (dodecylsiran sodny, Sigma Aldrich, USA)

Susené nizkotuéné mléko (tuk max. 1,3 %, Laktino, CR)

TEMED (N,N,N",N"-tetramethylethan-1,2-diamin, Sigma Aldrich, USA)

TPPU (N-[1-(1-oxopropyl)-4-piperidinyl]-N"-[4-(trifluoromethoxy)phenyl]urea,
SMLO0750, Sigma Aldrich, USA)

Xylen (PENTA, CR)

3.3.1 Soupravy

Mouse/Rabbit PolyDetector DAB HRP Brown kit (cat. no. BSB 0205, Bio SB,
USA)
Pierce Colorimetric In-Cell ELISA Kit (62200, Thermo Scientific, USA)

3.3.2 Roztoky

Akrylamid/bisakrylamid vodny roztok (30%).

Bradfordovo ¢inidlo: 50 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 rozpustit ve 25 ml
methanolu a 50 ml 85% kyseliny fosfore¢né, doplnit do 100 ml destilovanou
vodou, uchovavat ve tmée pii 4 °C.

BSA (1%): 1 g hovéziho sérového albuminu (BSA) v PBS.

Citratovy pufr (pH 6,0): 9 ml 20mM kyseliny citronové, 41 ml 10mM citronanu
sodného a 450 ml vody.

Cpavkova voda (hydroxid amonny a voda).
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DMEM (10%): Dulbecco’s Modified Eagle Medium (D6171, Sigma Aldrich,
USA) obsahuje 10 % fetalniho bovinniho séra (FBS, SV30160.03, Hyclone,
USA), 1 % GlutaMAXu (Thermo Scientific, USA), 100 U/ml penicilinu,
100 mg/ml streptomycinu, 1 % pyruvatu sodného).

DMSO (10%): dimethylsulfoxid (WAK-Chemie Medical GmbH, Némecko)
ve sterilni destilované vodé.

Elektroforeticky pufr: 3 g Tris-base, 14,4 g glycinu, 10 ml 10% SDS a doplnit
na 1 | destilovanou vodou.

Ethanol (96%): Ethanol ve vodé.

Nanaseci (loadovaci) pufr (pH 6,8): 4% SDS, 10% 2-merkaptoethanol,
20% glycerol, 0,004% bromfenolova modft a 0,125M Tris-HCI.

Paraformaldehyd (4%): Paraformaldehyd v PBS.

PBS pufr (1x): 10x PBS do destilované vody.

RIPA pufr: 1,66 ml 50mM Tris-HCI (pH 8,0), 7,5 ml 1M roztoku 150mM NaCl,
0,5 ml zasobniho roztoku 1% NP-40, 5 ml 5% roztoku 0,5% deoxycholatu
sodného, 0,5 ml 10% roztoku 0,1% SDS, 34,84 ml destilované vody,
2 tbl completeMini a 3tbl PhosphoSTOP. Rozpustit na tfepacce (cca 15 min
a alikvoty se zmrazi na —20 °C).

TBS pufr (1x): 10x TBS do destilované vody.

Transferovy pufr: 3g Tris-base, 14,4 g glycinu, 200 ml methanolu a doplnit
do 1| destilovanou vodou.

Tris-HCI (0,5M a 1,5M, pH 8,8): Tris base, destilovana voda, Uprava pH pomoci
HCI.

Tris/Tween pufr (0,05%): 0,5M Tris pufr (pH 7,6) a Tween-20 (500 ul/1).
Trypsin (0,25%): trypsin v EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova).

Tween (20%): Tween-20 s destilovanou vodou (100 mg/ml).

3.4 Biologicky material

Pro vSechny metody byly pouzity bufiky bunééné linie HT-29 odvozené

od adenokarcinomu lidského tlustého stieva (American Type Culture Collection, USA),

ktera byla autentizovana pomoci STR profilu na Ustavu klinické genetiky Lékaiské

fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

30



3.5 Metody

3.5.1 Kultivace bunék

Bunky HT-29 byly kultivovany za standardnich podminek (5% CO», 37 °C)
v inkubatoru. Pasaz byla provadéna dvakrat tydné. Pro kultivaci bylo pouzivano
médium DMEM obsahujici 10 % FBS, GlutaMAX, pyruvat sodny, penicilin
a streptomycin. Pasazovani se provadélo po dosazeni konfluence. Z kultivaéni lahve
se odsalo staré médium, buiiky se omyly 1x PBS a poté byly inkubovany 5 min
v inkubétoru s roztokem trypsinu v EDTA. Reakce byla zastavena piidanim 9 ml média,
kterym se buniky smyly z povrchu lahve. V kultiva¢ni lahvi se nechal 1-2 ml suspenze
bun¢k, ke kterému se piidalo 15 ml nového kultivaéniho média. Pro diferenciaci bun¢k
byl pfidan do kultivacniho média vzdy cerstvy roztok SmM butyratu sodného (NaBt,
v 10% DMSO se sterilni destilovanou vodou) po dobu 72 hod (Cizkova et al., 2019).

