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Souhrn

Studium metabolismu na bunééné trovni je jednou z mnoha moznosti, jak sledovat
vliv 1é¢iva na nadorové bunky. Takovy piistup vyuziva metabolomika, véda zkoumajici malé
molekuly - metabolity (aminokyseliny, nukleotidy, atd.). Soubor téchto malych molekul
se nazyva metabolom. Cilena metabolomika se soustiedi na urcitou skupinu vybranych
znamych latek a sleduje jejich rtizné koncentrace ve vzorcich (v krevni plazmé, bunécnych
extraktech, moci) a jejich vzajemny vztah. Oproti tomu necileny metabolomicky pfistup
(pouzity v této praci) detekuje vSechny latky, které se ve vzorku nachazi a snazi se je
identifikovat pomoci metabolomickych databazi (METLIN, The Human Metabolome
Database). Pro detekci metabolitti, jako latek s molekulovou hmotnosti pod 1500 daltond,
byla v této praci vyuzita vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni s Orbitrap
hmotnostnim spektrometrem, coz poskytlo potfebné rozliSeni a presnost méfeni. V praktické
¢asti prace byl testovan vliv potencialniho kancerostatika - experimentalni latky 05-0777
(derivatu chinolinonu) na metabolom CEM bunécéné linie odvozené od T-lymfoblastické
leukemie. Pro zpracovani vyslednych dat byl pouzit program R-project se softwarovymi
nastavbami XCMS a CAMERA. Vizualizace vysledkii byla provedena pomoci analyzy
hlavnich komponent, diskriminacni analyzy a shlukové analyzy. Po vyhodnoceni vSech
naméfenych dat bylo zjisténo, Zze experimentalni latka 05-0777 ma vliv na bunécny

metabolom a ovliviiuje ur¢ité skupiny metabolitt.



Summary

The study of metabolism at the cellular level is one way how to monitor the effects
of certain treatment on tumor cells. This is an approach used by metabolomics, science
investigating small molecules - metabolites (amino acids, nucleotides, etc.). Set of these small
molecules is called metabolome. Targeted metabolomics focuses on a selected group
of known compounds and monitors various concentrations in samples (plasma, cell extracts,
urine) and relations between them. In contrast, untargeted metabolomic approach (used in this
work) detects all substances that can be found in the sample and tries to identify these
compounds using metabolomics databases (METLIN, The Human Metabolome Database).
In this experiment for detection metabolites, compounds with a molecular weight up to 1500
daltons, ultra high performance liquid chromatography coupled with Orbitrap mass
spectrometer was used, providing the necessary resolution and mass accuracy. In the practical
part of the thesis, the effect of potential cancerostatic - experimental compound 05-0777
(quinolinone derivate) - on the metabolome of CEM cell line derived from T-lymphoblastic
leukemia was tested. For data processing, software R-project was used coupled with
additional software packages XCMS and CAMERA. Visualisation of the results was done
by principal component analysis, discriminant analysis and cluster analysis. After evaluation
of all measured data was found, that experimental compound 05-0777 has influence

on cellular metabolome and it is influencing certain groups of metabolites.
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1 UVOD

Metabolomika je nové se rozvijejici véda, ktera studuje bunéény metabolom. Zabyva
se metabolickymi déji v buiikach a odrazi tak jejich aktualni stav. Metabolické profilovani je
oblasti s potencidlnim praktickym vyuzitim - mizeme detekovat malé molekuly, které jsou
charakteristicky pfitomné pti urcitém onemocnéni (markery), sledovat vliv [éCiva
na metabolismus a také zjiStovat cinnost zvolené 1€cby. Ke studiu rozli¢nych metaboliti je
zapotiebi ucinnych analyzacnich a detekénich metod jako je hmotnostni spektrometrie, ktera
je zalozena na méfeni poméru hmotnosti a ndboje (M/z) c&astic. Jednim z vhodnych
hmotnostnich spektrometrii je napiiklad piistroj zalozeny na orbitalni pasti - Orbitrap, ktery
byl pfedstaven Alexanderem Makarovem v roce 2000 a detekuje analyty na zaklad¢ frekvence
jejich axidlnich oscilaci. Nejnovéj$i model, hybridni Orbitrap Elite, se vyznacuje potiebnym
rozliSenim, piesnosti méfeni a dynamickym rozsahem, a proto je idedlni pro metabolomické
studie. Jak jiz bylo zminéno, studium metabolismu bunék umoziiuje monitorovat ucinek
ruznych protirakovinnych latek. V ramci této bakalarské prace je necilenym metabolomickym
pfistupem in vitro studovan vliv experimentalni latky 05-0777 na CEM buné¢nou linii
odvozenou od T-lymfoblastické leukemie. Experimentalni latka 05-0777 je derivat
chinolinonu, ktery muze potencialné vykazovat podobné uc¢inky jako pfirodni naftochinon
Sikonin, jenz jiz prokazal zna¢nou biologickou aktivitu - antibakterialni, protizanétlivou,
protinddorovou a dalsi. Cilem této prace je necilenym metabolomickym pfistupem zjistit, jak
experimentalni latka 05-0777, derivat chinolinonu, ovlivitluje metabolismus rakovinnych
bungk, popiipad¢ piiblizit, jaky je cil jeho pasobeni. Tato latka by se pak v budoucnosti

mohla stat potencidlnim protirakovinnym lécivem.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Metabolomika

Metabolomika je védni disciplina zabyvajici se studiem malych molekul metabolismu
- metabolitli (Patti et al., 2012). Tato véda se zacala rozvijet pocatkem 90. let 20. stoleti
(Baker, 2011) a fadi se k nové vzniklym ,,omickym* védam jako jsou genomika, proteomika
a transkriptomika. Jeji hlavni vyhodou oproti zminénym védam je vEétsi navaznost na fenotyp
- odrazi aktualni stav bunék, jejich metabolismus a biochemickou aktivitu (Patti et al., 2012).

Metabolity jsou rozmanité latky s molekularni hmotnosti pod 1500 daltont
(D’Alessandro et Zolla, 2012) - aminokyseliny, nukleotidy, sacharidy, lipidy atd. Mnozstvi
metaboliti v téle Cloveéka se odhaduje na nékolik tisic, z nichz mluvime jak o latkach
endogenné se v téle vyskytujicich, tak i o produktech metabolismu stievnich mikrobi
a latkéch piijatych z okolniho prostiedi (1€ky, potrava, polutanty) (Baker, 2011).

Metabolomické pristupy se dé€li na cilené a necilené. Pomoci cilené metabolomiky
hleddme ve vzorku pouze urcité spektrum pro nas zajimavych latek a jejich pfitomnost
muzeme kvantifikovat porovnanim se standardy. Necilend metabolomika se oproti tomu snazi
detekovat vSechny latky obsazené ve vzorku (Patti et al., 2012). Identifikovat nalezené latky
potom muizeme s vyuzitim znalosti jejich presné hmoty pomoci webovych databazi METLIN
(http://metlin.scripps.edu/ - 29. 3. 2013) (Smith et al., 2005) a The Human Metabolome
Database (http://www.hmdb.ca/ - 29. 3. 2013) (Wishart et al., 2009), které obsahuji tisice

latek identifikovanych na zdkladé ziskanych experimentdlnich dat. Pro identifikaci lipida
muzeme vyuzit také databazi LIPID MAPS (http://www.lipidmaps.org/ - 29. 3. 2013) (Sud
et al., 2007).

Pro studium metabolomu jsou vyuzivany ptfedevsim vzorky biologickych tekutin
(krev, plazma, moc) a tkanové a bun&cné lyzaty (Patti et al., 2012). Z hlavnich analytickych
metod 1ze zminit hmotnostni spektrometrii, kapalinovou a plynovou chromatografii, nuklearni
magnetickou rezonanci a kapilarni elektroforézu. Kombinaci téchto metod Ize detekovat
znacné mnozstvi metabolitl, ale prozatim zhruba jen c¢tvrtinu z nalezenych identifikovat
(Baker, 2011).

Praktick¢é vyuziti metabolomiky spoc¢ivd v klinické diagnostice - pomoci
metabolomického profilovani mizeme stanovit metabolismus, farmakokinetiku, ucinky

atoxicitu 1€kt a detekovat biomarkery charakterizujici vyskyt urcitétho onemocnéni
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(Kell, 2006; Patti et al., 2012). Pti spojeni metabolomickych, proteomickych a genomickych
analyz pak mtzeme ziskat komplexnéjsi a ucelenéjsi nahled na stav bunky (organismu), jaké

d¢je v ni probihaji, jak se navzajem ovliviuji, reguluji apod. (Baker, 2011).

