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Souhrn

Identifikace molekularnich cild je velmi dulezitd pro zjisténi mechanismu u&inku
daného léciva. Afinitni purifikace s jejimi rGznymi variantami je nejvice pouzivana
metoda pfi izolaci a identifikaci molekularnich cilG jak pfirodnich bioaktivnich latek,
tak farmaceuticky syntetizovanych I&Civ.

Cilem této prace byla identifikace molekularnich cilt protinarodovych Ié€iv konkrétné
indazolovych derivatd, které maji vliv na bunécny cyklus a jsou vyznamné diky své
antiproliferativni a apoptotické aktivité. Molekularni cil téchto latek byl testovan na
suspenzni bunécéné linii odvozené od akutni T-lymfoblastické leukémie CCRF-CEM,
ktera byla znacena pomoci lehkych a tézkych izotopl uhliku tzv. SILAC (stable
isotope labeling by amino acids in cell culture), metodou afinitni purifikace, ktera
spociva v zachyceni cilovych proteint na afinitni matrici, eluci téchto proteind, jejich
digesci a identifikaci pomoci hmotnostni spektrometrie.

PFi identifikaci molekularnich cill byly vyuzity dvé strategie afinitni purifikace. Prvni
probihala bez kompetice a druha s kompetici o volnou testovanou latku. V pribéhu
testovani dochazelo zaroven k optimalizaci metody, Cili doSlo k mnoha vétSim Ci
mensim uUpravam v postupu. Byly vyuzity dva druhy mobilni afinitni matrice:
magnetické a agarézové kulicky. Pouzity byly dva typy trypsinové digesce proteint
a to digesce vroztoku a digesce v gelu. Peptidy byly pfecistovany pomoci Macro
Trap kolony nebo reverzni faze C18 ve Spickach. Pfi hmotnostni spektrometrii byly
aplikovany dva druhy ionizace peptidd: MALDI (matrix-assisted laser desorption
ionization) - matrici asistovana laserova ionizace a ESI (electrospray ionization)
- ionizace pomoci elektrospereje a dva typy hmotnostnich analyzatord: analyzator
doby letu TOF (time of flight) a nebo kombinace linearni iontové pasti a Orbitrapu.



Summary

The identification of molecular targets is very important to determine the mechanism
of action of the drug. Affinity purification with its various alternatives is the most used
method for the isolation and identification of molecular targets as natural bioactive
small molecules and pharmaceutically synthesized drugs.

The aim of this work was to identify molecular targets anticancer drugs specifically
indazole derivatives which have an effect on the cell cycle and are important because
of their antiproliferative and apoptotic activity. Molecular target of these compounds
was tested on a suspension cell line derived from acute T - lymphoblastic leukemia
CCRF-CEM which was labeled by stable isotope labeling by amino acids in cell
culture (SILAC). Affinity purification method, which consists of capturing of the target
protein to an affinity matrix; the elution of the proteins, their digestion and
identification by mass spectrometry was used.

Two strategies of affinity purification have been used for identification of molecular
targets. The first was carried out without competition, and the second one with
competition for the free small molecule. During the testing process, the procedure
was optimalized. Therefore there have been many small or large changes in the
procedure. They were used two types of mobile affinity matrix: a magnetic and
agarose beads. Two types of tryptic digestion of proteins were used: digestion in
solution and digestion in gel. Peptides were purified, using Macro Trap column or
a reverse phase C18 in the tips. In mass spectrometry were applied to two types of
ionization of peptides: matrix-assisted laser desorption ionization (MALDI) and
electrospray ionization (ESI). Combination of two types of mass analyzators was
used: time of flight analyzator TOF and a combination of linear ion trap and Orbitrap.
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1 Uvod

Odedavna se bioaktivni molekuly pouzivaji k ovlivnéni bunéfnych drah. Drive tyto
molekuly vychazely z pfirodnich zdroju, nicméné dnes je snaha vyvinout syntetické
molekuly, u kterych je mozné garantovat jejich kvalitu, dostupnost a nezavislost na
prirodnich zdrojich. KliCovym bodem ve vyvoji |éCiva je identifikace mechanismu
ucinku a dle cile moznost optimalizace testované molekuly.

