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1 Uvod a cile prace

Personalizovand medicina je forma mediciny, ktera vyuzivd informace
o lidskych genech, proteinech a Zivotnim prostfedi k prevenci, diagndze a
|éCbé nemoci. V onkologii je vyuzivano specifickych informaci o nadorech
pro lepsi diagndzu, planovani lécby a urceni uUspésnosti |éCby. Vyuziva se
cilenych terapii kvili specifickym typlim nadorovych bunék (NCI Dictionary
of Cancer Terms, 2016). Pro ziskani specifickych informaci o nddorech byl
vyvinut koncept biomarkerd, biologickych molekul, které se nachazi v krvi,
télesnych tekutinach, nebo tkani a jsou znakem normalnich, ¢i patologickych
procesll spojenych s nemoci (Paul a kolektiv, 2013). Poznatky z oblasti
farmakokinetiky a farmakodynamiky pfinasi znalosti o faktorech, jez ovlivauji
drug response — ucinek lékl. Celostni pfistup kindividualizaci terapie je
zaloZen na nékolika zplsobech: sledovani a preventivni testovani biomarkerd,
meéreni koncentraci |éCiv pro Upravu davek, a v neposledni fadé molekularniho
profilovani pro zlepseni benefitl |é¢iva a potlaceni rizika vyskytu nezddoucich
ucink (Pacanowski a Huang, 2016). Proteomické profilovani je jednim
z moznych pfistupl k objeveni novych biomarkerq, cilovych molekul v [é¢bé a
mechanismU rezistence na léciva (Paul a kolektiv, 2013).

Tématem této diplomové prace bylo vypracovani proteomického
profilu bunééné linie CCRF-CEM osSetfené protinddorovym |éCivem
cisplatinou. Soucasti je vypracovani teoretické resSerSe, kterd se zabyva
mechanismy puasobeni cisplatiny, mozZnosti vzniku rezistence |écby a
v neposledni radé metodikou pouzitou v ¢asti praktické. Cisplatina byla prvné
syntetizovana M. Peyronem v roce 1844. Prvni na moznost jejiho vyuziti jako
protindadorového |éciva upozornil Rosenberg a kolektiv vroce 1965
publikovanim studie o inhibici buné¢ného déleni u bakterii Escherichia Coli
(Rosenberg, 1985).

V praktické casti byly nejprve stanoveny inhibi¢ni konstanty [Cso
pro cisplatinu, dale byl stanoven ¢as do apoptdzy a poté tyto Udaje slouzili jako
kritéria pfi pripravé bunécnych lyzat(. Lyzaty se pripravovali z bunécné linie
kultivované pro metodu SILAC. Nasledné byly vzorky lyzatl zpracovany
metodami FASP a SAX, které jsou optimalni pro pouziti LC/MS analyzy. Data
ziskana touto analyzou slouzila k sestaveni proteomického profilu.



2 Teoreticka Cast

2.1 Obecna charakteristika cytostatik

Zakon definuje |écivy pripravek jako ,latku nebo kombinaci latek, kterou Ize
pouzit u lidi ¢i zvifat nebo podat lidem ¢i zvifatim, a to za ucelem obnovy,
upravy nebo ovlivnéni jejich fyziologickych funkci prostfednictvim
farmakologického, imunologického nebo metabolického ucinku, za ucelem
stanoveni lékarské diagndzy.” (Zakon ¢. 378/2007 Sb., o léCivech a 0 zménach
nékterych souvisejicich zakond. § 2, odst. 4, pism. a). U¢inna latka neboli lé&ivo
je pacientovi podavano vnitiné (napr. ve formé tablet, injekci) nebo zevné
(napf. ve formé masti). LéCiva vyuZivana pfi protinddorové terapii patfi
nejcastéji do kategorie cytostatik, coz jsou latky tlumici rist tkani s vysokou
proliferacni rychlosti. Cytostatika nejvice postihuji nadorovou tkan, vedlejSimi
ucinky je postizeni tkani s vysokou rychlosti proliferace, napriklad sliznice a
kostni dren (Lillmann, Mohr a Wehling, 2004).

2.1.1 Mechanismus pusobeni cytostatik

Cytostatika funguji na principu ovlivnéni cilovych enzym(, receptord Cdi
kovalentnivazbé na DNA. V ptipadé ovlivnéni enzym( muze jit o jejich aktivaci,
nebo naopak inhibici jejich plsobeni. Ovlivnéni receptorl je zprostfedkovano
agonisty (antagonisty) pro signdini latky télu vlastni (L4llmann, Mohr a
Wehling, 2004).

Enzymy funguji jako biokatalyzatory, které svym plsobenim Fidi
biochemické reakce probihajici v téle. Jejich vliv je jak na drovni bunécného
metabolismu, tak i na Urovni regulace bunééného cyklu a déji s tim spojenych.
Proliferace a bunécny metabolismus jsou provazané déje, proto jsou nadorové
transformované bunky charakterizované zménami v regulaci bunécného cyklu
i metabolismu buriky. Mutované enzymy predstavuji potencionalni cil 1éCiv
inhibujici onkogenni proteiny s funkci kontroly metabolismu. Pfikladem mze
byt inhibice pyruvatkinazy isoformy 2, ktera vykazuje zvySenou aktivitu
v bunkach karcinomu plic, ¢imz tyto bunky chrani proti oxidativnimu
poskozeni. N&adory svyraznou onkogenni transformaci vice odpovidaji



na |écbu pomoci pfipravk( plsobici na zménéné metabolické drahy (Teicher,
Linehan a Helman, 2012).

Regulace proliferace bunék je komplikovany déj fizeny kaskadami
enzymu. Ztrata kontroly je zakladem vzniku nadorového bujeni, proto je velka
Cast lékl zamérena na inhibici téchto dualezZitych enzym(, jako jsou
cyklin-dependentni kindzy, telomerdzy a topoisomerdzy. Dalsi moznosti je
aktivace kontrolnich bodd, pomoci poskozeni DNA, které vedou k zastaveni
bunééného déleni, aktivaci systém( opravy DNA, ¢i k apoptdze (Roskoski,
2016; Shin a kolektiv, 2016).

Receptory jsou proteiny, které po vazbé ligandu zméni konformaci a tim
vyvolaji bunéénou odpovéd. Hlavni skupinou v lIé¢bé nddorud jsou receptory
regulujici transkripci DNA (Lillmann, Mohr a Wehling, 2004). Do této skupiny
mUZeme zaradit receptory pro rlstové faktory, jako jsou EGFR (Epidermal
growth factor receptor), IGFR (Insuline-like growth factor receptor), VEGFR
(Vascular endothelial growth factor receptor), FGFR (Fibroblast growth factor
receptor), atd. Tyto receptory pro rastové faktory patfi do skupiny
tyrosinkindzovych receptort, |é¢ba je tedy potom zaméfena na inhibici
tyrosinkinazové aktivity (Hopfner, Schuppan a Schertibl, 2008). Dalsi skupinou
jsou receptory pro steroidni pohlavni hormony, napfiklad estrogen. Exprese
estrogenovych receptor( je v malignich burnkach nevyrovnang, a proto je
lé¢ba karcinomU ovaria, prsu, déloZniho hrdla, apod. zaméfena na tyto
receptory (Jeon, Hwang a Choi, 2016).

LécCiva poskozujici DNA mohou fungovat na principu kovalentni vazby
na DNA, to je spolecné pro alkylujici latky, platinova léciva a interkalatory.
Dalsi moznosti je inkorporace antimetabolitli purinu a pyrimidinu do DNA.
Vazba téchto latek zplsobuje poskozeni DNA, které vede k apoptdze bunky
(Dasari a Tchounwou, 2014).

Cilem protinadorovych l|éciv je na zakladé principu svého pusobeni
vyvolat apoptdzu. Spusténi mechanism( bunécné smrti, ale nejprve predchazi
odpovéd na poskozeni DNA (DDR, DNA Damage Response) vyvolané
nadorovymi |écivy prvni volby, jako je napriklad cisplatina. Aktivované
mechanismy DDR u somatickych bunék vedou k zastaveni bunécného cyklu,
opraveé DNA, bunéénému starnuti ¢i apoptdze. U dospélych kmenovych bunék
mUzZe dochazet jesté i k Uplné bunécné diferenciaci. Efektorovymi proteiny
kaskady DDR jsou fosforylované proteiny p53 a cdc25, tyto proteiny funguji
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jako transkripéni faktory gen( regulujicich zastaveni bunééného cyklu, opravy
DNA, apoptdzy, ¢i starnuti (Matt a Hofmann, 2016).

2.1.2 Farmakokinetika léciva

Intenzita ucinku |éciva zavisi na jeho koncentraci v téle a jeho dostupnosti
k cilovym tkanim. Koncentraci v mistech ucinku je obtizné méfit, proto se
stanovuje koncentrace léciva v krvi. Ta je v ¢ase ovlivnéna fazemi absorpce,
distribuce a eliminace, kterymi lécivo v téle prochazi. Absorpce popisuje
prechod léciva z mista aplikace do krevniho recisté, je zavisla na fyzikalnich
vlastnostech farmaka, difuzi a transportnich proteinech. K distribuci dochazi
z krevniho fecisté do cilovych tkani a organu. Lécivo se distribuuje rozpusténé
ve vodném prostredi krevni plazmy, intersticialni tekutiny ¢i intracelularni
tekutiny, anebo ve formé vazané na plazmatické proteiny, erytrocyty,
receptory ve tkanich a deponované do tukové a kostni tkané. Aby byl vyvolan
pozadovany ucinek, musi byt léCivo uvolnéno do volné dostupné volby.
Eliminace predstavuje vSechny pochody nutné pro vylouceni xenobiotika
z organismu, tedy biotransformaci |éCiva a jeho exkreci. Hlavnim vykonnym
organem jsou jatra, hlavnimi enzymy zabezpecujici biotransformaci jsou
enzymy skupiny cytochrom P450 (CYP450; Lillmann, Mohr a Wehling, 2004).
Epigeneticka regulace genl zapojenych do absorpce, distribuce, metabolismu
a exkrece léciv je také dllezitym prvkem podilejicim se na ucinku léciva.
Rozdily exprese a funkénosti téchto genl mezi jedinci zpUsobuji individudIni
ucinek terapie, ale také se podileji na vzniku nezddoucich ucinkd, proto je
sledovani téchto faktorl vyznamnym krokem v personalizované mediciné
(Fisel, Schaeffeler a Schwab, 2016).

Membrdanovy transport hraje kritickou roli v distribuci a biologické
dostupnosti protinadorovych Iéciv, urCuje Ucinnost terapie a jeji pfipadnou
toxicitu. Prostupnost léCiv do nadorové bunky je vysledkem efluxnich a
influxnich transportér(. Hlavnimi efluxovymi transportéry jsou ATP-vazajici
kazetové proteiny (ABC, ATP-binding cassette), které se z velké ¢3sti podileji
na chemorezistenci |éCiv. Zakladem plsobeni ABC transportérd je hydrolyza
ATP, kterou ziskdvaji energii na presun latek zbuniky i proti
elektrochemickému gradientu. Mezi influxni transportéry jsou frazeny
»solute carriers” (SLC), jejichz dopad na terapii je také vyznamny. Importové
SLC transportéry plisobi na zakladé difuze po koncentraénim spadu, antiportu
nebo symportu. Jejich exprese je predevsSim vtenkém strevé, jatrech a

11



ledvinach, proto ovliviuji distribuci léCiv. Rozdily v aktivité mezi jedinci mohou
zpUsobovat zmény farmakokinetickych profild protinddorovych |éciv
vedoucich k zménam ucinku téchto léciv (Li a Shu, 2014).

Ackoliv cisplatina je eliminovana neenzymaticky, u vétsiny |éciv dochazi
k enzymatické eliminaci enzymy prvni a druhé faze (SUKL, 2016). Cytochrom
P4A50 je zapojeny do metabolismu xenobiotik jako enzymy prvni faze-
oxigenacni krok biotransformace. Nicméné rodina CYP450 se ucastni i
eliminace latek télu vlastnich jako jsou steroidni latky, arachidonova kyselina,
apod. Vsechny enzymy z rodiny CYP450 maji oxidativni ucinek a jsou schopny
katalyzovat hydroxylaci vazeb uhliku a vodiku, epoxidaci dvojnych vazeb,
oxidaci heteroatomd(, dealkylacni reakce, oxidaci aromatickych kruh( atd.
Na redoxni reakce jsou spotfebovavany elektrony z kofaktord NAD(P)H. Tyto
enzymy se také ucastni premeény proléciv na ucinné substance v téle.
Farmakogenomické studie prokazaly rozdily v expresy, které jsou pricinou
mozné precitlivélosti nékterych jedincl na farmaka, nebo naopak neucinnosti
farmak. Nejvétsi rozdil je patrny u CYP2D6 a CYP2C9, kde bylo prokazano
nékolik polymorfism( (Meunier, Visser a Shaik, 2004; Kirchheiner a Seeringer,
2007).

Reakce druhé faze jsou enzymaticky katalyzovany arylsulfatasou,
UDP-glutathiontransferasou a glutathion-S-transferasou. Tyto premény
zplsobuji lepsi rozpustnost latek ve vodé a tedy jejich snazsi vylu¢ovani
ledvinami. Néktera farmaka se mohou ve vylucovacich organech ukladat, tim
zvySovat jejich lokalni koncentraci a pusobit na tyto organy toxicky. Tento
mechanismus predstavuje jednu zpfi¢in vzniku neZadoucich ucinkud
(Lallmann, Mohr a Wehling, 2004).

2.1.3 Obecné nezadouci ucinky léciv

Vétsina léciv kromé ucinkl nutnych pro terapii vyvolava i nezddouci uUcinky,
které jsou patologické pro organismus a mohou byt pfi¢inou hospitalizace, i
dalsi terapie. Hlavnimi nezddoucimi ucinky je toxicita, kterd mlze byt
systémova C¢i lokalizovana na organy. Antineoplasticka terapie je casto
komplikovand kardiotoxicitou, kardiovaskuldrni komplikace mohou zpUsobit
az srdecni selhani, ischemie myokardu, hypertenze, trombdézu ¢i embolii.
Kazdd komplikace je charakteristickd pro urcitou skupinu I[éciv. DalSimi
nezddoucimi ucinky jsou alergické reakce vsech typ(, které mohou vyustit az
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v anafylakticky Sok. Velmi dUleZitymi jsou také zmény krevniho obrazu
vyvolané cytostatiky, tyto zmény mohou byt jak anémie, trombocytopenie,
tak neutropenie a toxické poskozeni kostni difené (Lillmann, Mohr a Wehling,
2004; Yeh a Bickford, 2009).

2.1.4 Mechanismus mnohacetné rezistence léciv

Mnohacetna lékova rezistence je problém hlavné u terapie metastazujicich
onkologickych onemocnéni. Tato rezistence muzie byt dédi¢nd, urcend
genetickymi vlastnostmi ndadord, anebo ziskand po kontaktu s lécivem.
Mechanismy rezistence jsou redukce vychytavani farmaka nadorovou burikou,
podnécovani DDR, potlacovani apoptdzy, zvySovani efluxu farmaka
nadorovou bunkou a alterace v metabolismu [éCiv a v bunécném cyklu.
Zvysovani efluxu farmaka je spole¢ny mechanismus pro nadorové bunky, a tak
byl studovan vice nez ostatni mechanismy. Odpovédné jsou za néj predevsim
ABC transportéry, z nichZ je mozno jmenovat ABCB1 (MDR1) a ABCC1 (MRP1),
jejich exprese je zvysena u vétsiny nadorovych bunék. ZvySovani metabolismu
farmaka, katalyzovaného  enzymy  glutathion-S-transferasami, je
charakteristické zvlasté pro platinova léCiva. V neposledni radé je mnohacetna
lékova rezistence zpusobena zménami v genech regulujicich zastaveni
bunééného cyklu a apoptdzu. Alterované jsou napriklad proteiny p53, coz
znemoznuje lécbu alkylujicimi latkami, a proteiny bcl-2 rodiny
s charakteristickou zménou u karcinomu prsu a ovaria (Kachalaki a kolektiv,
2016; Pan a kolektiv, 2016).
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2.2 Cisplatina jako cytostatikum

Cisplatina je Iék ze skupiny platinovych |éCiv uzivany k protinddorové terapii
s ucinnosti u celé rady malignich onemocnéni. Cisplatina ucinkuje jako
selektivni a trvaly inhibitor DNA syntézy v bunkach rlizného typu, vdZze DNA a
tim vytvari nitrofetézcové i meziretézcové vazby. Avsak jeji antineoplastické
plsobeni je dano i dalSimi mechanismy. Mezi ostatni vlastnosti cisplatiny patfi
imunosupresivni, radiosenzitizaéni a antimikrobialni Géinky (SUKL, 2016).
Cytostaticky efekt cisplatiny objevil B. Rosenberg vramci testu vlivu
elektrického pole na rlist bunék. Pti tomto testu objevil, Ze zasazené buriky
Escherichia Coli pti platinovych elektrodach sice pokracuji v rustu, ale jejich
bunécny cyklus je zastaven. Tento efekt byl zplsoben produktem vzniklym
elektrolyzou chloridu amonného a jeho reakci s platinovou elektrodou.
Pozdéji bylo objeveno, Ze tato latka se systematickym nazvem
cis-diammin-dichlorido-platnaty komplex, cis-[PtCI2(NH3)2 ] (obr. 1), jiz byla
syntetizovana M. Peyronem na konci 19. stoleti (Rosenberg, 1985).

w /7
Jm,.lz’t\‘~~

H3N Cl

Obr. 1: Chemicka struktra cisplatiny, cis-diammin-dichlorido-platnaty
komplex, cis-[PtCI2(NH3)2 ].

