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Souhrn

Tato diplomova prace je zameéfena na identifikaci molekularnich cill
potencialnich protinadorovych |éCiv metodami expresni proteomiky. Kyselina
betulinova je triterpenoidni latka s cytotoxickymi u€inky namifenymi specificky proti
nadorovym bunikam. Neékteré jeji uméle pfipravené derivaty vykazuji silnéjsi
cytotoxické ucinky a schopnost blokovat buné&ény cyklus. Teoreticka Cast této prace
popisuje zakladni mechanismy apoptdzy i buneéného cyklu. Shrnuje také pfistupy
expresniho profilovani a hmotnostni spektrometrie proteind. V experimentalni ¢asti
prace jsem studoval aktivaci kaspaz 3 a7 vrealném Case vybranymi derivaty
kyseliny betulinové. Z naméfenych dat byl stanoven optimalni ¢as pro expozici
bunécné linie T-lymfoblastické leukemie testovanemu derivatu JS3.786. Relativni
kvantifikace proteini oSetfené a kontrolni populace bunék byla provedena metodou
metabolického znafeni s naslednou hmotnostné spektrometrickou analyzou.
V populaci bunék oSetfenych J3.786 byla nepfimo zjisténa aktivace proteinu ,BH3
interacting domain death agonist’, doslo také ke zvySeni exprese podjednotky
kofaktoru a chaperonu tubulinu.



Summary

This study used an expression proteomics approach to identify molecular
targets of potencial anticancer drugs. Betulinic acid is a cytotoxic compound with the
specific effect to tumor cells and some of its derivates block the cell cycle
progression. First part of this thesis contains basic information about the apoptosis
and the cell cycle as well as about the proteomics and the mass spectrometry. In the
experimental part of my thesis | studied caspase 3 and caspase 7 activation by
tested compounds to determine the period of apoptosis induction. | used metabolic
labeling combined with mass spectrometry to quantify changes in protein levels
between cells treated by JS3.786 derivate and the control cells. JS3.786 treatment
caused BHS3 interacting domain death agonist activation and increase in tubulin

chaperone cofactor A, chain A expression.
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1. Uvod

Nahodné testovani cytotoxicity rostlinnych extraktd je moznym pfistupem k hledani
novych biologicky aktivnich slou€enin. Jednou ztakto objevenych latek
s protinadorovou aktivitou je kyselina betulinova. Dr. Sarkem ajeho skupinou byla
zameénou rlznych substituentll pfipravena cela fada jejich ucingjSich derivatu.
U nékterych nové syntetizovanych derivatl byla prokazana nejen schopnost indukce
apoptézy pfi velmi nizkych koncentracich, ale také naruSeni bunécného cyklu
nadorovych bunék. Soucasti dalsiho vyzkumu je pfesné popsani mechanismu, jakym
studovana latka interaguje s nadorovou bufkou a indukuje jeji apoptdézu. Hlavnim
cilém této prace bylo zjistit zmény genové exprese na proteinové urovni po ovlivnéni
derivatem JS3.786, ktery podle pfedchoziho vyzkumu blokuje rdst bunky v G2/M fazi
bunéného cyklu. Vzhledem ke sloZitosti bunééné signalizace a amplifikaci pro-
apoptotického stimulu byly experimenty zaméfreny na ¢asnou fazi mezi prvotni indukci
apoptozy a uplnou aktivaci kaspazové kaskady. Aktivita kaspaz 3 a 7 byla analyzovana
u Sesti derivatl kyseliny betulinové JS8, JS3.695, JS3.698, JS3.723, JS3.768,
JS3.786.



2. Soucasny stav reSené problematiky

2.1 Apoptéza

Apoptdza nebo-li programovana bunécéna smrt, je proces udrzujici homeostazu
bunéénych populaci v tkanich. Uplatfiuje se také béhem embryonalniho vyvoje
a v obrannych mechanismech, kdy jsou jejim prostfednictvim odstrafiovany poskozené
bunky. Nespravny prabéh apoptézy je dulezitym faktorem pfi vyvoji chorob ¢lovéka.
Jeji nadmérna aktivace je pfiCinou neuorodegenerativnich chorob a ischemického
poskozeni. Naopak jeji patologicka inhibice je typicka pro mnoho typl nadoru
a autoimunitnich poruch. Na rozdil od dal$iho typu buné&éné smrti, nekrézy, probiha
apoptéza vysoce koordinovanym, regulovanym a energeticky zavislym mechanismem.
Apoptotické burniky vykazuji oproti bufkdm normalnim typické morfologické
a biochemické zmény. Dochazi ke smrsténi bunék a zahustovani jejich obsahu,
kondenzaci chromatinu, tvofi se apoptoticka téliska, avSak integrita membran zlstava
zachovana (Rastogi et al., 2009). Na molekulami urovni dochazi k degradaci DNA
a Stépeni cytoskeletalnich i jadernych proteind kaspazami. Apoptéza muze byt
indukovana vnéjSi drahou aktivaci receptorud, vnitfni (mitochondrialni) drahou nebo
prostfednictvim T-lymfocytdl perforin/granzymovou drahou, pficemz se tyto drahy

muzou vzajemné podporovat (Elmore, 2007).
2.1.1 Vnéjsi draha

Apoptdza iniciovana vnéjsi drahou probiha pfes transmembranové receptory
patfici do rodiny TNF (tumor necrosis factor) receptord. Jejich spole€nym znakem je
extracelularni doména bohata na cystein a cytoplazmatickd doména slozena z 80
aminokyselin tzv. death domain. Tato doména je dulezita pro pfenos vnéjSiho signalu
FasL/FasR, TNF-a/TNFR1, Apo3L/DR3 a Apo2L/DR4. Signalni draha zahrnuje dvé
hlavni skupiny adaptorovych proteint: TRAF (TNF receptor -associated factor) a DD
(death domain) proteiny. Signalizace je velmi rychla a specificka. Po navazani Fas
ligandu na Fas receptor dochazi k asociaci adaptorovych proteind TRADD a FADD
s prokaspazou-8. Jejich spojenim vznika death-inducing signaling complex (DISC)
a prokaspaza-8 se autokatalyticky aktivuje. Aktivni kaspaza 8 spousti vykonnou ¢ast
apoptézy, kterou zajistuji efektorové kaspazy-3, -6, -7 pro vnitfni drahu i pro
perforin/granzym B drahu spole¢né (Locksley et al., 2001; Elmore, 2007).



2.1.2 Perforin/granzymova draha

Perforin/granzymova draha je zvlastni draha, kterou vyuzivaji cytotoxické T-
lymfocyty k navozeni apoptézy cilovyvh bunék. Perforiny a serinové proteazy
granzymy jsou akumulovany v cytotoxickych granulich cytotoxickych T-lymfocytl a NK
bunék. Po rozpoznani cilovych bunék jsou cytotoxicka granula uvolnéna do synapse s
cilovou bunkou. V membrané cilovych bunék jsou perforinem vytvoreny poéry, kterymi
do cytosolu prochazi cytotoxicka granula. Uvolnéni granzymu B aktivuje nejen
prokaspazy-10, -3 a-7, ale i Bid, ktery spousti mitochondrialni drahu apoptdozy.
Granzym a aktivuje na kaspazach nezavislou drahu vedouci k degradaci DNA
a chromatinové struktury (Cullen et al., 2010).

