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SOUHRN

Bakalarska prace se vénuje identifikaci proteomickych molekularnich cili molekul

S protinadorovym uc¢inkem.

Literarni prehled je zaméten na védni obor proteomiku. V tivodni kapitole jsou popsany
odvétvi, pfistupy a metody proteomického studia. Dalsi kapitola je veénovana zplsobim
identifikace molekularnich cilii molekul s protinddorovym ucinkem. Samostatnou kapitolou
prace je také problematika proteinu Ca?*ATPazy sarko/endoplazmatického retikula (SERCA),
coz je molekularni cil fady potencialnich protinddorovych léciv. Jednd se o membranovou
pumpu sarko/endoplazmatického retikula svalovych bunék. Protein transportuje vapenaté ionty
z cytosolu do endoplazmatického retikula za soucasné spotieby energie z ATP. V prubéhu let se
ukézalo, ze SERCA proteiny hraji vyznamnou roli v homeostaze Ca?* ve viech sav¢ich buiikach
a ze jejich inhibice mlze vést k bunééné smrti. Exprese SERCA proteinu je v nékterych
transformovanych bunéénych liniich snizena, coZ znamend, ze nékteré rakovinové buiiky jsou
k apoptoze zprosttedkované Ca?* nachylngjsi. Proto je inhibice aktivity SERCA proteinu
vyuzivana v protinadorové terapii. Bylo zjiSténo, ze jednim z inhibitord aktivity proteinu je

trilobolid, jehoZ problematice se vénuje posledni kapitola.

Experimentalni Cast je zaméfena na metodu afinitni purifikace pro identifikaci
molekularnich cilii protinadorovych 1é¢iv v buiice. Molekula, jejiz molekularni cil v bunce
chceme identifikovat, je imobilizovana na magnetické, piipadné agarosové, kulicky. Pro
navazani molekuly na kuli¢ky byla vyuzita tzv. "click" chemie, tzn. reakce alkynu (na testované
molekule) aazidu (na kulickach) za vzniku velmi stabilniho triazolu. Navazana testovana
molekula byla inkubovana s celobunéénym proteinovym lyzatem nadorové linie. Proteiny, které
jsou molekularnimi cili, se vazi na imobilizovanou molekulu, zbylé proteiny jsou v dalSich

krocich odmyty a molekularni cile jsou identifikovany proteomickymi metodami.



SUMMARY

This bachelor‘s thesis deals with the identification of proteomic molecular targets of

molecules with anticancer effect.

The literate review focused on one of the science fields called proteomics. There are
described approaches and methods of proteomic study in this chapter. The next chapter is
devoted to methods of identifying molecular targets of molecules with anticancer effect.
A separate chapter of the work describes the problematics of sarco/endoplasmic Ca?*ATPase
(SERCA), which is the molecular target of molecules with anticancer effect. It is a membrane
pump of sarcoendoplasmic reticulum of muscle cells. The protein transports calcium ions from
the cytosol into the endoplasmic reticulum while consuming energy from the ATP in the same
time. Over the years have been shown that SERCA proteins play a significant role in Ca?*
homeostasis in all mammalian cells and their inhibition can cause the death of cells. Reduced
SERCA expression in some transformed cell lines means that some cancer cells are more prone
to Ca?* mediated apoptosis. Therefore, inhibition of SERCA protein activity is used in
anticancer therapy. It has been found that one of the inhibitors of the protein activity is

trilobolide, which problematics is discussed in the last chapter.

The experimental part is focused on the method of affinity purification for identification
of the molecular targets of antitumor drugs in the cell. A molecule which molecular targets we
want to identify in the cell is immobilized on magnetic or agarose beads. The so-called "click
chemistry” has been used for the binding of the molecules to the beads. It is the reaction of
alkyne (on the tested molecule) and azide (on the beads) to form a very stable triazole. The
bounded tested molecule was incubated with the whole cell tumor protein lysate. Proteins,
which are molecular targets, bind to an immobilized molecule. Remaining proteins proteins are

washed away and molecular targets are identified by proteomic methods.
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SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

1DE
2DE
AMK
APEX
AQUA
ATP

BN-PAGE

Cl

CuAAC

DARTS
El

ESI
FT-ICR
GC
GFC
GPC

HPLC

ICAT
IEC
IEF
INF-y

iTRAQ

One-dimensional gel electrophoresis; jednorozmérna gelova elektroforéza
Two-dimensional gel electrophoresis; dvojrozmérnd gelova elektroforéza
Aminokyselina

Absolute protein expression; absolutni proteinova exprese

Absolute quantification of proteins; absolutni kvantifikace

Adenozin trifosfat

Blue native polyacrylamide gel electrophoresis; nativni gelova elektroforéza

Vv polyakrylamidovém gelu
Chemical ionization; chemicka ionizace

Cu'-catalyzed azide-alkyne click chemistry reaction; médi katalyzovana click

reakce mezi azidem a alkynem

Drug Affinity Responsive Target Stability

Electron ionization; ionizace elektrony

Electrospray ionization; ionizace elektrosprejem

Fourierova transformace iontové cyklotronové rezonance

Gas chromatography; plynna chromatografie

Gel-filtration chromatography; gelova filtraéni chromatografie
Gel-permeation chromatography; gelova permeacni chromatografie

High performance liquid chromatography; vysokoucinna kapalinova

chromatografie

Isotope coded affinity tag; izotopove kddovana afinitni znacka

Ion exchange chromatography; Iontoméni¢ova (ionexova) chromatografie
Izoelektricka fokusace

Interferon y

Isobaric tag for relative and absolute quantifitation; izobarickd znaCka pro
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LC-MS
LC-MS/MS
LEC

LSC

MALDI

MPLC
MS
MS/MS
PAI

pl
PVDF
SDS

SDS-PAGE

SEC

SELDI

SERCA

SILAC

SL

SPAAC

relativni a absolutni kvantifikaci

Liquid chromatography; kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

Kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii
Liquid-exclusion chromatography; kapalinova vylu¢ovaci chromatografie
Liquid-solid chromatography; kapalinova chromatografie s pevnou fazi

Matrix-assisted laser desorption/ionization; ionizace prostiednictvim matrici

asistované laserové desorpce

Medium pressure liquid chromatography

Mass spectrometry; hmotnostni spektrometrie
Tandemova hmotnostni spektrometrie

Protein abundance index; index hojnosti proteint
Izoelektricky bod

Polyvinylidendifluorid

dodecylsiran sodny

Sodium  dodecylsulphate-polyacrylamide  gel  electrophoresis;  gelova

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s pfidavkem dodecylsiranu sodného
Size exclusion chromatography; velikostné vylu¢ovaci chromatografie

Povrchové  zesilena  laserova  desorpce;  surface-enhanced  laser

desorption/ionization

Sarco/endoplasmic reticulum Ca?*-ATPase;

Ca®*ATPaza sarko/endoplazmatického retikula

Stable isotope labeling by amino acids in cell culture; stabilni izotopové znaceni

aminokyselinami
Sekviterpenovy lakton

Strain-promoted azid-alkyne click reakce
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Th Trilobolid

Tg Thapsigargin
T™MT Tandem mass tag; tandemova hmotnostni znacka
TOF Time of flight; analyzator doby letu



SEZNAM OBRAZKU

Obr 1: Srovnani bottom-up a top-down metody............ccoevriiiiiiiiiiiiiiiii e, 16
Obr. 2: Blokové schéma HPLC aparatury.............oueuinininieeeeatananieineaeeieeeeeeenanenanans 19
Obr. 3: Schéma zakladnich ioniza¢nich techniK................coooiiiiiiiiii e, 25
Obr. 4: Schéma kvadrupolového hmotnostniho analyzatoru...............cooeveiiiiiiniiiniiinnnn 26
Obr. 5: Schéma kvadrupOlové 10ntOVE PASti.........ooveriniirie i 27
Obr. 6: Schéma TOF (time of flight) analyzatoru. ...............ooeiiiiiiiiiiiiiieieeeeene, 27
Obr. 7: Schéma analyzatoru FT-ICR. ..ot 28
ODbr. 8: SCh&ma OrbitrapU. . ...vis ittt e et e e e 28
Obr. 9: Rozdily v metabolickém a chemickém znaceni. ..............ccooeviiiiiiiiiiininiininin 29
Obr. 10: Schéma STLAC EXPEITMENTU. ... .vuutitintninte et et eteeteee e eteeeseteeneeeeraeaseanns 31
Obr. 11: Schéma experimentu s vyuzitim iCAT znaceni. ............cooeviiiiiininininnieiinann, 32
Obr. 12: Struktura iTRAQ ZNACKY. .. .iuitit ittt e, 33
Obr. 13: Schéma skladani iTRAQ znacek a jejich fragmentace pomoci MS/MS. ................ 33
Obr. 14: Struktura tandemové hmotnostni znaCky. ...........ccoooviiiiiiiiiiiiiiiieeans 34
Obr. 15: Pracovni postup pro relativni kvantifikaci pomoci znaceni 10plex TMT.................34
Obr. 16: Label-free kvantifikace. .........c.o.viiiiiiiiiii e 36
Obr. 17: Schéma postupu metody DARTS.... ..ot e, 38
Obr. 18: Obecny princip afinitni purifikace..............cooooiiiiiii i 39
Obr. 19: Schéma afinitni purifikace probihajici na kolong..................coooiiiiiiiiiiin.. 40
Obr. 20: Princip strain-promoted azid-alkynové click reakce SPAAC...........ccoovviiiinnn. 41
Obr. 21: Princip ligace tetrazinu s alkenem..............ovuiuiuiniiii i, 42
Obr. 22: Médi katalyzovana azid-alkynova cykloadiéni reakce..................ocoooviiiiiiiiinini 42
Obr. 23: Schéma obecné CuAAC reakce a strukturni vzorce (1) THPTA jakozto urychlujiciho
ligandu a (2) aminoguanidinu jakoZto aditiva..............coiiiiiiiiiii i 43



Obr. 24: Chemicka struktura (1) trilobolidu (3) thapsigarginu................c.cooveviiienininin 44

Obr. 25: Timoj trojlalo¢naty (Laser trilobum).............oooiii e, 45
Obr. 26: Pohled na SERCA protein se zvyraznénym mistem pro vazbu thapsigarginu.......... 46
Obr. 27: Syntéza konjugati Tb-porfyrinu prostfednictvim reakce CuAAC....................... 47
Obr. 28: Konjugat Tb-Bodipy (ptevzato z Jurasek et al., 2014)...........covvviiniiiiinininnn... 48
Obr. 29: Architektura SERCA proteinového Ca2+ transportéru.........o.o.eeveerieinieenennnnn. 49

Obr. 30: Konforma¢ni zmény SERCA proteinu béhem katalytického cyklu transportu Ca?*...51
Obr. 31: Analogicka forma E2 proteinu SERCA s navazanym thapsigarginem................... 53

Obr. 32: Znazornéni rozdilné konformace SERCA proteinu (pievzato a upraveno dle

Toyoshima et al., 2002) v pFitomnosti Ca?* (E1Ca?*; struktura uvedena vlevo) a v nepiitomnosti

Ca?" avsak s navazanym thapsigarginem (E2(TG); struktura uvedena vpravo)..................... 53
Obr. 33: Schéma pracovniho postupu pii vyuziti SILAC znaceni..............ccoevvevinininnnn.. 62
Obr. 34: Schéma pracovniho postupu bez vyuziti SILAC znaceni............c.cocveveveenenenannn.. 63

Obr. 35: Elektroforetogram SILACovych kompetovanych (Tb) a nekompetovanych (DMSO)

vzorkl bunécnych lyzatt z bunééné linie U-2 OS po vizualizaci stiibfenim........................ 68

Obr. 36: Elektroforetogram SILACovych kompetovanych (Tb) a nekompetovanych (DMSO)
vzorkli bunécnych lyzati zbunétné linie U-2 OS po vizualizaci stfibfenim s druhym

proplachem 50 mM Tris s 0,1% SDS. ..o 69

Obr. 37: Elektroforetogram kompetovanych (Tb) a nekompetovanych (DMSO) vzorka
bunécnych lyzatli z bunécné linie U-2 OS po vizualizaci stiibfenim bez SILAC znaceni se

zachovanym druhym proplachem 50 mM Tris s 0,1% SDS.......oooiiiiiiiie, 70

Obr. 38: Elektroforetogram kompetovanych (Tb) a nekompetovanych (DMSO) vzorkt
bunécnych lyzati z bunécné linie U-2 OS po vizualizaci stiibfenim s jednim proplachem 50 mM

Tris s 0,1% SDS a jednim 50 mM Tris s 0,5% SDS navic........c.coooiiiiiiiiiiiiiininne 71

Obr. 39: Detekce SERCA proteinu na PVDF membrané u SILACovych kompetovanych (Tb)
a nekompetovanych (DMSQO) vzorkl bunéénych lyzati z bunééné linie U-2 0S.................. 72

Obr. 40: Detekce SERCA proteinu na PVDF membran¢ u kompetovanych (Tb)
a nekompetovanych (DMSO) vzorklt bunéénych lyzati z bunééné linie U-2 OS bez SILAC

A 1615 1) F 73

Xi



1 UVOD

Bakalatska prace je zaméfena na identifikaci molekularnich cilt molekul s protindadorovym
ucinkem. Identifikace molekularnich cilit je dilezitd pro pochopeni mechanismu ucinku
potencialnich 1éCiv. Je nutné osvétlit vazbu 1éCiva, ¢i kandidata na 1éCivo na proteiny, které se

ucastni biologickych procesti v burice. Pochopeni biologickych procest pii fyziologickych

.....

V soucasné dobé€ se pfi objevovani novych 1€kt vyuzivaji proteomické techniky zalozené
na afinité. Dulezitymi prostfedky slouzicimi k identifikaci proteinu, ¢i sady proteinti z riznych
bunéénych lyzati jsou vtomto piipadé specidlné navrzené ligandy (sondy, inhibitory, ¢i
kandidati na 1é¢iva). Velmi podstatnym a dulezitym nastrojem pro identifikaci a kvantifikaci
proteinti je kapalinova chromatografie ve spojeni standemovou hmotnostni spektrometrii

(Rylova et al., 2015).

V této praci je studovan protein SERCA ajeho interakce slé¢ivem trilobolidem.
SERCA je proteinova pumpa, ktera dopravuje ionty vapniku zcytoplazmy do
sarko/endoplazmatického retikula a v cytosolu tak udrzuje nizkou hladinu vapniku (Primeau,
2018). V pribéhu let se ukazalo, ze SERCA proteiny hraji vyznamnou roli v homeostaze Ca?*
ve vSech savCich bunkach a ze jejich inhibice mize vést k bunécné smrti. Exprese SERCA
proteinu je v nékterych transformovanych bunéénych liniich sniZena, coz znamena, Ze nékteré
rakovinové buiky jsou k apoptdze zprostiedkované Ca?* niachyln&jsi. Proto je inhibice aktivity
SERCA proteinu vyuzivana v protinadorové terapii (Michelangeli et East, 2011). Bylo zjisténo,
Ze jejim pfirozenym inhibitorem je thapsigargin. Thapsigargin je z divodu inhibi¢niho G¢inku
na buné¢nou proliferaci povazovan za potencialni 1€k pro cilenou 1é¢bu rakoviny (Xu et al.,
2004). Analogem thapsigarginu je trilobolid. Pfedpoklada se, ze vazebna mista pro trilobolid
a thapsigargin jsou identickd z diivodu velmi podobné struktury obou molekul. Vyvstava tak
myslenka, zda by se pro cilenou 1é¢bu rakoviny nedal vyuzit i trilobolid. V navaznosti na studie
Tomanova et al., 2015 aJuraSek et al., 2014 jsem provedla experiment na bazi afinitni

purifikace, abych osvétlila vazbu trilobolidu na molekularni cil SERCA.



2 CILE PRACE

Cilem prace je nastudovani literatury tykajici se problematiky tématu této prace, ziskani
schopnosti kultivovat bunééné linie a zvladnuti metody afinitni purifikace vcetné nasledné
analyzy molekularnich cili metodou SDS-PAGE a UHPLC/MS-ESI/LTQ-Orbitrap, zpracovani

a interpretace namétenych dat.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Proteomika

Proteomika se zabyva studiem proteind, zejména studiem jejich struktury, role a funkce
Vv organismu. Proteiny jsou podstatné bunééné komponenty kazdého zivého organismu (Shah et
Misra, 2011), jejichz studium poskytuje globalni a integrovany pohled na jednotlivé buriky,
organismy a celou biologii (Graves et Haystead, 2002).

Termin proteomika se poprvé objevil roku 1994 v praci profesora M. Wilkinse (Wilkins
et al., 1995). Proteomika byla definovana jako rozsahla charakterizace celého proteinového
komplementu bunééné linie, tkan¢€ nebo organismu (Graves et Haystead, 2002). Témét nahradila
to, co bylo dfive nazyvano chemii bilkovin. Pivodni, a jesté klasicka, konotace proteomiky je
charakterizaci kompletni sady proteinii kédovanych genomem daného organismu (Wilkins et
al., 1995).

Studium proteinti bylo po objasnéni funkce a dekdédovani genomu dal$im vyznamnym
jelikoz genom, na rozdil od proteomu, zistava vice, ¢i méné konstantni (Shah et Misra, 2011).
Pfi snaze o charakterizaci proteomu dané butiky nebo organismu je proto potieba si uvédomit,
7e se jednd o strukturu dynamickou, kterd se neustale béhem biochemickych interakci
s genomem a prostfedim méni (Graves et Haystead, 2002). Pojem proteom (protein complement
of the genome) se stejné jako pojem proteomika poprvé objevil v praci profesora Wilkinse
(Wilkins et al., 1995; Parker et al., 2010; Burkhart et Sickmann, 2011). Proteom je sice pfimym
produktem genomu, ale miize se ménit vV zavislosti na odlisSnych podminkéach v riznych tkanich
organismu. Pocet proteinli V proteomu piesahuje pocet genu. Tato skutenost je dana
alternativnim sestfihem gent a posttranslanimi modifikacemi (Wilkins et al., 1995). Proteom
tak muzeme definovat jako celou sadu proteint, ktera se exprimuje uvniti buiiky v daném
casovém bod¢ za definovanych podminek na podkladu informace kdédované v genomu daného

organismu (Parker et al., 2010; Burkhart et Sickmann, 2011).

3.1.1 Pristupy k proteomickému studiu

Proteomickych pristupti existuje cela fada a pohlizet na né¢ mizeme jak z hlediska
metodologie, tak z hlediska cilti a uceltt (Chmelik, 2005). Obecné lze proteomické pristupy
pouzit pro profilovani proteomu, pro srovnavaci analyzu exprese dvou, nebo vice vzorki
proteint, pro studium lokalizace a identifikace posttranslaénich modifikaci a pro studium

interakei protein-protein (Chandramouli et Qian, 2009).

Analyticka proteomika je zalozena na separaci bilkovin ze slozitych komplext
asmesi, jejich charakterizaci metodou hmotnostni spektrometriec ana bioinformatickém

zpracovani ziskanych udaji. Cilem je identifikace bilkovin, stanoveni molekulové hmotnosti,
3



urceni sekvence aminokyselin a ureni postranslacnich modifikaci. Strukturni proteomika se
zabyva studiem struktury bilkovin, tvorbou a stabilitou nativni konformace a snazi se poznatky
vyuzit pfi modifikacich bilkovin pro specifické ucely. Funkéni proteomika se krom funkce
proteini zabyva studiem komplexnich zivotnich procesti. Zabyva se molekuldrnimi drahami
zapojenymi do procesu vzniku a projevu rozlicnych onemocnéni za ucelem studia jejich 1écby
(Chmelik, 2005). Diferen¢ni (srovnavaci) proteomika je zalozena na analyze komplexu
bilkovin. Ma za cil identifikovat molekularni cile (proteiny), které se ucastni riiznych
fyziopatologickych stavi, s vyuzitim gelovych inegelovych pfistupti (Monteoliva et Albar,
2004). Sleduje tak zmény ve slozeni danych proteind pfi riznych stavech (normalni/patologicky
stav) organismu. High-throughput proteomika je zamétena na ziskavani velkého mnozstvi
udajt o proteinech, ¢ehoZ je vyuZivano pro screeningové ucely. High-coverage proteomika se
zabyva ziskavanim udaja o sekvenci aminokyselin vcetné posttranslaénich modifikaci bilkovin
s cilem co nejvyssiho pokryti primarni struktury (tj. stanovenim pofadi co nejvys$iho poctu
aminokyselinovych zbytkii v proteinu), coz je dilezité pii studiu role bilkovin v Zivotnich

procesech (Chmelik, 2005).

Klasickymi postupy pii identifikaci proteinti jsou ,,bottom up* a,top down analyzy
(Obr. 1). Top-down proteomika je postup identifikace intaktnich bilkovin (Resing et Ahn,
2005), pfi némz je protein nejprve ze smési izolovan a poté bez predchoziho proteolytického
S§tépeni charakterizovan hmotnostnim spektrometrem. Pristup pfinasi informace o molekulové
hmotnosti, sekvenci aminokyselin i posttranslaénich modifikacich (Chmelik, 2005). Bottom-up
proteomika piedstavuje postup identifikace bilkovin po proteolytickém $té€peni (Resing et Ahn,
2005). Prvné jsou proteiny izolovany ze smési, poté rozStépeny na peptidy aty jsou
charakterizovany hmotnostni spektrometrii (Chmelik, 2005). V posledni dob¢ byly vyvinuty dvé
popularni strategie bottom-up proteomiky. Jednd se 0 metody vyuZivajici znaeni (chemické
znaceni izotopy, znaceni izobarickymi znackami, znaceni metabolickymi izotopy) a metody bez

znaceni, tzv. label-free kvantifikace (Swiatly et al., 2018).
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Obr. 1: Srovnani bottom-up a top-down metody (pievzato a upraveno dle Zhang et al., 2014).
Oba pfistupy zacinaji izolovanim proteinovych smési z pozadovanych biologickych vzorku.
Rozdil tkvi v tom, Ze pfi bottom up postupu jsou proteinové smési enzymaticky, nebo chemicky
Stépeny na peptidy, kdezto u top down proteomiky se provadi faze prefrakcionace. Poté jsou
smési peptidd nebo proteionové frakce separovany 1D elektroforézou nebo vicerozmérnou
kapalinovou chromatografii MDLC (Multi-Dimensional Liquid Chromatograpy). Pro piesnou

identifikaci a charakterizaci proteind se vyuzivaji hmotnostni spektrometry.