2.2.1 Platinova cytostatika

Platinova léciva tvori dllezitou skupinu anorganickych latek s cytostatickym
ucinkem. Latky vytvorené v prvnich tfech generacich — cisplatina, karboplatina
a oxaliplatina jsou celosvétové schvalené pro lécbu malignich onemocnéni.
| pfes fakt, ze tyto latky byly uvedeny na trh pred vice nez 40 lety, jsou stale
jedny z nejvice pouzivanych latek klécbé rakoviny. Cisplatina tvofi prvni
generaci platinovych |éCiv, postupné byly vyvinuty dalsi tfi generace s cilem
zvysit antineoplasticky ucinek a naopak snizZit nezadouci ucinky (Johnstone,
Suntharalingam a Lippard, 2016).
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Do druhé generace platinovych léCiv se radi karboplatina,
diammin-[1,1-cyklobutandikarboxylato(2-)]-O,0 -platnaty komplex (obr. 2),
ktera byla vyvinuta s ucelem snizit toxicitu limitujici davky cisplatiny.
Mechanismus ucinku karboplatiny je podobny cisplating, nicméné nedosahuje
takové rozpustnosti ve vodném prostredi kvlli dvojvaznym cyklobutanovym
ligandlm. SniZzenim reaktivity byly potladeny neurotoxické a ototoxické ucinky
cisplatiny, takze karboplatina je vhodna pro vice agresivni [é¢bu vysokymi
davkami. Karboplatina se vyuziva napriklad v kombinované terapii pro I1écbu
karcinomu ovaria. DalSim léCivem z druhé generace je nedaplatina, schvalena
pro lé¢bu nemalobunééného karcinomu plic v Japonsku (Dilruba a Kalayda,
2016).
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Obr. 2: Chemickd struktura karboplatiny (vlevo) a chemickd struktura
oxaliplatiny (vpravo).

Treti generace platinovych léciv byla vyvinuta z dlvod( vzniku
rezistence na cisplatinu a karboplatinu. Do této kategorie patfi oxaliplatina,
1R,2R-diammin-cyklohexan-oxaldtoplatnaty komplex (obr. 2). Ligandy tvofici
oxaliplatinu vyrazné snizuji reaktivitu molekuly a tim potlacuji toxické vedlejsi
ucinky. Mechanismem pusobeni oxaliplatiny je tvorba DNA aduktt, které
znemoznuji DNA syntézu. Vyuzivd se zejména v kombinované |écbé
metastazujiciho karcinomu kolorekta spolu s 5-fluorouracilem (5-FU) a folaty.
Lobaplatina, daldi zastupce této generace, je schvéleny v Ciné pro lé¢bu
metastazujiciho karcinomu prsu (Dilruba a Kalayda, 2016).

Ctvrtd generace lé¢iv tvofi vice rozptylenou skupinu, jejim pfikladem
mohou byt |éCiva, kde je centralni atom platiny s oxida¢nim cislem IV.
Ctyfmocna platinova prolé¢iva maji daldi ligandy v axialnich pozicich. Tyto
ligandy mohou, ¢i nemusi mit bioaktivni ucinek. Jejich hlavnimi vyhodami jsou
moznost oralniho poddavani, zmenseni nezddoucich Ucinkd a axidlni ligandy
mohou byt modifikovany pro vylepseni farmakologickych vlastnosti.
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Mechanismus uc¢inku se odviji od vlastnosti dané skupiny, ligand( aj.
(Johnstone, Suntharalingam a Lippard, 2016).

2.2.2 Terapeutické indikace a davkovani cisplatiny

Cisplatina se pouziva k |é¢bé pokrocilych metastazujicich karcinomu varlat,
ovarii, mocového meéchyfe, spinocelularniho karcinomu hlavy a krku,
malobunééného a nemalobunééného karcinomu plic. V kombinaci
s radioterapii je cisplatina indikovana k |écbé cervikdlniho karcinomu. Jeji
vyuziti je mozné v monoterapii i vkombinované |écbé. Davkovani se odviji
od puvodu primarniho onemocnéni, o¢ekavané odezvé, pouziti v monoterapii
&i jako soucast kombinované Iéeby (SUKL, 2016).

Davkovani se fidi dvéma rezimy, davka se vypocitava z télesného povrchu
a snizuje se pro kombinované terapie. K upravam také musi dochazet
u pacientd s rendlni insuficienci a Utlumem kostni dfené. Pfed samotnym
podanim cisplatiny musi dojit k hydrataci pacient(i, kterd nasleduje i
po podani. Pfipadné je mozné i podavat diuretika, aby se zabezpecilo
vyluCovani cisplatiny. Pfi opakovaném podavani je nutné sledovat hladinu
sérového kreatininu, krevni obraz a je nutné provést audiometrické vysetreni
sluchu (SUKL, 2016).

Karcinom ovarii je jedna z hlavnich pfi¢in umrti zplsobenych malignim
onemocnénim u Zen. Jeho diagndza byva stanovena az v pokrocilych stadiich,
coz vyznamneé zhorsuje podminky Ié¢by. Chemoterapie cisplatinou dopliuje
operativni zakroky. Karcinomy ovarii jsou jedny z nejvice senzitivnich pevnych
tumord s ucinnosti Ié¢by mezi 60 az 80 % i u pacientek s pokrocilym stadiem.
Bohuzel u velkého poctu pacientek dochazi k rekurenci onemocnéni a vyvoji
chemorezistence (Kigawa, 2013).

Karcinom varlat je maligni onemocnéni s vysokou uUspésnosti |éChy,
v Evropé bylo dosazeno az 97 % uspésnosti pro vSechny stadia nemoci.
U pacient( s ranym stadiem je hlavnim cilem potlacit dlouhodobé nasledky
toxicity zpUsobené |écbou. Chemoterapii pokrocilych stadii predchazi
chirurgicka lécba, kterad je pozdéji doplnéna o radioterapii. Chemoterapie je
provadéna cisplatinou, ¢i karboplatinou (Albers a kolektiv, 2011).

Chirurgicka |écba a radioterapie je doplnéna o antineoplastickou terapii
ve standartnich rezimech Ié¢by karcinom hlavy a krku. PFi paliativni [éCbé je
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chemoterapie jedina Ié¢ebna metoda. Podavaiji se platinova Iéciva cisplatina a
karboplatina, je mozna i kombinace s 5-FU a taxany (Schuler a kolektiv, 2010).

Karcinom plic je jednou z hlavnich pfi¢in umrti zplsobenych nadory
umuzl i Zen. Karcinomy plic délime na malobunééné (15 %) a
nemalobunécéné (85 %). Malobunécény karcinom plic je velmi agresivni forma,
ktera je spojena s nepfiznivou progndézou. Vzniku onemocnéni ¢asto predchazi
dlouhodobé koureni. Pacienti s nepokrocilym onemocnénim jsou I[éceni
kombinovanou terapii cisplatiny a radioterapie, pacienti s pokrocilym
onemocnénim jsou léceni pouze chemoterapii (Arcaro, 2015). Do skupiny
nemalobunéénych karcinom( plic spadaji adenokarcinomy, spinocelularni
karcinomy a velkobunéény karcinom plic. | u téchto typld ndador( je
doporucena terapie cisplatinou (Matsumoto a kolektiv, 2016).

Cervikdlni karcinom je celosvétové druhé nejcastéjsi nadorové
onemocnéni u Zen. Pacientky s metastazujicim onemocnénim maji Spatnou
progndzu, v 15 aZ 20 % dochazi k jednoroénimu preziti. Uloha chemoterapie
cisplatinou v téchto pripadech je spiSe paliativni (Pectasides a kolektiv, 2008).

2.2.3 Lécebné kombinace s cisplatinou

Kombinovand chemoterapie s cisplatinou je zdkladem lé¢by mnoha néadord.
Prvotni odezva na cisplatinu je vysoka, ale ¢astym problém byva u pacientl
vyskyt relapsu a chemorezistence. Pro prekonani rezistence byly zavedeny
kombinované |éCebné reZzimy s paclitaxelem, 5-FU, doxorubicinem a
gemcitabinem. Paclitaxel plUsobi pfi mitdze, kdy vaze mikrotubuly a inhibuje
tim jejich reorganizace. Kombinovanych rezim( cisplatiny a paclitaxelu se
vyuzivd predevsim v lécbé karcinomU ovaria, plic a hlavy a krku. Analog
pyrimidin 5-FU se v kombinaci s cisplatinou vyuZiva klécbé pokrocilych
cervikalnich karcinom(. Trojkombinace cisplatina, 5-FU a doxorubicin je
vyuzivana k lé¢bé karcinom( slinnych Zlaz. Cisplatina zlepSuje ucinnost lécby
gemcitabinem v kombinované terapii pokrocilych karcinomt Zlu¢niku. Dalsi
moznosti jsou kombinace cisplatiny a pfirodnich latek, jako je napriklad jed
v€éely medonosné, coz bylo testovano na bunécnych liniich odvozenych
od karcinomu ovarii (Dasari a Tchounwou, 2014; Valle a kolektiv, 2010; Sol a
kolektiv, 2009)
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2.3 Mechanismus pUsobeni cisplatiny

Cisplatina se stava aktivovanou po vstupu do burnky, v cytoplazmé jsou
chloridové atomy hydrolyzované molekulami vody. Tim se z komplexu
cisplatiny stava elektrofil, ktery mlZe reagovat s jakymkoliv nukleofilem,
véetné sulfoskupin protieni a donorovych dusikovych atomd v nukelovych
kyselindch (Beck a Brubaker, 1973). DalSimi molekuldrnimi mechanismy
plsobeni je vyvolani oxidativniho stresu, indukovand bunécéna smrt pomoci
Bax a Bak signalnich drah. Ovliviiuje enzymy ucastnici se regulace bunécného
cyklu, jako jsou mitogenem aktivované proteinkindzy (MAPK) a
c-jun-N-terminalni kindzy (JNK). DalSim z Gc¢inkU cisplatiny na burky je
ovlivnéni jejich genové exprese (Dasari a Tchounwou, 2014).

2.3.1 Vazba cisplatiny na nukleové kyseliny

Cisplatina vaze N7 reaktivni centra purin(i a tim zpUsobuje poSkozeni DNA
v nadorovych bunkach. Nejvice ¢asté jsou 1,2- d(GpG) a 1,2- d(ApG) vnitfni
crosslinky purinG s cisplatinou, které vyvolavaji DDR, zastaveni bunééného
cyklu a nasledné apoptdzu. Méné casté 1,3- d(GpXpG) vnitini adukty a dalsi
souvisi s toxicitou cisplatiny (Dasari a Tchounwou, 2014). Bylo zjisténo, Ze
strukturni zmény DNA po vazbé cisplatiny jsou komplexni a jsou ovlivnéné
koncentraci cisplatiny, délkou fragment( a reakénim ¢asem. Pfedpokladad se,
Zze strukturalni zmény dvojretézcové DNA vyvolané cisplatinou probihaji
mechanismem znazornénym na obr. 3. Elektrostatické repulze
mezi sousednimi molekulami DNA jsou prekonany pritomnosti aktivované
cisplatiny, ta potom muZe formovat energické mUstky mezi negativné
nabitymi fetézci rozdilnych DNA. S prodluzujicim se reakénim casem se
monoadukty mohou vyvijet na mezifetézcové diadukty, coZz zplsobuje
ohybani a motani mistnich usekd DNA, az vzniknou smycky a postupné velké
agregdaty. Béhem téchto procesl jsou aktivovany mechanismy DDR, které
nasledné spousti apoptdzu (Liu a kolektiv, 2015).
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Obr. 3: Strukturdlni zmény DNA vyvolané ptusobenim cisplatiny. Vystaveni DNA
pusobeni cisplatiny zplsobuje vznik monoaduktd, které v ¢ase méni aZ na velké
agregaty DNA a cisplatiny. Prevzato z Liu a kolektiv, 2015..

Molekula RNA je tvorena stejnymi purinovymi bazemi, které jsou v DNA. Proto
obdobnym mechanismem dochazi k platinovani RNA, coz mlze mit vliv
na chod bunky. Platinové adukty byly prokazany v ribozimalni RNA (rRNA),
transferové RNA i medidtorové RNA (mRNA). Tyto adukty mohou byt
pri¢inami toxicity cisplatiny. Testy in vitro bylo prokazano, Ze cisplatina ma vliv
na funkénost mRNA, coZ predstavuje nové cile zkoumani (Becker, Weiss a
Theile,2014). Jeji vliv na funkénost rRNA platinaci molekuly byl vyvracen jako
nepravdépodobny (Theile a Kos, 2016).

2.3.2 Oxidativni stres

Bylo prokazano, Ze cisplatina zvySuje kumulaci reaktivnich forem kysliku (ROS,
Reactive oxygen species). Tyto formy kysliku jsou produktem béiného
bunécného metabolismu, nicméné pfi vyskytu vysokych koncentraci je jejich
ucinek skodlivy. Zejména proto, ze ROS jsou dUllezity faktor v apoptickych
drahach. Zvyseni jejich koncentrace ovliviiuje mitochondridlni membranovy
potencial, poskozuje dychaci fetézec, coz spousti apoptické procesy. Dale ROS
poskozuji bunécné proteiny, lipidy a DNA. Studie dokazaly, ze latky potlacujici
kumulaci ROS inhibuji cytostaticky ucinek cisplatiny (Choi a kolektiv, 2015).
Poskozeni DNA, které vznikd jak prfimym plsobenim cisplatiny na DNA, tak
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prostfednictvim ROS aktivuje DDR. Z tohoto vypliva, ze ucinek cisplatiny je
zavisly na funkénich mechanismech DDR (Dasari a Tchounwou, 2015).

2.3.3 Aktivace DDR mechanismu

Buriky lidského téla jsou neustale vystaveny vlivlim, které zpUsobuji léze
v DNA. Takovéto poskozeni DNA muZe byt vyvolano vnitfné napfiklad ROS, Ci
vnéjSimi zdroji napriklad ionizujicim zarenim. Navic |éze v DNA vznikaji i
spontdnné deaminaci bdzi nebo vznikem AP mist. Pro zachovani integrity
genomu je tedy nezbytny systém DDR, ktery se sklada ze tti krok( rozpoznani
poskozeni DNA, signalizace poskozeni DNA a aktivace bunécné odpovédi.
Aktivovani serin/threonin kinazy ATM, ATR a nebo DNA-dependentni protein
kindzy je spolec¢né pro vSechny druhy poskozeni DNA. Tyto kinazy aktivuji
kontrolni body, které jsou zodpovédné za zastaveni bunécéného cyklu, opravu
DNA nebo spusténi apoptdzy. Mechanismy DDR jsou shrnuty na obr. 4 (Matt
a Hoffman, 2016).
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Obr. 4: MoZnosti poskozeni DNA a systém odpovédi na poskozeni DNA.
Prevzato z Matt a Hoffman, 2016.

2.3.4 Indukovana bunécna smrt

Apoptéza ma dllezitou biologickou roli ve vyvoji organismu a homeostdze
bunécné populace, ale také v patogennich procesech. PoSkozené mechanismy
apoptdézy maji za nasledek cetnd onemocnéni, jako jsou ischemie,
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neurodegenerativni onemocnéni, autoimunitni onemocnéni a v neposledni
fadé rlst a rozsiteni tumorl. Apoptdza probihd rozdilnymi mechanismy nez
bunécnd nekrdza, kdy dochazi k naruseni membran, lyzovani chromatinu a
nakonec vyliti bunééného obsahu do extraceluldrniho prostoru. Nekrdza tim
vyvoldva zdnétlivé procesy v tkanich, na rozdil od apoptdzy. Rozdil je graficky
znazornén na obr. 5. Béhem apoptdzy dochazi ke kondenzaci chromatinu,
puceni membran a vzniku apoptickych télisek, které jsou nasledné pohlceny
fagocyty. Dulezitym rozdilem mezi témato dvéma pochody je nutnost zdrojl
energie pro mechanismus apoptdzy (Saikumar a kolektiv, 1999).
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Obr. 5: Rozdil mezi apoptozou a nekrozou. Prevzato z Saikumar a kolektiv,
1999.

