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Seznam pouzitych zkratek

ABPP — aktivity-based probe profiling

AC — afinitni chromatografie

ACLY — ATP-citrat syntaza

ADSL — adenylosukcinat lyaza
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AKT1 — RAC-alfa serin threonin kindza
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ATIC — protein PURH

BRCA 1/2 — BReast CAncer 1/2, tumor supresorové geny
BSA — bovine serum albumine (hovézi sérovy albumin)
CCCP — compound-centric chemical proteomics
COMT - katechol O-methyl transferaza

DBD — DNA vazebna doména

DP — druhy posel

ECHS1 - enoyl-CoA hydrataza

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

EGFR — receptor epidermalniho rtstového faktoru
ELISA — enzyme-linked immuno sorbent assay
ER — estrogenovy receptor

EREs — estrogen response elements

ERBB2 — lidsky epidermalni ristovy faktor 2

ESI — ionizace elektrosprejem

FGF — fibroblastovy rlstovy faktor

GARS — glycin-tRNA ligaza

GMPS — GMP syntaza

GO — gene ontology

GSTM3 — glutathion S-transferaza Mu 3



HEPES - kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova
HER2 — humanni epidermalni receptor 2

HPRT — hypoxantin-guanin fosforibosyl transferaza
HSA — human serum albumine (lidsky sérovy albumin)
IAC — imunoafinitni chromatografie

IAM — immobilized artificial membrane

IEC — iontové vyménna chromatografie

IMPDH - IMP dehydrogenaza

LB — lyza¢ni pufr

LBD — doména vazici ligand

LC-MS/MS — kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
LDL — low density lipoprotein

MCF-7 — Michigan Cancer Foundation-7

MF — mobilni faze

nLC — nanokapilarni chromatografie

PEP — fosfoenolpyruvat

PKM — pyruvét kindza

PMSF — fenylmethansulfonylfluorid

PR — progesteronovy receptor

PRPP — fosforibosyl pyrofosfat

Q-TOF — spojeni kvadrupdlu a analyzatoru doby letu
RF — rastovy faktor
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SHMT2 — serin hydroxymethy! transferaza

SPE — extrakce pevnou fazi

TEAB - bikarbonat triethylamonny

TF — transkrip¢ni faktor

TFRC — transferinovy receptor 1

TNF — tumor nekrotizujici faktor



VEGF — vaskularni epidermalni ristovy faktor
WBL1 — promyvaci pufr 1

WB2 — promyvaci pufr 2

XRN2 — 5-3 exoribonukleéza 2

X g — tihové zrychleni
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1 Uvod a cile prace

Steroidni hormony jsou lipofilni molekuly, které maji v organismu tlohu chemického posla.
Na zékladé¢ fyziologické funkce se steroidni hormony déli do péti skupin na:
mineralokortikoidy, glukokortikoidy, progestiny, androgeny a estrogeny. Uginky
steroidnich hormonii mohou vést i k fadé patologickych stavti jako jsou rakovina, necitlivost
na steroidy nebo jejich abnormalni syntéza (Henley, 2005).

Estrogeny fidi rozmanitou skalu biologickych procest u obratlovct, hraji klicovou
roli ve vyvoji a udrzovani normalnich sexudlnich funkci. Jak endogenni, tak exogenni
estrogeny se ale také podileji na patogenezi prsu. Bunécnéd signalizace estrogenu je
zprostiedkovana pomoci estrogenovych receptort (ER), coZz jsou steroidni receptory
spadajici do rodiny steroidnich jadernych receptoru, které ptisobi jako ligand dependentni

transkrip¢ni faktory (Begam, 2017).

Diplomova préace se zabyva purifikaci proteinti interagujicich se steroidnimi latkami.
V rdmci experimentu bylo vyuzito strukturnich analogt steroidt jako afinitnich ligandd,
které byly pouzity k piipravé afinitnich gelt. Na gelech byla provedena série afinitnich
experimentli, béhem nichz byly izolovany proteiny z extrakti buné¢nych nadorovych linii.
Modelovou linii byly nadorové butiky MCF-7 (zkratka pro Michigan Cancer Foundation-7).
Purifikované proteiny byly identifikovany pomoci kapalinové chromatografie s tandemovou
hmotnostni spektrometrii (LC-MS/MS).

Cilem diplomové préce je vypracovani literarni reSerSe na zadané téma, extrakce
proteinti z nddorové linie, purifikace proteind interagujicich se steroidnimi latkami pomoci

afinitni chromatografie a jejich nasledné identifikace.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Steroidni hormony
Steroidni hormony jsou lipofilni molekuly, které maji v organismu Glohu chemického posla.

Hlavnimi misty jejich syntézy a sekrece jsou vaje¢niky, varlata, nadledviny a placenta
(Capper, 2016). Prekurzorem steroidnich hormonti, ale také vitaminu D a zlu¢ovych kyselin
je C27 cholesterol, jehoz hlavnim zdrojem pro syntézu steroidnich hormont je LDL (low
density lipoprotein) cholesterol. Cholesterol je metabolizovan fadou enzymatickych cest a
je pfeménén na 21-, 19- a 18-uhlikaté steroidni hormony (Obr. 1). Na zakladé fyziologické
funkce se steroidni hormony dé¢li do péti skupin na: mineralokortikoidy, glukokortikoidy,

progestiny, androgeny a estrogeny (Chimento, 2019).
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Obr. 1. Biosyntéza a metabolismus steroidnich hormonti (pfevzato a upraveno z Valko-
Rokytovska, 2021).

Katalyzatory reakce jsou enzymy: 1: 3-hydroxysteroid dehydrogenaza typu 2, 2: 17a-hydroxylaza,
3: 17, 20-lyaza, 4: 17B-hydroxysteroid dehydrogendza typu 3/5, 5: 21-hydroxylaza, 6: 11pB-
hydroxylaza, 7: aldosteron syntaza, 8: 11p-hydroxysteroid dehydrogenaza typu 2, 9: aromataza, 10:
17B-hydroxysteroid dehydrogenaza typu 1/3.
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Na zaklad¢ vzdalenosti cilového mista od mista syntézy a sekrece se steroidni
hormony klasifikuji jako endokrinni (ovliviiuji vzdalené organy), parakrinni (ovliviuji
okolni bunky) nebo autokrinni (ovliviuji buiiku, ktera je vyprodukovala). U obratlovca
pusobi steroidy na Sirokou skalu tkani a ovliviiuji napt. pohlavni diferenciaci, reprodukéni
fyziologii a metabolismus. Uginky steroidnich hormonti mohou vést i k fadé patologickych
stavll jako jsou rakovina, necitlivost na steroidy nebo jejich abnormalni syntéza (Henley,

2005).

2.1.1 Role steroidnich hormoni v rozvoji rakovinného bujeni
Bylo provedeno nekolik studii na rakovinnych bunkach, které odhalily, ze je v nich oproti

normalnim burikam zesilena syntéza cholesterolu. Vysoké hladiny cholesterolu v séru jsou

také spojeny se zvySenym rizikem vzniku mnoha typu rakovin (Chimento, 2019).

Vroce 2019 Anh a kol. ve své studii poukdzali na vyznamné zmény ve
steroidogenezi a metabolismu androgent a estrogent u rakoviny. Jejich zjiSténi naznacuji,
ze estradiol, dehydroepiandrosteron, kortizol a metabolity estrogenu mohou byt povazovany
za onkosteroidy. Zejména estradiol je spojovan se zvySenym rizikem vzniku karcinomu prsu

a vajecniki.

Biotransformace estronu a estradiolu vede k tvorbé katecholovych derivata jako jsou
4-hydroxyestradiol, 2-hydroxyestradiol, 2-hydroxyestron a 4-hydroxyestron, u kterych se
predpoklada, ze jsou karcinogenni metabolické produkty, zatimco 2-methoxyestrogeny jsou

povazovany za antiproliferativni a ochranné proti karcinogenezi (Valko-Rokytovska, 2021).

2.2 Rakovina prsu

Rakovina prsu je ¢asto vyskytujici se zhoubny nador mlécné zlazy, u kterého je bunééna
proliferace fizena steroidnimi hormony. U Zen se jedna o nejcastéjsi typ nadorového
onemocnéni s vVysokou mortalitou (Obr. 2). Vlivem neustalé zmény hormont od narozeni do
puberty, déle v te¢hotenstvi az po menopauzu dochazi k dynamickym zménam v prsni tkéni.
Nejvyznamnéji pusobicimi hormony jsou estrogen a progesteron (Obr. 3), pficemz jejich
nadprodukce nebo nedostatecna produkce je divodem abnormalniho ristu a zmén v prsni

tkani (Camarillo, 2014).
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Obr. 2. Vyskyt a mortalita rakoviny prsu ve srovnani s jinymi typy rakovin (pfevzato a
upraveno z Camarillo, 2014).

Obr. 3. Struktura estrogenu (1) a progesteronu (2).

Rizikove faktory pro vznik rakoviny se déli na nemodifikované, mezi které patii vek,
mutace geni BRCA1 (BReast CAncer 1) a BRCA2 (BReast CAncer 2), rodinnd a

reprodukéni anamneéza a vysoké davky zafeni, a na potencialné modifikované kam spadaji

endogenni estrogeny, hormonalni terapie, obezita, vyziva a konzumace alkoholu (Samavat,

2015).

Rakovina prsu je kategorizovana na tifi hlavni podtypy nadort na zakladé

pritomnosti/nepfitomnosti molekularnich markertt pro ER nebo progesteronové receptory

(PR) a vyskytu lidského epidermalniho ristového faktoru 2 (ERBB2, diive HER2 — humanni
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epidermalni receptor 2) na hormonalni receptor pozitivni/ERBB2 negativni, ERBB2
pozitivni a tripl negativni (postradaji v§echny tii standardni molekularni markery) (Waks,
2019).