Jednou z metod, ktera muize pfispét k identifikaci molekularnich cild je afinitni
purifikace. Tato metoda spocCiva v selektivnim vyvazani molekularniho cile na
imobilizovanou cilovou molekulu, coz se provadi vysycenim kolony s navazanou
molekulou bunécnym lyzatem. Nasleduje dukladné odmyvani nespecificky
navazanych proteind, které videalnim pfipadé vede k ziskani jen pozadovanych
cilovych proteinli. Po eluci téchto proteinl z matrice je detekce provedena pomoci
elektroforézy a hmotnostné spektrometrické identifikace. Afinitni purifikace je vSak
typicka tim, Zze se na kolonu vazi jak specifické, tak nespecifické proteiny. Naproti
tomu, pouzitim roztokd o rizné odmyvaci sile mohou byt odstranény nespecifické
proteiny, ale i specifické proteiny s nizkou afinitou. Obrovsky vliv na mnozstvi
nespecifickych interakci ma molarni pomér testované molekuly a mnozstvi proteinu.
Idealné by mél byt protein v nadbytku, protoZze poté potencialni vazebny protein
soutézi o testovanou molekulu a jsou zachyceny jen vysoce afinitni interakce.
V opacném pfipadé postaci jen nizka afinita k vazbé na protein, a pokud se tato
vazba udrzi i po promyvani, vede to k identifikaci faleSného vazebného partnera.
Poté samoziejmé& neni mozné potvrdit napf. western blottingem skuteéného
vazebného partnera (Burdine L, 2004). Ztéchto dlvodu je snaha vyuzit pfi
identifikaci molekularnich cilG uc¢innéjsi pfistupy. Proto jsme se v této praci pokusili
o srovnani a optimalizaci metod afinitni purifikace molekularnich cili protinadorovych
léCiv (indazolovych derivat).

Pro snadnéjSi rozliSeni specifickych a nespecifickych interakci a kvantitativni analyzu
mohou byt proteiny znaCeny. Zde se vyuZzZiva téZzkého a lehkého znaceni proteina,
pomoci znagenych aminokyselin v médiu napt. uhlikem '*C nebo deuteriem ?H tzv.

SILAC (stable isotope labeling by amino acids in cell culture) (Ong SE, 2002) nebo



znaceni specifického mista v fetézci tzv. ICAT (isotope-coded affinity tag) (Gygi SP,
1999). Tyto metody jsou mnohem citlivéjSi nez metody vazané pouze na gel. DalSim
slibnym pfistupem je metoda chemického sitovani (cross-linking), ktera nevyzaduje
imobilizaci latky. Kontrola dulezitych experimentalnich parametri je tak snadnéjsi.
Navic by se tento systém mohl dat vyuzit uvnitf zivych bunék, coz by znamenalo
obrovsky pralom v identifikaci molekularnich cild. Velkym pfislibem dnedni doby jsou
také metody chemické genetiky a chemické proteomiky (Burdine L, 2004), které jsou

predmétem teoretické Casti prace.
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2 Soucasny stav resené problematiky

2.1 Chemicka genetika

Identifikovat molekularni cile Ize pomoci riznych genetickych a biochemickych
metod. Chemicka genetika spociva ve vyrazeni ¢i potlaceni funkce genu nebo uméle
vyvolané nadmérné expresi studovaného genu. Pfedmétem studia je vliv genetické
zmény na testovanou latku. Kandidatni molekularni cile jsou urCeny na zakladé
zvy8ené citlivosti proteinu pfi ur€ité koncentraci testované latky v dusledku snizeni
exprese genu nebo na zakladé zvysSené rezistence na testovanou latku v disledku
nadmérné exprese genu (Sleno L, 2008). Tento pfistup je velmi atraktivni, jelikoz
spojuje fenotyp s genotypem. Chemicka genetika pracuje také pfimo s cilovymi
proteiny, které jsou ziskany pomoci klonovani genu. Cilovy protein je vSak
produktem umeéle sestaveného konstruktu, ktery se mize a nemusi chovat stejné
jako nativni protein, zejména pokud je protein fyziologicky soucasti multiproteinového
komplexu. Prace s DNA je vSak snadnéjSi nez prace s proteiny. Molekularni biologie
vyuziva v chemické genetice geneticky modifikovatelné organizmy. Jednim z téchto
geneticky modifikovatelnych organizmd je kvasinka Saccharomyces cerevisce, ktera

je vhodna i k testovani molekularnich cilt protinadorovych Ié€iv (Burdine L, 2004).
2.1.1 Metody zalozené na expresnim klonovani

Tyto metody obchazeji problém spojeny s nedostatkem cilového proteinu tim, Ze je
mnozstvi proteinu uméle zvySeno. Cilové proteiny jsou rekombinantni proteiny, které
jsou exprimovany z fuznich konstruktt z cDNA knihovny, jejich vlastnosti vSak mohou
byt odliSné od jejich nativniho protéjSku. Zejména mohou byt pozménény nebo
dokonce mohou chybét posttranslacni modifikace a také nemohou byt vytvofeny
multiproteinové komplexy, které mohou ovliviiovat vazbu nizkomolekularnich liganda.
Nicméné cDNA knihovny umoznuji pfimy pristup ke gentm kodujicim cilové proteiny
(Terstappen GC, 2007). Mezi metody zaloZzené na expresnim klonovani patfi

kvasinkovy trihybridni systém a fagovy display.
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2.1.1.1 Kvasinkovy trihybridni systém