2.2 Hmotnostni spektrometrie

2.2.1 Historie hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analytickd metoda, ktera vznikla pocatkem 20. stoleti.
Prvni hmotnostni spektrometr byl vynalezen Thomsonem Vroce 1897 na zdklad¢ snah
0 dok4zani casticové povahy katodového zéateni. Skladal se zplynové vybojky, kterd
produkovala ionty a ty byly po prichodu magnetickym a elektrickym polem detekovany
na fotografické desce (Thomson, 1897). Velmi dlouho byla hmotnostni spektrometrie
vyuzivana piedevs§im ve svété fyziky, az pozdé&ji se jeji pouziti rozsifilo na oblast chemie
a biologie. Prvni experimenty byly provazeny snahou ur¢it hmotnosti atoml a potvrdit
existenci izotopl, ve 40. letech byla poté hmotnostni spektrometrie vyuzivana komeréné
ke kontrole sloZeni riznych primyslovych smési. Rozvoj této metody v oblasti chemie nastal
pfedev§im az v 50. a 60. letech. Pravé tehdy vznikaly prvni pokusy o stanoveni struktury
ruznych sloucenin, k ¢emuz z velké ¢asti ptispélo i zjisténi, Ze latky uvnitf piistroje specificky
fragmentuji (Griffiths, 2008). Od t¢ doby se metoda hmotnostni spektrometrie velmi
intenzivné rozvijela, dnes existuje fada rGznych hmotnostnich spektrometrii zalozenych
na odli$nych principech méfeni poméru hmotnosti a naboje (m/z) latek. Mé&fi se fyzikalni
veli¢iny jako momentum V magnetickém sektoru, Kineticka energie, orbitalni frekvence,
rychlost a stabilita drahy ¢astic, pficemz kazdy z téchto pfistupti ma své vyhody a nevyhody

a je vhodny pro urcity typ analyzy (Hu et al., 2005).

2.2.2  Casti hmotnostniho spektrometru

Hmotnostni spektrometr se skladd ze tfi zakladnich casti - iontového zdroje,
hmotnostniho analyzatoru a detektoru. V iontovém zdroji je analyt pievadén do plynného
stavu a zaroven dochazi k ionizaci molekul analytu, analyzator déli ionty podle poméru jejich

hmotnosti anaboje (za pouziti riznych technologii) a signal je pfevadén pomoci
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hmotnostniho detektoru na hmotnostni pik s urcitou hodnotou m/z (de Hoffman et Stroobant,
2007).

2.2.2.1 Iontové zdroje a zpilisoby ionizace

Ionizaéni techniky se déli na mekké a tvrdé. Mékké ionizacni techniky jsou Setrnéjsi,
nedochazi pii nich k fragmentaci a ziistavaji tak zachovany vesmés neporuSené ionizované
molekuly (napt. Cl, Fl, ESI). Oproti tomu pii tvrdych ioniza¢nich technikach jsou molekuly
diky absorpci vysoké energie rozbijeny na fragmenty (napt. EI) (de Hoffman et Stroobant,
2007).

Elektronova ionizace (Electron ionization - El) je technika zalozena na dopadu elektronti

na molekuly vzorku v plynném stavu. Zdrojem elektront je zhavené vlakno, k jejich emitaci
slouzi vlakno katodové. Elektrony se pfi cesté¢ k anodé srdzi s molekulami vzorku a jsou
zaroven urychlovany. Pfi tomto typu ionizace dochdzi ke vzniku predevsim kladné nabitych
radikalovych ¢astic a Casta je fragmentace molekul analytu (de Hoffman et Stroobant, 2007;
Ekman et al., 2009).

Chemicka ionizace (Chemical ionization - CI) je charakteristicka srazkami molekul

analytu s ionty pifitomnymi ve zdroji. Zdrojem iontl je reak¢éni plyn (metan, isobutan,
amoniak, atd.), ktery je sdm ionizovan pomoci elektronové ionizace. Pti reakci vzorku s ionty
zdroje dochazi k pfenosu protontl, vyméné naboji a dal$im reakcim, a vznikaji tak rizné typy
iontl. Chemicka ionizace se fadi k jemnéj$im typim ionizace, protoZe pii ni dochazi k mensi

fragmentaci molekul (de Hoffman et Stroobant, 2007; Ekman et al., 2009).

lonizace polem (Field ionization - FI) je technika zalozena na ionizaci plynné¢ho vzorku

pomoci silného elektrického pole. Toto pole vznika na zdklad€ potencidlového rozdilu mezi
emitorem (anodou) a ,,counter<-elektrodou (proti-elektrodou - katodou). Na povrch emitoru
prechazi elektron z molekuly plynného vzorku. Zbyvajici molekulovy kation je emitorem
odrazen a postupuje na katodu a nasledné do analyzatoru. Tento typ ionizace poskytuje
nefragmentované molekuly, ale dosahuje pomérné nizké ionizaéni ucinnosti (de Hoffman

et Stroobant, 2007).

Desorpce pomoci pole, plasmy nebo laseru jsou techniky zalozené jak na ionizaci

vzorku, tak na desorpci, tedy uvolfiovani iontd z povrchu vzorku. Pti desorpci polem (Field

desorption - FD) je vzorek ulozen ve formé roztoku na vlaknu pokrytém uhlikovymi
11



mikrojehlickami. Zahfivanim vldkna dochazi k tdni vzorku a akumulaci iontli na Spickéach
jehli¢ek, kde dochazi k jejich desorpci. FD jako i Fl patii mezi m&kké ioniza¢ni metody.

Pii desorpci _plasmou (Plasma desorption - PD) je vzorek v pevném stavu bombardovan

fragmenty izotopu kalifornia *2Cf, ¢imz dochézi k desorpci iontil. Pii desorpci laserem

(Laser desorption - LD) je vzorek vystaven pusobeni laserovych pulsu. Laserovy paprsek
zpusobi jak ionizaci vzorku, tak jeho vaporizaci, tedy zménu z kapalného skupenstvi
naplynné. Tato technika se vyuziva predevS§im pii studiu lokalniho slozeni vzorku,
napi. buné¢nych organel (de Hoffman et Stroobant, 2007; Ekman et al., 2009).

Matrici asistovana laserova desorpce/ionizace (Matrix-assisted laser desorption

ionization - MALDI) je technika vynalezena koncem 80. let védci Franzem Karasem,
Michaelem Hillenkampem (Karas et al., 1987) a Koichi Tanakou (Tanaka et al., 1988). Tato
technika se pouziva pro analyzu slozitéjSich latek biologického plvodu (proteiny, DNA,
cukry) ale i molekul nepfirodniho pivodu, napt. syntetickych polymeri. Nejprve je vzorek
rozpustén v rozpoustédle, které obsahuje malé organické molekuly, tzv. matrici. Poté je tekuté

rozpoustédlo odpafeno a naslednymi kratkymi laserovymi pulzy je vzorek spolu s matrici

postupné pievadén do plynného stavu.

laserovy
paprsek
@
@®
: °
. ® o
@
o & ®
N\ ® s
ionizovana \

\ matrice ionizované
matrice se ¢astice vzorku
vzorkem

MALDI
desticka

Obr. 1: Schematické znazornéni MALDI (vytvofeno podle
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Maldi.png - 7. 3. 2013)
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Nasledné dochazi k ionizaci matrice pomoci protonu a proton je poté pfenesen na castici
vzorku a ionizuje ji. Funkce matrice spoc¢iva piredevsim v absorpci energie laserového pulzu
a v obklopeni a ochrané jednotlivych ¢astic vzorku. Technika MALDI se vyznacuje velkou
citlivosti a jeji vyhodou je jednoducha ptiprava vzorku a snaSenlivost vii¢i znecisténi, proto
mohou byt analyzovany i nezpracované vzorky télnich tekutin nebo celé bunky (de Hoffman

et Stroobant, 2007; Ekman et al., 2009).

lonizace urychlenymi atomy (Fast atom bombardment - FAB) je technika

charakteristickd dopadem proudu atomut, molekul nebo iontd na molekuly vzorku. Nejéastéji
se vyuzivd paprsek neutrdlnich molekul argonu nebo xenonu, pficemz vzorek musi byt
rozpu§tén V netékavé viskézni matrici, naptiklad v glycerolu. Castice paprsku bombarduji
smés vzorku a matrice, a ionty vzorku z povrchové vrstvy opoustéji smés. lonty jsou poté
urychlovany a postupuji smérem k analyzatoru. Béhem FAB nedochazi k témét zadné
ionizaci, tato metoda slouzi spise k prevedeni iontl pfitomnych ve vzorku do plynné faze. Jeji
nevyhodou je také zna¢né chemické pozadi vznikajici interakcemi castic vzorku s matrici

(de Hoffman et Stroobant, 2007; Ekman et al., 2009).

Ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric pressure ionization - API) zahrnuje
skupinu velmi U¢innych ionizac¢nich technik, které probihaji za atmosférického tlaku-
chemickou ionizaci za atmosférického tlaku (Atmospheric pressure chemical ionization -
APCI), fotoionizaci za atmosférického tlaku (Atmospheric pressure photoionization - APPI)

a elektrosprejovou ionizaci  (Electrospray ionization - ESI). Chemickd ionizace

za atmosférického tlaku (APCI) je technika, kdy je kapalny vzorek pfivadén do rozpraSovace.

Zde je roztok pfeménén na kapicky aerosolu pomoci ptivadéného plynu (dusiku). Kapky jsou
poté pieneseny tokem plynu do horké komory, kde nastdvd odpafovani mobilni faze
a pfevedeni analytu do plynné faze. K ionizaci vzniklého plynu dochazi poté na vybojové

elektrod¢ - jehle. Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) je modifikovana forma APCI,

ktera se pouziva piedevS§im pro nepolarni slouceniny. Pifevedeni kapalného skupenstvi vzorku
do plynného se déje obdobné jako v piipadé APCI. Lisi se ale zpuisob ionizace, kdy je pouzita
UV lampa (napt. z kryptonu), ktera produkuje fotony. Interakci fotond s plynnym vzorkem
dochazi k jeho ionizaci (de Hoffman et Stroobant, 2007; Ekman et al., 2009).