Poskozeni DNA a mechanismy DDR vyvolavaji spusténi apoptdzy vnitrni
cestou. Molekularnim znakem apoptdzy je aktivovani kaspaz, specifickych
protedz zodpovédnych za Stépeni cilovych protein(. Vnitfni cesta je specificka
porusenim mitochondridlnich membran, které je zplsobeno vychylenim
rovnovahy mezi proteiny bcl-2 rodiny s funkci proapoptotickou i
antiapoptickou. Do cytoplazmy se tak po poruseni mitochondridlnich
membran dostavaji aktivatory kaspaz, ale i cytochrom c, ktery je nezbytny
pro vytvoreni apoptozomu. Aktivovana kaspaza 9 tvorfi s apaf-1 proteinem
komplex apoptozom, pri tvorbé jsou nutné kofaktory cytochrom c a ATP.
Apoptozom je nezbytny pro aktivovani efektorovych kaspaz 3 a 7. Ty potom
Stépi proteiny nezbytné pro existenci bunky, jako je cytoskelet, proteiny DDR,
apod. Mechanismus apoptdzy vnitini cestou je shrnut na obr. 6 (Bao a Shi,
2007; Tait a Green, 2010).
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Pro pusobeni cisplatiny jsou klicové proteiny rodiny bcl-2 regulujici spusténi
apoptdzy. Tyto proteiny maji velmi konzervované domény BH, které je
klasifikuji jako multidoménové a ,BH3-only” proteiny. Proapoptotické
proteiny bax a bak odpovidaji za spusténi apoptdzy vnitfni cestou na zédkladé
podmétd jako je napfiklad posSkozeni DNA. Antiapoptické proteiny bcl-2,
bcl-XL a mcl-1 inhibuji plsobeni bax a bak protein(i. Bax a bak proteiny jsou
aktivovany ,BH3-only“ proteiny bim, bid, puma a noxa. Bim, bid, puma a noxa
zdroven inhibuji pasobeni antiapoptickych proteinli. Jejich exprese je
aktivovana proteinem p53 a FOXO3 jako odpovéd na poskozeni DNA, které
jsou nefunkéni u vétSiny nddor( (Green, 2005).
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Obr. 6: Mechanismus apoptozy aktivované vnitini cestou mitochondriemi.
Prevzato z Green, 2005.

Bylo prokazano, zZe cisplatina spousti apoptdzu pomoci aktivovani noxa
proteinu a také aktivovanim kaspdzy 3. Na spusténi apoptdzy plsobenim
cisplatiny, ma ale vétsi vliv aktivace bax a bak proteinQ. Zvyseni koncentrace
proteind bax a bak i jejich mRNA po osetieni cisplatinou bylo prokazano
in vitro testy. Indukce exprese bak proteinu po osetfeni bunék cisplatinou byla
potlacena umléenim proteinu p53, je tedy zavisld na jeho funkcnosti.
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PFri umlCeni proteinu p53 nebyla také pozorovana aktivace kaspasy 3 a dalSich
proapoptickych proteinl. Indukce exprese proteinu bax po oSetrfeni bunék
cisplatinou nebyla potlacena umlcenim p53, je tedy na jeho funkci nezavisla.
PFi aktivovani bax cisplatinou muze fungovat jako transkripéni faktor p73.
Antiapoptoticky protein mcl-1, jehoZz exprese je zvySena u vétSiny nadord,
nema vliv na spusténi apoptdzy plisobenim cisplatiny (Matsumoto a kolektiv,
2016).

2.3.5 Signalni drahy pro rtistové faktory a cisplatina

Mitogenem aktivované proteinkinazy jsou rodina strukturné podobnych
serin/threonin proteinkinaz, ktera ridi odpovéd na rlizné extracelularni signaly
pro bunélny rdst a preZiti. Ridi genovou expresi, mitézu, metabolismus a
programovanou bunécnou smrt. Proteiny jsou fosforylované MAPK a tim
ziskavaji svoji funkci, nebo naopak ji ztraci. Substraty MAPK mohou byt dalsi
proteinkindzy, fosfolipazy, transkripéni faktory a proteiny cytoskeletu.
Mitogenem aktivované proteinkindazy jsou systémem tri kaskadovité
aktivovanych kinaz a stejné jako jejich substraty jsou regulované fosforylaci.
U mnohobunéénych organismu byly identifikovany tfi podrodiny MAPK, jsou
to extraceluldarnim signdlem regulované kindzy, c-jun-N-terminalni kindzy a
p38 kinazy (Johnson a Lapadat, 2002).

C-jun-N-termindlni kinazy zprostredkovavaji apoptdzu jako odpovéed
na bunéény stres, napriklad genotoxiny jako je cisplatina. Jako DDR
mechanismus JNK fosforyluji a stabilizuji p53 a p73, p53 je fosforylovan
na threoninovém zbytku, zatim co p73 je fosforylovan nékolika ndsobné. Bylo
dokazano, Ze tato fosforylace protein p73 stabilizuje, coz vede k expresi
proteinu puma a aktivaci kaspaz (Jones, Dickman a Whitmarsh, 2007).

Dalsi z MAPK kindz, kterd je aktivovand plUsobenim cisplatiny je draha
p38 kindzy. Kindza p38 aktivuje rGzné substraty s funkcemi regulujicimi
bunécény rlst a bunéénou smrt. Jednim z moznych substratl je EGFR, ktery je
p38 fosforylovan a tim inhibovan po pusobeni cisplatiny (Winograd-Katz a
Levitzki, 2006).

Sav¢i cil rapamycinu (mTOR, the mammalian target of rapamycin) je
jeden z proteind s vyrazné aktivovanou funkci v ¢etnych druzich maligné
transformovanych bunék. Jeho prirozenou funkci je kladnd regulace
bunécného preziti, udrzeni homeostazy v burikach, odstranéni poskozenych
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organel apod. P¥i inhibici mTOR dochazi k spusténi autofagie v ndadorovych
bunkach. Toho muZe byt docileno plisobenim rapamycinu, nebo cisplatiny.
Bylo dokazano, Ze plsobeni cisplatiny na nddorové bunécéné linie sniZuje
expresy mTOR (Leischinga a kolektiv, 2015).

Mechanismy pUsobeni cisplatiny, jeji aktivace apoptdzy jsou graficky shrnuty
na obr. 7.
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Obr. 7: Mechanismy pusobeni cisplatiny na nddorovou buriku. Inspirovdno
Dasari a Tchounwou, 2014.
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2.4 Rezistence na pusobeni cisplatiny

Lécbu malignich onemocnéni cisplatinou komplikuji dva zakladni problémy.
Jednim z téchto problému je rezistence na cisplatinu vznikajici b&éhem relapsu
onemocnéni. Klinicky byly ovéreny dvé formy rezistence, jsou to ziskana a
vrozena forma. Vrozend forma rezistence vznikd bez kontaktu organismu
s cisplatinou ¢i jinymi platinovymi |écivy, zatim co ziskand forma vznika
na zakladé predchoziho léceni témito latkami. Molekularni rozdily
mezi vrozenou a ziskanou formou nejsou zatim znamy, ale je obecny
predpoklad, Ze kazdd plsobi rozdilnou signalni drahou. Klinicky se pacient
povaZzuje za citliveho na léCbu cisplatinou, pokud uplynou dva roky od posledni
davky. Potom je 70% moznost, Ze pacient odpovi na terapii platinovymi l€Civy.
Se zkracujici se dobou, dochazi ke snizovani procentualni Sance. Pokud dojde
k rekurenci onemocnéni prvni mésice od skonceni terapie cisplatinou, je
moznost odpovédi na dalsi |éCbu nizka a pacient se povazuje za rezistentniho
(Amable, 2016).

Potom co je cisplatina transportovdna do bunky mize dojit k nékolika
skute¢nostem. M(ze byt odéerpdna ven transmembranovym transportnim
systémem, ddle mlze byt chemicky neutralizovand navazanim thioskupinami
proteinli jako je glutation. V neposledni fadé dochdazi kvazbé na cilové
molekuly a vyvoldni [éebnych ucink(. Rezistence mulze byt vyvolana
opravenim poskozené DNA, zménénymi mechanismy transportu, inaktivaci
v cytosolu, potlaéenim apoptdézy a aktivaci epitelidlné-mesenchymalni
tranzice (Zhu a kolektiv, 2016).

Snizeni akumulace cisplatiny v burikdch predstavuje jednu z hlavnich
pri¢in cisplatinové rezistence. Snizeni influxu, zvySeni efluxu a inaktivace
thioskupinami proteini vede k snizeni nitrobunééné koncentrace aktivniho
komplexu cisplatiny a tim k potlaceni ucinku. Pfedpoklada se, Ze cisplatina
jako lipofilni latka vstupuje do bunky prostou difizi. Nedavno bylo zjisténo, ze
transportér médi 1 (CTR1) reguluje influx cisplatiny. In vitro testy prokazaly, Ze
CTR1 je inhibovan u vétsSiny bunécnych linii rezistentnich na cisplatinu.
Molekularni mechanismus efluxu cisplatiny je spjaty s ABC transportéry, které
jsou zodpovédné i za mnohocetnou lékovou rezistenci. Lysozym-asociovany
protein je transmembranovy protein se zvySenou expresi v nadorovych
bunkach. Jeho zvySena exprese koreluje s nizkou progndzou u cervikalnich
karcinom(. Nedavné studie dokazaly, Ze tento protein aktivuje drahy
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zodpovédné za inhibici apoptdézy a rezistenci na I|éCbu cisplatinou,
doxorubicinem a paklitaxelem u cervikalnich karcinomu (Zhu a kolektiv, 2016).

Inaktivace cisplatiny v cytozolu je primdrné zpusobena konjugaci
cisplatiny s glutathionem. Glutathion-S-transferazy, enzymy faze dvé
metabolismu |éCiv, katalyzuji konjugaci glutathionu a cisplatiny. Konjugaty
jsou vice rozpustné a tim se zvysuje jejich exkrece. Dale mlzZe byt cisplatina
inaktivovdna vazbou s metalothioneinem. Metalotioneiny jsou proteiny
bohaté na cysteiny s nizkou molekularni hmotnosti a funkci vazat tézké kovy,
jakou jsou méd, zinek, kadmium a rtut. Jejich zvySenda exprese byla
pozorovana u nékolika bunécnych linii s cisplatinovou rezistenci (Amable,
2016).

Proteinkindza Cje rodina Uzce spjatych fosfolipid-dependentnich enzym(
ovliviujicich signalni transdukci a bunécnou regulaci. Drahy signalni
transdukce proteinkinazy C ovliviuji citlivost bunék na cisplatinu. Jejich
aktivita a zvySena exprese z nich délaji potencionalni onkoproteiny s ucasti
na chemorezistenci ovarialnich nadorovych bunék na cisplatinu. Bylo
prokdazdano, Ze jejich plisobenim je inhibovana p38 kindzova draha zodpovédna
za spusténi apoptdzy (Basu a Krishnamurthy, 2010).

Hlavnim mechanismem pUlsobeni cisplatiny je jeji vazba s DNA a tvorba
aduktl. Zkroucené struktury jsou rozpozndny mechanismy DDR. Jednim
z enzymU katalyzujici kroky DDR je ERCC1, ktery je nejvice studovanym
biomarkerem cisplatinové rezistence. Vysoké koncentrace tohoto enzymu
jsou spjaty se zvySenym odstranénim DNA-platinovych aduktl a tim zvyseni
rezistence na cisplatinu. Testy in vitro a in vivo byla prokazana jeho zvysena
exprese u vSech cisplatina-rezistentnich forem malignit. DalSim z moznych
marker( cisplatinové rezistence muzZe byt protein XPF, jehoz funkci je
dimerizovat spolu s ERCC1 a tvofit tim stabilni funkéni komplex. Byla
prokazana také korelace mezi zvySenou expresi helikazy XPD a cisplatinovou
rezistenci. Roli markerd XPF a XPD jako marker( rezistence na cisplatinu je
nutné ovéfit klinickymi studiemi (Amable, 2016).
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2.5 Toxicita cisplatiny

Jak bylo zminéno, |éCbu malignich onemocnéni cisplatinou komplikuji dva
zakladni problémy. Prvni z nich, chemorezistence, byl shrnut v predchozi
kapitole. Dalsim problém jsou vedlejsi ucinky cisplatiny. Nejvice zminovany
jsou toxické ucinky cisplatiny, ale mezi dalSi neZadouci ucinky patfi
teratogenita a ucinky na fertilitu a reprodukci. Az u 75 % pacient( se vyskytuje
nefrotoxicita, ototoxicita a vliv na kostni dferi (SUKL, 2016).

Nefrotoxicita byla hlaSena jiz pfi zacatcich klinickych testl
chemoterapie cisplatinou. Nyni je nefrotoxicita nejvice hlasenym nezadoucim
ucinkem, az jeden ze tfi pacient( s cisplatinovym Ié¢ebnym reZzimem. Klinicky
se nefrotoxicita po |éCbé cisplatinou objevi desaty den po podani a je
manifestovana snizenou glomerularni filtraci, zvySenym sérovym kreatininem
a snizenou hladinou magnesia a drasliku. Molekuldarnim mechanismem
nefrotoxicity indukované cisplatinou je spusténi signalnich drah po kontaktu
tubularnich bunék s aktivovanym komplexem cisplatiny. Jedna se o stejné
signdlni drahy jako v nadorovych burikdch. Dochdzi k apoptéze zplisobené
poskozenim DNA navic, ale i spusténi vnéjsi cesty pomoci receptord smrti TNF
a Fas. Apoptdza tubuldrnich bunék zplsobuje poskozeni ledvinnych tubuld.
Zaroven jsou zapocaty zanétlivé procesy, které jesté prohlubuji renalni
poskozeni. Cisplatina muize také zplsobovat poskozeni krevnim cév ledviny,
coz zpusobuje snizeni krevniho pritoku a ischemické poskozeni ledvin.
Poskozeni ledvin muzZe vyustit az v renalni selhani (Pabla a Dong, 2008; Miller
a kolektiv, 2010).

Ototoxicita zpUsobend cisplatinou je dalsSim nejcastéjSim nezddoucim
Ucinkem lécby. Studie ukazaly, Ze az 88 % pacient( po |écbé cisplatinou ma
méritelné zhorseny sluch a az 49% z nich potfebovalo kompenzacni sluchové
pomlUcky. Ddle je mozno pozorovat horsi ucinky na mladsi populaci, nejvice
zasazeni jsou lidé do 23 let. Ototoxicita indukovana cisplatinou se projevuje
jako zvonéni v usich a percepéni ztrata sluchu, ktera zacina na vysSich
frekvencich a prohlubuje se knizSim frekvencim, které jsou potrebné
pro vnimani mluvené fteci. Toto zhorSeni sluchu je zavislé na davce,
kumulativni, oboustranné a obvykle permanentni. Molekularnim
mechanismem je apoptdza vlaskovych bunék zplsobena vznikem ROS (Hill,
Morest a Parham, 2008)
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2.6 Proteomika

Moderni studie jsou zameéfeny na zkoumani vlivu cisplatiny na proteiny. Jak
bylo popsano v kapitole mechanismus ucinku, jeji pdsobeni jako cytostatika
je hlavné tvorbou adukti s DNA. Nicméné i vliv na proteiny je vyznamny, at uz
ovliviuje jejich expresy, tvofi adukty pfimo s nimi ¢i aktivuje signdlni drahy.
Proto tyto cilové proteiny mohou predstavovat molekularni biomarkery
pusobeni cisplatiny, jeji rezistence a toxicity. Studiu protein, jejich strukture
a funkci se vénuje obor proteomika.

Na pozadi obrovského vyvoje genomiky, studia protein( zlstdvala
zamérena delSi dobu na jednotlivé proteiny. Pozdéji byly zalozeny prvni
proteomické laboratore, které ke studiu protein( ptistupovaly jiz celostné,
avsak stale vyuzivaly klasickych laboratornich metod. Za rozvojem proteomiky
v 90. letech stal vyvoj 2-D elektroforézy a myslenka vyuzivat hmotnostni
spektrometr k identifikaci tryptickych peptid( ziskanych digesci Cistych
protein(. K méreni peptidl byl vyvinut pfistroj MALDI-TOF. ldentifikace
probihala skrinovanim nameéfenych molekulovych hmotnosti peptidovych
digestl oproti molekulovym hmotnostem ziskanym in silico digesci DNA
sekvence. V roce 1994 Marc Wilkins prvné pouZil oznaceni proteomika jako
souhrnny nazev pro studium proteind (PROTEin a genOM — proteom, veskery
soubor proteind vznikly expresi genomu). Existuje nékolik pristupd jak
studovat proteiny, jednou 1z nejcastéjSich high-throughput metod je
proteomické profilovani (Williams a kolektiv, 2014).

