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Scientific interests:

» Lipid dietary compounds in regulation of
cytokinetics

» Growth regulators in cancer cell signalling
» Interaction of lipids and cytokines

» Effects of anticancer drugs

» Molecular and cellular mechanisms of toxicity of
organic compounds



VYZKUM V LABORATORI CYTOKINETIKY BFU AV CR

je zameren zejména na prenos bunécnych signalu a
patofyziologické zmeny vztahujici se k nadorovym
onemocnenim (zejmeéna kolonu a prostaty) v kontextu
mechanismu pusobeni

» lipidovych slozek vyzivy (esencialni vysoce
nenasycené mastné kyseliny - VNMK, butyrat z vilakniny)
» endogennich regulatoru rustu, diferenciace a
apoptozy (rodina tumor necrosis factor — TNF zejména
TRAIL, tumor growth factor beta (TGF), fibroblast growth
factor (FGF) a signalni draha Wnt/beta katenin)

» environmentalnich chemickych org. latek (PAH, PCB,
dioxiny)

» vybranych protinadorovych leciv (derivaty platiny)



Jsou zkoumany

» procesy vedouci ke zmenam regulace

bunecne kinetiky (proliferace, diferenciace,
apoptozy) a komunikace

» dusledky interakce vybranych faktoru (VNMK

a butyrat, VNMK a TRAIL, TRAIL a cytostatika,
PAH a TNF)

» rozdily v odpovedi nadorovych a
nenadorovych buencnych populaci



Ziskane vysledky maji vyznam jak pro obecné studium
procesu karcinogeneze (genotoxické i negenotoxickeé
mechanismy)

tak pro oblast (eko)toxikologie, nadorove prevence

a hledani novych protinadorovych terapeutickych
postupu.

Poznatky o uloze specifickych lipidovych slozek vyzivy
mohou byt podkladem pro optimalizaci lipidové vyzivy
(oblast prevence a podpurné terapie) ve spolupraci s
klinickymi pracovisti a vyrobni sferou.
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VYZKUMNE CILE A OBLASTI PRAKTICKEHO VYUZITI

ONKOGENEZE
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http://www.ibp.cz/labs/|_LFRP/

Department of Free Radical Pathophysiology.

Head of:the department:

Antonin Lojek

Scientific interest:

Modulation of mechanisms leading to the generation of reactive oxygen and
nitrogen metabolites by phagocytes

Effects of polyunsaturated fatty acids and products of their peroxidation on the
metabolic activity of phagocytes

Mutual interactions of phagocytes with other cell types and extracellular matrix
components

Antioxidative properties of body fluids, drugs and natural compounds
Role of myeloperoxidase in the regulation of vascular physiology
Redox regulation of intracellular signaling

Role of NADPH oxidases in the physiology of non-phagocytic cells


http://www.ibp.cz/labs/LFRP/

Oddéleni cytokinetiky BFU Looraior

(hlavni oblasti vyzkumu Cytokinetikq
a odborného smérovani) Biofyzikélni Gstav AVER, BRNO

Pouzivané modely a metodicky potencial



Komplexni povaha biologickych systemu
vyzaduje komplexni pristupy k jejich studiu

organismalni . ,
& N bunécéna molekulova
tkanova

studium na jednotlivych arovnich organizace systemu

Claerner

Biofyzikélni Ustav AVER, BRNO



Obecne schéma pusobeni studovanych latek a jejich dopad

membrane —pcytoplasm —pnucleus

(SIGNALING PATHWAYS)

TREATMENT EFFECT

Environmental imbalance of

pollutants prooxidative/

(PAHs, PCBs, TCDD) antioxidative
processes

apoptosis

PUFAs
imbalance cell cycle
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of PUFA proliferation
(TGFB 1, TNF-0)) metabolism
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Targeted modulation of phospholipid metabolism, (e.

might be a possible innovative strategy leading to
increasing of Pt-based cytotoxicity.