Elektrosprejova ionizace (ESI) viz kapitola 2.3.3.1 Elektrosprejova ionizace.
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2.2.2.2 Hmotnostni analyzatory

Analyzator doby letu (Time-of-flight analyser - TOF) je hmotnostni analyzator

zalozeny na méfeni Casu pruletu iontd piistrojem. Tento typ analyzatoru je vétSinou spojeny
s ioniza¢ni metodou MALDI, kdy laserovy pulz pouzity pro pievedeni vzorku do plynného
stavu, slouzi jako pocatecni signal. Jako Cas letu se poté oznacuje doba, za kterou urazi ion
cestu od prvotniho signalu (pulzu) k detektoru. Ionty jsou po vstupu do analyzatoru urychleny
potencialem a prochazi ¢asti, kde neni ptitomno elektrické pole. Zde dochézi k rozdéleni ionta
podle jejich rychlosti, ionty o mensich m/z pomérech (leh¢i) leti k detektoru rychleji, ionty
0 vétsich m/z pomérech (t€z8i) leti pomaleji. Detektor mtize pracovat ve dvou moddech. Pri
linearnim modu pfichazeji ionty z iontového zdroje pfimo k detektoru, ale toto nastaveni
poskytuje pomérn€ malé rozliSeni. Pti reflektorovém modu jsou naopak ionty v uréitém misté
odrazeny reflektorem, ktery ptisobi jako zrcadlo a odrdzi ionty smérem k druhému detektoru.
Funkce reflektoru spoCiva ve zpomaleni rychleji se pohybujicich se iontl - ty pronikaji
hloubéji do elektrického pole vytvotfeného reflektorem a dochdzi k prodlouzeni délky jejich
letu. Na detektor tak dopadaji vSechny ionty o stejném poméru m/z téméf soucasné, prestoze
pii pohybu oblasti bez elektrického pole dosahovaly rtiznych rychlosti a mély jinou
kinetickou energii. TOF analyzator neni omezen rozsahem m/z pomért, je citlivy a ve spojeni
S MALDI ionizaci lze ziskat celé hmotnostni spektrum béhem jednoho laserového pulzu

(Ekman et al., 2009; Gross, 2004).

Kvadrupélovy hmotnostni filtr (Quadrupole mass filter) vychazi z konceptu

kvadrupodlu, ktery je tvofen ¢tyfmi paralelnimi ty¢emi, na néz je zavedeno stejnosmérné (DC -
direct current) a vysokofrekvenc¢ni stiidavé napéti (RF - radiofrequency), pficemz protilehlé
ty¢e maji vzdy stejnou polaritu. V zavislosti na poméru danych napéti jsou filtrem
propoustény pouze ionty v uréitém rozsahu m/z poméri. Tyto ionty se stabilnimi trajektoriemi
prochazi pies kvadrupol az k detektoru, ionty o ostatnich m/z pomérech (s nestabilnimi
trajektoriemi) jsou na ty¢ich kvadrupdlu zachyceny a nejsou detekovany. Jednotlivé pary tyci

pracuji protichtidné jako filtry, jeden par funguje jako ,high pass* filtr, ktery propousti

vy

A4

kvadrupoli, vznika trojity kvadrupdl (Triple quadrupole - QqQ). Prvni kvadrupdl (Q1) plisobi

jako hmotnostni analyzator a slouzi k selekci iontl. lonty jsou urychleny a postupuji

do druhého hybridniho kvadrupolu (q2), ktery funguje jako kolizni cela a kde dochazi
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k fragmentaci iontd vlivem jejich srazek s koliznim plynem. V tfetim kvadrupolu (Q3), ktery
pusobi také jako hmotnostni analyzator, jsou fragmentované ionty analyzovany (de Hoffman

et Stroobant, 2007; Ekman et al., 2009; Gross, 2004).

smér toku iontua

tyce kvadrupdlu

polarita ty¢i

Obr. 2: Schématické znazornéni kvadrup6lu (vytvoteno podle

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Quadrupole_en.qgif - 7. 3. 2013)

3D iontova past (3D ion trap) neboli kvadrupoélova iontova past, obdobné Paulova

past, je zaloZena na zachytu iontl vlivem trojrozmérného kvadrupolového RF pole. Past je
vlastn¢ modifikovany kvadrupol a sklada se z vstupni a vystupni koncové elektrody a dvou
kruhovych elektrod. Ionty ze zdroje vstupuji do pasti otvorem ve vstupni koncové elektrodé
ajsou chyceny do stfedu pasti. K zachyceni iontli uprostied pasti napomaha kolizni plyn
(helium), které navic slouzi k pohlcovani kinetické energie Castic a tim k chlazeni systému.
Pfi injekci iontl do pasti je amplituda RF stala, postupnou zménou amplitudy zistavaji v pasti
pouze stabilni ionty o danych m/z pomérech. Ostatni ionty jsou destabilizovany a stietavaji
se sténami pasti anebo opousti past smérem k detektoru. Vybrané ionty s danymi m/z poméry

setrvavajici v pasti mohou byt nasledné vyuzity v MS" analyze. 2D iontové past (2D ion trap)

nebo také linedrni iontova past vychdzi z kvadrupolového hmotnostniho filtru, ale navic
se zde objevuji koncové elektrody. Ty slouzi spolu s RF napétim na koncich kvadrupoélovych
ty¢i k zachyceni iontd. Od 3D iontové pasti se 2D past lisi dvourozmérnym elektrickym
polem a pohybem iontii i v axialnim (z) sméru. 2D pasti jsou navic U¢innéj$i v zachycovani

iontti (Ekman et al., 2009; de Hoffman et Stroobant, 2007; Gross, 2004).
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koncové
elektrody

Obr. 3: 2D iontova past (vytvoieno podle Ekman et al., 2009)

Iontova cyklotronova rezonance S Fourierovou transformaci (Fourier transform ion

cyclotron resonance - FT-ICR) je analytickd metoda zaloZzend na rozdéleni iontd podle
cyklotronové resonance v magnetickém poli. lonty jsou zioniza¢niho zdroje prevedeny
transferovou optikou do cely, kterd se nachazi uvnitt silného magnetického pole a sklada se
ze zachycovacich, excita¢nich a detekénich elektrod. Ionty jsou vlivem magnetického pole
zachyceny v cyklotronové cele a rotuji kolem centralni magnetické osy (pozitivné nabité ionty
jednim smérem, negativné nabité opacnym). Nejprve se vSechny ionty pohybuji
po trajektoriich o malych polomérech s danou cyklotronovou frekvenci. Jakmile vSak
excitacni elektrody vytvoii radiofrekvenéni puls o frekvenci, kterd odpovida cyklotronové
frekvenci iontll s vhodnymi (a stejnymi) m/z poméry, pfijmou tyto ionty kinetickou energii
a rozsifi trajektorie svého pohybu. Tim se ptiblizi k detekénim elektrodam, ve kterych iniciuji
zménu elektrického proudu a ta je zaznamenana. Postupné jsou excitovany ionty o vSech
riznych m/z pomérech dokud neziskame frekvenéni spektrum (zavislé na m/z pomérech,
ale nezavislé na rychlosti ionti), které po pirevedeni Fourierovou transformaci odpovida
hmotnostnimu spektru. Metoda FT-ICR se vyznacuje velkym rozlisenim (okolo 1 000 000
FWHM (Brown et al., 2005)) a vysokou ptesnosti méfeni. Oproti ostatnim hmotnostnim
analyzatorim je nedestruktivni vici iontéim, tudiz ty mohou byt nasledné pouzity pro MS"
experimenty, které slouzi k urceni specifické fragmentace (Ekman et al., 2009; de Hoffman
et Stroobant, 2007). Nevyhodou FT-ICR je pomérné vysoka cena (Lei et al., 2011) a slozitost
udrzby pfistroje (chlazeni supravodivého magnetu pomoci tekutého hélia (Schmid et al.,
2000), nutnost silného vakua pro dosazeni vysokého rozliseni (de Hoffman et Stroobant,
2007)).
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Orbitrap viz kapitola 2.3 Orbitrap hmotnostni spektrometr

2.3 Orbitrap hmotnostni spektrometr

2.3.1  Uvod a historie vzniku Orbitrapu

vvvvvv

Pro analyzu slozitéjSich smési, které jsou vyuzivané pii metabolomickych,
proteomickych a genomickych méfenich je zapotiebi vysokého rozliseni, hmotnostni
ptesnosti a dynamického rozsahu. To poskytuji hmotnostni analyzatory zalozené na orbitalni
pasti, jako je Orbitrap (Hu et al., 2005).

Technologie Orbitrapu vychazi predev§im z Kingdonovy pasti z roku 1923 (Kingdon,
1923). V roce 1981 modifikoval Knight tvar vnéjsi elektrody pasti, ¢imz doslo pii iontovém
odchytu ke vzniku kvadrupolového potencialu v axialnim sméru (kromé jiz existujiciho
logaritmického potencialu v radialnim sméru) (Knight, 1981). Bylo dosazeno
tzv. kvadrologaritmického potencialu, znazornéného na Obr. 4 (Knight, 1981; Gillig et al.,
1996; Gall et al., 1986). Koncept Orbitrapu (jako modifikace Kingdonovy ¢i kvadrupolové
iontové pasti (Hu et al., 2005)) byl poté navrzen Alexanderem Makarovem v roce 2000
(Makarov, 2000) a uveden na obchodni trh roku 2005 (Makarov et al., 2006).