Nadorové buinky MCF-7 jsou nejrozsahleji studovanou bunéénou linii lidského
karcinomu prsu na svété. Linie MCF-7 byla izolovéna v roce 1970 z prsni tkané 69-leté
Catherine Frances Mallon, jejiz bunky se staly hlavnim zdrojem soucasnych znalosti o
rakoviné prsu. MCF-7 jsou také prvni buné¢nou linii rakoviny prsu, kterd reaguje na
hormony. Linie obsahuje ¢tyfi tfidy receptorti pro estrogeny, progestiny, androgeny a
glukokortikoidy a je tedy vynikajicim modelem pro studium hormonalnich mechanismu

kontroly rstu nadoru a vzajemnych vztahi mezi hormony (Lee, 2015).

2.2.1 Estrogenové receptory a rakovina

Estrogeny jsou steroidni hormony, které tidi rozmanitou Skalu biologickych procesii u
obratlovcu, hraji kli¢ovou roli ve vyvoji a udrzovani normalnich sexualnich funkcich a maji
tkanovée selektivni ucinek, ktery méa vyznam v medicing pfi vyvoji optimalnich terapeutik
pro prevenci a 1é¢bu rakoviny prsu (Begam, 2017).

Bunécna signalizace estrogent je zprostiedkovana pomoci ER, coZ jsou steroidni
receptory spadajici do rodiny steroidnich jadernych receptort, které ptisobi jako ligand
dependentni transkrip¢ni faktory a jejich aktivita je spojena s bun&nym cyklem. ER se
podileji na regulaci raznych fyziologickych systémi (centralni nervovy, kardiovaskularni a
reproduk¢ni systém) a reguluji buné¢nou proliferaci. ER se Klasifikuji na ERa a Erp a lze je
detekovat v sirokém spektru tkani. Exprese ERa a Erf v tkanich se méni béhem vyvoje,
starnuti nebo chorobného stavu (Begam, 2017). ERa je umistén na chromozomu 6 a je
pfevazné exprimovan v déloze, vaje¢nicich, Leydigovych bunkach varlat, prsu, jatrech,
mlécné Zlaze a tukové tkani. ERP nachazejici se na chromozomu 14 je primarné exprimovan
v epitelu prostaty, mocovém méchyii, tlustém stievé a buitkach imunitniho systému (Zhao,
2019).

2.2.2 Struktura estrogenovych receptori
ER maji Sest strukturnich domén, které se oznacuji jako A, B, C, D, E a F (Obr. 4). N-

terminélni oblast A/B domén obsahuje aktivacni funkci-1 (AF-1), ktera piispiva
K transkripéni aktivité ER a je zakladni doménou pro interakci s koregulatory. Domény A/B

obsahuji aminokyseliny, které jsou cilem posttranslaénich modifikaci. Doména C kdduje
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centralné umisténou DNA vazebnou doménu (DBD). Doména D zahrnuje sekvence
aminokyselin, které stimuluji jadernou lokalizaci signalizace a usnadiiuji posttransla¢ni
modifikace receptoru, coz vede k aktivaci ER signalizace v bunikach. E a F doména jsou
umistény v C-koncoveé oblasti a obsahuji doménu vazici ligand (LBD). Soucasti LBD je
ligandové zavisla aktiva¢ni funkce-2 (AF-2), ktera prochazi vyraznymi konformacénimi
zménami V pfitomnosti rtiznych ligandi a urcuje naslednou vazbu koaktivatori nebo

korepresoru (Begam, 2017).

B C
- C
ERp B ~95% F

Obr. 4. Organizace strukturnich domén ERa a Erf (pfevzato a upraveno z Begam, 2017).
Procenta udavaji homologii mezi ERa a Erp.

2.2.3 Signalizace estrogenovych receptoru
Estrogeny jsou nezbytnymi faktory pro zahajeni procesu morfogeneze, a ptedevs$im vyvoje

organti. ER zprostfedkovévaji komunikaci mezi epitelem a mezenchymem, bez niz by

nemohla nastat morfogeneze (Begam, 2017).

Signalizace mutze byt na ligandu zavisla (dependentni) nebo nezavisla
(independentni) (Obr. 5). Ligand dependentni estrogenni signalizace zacina vazbou
estrogenu na ER vjadie, kde indukuje konformac¢ni zménu Vv receptorech, coz vede
k disociaci z chaperonti, dimerizaci a aktivaci transkripénich domén receptoru (Capper,
2016). Klasické cesta zahrnuje aktivaci ligandu a pfimou vazbu DNA na specifické sekvence
zvané EREs (estrogen response elements) jesté pted modulaci genové regulace. Vazana
cesta zahrnuje protein-protein interakce s dalsimi transkripénimi faktory po aktivaci ligandu,
¢imz dochazi k ovlivnéni genové regulace neptimou vazbou na DNA. Pfi negenomické
signalizaci ligand aktivuje receptor. Signaliza¢ni kaskady jsou iniciovany prostiednictvim
druhych posla, kteti ovliviiuji iontové kanaly nebo zvySuji hladinu oxidu dusnatého
Vv cytoplazmé, coz vede k rychlé fyziologické odpovédi bez zapojeni genové regulace. Cesta
nezavisla na ligandu zahrnuje aktivaci prostiednictvim jinych signalnich drah (napf.
signalizace rustovym faktorem). Aktivovane kindzy fosforyluji ER a tim je aktivuji

k dimerizaci, vazb¢é na DNA a genové regulaci (Heldring, 2007).

16



| Zavislé na ligandu |

v 8- 8 .

Klasicka cesta
w88 4d .
<

Vazana cesta

- @@ 990

v, ; P Fyziologicky

Ve Qim
jadro , S

*  jadro
NO “Negenomické signalizace

I Nezavislé na ligandu I /

RF@l—. Kinizy —.@§D—- ERE

Signalizace ristovym faktorem

Obr. 5. Model ptedstavujici mechanicky odlisné molekularni drahy pouzivané v regulaci ER

(pfevzato a upraveno z Heldring, 2007).
A ligand, TF = transkripéni faktor, DP = druhy posel, RF = ristovy faktor.

2.2.4 Nadory s exprimovanymi/neexprimovanymi estrogenovymi receptory

CelozZivotni expozice jak endogennim, tak exogennim estrogentim je hlavnim faktorem,
ktery se podili na rozvoji rakoviny prsu. Estrogeny moduluji tento proces bud’ mechanismy
zavislymi nebo nezavislymi na receptorech (Santen, 2009). Mechanismy z&vislé na
receptorech jsou zaloZeny na vazbé estradiolu na ERa, ¢imz je stimulovana bunécna
proliferace a je iniciovan vznik mutaci v dasledku replikacnich chyb DNA. Mutace se
v prub¢hu ¢asu hromadi a vyvolavaji neoplastickou transformaci (Obr. 6). Mechanismy
nezavislé na receptorech jsou zalozeny na pfeméné estradiolu na genotoxické metabolity,
které se mohou vazat na DNA a vést k nartistu mutaci a podilet se tak na rozvoji rakoviny

prsu (Yue, 2013).
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Obr. 6. Vliv estradiolu a dalSich steroidnich hormonid na buné¢nou proliferaci a vznik
mutaci, které vedou k malignimu fenotypu (stazeno 3. 4. 2022 z
https://is.muni.cz/do/rect/el/estud/prif/ps13/genotox/web/pages/09 hormonalni.html).

Vétsina karcinomu prsu (70 — 75 %) exprimuje ER a PR a na zakladé molekularni
Klasifikace tyto nadory odpovidaji lumindlnimu typu. Luminalni karcinomy exprimuji
predevsim ERa a dé€li se na luminalni A a B na zaklad¢ toho, zda maji nizkou nebo vysokou
miru proliferace. Luminalni tumory maji lepsi progndzu nez ostatni druhy karcinoma prsu a
dobie reaguji na 1é¢bu endokrinni terapii, ktera je zamétena na blokovani ER. Skupina
nadoru, které neexprimuji ER, je tvofena podskupinou nadmérné exprimujici HER2 nebo
tripl negativnimi nadory (neexprimuji ER, PR ani HER?2), které maji $patnou prognozu a
nemaji cilenou terapii (Lamb, 2019).

2.3 Proteiny, jejich struktura a funkce

v

Proteiny (bilkoviny) jsou nejhojn&jsimi biologickymi makromolekulami, které jsou
pfitomny ve vSech burnikach. V ptipadé poruch struktury proteini dochazi ke vzniku

molekularnich chorob provazenych zménou v metabolickych funkcich (Vasudevan, 2016).

Z&kladni stavebni jednotkou proteint jsou aminokyseliny tvofici vyznamnou skupinu
biomolekul nezbytnych pro Zivot. Geneticky je kédovano celkem 23 aminokyselin, které
jsou oznacovany jako proteinogenni, a které se nachazeji pravidelné ve vSech proteinech.
Nekteré aminokyseliny vznikaji az po jejich zabudovani do proteinu posttranslacné.
Jednotlivé aminokyseliny jsou spojeny pomoci specifického typu kovalentni vazby —
peptidické vazby, ktera se vytvaii mezi karboxylovou skupinou jedné aminokyseliny a
aminoskupinou druhé. Proteiny se dle po¢tu aminokyselin déli na oligopeptidy (obsahuji 2
— 10 aminokyselin), polypeptidy (obsahuji 11 — 100 aminokyselin) a vlastni bilkoviny

(tvofeny vice nez 100 aminokyselinami) (Koolman, 2012).
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Proteiny plni v organismu mnoho funkci, napf. katalytické (enzymy), strukturni
(kolagen, elastin), kontraktilni (aktin, myosin), transportni (albumin, hemoglobin), regula¢ni

(inzulin), geneticke (histony), zasobni a obranné (Koolman, 2012).