TREATMENT SIGNALING PATHWAYS
PUFAs
Combined CYTOSTATICS Imbalance at

Treatment with (cis-DDP, LA-9, LA-12) g oVl

metabolism

Cell Lipid rafts
growth/ apoptosis redistribution and
regulators oxidative stress
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1 - molecular level
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,,Multifaktorialni povaha*
odpovedi
biologickych (zivych) systému

na pusobeni prirozenych regulatoru ,,rustu”
(toxickych latek, farmak ....... )

Clasr

Biofyzikélni Gstav AVCR, BRANO



Z.akladni pristup k postizeni cytokinetiky:
detekce hlavnich parametru (dynamiky)

a jejich ronovahy/nerovnovahy v Case

differentiation

apoptosis ?
proliferation (necrosis)

[ time (t) t

oo

Biofyzikélni Gstav AVCR, BRANO



Vhodnost volby modelu

Studie in vivo

— poskytuji informaci o celkove (systemove)
odpovedi organismu, relativne mene vhodne ke
studiu mechanismu ucinku na subbunécné urovni

Studie In vitro

- nelze z nich mechanicky zobecnovat zavery pro
systémy in vivo (chybi zapojeni vyssich regulacnich
systému), idealni pro studium mechanismu ucinku
na subbunecné urovni

o

Biofyzikélni Ustav AVCR, BRNO



ROVNOVAHA —- HOMEOSTAZA

Je vysledkem mnoha zpétnovazebnych ucinku

Poruchy vedou k patofyziologickym stavum v¢ nadorového
onemocneni

C.;ﬁ'éﬁf.';'!ﬁ?s’
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Snaha o naplnéni cyklu
a dusledky pro financni zajisténi C



Pouzivane metody
a metodicky potencial
(vychodiska)
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Zavedené modely a vybrané metodické moznosti (v kooperact)

Modely

Studované parametry a metodické pristupy

Buiiky in vitro
Bunééné linie in vitro odvozené od ruznych typt nddorovych
i nendadorovych tkani:

krvetvorné (HL-60, U937, lidské promelocytarni linie)
stievni epitel (linie lidského adenokarcinomu kolonu HT-29,
embryondlni linie FHC)

jaterni tkan (mysi Hepa 1, nadorové krysi bunky WB-F344)

Fagocyty a lymfocyty:

* izolované z krve mysi a zdravych lidskych dobrovolniki
* bunécna linie mySich peritonealnich makrofagi RAW 264

Laboratorni mysi kmeni CBA, C57B1, nebo jejich ki'iZenci
(event.lab.potkani)

* zmeny krvetvorby- pokusnym mysim s krvetvorbou normalni nebo
utlumenou ionizujicim zatenim ¢i aplikaci cytostatika budou podavany
testované substance

* nadorovy riust- u pokusnych mysi s experimentalné implantovanym
nadorem budou sledovany efekty 1écby testovanymi substancemi
na nadorovy rast

e zanetlivy/septicky model- pokusnym mysim bude intraperitonealné
podavan endotoxin (10 mg/kg) rozpustény ve fyziologickém roztoku.
Soucasné nebo nasledn€ budou podavany také studované lipidové
emulze.

UROVEN BUNECNA

Oxidacni a antioxidacni vlastnosti emulzi, zmény spekter bunéénych
lipidi a mastnych kyselin (HPLC, plynova chromatografie)

Produkce superoxidového aniontu, peroxidu vodiku, hydroxylového
radikalu, oxidu dusnatého a piisobeni na PUFA, lipidy a buiky
(luminometrie, fotometrie, elektrochemie)

UROVEN MOLEKULARNI{ A BUNECNA

EXxprese bunécnych receptord, exprese a aktivita specifickych kinaz
(ERK, JNK atd.) a transkripénich faktorti (PPAR, NFKB..), exprese genti
a proteinti zapojenych v regulaci bunééného cyklu (p21, cykliny, CDK
atd.), apoptdzy (proteiny Bcl2 rodiny atd.) a buné¢né adheze (FAK, E-
catherin, integriny atd.) - detekce pomoci elektroforetickych metod,
Western blottingu, PCR, fluorimetrie, multiparametrické flow
cytometrie.