Shot-gun proteomika piedstavuje postup, pfi némz je neseparovana smés bilkovin
nejdiiv enzymaticky rozstépena na smés peptidl, které jsou separovany (nejCastéji HPLC)
a potom detekovany tandemovou hmotnostni spektrometrii. Shot-gun proteomika se zamétuje
na kvantifikaci zmén v mnozstvi bilkovin mezi vzorky, zejména pomoci znaceni proteint
(Chmelik, 2005; Resing et Ahn, 2005). Stépeni proteini pomoci proteazy piedstavuje kli¢ovy
prvek v typickém shot-gun proteomickém experimentu. Doposud je proteolytické Sté€peni
pfevazné provadéno trypsinem, ato piedev§im z divodu jeho vysoké specificity, Siroké
dostupnosti a snadnosti pouziti (Giansanti et al., 2016). Trypsin je b&znym proteolytickym
enzymem vyuzivanym v proteomickych metodach, protoze jde 0 velmi agresivni, ale
specifickou proteazu, ktera $tépi na karboxylovych koncich lysinovych a argininovych zbytki,
pokud nendsleduje prolin (Olsen et al., 2004). Dal$imi, o néco méné vyuZivanymi, proteazami

jsou chymotrypsin, LysC, LysN, AspN, GIuC a ArgC (Giansanti et al., 2016).



3.1.2 Metody proteomického studia

Proteiny tvoii slozit¢é smési akomplexy. Aby se snizila slozitost vzorkd, je
predpokladem pro proteomicky vyzkum, tedy vizualizaci, identifikaci a charakterizaci proteind,
faze frakcionace (Graves et Haystead, 2002). Kvantitativni analyzy proteinti se dosahuje
nejcastéji kombinaci separace proteinl, zejména elektroforetické nebo chromatografické
separace, s hmotnostni spektrometrii (MS), nebo tandemovou hmotnostni spektrometrii (Gygi et
al., 1999, Swiatly et al., 2018). Zavedeni hmotnostni spektrometrie piedstavovalo vyznamny
priulom V analyze proteini. Vzhledem k tomu, Ze se techniky MS rychle vyvijeji, jsou hojné
vyuzivany v biomedicinskych védach i klinickém vyzkumu (Swiatly et al., 2018). Separa¢ni
techniky lze rozdélit do dvou hlavnich skupin metod — metod na bazi gelu nebo metod

zalozenych na jiném nez gelovém principu (Burkhart et Sickmann, 2011).

3.1.2.1 Chromatografické metody

Chromatografie je dulezitd biofyzikalni technika, ktera umoziuje separaci, identifikaci
a Cisténi slozek smési pro kvalitativni a kvantitativni analyzu (Coskun, 2016). Separace
molekul chromatografii je zalozena na vyuziti jemnych rozdili ve fyzikalnich vlastnostech
molekul ve vzorcich. Zavisi tak na jejich rozpustnosti ve vod¢, rozpustnosti V organickych
rozpoustédlech, kladném, nebo zaporném naboji a velikosti. Obecné je tedy chromatografie
zalozena na principu, kdy se od sebe navzijem oddé€luji molekuly ze smési. Tato smés je
aplikovana na povrch, nebo do nitra pevné, ¢i kapalné stacionarni faze a pohybem plynné, nebo
kapalné mobilni faze dojde k rozdé€leni slozek smési (Asenjo et Andrews, 2009; Coskun, 2016).
Poskytuje o separovanych slozkach dvé zakladni informace. Jedna se o stupen retence udavajici
charakteristiku molekularni struktury a intenzitu signalu vztahujici se k mnozstvi slozky (Nagy
et Vékey, 2008).

Stacionarni fazi je v chromatografii pevna faze, nebo kapalna faze ukotvena na povrchu
pevné faze. Mobilni faze proudici pfes stacionarni fazi je plynna, nebo kapalna. Pokud je
mobilni faze kapalnd, oznacuje se chromatografie jako kapalinova (LC; liquid chromatography),
apokud se jedna oplyn, pak se nazyva plynovd chromatografie (GC; gas
chromatography). Chromatografické metody jsou velmi u¢inné pro separaci a identifikaci
malych molekul — aminokyselin, sacharidi a mastnych kyselin. Metody afinitni chromatografie

jsou v8ak ucinngjsi pti separaci makromolekul — nukleovych kyselin a proteini (Coskun, 2016).

Adsorpéni chromatografie je popularni metoda pro purifikaci a separaci proteint
pomoci adsorbentu (nosice), ktery vytvaii stacionarni fazi (Chase, 1994). Adsorbent se 1isi
polaritou a pro kazdy experiment je tieba zvazit jeho vybér. Stacionarni faze je polarnéjsi nez
faze mobilni (Nagy et Vékey, 2008). Pokud je vzorek polarnéjsi nez adsorbent, hovotfime

0 chromatografii na reverzni fazi, kdy se vyuzivda CI18 sorbentu. Separace provadéné

6



s adsorbentem s reverzni fazi C18 (oktadecylovy fetézec) jsou ¢asové naroéné, protoze eluce
systémil rozpoustédel obsahujicich vodu je obecné pomald. Pro tyto typy separaci je nejlepsi
pouzit stfednétlaky chromatograficky systtm MPLC (Medium Pressure Liquid
Chromatography), nebo vysokotlaky chromatograficky systém nebo HPLC (Meyers, 2001).

Nejcastéji pouzivanou adsorpéni metodou je kolonova chromatografie, pii které je
sklenéna kolona naplnéna adsorbentem (Meyers, 2001). Na kolonu (stacionarni fazi) se nejprve
nanese vzorek, ktery se ma oddélit, a pak se pouzije promyvaci pufr (mobilni faze). Tim je
zajistén jejich pratok vnitinim materialem kolony a probiha frakcionace (Coskun, 2016). Je-li
molekula rozpusténa V kapaling, je vedena sloupcem pevnych ¢astic, kterym se pohybuje
pomaleji nez rozpoustédlo. Nekteré molekuly interaguji se sorbentem vice, jiné méné a na

zakladé toho maji rizny elu¢ni ¢as (Bird, 1989).

Pro maximalni efektivhost chromatografické kolony by méla mit molekula vzorku
dostate¢nou piilezitost K tomu, aby piisla do styku se stacionarni fazi. Jednim z prostiedkd, jak
vytvofeni co nejmensich Castic stacionarni pevné faze. ZmenSeni velikosti Castic stacionarni
faze pfinasi ovSem praktické problémy, jelikoz se zmensSujicim se prostorem mezi jednotlivymi
Casticemi vzrusta tlak. Pro metodu vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC; high
performance liquid chromatography) se proto musi vyuzivat pevnych fazi, které témto vysokym
provoznim tlakim odolavaji (Bird, 1989). HPLC je instrumentalni forma kapalinové
chromatografie, ktera vyuZziva stacionarnich fazi tvofenych malymi ¢asticemi, ¢imz se dosahuje
ucinnéjsich separaci. Metoda se vyvinula v pozdnich Sedesatych letech (Moreno-Arribas et
Polo, 2003). Soucasti HPLC aparatury (Obr. 2) je vykonné vysokotlaké cCerpadlo, které
umoznuje prutok mobilni faze tizkou kolonou, v niz jsou ukotveny castice stacionarni faze velké
zpravidla od 5 um do 250 um. Diky tomuto dosahuje HPLC vyssi u¢innosti latek za kratsi dobu
ve srovnani s klasickou kolonovou chromatografii (Bird, 1989). HPLC je dulezity nastroj pro
stanoveni kovovych iontl 0 stejné hmotnosti, ale rizné elektronické konfiguraci, pro separaci
komplexnich smési a pro rozliSeni ionti, které by byly samotnou MS nerozlisitelné (Rekhi et
al., 2017).
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Obr. 2: Blokové schéma HPLC aparatury
(ptevzato a upraveno Schimadzu [online], 2019).

Afinitni chromatografie je specifickym typem adsorp¢ni chromatografie (LSC; liquid-
solid chromatography). Afinitni chromatografie je jednou z nejrozmanitéj$ich a nejvykonngjsich
chromatografickych metod pro purifikaci specifické molekuly nebo skupiny molekul
z komplexni smési specifickou interakci solutu s ligandem, ktery je imobilizovan (Anusha et al.,
2018). Konvenéni postupy purifikace proteini jsou zaloZeny na rozdilech ve fyzikalnich
a chemickych vlastnostech. Pro specifické interakce jsou takové separace obvykle pracné
avytézky nizké, ato predev§im kvali mnoha krokiim purifikace anizké koncentraci
purifikovanych proteinii. Pro pfekonani téchto obtizi se vyuziva afinitni chromatografie
(Cuatrecasas et al., 1968; Anusha et al., 2018). Afinitni chromatografie je typ kapalinové
chromatografie, ktera  vyuzivdA  reverzibilni a specifické interakce ligandt
s purifikovanymi makromolekulami (Arora et al., 2017). Specificky ligand je k matrici
kovalentné pfipojeny. Proteiny a jiné molekuly, které nevykazuji afinitu k ligandu, prochazi
kolonou, zatimco molekuly rozpoznavajici ligand se na ligand vazi. Eluce navazaného proteinu

je dosazeno zménou pH, nebo koncentrace soli (Wilchek, 1972, Anusha et al., 2018).

Gelova permeaé¢ni chromatografie (GPC; gel-permeation chromatography) je znama
pod fadou dalSich nazvi, jako je kapalinova vylu¢ovaci chromatografie (LEC; liquid-exclusion

chromatography), gelova filtra¢ni chromatografie (GFC; gel-filtration chromatography) ¢i
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velikostné vylu¢ovaci chromatografie (SEC; size exclusion chromatography). Staciondrni fazi
GPC tvofi materidly, které se neodliSuji od materidlii pro adsorpéni chromatografii. Hojné
vyuzivané jsou agarov€, agarosov€, sephadexové, polyakrylamidové ¢i dextranové nosice
zesitované epichlorhydrinem (Hong et al., 2012). Separace proteini v ptipadé GPC probiha na
zaklad¢é riznych velikosti port v gelovych matricich. Makromolekuly unaSené mobilni fazi
mohou do pért pronikat v zavislosti na vlastni velikosti (Maire et al., 1987, Nagy et Vékey,
2008). Roztok obsahujici molekuly riznych rozméri se kontinualné propousti kolonou.
Molekuly, které jsou vétsi nez pory, nemohou pronikat do gelovych ¢astic. Prochazeji prostorem
mezi poréznimi ¢asticemi a pohybuji se rychle uvniti kolony. Molekuly, které jsou mensi nez
pory, do p6ért pronikaji a opoustéji kolonu s proporcionalné del§imi retenénimi ¢asy (Coskun,
2016).

Iontoméni¢ova (ionexova) chromatografie (IEC; ion exchange chromatography)
odd€luje biomolekuly na zakladé rozdili ve vlastnostech naboje (Cummins et al., 2017).
Proteiny, polynukleotidy a dalsi biomakromolekuly v mobilni fazi odhaluji na svém povrchu
nabité skupiny. Tyto nabité skupiny interaguji s opa¢né nabitymi skupinami imobilizovanymi na
iontoméni¢ovém nosiéi, ktery tvori stacionarni fazi (Williams et Frasca, 1999; Jungbauer et
Hahn, 2009). Naboj proteinu zavisi na pH jeho prostiedi. Hodnota pH, pii niz je naboj proteinu
je nulovy (tj. kde pocet kladnych nabojii se rovna poétu zapornych nabojt), je znama jako
izoelektricky bod (pI). Pokud je pH vétsi nez pl, protein bude mit zaporny naboj a bude se vazat
na aniontoménicové nosice (anexy), které jsou kladné nabité. Kdyz je pH mensi nez pl, protein
bude mit kladny naboj a bude se vazat na kationtoménicové nosice (katexy), které jsou zaporné

nabité (Williams et Frasca, 1999; Coskun, 2016).

3.1.2.2 Elektromigra¢ni metody

Separovat proteiny s vysokym rozlisenim na zakladé rozdild v naboji je mozZné
diskontinualni elektroforézou, isotachoforézou a zejména izoelektrickou fokusaci (Vesterberg,
1993). O objev diskontinualni elektroforézy se zaslouzili Orstein a Davis (Orstein, 1964).
Diskontinuita mize byt v pH, pl, ¢i koncentracich gelu. V ptipadé pH je vyuzito systému dvou
pufri o rozdilném pH a rozdilného elektrodového pufru. Pti diskontinualni elektroforéze se
separace obvykle provadéji v polyakrylamidovych gelech. Tato metoda je uZziteCna pro separaci
komplexnich smési (Wiltfang et al., 1991; Vesterberg, 1993). Pii isotachoforéze se vyuziva
systému dvou pufri. Separované komponenty se pohybuji v fadé za sebou mezi vedoucim
»leading a zakoncujicim ,,trailing* iontem na zaklad¢ své mobility v diskontinualnim gradientu
(Gebauer et Bocek, 1995). Pti izoelektrické fokusaci je vytvoren gradient pH (pH se kontinualné
zvySuje z anody na katodu) pomoci amfolytt (Vesterberg, 1972), nebo imobilind. Kazdy protein
migruje do oblasti hodnoty pH rovné svému izoelektrickému bodu. Pti elektroforéze dochazi

k migraci elektricky nabitych molekul v roztocich v dusledku elektrického pole mezi anodou
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a katodou (Orstein, 1964).

Separace na zaklad¢ velikosti je dosahovano pomoci SDS-PAGE (Vesterberg, 1993).
SDS-polyakrylamidova elektroforéza (SDS-PAGE) je nejvyuzivanéjsi technikou pro separaci
proteint. Vyuziva se pro odhad velikosti proteinu, pro posouzeni Cistoty bilkovin, ke
kvantifikaci proteinu, k monitorovani integrity proteinu, ke Srovnani proteinového slozeni
ruznych vzorkl nebo k analyze poctu a velikosti polypeptidovych podjednotek. Vyuziva se také
pii Western blottingu, dale jako druhy rozmér 2-D map ¢i jako frakcionaéni metoda v shot-gun
proteomice (Righetti et Candiano, 2011). Provadi se v prostredi 0,1% dodecylsulfatu sodného
(SDS), ktery je ionogennim detergentem. Pozoruhodnych vlastnosti SDS si povSimnul roku
1967 Carioca a kolektiv a zaslouzil se tak o rozvoj této separacni techniky. Proteiny ponechal
v roztoku SDS a vypozoroval, Ze micely proteinti ptisobenim SDS ztratily sviij amfoterni naboj.
SDS-proteinové komplexy pii SDS-PAGE obsahuji 1,4 g detergentu na 1 g proteinu (Pitt-Rivers
et Impiombato, 1968). Tim ziskaji uniformné negativni celkovy naboj, ktery je konstantni
(Righetti et Candiano, 2011). Principem metody je pohyb molekul na zakladé jejich velikosti
a pohyblivosti v polyakrylamidovém gelu. Velkd rozliSovaci schopnost je zajisténa
diskontinualnim systémem pufrii. Lisi se pufr pro ptfipravu zaostiovaciho a separacniho gelu

a pufry pro pfipravu gelt se 1isi od pufru elektrodového (Smith, 1984).

NejvyuzivanéjSim systémem je Laemmliho (Tris-glycinovy) systém pufrd. Pro pfipravu
zaostfovaciho a separacniho gelu jsou pouzity dva pufry o rozdilném pH a tieti je elektrodovy
pufr, ktery tvofti elektrolyt. Zaostfovaci (,,stacking™) gel funguje na principu isotachoforézy, pii
které dochazi ke zuzovani zony mezi nejrychleji a nejpomaleji se pohybujicim iontem (Gebauer
et Bocek, 1995; Smith, 1984). Vedoucim (,,leading®) iontem je Cl". Ukoncujicim (,.trailing")
iontem je glycin, ktery se v gelu pohybuje nejpomaleji, jelikoZ nenese zadny naboj. Proteiny se
pohybuji mezi obéma ionty a dochazi k jejich zakoncentrovani (Laemmli, 1970; Smith, 1984).
Laemmliho systém ma vSak nedostate¢nou rozliSovaci schopnost pro proteiny mensSi nez
10 kDa. Detekuje proteiny lezici velikostné za hranici 100 kDa, ale proteiny pod 10 kDa nejsou
detekovany viibec, nebo jsou detekovany pouze Casteéné. V pribéhu let proto byla provedena
nektera dualezitda vylepSeni SDS-PAGE (Righetti et Candiano, 2011). Metodu SDS-PAGE
upravili Schagger a von Jagow. Schiagger-von Jagowuv diskontinualni systém slouzi k detekci
malych proteint. Vyuzili Tris derivat glycinu, tricin. Tricin slouzi v katodovém pufru jako
zakoncujici ion, k separaci navic dochdzi jiz v zaostfovacim gelu (Schigger et von Jagow,
1987). Teprve na pocatku 90. let 20. stoleti byl publikovan univerzalni systém pro separaci
proteinti od 1 do 100 kDa. Jednalo se 0 novy vicefazovy pufrovy systém, ktery byl zalozen na
teorii vicefazové zonové elektroforézy (Wiltfang et al., 1991). Dalsim vylepSenim metody byl
objev Blue Native elektroforézy (BN-PAGE), ktera slouzi zejména k analyze membranovych

proteind. Na proteiny, které si zachovavaji enzymatickou aktivitu, by se nenavazalo spravné
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mnozstvi SDS. Proto se do katodového pufru pridava barvivo Coomassie blue G250, které
proteinim doddva negativni naboj stejné jako SDS a proteiny tak migruji k anod¢€ (Schagger et

von Jagow, 1991).

Kombinaci izoelektrické fokusace s SDS-PAGE lze provadét dvourozmérnou gelovou
elektroforézu, ktera poskytuje vysoké rozliSeni (Vesterberg, 1993). Pii dvojrozmérné
elektroforéze (2DE) jsou proteiny oddéleny na zakladé dvou odlisnych vlastnosti — dle jejich
naboje (pI) v prvnim rozméru a posléze podle jejich molekulové hmotnosti v druhém rozméru
(Joshi et Patil, 2017). Pti jednorozmérné elektroforéze (1DE) se proteiny separuji na zakladé
molekulovych hmotnosti v rozmezi od 10 do 300 kDa. 1D gel ma nizsi rozliSovaci schopnost
a vyuziva se zejména k charakterizaci bilkovin, které jsou jiz po urcité fazi Cisténi (Graves et
Haystead, 2002; Chevalier, 2011). Piestoze jsou piistupy 2DE vytlaCovany analyzou vzorkd
hmotnostnim spektrometrem, vyuziva se stale pro analyzu biologickych vzorkt v diferenciacni
proteomice pro odliSeni vzorkll z nemocného pacienta od pacienta zdravého (Viglio et al.,
2018). 2DE fesi proteiny na zakladé izoelektrického bodu a molekulové hmotnosti. Vysoké
rozliSeni této technologie umoznuje separaci a charakterizaci proteinti s posttranslaénimi
modifikacemi, které ovliviiuji jejich stav nabiti. 2DE se vyznacuje vysokou reprodukovatelnosti,
coz ji fadi mezi centralni technologie pro nasledné analyzy, které identifikuji posttranslacni

modifikace (Zong et al., 2008).

Vizualizace jednotlivych proteinovych produkti (bandt) se obvykle provadi bud’ in situ
vV samotné matrici, polyakrylamidovém gelu, nebo po pienosu (blottingu) separovanych proteini
na polymerni membranové nosné materialy. Preferovanou metodou barveni v gelu je
postelektroforetické in situ barveni separovanych proteind. Proteiny, které jsou inherentné
zbarveny, lze snadno pozorovat piimo v polyakrylamidovych gelech po vystaveni svétlu ve
viditelném spektru. U drtivé vétSiny proteini vyzaduje vSak vizualizace pouziti barviv nebo
zna¢ek. Mnoho organickych barviv a znalek, které byly upraveny pro detekci proteint
Vv polyakrylamidovych gelech, byly odvozeny od barviv pivodné pouzivanych v textilnim
primyslu. Mezi nejcastéji pouzivana organicka barviva patfi Amidocern 10B, Ponceau S,
Coomassie Brilliant Blue R-250 (R = nacervenaly odstin) a Coomassie Brilliant Blue G-250
(G = zelenkavy odstin; CBB-G). Vyvinuta byla také barveni na bazi anorganickych kovovych
soli. Zejména bylo vyvinuto velké mnoZzstvi postupi barveni stfibrem, které je az stokrat
citlivgj$i nez zminéné metody barveni (Wirth et Romano, 1995). Stiibfeni geld vizualizuje
proteiny jiz v mnozstvi 10 ng. Barveni stiibrem bylo uvedeno do praxe roku 1979 Switzerem,
Merrilem a Shifrinem (Switzer et al., 1979). Zakladni princip stiibfeni je zalozen na donor-
akceptorovém mechanismu. lonty stfibra, které jsou akceptorem, se ve form¢ barviva na bazi
stiibra ptidavaji na bilkovinny vzorek. Funkéni skupiny tohoto bilkovinného vzorku jsou

donorem elektronu. Stiibro v pfitomnosti donort elektronti prochazi redukci a je pfeménéno na
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volné kovové stiibro, coZ se projevuje charakteristickym zbarvenim (Shah et Misra, 2011).
Postupné faze barveni stfibrem jsou fixace proteinii slouzici k odstranéni interferujicich
slouéenin, senzibilizace ke zvyseni citlivosti a kontrastu barveni, impregnace stiibrem a nakonec

vyvoj obrazu (Chevallet et al., 2007).

3.1.2.3 Western blotting

V navaznosti na Southern blotting, slouZzici k pfenosu molekul DNA na membranu
(Southern, 1975), se rozvijely myslenky, zda je mozny ipifenos proteint. Realizovat tyto
mySlenky se podafilo az H. Towbinovi roku 1979. Metoda byla demonstrovana na
ribozomalnich proteinech pfenesenych z gelu obsahujiciho mocovinu. Imobilizované proteiny
byly detekovany pomoci imunologickych postupt (Towbin et al., 1979; Towbin, 2009).
Nezavisle na Towbinovi provadél vyzkum W. N. Burnette a kolektiv jeho laboratofe. Namisto
polyakrylmocovinovych geli vSak laboratof vsadila na SDS-polyakrylamidové gely. Metodu
prenosu proteinti z SDS-polyakrylamidovych geld na nitrocelulézovou membranu Burnette
nazval Western blottingem. Proteiny jsou na membrané¢ uchyceny adsorpci, ¢i kovalentni
vazbou (Burnette, 1981; Burnette, 2009; MacPhee, 2010).

