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Abstrakt

K-ras protein je zndmym markerem rakovinovych onemocnéni, jelikoz je nachdzen u
mnoha typti nddorti v mutované form¢. Znalost typu mutace ma vyznam pro cilenou 1é¢bu, ale
mohla by slouzit i jako prediktor prognézy pacienta. Existuji metody pro zjiSténi mutace na
genové urovni. Pfitomnost genu ale nemusi znamenat skute¢nou pfitomnost proteinu v burce.
Jedinou cestou pro zjisténi pfitomnosti proteinu v bunikach je proteomika.

Soucasti prace je literarni reserSe, ktera se zabyva vlastnostmi K-ras proteinu a jeho
funkci v buiice spolu s cilenou 1é¢bou jak na samotny protein, tak jeho downstreamové cile.
Soucasné predstavuje proteomiku jako samostatny védni obor a hmotnostni spektrometrii jako
jeji hlavni néstroj.

V ramci praktické ¢asti byly navrzeny Ctyfi pfistupy pro zpracovani proteinovych
vzorkll za Gc¢elem identifikace mutaci na K-ras proteinu pomoci LC-MS analyzy. Pouzité
pfistupy zahrnovaly vyuZziti SDS-PAGE, imunoprecipitace proteint na magnetickych kulickach
s imobilizovanym proteinem A nebo proteinem G a metodu FASPXFAST, zahrnujici filtraci
pres membranové filtry. Na zaklad¢ prvotnich vysledkl analyzy lyzatt bunécné linie CCRF-
CEM, byl nasledné zvolen optimalni ptistup pro identifikaci mutace na K-ras proteinu u jinych
buné&¢nych linii. Imunoprecipitace na magnetickych kulickach s imobilizovanym proteinem A
byla pouzita pro analyzu média, v kterém byly inkubovéna bunécna linie CCRF-CEM. Pouze
dva pfistupy se v navrzené metodice ukazaly jako aplikovatelné — SDS-PAGE a
imunoprecipitace na magnetickych kuli¢kach s proteinem A. Navrhy pro dal$i vylepSeni

jednotlivych metod jsou zahrnuty v diskuzi.



Abstract

K-ras protein is a well-known tumor-specific marker. Its mutated form is commonly
found in many human cancers. Knowledge of the mutation type is important for the targeted
therapy or it can be used as a prognosis predictor in patients. Genetic methods for determination
of the K-ras mutations have been developed. The presence of the mutated gene does not always
mean the presence of the protein in the cells. To confirmation of the presence of the protein can
be done only by proteomics.

The properties of the K-ras protein and its function in the cell are presented in the Thesis.
Terapies targeted against K-ras or its downstream targets are described as well. Concurrently,
the proteomics is presented as an individual discipline with the mass spectrometry as its major
tool.

In Diploma Thesis were designed four approaches for a protein sample processing
method in order to identify the mutations of K-ras protein by LC-MS analysis. The designed
approaches were comprised of the SDS-PAGE, the immunoprecipitation on the magnetic beads
with immobilized protein A or protein G and the FASPXFAST method with the filtration
through the membrane filters. Based on the results obtained by the analysis of the cell lysate of
the CCRF-CEM cell line, the optimal approach for the identification of the K-ras protein
mutation was selected for the analysis of other cell lines. The immunoprecipitation on the
magnetic beads with immobilized protein A was used for the analysis of the cell medium in
which the CCRF-CEM cells were incubated. Only two approaches were proven to be applicable
- the SDS-PAGE and the immunoprecipitation on the magnetic beads with immobilized protein
A. The suggestions for the next improvements for all protein sample processing methods are

included in the discussion.
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. TEORETICKA CAST

1. K-ras protein

1.1. Struktura a funkce

K-ras protein se fadi do vysoce homologni skupiny piiblizné 21 kDa velkych,
monomernich a membranové vazanych GTPas. Skupina proteinti p21 Ras (Ras proteiny ve
frakci 21 kDa) zahrnuje H-, N- a K-ras protein (obr. 1), ktery je tvofen dvéma alternativné
stfizenymi isoformami 4A a 4B s riznymi C-koncovymi sekvencemi, vyznamnymi pro
posttransla¢ni modifikace. Ras proteiny mezi sebou sdili piiblizné 85 % sekvencni homologie.
Na zaklad¢ sekvencni homologie byla vyclenéna i $ir$i Ras superrodina, kam patti R-ras, M-
ras, TC21, RaplA, RaplB, RalA a RalB, které sdili 40 — 50 % homologie (Ehrhardt A., 2002).
Celkové ras superrodina zahrnuje pies 150 malych GTPés. Ras geny maji jednu spolec¢nou
vlastnost a to potencialni schopnost transformovat buiiky. Jsou analogii onkogenim viru
Harveyho a Kirstenova sarkomu (H- a K-ras) (Chang E. H., 1982) a onkogenu izolovaného
z neuroblastomu (N-ras) (Shimizu K., 1983). Tyto proteiny funguji jako molekularni pfepinace,

vysilajici signdly z mimobunééného prostiedi do nitrobuné¢ného.
Obr. 1: Trojrozmérna struktura K-ras proteinu (Jancik, S., 2010)

tepinac |
Prepinac -

Prepinac Il

(Prepinac I, aminokyseliny 30 — 38 — zvyraznén Zluté, prepinac II, aminokyseliny 59 — 67 — zvyraznén cervené,

GTP P-smycka, aminokyseliny 10 — 16 — zvyraznéna zelené)



1.1.1. Struktura

Ras proteiny jsou tvofeny 188 aminokyselinami (H-, N-ras a K-ras4A), zatimco K-
ras4B ma jednu dodate¢nou aminokyselinu (Barbacid M., 1987) a je v lidskych bunkach vice
exprimovany (Jancik, S., 2010). V celé skupin€é jsou aminokyseliny 1-165 vysoce
konzervativni, kdezto koncovych 25 aminokyselin je vyrazn¢ proménnych. Konzervativni ¢ast
zahrnuje motivy dilezité pro funkci proteinu vcetné¢ GTP vazebné domény, domény pro
navazani efektoru a smycek piepinace | a 11, odpovédnych za interakci s guaninnukleotidovym
vyménnym faktorem a GTPasu aktivujicim proteinem. Protein zaujima rizné konformace podle
toho, zdali vaze GDP nebo GTP. Tento fakt potvrdila i rentgenova krystalova difrakce (Dykes
D. C., 1993; Dykes D. C., 1992). Konforma¢ni zmény jsou pravdépodobné dilezité pro
interakci s GDP/GTP vyménnymi faktory a aktivujicimi proteiny (Margarit S. M, 2003; Boriak-
Sjodin P. A., 1998). Variabilni C-konec nese sekvenci vyznamnou pro posttranslaéni
modifikace. Zejména seskupeni CAAX je odpovédné za lipidovou modifikaci, ktera uréuje
lokalizaci proteinu v burice. K-ras4A a 4B se v tomto seskupeni 1i$i, a proto u nich pozorujeme
odlisné modifikace (Jackson J. H., 1994).

Rada mutaci genu pro ras protein jej trvale aktivuje. U lidskych nadorti se nejéastéji
vyskytuji bodové mutace na kodonu 12, 13 a 61. Mutace na téchto mistech vede k nete¢nosti
Ras proteint k hydrolyze GTP na GDP, iniciované GTPasu aktivujicimi proteiny. Ras tedy
,Zamrzd“ v aktivovaném stavu (Jancik, S, 2010). Na pozici 12 dochazi k zaméné glycinu za
asparagovou kyselinu, alanin, arginin, serin, valin nebo cystein a na pozici 13 za asparagovou
kyselinu (Jancik, S., 2010). Nalezeny byly i mutace na jinych mistech — 10, 11, 15, 18 a 22, ale
jejich biologicky vyznam neni dosud jasny (Friday B. B., 2005).



1.1.2. Posttransla¢ni modifikace

U Ras proteinti probiha vicestupniova posttranslaéni modifikace (Sebti, S. M., 2004).
V butice je nutné nasmérovat Ras protein na membranu, jelikoz lokalizace na membrané je
esencialni pro jeho funkci. Ras proteiny jako takové jsou malé a hydrofilni. Posttransla¢ni
modifikace Ras proteinti probiha ve &tyfech krocich (obr. 2), kdy dochazi ke zvyseni jejich
lipofility.

V prvnim kroku podléhaji prenylaci — pfipojeni farnesylové skupiny (F) na C-konec,
ktera je katalyzovana farnesyltransferasou (FT-asa). Pokud je tento enzym inhibovan, muze
dojit k navéazani geranylgeranylové skupiny (GG) diky geranylgeranyltransferase typu |
(GGTasa-1). Ob¢ transferasy rozeznavaji specificky CAAX motiv (C = Cys, A = alifaticka
aminokyselina — Leu, Ile ¢i Val, X = Met, Ser, Leu ¢i Gln) pfitomny na kazdém z Ras proteini
(Friday B. B., 2005). Koncova aminokyselina X rozhoduje, jestli probéhne farnesylace nebo
geranylgeranylace (Moores S. L., 1991). Pfi inhibici farnesyltrasnferasy modifikuje GGT-1
pouze K- a N-ras, nikoliv H-ras (Whyle, P., 1997)

Druhy krok posttranslaéni modifikace zahrnuje proteolytické $tépeni koncového AAX
motivu z CAAX protedsou Rcel nebo Afcl (Trueblood, V. L., 2000). Nésledujicim krokem je
karboxymethylace zprostiedkovana specifickou transferdsou pres s-adenosylmethionin
(Clarke, S., 1992). V poslednim ¢tvrtém kroku dochazi k palmitoylaci SH skupiny cysteinovych
zbytkd v blizkosti C-konce, kromé& K-ras4B (Resh, M. D., 2004). Tato isoforma K-rasu
dosahuje napojeni na membranu diky elektrostatickym interakcim, umoznénych klastrem

pozitivné nabitych lysinovych zbytka (Jackson, J. H., 1994).



Obr. 2: Posttransla¢ni modifikace Ras proteinti (Konstantinopoulos, P. A., 2007)

2 RAS I-—C——-—L‘—A—A—X
(NRAS, HRAS, KRAS4A)
Plasmaticka membrana
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1.1.3. Ras aktivace a deaktivace

Aktivace Ras drah je komplexni a vede k vyvolani Siroké Skaly stimult. Samotna
aktivace je zahajena riznymi upstreamovymi receptory, jako jsou tyrosinkindsy, integriny,
serpentinové receptory, heterotrimerni G-proteiny a cytokinové receptory (Ghobrial, 1. M.,

2002). Nejlépe popsanou drahou je nejspiSe stimulace Ras proteinu pied tyrosinkinasovy

receptor EGF. Vazba ligandu na EGF receptor indukuje oligomerizaci receptoru, kdy vznikaji



vedle sebe cytoplasmatické katalytické domény a umozni tak spusténi kinasové aktivity, tedy
transfosforylaci (Lemmon, M. A., 1994). Sekven¢ni homologii 2 domén rozeznaji adaptorové
proteiny napi. Grb2, ty nasledné zmobilizuji guaninnukleotidové vyménné faktory — SOS-1 ¢i
CDK25 k bunééné membrané (Schlessinger, J., 2000). Vyménné faktory interaguji s Ras
proteiny v bunécné membrané a vyvolaji u nich zménu konformace, tim i pfeménu GDP na
GTP. Subcelulérni lokalizace vyménnych faktorti se povazuje za klicovou v aktivaci Ras
proteint, jelikoz SOS-1 ¢i CDC25 maji zvySenou schopnost transformovat NIH 3T3 bunky,
pokud jsou konstituné zacilené na buné¢nou sténu (Quilliam, L. A., 1994). Vyzkumy
poukazaly i na skuteCnost, ze draha je obousmérnd, kdy Ras reguluje aktivitu SOS
(Sondermann, H., 2004), coz nejspi$ znamena, Ze regulace tohoto kli¢ového stupné v Ras

signalizaci je mnohem komplexnéjs$i, nez se zpocatku zdalo.

Aktivovany stav Ras proteinti kon¢i s hydrolyzou GTP na GDP. Ras proteiny samy o
sob& maji jistou nizkou GTPasovou aktivitu, ta je stimulovana GTPasu aktivujicimi proteiny —
NF1-GAP/neurofibromin a p120-GAP. Takto je zajiSténa inaktivace Ras proteint (Bernards,
A., 2004) a nedochazi tedy k pfilis dlouhé signalizaci. Vyznam GTPasu aktivujicich proteint
je vyrazny zejména u onkogennich mutaci Rasu, které takika jednotné znemozuji interakci
Rasu s GTPasu aktivujicimi proteiny. NF1-GAP gen je nadorovym supresorem a jeho
dysfunkce vede k neurofibromato6ze typu 1 (Reynolds, R. M., 2003) — klinicka porucha vedouci
k vysokému riziku vzniku optickych gliomd, astrocytomi (mozkovy gliom), nadort nervovych
pouzder, rhabdomyosarkomu (détsky sarkom) a feochromocytomi (neuroendokrinni nador) u
pacientd. ProdlouZena nebo trvala Ras signalizace zapfi¢inéna mutaci, dysfunkci NF1-GAP ¢i

nadmérnou expresi Rasu je klicovym jevem v Rasem indukované onkogenezi.

1.1.4. Ras efektory

Aktivovany Ras protein ovliviluje celou fadu efektort, z nichZ jsou nékteré dobie
popsané. Efektory slouzi k regulaci nescetného mnozstvi bunénych funkei véetné rlstu,
preziti, diferenciace a angiogeneze (tvorba novych cév). Drahy se s hlub§im vyzkumem stavaji
komplexn&jsimi diky rozpoznani dalSich efektori a odkryvanim vzajemné regulace

komunikac¢nich drah (viz obr. 3).
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Nejlépe popsanymi Ras efektory je Raf rodina serin/threoninkinds, do niz patii Raf-1,
A-raf a B-raf. Raf kinasa je klicovy prvek mitogenem aktivované protein kindsové (MAPK)
drahy, zahrnujici RaffMEK/ERK. Po Ras aktivaci je Raf kinasa mobilizovana k buné¢né sténé
pfes vazbu na doménu piepinace I na Ras proteinu (Marais, R., 1995) a taktéz vazbou na lipid
(Johnson, L. M., 2005). PIna aktivace Raf proteinu vyzaduje mnoho kofaktora a fosforyla¢nich
krokd. Jedna se tedy o velmi komplexni a plné nepochopeny proces. Nejefektivnéjsi aktivace
Raf-1 je schopen K-ras4B, nicmén¢ K-ras4A, H-ras i N-ras jsou této aktivace taky schopny
(Voice, J. K., 1999). Kriticka Uloha Raf-1 v Ras signalizaci a onkogenezi je zaloZena na
nékolika faktech: zaprvé jsou dominantni negativni formy Raf proteinu schopny potlacovat H-
rasem indukovanou bunéénou transformaci (Heinicke, T., 2000). Zadruhé trvale aktivované
formy Raf kindsy maji srovnatelnou transformacni schopnost jako Ras protein (Cowley, S.,
1994). Aktivujici mutace Braf kinasy jsou s vysokou frekvenci nachazeny u mnoha rakovin
véetné maligniho melanomu (66 %) a rakoviny tlustého stfeva (12 %) (Davies, H., 2002).
Dominantni negativni forma Raf kindsy je schopna pouze zbrzdit tvorbu nadora vyvolanych
aktivaci Rasu u lysych mysi (Heinicke, T., 2000) a je tedy ziejmé, ze Raf neni v onkogenezi

jedinym efektorem Ras proteinu.

Aktivovany Raf stimuluje signalni kaskadu fosforylaci MEK1 a MEK2, které dale
fosforyluji a aktivuji ERK1 a ERK2. Aktivace ERK kinasy je kritickd pro Ras-indukované
bunééné odpoveédi. ERK1 i 2 fosforyluji rozmanité transkripéni faktory a kinasy — EIk-1, c-
Estl, c-Est2, p90RSK1, MNK1, MNK2 i dal$i proteiny jako napf. protiproliferacni protein Tob.
Mnoho z téchto ERK cilii byly sou¢asti Rasem indukované bunééné transformace (Maekawa,
M., 2002, Roux, P. P., 2004).

Fosfoinositid-3-kinasy (PI3-K) fosforyluji rizné fosfatidylinositolové substraty, a tak
produkuji mitogenni fosfoinositolové lipidy. Kazda ze tfi podobnych pl110 kinasovych
podjednotek tiidy I, je schopna vazby na Ras svou Ras vazebnou doménou podobnou té u Raf
a Ral-GDS (Vanhaesebroeck, B., 2001). Ras s navazanym GTP stimuluje aktivitu PI3-K
(Rodriguez-Viciana, P., 1996). V bunééné linii NIH 3T3 (mysi embryonalni fibroblasty) jsou
Raf a PI3-K pro buné¢nou transformaci nezbytné (Rodriguez-Viciana, P., 1997). V Rasem
vyvolané onkogenezi PI3-K pravdépodobné aktivuje nékolik downstreamovych cild, v ¢emz
spociva jeji onkogenni dulezitost. Jednim z downstreamovych cilti PI3-K je Akt/PKB, ktera je
vyznamna v regulaci apoptozy pies proapoptické proteiny — Bad ¢i Kaspasa 9 (Song, G., 2005).
U bunéénych liniich 16/17 NSCLC byla nalezena v ramci jedné studie trvala aktivita Akt/PKB,
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kterd zavisela na aktivité PI3-K. Po aplikaci inhibitort této kindsy doslo ke snizeni aktivity
Akt/PKB a vyvolani apoptozy (Brognard, J., 2001). Dalsim downstreamovym efektorem AKT
je sav¢i cil rapamycinu — mTOR. Inhibitory mTORu mohou zredukovat progresi malignit
vV mySim modelu plicni rakoviny vyvolané mutovanym K-rasem (Wislez, M., 2005).
Alternativnim cilem PI3-K je G-protein Rac, ktery muiize byt aktivovany fosfatidyl-3,4,5-
trifosfatem, coz je produkt PI3-K (Crespo, P., 1997). Rac protein je dilezity v regulaci
preskupovani cytoskeletu (Takali, Y., 2001), to je indukované jak membranovym zvinénim, tak
1 Rasem zprostfedkovanou transformaci. Membranova ptestavba zprostiedkovand Rac
proteinem, zavisi na aktivit¢ PI3-K (Rodriguez-Viciana, P., 1997). PI3-K je tedy dulezitym

zprostifedkovatelem Ras indukované bunécné transformace.

Vedle funkce negativnich regulatori Ras proteinu pies stimulaci hydrolyzy GTP maji
GAPy p120 a NF-1 navic funkci jako Ras efektory. Trvale aktivni Ras vyvola asociaci p120 a
syndekanu-2 do komplexu, jenz poskytuje mista pro dokovani src onkogenu (Huang, J. W.,
2005). Dtkaz pro NF-1 je mén¢ jasny, ale transfekce (infikovani hostitelské buiiky virovou
nukleovou kyselinou bez proteinového obalu) NF-1 do buné¢k s mutantnim Rasem, resistentnim
k GTPasu aktivujici proteinové aktivité, vedla ke snizenému poctu transformovanych kolonii
(Corral, T., 2003). Na druhou stranu v8ak NF-1 muiize umocnit rust Ras transformovanych
bunék nezavislych na zakotveni, ¢imZ doslo ke zlepSeni vlastnosti maligniho fenotypu. Presna

role GAPU v pfenosu Ras signélu je stale nejasna.

MEKK1 je serin/threoninova kindsa aktivovand v disledku rtznych signala od
rastovych faktori a cytokind. Pfes fadu mediatord — JNK, SAPK, 14-3-3 a NF-KB vede
K podniceni bunéného preziti nebo apoptozy (Schlesinger, T. K., 1998). MEKKI1 muze
regulovat i Raf a ERK proteiny (Karandikar, M., 2000). Umoznuje tak komunikaci mezi
rozmanitymi signalnimi drahami. Vykazuje jistou schopnost vyvolat apoptozu pies dysregulaci
drah v¢etné ERK, JNK a p38 (Boldt, S., 2003). Pfimo interaguje s Ras proteinem v zavislosti
na GTP (Russell, M., 1995). Biologicka uloha této asociace je projevena v lysofosfatidovou

kyselinou vyvolané migraci bunék rakoviny vajeénikt (Bian, D., 2004).

RalGEF reguluji funkci G proteinii RalA a RalB stejné jako SOS a CDC25 reguluji
aktivitu Ras proteinu pfes stimulaci vymény GDP za GTP. RalGEF rodina zahrnuje minimalné
téi ¢leny s Ras vazebnou doménou — RalGDS, Rgl a Rgl2/RIf (Friday, B. B., 2005). Dominantni

negativni Ral protein je schopen blokovat transformaci mysich fibroblasti indukovanou Rasem
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(Urano, T., 1996). Tato funkce je alespon ¢asteéné vyvolana RalGDS, jelikoz mysi bez RalGDS
proteinu vykazuji odolnost proti rozvoji rakoviny kize v modelu zavislém na aktivaci Rasu
(Gonzalez-Garcia, A., 2005).

1.2. K-ras v lidskych nadorech

Mutace Ras proteint jsou odhaleny v piiblizné€ 30 % lidskych nédorii, kdy mutace K-
ras proteinu pievladaji. Spektrum nadord s pfitomnosti K-ras mutace je Siroké (viz tab. 1) a
odrazi skutecnost, ze Ras je exprimovan ve vétsing€ lidskych bun¢k. Néadory slinivky jsou ke K-
ras mutacim asi nejnachylnéj$i a mutace jsou identifikovany v piiblizné 72 — 90 % nadort
(Dergham, S. T., 1997; Wang, J. Y., 2002). Piipadné n€které nadory vykazuji relativné velkou
pfevahu mutace na jiném ras genu, ale jen vzacné mutaci na K-rasu. V primarnich melanomech
a melanomovych bunénych liniich jsou bézné mutace N-rasu, ale K-ras je zde mutovany jen
vzacné (Reifenberger, J., 2004). Rozdily v mutacich Ras proteinti mezi jednotlivymi typy
nadori pravdépodobné odrazi rozdily v mife exprese a bunécéné-specifickych tlohdch — preziti
arastu. Pfestoze maji Ras proteiny vysokou homologii, tak nejsou funkéné ekvivalentni. Delece
genu pro K-ras je pro mysi embrya letalni, ale delece genu pro H- ¢i N-ras smrtelnd neni
(Reuther, G. W., 2000). Ras proteiny se navic li§i i v posttranslaénich modifikacich, GEFech a
efektorech (Ehrhardt, A., 2002; Sebti, S. M., 2004).

Tab. 1: Vyskyt K-ras mutaci u vybranych lidskych nadoru (Friday, B. B., 2005)

Lokalizace/typ nadoru Frekvence mutaci [%]
Slinivka 72-90
Tlusté stievo 32 -57
Plice 15-50
D¢lozni sliznice 5-50
Mocovy méchyt 14 - 38
Mnohocetny myelom 16 - 33
Varlata 9-12

13



K-ras mtze mit Glohu v onkogenezi i tehdy, kdyz neobsahuje aktivujici mutaci, a to
ptes amplifikaci ras genu, nadexpresi nebo upstreamovou aktivaci drahy. VSechny tyto
potencialni bunéné zmény vedou ke zvySené aktivaci Ras efektorti, a tedy pohéni rozvoj
nadort. Dukazy se daji nalézt v celé fad¢ zdroju. Amplifikovany gen pro K-ras byl nalezen u
40 % adenokarcinomu jicnu (Galiana, C., 1995). Morfologické zmény bunéénych linii 10T1/2
jsou spojeny s nadexpresi nemutovaného K-rasu (Coleman, W. B., 1994). Ras je u 50 % nadoru
vysoce aktivni ve srovnani s benigni tkani u rakoviny prsu, kde jsou Ras mutace obecné vzacné.
Vysoka aktivita je spojena s expresi receptoru epidermalniho rastového faktoru (EGFR) a HER-
2 receptoru (Lintig von, F. C., 2000). U 41 % testovanych nadorG sérového karcinomu
vajecniku byla pfitomna aktivni forma MAPK bez aktivujici mutace na K-rasu (Hsu, C.-Y.,
2004). Na vyznam aktivace Rasu, pii nepfitomnosti aktivujici mutace, je poukazano i Gspésnou
1é¢bou, cilenou na receptor tyrosinkinasy — anti-Her-2 monoklonalni protilatky u rakoviny prsu
(Yarden, Y., 2004) a anti-EGFR monoklonalni protilatky u rakoviny tlustého stieva (Tabernero,
T., 2004).

Cetnost K-ras mutaci u mnoha typii nadorti vedla mnoho skupin ke snaze zjistit, jestli
ptitomnost mutace je v né¢jakém vztahu ke stadiu onemocnéni nebo celkové prognoze. V jedné
studii bylo stanoveni mutace K-rasu pouzito k definovani rizikovych skupin s endometriélni
rakovinou za pouziti patologického pfistupu (Alexander-Sefre, F., 2003). Hloubka
myometrialni invaze byla stanovena alelové specifickou amplifikaci zaloZené na piitomnosti
mutantniho K-rasu. Oproti konven¢ni mikroskopii byly rozeznany i dal$i nadory se
submikroskopickou invazi a vysokou tendenci k navratu onemocnéni a zhorSenou celkovou
dobou pfeziti. K-ras mutace byly studovany i pomoci epidemiologického ptistupu u Siroké
Skaly nadorti — hematologické malignity, rakovina slinivky, tlustého stfeva a nemalobunééné
plicni karcinomy. Obecné jsou vSak vysledky konfliktni. Metaanalyza dysregulace Rasu u
rakoviny plic zahrnovala 43 studii, zabyvajicich se efektem K-ras mutaci nebo nadexprese Rasu
na celkovou dobu preziti (Mascaux, C., 2005). U 9 z téchto studii byla horsi prognoéza s ras
mutaci a 31 nepfineslo zZadnou vyznamnou spojitost, jedna méla lepsi prognozu a dvé zbylé
byly nepriikazné. Podobné vysledky byly i ve spojeni s jinymi typy nadort. U karcinomi §titné
Zlazy byly mutace K-rasu spojeny s huie diferenciovanymi nadory a kratsi dobou pieziti
(Garcia-Rostan, G., 2003). N¢kolik studii s rakovinou tlustého stieva se zabyvalo spojitosti
mezi K-ras mutacemi a umisténim nadori ¢i stddiem onemocnéni, ale zadna jasna spojitost

mezi mutacemi a dobou preziti nebyla nalezena (Samowitz, W. S., 2000; Andreyev, H. J.,
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2001). Studie zaméfené na srovnani mutace K-rasu a celkové progndzy jsou obecné
nekonzistentni. Nestalost miize byt zpisobena velikosti vzorku, heterogenitou ras mutaci nebo
nemoznosti opravy matoucich prognostickych faktort. Lepsi prognostickou hodnotu by mohly

mit rozdily u downstreamovych efektort, nez vysoky vyskyt mutaci ras ¢i p21 nadexprese.

1.3. Diivody pro 1é¢bu rakoviny cilenou na K-ras

Diivody pro pouziti K-rasu jako cile pro 1écbu rakoviny jsou zalozeny na nékolika
faktorech, jako je funkce normalnich Ras proteint, dilezitost Rasu v onkogenezi, nasledky
inhibice Rasu v bunéénych liniich nadorti a nadorovych modelech i Cetnost mutaci Rasu
v lidskych nadorech. Ras protein reguluje rozli¢né drahy, které jsou dulezité pro rust a Sifeni
malignit véetné bunécné proliferace, regulace bunééného cyklu, pteziti buiiky, angiogeneze a
bunééné migrace. Pod vlivem epidermélniho rastového faktoru stimuluje EGFR bunéénou
proliferaci skrze Ras signalizaci a vede k podpoieni opravy tkani a 1écby ran (Boonstra, J.,
1995). Buné&¢ny cyklus je Rasem regulovan pies indukci cyklinu D1, coz je protein dilezity pro
progresi G1 do S-faze, nicméné dalsi drahy jsou velmi pravdépodobné stejné dulezité (Stacey,
D. W., 2003). Antiapoptické signaly generované Rasem jsou zprostiedkovany PI3-K a AKT
(Downward, J., 2004). Bunéénou migraci kontroluje integrinova signalizace, kterou ¢aste¢né
zprostiedkovava Ras kaskada (Cary, L. A., 1999). Ras proteiny jsou schopny vyvolat
angiogenezi pres zmény v genové expresi (Kranenburg, O., 2004). Normalni Ras proteiny

reguluji rozli¢né bunécné funkce, které jsou pro tvorbu nadori taktéz dilezité.