Kvasinkovy trihybridni systém vyuzZiva tfech hybridnich molekul k rekonstrukci
transkripce reportérového genu. Sklada se z hybridnich fuznich proteint zvanych
,hacek” a ,ryba“ a syntetického hybridniho ligandu zvaného ,navnada®, viz Obr. 1.
Hybridni ligand je kovalentné spojeny heterodimer, slozeny ze dvou malych ligandu
A a B. Ligand A se vaze na receptor spojeny s DNA vazebnou doménou, tedy na
,hacek® a ligand B se vaze na receptor spojeny s transkrip&ni aktivaéni doménou,
tedy na ,rybu®. Timto spojenim je spusSténa transkripce reportérového genu,
umoznujici selekci kvasinek obsahujicich nalezité receptory. Dimery syntetickych
ligandl, nazyvané chemické induktory dimerizace, mohou byt v savcich burikach
pouzity k indukci dimerizace nebo oligomerizace bunécnych proteinl, které maiji
receptory pro dimerni ligandy. Fuze vice kopii receptort cilového proteinu jsou
potfebné pro bunéfnou odpovéd. Trihybridni systém bude fungovat, pokud afinita
hybridniho ligandu k receptordm bude dostateéné vysoka k aktivaci reportérového
genu, a za predpokladu, Ze budou ,hacek“ a ,ryba“ pfitomni jako fuzni hybridni
proteiny (Licitra EJ, 1996).

12
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Obr. 1: Slozeni a mechanismus trihybridniho systému

Fuzni protein zvany ,hacek” se sklada zreceptoru pro ligand A a DNA vazebné domény
transkripéniho faktoru. Synteticky hybridni ligand tzv. ,navnada“ se skldda znavzajem
spojeného ligandu A a B. Fuzni protein zvany ,ryba“ se sklada zreceptoru pro ligand B
a transaktivaéni domény transkripéniho faktoru. Komplex ,hacku®, ,navnady“ a ,ryby* vede ke spojeni
DNA vazebné a transaktivani domény a tim k aktivaci reportérového genu (upraveno podle Licitra
EJ, 1996).

Kvasinkovy trihybridni systém vysvétleny na pfikladu, viz Obr. 2, spoCiva v expresi tfi
chimerickych molekul v kvasince, které jsou sloZeny tak, aby aktivovaly dva
reportérové geny. Tento systém vyuziva transaktivacni protein jako je Galdp, ktery je
schopen vyuzit transkripCni aparat a spustit transkripci genu. Sklada se z DNA
vazebné a aktivacni domény. Tyto domény jsou funk&né nezavislé, coz znamena, ze
mohou byt vioZzeny do jinych molekul. DNA vazebna doména (LexADB nebo Gal4DB)
fuzuje s RNA vazebny proteinem (MS2-coat protein nebo Hiv-1 RevM10). Druhy

fuzni protein obsahuje, jak Gal4 aktivaéni doménu (Gal4AD), tak protein naseho
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zajmu Y, vazici RNA. Druhy fuzni protein je pfemostén tfeti hybridni RNA molekulou
obsahujici vazebné misto pro prvni protein vazici RNA a vazebné misto X pro druhy
studovany protein vazici RNA Y. Vazbou proteinu Y do vazebného mista X je
vytvofen funkCni transaktivator, ktery se vaze do opacné aktivacni sekvence dvou
reportérovych genu (HIS3 a LacZ) jez jsou poté transkribovany a exprimovany
kvasinkou. Hladina exprese lacZ genu mulze byt urCena in vitro méfenim
B-galaktosidazové aktivity nebo in vivo zabarvenim transformovanych kolonii na
médiu obohacené o X-gal. A dale HIS3 kdduje imidazolglycerolfosfatdehydrogenazu
(His3p), jejiz exprese umozniuje rast kvasinkdm na médiu bez histidinu. Latka
3-amino-1,2,4-triazol (3-AT) je kompetitivni inhibitor His3p, a proto bunky obsahujici
kvasinek vlc&i 3-AT reflektuje hladinu exprese HIS3 a tim i silu interakce RNA-protein
v kontextu trinybridniho systému, coz je také moznost jak optimalizovat selektivitu
vazby RNA na protein, ktery nas zajima, pomoci ménici se koncentrace 3-AT
v médiu (Jaeger S, 2004).

i HI53.- LacZ HI53.- LacZ.

Kvasinkowy kmen L40-coat Kvasinkowy kmen CG-1945, Y187, Y190

Obr. 2: Priklady trihybridniho kvasinkového systému
MS2-coat protein a Hiv-1 RevM10 - RNA vazebné proteiny, LexA a Gal4 - DNA vazebné domény,
RNA X — vazebné misto pro protein Y, protein Y - protein nadeho zajmu, Gal4AD - aktivani doména,

HIS3 a LacZ - reportérové geny (upraveno podle Jaeger S, 2004).