Obecny princip Western blottingu je sloZzen z nékolika krokl. Proces zacina ptipravou
vzorku (mlze zahrnovat extrakci bunéénych proteinii z komplexni smési ¢i kvantifikaci
koncentrace) apokraCuje elektroforetickou separaci proteini v gelové matrici. Po
elektroforetické separaci jsou proteiny pieneseny na membranu (Bass et al., 2017). Membrana
je umisténa piimo na gelu, a tim je zaji$tén prenos proteint v zrcadlovém zobrazeni (MacPhee,
2010). Typicky se vyuzivaji membrany z nitrocelulézy nebo polyvinylidendifluoridu (PVDF).
Na PVDF membrany se vazi proteiny hydrofobnimi interakcemi (Tonkinson et Stillman, 2002).
Hydrofobni povaha PVDF membran vyzaduje pocatecni aktivaci membrany namacenim
v methanolu, aby mohlo dojit k infiltraci pufru a vazbé proteind (Mansfield, 1995). Pienos
bilkovin na PVDF membrany mtze byt také inhibovan vysokymi koncentracemi SDS, takze
pfed prenosem by mély byt gely promyty v destilované vodé a potom ekvilibrovany

Vv pfenosovém katodovém pufru (Mozdzanowski et al., 1992).

Barveni blotovacich membran umoziuje vizualizaci navdzanych proteinti a umoznuje
monitorovat 0¢innost pfenosu na membranu. AmidoCern umozZiluje detekci pfenesenych
proteint na jakykoliv typ membrany v mnozstvi vétsim nez 50 ng/produkt. Produkty se jevi jako
tmavé modré pruhy na svétle modrém pozadi. AmidoCeri ma citlivost podobnou citlivosti
Coomassie blue, ale je rychlejsi metodou. Coomassie blue R-250 lze pouzit na vétSinu typu
membran s vyjimkou nitroceluldzové. Vysoké koncentrace organickych rozpoustédel v barvivu
nitrocelulézovou membranu rozpousti. Ponceau S je nejméné citlivou metodou barveni bilkovin.

Prenesené proteiny se musi vyskytovat v mnozstvi vétsim nez 200 ng/produkt. Jevi se jako
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¢ervené pruhy na rizovém pozadi. Hlavni vyhody barveni Ponceau je to, ze v podstaté vSechny
skvrny mohou byt odstranény prodlouzenym odbarvenim. To je vyhodné pro znovupouziti
membrany pro barveni jinou detekéni metodou, napt. imunoblotovani. Naopak citlivou metodou
je barveni koloidnim zlatem, kdy se produkty jevi jako Cervené pruhy na rizovém pozadi.
Metodou lze vizualizovat proteiny pfenesené v mnozstvi 2 ng/produkt. Podobnou citlivost ma
stiibfeni membran (Goldman et al., 2016). Specificka detekce proteini se provadi pomoci
primarnich protilatek, pticemz vznikly komplex se dale vizualizuje vazbou se znacenou
sekundarni protilatkou. Jelikoz by primarni protilatka mohla reagovat s nespecifickymi proteiny,
provadi se po elektroblottingu blokovani membrany, aby se pravdépodobnost nespecifické
vazby protilatky snizila. Snizeni nespecifické vazby lze docilit vyuZzitim inertnich proteini BSA,

¢i odtuénéného mléka. (Bass et al., 2017).

3.1.2.4 Hmotnostni spektrometrie

Proteomika na bazi hmotnostni spektrometrie se stala nepostradatelnym nastrojem
umoznujicim analyzu proteinovych vzorki. Hmotnostni spektrometrie separuje nabité ¢astice na
zaklad¢é poméru hmotnosti a naboje (m/z). Jeji vysoka selektivita a citlivost umoznuje objasnéni
primarnich sekvenci véetné posttranslacnich modifikaci peptidd a proteind, kromé toho muize
byt pouzita také k identifikaci protein-proteinovych interakei (Sickmann, 2011). JelikoZ peptidy
vykazuji Sirokou Skalu rtiznych fyzikalné-chemickych vlastnosti, jako je velikost, naboj ¢i
hydrofobicita, vedou tyto odlisnosti k velkym rozdilim v hmotnostné spektrometrické odezve.
Pro ptesnou kvantifikaci je nutné porovnavat kazdy jednotlivy peptid. Pro studium diferenc¢nich
zmén v proteomu jsou cCasto vyuzivany kvantifikaéni metody hmotnostni spektrometrie
(Bantscheff et al., 2007). Techniky MS se také vyuzivaji ve spojeni s kapalinovou
chromatografii (LC) nebo kapilarni elektroforézou, které umoziuji vysoké rozliseni (Swiatly et

al., 2018).

Principem metody je ionizace chemickych sloucenin, tvorba nabitych molekul a méfeni
jejich poméru hmotnosti k naboji. Prvnim krokem v MS analyze je ionizace (Obr. 3). Ta ma za
nasledek vytvofeni nabitych ¢astic — iontti (Awad et al., 2014). Tradi¢ni ioniza¢ni metoda
elektrony (EI; electron ionization) vyuziva Kionizaci elektrony a pracuje pouze ve vakuu,
zatimco analyty se jiz nachazi v plynné fazi. Paprsky elektroni jsou tvofeny zahiatym kovovym
vlaknem (napt. wolframovym) a tyto elektrony jsou elektricky urychlovany a smérovany tak,
aby se srazily s odpatenym vzorkem, coz zpusobuje vylu¢ovani elektronti z analytti a nasledné
vytvareni kladn€ nabitych radikalovych kationtl. Tyto podminky nejsou vhodné pro velké
molekuly. Vzhledem k omezenim spojenym S ionizaci EI byly zavedeny metody chemické
ionizace (Cl). CI zavisi na interakci mezi energetickymi elektrony a neutralnimi molekulami,
coz ma za nasledek tvorbu nabitych iontl, které budou interagovat s analyty a produkovat

protonované druhy. Podobné jako u ionizace EI, tato metoda piedstavuje urcita omezeni, pokud
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jde 0 hmotnostni rozsah. Hlavnim problémem obou zminénych metod ionizace je neschopnost
ionizovat tepelné nestabilni polarni biologické slouceniny (El Aneed et al., 2009). V posledni
dob¢ je v klinické proteomice Siroce vyuZivana ionizace elektrosprejem a ionizace laserem za
ptitomnosti matrice (MALDI; matrix assisted laser desorption/ionization) ajeji varianta
povrchové zesilena laserova desorpce (surface-enhanced laser desorption/ionization; SELDI)
spojena s analyzatorem doby letu TOF (Swiatly et al., 2018). Pfi ionizaci elektrosprejem (ESI;
electrospray ionization) je vzorek v roztoku aplikovan kapilarou, ¢i jehlou do iontového
zdroje. Pomoci elektrického napéti, které mize byt na zakladé povahy analytu bud’ negativni,
nebo pozitivni, dochdzi k produkci nabitych kapicek vzorku, které jsou odpatovany. Tomuto
jevu se fika nebulizace. Odpafovani nastava bud’ zvysenim teploty, nebo proudem inertniho
plynu (napf. dusiku). Kapicky zmensuji odpafovanim svilj objem a nasledné probéhne tzv.
Coulombicka exploze, kdy dojde k rozpadnuti kapic¢ek na vicenasobné nabité ionty. Ionty putuji
dale do spektrometru, kde jsou analyzovany (Awad et al., 2014). Pifi ionizaci laserem za
pFitomnosti matrice (MALDI) dochazi k pfechodu vysokomolekularnich latek do plynné faze
odpafenim roztoku vzorku v matrici. Analyt je smisen s matrici (vyuziva se o-Kyano-4-
skoficova a 2,5-dihydroxybenzoova kyselina), je nanesen na kovovou desku a odpafeni je

zpusobeno kratkym laserovym pulsem (Medhe, 2018a).

4) O B)

D"~~~ M

C) D)

vzorkovaci \\

kapilara/stiikacka -

— . -
laserovy paprsek

sprejovaci plyn

Obr. 3: Schéma zakladnich ioniza¢nich technik (pfevzato a upraveno dle Pol et al., 2010).
(A) elektronova ionizace, (B) chemicka ionizace, (C) ionizace elektrosprejem, (D) desorpéni

ionizace.

Po procesu ionizace jsou ionty oddéleny na zakladé poméru m/z v hmotnostnim
analyzatoru (Awad et al., 2014). V hmotnostnim spektrometru je izolace iontd obvykle
elektricky pohanéna, ikdyz tradi¢ni analyzatory, konktrétné magnetické sektory, vyuzivaji
magnetické pole, které ovliviiuje separaci ionti. Pokud jde o dostupné metodiky, existuje opét

mnoho systému podobné jako u procesu ionizace. V souc¢asné dobé jsou Siroce pouzivany tyto
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analyzatory: kvadrupol, kvadrupolova iontova past, analyzator doby letu (TOF; time of
flight), iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (FT-ICR) a Orbitrap (El

Aneed et al., 2009; Haag, 2016).

Princip kvadrupélového hmotnostniho analyzatoru byl poprvé popsan v padesatych
letech fyzikem Paulem Wolfgangem (EIl Aneed et al., 2009). Kvadrupoly (Obr. 4) se skladaji ze
¢tyt valcovych, nebo hyperbolickych tyc¢i, které jsou k sobé paralelni. Protilehlé tyCe maji
stejnou polaritu a tyce sousedni maji polaritu opacnou (Ekman et al., 2009, Haag, 2016). Tyce
jsou elektricky propojeny a je na né aplikovan radiofrekvenéni potencial. Potencial
stejnosmérného proudu je pak superponovan pies RF potencial. Kombinace obou potencialt
zpisobuje, Ze ionty osciluji, kdyz prochazeji kvadrupdlem ve sméru z. V zavislosti na
potencialu stejnosmérného proudu a frekvenci radiofrekvenéniho potencialu budou mit pouze
ionty urcitého m/z stabilni trajektorii. lonty s nestabilni trajektorii narazi do ty¢i a odfiltruji se
(Haag, 2016).

kvadempoluvs fyle trajektorie iontu

iontovy zdroj

Obr. 4: Schéma kvadrupoélového hmotnostniho analyzatoru

(pfevzato a upraveno dle Haag, 2016).

Dal$im typem analyzatoru je kvadrupdélova iontova past. Prvni zminka o tomto typu
analyzatoru pochazi z prace Paula a Steinwedela zroku 1960 (Paul et Steinwedel, 1960).
Kvadrupolova iontova past (Obr. 5) je analyzator, ktery funguje na stejném principu jako
kvadrupodlovy analyzator. Rozdil je vSak v geometrii. lontova past je tvofena tfemi elektrodami.
Jedna se odva hyperbolické talife (vstupni a vystupni elektrody) umisténé po stranach
hyperbolického prstence, ktery je tieti elektrodou (Haag et al., 2016). Na prstencovou elektrodu
uprostied je piivadéno vysokofrekvencni napéti. lonty z iontového zdroje se pienasi do pasti
skrz otvor ve vstupni elektrodé a diky elektromagnetickému poli a inertnimu plynu jsou
v analyzatoru zadrzovany. Vypuzeni iontd skrz otvor vystupni elektrody nastava v zavislosti na

pomeéru m/z po zméné pole. lonty dale pokracuji k detektoru (Hofman et Stroobant, 2007).
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Obr. 5: Schéma kvadrupolové iontové pasti (pievzato a upraveno dle Haag, 2016).

Metodika TOF analyzatoru byla poprvé popsana Vv poloving 20. stoleti (Stephens,
1946) a znovu objevena byla az v 90. letech (Brown et Lennon, 1995). Linearni analyzator doby
letu spoléha na volny let ionizovanych molekul v trubici 0 délce 1-2 m, nez dosahnou detektoru.
Pokud jsou dva ionty vytvofeny soucasné se stejnym nabojem, dosdhnou detektoru na zakladé¢
své hmotnosti. Hlavni vyhodou analyzatoru TOF na rozdil od kvadrupolovych pfistroju je to, ze
vSechny vytvofené ionty se nakonec dostanou do detektoru. Vylepsenim klasického TOF
analyzatoru byl ptidavek reflektronu (Obr. 6). Reflektronovy mod byl zaveden pro lepsi
rozliSeni, jelikoz draha a doba letu iontu je prodlouzena. Ion nedopadé na linearni detektor na
konci trubice, ale draha letu je obracena reflektronem na reflektronovy detektor (EI Aneed et al.,
2009; Pl et al., 2010).

pruletova trubice

detektor

reflektronovy reflektron
detektor (iontové zrcadlo)

Obr. 6: Analyzator doby letu s reflektronem (ptevzato a upraveno dle Pél et al., 2010).

Analyzatory FT-ICR (Obr. 7) uréuji pomér m/z méfenim cyklotronové frekvence iontl
vV pevném magnetickém poli (Haag, 2016). Metodu piedstavil roku 1974 Comisarow a Marshall
(Comisarow et Marshall, 1974). Vychazi z pohybu iontli v magnetickém poli. Pokud se iont
dostane do silného magnetického pole tvofen¢ho supravodivym magnetem, zacne se s urcitou
frekvenci pohybovat po kruhové trajektorii. Kazda hodnota m/z tak ma charakteristickou
frekvenci, ktera se do $kaly m/z pfevede Fourierovou transformaci. (Comisaro et Marshall,

1974; Nikolaev et al., 2014).

16



supravodivy magnet

exitacni desticka

desti¢ka pro zachyt \
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Obr. 7: Schéma analyzatoru FT-ICR (pfevzato a upraveno dle Pol et al., 2010).

Dalsim typem analyzatoru je Orbitrap. Vyznacuje vysokym rozliSenim a byl vyvijen
s cilem vytvofeni idealniho hmotnostniho spektrometru (Eliuk et Makarov, 2015). lonty zde
vlivem elektrickych poli obihaji centralni elektrodu a soucasné osciluji s frekvenci, kterd je
zavisla na jejich poméru m/z. Oscilace se snima vné&j$imi detekénimi elektrodami (Obr. 8).
Frekvence iontl o ur¢ité m/z se ziskavaji Fourierovou transformaci a posléze jsou pievedeny na

klasické hmotnostni spektrum (Makarov, 2000).

detektorova detektorova
elektroda \\ elektroda

centralni —
elektroda

Obr. 8: Schéma Orbitrapu (pfevzato a upraveno dle Pol et al., 2010).

Podstatnou soucasti hmotnostniho spektrometru je detektor. Ten detekuje aktualni
signal generovany prichodem nebo dopadem iontd. Vystup dat detektoru po amplifikaci je
nahravan. Nejstar§im a nejjednodussim typem detektoru je fotograficka deska, ktera detekuje
vSechny ionty a intenzita znacky na filmu je umérna mnozstvi iontd. Dnes je nejvyuzivanéj$im
detektorem elektronovy nasobi¢ (electron multiplier), ktery vyuziva sekundarni elektronovou
emisi. Pocet uvolnovanych sekundarnich elektront je piimo tmérny typu dopadajici primarni

Castice, jeji energii a vlastnostem povrchu, na ktery ¢astice dopada (Medhe, 2018b).
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3.1.2.5 Proteomické metody kvantifikace v hmotnostni spektrometrii vyuzivajici znaceni

proteint

Metody kvantifikace proteinit pomoci MS jsou vyuzivany pro Studium diferencnich
zmén V proteomu (Bantcheff et al., 2007). Provadi se relativni kvantifikace pomoci znaéeni
proteind stabilnimi izotopy, nebo absolutni kvantifikace za vyuziti syntetickych peptidovych
standardii. Inkorporace stabilnich izotopti (Obr. 9) do proteint muZe byt metabolicka,

enzymaticka, nebo chemicka (Bantscheff et al., 2007, Ong et Mann, 2006).

Metabolické znaceni Chemické znaceni

2 q O o
Qgﬁf F? & & R P
= ( + (
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O’é :' o k}gfbj ( .:;t( .J;.‘,(_,"'U ETIJLIT;QTJ
ht o . . _—
":'h-}- T oooD Q00D
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Obr. 9: Rozdily v metabolickém a chemickém znaceni (pfevzato a upraveno dle Zhang et al.,
2014). Metabolické znaceni: Proteiny jsou oznaeny metabolicky za pouziti kultury obohacené
izotopem. Lehké atézké proteinové smési jsou ziskany zbunétné kultury, poté Stépeny,
analyzovany LC-MS a kvantifikovany. Chemické znaceni: Pfi izobarickém znaceni jsou
bilkoviny obvykle oznaceny izobarickymi znackami, které umoziuji kvantifikaci pomoci

MS/MS diky reportérové skuping znacky, po proteolytickém Sté€peni.

Znaceni stabilnimi izotopy je zalozeno na zavedeni rozdilové hmotnostni znacky ve
formé& malé chemické latky, stitku, do proteinu. Toto oznaceni umoziuje srovnavaci kvantifikaci
proteinti Vjednom vzorku. Stitek mé&ni hmotnost peptidu ¢&i proteinu a neovliviiuje jeho
analytické vlastnosti (Faktor et al., 2012). Stabilni izotopové znaceni bylo zavedeno v roce 1999
tfemi nezavislymi laboratofemi (Gygi et al., 1999; Oda et al., 1999; Veenstra et al., 1999;

Bantscheff et al., 2007).

Postup metabolického znaceni byl plivodné popsan pro celkové znaCeni bakterii za

pouziti bun&ného kultivaéniho média obohaceného o N (Oda et al., 1999), irsi popularitu
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vSak ziskal ve formé stabilniho znaCeni proteinli izotopicky znaCenymi aminokyselinami
v bunécné kulture (SILAC) zavedeného Mannem a spolupracovniky v roce 2002, ktera vyuziva
izotop C (Ong et al., 2002). Alternativnimi stabilnimi izotopy jsou dale, O a2 H (Oda et al.,
1999). Postup znaceni proteinti stabilnimi izotopy je pouZitelny pro vSechny bunééné systémy,
které mohou byt péstovany v izotopové obohaceném médiu. Vzhledem k tomu, Ze hmotnostni
spektrometr dokdze rozpoznat hmotnostni rozdil mezi oznaenou aneoznaCenou formou
peptidu, kvantifikace je dosazeno porovnanim intenzit jejich signala (Bantscheff et al., 2007).
Mezi nejbéznéjsi strategie znaceni proteint patii ICAT (izotopové kédovana afinitni znacka),
iTRAQ (izobarické znacky pro relativni a absolutni kvantifikaci), TMT (Tandem Mass Tag)
a jiz zminény SILAC (Swiatly et al., 2018).

Znaceni pomoci metody SILAC (Stable Isotope Labeling by Amino Acids in Cell
Culture) je strategie metabolického znaceni in vivo, ktera vyuZiva stabilni izotopové znacené
aminokyseliny v ristovém médiu. Toto stabilni izotopové znaceni aminokyselinami v bunééné
kultufe je jednoduchy a pfitom vykonny pfistup kvantitativni proteomiky na bazi hmotnostni
spektrometrie (MS). V ristovém médiu jsou pfirozené se vyskytujici (lehké) aminokyseliny
nahrazeny znaCenymi t¢zkymi aminokyselinami a buiiky péstované v tomto médiu do sebe tézké
aminokyseliny zainkorporuji (Ong et al., 2002; Ong et Mann, 2006). Oznafené esencialni
aminokyseliny se pridavaji pfimo ke kultivaénim médiim deficientnim na dané esencialni
aminokyseliny. Jsou proto zac¢lenény do vSech bilkovin a poté dale syntetizovany a zakodovany
do proteomu (Ong et al., 2002). Tyto tézké aminokyseliny nemaji zadny vliv na morfologii
bunék nebo rychlost jejich rastu. Proteiny, nebo peptidy z neznacenych a znacenych vzorki
jsou smichany v poméru 1:1. Poté je provedena redukce disulfidovych vazeb, které jsou pied
opétovnou oxidaci ochranény alkylaci. Vzorky jsou Stépeny trypsinem, pieciStény
a analyzovany pomoci MS. Jsou oddéleny hmotnostnim rozdilem specifickym pro rezidua, ktery
odpovida poctu stabilnich izotopovych znacek, atedy ipoctu znacenych aminokyselinovych
zbytkt v analytu. Intenzita signalu z lehkych a tézkych vzorkl poskytuje kvantitativni srovnani

jejich relativnich vyskytt ve smési (Ong et Mann, 2006).

Experiment SILAC (Obr. 10) rozdélujeme na dvé faze. V adaptacni fazi se bunky
péstuji paraleln¢ v lehkém nebo tézkém SILAC médiu, aby bylo umoznéno uplné zaclenéni
aminokyselin. Kultivace obou typti bunék probiha za stejnych podminek. Teprve po adaptacni
fazi jsou ob¢ skupiny bunék rozlisitelné pomoci MS (Ong et Mann, 2006). Metoda umoziuje
srovnani bunéfnych proteoml prochazejicich riznymi stavy (Chen et al., 2015).
V experimentalni f4zi mohou byt napiiklad obé bunécné populace diferencidlné osetfeny, coz
indukuje zmény proteomu. Vzorek se posléze smisi, subproteom muze byt ocistén frakcionaci,
Stépen na peptidy a je analyzovan pomoci MS k identifikaci a kvantifikaci proteint (Ong et

Mann, 2006). Krom¢ diferencialniho oSetfeni mohou byt bunééné populace vystaveny plisobeni
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hypoxii, ¢i teplotnimu stresu (Bousquet et al., 2015; Ma et al., 2018).
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Obr. 10: Schéma SILAC experimentu (pfevzato a upraveno dle Ong et al., 2002). Bunky se
zpocatku péstuji paraleln€¢ v lehkém nebo tézkém SILAC médiu, poté jsou vzorky smichany
vpoméru 1:1 a provadi se Stépeni trypsinem. Po Stépeni probihad identifikace proteinil

a kvantifikace pomoci LC-MS/MS.