2.4 Proteomika

Slozité biologické d¢je zahrnuji souhru geni, transkriptli, proteinii, metaboliti a lipidi.
Vyvoj omickych metod (genomika, proteomika, transkriptomika, metabolomika a
lipidomika) je mimo jiné dilezity pro pochopeni komplexnich onemocnéni (rakovina a
neurodegenerativni choroby) a tyto metody slouzi K identifikaci ¢etnych genetickych,
epigenetickych a enviromentalnich faktord, které se téchto onemocnéni ucastni (Monti,

2019).

Proteomika je vé&dni obor zabyvajici se systematickou analyzou bilkovin
z hlediska jejich identity, mnozstvi a funkci. Soubor vSech proteint v buce, ktery je
charakterizovan s ohledem na jejich lokalizace, interakce a posttransla¢ni modifikace v
daném okamziku je oznaCovan jako proteom, ktery je na rozdil od genomu velmi
dynamicky kviili komplexnim regula¢nim systémiim, které fidi hladiny exprese proteint.
Proteomika je jednim z nejdynamictéjsich obort v pfirodnich védach, a to diky rozvoji
molekularni biologie, genomiky, bioinformatiky a spektroskopickych a separacnich
metod, které vedly ke zdokonaleni analyzy nukleovych kyselin a separace a charakterizace
bilkovin (Chmelik, 2005; Aslam, 2017).

Hlavnim cilem proteomiky je popis a vysvétleni role bilkovin v procesech
probihajicich v organismech, coz zahrnuje identifikaci bilkovin sou¢asné se stanovenim
molekulové hmotnosti, sekvence aminokyselin a posttranslaénich modifikaci, dale
interakce bilkovin s dal§imi latkami, kvalitativni a kvantitativni stanoveni zmén slozeni
bilkovin pfi biologickych procesech atd. Proteomika mé dulezité uplatnéni v medicing,
kde slouzi ke studiu pfi¢in a mechanismti chorob, ve farmacii k vyvoji 1éCiv,
Vv potravinarstvi ke kontrole kvality a bezpe€nosti potravin, v zem&délstvi ke zvySovani

vynosu a také v primyslu a ochrané zivotniho prosttedi (Chmelik, 2005).

Mezi konvenéni proteomické techniky pro separaci proteini patii
chromatografické techniky jako jsou iontové vyménna chromatografie (IEC) a afinitni
chromatografie (AC). Pro analyzu selektivnich proteini muze byt pouzita ELISA

(enzyme-linked immuno sorbent assay) nebo western blotting (Aslam, 2017; Hage, 2012).

19



2.5 Chromatografické techniky

Chromatografie je dulezita biofyzikalni technika a obecny pojem aplikovany na Sirokou
Skalu separac¢nich technik zaloZzenych na rozd€lovani nebo distribuci vzorku mezi mobilni
(pohyblivou) fazi (MF) a stacionarni (pevnou) fazi (SF). Proteiny mohou byt separovany na
zékladg jejich rozdilné velikosti a tvaru, celkového naboje a vazebné kapacity se SF. Kvuli
témto rozdilim zlstavaji nékteré slozky smési déle ve SF, zatimco jiné prochazeji rychle do
MF a opoustéji systém rychleji. SF je sloZena z pevné faze nebo kapalné faze adsorbované
na pevny povrch, zatimco MF je vzdy tvofena kapalinou nebo plynem (Ismail, 2010;
Coskun, 2016).

Chromatografii lze d¢lit dle uspotadani na sloupcovou (kolonovou), kdy je SF
umisténa v trubici a na planarni (ploSnou), kdy je SF umisténa na pevném a plochém
podkladu napt. na skle, hlinikové folii. Dle podminek se dé€li na izokratickou probihajici za
konstantnich podminek a gradientovou, u které se podminky méni napt. teplota, pH, slozeni
MF. Dle druhu interakce analytu a sorbentu se chromatografie déli na adsorpcni, kde o
separaci rozhoduje riiznd schopnost slozek adsorbovat na povrch SF, permeacni
chromatografii zalozenou na separaci dle velikosti molekul, IEC, kde o separaci rozhoduji
ruzné velké elektrostatické pritazlivé sily mezi funkénimi skupinami SF a ionty vzorku a
AC, kde je SF schopna vazat urcité slozky smési, ke kterym ma selektivni vztah (afinitu)

(Obr. 7) (Coskun, 2016).
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Obr. 7. Schéma principu adsorpéni chromatografie, IEC a AC (pfevzato a upraveno z Ismail,
2010)

Chromatografie ma velky vliv na vSechny oblasti analyzy a rozvoj védy. Moderni
chromatografické techniky, véetné automatizovanych systémi, jsou Siroce pouZivané pfi

charakterizaci a kontrole kvality potravinafskych surovin a vyrobku (Ismail, 2010).

2.6  Afinitni chromatografie

Vétsina ptirozené se vyskytujicich vzorka je tvofena slozitou smési latek, coz vedlo
K rozvoji separacnich technik jako je kapalinova chromatografie. Jednim z typt kapalinové
chromatografie je metoda AC, ktera je vynikajici diky vysokeé selektivité. AC, téz nazyvana
afinitni purifikace, je separacni technika pro izolaci specifickych molekul nebo skupin
molekul z komplexni smé&si (Obr. 8). AC vyuziva specifické vazebné reverzibilni interakce

mezi molekulami (Hage, 2015).
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Obr. 8. Piiklady molekul, které 1ze separovat pomoci AC (pfevzato a upraveno z Magdeldin,
2012)

2.6.1 Historie afinitni chromatografie

Prvni hlaSené zminky o pouZiti AC sahaji do pocatkl 20. stoleti. Roku 1910 studoval Emil
Starkenstein vazbu enzymu o-amyldzy na kolonu, ktera obsahovala nerozpustny Skrob.
Starkensteinem pouzita metoda byla zalozena na ptirozené interakci, ke které dochazi mezi

enzymem o-amylazou a jejim substratem skrobem (Hage, 2015).

Ve 20 — 40 letech 20. stoleti byla AC rozsitena k pouziti pro purifikaci protilatek a
jako nosice byly pouzity dievéné uhli a kaolin. V roce 1960 doSlo k pokroku a jako nosic se
zaCala pouzivat agardza, kterd méla vétsi mechanickou stabilitu nez nosice na bazi celuldzy
pouzivané v kapalinové chromatografii. DalSim pokrokem byl vyvoj bromkyanové
imobiliza¢ni metody, ktera snadno umoznovala ptipojeni peptidl a proteini na bromkyanem
aktivovanou agarozu. Diky témto pokrokim se AC stala béZné pouZzivanou separacni

technikou v biochemii a chemii za poslednich 50 let (Rodriguez, 2020).

2.6.2 Princip afinitni chromatografie

Afinitni purifikace zahrnuje tii hlavni kroky. V prvnim kroku je vzorek, ktery obsahuje
pozadovanou cilovou molekulu, aplikovan na kolonu v pfitomnosti MF (téZ nazyvana jako
aplikaéni pufr), kterd musi mit spravné sloZeni a pH, aby umoznila vazbu molekuly na
afinitni ligand, jehoz pomoci lze izolovat cilovou molekulu z afinitni kolony (Hage, 2015).

Druhy krok zahrnuje odmyti nenavazanych slozek z pevného nosice. Tretim krokem je eluce
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zadrzené cilové molekuly z imobilizovaného ligandu, tak Ze jsou zménény podminky pufru

a tim je ukoncena vazebna interakce (Obr. 9) (Anusha, 2018).

Z
Ligand (L) Produkty pro purifikaci, P adsorbovana na Eluce P
imobilizovany  cilova molekula (P) imobilizovany L
na nosi¢

Obr. 9. Reakce mezi ligandem a cilovou molekulou (pfevzato a upraveno z Denizli, 2001)

K uvolnéni navazané molekuly z afinitni kolony je mozné pouzit izokratickou eluci
Vv piipad¢, ze se cilova molekula vaZe na kolonu stfedné silné. Aplikaéni puftr se pouziva jak
uvolnéni cilové molekuly z kolony je pouziti krokové eluce nebo gradientu. Tento piistup
pouziva druhou MF (zvanou téz elu¢ni pufr), kterd ukonc¢i vazebnou interakci mezi ligandem

a cilovou molekulou, a ta je poté uvolnéna z kolony (Hage, 2015).

2.6.3 Nosné materialy v afinitni chromatografii
Nosné materidly pro AC jsou tvofeny poréznim materialem agarézou, polymethakrylatem,

polyakrylamidem, celul6zou nebo oxidem kiemicitym, které jsou komer¢né dostupné. Dnes
existuji kromé téchto poréznich materiald dal$i typy podpirnych materiali jako jsou
neporézni nosi¢e, membrany a monolitické nosice. Neporézni materidly se skladaji
Z neporéznich kulicek o priméru 1 — 3 um a umoznuji rychlou Separaci, stejné jako

membréany (Magdeldin, 2012).

Pii vybéru nosnych materiali musi byt zvaZeno nékolik faktorti, mezi které patii
chemicka inertnost, chemicka i mechanicka stabilita, velikost pori a ¢astic. Chemicka
inertnost vyzaduje, aby se afinitni nosi¢ vazal jen na urcité molekuly. Nosny material musi
byt chemicky stabilni, tedy odolny vic¢i degradaci vSemi enzymy a elu¢nimi pufry, které
budou v koloné pouzity. Kromé chemickeé stability je dulezitd i stabilita mechanicka, jelikoz
nosné materialy musi byt schopny odolavat zméné tlakd. Z hlediska velikosti ¢astic jsou
idedlni malé Castice, protoze maji vétsi povrchovou plochu, takze umoznuji imobilizaci
vétsiho poctu afinitnich ligandii na povrch nosice. Dllezita je také velikost pori, na jejimz

zaklad¢ je umoznén prichod sledovanych biomolekul. Kdyz jsou pory moc velké, tak se
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zmenSuje povrch a tim je omezeno mnozstvi ligandl, které mulze byt imobilizovano

na nosici (Magdeldin, 2012).