Navzdory urCitym omezenim nabizi kvasinkovy trihybridni systém vyhody oproti
biochemickym metodam. Napfiklad izolace a identifikace cDNA receptoru liganda.
Diky snadnosti manipulace s kvasinkami je trihybridni systém ve spojeni s metodami

jako je nahodna mutageneze idealni pro identifikaci struktury a funkce receptord,
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zejména Casti, které jsou dllezité pro rozpoznani ligandu. Trihybridni systém muaze
byt pouzit pro hledani ligandl receptort in vivo jak v kvasinkach, tak v savéich
burikach. Pomoci kompetice Ize najit ligand, ktery soutéZi o receptor. Navic diky
uméle vytvofenym kombinatorialnim knihovnam malych molekul je hledani ligandu
snadnéjsi. Na rozdil od fagového displaye se typy ligandu trihybridniho systému
neomezuji pouze na geneticky koddované peptidy, ale mohou to byt i peptidy sloZzené
z D-aminokyselin, peptidomimetika nebo jakékoliv syntetické organické slouceniny.
Ve srovnani s in vitro testy jsou pomoci trinybridniho systému identifikované ligandy
selektovany podle jejich prichodu do eukaryotickych bunék a podle jejich stability
v bunéfném prostiedi, coz zvySuje ucinnost a selektivitu screeningu. Trihybridni

systém ma tak velky potencial ve vyvoji I&Civ. (Licitra EJ, 1996).
2.1.1.2 Fagovy display

Tato metoda stejné jako trihybridni systém patfi k metodam zaloZzenych na
expresnim klonovani. Fagovy display byl plvodné vyvinut k vytvareni knihoven
protilatek a k selekci téch, které silné vazi specificky antigen. Pozdéji byl vyuzivan
k identifikaci partnerl proteinové interakce a mize byt také pozivan k identifikaci
vazby |éCiva na protein. Metoda spociva v tom, Ze DNA sekvence z knihovny je
klonovana do fagového genomu, kde fuzuje s fagovym genem pro plastovy protein,
diky ¢emuz je pak potencialni cilovy protein zobrazen na povrchu faga (Terstappen
GC, 2007). Takto pfipravena fagova knihovna je inkubovana s imobilizovanou
testovanou latkou. Fagové, ktefi exprimuji cilovy protein jsou navazani na
imobilizovanou latku, zatimco ostatni jsou odmyti. Specificky navazani fagové jsou
eluovani a amplifikovani v hostitelské bakterialni burice. Populace amplifikovanych
fagl je bohata na ty, ktefi prezentuji na svém povrchu proteiny vazajici testované
latky. Po nékolika opakujicich se cyklech, kdy vykazuji fagové vysokou afinitu
k testované latce, mohou byt izolovany individualni klony. V této fazi je fagova DNA
izolovana, sekvenovana a je identifikovan cilovy protein pomoci vyhledavani
podobnosti sekvenci (Saxena C, 2009).

V soucCasnosti byl fagovy display uspésSné pouzit pfi identifikaci vazby
Ca?*-kalmodulin jako cil derivatu kurkuminu, coZ je inhibitor proliferace v réiznych

lidskych rakovinnych burikach.
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Vyznamnou vyhodou této metody je to, ze dokaze identifikovat cile v malém
mnozstvi a s nizkou afinitou a to diky amplifikaCnimu kroku. Hodnoceni vysledku
zpocCatku afinitni selekce muze byt vhodné pro identifikaci dalSich vazebnych
proteinl, coz obvykle neni mozné na konci selekce, jelikoz previadaji klony, které
exprimuji vysoce afinitni proteiny. Ztoho duvodu proteiny, které mély mensi
zastoupeni, jsou po nékolika cyklech afinitni selekce eliminovany (Terstappen GC,
2007).

2.2 Chemicka proteomika

Zatimco chemicka genetika pracuje s cilovymi proteiny, které jsou ziskany pomoci
klonovani gent a jsou tak produktem uméle sestaveného konstruktu (Burdine L,
2004), tak chemicka proteomika pracuje s nativnimi proteiny, které jsou ziskany
z bunélnych lyzatd. Analyza je pak objektivnéjsi a je provedena v rozsahu celého
proteomu (Rix U, 2009).

Zakladnim cilem chemické proteomiky je identifikovat cilové proteiny bioaktivnich
molekul a to pak aplikovat pfi vyvoji léCiv. Tato multidisciplinarni véda spojuje
technologie zraznych oborl chemie, biochemie, biologie, strukturni biologie,
proteomiky a informatiky. Takto integrovana strategie mize poskytnout informace
o cilovém proteinu a jeho vazebném misté pro bioaktivni molekuly, coz je dullezity
vychozi bod pfi vyvoji screeningového systému IéCiv zalozeném na strukture
cilového proteinu.

Transdukce signalnich drah vedoucich k chorobnému stavu je €asto vyuzivana jiz
v prvnim kroku vyvoje 1éCiv. Porozuméni signalnim draham a mapovani jejich
signalnich molekul poskytuje informace o tom, jak jsou v nemoci buriky, organy a télo
abnormalné kontrolovany, coZz ma obrovsky dopad v terapeutickych pfistupech IéCby
témeér kazdé lidské choroby.