U2 =5 @Dy X R[] +

Obr. 4: Rovnice kvadrologaritmického potencialu (r, z - koordinaty valce, k - zaktiveni pole,

R, - charakteristicky polomér a C - konstanta) (Makarov, 2000)

2.3.2 Specifika Orbitrap analyzatoru

Orbitrap analyzator se soustfedi na odchyt iontt v elektrostatickém poli - na rozdil
od jinych analyzatord vyuzivajicich dynamické nebo magnetické elektrické pole, a zaroven

také na samotnou detekci signalu. Analyzator je sloZen z centralni a vn&j$i elektrody, pfi¢emz
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ionty konaji orbitalni pohyb kolem centralni elektrody v radidlnim sméru a osciluji ve sméru

Z neboli axialnim - znazornéno na Obr. 5 (Makarov, 2000; Hu et al., 2005).

Obr. 5: Trajektorie pohybu iontti okolo centralni elektrody Orbitrap analyzatoru (upraveno
podle http://en.wikipedia.org/wiki/File:Orbitrappe.png - 1. 10. 2012)

Pouze vSak axidlni frekvence oscilaci je nezavisla na energii a prostorové pozici iontd,
proto je po nasledné Fourieroveé transformaci vhodnd pro ziskdni hmotnostniho spektra

(Obr. 6) (Makarov, 2000).

Obr. 6: Rovnice frekvence iontovych oscilaci v axialnim sméru (o - frekvence oscilaci,

Z - naboj ¢astice, m - hmotnost astice, k - zakfiveni pole) (Makarov, 2000)

2.3.3 Orbitrap Elite

Nejnovéjsim modelem ze skupiny hmotnostnich spektrometrt na principu Orbitrapu je

hmotnostni spektrometr Orbitrap Elite, kombinujici posledni model Velos Pro (dualné
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tlakovou linearni iontovou past) s novou ,,high-field technologii Orbitrapu. Mezi zakladni
soucasti tohoto pristroje patii iontovy zdroj, S-Cocka, transferova iontova optika a Orbitrap

hmotnostni analyzator (Obr. 7) (Orbitrap Elite Hardware Manual, 2011).

Square
Electrospray Quadrupole with High-Pressure  Low- Quadrupole
lon Source  S-Lens Neutral Blocker Octopole Cell Pressure Cell  Mass Filter ~ C-Trap  HCD Collision Cell:  Transfer Multipole Reagent lon Source

N Rt =

New Detection

=

Electronics H=.CI !

New High-Field Orbitrap | < \\ﬂﬁ
Mass Analyzer \ /

|~ |

Heagent 1 HeagentZ
Heated Inlet | Heated Inlet

ETD Option

Obr. 7: Schéma Orbitrapu Elite, hybridniho hmotnostniho spektrometru (pfevzato
z http://planetorbitrap.com/orbitrap-elite#tab:schematic - 1. 10. 2012)

2.3.3.1 Elektrosprejova ionizace

Nedilnou souc¢ésti kazdého hmotnostniho spektrometru je iontovy zdroj, ktery ma
za ukol ptevést zkoumany analyt do plynného stavu a zaroven ionizovat molekuly analytu.
V tomto piipadé je zastoupen elektrosprejem, ale lze pouzit i jiné iontové zdroje a podobné
techniky (Orbitrap Elite Hardware Manual, 2011). Elektrosprejova ionizace byla vynalezena
Johnem Fennem v roce 1988 (Fenn et al., 1989) a je zalozena na principu tvorby malych
kapek, které se vytvaii na konci kapilarni kolony vlivem silného elektrického pole. Toto pole
vznikd na zaklad¢ potencidlového rozdilu mezi kolonou a elektrodou a zpiisobuje akumulaci
naboje na povrchu kapaliny. Jakmile velikost naboje piekona povrchové napéti v kapaliné,
kapalina postupné meéni sviyj tvar za vzniku tzv. Taylorova kuzelu (Taylor, 1964). Stoupa
elektrostaticky odpor (mnozstvi naboje) na povrchu, az piekro¢i povrchové napéti kapky -
tzv. Rayleighiv limit (Rayleigh, 1879). Nastava coulombicka exploze a z povrchu kapky
se oddeluji kapicky (sprej), které se pomoci plynu disperzné rozptyli do prostoru. Zbytky
rozpoustédla jsou poté postupné odstranény priichodem kapek pies horky inertni plyn nebo
horkou kapilaru, ¢imz dochéazi k deformaci kapicek a oddélovani iontii z jejich povrcha

(de Hoffman et Stroobant, 2007, Gross, 2004). Efektivnim zdrojem ionizace je naptiklad
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Heated electrospray ionization (H-ESI), kdy zahtivany plyn napomaha lepsimu odpatovani
rozpoustédla ze vzorku (HESI-11 Probe User Guide, 2008).

2.3.3.2 Transport ionta

lonty z elektrospreje jsou poté zachyceny S-Coc¢kou, coZ je radiofrekvencni zafizeni
prevadéjici a spojujici ionty do paprsku, ktery dale sméfuje K transferové iontové optice. Tato
Cast piistroje je tvofena Ctvercovym kvadrupdlem s neutralnim blokatorem pro eliminaci
nenabitych molekul, oktopolem a dualné tlakovou iontovou pasti (,,Dual-pressure ion trap
Velos Pro®). Dulezitou roli v této iontové pasti maji pravé dvé cely (Obr. 7) - vysokotlaka
cela prispiva ke zlepSeni ucinnosti iontového zachyceni, izolace a fragmentace, zatimco
nizkotlaka cela zvySuje skenovaci rychlost, rozliSeni a hmotnostni piesnost (Orbitrap Elite
Hardware Manual, 2011).

Ionty se poté dostavaji do C-pasti, kde dochazi k jejich shromazdovani. C-past je
schopna ulozit i vice injektovanych vzorku a piitom je pak soucasné detekovat v orbitrap
analyzatoru ziskdnim jednoho hmotnostniho spektra (Olsen et al., 2005). Tvar pasti
pfipominajici pismeno T umoznuje jeji spojeni jak s kvadrupdlovym hmotnostnim filtrem, tak
s HCD (,,higher-energy collisional dissociation®) kolizni celou slouzici k fragmentaci iontd
(McAlister et al., 2008).

2.3.3.3 Orbitrap analyzator a detektor

lonty jsou ve formé& malych balicki pomoci kratkého pulzu injektovany z C-pasti
do orbitrap analyzatoru. Tyto iontové bali¢ky jsou zaméfeny piimo na vstupni otvor vné&jsi
elektrody, a jakmile se dostanou do prostoru mezi elektrodami, za¢nou axialné oscilovat
a zaroven rotovat v radialnim sméru. Axialni oscilace probihaji diky silnému elektrickému
poli vznikajicimu na centralni elektrodé drZené pii vysokém napéti. Toto pole tlaci iontové
balicky smérem ke stfedu elektrody (,,elektrodynamicky squeezing® - Makarov, 1999), tudiz
se zmenSuje polomér iontového oblaku. K padu ionti na elektrodu vSak nedochazi diky
soubézné orbitalni rotaci iontl. Kazdy iontovy balicek se potom rozsifi po urcité anguldrni

koordinaté a vytvoii tenky rotujici krouzek, ktery harmonicky osciluje s frekvenci imérnou

1

(%)2, kdy m je hmotnost a z naboj fragmentu (Makarov et Scigelova, 2010).
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Do analyzatoru vstupuji dal$i a dalsi ionty, a jakmile nastane stabilizace napéti
na centralni elektrodé¢ a kazdy ion dosdhne harmonického axidlniho potencialu, zapocne
detekce obrazu proudu (,,image current detection®). Shromazd’ovani dat probiha, dokud
nedojde ke ztrat¢ iontové soudrznosti anebo ztrat¢ iontl z pasti a tim padem ke snizeni
intenzity signalu, ktery se postupné ztrati v Sumu (Hu et al., 2005). Naslednym ptevedenim
ziskaného signdlu pomoci algoritmu Fourierovy transformace pak ziskdme vysledna

m/z spektra (Senko et al., 1996; Marshall et al., 1990).

2.3.3.4 Parametry pristroje Orbitrap Elite

Hmotnostni piesnost Orbitrapu Elite se pohybuje do 3 ppm RMS (,,RootMeanSquare*
- odmocnina prameéri ¢tverct - efektivni hodnota) pii externi kalibraci a az do 1 ppm RMS pii
interni kalibraci (Orbitrap Elite Hardware Manual, 2011). Této skutecnosti lze vyuzit
napiiklad pii metabolickém profilovani (necilend metabolomika) a souCasné cilené analyze
latek v jednom experimentu (cilena metabolomika) (Koulman et al., 2009). Neméné
dulezitym parametrem je rozliSovaci schopnost, ktera souvisi pfedev§im se spravnym uréenim
hmotnosti analytd (Makarov et Scigelova, 2010). U Orbitrapu dosahuje 240 000 FWHM
(»»full width at half maximum® - Sitka piku v poloviné¢ jeho maximalni vysky). Zminit
mizeme také dynamicky rozsah az 500, hmotnostni rozsah 50-2000 m/z a 200-4000 m/z
a vysokou skenovaci rychlost s vyuzitim MS skenovaci sily MS" (kdy n = 1-10) (Orbitrap
Elite Hardware Manual, 2011).