3.5.2 Optimalizace protilatek

Pted provedenim vlastniho experimentu bylo tfeba optimalizovat fedéni pouzitych
primarnich protilatek proti fosforylovanému Akt (pAkt) a PTEN. ProtoZe se jednalo
0 nov¢ pofizené primarni protilatky, bylo tfeba také ovéfit, ze detekuji spravny produkt
pomoci metody Western blot, ¢ili zda detekuje jeden prouzek o spravné molekulové
hmotnosti a pomoci imunocytochemického barveni zjistit, zda protilatka detekuje
antigen v pfedpokladané subcelularni lokalizaci. Nasledné bylo nutné ovéfit, jestli
je pouzitelna pro metodu In-Cell ELISA, nebot’ tato metoda nepatii mezi vyrobcem
vyzkouSené¢ metody. Schéma procesu hleddni optimélnich protilatek podle

O Hurley et al. (2014) je uvedeno nize na obrazku (Obr. 10).
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3.5.2.1 Priprava vzorki pro Western blot

K bunééné peleté, ktera se udrzovala na ledu, se ptfidalo 100 ul Cerstvého RIPA pufru,
mikrozkumavka se protiepala a poté se 20 min nechala na ledu na tfepacce pti 120 rpm
(otacky za minutu). Po protfepani se bunééna suspenze nechala odstiedit v centrifuze
po dobu 15 min pifi 15000 rpm a 4 °C. Odebrany supernatant obsahoval vyizolované

proteiny a dale se uchovaval pii —80 °C.
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3.5.2.2 Bradfordova metoda

Bradfordova metoda (Bradford, 1976) byla vyuzita pro stanoveni koncentrace proteinti
v ziskanych vzorcich. Pomoci kalibracni fady byla stanovena kalibracni kiivka, ze které
bylo mozné odecist neznamé mnozstvi proteinu ve vzorcich. Do mikrotitra¢ni desti¢ky
byly v doubletech pipetovany destilovana voda, BSA (hovézi sérovy albumin)
a Bradfordovo ¢inidlo (Tab. 1).

Tabulka 1: Kalibra¢ni fada pro Bradfordovu metodu. Legenda: H2O — destilovana

voda, BSA — hovézi sérovy albumin, Bradf. — Bradfordovo ¢inidlo.

0 1 2 3 4 5 6
H.0 [pl] 10 9 8 7 6 5 4
BSA [u] 0 1 2 3 4 5 6
Bradf. [ul] 200 200 200 200 200 200 200

Dale byl do mikrotitracni desticky pipetovan vzorek, rovnéz v doubletu,
a to vobjemu 1 pl s9 pul vody a 200 pl Bradfordova c¢inidla. Vzorky v desti¢ce
se nechaly 10 min inkubovat pfi RT (room temperature ~ 20 °C) a poté byla méiena
absorbance pfi 595 nm vinové délky v programu KC Junior (BioTek, USA). Ze vzniklé
kalibra¢ni kiivky byla ur¢ena pomoci Excelu (2010, Microsoft, USA) rovnice linearni
regrese, diky které bylo vypocitano mnozZstvi proteinu ve vzorku, ktery byl dale

pouzivan pro Western blot.

3.5.2.3 Western blot
Western blot nebo také imunoblot je metoda zaloZzend na separaci urCitého proteinu
ze smési a jeho nasledné detekci. Pii této metod€ se pouziva postup skladajici se ze tii
krokti: elektroforetickd separace proteintll, pfeneseni na membranu a detekce proteinti
(Towbin et al., 1979; Burnette, 1981). Separace proteini se provadi pomoci
SDS-PAGE, kdy SDS (dodecylsulfat sodny) proptj¢i molekuldm proteinti stejny
zaporny naboj a separace podle molekulové hmotnosti probihd za pouziti
polyakrylamidové gelové elektroforézy (PAGE).

Ethanolem vycisténa skla se umistila do stojanku a ptipravil se separacni gel.
Pro ptipravu dvou 10% gell se smichaly 4 ml deionizované vody, 3,3 ml
30% akrylamid/bisakrylamid roztoku, 2,5 ml 1,5M Tris-HCI (pH 8,8), 100 ul 10% SDS,
100 pl APS a 4 pl TEMED. Gel se napipetoval mezi skla a prevrstvil N-butanolem.
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Po ztuhnuti gelu se N-butanol odstranil. Poté se pfipravil 5% koncentracni gel
smichanim 3 ml deionizované vody, 700 pl 30% akrylamid/bisakrylamid roztoku,
1,25 ml 0,5M Tris-HCI s 0,4% SDS (pH 8,8), 25 pl 10% APS a 20 pl TEMED.
Koncentraéni gel se napipetoval mezi skla a do néj se umistil hiebinek. Stojanky s gely
se vlozily do elektroforetické vany, ktera se vyplnila elektroforetickym pufrem. Vzorek
(vyizolované proteiny) se smichal s nanasecim (loadovacim) pufrem (1:1). Tato smés
se promichala na tfepacce (vortexu) a vlozila na 1 min do termobloku (95 °C).
Do jamek v gelu se napipetovaly 2 ul markeru molekulové hmotnosti a vzorky
s nanasecim pufrem. Elektroforeticka vana se uzavtela a na 120 min piipojila ke zdroji
napéti (110 V).