UROVEN buné&énych POPULACH A TKANI

Zmény cytokinetiky (proliferace, diferenciace, apoptoza) a oxidativniho
metabolismu (flow cytometrie, fluorimetrie, fluorescenéni mikroskopie)
Extra- a intracelularni tvorba reaktivnich metaboliti kysliku a dusiku
burikami, peroxidace lipida (luminometrie, flow cytometrie, fotometrie,
Western blotting)

Akumulace triacylglycerolt v cytoplasmé bunék ovlivnénych rznymi

slozkami lipidovych emulzi, fluidita membran (HPLC, plynovd
chromatografie, fluorimetrie)

Komplexni analyza krvetvorby pokusnych mysi - stanoveni pocti
jednotlivych typt bun¢k v periferni krvi a krvetvornych organech,
vyhodnoceni stavu poolu progenitorovych bunék pro granulocyty,
makrofagy ( GM-CFC ) a erytrocyty ( BFU- E).

[Focrobnéji Doc. J. Hao
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Flow cytometrie:

jedna z hlavnich
pouzivanych
metodologii

lnbor.nl:o.rq
ytokinctics

Institute of Biophysics, Brno
Academy of Sciences

Czech Republic




ANALYTICKA CYTOMETRIE II

konference
se zahranicni ucasti

Ceskd spoleénost pro analytickou cytologii

Registrovani

ucéastnici: 65 137 180

Zvani zahranicni
ici: 0) 3 ! (Angl.)

odbornici:



Vyzkum mechanismu pusobeni VNMK (omega-3 a
omega-6) a butyratu (NaBt) a navic

» jejich vzajemnée interakce

» interakce s endogennimi regulatory rustu,
diferenciace a apoptozy (cytokiny, rustove faktory,
iInduktory apoptozy - zejmena vliv na cytokinetiku,
odhalovani mechanismu) - terapeuticke aplikace, lipidove
VYZIVY.

Cilem je prohloubit poznani a nove definovat ulohu
latek lipidové povahy zejména VNMK a jejich derivatu
v mezi- a vnitrobunecnych komunikacich podilejicich
se na regulaci bunecnéeho deéleni, diferenciace a
apoptozy — uloha v karcinogenezi (kolon, prostata)

Potencialni preventivni pusobeni a terapeutické
aplikace (vyziva — funkcni potraviny, disease-specific
nutrition)
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PROLIFERATION

Epitel tlustého streva

€ kontinualné se obnovuijici tkan s
radou kritickych fyziologickych funkci v
organizmu

€ dynamicka rovnovaha mezi
priristkem bunék na bazi a ubytkem
bunek na povrchu strevnich krypt

& presné regulovana endogennimi
faktory (hormony a cytokiny),

ale muze byt rovnéz modulovana
dietetickymi faktory pritpmnymi v
lumen streva
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TUKY a VLAKNINA
Y 2 T

- Dulezita strukturalni a regulacni funkce s dopadem na strukturu a funkce
membran a fyziologické funkce organizmu
Patofyziologické podminky - artherosclerosis, zanét, nadory

Esencialni polynenasycene mastne kyseliny

omega-3 (k. o-linolenova) = Prekurzory g meqa-6 (k. linoleova)

dilezity

POMEN

k. arachidonova

rybi olej rostlinné oleje




e vznika anaerobni mikrobialni fermentaci viakniny ve streve

Specificke pusobeni na - _

u ZdI’Oj energle E}’ ALKALINE PHOSPHATASE
— zvySena proliferace __
— pokles v apoptoza

" snizena proliferace
Indukce diferenciace
iIndukce apoptozy
Zmeny genove exprese

= E-CADHERIN PROTEIN
/// F-ACTIN (Stress fibers)