2.1.3 Vnitini (mitochondrialni) draha

Spusténi vnitfni apoptotické drahy vede ke zménam vnitfni mitochondrialni
membrany, ztraté membranového potencialu a uvolnéni dvou hlavnich skupin pro-
apoptotickych proteind z mezimembranového prostoru mitochondrii do cytosolu. Do
prvni skupiny se fadi cytochrom c, ktery aktivuje na kaspazach zavislou
mitochondridlni drahu, ataké Smac/DIABLO a Omi/HtrA2, které plsobi jako
antagonisté IAP protein. Cytochrom c vytvafi za Ucasti dATP komplex s Apaf-1
a prokaspazou-9 tzv. apoptozom, ve kterém je aktivovana kaspaza-9. Druha skupina
pro-apoptotickych proteind AIF, endonukleaza G a CAD je béhem apoptdzy
translokovana do jadra, kde zplsobuje fragmentaci DNA a kondenzaci chromatinu.
Vnitfni draha mize byt spusténa fadou stimulG napf. toxiny, hypoxii, volnymi radikaly,
hyperthermii, radiaci, virovou infekci nebo naopak v dusledu nedostatku rastovych

faktor(, hormonu a cytokin( (Elmore, 2007).
Mechanismus permeabilizace mitochondrialni membrany

Existuji dva modely vysvétlujici permeabilizaci vnéjSi mitochondrialni
membrany. Prvni pfedpoklada regulaci permeabilizace PT pory, ve druhém modelu
mohou proteiny bcl2 rodiny zprostfedkovat nebo naopak branit permeabilizaci
mitochondrialni membrany (Bouchier et al., 2005).
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Obr. 1: Schéma vzniku bax péru aPT poéru. MOM- vnéjsi mitochondridlni membrana, IMS-
mezimembranovy prostor, MIM-vnitini mitochondrialni membrana (Bouchier et al., 2005)

Permeability transition

Prvni model je zaloZzen na jevu znamém jako permeability transition (PT).
Dynamika tvorby PT je zakonlena vytvofenim proteinového komplexu spojujiciho
prostor mezi vnitini a vnéjsi mitochondrialni membranou. Komplex je tvofen VDAC
(voltage dependent anion channel) ve vné&jsi mitochondrialni membrané, cyllofilinem D
a adenin nukleotid translokasou (ANT) ( Bouchier et al., 2005). Tvorba PTP mlze byt
indukovana prebytkem Ca?* nebo reaktivnimy kyslikovymi radikaly (Vercesi et al.,
2006). Jeho otevreni vede ke ztraté membranového potencialu mitochondrii a roztrzeni
mitochondrialni membrany nasledkem neregulovaného pfijmu tekutin (Tsujimoto et
Shimizu, 2007).

Permeabilizace zprostfedkovana pro-apoptotickymi ¢leny Bcl-2 rodiny

Ve zdravych burikach se nachazi Bax (Bcl-2 associated x protein) v cytosolu
jako monomer nebo volné na membranach. Bak (Bc-I2 antagonist killer 1) je integrovan
v mitochondrialni membrané. Uvolnéni z negativni regulacel4-3-3¢ umoznuje Bax
translokaci do vnéjSi mitochondrialni membrany. Interakce stBid (truncated BH3
interacting domain death agonist) stimuluje konformacni zménu Bax nebo Bak, inzerci
do vnéjsi mitochondrialni membrany a tvorbu oligomert (Donovan et Cotter, 2004). Po
vytvofeni péru ve vnéjSi mitochondridlni membrané dochazi k uvolnéni
cytochromu c a dalSich proteinu do cytosolu (Parone et al., 2002).
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2.1.4 Bcl2 rodina protein

Na zakladé jejich homologie a funkce mizeme rodinu proteint bcL2 rozdélit do
tfi skupin. Anti-apoptoticka Bcl2/bclX podrodina proteini  Bcl-2, Bcl-x,, Bcl-w, Al
a MCL-1 sdili sekvencni homologie vdoménach BH1 — BH4. Proteiny podrodiny
Bax/Bak jsou proapoptotické a obsahuji az na vyjimky homologii v oblastech BH1,
BH2, BH3. Nové vsak byla objevena i homologie vdoméné BH4 (Kvansakul et al.,
2008). Treti podrodinu tvofi proaptotické proteiny Bid, Bad, Bim, Bik, BMF, bNIP3,
HRK, Noxa a PUMA se sekven¢ni homologii pouze v doméné BH3 také nazyvané
.BH3-only“ proteiny (Chipuk et Green, 2008).

Anti-apoptotic BCL-2 proteins

B W sl s | o folo] - IRt

BH4 BH3 BH1 BH2 ™

Pro-apoptotic BCL-2 proteins
‘Effectors’

| BN B N R B | sax Bax, (Bok)

BH3 BH1 BH2 ™

‘BH3-only’ BID. BIM
| | | BA[’), BIK, BMF, bNIP3, HRK, Noxa, PUMA

BH3 ™

TRENDS in Cell Biology

Obr. 2: Clenéni Bcl2 rodiny proteintl. Ve schématu jsou zndzornény a-helixy hydrofobni karboxyl koncova
doména (TM) (Chipuk et Green, 2008).

Charakteristickou vlastnosti rodiny Bcl-2 je schopnost tvofit homodimery
a heterodimery. Heterodimerizaci pro- a anti-apoptotickych ¢&lent rodiny dochazi
k inhibici biologickych aktivit partnert diky inzerci BH3 domény do hydrofobni kapsy
tvofené doménami BH1, BH2 a BH3 anti-apoptotického proteinu. Clenové Bcl-2 rodiny
mohou tedy pusobit ve dvou rovinach, samostatné svou nezavislou funkci anebo
heterodimerizaci s ostatnimi ¢leny (Tsujimoto, 1998). Proteiny Bcl-2 a Bcl-x.
lokalizované v membranach mitochondrii, ale také endoplazmatického retikula a jadra,
udrzuji BH3-only ve stabilnich komplexech, pfedchazi allosterické aktivaci Bax/Bak
atim brani uvolnéni  proapoptotickych  faktorGt  cytochromu ¢ aAlF
Z mezimembranového prostoru mitochondrii do cytosolu (Cheng et al.,, 2001).
Proapoptotické proteiny s homologni doménou BH3 Bad (Bcl-2 antagonist of cell
death) Bik (Bcl-2 interacting killer), HRK (Harakiri), Noxa, PUMA (p53 upregulated
modulator of apoptosis) jsou schopny vazat anti-apoptotické ¢leny Bcl-2 rodiny

a neutralizovat jejich aktivitu. Zminéné proteiny vazou kapacitu anti-apoptotickych
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¢lent Bcl-2 a pfedchazi tak inhibici Bid (BH3 interacting domain death agonist) a Bim
(Bcl-2 interacting mediator of cell death), které pfimo zprostfedkovavaji aktivaci
Bax/Bak. Mohou vystupovat také jako derepresory, které uvolni jiné proaptotické &leny
z komplexu s anti-apoptotickym (Chipuk et al., 2010). Hladina Bid v burice je
regulovana proteinem p53, avSak jeho aktivace zahmuje sérii posttranslaénich
modifikaci (fosforylace, myristoylace), proteolytické Stépeni a translokace do
mitochondrii. BEhem apoptézy indukované pfes death receptory, je Bid aktivovan
proteolytickym Sté&penim kaspazou 8 nebo 10 za vzniku $tépené formy t-Bid a nasledné
translokovan z cytosolu do mitochondrii, kde aktivuje bax/Bak. Diky zpé&tnovazebné
smycce na apoptozomu zavislé apoptézy mize byt Bid aktivovan také kaspazou 3,
nebo kaspazou 2 pfi stresem indukované apoptéze. DalSimi aktivatory schopnymi
Stépit Bid jsou granzymy, calpainy a cathepsiny, avSak i néstépeny Bid muze
translokovat do mitochondrii (Kohler et al., 2008).

Healthy cell Apoptotic cell

_ h@

Mitochondrion

nucleus nucleus U2
endo e

Obr. 3: Role permeabilizace mitochondrialni vnéjSi membrany a vznik apoptozomu (Adams, 2003).