Je zfejmé, Ze Ras ma definovanou roli v onkogenezi, coz neni piekvapivé, kdyz
vezmeme v potaz jeho centralni roli v regulaci bunécného ristu, diferenciace a preziti. Centralni
Uloha Rasu v onkogenezi se zaklada na nasledujicich ditkazech. K-ras byl prvotné popsan jako
sav¢i protéjSek transformacniho Cinitele viru Kirstenova mysiho sarkomu, ktery je odpovédny
za maligni fenotyp bunécné linie karcinomu plic a moc¢ového méchyte (Der, C. J., 1982).
Transfekce onkogenniho Rasu jako protikladu k wild-type Rasu do mysich fibroblasti vede
také k jejich zméné na nadorotvorné (Shih, C., 1982). Exprese mutantniho K-rasu je
v transgennich mysich dostate¢na k vyvolani Caste¢né transformace nebo k Uplnému
zformovani nadoru (Caulin, C., 2004; Tuveson, D. A., 2004). K-ras mutace jsou rovnéz
ptitomné u lidi pii mnoha premalignich podminkéach. Mutace byly popsany u sporadického

hyperplastického polypu tlustého stfeva, tak jako v polypech spojenych s chronickou
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viedovitou kolitidou (zadnétem stiev) — zndmym rizikovym faktorem rakoviny tlustého stieva
(Odze, R. D., 2002). K-ras mutace byly taktéz popsany u 39 % pacientd s chronickym zanétem
slinivky, ktefi byli vice nachylni k rozvoji rakoviny pankreatu (Arvanitakis, M., 2004).
Aktivujici mutace byly identifikovany v prerakovinovych solarnich keratomech (Spencer, J.
M., 1995). Na centralni roli K-ras mutaci v rozvoji malignich fenotypi poukazuje i jejich

vysoky vyskyt u Sirokého spektra rakovinovych bunék.

Ackoliv hraje K-ras kli¢ovou roli v rozvoji nadord, tak otazka, zdali blokovani aktivity
Rasu v rozvinutych nadorech ¢i bunécnych liniich vede k vyvolani bunééné smrti nebo ke
konverzi na benigni fenotyp, byla feSena nékolika ptistupy. Byl sestrojen dominantni negativni
Ras mutaci H-rasu N116Y (nadhrada asparaginu tyrosinem) v misté kritickém pro navazani
GTP, ktery mohl vratit maligni fenotyp bunék NIH 3T3 transformovanych onkogennim Rasem
(Friday, B. B., 2005). H-ras s mutaci N116Y je schopen inhibovat buné¢ny rist v riznych
lidskych nadorovych bunéénych liniich a mize inhibovat i rGst mySich nddorovych modeli
rakoviny jicnu a slinivky, kdyz je vpraven ve vektoru adenoviru piimo do nadoru (Ogiso, Y.,
1994). Mutovany GEF byl vytvofen, aby nahradil nemutovany GEF, coz vedlo k tvorbé
stabilniho GEF/Ras komplexu, ktery redukuje Ras signalizaci sekvestraci (oddélenim
signalizace wild-type formy od mutované) (Bossu, P., 2000). Transfekce dominantné-
negativniho GEFu do mysich fibroblastid, transformovanych onkogennim K-rasem, vedla
k navratu bun¢k do wild-type fenotypu. Po odstranéni aktivované formy K-rasu genetickou
deleci v lidskych buné¢nych liniich rakoviny tlustého stfeva DLD-1 a HCT-116 bylo dosazeno
konverze malignich bunék na benigni fenotyp, v némz bunky nebyly schopné tvofit klony na
agaru a postradaly tumorogenicitu v lysych mysich (Shirasawa, S., 1993). Efektivni zruSeni
aktivity Rasu dominantnimi negativy nebo vyvazanim vede ke zkrdceni doby pieziti a

proliferacni kapacité.

K-ras ma jasnou roli v rozvoji a udrzovani malignich fenotypt. SkuteCnost, ze Ras
mutace jsou tak Casté a K-ras je nej¢astéji mutovany, z ngj €ini atraktivni cil pro terapii. Terapie

cilena na K-ras je racionalnim pfistupem s predpokladanym klinickym pfinosem.
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1.4. Pristupy v 1é¢bé rakoviny zacilené na K-ras

Ras signalizace je komplexni, tedy existuje mnoho krokt, na néz lze 1é¢bu zacilit. Ras
aktivace tyrosinkindsou a dalSimi receptory jsou oblasti, kde farmaceuticky vyvoj zaznamenal
uspéchy s latkami zaméfenymi na EGFR, VEGFR, Her-2 a brc-abl. Je mozné, ze protinadorova
aktivita té€chto latek je Castecné zplisobena efekty na Ras signélni drahy. Zde se v§ak zamétime
na Ras a downstreamové efektory. Cileni K-ras dysregulace se mize zaméfit na mnoha
urovnich Ras signaliza¢ni kaskady — inhibice exprese Ras proteinu, inhibice membranové
lokalizace pfi posttranslacnich modifikacich nebo dopravy na misto, blokovani Rasu interakci
s GEFy, podpora Ras/GAP interakci, cileni onkogenniho K-rasu nebo inhibice Ras efektoru.
Pro efektivni terapii rakoviny, cilenou na K-ras, by bylo nutné vyvinout prostiedek, ktery
specificky cili Ras dysregulaci, je aktivni peroraln€¢, mad minimalni systémovou toxicitu a

potencialn€ inhibuje aktivitu Rasu. Takovy prostfedek bohuzel dosud neexistuje.

1.4.1. Inhibice exprese Ras proteinu

1.4.1.1. Antisense oligonukleotidy

Princip metody je zaloZen na zavedeni antisense Ras DNA do nddorovych bunék
(Duursma, A. M., 2003). Ta by se méla komplementarn¢ vazat na Ras mRNA molekuly a
stericky tak blokovat v translaci nebo vést k RNasou H zprostiedkované RNA degradaci.
Nekolik studii ukézalo, Ze by tento pfistup mohl byt G¢inny. Oligonukleotidové cileni 5°-
doprovodné oblasti H-ras zredukovalo expresi H-ras proteinu 0 90 % v NIH 3T3 buikach
transformovanych aktivovanym H-rasem (Gray, G. D., 1993). Buiiky oSetfené antisense
oligonukleotidy vykazovaly navic snizenou tvorbu nadort po transfekci do lysych mysi. Byly
popsany metody cileni K-rasu pomoci adenoviru, exprimujiciho 2 kb antisense K-ras (Zhang,
Y., 1993). Infekce K-ras antisense adenovirem vedla u bunéénych linii rakoviny plic k 10x nizsi
expresi K-rasu a snizené schopnosti tvofit kolonie na agaru i tumorogenicité v orthotopickém
(na spravném misté¢) modelu rakoviny plic. Vyznamna protinddorovd aktivita byla
zaznamenana po intratrachealni aplikaci (do pradusnice) u lysych mysi s implantovanymi
lidskymi nadory (Georges, R. N., 1993). Jina metoda vyuziva adenovirus s 247 pb dlouhou
sekvenci komplementarni ke K-rasu, aby potlacila rist lidskych pankreatickych bunék v bfisni
dutin¢ (Miura, Y., 2005).
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Antisense pfistup je bohuzel limitovan moznosti bezpecné a efektivné podat
oligonukleotidy. ISIS 2503 je fosforothiodt, dvacetimerni oligonukleotid smérovany na 5°-
nepfepisovanou oblast H-rasu. Substituce siry za kyslik ve fosfodiesterové vazbé na
fosfothioatovém oligonukleotidu vede k jeho vyssi stabilit¢ a odolnosti vié¢i endonukledsam.
ISIS 2503 muze specificky snizit expresi H-rasu v bunécné kultuie, zabranit proliferaci
nadorovych bun¢k a inhibovat lidské nddorové xenografty v lysych mysich (Friday, B. B.,
2005). Ve fazi I klinického testovani byl dobie snasen i v davkdch do 10 mg/kg/den
v kontinualni infuzi, ale byla pozorovana jen omezena protinadorova aktivita u 4 z 22 1é¢enych
pacienti se stabilnim onemocnénim (Cunningham, C. C., 2001). Pouze limitovany a
nekonzistentni ucinek na H-ras byl nalezen v perifernich krevnich bunkach, ackoliv byla
ptekroc¢ena in-vitro IC50 (50 % inhibi¢ni koncentrace). V dalsi klinické studii bylo 1é¢ivo
pouzito v kombinaci s gemcitabinem (fluorovany derivat deoxycytidinu). Kombinace byla
dobte snaSend a hlavni toxicita byla hematologického charakteru — umocnéni trombocytopenie
(nedostatku krevnich desti¢ek) zavislé od davkovani. Ve fazi I doslo ke stabilizaci onemocnéni
u 6/27 pacienti a ¢aste¢né odpovédi u pacienta s rakovinou prsu (Adjei, A. A., 2003). Faze 1l
zahrnovala 48 pacienti s adenokarcinomem slinivky v pokroc¢ilém ¢i metastatickém stadiu.
Ziskany odpovédni faktor byl 10,4 % pro kombinaci (Alberts, S. R., 2004) a 5 % pro samotny
gemcitabin ve fazi Il (Burris 111, H. A., 1997). Dosud neexistuje presvédéivy diukaz, ze ISIS

2503 ma specifickou protinadorou aktivitu bud’ samostatné ¢i v kombinaci s gemcitabinem.

Netspéch antisense terapie neni pravdépodobné zptisoben nedokonalym cilenim, ale
spise limitacemi v dostupnych technikdch. Usp&na inhibice Rasu pii pouziti antisense

oligonukleotidi v lidskych nadorech nebyla zatim prokazana.

1.4.1.2. RNA interference

RNA interference je druhym pfistupem v omezeni exprese Rasu. Jedna se o sekvencné
specifickou posttranskripéni metodu genového silencingu, vyvolaného dvouvlaknovou RNA
(Duursma, A. M., 2003). Do bungk jsou vlozeny kratké interferujici RNA molekuly (siRNA —
short interfering) s komplementarni sekvenci k cilenému genu, které vytvareji vlasenkovou
smycku. Vychozi dvouvlaknovd RNA je §té€pena na fragmenty enzymem RNasou III Dicerem
a ty jsou zabudovany do RNA — silencer komplexu, ktery skenuje mRNA a hleda sekvence

komplementarni k siRNA (Hannon, G. J., 2002). Rozeznani vede k degradaci specifické

18



MRNA. Vyhodou této techniky oproti antisence oligonukleotidum je vysoka specifi¢nost, kdy
i odli$nost v jediné bazi vede k siRNA vyvolané degradaci mRNA. Je tedy mozné citlivé cilit
na mutovanou formu K-rasu, zatimco wild-type forma neni zasaZzena. Virovou transfekci

12V alele snizila v bunéénych liniich obsah

prenesena siRNA proti mutantni form¢ K-ras
mutantni formy K-rasu, nikoli vSak wild-type formy (Brummelkamp, T. R., 2002). Zaroven
doslo k redukci tumorogenicity bunék s mutantni formou K-rasu, ale ne wild-type bungk, jak u

metody tvorby kolonii na agaru, tak i tvorby nadorti v lysych mysich.

Efektivni pfeneseni specifické siRNA do nadorovych bunék by mohlo selektivné
uto¢it na nadory s mutantnim K-rasem a bunky s nemutovanym K-rasem nechat bez
povsimnuti, coz by znamenalo minimalni systémovou toxicitu. Stejny faktor jako u antisense
technologie — bezpe¢ny a uéinny pienos do mista urCeni, bude omezovat pouziti siRNA

molekul. Do stadia klinického testovani dosud nepostoupila zadna siRNA molekula.

1.4.2. Inhibice procest zpracovani K-rasu

1.4.2.1. Inhibice farnesyltransferasy

Lokalizace na membranu je pro K-ras signalizaci nezbytna. Jak bylo jiz feceno vyse,
je posttransla¢ni modifikace vedouci k membranové lokalizaci vicekrokovy proces zahrnujici
prenylaci, proteolytické $tépeni, methylaci a palmitoylaci. Inhibice kteréhokoliv z téchto kroku
mize vést ke snizené aktivité K-rasu tim, ze se zabrani v lokalizace na membranu. Prenylace je
rychlost urcujici krok v modifikaénim procesu a rozsédhly vyzkum byl jiz vénovan vyvoji
ucinnych inhibitord. Divodem je fakt, Ze pro onkogenni transformacni aktivitu Rasu je
farnesylace vyzadovana (Kato, K., 1992). Inhibitory farnesyltransferasy byly prvni skupinou
protirakovinovych latek k cileni Ras prenylace. Rada publikovanych review popisuje jak
preklinicka tak klinicka data, ziskana po pouziti té€chto inhibitort (Sebti, S. M., 2004; Haluska,
P., 2002; Adjei, A. A., 2003). Obecné¢ lze inhibitory farnesyltransferasy rozd¢lit do dvou skupin:
CAAX peptidomimetika, kterda napodobuji pfirozené rozpoznavaci misto farnesyltransferasy a
nepeptidomimetika. Mezi peptidomimetika patii napi. FTI-276 a FT1-277 a nepeptidomimetika
napf. tipifarnib (R115777; obr. 4, vlevo), lonafarnib (SCH663366; obr. 4, vpravo) a BMS-
214662. Velké mnozstvi dat podporuje preklinickou tGcinnost téchto latek, napt. tipifarnib

v davkach 6,25 — 100 mg/kg inhibuje rast nadord s H- ¢i K-ras mutaci a nemutovanym Rasem
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v lysych mysich (End, D. W., 2001) a navic vykazuje aktivitu u 75 % z testovanych nadorovych
bunéénych linii. FTI-276 je peptidomimetikum C-konce K-rasu4B, které inhibuje riist NIH 3T3
bunék transformovanych onkogennim Rasem, tak i rast lidskych plicnich karcinomi s K-ras
mutaci v lysych mysich (Sun, J., 1995). Podobné vysledky piineslo i pouziti ostatnich
inhibitorti. Z toho vyplyva, ze se jedna o skupinu latek, které jsou schopné u¢inné inhibovat

Ras v in-vitro systémech, nadorovych bunéénych a zvifecich modelech.

Obr. 4: Struktura tipifarnibu (vlevo) a lonafarnibu (vpravo)

V klinickych studiich byl nejvice studovany tipifarnib, ktery byl dokonce v roce 2005
navrzen FDA (Food and Drug Administration) ke schvaleni jako 1é¢ivo pro pacienty ve vys$§im
veku s akutni myeloidni leukémii. FDA vSak toto pouziti zamitla pro nedostate¢né vyzkumné
podlozeny terapeuticky benefit pro pacienty (Kanapaux, W., 2005; Mesa, R.A., 2006). Toto
1é¢ivo — nepeptidomimeticky chinolonovy analog — je aktivni pti peroralni aplikaci s vyraznou
aktivitou v hematoonkologickych malignitach jako je leukémie s 29 % celkovou odpovédi
(Karp, J. E., 2001). Dalsi inhibitory farnesyltransferasy vykazovaly klinickou aktivitu, ale
studovany byly jen okrajove.

Inhibitory farnesyltransferasy byly priméarné€ vytvoreny k cileni Rasu, nicméné je spiSe
nepravdépodobné, Ze by jejich protinadorova aktivita vychazela ¢isté z inhibice Rasu a nemusi
tedy v 1é¢bé rakoviny predstavovat vyznamny piistup v cileni K-rasu. Toto tvrzeni je zalozeno
na nekolika dikazech. Za prvé je to prenylace Ras proteinti geranylgeranylaci pfi inhibici
farnesyltransferasy, kdy membranova lokalizace neni ovlivnéna (Whyte, D. B., 1997). Za druhé
reverze Ras-transformovaného fenotypu ve fibroblastech 1é¢bou inhibitory nekoreluje
s o¢ekdvanym Casovymi pribehy inhibice Rasu podle znalosti polo¢asu rozpadu, coz naznacuje
na reverzi zpusobenou jinymi cili nez Rasem (Prendergast, G. C., 1994). Nejen Ras je
farnesylovan, ale i dalsi signalni molekuly podléhaji stejné modifikaci — Rho-B, Rho-E, Rap2A

a dalsi, coz vede k pleiotropnimu (jednofaktorové ovlivnéni vice oblasti) biologickému efektu
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pfi inhibici farnesyltrasnferasy (Friday, B. B., 2005). Inhibitory farnesyltransferasy budou
bezpochyby vyznamné v 1é€bé rakoviny, ale nebudou piedstavovat tspé$nou strategii pro cileni

K-rasu.

1.4.2.2. Jiné cile v Ras procesech

Cili pro 1écbu mohou byt i dalsi kroky z posttranslacni modifikace, 1 kdyz jejich
nezbytnost v onkogenni signalizaci Rasu je mén¢ jasna. Vyznam CAAX proteasy Rcel v Ras
signalizaci a onkogenezi je podporovana ngkolika studiemi. V mySich fibroblastech
s knockoutovanym rcel genem vykazuje K-ras pouze c¢asteénou delokalizaci a Rasem
indukovana transformace byla sniZena v testech na agarovych koloniich (Bergo, M. O., 2002).
Deficit Rcel je v knockoutovanych mysich ve vyvoji embrya letalni a Ras v bunkach téchto
mysi je taktéz delokalizovany (Kim, E., 1999). Methylace je taky dilezita. Transformace
fibroblastu aktivovanym K-rasem je inhibovana vypnutim genu pro isoprenylcystein karboxyl
methyltransferasu (ICMT) — enzymu zodpovédného za methylaci Rasu. Nizkomolekularni
inhibitor ICMT zalozeny na indolu — cysmethynil — mé& protinddorovou aktivitu (Winter-Vann,
A. M., 2005). Osetfeni nadorovych bun¢k cysmethynilem vedlo k delokalizaci K-rasu v mife
zavislé na davce a blokaci rastu bunééné linie rakoviny tlustého stfeva. Palmitoylace je
pravdépodobné nevyznamna v pfistupu cileni K-rasu, jelikoz K-ras varianta 4B dosahuje
membrany diky polylysinové doméng, nikoliv pies palmitoylaci (Jackson, J. H., 1994). Kazdy
krok posttranslacni modifikace je potencidlnim cilem pro 1é€bu rakoviny, ale jejich vyznam a
klinicky uzitek v cileni dysregulovaného K-rasu musi byt teprve stanoven. Mezi nedostatky
téchto technik patii hlavné neschopnost specificky cilit K-ras a jeho mutované formy vcetné
dal§ich cildi, které jsou dualezit¢é pro udrZzeni maligniho fenotypu. Nespecifi¢nost cileni

posttransla¢nich modifikaci mize vést ke zvySené toxicité, a tedy i limitovanému klinickému

VYVOji.
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1.4.3. Cileni mutovaného K-ras proteinu

1.4.3.1. Imunologické ptistupy

Aktivujici mutace K-rasu jsou tak bézné u lidskych malignit, Ze byly vyvinuty strategie
na specifické cileni téchto forem K-rasu. Zejména cileni mutantni formy je vénovana zvlastni
pozornost, ponévadz se u tohoto ptistupu predpokladd minimalni toxicita pro normalni buiky
nesouci wild-type formu Rasu. Vyse jiz byla popsana metoda siRNA. Dalsi metoda spada do
imunologického odliSeni mutantni formy od wild-typu. Mutovana forma je povazovana za
nadorové specifickou. Z toho plyne, Ze cileni cytotoxickych T-bunék na nadory miize
predstavovat vysoce specifickou techniku (Gjertsen, M. K., 1998). Vakcinace mutantnimi Ras
peptidy miize stimulovat imunitni odpovéd’, ktera zahrnuje jak CD4+ a CD8+ T-lymfocyty u
pacienti s rakovinou ¢i bez ni. Tyto T-buriky jsou schopny v in-vitro testech rozeznat a
inhibovat rust lidskych buné¢nych linii nesoucich odpovidajici mutaci Rasu. Klony
izolovanych T-lymfocytt z pacienta, imunizovaného proti Ras peptidu G13D, vykazovaly
cytotoxicitu pro buiiky rakoviny tlustého stfeva se stejnou mutaci (Fossum, B., 1995). Aktivace
T-bunék vyZzaduje vice signdll, jelikoz samotny mutantni K-ras neni pfili§ imunogenni
Vv pfirozeném nadorovém uspofadani, a to diky nizké frekvenci imunitnich reakci u
nevakcinovanych pacientd (Fossum, B., 1995; Gjersten, M. K., 2001). Peptidy jsou Casto ve
spojeni s imunostimulujicimi adjuvans, ¢asto GM-CMF (granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor). Pfi pouziti alternativni metody jsou isolované buriky s antigenem naplnény
Ras peptidy v ex-vivo podminkach a nasledné jsou aplikovany pacientovi. Této techniky bylo
vyuzito ke studii klinickych a imunologickych vysledk u pacientd s adenokarcinomem
slinivky (Gjersten, M. K., 2001). Imunizace pacienti probihala bud’ proti peptidu s odpovidajici
mutaci nalezenou v nddoru, nebo smési peptidic odpovidajici ¢tyfem nejéastéjSim mutacim.
Peptidové specifickd imunita byla vyvolana u 25 ze 43 (58 %) pacientl. Pacienti s odpovédi na
1écbu méli prodlouZzenou dobu pieziti. Ukazalo se, Ze T-lymfocyty neovliviiuji buiky
s nemutovanou formou a cili jen buiiky s mutaci (Khleif, S. N., 1999). Jsou vSak nezbytné dalsi

studie pro objasnéni role této metody Vv 1écb¢ rakoviny.

Dalsi moZnosti je vyuziti celych kvasinek, které exprimuji mutantni proteiny, jelikoz
kvasinkové buiiky jsou imunitnim systémem rozeznany jako typické patogeny. Mohou tak tedy
vyvolat imunitni odpovéd’ viuci rekombinantnim proteinim (Friday, B. B., 2005). Vytvoifené

kvasinkové kmeny byly vyuzity k imunizaci mysi s plicni rakovinou indukovanou injekcemi
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urethanu, ktery zptsobuje adenomy a karcinomy s K-ras mutaci (Lu, Y., 2004). Celkovy objem
nadorti a jejich vzhled byl vyrazné snizen, pokud mutace ve vakciné korespondovala
s nadorovou. Imunoterapie, zalozena na peptidech odpovidajicich K-ras mutaci, muze
predstavovat ucinnou l€¢bu. Vakcinace byla testovana u pacienti s pokro¢ilou nemalobunéénou
rakovinou plic. Vakcinace byla dobie snasena, ale nedoslo k vytvofeni ex-vivo detekovatelné
odpovédi T-bunék (Meyer, R. G., 2007).

1.4.3.2.  Inhibitory mutovanych K-ras peptidt

Druhy navrzeny piistup vyuzivda vhodné navrzené peptidy, které odpovidaji
efektorovych doménam na K-rasu (Pincus, M. R., 2004). Tyto domény se diky konforma¢nim
zméndm na mutované formé 1i$i od téch na nemutovaném proteinu. Peptidy inhibovaly rast
bunck v linii krysich naddort slinivky a pankreatické linii transformované mutantnim K-rasem.
Metoda stoji na myslence, Ze mutantni formy jsou vhodné na cileni 1écby, aniz by doslo
k ovlivnéni normalni funkce Rasu. Vytvoiené peptidy mohou byt stézejni pro vyvoj

peptidomimetik specifickych viiéi mutovanému K-rasu.

1.4.4. Cileni Ras efektora

Dysregulace K-rasu je v lidskych nadorech doprovazena dysregulaci
downstreamovych efektort. Cileni téchto efektori muze byt potencialni metoda K-ras

specifické lécby rakoviny.

Byly testovany inhibitory Raf kinasy. Raf je soucasti Raf/MEK/ERK drahy, ktera patii
k nejlépe charakterizované signalni draze regulované Rasem. Nejvice testovanym byl
nizkomolekularni derivat mocCoviny — sorafenib, ktery je G¢inny pfi peroralnim podani a vedl
ke klinické odpovédi u pacientli. Vyrazna aktivita byla pozorovana zejména u nadorii ledvin,
ale sorafenib ovliviiuje i jiné tyrosinkinasy, tedy se velmi pravdépodobné jednd o metodu jen
¢astecné cilici K-ras (Wilhelm, S. M., 2004; Larkin, J. M. G., 2006). Testovany byly i inhibitory
MEK kinasy (mitogenem aktivované protein kinasy kinasy), které bohuzel nebyly dostate¢né
ucinné (Reinhart, J., 2004), pravdépodobné¢ kvuli neuspokojivym farmakokinetickym

vlastnostem piipravku.
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Transformace indukovana Rasem probiha ¢asteéné ptes PI3-K a jeji efektor AKT.
Dulezitym downstreamovym cilem je sav¢i cil rapamycinu (mTOR) (Vignot, S., 2005).
Reguluje kontrolu translace, apoptozu, postupovani bunécného cyklu a modulaci metabolismu.
N¢kolik studii poukézalo na spojeni mezi onkogennim Rasem a aktivaci mTORu. Inhibitory
mTORu vykézaly v klinickych testech povzbudivou protinddorovou aktivitu proti raznym
lidskym nadoram (Vignot, S., 2005).

1.5. Klinické metody detekce K-ras mutaci

Existuje fada riznych metod, jak detekovat mutace K-ras genu. VétSinu z nich
zahrnuje pouziti PCR (polymerazova fetézova reakce) k amplifikaci odpovidajiciho regionu K-
ras genu. Poté navazuji rizné piistupy, jak odlisit mutovanou formu od wild-type (nemutované)
formy na kli¢ovém kodonu 12, resp. 13. Detek¢énimi metodami jsou: sekvenovani nukleovych

kyselin, alelové specifické PCR metody, analyza k¥ivky tani a dalsi (Anderson, S. M., 2011).

Mezi tfi nejbézngjsi klinicky vyuzivané metody patii sekvenovani, real-time PCR
s analyzou kiivky tani a alelové specifickd PCR. Pyrosekvenovani zahrnuje uvolnéni a detekci
pyrofosfatu, produkovaného béhem inkorporace specifického nukleotidu do syntetizovaného
DNA komplementu. Pyrofosfat je nasledné preveden sérii enzymatickych reakci na
detekovatelny signal (Ogino, S., 2005). Real-time PCR metody s analyzou kiivky tani,
k odliseni nukleotidovych variaci v amplifikovaném cili, jsou pouzivany v mnoha klinickych
oblastech. Technologie kiivky tani vyuziva fluorescen¢ni sondu komplementarni s cilovym
amplikonem, kdy na zakladé rozdilu v teploté, nutné k disociaci sondy ze vznikleho komplexu,
jsou rozliSeny mutované formy od nemutovanych. Rozdily jsou rozeznany podle zhaSeni
fluorescence v zavislosti na vzrustajici teploté (Tsiatis, A. C., 2010) Alelové specifické PCR
metody jsou taktéZ bézné pouzivany k rozliseni bodovych mutaci. Vyuzivaji oligonukleotidove
primery, které umoziuji specifickou amplifikaci mutantni formy oproti nemutované na zakladé
rozdilli v navazani a prebytku primeru. Produkty mohou byt nasledn¢ detekovany pomoci

gelové elektroforézy ¢i detekci pouzivanou v real-time PCR (Anderson, S. M., 2011).

Znalost mutace pfitomné v nadorové tkani je diileZita pro naslednou volbu lé¢ebného
postupu. Mutace na K-ras proteinu vede k rozdilnym reakcim pacientti na aplikovanou 1é¢bu,

napft. nizkd odpovéd’ na chemoterapeutickou 1écbu nebo resistence naddorovych bunék vici
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radia¢ni 1é¢bé pii expresi K-ras proteinu s mutaci G12V (Jancik, S., 2010). Pfitomnost

mutované formy K-ras proteinu je spojena i s moznou horsi prognézou.