Pro objasnéni biologické aktivity je nutné znat strukturu cilové molekuly a vazebné
misto, kde dochazi k interakci ligandu. Podobné mohou byt rozpoznany interakce
bioaktivni molekuly s puvodné necilenymi (,off-target) proteiny, které mohou byt
zodpovédné za nezadouci ucinky lé¢iva (Han SY, 2007). Napfiklad
pyrido[2,3-d]pyrimidiny byly plvodné vyvinuty jako latky pusobici proti proliferaci
zacileny na tyrosin kinazu, ktera je spojena s rakovinou (Panek RL, 1997). Misto

toho se ukazalo, Ze inhibuji nékolik serin/treonin kinaz, coz poskytlo novy pohled na
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jejich bunécny ucinek. Nachazime tak novy vyznam, pozici, profilovani a smér
daného léCiva (Ashburn TT, 2004).

Diky vyznamnym pokrokim v oborech strukturni biologie, hmotnostni spektrometrie,
X-ray krystalografie a informatiky se stava vyvoj |éCiv zaloZzenych na znalosti
struktury cilové molekuly prevazujicim proudem vyvoje (Blundell TL, 2002).
V soucCasné dobé jsou ke screeningu a hodnoceni interakce biologicky aktivnich
slou€enin pouzivany dvé ramcové metody zalozené na hmotnostni spektrometrii:
funkéni a afinitni. FunkEni pfistup je zalozeny na méfeni uCinku ligandu na
biologickou aktivitu cilového proteinu. V afinitnim pfistupu jsou ligandy posuzovany
a selektovany k dalSimu vyvoji na zakladé jejich vazebné afinity k cilové molekule
(Deng G, 2006).

V pfipadé chemické proteomiky existuji dva zakladni pfistupy v identifikaci cilové
molekuly: 1) chemicka proteomika zabyvajici se profilovanim na zakladé aktivity
interakce mezi testovanou latkou a proteinem ABPP (aktivity-based probe profiling)
a ll) chemicka proteomika zamérena na testovanou latku CCCP (compound-centric
chemic proteomics). ABPP obecné spociva v selektivni identifikaci aktivity enzymu,
kdy se funkéni skupiny ligandu kovalentné vazi do enzymaticky aktivniho mista
cilového proteinu. Proba pro ABPP se sklada ze tfi hlavnich ¢asti. Prvni Cast je
reaktivni funk&ni skupina, ktera ma vysokou afinitu k aktivnimu mistu cilového
proteinu. Druhou &asti je spojujici linker, coz je obvykle hydrofilni polyetylenglykolovy
fetézec, ktery oddéluje funkcni skupinu a znacku. Treti Casti je znacka, coz je napf.
biotin, ktery se vaze na streptavidinem pokrytou afinitni matrici a slouzi k tomu, aby
mohla probéhnout afinitni purifikace. Takto pfipravena molekula je inkubovana
s bunéCnym lyzatem, cilovy protein je zachycen na afinitni matrici. Nasleduje
trypsinova digesce aanalyza na hmotnostnim spektrometru, popfipadé
bioinformaticka analyza. Pfi CCCP je testovana latka, jejiz aktivita je obvykle znama,
chemicky konjugovana na inertni biokompatibilni matrici tak, aby nebyla narusena jeji
aktivita. Komplex je inkubovan v dalSim kroku s bunéfnym lyzatem. Zachycené
proteiny jsou eluovany a dale frakcionovany pomoci SDS-PAGE (sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) nebo jinou na gelu nezavislou metodou.
Nasleduje trypsinova digesce a poté je postup stejny jako pfi ABPP, viz Obr. 3.
(Boéttcher T, 2010; Rix U, 2009; Sakamoto S, 2012).
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Obr. 3: Porovnani pristupti chemické proteomiky

Porovnani pfistupu chemické proteomiky zabyvajici se profilovanim na zakladé aktivity interakce mezi
testovanou latkou a proteinem ABPP (activity-based probe profiling) a pfistupu chemické proteomiky
zaméreného na testovanou latku CCCP (compound-centric chemic proteomics) (upraveno podle Rix
U, 2009).

Na rozdil od klasickych technik, kde jsou pouzivany rekombinantni proteiny, ma
chemicka proteomika tu vyhodu, Ze se jedna o proteiny nativni, ziskané z buné&ného
lyzatu. Vyskytuji se v pfirozeném bunécném prostiedi, kde je pfirozena hladina
exprese a kompetice. Vyskytuji se zde také pfirozeni vazebni partnefi, jako jsou
proteiny, nukleové kyseliny a endogenni ligandy, nehledé na to, ze zlstavaji

pritomné post-translacni modifikace jako je napf. fosforylace, glykosylace,
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ubikvitinylace a dalSi. Testovani neni tedy omezeno pouze na rekombinantni
proteiny, ale je kdispozici cely proteom nebo jeho definovana ¢ast. Chemicka
proteomika pracuje s libovolnymi bunéénymi typy, tkdnémi &i druhy organismu jako je
Cloveék, zvife, rostlina ¢i mikroorganismus.