2.1.5 Mechanismus vzniku apoptosomu

Pfed navazanim cytochromu c a zformovanim apoptozomu je Apaf-1 monomer
se svou CARD doménou (caspase recruitment domain) nepfistupnou prokaspaze-9
(Kim et al.,, 2008). Po uvolnéni z mezimembranového prostoru mitochondrii se
cytochrom c vaze na Apaf-1 a zpUsobuje hydrolyzu vazaného nukleotidu. Vyména

dATP/ATP za nukleotid umoznuje oligomerizaci sedmi komplext Apaf-1/cytochrom c
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do charakteristického tvaru a CARD doména je zpfistupnéna prokaspaze-9. Navazana
k apoptozomu, se prokaspaza-9 autoaktivuje a proteolytickym 3&tépenim aktivuje
efektorové kaspazy. Vznik apoptozomu je regulovan mnoha dalSimi proteiny.
Overexprese Hsp70 inhibuje vznik apoptozomu pfimou vazbou Hsp70 k Apaf-1.
Spole¢né s PHAPI a CAS, Hsp70 naopak stimuluje vznik apoptozomu zménou
konformace Apaf-1 ausnhadnénim vymény nukleotidu. Hsp90B inhibuje
cytochromem ¢ zprostfedkovanou oligomerizaci Apaf-1 (Pérez-Paya et al., 2010).

2.1.6 Kaspazy

Kaspazy jsou cysteinové proteazy exprimované ve formé neaktivniho
proenzymu. Rozstépenim na specifickém misté jsou aktivovany, stejnym zpusobem
aktivuji dalSi kaspazy a umoziuji amplifikaci proteazové kaskady. Nékteré kaspazy
mohou byt aktivovany transaktivaci nebo autoaktivaci. Jakmile je spusténa kaspazova
kaskada, kaspazy &tépi bunééné proteiny za kazdym aspartatem a podili se na vzniku
fenotypu typického pro apoptotickou buriku. Kaspazy prvni skupiny (kaspaza-1, -4, -5, -
12, -13, -14) se uplatiuji pfi zrani cytokin a pfi zanétlivych procesech. Druha skupina
kaspaz s dlouhou prodoménou (kaspaza -2, -8, -9, -10) je dulezitd pro iniciaci
apoptoézy. Kaspazy treti skupiny s kratkou prodoménou (kaspaza-3, -6, -7) vystupuji
jako efektorové kaspazy (Chowdury et al., 2008; Wolf et Green, 1999). Aktivace
kaspaz vede k inaktivaci reparaénich mechanismi a k zastaveni bunécného cyklu.
Mezi substraty kaspaz patfi Siroké spektrum protein(: strukturalni proteiny a proteiny
cytoskeletu (aktin, lamin, B-katenin), proteiny bunécného cyklu a DNA replikace
(topoizomeraza-l, Rb, p21, p27, Wee 1, cdc27, cyklin A), Stépeni areparace DNA
(ICAD, PARP), proteinové kinazy a dalsi (Bcl-2, Bid,Hsp90) (Stroh et Schulze-Osthoff,
1998).

2.1.7 Inhibitory apoptozy (IAP)

IAP (inhibitors of apoptosis) je rodina proteind schopna inhibovat apoptézu
vazbou své BIR (baculoviral IAP repeat) domény s nékterymi kaspazami. Rodinu IAP
savcu tvofi proteiny XIAP, c-IAP1, c-IAP2, NAIP, BRUCE, ML-IAP, ILP2 a Survivin.
Nejlépe charakterizovany protein XIAP inhibuje jak iniciaéni kaspazu-9, tak efektorové
kaspazy -3 a-7. Proteiny c-IAP1 ac-lAP2 jsou vazebnymi partnery s TNF-
asociovanymi proteiny. Antagonisty IAP proteini jsou pro-apototické proteiny
Smac/DIABLO a Omi/HtrA2 uvolnéné béhem permeabilizace vnéjsi mitochondrialni
membrany z mezimembranového prostoru mitochondrii (Rajalingam et Dikic, 2008).
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2.2 Apoptédza a bunéény cyklus

Mnoho proteinG hrajicich roli v procesu apoptézy ma svou funkci i v prabéhu
bunécéného cyklu. Zakladni buné&tné procesy, mezi néz patfi proliferace, transkripce
a translace, bunécény cyklus a apoptéza, reguluje PI3K/Akt draha. PI3K/Akt hraje
hlavni ulohu nejen pfi rastu rdstu nadorovych bunék, ale i vodpovédi na
protinadorovou lé¢bu, proto je povazovana za jednu z hlavnich drah rozhodujicich
o preziti buriky. Akt reguluje pomoci fosforylaci funkci svych substrat(, které se pfimo
kaspaza-9, Mdm 2, FKHRL 1 (FOXO03), IKK. Akt zprostfedkovana fosforylace pro-
apoptotického Bad na Ser 136 vede k preziti bufky. Fosforylace Ser 196 kaspazy-9 ma
za nasledek ztratu jeji proteolytické aktivity. Fosforylace IKKa umoziuje degradaci
inhibitoru IkB. Uvolnéni NFk-B z jeho inhibice vede ke zvySeni transkripce anti-
apoptotickych genu Bcl-xL, Bcl2, c-IAP a c-FLIP. Naopak fosforylace transkripéniho
faktoru FKHRL 1 inhibuje transkripci FasL, Bim a PUMA (Maddika et al., 2007). Akt
fosforylaci zesiluje Mdm2 zprostfedkovanou ubiquitinaci p53 a zvySuje jeho degradaci
(Ogawara et al., 2002).

2.3 Bunéény cyklus

Bunécény cyklus je slozity proces fidici rist a déleni bunék. Na jeho chodu se
podili mnozstvi regulacnich protein(, které vedou buriku postupné jednotlivymi fazemi
G1, S, G2 a M az k rozdéleni na dvé bunky dcefinné. V S-fazi (syntetické fazi) dochazi
k replikaci jaderné DNA, zatimco v M-fazi probiha mitéza. Mezi nimi jsou zafazeny faze
G1 a G2, ve kterych probiha intenzivni syntéza proteind a RNA. Do Go-faze jsou
zarazovany bunky aktivné necyklujici (Shafer, 1998). Prichod jednotlivymi fazemi
bunééného cyklu reguluji cyklin-dependentni kinazy (Cdks) a proteiny cykliny. Hladina
cyklin( v burice periodicky osciluje v dlsledku regulace jejich degradace a exprese
jejich gend, zatimco hladina CDKs z(stava stabilni. Cykliny mizeme rozdélit podle
jejich funkce v jednotlivych fazich bunééného cyklu na G1 cykliny, G1/S cykliny, S a M
cykliny. Cykliny vystupuji jako regulaéni podjednotka, kterou potfebuji pfislusné Cdks
ke své aktivaci, udavaji jim také substratovou specifitu. Ve vétSiné pfipadd je k pIné
ativaci Cdks nutna i fosforylace cdk-aktivujici kinazou (CAK). Na regulaci aktivity Cdk
se podili také Wee1 a Cdc25. Wee1 ji inhibuje fosforylaci a Cdc25 opét aktivuje

defosforylaci. Cdks prenasi fosfatovou skupinu z ATP na serin nebo threonin cilovych
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proteinl a zpUsobuji tak zmény v jejich struktufe nebo enzymové aktivité. Cdks jsou
evoluéné velmi konzervované, cyklin dependentni kinaza kvasinek je vysoce
homologni s Cdk1 Clovéka. Na regulaci bunééného cyklu lidské buriky se podili také
Cdk2, Cdk4 a Cdk6, avsak existuji i dalS$i Cdks hrajici ulohu v jinych bunéénych
procesech (Morgan, 2007).