Growth glhibition

Proliferated

cell arrest in G1-phase of the cell .
TIME OF BUTYRATE TREATMENT



INTERACTIONS OF DIETARY FACTORS AND ENDOGENOUS REGULATORS SUPPOSED TO AFFECT
CYTOKINETICS OF COLONIC EPITHELIAL CELLS

GUT-LUMEN I |

DIETARY PUFAs DIETARY

(n-3, n-6) \ FIBRE
APOPTOTIC :
2

?l EICOSANOIDS | 4= BUTYRATE

EPITHELIAL
A CELLS ¢?
\ 4
CYTOKINES

(TNF-0, FasL, TRAIL)

CRYPT

PROLIFERATIVE

Kovafikova M. et al. Eur J Cancer 2000 Hofmanova J. et a. Eur J Nutr 2005

Kovafikova M. et al. Differentiation 2004 Hofmanova J. et al. Cancer Letters 2005
Vaculova et al. Cancer Letters 2005 Hofmanova J. et al. Mol Nutr Food Res 2009




Lidske epitelialni linie kolonu

FHC HT-29 HCT-11%

normélni diferencovany nediferencovany
fetdlni kolon neinvazivni invazivni

e
P

*)

High Density Scale Bar = 100pm High DenSIty Scale Bar = 100pm ngh DenSIty Scale Bar= 100pm




Sekvence adenom x karcinom

AA/C1

{cyop.

AA/C1/SB10

HCT116

Normal

Mucosa

v

Hyper-

proliferation

v

Early

Adenoma

v

Intermediate

Adenoma

v

Late

Adenoma

v

Carcinoma

v

Metastases

Stimulation of proliferation
in the basal crypt

Inhibition of proliferation
in the upper crypt

Induction of apoptosis

Inhibition of proliferation
Stimulation of differentiation

Hyperacetylation of histones

Alterations in gene expression

Effects on extracellular matrix

4—— Regression of carcinomatosis in vive

(acetate, propionate,
butyrate)

(butyrate)

(butyrate)

(butyrate, propionate)

(butyrate)

(butyrate)

(butyrate)

(interleukin-2 + butyrate)




bunéecné linie
(tkanove kultury)
Lnborntoi

Biofyzikdlni Ustav AVCR, BRNO




)znaceni

A2780

Bunky epitelialniho puvodu

Lokalizace

ovarium

Organismus

¢lovék

Patologie

karcinom, Pt - citlivé

A2780cis

ovarium

¢loveék

karcinom, Pt - rezistentni

A549

plice

¢loveék

karcinom

BEAS-2B

plice

¢loveék

tranformované virem

CaCo2

kolon

¢loveék

adenokarcinom

CCL-64

plice

norek

normalni

CH-1

ovarium

¢lovék

karcinom, Pt- citlivé

COR-L23

plice

¢loveék

karcinom

COR-L23/CP3

plice

¢lovék

karcinom, Pt - rezistentni

COR-L23R

plice

¢lovék

karcinom, doxorubicin -
rezistentni

CT26

kolorectum

karcinom

E10

plicni

normalni

FHC

kolon

¢loveék

embryonalni

HA4llIELuc

jatra

krysa

karcinom




Oznacdeni

HaCaT

Bunky epitelialniho puvodu

Lokalizace

epidermis

Organismus

¢loveék

Patologie

normalni

HelLa

cervix

¢loveék

karcinom

Hepal

jatra

mys$

karcinom

HepG2

jatra

¢loveék

karcinom

HT-29

kolon

¢loveék

adenokarcinom

HT115

kolon

¢lovek

adenokarcinom

HUVEC

endotel

¢lovék

embryonalni

LEP

plice

¢loveék

embryondlni (fibroblasty)