2.3.4  Hmotnostni spektrometrie ve spojeni s HPLC

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (High performance liquid chromatography -
HPLC) je separacni analytickd metoda zaloZend na rozdélovani latek mezi staciondrni
a mobilni fazi. Mobilni fazi je v tomto piipadé kapalina (narozdil od plynové chromatografie,
kde je mobilni faze plyn), ktera je do systému piivadéna pod vysokym tlakem (Ardrey, 2003;
Ekman et al., 2009). Existuji dva typy HPLC - vnormalni a reverzni fazi. Pfi HPLC
Vv normalni fazi je stacionarni fidze polarni a mobilni faze nepolarni povahy. Pii urcitych
analyzach (napf. metabolomickych, proteomickych), kde se studuji latky biochemické
povahy, je vhodnéjsi chromatografie v reverzni fazi (RP-HPLC) (Makarov et Scigelova,

2010), kdy je stacionarni faze nepolarni a mobilni faze polarni (Ekman et al., 2009). Jako
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stacionarni faze se pouzivaji slouceniny kiemiku (silikagel), na které jsou navazany alkylové
skupiny (C18, C8) nebo naptiklad kolony s navazanymi amidovymi skupinami. Mobilni
polarni faze je predstavovana roztoky (pufry) o daném pH obsahujicimi vodu a organicka
rozpoustédla (metanol, acetonitril, hexan atd.), jejichz pomér v mobilni fazi se v ¢ase méni
(gradientova eluce) nebo je konstantni (izokraticka eluce) (Ardrey, 2003; Snyder et al., 2010).

Standardni HPLC se sklada z rezervoaru mobilni faze, pumpy, davkovace vzorku,
kolony a detektoru. Mobilni fize je pumpovana z rezervoaru do davkovace, pficemz vznika
potiebna rychlost a tlak, aby doslo k plynulému pritoku mobilni faze se vzorkem kolonou.
Pti pohybu mobilni fdze kolonou, latky obsazené ve vzorku interaguji se staciondrni fazi
(Ardrey, 2003). U RP-HPLC se mén¢ polarni latky na nepolarni stacionarni fazi zdrzuji delsi
dobu a eluuji se z kolony pozdé&ji (jejich retenéni Cas je delsi) nez vice polérni latky, u HPLC
na normalni fazi je tento jev opa¢ny (Ardrey, 2003; Snyder et al., 2010).

Pro detekci velmi polarnich (hydrofilnich) latek, které nedostatecné interaguji
se stacionarni fazi, se pouziva hydrofilni interakéni chromatografie (Hydrophilic interaction
liquid chromatograhy - HILIC). Pfi této technice reaguji molekuly vody obsazené v mobilni
fazi se stacionarni fazi a zdrzuji tak hydrofilni analyty v kolon¢, ¢imz dochazi k jejich lepSimu
odliseni (Snyder et al., 2010).

Detekce vystupu z HPLC se provadi pomoci UV zaieni, elektrochemicky, méfenim
fluorescence nebo hmotnostnim spektrometrem (Ardrey, 2003). Vyhodou spojeni kapalinové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii je efektivnéjsi identifikace a kvantifikace latek
obsazenych ve slozitych smésich (Ardrey, 2003). Jelikoz jsou ale separované komponenty
ziskané pomoci HPLC v kapalném eluatu, pfed vstupem do hmotnostniho spektrometru
(Orbitrapu) musi byt pfevedeny do plynné formy (de Hoffman et Stroobant, 2007). Jako
rozhrani v tomto pfipadé¢ funguje napiiklad dfive zminény elektrosprej (Orbitrap Elite
Hardware Manual, 2011). Pfi metabolomickych analyzach se Casto také vyuziva nanosprej
(Nano-ESI), ktery pracuje s nanolitrovymi prutoky a navazuje na specialni nano nebo
kapilarni kolony HPLC, coz umoznuje zvySeni citlivosti (de Hoffman et Stroobant, 2007).
Castéji nez klasicka HPLC se také pouziva vysokotlaka kapalinova chromatografie (Ultra
high performance liquid chromatography - UHPLC), ktera pracuje pfi jesté vyssich tlacich,

¢imz je dosazeno lepsiho rozliseni (Makarov et Scigelova, 2010).
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2.4 Experimentalni latka 05-0777

Experimentalni latka 05-0777 je derivat 3-hydroxy-2-fenyl-4(1H)-chinolinonu (Obr. 8,
syntetizovan Oddélenim organické chemie, PfF UP). Tato slouCenina a dalsi derivaty
chinolinonu jsou strukturni aza-analogy flavona a jsou testovany Laboratofi experimentalni
mediciny na potenciadlni protirakovinné ucinky podobné ucinkiim Sikoninu (viz kapitola
2.5 Sikonin). Chinolinony jiz prokézaly svou biologickou aktivitu, byly pozorovany in vitro
protirakovinné, antibakterialni a imunosupresivni ucinky (Hradil et al., 2009). Vyhodou
derivath chinolinonu oproti Sikoninu je jejich jednodussi chemickd syntéza - vyuziva se SPOS
(nekovalentni organicka syntéza na pevné fazi) doplnénd o znalosti kombinatorni chemie, kdy
vychozi slouceninou je kyselina antranilova upevnéna na polystyrénové pryskyfici (Soural
et Krchnak, 2007). Snadnéjs$i syntéza a cytotoxické ucinky na rakovinné bunécné linie

(napt. CEM) ¢ini z téchto latek potencidlni protirakovinna 1é¢iva (Hradil et al., 2009).

OH

Obr. 8: 3-hydroxy-2-fenyl-4(1H)-chinolinon
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2.5 Sikonin

25.1 Historie a stanoveni struktury Sikoninu

Sikonin je biologicky aktivni latka zndma v oblasti Orientu jiZ po cela staleti. Tato sloucenina
je hlavni soucasti Cerveného pigmentu izolovaného zkofene rostliny Lithospermum
erythrorhizon (Obr. 9). Extrakty z kofent této rostliny byly odedavna vyuzivany jako barviva
a pozdgji jako 1éciva v tradicni Cinské medicin€. Lécebné ucinky Sikoninu byly poprvé
objeveny pravdépodobné v druhém stoleti ¢inskym chirurgem Hua To (Hyatt, 1978), ale
vyuzivany predevsim az od konce Sestnactého stoleti na sklonku vlady dynastie Ming (Read
et Ju-ch'iang, 1936). Sikonin byl tehdy pouZivan naptiklad na 1é¢bu viedd, ran, popalenin,
hemoroidi a dermatitidy. I v dne$ni dobé ma $ikonin své uplatnéni, v Cing, Japonsku a Koreji
je nadale vyuzivan pro 1éCebné ucely, v Japonsku pak navic v kosmetice a jako barvivo
(Papageorgiou et al., 1999).

Obr. 9: Lithospermum erythrorhizon (pievzato
z http://molbiol.ru/forums/uploads/a002/b044/post-12526-1286109053.jpg - 8. 1. 2013)

Prvni izolace Sikoninu z kofene Lithospermum erythrorhizon byla provedena v roce
1922 japonskymi chemiky Rikem Majimou a Chikou Kurodou, kdy byla tato sloucenina
ziskana ve formé acetatu. Tito védci stanovili nékteré chemické vlastnosti Sikoninu, zvlast
jeho strukturni podobnost se slou¢eninou naftazarinem. Zasadnim omylem ovSem bylo pfijeti
tehdy uznavaného, ovsem chybného strukturniho vzorce naftazarinu, jako 5,6-dihydroxy-1,4-
naftochinonu (Obr. 10b). Proto byla i jimi navrhovana struktura Sikoninu nespravna (Majima
et Kuroda, 1922).
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Obr. 10: Spravny strukturni vzorec naftazarinu (a) a pivodné uznavany (Spatny) vzorec

naftazarinu (b)

Ze spravného vzorce naftazarinu (5,8-dihydroxy-1,4-naftochinonu - Obr. 10a) jiz pak
vychazel Hans Brockmann, ktery jako prvni roku 1936 objevil enantiomerickou povahu
Sikoninu (Brockmann, 1936). Timto objevem odhalil dulezitou paralelu mezi dvéma isomery
ucinky Sikoninu (R enantiomer) v oblasti Orientu, byl alkanin (S enantiomer) pro podobné
vlastnosti vyuzivan v Evropé (Papageorgiou et al., 1999).

Absolutni struktura Sikoninu byla stanovena az v roce 1961 (Arakawa et Nakazaki,
1961). Z chemického hlediska se jedna o naftochinon, ptesnéji 5,8-dihydroxy-2-[(1S)-
1-hydroxy-4-methylpent-3-en-1-yl]naftalen-1,4-dion, se sumarnim molekulovym vzorcem
C16H1605 (Obr. 11). Jak jiz bylo zminéno, existuji dvé optické formy této slouceniny —
R-enantiomer - Sikonin a S-enantiomer - alkanin. Alkanin (Obr. 12) se nachazi primarné
Vv kotfenech rostliny Alkanna tinctoria, ale spolu s Sikoninem také v kofenech Lithospermum
erythrorhizon a dalSich rostlin. Oba enantiomery jsou V kofenech v rizném poméru

Vv zavislosti na druhu rostliny (Fukui et al., 1983).