Znaceni pomoci metody iCAT piedstavili vroce 1999 Aebersold ajeho skupina.
Jedna se o metodu vyuzivajici izotopové kodované afinitni znaCky (iCAT; Isotope Coded
Affinity Tag) pro relativni kvantifikaci proteinové abundance. Izotopové kdédovana afinitni
znacka je vramci této metody pfipojena k uritym aminokyselindim ve vSech proteinech
v populaci. Po stépeni proteinu na peptidy jsou oznacené peptidy afinitné purifikovany nové
zaClenénou afinitni znackou. Metoda vyuziva diferencialniho znaceni cysteinovych zbytkl
v proteinech stabilnimi izotopy k vyznamnému snizeni slozitosti proteomu a peptidovych smési,
které je tfeba identifikovat pii jednom jediném tandemovém MS experimentu (Gygi et al.,
1999). Puvodni tézké iCAT reagenty obsahovaly 8 atoml deuteria, lehké obsahovaly vodiky.
Kwviili interakcim atomti deuteria se stacionarni fazi kolony se od téchto znacek upustilo a zacaly
se vyuzivat iCAT s izotopem *°C pro lehkou a *C pro t&zkou verzi znacky (Yi et al., 2005).
Principem metody je oznaceni dvou vzorkil, jeden znich je oznacen lehkou, druhy tézkou
variantou izotopové znacky (Obr. 11). Znacka se kovalentné€ vaze na cysteinové zbytky. Vzorky
jsou dale spojeny a $tépeny za pomoci enzymil. Oznacené fragmenty jsou izolovany avidinovou
chromatografii a analyzovany pomoci HPLC/MS (Oda et al., 2002; Colangelo et Williams,
2006).
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Obr. 11: Schéma experimentu s vyuzitim iCAT znadeni (pievzato a upraveno z Yi et al., 2005).
Principem metody je oznaCeni dvou vzorkd, jeden znich je oznacen lehkou, druhy tézkou
variantou izotopové znacky. Vzorky jsou dale spojeny a §tépeny za pomoci enzymi. Poté
probiha frakcionace iontovou vyménou a purifikace vzorku. Vzorky jsou kvantifikovany

pomoci LC-MS/MS

Znaceni pomoci metody iTRAQ (Isobaric Tag for Relative and Absolute
Quantification) je pfistup zalozeny na derivatizaci primarnich aminoskupin v intaktnich
proteinech za pouziti izobarické znacky pro relativni a absolutni kvantifikaci. Byl poprvé
piedstaven roku 2004 a od té doby se hojné vyuziva k analyze proteinové exprese v riznych
variantach bunéénych systémut a tkanovych vzorki (Ross et al., 2004, Wiese et al., 2007).
Izobaricka znacka iTRAQ se sklada ze tii ¢asti (Obr. 12). Prvni ¢ast tvofi reportérova skupina,
druhou ¢asti je vyrovnavaci balanéni skupina a tieti je reaktivni skupina. Reaktivni skupina se
vaze na aminoskupinu peptidu, a tim umoziluje oznaceni vétSiny peptidi ve vzorku, aniz by
ztratila informaci 0 posttranslaénich modifikacich proteini. Metoda umoziuje soucasné
identifikovat a kvantifikovat proteiny ze ¢tyf az osmi vzorkl v jedné analyze diky rozdilné
hmotnosti reportérové skupiny (Obr. 13), ktera se pohybuje v rozmezi 114-117 Da, nebo 113-
121 Da (Wiese et al., 2007; Faktor et. al, 2012). Misto pro 120 Da reportérovou skupinu je

ponechano prazdné kvuli ptitomnosti fenylalaninového iontu (Johnson et White, 2012). Rozdily
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vV hmotnosti jsou dany obohacenim skupiny o stabilni isotopy. Hmotnost je kompenzovana
vyrovnavaci skupinou obsahujici rovnéz stabilni isotopy tak, aby vSechny reagenty iTRAQ byly
isobarické, tedy aby mély stejnou hmotnost. Pro kvantifikaci metodou iTRAQ musi byt pouzita
tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS). Pfi MSI1 maji isobarické znacky stejnou
hmotnost, rozdily v hmotnosti reportérové skupiny jsou detekovany az v MS2 (Wiese et al.,
2007; Faktor et. al, 2012).

Izobaricka znacka iTRAQ
celkova hmotnost =145 Da

A Reaktivni skupina

& Reportérova skupina \| (NHS)

hmotnost =114-117 Da |
Al 1 0
4 \I |
I
0
N I I ~ N

! 1
| 1
> N 1 0

= @
Vyrovnavaci balanéni skupina
hmotnost = 31-28 Da

Obr. 12: Struktura iTRAQ znacky (pfevzato a upraveno dle Ross et al., 2004).
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Obr. 13: Schéma skladani iTRAQ znacek a jejich fragmentace pomoci MS/MS

(pfevzato a upraveno dle Ross et al., 2004).

Tandemové hmotnostni znacky (TMT; Tandem Mass Tag) jsou obdobou iTRAQ
znaceni. Jedna se o chemické Stitky pouzivajici se pro presnou kvantifikaci proteini. Tandem
oznacuje pouziti tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS) pro analyzu téchto znacek
(Thompson et al., 2003). TMT znacka se sklada ze ¢tyf modult. Sklada se z reaktivni skupiny,
spaceru, reportérové skupiny a specifické skupiny linkeru (Obr. 14). Specificka skupina linkeru
zajistuje odstépeni reportérové skupiny béhem fragmentace (Vaudel et al., 2010; Zhang et
Elias, 2017). TMT znacky umoziuji analyzu az 10 vzorkd najednou (Obr. 15). Téchto
10 ruznych proteinovych vzorkd je denaturovano, redukovano, alkylovano a §tépeno

na peptidové vzorky. Tyto vzorky peptidl jsou znaceny pomoci TMT a poté spojeny do jednoho
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vzorku. Kombinovany vzorek se frakcionuje pomoci kapalinové chromatografie. Po piecisténi
se kazdy vzorek podrobi HPLC-MS analyze a data se potom analyzuji, aby se ziskala identita
a relativni kvantifikace proteint (Zhang et Elias, 2017).

specificka
skupina linkern
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reportérova spacer amino reaktivni
skupina skupina

Obr. 14: Struktura tandemové hmotnostni znacky

(pfevzato a upraveno dle Zhang et Elias, 2017).
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Obr. 15: Pracovni postup pro relativni kvantifikaci pomoci znaceni 10plex TMT (pfevzato
a upraveno dle Zhang et Elias, 2017). Deset raznych proteinovych vzork je denaturovano,
redukovano, alkylovano a $tépeno na peptidové vzorky. Vzorky peptidi jsou pak znaceny
soupravou 10 ruznych TMT a poté spojeny do jednoho vzorku. Kombinovany vzorek podléha

frakcionaci a ptecisténi a poté je podroben HPLC-MS.
3.1.2.6 Metody absolutni kvantifikace v hmotnostni spektrometrii

Pfi absolutni kvantifikaci (AQUA,; Absolute Quantification of Proteins) je ke vzorku
pfidano znamé mnozstvi synteticky pfipravenych peptidii zna¢enych stabilnimi izotopy, které
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jsou stejné jako nativni peptidy ve vzorku. Metoda tedy vyuziva inertni standardy (Gerber et al.,
2003). Syntetické AQUA peptidy jsou chemicky a fyzikdlné nerozeznatelné od svych
endogennich prot&jskii s ohledem na retenéni cas, ucinnost ionizace a fragmentacni
mechanismus (Kettenbach et al., 2011). AQUA peptid ptesné napodobuje peptid produkovany
béhem proteolyzy cilového proteinu kromé toho, Ze je obohacen o urcité stabilni izotopy
(Kirkpatrick et al., 2005). Jsou tedy idealnimi internimi standardy, které mohou byt snadno
zavedeny do vzorku béhem, nebo po $tépeni proteazou (Kettenbach et al., 2011). Ke vzorku je
ptidano znamé mnozstvi téchto standardt. Na zakladé znamého mnoZstvi piidaného peptidu
AQUA a poméru intenzity obou peptidi 1ze vypoéitat mnozstvi endogenniho peptidu (Gerber et
al., 2003, Kettenbach et al., 2011).

3.1.2.7 Label-free kvantifikace v hmotnostni spektrometrii

Metody zalozené na izotopovém znaceni nemusi byt vzdy pro dany protein vhodné.
Alternativou jsou jim label-free metody. Label-free kvantifikace je zaloZena na srovnavaci
analyze relativniho proteinového mnozstvi bez vyuZiti izotopovych znacek (Vaudel et al.,
2010). Hlavni vyhodou label-free kvantifikace je skute¢nost, Ze obvykle neni vyzadovan dalsi
experimentalni krok a Zze srovnavaci kvantifikace mize byt provadéna napii¢ mnoha vzorky
soucasné (Wong et Cagney, 2009). Vyuzivaji se dva pfistupy, prvnim je relativni kvantifikace,

druhym je kvantifikace absolutni.

Relativni kvantifikace je zalozena na dvou principech méfeni (Obr. 16). Prvnim je
meéteni vrcholové (pikové) intenzity zalozené na zménach ploch, nebo vysek peptidovych
vrchold (piktl) v chromatografickém zaznamu. lon je S uritym m/z detekovan a zaznamenan
s uréitou intenzitou vV ur¢itém Case. Vyska, respektive plocha, piku je poté imerna koncentraci
peptidu ve vzorku (Zhu et al., 2010). Nejdiive jsou tedy MS/MS analyzou identifikovany
peptidy proteinového digestu a nasledné jsou mezi vzorky porovnavany plochy piki
jednotlivych peptida (Bondarenko et al., 2002). Druhym principem je spectral counting, pfi
némz se porovnava pocet identifikovanych MS/MS spekter ze stejného proteinu v kazdé LC-
MS/MS analyze (Zhu et al., 2010). Piistup predpoklada, ze pocet ziskanych spekter zavisi na
mnoZzstvi proteinu ve vzorku, protoze vyssi abundance proteinu typicky znamena zvyseni poctu

proteolytickych peptidi a naopak (Silva et al., 2006; Zhu et al., 2010).
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Obr. 16: Label-free kvantifikace (pfevzato a upraveno dle Zhu et al., 2010). Kontrolni

a zkoumany vzorek jsou podrobeny individualni LC-MS/MS analyze. Kvantifikace je zaloZena

na srovnani maximalni intenzity stejného peptidu nebo poctu spekter stejného proteinu.

Kromé relativni kvantifikace mohou byt pouzity label-free metody také pii stanoveni
absolutniho mnozstvi proteinti. Index hojnosti proteini (PAI; Protein Abundance Index)
definovany jako pocet identifikovanych peptidd délen poctem teoreticky pozorovatelnych
tryptickych peptidd pro kazdy protein. Tento index byl pozd€ji pieveden na exponencialné
modifikovany PAI (emPAI). Modifikovana strategie spectral counting nazyvana absolutni
proteinova exprese (APEX; Absolute Protein Expression) slouzi k méfeni absolutni koncentrace
proteinu Vv bufice z poméru mezi mnozstvim bilkovin a poétu pozorovanych peptida (Zhu et al.,

2010).

3.2 Identifikace molekularnich cila

Identifikace molekularnich cild je dulezitd pro pochopeni mechanismu wc¢inku
biologicky aktivnich latek. Je nutné osvétlit vazbu léciva, ¢i kandidata na lécivo na proteiny,
které se ucastni biologickych procest v bunce. Pochopeni biologickych procest pfi
fyziologickych a patologickych stavech burky je nezbytnym krokem ve vyvoji 1é€iv (Rylova et
al, 2015). V soucasné dob&¢ se uznava, Ze proteomika je slibnym nastrojem pro rozvoj
potencialnich terapeutickych cilt. Odbér vzorkl pro proteomickou analyzu je dilezitym krokem
pii objevovani terapeutickych cilti. Z membranovych frakci ziskanych z preklinickych modeld
in vitro ain vivo ataké z klinickych vzorkii mohou byt detekovany molekularni vlastnosti

charakteristické pro karcinomové bufiky (Abdelmoez et al., 2017). Moderni proteomické
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pfistupy na bdzi hmotnostni spektrometrie umoziiuji vyhledavat prometastatické proteiny
ajejich funkéni partnery, uplatiuji se pii funkéni charakterizaci téchto proteind a validaci
smérem k vyvoji novych diagnostickych a terapeutickych pfistupt. Tyto proteiny lze vyhledavat
pomoci necilenych proteomickych ptistupii porovnavajicich proteomy s riznym metastatickym
potencialem. Paralelni analyzu vétsiho mnozstvi nadorovych vzorkld zjednodusuji metody
znaceni stabilnimi izotopy. Vysoka citlivost a specificita MS umoziuje identifikovat
a kvantifikovat proteiny zapojené do metastatickych drah, které by mohly slouzit jako cenné
biomarkery (Faktor et al, 2012). V soucasné dobé se pii objevovani novych 1ékd vyuzivaji
rovnéz proteomické techniky zalozené na afinité. Dulezitymi prosttedky slouzicimi
k identifikaci proteinu, ¢i sady proteinti z riznych bunénych lyzatd jsou vtomto piipadé
specialn€¢ navrzené ligandy (sondy, inhibitory ¢i kandidati na 1é¢iva). Velmi podstatnym
a dalezitym nastrojem pro identifikaci a kvantifikaci proteint je i kapalinova chromatografie ve
spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (Rylova et al., 2015). Identifikace cilového
proteinu miize byt nékdy také provadéna bez izolace komplexu lé¢ivo-molekularni cil, naptiklad
metodou DARTS. Jedna se o techniku, ktera je zaloZena na relativni konformaéni stabilité

proteinu vazaného na volnou a malou molekulu (Lomenick et al., 2011).

Moderni technologie v molekularni biologii poskytuji zaklad pro objeveni slibnych
terapeutickych cilti pro nova 1é¢iva ve vyzkumu rakoviny. Je zkoumano stale vice molekul,
které se mohou stat novymi cilenymi protinadorovymi 1é¢ivy. Jakykoliv potencialni molekularni
cil by proto mél byt analyzovan z hlediska ulohy pfi tvorbé karcinomovych bunék a pfi
ziskavani molekularnich vlastnosti souvisejicich s rakovinou, jako je rezistence vuci apoptoze,
nekontrolovand bunécna proliferace, zvySend migrace bunck, zmeéna bunétné adheze
a prekonani imunitni reakce. V idealnim ptipadé by cilovy kandidat nemél byt exprimovan
v normalnich nekancer6znich tkanich. Lék by mél byt zaméfen pouze na maligni tkané
a terapeutické pristupy by nemély vyvolat zavazné vedlejsi ucinky a toXicitu v normalnich

tkanich (Abdelmoez et al., 2017).

3.21 DARTS

Drug Affinity Responsive Target Stability (DARTS) je metoda pro identifikaci
a studium interakce protein-ligand (Lomenick et al., 2011b). Jednd se o relativné rychlou
a pfimou metodu umoznujici identifikaci potencialniho proteinového cile pro malé¢ molekuly
(Pai et al., 2015). Tato technika je zalozena na principu interakce malé molekuly s cilovym
proteinem (Obr. 17). Tato interakce stabilizuje strukturu cilového proteinu tak, ze se stava
odolnym vuci proteazam (Lomenick et al, 2011b). Jinymi slovy metoda spociva v poskytnuti
ochrany pted proteolyzou, kterou proptjc¢uje mala molekula cilovému proteinu (Pai et al.,
2015). Protein se po vazbé na malou molekulu nebo jiny ligand stava termodynamicky

stabilizovanym, coz vede ke snizené citlivosti cilového proteinu k degradaci proteazami. Tato
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snizena proteolyza je specifickd pro cilovy protein (proteiny) a vyskytuje se u sloucenin

s vysokou i nizkou afinitou (Lomenick et al. 2009; Lomenick et al. 2011b; Pai et al., 2015).
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Obr. 17: Schéma metody DARTS. Pii DARTS experimentech jsou proteinové vzorky
inkubovany se slouc¢eninou zajmu a ke kontrolnimu vzorku je ptidano pouze rozpoustédlo (pfip.
neaktivni analog zkoumané slouceniny). Nasledujicim krokem je hydrolyza proteazami
(proteolyza). Vzorky se pak porovnaji (nejcastéji na SDS-PAGE gelu) a v pfitomnosti

slouceniny je viditelné sniZeni proteolyzy. Pfevzato a upraveno dle Lomenick et al., 2011a.

Metoda DARTS je obzvlasté uzitecnd pro pocatecni identifikaci proteinovych cili
malych molekul, ale miZze byt také pouzita pro validaci potencialnich interakci protein-ligand
predpovézenych nebo identifikovanych jinymi zptsoby a pro odhad afinity interakce. Piistup je
jednoduchy a vyhodny, protoZze muize byt provadén za pouziti bunéénych lyzati a dalSich
komplexnich proteinovych smési (bez nutnosti purifikace bilkovin) a pouziva nemodifikované
malé molekuly (Lomenick et al., 2011b). Nejvétsi vyhodou této metody je moznost vyuZiti
nativni malé molekuly bez nutnosti imobilizace nebo modifikace, napt. zaclenénim znacek

biotinu, fluorescen¢nich, radioizotopovych nebo fotoafinitnich znacek (Pai et al., 2015).

3.2.2 Metoda afinitni purifikace

Mezi mnoha strategiemi identifikace molekularnich cild vyvinutymi V prubéhu
a nejsilngjsich pristupti, nebot’ miize primo odhalit fyzikalni interakce mezi malymi molekulami
a jejich biomolekularnimi cili. Vzhledem ke slozitosti proteomu a rtiznorodosti interakci mezi
malymi molekulami a bilkovinami je vSak obtizné identifikovat skuteéné specifické cile

z nespecifického pozadi (Zheng et al., 2015; Anusha et al., 2018).
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Afinitni purifikace (Obr. 18) je technika zaloZend na interakci mezi ligandem (sondou,
kandidatem na 1éCivo, inhibitorem) a proteinem zajmu (cilovd molekula). Tato malad cilova
molekula je ukotvena na pevnou nerozpustnou matrici, ktera slouzi jako nosi¢ (Rylova et al.,
2015). Nasledn¢ probihd inkubace této matrice sroztokem obsahujicim mozné vazebné
partnery, napf. bunétny lyzat. Biomolekuly ve vzorku, které interaguji s ligandem, jsou
zachyceny béhem inkubace. Po inkubaci imobilizovaného ligandu s jeho potencialnim
vazebnym partnerem (Ci partnery) dochazi k nekolika cyklim promyti, aby se pred eluci
proteinti vazanych na matrici odstranily nenavazané, ¢i nespecificky navazané biomolekuly
(Anusha et al., 2018; Rylova et al., 2015; Zheng et al., 2015). Zachycené cilové proteiny jsou
eluovany pufrem, ktery narusuje interakci ligandového proteinu. Tyto proteiny jsou analyzovany
a identifikovany riznymi technikami, jako je 1D, nebo 2D gelova elektroforéza, Western

blotting a hmotnostni spektrometrie (Rylova et al., 2015).
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Obr. 18: Obecny princip afinitni purifikace (ptevzato a upraveno dle Anusha et al., 2018).

Proces purifikace je vyrazn¢ usnadnén, pokud je v experimentu pouzita afinitni znacka.
Pfi afinitni chromatografii je protein pfichycen na chromatograficku kolonu prostiednictvim
afinitni znacky ligandu (Obr. 19). Nenavazané proteiny jsou v promyvacim kroku odmyty
a Cisty protein uvolnén specificky ptidanim kompetitivniho ligandu, nebo nespecificky zménou
pH, iontové sily, ¢i polarity (Ruckova et al., 2014). Ptikladem je biotinova znacka, ktera je
navazana na biomolekulu a mtze tak byt pouzita K purifikaci biomolekuly za pouziti afinity
K streptavidinu ¢i avidinu (Anusha et al., 2018). Dalsim ptikladem je reakce mezi alkynovou

a azidovou skupinou (Kolb et al., 2001).
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Obr. 19: Schéma afinitni purifikace probihajici na koloné (pfevzato a upraveno dle Ruckova et
al., 2014). V prvnim kroku je proteinova smés nanesena na kolonu, kde se molekularni cil
specificky areverzibilné vaze na ligandy chromatografické matrice. V dal§i fazi jsou

nenavazané proteiny odmyty a cilovy protein je uvolnén z komplexu ligand-protein eluci.

Metoda afinitni purifikace vychazi z prikopnickych praci ze studia interakci mezi
malymi molekulami a proteiny z let 1950-1960 (Zheng et al., 2015). Jako pevny nosi¢ byla
prvné pii metod€ afinitni purifikace pouzita celuléza (Lerman, 1953). Pozdéji byla vyuzivana
agardza a Sepharosové kulicky, které jsou v souc¢asné dobé stale nejvyuzivanéjSimi matricemi.
Azidové agar6zové kulicky jsou vhodné pro kovalentni zachyt termindlniho alkynu
a biomolekul alkynem znafenych (napf. konjugat alkyn-trilobolid) prostfednictvim CuAAC
reakce, nebo click reakce probihajici bez katalyzy médi (Punna et al., 2005). Molekularni cile se
poté vazi na alkynem konjugovanou biomolekulu. Azidova agardza s kovalentné navazanymi
proteiny byvd promyvana (naptf. PBS s BSA), ¢imz se ¢astetn€ odstrani nespecificky vazané
proteiny (JenaBioscience, [online], 2019). Své vyuziti pii identifikaci molekularnich cilti nasly
také magnetické kulicky, které byvaji pouzivany za ucelem zjednoduSeného promyvaciho

a elu¢niho postupu pouzitim silného magnetu (Ito et al., 2010; Ito et al., 2012).

3.2.2.1 Click chemie, médi katalyzovana azid-alkynova cykloadi¢ni reakce (CuAAC)

Pojem ,.click chemistry®, tedy ,,chemie kliknuti®, byla poprvé zminéna v praci Kolb et
al., 2001. Od tohoto roku nasla click chemie své vyuziti pfi objevovani novych I1éku,
v materialovém a biotechnologickém vyzkumu (Su et al., 2013; Zeng et al., 2013; Evans et al.,
2007). Pod pojmem se schovava proces rychlé a selektivni reakce (click; kliknuti) mezi
dvojicemi riznych funkénich skupin dvou rtznych molekul za vhodnych podminek. Tyto
modularni fizni reakce sjednocuji dva nenasycené reaktanty a poskytuji rychly piistup ke

vzniku riznych zajimavych péti¢lennych a Sesti¢lennych heterocykld. Obecné Ize click reakce
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rozdélit do dvou skupin — na médi katalyzované reakce a na reakce bez ucasti médi. Hojné

vyuzivané jsou reakce mezi alkyny a azidy (Kolb et al., 2001).