MCF-7

prs

¢lovék

adenokarcinom

MDA-MB-231

prs

¢lovek

adenokarcinom

MDCK

ledvina

pes

normalni

MVLN

prs

¢loveék

adenokarcinom

SKOV-3

ovarium

¢lovék

adenokarcinom, Pt — primarné
rezistentni

T47D

prs

¢loveék

karcinom

WB-F344

jatra

krysa

normalni




Bunky mezenchymalniho puvodu




Prehled metod

a metodologii
CL aborator
ytokinetiky

Biofyzikdlni Ustav AVCR, BRNO




Metody pouzivané v laboratori cytokinetiky BFU AV CR, Brno

Legenda: FACS - pritokova cytometrie
FM - fluorescencni mikroskop
SM - svételny mikroskop
WB - western blotting
FM - fluorimetrie (FluoStar)
CM - kolorimetrie (FluoStar nebo Elisa reader)
LM - luminometrie (VUVEL, Lojek)
PAGE - polyakrylamidova elektroforéza
RT-PCR - reverse transcription polymerase chain reaction
RG - radiografie

ELFO — agarosova elektroforéza



azev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr Legenda
DAPI staining Studium morfologickych zmén bunécného jadra apoptotickych bunék FM
Annexin V - FITC + propidium jodid
(PN Externalizovany fosfatidylserin apop. bunék + zachovana semipermeabilita (detekce rané apoptdzy) FACS, FM
TUNEL + PI Prukaz specifické fragmentace DNA (DNA zlomU - nickll — ss DNA breaks) FACS, FM
SubGO0/G1 peak v distribuci
bunééného cyklu Barveni bunécné DNA propidium jodidem s extrakci nizkomolekularni DNA citratovym pufrem FACS
Pl - Hoechst double - stain Rozdé&leni buné&k na mrtvé/zivé, podle morfologie jadra identifikace apoptotickych bunék FM
DNA Zebfik Priikaz fragmentace DNA na 180 bp fragmenty (tzv. ladder) ELFO
Kaspaza1,3,7,8,9 Detekce exprese specifickych proteaz WB
Caspase assay (c-3, -6, -8, -9 subs.) Dukaz aktivity specifickych proteaz stépenim specifické sekvence na fluorescenéni substrat FM
cytokeratin 18 - protilatka M30 Neoepitop vytvoreny Stépenim cytokeratinu kaspazou FACS,
Lamin B Degradace Laminu B kaspazami WB
PARP Detekce Stépeni proteinu PARP WB
JC-1, TMRE, DiOC6, MitoTracker
Red, Rh 123 Detekce zmén mitochondrialniho potencialu AYm FACS
Hoechst + propidium jodid (PI) Detekce apoptickych, nekrotickych a sekundarné& nekrotickych bunék (detekce i pozdni apoptdzy) FM
F-aktin Detekce intenzity polymerizace a depolymerizace aktinu (pomoci konjugatu faloidin-FITC) FCM, FM
Intracelularni pH Prikaz poklesu intracelularniho pH viéi fyziol. hodnoté nutného k aktivaci enzymu DNA-azy
Izolace cytochromu c z cytos. frakce | Vyliti Cyt. C z mitochondrii do cytosolu a formovani komplexu s Apaf-1 a procasp-9 vytvafi apoptosom | WB
OxPhos Complex IV subunit Il Studium funkce mitochondrii WB




Proteiny a molekuly spojene s procesem apoptozy

Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr

Bad, Bag-1, Bak, Bax, Bcl-2, Bcl-X, Bcl-
XL, Bid, Mcl-1 Bcl-2 rodina - regulatory pribéhu apoptézy

c-FLIP Inhibitor kaspazy 8 -

c-IAP1, XIAP Rodina inhibitor kaspaz -

Hydroethidin, 2°,7°
dichlorofluoresceindiacetat Stanoveni respiraéniho vzplanuti a produkce ROS provazejici apoptézu

Dlhydrorhodamm 123 Stanoveni respiraéniho vzplanuti a produkce ROS provazejici apoptézu FACS

Lumgenm Stanoveni respiraéniho vzplanuti a produkce ROS provazejici apoptézu




Metody stanoveni urovné proliferace, cytotoxicity, viability

Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr

Poditani bunék Pocdita€ ¢astic zalozeny na principu konduktivity

Dye exclusion assay - eosin, trypanova
modF Barveni mrtvych bunék s permeabilizovanou membranou

Dye exclusion assay - propidium jodid Barveni mrtvych bunék s permeabilizovanou membranou