OH 0

CH,

4 CH,

OH O OH

Obr. 11: Strukturni vzorec Sikoninu (R enantiomer)
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OH O OH

Obr. 12: Strukturni vzorec alkanninu (S enantiomer)

2.5.2 Produkce Sikoninu

Extrakce Sikoninu z kotfene rostliny Lithospermum erythrorhizon se ukazala jako
velmi neefektivni. Obsah latky v kofenu je nizky (1-2 %) a stafi rostliny musi byt 5-7 let
(Papageorgiou et al., 1999). Proto byla zavedena produkce Sikoninu pomoci tkanovych kultur.
Prvni uspésné pokusy pochdzi zroku 1974, kdy byly pouzity kalusové kultury ziskané
z kli¢icich semen Lithospermum erythrorhizon (Tabata et al., 1974). Jako médium vhodné pro
produkci Sikoninu se ukdzalo byt Linsmaier-Skoogovo (LS) a M9 médium (Fujita et al.,
1981). Cely proces kultivace musi probihat za nepfitomnosti svétla, protoze nékteré klicové
enzymy biosyntetickych drah jsou citlivé na svétlo (Papageorgiou et al., 1999).

Sikonin Ize ziskat nejen biosyntetickou cestou, kde hlavnimi prekurzory jsou kyselina
4-hydroxybenzoova a geranyl pyrofosfat, ale také chemickou syntézou (Papageorgiou et al.,
1999). Bylo navrZzeno vice postuptli, jak ziskat synteticky Sikonin, ale vzdy se potykaly
s jednim nebo vice problémy. Casto byly vychozi slou¢eniny velmi drahé nebo vzacné, proces
syntézy velmi slozity a zdlouhavy anebo byla ziskana jen velmi mald mnoZstvi Zadané latky
syntéza  z prekurzoru  1,4,5,8-tetramethoxy-2-naftaldehydu  (Obr.  13a)  pfidanim
organozine¢naté slouceniny prenyl bromidu (1-bromo-3-methylbut-2-en, Obr. 13b)
(Zhaoet al., 2008). Kli¢ovymi kroky této metody syntézy bylo zafazeni Ru(Il) katalyzované
asymetrické hydrogenace pomoci C2 symetrického plandrniho chirdlniho ruthenocenového
fosfinooxazolinového ligandu (L-3, Obr. 14) a odstranéni ochrannych methylovych skupin
(ochrana Sikoninu methylenovymi skupinami je nezbytni, protoze jadro odvozené

od naftazarinu je velmi citlivé na svétlo, teplo a vzduch) (Wang et al., 2012).
26



O @) BrZn V\\l/
| b
O o._0
a

Obr. 13: Prekurzory syntézy Sikoninu: 1,4,5,8-tetramethoxy-2-naftaldehyd (a)

a organozinec¢naty prenyl bromid (b)
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Obr. 14: C2 symetricky planarni chiralni ruthenocenovy fosfinooxazolinovy ligand (L-3)
2.5.3  U¢inky $ikoninu

Sikonin je latka s velmi komplexnimi G¢inky. Z mnoha u¢inki lze zminit predev§im
aktivitu protinadorovou, dale protizanétlivou (prokazano u potkani (Tanaka et al., 1986)),
antifungalni (Sikonin ptisobi napi. proti Candida crusei, Saccharomyces cerevisiae (Sasaki
et al., 2002)), antibakterialni, antiamébni, antipyretickou a analgetickou (Papageorgiou et al.,
1999). Protinadorové ucinky vychazeji predevsim z indukce apoptosy (napi. u bunécnych linii
CCRF-CEM a mnohocetné 1ékové resistentnich bunéénych linii CEM/ADR5000 cilenim
na mitochondrie (Wiench et al.,, 2012)), inhibice proliferace (napt. inhibice proliferace
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a indukce apoptosy v lidskych HepG2 bunkach (Yingkun et al., 2010)) a inhibice angiogeneze
(testovano na mySich a kufecich embryich in vivo a na endotelialnich bunkach in vitro

(Hisa et al., 1998)).

2.5.3.1 Inhibice dimerni formy PKM2

Pyruvatkinasa M

Jednim z mechanismu ucinku Sikoninu v nadorovych buiikach je inhibice nddorové
pyruvatkinasy (PKM2) (Chen et al.,, 2011). Pyruvatkinasa (E.C. 2.7.1.40) je enzym
glykolytické drahy, ktery preménuje fosfoenolypyruvat na pyruvat za vzniku ATP. Tento
enzym ma fadu isoforem, pfi¢emz u ¢lovéka jsou exprimovany isoenzymy pyruvatkinasa M
(PKM), pyruvatkinasa L (PKL) a pyruvatkinasa R (PKR) (Mazurek, 2011). Pyruvatkinasa M
se dale jesté déli na dva typy - PKM1 a PKM2, kdy ob¢ kinasy jsou kodovany genem PKM.
Tento gen je tvoien 12 exony a 11 introny, pfi¢emz jeho produkty PKM1 a PKM2 vznikaji
odlisnym splicingem a 1is$i se od sebe pouhymi 23 aminokyselinami (Noguchi et al., 1986).
PKML1 je exprimovana piedevs§im v mozku a svalech a PKM2 v uréitych diferencovanych
tkanich, proliferujicich a embryondlnich bunkéch a ptfevazuje u vétS§iny nadorovych bunék
(Mazurek, 2011).

PKM?2 se muze vyskytovat v tetramerni nebo dimerni formé. Tetramerni forma ma
vysokou afinitu ke svému substratu (fosfoenolpyruvatu) a je vice exprimovana v normalnich
buiikich. Za aerobnich podminek je v cytosolu normalnich bunék fosfoenolpyruvat pfeménén
pti glykolyze na pyruvat a nasledné dekarboxylovan na acetyl-CoA a oxid uhli¢ity pomoci
pyruvat-dehydrogenazového komplexu. Acetyl-CoA poté vstupuje do citratového cyklu, kde
slouzi predev§im ktvorbé energie a redukovanych koenzymi. Elektrony ziskané
z redukovanych koenzymiu (FADH,; a NADPH) jsou v dychacim fetézci pfenaseny pres
proteinové komplexy az na kyslik za vzniku protonového gradientu a tvorby ATP. Pii
nedostatku kysliku je ov§em z fosfoenolpyruvatu vznikly pyruvat redukovan na laktat pomoci
laktatdehydrogenasy. Pii tom dochazi kregeneraci NAD+, ktery je dale opét vyuzit
v glykolyze (Eigenbrodt et Glossmann, 1980, Eigenbrodt et al., 1992, Mazurek et al., 2005;
Mazurek et al., 2007).

28



Warburguv efekt

Warburgiiv efekt neboli aerobni glykolyza je stav, kdy je builkou upfednostiiovana
glykolyza (a naslednd preména pyruvatu na laktat) pfed dekarboxylaci pyruvatu
na acetylkoenzym A (a naslednym vstupem acetylkoenzymu A do Krebsova cyklu
a oxidativni fosforylaci). V normalni bunice je glykolyza a pfeména pyruvatu na laktat
za aerobnich podminek po vétSinu ¢asu inhibovana a probihd energeticky vyhodnéjsi bunééna
respirace. OvSem v nadorovych a rychle proliferujicich buitkach probihd piednostné
glykolyza i za acrobnich podminek (Warburg, 1956).

V nadorové bunice pievazuje dimerni forma PKM2, kterd ma mensi afinitu
k fosfoenolypyruvatu a nepfeménuje ho na pyruvat (Eigenbrodt et Glossmann, 1980,
Eigenbrodt et al., 1992, Mazurek et al., 2005; Mazurek et al., 2007). Tim dochéazi k hromadéni
meziprodukti glykolyzy jako glukosa-6-fosfatu, fruktosa-6-fosfatu, glyceraldehyd-3-fosfatu
a 3-fosfoglyceratu, které slouzi jako zékladni stavebni prvky pro syntézu nukleotidu,
aminokyselin a fosfolipidi (Mazurek, 2011). Pokud ma buiika dostatek stavebniho materialu,

muze se rychleji délit a §ifit, coz je pro rakovinné bunky typické.