1.6. Shrnuti

Regulace ristu bunék, jejich diferenciace a samotné pieziti buiiky je zajisténo souhrou
mimobunécnych signalti a vnitrobunécnych signalnich kaskad. Ras rodina monomernich G
proteini — H-ras, N-ras a K-ras, pracuji jako molekularni pievadéce vnéjSich signald,
pfenesenych membranovymi receptory na signaly vnitini. Ras proteiny v cyklech ptechazeji
mezi vypnutym stavem, kdy je navazany GDP a aktivovanym stavem s navazanym GTP, a to
v zavislosti na aktivaci riznymi receptory. Aktivovany Ras nasledné cili celou fadu
downstreamovych efektort jako je Raf kinasa, fosfoinositid-3‘-kinasa (P13-K) a RalGEF, ¢imz
vyvolava z jednoho vné&jsiho signalu vice bunéénych funkci (tzv. pleiotropni efekt). RAS
signalizace je dulezita pro rast a preziti bunék, ale zejména v onkogenezi. U lidskych nadora
byl K-ras identifikovan jako transformujici protein, ktery je analogii k proteinu viru Kirstenova
mysiho sarkomu. Nalezené bodové mutace tohoto proteinu vedou k jeho trvalé aktivaci. Tyto

mutace jsou s vysokou frekvenci nachazeny v mnoha typech lidskych nadort.

V oblasti 1é€by bylo vyvinuto nékolik ptistupt, které jsou cilené na K-ras. Pristupy
zahrnovaly metody inhibice proteinové exprese aplikaci non-sense oligonukleotidi, blokace
posttranslacni modifikace inhibici farnesyltransferasy nebo inhibici downstreamovych
efektorti. Nekteré z té€chto metod vyustily v protinddorové aktivité, ale role inhibice K-rasu
Vv 1é¢bé rakoviny neni dosud uplné dofesena, jelikoz testované inhibitory v klinickych studiich

pusobily i na jiné cile vedle K-ras proteinu.
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2. Proteomika

2.1. Definice pojmu

Pojem proteomika byl poprvé pouzit v roce 1995, aby vyjadtil Sirokoskalovou
charakterizaci veSkerého proteinového vybaveni bunécné linie, tkané¢ nebo organismu.
(Anderson, N. G., 1996; Wilkins, M. R., 1995). V soucasnosti se uplatiuji dvé definice. Prvni
produkti. Druha zahrnuje kromé analyzy proteind i zminéné genetické produkty, jako je
studium mRNA, genomu a dvouhybridové kvasinkové analyzy (Pandey, A., 2000). Cil
proteomiky ziistdvd nezménén — ziskat globalnéjsi a ucelenéjsi pohled na biologii sledovanim

vSech proteind, nez studiem jednoho po druhém.

Pouziti druhé definice umoznuje vy€lenéni mnoha riznych oblasti zajmu. Mezi tyto
spadaji protein-proteinové interakce, modifikace, lokalizace a funkce proteint a dal$i. Zamérem
proteomiky neni jen identifikovat kompletni proteom, ale vytvofit i iplnou trojrozmérnou mapu
S umisténim proteind v buiice. Vytvoteni takto komplexniho systému bude zahrnovat spojeni
nékolika védeckych disciplin: molekularni biologii, biochemii a zejména bioinformatiku,
jejimz ukolem je zejména vyvinout pocitacové systémy, schopné zpracovat rozmérné data,

vygenerovana proteomickym vyzkumem.

Ve vyzkumu je v§ak nutné neustale pamatovat na fakt, ze proteom bunky, ¢i libovolného
organismu, je dynamicky systém, reagujici na zmény ve vn&jSim prostiedi. Zachycuje tak
prostfedi, v némz se vyskytuje v okamziku experimentu, ¢i tésné pred nim. Jedna se tedy o

jistou formu biologické ,,fotografie* proteomu butiky v libovolny okamzik.

2.2. Pivod proteomiky

Za prvni proteomické vyzkumy je mozné povazovat predstaveni dvoudimenzionalni
gelové elektroforézy v roce 1975. Autory praci na toto téma jsou O’Farrell (O’Farrell, P. H.,
1975), Klose (Klose, J., 1975) a Scheele (Scheele, G. A., 1975), kteii za¢ali mapovat proteiny
z Escherichia coli, my$i a morcete. Ackoliv mize byt odseparovana a zviditelnéna velka

spousta proteintl, tak ne vSechny jsme schopni identifikovat.

26



Zavedeni 2-D elektroforézy bylo pro proteomiku velkym piinosem, piesto bylo
nezbytné, pro vétsi rozmach této oblasti, vyckat na vytvoreni dostatecné citlivych metod pro
identifikaci separovanych proteint. Jeden z prvotnich problému tkvél v nedostatecné citlivé
sekvenacni metodé. ZlepSeni citlivosti bylo esencialni, jelikoZz jak 1-D, tak i 2-D maji omezenou
davkovaci kapacitu proteind. Prvni ze sekvenénich metod bylo Edmanovo odbourani (Edman,
P., 1949). Pielomovym objevem bylo nasledné¢ vyvinuti mikrosekvencni techniky pro
elektroblotované proteiny (Aebersold, R. H., 1987; Aebersold, R. H., 1988, Aebersold, R. H.,
1986). Tato technika byla vyuzita k vytvofeni prvnich 2-D databazi (Celis, J. E., 1987) pro
proteiny separované 2-D elektroforézou. Zlepseni v mikrosekvenéni technice v devadesatych
letech vedlo ke zvySené citlivosti Edmanova odbourani, az na urovni pikomolii (Aebersold, R.
H., 1987).

vvvvvv

spektrometrie (Andersen, J. S., 2000). Z poslednich letech doslo ke zvyseni citlivosti a pFesnosti
o né€kolik radia (Andersen, J. S., 2000, Pandey, A., 2000). V gelech jsme v soucasné dobé
schopni identifikovat proteiny i ve femtomolarni koncentraci. Hmotnostni spektrometrie je
schopna tolerovat smési proteinti i ve vétSich davkach, pfirozené tak nahradila Edmanovo

odbourani ve volbé sekven¢ni techniky.

2.3. Genomova informace

Rist proteomiky byl pfimym vysledkem pokroku ve velkorozsahovém sekvenovani
nukleotidii z exprimovanych tagli a genomové DNA. Bez téchto informaci by identifikace
proteinli nebyla mozna ani s pouZitim MS, jelikoz identifikace zavisi na pfitomnosti néjaké
formy databaze pro dany organismus (Pandey, A., 1999; Shevchenko, A., 1996a). VétSina
sekven¢ni informace DNA a proteind byla posbirana za poslednich 15 — 20 let (Broder, S.,
2000). Prvni kompletni genom byl zesekvenovan u viru chiipky (Haemophilus influenzae
(Fleischmann, R. D., 1995). V roce 2002 byl znam kompletni geneticky kod u 54
mikroorganismu (Greves, P. R., 2002) a genomy eukaryot, jako jsou Arabidopsis thaliana
(Tabata, S., 2000), Sacchromyces cerevisiae (Goffeau, A, 1996) a Drosophila melanogaster
(Adams, M. D., 2000, Meyers, E. W., 2000, Rubin, G. M., 2000).
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2.4, Pro¢ proteomika?

Mnoho informaci nemtize byt ziskano Cisté ze studia gend. Naptiklad za fenotyp bunky
jsou zodpovédné proteiny, nikoliv geny. Je nemozné vysvétlit mechanismus onemocnéni,
starnuti a efektli vnéjSiho prostiedi jen studiem genomu. Jenom analyzy proteini a jejich
modifikaci jsou schopny tyto mechanismy objasnit a zaroven i identifikovat cil aplikovaného

1é¢iva.

2.4.1. Anotace genomu

Jedna z prvnich aplikaci proteomiky bude identifikovat kone¢ny pocet genti v daném
genomu. Tahle funk¢ni anotace je nezbytnd, jelikoz je stale dosti komplikované presné
predpovédét geny jen z genomickych dat (Eisenberg, D., 2000). Jednim problémem je
neschopnost bioinformatiky piesné uréit exon-intronovou strukturu vétSiny gentt (Dunham, 1.,
1999). K tomu, aby byla potvrzena existence genu, je nezbytné integrovat genomické informace
s proteomickymi.

2.4.2. Studie proteinové exprese

V soucasnosti se staly popularnimi analyzy mRNA, mezi které fadime sériovou analyzu
genove exprese (SAGE) (Velculescu, V. E., 1995) a DNA microarray technologii (Schena, M.,
1995; Shalon, D., 1996). Analyza mRNA vsSak neposkytuje pfimy obraz toho, jaky je skute¢ny
proteinovy obsah v bufice. Mezi mRNA a trovni exprese proteint je skute¢né jen Spatna
korelace (Abbott, A., 1999; Anderson, L., 1997; Gygi, S. P., 1999). Zformovani mRNA je
pouze prvnim krokem v kaskadé dé&ja vedoucich k syntéze proteinu. V prvni fadé podléha
mRNA posttranskripéni kontrole ve formé alternativniho sestiihu, polyadenylaci a editaci
(Newman, A., 1998). V tomto kroku muze z jednoho genu dochézet k vytvofeni mnoha
proteinovych isoforem. Nasledn¢ je mRNA vystavena regulaci na Grovni translace proteinu
(Jansen, M., 1995). Vytvorené proteiny jsou poté posttranslacné modifikovany. Pfedpoklada
se, ze existuje az 200 rtiznych druhti modifikaci (Krishna, R. G., 1993). Proteiny mohou byt
regulovany také pomoci proteolyzy (Kirschner, M., 1999) a roz¢lenénim (Colledge, M., 1999).

Historicky piedpoklad ,,jeden gen, jeden protein®, je v sou¢asné dob&€ povazovan za ptilis velké
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zjednodusSeni. Odhaduje se, ze z jednoho genu vznikaji u bakterii jedna nebo dvé formy
proteinu, tfi formy u kvasinek, u ¢loveéka potom tfi a vice forem (Wilkins, M. R., 1996). N¢které
télni tekutiny neobsahuji zadny zdroj mRNA, jako napiiklad sérum nebo moc, a tedy nemohou

byt studovany analyzou mRNA.

2.4.3. Proteinova funkce

Pro zhruba jednu tfetinu genovych sekvenci nelze ptiradit funkci v organismech, jejichz
genom byl jiz sekvenovan (Elsenstein, E., 2000). Uplna identifikace proteinti z genomu bude
vyzadovat zejména znalost trojrozmérné struktury vSech proteinli. Znalost prostorového

usporadani je nezbytna pro odvozeni funkce proteint (Burley, S. K., 1999).

2.4.4. Modifikace proteint

vvvvvv

Posttranslacni modifikace proteinti jsou odpovédi na rizné intra i extracelularni podnéty
(Hunter, T., 1995). Naptiklad fosforylace proteinu jsou dulezité signalni mechanismy a
dysregulace proteinovych kinas nebo fosfatdas muze vést k onkogenezi (Hunter, T., 1995).
Proteomika umoziuje simultanné sledovat zmény v modifikacich mnoha exprimovanych

proteinll v burice.

2.4.5. Lokalizace proteinti a jejich zaclenéni

vvvvvv

lokalizace proteinu ma hluboké diisledky na bunécéné funkce, napf. u cystické fibrézy (Drumm,
M. L., 1993). Proteomika se snazi identifikovat subcelularni umisténi kazdého proteinu.
Znalosti umisténi pomohou vytvofit 3-D proteinovou mapu burky a pfinést novou informaci o

proteinoveé regulaci.
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2.4.6. Protein-proteinové interakce

Pro biologii je nezbytné dulezita znalost a pochopeni protein-proteinovych interakci.
Proces riistu bunky, programovana bunééna smrt ¢i rozhodnuti projit bunécny cyklus a dalsi
bunécné pochody jsou regulovany pirenosem signalu pies proteinové komplexy (Pawson, T.,
2000). Proteomici se snazi vytvofit trojrozmérnou mapu proteinovych interakci v bunce. U
Helicobacteru pyroli bylo pomoci kvasinkové dvouhybridové metody detekovano na 1200
proteinovych spojeni, coz pokrylo necelych 50 % genomu (Rain, J. C., 2001). Rozséhla
dvouhybridova analyza byla provedena i u kvasinky Saccharomyces cerevisiae (Uetz, P.,
2000).

2.5. Clenéni proteomiky
2.5.1. Expresni proteomika

Kvantitativné studuje exprese proteint v riznych vzorcich, liSicich se mezi sebou ve
znamém proménném faktoru. V tomto pfistupu je sledovan cely nebo jen ¢astecny proteom
v porovnani s ostatnimi vzorky. Ziskané informace jsou schopneé odhalit nové proteiny

V ptenosu signall, ¢i identifikovat proteiny specifické pro urc¢ité onemocnéni (Greves, P. R.,
2002)

2.5.2. Strukturni proteomika

Hlavni snahou strukturni proteomiky je identifikovat vSechny proteiny v proteinovém
komplexu ¢i organele. Urcit, kde jsou lokalizovany a popsat vSechny protein-proteinové
interakce, kterych se t€astni. Izolace specifické organely, €i proteinového komplexu, mize vést
Kk vyraznému zjednoduseni proteomické analyzy (Jung, E., 2000). Strukturni proteomika by tak
mohla pfinést informace, které kousek po kousku poskladaji celkovou architekturu bunék a

objasni, jak exprese urCitych proteinti poskytuje bunikam jejich jedine¢né vlastnosti.
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2.5.3. Funk¢ni proteomika

Jednd se o Siroky pojem, zahrnujici mnoho specifickych a cilenych proteomickych
pfistupid. MiZze jit o izolaci specifickych proteinli nebo proteinovych subsystémt pomoci
afinitni chromatografie. Tato skupina je nasledn¢ dale studovana a charakterizovana. Tento
pristup pfinasi dilezité informace ohledn¢ signalizace, mechanismu vzniku onemocnéni, nebo

interakci mezi 1é¢ivem a proteinem (Greves, P. R., 2002).

2.6. Proteomické technologie

Nedilnym pohonem rozvoje proteomiky jsou pokroky v proteinovych technologiich.
V dobé zavedeni 2-D elektroforézy, existovalo jen né¢kolik proteomickych nastroji. Vyvoj do
soucasné¢ doby pokrocil, nové techniky byly uvedeny do bézné praxe a zastaralé bud’ byly
vylepSeny, nebo se od nich opustilo. Typicky proteomicky experiment mizeme rozdélit na tyto
dil¢i kroky: 1) separace a izolace proteini z bunécné linie, tkdné ¢i organismu, 2) ziskani

strukturni informace proteinu pro potieby jeho identifikace a popisu a 3) vyuziti databaze.

2.6.1. Separace a izolace proteinli

Z podstaty proteomiky je ziejmé, ze se bézné analyzuji proteinové smesi. Je tedy
nezbytné zahrnout do ptipravy vzorku separacni kroky, aby doslo k zobrazeni, identifikaci a
charakterizaci jednotlivych slozek. Dominantni separa¢ni metodou v proteomice je
elektroforéza na polyakrylamidovém gelu. Tato technika se od svého uvedeni do praxe pied
vice jak Ctyficeti lety (Laemmli, U. K., 1970) nesetkala az s takovym rozvojem, piesto vSak
zustava nejefektivnéjSim zpisobem k separaci proteinli v komplikovanych smésich. Jedinou
nevyhodou 1-D i 2-D elektroforézy je zejména velmi komplikovana automatizace a dlouha

doba nutna pro separaci.

2.6.1.1. Jednorozmérna a dvourozmérna elektroforéza

V jednorozmémné elektroforéze jsou proteiny separovany na zakladé rozdilné

molekulové hmotnosti. Jednorozmérna elektroforéza je jednoducha, reprodukovatelna a je
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schopna separovat proteiny o molekulové hmotnosti ptiblizné od 5 do 300 kDa. Jelikoz je jeji
rozliSovaci schopnost limitovana, je pro separaci komplexnich proteinovych vzorki, jako je
napiiklad bunécny lyzat, vhodnéjsi dvourozmérna elektroforéza. Ve 2-D elektroforéze jsou
proteiny d€leny na zadklad¢ dvou riznych vlastnosti. V jednom rozméru jsou separovany
v gradientu pH na zaklad¢ isoelektrického bodu a po otoceni o 90° jsou separovany v druhém
sméru na zékladé molekulové hmotnosti ¢i opacné. Timto postupem lze docilit rozliSeni daleko

presahujiciho moznosti jednorozmérné elektroforézy.

Jedna z nejsilngjsich stranek 2-D elektroforézy je schopnost rozlisit posttransla¢né
modifikované proteiny od nemodifikovanych. Posttranslaéni modifikace je mozné rozlisit diky
ptitomnosti dodatecného naboje v modifikujici skupin€é. Méni se tak celkovy ndboj proteinu
i jeho molekulova hmotnost. Napiiklad u fosforylace proteinu, kdy je 2-D elektroforéza
schopna rozlisit fosforylovany od nefosforylovaného proteinu, které se jevi v gelu jako vice
bodu (Lewis, T. S., 2000).

Primarni aplikace 2-D elektroforézy je profilovani proteinové exprese, u které umoziuje
kvalitativni 1 kvantitativni srovnani dvou vzorki. Objeveni ¢i ztrata spotu poukazuje na zménu
V expresi proteind a intenzita zabarveni spotu nese kvantitativni idaj o mite exprese. Profilovani
proteinové exprese miiZze byt provedeno ve vzorcich z celych organismii, bunéénych linii, tkani
nebo télesnych tekutin. Technika byla pouZita na srovnani normalni a nezdravé tkané (Dunn,
M. J., 2000), bun¢k vystavenych riznym lé¢iviim ¢i stimuliim (Heinke, M. Y., 1999; Scheller,
C., 1999; Shaw, A. C., 1999).

Dvojrozmérna elektroforéza je vyuzivana i v mapovani bunéného proteomu. Mapovani
za pomoci 2-D elektroforézy bylo pouzito u mikroorganismu (Cash, P., 2000; Shevchenko, A.,
1996a), bunéénych organel (Jung, E., 2000) a proteinovych komplexa (Rappsilber, J., 2000).
JelikoZ je mozné na jednom gelu rozlisit tisice proteind (Dunn, M. J., 2000; Shevchenko, A.,
1996a), jedna se o silny nastroj ke katalogizaci proteinii. Na tomto principu bylo vytvofeno

mnoho databazi, které jsou dostupné na internetu (Appel, R. D., 1999).

Mezi nejvyznamné&j$i vylepSeni patii imobilizované pH gradienty, které vyrazné
zlepsily reprodukovatelnost 2-D elektroforézy (Bjellgvist, B., 1993) a specialni gradienty vedly
k rozliSeni vice proteinti (Gorg, A., 2000). Fluorescen¢ni barviva umoznila zvySeni citlivosti
detekce proteinti (Patton, W. F., 2000). Automatizace se nevyhnula ani elektroforéze a to od

pribéhu separace, ptes analyzu gelu, az po vyfezavani spotl (Traini, M., 1998). Byla vyvinuta
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i nova technologie — diferenéni gelova elektroforéza (DIGE), ktera pouziva fluorescenéni
znacky a dva proteinové vzorky barvené riznymi barvivy (Unlu, M., 1997). Vzorky jsou
soucasn¢ separovany na jednom gelu a fluorescencni zobrazovani gelu zviditelni rozdily mezi
superponovanymi proteiny. Barviva reaguji s aminem a jsou navrzeny tak, aby oba vzorky mély

stejnou mobilitu.

Elektroforéza je stale dosti pracovné i ¢asové naro¢na. Jeden vzorek je analyzovan na
jednom gelu a samotna separace muze zabrat i dva dny. 2-D elektroforéza je limitovana jak
poctem, tak typem proteinll, které je mozné rozlisit. Mnoho velkych nebo hydrofobnich
proteinti nevstoupi do gelu v prvnim sméru a extrémné kyselé ¢i alkalické proteiny (s
izoelektrickym bodem pod 3, resp. nad 10) v druhém (Gorg, A., 2000). Dal$im omezenim je
neschopnost detekovat malo exprimované proteiny pti analyze bunééného lyzatu (Gygi, S. P.,

1999; Shevchenko, A., 1996a).

2.6.1.2. Alternativy elektroforézy

Jeden z pfistupt, jak obejit omezeni elektroforézy, je pfemeénit proteinovou smés na
peptidy. NejCastéji se vyuziva digesce trypsinem a nasleduje pieciSténi pied analyzou
hmotnostni spektrometrii. Vice piistupt bylo vyvinuto v purifikaci peptidi, véetné kapalinové
chromatografie (Link, A. J., 1999; McCormack, A. L., 1997; Yates Ill, J. R., 1997), kapilarni
elektroforézy (Tong, W., 1999) a kombinace technik, jako je multidimenzionalni identifikace
proteint (Link, A. J., 1999) nebo kationtové-vymeénnéd chromatografie a chromatografie na
reverzni fazi (Opiteck, G. J., 1997). Hlavni vyhodou je, Ze v analyzovaném vzorku je
zastoupeno vice proteind. Na druhou stranu mohou tyto metody vyzadovat velké mnoZstvi ¢asu

a vypocetni techniky na rozlusténi naméfenych dat.

2.6.2. Stanoveni strukturni informace proteinu

2.6.2.1. Edmanovo odbourani

Mikrosekvenovani pomoci Edmanova odbourani bylo jednou z nejranéjsich metod pro
identifikaci proteinu na zakladé sekvence ¢tené od N-konce. Chemie metody se od jejiho

pfedstaveni nezménila, jenom technologie vedla ke zvySené citlivosti a sniZené néarocnosti
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metody. V soucasné dob¢ vyuziti této metody upada, ale nékteré skupiny se ji jesté vénuji,
jelikoz existovala pied zavedenim hmotnostni spektrometrie. Edmanovo odbourani zlstava
prospésnou metodou pro sekvenovani abundantnich proteinti, pokud hmotnostni spektrometrie
neni dostupnd, nebo je plné vyuzita pro analyzu malo exprimovanych proteinti. Pouziva se také

pro stanoveni skuteéného zacatku N-konce proteinu.

Metoda byla poprvé piedstavena Pehrem Edmanem v roce 1949 (Edman, P., 1949). V
soucasnosti je nejCastéji vyuzivana k sekvenovani proteinii pfenesenych na membranu.
Vytvofeni membran kompatibilnich s chemikaliemi, pouzivanymi pti Edmanové odbourani,
umoznilo pouZzit metodu i na proteiny po separaci SDS-PAGE (Vandekerckhove, J., 1985).
Jelikoz bylo naro¢né fict, jestli je protein na N-konci modifikovan, a tedy blokovan pro
odbourani, byla metoda modifikovana piidanim $§tépného kroku. V tomto kroku je protein
rozstépen na peptidy pusobenim bromkyanu (CNBr) nebo skatolu a vzniklé peptidy jsou
soucasn¢ sekvenovany (Damer, C. K., 1998; Greves, P. R., 2002).

Postup analyzy proteinu pies smées S$tépnych produkti Edmanova odbourani lze ve
stru¢nosti popsat nasledovné. Komplexni proteinova smés je separovana elektroforézou
v polyakrylamidovém gelu v jedno ¢i dvourozmérném provedeni a nasledné jsou proteiny
elektroblotovany na membranu. Proteiny, o néZ mame zajem, jsou zviditelnény, vyfezany a
vystaveny plisobeni chemického Stépeni. Pfi pouziti bromkyanu dochazi ke Stépeni na
methioninu, pii pouZiti skatolu na tryptofanu, ¢imz vznikaji dlouhé peptidy. Jejich pocet zavisi
na Cetnosti vyskytu dané aminokyseliny, nej¢astéji vznikaji 3 az 5 peptidii. Membranovy vytez
je umistén do automatického Edmanova sekvenatoru. Béhem ¢tyf aZ osmi hodin probéhne 6 az
12 cyklt a ziskana data jsou prohleddna za pomoci specialnich algoritmi. Metoda je pfi pouziti
automatického sekvenatoru a pfi minimalni manipulaci se vzorkem dostatecné citliva 1 na

arovni 0,1 — 1 pmol.

2.6.2.2.  Hmotnostni spektrometrie

Viz Kapitola 3.
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2.7. Proteomika v Ceské republice

Proteomika jakoZto velmi vyznamny védni obor pocatku 21. stoleti se rozviji i v ramci
Ceské republiky. Mezi nejvyznamnéjsi proteomicka pracoviité patii Spole¢na proteomova
laboratof ustavii Akademie véd Ceské republiky. Spole¢na laboratoi v sob& zahrnuje nékolik
tistavii: Mikrobiologicky tstav (bakterialni proteomika), Ustav fyziologie a genetiky Zivo&icht
(proteomika kmenovych bunék a zrajiciho vajicka savctl), Ustav experimentalni mediciny
(proteiny bunééného jadra). Dale se proteomikou zabyvé i Ustav analytické chemie Akademie
véd Ceské republiky a spole¢nost Immunotech, a.s. Proteomika je atraktivni i pro univerzity,
jelikoZ rostlinnou proteomikou se zabyva Pfirodovédeckéd fakulta Masarykovy univerzity

Vv Brn¢ a zdarné€ se rozviji na univerzitach v Praze a Olomouci (Kovarova, H., 2005)

V ramci Ceské republiky byla jiz v roce 2003 ustavena Proteomicka sekce v Ceské
spole€nosti pro biochemii a molekuldrni biologii. Prvni ¢eskd proteomicka konference se

konala o rok pozdé&ji (Kovarova, H., 2005).
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3. Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie umozinuje ziskat informaci o molekulové hmotnosti peptidu
nebo sekvenci aminokyselin. Téchto informaci miize byt nasledn¢ vyuzito pii vyhledani
proteinu v databazi a jeho identifikaci. Hmotnostni spektrometrie mtize detekovat jak misto,
tak 1 typ modifikace proteinu. Sbér informaci o proteinu pomoci hmotnostni spektrometrie 1ze

rozdélit do tii krokti — ptiprava vzorku, ionizace a hmotnostni analyza.

3.1. Priprava vzorku

Smés proteintl je bézné rozdélena pomoci elektroforézy. Nejcastéji nasleduje extrakce
proteinu ¢i jeho peptidl z gelu, precisténi vzorku a analyza hmotnostni spektrometrii. Extrakce
celého proteinu z gelu je neefektivni, jednodussi je extrahovat peptidy, proto se voli cesta
Sté€peni proteinu proteasou v gelu. Postupy pro digesci proteind v gelu (Shevchenko, A., 1996b)
jsou bézné v proteomické praxi vyuzivany jak v 1-D, tak i 2-D gelech (Rosenfeld, J., 1992).
Digesce v gelu poskytuje lepsi navratnost vzorku nez jiné metody napfi. elektrobloting
(Courchesne, P. L., 1997). Samoziejmosti je 1 vétsi informaéni piinos z peptidi nezli ze
samotného proteinu jako celku. Po extrakci peptidl je pied analyzou nutné ze vzorku odstranit
kontaminanty z gelu interferujici s MS analyzou, mezi néZ patii zejména soli, pufry a detergenty
(Yates I11,J. R., 1998). Velmi Casto je potfebné i zakoncentrovani peptidi. Moznosti purifikace
a frakcionace peptidové smési je v soucasnosti cela fada — ZipTips (Millipore), Poros R2
Perfusion material (PerSeptive Biosystems) (Trauger, S. A., 2002; Shevchenko, A., 1996b)
apod.

3.2. lonizace vzorku

Molekuly pro analyzu biologickych vzorkt pomoci hmotnostni spektrometrie musi byt
nabité a ,,suché“. Toho dosahujeme jejich pfeménou na desolvatované ionty. V proteomické
praxi se uplatiuji nejvice dvé ionizaéni techniky — ionizace elektrosprejem (ESI) a
desorpce/ionizace laserem za ucasti matrice (MALDI). Obé metody pfevadi peptidy na ionty

odebranim ¢i pfidanim jednoho nebo vice protonil. Zaroven spadaji mezi jemné ionizacni
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techniky, které umoziuji zformovani iontll bez vyznamnych ztrat integrity analytu. Umoziuji

tedy ziskat informace o peptidech resp. proteinu v nativnim podob¢.