2.6.4 Imobiliza¢ni techniky v afinitni chromatografii

Spravny vybér imobiliza¢ni techniky je klicovym faktorem pfi ptipravé afinitni kolony,
jelikoz muze mit hluboky dopad na kone¢nou aktivitu afinitniho ligandu. Pokud neni metoda
pouzita spravné, muze dojit k nékolika nezadoucim efektiim, mezi které se fadi vicemistné
pfipojeni ligandu k nosi¢i, nesprdvna orientace ligandu a sterické piekazky (Obr. 10).
Dalsimi faktory ovliviiujici imobilizaci jsou volba nosice, specifita, stabilita a rychlost

imobiliza¢ni metody a reprodukovatelnost (Seung Kim, 2006).

vazebna mista

-

— vazebna mista

E—

a)
vicemistné piipojeni jednostranné piipojeni
Nespravna orientace Spravna orientace
(vazebna mista blokovina) (vazebna mista odkryta)
\
c) R
stericka prekazka zavedeni spacert
(méné dostupné strany) (vice dostupné strany)

Obr. 10. Nezadouci efekty vznikajici pfi nespravném pouziti imobilizacni techniky

(pfevzato a upraveno ze Seung Kim, 2006).

a) Vicemistné pfipojeni ligandu k nosic¢i, b) nahodna nebo nespravna orientace ligandu, c) stericka
prekazka

Nejcastéji pouzivanym prostiedkem ptipojeni ligandu k nosici je kovalentni imobilizace,
ktera vyzaduje nejdiive aktivaci ligandu a/nebo nosi¢e. Ptikladem jsou bromkyanova
metoda nebo redukéni aminace. Afinitni ligandy mohou byt také umistény na nosi¢
nekovalentni imobilizaci, ktera je zaloZena na fyzikalni adsorpci pojiva na povrch

prostfednictvim elektrostatickych nebo hydrofobnich interakci a vodikovych vazeb.
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Vyhodou nekovalentni imobilizace je jednoduchost a nevyhodou je omezena stabilita pro
afinitni nosi¢. Formou nekovalentni imobilizace je biospecifick& adsorpce, ktera vyuziva
sekundarniho ligandu, ktery je pfipojen k nosi¢i a slouzi k imobilizaci primarniho ligandu.
NejpouzivanéjSimi sekundarnimi ligandy jsou avidin, streptavidin a proteiny A a G (Seung
Kim, 2006).

2.6.5 Afinitni ligandy

Ligand je molekula, ktera se reverzibiln¢ vaze na konkrétni cilovou molekulu nebo skupinu
molekul. Vybér ligandu pro AC ovliviuji dva faktory. Ligand musi vykazovat specifickou
a reverzibilni vazebnou afinitu pro cilové latky a musi mit chemicky modifikované skupiny,
které umozni jeho pfipojeni k nosici, aniz by byla narusena vazebna aktivita. Ligandy se déli

na biologické a syntetické.

Biologicke ligandy se zacaly pouzivat v roce 1910 a zahrnuji protilatky (imunoglobuliny) a
antigeny, proteiny vazici imunoglobuliny, biotin s avidinem nebo streptavidinem, enzymy,

séroveé proteiny, lipidy a nukleové kyseliny (Rodriguez, 2020).

Nejbéznéji vyuzivanou formou AC je imunoafinitni chromatografie (IAC), ktera pro
separaci vyuziva protilatky, na které se mohou navazat cilové molekuly. Protilatky jsou
vyhodnymi ligandy z hlediska jejich vysoké specifity a pomérné velkych vazebnych
konstant (Arora, 2017). Proteiny vazici imunoglobuliny jsou pouzivany k zachyceni a
purifikaci protilatek nebo k méfeni koncentrace protilatek ve vzorcich. Nékteré formy AC
jsou zalozeny na interakci ligandu biotinu (vitamin B7/H) s proteiny avidinem a
streptavidinem, které vykazuji silnou afinitu k biotinu (Hage, 2006). Dale je AC dileZitou
technikou pro separaci a izolaci enzymd, jejichz vyhodou je schopnost vazat substrat
s vysokou afinitou a selektivitou, schopnost katalyticky pfemeénit sviyj substrat na produkt

ucinnym zpusobem a jejich dobra stabilita a moznost opétovného pouziti (Zhang, 2017).

V AC je jako afinitnich ligandl vyuZzivano také sérovych proteini. Dvéma piiklady
jsou transportni proteiny BSA (bovine serum albumine) a HSA (human serum albumine),
které jsou nejhojnéjsimi proteiny hovézi a lidské plazmy, a které maji slabé az velmi silné
interakce s fadou 1é¢iv, hormond a mastnych kyselin (Patel, 2006). Jako ligandy mohou
slouzit i lipidy, které jsou pouzivany v chromatografii s imobilizovanou umélou membranou
(IAM — immobilized artificial membrane) (Rodriguez, 2020). DNA afinitni chromatografie
je technika pro purifikaci proteinii vazicich se na DNA. Nespecificka AC vyuziva kolony

k oddé€leni proteinti vazicich se na DNA od proteind, které se na DNA nevazi. U specifické
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AC se jako ligand pouziva urcity Usek DNA, ktery obsahuje sekvenci, strukturu nebo
restrikéni misto k zachyceni proteinu, ktery bude stimto segmentem DNA interagovat
(Moxley, 2006).

Zacatky pouzivani syntetickych latek v AC sahaji do pocatku 70. let 20. stoleti, kdy Staal a
kol. pouzili barviva Blue Dextran jako vazebného ¢inidla k izolaci pyruvatkindzy. Barviva
jako ligandy maji fadu vyhod, mezi které patii nizka cena, jednoduchost imobilizace na
nosi¢ich a jejich stabilita. Nejcastéji pouzivanymi jsou triazinova barviva a piibuzné
slou¢eniny, které obsahuji chromofor (Denizli, 2001). Dal$imi nebiologickymi ligandy jsou
aptamery, coz jsou syntetické oligonukleotidové sekvence zalozené na DNA nebo RNA. Lze
je pouzit jako alternativy k protilatkdm diky jejich specifi¢nosti, nizké imunogenicité a
schopnosti produkce dle potieby (Jayasena, 1999). Dilezitym piikladem nebiologického
vazebného ¢inidla jsou také chelaty kovovych iontt. Kovoveé ionty jako méd’né, stiibrné a
rtutnaté vazi cile obsahujici siru, zatimco nikelnaté, méd’naté a zine¢naté vazi cile obsahujici

dusik, siru nebo kyslik (Salha, 2021).

2.6.6 Cilové profilovani malych molekul pomoci chemické proteomiky
Chemicka proteomika je postgenomickou verzi klasické lékové AC, ktera je spojena

s naslednymi hmotnostnimi a bioinformatickymi analyzami. Existuji dvé varianty chemické
proteomiky: Activity-based probe profiling (ABPP), které se zaméfuje na enzymatickou
aktivitu ur€ité proteinové rodiny a compound-centric chemical proteomics (CCCP), ktera se
zaméfuje na charakterizaci molekularnich mechanisml G¢inku individudlnich bioaktivnich

malych molekul (Obr.11) (Rix, 2009).

Typicky proteomicky chemicky experiment CCCP zacina imobilizaci bioaktivni
latky (ligand) na nosi¢, kterym byva sephardza nebo agar6za. Nasledné je pfipraven bunéény
extrakt, bud'to z bunék nebo ztkané. Vyhodou chemické proteomiky je, ze lze pouzit
jakykoliv typ bun¢k/tkani, ptipadné druht (¢lovek, rostliny, zvifata, mikroorganismy), coz
umoziuje zkoumani mechanismu uéinku latek souvisejicich s onemocnénimi (pt. pouziti
nadorové tkané). Ziskany lyzat je nasledné inkubovan s afinitnim matrici, dochazi
k vyhledavani vazebnych partnerti vybraného aktivniho ligandu. Metoda zahrnuje dukladné
promyvani pied samotnou eluci. Eludty obsahujici proteiny jsou St€épeny pomoci proteaz,
typicky trypsinem, diky ¢emuz se vytvaii komplexni smés peptidl, ktera je nasledné

analyzovana pomoci kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
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(LC-MS/MS) a vyhodnocena bioinformatickymi metodami. CCCP nabizi vyhledavani

novych terapeutickych cilt a je dilezitym modelem pro studium onemocnéni (Rix, 2009).
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Obr. 11. Porovnani metod ABPP a CCCP (ptevzato a upraveno z Rix, 2009).

2.6.7 Aplikace afinitni chromatografie
Diky své selektivité, specificnosti, jednoduchosti obsluhy, vytéZznosti a propustnosti je AC

uziteCna pii praci s biomolekulami (enzymy, rekombinantni proteiny, protilatky),
farmaceutiky a dal$imi latkami. Slouzi k separaci aktivnich biomolekul od denaturovanych
nebo funkéné odliSnych forem, k izolaci Cistych proteind a odstranéni kontaminant.

Umoznuje identifikaci a charakterizaci intramolekularnich interakci. Kromé toho ma
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schopnost odstrafiovat patogeny, coZ je nezbytné pii pouziti biomolekul v klinickych

aplikacich (Rodriguez, 2020).