2.3.1 Kontrola bunééného cykiu

Ristové faktory pasobi na bunku primarné jen v G1 a GO fazi. Po prekroCeni
tzv. restrikéniho bodu v pozdni G1 fazi, je jiz bufka nezavisla na pfitomnosti vnéjSich
faktorll a sméfuje nenavratné k rozdéleni buriky. Jestlize ma v8ak burika nedostatek
ristovych faktor( je$té pfed dosazenim restrkréniho bodu, prfechazi do GO faze.
Spravnou souslednost biochemickych procesu a jejich dokonceni pred vstupem do
dalSi faze zajidtuji tzv. kontrolni body. Kontrolni body a eliminace poSkozenych bunék
apoptézou, udrzuji integritu mnohobuné&ného organismu. Zastaveni v kontrolnim bodé
muze zpUsobit mnoho faktor(, zejména vSak posSkozeni DNA. Zastaveni v kontrolnim
bodé v G1 je zavislé na proteinu p53 a umozriuje opravu poSkozené DNA pred jeji
replikaci v S-fazi. Protein p53 je schopen rozpoznat poSkozenou DNA a vtomto
pfipadé stimuluje transkripci p21, ktery potom inhibuje G1 Cdks (Shafer, 1998).
Dllezitym mechanismem je negativni zpétnovazebna smycka, jiz p53 stimuluje
transkripci onkogenu mdm2. Protein Mdm2 pusobi jako inhibitor transkripéni aktivity
p53 avede k jeho ubiquitinaci a eliminaci proteolytickou degradaci (Bar-Or et al.,
2000). V tomto mechanismu hraje svou roli i regulaéni protein p19 (ARF), ktery vaze
Mdm2 a upravuje tak miru proteolyzy p53. V pfipadé rozsahlejSiho poSkozeni DNA,
stimuluje p53 apoptézu aktivaci genli Bax, Fas a dalSich (Vermuelen et al., 2003).
K UspéSnému vstupu do S-faze je nutna aktivace genu regulaénim proteinem E2F.
Inhibitorem jeho aktivity je produkt tumor-supresorového genu Rb. Fosforylace Rb
aktivnimi G1 Cdks snizuji jeho afinitu k E2F. Jako odpovéd na poSkozenou DNA vSak
p53 stimuluje expresi proteind rodiny p16, inhibitord G1 Cdks. Inhibice G1 Cdks vede
ke snizeni fosforylace Rb, inhibici E2F a ve vysledku k zastaveni progrese do S-faze.
Kontrolni bod v G2 fazi umozriuje opravu DNA pred vstupem do mitézy. K prichodu
G2/M kontrolnim bodem je nezbytna aktivace Cdc25, ktera defosforyluje inhibicni
fosforylace aktivniho mista Tyr15 Cdk1(DiPaola, 2002).
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2.4 Kyselina betulinova

Terpeny patfi spolu se steroly do skupiny isoprenoidd. Kyselina betulinova
(kyselina 3B-hydroxylup-20(29)en-28ova) je pentacyklicky triterpenoid s Sirokym
spektrem biologickych u€ink(. Vedle protinadorovych, ma také antimikrobialni,
protivirové a protizanétlivé ucinky (Yogeeswari et Sriram, 2005). Jeji vyhodnou
vlastnosti je specificky u€inek na nadorové burky, zatimco pro normaini burky je
toxicka az pfi vysSich davkach (Zuco et al., 2002). Kyselina betulinova spousti
mitochondrialni (vnitfni) drahu apoptézy nadorovych bunék permeabilizaci vnéjsi
mitochondrialni membrany (Fulda et al., 1998). Indukuje také zvySenou tvorbu
reaktivnich kyslikovych radikall a aktivuje kaspazovou drahu nezavisle na p53 (Wick et
al., 1999).

Obr. 4: Strukturni vzorec kyseliny betulinové (Fulda, 2008)

2.5 Molekularni cile biologicky aktivnich latek

Pro identifikaci molekularnich cili biologicky aktivnich latek existuje nékolik
strategii. Metody afinitni chromatografie jsou zalozeny na interakci studované latky
s jejim cilem v proteinovém extraktu. Metody kvantitativni expresni proteomiky mohou
objasnit molekularni mechanismy a vztahy na zakladé zmény exprese proteind mezi
vzorky z bunék neoSetfenych a oSetfenych sledovanou latkou (Cheng et al., 2010).
Pomoci cDNA arrayi Ize sledovat zmény genové exprese na urovni mRNA, zatimco
proteomicky pfistup pFedstavovany zejména 2D- elektroforézou a hmotnostni
spektrometrii se zaméfuje pfimo na proteiny, efektorové molekuly biologickych déju
(Gygi et al., 1999).
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2.6 Proteomika

Proteom je soubor vSech exprimovanych protein( buriky, tkané nebo organismu
ve vSech izoformach a posttranslacénich variantach (Wang et Chiu, 2008). Soubor
proteind je vysledkem mnoha vnitfnich i vnéjSich vlivi pasobicich na bunku nebo
organismus a v ¢ase se méni. Pfi studiu dynamickych biologickych procesu mohou byt

zmény v expresi genu zjistény dvéma hlavnimi pfistupy.
2.6.1 Dvourozmérna elektroforéza

Standardni metodou proteomickych studii je dvourozmérna polyakrylamidova
elektroforéza (2D-PAGE), pozdéji doplnéna o identifikaci protein hmotnostné-
spektrometrickou analyzou. Principem 2D-PAGE je separace proteini bunécného
lyzatu podle dvou nezavislych parametrd. V prvnim rozméru na zakladé rozdilného
izoelektrického bodu pomoci izoelektrické fokusace v gelu s pH gradientem a v druhém
podle své molekulové hmotnosti. Proteinové spoty mohou byt vizualizovany
a kvantifikovany barvenim stfibrem, Comassie Blue, chemickym nebo fluorescenénim
barvenim. Porovnani takto ziskanych polyakrylamidovych geld se spoty umozZnuje
Zjistit up &i down-regulaci exprimovanych protein(i mezi dvéma i vice soubory. Uspé&sny
byl vyzkum na sub-proteomovych urovnich provadény na bunéénych organelach nebo
jinych  frakcionovanych &astech bufiky napf. proteinech fagozomu nebo
cytoplazmatické membrany. Spolu s izolaci sub-proteom( a se snizenim komplexity
vzorku muaze byt citlivost metody zvySena znacenim proteinu biotinylaci a naslednou
MS analyzou. Dal$i modifikaci 2D-PAGE je diferencialni in-gel elektroforéza (DIGE), pfi
které jsou dva soubory proteinovych vzorkl oznaceny rozdilnymi fluorescenénimi
barvivy smichany a provedena 2D-PAGE. Avsak hlavni nevyhodu 2DE vSak zlstava
jeji nizka citlivost pro malo zastoupené proteiny a proteiny membran a jejich dalSi
obtizna identifikace. Dochazi také ke ztratam proteinl s vysokou nebo naopak nizkou

molekulovou hmotnosti, bazickych a kyselych proteind (Hanash, 2003).
2.6.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné-chemicka metoda umozniujici na zakladé
pomeéru hmotnosti a naboje ziskanych iontd (m/z) ur€it jejich pfesnou molekulovou
hmotnost. Analyza biomolekul byla umoznéna zavedenim Setrnych ioniza¢nich metod,
ionizace elektrosprejem (ESI) a desorpce /ionizace za pfitomnosti matrice (MALDI).
Molekuly analytu pfevedené na ionty dale prochazi pfes analyzator k detektoru.

(Westermeier et Naven, 2002).
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Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization (MALDI)

MALDI je zaloZzena na krystalizaci vzorku s vhodnou matrici napf. kyselinou
kyano-4-hydroskoficovou nebo kyselinou dihydroxybenzoovou. Dodanim energie
laserovym pulsem je matrice spolu s analytem pfevedena do plynné faze. Matrice
vystupuje jako donor nebo akceptor elektronu a analyt ziskava naboj. Jako analyzator
této pulzni ionizacni techniky byva nejastéji pouzivan analyzator doby letu (TOF), Q-
TOF s pfedfazenym kvadrupdlovym analyzatorem nebo TOF/TOF. (Westermeier et
Naven, 2002).