3.2.1. lonizace elektrosprejem

Kapalny vzorek vytéka z kapilary do vstupu hmotnostniho spektrometru, kde se nachazi
potencialovy rozdil, lokalizovany mezi kapilarou a vstupem pfistroje. Tento potencialovy skok
vytvaii jemny sprej nabitych kapek (Fenn, J. B., 1989; Yates III, J. R., 1998). Z kapek se
postupné odparuje rozpoustédlo a velikost kapek se postupné zmensuje, dokud se nevytvori
desolvatované ionty (Fenn, J. B., 1989). Vyrazného zlepSeni bylo dosazeno zavedenim
nanoelektrospreje, u néhoz se prumér sprejovaci kapilary pohybuje okolo 1 az 2 pum a pritoky
se mohou pohybovat kolem péti az deseti nl/min (Wilm, M., 1996). Nizké prutoky zredukovaly
spotiebu vzorku a zvysily dobu potfebnou pro analyzu (Shevchenko, A., 1996b). Vzorek lze do

ESI zdroje dodavat ptimo ptes mikrokapilaru nebo pies vystup kapalinového chromatografu.

3.2.2. Ionizace laserem za uCasti matrice

Molekuly analytu jsou inkorporovany mezi molekuly matrice a nasledné jsou
ostfelovany laserem, ktery vyvolava tvorbu molekuldrnich iontd (Karas, M., 1988). Matrici je
obecné mala molekula, schopna absorbovat energii, jako naptiklad 2,5-dihydroxybenzoova
kyselina nebo a-kyano-4-hydroxyskoiicova kyselina (obr. 5). VVzorek se spolu s matrici spotuje
na kovovou desticku a voln¢ se z né¢j necha odpatit rozpoustédlo. Dojde tak ke vzniku krystalq.
Desticka o riznych formatech napt. 96ti spotova, je vloZena do pfistroje a ten nasledné muze
automaticky mifit laser do ur¢enych mist na desti¢ce. Nanaseni vzorku na desticku muize byt
provedeno roboticky, véetné samotné analyzy, cely proces lze tedy jednoduse automatizovat.
Vyhodou MALDI je i kompatibilita s béznymi kontaminanty z elektroforetické separace (Qin,
J., 1997).
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Obr. 5: Strukturni vzorec a-kyano-4-hydroxyskoticové kyseliny

N
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3.3. Hmotnostni analyzatory

Po pfeméné proteind ¢i peptidi na molekularni ionty nésleduje hmotnostni analyza. Ta
probihda ve vakuu v hmotnostnim analyzatoru, ktery rozliSuje molekularni ionty na zakladé

velikosti jejich ndboje a hmotnosti.

3.3.1. Kvadrupolovy hmotnostni analyzator

Kvadrupdl je jednim z nejbéznéjsich hmotnostnich analyzatord. Ionty jsou v ném
prenaseny skrz elektrické pole vyvolané ¢tvetici paralelnich kovovych ty¢i — kvadrupolem
(Yates II1, J. R., 1998). Kvadrup6l mize propoustét vSechny ionty nebo se mize chovat jako
hmotnostni filtr a propoustét pouze ionty se specifickym pomérem hmotnost k naboji (m/z).
Pokud je pouzito vice kvadrupdli v fadé, mohou byt pouzity k ziskani informace o

aminokyselinoveé sekvenci peptidu. (Burlingame, A. L., 1998; Yates Ill, J. R., 1998).

3.3.2. Analyzator doby letu

Analyzatory doby letu (TOF, z angl.. Time-of-Flight) jsou jedny z nejjednodussich
hmotnostnich analyzatord. Mé&fi m/z iontd z doby, kterou potfebuji na pielet celé délky
praletové trubice. Nékteré TOF analyzatory se skladaji 1 z iontového zrcadla, umisténého na
konci priletové trubice, které odrazi ionty zpét priletovou trubici na detektor. Pouziti zrcadla
prodluzuje délku dréhy a koriguje malé energeticke rozdily mezi ionty (Yates Ill, J. R., 1998).

Oba faktory vedou ke zvyseni rozliSovaci schopnosti analyzatoru.
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3.3.3. lontova past

Past slouzi k zachyceni molekuldrnich iontil v trojrozmérném elektrickém poli. Hlavni
vyhodou iontové pasti, oproti kvadrupolu, je schopnost nahromadit ionty. Poté je selektivné

vypudit, coz ma za nésledek vyssi citlivost (Yates III, J. R., 1998).

3.4. Typy hmotnostnich spektrometru

VétSina hmotnostnich spektrometru se sklada ze ¢tyt zakladnich prvka: iontovy zdroj,
iontova optika, hmotnostni analyzator a detektor. Nazvy riiznych pfistrojii jsou odvozeny od
zdroje a hmotnostniho analyzatoru. V soucasné dobé jsou komeréné dostupné i hybridni
pfistroje, kombinujici rtizné iontové zdroje s hmotnostnimi analyzatory. Analyza proteint
pomoci MS se dd vSeobecné rozdélit do dvou skupin: hmotnostni analyza peptidi a
aminokyselinové sekvenovani. V prvni skuping, jinak nazyvané jako fingerprinting, jsou
zméfeny hmoty jednotlivych peptidid ze smési a nasledné pouzity k vytvoreni hmotnostniho
spektra. Pro sekvenovani se vyuziva tandemové hmotnostni spektrometrie neboli MS/MS, v niz
je specificky izolovany peptid na zakladé m/z fragmentovan na mensi peptidy. Fragmenty jsou

poté pouzity k odvozeni aminokyselinové sekvence.

3.4.1. Trojity kvadrupol

Bézné se trojité kvadrupoly pouzivaji k ziskani aminokyselinove sekvence a
v kvantifikac¢nich analyzach. V prvni fazi analyzy, tzv. full scanu, jsou vSechny ionty nad
urcitou hodnotou m/z transmitovany do posledniho kvadrupélu, kde dojde k hmotnostni analyze
(Jonscher, K. R., 1997; Yates Ill, J. R., 1996). V druhé fazi pracuje hmotnostni spektrometr
v MS/MS modu. V prvnim kvadrupdlu je izolovan peptid o specifickém m/z, ktery je vpustén
do kolizni cely. V kolizni cele dochazi ke kolizi s inertnim plynem, kdy vznikaji fragmenty.
Vznikla série fragmentd se mezi sebou liSi o jednu aminokyselinu. Proces je znam jako kolizi
indukovana disociace (CID). Fragmenty jsou nasledné ve tietim kvadrupdlu analyzovany. Ve
finéle obdrzime dvé hmotnostni spektra — odtud MS/MS ¢i MS? (Hunt, D. F., 1986).
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3.4.2. MALDI-TOF

Hlavni aplikaci je peptidovy fingerprinting. Diky mozné automatizaci je vhodny pro
sirokoskalovou proteomiku (Ekstrom, S., 2000). Diky rychlosti analyzy byva ¢asto volen pro
prvotni identifika¢ni analyzu proteinti. Pokud nedojde k identifikovani fingerprintingem, pak
nasleduje analyza ESI-MS/MS. MALDI-TOF je schopno odhalit i aminokyselinovou sekvenci
diky rozpadu za zdrojem (post-source decay) (Spengler, B., 1992). Oproti trojitému kvadrupdlu

je tato fragmentace méné spolehliva, protoze je malo predvidatelna (Kaufmann, R., 1996).

3.4.3. Kvadrupol-TOF

Tento pfistroj kombinuje prvni dva kvadrupdly, tj. kvadrupol (Q) a kolizni celu (q),
z trojitého kvadrupdlu. Posledni tfeti kvadrupol je nahrazen analyzatorem doby letu
(Sevchenko, A., 1997). Mezi hlavni aplikace QqTOF patii identifikace proteinii na zaklade
sekvence aminokyselin a popis proteinovych modifikaci. Pouzivanym zdrojem je zde

elektrosprej.

3.4.4. MALDI-QqTOF

Tato kombinace byla vyvinuta, aby peptidovy fingerprinting a aminokyselinové
sekvenovani mohlo byt provadéno na jednom pfistroji (Shevchenko, A., 2000). Fragmenta¢ni
spektra, naméfena timto piistrojem, jsou huife interpretovatelna nez z ESI-QQTOF (Greves, P.

R., 2002).

3.45. FT-ICR

lontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci je iontova past, ktera je
schopna dosahnout velmi vysokého rozliSeni a ptesnosti. V porovnani s ostatnimi hmotnostnimi
spektrometry dosahuje v téchto smérech nejlepSich vysledkd (Amster, J., 1996). Lze
zkombinovat jak s ESI, tak i MALDI. Diky vysoké rozliSovaci schopnosti miize byt pouzit na
analyzu komplexnich vzorkl. Ve spojeni s ESI se vyuZiva pro studium proteinovych interakci

a konformaci nebo pro mnoho dal$ich ucela.
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3.4.6. LTQ-Orbitrap

Orbitrap byl vynalezen v roce 1999 Makarovem (Makarov, A., 2000) a o 6 let pozdé&ji
byl oznacen za nastroj pro proteomicky vyzkum (Hu, Q., 2005). V této iontové pasti ionty
konaji orbitalni pohyb, krouzi kolem centralni elektrody a zaroven harmonicky osciluji mezi
krajnimi polohami. Frekvence tohoto oscilacniho pohybu je charakteristicka pro jejich hodnotu
m/z. Ziskany zaznam je nasledné pteveden Fourierovou transformaci na bézné ¢asove zavislé
hmotnostni spektrum. LTQ-Orbitrap v sobé zahrnuje linearni iontovou past a orbitrap spojeny
s C-trapem.

3.4.7. Orbitrap Fusion™ Tribrid™

Hmotnostni spektrometr, uvedeny v roce 2013 na trh firmou Thermo-Scientific,
kombinuje vykonny kvadrupél, orbitrap a dvojitou linearni past, usporadané v Tribrid™
architektufe (obr. 6). VSechny analyzatory mohou pracovat sériové i paralelné. Pfistroj
umoznuje vyuzit tfi fragmentacni techniky — CID, HCD a ETD. Fluoranthen, nosi¢ z ETD

techniky, mize byt vyuzit k interni kalibraci, nebot’ je neustéle v pfistroji uvoliiovan.

Obr. 6: Schéma uspotadani jednotlivych prvka v hmotnostnim spektrometru Orbitrap Fusion
(Thermo Scientific)
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3.5. Fragmentace peptidi
3.5.1. Kolizi indukované disociace (CID)

CID je jednou z nejpouzivanéjsich fragmentacnich technik pro proteiny a peptidy. Je
zalozena na srdzce mezi vybranym biomolekularnim iontem a neutrdlnim atomem, c¢i
molekulou. K fragmentaci dochazi, pokud energie srazky je dostate¢né velka, aby doslo
k pienosu ¢asti relativni kinetické energie na vibra¢ni energii biomolekularniho iontu.
K disociaci dochazi pii piekroceni aktivacni bariéry, odkud pochazi oznaceni CID jako kolizi
aktivované disociace (CAD). Mira fragmentace zavisi na kolizni energii, sekvenci peptidu
a naboji peptidu. Pro vybrany peptid o uréitém fixnim naboji je hodnota kolizni energie
kli¢ovym faktorem pro fragmentaci. V kvadrupélech a linearnich iontovych pastech se hodnota
kinetické energie pohybuje obvykle pod hodnotou 100 eV (Chen, C. H., 2008). Pro

nizkoenergetickou CID jsou charakteristické ionty b a y série (obr. 6). Kolizni cela je naplnéna
koliznim plynem, kterym je nejcast&ji vzacny plyn (He, Ar) nebo dusik (N,) (Gross, J. H.,
2011).

3.5.2. Disociace vyssi energii v C-trapu (HCD)

Neformaln¢ je nékdy oznacovana jako CID s vys$si energii. Navzdory nazvu Casto
pracuje v rezimu nizkoenergetické CID (Murray, K. K., 2013). Jedna se o techniku specifickou
pro pfistroje s orbitrapem. Fragmentace vSak probiha v pfidavném oktapolu, tzv. HCD cele
(Gross, J. H., 2011). Vzniklé fragmenty se poté vraci do C-trapu a odtud jsou vypuzeny do
orbitrapu. Radiofrekven¢ni napéti je béZn¢ nastaveno na vyS$$i hodnotu nez 1500 V a to az
k hodné 2500 V (Olsen, J. V., 2007). Koliznim plynem je dusik o tlaku 1,3 - 10" mbar (Gross,
J. H., 2011).

3.5.3. Disociace zachycenim elektronu (ECD)

Jako prvni tuto techniku pfedstavil McLafferty v roce 1998 (Zubarev, R. A., 1998).
Zahrnuje rekombinaci nizkoenergetického elektronu z elektronového déla s nasobné nabitym

biomolekularnim iontem v FT-ICR (Chen, C. H., 2008). Elektron-peptidova rekombinace je
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exotermni proces a zplsobi fragmentaci peptidového fetézce. Presny mechanismus dosud neni

dostate¢n¢ znam. Fragmentace neovlivituje posttranslaéni modifikace a na rozdil od CID, resp.

HCD techniky nedochézi ke vzniku fragmentti b a 'y, ale C a z (obr. 6).

3.5.4. Disociace transferem elektronu (ETD)

Poprvé byla tato fragmentacni technika piedstavena v roce 2004. Snahou bylo vyuzit
vyhody ECD k fragmentaci peptidového fetézce bez nutnosti termalnich elektronti. Aniont
s nizkou elektronovou aktivitou, jako je flouranthen, pfenasi elektron na peptidovy iont. Tento
elektronovy transfer by mél byt exotermni s energii okolo 5 eV, aby byla zahajena fragmentace.
Stejné jako ECD nechava posttranslacni modifikace nedotknuté a vede k vytvoteni C a Z iontd

(obr. 6).

3.5.5. Multifotonova disociace infracervenym zafenim (IRMPD)

Intenzivné byla IRMPD studovana od sedmdeséatych let do skoro devadesatych let
minulého stoleti. Az v roce 1994 McLafferty ukazal, Zze IRMPD muze byt pouzita pro
fragmentaci peptidu a k zisk&ni aminokyselinove sekvence (Little, D. P., 1994). Proteiny okolo
30 kDa byly uspésné fragmentovany a dokonce vzniklé ionty byly stabilngjsi a selektivnéjsi
nez ziskané z CID. Vyuziva CO, laser, ktery produkuje zafeni s vlnovou délkou 10,6 pm
(2,83-10% Hz) a energii 25 — 40 W. Energie jednoho fotonu je 0,116 eV (Gross, J. H., 2011).
Vznikajici fragmenty jsou b a 'y ionty (obr. 7) (Crowe, M. C., 2004).

Obr. 7: Schématické zobrazeni fragmentace peptidli zachycujici vznik jednotlivych sérii iontl
(Roepstorff, P., 1984)
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3.6. Vyuziti databazi

Databaze umoziuji pouzit informace ziskané z Edmanova odbourani ¢i MS
k identifikaci proteinu. Uéelem vyhledavani pies databaze je rychlé a piesné identifikovani
velkého mnozstvi proteintl. Uspéch procesu zavisi na kvalité zméfenych dat v hmotnostnim

spektrometru, urovni samotné databaze a vyhledavaci metodé.

3.6.1. Databazoveé vyhledani pro peptidovy fingerprinting

Jedna z identifika¢nich metod je peptidovy fingerprinting, kdy jsou zméteny hmoty
peptida po digesci neznamého proteinu proteasou. Hmoty jsou nasledné srovnany s hmotami
z teoretické digesce proteint v databazi. Pokud dojde k piekryti dostate¢ného poétu zméfenych
hmot s teoretickymi, mtze dojit k identifikaci proteinu. Vyhodou tohoto pfistupu je zejména

jeho rychlost a moznost automatizace.

Jedinou a asi nejvétsi nevyhodou peptidového fingerprintingu je dvojznacnost
identifikace, kterd je zptsobena redundanci peptidovych hmot. Pfikladem mohou byt kratké
peptidy. Peptidy tvofené péti aminokyselinami maji stejnou hmotu, i kdyz pofadi téchto pé&ti
aminokyselin je v kazdém jiné (VGEAK, AEGVK, EGAVK,...). Pro zajisténi Gspésné
identifikace je nutné zmétit delsi peptidy, které jsou schopny poskytnout dostatecnou specifitu
vyhledani. Redundance hmot se vyskytuje s vétsi frekvenci pii vyhledani proti vétSim
genomim, u nichz nejsou dosud identifikovany vSechny exprimované proteiny. Nejefektivnéjsi
je fingerprinting pfi pouziti databazi z malych organismt s malym, pIn¢ sekvenovanym a dobie

anotovanym genomem (Qin, J., 1997).

Vyznamnym aspektem je i presnost méfeni (Clauster, K. R., 1999). Pro spravnou
identifikaci pottebujeme piesné¢ zméfené hmoty vice peptidi. Existuji faktory, které
fingerprinting negativné ovlivni 1 v pfipadé méfeni na dostate¢né presném piistroji. Takovym
faktorem jsou posttranslacni modifikace. Pokud je neznamy protein ve znané mife
modifikovany, zmétené hmoty peptidi nebudou odpovidat hmotam z teoretické digesce

nemodifikovaného proteinu.

Problémem do jisté doby byly i jednoduché smési dvou ¢i tii proteind, jelikoZ po digesci

se peptidové spektrum vyrazné zkomplikovalo. Existuje nékolik vyhledavacich metod, jak
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zpracovat i takové vysledky. Jednim z nich je program ProFound, ktery umoziiuje identifikaci
proteinli z jednoduché smési (Zhang, W., 2000). Dal§imi jsou napiiklad PepSea (Mann, M.,
1993), MS-Fit (Clauster, K. R., 1999), MOWSE (Pappin, D. D. J., 1993) a Peptldent/Multildent
(Wilkins M., R., 1999).

3.6.2. Databazove vyhledani pro sekvenovani aminokyselin

Nejspecifictéjsim typem databazového vyhledavani proteinti je pouziti sekvence
aminokyselin peptidu. Pokud ur¢ime sekvenci aminokyselin urcitého peptidu, mizeme
nasledné uréit, z kterého proteinu pochazi. Jednou z takovych metod je peptidové tag
vyhledavani (angl.. tag — stitek, visacka). Céaste¢na aminokyselinova sekvence je uréena
z MS/MS spektra (sekvencni tag). Tato informace se spoji s hmotou peptidu a hmotami
okolnich peptidi s nezndmou sekvenci, s pouzitou proteasou a provede se databazové srovnani.
Tag vyhledavani je specifictéjsi identifikacni nastroj nez fingerprinting (Mann, M., 1994;
Wilm, M., 1996).

3.6.3. Vyhledavani neinterpretovanych MS/MS dat

V soucasné dobé je dostupnych vice programil (tab. 2) pro identifikaci proteinil
S vyuzitim neinterpretovanych MS/MS dat. Jedné se o programy jako Mascot a SEQUEST
(Fenyo, D., 2000). Ptistup se v zéklad¢ setkdva se stejnymi problémy a omezenimi jako
peptidovy fingerprinting. Vyvoj vyhledavacich algoritmi, které jsou rezistentni k chybam,

umoznuje pfidélit identifikovanému proteinu urcité statistické skore.
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Tab. 2: Nastroje pro vyhledavéani v databazich (Lin, D., 2003).

Nastroje pro srovnani s databazi na zakladé mapovani hmot

Mascot http://www.matrixscience.com

MS-Fit http://prospector.ucsf.edu/prospector/mshome.htm

ProFound | http://prowl.rockefeller.edu/prowl-cqi/profound.exe

Néstroje pro srovnani s databazi na zakladé¢ hmotnostniho spektra

Mascot http://www.matrixscience.com

MS-Tag | http://prospector.ucsf.edu/prospector/mshome.htm

SEQUEST | http://www.fields.scipps.edu/sequest

3.7. Piistupy k proteomickému studiu

3.7.1. Bottom-up proteomika

Bottom-up pfistup identifikuje proteiny ze smési peptidll po digesci intaktnich proteinti
(Lin, D., 2003). Vyuziva zejména tandemovou hmotnostni spektrometrii. Peptidova smés je
rozdélena kapalinovou chromatografii. Hmotnostni spektrometr dokdze izolovat jednotlivé
peptidy a fragmentovat je. Fragmentacni spektrum muze byt vyuzito k databazovému

vyhledani.

3.7.2. Top-down proteomika

Tato strategie zacind intaktnim proteinem a jeho $tépenim v plynné fazi. Protein je
fragmentovan uvnitt hmotnostniho spektrometru. Nejvhodnéjsi jsou hmotnostni spektrometry
s Fourierovou transformaci v kombinaci s ionizaci elektrosprejem (Lin, D., 2003). Vyhodou je
zejména jejich velka rozliSovaci schopnost. Fragmenty vzniklé v pfistroji jsou analyzovany,
¢imz ziskame informaci o sekvenci. Vhodn4 fragmentacni technika ndm miize zéaroven

poskytnout 1 informaci o posttranslacnich modifikacich. Ptesné pfistroje jsou schopné

detekovat vedle modifikaci 1 sekven¢ni chyby (Lin, D., 2003).
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II. PRAKTICKA CAST

1. Popis metod
1.1. Biologicky material

Pro ucely praktické &asti diplomové prace byly Ustavem molekularni a transladni
mediciny poskytnuty 4 bunééné linie: CCRF-CEM, SNU-1, NCI-H358 a Calu-1. Vsechny tyto
bunééné linie obsahuji mutovanou formu K-ras proteinu. Jedna se o bodovou mutaci na
dvanacté aminokyseling, tj. glycin je zaménén za jinou aminokyselinu. V piipadé CCRF-CEM
a SNU-1 jde o mutaci G12D, NCI-H358 a Calu-1 mutaci G12C. Kultivace bunék probihala
v CO, inkubatorech (HeraCell 150i, Thermo Scientific, USA) v 5 % CO, atmosféte pti 37 °C.
Vyziva byla zaji$téna pfislusnymi médii s hovézim fetalnim sérem. Pasazovani probihalo podle
potieby 2 — 3x tydné. Po dosazeni dostateéné populace bun¢k byly alikvoty bunééné suspenze
o uréittm poctu bun€k (25 ¢i 50 miliond) vystaveny pusobeni RIPA lyza¢niho pufru.
V piipraveném proteinovém lyzatu byla spektrofotometricky stanovena koncentrace totalniho
proteinu metodou s bicinchoninovou kyselinou (BCA). Méfeni absorbance byla provedena na
piistroji Multi Plate Reader EnSpire® (Perkin Elmer, USA). Koncentrace totalniho proteinu
takto pfipravenych lyzati se pohybuje v rozsahu 2 — 7 mg/ml podle typu linie a poctu bunék.
Kratkodobé byly lyzaty uskladnény pii -12 °C, dlouhodobé¢ pfi teploté -80 °C.

Médium po inkubaci bunééné linie bylo sebrano pouze u linie CCRF-CEM. Po
centrifugaci flakonti s bunéénou suspenzi tésné pred lyzaci bunék nebylo médium vylito do

odpadu, ale ptelito do nového flakonu. Sebrané médium bylo uskladnéno pfi teploté -12 °C.

1.1.1. CCRF-CEM

Linie lidské akutni lymfoblastické leukemie odvozena z krve ¢tyfleté divky kavkazské
rasy. Kultura je suspenzni. Doporuc¢ené inkuba¢ni médium je RPMI 1640 s 2 mM glutaminem
a 10 — 20 % fetalnim hovézim sérem. Pasazovani se doporucuje pti dosazeni koncentrace 1 — 2

miliony buné€k na mililitr. Nese K-ras mutaci se zaménou glycinu za asparagovou kyselinu.
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1.1.2. SNU-1

Tyto bunky jsou jednou z linii rakoviny zaludku. Linie byla vytvofend ze zalude¢niho
karcinomu 44letého asijského muze v roce 1984. Jednalo se o slabé diferenciovany primarni
karcinom, odebrany pted cytotoxickou 1é¢bou. Buiiky jsou suspenzni. Doporucené inkubacni
médium je RPMI 1640 s 2 mM glutaminem, 10 mM HEPES, 1 mM pyruvat sodny a 10%
fetalnim hovézim sérem. Doba zdvojeni je 26 hodin. V linii je exprimovan K-ras protein

s glycinem nahrazenym za asparagovou kyselinu.

1.1.3. NCI-H358

NCI-H358 byly izolovany v roce 1981 z primarniho bronchoalveolarniho karcinomu
plic z pacienta muzského pohlavi kavkazskeé rasy, vyoperovaného pied zahajenim 1é¢by. Jedna
se o nemalobunécny karcinom plic s pfitomnosti granuli typickych pro Klarovy buiiky — buniky
priadusinek, produkujici povrchoveé aktivni latky, které brani kolapsu pridusinek. V RPMI 1640
médiu dochazi ke zdvojeni po 38 hodinach. Bunky jsou adherentni. Doporuc¢ené inkubacéni
médium je RPMI 1640 s 2 mM glutamanem a 5 — 10 % fetalnim hovézim sérem. K-ras protein

ma misto glycinu cystein.

1.1.4. Calu-1

Bunécéné linie byla vytvofena z epidermoidniho karcinomu plic ve tietim stadiu
Z 47letého pacienta muzského pohlavi a kavkazské rasy. Butiky obsahuji mikroklky a jejich
drsné endoplasmatické retikulum je relativné napadné. Dale obsahuji lysosomy a neobsahuji
virové Castice. Buiky jsou adherentni. ATCC doporucuje McCoyovo 5A medium s 1,5 mM
glutaminem a 10 % fetalnim hovézim sérem. Bodova mutace K-rasu je v Calu-1 buikach ve

form¢ zamény glycinu za cystein.
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1.2. Metody izolace K-ras proteinu / Priprava vzorki

Z moznych metod k izolaci K-ras proteinu z bunééného lyzatu byly vybrany nasledujici
metody. Izolace K-ras proteinu vyuzitim SDS-PAGE metody se da v ramci proteomiky oznacit
za klasicky pfistup. Pracovni postup metody byl inspirovan Halvey, P. J, 2012. Komercné
dostupné anti-Ras protilatky umoznuji vyuzit k izolaci K-ras proteinu imunoprecipitaci.
Z moznych pfistupi byla vybrdna imunoprecipitace na magnetickych kulickach
s imobilizovanym proteinem, na n¢jz se nejprve navaze protilatka. Publikovanad metoda vyuziva
magnetické kulicky s imobilizovanym proteinem G (Wang, Q., 2010). V ramci experimentalni
¢asti byl protokol piizpisoben s ohledem na pouziti magnetickych kuli¢ek s imobilizovanym
proteinem A. Imunoprecipitacni metoda je souc¢asné nejvhodnéj$i metodou pro izolaci K-ras
proteinu z tekutych vzorka o velkém objemu a nizké koncentraci tohoto proteinu, napt. médium
po inkubaci bunék resp. krevni plasma. Pro izolaci K-ras proteinu byla navrzena i metoda
vyuzivajici filtraci lyzatu pres membranovy filtr, zachycujici proteiny od ur¢ité molekulove
hmoty. Zvolena byla filtrace ptes 30 kDa membranovy filtr s naslednym zachycenim proslych
proteintl, véetné K-rasu, na 10 kDa membranovém filtru. Metody jsou schematicky zachyceny

na obr. 8.

Vzorky po aplikaci nékteré z vybranych metod pro izolaci byly nasledné podrobeny
digesci trypsinem. Samotné digesci piedchazel redukéni krok, kdy cysteiny spojené
disulfidickym mistkem reaguji s dithiothreitolem. Zredukované cysteiny byly
karbamidomethylovany reakci s jodacetamidem, aby se zabranilo jejich opétovnému spojeni

mistkem. Inkubace s trypsinem probihala v alkalickém prostiedi pii teploté 37 °C pies noc.