Meédi katalyzovana azid-alkynova click reakce (CuAAC; Cu'-catalyzed Azide-Alkyne
Click Chemistry reaction) spoléhd na pfitomnost ionti Cu', zatimco Strain-promoted Azide-
Alkyne Click reakce (SPAAC) probiha u¢inné bez katalyzy kovem (Kolb et al., 2001; Jewett et
al., 2010). Reakce SPAAC jsou zaloZeny na pouziti derivati cyklooktynt, které snizuji na rozdil
od terminalnich alkynt aktiva¢ni energii (Ess et al., 2008; Jena Bioscience [online], 2019).
Jedna se 0 syntézu sloucenin obsahujici azidoskupinu s cykloalkyny (Obr. 20) za vzniku
stabilnich triazolti (Mbua et al., 2011).

P \ i Click = [ -

c w _— \,

.,».'u.\f}__D + | /._-- \q__) (SPAAC) e R

e ) ! - - ).
azidem funkcionalizovana =/ I s/
molekula DBCO funkcionalizovana konjugat molekuly A a B
molelkula svazany skrze triazolovoun
skupinu

Obr. 20: Princip strain-promoted azid-alkynové click reakce SPAAC (ptevzato a upraveno dle

Jena Bioscience [online], 2019)

Vyuzivanou reakci je také ligace tetrazinu s alkenem. Jde o velmi rychlou a netoxickou
metodu znaceni, zejména vhodnou pro in vivo znaéeni bunék. Tetrazinem funkcionalizovana
molekula reaguje s molekulou funkcionalizovanou alkenem (Obr. 21), ¢imz se vytvoii stabilni
konjugat prostiednictvim dihydropyrazinové skupiny (Rieder et Luedtke, 2014; Jena Bioscience
[online], 2019).
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Obr. 21: Princip ligace tetrazinu s alkenem (pfevzato a upraveno dle Jena Bioscience [online],
2019). Tetrazinem funkcionalizovana molekula reaguje s molekulou funkcionalizovanou
alkenem za vzniku konjugatu obou molekul prostfednictvim dihdropyrazinové skupiny.

Alkenovou skupinou muze byt (A) vinyl, (B) trans-cyklookten nebo (C) methylcyklopropen.

Cu'-katalyzovana azid-alkynova cykloadi¢ni reakce je Siroce pouzivana pro pfipojeni
molekularnich entit vSech velikosti (Presolski et al., 2011). Reakce probiha mezi azidem
funkcionalizovanou molekulou a molekulou funkcionalizovanou alkynem za vzniku konjugatu

svazaného triazolovou skupinou (Obr. 22).

p - Click (Cu 1) — A
@ + Q:D ‘:M—A:}' <D Q

azidem funkcionalizovana konjugat molekuly A a B

alkynem funkcionalizovana L .
molekula svazany skrze triazolovou
molekula .
skupinu

o

Obr. 22: Médi katalyzovana azid-alkynova cykloadiéni reakce

(ptevzato a upraveno dle Jena Bioscience [online], 2019).

Vzhledem k tomu, ze terminalni alkyny jsou pomérné nereaktivni vii¢i azidim, a¢innost
reakce CUAAC siln& zavisi na piitomnosti kovového katalyzatoru, kterym je Cu'. Zdrojem médi
mize byt sl CuSOs s m&di v oxida¢nim stavu +2 (Cu""), v tomto piipadé se vSak musi pouzit
reduk¢nich €inidel, napf. askorbatu sodného (Presolski et al., 2011; Stanislav et al., 2009).

Pouziti reakci CuAAC v zivych buiikiach je omezeno toxicitou iontd Cu'. Tento problém je
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Caste¢nd piekonan pouzitim Cu' chelataénich ligandt, jako je THPTA (Obr. 23). Tyto ligandy
jednak zrychluji reakci CuUAAC udrzovanim oxida¢niho stavu Cu' a jednak chrani biomolekuly
pfed oxidaénim poSkozenim. Pokud nejsou ionty médi fadn€ vazény chelata¢nimi Cinidly,
mohou podstupovat redoxni a disproporciona¢ni reakce a v dasledku toho poté neni dodrZzena

potiebna koncentrace Cu' v roztoku (Presolski et al., 2011).

4 3 H

OJ‘\’N OH
R'-N; + H——R?2 N, |
N N=N
\A/N

Cu! l ligand N HaNL
|
XN HQNJ\NHQ

R R2 L
N/ﬁ/ {‘j THPTA (1) 2
N=N

OH

Obr. 23: Schéma obecné CuAAC reakce a strukturni vzorce (1) THPTA jakozto urychlujiciho

ligandu a (2) aminoguanidinu jakoZto aditiva (ptevzato z Presolski et al., 2011).

Meédi katalyzovana Huisgenova 1,3-dipolarni cykloadi¢ni reakce, ktera probiha mezi
terminalnimi alkyny aazidy (CuAAC), je piimou metodou pro ziskani fluorescencnich

trilobolidovych (Tb) derivata (Huisgen, 1961; Jurasek et al., 2014).

3.3 Trilobolid

Trilobolid (Tb) ajeho strukturni analoga jsou seskviterpenovymi laktony
guaianolidového typu, které jsou Siroce distribuované v rodinach Apiaceae a Asteraceae (Holub
et Budésinsky, 1986). Seskviterpenové laktony (SL) jsou aktivnimi sloZzkami riiznych rostlin
a Casto se pouzivaji jako rostlinna 1é¢iva. V lidskych buiikdch vykazuji tyto slouceniny fadu
biologickych aktivit zprostfedkovanych riznymi mechanismy putsobeni, jako je napiiklad
inhibice vapenatého pienasee nebo alkylace (Jurasek et al., 2016). Nékteré guaianolidové
a SERCA-inhibi¢ni vlastnosti. Vzhledem k jejich alkylaénim schopnostem jsou vSak ve vét§iné
pripadt toxické. Nicméné trilobolid ajeho strukturné piibuzna analoga jsou méné toxické,
jelikoz diky jejich vyjimeénému strukturalnimu uspofadani plsobi na zakladé specifickych

mechanismu (Harmatha et al., 2015).

Trilobolid (Obr. 24) je strukturné piibuzna molekula intenzivné studovaného
thapsigarginu (Tg) z Thapsia garganica L. O thapsigarginu se z davodu jeho inhibi¢niho t¢inku
na buné¢nou proliferaci uvazuje jako o potencialnim léku pro cilenou 1é¢bu rakoviny. Tg je
znam jako silny a selektivni inhibitor Ca?*-ATPazy sarko/endoplazmatického retikula (SERCA;
Harmatha et al., 2013; Tomanova et al., 2015, Xu et al., 2004).
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1. trilobolide: R' = H; R2 = CH,4
2. 2-acetoxytrilobolide: R' = OCOCHg; R2 = CH,
3. thapsigargin: R! = O-octanoyl; R2 = H

Obr. 24: Chemicka struktura (1) trilobolidu (3) thapsigarginu
(ptevzato z Harmatha et al., 2013).

Tb byl izolovany z timoje trojlaloéného, Laser trilobum (L.) Borkh (Harmatha et al,
2013). Timoj trojlaloény je rostlina zceledi mifikovitych, vysokd pies jeden metr,
charakteristicka svou lysou a nahofe vétvitou lodyhou (Obr. 25). Vybihajici spodni listy se
skladaji ze tfi dlouze fapikatych listkd. Listky jsou hluboce trojdilné, nebo trojklanné a jejich
ukrojky se podobaji listim orlicku (Aquilegia). Proto se ve starSich literaturach setkavame
s druhym nazvem pro rostlinu — Timoj orlickolisty. Rostlina vytvari okoliky skladajici se
z Cetnych paprsku. Kvitky jsou bilé a rozviji se v ¢ervnu a ervenci. Plodem je podlouhle vejéita
nazka. Po kazdé poloviné plodu se tdhne 9 podélnych, nitkovitych zeber (Grulich, 1997;
druh na Balkinském poloostrové. v Ceské republice byla rostlina zatim pozorovana jen

v Divackém lese u Hustopeéi na jizni Moravé (Grulich, 1997; Botany.cz [online], 2019).
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Obr. 25: Timoj trojlalo¢naty (Laser trilobum). (A) Kresba timoje trojlaloéného Laser trilobum
(pfevzato z Polivka, 1900), (B) Kvét timoje trojlalo¢ného Laser trilobum, (C) Trojdilny list

timoje trojlalo¢ného Laser trilobum (pievzato z Portal ¢eské flory [online], 2019)

Izolace trilobolidu byla provedena nejdiive z kofenti a posléze byla vyuzita méné
destruktivni metoda izolace trilobolidu ze semen Laser trilobum. Alternativné byla izolace
provedena také ze dvou dalSich rostlinnych zdroji — z hladySe horského Laserpitium siler L.
a hladyse andé€likového Laserpitium archangelica (Harmatha et al., 2013).

Objev  pozoruhodnych imunologickych vlastnosti Tb adalSich pfibuznych
seskviterpenovych laktont vzbudil zdjem o jejich pozorovani. Trilobolid i jeho acetoxy analog
jsou silnymi aktivatory sekrece cytokini. Navic zpisobuje trilobolid spolu s thapsigarginem
vyraznou expresi cytokinu interferonu y (INF-y) umakrofagh c¢lovéka apotkana. Tyto
biologické ucinky jsou zplsobeny piitomnosti 7,11-dihydroxyguaianolidového skeletu
a fixovanych acylovych substituentl v polohach C-3, C-8 a C-10 v obou laktonech (Harmatha et
al., 2013). Vyznamna imunostimula¢ni aktivita trilobolidu, konkrétné stimulace sekrece IFN-y

byla dale testovana pro mozné vyuziti pii nadorové terapii (Harmatha et al., 2013).

Dalsim velice podstatnym rysem téchto latek je inhibice SERCA proteinu (Jurasek et
al., 2014). Vazba Tg i Tb na protein SERCA zvySuje cytosolickou koncentraci vapenatych iontt
blokovanim schopnosti butiky pumpovat Ca?* do sarko/endoplazmatického retikula. Sekundérné
mohou byt aktivovany vapenaté kanaly plazmatické membrany bunky, které privadéji dalsi

vapenaté ionty do cytosolu. Timto dojde k mitochondrialnimu poskozeni a k apoptdze zatim
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zcela neobjasnénou kaskadou reakei (Jurasek et al., 2016; Tomanova et al., 2015). Topografie
SERCA vazebného mista pro Tg (Obr. 26) byla popsana v praci Skytte et al. z roku 2010
a nachazi se mezi M3 a M4 transmembranovym helixem (Toyoshima et al., 2000). Ptedpoklada
se, ze Tb interaguje podobnym zplisobem vzhledem K vysoké strukturni podobnosti s Tg
(Jurasek et al., 2014).

(E243)

cytoplazma

vazebné misto
thapsigarginu

membrana F256

M

lumen SR

Obr. 26: Pohled na SERCA protein se zvyraznénym mistem pro vazbu thapsigarginu (pfevzato
a upraveno dle Toyoshima et al., 2000). Barva se postupné méni z N-konce (modra) na C-
konec (Cervena). Oznaceny jsou tfi cytoplazmatické domény (A, N a P). Transmembranové
Sroubovice jsou oznaceny M1-M10, Sroubovice a a P jsou rovnéz Cislovany. PLN predstavuje
vazebné misto pro fosfolamban, T1 a T2 jsou hlavni mista Stépeni pro trypsin a PrtK
predstavuje mista §t&peni proteindzy K. Vazebné misto thapsigarginu je zvyraznéno. Sipka

specifikuje smér pohledu na obrazek.

Vzhledem k tomu, ze protein SERCA je exprimovan ve vSech tkanich téla, vyvijeji se
cilena proléciva na bazi Tb a jemu podobnych SL (Jurasek et al., 2014). Uzite¢nym se jevil Tb-
8-O-azidoalerat, jelikoz si zachoval jednak aktivitu Tb, ale navic obsahoval azidoskupinu
uzite¢nou pro zavedeni dalSich funkénich skupin pomoci click chemie (CuAAC). Procesem

CuAAC lze pfipravit fadu Tb hybridl, které mohou byt testovany a selektovany v ramci
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ruznych rakovinovych bunéénych linii (Jurasek et al., 2014; Jurasek et al., 2016).

Sviij vyznam ma i syntéza konjugétt Tb-porfyrinu (Obr. 27). Pro syntézu konjugatu Tb-
porfyrin byla vyuzita jiz vySe zminéna CuAAC. Porfyriny jsou tfida pfirozené se vyskytujicich
sloucenin, které se V poslednich desetiletich intenzivné zkoumaji kvili svym jedine¢nym
fotochemickym vlastnostem. (Tomanova et al., 2015). Schopnost porfyrint pasivné zaméfit
nadory in vivo umoziuje jejich vyuziti v rakovinové terapii a diagnostice (Swamy et al., 2002).
Fotodynamicka terapie je neinvazivni terapeuticky piistup zaloZzeny na pouziti svétlocitlivych
molekul, fotosenzibilizatori. Metoda se pouziva celosvétové K 1é¢bé fady onemocnéni véetné
rakoviny. Fotofyzikalni vlastnosti porfyrini navic umoziuji vizualizaci lokalizace jejich
konjugatu jak in vitro, tak invivo (Tomanova et al., 2015). Diky inherentnim fluorescenénim
vlastnostem porfyrini mohla byt v Zivych buiikach v redlném Case zkoumana intracelularni

lokalizace konjugati Tb-porfyrinu (Tomanova et al., 2015).

0

AN N

N d y 0 N
N=

AngOm

azde

Click chemistry
Cul, TBTA, THF, 65°C

AngO»

Obr. 27: Syntéza konjugati Tb-porfyrinu prostfednictvim reakce CuAAC

(ptevzato z Tomanova et al., 2015).

Dale byly navrZeny a syntetizovany konjugaty trilobolidu se zelenym fluorescencnim
barvivem Bodipy (boron dipyrromethan). Jejich biologicky vyznam byl zkouman in vitro na
n¢kolika nadorovych bunéénych liniich. Tb-konjugaty byly lokalizovany v endoplazmatickém
retikulu nadorovych bunék, coz odpovida skutecnosti, ze primarni cil trilobolidu, SERCA, se
nachazi v endoplazmatickém retikulu eukaryotickych bunék. Také bylo prokazano, Ze oba
navrzené konjugaty zplsobily fragmentaci mitochondridlni sit¢ obdobnym zplisobem jako Tb
(Obr. 28). Mimo jiné indukovaly také uvolnovani oxidu dusnatého jak v bunéénych liniich
rakoviny, tak Vv primarnich imunitnich buitkdch. Navic se potvrdila schopnost Bodipy
konjugovaného trilobolidu indukovat sekreci cytokinii v imunitnich bunkach. K navazani
Bodipy fluorescenéniho barviva na konjugat bylo vyuzito linkeri riznych délek. Bylo
provedeno sledovani cytotoxickych ucinki konjugatu na riznych nadorovych liniich (Jurasek et
al., 2014).
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Obr. 28: Konjugat Tb-Bodipy a jeho lokalizace v endoplazmatickém retikulu lidskych bunék
osteosarkomu U-2 OS (pievzato a upraveno dle Jurasek et al., 2014). (A) Fluorescenéni obrazy
Zivych bunék endoplazmatického retikula znaceného derivatem Th-Bodipy (v 1 uM koncentraci
po 1 h), (B) Mitochondrie barvené Cervené vyzatfujicim MitoTracker Red FM (v 100 nM
koncentraci po 10 min), (C) Slouceni, kde je patrna fragmentace mitochondrialni sité

Vv roz$ifenych oblastech.

3.4 Protein SERCA
Protein SERCA je ATPazou typu P. ATPazy (adenosin trifosfatazy) typu P jsou tfidou

membranovych Cerpadel, které transportuji jak monovalentni a divalentni kationty, tak tézké
kovy a lipidy napii¢ membranami s vyuzitim energie z hydrolyzy ATP. (Meller et al., 1996;
Primeau, 2018). Radime mezi né Na'/K*-ATPazy, H*-ATPazy, K*-ATPazy a Ca’*-ATPazy
(Periasamy et Kalyanasundaram, 2007). Prvni identifikovanou ATPazou P-typu se stala roku
1957 sodikova pumpa (Skou, 1957). U vétSiny téchto membranovych cerpadel zlstavaji

mechanismus transportu a fyziologicka role neznamy (Primeau, 2018).

Ttfida tvofend vapenatymi Cerpadly je oznafena P, aje zastoupena u obratlovch
rodinami SERCA, SPCA a PMCA (Axelsen et Palgren, 1996). Tyto tii subtypy Cerpadel jsou
fylogeneticky odlisné aoznacuji se dle jejich subcelularnich lokalizaci, PCMA
(Plasma Membrane Ca?*-ATPase) se nachdzi na plazmatické membrang, SERCA
(Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca**-ATPase) na sarko/endoplazmatickém retikulu a SPCA

(Secretory Pathway Ca?*-ATPase) na vezikulech z Golgiho aparatu (Vangheluwe et al., 2009).
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SERCA je protein o velikosti 110 kDa (Periasamy et Kalyanasundaram, 2007). Je to
proteinova pumpa, kterd dopravuje ionty vapniku z cytoplazmy do sarko/endoplazmatického
retikula (SR) a v cytosolu tak udrzuje nizkou hladinu vapniku (Primeau, 2018). V roce 2000
Chikashi Toyoshima spolu s kolegy jako prvni popsali krystalovou strukturu SERCA proteinu
s navazanymi ionty vapniku (Toyoshima et al., 2000). Véapnik hraje klicovou roli ve vétsiné
buné&énych procesti. Tyto procesy jsou regulovany zménou mnozstvi cytosolového Ca?*, ktera je
zplisoben4 aktivaci cesty influxu, nebo efluxu Ca?* pies bunéénou membranu. Endoplazmatické
retikulum (ER) je dynamicka intracelularni organela s mnoha funkcemi nezbytnymi pro

buné¢nou homeostazu, vyvoj astresovou odezvu (Bravo et al., 2013). Endoplazmatické

retikulum je obecné dominantnim intracelularnim ulozistém Ca?'. Je dilezité také pro jeho
uvoliiovani, je odpovédné za rychly prenos Ca?" z periferie do stfedu bunék a pro lokalni
signalizaci Ca?* (Kinjo et Schnetkamp, 2013). Sarkoplazmatické retikulum (SR) je intracelularni
membran6zni sit, analogicka endoplazmatickému retikulu, nalezena ve svalovych bunkach.
Slouzi k zahajeni svalové kontrakce uvolnénim vapniku pies ryanodinové receptory do cytosolu
a usnadiiuje svalovou relaxaci aktivnim zpétnym vychytavanim SERCA proteinem. SERCA ma
dvoji funkci, vprvni fadé zplsobuje svalovou relaxaci snizenim cytosolického vapniku
avdruhé tadé slouzi k obnové zasoby vapniku SR pro svalovou kontrakci (Periasamy et

Kalyanasundaram, 2007).

SERCA se sklada ze ¢tyf domén (Obr. 29). Membranova (M) doména SERCA proteinu
se sklad4 z deseti transmembranovych helixti (M1-10). Vazebna mista pro Ca?" tvoii &tyfi
zZ deseti transmembran Sroubovice (M4, M5, M6 a M8). Velka cytoplazmaticka oblast se sklada
z pohangjici A-domény (actuator domain), fosforylacni P-domény a nukleotid vazajici N-

domény (Vangheluwe et al., 2009; Toyoshima et al., 2000).
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Obr. 29: Architektura SERCA proteinového Ca transportéru (ptevzato z Vangheluwe et al.,
2009). (A) Planarni model SERCA1 ukazuje 10 transmembranovych helixi (M1-M10) a hlavni
cytosolické domény (A, N, P). Aktivacni doména (A, svétle hnéda), fosforylatni doména
(P, svétle modra), doména vazajici nukleotid (N, zelena) a transmembranova oblast (M, Seda),
TGE je defosforylaéni motiv, Zluté krouzky ukazuji na pfitomnost zbytku vazaného Ca?".
(B) 3D struktura SERCA proteinu, jednotlivé domény jsou vyznaeny stejnou barvou jako
Vv ptipadé (A).

Aktivniho transportu Ca?-ATPazou je dosaZzeno stiidavou afinitou a dostupnosti
transmembranovych vazebnych mist pro Ca®*" za vyuziti energie z hydrolyzy ATP. SERCA se
vyskytuje ve dvou hlavnich konformacich E1 a E2. Forma E1 je Ca®*-vazana, forma E2 je Ca?*-
volna. Béhem reakéniho cyklu dochazi ke konformaéni zméné z formy E1 na volnou formu E2.
Ve formé E1 vykazuji vazebna mista vysokou afinitu k cytosolickému Ca?*, zatimco ve formé
E2 vykazuji tato mista afinitu velmi slabou a &eli lumenu. Za kazdé dva ionty Ca?
transportované z cytosolu do lumenu ER, jsou 2-3 protony piepraveny z lumenu do cytosolu
(Vangheluwe et al., 2009).