Analyzator doby letu (TOF)

V linearnim TOF analyzatoru je iontlim udélena pocate¢ni kineticka energie,
rychlost jakou dorazi letovou trubici k detektoru pfitom zavisi na individudlni hodnoté
m/z. Doba letu je dana vztahem t=k vm/z (Westermeier et Naven, 2002). RozliSeni
pfistroje je zavislé na délce letové trubice, avSak pfi jejim prodluzovani se zhorSuji
dalSi parametry. Proto byva souc¢asti hmotnostniho spektrometru ¢asto reflektron, ktery
odrazi ionty zpét do letové trubice a zvySuje rozliSeni pfistroje. lonty se stejnym
pomérem m/z, ale mirné vySSi kinetickou energii vstupuji do reflektronu hloubéji nez
ionty s niz8i kinetickou energii. Na detektor potom dopadaji ionty se stejnym m/z

nezavisle na své kinetické energii (Mamyrin, 2001).
lonizace elektrosprejem (ESI)

Principem ESI je ionizace analytu za atmosférického tlaku pomoci kapilary, pod
vlivem elektrického pole. Diky rozdilu potenciald mezi kapilarou a vstupem do
hmotnostniho vlastniho spektrometru vznika tzv. TaylorGv kuzel tvofeny jemnymi
nabitymi kapkami. Kapky se v dusledku odpafovani rozpoustédla zmenSuji az
odpudivé sily mezi ionty prfevazi nad silami povrchového napéti, které je drzi
pohromadé. V blizkosti Rayleighovy meze stability dochazi ke coulombické explozi
a pfechodu iontd do plynné faze. Zatimco MALDI poskytuje jednonasobné nabité ionty,
vyhodou ESI je vznik vicenasobné nabitych iontl. (Westermeier et Naven, 2002).
NejCastéji uzivanym analyzatorem k ionizaci elektrosprejem je kvadrupolovy analyzator
(Q), trojity kvadrupdl (QqQ) nebo iontova past (IT).
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Kvadrupolové analyzatory

Linearni kvadrupolovy analyzator tvofi Ctyfi paralelni kovové tyCe, mezi kterymi
ziskavaji ionty v plynné fazi stabilni trajektorii. Analyzator je ovladan napétim (DC)
a oscilujicim radio-frekvenénim napétim (RF) aplikovanymi na protilehlé pary tyci.
Prostorem mezi tyCemi mohou prochazet pouze ionty oscilujici se stejnou frekvenci
zavislou na jejich m/z. lonty s odliSnym m/z jsou zachyceny na ty€ich (Westermeier et
Naven, 2002). Pouzitim trojittho kvadrupdlu dochazi ke zvySeni rozliSeni a rozsahu
méfitelné molekulové hmotnosti, diky kolizné indukované disociaci poskytuje pfistroj
také sekvenéni informaci méfenim tandemovych spekter v reZzimu MS/MS. v prvnim
kvadrupélu je vybran matefsky iont (prekurzor), druhy vystupuje jako kolizni cela pro
kolizné indukovanou disociaci (CID) atfeti funguje jako analyzator pro
fragmentovanané dcefiné ionty (Wong et Cooks, 1997).

lontova past

lontova past se sklada z prstencové elektrody s hyperbolickym prafezem
a dalSich dvou hyperbolickych elektrod, které ji volné uzaviraji. lonty jsou zaméfeny do
centra kvadrupodlové iontové pasti pomoci oscilujiciho elektrického potencialu na
prstencové elektrodé. V ionotvé pasti zlstavaji zachyceny pouze ionty s hodnotou m/z
odpovidaijici oscilaci vlozeného napéti. Hélium v iontové pasti funguje jako tlumici plyn,
redukuje kinetickou energii iontd apomaha je udrzovat v centru iontové pasti.
V prostoru iontové pasti dochazi k fragmentaci iontl kolizné indukovanou disociaci
(CID). Vzniklé dcefiné ionty jsou vypoustény k detektoru podle své rostouci hodnoty
m/z. (Jonscher et Yates, 1997).

lontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (FT-ICR)

NejvyspélejSim typem hmotnostniho spektrometru je FT-ICR. Diky svému
vynikajicimu rozliSeni a pfesnosti umoziiuje i sledovani fosforylaci a dalSich
posttransla¢nich modifikaci proteint (Shi et al., 2001).

2.6.3 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Obecné mize hmotnostni spektrometr pracovat ve dvou fezimech. V jednoduchém MS
médu méfi molekulovou hmotnost analytu a indikuje jeho slozeni. Tento mdd je

pouzivan napf. pro peptide mass fingerprinting, kdy jsme schopni podle hmotnosti
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specificky nastépenych peptidd vyhledat v databazich protein, z néhoz pochazi.
Tandemova hmotnostni spektrometrie probihd v MS/MS modu, kromé hmotnosti
analytu je ziskana také informace o jeho struktufe. Pfi prvnim MS je vybran ur€ity iont,
zméfena jeho hmotnost, a podroben fragmentaci CID. Pfi nizkoenergetické CID
viontové pasti dochazi ke kolizni fragmentaci prekurzorového iontu a peptid je
fragmentovan (Westermeier et Naven, 2002).

LC-MS/MS

Separace kapalinovou chromatografii pfed vlastni analyzou tandemovou
hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS) umoznuje identifikovat jeden specificky peptid
v komplexni smési. Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) na reverzni fazi
nejprve zakoncentruje a rozdéli peptidy vzorku podle jejich polarity. HPLC-ESI-MS/MS
systém je fizen pocitaem, davkuje frakce vzorku do hmotnostniho spektrometru, kde
dochazi kionizaci elektrospejem a analyze tandemovou hmotnostni spektrometrii
(Srinivas et al., 2002).

2.6.4 Kvantitativni proteomika

PFi studiu jednotlivych biologickych jevl ¢asto nevysta¢ime s jednoduchou
identifikaci protein(. Kvantitativné proteomicky pfistup umozfiuje ve slozité smeési
proteint odhalit zmény spojené se sledovanym fenotypem (Ong et al., 2007). Metody
kvantitavni proteomiky mohou byt rozdéleny do dvou hlavnich skupin. ,Label free®
pfistupem jsou proteiny kvantifikovany intenzitou signalu v hmotnostnim spektru
(Kopylov et al., 2009). Pfesné&jSim a reprodukovatelnéjSim pfistupem jsou metody
zaloZzené na znaceni protein( stabilni znackou, vnasejici mezi proteiny dvou soubort
diferenci molekulové hmotnosti. Principem metod je analyza smési protein(, ve které
¢ast proteinli, oznacena stabilni znackou, slouzi jako vnitini standard. Protoze je
ucinnost ionizace peptidi vysoce variabilni, jako vnitfni standard slouzi stejny peptid
oznaceny stabilni znackou (Gygi et al., 1999). V pfipadé porovnavani dvou smési,
vystupuje znaéeny a neznaceny peptid v hmotnostnim spektru jako peptidovy par se
specifickym rozdilem molekulovych hmotnosti. Pomér intenzit piki znaceného
a neznaceného peptidu poskytuje informaci o relativnim mnozstvi peptidd. Proteiny
mohou byt znaceny chemickou modifikaci specifické skupiny na molekule napf.
metodami ICAT, iTRAQ, AQUA anebo metabolizaci média s obsahem izotopicky
znacenych anabolitd (Ong et al., 2003).

20



Metabolické znacéeni

Metoda SILAC (Stable isotope labeling by aminoacids in cell culture) vyuziva ke
znaceni proteinU inkorporaci aminokyselin se stabilnimi izotopy. Provadi se kultivaci
bunééné linie nejméné& 5 bunélnych déleni v médiu, ve kterém je néktera ze
standartnich esencialnich aminokyselin nahrazena svou izotopicky znacenou formou.
Pro buriky savcu jsou nejvhodnéjsi leucin, lysin nebo methionin. Arginin nepatfi mezi
esencialni aminokyseliny, avSak vétdina je ho pfijimana z média. Pro znaceni
aminokyselin jsou pouzivany nejéast&ji °H, *C, nebo N. Ptitomnost aminokyseliny
s téz8imi izotopy v peptidu se projevi v hmotnostnim spektru posunem molekulové
hmotnosti o specifickou hodnotu napf. 6 Da pro arginin znadeny *C. Tento rozdil
dostacuje rozliSeni peptidovych parl pochazejicich ze znafenych a neznacenych
proteind. (Ong et al., 2002; Ong et Mann, 2007).