2.6.1 Proteomickeé profilovani

High-throughput proteomika se zaméruje na ziskani velkého mnozstvi dat,
které se vyuZivaji hlavné pro skrininkové ucely zdravotnictvi a vyzkumu
(Chmelik, 2005). Exprese gen(i v burikdch se neustale méni, coz ma za nasledek
neustalou zménu profild proteind obsazenych burnce. Tato zména je
na proteinové Urovni jeSté vice posilena alternativnimi sestfihy,
posttranslacnimi modifikacemi, apod. Nékteré z téchto molekularnich zmén
jsou nezbytné pro Zivot buriky, nékteré jsou zplsobeny environmentdlnimi
vlivy, jako jsou chemikalie a lIéky. Proteomické profilovani spociva v méreni
exprimovanych proteini ve dvou sadach vzork( a v jejich vzajemném
porovnavani. Ktomuto je potfeba metodu, kterd bude detekovat a
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identifikovat stejné proteiny ve dvou vzorcich a porovnavat jejich hladiny.
Jednou ze dvou metod komparativni proteomiky je 2D-SDS elektroforéza a
porovnani dvou spotl, druhou metodou je méreni izotopové znacenych
proteini pomoci spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie (LC-MS, liquid chromatography a mass spectometry; Liebler,
2002).

2.6.2 Hmotnostni spektrometrie a jeji spojeni s kapalinovou chromatografii

Hmotnostni spektrometrie (MS) a tandemova hmotnostni spektrometrie
(MS/MS) jsou hlavni metody videntifikaci proteini. Hmotnostni
spektrometrie méfi podil molekulové hmoty a naboje (m/z) iontd v plynné
fazi. Analyty pfi proteomickém profilovani jsou peptidy ziskané enzymatickym
Stépenim. Hmotnostni spektrometr sestava ziontového zdroje, ktery
premeénuje molekuly analytu na ionty plynné faze, hmotnostniho analyzatoru,
ktery separuje ionty analytu podle m/z a detektoru, ktery zachycuje pocty
iontd vdané m/z hodnoté. lonizace je umoZnéna dvéma tzv. mékkymi
ionizacnimi technikami, ionizace laserem za pomoci matrice (MALDI; Karas a
Hillenkamp, 1988) nebo ionizace elektrosprejem (ESI; Fenn a kolektiv, 1989).
Hmotnostni analyzator je centrem technologie MS, pro proteomické ucely se
obvykle uzivaji ¢tyti typy analyzatorU. Jsou to kvadrupdl, iontova past (sféricka
¢i linedrni), analyzator doby letu (time of flight, TOF) a iontova cyklotronova
rezonance s Fourierovou transformaci. Tyto analyzatory jsou rozdilné v jejich
fyzikalnich principech a analytickém pouziti. Hybridni neboli tandemové
hmotnostni spektrometry byly navrieny, tak aby kombinovali schopnosti
rozdilnych hmotnostnich analyzadtorl (Han, Aslanian a Yates, 2008).

Relativné novym typem analyzatoru je Orbitrap, vyvinut Makarovem
vroce 1999 a prvné publikovan jako nastroj pro proteomicky vyzkum Hu a
kolektivem v roce 2005. V Orbitrapu jsou ionty chyceny, obihaji kolem
centralni elektrody ve tvaru vretena a osciluji harmonicky podél jejich os
s frekvenci charakteristickou pro jejich m/z hodnoty. Méreny je ionty
indukovany proud na vnéjsich elektrodach, ktery je Fourierovou transformaci
prfeveden na hmotnostni spektra. Orbitrap umoznil vznik novym hybridnim
hmotnostnim spektrometrim kombinujicim linedrni iontovou past, C-trap a
Orbitrap, coZ zvysuje robustnost, senzitivitu a MS/MS schopnosti (Makarov a
kolektiv, 2006). Na obr. 8 je uvedeno schéma pftistroje Orbitrap Fusion
pouzivaného pro ucely této diplomové prace.
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Obr. 8: Orbitrap Fusion, ThermoFisher Scientific, prevzato z Thermo, 2016.

Kapalinova chromatografie, predevSim tedy jeji modifikace v podobé
vysokotlaké kapalinové chromatografie (HPLC, High pressure liquid
chromatography) je nejrozsifenéjsi separacni technikou. Je to analyticka
metoda zaloZena na principu rozdilné distribuce délenych latek ve smési
mezi dvé nemisitelné faze — mobilni a staciondarni. Kapalinovy chromatograf se
sklada z vysokotlakého cerpadla privadéjictho mobilni fazi na kolonu s fazi
stacionarni, kde probiha déleni analytu rozpusténého v mobilni fazi. Po eluci
analyt( jsou separované zény vychazejici z kolony zachyceny detektorem a
prevedeny na chromatograficky zaznam (Novdkova a Dousa, 2013).

Hmotnostni spektrometr je efektivni nastroj pro identifikovani proteint
a peptidy, ale i nejvice vykonné spektrometry maji svoje limity v dynamickém
rozsahu spektra. Kvalita dat muUze byt ovlivnéna, kdyz pfiliS mnoho rozdilnych
iontd je analyzovano v jednom kroku. Doplnéni metody o LC pred MS analyzou
mlzZe zmirnit tento problém snizenim pocétu analytd vstupujicich
do hmotnostniho spektrometru vjeden c¢as, coz pomaha zvysit ionizaci
uiontll, které jsou pod dynamickym rozsahem detektorl. Navic analyty
mohou byt soustfedény do uzkych pik( béhem LC separace, coZ jesté zvysuje
MS senzitivitu detekce. V proteomice se uplatiuji predevsim kapilarni formy
LC, které separuji na zakladé fyzikalné-chemickych vlastnosti, napfr. naboj,
velikost, hydrofobicita (Xie, Smith a Shen, 2012).
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2.6.3 Kvantifikace pomoci MS analyzy

Hmotnostni spektrometrie je nekvantitativni metoda, protoze proteolytické
peptidy maji rozdilnou MS odpovéd kvuli jejich fyzikalné-chemickym
vlastnostem, jako jsou velikost, ndboj, hydrofobicita. Proto je nemoiné
relativné kvantifikovat zmény abundance mezi rozdilnymi experimentdlnimi
vzorky ve stejné MS analyze. Proto byly zavedeny izotopové znacky, které jsou
inkorporovany do proteint a peptid(, aby byla moina jejich kvantifikace
v rozdilnych vzorcich v jedné MS analyze. Na zakladé vztahu k pouziti
izotopovych znacek jsou kvantitativni MS metody rozdéleny na tfi druhy,
chemické/enzymatické znaceni, metabolické znaceni a label-free metody.
Chemické a enzymatické znaceni vyuziva znacek ICAT, iTRAQ, TMT,
dimethylové znadeni a znaeni pomoci 180 izotopd (Chen a kolektiv, 2015).

Metabolické znaéeni vyuZzivd znaceni pomoci *°N izotop’ a metodu SILAC
(Stable isotope labeling by amino acids in cell culture). Principem SILAC
metody je metabolicka inkorporace izotopové znacenych aminokyselin, jako
jsou C nebo N arginin nebo lysin do celého proteomu béhem bunééného
metabolismu pfi kultivaci bunék. Dvé populace bunék jsou kultivovany
na rozdilnych mediich, jedna populace je kultivovana s ,lehkym®
aminokyselinami (obsahuji pouze ptirodni izotopy) a druha je kultivovana
na ,tézkém“ mediu (obsahuje aminokyseliny znacené izotopy). Pfi bunécnych
procesech dochdzi k inkorporaci aminokyselin do vznikajicich proteina.
Je potfeba minimalné péti pasazi, aby doslo k naznaceni celého proteomu.
Potom je moiné s bunécnou linii experimentdlné pracovat. Znacend a
neznacena bunécna linie se smicha v poméru jedna ku jedné, vzorky se
zpracuji a provede se LC-MS analyza. Kvantifikace metodou SILAC je na zakladé
pomeéru izotopoveé znacenych a neznacenych peptidd (Ong a kolektiv, 2002).
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3 Experimentalni cast

3. 1 Material

3.1.1 Pouzité chemikalie

2,3bis-[2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxy
anilid (XTT) — Sigma Aldrich, USA
3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl-tetrazolium bromid (MTT) -
Sigma Aldrich, USA

Acetonitril (ACN) — J.T.Baker, USA

Arginin — Sigma Aldrich, USA

Arginin 3Cs — Sigma Aldrich, USA

Borita kyselina (HsBOs) — Sigma Aldrich, USA

Cisplatina — Sandoz, Némecko

Dihydrogenfosforecnan draselny (KH2PO4) — Sigma Aldrich, USA
Dimethylsulfoxid (DMSO) — Sigma Aldrich, USA

Dithiothreitol (DTT) — Sigma Aldrich, USA

Dodecylsulfat sodny (SDS) — Sigma Aldrich, USA

Fenazin methyl sulfat (PMS) — Sigma Aldrich, USA
Fenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF) — Sigma Aldrich, USA

Fluorid sodny (NaF) — Sigma Aldrich, USA

Fosfore€na kyselina (HzPO4) — Sigma Aldrich, USA

Hovézi fetalni sérum (FCS) — Biotek, USA

Hovézi fetalni sérum dialyzované (FCSd) — Sigma Aldrich, USA
Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (NaHPOs12 H,0) -
Lach-Ner, CR

Hydrogenuhli¢itan amonny (NH4sHCOs) — Sigma Aldrich, USA
Hydroxid sodny (NaOH) — Lach-Ner, CR

Chlorid draselny (KCI) — Sigma Aldrich, USA

Chlorid sodny (NaCl) — Sigma Aldrich, USA

Jodacetamid (IAA) — Sigma Aldrich, USA

Lysin —Sigma Aldrich, USA

Lysin 3Cs — Sigma Aldrich, USA

Methanol — Merck, Némecko

Mocovina (UA) — Sigma Aldrich, USA
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e Mravenci kyselina (FA) — Sigma Aldrich, USA

e MS voda Milli Q — Merck, Némecko

e Octova kyselina (AA) — Fluka, USA

e Ortovanadi¢nan sodny (Na3VOas) — Sigma Aldrich, USA

e Pyrofosfat sodny (NasP.07) — Sigma Aldrich, USA

e RPMI 1640 médium — Sigma Aldrich, USA

e RPMI 1640 medium bez fenolové ¢erveni — Sigma Aldrich, USA

e RPMI 1640 SILAC medium — Sigma Aldrich, USA

e Trifluoroctova kyselina (TFA) — Sigma Aldrich, USA

e Tris(hydroxymethyl)Jaminomethan hydrochlorid (TRIS/HCI) — Sigma
Aldrich, USA

e Trypsin —Promega, Némecko

3.1.2 Pouzité roztoky

e BCA protein assay kit — Thermo Scientific, USA

e BRUB pufr—0,1M AA, 0,1M H3BO3s, 0,1M H3PO4, Uprava pomoci NaOH
napH3,4,5,6,8a1ll

e Elucni pufr —0,5% AA

e FASP lyza¢ni pufr — 0,1M DTT; 0,1M TRIS/HCI; 4% SDS; deionizovana
voda, pH=7,6

e |AA-0,05M IAA v roztoku UA

e Kondicionacni pufr—0,5% AA, 80% ACN

e Mobilni faze pro LC — roztok A —0,1% FA, 100% voda; roztok B — 0,08%
FA, 20% voda, 80% ACN; loadovaci roztok —0,1% TFA, 100% voda

e MTT roztok — 2,2 uM MTT, RMPI medium bez fenolové cerveni

e PBS pufr —0,14M NaCl; 3uM KCI; 9uM Na;HPO4 - 12 H,0; 1uM KH;PO4;
pH=7,4

e PBS pufr s inhibitory — 5 mM NasP,07; 1ImM NaszVOs; 5mM NaF; 1mM
PMSF v PBS pufru

e RPMI médium — k zakladnimu RPMI 1640 médiu se pridalo 10% FCS

e RPMI medium s ,lehkymi“ aminokyselinami — SILAC RPMI 1640, 10%
FCSd a aminokyseliny Arginin v koncentraci 1,1uM a Lysin v koncentraci
0,27uM

e RPMI medium s ,tézkymi“ aminokyselinami — SILAC RPMI 1640, 10%
FCSd a aminokyseliny Arginin *Cs v koncentraci 1,1uM a Lysin Cs
v koncentraci 0,27uM
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UA — 8M mocovina v 0,1M TRIS/HCI

e XTT roztok — XTT sul koncentrace 1.13uM, RMPI média bez fenolové

cerveni, PMS koncentrace 0.07uM

3.1.3 Biologicky material

Pro experimenty byla pouZita bunécna linie CCRF-CEM. Tato linie je odvozena
od akutni T-lymfoblastické leukémie. Bunécna linie byla ziskana od spolecnosti
American Tissue Culture Collection. Dale byla pouzita bunécna linie CCRF-CEM
Casper svlozenym plazmidem Casper (Casper-3GR — Evrogen, Rusko)
pripravena Mgr. Ivem Frydrychem, PhD. Mezi experimenty byly burky
kultivovany v inkubatoru pri 37 °C, 5% CO2 v RPMI médiu.

3.1.4 Pouzité pristroje

Cell voyager cv7000 — Yokogawa, Nizozemsko
Centrifuga 5810 R — Eppendorf, Némecko
Concentrator 5301 — Eppendorf, Némecko

Dionex Ultimate 3000 — Thermo Scientific, USA
Inkubdator Innova co-170 - Biotech, USA
Microplate washer dispessor EL 406 — Biotek, USA
Multidrop Combi — Thermo Scientific, USA
Multilabel plate readers Envision — Perkin Elmer, USA
MS inkubator — Biotech, USA

Orbitrap Fusion — Thermo Scientific, USA

pH metr — P-lab a.s., USA

Sonifikator — Branson, Nizozemsko

Vi-Cell XR — Beckman Coulter, USA

Vodni lazen Sub Aqua 12 — P-lab a.s., USA

3.1.5 Software

Program R verze 3.03 s balickem ic50

Columbus verze 2.6

Max Quant verze 1.5.2.8, algoritmus Andromeda
Perseus verze 1.5.1.6

Venn Diagram Plotter verze 1.5.5228.29250
DAVID Bioinformatics Resources verze 6.7
STRING verze 10.0

34



3.2 Metodika

3.2.1 Stanoveni inhibicni konstanty ICs

3.2.1.1 Ovlivnéni bunék cisplatinou

Nejprve byla vytvorena koncentracni fada cisplatiny v DMSO rozpipetovana
na 96 jamkové desce. Nevyssi koncentrace cisplatiny odpovidala zasobnimu
roztoku (0,5 mg/ml). Celkem bylo vytvoreno 16 bod( rady sfaktorem
fedéni 2 (Tab. 1). Na zdrojovou 384 jamkovou desku pro pipetor ECHO bylo
preneseno v objemu 10 pl roztoku koncentracni rady léCiva Do cilové 384
jamkové desky bylo napipetovano 30 ul média do prvniho sloupce, ktery
slouzil jako blank. Dale bylo napipetovdano 30 ul bunécné suspenze
o koncentraci 2000 bunék na jamku. Médium a bunky byly napipetovany
pipetorem EL 406. Pomoci pristroje ECHO bylo ze zdrojové 384 jamkové desky
naneseno 75 nlléciva v danych koncentracich na cilovou 384 jamkovou desku
s bunnkami. Bunky oSetfené cisplatinou byly kultivovany 72 hodin v inkubatoru
pri 37 °C, 5% COa.

Tab. 1 : Koncentracni fada cisplatiny. Koncentrace shrnuté v této tabulce tvorili
koncentracni fadu, kterd byla nandsena na 384 jamkovou cilovou desku
pfi stanovovdni inhibicni konstanty ICso.

Poradi v koncentrace cisplatiny | koncentrace cisplatiny v jamce
koncentraéni (mg/ml) cilové desky (ug/ml)

radé

1. 0,5 1,25-
2. 0,25 6,23-101
3. 12,5-107 3,12-10
4. 6,25-102 1,56-101
5. 3,13-102 7,79-10
6. 1,56-102 3,90-10
7. 7,81-103 1,95-102
8. 3,91-103 9,74-10°3
9. 1,95-10°3 4,87-103
10. 9,77-10* 2,44-103
11. 4,88-10* 1,22-103
12. 2,44-10* 6,09-10*
13. 1,22-10% 3,04-10*
14. 6,10-10° 1,52-10%
15. 3,05-10° 7,61-10°
16. 1,53-10° 3,81-10°
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3.2.1.2 XTT test

Po skonceni inkubace oSetfenych bunék bylo pomoci pfistroje Multidrop
Combi pfiddano 15 pl roztoku XTT. Po pfidani XTT byly bunky kultivovany
3 hodiny v inkubdtoru pfi 37 °C, 5% CO, a poté byla zméfena absorbance
vzork( pfi 490 nm na pfristroji Envision.

Data ziskand mérenim absorbanci byla vyhodnocena pomoci programu
R 3.03 s balickem ICso.