Ovlivnéni formy PKM2

Pomér tetramerni a dimerni formy PKM2 neni konstatni, je ovlivilovan napiiklad
mnozstvim  fruktosa-1,6-bisfosfatu, nékterymi aminokyselinami (serinem, cysteinem,
alaninem, fenylalaninem, methioninem,...) (Mazurek, 2011), fosfotyrosinovymi peptidy
a vazbou onkoproteind (napt. onkoproteinem E7 lidského papiloma viru typu 16 (Mazurek
etal., 2001), tumor supresorovym proteinem promyelocytické leukemie (Shimada et al.,
2008)). Pokud je fruktosa-1,6-bisfosfatu nadbytek, tetramerni forma PKM2 pieménuje
fosfoenolpyruvat na pyruvat. Jakmile je vSak fruktosa-1,6-bisfosfat spotiebovan, zaéne
pfevazovat forma dimerni, kterd fosfoenolpyruvat na pyruvat nepteménuje. Proto opét dojde
k nahromadéni fruktosa-1,6-bisfosfatu, coz aktivuje tetramerni formu PKM?2 (Ashizawa et al.,
1991; Dombrauckas et al., 2005). Vzhledem k tomu, ze je dimerni forma PKM2 klicova pro
rychlé mnoZeni rakovinnych bunék, jeji inhibice Sikoninem vede k nedostatku glykolytickych
intermediati a bunika na zdklad€ neschopnosti syntézy novych stavebnich soucasti umira

(Chen et al., 2011).
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2.5.3.2 Inhibice nekroptosy

Zajimavym zplsobem jak bojovat proti nddorovym buiikam je schopnost Sikoninu
vyvolavat nekroptickou smrt. Nekroptosa jako typ bunécné smrti byla poprvé popsana
Alexeiem Degterevem vroce 2005. Vyznaluje se ztratou celistvosti cytoplazmatické
membrany, ztrdtou membranového potencialu mitochondrii, aktivaci autofagie, zvySenym
mnozstvim reaktivnich kyslikovych radikali a typickou pfitomnosti necrostatinu-1, ktery
naopak chrani bunky pied nekroptosou (Degterev et al., 2005). Mechanismus u¢inku vétSiny
chemoterapeutik je zalozen na indukci apoptosy, bohuzel nddorové buiiky se po ¢ase vuci
tomuto ucinku stavaji resistentni. Specifickd schopnost Sikoninu indukovat nekroptickou smrt
by mohla mit potencidl u nadorovych bun¢k resistentnich k 1écbé chemoterapeutiky. Tim, ze
Sikonin v rakovinnych buikach indukuje jinou nez apoptickou smrt - nekroptosu, by mohl

tuto resistenci obejit (Han et al., 2007).

2.5.4  Metabolizace Sikoninu

Metabolizace Sikoninu neni paradoxné zatim piili§ prozkoumanou oblasti. Byla
studovana biotransformace Sikoninu v lidskych intestindlnich bakteriich (Meselhy et al.,
1994), in vitro metabolizace Sikoninu na jaternich mikrozomech potkana (Li et al., 1999b)
ainvivo metabolizace u zivého potkana (Li et al., 1999a). Pti experimentu s bakteriemi
lidského stfeva bylo stanoveno 10 metabolitti Sikoninu, z toho 5 monomertt a 5 dimerd.
Monomery byly oznaceny jako anhydroalkanin, deoxysikonin, cykloSikonin a metaboSikonin

I a I, dimery jako Sikometaboliny A, B, C, D a E (Meselhy et al., 1994).

OH O OH O
CH CH
Ry 3 2 3
CH CH
OH O OH O
a b

Obrazek 15: Anhydroalkanin (a) a deoxySikonin (b)
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CH,

CHs

Obrazek 16: CykloSikonin (a) a metaboSikonin I (b)

Obrazek 17: Sikometabolin A

V piipad¢ in vitro metabolizace byly stanoveny 3 metabolity - S-1, S-2 a S-3. S-1 byl
dihydroxylovany Sikonin, S-2 2-OH S$ikonin a S-3 6-OH nebo 7-OH S$ikonin, pfi¢emz
hydroxylace probihaly na naftochinonovém jadie a zvySovaly polaritu Sikoninu (Li et al.,
1999Db). In vivo metabolizace byla komplexnéjsi, bylo stanoveno 10 metabolitd, z nichZ Ctyfi
slou¢eniny odpovidaly slou¢eninam nalezenym pfi in vitro metabolizaci - Sikoninu, S-1, S-2
a S-3. U zbylych Sesti sloucenin byla ptfedpokladéna hydroxylace v bo¢nim fetézci Sikoninu
(Lietal., 1999a).
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Obr. 18: S-1 Sikonin (a) a S-2 &ikonin (b)
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Obrazek 19: S-3 Sikonin: 6-OH (a) a 7-OH (b)
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3 CIL PRACE

Cilem této bakalarské prace je:

zjisténi vlivu experimentalni latky 05-0777 na metabolom CEM bunééné linie

(odvozené od T-lymfoblastické leukemie) s vyuzitim necilené metabolomiky
e stanoveni metabolitt, které nejvice ovliviiovaly bunéény metabolom
e stanoveni metabolitl, které se svym zastoupenim (,,koncentraci®) nejvice liSily

u vzorkl inkubovanych s derivatem chinolinonu a vzorki kontrolnich

e piibliZzeni ucinku (cile pisobeni) zminéné latky
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Bunééna kultura

- suspenzni bunééna linie CCRF-CEM (T-lymfoblasticka leukemie)

4.2 Pristrojové vybaveni

- vahy ABT 120-5DM (Kern, Némecko)

- centrifuga Rotina 420R (Hettich Zentrifugen, Némecko)

- vortex V1 plus (BioSan, Litva)

- lyofilizator FreeZone (Labconco, USA)

- pipety (5 ml, 1 ml, 200 ul) Eppendorf Research Plus (Eppendorf, Némecko)

- kapalinova chromatografie UHPLC Dionex Ultimate 3000 RS (Thermo Scientific, USA)
s kolonou Luna 3 pm NH2 100A (150 x 2.00 mm) (Phenomenex, USA)

- hmotnostni spektrometr Orbitrap Elite (Thermo Scientific, USA)

- magneticka michacka Intelli-Stirrer MSH-300i (BioSan, Litva)

- pH metr CyberScan 510 (Thermo Scientific, USA)

4.3 Chemikalie

- metanol - CH3OH (Sigma Aldrich, USA)

- LC-MS voda (Sigma Aldrich, USA)

- ammonium bikarbonat (AMBIC) - NH;HCO3 (Sigma Aldrich, USA)

- kyselina octova - CH3COOH (Sigma Aldrich, USA)

- hydroxid amonny - NH,OH (Sigma Aldrich, USA)

- acetonitril - CH3CN (Sigma Aldrich, USA)

- Sikonin - Cy16H1605 (Sigma Aldrich, USA)

- experimentalni latka 05-0777 (derivat 3-hydroxy-2-fenyl-4(1H)-chinolinonu)
- tekuty dusik
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4.4 Priprava roztoku

Quenchovaci roztok (60% methanol s pfidavkem ammonium bikarbonatu o koncentraci
8,5g/l)

Pro pfipravu 800 ml quenchovaciho roztoku bylo navazeno 6,8 g ammonium

bikarbonatu a toto mnozstvi bylo rozpusténo ve 320 ml LC-MS vody. K roztoku bylo ptidano

480 ml metanolu a vse bylo promichdno. Vysledny roztok byl vytemperovan na -80 °C.

80% metanol pro extrakci metaboliti

Pro ptipravu 40 ml 80 % metanolu bylo smichdno 32 ml metanolu a 8§ ml LC-MS
vody. Roztok byl vytemperovan na -80 °C.

50% metanol pro pfipravu vzorku pro méfeni na LC-MS

Pro piipravu 10 ml 50% metanolu bylo smichano 5 ml metanolu a 5 ml LC-MS vody.

Mobilni faze pro kapalinovou chromatografii (20 mmol/l octan amonny)

Pro piipravu 500 ml mobilni faze bylo smichano 0,5 | LC-MS vody a 0,573 ml

kyseliny octové. Roztok byl nésledné titrovan hydroxidem amonnym na pH 9,45.

4.5 Pracovni postup

Kultivace bunék

CEM bunécné linie byly pfipraveny a poskytnuty Mgr. Gabrielou Rylovou
z Laboratofe experimentalni mediciny (UMTM). Bylo piipraveno 20 vzork, kazdy o objemu
5 ml a koncentraci 2x10° bungk/ml. Z toho byly 4 vzorky inkubovany s ikoninem (S1-S4),
4 kontroly sikoninu (buriky pouze s DMSO - dimethylsulfoxidem - SK1-SK4), 6 inkubovano
s experimentalni latkou 05-0777 (CH1-CH®6) a 6 kontrol 05-0777 (buiky pouze s DMSO -
CHK1-CHK®6). Bunky byly 2 hodiny pied inkubaci s latkami zcentrifugovany a bylo jim
vyménéno médium. Sikonin a latka 05-0777 byly pfidavany k buiikam rozpusténé v DMSO
tak, aby vysledna koncentrace DMSO byla vzdy 0,5 %. Buiiky byly inkubovany s latkami
polovi¢ni dobu do apoptosy (bunky s Sikoninem 4 hodiny, bunky s 05-0777 12 hodin)
a koncentrace pfidanych latek odpovidala 1x IC50, tedy koncentraci, ktera inhibuje rist
poloviny bunék (u Sikoninu 0,912 pmol/l, u experimentalni latky 05-0777 1,42 pmol/l).