Purifikaéni krok nasledoval po trypsinaci na odstranéni gelovych kontaminanti po
izolaci SDS-PAGE metodou ¢i soli a dalsich kontaminantl u ostatnich digestt. Purifikace byla
provedena na kolonce MacroTRAP. Od eluovanych peptidii bylo odpateno rozpoustédlo ve
vakuové odparce. Peptidy byly resuspendovany v 5% acetonitrilu s 0,1% mravenci kyseliny a
spikovany znaCenymi syntetickymi peptidy. Kazdy vzorek byl spikovan znacenym
nemutovanym peptidem (WT*) a odpovidajicim znaCenym mutovanym peptidem (G12D*

nebo G13D¥*) tak, aby pii nastiiku byl obsah zna¢eného peptidu 5 fmol.
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Obr. 8: Schéma metod praktické ¢asti diplomové prace
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1.3. LC/MS analyza

Vsechna méteni probihala na kapalinovém chromatografu Dionex Ultimate 3000 Series
(Thermo Scientific, USA) spojenym s hmotnostnim spektrometrem Orbitrap Fusion™ Tribrid™
Mass Spectrometer (Thermo Scientific, USA). Vyuzita byla kolona EASY-Spray column
Pep/Map® C18 (3 pm, 120 A, 75 pm x 15 cm; Thermo Scientific, USA; obr. 10) vyhiivana na
35 °C. Kolona ma jiz zabudovanou sprejovaci kapilaru a pouziva se v kombinaci
s nanoelektrosprejovym zdrojem EASY-Spray nano-electrospray ion source (Thermo
Scientific, USA; obr. 9), jehoz design umoziiuje pfipojeni EASY-Spray kolon a mikrokamery
pro sledovani sprejovani. Nastiikovy objem byl 2 pl, pokud neni uvedeno jinak. Mobilni faze
A byla tvotena vodou s 0,1 % kyselinou mravenc¢i a mobilni faze B 80 % acetonitrilem s 0,1 %
kyselinou mravenéi. Peptidy byly mobilni fazi A o prutoku 5 pl/min nejprve zachycovany na
trap kolon& Acclaim PepMap100 (C18, 5 um, 100 A, 300 um x 5 mm; Thermo Scienific, USA)
po dobu 2 min. Po uplynuti této doby doslo k pfepnuti ventilu a zachycené peptidy byly
eluovany do kolony. Separace byla gradientova (graf 1) s prutokem mobilni faze 0,300 pl/min.

Celkové doba analyzy byla 40 minut.

Graf 1: Schéma gradientove eluce
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Obr. 9: EASY-Spray nano-electrospray iontovy zdroj s vlozenou EASY-Spray kolonou
(Kioyonami, R., 2012)

Obr. 10: Prafez EASY-Spray kolonou s popisem ¢asti (Kioyonami, R., 2012)
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2. Vysledky a vyhodnoceni

2.1. Optimalizace

2.1.1. Tvorba MS metody

Vzorky, tvofené vzdy jednim syntetickym peptidem o koncentraci 1 fmol/pl, byly
analyzovany po separaci kapalinovou chromatografii v hmotnostnim spektrometru. Syntetické
peptidy odpovidaly K-ras proteinu s mutaci na pozici 12 (6 peptidt) a 13 (1 peptid), které byly
neznacené. Peptid odpovidajici nemutované (angl. wild-type, zkracen¢ WT) formé o sekvenci
L*VVVGAGGVGK (tucné oznacend pozice 12 K-ras proteinu) byl k dispozici pouze znaceny a to
leucinem s tézkymi atomy uhliku *C a dusiku *°N (v sekvenci peptidu oznacen kurzivou a hvézdickou).

Molekulova hmotnost tohoto peptidu je tedy posunuta o +7 Da.

Pouzita métici metoda zahrnovala tfi fragmentacni techniky — CID, HCD, ETD. Méfeni
probihalo v pozitivnim modu. Fragmentace vSemi technikami probihala v TopSpeed rezimu,
kdy byly fragmentovany ionty, které byly zachyceny v pasti do naplnéni jeji kapacity, v rozsahu
250 — 1000 m/z. Méfeni fragmentacnich spekter probihalo vzdy tak, aby se za dobu maximalné
3 vtefin zméfil 1x full scan a vSechna tii fragmentaéni spektra (obr. 11). Hmotnostni analyza
probihala ve vSech pifipadech v orbitrapu. RozliSeni full scanu bylo 60000 a v ptipadé
fragmentaénich spekter 15000. Stejnym zpisobem probéhla i analyza vzorku smési tvotfené
vSemi syntetickymi peptidy 0 koncentraci 1 fmol/pl. Vzorky byly ptipraveny v 5% acetonitrilu

s 0,1% kyselinou mravenci.

Obr. 11: Workflow MS metody se v§emi fragmenta¢nimi metodami

MS OT

Precursor Selection Range
Intensity Threshold
Charge State

1 2 3
ddMsz OT CID ddMS2 OT HCD ddMs2 OT ETD
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Vykreslené piky tvaroveé odpovidaji pribéhu iontovych stop v ¢ase pro dvojnasobné
nabité prekurzory jednotlivych peptidi a jejich jednonasobné nabité fragmenty. Na obr. 12 jsou
vykresleny zdznamy pro peptid G12D, kdy iontovy proud fragmenti série b a Y skokové klesa
pfi méteni fragmentd po ETD fragmentaci. Pokles je zptisoben tim, ze ETD fragmentace vede
ke vzniku iontt C a Z série. Obrazky 13, 14 a 15 zachycuji tfi po sob& jdouci fragmentacni
spektra. Je z nich zfejmé, Ze nejvhodnéjsi fragmentacni techniky pro fragmentaci zvolenych
peptidt v pozitivnim mddu jsou CID a HCD. ETD fragmentace v pozitivnim médu vedla
k velmi slabé ¢i zadné fragmentaci, jelikoz pfedanim elektronu doslo pouze ke snizeni naboje

prekurzorového iontu.
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Obr. 12: Vykreslené piky dvojnasobné nabitého prekurzoru peptidu G12D (nahore) a jeho

vybranych fragmentd zméfenych metodou se CID a HCD (uprostied), resp. ETD fragmentaci

(dole).
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Obr. 15: Fragmenta¢ni spektrum peptidu G12D v reten¢nim ¢ase 12,89 min, ETD fragmentace
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Pouze v piipadé peptidiu s mutaci G12D a G13D nastava problém. Oba peptidy jsou
isobary a lze je od sebe odliSit pouze na zakladé fragmenta¢niho spektra. Jelikoz jsou jejich
sekvence velmi podobné (LVVVGADGVDK, resp. LVVVGAGDVDK), tak jeding pfitomnost
fragmenti Ya a D7 umozni jejich rozlieni (tab. 3). Tyto fragmenty jsou tedy sekvenéné unikétni

pro tyto dva peptidy.

Byly vytvoteny dvé MS metody, které se od sebe lisily pouze v typu fragmentace, tj.
CID a HCD. Jednalo se o cilené MS? metody (tzv. tMS? z angl.. targeted) se zadanymi
hodnotami m/z pro izolovani prekurzori. Ufelem téchto metod bylo vybrat mezi
fragmentacnimi technikami tu, kterd povede ke vzniku sekvencné unikéatnich fragment u
peptidi G12D a G13D. Pro CID byla kolizni energie nastavena na hodnotu 30 % a HCD na
hodnotu 27 %.
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Tab. 3: Fragmenty peptidi G12D a G13D s hodnotami m/z, sekven¢né specifické fragmenty

jsou oznaceny.

Prekurzor m/z 507,3031
Naboj prekurzoru 2
Prekurzor M+H 1013,5990
G12D G13D
m/z b | aminokyselina y m/z m/z b | aminokyselina y m/z

114,09 | 1 L - - J11400] 1 L - -
213,16 | 2 V 10 | 900,51 § 213,16 | 2 V 10 | 900,51
312,23 | 3 \Y 9 | 801,45]312,23 | 3 \Y 9 | 801,45
411,30 | 4 V 8 | 702,38 } 411,30 | 4 V 8 | 702,38
466,32 | 5 G 7 1 603,31]466,32| 5 G 7 603,31
539,36 | 6 A 6 | 546,29 | 539,36 | 6 A 6 | 546,29
654,38 | 7 D 5 | 475,25 596,38 | 7 G 5 | 475,25
711,40 8 G 4 360,22 § 711,40 | 8 D 4 | 418,23
810,47 ' 9 \Y 3 | 303,20 § 810,47 | 9 \Y 3 | 303,20
867,49 | 10 G 2 | 204,13 867,49 | 10 G 2 | 204,13

- - K 1 14711 - - K 1 |14711

Fragmentacni spektra obou peptidii (obr. 16 a 17) poskytla sekvenéné unikatni fragment
Ya, ktery byl u peptidu G12D intenzivnéj$i, zejména pti HCD fragmentaci. CID fragmentace u
peptidu G12D vedla k ziskani fragmentu by, ale jenom v piipadé peptidu G12D. Ackoliv HCD
poskytuje vys8i signal Vs fragmentu peptidu G12D, tak méfitelnost obou fragmentl je

rozhodujici pro vybér fragmentacni techniky, kterou je CID.
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Byly pfipraveny dva vzorky obsahujici peptidy G12D a G13D v poméru 1:5 a 5:1, aby
byla odzkouSena schopnost fragmentacnich technik rozlisit tyto dva peptidy. Vzorky byly
zméfeny metodou se CID i HCD fragmentaci, aby mohlo dojit k jejich srovnani. Pro srovnani

byly pouzity i vzorky obsahujici vzdy pouze jeden z peptidu.

Na obr. 18 je vidét srovnani signalti fragmentu Y4 z peptidu G12D v jednotlivych
vzorcich po CID fragmentaci. Signal u vzorku s 5x vy$sim obsahem peptidu G12D vykazuje
odpovidajici zvyseni signélu (pfiblizné¢ 5x). Mezi vzorkem obsahujicim pouze peptid G12D a
vzorkem v poméru 1:5 je zietelny silnéjsi signal u vzorku, kde je pouze G12D. Snizeny signal
fragmentu Y4 u vzorku s obéma peptidy je pravdépodobné zplsoben niz$im poctem iontl
peptidu G12D, které zapliiuji iontovou past, jelikoz ji v tomto piipadé sdili s ionty peptidu
G13D. Jakozto izobary jsou izolovany Vv pasti soucasné. Signdl by mél byt tedy pfiblizné
Sestinovy oproti vzorku jen se samostatnym peptidem. Tato skute¢nost byla experimentalné

zméfena, jak ukazuje obr. 18.

Obr. 18: Chromatogramy fragmentu Ys (cervene) peptidu G12D v riznych vzorcich po CID
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Situace u fragmentu Y4 peptidu G13D po CID fragmentaci je obdobna (obr. 19), s tim
rozdilem, ze zméfené signaly nedosahovaly az takové shody s teoretickymi piedpoklady
uvedenymi v piedchozim odstavci, jako tomu bylo v ptipad¢ peptidu G12D. Pichozené poradi
glycinu a asparagové kyseliny vede k odlisnému chovani peptidu G13D pf#i fragmentaci, coz
Ize vysledovat i v odlisnych intenzitach jednotlivych fragmenti ve spektrech (obr. 16 nahore a
17 nahore).

Obr. 19: Chromatogramy fragmentu Ys (cervené) peptidu G13D v ruznych vzorcich po CID

fragmentaci

—— yd- 801.4465+ — ya- 8014465+ —— y3-8071.4465+ —— yd- 801.4465+
— y&- 7023781+ — y&-7023781+ — yB-T02.3781+ — yg- 7023781+
— 7 - 6033087+ — Y7 -G03.3087+ — y7-B03.3097+ — y7 - B03.3087+
m—yd - 418 2286+ m—yd - 418 2286+ m— 4 - 4182296+ m—yd - 418 2286+

KRAS_G12D_tms2_CID G12D+G13D_1+5_tms2_CID G12D+GLID_S+1_tmsZ_CID KRAS_G13D_tms2_CID

200 +
200 +

150 + 150 L 150 L

180 +

100 +

Intenzita (107
Intenzita (10%)
Intenzita (10%)
Intenzita (10%)

100 L 100+

o0+

a0

0+ a0 4 a0 + \
\% VT ! W
125 ! \ LW iz apemas
J -0.2 ppm i H i A 25 PR
0 5 n ; 0 by L ) A i 0 : i

\ h . . , .
t ; t t t t t t t t t t t t
128 130 132 134 136 128 130 132 134 138 126 13.0 132 134 136 126130 13.2 134 138
Retenéni ¢as Retencni €as Retenéni cas Retencni cas

(Zleva.' G12D samostatneé; peptid GI2D a GI13D v poméru 1:5; peptid G12D a GI13D v pomeru 5:1; G13D

samostatné)

HCD fragmentace vede ke zvySené intenzité signalu Y4 z G12D (obr. 20), ale u
fragmentu Y4 z peptidu G13D k tak vyrazné zméné intenzity nevede (obr. 21). Zasadni rozdil
ale nastava u CID fragmentace. CID umoziuje detekovat druhy sekvenéné unikatni fragment
b7, ktery umozituje druhotné rozliseni peptidii. Tento fragment je detekovatelny u peptidu
G12D (obr. 22) i G13D (obr. 23). Detekce obou fragment pomoci CID zaroven vynahrazuje
niz§i signdl Y4 iontu oproti HCD technice. Identifikace a rozliSeni obou peptidli na zakladé dvou

v

fragmentt je spolehlivéjsi, nez pii pouZiti jen jednoho a¢ intenzivnéjsiho.
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Obr. 20: Chromatogramy fragmentu Y4 (cervené) peptidu G12D po CID a HCD fragmentaci
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(Zleva: CID: peptid G12D a G13D Vv poméru 1:5; peptid G12D a G13D v poméru 5:1; HCD: peptid G12D a
G13D Vv pomeru 1:5; peptid GI2D a G13D v poméru 5:1)

Obr. 21: Chromatogramy fragmentu Y (cervené) peptidu G13D po CID a HCD fragmentaci
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Obr. 22: Chromatogramy fragmentu b7 (¢ervene) peptidu G12D po CID a HCD fragmentaci
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G13D Vv poméru 1:5; peptid GI12D a G13D v poméru 5:1)

Obr. 23: Chromatogramy fragmentu b7 (¢ervene) peptidu G13D po CID a HCD fragmentaci
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Pro dal$i méfeni byla vybrana CID fragmentace. Metoda s CID fragmentaci byla
nasledné pouzita pro naméfeni fragmentacnich spekter vsech peptidii (obr. 24 az 31). Na
zéklad¢ teoretického vygenerovani fragmentii byly pro kazdy peptid vybrany tii fragmenty.
Vybér probihal tak, aby fragmenty nesly informaci o urcitém useku sekvence peptidu, kde se
nachazi mutace, tedy se mezi jednotlivymi peptidy li§i v hodnoté m/z. Vybrané teoretické
fragmenty se nasledné¢ porovnaly s naméfenymi fragmentaénimi spektry. Vybrany byly
nasledujici ionty: Y7, Vs, Yoa pro peptid G12R Y3, Y4 a Ys. Pro peptidy G12D a G13D byly navic
vybrany ionty Y4 a by.

Obr. 24: Fragmenta¢ni spektrum peptidu WT(+7 Da)
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Obr. 25 : Fragmenta¢ni spektrum peptidu G12A
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Obr. 26: Fragmentacni spektrum peptidu G12D
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Obr. 27: Fragmenta¢ni spektrum peptidu G12R
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Obr. 28: Fragmenta¢ni spektrum nemodifikovaného peptidu G12C
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Obr. 29: Fragmentacni spektrum peptidu G12S
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Obr. 30 : Fragmenta¢ni spektrum peptidu G12V
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Obr. 31: Fragmenta¢ni spektrum peptidu G13D
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2.1.1.1. Sekvenc¢ni homologie

K-ras protein sdili zna¢nou ¢ast své sekvence s H a N-ras proteiny (obr. 32). Peptid
LVVVGAGGVGK, z nemutované formy K-ras proteinu, se nachazi ve vSech tfech proteinech.
Tento peptid podléha stejnym mutacim, jak v K-ras proteinu, tak H-ras i N-ras.. Pfi méfeni
redlnych vzorka by tedy mohlo byt dilezité¢ urcit, jestli zméfend mutace pochéazi z K-ras
proteinu, ¢i nikoliv. K tomuto ucelu by bylo vhodné nalézt peptidy, které by byly specifické

pro kazdy z uvedenych Ras proteint.

Obr. 32: Sekvenéni homologie K-ras proteinti s H-ras a N-ras proteinem

BTSRRI YR T T S R Y GG SINRIT 7 s E KRR - DVESI IV GNK G- T TEQEBIER TP~ =5 A TG EDMEY I REIROVRIRE 1P =K TPGC U KTKRATH
IR VGGG o+ SO S DN DRI S YK QNI GE e IS T GOEE N SN ROV TGEGRICVATNATE s+ = s - EQIREVEDS - DVENVIVENKODT - ETWDTRQAODIRs vcre+ =15 K IR0G - DARNIIVEEIR < R - 00K <k xx s« < Bl

MIEYRL 16366 GRSALTIQLIQNEF VDEY DPTIEDS YRR QVVIDGETCLLDI DTAGQEE VS AMRDQ YMRTGE GFL CVE AINNTR S ¥ DTy REQIKRVKDSDDVEMVLVGNKCDL 4 A RTVF 5 R QAQDLARS  GIF VT T4 A KTRQGVF DAY TLVREIRQHKLP KT NFPDFS G2 GO VS CREW

MIEYRL 16360V GRSALTIQLIQNEF VDEY DPTIEDS YRR QVVIDGETCLLDIL DTAGQEE VS AMRDQYMRTCEGFL CVEAINNS K7 DI ¥ REQIKRVDS - DVPMVL VGNKCDL B RTVDTRQA LA s Y CIPFIETS s XTRQGV=DAFYTLVREIRQYRY KK N53DDGTOGCMET PEVVM

(Shora: K-ras 4A, K-ras 4B, H-ras, N-ras; spolecnd sekvence — cervend, WT peptid — zelend, spolecnd sekvence

— Sedd, unikdtni peptidy — modra, odlisnd sekvence oproti K-ras — Zluta)
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V sekvencich téchto tii proteini byly nalezeny peptidy, které jsou pro kazdy z proteint
unikatni a jeden dalsi peptid, ktery je spolecny pro vSechny (tab. 4). Tyto peptidy byly pfidany
do koneéné tMS? metody.

Tab. 4: Vybrané peptidy z K, H a N-ras proteinu

WT Spole¢ny Unikatni

Sekvence m/z Sekvence m/z Sekvence m/z

K-ras | LVVVGAGGVGK | 478,30 | SYGIPFIETSAK | 656,84 | SFEDIHHYR | 602,28
H-ras | LVVVGAGGVGK | 478,30 | SYGIPFIETSAK | 656,84 | SFEDIHQYR | 597,78
N-ras | LVVVGAGGVGK | 478,30 | SYGIPFIETSAK | 656,84 | SFADINLYR | 549,78

(Hodnoty m/z jsou uvedeny pro dvojndsobné nabité ionty.)

2.1.1.2. Parametry vytvofené LC/MS metody

V ptipadé WT peptidu muselo dojit k Gpravé hodnoty m/z prekurzoru. Dosud byla
méfeni provadéna na peptidu se znacenym leucinem, ktery posouval hodnotu m/z prekurzoru a
fragmenti D série 0 +7 Da. V ptipadé peptidu G12C je nutné prekurzor pro méfeni realnych
vzorkll modifikovat. Pii zpracovani realnych vzorki trypsinovou digesci dochazi k prediprave,
jez vede k navazani karbamidomethylové skupiny na thiolovou skupinu cysteinu.
Karbamidomethylace zvysuje m/z jedenkrat nabitych peptidi o 57 Da, dvojnasobné nabitych o
28,5 Da. Realné vzorky byly dale spikovany zna¢enymi peptidy — WT*, G12D* a G12C*, které
v sekvenci nesly t&zky lysin. Znageny lysin (atomy *C a *N) zvysuje hmotnost peptidu o +8
Da.

Targeted MS? (tMS?) metoda byla nastavena tak, aby dochazelo k izolaci specifickych
hmot dvojndsobné nabitych prekurzort (viz tab. 6). Jednotlivé ionty byly nasledné izolovany a

fragmentovany CID technikou. Tab. 5 uvadi detaily nastavenych parametrti.
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Tab. 5: Detaily nastaveni parametrti tMS? metody

Parametr Nastavena hodnota
Délka metody 40 min
lontovy zdroj Nanoelektrosprej
Sprejovaci napéti 1900 V
Izolace Kvadrupdl
Izola¢ni okno 2mlz
Kolizni energie 30 %
Detektor Obritrap
Rozliseni 30000
Rozsah 100 — 1500 m/z
Maximalni doba plnéni kolizni cely 100 ms
Polarita +

Tab. 6: Tabulka izolovanych iontii v tMS? metodé

Nazev Hodnota m/z | Naboj
Mutl G12A 485,3082 2
Mut2 G12D 507,3031 2
Mut3 G12R 357,2371 2
Mut4 G12C_karbamidomethylovany | 529,8050 2
Mut5 G12S 493,3057 2
Mut6 G12V 499,3239 2
Mut7 G13D 507,3031 2
K-ras WT 478,3004 2
K-ras unikatni 602,2807 2
H-ras unikatni 597,7805 2
N-ras unikatni 549,7826 2
Kras WT* 482,3075 2
Kras G12D* 511,3102 2
Kras G12C* 505,3013 2
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2.1.1.3. Urceni limitu detekce a kvantifikace

Z peptidové smesi, pripravené podle navodu (viz protokol: Piiloha 6, varianta d v Casti
C) z mnozstvi 30 pg totalniho proteinu z lyzatu bunééné linie CCRF-CEM, byla vytvoifena sada
kalibracnich roztokti syntetického peptidu G12D a G12C. Roztoky byly pfipraveny tak, aby
v nastiiku 2 pl bylo pfitomno ur¢ité mnozstvi kazdého z peptidi v rozsahu od 2 amol do 10
fmol. VSechny vzorky byly souc¢asné spikovany znacenymi peptidy G12D* a G12C*, kazdy

v koncentraci 0,5 fmol/pl, které slouzily jako interni standardy.

Viechny vzorky byly zméfeny miniméalné ve tfech opakovanich vytvoienou tMS?
metodou. Z namé&fenych dat byla vyexportovana plocha pikt fragmentt ptislusnych peptida
tak, Ze pro peptid a jeho interni standard byly vybrany stejné fragmenty. Plochy pikti fragmentt
byly pro kazdy peptid secteny a vysledna plocha piku peptidu byla vydé€lena plochou piku jeho
interniho standardu. Ziskana hodnota, pomér neznaceny (light — L) a znaceny peptid (heavy —

H), byla ozna¢ena L/H. Hodnoty L/H byly zaneseny do grafu proti mnozstvi daného peptidu.

Byla vybréna oblast, v niz byly L/H hodnoty linearn¢ zavislé na mnozstvi daného
peptidu. Metodou nejmensich ¢tverct byla ziskana hodnota smérnice piimky linearni zavislosti
(S) a smérodatna odchylka smérnice (SOS). Z téchto hodnot byl vypocten limit detekce (LOD)
a limit kvantifikace (LOQ) podle vzorct:

LOD = 3,3;5'05 : LOQ — 10-S0S

Ze zpétn€ vypocteného mnozstvi peptidu byla uréena primérnd relativni chyba a recovery.
Vysledky jsou shrnuty v tab. 7. Rozsah linearni zavislosti L/H na mnozstvi peptidu je pro peptid
G12D (obr. 33) a GI2D (obr. 34) uveden vcetné rovnice piimky a hodnoty koeficientu

mnohon&sobné determinace.

Tab. 7: Hodnoty smérnice, smérodatné odchylky smérnice, LOD, LOQ, relativni chyba (RC) a
recovery pro peptidy G12D a G12C

S SOS LOD [amol] | LOQ [amol] | RC [%] | Recovery [%]
G12D | 0,0013549 | 0,0000085 22,19 52,30 1,88+£0,01 | 95,95+ 0,06
G12C | 0,0057187 | 0,0001661 15,26 49,40 7,79+ 0,05 | 98,03 +0,07
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Obr. 33: Linearni zavislost hodnot L/H na mnozstvi peptidu pro peptid G12D
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Obr. 34: Linearni zavislost hodnoty L/H na mnozstvi peptidu pro peptid G12C
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2.1.2. SDS-PAGE

Gely pro elektroforetickou separaci proteint byly pfipraveny tak, aby separacni gel mél
co nejvetsi délku (~ 9 cm). Zaostfovaci gel mél potom délku nékolik milimetr. Pouzity
hmotnostni marker je kompatibilni s barvenim gelu pomoci barviva Coomassie Blue. Marker
po separaci tvoii modie a tfi rizové zbarvené bandy (viz Obr. ), které vSak po obarveni
Coomassie Blue zmodraji. Rozliseni bandii markeru je po obarveni mozné i podle jejich

velikosti.

Obr. 35: Bandy hmotnostniho proteinového markeru po SDS-PAGE separaci

AR

Koncentrace proteinovych lyzati dovolovala davkovat maximalné 40 pg totalniho
proteinu do jamek o objemu 25 pl, do nichz je optimalni davkovat max. 20 ul vzorku. Vzorek
se davkuje po povateni s SDS loadovacim pufrem, coZ omezuje i mnoZzstvi davkovaného lyzatu

pro separaci.

Lyzaty bunécné linie CCRF-CEM byly pouzity pro nadavkovani mnozstvi totalniho
proteinu v rozsahu 1 — 30 pg. Vzorky o nizkém mnozstvi proteinu byly davkovany vedle
hmotnostniho markeru z diivodu ptesnéjsiho vyfezani oblasti (obr. 36). Vyfezany byly 3 oblasti,

jak uvadi protokol (Ptiloha 6).
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Obr. 36: Elektroforeogram lyzéatu z linie CCRF-CEM v rozsahu 1 — 30 pg totalniho proteinu
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Pouzita bunécna linie obsahuje mutaci G12D. Pomoci optimalizované tMS2 metody
byly méfeny specifické prechody prekurzor/fragment pro odpovidajici peptidy za ucelem
prokazani ptitomnosti téchto peptidi ve vzorku. Zmétena data ukazuji (obr. 37), ze k uréeni
typu mutace, kterd aminokyselina nahrazuje glycin, je mozné jiz pii pouziti 8 pg totalniho
proteinu. Pro odliseni mutace G12D od G13D je potieba vyssi mnozstvi totalniho proteinu a to

miniméln& dvojnasobné. Od tohoto obsahu totalniho proteinu jsou méfitelné fragmenty Y4 a by.

Obr. 37: Plochy piku peptidu G12D z oblasti gelu 20 — 25 kDa z bunééné linie CCRF-CEM po
davkovani mnozstvi totalniho proteinu v rozsahu 1 — 30 pg v jednom (1 pg), resp. dvou

opakovanich (zbytek)
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Elektroforetickd separace neprobiha vzdy optimalné, ale i samotné vyfezdvani nevede
k ocekavanému umisténi K-ras proteinu v oblasti 20 — 25 kDa. V takovém ptipad¢ 1ze peptidy
detekovat i nad, ¢i pod oblasti 20 — 25 kDa (obr. 38, 39 a 52)

Obr. 38: Plochy piku peptidu G12D pod zonou 20 — 25 kDa z buné¢né linie CCRF-CEM po
davkovani mnozstvi totalniho proteinu v rozsahu 1 — 30 pg v jednom (1 pg), resp. dvou

opakovanich (zbytek)
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Obr. 39: Plochy pikt fragmentd peptidu G12D nad zénou 20 — 25 kDa z bunééné linie CCRF-
CEM po davkovani mnozstvi totalniho proteinu v rozsahu 1 — 30 pg v jednom (1 ug), resp. dvou

opakovanich (zbytek)
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2.1.3. Imunoprecipitace - magnetické kulicky protein A

Imunoprecipitace na magnetickych kulickdch s proteinem A byla nejprve pouzita na
lyzétech z buné¢né linie CCRF-CEM. Kuli¢ky s navazanou protilatkou byly inkubovany pies
noc s objemy lyzatu odpovidajicich mnozstvi totalniho proteinu 0 40 — 1500 pg. Trypsinova
digesce byla provedena v piitomnosti kulicek, tedy bez eluce. Zméiena data ukazala, Ze
Vv ptipad¢ imunoprecipitace lze peptid G12D odlisit od G13D pouze s nejvysSim pouzitym
mnozstvim totalniho proteinu, tj. 1500 pg (Obr. ). Pro uréeni typu mutace dosta¢uje mnozstvi

200 pg totalniho proteinu.