3.2.1.3 MTT test

Po skonceni inkubace oSetfenych bunék bylo pomoci pristroje Multidrop
Combi pfidano 15 pl MTT roztoku. Osetrené bunky s pridanym MTT roztokem
byly inkubovany 3 hodiny pfi 37 °C, 5% CO, byl pfidan 10% roztok SDS
v objemu 10 pl a bunky byly kultivovany do druhého dne pfi 37 °C, 5% CO..
Poté byla zmérena absorbance pfi 540 nm na pfistroji Envison.

Data ziskana mérenim absorbanci byla vyhodnocena pomoci programu
R s balickem ICso.

3.2.2 Stanoveni casu do apoptozy

Bunécéna linie CCRF-CEM Casper byla napipetovdna na 96 jamkovou desku
v koncentraci 2 tisice bunék na jamku a objemu 50 pl. Jedna z jamek slouzila
jako kontrola, dalsi byly oSetfeny koncentraci 1x ICso (1,54 nM), 5x ICso
(7,70 nM) a 10x ICs0 (15,40 nM). Jamky s oSetfenymi burikami a kontrolou poté
byly snimkovany mikroskopem Cell Voyager cv7000. Snimkovani probihalo
nejméné po dobu 24 hodin.

Snimky byly pomoci programu Columbus prevedeny na fluorescencni
signaly GFP (Green fluorescein protein) a RFP (Red fluorescein protein). Tyto
signaly byly dany do poméru a zaznamendny na ¢asovou osu. Pomoci poméru
signdlu GFP ku RFP bylo sledovdano zvySeni apoptdzy v bunkach.
Pro vyhodnoceni experimentu byl odeéten 10% narlst poméru GFP ku RFP
v Case.
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3.2.3 SILAC kultivace

Bunécna linie CCRF-CEM byla kultivovana na mediu RPMI s ,tézkymi“
aminokyselinami a dalSi bunécna linie CCRF-CEM byla kultivovana na mediu
RPMI s ,lehkymi“ aminokyselinami po dobu péti pasazi. Poté bylo provedeno
kontrolni méreni inkorporace aminokyselin pomoci Orbitrapu Fusion. Takto
byla vytvofena CCRF-CEM 2Cs linie (lehkd bunééna linie) a CCRF-CEM 3Cg
znacena linie (tézka bunécna linie).

3.2.4 Osetreni SILAC znacenych bunék cisplatinou

Obé SILAC znacené bunécné linie v poctu 10 milion0 bunék byly oSetfena
cisplatinou v koncentraci 5x 1Cso (7,5 nM) po dobu 5 hodin a 22 minut
(polovina ¢asu do apoptdzy). Dale obé SILAC znacené bunécné linie v poctu 10
miliond bunék slouZili jako kontrola. Bylo ziskdno ve 4 opakovani celkem
8 biologickych replikat(.

3.2.5 FASP lyzacni protokol

Po ukonceni inkubace byly oSetfené a kontrolni SILAC znacené bunky
centrifugovany pri 290x g po dobu 5 minut za pokojové teploty. Supernatant
byl odstranén a k peleté byl pfidan PBS pufr s inhibitory v objemu 15 ml. Opét
byla suspenze centrifugovana pri 290x g po dobu 5 minut za pokojové teploty.
Proplachnuti pufrem PBS sinhibitory bylo celkem opakovano dvakrat.
PFi proplachnuti 15 ml PBS pufru byly smichany kontrolni a oSetfené bunky
v poméru 1:1 (**Ce kontrola : 3Cs o$etfené, a naopak také 3Ce kontrola : *2Ce
oSetfené) a opét byly centrifugovany pri 290x g po dobu 5 minut. Ddle se
k peleté pridal FASP lyza¢ni pufr v objemu 200 pl. Suspenze s lyzaénim pufrem
se sonifikovala 30 sekund s amplitudou 15 % a pulzem délky 0,5 s. Poté byla
prenesena do mikrozkumavek a centrifugovana pfi 290x g po dobu 5 minut.

3.2.6 FASP a SAX pfiprava vzorkul pro LC-MS

Bunécné lyzaty byly preneseny na kolonku pro FASP protokol (Microcon
YM-30 — Merck, Némecko) spolu s 200 ul UA, poté byly centrifugovany
po dobu 15 minut pfi 14 000x g. K lyzatim bylo ptfiddno 100 ul roztoku IAA a
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probéhla inkubace 20 minut. Kolonky s lyzaty poté byly centrifugovany
pfi 14 000x g po dobu 10 minut. Bylo pfidano 100 ul roztoku UA a
centrifugovano pfi 14 000x g po dobu 15 minut, tento krok byl opakovan
celkem dvakrat. Poté bylo pfiddno 100 pl 0,05M NH4HCOs a centrifugovano
pfi 14 000x g po dobu 10 minut, tento krok byl opakovdn celkem trikrat.
K bunéénym lyzatdm na kolonce bylo pfiddano 40 pl 0,05M NH4HCO;
s trypsinem v poméru 1:100. Filtracni kolonky byly presunuty do novych
mikrozkumavek a inkubovany pfi 37 °C 12 hodin, poté byly centrifugovany
pfi 14 000x g po dobu 10 minut. Na kolonky bylo naneseno 100 pl 0,05M
NH4HCOs a byly centrifugovany pri 14 000x g po dobu 10 minut. Na zavér FASP
protokolu byla zmérena koncentrace proteini pomoci BCA assay.

Stage tipy se sorbenty SAX (Anion-SR extraction disk, 47 mm
3M Empore — Sigma Aldrich, USA) byly promyty 100 pl methanolu a
centrifugovany pfi 3000x g 3 minuty. Poté byly promyty 100 ul 1M NaOH a
dvakrat 100 ul BRUB pufru spH 11. Stage tipy se sorbentem C18
(SPE extraction disk, 47 mm 3M Empore — Sigma Aldrich, USA) byly promyty
100 pl methanolu a centrifugovany pfi 3000x g 3 minuty. Poté byly promyty
100 ul kondicionacniho pufru a dvakrat 100 ul elu¢niho pufru. Stage tipy byly
umistény do mikrozkumavky podle obr. 9. Na takto pripravené stage tipy byl
nanesen vzorek o koncentraci proteini 100 mg/ml.

N~

' Vzorek
Y

/
SAX sorbent \? /7

7 A
‘s 4/

C18 sorbent

Obr. 9: Stage tipy umisténé do mikrozkumavky. Prevzato z Wisniewski,
Zougman a Mann, 20009.

Vzorek byl postupné promyvan 100 ul BRUB pufrus pH 11, 8,6, 5,4 a 3.
Po promyti nasledovala centrifugace pfi 3000x g po dobu 5 minut.
Mezi kazdym promytim byl stage tip s nanesenym vzorek umistén do nové
mikrozkumavky se stage tipem obsahujicim sorbent C18. Stage tipy se sorbent
C18 a frakcionovanym vzorkem byly na zavér promyty 100 pl eluéniho pufru a
centrifugovany pri 3000x g po dobu 5 minut. Takto ziskané proteolytické
frakcionované peptidy byly zakoncentrovany a poté rozpustény v 50 pl TFA.
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3.2.7 LC-MS analyza

Pfipravené vzorky byly pouzity na analyzu pomoci kapalinového
chromatografu Dionex UltiMate 3000 (Thermo Sientific) spojeném
s hmotnostnim spektrometrem Orbitrap Fusion (Thermo Scientific).

Vzorky byly naneseny v objemu 10 ul na prekolonu Acclaim PepMap 100
o rozmérech 100 um x 2 cm a velikosti ¢astic 5 um. Byl nastaven izokraticky
gradient mobilni faze a pratok 5 pl/min. Mobilni fazi byl loadovaci roztok
(0,7% TFA). Separace probihala na koloné EASY-Spray Column PepMap
o rozmérech 50 cm x 75 um a velikosti ¢astic 3 um pfi pratoku mobilni faze
0,275 pl/min. Mobilni faze se skladala z roztoku A (2% ACN, 0,1% FA) a roztoku
B (80% ACN, 10% TFE, 0,08% FA). Gradient trval 285 min a pfi separaci
dochdzelo ke zvySovani procenta organické faze (Tab. 2). Teplota na prekoloné
i koloné byla 35 °C.

Tab. 2: Gradient mobilni faze béhem chromatografické separace.

Retencni cas | %B
(min)

0 5
10 5
245 30
250 95
255 95
257 5
285 5

Doba MS analyzy byla nastavena na 285 minut. Jako MS1 analyzator byl
nastaven Orbitrap (FTMS) a byly na ném nastaveny nasledujici hodnoty:
rozsah 400-1600 m/z, rozliSeni 120 000, pocet mikroskent 1, sbér dat typu
profile a hmotnostni rozsah normal.

Jako MS2 analyzator byl nastaven izolacni mdd kvadrupdl s typem
detektoru iontova past, na které byly nastaveny nasledujici hodnoty: rychlost
skenovani rapid, hmotnostni rozsah normal, sbér dat typu centroid, typ
aktivace HCD, Sirka izolace 1,6 m/z, normalizovana kolizni energie 28 %,
TOP speed s vybérem prekurzor( s nejvétsi intenzitou.
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Ziskana hmotnostni spektra byla zpracovana v softwaru MaxQuant
vyuzivajiciho vyhledavaci algoritmus Andromeda (Cox a Mann, 2008).
Pro detekci bylo zadano nastaveni: multiplicita 2, téZzké znacky Arg6 a Lys6,
variabilni modifikace acetylace N konce proteinu a oxidace metioninu, fixni
modifikace karbamidomethylace, specifické Stépeni trypsinem, maximalné
2 chybna Stépeni, minimalni délka peptidd 6 aminokyselin, minimalni pocet
peptidd 1, hmotnostni tolerance pro MS1 20 ppm, hmotnostni tolerance
pro MS2 0,5 Da, byla pouzita databaze Uniprot.

Pro zpracovani dat byl pouzit software Perseus. Vennovy diagramy byly
vytvoreny pomoci programu Venn Diagram Plotter. Byla provedena analyza
bunécnych procesl programy DAVID a STRING.
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4 \Vysledky

4.1 Stanoveni konstanty I1Csg

Dle popisu metodiky byla ziskdna a vyhodnocena data, kterymi byla stanovena
konstanta ICso pro cisplatinu u bunécné linie CCRF-CEM. Tato konstanta byla
stanovena pomoci testll MTT ve 4 biologickych opakovanich. Vysledky téchto
opakovani jsou shrnuty v tab. 3 a na obr. 10. Stanovila se primérna hodnota
v ug/ml, které byly nasledné prepocitany na nM, tab. 3. Pomoci MTT testu byla
stanovena primeérna hodnota 0,26125 pg/ml (0,870 nM).

MTT test

Zivotnost bunék (%)

Koncentrace (pg/ml)
Obr. 10: Graf zadvislosti Zivotnosti bunék (%) na koncentraci cisplatiny (ug/ml)

stanoveny pomoci MTT testu. Pomoci MTT testu byla stanovena primérnd
hodnota konstanty ICso 0,26125 ug/ml (0,870 nM).

Dale byla pro bunécénou linii CCRF-CEM stanovena konstanta ICso pomoci testu
XTT ve 4 biologickych opakovanich. Vysledky téchto opakovani jsou shrnuty
vtab. 3 a na obr. 11. Stanovila se prGmérna hodnota v pg/ml, které byly
nasledné prepocitany na nM, tab. 3. Pomoci XTT testu byla stanovena
pramérna hodnota 0,463 pg/ml (1,543 nM).
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XTT test

Zivotnost bunék (%)

Koncentrace (pg/ml)
Obr. 11: Graf zdvislosti Zivotnosti bunék (%) na koncentraci cisplatiny (ug/ml)

stanoveny XTT testu. Pomoci XTT testu byla stanovena primérnd hodnota
konstanty ICso 0,463 ug/ml (1,543 nM).

Tab. 3: Hodnoty konstanty ICso (ug/ml) u bunécné linie CCRF-CEM stanovené

testy MTT a XTT ve 4 opakovdnich, priimérnd hodnota ICso (ug/ml a nM) a jeji
smeérodatnd odchylka (SD; ug/ml).

1. |C50 2. ICso 3. ICso 4. ICso Primérna SD 1Cso
(ug/mi) | (H&/ml) | (ug/ml) | (ug/ml) hodnota ICso  |(ng/ml)| (nM)
(ng/ml)
MTT | 0,520 [0,060 0,204 0,261 0,261 0,166 (0,870
XTT [0,499 0,475 0,451 0,427 0,463 0,027 (1,543

Stanovena konstanta ICso XTT testem vykazuje mensi smérodatnou odchylku
oproti konstanté ICso stanovené MTT testem. Proto byla pro dalSi experimenty
pouZita hodnota 1,54 nM urcend XTT testem jako konstanta ICso.
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4.2 Stanoveni ¢asu do apoptdzy

Dle metodiky byly ziskany a vyhodnoceny data, ze kterych byl stanoven cas
do apoptdzy. Ten byl stanoven pro hodnoty ICso (1,54 nM), 5x ICs0 (7,70 nM) a
10x 1Cso (15,40 nM) pomoci 4 opakovani. Cas do apoptdézy se stanovil
odectenim 10% narlstu poméru G/R v Case, coz je graficky zndzornéno
na obr.12. Hodnoty ziskané pro vSechny koncentrace a opakovani jsou
shrnuty v tab. 4. Pro dalSi experimenty bylo pocitano s koncentraci 5x ICso
(7,70 nM) a polovinou ¢asu do apoptdzy tedy 5 hodinami a 22 minutami.

Stanoveni ¢asu do apoptozy

7,00
o
S,
@ 6,00
@
£ 5,00
]
2 400
-
&
€ 3,00
2
= 2,00
[}
€ 100
=]
Z 0,00
0 10 20 30 40 50 60 70
Cas (h)
kontrola 1xIC50 5xIC50 10xIC50

Obr. 12: Grafické zndzornéni narustu poméru G/R v ¢ase. Modrou barvou je
zndzornéna kontrola s nejmensim ndrustem, sedou barvou je zndzornén
ndrust poméru G/R u bunék osetfenych cisplatinou v koncentraci 5x ICso
(7,70 nM).

Tab. 4: Stanovené Casy do apoptozy pro cisplatinu u bunécné linie CCRF-CEM
pro koncentrace 1x ICso (1,54 nM), 5x ICso (7,70 nM) a 10x ICso (15,40 nM)
s jejich smérodatnymi odchylkami (SD). Casy byly stanoveny ve 4 opakovdnich.

Cisplatina (1. CdA|2. EdA [3. EdAja. CdA éas,do sD (h) Polovina ¢asu do
(nM) (h) | (h) | (h) | (h) [apoptézy (h) apoptézy (h)
1,54 23 | 26,5 | 25 17 22,88 3,61 11,44
7,70 8 14 11 | 10 10,75 2,17 5,37
15,40 751105 8 6,5 8,13 1,47 4,07
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4.3 Vysledky LC-MS analyzy

Data ziskana LC-MS analyzou byla vyhledana a zpracovana dle popsané
metodiky. Data byla zpracovavana zvlast pro cisplatinou oSetfené lehké buriky
a kontrolni tézké buriky a pro cisplatinou osSetfené tézké burky a kontrolni
lehké bunky. Programem Perseus byly zjistény pocty identifikovanych
proteinll, kvantifikovanych protein( a B signifikantné zménénych proteinu.
Tyto signifikantné zménéné proteiny byly ndsledné bioinformaticky
zpracovany pomoci program( DAVID a STRING.

4.3.1 Pocet identifikovanych proteinli v oSetienych lehkych bunkach

V prvnim opakovani bylo identifikovdno 2620 proteind, ve druhém opakovani
2599 protein a ve tretim opakovani 2651 protein(. Spole¢né bylo
provsechna tfi opakovdni identifikovano 1963 proteinll. Pocty
identifikovanych proteint v cisplatinou oSetfenych lehkych bunkach jsou
uvedeny na obr. 13.

L. 2. opakovani
1. opakovani

3. opakovéni

Obr. 13: Pocet identifikovanych proteint v cisplatinou oSetfenych lehkych
burikdch pro opakovdni 1 — 3 zndzornény Vennovym diagramem.
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4.3.2 Pocet kvantifikovanych proteinti v oSetfenych lehkych burikach

V prvnim opakovani bylo kvantifikovdno 1501 protein(, ve druhém opakovani
1829 proteind a ve tretim opakovani 1777 proteinl. Spole¢né bylo
provsechna tfi opakovani kvantifikovano 1242 proteind. Pocty
kvantifikovanych proteinl v cisplatinou osSetfenych lehkych bunkach jsou
uvedeny na obr. 14.

1. opakovani
2. opakovani

3. opakovani

Obr. 14: Pocet kvantifikovanych proteint v cisplatinou osetfenych lehkych
burikdch pro opakovdni 1 — 3 zndzornény Vennovym diagramem.