V disledku mnoha soucasnych aplikaci této metody se ocekava, ze se AC bude
v budoucnu dale rozvijet jako z&sadni nastroj v oblastech sahajicich od produkce
farmaceutik po klinickou analyzu, dale jako néstroj pro farmaceutického testovani a

vyzkumu biomediciny (Hage, 2015).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie a material
Pouzita buné¢na kultura MCF-7 byla poskytnuta Mgr. Lucii Rarovou, Ph.D.

K pfipravé extrak¢niho pufru byly pouzity: kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazinethansulfonovd (HEPES; Sigma-Aldrich, Némecko), chlorid hofe¢naty (MgCly;
Fluka, Némecko), chlorid vépenaty (CaCl,; Sigma-Aldrich, Némecko), chlorid sodny
(NaCl; Sigma-Aldrich, Némecko), glycerol (Sigma-Aldrich, Némecko), Igepal CA 630
(Sigma-Aldrich, Némecko), fenylmethansulfonylfluorid (PMSF;  Sigma-Aldrich,
Némecko), vanadi¢nan sodny (NasVOs; Sigma-Aldrich, Némecko), fluorid sodny (NaF;
Fluka, Némecko), Roche inhibitor cocktail cOmplete EDTA free (Sigma-Aldrich,
Némecko), led, tekuty dusik, deionizovana voda, ultracentrifugaéni zkumavky (Beckman
Coulter, USA), sttikacky (B Braun, Némecko), jehly (B Braun, Némecko), mikrozkumavky
(Eppendorf, Némecko). Na tpravu pH byl pouzit hydroxid sodny (NaOH; Sigma-Aldrich,

Némecko).
Pro stanoveni koncentrace lyzatu byl pouzit: 2-D Quant Kit (Cytiva, USA).

Pro afinitni chromatografii byly pouzity: Kkyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazinethansulfonovd (HEPES; Sigma-Aldrich, Némecko), chlorid hotfe¢naty (MgCly;
Fluka, Némecko), chlorid vapenaty (CaCly; Sigma-Aldrich, Némecko), chlorid sodny
(NaCl; Sigma-Aldrich, Némecko), glycerol (Sigma-Aldrich, Némecko), Igepal CA 630
(Sigma-Aldrich, Neémecko), fenylmethansulfonylfluorid (PMSF;  Sigma-Aldrich,
Némecko), vanadi¢nan sodny (NasVVOs; Sigma-Aldrich, Némecko), fluorid sodny (NaF;
Fluka, Némecko), Roche inhibitor cocktail cOmplete EDTA free (Sigma-Aldrich,
Némecko), ethylendiamintetraoctovd kyselina (EDTA; Sigma-Aldrich, Némecko),
deionizovana voda, ethanol (EtOH, Sigma-Aldrich, Némecko), hydroxid sodny (NaOH;
Sigma-Aldrich, Némecko), bikarbonét triethylamonny (TEAB; Sigma-Aldrich, Némecko),
kyselina mravenéi (FA; Sigma-Aldrich, Némecko), tekuty dusik, afinitni kolony (BioRad,
USA), mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko). Pouzité afinitni gely MK-613 (neaktivni
ligand) a MK-617 (aktivni ligand) byly poskytnuty Mgr. Janou Oklestkovou, Ph.D. a RNDr.

Miroslavem Kvasnicou, Ph.D.
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Pro §tépeni vzorka z gelu byly pouzity: dithiothreitol (Fluka, Némecko), jodoacetamid
(Sigma-Aldrich, Némecko), trypsin (Promega, USA), mikrozkumavky (Eppendorf,

Némecko).

Pti frakcionaci eluatt byly pouzity: kyselina trifluoroctova (TFA; Merck, USA),
isopropanol (iPrOH; Sigma-Aldrich, Némecko), acetonitril (ACN; Sigma-Aldrich,
Némecko), kyselina mravenci (FA; Sigma-Aldrich, Némecko), pipetovaci $picky (velikost
20-200 pl; Eppendorf, Némecko), extrak¢éni disk C18 Empore (3M Center, USA),
mikrozkumavky (1,5 ml; Eppendorf, Némecko).

Pro analyzu vzorki pomoci LC-MS/MS byly pouzity: kyselina mravenéi (FA; Sigma-
Aldrich, Némecko), acetonitril (ACN; Sigma-Aldrich, Némecko), analytické kapilarni
kolony (50 um x 20 cm, SilicaTip, New Objective, CA, USA) napInéné reverzni fazi
(Reprosil GOLD C18, 3 um, MaischGmbH, Némecko).

3.2 Pouzité pristroje

Analytické vahy XA 110/2X (Radwag, Polsko),

tiepacka Vortex 4 basic (IKA, Némecko),

pH metr pH 50 (XS instruments, Italie),

pipety (Eppendorf, Némecko),

Spicky (Eppendorf, Némecko),

magneticka michacka MS-3000 (Biosan, USA),

pH testovaci prouzky 0,0 — 6,0 (Sigma-Aldrich, Némecko),

pH testovaci prouzky 0,0 — 14,0 (Sigma-Aldrich, Némecko),

rota¢ni michacka multi-rotar PRS-22 (Biosan, USA),

centrifuga 5702 (Eppendorf, Némecko),

centrifuga Mini Spin (Eppendorf, Némecko),

centrifuga IEC CL31R Multispeed (Thermo, USA),

ThermoMixer comfort (Eppendorf, Némecko),

koncentrator plus (Eppendorf, Némecko),

spektrofotometr WPA Lightwave Il. (Biochrom, USA)

systém nanokapilarni chromatografie (nLC) (RSLCnano3000, Dionex, Thermo, USA) s
tandemovou hmotnosti detekci Q-TOF vybavenou ionizaci elektrosprejem (ESI) (UHR-Q-
TOF maXis, Bruker Daltonics, Némecko)
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3.3  Metody

3.3.1 Nativni extrakce proteint z bunééné linie MCF-7

Nadorové buriky z linie MCF-7 byly rozsuspendovany v 550 pl lyza¢niho pufru (LB —
slozeni viz. Tabulka 1; 1,1 ml LB na 60*10° bunék) a ponechany na ledu. Smés byla 15x
promichana injekéni stiikackou za Gc¢elem naruSeni bunéénych membran a 30 minut
inkubovana na ledu v chladové mistnosti. Lyzéty byly pfeneseny do ¢istych mikrozkumavek
anasledné 10 minut centrifugovany pti 4 °C na 15 000 x g. Po centrifugaci byly supernatanty
preneseny do Cistych mikrozkumavek a 20 minut centrifugovany pii 4 °C na 20 000 x g.
Supernatanty byly pieneseny do ¢istych mikrozkumavek a umistény na led do chladové
mistnosti. Lyzéaty byly rozdéleny na alikvoty po 400 pl, zamrazeny tekutym dusikem a

skladovany pii -80 °C. Pro stanoveni koncentrace lyzatu byl pouzit 2D-Quant Kit.

Tabulka 1. Slozeni LB. Uprava pH LB na hodnotu 7,5 byla provedena ptidavkem hydroxidu
sodného. Inhibitory byly ptidany té€sné pted pouzitim pufru.

Slozka Koncentrace
HEPES 25 mM
MgCI2 1,5mM
CaCl2 1,5mM
NaCl 100 mM
Glycerol 5%
Igepal 0,20%
Inhibitory ~ Koncentrace
NaF 25 mM
Na3vO4 1 mM
PMSF 1 mM

Roche c. 200 I na 10 mi
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3.3.2 Purifikace proteinii pomoci afinitni chromatografie

Afinitni purifikace proteinového extraktu byla provedena ve tfech opakovanich za pouziti
dvou typt imobilizovanych ligandi: MK-613 (neaktivni ligand) a MK-617 (aktivni ligand)
(Obr.12).

i i
>—0 0}
HO ., g W & )L
HO' Aktivni MK-617 Neaktivni MK-613
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© C29H45NOg Ca9H4sNO7
MW: 551,6689 MW: 519,6701

Obr. 12. Struktury ligandd MK-617 [1-(2a,3a-dihydroxy-6-0xo-5a-androstan-17p-yl)-N-
(tert-butoxykarbonyl)-L-glutamat] a MK-613 [1-(6-oxo-5a-androstan-17p-yl)-N-(tert-
butoxykarbonyl)-L-glutamat].

Jako vychozi latka pro piipravu ligandi MK-613 a MK-617 byla zvolena MK-349
(Obr. 13) z toho divodu, Ze se jedna o aktivni latku, ktera vykazuje u¢inek na nadorovych
liniich MCF-7, ktera ale neobsahuje linker pro navazani. MK-613 je vychozi latce strukturné

podobna, ale je neaktivni, a proto byla pro experiment zvolena jako negativni kontrola.

0]
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Obr. 13. Struktura pivodni G¢inné latky bez linkeru pro navazani, MK-349 [(2a,3a-
dihydroxy-6-0xo-5a-androstan-17p-yl)-N-(tert-butoxykarbonyl)-L-valinat].

Do mikrozkumavek bylo napipetovano 70 pl gelu ve 20% etanolu. Gely byly
centrifugovany po dobu 2 minut pii 800 rpm a poté ponechany 6 minut stat. Byl odpipetovan
supernatant a ke gelim byl pfidan 1 ml promyvaciho pufru 1 (WB1; 25mM HEPES
s 100mM chlorid sodny, pH 7,5). Gely byly 2 minuty tfepany, poté centrifugovany po dobu

2 minut pti 800 rpm a znovu ponechany 6 minut stat, a nakonec byl odpipetovan WBL.
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Promyvani byly opakovano jesté 2x, ale namisto WB1 bylo pouzito 800 pl LB (sloZeni viz.
Tabulka 1). Po odstranéni LB byl na gely nanesen objem lyzatu odpovidajici 300 ug
proteint, ktery byl doplnén LB do 200 pl. VVzorky byly inkubovany v chladové mistnosti po

dobu 2 hodin za stalého michani v rotaéni michadce.