Obr. 40: Plochy piku peptidu G12D normalizované ke vzorku s nejvyssi plochou piku po
imunoprecipitaci na proteinu A pro vzorky o rizném mnozstvi totdlniho proteinu lyzatu

buné¢éné linie CCRF-CEM v rozsahu 40 — 1500 pg ve dvou opakovanich
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Nasledné byl experiment opakovan s totalnim proteinem v rozsahu 200 — 600 g,
protoze pii mnozstvi 600 g dosahujeme piiblizné stejné plochy piku jako u vysSiho mnozstvi.
Tentokrat digesci trypsinem ptedchézel eluéni krok a digesce trypsinem byla provedena
v ziskaném eluatu. Eluce bohuZel nepiinesla ptiznivé vysledky (obr. 41) Optimalizace elu¢niho
kroku presahuje rdmec této prace a dale bude probihat trypsinova digesce v pfitomnosti

magnetickych kuli¢ek s imobilizovanym proteinem A.
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Obr. 41: Plochy piku peptidu G12D pro vzorky o rizném mnozstvi totalniho proteinu lyzatu
bunééné linie CCRF-CEM ve tfech opakovanich bez eluce a s eluci imunoprecipitovanych

proteinti z magnetickych kuli¢ek s proteinem A
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2.1.4. Imunoprecipitace — magnetické kuli¢ky protein G

Imunoprecipitace na magnetickych kulickach s proteinem G byla odzkouSena nejprve
na lyzatu bun&né linie CCRF-CEM. Nejprve bylo pouZito mnoZstvi totdlniho proteinu v
mensim rozsahu 40 — 600 pg. Mnozstvi totalniho proteinu k identifikaci typu mutace
odpovidalo nejvy$§imu mnozstvi, tj. 600 pg (obr. 42), coZ je hor$i vysledek ve srovnani

s imunoprecipitaci s proteinem A.

Byl proveden stejny experiment jako v pfipadé imunoprecipitace s proteinem A.
Imunoprecipitace byla provedena se 600 pg totalniho proteinu a pied trypsinovou digesci byl

zatazen eluéni krok. Eluce i v tomto piipadé vedla k negativnimu vysledku (obr. 43).
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Obr. 42: Plochy piku peptidu G12D po imunoprecipitaci na proteinu G pro vzorky o mnozstvi

totalniho proteinu lyzatu CCRF-CEM v rozsahu 40 — 600 g ve tfech opakovanich
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Obr. 43: Plochy piku peptidu G12D pro vzorky z 600 pg totalniho proteinu lyzatu CCRF-CEM

ve tfech opakovanich bez eluce a s eluci imunoprecipitovanych proteini z magnetickych

kulicek s proteinem G
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Imunoprecipitace na proteinu G vyzadovala vétsi mnozstvi totalniho proteinu
V porovnani s proteinem A. Pro analyzu realnych vzorki byla proto vybrana imunoprecipitace
na magnetickych kuli¢kach s imobilizovanym proteinem A, ackoliv ptivodni metoda vyuzivala

magnetické kulicky s imobilizovanym proteinem G (Wang, Q., 2010).

2.1.5. FASPXFAST

Dvojit4 filtrace na membranovych filtrech byla provedena podle protokolu (Ptiloha 8).
Odzkouseny byly vSechny tfi varianty, které vedou k rozruSeni disulfidickych mustkd ve
struktufe proteinu. Varianty byly vyzkouseny na lyzatu bunééné linie CCRF-CEM s mnozstvim
totalniho proteinu 200 pg, dale poloviénim mnozstvim a mnozstvim 40 pg. Ani jeden z ptistupt

nevedl| k ziskani métitelného signalu pro peptid G12D (obr. 44), ani WT peptid (obr. 45).

Obr. 44: Plochy piku peptidu G12D pro vzorky o 200 pg totalniho proteinu ptipravenych

metodou FASPxFAST ve tiech variantach a ttech opakovanich
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Obr. 45: Plochy piku WT peptidu pro vzorky o 200 g totalniho proteinu pfipravenych metodou
FASPxFAST ve tfech variantach a ttech opakovanich
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HIubsi analyza zahrnovala zopakovani prvni varianty podle schématu na obr. 46. Byla
provedena filtrace na 30 kDa filtru. Roztok proteini proslych 30 kDa filtrem byl rozdélen na
dva alikvoty, kdy jeden byl precipitovan acetonem (viz protokol: Pfiloha 9), aby doslo
k odstranéni detergentti a nasledné byl podroben digesci trypsinem. Druhy alikvot byl nanesen
na 10 kDa filtr. Proteiny zachyceny na 30 kDa filtru byly pievedeny na peptidy trypsinovou
digesci. Digesce na 10 kDa filtru byla vynechana a filtrat, po filtraci pfes 10 kDa filtr, byl

zpracovan jako prvni alikvot filtratu po filtraci ptes 30 kDa membranovy filtr.

Obr. 46: Schéma experimentu pro nalezeni mista zachyceni peptidd K-ras proteinu v metodé
FASPXFAST
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Pouze v ptipad¢ proteinti zachycenych na 30 kDa filtru byly nalezeny peptidy G12D
(obr. 47) a WT (obr. 48). Jelikoz dochazi k zachyceni K-ras proteinu na prvnim filtru, nelze
metodu pouzit v predpoklddaném uspotfadani. Nejednd se tedy o vhodny zpiisob piipravy
vzorku, ktery byl zvolen pro ucely této prace a nebude pouzit pro analyzu lyzath ostatnich
bunéénych linii.
Obr. 47: Plochy piku peptidu G12D normalizované ke vzorku s nejvyssi plochou piku po

zachyceni proteind na 30 kDa membranovém filtru ze étyt méfeni
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Obr. 48: Plochy piku WT peptidu normalizované ke vzorku s nejvyssi plochou piku po

zachyceni proteint na 30 kDa membranovém filtru ze ¢tyf méfeni
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2.2. Analyza bunécnych lyzati

Analyzovany byly bunééné lyzaty v§ech 4 bunécénych linii — CCRF-CEM, SNU-1, NCI-
H358 a Calu-1. Pouzitymi metodami pro ptipravu vzorku byla SDS-PAGE elektroforéza a

imunoprecipitace na magnetickych kulickach s proteinem A.
2.2.1. SDS-PAGE

K separaci bylo pouzito 40 pg totalniho proteinu od kazdé¢ linie. Od vSech linii byla
separace provedena ve tfech opakovanich, kromé linie Calu-1, u niz byla opakovani dvé. U
kazdého opakovani byly vyfezany tii oblasti a vzorky byly oznaceny zkracenym nézvem linie
a kddem, jak je uvedeno na obr. 49. Pro CCRF-CEM ziskdme: CEM-1, CEM-1P, CEM-1N,
CEM-2, atd.

Obr. 49: Ukazka systému kodovani vzorkt podle vyfiznuté oblasti po SDS-PAGE separaci

MW MW

2.2.1.1. Linie s mutaci G12D

U obou linii (CCRF-CEM, SNU-1) byla uspésné nalezena odpovidajici mutace G12D
(obr. 50). Pro kazdy peptid probiha ovéfeni na zaklad¢ vice nékolika parametrd. Prvnim
parametrem je pritomnost pikl fragmentl pro dany peptid ve stejném retencnim case. Z téchto
pikt jsou nasledné vygenerovany plochy pikt. Pokud je pfitomné spektrum peptidu v knihovné,
je srovnana plocha pikt s knihovnou. Mira shody je uvedena jako hodnota dotp. Pro tplnou
shodu nabyva dotp hodnoty 1. Srovnani spektra s knihovnou je druhym parametrem. Ttetim je

srovnani retencnich Casii. Retencni ¢as peptidu a stejného syntetického peptidu musi byt za
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dodrzeni stejnych podminek shodny. Retenéni ¢asy fragmenti mohou byt transformovany do
grafické podoby (obr. 51). Pokud vSechny parametry odpovidaji hodnotdm naméfenym u

standardil, pak je identifikace spolehliva.

Obr. 50: Plochy piku peptidu G12D pro vzorky lyzath linii CCRF-CEM a SNU-1 ve tiech
opakovanich SDS-PAGE separace
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Obr. 51: Retencni Casy fragmentli peptidu G12D pro vzorky lyzath linii CCRF-CEM a SNU-1
ve tfech opakovanich SDS-PAGE separace
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V piipad¢ linie SNU-1 se K-ras protein pii vyiezavani oblasti dostal do obou oblasti nad
i pod oblasti 20 — 25 kDa (obr. 52). U linie CCRF-CEM byly peptidy K-ras proteinu detekovany

pievazné v o¢ekavané oblasti 20 — 25 kDa (obr. 53).

Obr. 52: Plochy piku peptidu G12D tii vyfezanych oblasti gelu pro lyzatu linie SNU-1 ve tfech
opakovanich SDS-PAGE separace
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Obr. 53: Plochy piku peptidu G12D ti vyfezanych oblasti gelu pro lyzatu linie CCRF-CEM ve

ttech opakovanich SDS-PAGE separace
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2.2.1.2.  Linie s mutaci G12C

U obou linii (Calu-1, NCI-H358) byla nalezena odpovidajici mutace G12C, ackoliv
zméteny signal byl znacné nizky, zejména u linie NCI-H358 (obr. 54). Tato skutecnost miize
byt zpiisobena niz§i mirou relativni exprese mutované formy K-ras proteinu ve srovnani s celym

proteomem buriky.

Obr. 54: Plochy piku peptidu G12C pro vzorky lyzatu bunéc¢né linie Calu-1 ve dvou a NCI-
H358 ve tiech opakovanich SDS-PAGE separace
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2.2.2. Imunoprecipitace — magnetické kuli¢ky protein A

Imunoprecipitace na magnetickych kulickach s imobilizovanym proteinem A byla
provedena s 600 ug totélniho proteinu. U linii SNU-1 a NCI-H358 byla imunoprecipitace
provedena ve tfech opakovanich, u CCRF-CEM ve dvou a u Calu-1 v jednom opakovani.

Dtivodem niz§ich poctii opakovani bylo zejména malé mnozstvi proteinového lyzatu.

86



2.2.2.1. Linie s mutaci G12D

U obou linii nesoucich mutaci G12D (CCRF-CEM, SNU-1), potvrzenou z SDS-PAGE
experimentu, bylo mozné potvrdit pouze ptitomnost mutace, pifi niz je glycin nahrazen

asparagovou kyselinou bez informace o jeji pozici na peptidu (obr. 55). Pro urceni pozice by

musel byt zachycen signal pro fragment Y ¢i b7 peptidu G12D.

Obr. 55: Plochy piku peptidu G12D pro vzorky lyzatti bunééné linie CCRF-CEM ve dvou

opakovanich a SNU-1 ve tfech opakovanich imunoprecipitace na proteinu A ziskanych ze tii

méfeni
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2.2.2.2. Linie s mutaci G12C

Imunprecipita¢ni metoda u téchto linii (Calu-1, NCI-H358) nevedla k zachyceni peptidu
G12C (obr. 56), ackoliv z SDS-PAGE experimentu vime, Ze tento mutovany peptid je ve
vzorcich lyzata piitomny. WT peptid byl zméfen v obou liniich (obr. 57). Pfi nezachyceni
mutovaného peptidu, by pii pouziti metody v uvedeném provedeni, mohlo dojit k falesné
negativnimu vysledku pfitomnosti mutace. Signal WT peptidu velmi pravdépodobné pochézi

vedle K-rasu i z H a N-ras proteinu.
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Obr. 56: Plochy piku peptidu G12C pro vzorky lyzatu bunééné linie Calu-1 v jednom opakovani

a NCI-H358 ve tfech opakovanich imunoprecipitace na proteinu A ziskanych ze tfi méteni
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Obr. 57: Plochy piku WT peptidu pro vzorky lyzatu buné¢né linie Calu-1 v jednom opakovani
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2.3. Analyza bunééného média

2.3.1. Imunoprecipitace — magnetické kulicky proteinem A

Imunoprecipitaéni metoda na magnetickych kulickach s imobilizovanym proteinem A
byla pouzita i pro analyzu média po inkubaci bun¢k linie CCRF-CEM. Experiment byl
realizovan podle navodu, viz Ptiloha ¢. 7 ¢ast A. Postup se liSil pouze v tom, Ze inkubace
probihala v 50 ml flakonu, v némz bylo smichano 25 ml média a 25 ml binding pufru. Mnozstvi
magnetickych kuli¢ek pouzitych pro reakci bylo navyseno 50krat, na 52,5 pl. Protilatky bylo
pouzito taktéz 50krat vice ve ziedéni doporuc¢eném pro imunoprecipitaci. Inkuba¢ni doba pro
imunochemickou reakci byla prodlouzena na 2 dny. Digesce proteintt prob¢hla pfimo na

magnetickych kulickach.

Analyza zméfenych dat pfinesla pozitivni vysledek v detekci peptidi
LVVVGAGGVGK a LVVVGADGVGHK, ¢ili WT (obr. 59 a 58) a G12D (obr. 60). V ptipadé
G12D byl detekovan pouze jeden z fragmenti specifickych pro pozici mutace, a to D7. Zjisténi,
ze tyto peptidy lze stanovit v bunééném médiu, mize byt ptinosné, jelikoz by mutaci K-ras

proteinu bylo mozné stanovit i v t€lnich tekutinach.

Obr. 58: Plochy piku WT peptidu nalezeného v médiu po inkubaci bunééné linie CCRF-CEM

ze ti1 méfeni
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Obr. 59: Pik fragmenti WT peptidu nalezeného v médiu po inkubaci bunééné linie CCRF-

CEM ze tfi méfeni

y8 - 644.3726+

y7 - 545.3042+

[— yo-743.4410+
500 T

14.9
1.8 ppm
-

ao0 +

300 +

Intensita (10%)

100 +

155
-11.8 ppm

16
08

1 " 1 i o, PR—— " i /

t t t + 1 f t t t

144 1486 148 15.0 15.2 154 156 15.8 16.0
Retencni cas

0

Obr. 60: Plochy piku peptidu G12D nalezeného ve vzorku média po inkubaci bunééné linie
CCRF-CEM ze tii méfeni
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I11. Diskuze

1. Proteinové lyzaty

Nejvétsim taskalim prace s biologickym materidlem, zejména v oblasti proteomiky, je
jeho dynamicnost. Inkubované bunky reaguji na kazdy vné&jsi vliv zménou slozeni proteint,
jejich exprese je jako odpoveéd na podnét zvysSena, ¢i sniZzena. Tyto zmény se nasledné projevi
Vv piipravenych lyzatech. Rozdily jsou patrné uz pii stanoveni proteinové koncentrace lyzati,
kdy nejvétsi rozdily nastavaji u lyzatt z bunék po odlisSném poctu pasazi, nebo inkubovanych

Z riznych zalozenych pasazi.

Vnéjsi vlivy zahrnuji skute€nosti, které se na prvni pohled zdaji nedtilezité, jako jsou
tepelné vykyvy v inkubatoru pii kazdém jeho otevieni, doba, kterou lahve s bunéénym obsahem
stravi mimo prostiedi inkubatoru pii pasazovani, ¢i vymeéné média. VIiv ma i to, jestli Cerstvé
médium mé pokojovou teplotu, nebo jinou. Buiiky v 1dhvi mohou byt napadeny rGznymi

patogeny i pies dodrzovani sterilni prace.

Optimalni by tedy z tohoto hlediska bylo, aby experimenty optimalizujici metody byly
provadény na lyzatech, vytvotfenych z alikvotl bun€k, odchovanych za stejnych podminek.
Toho lze ¢aste¢né dosdhnout tim, Ze se buniky namnozi do vét§iho mnoZzstvi inkubacnich lahvi
a zlyzuji ve stejnou chvili. To nam zaru¢i dostate¢nou podobnost. V rdmci experimentalni prace
byla snaha dodrZet tento postup. Ptesto ne vzdy to bylo mozné, jelikoz je nemozné dopiedu
odhadnou, jaké mnozstvi lyzatu skutecné spotfebujeme, a je nepraktické vytvofit zbytecné

velké mnoZstvi lyzatu, které by pak nemélo vyuZiti.

Existuje velké mnoZstvi lyza¢nich pufrd, které svym sloZzenim koresponduji se
zamySlenym zpracovanim lyzatu. Slozeni nékterych lyzac¢nich pufri v sobé zahrnuje latky,
které se fadi mezi prudké jedy, podléhajici ptisné kontrole. Tato skutecnost byla vzata v potaz
pfi rozhodovani, jaky lyzaéni pufr pouzit. Naptiklad v origindlnim lyzaénim pufru,
pouzittm Wangem (Wang, Q, 2011) jsou obsazeny latky jako fluorid sodny a
fenylmethansulfonylfluorid. NaF je smrtelny pfi poziti davky 1 — 5 g (Marhold, J., 1980).
Manipulace s PMSF by méla probihat v ochranném obleku a pfi praci by se mélo vyvarovat

vesSkerému kontaktu s touto latkou, v¢etné jeji inhalace (DMSF bezpecnostni list).
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Pouziti mililitrového mnozstvi lyzatu na 50 miliont bunék vede u SDS-lyzac¢niho pufru
¢i lyzaéniho pufru pouzitého Wangem ke vzniku slizovité konzistence. Ke ztekuténi lyzatu je
nasledn¢ nutné zaradit sonikacni krok na ultrazvukovém homogenizatoru. Sonikace na
homogenizatoru s sebou nese dalsi zdravotni riziko, pfi nedodrzeni bezpecnosti prace, kterym

je poskozeni sluchu.

Dalsi nevyhodou lyza¢nich pufrii je castd nekompatibilita slozek s cinidly pro
spektrofotometrické stanoveni koncentrace totalniho proteinu. Koncentrace né€kterych slozek
musi byt nasledné snizena vhodnym fedénim pro dosazeni kompatibility. Ziedéni vsak vede i
ke snizeni obsahu proteinl, coz muze absorbanci posunout mimo linearni rozsah vybrané

metody.

Po zohlednéni vSech aspekti (toxicita slozek, kompatibilita se spektrofotometrii,
narocnost lyzace) byl vybran RIPA lyza¢ni pufr, ktery je kompatibilni se stanovenim totalniho
proteinu pomoci spektrofotometrie s bicinchoninovou kyselinou bez nutnosti fedéni. PouZiti
RIPA pufru nevyzaduje homogenizaci na sonikatoru a obsahuje jen minimalni mnoZzstvi
jedovatych latek. Vytvoreny lyzat s RIPA pufrem nijak nebranil dal§imu zamySlenému

zpracovani vzorku.

2. Srovnani metod pro izolaci K-ras proteinu

Pro analyzu bunétnych lyzath byly navrzeny dvé imunoprecipitacni metody a dvé
metody separujici proteiny na zaklad¢ jejich molekulové hmotnosti. VSechny metody byly
nejprve odzkouSeny na lyzatech bunék linie CCRF-CEM, jelikoz tato linie byla nejlépe
dostupnd, protoze se fadi k nejvice pouzivanym liniim na pracovisti, kde byla tato diplomova

prace realizovana.

Imunochemické reakce se fadi obecné k vysoce specifickym metodam. Podle vysledk
to v této praci tak nevypada. U obou navrzenych metod byla pouzita stejné protilatka, kterd na
sebe vaze vSechny Ras proteiny. Tento fakt jiz vyrazné sniZuje jeji specifitu, ktera mize stat za
netspéchem detekovat mutovany peptid K-ras proteinu. Obé metody ve formé, jak byly
realizovany, nepfinas$i pozadované informace. Nem¢l by to byt vSak divod tyto metody
zavrhnout. Mista, ktera jsou kriticka a zaslouzila by si zvySenou pozornost je mnoZzstvi

protilatky, efektivita navazani protilatky na protein A, resp. G a doba inkubace.
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Zvysené mnozstvi protilatky, spolu s efektivitou jeji vazby na protein A, ¢i G, by mély
byt optimalizovany sou¢asné. Jelikoz zvySovani mnozstvi protilatky bez znalosti, zdali se
vSechna dokéaze navazat na protein na magnetickych kulickach, maze vést ke znaCnym ztratdm
protilatky. Pouzité komeréni magnetické kulicky mély v piilozeném datasheetu uvedenu
predpokladanou vazebnou kapacitu, z niz jsme pii tvorbé postupu metody vychazeli. Vazebné
kapacity jsme vSak nemohli nikdy dosahnout, jelikoz protilatka byla pouzivana v 30nasobném
ziedéni. Bylo by tedy vhodné toto zfedéni snizit a sledovat, zda snizené ziedéni povede ke
zméfeni intenzivnéjSiho signalu v hmotnostnim spektrometru. Pii nizkém mnozstvi pouzité
protilatky muze byt jeji vazebna kapacita pro cilovou molekulu proteinu nasycena. Moznosti je
i zakoupeni jiné anti-Ras protilatky, pfipadné specifi¢téjsi anti-K-ras protilatky, ktera vaze
pouze K-ras protein. Efektivita vazby by mohla byt zkouména i zdménou pufru, pouzitého pro
navazani protilatky i pro samotnou imunochemickou reakci mezi K-ras proteinem a protilatkou.
Doba inkubace by mohla byt jak prodlouzena, tak ptipadné zkracena, pokud by bylo dosazeno
stejnych vysledk.

Eluce proteini po imunoprecipitaéni reakci z magnetickych kuli¢ek by méla byt
optimalizovéna. V naSem piipadé nedoslo k ziskani métitelného signalu pro odpovidajici
peptidy. Jednim diivodem mutize byt, Ze pouzité elucni ¢inidlo (5% kyselina octova) neni pied
pfidanim trypsinu dostate¢né zneutralizovana a reakéni smés ma hodnotu pH v kyselé oblasti,
V niZ je trypsin inaktivni. Bylo by vhodné zejména ovéfit pH finalniho reakéniho roztoku po

ptidani vSech €inidel z trypsinové digesce pied pfidanim trypsinu.

Metoda, kombinujici filtraci pfes membranové filtry, které propousti proteiny o
molekulové hmotnosti pod 30, resp. 10 kDa, byla neuspésna. Divodem bylo zachyceni K-ras
proteinu na 30 kDa filtru, jak bylo ukazano ve vyhodnoceni naméfenych vysledkt. Zachyceni
na 30 kDa filtru se da vyuzit k normalni FAST (z angl..filter-aided sample trypsinization)

metodé neboli trypsinové digesci na filtru.

Elektroforeticka metoda se tadi ke klasickym pfistupim v pfipravé proteomickych
vzorkli. Neznamena to vSak, ze se zde jiz neda optimalizovat Zadny parametr. Jak bylo patrné,
tak ne vzdy byly zony vyfezany tak, aby K-ras protein byl ¢isté v odpovidajici zon€. Toho by
mohlo byt dosazeno pomalejsi elektroforetickou separaci, pfi niZ je pouzito nizsi napéti, nebo
zménou nasledujicich parametrit gelu. Pokud to umoznuje vybaveni, tak zvétSit délku

separacniho gelu a zaroven zvétsi 1 délku zaostfovaciho gelu, aniz by to bylo na ukor
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separa¢niho gelu. Kdyz vybaveni dovoluje pouzit jen urcitou délku gelu, tak je moznosti
ptiprava gelu, ktery ma vyssi obsah monomeru ptipadné cross-linkeru. Vyssi obsah akrylamidu
vede ve findlnim gelu k odlisnému poméru polymeru a vody, coz ma za nasledek obecné mensi
pory. Ke zmenSeni porti vede 1 zvySeny obsah cross-linkeru. Bézné€ se pouziva koncentrace

cross-linkeru 2,7 — 5 %. Gely v praktické ¢asti obsahovaly 3,3 % cross-linkeru.

Srovndme-li metody pouzité v praktické ¢asti diplomové prace, tak jako nejvhodnéjsi
prekoncentra¢ni metoda pro analyzu mutaci K-ras proteinu se jevi SDS-PAGE. Jeji pfednosti
je zde zejména malé mnozstvi totalniho proteinu, potfebného pro identifikaci mutace na K-ras
proteinu 1 jeji pozice. Ostatni metody potfebovaly vys$si mnozstvi totadlniho proteinu, nebo
nefungovaly vibec. Pro skutecné objektivni porovnani by bylo potifeba optimalizovat
podminky ostatnich metod. Imunoprecipitaéni metoda na magnetickych kuli¢kach je ve
srovnani s SDS-PAGE elektroforézou méné naro¢na z pohledu prace laboranta, ¢i vybaveni.
Problémem u magnetickych kuli¢ek by mohla byt sila pouzivaného magnetu, jelikoz pro velmi
jemné kuli€ky je nutné pouzit silny magnet. Obé metody maji svoje specifické naroky na
vybaveni, pro elektroforézu je to sestava pro jeji provedeni a u imunoprecipitace rotator a
magnety. Toto vybaveni neni pro béZnou laboratof pfili§ nakladné nebo byva jiz jeji soucasti.
Zbylé vybaveni ob&é metody sdili. Naroky na chemikalie ¢i magnetické kuli¢ky a protilatku na
provoz obou metod jsou taktéz ptiblizné srovnatelné. Z tohoto pohledu vychazi jako vhodnéjsi
metoda optimalizovana imunoprecipitace na magnetickych kuli¢kach, jejiz dalsi vyhodou mtize

byt 1 moznost plné automatizace, ktera u SDS-PAGE neni mozna.

Imunoprecipitaci by mohla konkurovat je$t€ metoda FAST, protoZe je podobné
nenaro¢na, zejména jak do chemikalii, vybaveni i pomucek. Z vybaveni je zde nutna centrifuga
s rotorem pro eppendorfky, ty ale byvaji béZnou soucasti laboratofi. Na rozdil od
imunoprecipitace zde neni potfeba nakupovat protilatku a magnetické kulicky, ale je nutné

kupovat centrifugani mikrozkumavky a membranové filtry.

Analyza bunééného média po inkubaci bun¢k vedla ke stanoveni WT peptidu. Jak bylo
uvedeno v ¢asti vyhodnoceni, mize tento peptid pochazet z K-ras proteinu, ¢i z H-ras, resp. N-
ras proteinu. Z naméfenych dat vyplynulo, Ze nebyl detekovan K-ras specificky peptid ani H-
ras specificky peptid. Byl naméfen signal pro fragmenty N-ras unikatniho peptidu (obr. 61).

Tento vysledek naznacuje, ze se do média uvoliiuje N-ras protein.
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Analyza vSak byla dosud provedena jen na nedostate¢ném poctu vzorkii a nebyla nijak
optimalizovéna. Vysledek by mohl byt zplisoben i tim, ze doba inkubace byla pfili§ dlouha a
protilatka nejpevnéji vazala N-ras protein a ¢asem mohlo dojit k vytésnéni jinych proteina
zZ protilatky timto proteinem. DalSim diivodem muze byt i moznost, Ze v reakéni smési dojde
k rozpadu komplexu protilatka-protein A/G, ¢i komplexu protein A/G-nosi¢. Mnozstvi a sloZeni
pouzitého binding pufru mohlo taktéz vést k podpoie zachyceni N-ras proteinu na protilatce.
Vysvétleni miize byt 1 velice prosté a to, Ze médium jako takové obsahuje N-ras protein, aniz
by v ném byla inkubovana buné¢na linie. U analyzy média zastava spousta nezodpovézenych
otazek, které by mély byt zkoumany v dal$im vyzkumu. Na tomto misté neni objektivné mozné

poskytnout jasny vysledek.

Obr. 61: Chromatogram vybranych fragmenti N-ras specifického peptidu ze vzorku média po
inkubaci bunééné linie CCRF-CEM
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IV. ZAVER

Byla vyvinuta a optimalizovana LC/MS metoda za ucelem cilené detekce mutované a
nemutované formy Kras proteinu z riznych biologickych vzorkd. Optimalizace spocivala
v nalezeni vhodné fragmentacni techniky, kterd umoznila vytvofit specifické fragmenty u
syntetickych mutovanych peptidu z Kras proteinu k odhaleni mista a typu mutace. Navrzena
metoda byla ovéfena na lyzatu bunééné linie CCRF-CEM, kde byl detekovan mutovany peptid
GI12D. Kapalinova chromatografie separovala ziskanou peptidovou smés 40minutovou
gradientovou eluci. MS analyza probihala v rezimu tMS? metody s vyuzitim CID fragmentace.
Pro MS metodu byl pomoci znacenych a neznac¢enych syntetickych peptiddi urcen limit detekce:
22,19 amol pro peptid G12D a 15,26 amol pro peptid G12C; limit kvantifikace: 52,30 amol pro
peptid G12D a 49,40 amol pro peptid G12C; recovery: (95,95 £ 0,06) % pro peptid G12D a
(98,03 +£0,07) % pro peptid G12C.

SDS-PAGE a imunoprecipitace na magnetickych kuli¢kach s imobilizovanym
proteinem A byly z navrzenych metod vybrany pro analyzu lyzati dal§ich bunéénych linii, které
byla Gspésné ovéfena piitomnost mutovaného peptidu K-ras proteinu, ktery se shodoval

s literaturou.