Po provedeni separace se gely vyjmuly z komurky, odfizl se koncentraéni gel
a separacni gel se oplachoval 30 min v transferovém pufru na tiepacce.
Do transferoveého pufru se namacela také membrana a filtraéni blotovaci papir. Desky
blotu bylo tfeba navlh¢it transferovym pufrem a odspodu nahoru se pokladal na blot
filtra¢ni blotovaci papir, membrana, gel a opét filtracni blotovaci papir. Blot se uzaviel
vikem a pfipojil na 50 min ke zdroji napéti (10 V). Po pfenosu se membrana oplachla
Vv destilované vodé, barvila 5 min v Ponceau S a opét se oplachla destilovanou vodou.

Pro blokovani nespecifickych interakci se membrana omyvala na tfepacce 1 hod
v 5% roztoku nizkotuéného mléka (2,5 g suSeného mléka, 50 ml Ix PBS
a 45 pl Tween-20). Dale se nafedily primarni protilatky proti pAkt (1:100, 1:200),
PTEN (1:1000, 1:2000) a jako pozitivni kontrola protilatka proti GAPDH (1:10000,
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenéza) a inkubovaly se na membrané ve vlhké komurce
pres noc pii 4 °C. Redéni pro primarni protilatky pAkt a PTEN vychazelo z doporudeni
vyrobce protilatek. Pak se membrana opét 1 hod promyvala v I1x PBS,
ktery se v prubéhu promyvani ménil za Cerstvy. Dale se nafedila sekundarni protilatka.
Anti-mysi protilatka (pro GAPDH a PTEN) v poméru 1:6000 do roztoku nizkotu¢ného
mléka bez Tweenu a anti-krali¢i (pro pAkt) v poméru 1:5000. Sekundarni protilatka
se na membrané inkubovala 1 hod pfi RT. Poté se membrana 1 hod promyvala
v 1x PBS s Tween-20. Na membranu se aplikoval chemiluminiscenéni substrat a nechal
se inkubovat 5 min ve tm¢. Substrat se okapal a membréna se vlozila do detekéniho

piistroje LiCor, ve kterém se provedlo vyhodnoceni chemiluminiscence.
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3.5.2.4 In-Cell ELISA
Pro urceni spravného fedéni protilatek pAkt a PTEN pro metodu In-Cell ELISA byla
provedena optimalizace. Diky In-Cell ELISA je mozné kvantifikovat proteiny a dalsi
latky uvnité bun¢k pomoci enzymové imunochemické reakce (ELISA — enzyme-linked
immunosorbent assay, Van Weemen et Schuurs, 1971). Pied samotnym provedenim
byly buiikky HT-29 vysazeny do 96jamkové mikrotitracni desticky v poctu 10000 bunék
na jamku ve 100 pl kultivaéniho média (DMEM) do doubletii. Buiiky byly fixovany
4% paraformaldehydem v TBS (100 pl/jamka) 15 min pii RT.

Paraformaldehyd se odstranil z desticky a bunky se dvakrat oplachly 1x TBS
(100 pl/jamka). Permeabilizacni pufr se pfipravil fedénim (101x) Surfact-AmpsTM
X-100 Detergentu do 1x TBS. Permeabiliza¢ni pufr (100 pl/jamka) se po odstranéni
1x TBS z desticky nechal inkubovat 15 min pii RT. Poté se pufr odstranil a proved|
oplach 1x TBS. Pfipravil se Quenching solution (1% peroxid vodiku v 1x TBS).
Po odstranéni 1x TBS se pridal Quenching solution (100 pl/jamka) a nechal inkubovat
20 min pii RT. Po odstranéni Quenching solution a oplachu 1x TBS se do desticky
ptidal Blocking Buffer (100 pl/jamka) a nechal se inkubovat 60 min pii RT.

Primarni  protilatky (anti-pAkt, anti-PTEN) se fedily do diluentu,
ktery obsahoval Blocking Buffer a oplachovaci pufr (7,5 ml 20x TBS, 141 mi
destilovand H»0, 1,5 ml Surfact-Amps 20 Detergent) v poméru 1:1. Primarni protilatka
anti-PTEN se fedila v pomérech 1:1000, 1:1500, 1:2000 a 1:5000. Primarni protilatka
anti-pAkt byla fedéna v pomérech 1:50, 1:100, 1:250 a 1:500. Pro samotny experiment
(t. sledovani vlivu TPPU na expresi pAkt a PTEN) bylo pouZito pouze jedno
se pfidaly primarni protilatky (50 pl/jamka), pro negativni kontroly pouze diluent
protilatek. Desticka se zalepila origindlni paskou a nechala inkubovat ptes noc pii 4 °C.
Po odstranéni primarnich protildtek se buiikky oplachly (100 pl/jamka) tfikrat
oplachovacim pufrem. Oplachovaci pufr se odstranil, pfidala se fedéna (400x)
sekundarni protilatka (HRP Conjugate, 100 pl/jamka) v oplachovacim pufru a nechala
se inkubovat 30 min pfi RT. Po odstranéni sekundarni protilatky se provedl tfikrat
oplach pufrem (200 pl/jamka). Poté se ptidal TMB substrat (100 pl/jamka) a nechal se
inkubovat ve tmé 15 min pfi RT. K substratu se poté piidal TMB Stop Solution
(100 ul/jamka) a méfila se absorbance pii vinové délce 450 nm v programu KC Junior.
Roztoky se odstranily z desticky a ta se dvakrat oplachla destilovanou vodou
(200 pl/jamka). Poté se do jamek pridala Janus Green Whole-Cell Stain (100 pl/jamka)
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a nechala se inkubovat 5 min pii RT. Barvivo se odstranilo a desticka se tfikrat oplachla
destilovanou vodou. Poté se kbunkam ptidal Elution Buffer (100 pl/jamka),
nechal se inkubovat 10 min pfi RT a zméfila se absorbance pii vinové délce 615 nm.