Biorad kolony byly tésn¢ pied nanesenim vzorkt 2x promyty 1 ml WB1, ¢imz byly
aktivovany. Vzorky byly z mikrozkumavek ptfeneseny na kolony a mikrozkumavky byly
vymyty 800 pl LB. Na kolony bylo postupné napipetovano 800 pl LB, 2x 1 ml WB1 a 2x 1
ml promyvaciho pufru 2 (WB2; 25mM HEPES, 100mM chlorid sodny a 0,5uM EDTA, pH
7,5). Spicky kolon byly pied prenesenim do mikrozkumavek omyty WB2. Mikrozkumavky
s kolonami byly 0,5 minuty centrifugovany na 200 x g. Kolonky byly pfeneseny do
tlustosténnych vialek s predlozenymi 62,5 ul 1M TEAB a proteiny z nosi¢e byly eluovany
ptidavkem 250 pl 100mM kyseliny mravenci. Eludty byly zamrazeny v tekutém dusiku a
skladovany pti -80 °C.

3.3.3  Stépeni v roztoku

Ke smeési eluovanych proteini bylo pfipipetovano 6 pl redukéniho cinidla (500mM
dithiothreitol) a vzorky byly inkubovany v Thermomixeru po dobu 60-ti minut p#i 56 °C a
500 rpm. Ke smési bylo pote ptipipetovano 17,5 ul alkylaéniho ¢inidla (1M jodoacetamid
v 0,1M TEAB) a vzorky byly inkubovany v Thermomixeru po dobu 30-ti minut pfi 25 °C a
500 rpm. Po inkubaci bylo zkontrolovano pH (pH > 8) a k vzorku bylo ptidano 1,5 pl roztoku
trypsinu. Vzorky byly inkubovany pies noc v Thermomixeru pii 37 °C. Stépeni bylo
ukonceno pridavkem 12 pl 30% kyseliny trifluoroctové, aby bylo pH < 5.

3.3.4 Cisténi peptidia na SPE mikrokolonkéch (tzv. Stage-tip)

Nejprve byl objem vzorkt odpafen na polovinu pii 60 °C. Stage-tipy byly vytvoreny
z pipetovacich $picek (velikost 20 — 200 pl) a na né¢ kovovou hamiltonkou (vnitini pramér 1
mm) nanesenych dvou diski sorbentu C18. Pfipravené kolony byly vsunuty do otvoru ve
vicku 1,5 ml mikrozkumavky a byly vlozeny do centrifugy. Sorbenty byly aktivovany
ptidavkem 2x 60 pl isopropanolu (Tabulka 2). Poté byly mikrokolony ekvilibrovany 2x 60
pl 85% acetonitrilu a 2x 60 pl 5% k. mravenci. Takto aktivované kolony byly pteneseny do
predem oznacenych ¢istych mikrozkumavek (tzv. Load) a byly na n¢ naneseny vzorky

obsahujici nastépené peptidy, které byly promyty 2x 60 pl 5% kyseliny mravenci. Nasledné
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byla provedena 6-ti krokova eluce vzorkt piidavkem 8%, 12%, 16%, 20%, 24% a 48%

acetonitrilu do prislusnych vialek a roztoky byly odpateny.

Tabulka 2. Postup ¢isténi peptidi na SPE mikrokolonkach.

Aktivace a ekvilibrace C18 kolony

Krok Roztok  Objem (ul) Tihové zrychleni (x g)

Cas (min)
1 iPrOH 2x60 4000 5
2 85%ACN 2x60 2500 5
3 5% FA 2x60 3000 5
Naneseni a promyti vzorku
Krok Roztok  Objem (ul) Tihové zrychleni (x g) s )
1 5% FA 2x60 2500 5

Eluce vzorku

Krok Roztok  Objem (ul)

1 8%ACN 60
12% ACN 60
16% ACN 60
20% ACN 60
24% ACN 60
48% ACN 60

o 01~ WDN

3.3.5 LC-MS/MS analyza a zpracovani dat

Vzorky byly analyzovany pomoci systému nanokapilarni chromatografie (nLC) s
tandemovou hmotnostni detekci Q-TOF s ionizaci elektrosprejem (ESI) pod dohledem Mgr.
Reného Lenobela, Ph.D. Z kazdé frakce byly provedeny celkem 3 nastiiky vzorku o objemu
5 ul. Gradientem eluované peptidy (Tabulka 3) z analytické kapilarni kolony naplnéné
reverzni fazi C18 byly ionizovany pomoci elektrospreje a analyzovany tandemovou
hmotnostni spektrometrii  metodou data-dependent analysis s kolizi indukovanou

fragmentaci iontl v kolizni cele.

Ziskana data byla zpracovana programem MaxQuant software v.1.6.10.43 (Tyanova,
2016) zahrnujici prohledéavaci algoritmus Andromeda (Cox, 2011) s nastavenim parametri
,Bruker TOF*“ (Beck, 2015). Identifikace proteinti byla provedena proti referencni

proteinove databazi pro Homo sapiens stazené z depozitare proteinove databaze UniProt.
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Tabulka 3. Gradientové eluce peptidt z C18 kolony. MF A: 0,1% kyselina mravenéi, MF B:
90 % acetonitril + H>O okyselena na 0,1 % kyselinou mravenci.

Cas (min) MFA (%) MFB (%)

0 95 5
13 95 5
53 75 25
60 65 35
62 45 55
64 15 85

3.3.6 Vyhodnocovani dat z LC-MS/MS

Seznam identifikovanych proteint byl vlozen a editovan pomoci MS Excel. Nejprve byly
proteiny sefazeny podle poctu peptidi identifikovanych ve vSech tiech kontrolnich
pulldownech MK-613. Bylo vybrano 215 proteint, které nemély zadné zastoupeni v MK-
613. Z tohoto nového seznamu byly dale vybrany pouze proteiny, které byly identifikovany
na zaklad¢é minimalné 3 razor a unique peptidi. Z téchto proteinil byly odstranény ty, které
nebyly zastoupeny ve vSech tfech pulldownech MK-617. Takto bylo z celkového poétu 1508
proteint identifikovanych ve vSech provedenych puldownech vybrano 34 (2,25 %), se

kterymi byla provedena dal$i analyza.

Se seznamem téchto 34 proteind byla provedena gene ontology (GO) analyza s
vyuzitim PANTHER Overrepresentation Testu typu FISHER (geneontology.org) a proteiny
byly rozdéleny do kategorii dle jejich zapojeni v biologickych procesech. Seznam proteinti
byl také vlozen do proteinové databaze UniProt (https://www.uniprot.org), kde byly ziskany

obecné informace o funkcich proteintt v organismu. Pro vice informaci o funkcich byla
provedena dopliiujici PANTHER GO-Slim analyza. Taktéz byla provedena analyza pomoci

databdze STRING (https://string-db.org/) za G¢elem zjisténi, zda dochazi k interakcim mezi

vybranymi proteiny.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Extrakce proteini zZ bunécné nadorové linie MCF-7

Prvnim cilem diplomové prace byla nativni extrakce proteini z bunééné nadorové linie
MCF-7, k ¢emuz byl pouzit lyza¢ni pufr. Jeho slozeni bylo uzptisobeno tak, aby nedochazelo
K naruSeni tercialni struktury proteind. Soucasti pufru byly soli chloridu hofe¢natého a
vapenatého, jejichz kationty maji funkci kofaktor, které stabilizuji proteiny, dale igepal CA
630, neionogenni detergent, zvysujici rozpustnost proteinti a HEPES potiebny pro udrzovani
pozadovaného pH. K pufru byly pfidany také inhibitory protedz, aby nedochéazelo

k enzymatickému $té€peni proteini v extraktu.

4.2 Stanoveni koncentrace bunééného lyzatu

Pomoci 2D-Quant kitu byla stanovena koncentrace proteinii v bunééném lyzétu. Byla
pfipravena kalibra¢ni fada roztokit BSA o znamych koncentracich a poté byla zméfena
hodnota absorbance téchto roztokti a vzorku bunééného lyzatu pii 480 nm (Tabulka 4). Byl

sestrojen graf zavislosti absorbance na koncentraci proteint ve standardu BSA (Obr. 14).

Tabulka 4. Namé&fené hodnoty absorbance standardu BSA a vzorku.

Koncentrace BSA (g) A B Primér A + B
0 0,723 0,738 0,731
10 0,716 0,717 0,717
20 0,667 0,652 0,660
30 0,590 0,575 0,583
40 0,503 0,511 0,507
50 0,483 0,475 0,479
Vzorek 0,387 0,358 0,373
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Obr. 14. Zavislost absorbance na koncentraci proteinti ve standardu BSA pti vinové délce

480 nm.

Z rovnice regrese y = - 0,0056x + 0,7527 byla vypocitana koncentrace proteind ve

y—0,7527
(~0,0056)

vzorku dosazenim hodnoty absorbance za y. Z rovnice x = bylo vypo¢itano, ze

ve 20 pl lyzatu bylo obsazeno 67,81 g proteinti, coz odpovida 3,39 ug proteint/pl.

4.3  Afinitni purifikace proteint

Druhym cilem prace byla afinitni purifikace proteind. Pouzity afinitni gel obsahoval nosi¢
(preaktivovana sephar6za) s navazanym ligandem (2 analogy steroidt): MK-613 (neaktivni),
ktery slouzil jako negativni kontrola a MK-617 (aktivni). Vychozi latkou pro jejich syntézu
byl MK-349.