Imunoprecipita¢ni metoda s proteinem A byla vyuzita i pro analyzu bunééného média
po inkubaci linie CCRF-CEM. Ve vzorku byl detekovan nemutovany peptid, ktery vSak
pravdépodobné pochdzi z N-ras proteinu, jelikoZ byly nalezeny signély, odpovidajici pouze N-

ras specifickému peptidu.

Na zaklad¢ ziskanych vysledkl byly v diskuzi srovnany pouzité pifistupy. Byl navrzen
dal§i postup pro optimalizaci vybranych metod na zakladé ziskanych vysledkd a byly

doporuceny oblasti, na které by se mél zaméfit dalsi vyzkum bunééného média.
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VI.

POUZITE VYBAVENI

1. Seznam biologického materialu

SNU-1 (ATCC, Velka Briténie)

NCI-H358 (ATCC, Velka Britanie)

CCRF-CEM (ATCC, Velka Britanie)

Calu-1 (nedohledatelné, nedohledatelné)

2. Seznam syntetickych peptidu

Tab. 8: Piehled syntetickych peptidt pouzitych v rdmci diplomové prace

Oznaceni Sekvence Spolecnost Stat
WT*+7 Da | L*VVVGAGGVGK CRB Velké Britanie
WT* LVVVGAGGVGK* JPT Peptide Technologies | Némecko
G12D* LVVVGADGVGK* JPT Peptide Technologies | Némecko
Gl2C* LVVVGAC(cam)GVGK™* | JPT Peptide Technologies | Némecko
G12D LVVVGADGVGK Thermo Scientific USA
G13D LVVVGAGDVGK Thermo Scientific USA
Gi12C LVVVGACGVGK Thermo Scientific USA
G12A LVVVGAAGVGK Thermo Scientific USA
Gi12v LVVVGAVGVGK Thermo Scientific USA
G12S LVVVGASGVGK Thermo Scientific USA
G12R LVVVGAR Thermo Scientific USA
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3. Seznam chemikalii

0,5M Tris-HCI Buffer, pH 6,8 (BioRad, USA, 161-0799)

10 x TrisGLycine/SDS (BioRad, Némecko, 161-0772, elektroforeticky pufr)
2-propanol (J.T.Baker, Holandsko, 9830)

30% Acrylamide/Bis Solution 29:1 3,3% Crosslinker (BioRad, China, 161-0156)
Aceton (Penta, Ceska republika, 606-001-00-8)

Acetonitril (J.T.Baker, USA, 9821)

Ammonium Persulphate, perodisiran amonny (Sigma Aldrich, USA, A3678-100G)
BCA - Bicinchoninic Acid Solution (Sigma Aldrich, USA, B9643-1L)

BCA - Copper(Il) sulfate solution 4% (w/v) (Sigma Aldrich, USA, C2284-25ML)
Bio-Safe Coomassie Blue G250 Stain (Biorad, USA, 161-0786)

Bromfenolova modf (nezjistitelny, nezjistitelnd, nezjistitelny)

BSA - hovézi sérovy albumin (Sigma Aldrich, USA, A7906-100G)

Butanol (lach:ner, Ceska republika, 20010-ATO)

Complete mini protease inhibitor Coctail Tablets (Roshe, Némecko, 4693124001)
Cystein (Sigma Aldrich, USA, C-7755)

Deoxycholat sodny (USB, USA, 21026)

Dimethyl pimelimidat dihydrochlorid (Sigma Aldrich, USA, 80490-5G)
DL-Dithiothreitol (Sigma Aldrich, Kanada, D9779-5G)

Dynabeads® Protein G (Life Technologies, Norsko, 1003D)

EDTA (Serva Electrophoresis GmbH, Némecko, 10t130038)

Ethanol gradient grade for LC (Merck, Némecko, 603-002-00-5)

Glycerol (Sigma Aldrich, USA, G5516-1L)
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HEPES (Sigma Aldrich, USA, H3375-100G, H4034-256, 4-(2-hydroxyl)-1-piperazin-
ethansulfonova kyselina)

Hydrogenuhli¢itan amonny BioUltra (Fluka, Némecko, 09830-500G)

Hydroxid amonny (Sigma Aldrich, USA, A-6899)

Igepal NP-40 (Sigma Aldrich, USA, 18896-100ml, (oktylphenoxy)polyethoxyethanol)
Jodacetamid (Sigma Aldrich, USA, 1-1149)

KCI (lach:ner, Ceska republika, 30076-AP0)

KH,PO, (lach:ner, Ceska republika, 30016-AP0)

MagReSyn™ Protein A - Protein A magnetic microspheres (ReSyn Biosciences, JAR, 59019)

McCoy's 5A Medium modifikované NaHCO,, bez L-glutaminu (Sigma Aldrich, USA, M8403-
500ML)

Methanol gradient grade for LC (Merck, Némecko, 603-001-00-X)
Mravenci kyselina (Fluka, Némecko, 56302-50ML-F)

Na,HPO,.2H,0 (lach:ner, Ceska republika, 30388-APO0)

NaCl (lach:ner, Ceska republika, 30093-AP0)

NaOH (lach:ner, Ceska republika, 10006-AP1)

Octova kyselina (Fluka, Némecko, 49199-50ML-F)

Penicilin (Sigma Aldrich, USA, P3032)

Phospo-STOP phosphoprotease inhibitor Coctail Tablets (Roshe, Némecko, 4906837001)

Precision Plus Protein™ Prestained Standards Dual Xtra 2 - 250 kDa (BioRad, USA, 161-0377,
MW marker - 2, 25 a 75 kDa — riizova)

Pyruvat sodny (Sigma Aldrich, USA, S8636, 100 mM)

RabMAb® Anti-RAS antibody [EP1125Y] (Abcam, USA, ab52939, monoklonalni, krali&i
19G)
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Resolving Gel Buffer 1,5M Tris-HCI Buffer pH 8,8 (BioRad, USA, 161-0798)

RPMI 1640 Medium s L-glutaminem a NaHCO, (Sigma Aldrich, USA, R8758)

SDS dodecylsulfat sodny (Sigma Aldrich, Japonsko, 71729-1KG)

Streptomycin (Sigma Aldrich, USA, S9137)

TEMED (BioRad, USA, 161-0800)

Triethanolamin BioUltra (Sigma Aldrich, USA, 90278-100ML)

Triflouroctova kyselina (Sigma Aldrich, USA, 73645)

TRIS HCI (Serva Electrophoresis GmbH, Némecko, Lot1300133)

Trypanova modi (Sigma Aldrich, USA, T6146-100G)

Trypsin Gold, Mass Spectrometry Grade (Promega, USA, V5280, digesce)

Trypsin z prase¢iho pankreatu (Sigma Aldrich, USA, T4799-100G, uvolnéni adher. bunék)
Tween 20 (Sigma Aldrich, USA, P2287-500ml, polyethylen glykol sorbitan monolaurat)

Urea (Sigma Aldrich, USA, U-5378)

4. Seznam pristrojového vybaveni

Axio Lab.Al (Zeiss, Némecko, mikroskop)

Centrifuge 5810 R (Eppendorf, Némecko, Centrifuga — rotor na eppendorfky)
Concentrator 5301 (Eppendorf, Némecko, vakuova odparka)

Dionex Ultimate 3000 Series (Thermo Scintific, USA)

Direct-Q UV 3 ZRQSVP030 (Millipore, Francie, Systém produkujici ¢istou vodu)
EASY-Spray nano-electrospray ion source (Thermo Scientific, USA)

GS-800 Calibrated Densitometer (BioRad, USA)

Hanna pH Electrode, Glass, General Purpose, Z655341-1EA (Sigma-Aldrich, Némecko)
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HeraCell 150i (Thermo Scientific, USA, CO, inkubator)

HeraSafe KS 12 (Thermo Scientific, USA, Flowbox)

Magnetic stirrer MSH 300 (Biosan, Litva, magnetickd michacka)

Milli-Q Direct 8 (Millipore, Francie, Systém produkujici ¢istou vodu)

Mini Protean Tetra Cell (BioRad, China, vana na elektroforézu)

miniSpin (Eppendorf, Némecko, mini centrifuga)

MS incubator Major Science (Biotech, Cesk4 republika, picka)

Multi Plate Reader Enspire (Perkin Elmer, USA, Spektrofotometr)

Multi RS-60 (Biosan, Litva, multirotator)

Orbitrap Fusion™ Tribrid™ Mass Spectrometer (Thermo Scientific, USA)
Power Pac Basic (BioRad, China, zdroj pro elektroforézu)

REaX control (Heidolph, Némecko, tfepacka)

Rotina 420R (Hettich Zentrifugen, Némecko, Centrifuga — rotor na flakony)
SBC 21 (Scaltec, Némecko, analytické vahy)

Sonorex (Bandelin, Némecko, ultrazvukova lazen)

SUB Aqua 12 Plus (P-LAB, Ceska republika, vodni lazeti)

Thermomixer comfort (Eppendorf, Némecko, Thermomixer)

UltraBASIC UB-10 Denver Instrument (P-LAB, Ceska republika, pH metr)
ultra-low temperaure freezer U725 (Innova, Némecko)

Vi-CELLTM XR (Beckman Counter, USA, analyzator zivotnosti bun¢k)

vortex Genie 2T complex - Vortex V-1 PlusScientific Industries (P-LAB, Ceska republika,
tiepacka)
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5. Seznam pomiicek

100 STERICAN g 1,20 x 40 mm hypodermic-needle (Braun Melsungen AG, Némecko)
Acclaim PepMap100 (C18, 5 um, 100 A, 300 um x 5 mm; Thermo Scienific, USA)
Blue Screw Caps (Agilent Technologies, USA)

Biirkerova komtirka (P-LAB, Ceska republika)

Centrifuge Tube (TPP, Svycarsko)

EASY-Spray column Pep/Map® C18 (3 pm, 120 A, 75 um x 15 cm; Thermo Scientific, USA)
Kryci skli¢ko na Biirkerovu komiirku (P-LAB, Ceska republika)

MacroTRAP (Michrom, USA)

Microcon - Ultracel-10 Membrane, 10 kDa (Millipore, Némecko)

Microcon - Ultracel-30 Membrane, 30 kDa (Millipore, Némecko)

Parafilm "M" (Bemis, USA)

Screw Caps Vials clear 100/PK (Agilent Technologies, EU)

Tissue Culture Testplate 96F (TPP, Svycarsko)

Vial Inserts 250 pl (Agilent Technologies, USA)

A dal$i béZné vybaveni laboratofe.

6. Seznam softwaru

Skyline (2.6.1.6899, 64-bit, MacCoss Lab, USA)

Thermo Xcalibur (3.0.63, Thermo Scientific, USA)
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VII. PRILOHY

Priloha ¢. 1

Priprava sterilniho média a PBS pufru

A) Priprava média pro kultivaci bunééné linie

Chemikalie: slozky pftislusnych médii podle udaji o bunéénych liniich, 70% ethanol,

dezinfek¢ni roztok, antibiotika

Pomiicky: flowbox, automatické pipety, Spicky, sterilni lahev, uzdvéry se septem, alobal,

membranovy filtr (porozita 0,22 pm), vyvéva

Postup:

1)

2)

3)

4)
5)

Ve flowboxu smichame pfislusné slozky média, napt. pro buné¢nou linii CCRF-
CEM ptidame do komeré¢niho RPMI média (500 ml), které obsahuje vSe nezbytné
pro vyzivu bun¢k odpovidajici mnozstvi antibiotik (penicilin a streptomycin)
Medium prefiltrujeme pfes membranovy filtr umistény na sterilni lahvi a pfipojeny
na vyvévu

Prefiltrované medium rozlijeme do dvou lahvi o objemu 250 ml a uzavieme vickem
se septem

Zatku vydezinfikujeme 70% ethanolem a obalime kusem alobalu

Lahev pii vytahovani z flowboxu otfeme dezinfekénim roztokem a uskladnime v

lednici



B) Priprava 10x PBS pufru

Chemikalie: chlorid sodny, chlorid draselny, deionizovana voda, dihdrogenfosfore¢nan

draselny, dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného, kyselina chlorovodikova, hydroxid

sodny

Pomtucky: analytické vahy, vazenky, kovové 1zicky a Spachtle, sklenéna lahev, membranovy

filtr, vyvéva, pH metr, magneticka michacka, michadlo, odmérny valec, automaticka pipeta,

Spicky, flowbox

Postup:

1) Podle tab. 9 si pfipravime navazky jednotlivych soli.

Tab. 9 : Slozky 10x PBS pufru

Chemikalie Navazka [g]
NaCl 800
KCI 2
KH,PO, 2
Na,HPO, 12H,0 | 321

2) Navazky rozpustime v 800 ml deionizované vody a upravime pH na hodnotu 7,4 pomoci
jednomolarnich roztoktt HCI resp. NaOH

3) Doplnime deionizovanou vodou na kone¢ny objem 1000 ml

4) Sterilujeme ve flowboxu pomoci filtrace pfes membranovy filtr o porozité 0,22 pum

5) Sterilni PBS pufr skladujeme v lednici, pro praci je nutné provést fedéni — 1 dil 10x

PBS pufru smichdme s 9 dily deionizované vody




Priloha ¢. 2
Pasazovani bunéénych linii
A) Pasazovani adherentnich bunék (NCI-H358, Calu-1)

Pasdzovani provadime pfi snizeni nutricni hodnoty média a podle potieby buiky

rozdélujeme do vice kultivacnich lahvi (max. 80% pokryti dna kultivacni lahve).

S kultiva¢nimi lahvemi pracujeme v biohazard flowboxu a dodrzujeme pravidla prace ve

sterilnich podminkéch!

Chemikalie: pfislusné médium podle pozadavki dané bunécné linie, roztok trypsin/EDTA (2,5
g trypsinu a 0,37 g EDTA v 1000 ul 1x PBS), fyziologicky roztok (0,9% roztok NaCl)

Pomiicky: inkubator, flowbox, kultiva¢ni lahve, mikroskop, injekéni stfikacky, jehly

Postup:

1) Burnky vytdhneme z inkubatoru a pod mikroskopem je zkontrolujeme (vylouéeni

kontaminace)
2) Obsah kultiva¢ni lahve promichame a nutri¢né vyéerpané médium vylijeme do odpadu
3) Burnky zachycené na dné lahve promyjeme alespon 2x fyziologickym roztokem
4) Do barky nalijeme odpovidajici objem trypsinového roztoku:
a. kultivaéni lahev o plose 25 cm®: 0,4 — 0,5 ml
b. kultivaéni lahev o plose 75 cm®: 0,8 —1,0ml
. Kkultivacni 1ahev o plose 150 cm®: 1,6 —2,0ml

5) Lahve vlozime na pfiblizné¢ 8 minut do inkubatoru a pribézné sledujeme pribéh
uvolnovani bunék proti svétlu ¢i pod mikroskopem. Pro uplné uvolnéni je nezbytné

mechanické uvolnéni tderem dlani do kultivaéni lahve
6) Po uplném uvolnéni bunék nalijeme piislusné médium v objemu:
a. kultiva¢ni lahev o plose 25 cm®: 5 ml

b. kultivaéni lahev o plose 75 cm®: 15 ml



c. kultivaéni lahev o plose 150 cm®: 35 ml

7) Bunky nyni mtizeme nechat dal rust, nebo je rozdélime do vice lahvi, nebo je z¢asti ¢i
uplné spotfebujeme v zamysleném experimentu. Po rozliti do vice lahvi je nasledné

nutné doplnit objem media na hodnoty uvedené v kroku 6.

B) Pasazovani suspenznich bunék (CCRF-CEM, SNU-1)
Chemikalie: pfislusné médium podle pozadavkt dané bunécné linie
Pomicky: inkubator, flowbox, kultiva¢ni ldhve, mikroskop, injekéni stiikacka, jehla

Postup:

1) Bunky vytdhneme z inkubatoru a pod mikroskopem zkontrolujeme (vylouéeni

kontaminace)
2) Obsah lahve promichame

3) 1/3 bunék pienasime do nové lahve a doplnime ¢erstvym mediem do objemu dle kroku

6 pasazovani adherentnich bunék
Poznamka:

Plati nasledujici Gdaje (tab. 10) pro poc¢et bunék CCRF-CEM a doba vyuzitelnosti média
do dalsi pasaze. Limitni koncentrace je piiblizné 2 miliony bunék/ml. Ke zdvojeni kolonie
dochazi za 1 den. Niz§i koncentrace bunék, nez uvedenych 300 tisic bunék/ml, neni pro

inkubaci bunék vhodna.

Tab. 10: VyuZitelnost média podle poctu inkubovanych bun¢k

Pocet bunék na ml | Vyuzitelnost média [dny]
300 tisic 2-3

1 milion 1




Priloha ¢. 3
Pocitani bunék a stanoveni jejich Zivotnosti

A) Mikroskopova metoda

Chemikalie: 10x PBS (pfiprava viz protokol: Pfiloha ¢. 1 ¢ast B), trypanova modi (0,5%

trypanova modf v 1x PBS), bunécna suspenze
Pomtcky: flowbox, mikroskop, Biirkerova komtirka, mtizka, automatické pipety, Spicky,

Postup:

1) Z dobie promichané bunééné suspenze odebereme 10 pl a na Biirkerové komurce je

smichame se stejnym objemem trypanové modii a dikladné pipetou promichame

2) Pod kryci sklicko kapneme 10 pl bunééné suspense s trypanovou modii a umistime na

mikroskop
3) Pracujeme pii zvétSeni az 45x

4) Pocitame buniky lezici uvnit 25 riznych ¢tverct (napf. 2 fadky a jeden Etverec z jiného
tadku). Pokud se buiika uvniti ¢tverce dotyka stény, tak do celkového poctu zahrnujeme
jen ty, které se dotykaji jedné ze dvou zvolenych pftilehlych stran, ostatni vyfadime.
Pokud se bunka dotyka jedné ze zvolenych pftilehlych stran a nelezi uvnitt Ctverce, je

taktéz zahrnuta do celkového poctu

Obr. 62: Vzor pro pocitani bun¢k ve ¢tvercich.

Burnky zapocitané (zelené) a nezapocitané (Cervené), zvolene strany (oznaceny silnou carou).

5) Ziskany pocet se vynasobi faktory 2 a 10000 a vypoctena hodnota odpovida poctu bunek

v jednom mililitru



6) Zivotnost bunék se uréi tak, ze do celkového poétu zapogitame i poéet mrtvych bungk

(buniky s tmavym stfedem) a vypocteme procentudlni zastoupeni zivych bunek

B) Vyuziti Vi-CELLu (pouze CCRF-CEM)

Chemikalie: fyziologicky roztok (0,9% (w/v) NaCl), trypanova modf (0,5 ¢ trypanové modii

ve 125 ml fyziologického roztoku — umisténo v zasobniku piistroje), buné¢na suspenze
Pomucky: flowbox, Vi-Cell, eppendorka (1,5 ml), automaticka pipeta, $pi¢ky

Postup:

1) Z dobfe promichané bunééné suspenze odebereme 0,5 ml a pfeneseme do eppendorfky

(1,5 ml)

2) Eppendorfku uzavieme a pieneseme z flowboxu k piistroji, kde ji otevienou vlozime

do sampleru

3) Postupujeme podle navodu pro obsluhu pfistroje — v pfislusném softwaru vybereme
metodu pro poc€itdni a méfeni viability bunék ptislusné linie, objemy, pozice a pocet
vzorkl (metoda méfeni je jiz prednastavena), zahdjime méfeni a obdrzime vysledek tj.

pocet bunék v ml a jejich viabilitu v procentech

Vi



Priloha ¢. 4
Priprava bunéénych lyzati
I S bunikkami pracujeme vzdy ve flowboxu, pienosy probihaji v dobfe uzavienych

nadobach!

Chemikalie: 10x PBS pufr (pfiprava viz protokol: Pfiloha ¢. 1 ¢ast B), dezinfekéni prostiedek,
Tris/HCI, chlorid sodny, Igepal (NP-40), deoxycholat sodny, dodecylsiran sodny (SDS),
ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), proteasové inhibitory, fosfoproteasove inhibitory,

deionizovana voda, trifluoroctovéa kyselina, hydroxid amonny, led

Roztoky:

Tab. 11: Slozky RIPA lyza¢niho pufru

Chemikalie Koncentrace | Navazka
Tris/HCI 50 mmol/l | 302,8 mg
NaCl 150 mmol/l | 438,3 mg
Igepal (NP-40) 1% 50 pl
Deoxycholat sodny 0,5% 250 mg
SDS 0,1 % 50 mg
EDTA 1 mmol/Il 14,5 mg

Navazené chemikalie rozpustime v deionizované vodé a doplnime do 50 ml, pH = 8,
tésné pred pouzitim rozpustime v pufru 1 tabletu proteasovych a fosfoprotedsovych

inhibitord.

Pomitcky: analytické véhy, vazenky, kovové 1zicky, flakony, automatické pipety, Spicky,
kadinky, odmérny valec, automatické pipety, Spicky, pH metr, eppendorfky, flowbox,
centrifuga s rotorem na flakony, centrifuga s rotorem na eppendorfky, nadoba na led, bunicina,

magnetickd michacka, magnetické michadlo, vortex
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Postup:

10.

Adherentni bunky uvolnime ze dna nadoby inkubaci s trypsinem, jako pfi pasazovani
(viz protokol: Ptiloha ¢. 2), suspenzni buniky lehce zamichame. Spo¢itame pocet zivych
bun¢k (vyuziti mikroskopu — viz protokol: Ptiloha ¢. 3 ¢ast A) nebo spocitame vSechny

buiiky a jejich viabilitu (vyuziti ptistroje Vi-CELL — viz protokol: Ptiloha ¢. 3 ¢ast B)

Ze ziskaného poctu zivych bun€k si bunéfnou suspenzi rozalikvotujeme do 50 ml

flakont podle pozadovaného poctu bunck (25 ¢i 50 miliontt)
Flakony s buné¢nou suspenzi centrifugujeme: 1600 ot. za min. /5 min /25 °C

Po vytazeni slijeme médium do odpadni lahve s pfisluSnym dezinfekénim prostiedkem
uréenym pro likvidaci biohazard odpadu, nechame odkapat na buni¢in¢ dnem vzhtru

(paleta bunék by méla drzet na dné flakonu)

V odkapanych flakonech rozklepeme v rukou paletu, ptidame 20 ml 1x PBS pufru a

rozmichame
Kroky 4. a 5. opakujeme jesté dvakrat

Po tfetim promyti pfiddame po rozklepani palety misto 1x PBS pufru 1 ml RIPA
lyza¢niho pufru, diikladné rozmichame a pieneseme suspenzi do eppendorfky (1,5 ml),

kterou umistime na led
Bunky lyzujeme po dobu 30 minut a kazdych 10 minut eppendorfky vortexujeme

Eppendorfky po lyzaci umistime do vychlazené centrifugy a stoc¢ime: 12 000 g / 30 min
/4°C

Supernatant opatrné pieneseme do nové oznacené eppendorfky a zamrazime (-20 °C

pro dalsi zpracovani, -80 °C dlouhodobé uskladnéni)
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Priloha €. 5
Stanoveni proteinove koncentrace pomoci bicinchoninove kyseliny
Chemikalie: hovézi sérovy albumin (2 mg/ml), RIPA lyza¢ni pufr (viz protokol: Piloha ¢. 4),
deionizovana voda, bunétné lyzaty o neznamé koncentraci totalniho proteinu, roztok A (roztok

bicinchoninové kyseliny), roztok B (4% pentahydrat siranu méd’'natého)

Pomucky: 96jamkova desticka, eppendorfky, picka, automatické pipety, Spicky, flakony,

spektrofotometr

Postup:

1) Ze zasobniho roztoku BSA si pfipravime sadu kalibra¢nich roztokt podle tab. 12 a do
ptipravené 96jamkové desticky pieneseme 25 pl kazdého kalibrantu ve tiech

opakovanich

Tab. 12: Slozeni kalibra¢nich roztoku BSA

Vasa [ [ Vi [T | cog [ug/mi]

A 50 50 1000
B 40 60 800
C 30 70 600
D 20 80 400
E 15 85 300
F 10 90 200
G 5 95 100
H 2 98 40

2) Z lyzath pripravime 100 pl roztokti 5x a 10x nafedénych a do jamek nadavkujeme 25

pl ve tfech opakovanich
3) Do jamek nadavkujeme 25 pl nefedéného lyzatu opét ve ttech opakovanich

4) Jako blank pro kalibra¢ni roztoky slouzi voda, pro vzorky RIPA pufr v pozadovaném

zfedéni, tj. 1x, 5x a 10x. Davkujeme 25 pl ve tfech opakovanich



5) Spocitame pocet zaplnénych jamek a podle jejich poctu si ptipravime roztok Cinidla
smichanim roztoku A a B v poméru 49:1. Do kazdé jamky nasledné davkujeme 200 pl

dikladné¢ promichaného roztoku ¢inidla. Hrani¢ni hodnoty zachycuje tab. 13

Tab. 13: Objemy cinidel pro 1 a 96 jamek

Pocet jamek | A [ul] | B [ul] | Celkovy objem [ul]
1 196 4 200
96 18816 | 384 19200

6) Desticku vlozime do picky a inkubujeme 15 minut pii 60 °C

7) Absorbanci méfime pii vinové délce 562 nm

8) Z absorbance kalibra¢nich roztoku (obr. 63) o zndmé koncentraci BSA sestavime
kalibra¢ni ktivku a podle jeji rovnice vypocitame proteinovou koncentraci lyzatu,
kterou v poslednim kroku vynasobime faktorem zfedéni. Hodnoty absorbance standardi
korigujeme na absorbanci blanku tvofeného vodou a absorbanci vzorki korigujeme na
absorbanci blanku tvofeného RIPA pufrem v piislusném ziedéni.

Obr. 63: Ukézka oblasti 96jamkové desticky se standardy véetné hodnoty jejich absorbance.

1 2 3

A 1.736 1.733 1.724
B 1.461 1.431 1.429
c 1.093 1.069 1.040
o] 0.788 0.813 0.797
E 0.640 0.634 0.640
F 0.495 0.504 0.526
G 0.320 0.321 0.323
H 0.090 0.088 0.088



Priloha €. 6
SDS-PAGE

A) Priprava gelu a elektroforeticka separace

Chemikalie: Tris/HCI, dodecylsiran sodny (SDS), glycerol, dithiothreitol (DDT), bromfenolova
modf, 10x TrisGlycine pufr, 70% ethanol, 30% Acrylamide/Bis Solution, 1,5 M-Tris pH 8, 1,0
M-Tris pH 6,8, TEMED, peroxosiran amonny (APS), butanol, deionizovana voda

Roztoky:

Tab. 14: Slozky 5x loadovaciho SDS pufru

Chemikalie Koncentrace | Navazka
Tris/HCI 250 mM 302,8 mg
SDS 10 % 109
Glycerol 30 % 3ml
DTT 05M 771,3 mg
Bromfenolovéd modf 0,02 % 2mg

Navazky rozpustime v deionizované vodé a doplnime do 10 ml.

Pomucky: flakony, eppendorfky, automatické pipety, Spi¢ky, vortex, Termomixer,
elektroforeticka vana, odmérny valec, stficka v deionizovanou vodou, stojan na nalévani gelu,
elektroforeticka skli¢ka, hiebinek, drzak s elektrodami, plastova stérka, Petriho miska, kabely,

zdroj napéti, buni¢ina

Postup:

1) Skla dikladné umyjeme (70% ethanol, destilovana voda) a sestavime aparaturu na

nalévani gelu
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2) Mezi skla nalijeme stfickou destilovanou vodu, abychom ovéfili tésnost sestavy. Pokud
dochazi k vytékéani vody (pokles hladiny vody mezi skly), rozebereme a znovu

sestavime, dokud voda nebude vytéekat

3) Namichame si roztoky pro separacni a zaostiovaci gel, jak je uvedeno v tab. 15, resp.
16, ale bez ptidavku APS

Tab. 15: Slozeni 12% separacniho gelu.