Konforma¢ni zmény SERCA proteinu béhem katalytického cyklu transportu (Obr. 30)
popsali Toyoshima a kolektiv. Pfedpoklddana vstupni cesta pro Ca?* se nachézi v blizkosti
membranovych helixd M1 a M2, odtud vede piimo k mistim vazajicim Ca®. Tato vazebna
mista (I a IT) pro Ca?" se vyskytuji vedle sebe v transmembranové oblasti SERCA (Toyoshima
et al., 2000). Misto I je tvoieno postrannimi kyslikovymi atomy rezidui helixt M5, M6 a M8 a
dvéma molekulami vody. Vazba Ca?* v misté I indukuje mirnou rotaci helixu M6. Caste¢nd
odvinuté helixy M4 a M6 poskytuji prostor pro vazbu Ca?" v misté II (Toyoshima et al., 2008).
Konformaéni zmény, které nasleduji po indukci dvou iontii Ca?* do transmembranové oblasti,
jsou prenaseny do cytoplazmatickych domén, coz poskytuje signal umoziujici fosforylaci. Tim
je zajisténo, ze hydrolyza ATP probiha pouze tehdy, kdyz jsou naloZeny ionty, takze je
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dosazeno tésného spojeni mezi transportem iontll a energetickym vydejem (Jorgensen et al.,
2003). Proces fosforylace zacina vazbou adenozinu z ATP na N-doménu. Dochazi k ohnuti P-
domény a naklonéni A-domény. Soucasné¢ jsou M1 a M2 helixy Castecné vytazeny z membrany
a amfipaticka N-koncova oblast M1 vytvaii smy&ku. Cerpadlo je tak v okludovaném stavu, coz
zabrafiuje dal$i vymén& Ca?* iontli z cytosolu. Jakmile molekula ATP vytvoii kifzovou vazbu
mezi N- a P-doménami, drZi ¢erpadlo ve vysoce napjatém stavu. Po fosforylaci hydrolyza ATP
tuto pevnou asociaci prerusi a N-doména nesouci ADP se disociuje z P-domény (Toyoshima et
Mizutani; 2004). To také uvoliiuje napjaty stav. Spolecné s masivni rotaci A-domény jsou
transmembranové helixy M1-M6 pieskupeny a luminalni vystupni cesta pro Ca?* je vytvoiena
roz§ifenim M1/M2 a M3/M4 od M5/M6. Rotace M6 a pohyb M4 smérem dolti deformuje mista
vazby Ca?*, to redukuije afinitu Ca?*, coz umoziuje rychlé uvolnéni Ca?* i v pozadi s vysokym
obsahem Ca?* v lumenu ER (Olesen et al., 2007). Prazdna Ca?*-vazebna mista jsou okamzité
stabilizovana protony a molekulami vody. Defosforylaéni reakce zaina vstupem jedné
molekuly vody do mista fosforylace. Je vyvolana novéa rotace domény A, kterd ovliviiuje

luminalni branu pfemisténim M1/M2 zpét do membrany (Vangheluwe et al., 2009).
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Obr. 30: Konforma¢ni zmény SERCA proteinu béhem katalytického cyklu transportu Ca?
(pfevzato z Vangheluwe et al., 2009). Ctyfi zékladni struktury (A-D) zobrazuji hlavni udalosti
transportu Ca?*. Zelené obdélniky piedstavuji sekvenéni otevieni a uzavieni cytoplazmatickych
a luminalnich bran v transmembranové oblasti. (A) Vstup a vazba Ca®". Cytoplazmaticka brana
je oteviend, coz umoziiuje vyménu 2-3H za 2 ionty Ca?*. Piedpokladana draha vstupu iontl je
oznacena Cervenou Sipkou. (B) Fosforylace a okluze pumpy. ATP spojuje N- a P-domény.
Cerpadlo se stane fosforylovanym, ¢imz se zablokuje pfistup k mistim Ca?*. DileZita je
zvednuta a zalomena M1 helix, kterd uzavira vstupni misto. (C) Uvolnéni Ca?*, vyména za H*.
Reorientace A-domény otevira luminalni vystupni cestu pro Ca®" (oznaceno &ervenou Sipkou).
(D) Defosforylace a okluze protonii. Cervené Sipky oznaGuji drahy pro vstup a vystup Ca?*.
Carkované ¢ary oznaduji udélosti, které je tieba provést, aby dosahly daliho kroku cyklu. A-
doména je znazornéna oranzove, P-doména je svétle modra, N-doména je zelena a M-doména je

Seda. Ca?* ionty jsou zobrazeny jako &ervené koule.

U vysSich obratlovet jsou SERCA proteiny kodovany tfemi geny ATP2A1-3, které jsou
vysoce konzervované, ale jsou lokalizované na riznych chromozomech (Axelsen et Palgren,
1996; Periasamy et Kalyanasundaram, 2007). Tyto geny generuji rizné izoformy proteinu.
Rozmanitost izoforem SERCA je dramaticky zvySena alternativnim sesttihem transkriptt, které
se vyskytuji hlavné¢ na terminalnim COOH. Do roku 2014 bylo zjisténo vice nez 10 riznych

41



izoforem SERCA proteinu — SERCAIa, b, SERCA2a-d, a SERCA3a-f. Izoformy vykazuji jak
tkanovou, tak vyvojovou specificitu (Axelsen et Palgren, 1996; Hovnanian, 2007; Periasamy et
Kalyanasundaram, 2007; Lipskaia et al., 2014). SERCALI je exprimovan v kosternim svalstvu
s rychlym zabérem. Gen pro SERCA2 koéduje dva alternativné sesttizené produkty SERCA2a
a SERCA2b. SERCAZ2a je exprimovana v srde¢nich a pomalych kosternich svalech, SERCA2b
v tkanich hladkého svalstva a nesvalovych tkanich. SERCA3 je exprimovan v Sirokém spektru
svalovych anesvalovych tkanich (Tada et Toyofuku, 1996). Pozoruhodnym rysem izoforem
SERCA je, ze jejich primarni struktura je vysoce konzervativni. Protein SERCAZ2a je ptiblizng
z 84 % identicky s proteinem SERCAla a protein SERCA3 je ze 75 % identicky s molekulou
SERCA1 nebo SERCAZ2. Vzhledem ktak vysokému piekryvu v primarni struktufe se
predpoklada, ze vSechny izoformy SERCA maji v podstat¢ identické transmembranové

topologie a terciarni struktury (Periasamy et Kalyanasundaram, 2007).

Vsechny izoformy SERCA proteinu jsou inhibovany thapsigarginem, seskviterpenovym
laktonem odvozenym =z rostliny Thapsia garganica. Oproti tomu jiné ATPazy typu P na
thapsigargin citlivé nejsou. Thapsigargin je z divodu inhibi¢niho u¢inku na bunéénou
proliferaci povazovan za potencialni 1€k pro cilenou 1é¢bu rakoviny (Inesi et Sagara, 1994; Xu
et al., 2004). Analogem thapsigarginu je trilobolid, o némz se pifedpoklada, Ze interaguje
podobnym zpuisobem jako thapsigargin. Predpoklada se, Ze vazebna mista pro trilobolid
a thapsigargin jsou identicka z divodu velmi podobné struktury obou molekul (Jurasek et al.,

2014).

Provedené spektroskopické studie, fotolabeling, chimerizace a mutacni studie naznacily,
7ze vazebné misto pro Tg lezi v blizkosti segmentu M3 na povrchu cytosolické
membrany. Vazebné misto pro Tg bylo pak jasné¢ identifikovano Toyoshimou et al., 2002
pomoci difrakénich studii v dutin¢ vymezené transmembranovymi helixy M3, M5 a M7
v blizkosti cytosolického povrchu membrany. Velka hydrofobni residua téchto tfi helixi vytvari
povrch komplementarni k thapsigarginu (Xu et al., 2004). Po vazbé thapsigarginu dojde
k vytvofeni uzaviené konfigurace (Obr. 31 a 32) cytoplazmatickych domén a utiSeni vyvolanych
pohybli a timto procesem je zabrdnéno uniku vépenatych iontl. Uzaviena konfigurace
cytoplazmatickych domén zastavi cely reakéni cyklus regulovany samotnymi vapenatymi ionty
(Sagara et al., 1992; Xu et al., 2004). Na obr. 31 je popsana krystalova struktura Ca®*-ATPazy
v pritomnosti thapsigarginu, u€¢inného inhibitoru, ktery enzym fixuje ve formé¢ E2(TQG), coz je
forma analogicka E2 (Toyoshima et al., 2002). Na obr. 32 je patrny rozdil v konformaci SERCA
proteinu po vazbé thapsigarginu a po vazbé Ca®'. Po vazb& Ca?*" dochazi k tvorb& oteviené
konformace E1Ca*', kdezto po vazbé& thapsigarginu se struktura proteinu semkne a vytvoii
uzavienou konformaci E2(TG). Tato konformace je analogickd ke konformaci E2, ktera se

vytvati ptirozen& po defosforylaci a okluzi protonii béhem katalytického cyklu transportu Ca?*
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(Toyoshima et al., 2002; Vangheluwe et al., 2009)

E2(TG)

TG = navazany
thapsigargin

Obr. 31: Analogicka forma E2 proteinu SERCA s navazanym thapsigarginem (pievzato
aupraveno dle Toyoshima et al., 2008). Vazebné misto s navazanym thapsigarginem je

zvyraznéno.

: cytoplazma
membrana SR

lumen

thapsigargin

Obr. 32: Znazornéni rozdilné konformace SERCA proteinu (pfevzato a upraveno dle
Toyoshima et al., 2002) v ptitomnosti Ca?* (E1Ca?*; struktura uvedena vlevo) a v nepiitomnosti
Ca?* avsak s navazanym thapsigarginem (E2(TG); struktura uvedena vpravo).
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V pribéhu let se ukazalo, ze SERCA proteiny hraji vyznamnou roli v homeostaze Ca®*
ve vSech savéich burikach a Ze jejich inhibice muze vést k bunééné smrti (Michelangeli et East,
2011). Jelikoz po vazbé Tg a jeho analog do vazebného mista SERCA proteinu zaujme SERCA
konformac¢ni stav E2, pfi némz je blokovana ATPazova aktivita i aktivita transportu Ca?*, zacal
se zkoumat vliv téchto latek na homeostazu Ca?" (Sehgal et al., 2017). Bylo pozorovano, Ze
bunky, které jsou bcéhem karcinogeneze transformovany, maji expresi SERCA proteinu
snizenou, nebo zvySenou. SkuteCnost, Ze je exprese SERCA proteinu v nékterych
transformovanych liniich sniZzena, znamena, ze né¢které rakovinové bunky jsou k apoptoze
zprostiedkované Ca?" nachylngjsi. Tento poznatek dal prvni podnét k vyvoji protinidorovych
1é¢iv na bazi thapsigarginu a dal§ich SERCA inhibitorti. Prostfednictvim drahy zprostiedkované
Ca?*, ktera zahrnuje SERCA inhibici, mohou tato protinddorova lé¢iva vyvolat u rakovinnych

bunék apoptozu (Michelangeli et East, 2011).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Pro vSechny experimenty byla pouzita adherentni buné¢né linie U-2 OS, coz je lidska

bunécnd linie odvozena od osteosarkomu. Buiiky byly ziskany od spole¢nosti ATCC (American

Tissue Culture Collection).

4.2 Pouzité soupravy a chemikalie

Pouzité chemikalie

1,4-dithiotreitol (kat. ¢.: GE17-1318-01, Sigma-Aldrich, USA)

30% roztok akrylamid/bisakrylamid, 29:1 (kat. ¢.:1610156; Bio-Rad, USA)

Agarozové kulicky Azid Agarose Beads (kat. ¢.: CLK-1038-2, Jena Bioscience,
Némecko)

Alexa Fluor™ 488 Alkyne, 1 mM (kat. &.: A10267, Life Technologies, USA)
Aminoguanidin hydrochlorid (kat. ¢. 396494-25G; Sigma-Aldrich, USA)

Askorbat sodny (kat. ¢.: Y0000039, Sigma-Aldrich, USA)

Azid sodny (kat. ¢. 822335, Sigma-Aldrich, USA)

Deoxycholat sodny (kat. ¢.: 30970-100G; Sigma-Aldrich, USA)

Difosfore¢nan tetrasodny (kat. ¢.: P8010, Sigma-Aldrich, USA)

Dimethyl sulfoxid (kat. ¢.: D8418, Sigma-Aldrich, USA)

Dodecyl siran sodny (kat. ¢.: 71729-1KG; Sigma-Aldrich, USA)

Dusicnan stfibrny (kat. ¢.: 9370.2, Carl Roth, Némecko)

Fenylmethylsulfonylfluorid; PMSF (kat. ¢. 78830; Sigma-Aldrich, USA)

Fluorid sodny; NaF (kat. ¢. S6776; Sigma-Aldrich)

Formaldehyd, 36% roztok (kat. ¢.: 47630; Sigma-Aldrich, USA)

Fosfatovy pufr ve formé tablet, pH = 7,4 (PBS, Phosphate Buffered Saline; kat. ¢.:
79382, Sigma-Aldrich, USA)

Glycerol for molecular biology (kat. ¢.: G5516-1L, Sigma Aldrich, USA)

Glycin (kat. ¢.: 23390.03; SERVA, Némecko)

Hovézi sérovy albumin (BSA — Bovine Serum Albumin, kat. ¢.: A2153-100G, Sigma-
Aldrich, USA)

Hovézi sérovy albumin dialyzovany ultrafiltraci proti 0,15 M NaCl, sterilni, vhodny pro
bunééné linie (kat. ¢: F0392, Sigma-Aldrich, USA)

Chlorid sodny p. a. (kat. ¢.: A171289/01, mikroCHEM, Slovenska republika)

Inhibitory fosfatdz Phosphatase Inhibitor Cocktail PhosSTOP EASYpack (kat. €.
PHOSS-RO, Roche, Némecko)

Inhibitory protedz Proetease Inhibitor Cocktail (kat. ¢.: P2714; Sigma-Aldrich)
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Inhibitory proteaz Protease Inhibitor Cocktail cOmplete Tablets EASYpack (kat. ¢.:
0444190222, Roche, Némecko)

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA, kat. ¢.: 11278.02, SERVA, Némecko)
Kyselina chlorovodikova, HCI (kat. &.: 10033-A25; Lach-Ner, Ceska republika)
Kyselina octova (kat. &.: 10047-A9B; Lach-Ner, Ceska republika)

L-arginin (kat. ¢.: A51131-100G; Sigma-Aldrich, USA)

L-arginin-Ce, hydrochlorid (kat. &.: 642440-100MG, Sigma-Aldrich, USA)

L-lysin (kat. ¢.: L5501-25G; Sigma-Aldrich, USA)

L-lysin-13Cs, hydrochlorid (kat. &.: 643459-250MG, Sigma-Aldrich, USA)

Luminata™ Forte Western HRP Substrat (kat. ¢.: WBLUF0500, Millipore, USA)
Magnetické kulicky Azide Magnetic Beads (kat. ¢.: CLK-1036-1, Jena Bioscience,
Neémecko)

Marker relativnich molekulovych hmotnosti Spectra™ Multicolor Broad Range Protein
Ladder (kat. ¢.: 26623, ThermoFisher Scientific, Illinois, USA)

McCoy’s Modified Medium

Methanol (kat. ¢.: V180044/01, mikroCHEM, Slovenska republika))

N, N, N¢, N* — tetramethylethylendiamin (TEMED, kat. ¢.: 161-0801, Bio-Rad, USA)
n-butanol (kat. &.: 22120-11000; PENTA s.r.0., Ceska republika)

Nondet™ P 40; (NP-40; kat. &.: 74385-1L; Sigma-Aldrich, USA)

Persulfat amonny (APS; kat. ¢.: A3678-100G; Sigma-Aldrich)

Primarni protilatka Anti-SERCA2 ATPase Rabbit Monoclonal Antibody (kat.¢.:
ab137020, Abcam, Spojené kralovstvi)

Pufr pro separa¢ni gel (1,5 M Tris, pH=8,8, kat. ¢.: 161-0798, Bio-Rad, USA)

Pufr pro zaostfovaci gel (0,5 M Tris, pH=6,8, kat. ¢.: 161-0799, Bio-Rad, USA)
Sekundérni protilatka Anti-Rabbit IgG (whole molecule) Peroxidase Conjugate (kat. €.
A-0545; Sigma-Aldrich, USA)

Siran méd'naty pentahydrat (kat. &.: 25650-31000), Penta s.r.0., Ceské republika)
Thiosiran sodny (kat. ¢.: 217263, Sigma-Aldrich, USA)

Trilobolid (poskytnut z VSCHT)

Trilobolid-alkyn konjugat (poskytnut VSCHT)
Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amin (THPTA, kat. ¢.: 762342-500MG, Sigma-
Aldrich, USA)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris; kat. ¢.: 37180.05; SERVA, Némecko)
Tris-Glycinovy pufr (10xTGS, kat. ¢.: 1610772, BioRad, USA)

Trypsin TrypLE™ Express (kat. &.: 12604013, Gibco, Dénsko)

Tween-20 (kat. ¢. P2287-500ML; Sigma-Aldrich, USA)
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e Uhli¢itan sodny bezvody p.a (kat. &.: 30217-APONa,COs, Lach-Ner, CR)
e Vanadi¢nan trisodny (NasVOg; kat. ¢.: 450243, Sigma-Aldrich, USA)
e Voda pro MS (Direct-Q 3 Systém, Millipore, Francie)

Piiprava roztoki

e 10xPBS pufr (Phosphate Buffered Saline, pH=6,8)

O

O

@)

@)

@)

80 g NaCl

2 g KCI

14,4 g Na;HPO, - H,0

2 g KH2HPO,

Rozpustit za stalého michani ve 1000 ml dH»O, upravit pH, sterilizovat

autoklavovanim.

e 1xPBS pufr

O

100 ml 10xPBS pufru doplnit vodou na objem 1000 ml

e 1xPBS s inhibitory

@)

O

O

O

O

2,23 g sodium pyrofosfat (5 mM)

183,9 mg NazVVO4 (1 mM)

210 mg NaF (5 mM)

174,19 mg PMSF (1 mM) — rozpustit v 1 ml methanolu a ptidat k PBS)

5 ml inhibitorl proteaz (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma) — rozpustit v 10 ml
sterilni H>O

Ve rozpustit v 1 | 1xPBS

pH=7,6 (upravit HCI)

o 10xTBS pufr

O

O

24,1 g Tris/1000 | H.O
80 g NaCl/1000 I H.0

e 1xTBS/T pufr

O

O

100 ml 10xTBS pufru doplnit vodou na 1000 ml

1 ml Tween-20

e 10% APS

e 10% roztok azidu sodného

e Lyzaéni pufr dle Ong et al., 2012

O

O

O

O

50 mM Tris pH 7,8

150 mM NacCl

1% NP-40

0,25% deoxycholat sodny

e 10 mM roztok volného Tb v DMSO
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e 10 mM roztok Th-alkyn konjugatu v DMSO
e Koncentra¢ni fada SDS v Tris pufru
o 0,1% SDS v 10 ml 50 mM Tris, pH=7,8
o 0,5% SDS v 10 ml 50 mM Tris, pH=7,8
o 2,5% SDS v 10 ml 50 mM Tris, pH=7,8
e SDS nanasSeci pufr (SDS loading buffer)
o 0,30275 g Tris-HCI (250 mM)
o 19g10% SDS
o 3 ml 30% glycerolu
o 0,77125gDTT (0,5 M)
o 2 mg0,02% bromfenolové modii
o Doplnit na objem 10 ml destilovanou vodou, upravit pH na 6,8
e Anodovy pufr I
o 0,3M Tris (18,15 g/500 ml)
o H20/10% methanol
o pH=104
e Anodovy pufr II
o 25mM Tris (1,5 g/500 ml)
o H20/10% methanol
o pH=104
e Katodovy pufr
o 25mM Tris (1,5 g/500 ml)
o 125 mM glycin (7,1 g/ 500 ml)
o H20/10% methanol
o pH=9,4
e Blokovaci pufr
o 5% BSA vV TBS/T (1g/20 ml)
e Roztok primarni protilatky v blokovacim pufru
o 5%BSAvVTBS/T
o 0,1% azid sodny (50 ul 10% azidu sodného/5 ml roztoku)
o Redéni 1/1000 (5 pl/5 ml roztoku)
e Roztok sekundarni protilatky blokovacim pufru
o 5%BSAvVTBS/T
o Redéni 1/10000 (1 ul/10 ml roztoku)

Pouzité soupravy

e Pierce Bovine Serum Albumin Standard Pre-Diluted Set (ThermoFisher Scientific,
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lllinois, USA)
o Pierce BCA Protein Assay Reagent a (ThermoFisher Scientific, lllinois, USA)
e Pierce BCA Protein Assay Reagent B (ThermoFisher Scientific, Illinois, USA)

4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

e Aparatura pro elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra System (Bio-Rad, USA)

o Centrifuga ROTINA 420R (Hettich Zentrifugen; Némecko)

e Mikroskop invertovany IX51 (Olympus, Ceska republika)

e Vodni ldzet Memmert WNB 45 Basic (Memmert GmbH+Co0.KG, Némecko)

e Inkubator s ptislusenstvim HERACELL 150i (Thermo Scientific, USA)

e Detekéni systém pro kvantifikaci exprese proteinti Li-Cor Odyssey Fc Imaging Systém
(Li-Cor Biosciences, USA)

e Digestof odtahovana Merci G NextGen (MERCI s.r.0., CR)

e Digitalni sonifikator Branson 450 Cell Disruptor (Branson Ultrasonics Corporation,
USA)

e Dokumentaéni systém GS-800 Calibrated Densitometer (Bio-Rad, USA)

e Lamilarni box (Thermo Scientific, USA)

e (Chlazena centrifuga 5810 R (Eppendorf, Némecko)

e Inkubator s integrovanou tiepackou typ (Major Science, USA)

e Laboratorni vahy SBC 21 (Scaltec, USA)

e Magneticka micha¢ka MSH300 (Biosan, Loty$sko)

e  Mini rotator RS-24 (Biosan, Lotyssko)

e Miniaturni nechlazena centrifuga s ocelovym vikem a hlinikovym rotorem MiniSpin
(Eppendorf, Némecko)

e Multimode Plate Reader EnVision 2105 (Perkin Elmer, USA)

e pH metr UB-10 (Denver Instrument, USA)

e Rotator SB3 (Stuart, UK)

e Suchy blokovy vyhiivany termostat Bio TDB-100 (Biosan, Loty$sko)

e Systém produkujici ¢istou vodu Milli-Q (Merck, USA)

e Termoblok ThermoMixer Comfort (Eppendorf, Némecko)

e Aparatura pro transferovy pienos Trans-Blot Turbo (Bio-Rad, USA)

e Trepacka Rocking Shaker SHRK04DG (OHAUS, USA)

o Ttepacka Unimax 1010 DT (Heidolph, Némecko)

o Ttepacka Vortex REAX control (Heidolph, Némecko)

e Tube Roller R3010 (Benchmark Scientific Inc., USA)

e Ultrazvukova lazeii Bandelin Sonorex (Maneko, CR)
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e Analyzér bunééné viability Vi-Cell XR (Beckman Coulter, USA)

e Zdroj stejnosmérného napéti PowerPac Basic (Bio-Rad, USA)

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

441 Click reakce

Click reakce byla provedena dle Presolski et al., 2011. Do mikrozkumavek byly
pfipraveny zasobni roztoky latek 20 mM CuSO4-5H,0, 50 mM THPTA, 100 mM askorbatu
sodného a 100 mM aminoguanidinhydrochloridu.