35



Quenching bunék (Sellick et al., 2009)

Jednotlivé vzorky bunéénych suspenzi (5 ml, 10 miliond bunck) byly pielity
z kultiva¢nich nadob do 50ml Falconovych zkumavek a quenchovany pomoci 25 ml
vytemperovaného quenchovaciho roztoku. Buniky byly centrifugovany v chlazené centrifuze
(4°C) pti 1500 otackach (s polomérem rotoru 184 mm, coz se rovna 464 g) po dobu 5 minut.
Supernatant byl slit a kpeletu bylo pifidano 0,5 ml extrakéniho 80% metanolu
vytemperovaného na -80°C. Pelet byl resuspendovan pomoci pipety v metanolu a rychle
zchlazen v kapalném dusiku (,,snap-freezing“). Po rozmraZeni na ledu byly vzorky
centrifugovany pti 4000 otackach (3297 g) po dobu 5 minut. Supernatant (extrakt) byl slit
do 15ml Falconovych zkumavek. Cely extrakéni postup byl jesté jednou zopakovan a ziskany
supernatant byl pfidan K pfedchozimu extraktu. Stejnym zpisobem byl zpracovan vzorek
,.blank“ a médium. Blank obsahoval 30 ml quenchovaciho roztoku a médium 5 ml DMSO bez

bun¢k a 25 ml quenchovaciho roztoku. Nésledné byly vzorky zlyofilizovany.

Piiprava vzorku pro méfeni na LC-MS

Lyofilizat byl pipetou resuspendovan ve 100 pl50% metanolu a piepipetovan
do zkumavky eppendorf. Nasledné byl zcentrifugovan pii 12060 otackach (s polomérem
rotoru 97 mm - 15800 g) po dobu 15 minut. Supernatant z jednotlivych vzorkd byl
rozpipetovan po 60 pl do chromatografickych vialek.

4.6 Nastaveni pristroju

Kapalinova chromatografie (UHPLC)

Na separaci analytti byla pouzita metoda HILIC (hydrofilni interak¢ni chromatografie)
s vyuzitim techniky gradientové eluce - mobilni faze byla tvotfena dvéma riznymi kapalinami,
jejichz pomér se v ¢ase ménil. Roztok A byl octan amonny (20 mmol/l), roztok B ¢isty
acetonitril. Zména gradientu je znadzornéna na Obr. 20. Od pocatku separace do 1. minuty byl
obsah roztoku B 95 % a obsah roztoku A 5 %. Od 1. do 13. minuty obsah roztoku B postupné
kKlesal z95 % az k5 %, pficemz obsah roztoku A nartstal k 95 %. Od 13. do 18. minuty

zustaly poméry obou roztokti zachovany, od 18. do 19. minuty vzrostl obsah roztoku B opét
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na 95 % a obsah roztoku A tak klesl na 5 %. Od 19. do 35. minuty ztstaly podminky totozné,

pfi¢emz v ¢ase 35 minut byla separace ukonéena. Rychlost priitoku byla 0,3 ml za minutu.

100%

70% roztok A

%
zastoupeni 0%
roztoka  a0%

) 5 10 15 20 25 30 35

tas (min)

Obr. 20: Gradient mobilni faze

Elektrosprejova ionizace (ESI)

Na elektrospreji byly nastaveny parametry viz Tab. 1.

Tab. 1: Nastaveni elektrospreje

teplota sprejovaci kapilary | 300 °C

teplota transférové kapilary | 350 °C

napéti spreje 3kV

pritok ,,sheath” plynu 35arb

prutok pomocného plynu | 10 arb

prutok ,,sweep* plynu 5arb

Hmotnostni spektrometr (Orbitrap Elite)

Na hmotnostnim spektrometru bylo nastaveno rozliseni 120 000 FWHM, hmotnostni
rozsah 70-1200 m/z, mé&feni v pozitivnim moédu, typ méfeni - plny sken a spektra byla

ukladana v podobé¢ profilovych dat. Hmotnostni pfesnost byla uréena do 5,5 ppm.
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4.7 Statistické vyhodnocovani dat

Data byla vyhodnocena softwarem R (http://www.r-project.org/ - 1. 4. 2013)

s vyuzitim softwarovych nastaveb XCMS (pro detekci a ,,matching® pikt — Smith et al., 2006;
Benton et al., 2010; Tautenhahn et al., 2008) a CAMERA (pro zjisténi izotoptu a aduktu -
Kuhl et al., 2012). Byla provedena interpolace dat (Dunn et al., 2011) pro odstranéni
systémovych chyb pfistroji a vypocet varia¢nich koeficientli (podil smérodatné odchylky
apruméru - Miller et Miller, 2007). Analyty s varia¢nim koeficientem nad 30 % byly
z méfeni odstranény a nulové (chybgjici) hodnoty byly nahrazeny 2/3 z nejmensi hodnoty
v ramci skupiny (Sumem) (Wojtowicz et al., 2013). U naméfenych analyti nebylo cilem zjistit
jejich absolutni hodnoty, nybrz poméry mezi nimi - data byla chapana jako kompozi¢ni
(Hron, 2010). Nasledné byla aplikovana CLR transformace (centered logratio transformation -
Aitchison, 1986) a centrovani (odecteni primérné hodnoty od vSech jednotlivych hodnot
objektli ze souboru dat - Gemperline, 2006) slouzici k seskupeni dat. Grafickymi vystupy
statistické analyzy byly analyza hlavnich komponent, diskriminac¢ni analyza a shlukova

analyza. Analyza hlavnich komponent (PCA - principal component analysis) je matematicka

metoda, ktera slouzi k redukci velkého mnozstvi dat jejich pfevedenim do soustavy nizkého

po¢tu hlavnich komponent (proménnych) ale se zachovanim pivodni velké variability

(Wojtowicz et al., 2013; Miller et Miller, 2007). Shlukova analyza (cluster analysis) tfidi

podobné objekty do skupin bez ptedchoziho stanoveni skupin ¢i piedurceni distribuce

proménnych (Miller et Miller, 2007). Diskrimina¢ni analyza (DFA- discriminant functional
analysis) také rozdéluje objekty do skupin, ovSem tyto skupiny jsou pfedem dané a cilem je
spravné zafadit nové neznamé objekty do danych skupin podle urc¢itého vzorce (Miller

et Miller, 2007).

4.8 ldentifikace detekovanych latek

Vybrané metabolity byly identifikovany na zakladé ptesné hmoty (hodnot m/z)
s vyuzitim webovych databazi METLIN (http://metlin.scripps.edu/), The Human Metabolome
Database (http://www.hmdb.ca/) a LIPID MAPS (http://www.lipidmaps.org/).
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADP - adenosindifosfat
acetylCoA - acetylkoenzym A
AMBIC - ammonium bikarbonéat

APCI - atmospheric pressure chemical ionization (chemicka ionizace za atmosférického
tlaku)

API - atmospheric pressure ionization (ionizace za atmosférického tlaku)
APPI - atmospheric pressure photoionization (fotoionizace za atmosférického tlaku)
ATP - adenosintrifosfat

CI - chemical ionization (chemicka ionizace)

DC - direct current (stejnosmérny elektricky proud)

DFA - discriminant functional analysis (diskrimina¢ni analyza)

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA - deoxyribonukleotidova kyselina

El - electron ionization (elektronova ionizace)

ESI - electrospray ionization (elektrosprejova ionizace)

FAB - fast atom bombardment (ionizace urychlenymi atomy)

FADHj; - redukovany flavinadenindinukleotid

FD - field desorption (desorpce polem)

FI- field ionization (ionizace polem)
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FT-ICR - Fourier transform ion cyclotron resonance (iontova cyklotronova rezonance

s Fourierovou transformaci)

FWHM - full width at half maximum (Sitka piku v poloviné jeho maximalni vysky)

H-ESI - heated electrospray ionization (ionizace vyhiivanym elektrosprejem)

HCD - higher-energy collision dissociation (vysokoenergeticka kolizni disociace)

HILIC - hydrophilic interaction liquid chromatography (hydrofilni interakéni chromatografie)
HPLC - high performance liquid chromatography (vysokou¢inna kapalinova chromatografie)

LC-MS - liquid chromatography coupled with mass spectrometry (kapalinova chromatografie

ve spojeni s hmotnostni spektrometrii)
LD - laser desorption (desorpce laserem)

MALDI - matrix-assisted laser desorption ionization (matrici asistovana laserova

desorpce/ionizace)

MS - mass spectrometry (hmotnostni spektrometrie)

m/z - pomér hmotnosti a naboje

NAD+ - nikotinamidadenindinukleotid

NADPH - redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat
Nano-ESI - nano elektrospray ionization (nanosprejova ionizace)
PD - plasma desorption (desorpce plasmou)

PCA - principal component analysis (analyza hlavnich komponent)
PKL - pyruvétkinasa L

PKM - gen pro pyruvétkinasu M

PKM - pyruvatkinasa M
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PKM1 - pyruvatkinasa M1
PKM2 - pyruvatkinasa M2
PKR - pyruvatkinasa R
ppm - parts per million

RP-HPLC - reversed phase high performance liquid chromatography (vysokouéinna

chromatografie v reverzni fazi)

QqQ - triple quadrupole (trojity kvadrupol)

RF - radiofrequency (v MS vysokofrekvenéni stfidavé napéti)
RMS - root mean square (odmocnina priméru ¢tverci)

TOF - time-of-flight (analyzator doby letu)

UHPLC - ultra high performance liquid chromatography (vysokotlaka kapalinova

chromatografie)
UV - ultraviolet (ultrafialové zafeni)

2D, 3D - 2 dimenze, 3 dimenze
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