Ze ziskanych absorbanci pii vinové délce 450 nm pro negativni kontroly
se vypocital aritmeticky primér a tato hodnota se odecetla od naméfenych absorbanci
pfi 450 nm pro ovlivnéné buiiky. Poté se hodnoty absorbance pii 450 nm normalizovaly
na absorbanci pii 615 nm (vydélenim téchto hodnot pro kazdou jamku). U doubleti pro
jednotliva ovlivnéni se vypocital aritmeticky prumér a poté se urcila fold change
(zména) jako pomér hodnota absorbance pro diferencované a nediferencované bunck

(ovlivnéni a kontrola).

3.5.2.5 Imunocytochemické barveni

Imunocytochemické barveni je metoda barveni bunék, které jsou rozetfeny a fixovany
na podloznim sklicku (Coons et al., 1942). U téchto buné¢k je detekovana subcelularni
lokalizace proteinli na zaklad¢ jejich vazby ke specifickym primdrnim protildtkam
a jejich barevna detekce pomoci sekundarni protilatky a chromogenu. Diferencované
a nediferencované buitky HT-29 byly rozetfeny na podlozni sklicka ve formé suspenze
kapky (2,5 upl), kterd se nechala vypafit. Pot¢ byly 10 min fixovany pomoci
4% paraformaldehydu v PBS a skladovany pii -20 °C.

Vzorky se oplachovaly vodou po dobu 5 min. Pied barvenim bylo nutné provést
permeabilizaci pufrem (101x fedéni Surfact-AmpsTM X-100 Detergentu do 1x TBS),
30 ul po dobu 15 min pti RT. Vzorky se pak oplachovaly vodou 5 min. Poté se provedlo
odkryti antigend pomoci histoprocesoru, ve kterém byly vzorky ponofeny v citratovém
pufru (pH 6,0) a byly zahtivany na teplotu 120 °C po dobu 15 min. Poté se vzorky
oplachovaly vodou 5 min. Déle se provedlo blokovani endogenni peroxidazy pomoci
roztoku 1% H20 po dobu 10 min. Poté se provedl oplach vodou a oplach Tris/Tween
pufrem 5 min. Dale se provedlo blokovani nespecifickych interakci ProteinBlockem
po dobu 10 min. Na vzorky se poté aplikovaly primarni protilatky proti pAkt a PTEN
fedéné Dako Antibody diluentem. Pro pAkt byla fedéni 1:50 a 1:100, pro PTEN 1:50,
1:100 a 1:200. Inkubace probihala ptes noc pii 4 °C.

Dalsi den se vzorky oplachovaly dvakrat 5 min Tris/Tween pufrem. Vizualizace
reakce byla provedena pomoci Mouse/Rabbit PolyDetector DAB HRP Brown Kit.
Roztok chromogenu DAB (soucast kitu) byl aplikovan po dobu 5 min. Vzorky

se dobarvily hematoxylinem po dobu 6 min, oplachly vodou a ¢pavkovou vodou,
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oba oplachy trvajici 5 min. Dale se provedlo odvodnéni a projasnéni 96% ethanolem,
acetonem, aceton/xylenem, xylenem 1 a xylenem 2, kazdy krok trvajici 5 min.
Zamontovani na trvaly prepardt se provedlo pomoci montovaciho média Pertex

(epoxidova pryskyfice). Preparaty pak byly hodnoceny ve svételném mikroskopu.

3.5.3 Inhibitor solubilni epoxid hydrolazy TPPU
Role sEH byla testovana pomoci inhibitoru SEH se zkratkou TPPU. Inhibitor
se aplikoval na buiniky ve dvou koncentracich (1uM a 10uM) na bunky diferencované
a nediferencované. Diferenciace bunék byla indukovana chemicky 5mM roztokem
butyratu sodného (NaBt). Nediferencované a diferencované buiky byly ovliviiovany
V doubletech a nasledn¢ se detekoval pAkt a PTEN.

Nediferencované buniky adherovaly 24 hod k mikrotitraéni desti¢ce v mnozstvi
10000 bunék/jamka v objemu 80 ul a poté na né bylo aplikovano 20 ul roztoku
inhibitoru sEH (TPPU) a negativni kontrola (0,1% DMSO). Pozadované koncentrace
DMSO a TPPU bylo dosazeno fedénim zasobnich roztoki latek do média. Zasobni
roztoky mély vzdy 5x vys$si koncentraci nez v jamce po rozpipetovani. Zasobni roztok
TPPU mél koncentraci 25mM a byl pfipraven rozpusSténim inhibitoru v DMSO.
Pro jednotlivé fedéni, ktera se aplikovala na bunky, bylo tieba z4sobni roztok prediedit
25x (LmM) v kultivaénim médiu.