Nevyhodou je relativné vysoka spotfeba bunééného materialu, nicméné zalezi na
typu bunék a na metodice. Je tfeba také mit na paméti, ze Zadnou lyzacni metodou
nemlizeme ziskat ve 100 % reprodukovatelné slozeni proteinové smési. DalSim
pozadavkem je, aby proteiny byly rozpustény, zejména membranové proteiny. Kdyz
se nékteré proteiny vyskytuji ve velkém, radové vySSim mnozstvi nez je pfitomny
cilovy protein nebo je ve vzorku velké mnozstvi hydrofobnich anebo nabitych
proteinl, dochazi Casto k faleSné pozitivité identifikace cilll. Tento problém se vSak
da vyresit tak, Ze je lyzat pfedem frakcionovan. DalSim omezenim je, ze je tézko
rozliSitelné, zda je vazba na protein pfima nebo nepfima (specificka nebo
nespecificka). Navic funkCni skupiny mnohych terapeuticky zajimavych molekul
nejsou vhodné pro imobilizaci na matrici nebo mize samotna funkéni skupina hrat
vyznamnou roli pfi vazbé testované latky na molekularni cil. V tomto pfipadé je
vhodné syntetizovat analog daného léCiva. Pro vétSinu molekul, zejména téch
prirodnich, je tézké zavést funkCni skupinu na poZadované misto. Optimalnim
pFistupem je mit molekulu ve variantach s riznymi funkénimi skupinami pokryvajicimi
jeji strukturu. Je vzdy dullezité zachovat vztah mezi aktivitou a strukturou, coz je
problém napf. pfi testovani strukturnich analogu, je vS8ak mozné pouzit opacnou
stranu. Jestlize je testovana molekula pfilis mala, zvySuje se pfi imobilizaci riziko
ruSivych interakci pfi vazbé na cilovy protein. Optimalni velikost slouceniny je
pfinejmensim 300 Da. Identifikaci molekularnich cild také mohou rusit metabolity,
pokud maji vy§Si vazebnou konstantu k cilovému proteinu nez testovana latka. To se
da vyresit odfiltrovanim abundatnich proteind nebo bioinformatickym zaméfenim
pouze na proteiny nesouci potencialni vazebné misto (Rix U, 2009). V nasledujicim

prehledu jsou uvedeny vyznamné metody chemické proteomiky.
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2.2.1 Mikro€ipy

Z hlediska studia interakce mezi proteinem a testovanou latkou se nabizi dvé
moznosti vyuZziti mikroCipl: proteinové mikroCipy a mikroCipy testovanych latek
(Sleno L, 2008), viz Obr. 4.

sonda s testovanou
latkou b selektivni vazba

testované latky

proteinovy
mikrocip

selektivni vazba
sonda s cilovym @ ~ cilového proteinu

proteinem /

mikroc€ip
testovanych
latek

Obr. 4: Mikrocipové technologie pro vyvoj léki

Proteinové mikroCipy maji na svém povrchu navazany proteiny a po aplikaci testované latky je mozné
detekovat, s kterym proteinem interaguje, diky napf. fluorescenénimu znaceni. MikroCipy, které maiji
na povrchu imobilizované testované latky, interaguji se studovanym purifikovanym proteinem. Obé

metody slouZi k identifikaci vazby mezi latkou a proteinem (upraveno podle Sleno L, 2008).

Proteinové mikroCipy obsahuji ve vysoké hustoté rekombinantni proteiny nebo
protilatky, které jsou imobilizované na povrchu podkladového materialu, coz je
obvykle sklo nebo kifemik. Testovana latka, ktera je oznacena kvili detekci, je poté
pfidana na Cip (Kingsmore SF, 2006). Kfemik ma oproti sklu tu vyhodu, Ze se da
vazba latky na povrch selektivné monitorovat pomoci pfimé ionizace na kfemiku jako
u MALDI (matrix-assisted laser desorption ionization) jen je misto organické matrice

vyuzit povrch kfemiku. Tato technika umoziuje pfimou analyzu neznacené testované
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latky pfi zachovani vysoké citlivosti a nizké spotfeby vzorku. Umoznuje méfit
membranove a jiné tézko méfitelné proteiny (Shen Z, 2001).

Proteinové mikroCipy pomahaiji identifikovat molekularni cile testovanych latek, které
maji urCitou aktivitu, ale mechanismus ucinku neni zcela jasny. Vysledna aktivita je
odvozena z pfimé vazby na urcity protein pfitomny na mikroCipu. Pfipadné Ize jejich
pomoci identifikovat sekundarni molekularni cil jiz znamého lécCiva.