Do jednotlivych mikrozkumavek byla napipetovana reakéni smés tvoiena 390 pl
1xPBS, 2,5 pl CuSOs5H,0 smichaného pifedem s5 pl THPTA, dale 25 pl
aminoguanidinhydrochloridu a 25 ul askorbatu sodného. Do této reakéni smési bylo ptidano
50 ul azidovych kuli¢ek a 2,5 pl konjugatu trilobolidu s alkynem (Tb) o finalni koncentraci
5 uM (nafedénim 10 mM zasobniho roztoku Tb v DMSO). Finalni objem jedné reakce ¢inil 500
pl. Takto ptfipravené zkumavky byly umistény na rotator a tocily se 1 hodinu pii 30 otackach za

minutu.

442 Méieni fluorescence

Bylo provedeno méteni vazebné kapacity dvou typl azidovych kuli¢ek, agar6zovych
a magnetickych, pro potencialni 1éCivo s alkynovou skupinou. Do dvou neprthlednych
zkumavek byla ptipravena reakéni smés pro click reakei dle kapitoly 4.4.1, do jedné zkumavky
byly napipetovany agardézové, do druhé magnetické kulicky. Namisto trilobolidu byl do reakéni
smé&si napipetovan fluorofor Alexa Fluor™ 488 Alkyne o findlni koncentraci 5 uM. Tento
fluorofor ma rovnéz, tak jako testované 1éCivo, alkynovou skupinu, kterou se mize vazat na
azidové kulicky. Mikrozkumavky s reakéni smési byly umistény na rotator. Inkubace na rotatoru
probihala 1 hodinu pii 30 otackach za minutu. Po inkubaci byly supernatanty odebrany
a kulicky byly promyty. Kulicky s navazanym fluoroforem byly rozsuspendovany v 1XPBS
abyly pteneseny do jamek tmavé mikrotitraéni desticky (CellCarrier™-96). Byla zméfena
fluorescence na mikrodestickovém readeru Envision pfi excitacni vinové délce 480 nm a emisni

vlnové délce 520 nm.

44,3 Kultivace bunék, SILAC znaceni

Bunky byly kultivovany v kultivaénich lahvich v inkubatoru pii 37 °C a5 % CO,.
Zakladnim médiem pro tuto bunéénou linii je McCoy’s Modified Medium. Pro vytvofeni
kompletniho ristového média se do zakladniho média pridava fetalni bovinni sérum (FCS; Fetal

Calf Serum) do kone¢né koncentrace 10 %.

Pokud maji byt vzorky analyzovany hmotnostnim spektrometrem, je vyhodné vyuzit

SILAC znaceni (nebo jina znaceni) popsané v kapitole 3.1.2.5. Pii SILAC znaceni bunék se dva
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typy bunék kultivuji paralelné v samostatnych kultiva¢nich lahvich. Do jedné kultiva¢ni lahve
bylo k buiikdm pfiddno znacené médium, do druhé kultivacni lahve bylo bun€k se ptfiddno
neznacené médium. Buniky byly pfed experimentem kultivovany v SILAC médiu po dobu péti
pasazi. Je to doba, za kterou se u izotopicky znacené linie kompletné vyméni aminokyseliny

znacené lehkymi izotopy za aminokyseliny znacené t€zkymi izotopy.

Pro vytvoteni kompletniho SILAC rtstového média bylo do zdkladniho média ptidano
fetalni bovinni sérum dialyzované ultrafiltraci (kone¢na koncentrace 10 %) a aminokyseliny
lysin a arginin. Neznacené médium bylo pfipraveno pfidanim 2Cg-argininu (44 mg/1000 ml
média) a ?Cg-lysinu (38 mg/1000 ml média) do zakladniho média. Znadené médium bylo
piipraveno ptidanim *Ce-argininu (44 mg/1000 ml média) a *Cg-lysinu do zékladniho média
(38 mg/1000 ml média).

Bunky byly poskytnuty laboratoii tkanovych kultur a byly kultivovany v inkubatoru pfi
37 °C, 5 % CO2 v McCoy’s médiu. Po 3-4 dnech byly buiiky pasazovéany. Pasazovani probihalo
za sterilnich podminek v laminarnim boxu. Médium bylo slito do odpadni nadoby, bunky byly
dvakrat proplachnuty 1xPBS a poté byl do kultivaéni lahve pfidan trypsin. Buriky s trypsinem
byly ulozeny na 5 minut do inkubatoru, aby doslo k jejich uvolnéni ze dna kultivacni lahve. Po
uplynuti potiebné doby bylo buiikdm piidano nové médium a po fadném propipetovani byla
nechédna v lahvi pouze ndsada bunék tak, aby bylo mnozstvi bun€ék zredukovano na desetinu.
K nasadé¢ bylo doplnéno médium a buiiky byly vlozeny do inkubatoru. Bunécna linie byla
testovana laboratofi bunééné biologie na piitomnost mykoplazmy pomoci PCR. Vysledek byl

negativni.

4.4.4 Priprava bunécnych lyzati, méreni koncentrace proteini

Po uplné inkorporaci tézkych aminokyselin, tzn. alespon pét pasazi, byly buiky z lahve
uvolnény trypsinem, bylo pfidano nové médium a buiiky byly spocitdny. Pro experiment byly
pouzity bufiky ze 3 kultiva¢nich lahvi s povrchem 150 cm? s 2C kulturou a ze 3 stejnych
kultivacnich lahvi s *2C kulturou. Buiiky byly centrifugovany 5 minut pii 250 g v centrifuze.
Médium bylo slito a K pelet¢ bunék bylo pfidano 20 ml 1xPBS, v tomto mnozstvi byla peleta
rozklepnuta a opét centrifugovana 5 minut pti 250 g v centrifuze. Stejny proces byl opakovan
jesté dvakrat. Po posledni centrifugaci byla peleta vysuSena invertovanim zkumavky a byl K ni
piidan vychlazeny lyza¢ni pufr dle Ong et al., 2012 (1 ml na 100x10°). Buiiky byly lyzovany po
dobu 30 minut na ledu a poté byl lyzat sonikovan 1 minutu ndsuvnym sonikatorem. Po sonikaci
byl lyzat pfenesen do plastové mikrozkumavky a byl centrifugovan pii 16 000 g a 4 °C po dobu

5 minut. Posléze byl supernatant pienesen do zkumavek a byla zméiena koncentrace proteint.
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Koncentrace proteinti byla zmétena metodou BCA vyuzivajici bicinchoniovou kyselinu
(Pierce BCA Protein Assay, Reagent a a B). Jako standardy pro koncentra¢ni fadu byly pouzity
komer¢ni standardy hovéziho sérového albuminu (Pierce Bovine Serum Albumin Standard Pre-
Diluted Set). Standardy byly napipetovany do mikrotitra¢ni desticky v duplikatech, jako slepy
vzorek byla pouzita voda. Bunécné lyzaty byly nafedény 2x, 4x a 8x a také byly napipetovany
do desti¢ky, jako blank byl pouzit lyzaéni pufr. Reakéni smés tvofena Reagentem a a B byla
smichana v pomeéru 50:1 a do mikrotitracni desticky bylo ptidavano do kazdé jamky 200 pl této
smesi. Desticka byla vlozena do inkubatoru s integrovanou tfepackou nastavené¢ho na 37 °C,

a v ném byla pomalu tiepana po dobu 30 minut.

Po 30 minutich byla zméfena BCA absorbance pii 562 nm na mikrodestickovém
readeru Envision. Z hodnot absorbanci a koncentraci byl sestaven graf a vypo¢itana koncentrace
vzorki. Vzorky byly nasledn& naifedény na pozadovanou koncentraci 2 mg-ml?, pficemz

vysledny objem lyzatu fedéného LP pufrem Cinil 100 pl.

Ke 100 pl bunééného lyzatu bylo ptidano 5 pl volného 1é¢iva (Tb) o finalni koncentraci
500 uM (nafedénim 10 mM zasobniho roztoku Tb v DMSO) nebo DMSO (rozpoustédlo) dle
Tabulky 1 a Obr. 33. Tyto zkumavky s lyzaty a Tb/DMSO byly hodinu inkubovany na ledu za

obcasného jemného vortexovani.

Tabulka 1: Pfiprava Tb-kompetovaného a nekompetovaného vzorku pro naslednou afinitni

purifikaci.
Mikrozkumavka ¢.: Typ lyzatu Kompetice
1 13C neni (DMSO)
2 13C Th
3 12C neni (DMSO)
4 12 Th
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Obr. 33: Schéma pracovniho postupu pii vyuziti SILAC znaeni (pfevzato a upraveno dle
Rylova et al., 2015). Ke zkumavkam s dvéma variantami bunéénych lyzati (*>C a *C varianta)
bylo pfidano bud’ DMSO, nebo Tb. Vzorky byly dale zpracovany metodou afinitni purifikace
(4.4.5) a naneseny na gel.

Protoze po vyhodnoceni gelti metodou stiibfeni nebyl piredpokladany rozdil v intenzité
zbarveni produktu v oblasti vyskytu SERCA proteinu u kompetovaného a nekompetovaného
vzorku viditelny, bylo kvili finan¢ni naro¢nosti upusténo od SILAC znaceni (Obr. 34). Pro dalsi
optimalizaci experimentd bylo vyuzito zakladniho McCoy’s média s 10% bovinnim sérovym
albuminem. Pro experiment byly pouzity bufiky ze 6 kultivaénich lahvi s povrchem 150 cm?
Timto doslo k redukovani po¢tu vzorkt na polovinu, jelikoz z pasazovanych bun¢k byl vytvoien
jediny lyzat, ktery byl po BCA méfeni nafedén na koncentraci 2 mg-ml™ a rozdélen do dvou

zkumavek, do nichz byl a ptidan DMSO, nebo Tb.
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Obr. 34: Schéma pracovniho postupu bez vyuziti SILAC znaleni (pfevzato a upraveno dle
Rylova et al., 2015). Ke zkumavkam s dvéma variantami bunéénych lyzati (*2C a *C varianta)
bylo pfidano budto DMSO nebo Tb. Vzorky byly dale zpracovany metodou afinitni purifikace
(4.4.5) a naneseny na gel.

V ramci optimalizace metody byl provadén také experiment S vétSim objemem
bunécného lyzatu. Objem lyzatu byl oproti pivodnim 100 pl navySen na 1000 ul. K lyzatu byl
ptidan Tb o finalni koncentraci 500 pM (nafedénim 10 mM zésobniho roztoku Tb v DMSO)
a Vv navaznosti na to bylo k lyzatim pfidano také vétsi mnozstvi DMSO, tedy 50 ul oproti
puvodnim 5 pul, aby byla =zachovana stejna koncentrace DMSO v kompetovaném

i nekompetovaném vzorku.

445 Metoda afinitni purifikace

Po probéhnuti click reakce byly mikrozkumavky s kuli¢kami centrifugovany na stolni
minicentrifuze pfi maximalnich ota¢kach po dobu 2 min. Supernatant byl opatrné odebran a ke
kulickam bylo pfidano 100 ul 1xPBS s0,1% BSA. Mikrozkumavky byly zvortexovany
a centrifugovany pii maximalnich otackach po dobu 2 min. Supernatant byl opét odebran
aproplach byl opakovan jesté dvakrat. Ke kulickim byl pienesen cely objem lyzatu
piedptipraveného dle kapitoly 4.4.4. Kulicky byly spolu s lyzatem inkubovany 2 hodiny pii 4 °C

na minirotatoru RS-24.

Po uplynuti 2 hodin inkubace byly mikrozkumavky s kuli¢kami a lyzatem stoeny na
stolni minicentrifuze pfi maximalnich ota¢kach po dobu 2 minut. Supernatanty byly pfeneseny

do prichystanych fadné¢ popsanych mikrozkumavek. K peletam (kulickam) byl pfidavan 50 mM
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Tris pufr, pH 7,8 s riiznymi postupné se zvysujicimi koncentracemi SDS. Po prvnim odebrani
supernatantd bylo ke kulickdm piidano 40 ul 50 mM Tris pufru s 0,1% SDS, kulicky byly
zvortexovany a stoCeny na stolni centrifuze pii stejnych podminkich. Supernatanty byly
vSechny odebrany do dal$ich mikrozkumavek a ke kuli¢kam bylo ptidano 40 pl 50 mM Tris
pufru s0,5% SDS, byly zvortexovany a centrifugovany. Supernatanty byly odebrany
a ke kulickam byly opét proplachnuty, tentokrat 40 pl 50 mM Tris pufru s 2,5% SDS. Po
vortexovani a centrifugaci pfi stejnych podminkach byly opét odebrany supernatanty do
pfichystanych mikrozkumavek. V poslednim kroku bylo K peletam pifidano 40 pl 5x SDS
loadovaciho pufru a kuli¢ky byly s pufrem povafeny 5 minut pii 95 °C. Poté byly zvortexovany
a stoCeny na stolni centrifuze pfi maximalnich otackach po dobu dvou minut. Supernatanty byly
odebrany. Ke vsem skupinam odebranych supernatanti kromé posledni (obsahuje SDS loading
buffer) bylo pfidano 10 ul SDS loadovaiho pufru. VSechny mikrozkumavky se supernatanty
byly tadné popsany a uzavieny. Takto pripravené vzorky byly uchovavany pti -20 °C a nasledné

pouzity pro SDS-PAGE.

Z davodu velkého mnozstvi nespecifickych proteinti detekovanych v gelu v ptipadé
vzorkti odebranych ihned po inkubaci s kulickami byl pfi optimalizaci metody zatfazen jesté
jeden proplach 50 mM Tris pufrem s 0,1% SDS. V dal§im experimentu byl zafazen také jesté
jeden proplach 50 mM Tris pufrem s 0,5% SDS.

446 SDS-PAGE

Byla sestavena aparatura pro naliti gelu pro SDS-PAGE elektroforézu. Separace byla
provedena v 12% polyakrylamidovém separa¢nim gelu a 4% polyakrylamidovém zaostfovacim
gelu. Separacni gel byl pfipraven smichanim 6 ml 30% akrylamidu/0,8% bis-akrylamidu;
3,75 ml 1,5M Tris pufru o pH = 8,8; 4,95 ml vody pro MS, 150 ul 10% SDS; 150 ul 10% APS
a 6 ul TEMEDu. Separacni gel byl nalit mezi 1,5 mm skla do vysky % skla a byl pfelit tenkou
vrstvou butanolu vytfepaného s vodou. Gel byl ponechan 1 h polymerizovat. Po ztuhnuti gelu
byl butanol vyplachnut vodou a zbytek vody byl odstranén bezchlupymi ubrousky. Zaostfovaci
gel byl pfipraven smisenim 1,65 ml 30% akrylamidu/0,8% bis-akrylamidu; 1,25 ml 1,5M Tris
pufru o pH = 6,8; 7 ml vody pro MS, 100 pul 10% SDS; 100 pl 10% APS a 20 pl TEMEDu.
Zaosttovacim gelem byl pfevrstven gel separacni a mezi skla byl do zaostfovaciho gelu umistén
hiebinek. Gel byl ponechan polymerizovat po dobu 30 minut. Po ukonceni polymerizace
zaosttovaciho gelu byla sestavena aparatura pro vertikdlni SDS-PAGE. Vana byla naplnéna
IxTGS pufrem ptipraveného nafedénim 10xTGS pufru deionizovanou vodou, hiebinek byl
vytazen. Vzorky byly pfed samotnym napipetovanim 5 minut povateny pii 95 °C. Vzorky byly
do jamek gelu naneseny v mnozstvi 25 pl, marker relativnich molekulovych hmotnosti Spectra
BR byl na gel nanesen v mnozstvi 5 pl. Po uzavieni aparatury byla spusténa vlastni

elektroforetickd separace, ktera probihala pfi 100 v pfiblizné¢ 2 hodiny. Po separaci byla
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aparatura rozebrana a gel pouzit pro western blotting, nebo pro vizualizaci stfibfenim.

4.4.7 Stribfeni gelu

Pouzity postup pro stiibfeni gelu byl pievzat z Shevchenko et al.,, 1996. Po
elekroforetické separaci byl gel fixovan ve fixaénim roztoku. Ten je tvoten z 50 % methanolem,
z 5 % kyselinou octovou a ze 45 % MS vodou. Fixace probihala 1 hodinu, ale je mozno fixovat
i pfes noc. Po fixaci byl gel 10 minut promyvan v 50% methanolu. Nasledné byl gel promyt
tiikrat MS vodou po dobu 5 minut. Nasledné byla provedena senzibilizace v 0,02% roztoku
thiosiranu sodného. Gel byl dvakrat oplachnut v MS vodé po dobu 1 minuty, pak ponoien do
chlazeného roztoku 0,1% dusi¢nanu stfibrného a inkubovan ve tmé po dobu 15 minut. Po
inkubaci byl gel dvakrat promyt MS vodou po dobu 1 minuty a poté se inkubuje 30 minut v 2%
roztoku uhli¢itanu sodného, do kterého byl ptidan formaldehyd (0,014% roztok formaldehydu).
Po vyvoji nazloutlého zbarveni roztoku je mozno roztok obménit. Po vyvinuti intenzivniho
zbarveni byla vyvijeci reakce ukoncena vyfazenim c¢inidla a promytim gelu v 5% roztoku
EDTA. Na zavér se gel promyva jesté tfikrat 5 minut MS vodou. Gel byl skenovan
dokumentaénim systémem GS-800 Calibrated Densitometer (Bio-Rad). Gel Ize skladovat v MS
vode¢ pii 4 °C.

4.4.8 Western blotting

Na jeden gel bylo pfipraveno 8 kusi filtraéniho papiru a1 PVDF membrana typu
Immobilon-PSQ (Merck Millipore) s0,2 um pory, vse o velikosti 7x9 c¢cm. Do anodového
pufru | byly vlozeny 3 kusy filtra¢niho papiru, do anodového pufru II byly vloZzeny 2 kusy
filtraéniho papiru a do katodového pufru byly vlozeny 3 kusy filtraéniho papiru. Membrana byla
aktivovana ponofenim do 100% methanolu na 15 sekund. Poté byl proveden proplach
membrany v deionizované vodé a nasledné byla provedena 5 minutova ekvilibrace v anodovém
pufru 1. Gel z SDS-PAGE byl ponofen do katodového pufru. Na blotovaci kazetu byly
postupné skladany komponenty pro pienos. Na plochu kazety byly nejdiive polozeny 3 filtra¢ni
papiry z anodového pufru I, na né€ 2 filtracni papiry z anodového pufru I, membréna, gel a na
gel byly umistény 3 filtracni papiry z katodového pufru. Po navrstveni vSech komponent byl
sendvi¢ uhlazen valeckem, aby byly vytlaceny pfipadné bubliny a zamezilo se nekvalitnimu
pfenosu. Blotovaci kazeta byla uzaviena a vloZena do transferového systému. Pfenos proteint
na membranu probihal 30 minut pfi konstantnim elektrickém napéti 25 V a limit elektrického

proudu byl nastaven na 1 A.

Po 30 minutach transferu byla kazeta vyjmuta z pfistroje a oteviena. Membrana byla
promyta dvakrat roztokem TBS/T po péti minutich. Po promyti byla membrana vloZena na
jednu hodinu do blokovaciho roztoku, jednalo se o roztok 5% BSA v TBS/T. Po blokovani
nespecifickych proteinii byla membrana vloZzena do roztoku s primarni protilatkou proti
SERCAZ2 (rabbit monoclonal anti-SERCA2 ATPase antibody; fedéni 1:1000). v tomto roztoku
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byla membréana ponechana pti 4 °C pies noc na roleru.

Nasledujici den byla membrana pétkrat promyta roztokem TBS/T, vSechny proplachy
probihaly 5 minut. Promytd membrana se vlozila do roztoku s peroxiddzou znacenou sekundérni
protilatkou proti krali¢i primarni protilatce (fedéni 1:10000) na 1 hodinu abyla takto
inkubovéna pfi pokojové teploté za neustalého tiepani. Po inkubaci byla tfemi pétiminutovymi
proplachy promyta roztokem TBS/T. Poté se zroztoku vytdhla na detekéni podlozku a cela
plocha membrany byla zakapana detekénim Cinidlem Luminata Forte Western HRP Substrate
a byla ponechana inkubaci ve tmé po dobu 5 minut. Membréana po inkubaci byla vlozena do
detek¢niho piistroje Odyssey (Li-Cor), vyfocena a analyzovana. Chemiluminiscence produktt
kfenové peroxidazy byla snimana 10 minut a marker relativnich molekulovych hmotnosti byl

sniman 30 s pti 700 nm.
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5 VYSLEDKY

Cilem prace byla identifikace molekularnich cilt molekul s protinadorovym ucinkem.
V praci byla zkoumana vazba trilobolidu na protein SERCA2 prostfednictvim afinitni
purifikace, nasledovala separace proteinti vychytanych afinitni purifikaci metodou SDS-PAGE
a pak vizualizace vSech proteinil stiibfenim gelu, pfip. vizualizace SERCA2 proteinu Western
blottingem. Experiment byl provadén na buné&tné linii U-2 OS. Linie U-2 OS byla pro
experiment vybrana na zakladé testovani exprese SERCA proteinu v rtiznych bunéénych liniich
prostfednictvim Western blottingu se specifickou protilatkou proti SERCA2. Linie U-2 OS
jednak vykazovala expresi ajednak je v laboratoti tkanovych kultur Ustavu molekularni

a transla¢ni mediciny hojn€ vyuzivana.

Jednotlivé experimenty afinitni purifikace byly provadény v né€kolika opakovanich.

V préci uvadim reprezentativni vysledky.