Diferencované buiiky byly vysazeny obdobné&, po 24 hodindch na né byl vSak
aplikovan 5SmM NaBt, se kterym se buiiky nechaly inkubovat 72 hod za standardnich
podminek. Po 72 hod bylo z jamek odsato médium s NaBt, pfidano 80 pl ¢erstvého
média a byl aplikovan TPPU ve stejném schématu jako u bunck nediferencovanych,

a negativni kontrola (Tab. 2).

Tabulka 2: Aplikace kontroly a inhibitoru sEH (TPPU) na nediferencované
a diferencované buitky HT-29 v doubletech. Bunky byly vysety v objemu 80 pl média
a pridavalo se k nim 20 pl roztoku inhibitoru/kontroly.

Piedfedény zasobni  Médium K buiikam  Finalni koncentrace
roztok [ul] [ul] pridat [ul] VvV jamce
0,5% DMSO 0,2 40 20 0,1% DMSO
5uM TPPU 0,2 40 20 1ul TPPU
50uM TPPU 2,1 40 20 10pl TPPU
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3.5.3.1 In-Cell ELISA

Metoda In-Cell ELISA byla pouzita pro detekci zmén exprese proteinti po pouziti TPPU
ve dvou ruznych koncentracich. Metoda byla provedena na buitkach HT-29 vysazenych
do 96jamkovych mikrotitratnich desticek a inhibitor TPPU byl aplikovan
na nediferencované bunky a buiky diferencované pomoci butyratu sodného. Detailni
popis postupu je uveden na stranach 35-36. Jedina zména je v pouziti konkrétniho
fedéni primarnich protilatek pAkt a PTEN, které byly pro pAkt 1:500 a pro PTEN
1:2000.

3.5.4 Statistické vyhodnoceni
Zmény exprese proteinil pAkt a PTEN, které byly méfeny metodou In-Cell ELISA, byly
vyhodnocovany pomoci jednovybérového t-testu s hladinou signifikance P < 0,05.

Vypocet t-testu byl provadén v softwaru R (verze 3.5.1).
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4 VVYSLEDKY

4.1 Optimalizace protilatek

Optimalizaci protilatek se zjistovalo vhodné fedéni primarnich protilatek proti pAkt
a PTEN. Pro ovéfeni exprese a subcelularni lokalizace sledovanych proteinti byly
pouzity metody Western blot a imunocytochemické barveni. Nasledné¢ byla ovérena

vhodnost a optimalni fedéni primarnich protilatek pro In-Cell ELISu.
4.1.1 Western blot

4.1.1.1 Bradfordova metoda

Bradfordova metoda byla pouzita pro zjisténi koncentrace vyizolovanych proteinti
z nediferencovanych a diferencovanych bunék linie HT-29. Byla vytvoiena
koncentra¢ni fada pomoci hovéziho sérového albuminu (BSA) a méfena absorbance
pti 595 nm. Pomoci Excelu byla zkonstruovana kalibra¢ni kiivka a vypocitana rovnice
linedrni regrese (Obr. 11). Kalibra¢ni tfada se skladala zpraméra dvou hodnot
absorbance pro jednu koncentraci. Pro BSA to byly hodnoty od 0,401 do 0,99 pfi
0-6 pg/ul. Métené vzorky bunék HT-29 nediferencovanych a diferencovanych mély
pruméry absorbance pro nediferencované 1,689 (10,574 pg/ul) a diferencované 1,423

(9,606 pg/pl).
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Obréazek 11: Kalibraéni kiivka BSA (hovéziho sérového albuminu) ziskana

Bradfordovou metodou a rovnice linearni regrese pro vypocet koncentrace vzorki.

39



4.1.1.2 Western blot

Pro stanoveni exprese proteinii a vhodného fedéni primarnich protilatek byl proveden
Western blot s fedénimi pro protilatku proti pAkt 1:100 a 1:200, a pro protilatku proti
PTEN 1:1000 a 1:2000. Vysledky byly detekovany pomoci detekcniho zatizeni LiCor.
Pomoci Western blotu byla potvrzena exprese proteinti V diferencovanych
i nediferencovanych bunikach (Obr. 12). Byl detekovan prouzek v oblasti odpovidajici
predpokladané molekulové hmotnosti sledovanych proteinti, tj. pfiblizn¢ 47 kDa
pro PTEN a 60 kDa pro pAkt. Jako vhodné fedéni primarnich protilatek pro metodu
Western blot bylo stanoveno 1:100 pro protilatku proti pAkt a 1:2000 pro protilatku
proti PTEN. Jako kontrola byla provedena detekce protilatkou proti
glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaze (GAPDH).
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Obréazek 12: Detekované proteiny pAkt a PTEN v bunkach HT-29 metodou Western
blot. Legenda: N — nediferencované bunky, D — diferencované burky,
GAPDH - glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza, hodnoty markeru hmotnosti
v kilodaltonech [kDa].