Vyznamnou vyhodou proteinovych mikroCiplu je moznost testovat potencialni 1éCivo
na mnoha proteinech najednou. Proteiny jsou pfichyceny na povrch mikroCipu
pomoci N-terminalniho konce, avSak vytvofit takovy Cip ze stovek az tisicu
purifikovanych a spravné sloZzenych proteinl neni jednoduché.

Nevyhodou takového mikroCipu je, Zze ne vzdy simuluje in vivo interakce, jelikoz test
probiha mimo biologicky ramec (bunku). Mnoho protein( existuje v burice jako
souCast makromolekularnich komplexd, kde nejsou pfistupny vazbé. DalSim
pozadavkem je, ze testované latky musi byt sledovatelné, vétSinou pomoci
konjugace s radioaktivni, fluorescenni nebo biotinylovanou znackou. Znaceni je
vSak dal$i nevyhodnou proménnou, protoze mulze rusit interakci mezi latkou
a proteinem. (Sleno L, 2008). Vazba testované latky a proteinu nemusi byt
detekovatelna pouze pomoci chemiluminiscence, fluorescenéniho nebo
radioizotopového znaceni, ale i pomoci metod bez znaceni, jakou je zobrazeni
pomoci povrchové plazmonové rezonance, mikroskopie atomarnich sil nebo
reflektrometrické interferenéni spektroskopie (Bertone P, 2005).

MikroCipy s imobilizovymi testovanymi latkami mohou byt pouzity pro vytipovany
protein dle naseho zajmu. Neni vSak jednoduché vyvinout strategii pro pfimé
pfipojeni riznych chemickych struktur na povrch Cipu jako je tomu u DNA nebo
proteind. Z mnoha molekul se musi vytvofit jejich derivaty, aby mohly byt pfipojeny
na povrch mikroCipu. Nicméné vytvofeny mikroCip predstavuje Sirokou S$kalu
imobilizovanych latek, které vazi specificky protein (Sleno L, 2008).

V nékterych pracich byl pouzity ligandovy mikro€ip s tisicovkami imobilizovanych
molekul latek pfFipojenych fetézcem Sesti uhlik(l tak, aby byla zajiSsténa dostatec¢na
vzdalenost od povrchu mikroCipu kvuli snadné vazbé proteinu na latku. Na Cip byly
aplikovany proteinové lyzaty zrlznych zdravych i nadorovych bunécnych linii,
nasledovalo znaceni proteind pomoci nespecifického fluorescenéniho barviva

k identifikaci toho, jak moc se na jakou kterou latku vazal dany protein (Molnar E,
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2006). Diky tomuto zpusobu muize byt najednou provéfeno tisice latek, bez toho aniz
bychom znali specificky proteinovy cil (Sleno L, 2008).

Interakce mezi latkou a proteinem jsou v sou€asnosti pfimo identifikovatelné pomoci
hmotnostni spektrometrie zachycené slouc¢eniny CCMS (capture compound mass
spektrometry) (Koster H, 2007). Latky jsou na povrch imobilizované tak, aby mohly
vychytavat proteiny na zakladé vysoké afinity k molekularnimu cilu. Interagujici
protein je pak izolovan a méfen pomoci MALDI-TOF. Zkombinujeme-li mikroCipy
testovanych latek s identifikaci molekularnich cild pomoci hmotnostni spektrometrie,

ziskame strategii, kde nemusime pouzivat reportérové znaceni (Sleno L, 2008).

2.2.2 Metoda DARTS

VétSina nyni pouzivanych technologii identifikujicich molekularni cil na zakladé
afinity vyZzaduje chemickou modifikaci testované latky ovliviujici vztah mezi
strukturou a aktivitou, zejména specifitu. Pro pfekonani tohoto nedostatku byla
vyvinuta metoda DARTS (drug affinity responsive target stability). Tento proteomicky
pristup je zaloZen na specifické vazbé ligandu na cilovy protein, ktery se tim stava
nepfistupny pro proteazu, neni ji tedy rozstépen.

SoucCasné pfistupy afinitni purifikace vyuzivaji tzv. pozitivni obohaceni cilového
proteinu pomoci selektivni akumulace na oznacené bioaktivni latce. Naopak metoda
DARTS pouziva tzv. negativni obohaceni pomoci rozstépeni necilovych proteina
a zanechava za sebou jen hmotné vétsi a intenzivnéjSi fragmenty cilovych proteinu,
viz Obr. 5, na zakladé ¢ehoz je cil identifikovan (Sakamoto S, 2012). Proveditelnost
metody DARTS byla prokazana pfi zjiStovani specifickych interakci mezi latkou
FK506 a jeho cilovym proteinem FKBP12 (Lomenick B, 2011, 2009).