Control Perurbed
State A (light » ) State B (heavy %)
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\ M cellysate /
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analyze sample with mass spectrometry

- Irtensity of MS sigrals betwesn
light and haevy paptides gve
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between cell states A and B

-
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Obr. &. 5: Schématicky znazornény princip analyzy vzorku zna¢eného metodou SILAC (Ong et Mann,
2007).
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3. Cile prace

Zjistit Casovy interval mezi aplikaci latky a aktivaci kaspazové drahy individualné pro
kazdy derivat kyseliny betulinové

Zhodnotit mozZnosti Magic red kitu pro sledovani aktivity kaspaz v realném Case

Identifikovat kvantitativni zmény buné&nych proteint po ovlivnéni vybranym derivatem
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4. Material a metodika

Pfistroje: biohazard box (Forma Scientific), inkubator (Joan), svételny mikroskop,
centrifuga Centra CL3 (IEC), centrifuga 5810R (Eppendorf), laboratorni vahy SBC21
(Scaltec), tifepaCka Unimax 1010 (Heidolph), vortex Genie 2 (Scientific Industries),
zdroj pro elektroforézu (Bio-Rad), ultrazvukova lazen (Maneko), inkubator (Biotech),
odparka concentrator 5301 (Eppendorf), Fluostar Galaxy (BMG Labtechnologies), DRI-
block DB 2A (Techne)

Pasazovani suspenznich bunék
Biologicky material: Nadorova bunécna linie CCRF-CEM (ATCC, VA, USA)

Material: Kultivaéni lahve a dal$i palstovy material (TPP, Svycarsko), injekéni stfikacky

a jehly (Braun)

Zasobni roztok penicilinu: 1.10° U penicilinu (Biotika) bylo rozpusténo v 50 ml sterilni

dH,0.

Zasobni roztok streptomycinu: 1 g streptomycinu (Sigma-Aldrich) byl rozpustén v 50 ml

sterilni dH,0.

Slozeni kultivaéniho média: 500 ml RPMI-1640 (Sigma-Aldrich), 100 ml fetalniho

teleciho séra (PAN-Biotech GmbH, Némecko), 0,250 ml zasobniho roztoku penicilinu,

2,5 ml zasobniho roztoku streptomycinu.

1. Pred zahajenim pasazovani byl pod svételnym mikroskopem zkontrolovan aktualni
stav a viabilita bunécné kultury.

2. Zdobfe narostlé populace bylo odebrano nékolik ml bunéné suspenze pro
inokulaci do nové kultivaéni lahve.

3. Bunécna suspenze v kultivaéni lahvi byla dopinéna cCerstvym temperovanym

médiem v pomeéru 1:5.
Sledovani aktivity kaspaz pomoci Magic Red kitu

Material: Magic Red™ Caspase Detection Kit Caspases 3 & 7 MR-(DEVD)2
(Immunochemistry Technologies, LLC; MN,USA), 96 - jamkovy panel s ernymi

sténami (Falcon)

Chemikalie: 99,9% dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich)
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Slozeni kultivaéniho média: 500 ml RPMI-1640 bez fenolové &ervéné a glutaminu
(Sigma-Aldrich), 150 mg glutaminu (Sigma-Aldrich), 100 ml fetalniho teleciho séra
(PAN-Biotech GmbH, Némecko), 0,250 ml zasobniho roztoku penicilinu, 2,5 ml
zasobniho roztoku streptomycinu.

1. Bunééna suspenze obsahujici poZzadovany pocet bunék byla centrifugovana 5 min
pfi 350 g a pelet resuspendovan &erstvym médiem k ziskani koncentrace 2.10°
bunék v 1 ml média.

2. Bunky byly stabilizovany 120 minut v inkubatoru pfi teploté 37°C a obsahu 5 %
CO2 v atmosfére.

3. K buné&né suspenzi v Petriho misce byl pfidan substrat 31xMR-(DEVD), v poméru
31:1 viv.

4. BunélCna suspenze se substratem byla inkubovana 60 minut v inkubatoru pfi
teploté 37°C a obsahu 5 % CO2 v atmosfére.

Bunécna suspenze byla rozpipetovana po 98 pl do 96 - jamkového panelu.
Pomoci fluorimetru s filtry 590 nm pro excitaci a 645 nm pro emisi byla zméfena
intenzita fluorescence.

7. Do vybranych jamek s bufikami bylo napipetovano 2 pl roztoku kazdé testované
latky tak, aby vysledna koncentrace v jamce €inila 1x nebo 5xICsp.

8. Intenzita fluorescence byla odecitana kazdou dalSi hodinu fluorimetrem.

Grafy byly vytvofeny Mgr. Lenkou Radovou, Ph.D. v pocitatovém programu
Statistica 8.

Stable isotope labeling by aminoacids in cell culture (SILAC)

Slozeni kultivaéniho média pro SILAC: 500 ml RPMI-1640 bez argininu a lysinu
(Biowest), 100 ml dialyzovaného fetalniho teleciho séra (Sigma-Aldrich), 0,250 ml
zasobniho roztoku penicilinu, 2,5 ml zasobniho roztoku streptomycinu. Do média pro
znadenou populaci bunék bylo pfidano 100 mg **C argininu (Cambridge Isotope
Laboratories) a 20 mg **C lysinu (Cambridge Isotope Laboratories). Do média pro
nezna&enou populaci bunék bylo pfidano 100 mg **C argininu (Cambridge Isotope
Laboratories) a 20 mg **C lysinu (Cambridge Isotope Laboratories). Znageni probé&hlo

5 pasazi.
Priprava bunéénych lyzatu

Chemikalie: 99,9% dimethylsulfoxid (Sigma-Aldrich), protease inhibitor coctail (Sigma-

Aldrich), endonukleaza Benzonase (Novagen)

24



Roztoky:

1xPBS byl pfipraven smichanim 900 ml dH,O a 100 ml 10xPBS

Slozeni 10xPBS: 80 g chloridu sodného (Lach-Ner), 32,1 g Na,HPO, . 12 H,O (Lach-
Ner), 2 g KH,PO, (Lach-Ner) bylo doplnéno dH,O do objemu 1| a HCI (p. a., Lach-
Ner), do pH 7,4.

Slozeni 1xPBS s inhibitory proteaz: 2,23 g pyrofosfatu sodného, 180 mg NaVvO3, 210

mg NaF, 174,2 mg rozpusténého v 1 ml methanolu a5 ml smési inhibitord proteaz

(Sigma-Aldrich) bylo rozpusténo v 1 | 1xPBS.

Roztok endonukleazy: 2U endonukleazy/ pl

Lyzaéni pufr: 20 mmol.I* tris-HCI (Sigma-Aldrich), 7 mol.I" mog&oviny (Amersham
Biosciences), 10 mmol.I" DTT (Sigma-Aldrich), 1% Triton X-100 (Fluka), 0,5%
dodecylsulfat sodny (Sigma-Aldrich) ve vodé MS kvality (J. T. Baker).

1.

Bunécna suspenze obsahujici pozadovany poc€et bunék byla centrifugovana 5 min
pfi 350 g a pelet resuspendovan 10 ml Cerstvého média k ziskani koncentrace
10.10° buné&k v 10 ml média a suspenze pfenesena do Petriho misky.

Pro experimenty byly pfipraveny celkem 4 Petriho misky s bunéSnou suspenzi:
znacena kontrola (A), neznaCené bunky (B), znacena kontrola (C), neznacdena
kontrola (D).

Buniky byly stabilizovany 120 minut v inkubatoru pfi teploté 37°C a obsahu 5 %
CO2 v atmosfére.

K nezna¢enym bunkam (B) byl napipetovan roztok testované latky v 10% DMSO
tak, aby vysledna koncentrace v jamce Cinila 1x nebo 5xICsq.

K neznaené kontrole (D) bylo pfipipetovano stejné mnozstvi 10% DMSO bez
testované latky.

Petriho misky s burikami byly inkubovany v inkubatoru pfi teploté 37°C a obsahu 5
% CO, v atmosfére, doba inkubace byla individualni pro kazdou testovanou latku.
Obsah Petriho misek a a B, C a D byl smichan dohromady a centrifugovan 5 min
pfi 1200 rpm ve vychlazené centrifuze (4°C).

Pelet byl dvakrat promyt 15 ml vychlazeného 1xPBS s inhibitory proteaz,
centrifugovan 5 min pfi 1200 rpm ve vychlazené centrifuze (4°C).