MK-349 [(2a,3a-dihydroxy-6-0xo-5a-androstan-17p-yl)-N-(tert-butoxykarbonyl)-
L-valinat] (téz BR4848) je synteticky analog brassinosteroidui, ktery byl Rarovou a kol.,
2018 pouzit na panelu nadorovych bunéénych linii pro charakterizaci jeho antiproliferativni
aktivity. Screeningovy panel rakovinnych bunéénych linii zahrnoval: T-lymfoblastickou
leukémii CEM, epiteloidni karcinom délozniho ¢ipku HeLa, chronickou myeloidni leukémii
K562, karcinom prostaty LNCaP, adenokarcinom prsu MDA-MB 468, mnohocetny myelom
RPMI 8226 a mimo jiné i karcinom prsu MCF-7 (citlivy na estrogeny), ktery byl pouzit pro
extrakci proteint v diplomové praci. U HelLa bunék BR4848 indukoval apoptdzu
prostiednictvim modulace antiapoptickych proteini a inhiboval bunéénou proliferaci a
vykazoval U¢inek na nadorovych liniich MCF-7, u kterych bylo studovano zapojeni

nadorovych proteint do steroidni signalizace.
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4.4 Cisténi peptidi na SPE-mikrokolonach

Eludty ziskané po AC byly frakcionovany za udelem zvySeni citlivosti analyzy na
hmotnostnim spektrometru. V rané fazi experimentu byla pro tyto ucely vybrana C18
reverzni kolona, ktera byla nejprve aktivovana isopropanolem, poté ekvilibrovana 80%
acetonitrilem a 5% kyselinou mravenci, nasledovalo naneseni vzorkl a pouziti gradientu
acetonitrilu (8, 12, 16, 20, 24 a 48%). Pti pouzivani C18 kolony trvala eluce peptida bud'to
velmi dlouho, nebo byla neuspésna, dochazelo totiz k ucpavani kolony, a tedy ke ztraté
vzorku. Vzhledem k charakteru (hustot¢) vzorkt byla nakonec pouzita metoda frakcionace

na Stage-tip mikrokolonach, které se ukazaly jako vhodnéjsi volba.

4.5 Vyhodnocovani dat z LC-MS/MS
Seznam identifikovanych proteinli byl vloZen a editovan pomoci MS Excel. Nejprve byly

vybrany proteiny, které nemély zadné zastoupeni v kontrolnich puldownech MK-613, z nich
byly odstranény proteiny bez zastoupeni ve vSech tfech pulldownech MK-617 a nakonec
byly vybrany proteiny, které byly identifikovany na zakladé minimalné 3 razor a unique
peptidi. Z celkového mnozstvi 1508 proteini ve vSech realizovanych puldownech bylo
vyselektovano 34 (2,25 %) (Tabulka 5).

Tabulka 5. Proteiny zachycené vyhradné na afinitnim gelu s ligandem MK-617. Proteiny
jsou sefazeny dle poctu detekovanych razor/unique peptidl, coz odpovidd mife jejich
obohaceni.

Nazev proteinu Nazev genu MW (kDa)
Pyruvate kinase PKM 57,936
Transferrin receptor protein 1, serum form TFRC 84,870
Catechol O-methyltransferase COMT 30,037
UDP-glucose 6-dehydrogenase UGDH 55,023
Probable ATP-dependent RNA helicase DDX6 DDX6 54,416
Glycine--tRNA ligase GARS 69,931
Glutathione S-transferase Mu 3 GSTM3 26,559
Serine--tRNA ligase, cytoplasmic SARS 61,312
Secl family domain-containing protein 1 SCFD1 72,379
DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1 DNMT1 179,160
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B HNRNPAB 30,302
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PCTP-like protein

40S ribosomal protein S9

Biliverdin reductase A

Leucine-rich repeat-containing protein 47
Protein RCC2

B-cell receptor-associated protein 31
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L
Eukaryotic translation initiation factor 4H
RAC-Alpha Serine/Threonine-Protein Kinase
Methionine aminopeptidase 2

Serine hydroxymethyltransferase, mitochondrial
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein DO
Obg-like ATPase 1

Spermidine synthase
Phosphoribosylaminoimidazole carboxylase
Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial
Bifunctional purine biosynthesis protein PURH
GMP synthase [glutamine-hydrolyzing]
ATP-citrate synthase

UV excision repair protein RAD23 homolog B
Neuroblast differentiation-associated protein
AHNAK

Leucine-rich repeat-containing protein 59

5-3 exoribonuclease 2

STARD10
RPS9
BLVRA
LRRC47
RCC2
BCAP31
HNRNPL
EIF4H
AKT1
METAP2
SHMT?2
HNRNPD
OLAl
SRM
PAICS
ECHS1
ATIC
GMPS
ACLY
RAD23B

AHNAK
LRRC59
XRN2

16,004
22,591
33,428
63,472
56,084
15,979
35,904
27,058
58,212
48,876
25,676
23,811
44,743
33,824
47,079
31,387
64,615
76,715
120,840
43,171

629,090
34,930
108,580

Vyse uvedeny soubor 34 proteinti by se mél skladat z proteind interagujicich s

ligandem MK617. Vzhledem k ucinku této latky na pfibuzné procesy spojené s rozvojem

rakovinného bujeni, se da oc¢ekavat, ze tyto identifikované proteiny budou také projevovat

vy$$i miru vzajemnych interakci, nez by bylo mozné pozorovat u ndhodného souboru

proteind z dané¢ho typu vzorku.
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Za Ucelem zjisténi, zda dochazi k interakcim mezi vybranymi proteiny, byla provedena
analyza pomoci databaze STRING (https://string-db.org/) (Obr. 15.)
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Obr. 15. STRING protein-protein interakéni sit’ vybranych proteint.

Vysledkem bylo celkem 44 vykazanych interakci, coz piedstavuje vice neZ

dvojnasobné mnozstvi oproti mite predpokladané u ndhodného vzorku.
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Vybrané proteiny byly pomoci GO analyzy s vyuzitim PANTHER Overrepresentation Testu
typu FISHER rozdéleny do kategorii podle jejich zapojeni v biologickych procesech
(Tabulka 6).

Tabulka 6. MK-617 purifikované proteiny rozdélené pomoci GO analyzy do kategorii
podle jejich zapojeni v biologickych procesech. Hodnota fold Enrichment vyjadiuje
obohaceni oproti referen¢ni databazi proteomu Homo sapiens (GO Ontology database
Released 2022-03-22). Zobrazeny jsou kategorie s fold Enrichment > 5.

GO biological process fold Enrichment  raw P value
'de novo' IMP biosynthetic process > 100 3,73E-07
'de novo' XMP biosynthetic process >100 5,32E-07
purine nucleobase biosynthetic process > 100 6,86E-09
'de novo' AMP biosynthetic process >100 7,31E-07
GMP biosynthetic process > 100 2,09E-08
tetrahydrofolate biosynthetic process > 100 9,99E-05
brainstem development > 100 1,25E-04
tRNA aminoacylation for protein translation 42,03 6,04E-05
10,45 4,18E-06

regulation of translation
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http://amigo.geneontology.org/amigo/term/GO:0006417

Dulezitost IMP je ilustrovana na obr. 16. IMP je zakladnim prekurzorem pro syntézu
XMP, GMP, AMP a je nezbytny pro tvorbu purinovych bazi, které maji souvislost

s rozvojem nadoroveho bujeni.

coo o ATP AMP
) GDP Asp NAD '\AI{H Gln  Glu
NH; fumarit HN COO Pi GTP 0] H0 H o H:0 PP o]
N N ) i N N ) N NH ; - NH § 3 ) N NH
NN ADSL N-N ADSS NN IMPDH N7"N"%0 GMPS NN “NH:
RSP RSP RSP rsp H RSP
AMP AMPS IMP XMP GMP

Obr. 16. IMP jako prekurzor pro syntézu purinovych bazi (pievzato a upraveno z Pedley,
2017).

ADSL = adenylosukcinat lyaza, ADSS = adenylosukcinat syntaza, IMPDH = IMP dehydrogenaza,
GMPS = GMP syntaza, APRT = adenin fosforibosyl transferaza, HPRT = hypoxantin-guanin
fosforibosyl transferaza, PRPP = fosforibosyl pyrofosfat

Neomezena bunécéné proliferace je charakteristickym znakem rakoviny. Puriny
jsou nejhojnéj$imi metabolickymi substraty pro Zivé organismy (substraty nukleovych
kyselin, koenzyml), jsou nezbytné pro proliferaci nadorovych bunék a slouzi jako
modulatory reakce imunitnich bunék a k uvoliiovani cytokint, coz se zna¢né podili na
rozvoji onkogeneze. V nadorovych bunkéach jsou indikovdny vysoké koncentrace

purinovych metabolitd (Yin, 2018).

Dnes jsou na trhu dostupna terapeutika tzv. ,,purinové antimetabolity*. Jedna se 0
proléciva, ktera slouzi k zastaveni replikace DNA a indukci apoptézy. Mnohé z téchto
terapeutik jsou ale toxické pro zdravé buiiky, a proto jsou i nadale hledany nové zptisoby
inhibice rozvoje rakoviny (Pedley, 2017). Taktéz bylo prokazano, ze metabolismus
purintl, zejména guanylatd, zprostfedkovava rezistenci glioblastomu (nej¢asté;si agresivni
nador mozku u dospélych) na radiaci. Purinové metabolity rezistenci zpisobuji tak, ze

podporuji opravu zafenim indukovanych dvoufetézcovych zlomt DNA. Naopak samotna
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syntéza purini pfispiva k agresivnimu chovani glioblastomu a dalSich typti rakovin (Zhou,
2020).