4.3.3 Pocet B signifikantnich proteinl v osetfenych lehkych burnkach

Bylo uréeno 109 B signifikantné zménénych proteint v osSetfenych lehkych
bunkach. Jejich seznam s abecednim poradim symboltd gen(l, ndzvy protein( a
poméry lehkych a tézkych znadenych proteini (oSetfené : kontrola) a
B signifikantnim skére jsou uvedeny v tab. 5.
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Tab. 5: B Signifikantné zménéné proteiny v osetrenych lehkych burikdch.
V tabulce jsou uvedeny abecedné symboly gent, ndzev proteini, poméry
proteint z oSetfenych bunék ke kontrole a skdre signifikance B. Zvyraznéno je
skore mensi neZ 0,05, které znaci signifikantni zménu.

Geny Proteiny Pomér lehké/tézké Signifikance B skore

ACTG1 Actin, cytoplasmic 2 0,91 NaN 0,82 | 7,4E-02 | 1,0E+00 | 1,2E-07

ACTR2 Actin-related protein 2 0,95 0,79 0,87 | 3,2E-01 | 4,1E-12 | 1,1E-02

AHNAK Neuroblast 0,84 1,20 1,29 | 4,9E-04 | 3,1E-05 | 3,9E-14
differentiation-
associated protein

AHNAK
AK2 Adenylate kinase 2, 0,99 0,76 1,02 | 7,2E-01 | 1,0E-16 | 7,6E-01
mitochondrial
ANXA1 Annexin Al 1,09 1,23 1,29 | 3,8E-01 | 2,0E-06 | 1,3E-03
ARHGAP | Rho GTPase-activating NaN 1,30 NaN | 1,0E+00 | 6,6E-04 | 1,0E+00
4 protein 4
ARPP21 cAMP-regulated 0,85 0,81 0,90 | 49E-03 | 4,8E-10 | 7,5E-03

phosphoprotein 21

ATF7 Cyclic AMP-dependent 1,12 NaN 1,32 | 2,8E-01 | 1,0E+00 | 1,3E-07
transcription factor
ATF-7

ATP5C1 ATP synthase subunit 0,80 0,99 0,90 | 2,3E-04 | 6,9E-01 | 5,2E-02
gamma, mitochondrial

B2M Beta-2-microglobulin 0,80 0,91 1,02 | 6,6E-05 | 3,5E-03 | 6,3E-01
form pl 5.3

BAG3 BAG family molecular 0,96 0,86 0,88 | 3,6E-01 | 9,4E-06 | 8,1E-04
chaperone regulator 3

BOLA2 BolA-like protein 2 0,73 NaN 0,91 | 9,0E-05 | 1,0E+00 | 1,1E-02

C12o0rf57 Protein C10 0,76 0,99 0,91 | 1,3E-08 | 3,9E-01 | 1,4E-03

Clorf52 UPF0690 protein 1,03 1,23 1,01 | 9,0E-01 | 1,5E-04 | 9,8E-01

Clorf52

CANX Calnexin 1,06 0,99 1,48 | 6,7E-01 | 6,4E-01 | 4,0E-05

CAT Catalase 0,88 1,08 1,35 | 3,9E-02 | 3,7E-01 | 1,9E-04

CCDC86 Coiled-coil domain- 1,06 1,18 1,10 | 3,6E-01 | 1,6E-04 | 4,6E-03
containing protein 86

CCDC88 Coiled-coil domain- NaN 0,82 NaN | 1,0e+00 | 1,8E-06 | 1,0E+00
B containing protein 88B

CEBPB CCAAT/enhancer- NaN NaN 0,87 | 1,0E+00 | 1,0E+00 | 2,6E-04

binding protein beta

CENPF Centromere protein F 0,72 0,87 0,97 | 5,8E-12 | 2,4E-11 | 2,0E-01

CETN2 Centrin-2 0,98 0,75 1,10 | 5,8E-01 | 1,2E-12 | 6,0E-02

CETN3 Centrin-3 0,91 1,20 1,09 | 2,4E-01 | 7,2E-04 | 3,1E-01

CIRBP Cold-inducible 1,30 1,01 0,98 | 3,0E-05 | 9,5E-01 | 4,3E-01
RNA-binding protein

CLSPN Claspin 1,17 1,13 1,23 | 1,1E-02 | 5,7E-03 | 6,2E-10

CREBBP CREB-binding protein 1,10 1,34 | 0,94 | 4,8E-01 | 2,2E-04 | 2,7E-01

CSTB Cystatin-B 0,99 1,17 1,04 | 7,5E-01 | 2,7E-04 | 3,4E-01
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Tab. 5: pokracovani

Geny Proteiny Pomér lehké/tézké | Signifikance B skéore
DDX18 ATP-dependent RNA 1,43 0,89 1,00 | 5,6E-04 1,1E-01 8,4E-01
helicase DDX18
DHPS Deoxyhypusine NaN 0,42 NaN | 1,0E+00 | 1,3E-194 | 1,0E+00
synthase
DKFZ Myotrophin 0,98 1,30 1,02 | 57E-01 | 5,1E-09 | 8,6E-01
DLGAP5 Disks large-associated 0,98 0,82 0,89 | 5,7E-01 | 3,2E-09 | 1,9E-01
protein 5
DNAJC17 DnaJ homolog 1,12 1,32 | 1,05 | 2,1E-01 | 3,4E-04 | 3,3E-01
subfamily C member
17
EIF5B Eukaryotic translation 1,25 0,99 0,92 | 3,8E-04 | 3,7E-01 | 4,0E-02
initiation factor 5B
EMB Embigin 1,14 | 0,76 | 0,93 | 2,2E-01 | 1,3E-04 | 4,5E-01
EPSTI1 Epithelial-stromal 0,51 0,88 1,06 | 1,6E-23 8,3E-02 | 4,6E-01
interaction protein 1
FAM117A Protein FAM117A 0,74 0,91 1,04 | 2,3E-04 2,1E-02 6,2E-01
FHL3 Four and a half LIM 0,73 NaN 0,97 | 8,8E-05 1,0E+00 | 5,6E-01
domains protein 3
FOSL2 Fos-related antigen 2 1,47 1,03 0,98 | 1,7E-05 5,7E-01 6,2E-01
GAPD Glyceraldehyde 3- NaN NaN 0,59 | 1,0E+00 | 1,0E+00 | 1,8E-13
phosphate
dehydrogenase
GLRX3 Glutaredoxin-3 1,34 1,39 1,14 | 2,2E-02 | 8,5E-09 | 8,6E-02
GLTSCR2 Glioma tumor 0,81 0,97 NaN | 1,6E-04 4,7E-01 1,0E+00
suppressor candidate
region gene 2 protein
GMNN Geminin 1,12 1,11 | 1,20 | 6,4E-02 | 6,0E-05 | 3,8E-08
GRB2 Growth factor 0,82 0,99 0,99 | 2,7E-04 | 6,5E-01 | 8,4E-01
receptor-bound
protein 2
GTSE1 G2 and S phase- 0,76 0,87 0,97 | 1,0E-06 | 1,3E-03 | 4,9E-01
expressed protein 1
H1FO Histone H1.0 1,01 0,77 0,85 | 89E-01 | 7,7E-11 | 3,1E-03
H1FX Histone H1x 0,94 0,89 0,89 | 2,2E-01 | 6,8E-04 | 9,0E-05
HADH Hydroxyacyl-coenzyme | 0,69 1,02 NaN | 1,2E-06 | 8,0E-01 | 1,0E+00
A dehydrogenase,
mitochondrial
HCTP4 Targeting protein for 0,83 0,90 0,98 | 1,5E-04 1,1E-07 | 4,4E-01
Xklp2
HELS103 Heat shock 70 kDa 0,79 1,06 1,10 | 1,5E-04 1,7E-01 2,2E-01
protein 1A/1B
HGS Hepatocyte growth 1,84 1,06 1,00 | 2,1E-05 2,5E-01 1,0E+00

factor-regulated
tyrosine kinase
substrate
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Tab. 5: Pokracovani

Geny | Proteiny Pomér lehké/tézké | Signifikance B skore
HHEX Hematopoietically- 0,72 NaN NaN | 2,3E-08 | 1,0E+00 | 1,0E+00
expressed homeobox
protein HHEX
HIST1H1E Histone H1.4 1,01 | 0,92 | 0,95 | 9,2E-01 | 1,3E-05 | 6,2E-02
HLA-A HLA class | 0,75 | 0,96 | 0,99 | 2,3E-07 | 1,6E-01 | 7,7E-01
histocompatibility
antigen, A-31 alpha
chain
HMGCS1 | Hydroxymethylglutaryl- | 0,60 1,30 1,43 | 1,2E-19 | 2,3E-06 | 1,5E-04
CoA synthase,
cytoplasmic
ICT1 Peptidyl-tRNA 0,81 NaN 0,80 | 1,1E-04 | 1,0E+00 | 5,5E-10
hydrolase ICT1,
mitochondrial
IL16 Pro-interleukin-16 0,83 0,99 1,01 | 2,2E-04 | 4,7E-01 | 9,7E-01
JUN Transcription factor AP- | 1,47 NaN NaN | 2,4E-04 | 1,0E+00 | 1,0E+00
1
KIAA0101 | PCNA-associated factor | 1,03 1,08 1,23 | 6,9E-01 | 6,5E-03 | 2,0E-10
LAT Linker for activation of NaN 1,33 1,09 | 1,0e+00 | 2,8E-04 | 2,5E-01
T-cells family member
1
LGALS1 Galectin-1 1,00 1,12 1,01 | 8,3E-01 | 2,3E-05 | 9,2E-01
LRRC59 Leucine-rich repeat- 1,08 0,96 0,85 | 4,5E-01 | 3,7E-01 | 3,0E-05
containing protein 59
MAGED2 | Melanoma-associated NaN 1,04 0,79 | 1,0E+00 | 5,2E-01 | 9,8E-06
antigen D2
MARCKS | Myristoylated alanine- 0,83 1,03 1,08 | 2,4E-04 | 4,3E-01 | 2,0E-02
rich C-kinase substrate
MCAM Cell surface 0,97 0,65 NaN | 4,4E-01 | 1,3E-30 | 1,0E+00
glycoprotein MUC18
MED1 Mediator of RNA 1,06 0,84 | 0,99 | 6,9E-01 | 2,3E-05 | 7,2E-01
polymerase Il
transcription subunit 1
MIER1 Mesoderm induction NaN 0,64 0,98 | 1,0E+00 | 3,7E-12 | 6,0E-01
early response protein
1
MKI67 Antigen KI-67 1,03 0,92 0,91 | 7,4E-01 | 1,7E-05 3,1E-03
MYL12A | Myosin regulatory light | 0,67 NaN 1,02 | 1,9e-07 | 1,0e+00 | 7,4E-01
chain 12A
MZT1 Mitotic-spindle NaN NaN 0,76 | 1,0e+00 | 1,0E+00 | 1,0E-07
organizing protein 1
NCBP1 Nuclear cap-binding 4,36 0,99 NaN | 2,0E-13 | 7,4E-01 | 1,0E+00
protein subunit 1
NHP2L1 NHP2-like protein 1 1,06 0,91 1,00 | 3,7E-01 | 1,6E-06 | 6,7E-01
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Tab. 5: pokracovani

Geny | Proteiny Pomér lehké/tézké | Signifikance B skdre
NIT2 Omega-amidase NIT2 NaN 1,31 NaN | 1,0E+00 | 6,0E-04 | 1,0E+00
NOL7 Nucleolar protein 7 1,09 0,86 0,96 | 3,7E-01 | 5,2E-06 | 3,1E-01
NUFIP2 Nuclear fragile X 1,24 1,00 0,99 | 5,7E-04 | 8,1E-01 | 5,8E-01
mental retardation-
interacting protein 2
NUSAP1 | Nucleolar and spindle- 0,88 0,85 0,86 | 9,2E-03 | 9,2E-16 | 3,8E-05
associated protein 1
ODF2 Outer dense fiber 0,78 0,93 1,00 | 9,3E-06 | 4,0E-02 | 9,3E-01
protein 2
PDCD5 | Programmed cell death 0,97 1,04 1,13 | 4,9E-01 | 4,2E-01 1,7E-04
protein 5
PDLIM1 | PDZ and LIM domain 1,06 1,17 | 1,46 | 7,1E-01 | 4,5E-02 | 8,0E-05
protein 1
PHF2 Lysine-specific 1,05 NaN 0,64 | 7,5e-01 | 1,0E+00 | 1,2E-20
demethylase PHF2
PIPAK2A | Phosphatidylinositol 5- NaN 0,78 NaN | 1,0E+00 | 4,2E-04 | 1,0E+00
phosphate 4-kinase
type-2 alpha
POLR2K DNA-directed RNA 0,88 NaN 0,73 | 1,1E-01 | 1,0E+00 | 9,6E-05
polymerases |, Il, and Il
subunit RPABC4
PPIB Peptidyl-prolyl cis-trans 1,10 1,18 1,05 | 2,7E-01 | 9,4E-05 | 3,2E-01
isomerase B
PRRC2B Protein PRRC2B 1,33 0,98 0,91 | 8,4E-06 | 4,9E-01 | 1,7E-02
PSAP Prosaposin;Saposin-A 0,82 1,02 1,04 | 6,6E-05 | 5,6E-01 3,8E-01
PTMS Parathymosin 0,84 NaN 0,89 | 5,4E-04 | 1,0E+00 | 1,6E-03
PTPRK Receptor-type tyrosine- 1,80 NaN 0,96 | 3,2E-05 | 1,0E+00 | 6,4E-01
protein phosphatase
kappa
QKI Protein quaking NaN 1,32 NaN | 1,0E+00 | 3,5E-04 | 1,0E+00
RBM?22 Pre-mRNA-splicing NaN 0,66 NaN | 1,0E+00 | 7,8E-28 1,0E+00
factor RBM22
RGPD1 RANBP2-like and GRIP NaN NaN 0,69 | 1,0E+00 | 1,0E+00 | 1,5E-14
domain-containing
protein 1
S100A1 Protein S100-A11 1,02 1,16 1,00 | 9,9E-01 | 5,6E-04 8,7E-01
1
SELH Selenoprotein H 0,84 0,93 1,01 | 3,3E-04 | 3,7E-02 8,7E-01
SGTB Small glutamine-rich NaN 1,54 NaN | 1,0E+00 | 1,2E-07 | 1,0E+00
tetratricopeptide
repeat-containing
protein beta
SOX4 Transcription factor 1,44 0,98 0,93 | 4,7E-04 | 5,5E-01 1,7E-01
SOX-4
SPTAN1 Spectrin alpha chain, 0,59 0,99 0,97 | 1,1E-12 | 7,6E-01 | 7,3E-01
non-erythrocytic 1
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Tab. 5: pokracovani

Geny Proteiny Pomér lehké/téZké | Signifikance B skére
SSRP1 FACT complex subunit | 1,30 1,03 1,27 | 2,5E-03 | 5,7E-01 | 5,7E-06
SSRP1

STOML2 Stomatin-like protein NaN 1,04 1,37 | 1,0E+00 | 4,5E-01 1,1E-04
2, mitochondrial

SUGP2 SURP and G-patch NaN 1,51 NaN | 1,0E+00 | 3,7E-07 | 1,0E+00
domain-containing
protein 2
SZRD1 SUZ domain- NaN NaN 1,23 | 1,0E+00 | 1,0E+00 | 4,5E-05

containing protein 1
TACC3 Transforming acidic 0,82 0,93 1,09 | 1,0E-04 | 3,9E-04 | 8,0E-03
coiled-coil-containing
protein 3
TFRC Transferrin receptor 1,29 1,08 1,08 | 6,4E-05 | 2,4E-03 | 1,0E-01
protein 1
TOP2A DNA topoisomerase 0,89 0,92 0,94 | 2,7E-02 | 3,7E-05 | 1,4E-01
2-alpha
TP53 Cellular tumor NaN 1,35 NaN | 1,0E+00 | 1,5E-04 | 1,0E+00
antigen p53
TRAFD1 TRAF-type zinc finger | 0,90 0,76 1,01 | 7,9e-02 | 6,4E-12 | 8,8E-01
domain-containing

protein 1

UBE2C Ubiquitin-conjugating | 0,82 0,85 0,95 | 3,1E-04 | 1,7E-06 | 2,2E-01
enzyme E2 C

VAPB Vesicle-associated NaN 0,84 NaN | 1,0E+00 | 3,6E-05 | 1,0E+00

membrane protein-
associated protein

B/C
VARS Valine--tRNA ligase 0,92 0,89 NaN | 2,5E-01 | 6,3E-04 | 1,0E+00
ZFANDS AN1-type zinc finger 1,37 1,11 1,09 | 2,8E-04 | 2,1E-02 | 8,0E-02
protein 5

ZMAT3 Zinc finger matrin- 0,83 0,93 0,78 | 6,6E-04 | 2,6E-01 | 3,2E-06
type protein 3
ZNF124 Zinc finger protein 0,58 NaN NaN | 6,9E-14 | 1,0E+00 | 1,0E+00
124

4.3.4 Vyhodnoceni pomoci bioinformatickych programt

Signifikantné zménéné proteiny v cisplatinou osetfenych lehkych bunkach
byly vyhodnoceny pomoci program( DAVID (tab. 6) a STRING (obr. 15). Data
vyhodnocena programem DAVID ukazala, Ze cisplatina ovliviiuje bunécné
procesy souvisejici s lumenem bunécénych organel, cytoskeletem a bunéénym
cyklem. Program STRING vyhodnocuje protein-proteinové interakce, vtomto
pripadé byly nejvice zastoupeny interakce mezi proteiny p53, jun, fos related
antigen 2 a SOX4.