Pelet byl promyt 15 ml vychlazeného 1xPBS bez inhibitort proteaz, centrifugovan 5

min pfi 1200 rpm ve vychlazené centrifuze (4°C).

10. Pelet byl lyzovan 0,2 ml lyzovaciho pufru a pfidan 1 pl roztoku benzonazy (2U).

11. Vzorky byly pfeneseny do vychlazenych eppendorfek a inkubovany 5 min pfi 4°C.
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12. Ke vzorkim byl znovu pfidan 1 ul roztoku benzonazy (2U).
13.Po 5 minutové inkubaci byly vzorky centrifugovany 10 min pfi 13000 rpm ve
vychlazené centrifuze.

14. Supernatant byl pfenesen do nové eppendorfky a spolu s pelety zamrazen v -80°C.
Denaturace vzorku pro preparativni elektroforézu

Ke 150 ul buné&éného lyzatu v mikrozkumavce bylo pfipipetovano 40 uyl 5x
koncentrovaného dodecyl siranu lithného (Sigma-Aldrich) a 10 pyl 1M DTT (Sigma-
Aldrich). Vzorek byl inkubovan v termobloku 10 min pfi 90°C.

Preparativni elektroforéza

Pristroje: Mini prep cell (Bio-Rad) byl zapuj¢en Laboratofi charakterizace molekularni
struktury Mikrobiologického Gstavu AV CR v Praze. Preparativni elektroforézu proved|

Mgr. DuSan Holub.

Chemikalie: PlusOne™ Repel-Silane ES (GE Healthcare)

Roztok pro separaéni gel (stuper zesitovani 12 %, 10 ml): 3,3 ml vody Cistoty pro MS
(J. T. Baker), 4 ml 30% acrylamide mix (Bio-Rad), 2,5 ml 1,5 mol.I"* Tris (pH 8,8; Bio-
Rad), 0,1 ml 10% dodecyl siranu lithného (Sigma-Aldrich), 0,1 ml 10% peroxodisiranu

amonného (Serva), 4 pl N,N,N,N-tetramethylethylendiaminu (Serva).

Roztok pro zaostfovaci gel (stupen zesitovani 5 %, 2 ml): 1,4 ml vody cistoty pro MS
(J. T. Baker), 330 ul 30% acrylamide mix (Bio-Rad), 250 pl 1 mol.I* Tris (pH 6,8; Bio-
Rad), 20 pl 10% dodecyl siranu lithného (Sigma-Aldrich), 20 pl 10% peroxodisiranu

amonného (Serva), 4 pl N,N,N,N-tetramethylethylendiaminu (Serva).

Elektrodovy pufr: 10 ml 10% dodecy! siranu lithného (Sigma-Aldrich), 100 ml 10x

koncentrovaného Tris / glycinového pufr (Bio-Rad).

1. Trubi¢ka aparatury byla oplachnuta dH,O, jeji stény smoceny repel-silanem

a upevnéna do stojanku.
2. Trubicka byla naplnéna 9 ml roztoku pro separacni gel a pfevrstveno 200 ul dH,O
3. Po 15 minutach byla prebyte¢na voda odebrana.

4. Na povrch gelu byl napipetovan 1 ml roztoku pro zaostfovaci gel a na né&j 200 pl
dH,0.
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5. Po 15 minutach byla pfebyte¢na voda odebrana.

6. Byla sestavena aparatura elektroforézy a do obou jejich komor napustén

elektrodovy pufr.

7. Na zaostfovaci gel bylo naneseno celé mnozZstvi denaturovaného bunécného

lyzatu.

8. Elektrody byly pfipojeny ke zdroji a elektroforéza probéhla 5 h pfi konstantnim
pfikonu 1 W.

In-gel Stépeni proteint

Chemikalie: Acetonitril (J. T. Baker), lodoacetamid (Sigma-Aldrich), tris(2-karboxyethyl)
fosfin (TCEP) (Sigma-Aldrich), trypsin gold mass spec. grade (Promega),

Ethylmorfolinovy pufr: 1568 ul ethylmorfolinu (Fluka) bylo smichano s 2,5 ul acetonitrilu
(J. T. Baker) a 22,3 ml H,O a pH upraveno na 8,3 ethylmorfolnem nebo kyselinou

octovou (Fluka).

Roztok trypsinu v ethymorfolinovém pufru: 93,8 ul trypsinu o koncentraci 500 ng/ul bylo

doplnéno ethylmorfolinovym pufrem do 7,5 ml.
Pouzité chemikalie byly v kvalité pro hmotnostni spektrometrii, neni-li uvedeno jinak

1. Polyakrylamidovy gel se separovanymi proteiny byl ddkladné oplachnut dH,O

a rozfezan po 2 mm na 45 ¢asti.
2. Kazdy platek byl pfenesen do 1,5 ml mikrozkumavky a rozfezan na kostky1x1 mm.

3. Gelové kostky byly dehydratovany 400 ul acetonitriilu a5 minut inkubovany

Vv ultrazvukové lazni.

4. Po odstranéni acetonitrilu bylo pfipipetovano 150 pul 50mM TCEP a mikrozkumavky
inkubovany10 min pfi 90°C.

5. Po inkubaci byl vSechen roztok odstranén a kostky promyvany 5 min 400 ul vody.

6. Po odstranénni vody byly kostky dehydratovany 400 pl acetonitrilu a5 minut

inkubovany v ultrazvukove lazni.
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7.

8.

9.

Po odstranéni pfedchoziho roztoku bylo pfipipetovano 150 uyl 50mM iodoacetamidu

a eppendorfky byly inkubovany 60 min pfi laboratorni teploté v temnu.

Roztok iodoacetamidu byl odstranén a gelové kostky dikladné promyty 400 ul vody
a po odebrani 400 pl acetonitrilu po 5 minutach.

Pfedchozi krok byl jesté dvakrat zopakovan.

10. Po odstranéni Acetonitrilu bylo do ke kostkam pfidano 150 ul Ethylmorfolinového

pufru s trypsinem a mikrozkumavky byly inkubovany pfi 37°C pfes noc.

11.Po 30 minutach byl odstranén nadbyte¢ny enzymaticky roztok a eppendorfky

inkubovany pfes noc pfi 37°C.

Extrakce peptidu

Chemikalie: kyselina trifluoroctova (Fluka), Acetonitril (J. T. Baker)

1.

Mikrozkumavky byly ochlazeny na laboratorni teplotu, sto€eny ve stolni centrifuze
a roztok s nastépenymi peptidy odebran do novych mikrozkumavek.

Ke kostkam bylo pfidano 100 pl 0,1%TFA v 80% ACN. Po 10 minutové inkubaci

v ultrazvukové lazni pfeneseme k predchozimu roztoku peptidd.

Ke kostkam bylo pfidano 50% ACN. Po 10 minutové inkubaci v ultrazvukové lazni

prfeneseme k prfedchozimu roztoku peptidu.

Sesbirany extrakt byl odpafen ve vakuové odparce a opét rozpustén ve 100 pl
0,1%TFA.

v _ waw

Precisténi peptidu

1.

2.

MacroTRAP byl dvakrat promyt 100% ACN a 1%TFA v 80% ACN.

Kolonka MacroTRAPu byla ekvilibrovana 500 ul 0,1% TFA.

Na kolonku byl hamiltonkou nanesen vzorek.

Kolonka MacroTRAPu se zadrzenymi peptidy byla promyta 500 ul 0,1%TFA.

Peptidy byly eluovany do nové mikrozkumavky 200 pl 0,1% TFA v 80% ACN.
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Priprava vzorku pro LC-MS

Eluat byl odpafen do sucha ve vakuové odparce.