4.1.2 In-Cell ELISA

Pomoci metody In-Cell ELISA byla provedena optimalizace primarnich protilatek pAkt
v fedénich 1:50, 1:100, 1:250 a 1:500. Jako vhodné fedéni bylo zvoleno 1:500 (Tab. 3).
Pro PTEN byla pouzita fedéni 1:1000, 1:1500, 1:2000 a 1:5000. Jako nejvhodné&jsi
fedéni bylo zvoleno 1:2000 (Tab. 4). Jako kontrola byly pouzity nediferencované buiky
HT-29.
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Tabulka 3: Absorbance pii vinové délce 450 nm a rtznych fedénich pro primarni

protilatku proti pAkt. Legenda: N — nediferencované buiky, D — diferencované bunky.

N N D D
Negativni kontrola 0,205 0,161 0,148 0,098
1:50 0,986 1,021 0,342 0,294
1:100 0,800 0,536 0,312 0,243
1:250 0,676 0,478 0,289 0,193
1:500 0,460 0,359 0,219 0,165

Tabulka 4: Absorbance pii vinové délce 450 nm a ruznych fedéni pro primarni

protilatku proti PTEN. Legenda: N — nediferencované buriky, D — diferencované bunky.

N N D D
Negativni kontrola 0,201 0,205 0,106 0,120
1:1000 0,651 0,539 0,239 0,224
1:1500 0,641 0,700 0,412 0,43
1:2000 0,641 0,569 0,313 0,272
1:5000 0,458 0,665 0,255 0,254

4.1.3 Imunocytochemicke barveni

Pomoci barveni byly detekovany proteiny pAkt a PTEN v buiikach HT-29. Pouzita
primarni protildtka rozeznava protein Akt fosforylovany na serinu na pozici 473
(Ser473). Akt fosforylovany v této pozici je aktivni a vstupuje z cytoplazmy do jadra,
kde #idi genovou expresi (Martelli et al., 2012). Byla detekovana ptitomnost pAkt
V cytoplazmé i v jadfe pii pouziti fedéni 1:50 a 1:100 (Obr. 13). Porovndnim obou

signall bylo vhodnym fedénim zvoleno 1:50.
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Nediferencované Diferencované

1:50
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Obréazek 13: Vysledky optimalizace primarni protilatky proti pAkt v fedénich 1:50
a 1:100 u nediferencovanych a diferencovanych bunck HT-29 (zvétSeni 200x).

Legenda: ¢ervena Sipka — pozitivni jadro, zelena Sipka — pozitivni cytoplazma.

PTEN je protein vyskytujici se v plazmatické membrané a cytoplazmé
(Stumpf et al., 2016). Pomoci barveni byla detekovana jeho pfitomnost v cytoplazmé,
coz odpovida jeho predpokladané subcelularni lokalizaci. Pro optimalizaci byla vybrana
fedéni 1:50, 1:100 a 1:200. Podle obrazki je zfejmé, Ze zvysujicim se fedénim slabne
signal PTEN a byla potvrzena vy$$i exprese v diferencovanych buinikach (Obr. 14).
Porovnanim téchto signalti bylo za vhodné tedéni zvoleno 1:50. U diferencovanych
bunék je patrnd silngj$i intenzita barveni, coz odpovidd predpokladu,

ze u diferencovanych sttevnich bunék se exprese PTEN zvysuje (Wang et al., 2001).
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Obréazek 14: Vysledky optimalizace primarni protilatky proti PTEN v fedénich 1:50,

1:100

1:200

1:100 a 1:200 u nediferencovanych a diferencovanych bun¢k HT-29 (zvétSeni 200x).
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4.2 Inhibitor solubilni epoxid hydrolazy TPPU
Po optimalizaci protilatek proti pAkt a PTEN se provadéla metoda In-Cell ELISA
S vybranymi fedénimi primarnich protilatek pro bunky ovlivnéné inhibitorem TPPU.

Buiiky ovliviiované inhibitorem byly diferencované nebo nediferencované.

4.2.1 In-Cell ELISA

Metoda In-Cell ELISA byla provadéna stejné jako pii optimalizaci primarnich
protilatek, s pouzitim nediferencovanych a diferencovanych bunék ovlivnénych dvéma
koncentracemi inhibitoru TPPU. Primarni protilatky byly pouzity ve svych vybranych
fedénich, tj. proti pAkt 1:500 a proti PTEN 1:2000. Pti diferenciaci butyratem sodnym
v koncentraci 5 mM byla prokazéna signifikantné snizend relativni exprese pAkt
67,36 % (P = 0,002) a signifikantné¢ vyssi exprese PTEN 156,12 % (P = 0,006)
(Obr. 15).
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Obréazek 15: Relativni exprese proteini pAkt a PTEN v diferencovanych bufnikach
HT-29 (5mM NaBt). Data jsou vyhodnocena jako primér = SD ze ¢tyf nezavislych
pokusti. Statisticky signifikantni vysledky jsou ozna¢eny symbolem hvézdy (P < 0,05).

U nediferencovanych bunék HT-29 ovlivnénych 1pM TPPU bylo méfeno
zvySeni relativni exprese pAkt (134,7 %), u ovlivnénych 10uM TPPU bylo méteno
mirné snizeni relativni exprese pAkt (94,4 %) (Obr. 16a). Oba vysledky ale nejsou
statisticky vyznamné (P = 0,099; P = 0,728). Exprese PTEN byla po pouziti obou
koncentraci TPPU zvySena (110,25 %; 102,1 %), ale op¢t statisticky nevyznamné
(P =0,405; P =0,576) (Obr. 16b).
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Obrazek 16 (a, b): Relativni exprese proteini pAkt (a) a PTEN (b)
u nediferencovanych bunék HT-29 po ovlivnéni TPPU (1uM a 10uM). Data jsou

vyhodnocena jako primér + SD ze ¢tyf nezavislych pokust.