5.1 Fluorescence agarosovych a magnetickych kuli¢ek

V prvnim kroku bylo provedeno métreni vazebné kapacity dvou typa azidovych kulicek
(agarézovych a magnetickych) pro potencialni 1é¢ivo s alkynovou skupinou pomoci fluoroforu
Alexa Fluor™ 488 Alkyne. Tento fluorofor ma rovnéz jako testované l1é¢ivo alkynovou skupinu,
kterou se mize vazat na azidové kulicky. Byla zméfena fluorescence na mikrodestickovém

readeru Envision pfi excitacni vinové délce 480 nm a emisni vinové délce 520 nm.

Tabulka 2: Vysledky méfeni vazebné kapacity dvou typa azidovych kuli¢ek pro potencialni
1é¢ivo s alkynovou skupinou prostrednictvim méfeni fluorescence za pomoci fluoroforu Alexa
Fluor™ 488 Alkyne.

Primér Smérodatna
Fluorescence
fluorescence odchylka
Slepy vzorek 73 101 87 14
Magnetické kulicky 130 117 124 7
Magnetické kuli¢ky + Alexa
344 408 376 32
Fluor™ 488 Alkyne
Agarézové kuli¢ky 112 117 115 3
Agaroézové kulicky + Alexa
2666 2358 2512 154

Fluor™ 488 Alkyne

Samotné magnetické a agardzové kuli¢ky vykazovaly téméf stejné hodnoty fluorescence
(124+7; 1154£3). Ve srovnani se slepym vzorkem je autofluorescence obou typt kuliéek
minimalni. Po navazani fluoroforu se vSak jejich fluorescence zvysila. V piipadé magnetickych
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kulicek se po navazani fluoroforu zvysila fluorescence jen minimalné, kdezto v ptipadé
agarozovych kulicek se zvysila rapidné. Vzestup hodnot fluorescence u agar6zovych kulicek byl
ptiblizn¢ dvacetinasobny (ze 115+3 na 2512+154), kdezto u kulicek magnetickych jen
trojnasobny (ze 124+7 na 376+32). Agarozové kulicky snavazanym fluoroforem tak
vykazovaly oproti magnetickym kulickam s navazanym fluoroforem témeéi 7x vyssi flurescenci.
To dokazuje, Ze je jejich vazebna kapacita pro potencialni 1é¢ivo oproti magnetickym kulickdm
7x vyssi, a proto byly agardézové kulicky vyuzity pro pokusy v experimentalni Casti mé

bakalaiské prace.

5.2 Detekce proteini stiibFenim

Po prvnim experimentu uvedeném v kapitole 4.4.5 nebyly na gelu patrné zadné rozdily
Vintenzit¢ zbarveni produkti mezi kompetovanymi a nekompetovanymi = vzorky.
U kompetovanych vzorki byly molekularni cile obsazeny trilobolidem pied vlastni afinitni
purifikaci, nemélo by dochazet k vazbé proteinii na trilobolid imobilizovany na kuli¢kach,
Vv téchto vzorcich jsou pozorovany pouze nespecifické proteiny. U nekompetovanych vzorki by
mélo dojit k vazbé molekularnich cil na imobilizovany trilobolid. Snahou je detekovat
proteiny, které se vyskytuji pouze v nekompetovanych vzorcich. V prvnich jamkéch,
obsahujicich vzorky odebrané ihned po inkubaci s kulickami, jsou vizualizovany proteiny, které
se nenavazaly na kulicky. V dalSich jamkach lze pozorovat velké mnozstvi nespecifickych

proteinii (Obr. 35). V rdmci optimalizace metody byl proto zaveden dal§i promyvaci krok

50 mM Tris pufrem s 0,1% SDS (Obr. 36).
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Obr. 35: Elektroforetogram SILACovych kompetovanych (Tb) a nekompetovanych (DMSO)
vzorkl bunéénych lyzath z bunééné linie U-2 OS po vizualizaci stiibfenim. V prvni pozici

umistén marker relativnich molekulovych hmotnosti Spectra™ Multicolor Broad Range.

Legenda: (1) C lyzat + DMSO ihned po inkubaci; (2) *2C lyzat + Tb ihned po inkubaci;
(3) ©3C lyzat + Tb ihned po inkubaci; (4) *C lyzat + DMSO ihned po inkubaci; (5) *C lyzat
+ DMSO proplach 50 mM Tris s 0,1% SDS; (6) '2C lyzat + Tb proplach 50 mM Tris
$0,1% SDS; (7) **C lyzat + Tb proplach 50 mM Tris s 0,1% SDS; (8) *Clyzat + DMSO
proplach 50 mM Tris s 0,1% SDS; (9) **C lyzat + DMSO proplach 50 mM Tris s 0,5% SDS;
(10) *2C lyzat + Th proplach 50 mM Tris s 0,5% SDS; (11) **C lyzat + Tb proplach 50 mM Tris
s 0,5% SDS; (12) *2C lyzat + DMSO proplach 50 mM Tris s 0,5% SDS; (13) *C lyzat + DMSO
proplach 50 mM Tris s 2,5% SDS; (14) °C lyzat + Tb proplach 50 mM Tris s 2,5% SDS;
(15) 3C lyzat + Th proplach 50 mM Tris s 2,5% SDS; (16) *2C lyzat + DMSO proplach 50 mM
Tris s 2,5% SDS; (17) **C lyzat + DMSO s 5x SDS nanaSecim pufrem; (18) *2C lyzat + Tb
$ 5X SDS nanésecim pufrem (19) *C lytat + Tb s 5x SDS nanasecim pufrem (20) 2C lyzat
+ DMSO s 5x SDS nanaSecim pufrem
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Obr. 36: Elektroforetogram SILACovych kompetovanych (Tb) a nekompetovanych (DMSQO)
vzorkll bunécnych lyzati zbunéfné linie U-2 OS po vizualizaci stfibfenim s druhym
proplachem 50 mM Tris s 0,1% SDS. V prvni pozici umistén marker relativnich molekulovych
hmotnosti Spectra™ Multicolor Broad Range.

Legenda: (1) C lyzat + DMSO ihned po inkubaci; (2) *2C lyzat + Tb ihned po inkubaci;
(3) ©3C lyzat + Tb ihned po inkubaci; (4) *>C lyzat + DMSO ihned po inkubaci; (5) *C lyzat
+ DMSO proplach 50 mM Tris s 0,1% SDS; (6) '2C lyzat + Tb proplach 50 mM Tris
$0,1% SDS; (7) **C lyzat + Tb proplach 50 mM Tris s 0,1% SDS; (8) **Clyzat + DMSO
proplach 50 mM Tris s 0,1% SDS; (9) *C lyzat + DMSO druhy proplach 50 mM Tris
5 0,1% SDS; (10) *2C lyzat + Tb druhy proplach 50 mM Tris s 0,1% SDS; (11) C lyzat + Tb
druhy proplach 50 mM Tris s 0,1% SDS; (12) *2C lyzat + DMSO druhy proplach 50 mM Tris
$0,1% SDS; (13) C lyzat + DMSO proplach 50 mM Tris s 0,5% SDS; (14) '°C lyzat + Tb
proplach 50 mM Tris s 0,5% SDS; (15) *C lyzat + Tb proplach 50 mM Tris s 0,5% SDS;
(16) 2C lyzat + DMSO proplach 50 mM Tris s 0,5% SDS; (17) *C lyzat + DMSO proplach
50 mM Tris s 2,5% SDS; (18) *2C lyzat + Tb proplach 50 mM Tris s 2,5% SDS; (19) °C lyzat
+Th proplach 50 MM Tris s2,5% SDS; (20) 2C lyzat + DMSO proplach 50 mM Tris
s 2,5% SDS; (21) *C lyzat + DMSO s 5x SDS nanésecim pufrem; (22) *2C lyzat + Tb s 5x SDS
nanaSecim pufrem (23) C lytat + Tb s 5x SDS nanéaSecim pufrem (24) °C lyzat + DMSO

s 5x SDS nanasSecim pufrem

Jelikoz nebyly ani po zopakovani experimentu patrné rozdily v oblasti vyskytu SERCA
proteinu mezi vzorky obsahujicimi Tb a obsahujicimi DMSO, bylo upusténo od SILAC znaceni
kvtli finan¢ni nérocnosti (Obr. 37). Pro dal$i optimalizaci experimentl bylo vyuzito bun¢k
U-2 OS kultivovanych v zakladnim McCoy’s médiu s 10% bovinnim sérovym albuminem.
Druhy proplach 50 mM Tris s 0,1% SDS byl zachovan.
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Obr. 37: Elektroforetogram kompetovanych (Tb) a nekompetovanych (DMSO) vzorka
bunéénych lyzatd z bunééné linie U-2 OS po vizualizaci stiibfenim bez SILAC znaceni se
zachovanym druhym proplachem 50 mM Tris s 0,1% SDS. V prvni pozici umistén marker

relativnich molekulovych hmotnosti Spectra™ Multicolor Broad Range.

Legenda: (1) Lyzat + Tb ihned po inkubaci; (2) Lyzat + DMSO ihned po inkubaci; (3) Lyzat
+ Tb prvni proplach 50 mM Tris s 0,1% SDS; (4) Lyzat + DMSO prvni proplach 50 mM Tris
s 0,1% SDS; (5) Lyzat + Tb druhy proplach 50 mM Tris s 0,1% SDS; (6) Lyzat + DMSO druhy
proplach 50 mM Tris s 0,1% SDS; (7) Lyzat + Tb proplach 50 mM Tris s 0,5% SDS; (8) Lyzat
+ DMSO proplach 50 mM Tris s 0,5% SDS; (9) Lyzat + Tb proplach 50 mM Tris s 2,5% SDS;
(10) Lyzat + DMSO proplach 50 mM Tris s 2,5% SDS; (11) Lyzat + Tb s 5x SDS nanasecim
pufrem; (12) Lyzat + DMSO s 5x SDS nanaSecim pufrem.

JelikoZ bylo pii vizualizaci stale detekovano velké mnoZstvi nespecifickych proteint,
byl zaveden dal§i promyvaci krok 50 mM Tris pufrem s0,5% SDS (Obr. 38). V ramci
optimalizace metody byl provadén také experiment S vét§im mnoZzstvim bunék. Objem lyzatu

byl oproti piivodnim 100 pl navysen na 1000 pl.
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Obr. 38: Elektroforetogram kompetovanych (Tb) a nekompetovanych (DMSO) vzorka
bunécnych lyzath z bunééné linie U-2 OS po vizualizaci stiibfenim s jednim proplachem 50 mM
Tris s 0,1% SDS a jednim 50 mM Tris s 0,5% SDS navic. V prvni pozici umistén marker

relativnich molekulovych hmotnosti Spectra™ Multicolor Broad Range.

Legenda: (1) Lyzat + Tb ihned po inkubaci; (2) Lyzat + DMSO ihned po inkubaci; (3) Lyzat
+ Tb prvni proplach 50 mM Tris s 0,1% SDS; (4) Lyzat + DMSO prvni proplach 50 mM Tris
s 0,1% SDS; (5) Lyzat + Tb druhy proplach 50 mM Tris s 0,1% SDS; (6) Lyzat + DMSO druhy
proplach 50 mM Tris s 0,1% SDS; (7) Lyzat + Tb prvni proplach 50 mM Tris s 0,5% SDS;
(8) Lyzat + DMSO prvni proplach 50 mM Tris s 0,5% SDS; (9) Lyzat + Tb druhy proplach
50 mM Tris s 0,5% SDS; (10) Lyzat + DMSO druhy proplach 50 mM Tris s 0,5% SDS;
(11) Lyzat + Tb proplach 50 mM Tris s 2,5% SDS; (12) Lyzat + DMSO proplach 50 mM Tris
$2,5% SDS; (13) Lyzat + Tb s 5x SDS nanasecim pufrem; (14) Lyzat + DMSO s 5x SDS

nanasecim pufrem.

Cilem optimalizace metody bylo zbavit se nespecifickych proteint, a to se mi v ramci

mé prace z Casovych diivodl nepodafilo.

5.3 Detekce proteinii po western blottingu

Pro ovéfeni pritomnosti proteinu SERCA2 ve vzorcich byla provedena analyza Western
blottingem se specifickymi protilatkami. Analyza Western blottingem byla provedena na vSech
variantach optimalizace metody, ale v praci jsou uvedeny pouze reprezentativni vysledky (Obr.
39 a Obr. 40). Pro Western blotting byla pouzita primarni krali¢i protilatka anti-SERCA2
ATPase Rabbit Monoclonal Antibody. Komplex proteinu s primarni protilatkou byl detekovan

peroxidasovym konjugatem Anti-Rabbit 1gG (whole molecule) Peroxidase Conjugate.

Metoda potvrdila vyskyt SERCA (produkt v oblasti 110 kDa) proteinu se stejnou

intenzitou mezi kompetovanymi a nekompetovanymi vzorky. Kromé specifického produktu
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SERCA2 byl na membrané patrny také produkt o velikosti 40 kDa. V ramci optimalizace
experimentu bylo proto vyuzito kromé inhibitorti fosfatdz a protedz pfitomnych v lyzacnim
pufru dle Ong et al. (2012) také 1xPBS s inhibitory proteaz a fosfataz pro proplach pelety. Po
provedeni experimentu bylo zjisténo, Ze inhibitory protedz a fosfatdz nezabranily vzniku téchto
nespecifickych fragmentl. Dle literatury dohledané na zakladé datasheetu dané protilatky bylo
Zjisténo, Ze se jedna o nespecificky produkt protilatky (Abcam [online], 2019).
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Obr. 39: Detekce SERCA proteinu na PVDF membrané u SILACovych kompetovanych (Tb)
a nekompetovanych (DMSQ) vzorkd bunéénych lyzatd z bunééné linie U-2 OS. V prvni pozici

umistén marker relativnich molekulovych hmotnosti Spectra™ Multicolor Broad Range.

Legenda: (1) C lyzat + DMSO ihned po inkubaci; (2) *2C lyzat + Tb ihned po inkubaci;
(3) ©3C lyzat + Tb ihned po inkubaci; (4) *C lyzat + DMSO ihned po inkubaci; (5) *C lyzat
+ DMSO proplach 50 mM Tris s 0,1% SDS; (6) '2C lyzat + Tb proplach 50 mM Tris
$0,1% SDS; (7) **C lyzat + Tb proplach 50 mM Tris s 0,1% SDS; (8) *Clyzat + DMSO
proplach 50 mM Tris s 0,1% SDS; (9) BC lyzat + DMSO druhy proplach 50 mM Tris
s 0,1% SDS; (10) 2C lyzat + Tb druhy proplach 50 mM Tris s 0,1% SDS; (11) *C lyzat + Tb
druhy proplach 50 mM Tris s 0,1% SDS; (12) 2C lyzat + DMSO druhy proplach 50 mM Tris
$0,1% SDS; (13) *C lyzat + DMSO proplach 50 mM Tris s 0,5% SDS; (14) '°C lyzat + Tb
proplach 50 mM Tris s 0,5% SDS; (15) *C lyzat + Tb proplach 50 mM Tris s 0,5% SDS;
(16) 2C lyzat + DMSO proplach 50 mM Tris s 0,5% SDS; (17) **C lyzat + DMSO proplach
50 mM Tris s 2,5% SDS; (18) *2C lyzat + Tb proplach 50 mM Tris s 2,5% SDS; (19) °C lyzat
+Th proplach 50 MM Tris s2,5% SDS; (20) 2C lyzat + DMSO proplach 50 mM Tris
s 2,5% SDS; (21) *C lyzat + DMSO s 5x SDS nanésecim pufrem; (22) 2C lyzat + Tb s 5x SDS
nanaSecim pufrem (23) C lytat + Tb s 5x SDS nanéSecim pufrem (24) ?C lyzat + DMSO

S 5X SDS nanasecim pufrem
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Obr. 40: Detekce SERCA proteinu na PVDF membrané u kompetovanych (Tb)
a nekompetovanych (DMSO) vzorki bunéénych lyzati z bunééné linie U-2 OS bez SILAC
znaceni. V prvni pozici umistén marker relativnich molekulovych hmotnosti Spectra™

Multicolor Broad Range, Tb je trilobolid.

Legenda: (1) Lyzat + Tb ihned po inkubaci; (2) Lyzat + DMSO ihned po inkubaci; (3) Lyzat
+ Tb prvni proplach 50 mM Tris s 0,1% SDS; (4) Lyzat + DMSO prvni proplach 50 mM Tris
5 0,1% SDS; (5) Lyzat + Tb druhy proplach 50 mM Tris s 0,1% SDS; (6) Lyzat + DMSO druhy
proplach 50 mM Tris s 0,1% SDS; (7) Lyzat + Tb prvni proplach 50 mM Tris s 0,5% SDS;
(8) Lyzat + DMSO prvni proplach 50 mM Tris s 0,5% SDS; (9) Lyzat + Tb druhy proplach
50 mM Tris s 0,5% SDS; (10) Lyzat + DMSO druhy proplach 50 mM Tris s 0,5% SDS;
(11) Lyzat + Tb proplach 50 mM Tris s 2,5% SDS; (12) Lyzat + DMSO proplach 50 mM Tris
$2,5% SDS; (13) Lyzat + Tb s 5x SDS nanasecim pufrem; (14) Lyzat + DMSO s 5x SDS

nanasecim pufrem.
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6 DISKUZE

Mezi mnoha strategiemi identifikace molekularnich cili molekul protinddorovym
ucinkem vyvinutymi v prib¢hu poslednich nékolika desetileti je metoda afinitni purifikace.
Jedna se o techniku zaloZenou na interakci mezi ligandem (sondou, kandidatem na 1é¢ivo,
inhibitorem) a proteinem zajmu (cilova molekula). Cilova molekula je ukotvena na pevnou

nerozpustnou matrici, ktera slouzi jako nosi¢ (Rylova et al., 2015).

Prostrednictvim click chemie, konkrétné médi katalyzované alkyn-azidové cykloadi¢ni
reakce, byla provedena vazba konjugatu trilobolidu s alkynovou skupinou na azidové agar6zové
kulicky. Timto byla pfipravena matrice pro naslednou afinitni purifikaci. Matrice byla
inkubovana s roztokem obsahujicim mozné vazebné partnery. Byl pouzit bunéény lyzat linie
U-2 OS a cilovym proteinem byla sarko/endoplazmaticka Ca?*-ATPaza (SERCA). Po inkubaci
imobilizovaného substratového proteinu s jeho potencidlnim vazebnym partnerem dochézi
k nékolika cyklim promyti, aby se pied eluci proteini vazanych na matrici odstranily
nenavazané biomolekuly. Zachycené cilové proteiny jsou eluovany pufrem, ktery narusuje
interakci ligandového proteinu (Anusha et al., 2018; Rylova et al., 2015; Zheng et al., 2015).
Biomolekuly vzorku, které interagovaly s ligandem, byly béhem inkubace zachyceny na azidové
kuli¢ky a nasledna eluce byla provadéna 50 mM Tris pufrem s postupné se zvySujicim obsahem
SDS. Analyza molekularniho cile SERCA proteinu probihala prostfednictvim SDS-PAGE

a poté bylo provedeno stiibfeni produktti a metoda Western blottingu.

Pres veskeré provedené optimalizace metody afinitni purifikace se vSak nepodafilo
detekovat  rozdily  vintenzit¢ produktt SERCA  proteinu  mezi kompetovanymi
a nekompetovanymi vzorky, a tim metodou afinitni purifikace prokazat vazbu trilobolidu na
SERCA protein. Ziejmé to bylo zpusobeno velkym mnozstvim nespecifickych proteint, které
branily detekci. JuraSek a kolektiv (2014) syntetizoval konjugaty trilobolidu se zelenym
fluorescen¢nim barvivem Bodipy (boron dipyrromethan) a jejich biologicky vyznam zkoumal in
vitro na nékolika nadorovych bunéénych liniich. Tb-konjugaty byly lokalizovany
v endoplazmatickém retikulu nadorovych bunék, coz odpovida skutecnosti, ze primarni cil
trilobolidu, SERCA, se nachazi v endoplazmatickém retikulu eukaryotickych bun¢k. V ramci
experimentu provadéného v mé bakalafské praci byly vyuzity bunééné lyzaty, které obsahuji
velké mnozstvi proteint. Bohuzel, tyto proteiny se ve velké mife vazou nespecificky na
agarozové kulicky. Pravdépodobné¢ tedy doslo k blokaci vazebného mista azidovych
agarosovych kuli¢ek nespecifickymi proteiny, coz znemoznilo vazbu molekularniho cile, nebo
splynuly s nespecifickymi proteiny, coz znemoznilo detekci. Pfi afinitni purifikaci provadéné
v ramci jinych projekti na Ustavu molekularni a translaéni mediciny bylo prokazano, ze velké

mnozstvi nespecifickych proteind vaZzou i magnetické kulicky.
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7 ZAVER

V teoretické Casti této prace byla vypracovana literarni reSerSe zamefena na védni obor
proteomiku, odvétvi, pfistupy a metody proteomického studia. Dale se reSerSe zabyva zpisoby
identifikace molekuldrnich cili molekul s protinadorovym ucinkem. ReSerse je také zamétfena

na problematiku proteinu SERCA a inhibitoru SERCA proteinu, trilobolidu.

Prakticka ¢ast prace byla zaméfena na identifikaci molekularniho cile metodou afinitni
purifikace. Vzorky pfipravené touto metodou byly separovany prostiednictvim SDS-PAGE
a vysledné gely byly vizualizovany stfibfenim. Stfibfeni geld nepotvrdilo rozdily v intenzité
produktd kompetovaného a nekompetovaného vzorku z diivodu velkého mnozstvi navazanych
nespecifickych proteinli, proto nemohla byt provedena analyza molekuldrniho cile metodou
UHPLC/MS-ESI/LTQ Orbitrap. Pro ovéfeni ptitomnosti proteinu SERCA2 ve vzorcich byla
pouzita metoda Western blotting. Byla pouzita primarni krali¢i protilatka Anti-SERCA2
ATPase Rabbit Monoclonal Antibody. Komplex proteinu s primarni protilatkou byl detekovan
peroxidasovym konjugatem Anti-Rabbit 1gG (whole molecule) Peroxidase Conjugate. Metoda
nepotvrdila vyskyt SERCA proteinu s riiznou intenzitou produktu mezi kompetovanym

a nekompetovanym vzorkem.
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