Peptidy byly rozpustény 1 pl 1%TFA v 80% ACN a dopinény 19 pl 0,1%TFA.
Vzorek byl bez bublinek pfenesen do inzertu a do vialky (Agilent Technologies).
LC-ESI-MS/MS

Roztok A: 0,1% kyselina mravendi (Fluka) v H,O (J. T. Baker)

Roztok B: 0,1% kyselina mravenci (Fluka) v acetonitrilu (J. T. Baker)

Peptidy byly separovany HPLC 1200 Series (Agilent Technologies) s kolonou Magic
C18AQ 5y, 200A, 0.075x100 mm (Michrom Bioresources, USA). Nastaveni gradientu
bylo 5 — 35 % roztoku B po dobu 80 minut, eluované peptidy byly kontinualné
analyzovany hmotnostnim spektrometrem HCTultra PTM Discovery System (Bruker
Daltonics). Pfi kazdém cyklu byl ukladan jeden piny MS sken a dvé MS/MS spektra.
Data byla analyzovana programem DataAnalysis 4.0 (Bruker Daltonics), identifikace
probéhla v databazi NCBI (Homo sapiens) pomoci vyhledavaciho algoritmu MASCOT,
relativni kvantifikace byla provedena v programu WARP-LC 3.2 (Bruker Daltonics).
Dal$i pouzité programy byly Hystar a Esquire (Bruker Daltonics). Povoleno max. jedno
vynechané $tépné misto a nastaveny mozné modifikace: karbamidomethylace cysteinu
(fixni), oxidace methioninu (variabilni), 13C (6) znaceni argininu a lysinu (variabilni).
MS/MS tolerance byla nastavena na 0,5 Da a 100 ppm. Pro identifikaci byla stanovena
podminka ureni nejméné dvou peptidl, z nichz jeden musel mit hodnotu skére
nejméné 40 avSechny dalSi nejméné 20. Do vysledkd byly zafazeny jen peptidy

s nejméné dvéma kvantifikovanymi peptidy.
LC-MALDI/TOF

Roztok matrice: byl pfipraven smichanim 44 ul nasyceného roztoku a-kyano-4-
hydroxy-skoficové kyseliny (Bruker Daltonics) v 90% acetonitrilu (ACN) s 0,1%
kyselinou trifluoroctovou (TFA), 1524 uyl ACN, 16 uyl 10% TFA a16 pl 100 mM
dihydrogenfosfore¢nan amonny (Fluka) v 0,1% TFA.

Aby doSlo ke snizeni poctu vzorku analyzovanych pfistrojem MALDI/TOF, vzorky byly
smichany nasledujicim zpisobem: 1-5, 6-9, 10-11, 12-13, 14-15, 16-17, 18-19, 20-21,
22-23, 24-25, 26-27, 28-29, 30-31, 32-33, 34-35, 36-37, 38-39, 40-41, 42-43, 44-45.
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Peptidy byly separovany HPLC 1200 Series (Agilent Technologies) s kolonou Magic
C18AQ 5y, 200A, 0.2x150 mm (Michrom Bioresources, USA) v nasledujicim reZimu:
95% roztok A 5 min, gradient roztoku B 5- 25 % po dobu 45 minut, 2 min gradient 25-
95% B, 95% B po dobu 20 min, gradient 5- 95% A b&hem 3 min, 95% A po dobu 20
min. Peptidy eluované od 5 do 56 min byly automaticky nanaseny pfistrojem Proteineer
fc (Bruker Daltonics) na Anchor Chip (Bruker Daltonics).

Na AnchorChip bylo naneseno 0,5 pl kalibrantu v 0,1%TFA a na néj 1 ul matrice.

Analyza probéhla s pomoci hmotnostniho spektrometru Autoflex Ill (Bruker Daltonics).
Identifikace probéhla v databazi NCBI (Homo sapiens) pomoci vyhledavaciho
algoritmu Mascot (treshold 15,0) a Phenyx (treshold 4,0; alespor jeden peptid se score
vy8Si nez 10). Povoleno max. jedno vynechané S$tépné misto a nastaveny mozné
modifikace: karbamidomethylace cysteinu (fixni), oxidace methioninu (variabilni), 13C
(6) znaceni argininu a lysinu (variabilni). MS/MS tolerance byla nastavena na 0,5 Da.
Relativni kvantifikace byla provedena v programu WARP-LC 3.2. Do vysledkl byly

zarazeny jen peptidy s nejméné dvéma kvantifikovanymi peptidy.

30



5. Vysledky
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6. Diskuze
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7. Zaver

Derivaty kyseliny betulinové JS8, JS3.695, JS3.698, JS3.723, JS3.768,
JS3.786 indukovaly na kaspazach zavislou apoptézu. Pomoci flourogenniho substratu
Magic Red jsem sledoval rychlost aktivace kaspaz 3 a7 po aplikaci testovanych
derivatd v koncentracich 1xICsg a 5xICso na bunécnou linii CEM. Naméfena data pro
derivat JS 8 byla v souladu se znalostmi ziskanymi jinou metodou. Magic Red kit
umoziuje jednoduchou, rychlou a specifickou detekci apoptdzy v burikach, nevyhodou
je v8ak vysoky obsah DMSO v méfené buné&lné suspenzi ataké nemoZzZnost
jednoduché kvantifikace apoptotickych bunék. Pro zjisténi kvantitativnich zmén
proteini béhem indukce apoptézy derivatem JS3.786, jsem pouzil metodu
metabolického znaceni proteinl SILAC a jejich relativni kvantifikaci pomoci LC-
MS/MS. Hmotnostnim spektrometrem MALDI/TOF a iontovou pasti s ionizaci
elektrosprejem bylo pfi zvolenych parametrech provedena relativni kvantifikace 734
unikatnich proteinl. V populaci bunék osetfenych J3.786 byla zjiSténa mozna zvysena
exprese podjednotky kofaktoru a chaperonu tubulinu, byla také nepfimo zjisténa
aktivace proteinu Bid (BH3 interacting domain death agonist). Sou€asti nasledujicich

experimentd bude ovéreni zjisténych vysledkl western blotem.
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9. Seznam pouzitych zkratek a symboli

ACN
AlF
ANT
AQUA
Bad
Bak
Bax
Bid
Bik
Bim
BIR
CAK
CARD
CCT
CDK
cDNA
CID
DC
DD
dH,0O
DIGE

DISC

acetonitril

apoptosis-inducing factor

adenin nukleotid translokaza
absolute quantification

Bcl-2 antagonist of cell death

Bcl-2 antagonist killer 1

Bcl-2 associated x protein

BHS3 interacting domain death agonist
Bcl-2 interacting killer

Bcl-2 interacting mediator of cell death
baculoviral IAP repeat

cdk-aktivujici kinaza

caspase recruitment domain
chaperonin containing TCP-1

cyklin dependentni kinaza
komplementarni deoxyribonukleova kyselina
kolizné indukovana disociace

napéti

death domain

deionizovana voda

diferencialni in-gel elektroforéza

death-inducing signaling complex
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ESI ionizace elektrosprejem

FT-ICR iontova cyklotronova resonance s Fourierovou transformaci
HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

HRK harakiri protein

Hsp heat shock protein

IAP inhibitor of apoptosis

IC50 koncentrace latky zpUsobujici uhyn 50 % populace
ICAT isotope coded affinity tags

IMS mezimembranovy prostor

IT iontova past

iTRAQ isobaric tag for relative and absolute quantification
LC kapalinova chromatografie

m/z pomér hmotnosti a naboje

MALDI desorpce /ionizace za pfitomnosti matrice

MOM vnéjSi mitochondrialni membrana

MIM vnitfni mitochondrialni membrana

PT permeability transition

PTP permeability transition pore

PUMA p53 upregulated modulator of apoptosis

Q kvadrupdlovy analyzator

QgQ trojity kvadrupélovy analyzator

RF oscilujici radio-frekven¢éni napéti

Rt retencni Cas
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SILAC

TBCA

tBid

TCEP

TFA

™

TNF

TOF

TRAF

VDAC

XIAP

2D-PAGE

stable isotope labeling with amino acids in cell culture
kofaktor A chaperonu tubulinu
truncated BH3 interacting domain death agonist

tris(2-karboxyethyl)fosfin

kyselina trifluoroctova

koncova doména

tumor necrosis factor

analyzator doby letu

TNF receptor -associated factor
voltage dependent anion channel
X-linked inhibitor of apoptosis

dvourozmérna polyakrylamidova elektroforéza
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