50



Tab. 6: Bunécné procesy zapojené do odpovédi na oSetreni cisplatinou
na zakladé experimentu s osetfenou lehkou bunécnou linii vyhodnocené
programem DAVID.

Skore: 6,291

Nazev klastru Pocet P hodnota
membrane-enclosed lumen 33 8,90E-10
intracellular organelle lumen 31 6,91E-09
organelle lumen 31 1,19E-08
nuclear lumen 26 1,45E-07
nucleolus 13 4,79E-04
nucleoplasm 13 3,56E-03
Skore: 6,118

Nazev klastru Pocet P hodnota
non-membrane-bounded organelle 37 1,77E-08
intracellular non-membrane-bounded organelle 37 1,77E-08
cytoskeleton 18 1,41E-03
Skére: 2,177

Nazev klastru Pocet P hodnota
cytoskeleton 12 3,91E-04
centriole 4 6,38E-04
cytoskeleton 18 1,41E-03
microtubule organizing center part 4 3,84E-03
cytoskeletal part 13 6,53E-03
centrosome 6 8,54E-03
Skore: 2,156

Nazev klastru Pocet P hodnota
regulation of cell cycle 10 7,69E-05
cell cycle 14 2,66E-04
cytoskeleton 12 3,91E-04
cell cycle 10 5,76E-04
regulation of mitotic cell cycle 6 1,45E-03
cell cycle phase 9 1,85E-03
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Obr. 15: Signifikantné zménéné proteiny v cisplatinou osetrenych lehkych
burikdch vyhodnocené pomoci programu STRING. Zakrouzkovdny jsou proteiny
s nejvétsi interakci protein p53, FOSL2 (fos related antigen 2), jun a SOX4.
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4.3.5 Pocet identifikovanych proteini v oSetfenych tézkych burkach

V prvnim opakovani bylo identifikovdno 3252 proteind, ve druhém opakovani
1574 proteind a ve tretim opakovani 2448 proteind. Spolec¢né bylo
provsechna tfi opakovani identifikovano 1092 protein(i. Pocty
identifikovanych proteinl v cisplatinou osetfenych tézkych burkach jsou
uvedeny na obr. 16.

1. opakovani

2. opakovani

3. opakovani

Obr. 16: Pocet identifikovanych protein( v cisplatinou osetfenych téZkych
burikdch pro opakovdni 1 — 3 zndzornény Vennovym diagramem.

4.3.6 Pocet kvantifikovanych proteintli v oSetfenych tézkych burnkach

V prvnim opakovani bylo kvantifikovano 3186 proteint, ve druhém opakovani
1547 proteind a ve tretim opakovani 2395 proteind. Spolec¢né bylo
provsechna tfi opakovani kvantifikovdno 1071 proteinll. Pocty
kvantifikovanych proteinl v cisplatinou oSetfenych tézkych burikdch jsou
uvedeny na obr. 17.
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1. opakovani

2. opakovani

3. opakovani

Obr. 17: Pocet kvantifikovanych protein( v cisplatinou oSetfenych tézkych
burikdch pro opakovdni 1 — 3 zndzornény Vennovym diagramem.

4.3.7 Pocet B signifikantnich proteinti v oSetfenych tézkych burnkach

Bylo uréeno 96 B signifikantné zménénych proteint v cisplatinou oSetfenych
tézkych bunkach. Jejich seznam se jmény proteint, genl a poméry tézkych a
lehkych protein( (oSetfené : kontrola) a B signifikantnim skdre jsou uvedeny
v tab. 7.
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Tab. 7: B Signifikantné zménéné proteiny v osetfenych tézkych burikdch.
V tabulce jsou uvedeny abecedné symboly gent, ndzev proteini, poméry
proteint z oSetfenych bunék ke kontrole a skdre signifikance B. Zvyraznéno je
skore mensi neZ 0,05, které znaci signifikantni zménu.

Geny Proteiny Pomér tézké/lehké Signifikance B skore
ABHD10 Mycophenolic acid 1,27 NaN NaN 4,8E-08 | 1,0E+00 | 1,0E+00
acyl-glucuronide
esterase,
mitochondrial
ACO2 Aconitate hydratase, 1,23 1,03 NaN 1,3E-06 | 6,6E-01 | 1,0E+00
mitochondrial
ACTG1 Actin, cytoplasmic 2 0,86 NaN NaN 1,4E-07 | 1,0E+00 | 1,0E+00
AHNAK Neuroblast 0,86 | 0,97 | 0,77 | 2,7E-07 | 7,4E-01 | 2,4E-12
differentiation-
associated protein

AHNAK
AKIRIN2 Akirin-2 NaN NaN 1,25 1,0E+00 | 1,0E+00 | 3,5E-04
ANKRD17 Ankyrin repeat 1,30 NaN NaN 1,3E-04 | 1,0E+00 | 1,0E+00
domain-containing
protein 17
ANXA1 Annexin 0,79 0,89 0,83 2,4E-07 | 2,2E-01 | 2,8E-02
ANXA2 Annexin A2 0,95 0,69 0,92 3,1E-01 | 4,9E-06 | 3,2E-01
ATF7 Cyclic AMP- 0,74 NaN 0,73 1,5E-03 | 1,0E+00 | 2,0E-07
dependent
transcription factor
ATF-7

ATP5D ATP synthase subunit 0,91 1,03 0,84 2,6E-03 | 6,7E-01 | 3,8E-06
delta, mitochondrial
BRD2 Bromodomain- 1,07 NaN 1,26 1,1E-01 | 1,0E+00 | 9,7E-08
containing protein 2
BST2 Bone marrow stromal 1,34 NaN NaN 1,4E-05 | 1,0E+00 | 1,0E+00
antigen 2
C100rf28 Coiled-coil domain- 0,65 NaN 0,94 2,2E-05 | 1,0E+00 | 4,8E-01
containing protein

R3HCC1L
Cl12orf57 Protein C10 1,06 NaN 1,11 8,9E-03 | 1,0E+00 | 3,6E-04
Clorf50 Uncharacterized 1,28 NaN NaN 7,3E-09 | 1,0E+00 | 1,0E+00
protein Clorf50
CAB39 Calcium-binding 1,05 1,21 NaN 5,3E-01 | 2,4E-05 | 1,0E+00
protein 39
CAT Catalase 1,01 0,64 NaN 4,6E-01 | 2,0E-05 | 1,0E+00
CCDC23 Coiled-coil domain- NaN NaN 1,27 1,0E+00 | 1,0E+00 | 1,2E-04

containing protein 23
CCDC86 Coiled-coil domain- 0,90 0,87 0,88 6,3E-04 | 1,3E-01 | 3,3E-04
containing protein 86
CCNT1 Cyclin-T1 1,10 NaN 1,05 9,4E-05 | 1,0E+00 | 6,9E-02
CDKN1B Cyclin-dependent 1,22 NaN 1,36 5,6E-06 | 1,0E+00 | 1,4E-12
kinase inhibitor 1B

55



Tab. 7: pokracovani

Geny Proteiny Pomér téZké/lehké Signifikance B skore
CLSPN Claspin 1,10 1,00 0,94 5,4E-05 | 9,3E-01 | 8,2E-02
CNPY4 Protein canopy 1,91 NaN 0,96 1,3E-30 | 1,0E+00 | 6,3E-01
homolog 4
COX17 Cytochrome c oxidase 1,17 NaN 1,09 2,8E-04 | 1,0E+00 | 3,9E-02
copper chaperone
CRYZ Quinone 0,74 NaN NaN 1,5E-06 | 1,0E+00 | 1,0E+00
oxidoreductase
CYC1 Cytochrome c1, heme 1,31 NaN NaN 6,5E-05 | 1,0E+00 | 1,0E+00
protein,
mitochondrial
DKFZp686 Cyclin-dependent 0,72 0,98 NaN 7,7E-04 | 1,0E+00 | 1,0E+00
L20222 kinase 1
DKFZp762 Calcineurin-binding NaN NaN 1,27 1,0E+00 | 1,0E+00 | 1,7E-04
G2015 protein cabin-1
EAPP E2F-associated NaN NaN 1,30 1,0E+00 | 1,0E+00 | 2,7E-05
phosphoprotein
EIF4G2 Eukaryotic translation 1,08 1,48 NaN 3,1E-01 | 1,1E-08 | 1,0E+00
initiation factor 4
gamma 2
ERAP2 Endoplasmic 0,65 0,95 NaN 1,6E-05 | 5,7E-01 | 1,0E+00
reticulum
aminopeptidase 2
ERGIC1 Endoplasmic 1,05 1,23 NaN 5,0E-01 | 3,6E-06 | 1,0E+00
reticulum-Golgi
intermediate
compartment protein
1
FAM168B Myelin-associated 1,13 NaN 1,19 5,8E-03 | 1,0E+00 | 4,3E-05
neurite-outgrowth
inhibitor
FERMT3 Fermitin family 1,22 | 1,08 | NaN | 3,3E-06 | 7,2E-02 | 1,0E+00
homolog 3
FOSL2 Fos-related antigen 2 1,21 NaN 1,25 6,0E-11 | 1,0E+00 | 2,8E-07
GKAP1 G kinase-anchoring 1,04 NaN 1,42 5,9E-01 | 1,0E+00 | 5,2E-09
protein 1
GLRX3 Glutaredoxin-3 1,21 NaN NaN 2,0E-05 | 1,0E+00 | 1,0E+00
GLTSCR2 Glioma tumor 0,85 NaN NaN 2,6E-04 | 1,0E+00 | 1,0E+00
suppressor candidate
region gene 2 protein
GMNN Geminin 1,13 NaN 0,10 3,5E-07 | 1,0E+00 | 7,9E-01
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Tab. 7: pokracovani

Geny Proteiny Pomér téZké/lehké Signifikance B skore
GNAS Guanine nucleotide- 1,01 0,98 1,26 6,5E-01 | 9,4E-01 | 2,3E-04
binding protein G(s)
subunit alpha
isoforms short
GOLGASN Golgin subfamily A 0,85 NaN 0,81 7,8E-02 | 1,0E+00 | 3,0E-04
member 8N
GTF2B Transcription 1,14 1,35 NaN 6,8E-02 | 3,1E-05 | 1,0E+00
initiation factor IIB
GTF2E1 General transcription 0,44 NaN NaN 7,3E-12 | 1,0E+00 | 1,0E+00
factor IIE subunit 1
H1FO Histone H1.0 1,18 NaN 1,14 1,2E-04 | 1,0E+00 | 3,9E-02
HBLD2 Iron-sulfur cluster 0,69 NaN 0,90 4,9E-09 | 1,0E+00 | 6,9E-02
assembly 1 homolog,
mitochondrial
hCG_238 Ribonucleoside- 1,26 1,00 NaN 8,2E-08 | 9,7E-01 | 1,0E+00
33 diphosphate
reductase subunit M2
HEL-S-103 Heat shock 70 kDa 1,05 1,47 0,84 2,2E-01 1,7E-08 | 3,1E-02
protein 1A/1B
HLA-A HLA class | 1,06 | 1,44 | 0,94 | 3,7E-02 | 1,4E-17 | 3,7E-01
histocompatibility
antigen, A-31 alpha
chain
HLA-B HLA class | NaN 1,61 NaN 1,0E+00 | 2,2E-13 | 1,0E+00
histocompatibility
antigen, B-81 alpha
chain
HMGCS1 | Hydroxymethylglutary | 0,78 NaN NaN 4,8E-05 | 1,0E+00 | 1,0E+00
I-CoA synthase,
cytoplasmic
CHAF1A Chromatin assembly 1,12 1,33 1,03 9,0E-03 | 8,4E-05 | 4,2E-01
factor 1 subunit A
JUNB Transcription factor 1,36 NaN 1,24 1,4E-13 | 1,0E+00 | 5,2E-04
jun-B
KIFC1 Kinesin-like protein 1,07 1,06 0,78 1,9E-02 | 4,5E-01 | 1,3E-05
KIFC1
KLC2 Kinesin light chain 2 1,32 NaN NaN 4,4E-05 | 1,0E+00 | 1,0E+00
KLC4 Kinesin light chain 4 NaN NaN 1,26 1,0E+00 | 1,0E+00 | 2,3E-04
KNSTRN Small kinetochore- 0,80 NaN 0,90 2,7E-04 | 1,0E+00 | 9,7E-02
associated protein
KRAS GTPase KRas 1,01 0,69 0,98 4,2E-01 | 4,3E-06 | 7,8E-01
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Geny Proteiny Pomér téiké/lehké Signifikance B skore
LAMP2 Lysosome-associated 0,65 NaN 0,96 4,4E-18 | 1,0E+00 | 4,3E-01
membrane
glycoprotein 2
LEF1 Lymphoid enhancer- 1,11 NaN NaN 4,9E-04 | 1,0E+00 | 1,0E+00
binding factor 1
LGALS1 Galectin-1 0,85 1,01 0,96 2,0E-08 | 6,3E-01 | 3,8E-01
LMAN1 Protein ERGIC-53 1,02 1,32 NaN 5,1E-01 | 1,3E-04 | 1,0E+00
MACF1 Microtubule-actin 0,98 0,91 0,80 8,4E-01 | 3,1E-01 | 2,3E-04
cross-linking factor 1,
isoforms 1/2/3/5
MAP1A Microtubule- 1,09 NaN 1,06 4,5E-04 | 1,0E+00 | 3,6E-02
associated protein 1A
MAPK1IP | MAPK-interacting and 1,18 NaN 1,12 2,4E-12 | 1,0E+00 | 9,1E-03
1L spindle-stabilizing
protein-like
MED28 Mediator of RNA 0,79 NaN 0,94 8,8E-05 | 1,0E+00 | 3,2E-01
polymerase Il
transcription subunit
28
NACAP1 Putative nascent 0,67 NaN 0,92 5,0E-05 | 1,0E+00 | 3,2E-01
polypeptide-
associated complex
subunit alpha-like
protein
NAF1 TNFAIP3-interacting 0,85 NaN 0,91 2,6E-04 | 1,0E+00 | 1,2E-01
protein 1
NCBP1 Nuclear cap-binding 0,28 NaN NaN 1,2E-46 | 1,0E+00 | 1,0E+00
protein subunit 1
NNT NAD(P) 0,64 0,84 NaN 9,2E-06 | 7,1E-02 | 1,0E+00
transhydrogenase,
mitochondrial
NOL8 Nucleolar protein 8 1,00 NaN 1,3 9,0E-01 | 1,0E+00 | 1,9E-04
PCBD2 Pterin-4-alpha- 0,83 NaN 0,99 7,2E-05 | 1,0E+00 | 9,9E-01
carbinolamine
dehydratase 2
PDLIM1 PDZ and LIM domain 0,67 NaN NaN 5,6E-05 | 1,0E+00 | 1,0E+00
protein 1
POF1B Protein POF1B 1,27 NaN 1,00 4,6E-04 | 1,0E+00 | 9,6E-01
POMP Proteasome 1,04 NaN 1,19 5,9e-01 | 1,0E+00 | 7,9E-05
maturation protein
PPIB Peptidyl-prolyl cis- 0,84 0,99 0,91 1,4E-04 | 9,6E-01 | 1,2E-01
trans isomerase B
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Tab. 7: pokracovani

Geny Proteiny Pomér téiké/lehké Signifikance B skore
PPP2R5E Serine/threonine- 0,70 NaN NaN 2,8E-04 | 1,0E+00 | 1,0E+00
protein phosphatase
2A 56 kDa regulatory
subunit epsilon
isoform
PRMT5S Protein arginine N- 1,00 0,47 NaN 8,4E-01 | 9,2E-16 | 1,0E+00
methyltransferase 5
PSAP Prosaposin 1,09 1,22 0,97 4,8E-01 | 9,8E-06 | 5,8E-01
PTMS Parathymosin 1,10 NaN 1,08 3,0E-05 | 1,0E+00 | 1,2E-02
PYGO2 Pygopus homolog 2 1,12 NaN 1,04 1,1E-04 | 1,0e+00 | 2,8E-01
RBM4 RNA-binding protein 4 1,09 NaN 1,06 2,6E-04 | 1,0E+00 | 4,6E-02
RBM4B Serine/threonine- 1,35 1,07 NaN 9,8E-13 | 3,5E-01 | 1,0E+00
protein kinase MST4
RECQL ATP-dependent DNA 0,68 NaN NaN 8,4E-05 | 1,0E+00 | 1,0E+00
helicase Q1
RPL4 60S ribosomal protein | 0,97 0,91 0,71 3,4E-01 | 3,1E-01 | 1,2E-08
L4
RPRD1A Regulation of nuclear 0,96 NaN 1,27 6,6E-01 | 1,0E+00 | 1,1E-04
pre-mRNA domain-
containing protein 1A
RPS5 40S ribosomal protein 0,79 NaN NaN 8,2E-05 | 1,0E+00 | 1,0E+00
S5
SAMSN1 SAM domain- 0,88 NaN 0,90 2,8E-05 | 1,0E+00 | 7,5E-02
containing protein
SAMSN-1
SMIM24 Small integral 0,88 NaN NaN 1,2E-05 | 1,0E+00 | 1,0E+00
membrane protein 24
SOX4 Transcription factor NaN NaN 1,20 1,0E+00 | 1,0E+00 | 2,3E-05
SOX-4
UBE2N Ubiquitin-conjugating 0,96 NaN 0,76 4,3E-01 | 1,0E+00 | 3,8E-06
enzyme E2 N
UBE2T Ubiquitin-conjugating 0,58 NaN NaN 4,7E-15 | 1,0E+00 | 1,0E+00
enzyme E2 T
XPO5 Exportin-5 1,28 0,89 NaN 3,6E-04 | 2,3E-01 | 1,0E+00
ZC3H13 Zinc finger CCCH 0,95 NaN 1,42 2,7E-01 | 1,0E+00 | 9,8E-18
domain-containing
protein 13
ZFANDS5 AN1-type zinc finger 1,21 NaN 1,24 7,8E-11 | 1,0E+00 | 1,2E-12
protein 5
ZWINT ZW10 interactor 0,67 NaN 0,95 4,5E-05 | 1,0E+00 | 5,3E-01
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4.3.8 Vyhodnoceni pomoci bioinformatickych programu

Signifikantné zménéné proteiny byly vyhodnoceny pomoci bioinformatickych
programt DAVID (tab. 8) a STRING (obr. 18). Data vyhodnocena programem
DAVID ukazala, Ze cisplatina ovliviuje bunécné procesy souvisejici se
lumenem organel, cytoskeletem a poskozenim DNA. Program STRING
vyhodnocuje protein-proteinové interakce, v tomto pripadé byly nejvice
zastoupeny interakce mezi proteiny regulujici bunécny cyklus.