Stanoveni relativniho mnoZstvi bunék metabolizujicich tetrazolove soli MTT, WST-1 na formazanove
MTT, WST-1 produkty

Legenda

Coulter
counter

SM
FACS

'n
<

CyQuant Kit (Molecular Probes) pro znaceni DNA specialni fluorescenéni barvou - proliferaéni assay
PCNA Marker proliferace - podjednotka DNA-polymerazy 6 a ¢ WB, SM

Inkorporace BrdU Analog deoxyuridinu se inkorporuje béhem replikace DNA v proliferujich burikach FACS, FM

Inkorporace 3H-thymidinu (izotopova
metoda) Triciem znaceny thymidin se inkorporuje do bunék béhem replikace DNA - scintilacni hodnoceni

pY)
(@)

0
<

Clonogenic assay Otreatované bunky rostou v médiu nebo na agaru, sleduje se schopnost vytvaret kolonie bunék



Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr Legenda

Barveni pomoci PI

(napf. Vindeluv roztok) Distribuce bunééné populace podle mnozstvi celkové bunééné DNA do jednotlivych faz bun. Cyklu FACS

Mouse anti-BrdU-FITC + PI Sledovani syntézy DNA na zakladé inkorporace BrdU do DNA proliferujicich bunék FACS

Pulse-chase BrdU labeling Sledovani prichodu bunék cyklem FACS
Pra pojene eoulaci bunecneha

Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr Legenda

cyklin A Rizeni S - G2 faze b. cyklu - asociuje s cdk 2 WB

cyklin D1 Rizeni pfechodu z faze G1 do S - asociuje s cdk 4 wB

cdk 2 activity assay Rizeni S - G2 faze b. cyklu - asociuje s cyklinem A RG

cdk 4 Rizeni pfechodu z faze G1 do S - asociuje s cyklinem D WB

pl5, 16 Rodina p16 - inhibujici kinazy cdk 4 a 6 WB

p21/wafl/cipl/sdil/picl Inhibitor cdk a DNA replikace, transaktivovany pomoci p53 WB

p27/kipl Inhibitor komplexu cyklin D-cdk 4, cyklin A-cdk 2 WB

Topoizomeraza llo Replikacni faktor - marker pozdni S/G2/M faze b. cyklu WB

pRb Onkosupresor zastavujici ve fosforylované formeé b. cyklus v souvislosti s p21 WB

p53 Tumor supresorovy gen - "Guardian of the genome" - downstream reguluje p21/waf WB




Metody detekce diferencujicich se bunéek

Princip, funkce, parametr
Znaky monocytarni diferenciace lidskych leukemickych bunék

Stanoveni aktivity a-naftyl acetat esterazy (difer. leukemickych bunék)

Nazev metody, stanovované molekuly Legenda

CD11b, CD14 FACS

0
<

Nespecifické esterazy
Fagocyticka aktivita FACS

NBT redukéni test

Znak monocytarni diferenciace leukem. bunék - pohlceni &astic konjug. s FITC

Se zvySujici se urovni diferenciace roste pocet reduk. formazanovych zrn

@
<

0
<

Aktivita alkalické fosfatazy Znak diferenciace kolonovych bunék - disodna sl 4-nitrofenyl fosfatu

Stanoveni aktivity nespecifickych esteraz pomoci stépeni fluoresenéné sondy CFDA

Nespecifické esterazy (karboxyfluorescein diacetat) FACS

Intracelularni pH Stanoveni intracelularniho pH jako markru diferenciace bunék pomoci flourescenéni sondy SNARF-1 FACS

FITC znaceny faloidin

1
<

Polymerizace aktinu

Proteiny spojené s diferenciaci bunék

Princip, funkce, parametr Legenda

Receptor all-trabs retinoic acid, indukujici diferenciaci leukemickych bunék w

Nazev metody, stanovované molekuly

RARa
RXRa

Receptor aktivovany 9-cis-retinovou kyselinou W

VDR Receptor vitaminu D, mnozstvi VDR moduluje rist a diferenciaci nadorovych bunék