U diferencovanych bun€k HT-29 bylo méfeno drobné snizeni exprese pAkt
po ovlivnéni 1uM TPPU (99,97 %) a zvySeni exprese po ovlivnéni 10uM TPPU
(122,39 %). Statisticky vyznamna zména je po 10uM TPPU (P = 0,04) (Obr. 17a).
Zména exprese PTEN byla u diferencovanych bunék po ovlivnéni obéma
koncentracemi TPPU signifikantn¢ sniZzena na 70,05 % (P = 0,019) a 74,4 % (P = 0,011)
(Obr. 17b).
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Obrazek 17 (a, b): Relativni exprese proteini pAkt (a) a PTEN (b) u diferencovanych
bunck HT-29 po ovlivnéni TPPU (1uM a 10uM). Data jsou vyhodnocena jako
primér + SD ze Ctyf nezavislych pokust. Statisticky signifikantni vysledky jsou
oznaceny symbolem hvézdy (P < 0,05).
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5 DISKUZE

Signalni drahy a fyziologické pochody v organismu jsou neodmyslitelné spojeny, stejné
jako jejich poruchy hrajici roli v fad¢ riznych onemocnéni. Tyto drahy v§ak mohou byt
ovlivilovany riznymi faktory v téle i z vnéjsku. PI3K draha patii k hlavnim signalnim
draham ovliviiujicim proliferaci a apoptézu bunék. V této préci byl zkouméan vliv
solubilni epoxid hydrolazy (sEH) na signalni drahu PI3K ve stfevnich bunkach.
Konkrétné se jednalo o zmény v expresi fosforylovaného Akt (pAkt) a PTEN
zpisobené inhibici sEH.

Primarni protilatky pouzité v této praci nebyly vyrobcem piimo urcené pro
In-Cell ELISu. Proto bylo tfeba nejprve otestovat jejich vhodnost, protoZze vysledky
mohly byt také ovlivnény vybérem primérnich protilatek (proti pAkt a PTEN).
Doporucovana validace protilatek (Baker, 2020) prob&hla n¢kolika metodami, kterymi
bylo optimalizovano fedéni pro konkrétni protilatku i konkrétni metodu. Nebyla vSak
vyloucena mezireaktivita, variabilita konkrétni protilatky nebo nevhodny vybér metody
pro tuto konkrétni primarni protilatku (Baker, 2015). V prvnim kroku bylo metodou
Western blot ovéfeno, Ze se dané proteiny v bunééné linii HT-29 nachazi,
a to jak u bun€k nediferencovanych, tak diferencovanych. Pro obé& pouzité primérni
protilatky byl detekovan prouzek v oblasti ptedpokladané molekulové hmotnosti.
V dal$im kroku bylo pomoci imunocytochemického barveni ovéteno, Ze protilatkami
detekované proteiny maji pfedpokladanou subcelularni lokalizaci. Kromé prouzku
ve sprdvné oblasti a predpokladané subcelularni lokalizace byla pozorovana také
zvySena exprese PTEN a sniZzend exprese pAkt v diferencovanych buiikach,
coz odpovida poznatkim v literatufe (Wang et al., 2001; Laprise et al., 2002;
Sheng et al., 2003; Byun et al., 2011). V dal§im kroku bylo prokazano, ze tyto primarni
protilatky mohou byt pouzity 1 pro metodu In-Cell ELISA, kdy byla naméfena
dostate¢na hodnota absorbance, jako signalu od protilatky. Pro vSechny uvedené
metody bylo také stanoveno optimalni fedéni primarnich protilatek.

Pro studium diferenciace je vyuzivan butyrat sodny (NaBt). Jako latka, kterou
pfirozené tvoii bakterie v tlustém stieveé, slouzi jako zdroj energie pro kolonocyty,
a prispiva k proliferaci a rustu kolonocytd. U bunéénych kultur odvozenych
od nadorovych bun¢k tomu vsak byva naopak. U koncentraci 1-10mM NaBt byla
pozorovana inhibice ristu bunék a indukce diferenciace pii in vitro experimentech

(Csordas, 1996; Martinez-Maqueda et al., 2015). Po pouziti SmM NaBt byl v této
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diplomové préaci prokazan signifikantni rozdil v relativni expresi pAkt a PTEN
u nediferencovanych a diferencovanych bunék HT-29. U diferencovanych bun¢k byla
zvySena exprese PTEN a sniZzena exprese pAkt, coz je v souladu s vysledky Wang et al.
(2001) i Wang et al. (2007), ktefi popsali, Ze inhibice PI3K drahy je jeden z kroki
nezbytnych pro diferenciaci bunék.