Tab. 8: Bunécné procesy zapojené do odpovédi na oSetreni cisplatinou
na zdkladé experimentu s osetfenou tézkou bunécnou linii.

skére: 2,151

Nazev klastru Pocet | P hodnota
membrane-enclosed lumen 22 7,89E-05
nucleolus 8 4,76E-02
intracellular organelle lumen 20 4,22E-04
organelle lumen 20 5,64E-04
nuclear lumen 15 7,29E-03
nucleoplasm 10 2,32E-02
skore: 1,660

Nazev klastru Pocet | P Hodnota
non-membrane-bounded organelle 22 7,06E-03
intracellular non-membrane-bounded organelle 22 7,06E-03
cytoskeleton 10 2,09E-01
skore: 1,592

Nazev klastru Pocet | P hodnota
regulation of microtubule polymerization or depolymerization | 3 9,66E-03
regulation of microtubule cytoskeleton organization 3 1,73E-02
regulation of organelle organization 5 2,04E-02
regulation of microtubule-based process 3 2,31E-02
regulation of cytoskeleton organization 3 1,39E-01
skore: 1,435

Nazev klastru Pocet | P hodnota
DNA metabolic process 8 1,05E-02
DNA repair 6 1,17E-02
DNA replication 5 1,31E-02
response to DNA damage stimulus 6 3,33E-02
cellular response to stress 7 5,39E-02
dna repair 4 5,42E-02
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Obr. 18: Signifikantné zménéné proteiny v cisplatinou oSetrenych tézkych
bunkdch vyhodnocené programem STRING. Oznacey jsou proteiny se
signifikatni zménou i v obrdceném experimentu, protein claspin, actin 1, fos
related antigen 2 a jun.
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5 Diskuze

Mechanismem pUsobeni cisplatiny je vznik elektrofilnich komplexd po vstupu
do bunky. Tyto cisplatinové elektrofilni komplexy poté vyhledavaji nukleofilni
mista, jakymi jsou DNA oblasti bohaté na puriny, ale také proteiny obsahuijici
thioskupiny, napf. cytoskeletdlni proteiny (Dasari a Tchounwou, 2014).
Program DAVID vyhodnotil cytoskeletdlni bunécné procesy jako nejvice
zastoupené u signifikantné zménénych proteinQ. Téchto procesl se ucastni
mj. i protein gama aktin (actin, cytoplasmatic 2), ktery byl down regulovan
v cisplatinou oSetfenych lehkych i tézkych burikach. DalSimi z cytoskeletalnich
proteinli s down regulaci detekovanou v tézkych burikdch byly actin related
protein, nucleolar and spindle associated protein a outer dense fiber protein.
V tézkych bunkach byla pozorovana up regulace proteinu kinesin light chain.

Aktiny jsou rodina vysoce konzervovanych cytoskeletdlnich proteind.
U obratlovcld se vyskytuje Sest isoforem aktin(, ctyfi se nachdzi v pricné
pruhovaném a hladkém svalstvu a dvé jsou cytoplasmatické isoformy beta a
gama aktinG. Cytoplasmatické formy aktinu jsou pfitomné ve vSech tkanich a
jsou nezbytné pro bunécné preziti (Dugina, 2009). Nizka koncentrace gama
aktinu potlacuje dynamiku interfdznich mikrotubuld a urychluje jejich
zkracovani. Také zvysuje vyskyt mikrotubularni katastrofy, a tim zpUsobuje
zastaveni bunécného cyklu. Knockdown gama aktinu zplsobuje zpomaleni
mitdzy, ¢astecné blokuje prechod z metafaze do anafaze a inhibuje proliferaci
bunék (Pouha a kolektiv, 2013). Cisplatinou indukované zmény na cytoskeletu
byly prokdzany na modelové bunécné linii A549 odvozené od karcinomu plic
(Szczepanski a kolektiv, 2010). Gama aktin je také dualezity pro normalni funkci
sluchu, vyskyt jeho mutantni formy byl spojen se ztratou sluchu (Drummond
a kolektiv, 2011). Je zndmo, Ze u pacientd lécenych cisplatinou dochazi
k poSkozeni sluchu (Hill, Morest a Parham, 2008), coz muze byt zpUsobeno
down regulaci gama aktinu cisplatinou.

Dalsi z bunéénych procesl, na ktery ma cisplatina vliv dle vysledkl této
prace, jsou regulace bunécného cyklu a odpovéd na poskozeni DNA (DDR).
Byla pozorovdna up regulace proteinli claspinu, gemininu, fos related
antigenu 2, jun, SOX4 a zinc finger protein 5 v obou experimentech (s lehkymi
i tézkymi oSetfenymi bunkami). V lehkych oSetfenych bunkach byla
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detekovdana down regulace proteinu UBE2C, v tézkych oSetfenych burkach
byla detekovdna down regulace proteind UBE2N a UBE2T.

Claspin se zapojuje do DDR drahy ATR - Chk1 kinaz, kterd zplsobuje
aktivaci kontrolniho bodu, a tim vede k zastaveni bunééného cyklu. V této
draze funguje claspin jako adaptorovy protein, jehoz funkci je zajisténi
interakce ATR a Chk1l (Freire a kolektiv, 2006). Geminin je inhibitor Cdtl
replikac¢niho faktoru. Mnozstvi gemininu v burice se béhem bunééného cyklu
méni, v M1 fazi je tento protein degradovan, postupné potom opét nar(ista
jeho koncentrace. Jeho degradace v M1 fazi je nutna pro vznik prereplikacnich
pocatkd, a tim je zajiSténa replikace v S fazi (Ballabeni a kolektiv, 2013).
Doposud nebyla publikovana zadna studie tykajici se primého vlivu cisplatiny
na tyto proteiny, ale vzhledem k jejich funkci Ize predpokladat jejich zapojeni
do odpovédi na plsobeni cisplatiny.

V lehkych i tézkych osSetrenych burikach byla prokazana up regulace
proteini fos-related antigen 2, jun a jun b. Tyto proteiny spole¢né tvori
transkripcéni faktor AP-1, ktery reguluje bunéénou odpovéd na rGzné stimuly
véetné stresu. Byla pozorovana signifikantni up regulace proteinu jun, s niz je
spojena indukce cytotoxicity po oSetfeni bunécné linie APL cisplatinou.
V experimentu na bunécné linii APL byla prokdzana i aktivace proteinu p53,
ktera vede k zastaveni bunécného cyklu (Kumar a Tchounwou,2015).
Up regulace proteinu p53 byla pozorovdana v experimentu s lehkymi
osetrenymi bunkami vtéto diplomové praci. Pro prokazani je potreba
opakovani experimentu s tézkymi oSetfenymi bunkami a detekovat up
regulaci proteinu p53 i v nich. Vysledky této diplomové prace prokazaly up
regulaci proteinu SOX4 v lehkych i tézkych oSetfenych bunkach. Indukce SOX4,
senzoru DNA poskozeni, je dlilezitd pro stabilizaci a aktivaci proteinu p53. Bylo
prokazano, ze SOX4 zvysuje acetylaci p53, a tim se stava klicovym proteinem
v zastaveni bunécného cyklu a spusténi apoptdzy pomoci p53 (Pan a kolektiv,
2009).

Byla prokazana up regulace proteinu Zinc finger 5 v tézkych i lehkych
oSettenych bunkach. Zinc finger 5 protein je zapojeny do degradace protein(
pres ubikvitin-proteazom systém. Jeho presnd funkce je doposud neznama,
nicméné byl prokdzan inhibi¢ni vliv na NFkB a také zapojeni do vzniku atrofie
kosternich svalli (Enesa a Evans, 2014).

Ubikvitin  konjugujici enzymy jsou nezbytné pro navazovani
ubikvitinovych fetézcl na cilové proteiny. Protein UBE2C je nezbytny
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v prlbéhu navazovdni ubikvitinovych fetézcli na substraty anafaze
podporujiciho komplexu, jehoz funkci je rozestup chromozomi do dcefinych
bunék béhem prechodu z metafaze do anafaze (Jin a kolektiv, 2008). Protein
UBE2C ma funkci ubikvitinovat chromatinové oblasti s poskozenim DNA, a tim
vytvorit misto pro faktory DNA opravy (Thorslund a kolektiv, 2015). Protein
UBE2T se ucastni DNA opravy, jeho overexprese ale byla spojena
s onkogennim vlivem predevsim v podobé inhibice BRCA1 (Wen a kolektiv,
2015). Prestoze nebyla doposud publikovana zadna studie o vlivu cisplatiny na
tyto proteiny, vzhledem k jejich funkci je mozna spojitost s mechanismem
plsobeni cisplatiny. Pro potvrzeni jejich down regulace u cisplatinou
oSetrenych bunék je potfeba provést kontrolni méreni a validaci ortogonalni
metodou.

V lehkych i tézkych osSetfenych bunkach byla detekovana up regulace
proteinu clorf52 a down regulace proteinu p60 (glioma tumor suppressor
candidate region gene 2 protein). Oba patfi do skupiny RNA-vazajicich
proteinu, které se vyskytuji v jadérku (Castello a kolektiv, 2015). Jejich pfesna
funkce nebyla prozatim objasnéna, ale je prokazano, ze se jadérko ucastni
kromé syntézy ribozom( i procest regulace bunééného cyklu a odpovédi na
bunécny stres, jako je poskozeni DNA, pomoci drah zavislych na aktivaci p53,
regulace mTOR a inhibice syntézy ribozomU (Stepiniski a kolektiv, 2016).

Vysledky diplomové prace dale ukazaly, Ze cisplatina mlze zplsobovat
oxidativni stres. Byla prokazana up regulace glutaredoxinu-3 v obou
experimentech (s lehkymi i tézkymi oSetfenymi bunkami). Glutaredoxin-3 je
nezbytny pro udrieni redoxni rovnovahy, jeho overexprese je soucasti
kompenzacnich mechanism( pti vystaveni bunék oxidativnimu stresu (Pham
a kolektiv, 2015). Jednim z mechanism( pUsobeni cisplatiny je vyvolani
oxidativniho stresu, a tim dochazi k poskozeni DNA a ke spusténi apoptdzy
(Dasari a Tchounwou, 2014).

Vradmci této diplomové prace byly v dlsledku plsobeni cisplatiny
zjistény cytoskeletalni zmény, zmény v regulaci bunécného cyklu, odpovédi
na posSkozeni DNA a oxidativni stres. Nékteré vysledky je potfeba potvrdit
kontrolnimi mérenimi, vSechny vysledky je pro potvrzeni potfeba validovat
ortogonalnimi metodami.
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6 Zaver

V teoretické ¢asti byla vypracovana literarni reSerSe zabyvajici se predevsim
doposud publikovanymi poznatky o molekuldrnich mechanismech plsobeni
cisplatiny, cytotoxicité cisplatiny a rezistenci bunék na cisplatinu. Také byl
vypracovan uUvod do proteomickych metod a pfistupll pouZitych
v experimentalni ¢asti.

V experimentdlni ¢ast byla pro bunécnou linii CCRF-CEM stanovena
konstanta 1Cso pomoci MTT a XTT test(. Ziskand hodnota byla dale vyuzita
pro stanoveni ¢asu do apoptdzy u této bunécné linie, z néhoz byla odvozena
doba plsobeni cisplatiny pro oSetfeni. Byly kultivovany SILAC znacené
CCRF-CEM bunécné linie, které byly poté oSetreny cisplatinou. Osetrené
buriky byly lyzovany a zpracovany metodami FASP a SAX. Po provedeni LC-MS
analyzy byla ziskana data vyhledana programem MaxQuant pomoci algoritmu
Andromeda. Dale byla data zpracovdna pomoci program( Perseus, DAVID a
STRING. Timto byly ziskany signifikantné zménéné proteiny, které tvofi
proteomicky profil bunécné linie CCRF-CEM oSetrené cisplatinou. Dale byly
urceny proteiny s nejvétsi signifikanci v obou SILAC znacenych liniich, a to
gama aktin, actin related protein, claspin, geminin, proteiny tvorici AP-1,
SOX4, zinc finger 5, UBE2C, UBE2N, UBE2T, clorf52, p60 a glutaredoxin-3. Tyto
proteiny byly porovnany s doposud publikovanymi poznatky o jejich funkci a
spojeni s cisplatinou.

Cilem diplomové prace bylo vypracovani literarni reSerSe a sestaveni
proteomického profilu bunécné linie CCRF-CEM oSetfené cisplatinou.
Stanovené cile prace byly splnény.

V praci se bude pokracovat validaci vysledkd. Signifikantné zménéné
proteiny je nutno potvrdit vhodnou ortogonalni metodou. Mozné je napriklad
pouziti metody Western blot pro analyzu proteinl v oSetfenych burkach,
pripadné pouziti mikroskopickych metod.
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Seznam zkratek

5-FU — 5-fluorouracil

AA - Octova kyselina

ABC- ATP-binding cassette, ATP-vazajici proteiny
ACN - Acetonitril

CTR1 —transportér médi 1

CYP450 — cytochrom P450

DDR — DNA damage response, odpovéd na posSkozeni DNA
DMSO - dimethylsulfoxid

DTT - dithiothreitol

EGFR — epidermal growth factor receptor

ESI — electrospray ionization, ionizace elektrosprejem
FA - mravenci kyselina

FASP — filter aided sample preparation

FCS - hovézi fetalni sérum

FCSd - hovézi fetalni sérum dialyzované

FGFR — fibroblast growth factor receptor

GFP — green fluorescein protein, zeleny fluorescencni protein

HPLC — high pressure liquid chromatography, chromatografie za vysokého

tlaku

IAA - jodacetamid

IGFR — insuline-like growth factor receptor

JNK — c-jun-N-terminalni kinazy

LC — liquid chromatography, kapalinova chromatografie

LC-MS - liquid chromatography — mass spectometry,
chromatografie — hmotnostni spektrometrie

kapalinova
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MALDI - matrix-assisted laser desorption/ionization, ionizace laserem za ucasti
matrice

MAPK — mitogenem aktivované proteinkinazy

MRNA — mediatorova RNA

MS — mass spectometry, hmotnostni spektrometrie

MTOR — mammalian target of rapamycin, savci cil rapamycinu
MTT - 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl-tetrazolium bromid
PMS - fenazin methyl sulfat

PMSF - fenylmethylsulfonyl fluorid

RFP —red fluorescein protein, cerveny fluorescencni protein
ROS — reactive oxygen species, reaktivni formy kysliku

rRNA —ribozomalni RNA

SAX — strong anion exchange

SDS - dodecylsulfat sodny

SILAC — stable isotop labeling with amino acids in cell culture
SLC —solute carrier

TFA - trifluoroctova

UA - mocovina

VEGFR —vascular endothelial growrh factor receptor

XTT - 2,3bis-[2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl]-2H-tetrazolium-5-carboxy anilid
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