1gel (7,5ml) | 2 gely (15ml) | 3 gely (22,5 ml) | 4 gely (30 ml)
H,O 2,475 ml 4,950 ml 7,425 ml 9,900 mi
30% Acrylamide/Bis 3,000 ml 6,000 ml 9,000 ml 12,000 ml
1,5 M-Tris (pH 8,8) 1,875 ml 3,750 ml 5,625 ml 7,500 ml
10% SDS 75 ul 150 pl 225 ul 300 pl
TEMED 3 ul 6 ul o ul 12 ul
10% APS 75 ul 150 pl 225 ul 300 pl
Tab. 16: Slozeni zaostiovaciho gelu.
5ml 10 ml

H,O 3,500 ml | 7,000 ml

30% Acrylamide/Bis | 0,825 ml | 1,650 ml

1,0 M-Tris (pH 6,8) | 0,625 ml | 1,250 ml

10% SDS 50 100 pl

TEMED 10 pl 20 pl

10% APS 50l | 100 pl

4) Z aparatury vylijeme vSechnu vodu a zbylou odsajeme buni¢inou dosucha

5) Do roztoku pro separacni gel pfiddme APS a zamichame na vortexu a co nejrychleji
preneseme pipetou mezi skla tak, aby v gelu nevznikly bubliny vzduchu. Gel nalijeme

do ptiblizné % vysky skel

6) Nality gel pfevrstvime butanolem vytfepanym s vodou (horni vrstva) az po okraj skel.

Butanol zajisti dokonale rovnou hladinu gelu
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7) Gel nechame tuhnout alespon 45 minut

8) Vylijeme butanol, vyplachneme prostor mezi skly vodou a piebyte¢nou vodu odsajeme

buni¢inou dosucha

9) Do roztoku pro zaostifovaci gel pfidame APS a zamichame na vortexu a co nejrychleji

pfeneseme pipetou mezi skla az po okraj tak, aby v gelu nevznikly bubliny vzduchu

10) Okamzité po naliti zaostfovaciho gelu do néj vlozime hiebinek na vytvoteni jamek a

nechame se zasunutym hiebinkem tuhnout minimalné 20 minut

11) Sestavime aparaturu pro provedeni elektroforézy, skla s gelem vlozime do drzaku tak,
ze mens$i sklicko je uvnitt
12) Do elektroforetické vany nalijeme ¢ast elektrodového pufru, pufrem naplnime i prostor

mezi dvéma gely v drzéku (hladina musi sahat nad mensi sklicko)
13) Opatrné vysuneme z gelu hiebinek, nesmi dojit ke zborceni jamek

14) Do jamek davkujeme vzorky o pozadovaném mnozstvi celkového proteinu predem
povafené 4 minuty na 95°C s 5x loadovacim SDS pufrem v poméru (4:1) v

Termomixeru, davkovany objem vzorku musi respektovat objem jamek (max 20 pl)

15) Spustime zdroj napéti s nastavenim na 100 V, které nechdme po celou dobu separace,
nebo mizeme po piechodu vzorkli do separa¢niho gelu zvysit napéti na 120 V,
kontrolujeme ptipadny ubytek elektrolytu a urovenn bromfenolové modii, podle niz

ur¢ime okamzik pro ukonceni separace

16) Po ukonceni elektroforézy odpojime elektroforetickou vanu od zdroje napéti, vyjmeme

drzak s gely a vylijeme elektrolyt, skla s gelem vytahneme z drzaku

17) Pomoci plastové stérky opatrné rozevieme skla, odiizneme zaostiovaci gel a vyhodime
jej do odpadu, samotny gel opatrné preklopime do Petriho misky a ptekro¢ime k jeho

obarveni

X1



B) Barveni gelu roztokem Coomassie Blue a skenovani gelu

Chemikalie: Coomassie Briliant Blue R-250, methanol, kyselina octova, deionizovana voda

Roztoky:

Tab. 17: Slozeni staining roztoku

Chemikalie Slozeni [%] | Navazky
Coomassie Briliant Blue R-250 0,1 1lg
Methanol 50 500 ml
Octova kyselina 10 100 ml
Deionizované voda 70 400 ml

Tab. 18: SloZeni destaining roztoku

Chemikalie Slozeni [% (V/V)] | Potiebny objem [ml]
Methanol 50 500
Octova kyselina 10 100
Deionizovana voda 40 400

Pomicky: Petriho miska, sklenéné ladhve s uzavérem, elektricka trepacka, plastova stérka,

automaticka pipeta a Spicky, skener geld, stiicka s destilovanou vodou, skli¢ko, bunicina
Postup:
1) Ke gelu v Petriho misce nalijeme tolik staining roztoku, aby byl cely gen ponoteny

2) Misku uzavieme vickem a umistime na tfepacku, kde jej nechame za mirného tiepani
barvit pfiblizn€ hodinu

3) Po obarveni odebereme staining roztok zpét do zasobni lahve pomoci pipety (0 max.

objemu 5 ml)

4) Do misky nalijeme trochu destaining roztoku a vyplachneme piebyteény staining roztok
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5) Gel zalijeme destaining roztokem a nechame jej na tfepacce odbarvovat 30 minut a poté

vylijeme do odpadu

6) Krok 5 opakujeme, dokud intenzita zbarveni pozadi gelu neni uspokojivé nizka a bandy

proteinti nejsou dostate¢né viditelné
7) Zapneme skener a na sklenénou plochu nalijeme trochu destilované vody ze stiicky

8) Preneseme na sklo skeneru gel tak, aby pod gelem nebyly zadné bubliny. Pokud je gel
zkrouceny, je mozné pouzit mensi skli¢ko z elektroforézy a polozit ho na gel zality

vodou a nasledné i skli¢ko zalit vodou

9) V softwaru ke skeneru vybereme metodu pro skenovani geli obarvenych Coomassie
Blue, udélame pre-scan, vybereme oblast, kde lezi gel, pfipadné upravime pozici gelu

na skle skeneru
10) Naskenujeme gel a ulozime

11) Ze skla skeneru sejmeme sklicko, gel vratime do Petriho misky a zalijeme jej vodou

(zpracujeme jej dale, nebo uskladnime v lednici do dalsiho dne)

12) Sklo skeneru vysuSime buni¢inou, vypneme pfistroj
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C) Trypsinova digesce proteint v gelu

Chemikalie: acetonitril, hydrogenuhli¢itan amonny, dithiothreitol, jodacetamid, trypsin (100 g
trypsinu ve 200 pl 50 mM kyseliny octové), trifluoroctova kyselina, kyselina mravenci,

hydroxid amonny, deionizovana voda

Roztoky:

deionizované vody

Pomucky: sklenéna desticka, jednorazové skalpely, eppendorfky, stiicka s deionizovanou

vodou, automatické pipety a Spicky, Thermomixer, ultrazvukova lazen, vakuova odparka, picka
Postup:
1) Gel pfeneseme na sklo s trochou vody a pomoci skalpelu vyfizneme oblasti:
a. mezi bandy MW markeru 20 a 25 kDa — umisténi K-ras proteinu
b. mezi bandy MW markeru 15 a 20 kDa — kontrola pod oblasti K-ras proteinu
c. mezi bandy MW markeru 25 a 37 kDa — kontrola nad oblasti K-ras proteinu
- Vv piipadé b a ¢ se snazime vytiznout stejn¢ velké oblasti jako v ptipade a

d. cely pruh kromé oblasti mezi bandy MW markeru 15 a 37 kDa — pfiprava

peptidové smési bez obsahu peptida z K-ras proteinu
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2) Vyfiznutou oblast pfeneseme do kapky vody a nafezeme na kostky o hrané cca 1 mm

3) Nakrajeny gel nasledné pieneseme do eppendorfky tak, aby vSechny kousky byly

ponoieny pod hladinou (ptfipadn¢ dolijeme vodu ze stiicky)

4) Po ptipraveni vSech eppendorfek odsajeme pipetou vodu a vyménime ji za ABC (100

¢i 200 pl — vSechny kousky gelu musi byt ponofeny)
5) Ptidame 10 pl DDT a inkubujeme v Thermomixeru pii 50 °C po dobu 20 minut

6) Po inkubaci vytahneme eppendorfky z Thermomixeru a nechame je vychladnout na

laboratorni teplotu
7) Ptidame 10 pl IAA a inkubujeme za laboratorni teploty ve tmé& po dobu 20 minut
8) Odsajeme roztok z eppendorfek

9) Napipetujeme 100 ¢i 200 pl 50% ACN a umistime eppendorfky do ultrazvukové lazné

a sonikujeme 5 minut (dojde k uvolnéni barviva a ¢astecné dehydrataci gelu)

10) Tekutinu z eppendorfky odsajeme do odpadu a rehydratujeme stejnym objemem ABC

v ultrazvukové lazni po dobu 5 minut.
11) Kroky 7, 8 a 9 cyklicky opakujeme, dokud neni vymyto veskeré modré barvivo

12) Po posledni rehydrataci odsajeme tekutinu z eppendorfek a gely dehydratujeme 100%
ACN, podle potieby tento krok opakujeme 2x. Dehydratovany gel je Cisté bily a kostky

jsou zmenseny
13) Kostky gelu rehydratujeme 200 pl TRY a inkubujeme pii 37 °C pies noc
14) Do ¢istych eppendorfek preneseme tekutinu po inkubaci
15) Peptidy eluujeme 200 pl eluéniho roztoku v ultrazvukové lazni po dobu 5 minut
16) Tekutinu pieneseme do odpovidajici eppendorfky s roztokem po inkubaci
17) Zopakujeme kroky 15 a 16

18) Smichané roztoky v eppendorfce ¢astecné ¢i uplné odpafime (snizeni obsahu ACN) a

nafedime alespon 200 ul ABC

19) Vzorky purifikujeme pies kolonku MacroTRAP (viz protokol: Ptiloha ¢. 10)

XVII



Priloha ¢. 7
Imunoprecipitace na magnetickych kulickach

A) S imobilizovanym proteinem A

Chemikalie: deionizovana voda, magnetické kulicky s imobilizovanym proteinem A, anti-Ras
protilatka, Tris-HCI, NaCl, Tween20, hydroxid amonny, trifluoroctova kyselina, kyselina
octova, hydrogenuhli¢itan amonny, dithiothreitol, jodacetamid, cystein, methanol, trypsin (100

pg trypsinu ve 200 pl 50 mM kyseliny octove)

Roztoky:

Tab. 19: Slozky binding pufru

Chemikalie | Slozeni | Navazky
Tris-HCI 50 mM | 302,8 mg
NaCl 150 mM | 438,3 mg
Tween 20 | 0,05 % 25 ul

Navazky rozpustime v deionizované vodé a pH upravime na hodnotu 7,5 — 8,0

Zasobni roztok (125 mM): 15 mg cysteinu v 1 ml ABC

Pracovni roztok (5 mM): na 4 vzorky: 60 pl zésobniho roztoku s 1440 ul ABC
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Pomucky: eppendorfky (0,5; 1,5; 2 ml), automatické pipety a $pic¢ky, magneticky separator,
vortex, rotator, neodymovy magnet, kadinky nebo sklenéné lahve, pH-metr, sklenéna elektroda,

magnetickd michacka, michadlo, parafilm, Thermomixer, picka, analytické vahy, eppendorfky

Postup:

1) Imabilizace protilatky na magnetickych kuli¢kach

1. Kulicky v zasobni lahvicce resuspendujeme na vortexu

2. Pozadované mnozstvi (1,05 pl/vzorek) suspenze pieneseme do eppendorfky (0,5

ml) s 50 pl binding pufru

3. Eppendorfku umistime na magneticky separator, jakmile jsou kulicky zachyceny

magnetem na stran¢, odebereme supernatant

4. Ke kulickam pfidame 200 pl binding pufru a pfemistovanim eppendorfky na
magnetickém separatoru promyjeme kuli¢ky jejich ,,pfeskakovanim® z jedné strany

na druhou
5. Kuli¢ky nechdme zachytit magnetem na jedné strané a odebereme supernatant
6. Promyti opakujeme celkem 3x

7. Kulicky resuspendujeme ve 100 pl binding pufru. Takto ptipravené kuli¢ky jsou

piipraveny pro imobilizaci protilatky

i) Imobilizace protilatky na magnetickych kulickach

1. Pfipravime si dostate¢né mnozstvi ziedéné protilatky, pro potfeby imunoprecipitace

je doporucené fedéni 30x (tj. 1 pl protilatky se rozmicha ve 29 pl binding pufru)

2. Nabereme pozadovany objem ziedéné protilatky (1 pl/vzorek) a preneseme jej do

eppendorfky s ekvilibrovanymi magnetickymi kulickami

3. Eppendorfku nasledné utésnime parafilmem a umistime na rotator, ktery nastavime

tak, aby kazdé 3 minuty obsah eppendorfky vibracné zamichal

4. Na rotatoru inkubujeme 30 minut za laboratorni teploty
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1)

Po inkubaci umistime eppendorfku na magneticky separator a odstranime

supernatant s nenavazanymi protilatkami

Kuli¢ky promyjeme 100 pl binding pufru zpiisobem, jak bylo popsano vyse a to
celkem 3x

Kuli¢ky s navazanymi protilatkami resuspendujeme v pozadovaném objemu

binding pufru, abychom davkovali 20 ul/vzorek

Imunoprecipitace

Do eppendorfky (2 ml) napipetujeme takovy objem binding pufru, aby byl celkovy
reakéni objem 2000 pl (reakéni objem = binding pufr + vzorek + kuli¢ky

s protilatkou)

K binding pufru pfiddme odpovidajici objem vzorku (obsahujici 400 nebo 600 pg
celkového proteinu) a nasledné 20 pl rozmichané suspenze magnetickych kuli¢ek

s protilatkou

Eppendorfky utésnime parafilmem a umistime na rotator, ktery nastavime tak, aby

béZel minimaln€ 12 hodin a roztoky vibracné promichaval kazdé 3 minuty

Rotéator i s eppendorfkami umistime do chladici mistnosti nebo lednice s teplotou 4

°C a inkubujeme pfes noc

K eppendorfce piiloZzime silny neodymovy magnet, aby doslo k zachyceni vSech

magnetickych kuli¢ek na jedné stran¢ eppendorfky a opatrné€ odebereme supernatant

Kulicky promyjeme 3x 100 pl binding pufru (v pivodni eppendorfce s vyuzitim
neodymového magnetu, nebo pii prvnim promyvani pfeneseme suspenzi do 0,2 ml

eppendorfky a promyti provedeme na magnetickém separatoru)

Proteiny eluujeme 100 pl AA a eluat preneseme do oznacené Cisté eppendorfky,
ptidame 200 pl ABC a prikroc¢ime k digesci, nebo kulicky resuspendujeme v 300 pl
ABC (s pfenesenim do vétsi eppendorfky 1,5 ¢i 2 ml), pokud provadime digesci

Vv pfitomnosti magnetickych kuli¢ek
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V)

Trypsinova digesce

K 300 pl resuspendovanych kulicek ¢i ziedéného eluatu pridame 10 pl DTT a

inkubuje na termomixeru pii 60 °C po dobu 30 minut

Po vychladnuti pifidime 15 pul IAA a inkubujeme ve tmé za laboratorni teploty po

dobu 60 minut

. Pfidame 375 pl pracovniho roztoku Cys

Piidame 50 pl methanolu

. Pfidame 5 pl TRY a inkubujeme pti 37 °C v picce za stalého michani pies noc

Stépeni zastavime piidavkem 2,5 pl TFA

. Zpracujeme dale purifikaci ptes kolonku MacroTRAP (viz protokol: Ptiloha 10),

nebo uskladnime pii — 20 °C
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B) S imobilizovanym proteinem G

Chemikalie: deionizovana voda, magnetické kuli¢ky s imobilizovanym proteinem G, anti-Ras
protilatka, Tris-HCI, NaCl, Tween20, hydroxid amonny, trifluoroctova kyselina, kyselina
octova, hydrogenuhli¢itan amonny, ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), deoxycholat
sodny, Igepal (NP-40), diethanolamin, dimethylpimelimidat-2HCI, glycerol

Roztoky:

dimethylpimelimidatu v 9724,5 pl deionizované vody
20 uM dimethylpimelimidéat-2HCI:

10 pl 20 mM dimethylpimelimidatu (5,18 mg v 1 ml deionizované vody) v 9990

I deionizovane vody

Tab. 20: Slozeni binding pufru

Chemikalie | Slozeni | Navéazky
Tris-HCI 50 mM | 302,8 mg
NaCl 150 mM | 438,3 mg
Tween 20 | 0,05 % 25 ul
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Tab. 21: SloZeni RIPA roztoku

Déavkované
Slozka Ptiprava
mnozstvi
NaCl - 87,66 mg
_ 7,88 g v 50 ml deionizovane vody,
1M-Tris-HCI 500 pl
pH=7,4
EDTA - 3,72 mg
Igepal (NP-40) - 100 pl
10% deoxycholat 1 mg deoxycholatu v 10 ml deionizované 250 U
sodny vody "

Pomucky: eppendorfky, automatické pipety a $pi¢ky, magneticky separator, vortex, rotator,
neodymovy magnet, kadinky nebo sklenéné lahve, pH-metr, sklenéna elektroda, magneticka

michacka, michadlo, parafilm, analytické vahy

Postup:

1) Resuspendujeme magnetické kulicky a odebereme pozadované mnozstvi, tak aby na
jednu reakci byl pouzit 1 pg protilatky (4,17 pl resuspendovanych kulicek vaze 1 ug
protilatky)

2) Ke kulickam piidame odpovidajici mnozstvi ziedéné protilatky (1 pl protilatky ziedény

29 pl binding pufru) za ptedpokladu, ze 1 pl ztedéné protilatky odpovida 1 pg
3) Reakéni objem upravime ACRB alespon na celkovy objem 200 pl
4) Inkubujeme za laboratorni teploty na rotatoru 1,5 hodiny
5) Po inkubaci promyjeme 2x 200 pl Tris
6) Kulicky resuspendujeme v 200 pl Tris a na 15 minut umistime na rotator

7) Po inkubaci odstranime supernatant na magnetickém separatoru a resuspendujeme
Vv Tris, ptidame glycerol v poméru 3:2 tak, abychom davkovali alespon 20 pl suspenze
kuli¢ek na reakci (napt. na 10 reakci: 120 pl Tris a 80 pl glycerolu), podle potieby

prenaSime do vétsi eppendortky
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8) Do 2 ml eppendorfky preneseme alespon ¢tyfnasobek RIPY, nez je vypocitany objem

lyzéatu o pozadovaném mnozstvi celkového proteinu

9) Naslednd k RIPE ptridame vypoéitany objem lyzatu a 20 pl suspenze kulicek

s protilatkou

10) Eppendorfku utésnime parafilmem a umistime na rotator, ktery nastavime tak, aby bézel

minimaln€ 12 hodin a roztok vibra¢né promichéaval kazdé 3 minuty

11) Rotator i s eppendorfkou umistime do chladici mistnosti nebo lednice s teplotou 4 °C a

inkubujeme pies noc
12) Po inkubaci kulicky 3x promyjeme 200 pl RIPY

13) Provedeme eluci 100 pl AA a eluaty ziedime 200 ul ABC nebo po resuspendovani v
300 pl ABC rovnou piikro¢ime k trypsinové digesci

14) Trypsinova digesce — viz protokol: Piiloha 7 ¢ast A oddil IV
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Priloha ¢. 8
FASPXFAST (Filter Aided Sample Preparation x Filter Aided Sample
Trypsinization)
Chemikalie: moc¢ovina, dithiothreitol, hydrogenuhli¢itan amonny, jodacetamid, trypsin (100

ug trypsinu ve 200 pl 50 mM kyseliny octoveé), trifluoroctova kyselina, hydroxid amonny,

Tris/HCI, deionizovana voda

Roztoky:

Pomucky: analytické vahy, flakony, kadinky, odmérny valec (50 ml) eppendorfky,
centrifugacni mikrozkumavky, membranové filtry 30 kDa a 10 kDa, centrifuga s rotorem na
eppendorfky, mlZznd komora, pH metr, automatické pipety, Spicky, Thermomixer, magneticka

michacka, michadlo, stojanek

Postup:

Varianta 1:

1. Pozadovany objem vzorku o pozadovaném mnozstvi totalniho proteinu smichame

s 200 pl UA a ptidame 80 ul DTT

2. Povaiime v Thermomixeru pti 95 °C po dobu 4 minut
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3. Po vychladnuti pteneseme na 30 kDa filtr zasunuty v mikrozkumavce a pokrac¢ujeme
krokem €. 2 v obecném postupu

Varianta 2:
1. Pracujeme podle kroki 1. — 3. obecného postupu
2. Do mikrozkumavky pod 30 kDa filtrem piidame 80 pl DTT a pokracujeme bez filtru
3. Povatfime v Thermomixeru pii 95°C po dobu 4 minut a nechame vychladnout
4. Pokracujeme krokem ¢. 4 v obecném postupu
Varianta 3:

1. Pracujeme podle kroka 1. — 4. obecného postupu

2. Na filtr naneseme 80 ul DTT, zamichame a inkubujeme 60 minut za laboratorni

teploty
3. Stoc¢ime podle kroku 2. obecného postupu
4. Pokracujeme krokem ¢. 5 v obecném postupu

1. Na 30 kDa filtr vlozeny do mikrozkumavky naneseme 200 pl UA a do né&j pfeneseme

vzorek o pozadovaném obsahu celkoveho proteinu

2. Zkumavku s filtrem uzavieme vickem a centrifugujeme (14000 g / 15 min / 25 °C),

dokud veskera tekutina neprotece do mikrozkumavky
3. Na filtr napipetujeme 50 pl UA a sto¢ime, opakujeme celkem 3x

4. Roztok v mikrozkumavce nadavkujeme na 10 kDa filtr v ¢isté mikrozkumavce a

sto¢ime, dokud vSechen neprotece do mikrozkumavky
5. Odstranime roztok v mikrozkumavce pod filtrem

6. Na filtr pfidame 100 pl IAA, zamichame a nechame inkubovat 20 minut ve tmé za

laboratorni teploty

7. Po skonceni inkubace sto¢ime
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10.

11.

12.

13.

Filtr proplachneme 100 pl ABC, celkem 3x
Vyménime mikrozkumavku pod filtrem za ¢istou a na filtr nadavkujeme 50 pl TRY

Mikrozkumavku s filtrem ve stojanku nasledné vlozime do vodni lazné vytemperované

na 37 °C a inkubujeme pfes noc.
Po inkubaci sto¢ime a okyselime 2,5 ul TFA
Filtr vyplachneme 50 pl ABC, opakujeme 3x

Vzorky purifikujeme pies kolonku MacroTRAP (viz protokol: Ptiloha ¢. 10), nebo
uskladnime pfi -20 °C
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Priloha ¢. 9

Precipitace proteinii acetonem

Chemikalie: aceton, deionizovana voda, hydrogenuhli¢itan amonny, triflouroctova kyselina,

hydroxid amonny, bunécny lyzat

Roztoky:

Pomucky: sklenénd lahev s uzdvérem, automatické pipety a Spicky, odmérny valec,

eppendorfky, centrifuga s rotorem na eppendorfky, mrazici box

Postup:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Do sklenéné lahve si piipravime 80% aceton a nechame vychladit v mrazicim boxu

alespoii na -20 °C

V eppendorfce smichame lyzat o pozadovaném mnozstvi celkového proteinu alespon

se Ctyfnasobnym objemem vychlazeného acetonového roztoku
Inkubujeme v mrazicim boxu minimalné 1 h pfi teploté -20 °C, ¢i nizsi

Po inkubaci eppendorfku sto¢ime ve vychlazené centrifuze na 4 °C pti 12000 g po dobu

10 min
Odebereme supernatant a resuspendujeme v 80% acetonu a opakujeme kroky 3 a 4

Po odebrani supernatantu nechame zbyly aceton z oteviené eppendorfky odpafit pfi

laboratorni teploté

Resuspendujeme proteiny zbavené detergenti v pozadovanem roztoku podle
zamysleného experimentu. Pro trypsinovou digesci je resuspendujeme ve 300 pul ABC;

trypsinova digesce — viz protokol: Ptiloha 7 ¢ast A oddil IV
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Priloha ¢. 10

Purifikace (odsoleni) peptidové smési na kolonce MacroTRAP

Pomucky: kolonka MacroTRAP, Sroubovaci aparatura pro kolonku, 500 pl st¥ikacka

Hammilton, kadinky ¢i malé sklenéné lahve, eppendorfky

Chemikalie: acetonitril (ACN), 2-propanol, triflouroctova kyselina (TFA), deionizovana voda

Roztoky:

Postup:

1. Kolonku vytahneme ze skladovaciho roztoku a vlozime do aparatury, utdhneme
2. Hammiltonku proplachneme 3x 100% ACN a nasledné 3x kolonku v aparatuie

3. Sestavenou aparaturu promyjeme 500 pl elu¢niho roztoku a nasledné stejnym objemem

odsolovaciho roztoku, kdy dojde k ekvilibraci kolonky
4. Vzorek nabereme do Hammiltonky a pies kolonku jej nechame zvolna prokapat
5. Zachycené peptidy odsolime malym pratokem 500 pl odsolovaciho roztoku

6. Eluci peptidi provedeme prokapanim 300 pl eluéniho roztoku ptes kolonku do Cisté

oznacené eppendorfky (1,5 ml)
7. Pro purifikaci dal§iho vzorku opakujeme kroky 3 — 6

8. Pro ukonceni prace proplachneme aparaturu 500 pl elu¢niho roztoku a nasledné 500 pl

skladovaciho roztoku

9. Rozebereme aparaturu a kolonku umistime do eppendorfky (2 ml) s 1500 pl

skladovaciho roztoku a uskladnime v lednici

10. Hammiltonku proplachneme 3x 100% ACN
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Priloha ¢. 11

Piiprava vzorki pro LC/MS analyzu a spikovani
Chemikalie: acetonitril (ACN), kyselina mravenéi (FA), deionizovana voda, zasobni roztoky

syntetickych znacenych peptida (1 ng/pl)
Roztoky:

0,1% FA (vysledna koncentrace jednotlivych peptidt je 12,5 fmol/ul)

Pomtucky: vakuova odparka, centrifuga Minispin, automatické pipety, Spicky, inserty, sklenéné

vialky, vi¢ka s teflonovym septem

Postup:
1) Vzorky po purifikaci na kolonce MacroTRAP odpaiime do sucha ve vakuové odparce
2) Peptidy v eppendorfce rozpustime ve 40 pl 5% ACN 0,1% FA

3) Vzorek naspikujeme 10 pl spikovaciho roztoku s odpovidajicim sloZzenim (znaceny

peptid podle mutace v ptislusné bunééné linii + znaceny peptid WT*)

4) Pomoci pipety dukladné oplachneme stény eppendorfky a piipadné stocime

V Minispinu, aby veSkera tekutina byla na dn¢ eppendorfky

5) Obsah eppendorfky pieneseme do insertu, ktery vloZzime do oznacené vialky a uzavieme

plastovym vickem s teflonovym septem

6) Vzorek je ptipraven na LC/MS analyzu
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Priloha ¢. 12

Piehled kédovanych aminokyselin a jejich zkratek

Tab. 22: Piehled kddovanych aminokyselin, jejich strukturnich vzorct a zkratek

Zkratka
Néazev Strukturni vzorec
Tripismenna | Jednopismenna
_ O
Glycin HZN\AOH Gly G
O
Alanin HsC OH Ala A
NH-
CH; O
Valin ch)\‘HkOH Val V
NH,
O
Leucin HC MOH Leu L
CH; NH,
CH; O
Isoleucin H3C\/J\HJ\OH lle I
NH,
O
A A kyseli HO Al D
sparagova kyselina sp
OH
HoN
O
O O
Glutamova kyselina HOWOH Glu E
NH,
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Asparagin HoN OH Asn
HoN
O
0O @
Glutamin HoN /U\/\HLOH Gln
NH,
0O
Cystein H S/ﬁ)\OH Cys
NH,
O
Methionin H3C/S\/\‘)kOH Met
NHz
O
Lysin HoN MOH Lys
NH>
NH O
Arginin HoN H/\GA'LOH Arg
NH>
O
Serin HO/\[)J\OH Ser
NH»
OH O
Threonin HaC /l\HI\OH Thr
NH,
O
Tyrosin OH Tyr
NH,

HO
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Fenylalanin OH Phe
NH,
O
Histidin </N / OH His
HN NH;
O
Tryptofan OH Trp
HN NH;
H
Prolin N COOH Pro
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