V této praci bylo prokazano, ze PI3K draha je propojena s metabolismem
kyseliny arachidonové, na drovni aktivity SEH. Detekovany PTEN putsobi
jako antagonista PI3K a zabranuje fosforylaci Akt. Byla prokdzana vyssi exprese PTEN
u diferencovanych bun¢k HT-29, stejné jako u Wang et al. (2001) a Byun et al. (2011),
kde byla také pozorovana vyssi exprese proteinu PTEN u diferencovanych bunék.
Po aplikaci inhibitoru sEH u nich doslo v ptipadé obou koncentraci k signifikantnimu
snizeni exprese PTEN, coz odpovida piedpokladanému spoluptisobeni PTEN a sEH.
Inhibice sEH u diferencovanych buné¢k HT-29 vede také k poklesu exprese villinu
(Cizkova et al., 2021). Je znamo, Ze villin pro to, aby vytvatel svazky, a tim se podilel
na vytvafeni kostry mikroklkt, interaguje sPIP2 (Khurana et George, 2008).
V nediferencovanych buiikach, kdy je zapnutd signalni draha PI3K, je PIP2 touto
kindzou prevadén na PIP3. V diferencovanych buiikdch dochdzi k narGstu exprese
PTEN, ktery PIP3 pfevadi zpét na PIP2. Inhibice sEH v diferencovanych buiikach
snizuje expresi PTEN. Lze tedy predpokladat, Ze v buiikach je mensi koncentrace PIP2
a villin se tak nepodili na vystavbé mikroklkli v dostate¢né mifte.

Dalsim detekovanym proteinem z PI3K drahy byl fosforylovany Akt. Akt ma
svou roli béhem proliferace bun€k a u nadorovych onemocnéni ovlivituje angiogenezi
I migraci (Wan et al., 2020). Byva detekovan vice u nediferencovanych bunék a po ose
krypta-klk se snizuje jeho exprese, coz bylo potvrzeno po diferenciaci bunék HT-29.
V experimentalni  Casti  této prace bylo méfeno mirné sniZzeni exprese
u nediferencovanych 1 diferencovanych bun€k po pouZiti inhibitoru sEH.
U diferencovanych bunék vSak doSlo k signifikantnimu zvySeni exprese pii pouZiti
vy$§i koncentrace inhibitoru sEH (10uM TPPU). Toto zvySeni exprese bylo prokdzano
také Yao et al. (2016), kdy TPPU zvysilo fosforylaci Akt u ledvinovych embryonalnich
bunék ¢loveéka praveé na pozici Serd73 stejné jako v piipadé pouzitych bunék HT-29.
Zhang et al. (2006) potvrdili, ze 14,15-EET, ktera pfedstavuje substrat sEH, stimuluje
fosforylaci Akt. Stejné tak protektivni G¢inky EETSs souvisely s aktivaci PI3K/Akt drahy
(Yang et al., 2007). Tyto poznatky potvrzuji také vyuziti inhibice sEH, ktera souvisi

s protektivnimi U€inky ji metabolizovanymi EETs, chranici srde¢ni sval, endotel, kosti
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nebo i buniky mozku (Liang et al., 2019; Trindade-da-Silva et al., 2020).

Bylo by vhodné prozkoumat propojeni téchto procesti s dal$imi signalnimi
drahami, protoze krom¢ PI3K drdhy jsou pro diferenciaci stievnich bun¢k dulezité také
MAP kindzove drahy (Aliaga et al., 1999; Laprise et al., 2002), nebo pouziti dalSich
inhibitord sEH. Dale by bylo vhodné prozkoumat, zda sEH hraje roli i v diferenciaci
jinych typtu bunék, stejné jako potencialni vyuziti pro diagnostiku a 1é¢bu relevantnich

onemocnéni.

49



6 ZAVER

Signalni drahy jsou dilezitymi komunikacnimi prostfedky ve vSech castech téla,
riznych tkanich, bunkach, a také jsou pritomny pii jejich vyvoji i metabolismu. Proto je
jejich funkce zndma i pii diferenciaci bunék, kdy se rozhoduje o funkénim rozriznéni
bunék v konkrétnich oblastech. V této diplomové préci byl studovén vliv PI3K drahy
na diferenciaci stievnich bunck, a to skrze piisobeni enzymu solubilni epoxid hydroléazy.
Po pouziti inhibitoru solubilni epoxid hydrolazy byla sledovana zména exprese proteinti
fosforylovaného Akt a PTEN zapojenych v PI3K draze, které pusobi proti sobg.
Pro jejich spolehlivou detekci byla provedena optimalizace primarnich protilatek proti
témto proteinim nékolika metodami a stanoveno vhodné fedéni. Dale bylo vybrané
fedéni protilatek pouzito pro detekci ovlivnénych stfevnich bunék z nddorové bunécné
linie HT-29 a bylo sledovano signifikantni ovlivnéni relativni exprese proteint
u diferencovanych bunék po ovlivnéni inhibitoru solubilni epoxid hydrolazy. Je zde
tedy mozné propojeni metabolické drahy solubilni epoxid hydrolazy s PI3K drahou
a jejich spolec¢nou ulohou pfi diferenciaci bunck ve stievech. Zjist€né vysledky jsou
hodnotné pro dal$i poznavani procesii v buitkach na molekularni Grovni, které stale jeste
nebyly a nejsou plné objasnény. Stejné€ jako vyuziti té€chto poznatkt v klinické praxi

zvlasté pro chronicka a nddorova onemocnéni.
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