Z vyse uvedenych informaci vyplyva, ze zaméfeni se na metabolismus purint
mize slouzit jako potencialni terapie u nadorovych onemocnéni. Pokud by byla zvysena
degradace purinti dochazelo by k omezeni jejich dostupnosti pro syntézu nukleotidi, ¢imz
by byla inhibovana buné¢na proliferace rakovinnych bunék. Stejné tak inhibice syntézy

purinti mize byt slibnou strategii, jak pfekonat rezistenci nadoru k terapii.

Seznam vybranych 34 proteini byl dale vloZen do proteinové databaze UniProt za téelem
ziskani informaci o jejich funkcich v organismu. Bylo zji§téno, ze zachycené proteiny se
ucastni napiiklad reparace DNA, podileji se na regulaci translace, proliferace a angiogeneze,
jsou zapojeny do reakce organismu na estrogeny, tumor supresorové faktory a ovliviuji

apopticky proces nebo se ho pfimo ucastni (procentové rozlozeni viz obr. 17).

K ziskéni podrobné&jsich informaci o proteinech a jejich zapojeni do konkrétnich
signalnich drah byla provedena dopliujici PANTHER GO-Slim analyza (Obr. 18).
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Obr. 17. Funkce proteint v biologickych procesech a jejich procentudlni zastoupeni.
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Vyznamné obohacenymi proteiny na afinitnim gelu s ligandem MK-617 byly
pyruvat kindza PKM (PKM), transferinovy receptor 1 (TFRC) a katechol O-methyl
transferaza (COMT), jejichz ptitomnost je relevantni vzhledem k souvislosti s rakovinovym

bujenim.

Pyruvat kindza PKM je kli¢ovy enzym glykolytické drahy, ktery pfeméfuje
fosfoenolpyruvat (PEP) na pyruvat za vyuziti 1 molekuly ATP. Pyruvat kinaza se vyskytuje
ve 2 izoformach PKM1 a PKM2 v lidskych fibroblastech. Fibroblasty exprimujici PKM1
vykazuji zvySenou sekreci laktatu, ktery slouzi jako zdroj vysokoenergetickych Zivin pro
podporu rastu epitelu nadoru. Pti expresi PKM2 se zvySuje tvorba ketolatek, které slouzi

jako zdroj energie pro nadorové bunky v ptipadé nedostatku zivin (Chiavarina, 2014).

Nedavné studie ukazaly, ze transferinovy receptor 1 (TFRC) je nadmérné
exprimovan v nddorovych butikach prsu, zejména pii nedostatku zeleza. Bylo prokazano, ze
nékteré experimentalni 1éky a protilatky cilené na transferinovy receptor vykazuji silné
protinadorové ucinky a mize tak byt vyuzit jako potencialni molekularni cil pro diagnostiku
a 1é¢bu rakoviny (Shen, 2018).

Katechol O-methyl transferdza (COMT) se podili na biosyntéze adrenalinu a
noradrenalinu a je soucasti signalni drahy zprostiedkované dopaminovym receptorem. Hraje
roli v metabolismu estrogenti prostfednictvim inaktivace katecholestrogenti. Inaktivace
snizuje rakovinotvorny potencial metabolith a soufasné¢ zvySuje mnozstvi 2-
methoxyestradiolu, o kterém je zndmo, ze ma ochranny ucinek proti tvorbé nadort. 2-

methoxyestradiol vykazuje také silnou apoptickou aktivitu (Lakhani, 2003).

DalSim proteinem, jehoz zapojeni do rozvoje nadorovych onemocnéni je pfedmétem
mnoha studii je také RAC-alfa serin threonin kindza (AKT1). Tato kinaza je sou¢asti mnoha
signalnich drah, naptiklad receptoru pro epidermalni rustovy faktor (EGFR), endotelinové
drahy, drahy receptoru FAS patiiciho do rodiny TNF receptort (TNF — tumor nekrotizujici
faktor), drahy fibroblastového ristového faktoru (FGF), drahy receptoru uvolnujiciho
gonadotropin, drahy interleukinové signalizace, drahy PI3 kinadzy, drahy onkogenu Ras,
drahy vaskularniho endotelialniho rastového faktoru (VEGF) a drahy tumor supresoroveho
proteinu p53. Kindza se mimo jiné ucastni aktivace T-bunék, podili se na angiogenezi,
apoptickych pochodech a vyznamné ovliviiuje proliferaci a migraci nadorovych bunék
(Alwhaibi, 2019).
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Dalsimi zajimavymi proteiny jsou 5-3 exoribonukledza 2 (XRNZ2), ktera se podili na
replikaci DNA. Glycin-tRNA ligaza (GARS), GMP syntdza (GMPS) a protein PURH
(ATIC) se podileji na de novo syntéze purinu, coz ma, jak jiz bylo zminéno dfive, souvislost
s proliferaci nadorovych bun¢k. ATP-citrat syntaza (ACLY) se ucCastni metabolismu
pyruvatu a je zapojena do biosyntézy cholesterolu, serin hydroxymethyl transferdza
(SHMT2) se zase podili na biosyntéze serinu a glycinu. Enoyl-CoA hydrataza (ECHSL1) se
ucastni pfemény sukcindtu na propionat a je zapojena do metabolismu lipida a B-oxidace
mastnych kyselin. Tyto proteiny svymi funkcemi umoznuji rast nddoru, jelikoz jsou zdrojem

potiebnych Zivin a energie.

Jelikoz byla jako biologicky material k experimentiim pouZita nadorova linie MCF-
7, tak bylo o¢ekavano, ze provedena GO analyza potvrdi interakci ligandu s proteiny, které
maji souvislost s rozvojem nadorovych onemocnéni. Ocekavany byl Gcinek proteinti na
fizeni oprav DNA, bunééné proliferace a angiogeneze, které byly ovlivnény bud’to pozitivné
nebo negativné. Stejné tak nebyla piekvapiva ani jejich reakce na pritomnost leukemickych

a nadorovych faktort a jejich zapojeni v signélnich drahach p-53, VEGF, FAS a dalsich.

Puvodni ptedpoklad, ze s ligandem MK-617 budou piednostné interagovat proteiny,
které jsou zapojeny do ER signalizace, byl potvrzen jen ¢asteéné. Tato piedstava vznikla na
zakladé znalosti toho, Ze plivodni struktura MK-349, ktera byla pouZita pro syntézu ligandd,
byla aktivni mimo jiné na MCF-7 liniich (jednd se o ER exprimujici karcinom). Z 34
identifikovanych proteini se do ER signalizace zapojuji jen 2 proteiny, katechol O-methyl
transferaza (COMT) a glutathion S-transferaza Mu 3 (GSTM3). Nabizi se tedy vysvétleni,
ze ligand interaguje spiSe s proteiny s obecnéj$im vlivem na rozvoj nadord, mimo jiné
karcinomi neexprimujicich ER. Tyto karcinomy maji velmi $patnou prognézu a medikace

vvvvvv

obvykle vyuzivanou hormonalni terapii.
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5 Zavér

V ramci diplomové prace byla vypracovana literarni reSerSe na téma Afinitni purifikace
proteint z nadorové linie MCF-7 interagujicich s potencialnimi steroidnimi kancerostatiky.
V teoretické ¢asti jsou shrnuty znamé informace o steroidnich hormonech a jejich vyznamu
vV rozvoji nadorovych onemocnéni, estrogenovych receptorech, proteinech a afinitni

chromatografii.

V experimentalni ¢asti byla provedena nativni extrakce proteini z nddorové linie
MCF-7, jejichz izolace byla uspé$na pro provedeni dalSich experimentti. Proteiny byly
purifikovany s vyuzitim afinitni chromatografie a byly frakcionovany za téelem zvyseni
citlivosti analyzy pomoci LC-MS/MS. Na zakladé stanovenych analytickych parametra bylo
vybrano 34 proteind, se kterymi byla provedena GO analyza, pomoci které byly proteiny
rozd€leny do kategorii dle jejich zapojeni v biologickych procesech. Dalsi informace 0
funkcich proteinti v organismu byly ziskany prostiednictvim proteinové databdze UniProt a
z dopliujici PANTHER GO-Slim analyzy.

Gene ontology analyza odhalila signifikantni obohaceni proteinti zapojenych do
metabolismu purina (IMP, XMP, GMP a AMP), které maji souvislost s rozvojem
rakoviny, jelikoz hraji vyznamnou roli v proliferaci nddorovych bunék. Zaméteni se na
jejich metabolismus by mohlo v budoucnu slouzit jako potencidlni terapie k 1é¢bé
nadorovych onemocnéni. Stejné tak inhibice syntézy purint piedstavuje slibnou strategii

Kk ptekonani rezistence nadora k terapii.

Byla prokéazana relevance mezi zachycenymi proteiny a jejich souvislosti s rozvojem
nadorovych onemocnéni. Proteiny maji vliv na replikaci DNA, proliferaci a angiogenezi,
reaguji na piitomnost nadorovych a leukemickych faktort, jsou zapojeny v signalnich
drahach p53, VEGF, FAS aj. Vyznamn¢ obohacené proteiny pyruvat kindza a transferinovy
receptor jsou exprimovany v nadorovych bunkach a podporuji jejich rist, zatimco katechol

O-methyltransferdza ma protektivni u¢inek.

Nebyl potvrzen ptedpoklad, Ze proteiny interagujici s aktivni latkou MK-617 jsou
primarné zapojeny do ER signalizace. 1 ptes to maji vysledky potencial a do budoucna by
bylo vhodné zopakovat experiment s jinymi typy nadorovych linii, které neexprimuji ER,

ptipadné¢ zopakovat experiment v kombinaci s MK-617 s inhibitory ER.
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