Mezibunécna komunikace, anoikis, motilita bunék

Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr

_ Nereceptorova tyrosin kinaza zapojena v pfenosu signalli z ECM -
Cadheriny Slozka desmosomu, nachazi se v komplexu s cateniny WB, FM

Slozka desmosomu, nachazi se v komplexu s cadheriny -

GJIC inhibition assay Testovani funkénosti GJIC pomoci luciferové Zluti
Wound healing assay Testovani motility bunék

Metabolismus kyseliny arachidonové

Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr

cytopl. fosfolipaza A2 Odstépuje AA z membran
5- Iipooxygenéza Metabolizuje AA na leukotrieny -

Cyklooxygenaza 2 Metabolizuje AA na prostaglandiny, prostacykliny a tromboxany

HPLC
Uvolnéni AA 2 buné do media (VUVED




Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr Legenda
Fas-L Ligand Fas-R - signal smrti wB
Fas-R (CD95) Receptor smrti - aktivovany navazanim Fas-L WB,FACS
FADD Adaptérova molekula - sou¢ast DISC komplexu WB

Toso Inhibitor Fas indukované apopt6zy nachazejici se na povrchu T lymfocytl WB
TRAIL Ligand TRAIL-R - signal smrti WB
TRAIL-R1,2 (DRS) Receptory smrti - aktivovany navazanim TRAIL-L WB,FACS
TRAIL-R3,4 (DcRs) Decoy receptory - vazou TRAIL, ale neaktivuji proces apoptozy WB,FACS

( d Protc AS( DVAILC

Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr Legenda
Ras, N-Ras Mebranovy G-protein wB

ERK 1/2 Imunochemické stanoveni neaktivni a aktivni (fosforylované formy) WB

p38 Imunochemické stanoveni totalni (na fosforylaCnim stavu nezavislé) hladiny p38 WB
JNK/SAPK activity assay stanoveni aktivity analyzou fosforylace substratu (radioizotopova metoda) RG
Akt/PKB Serin/Threoninova protein kinaza, mize stimulovat Ras WB

pTyr Protilatka detekujici fosforylovany Tyrosin WB

pSer Protilatka detekujici fosforylovany Serin WB




Signalni draha TGFE[3

Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr
TGF 1 Rastovy faktor

TGFBR I, 1 Receptor pro TGF 3 -

WB
Aktivace TGF R vede k translokaci téchto transkripénich faktort do jadra WB

Proteiny asociovane s AhR

Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr Legenda

WB, RT-PCR EMSA,
AhR Ligand-dependentni transkrip&ni faktor, FM
Reporter gene assay for AhR Metoda stanoveni aktivity Ah R L

Stabilni transfekce mutantnich variant AhR a ARNT pomoci plazmidovych vektor(

ARNT Jaderny partner receptoru AhR umoziiujici jeho vazbu na XRE element
CYP1A1 Oxidaza se smiSenou funkci patfici do rodiny cytochromt P450




Proteiny spojene s hormonalni regulaci

Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr

Reporter gene assay for ER Metoda stanoveni aktivity estrogennich receptort

Cathepsin D Endopeptidaza indukovana estrogeny

LRP/MVP Ribonukleoproteinové €astice ovlivnéné hladinou estrogent

PPARYy Jaderny receptor pro hormony ovlivilovany MAPK -

Transkripcni faktory a asociované proteiny

Nazev metody, stanovované molekuly Princip, funkce, parametr
Aktivator fady genu spojenych s hematopoezou, apoptézou atd. WB, EMSA

Inhibitor NF-kB, ktery jej zadrzuje v cytoplazmé

Po navazani heterodimerizacniho partnera Max pusobi jako TF _

Onkosupresor podilici se na fizeni oprav DNA lézi
AP - 1 (Jun + Fos) Homo- ¢i heterodimerni transkripéni faktor WB, EMSA




Dekujeme za pozornost

Cloaerai;

Biofyzikélni Gstav AVCR, BANO