Klicova vyhoda metody DARTS vSak neni pouze to, Ze neni tfeba pouzivat chemicky
modifikované bioaktivni latky a pouziti pfirozenych latek pro vazbu s rGznymi
proteiny, ale také neni tfeba masivniho promyvani a je potencialné pouzitelna i pro
latky s nizkou afinitou k cilovému proteinu. Stejné jako konvencni metody afinitni
purifikace i pfi této muze byt limitujici faktor cilovy protein. Problémovym bodem
metody DARTS muze byt citlivost proteinu k proteolyze, proto se pokud mozno
pouzivaji univerzalni proteazy (Sakamoto S, 2012) Stépici vétSinu proteinl nebo

i jejich smés napf. pronaza (Moshe T,1970).
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Obr. 5: Porovnani afinitni purifikace a DARTS

Porovnani afinitni purifikace vyuZivajici mobilni matrici a metodu DARTS. Zatimco afinitni purifikace
s mobilni matrici vyuziva pozitivniho obohaceni cilového proteinu pro bioaktivni latku bez
nespecifickych vazeb, DARTS vyuZiva negativni obohaceni cilového proteinu za pfitomnosti pfirozené

bioaktivni latky a proteazy (upraveno podle Sakamoto S, 2012).

2.2.3 Afinitni purifikace

Afinitni purifikace s jejimi riznymi variantami je nejvice pouzivana metoda pfi izolaci
a identifikaci molekularnich cili a to jak pfirodnich bioaktivnich latek, tak
i farmaceuticky syntetizovanych |éCiv (Sato S, 2010). Afinitni purifikace zahrnuje
imobilizaci ligandu (testované latky) na pevny povrch afinitni matrice, ktera je
provadéna bud pfimo, nebo pomoci spojujiciho linkeru, ktery vS8ak muize ovlivnit
afinitu k ligandu (Saxena C, 2009). Za u€elem imobilizace musi byt ligandy chemicky
modifikovany, a to zavedenim funkCnich skupin jako jsou napf. primarni alkoholy,

aminy, karboxylové kyseliny nebo azidy (Ong SE, 2012). Chemickou modifikaci
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podstupuji ligandy také kvali znaceni pomoci biotinu, fluoroforu, fotoreaktivni
skupiny, radioizotopu nebo reaktivni skupiny. Slouceniny s reaktivni skupinou jako je
karboxylova nebo aminova skupina, jsou Siroce vyuzivany pro kovalentni vazbu na
matrici. Ligandy, které jsou vétSinou pfes linker biotinylovany vyuzivaji silnou afinitu
k streptavidinu ukotvenému na matrici.

Typicky prabéh afinitni purifikace je ukazan na Obr. 7. Ligand imobilizovany na
afinitni matrici je inkubovan s proteinovou knihovnou, coz mize byt bunécny lyzat,
nasleduje promyvani pufrem, kdy dochazi k odstranéni nespecificky vazajicich se
proteind na matrici. Poté jsou specificky navazané proteiny eluovany a to bud
nadmérnym mnozstvim volného ligandu, pufrem s vysokym obsahem soli nebo
denaturaci proteinu. Tyto proteiny jsou pak analyzovany pomoci SDS-PAGE a po
digesci enzymem jsou identifikovany hmotnostni spektrometrii. Nasledné je
hodnocena vazebna aktivita identifikovanych proteind s ligandem pomoci
nezavislych biochemickych, molekularnich a bunéénych testl. Teprve po dukladné
validaci nezavislymi biochemickymi, molekularnimi a bunéfnymi testy jsou

identifikované proteiny potvrzeny jako platny cil ligandu (Sakamoto S, 2012).
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Obr. 7: Pribéh afinitni purifikace

Prabéh afinitni purifikace za pouziti mobilni afinitni matrice. K afinitni matrici je pfidan bunécny lyzat.
Na matrici se vaze cilovy protein. Nasleduje promyvani a eluce cilového proteinu (upraveno podle
Sakamoto S, 2012).
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2.2.3.1 Rozliseni specificky a nespecificky vazajicich se proteint

Existuje nékolik strategii jak rozlisit nespecificky a specificky vazajici se proteiny.
Prvnim z nich je pouZiti inaktivniho analogu bioaktivni slou¢eniny, coz je chemicky
analog molekuly s podobnymi farmakologickymi vlastnostmi jako ligand. V pfipadé
biologicky aktivnich pfirodnich latek jsou pouzivany jejich enanciomery nebo
diastereomery, ale protoze mnoho z nich ma chiralni centrum, mohou nékdy ztratit
aktivitu.

Eluce pomoci denaturace proteinu je Casto problematicka pravé kvili velkému
mnozstvi nespecificky se vazajicich proteind. Se vzrUstajicim mnozstvim
nespecifickych proteinud je t8zS8i najit specifické proteiny véetné téch cilovych, proto
byva Casto vyuzivana eluce na zakladé vétsiho mnozstvi volného ligandu. Selektivni
eluce vSak Casto zavisi na rozpustnosti ligandu v roztoku. Bohuzel je vSak vétSina
farmaceutickych ligandd hydrofobnich a jsou ve vodném roztoku malo rozpustné.
Resenim jsou hydrofilni organicka rozpoustédla jako je DMSO (dimetylsulfoxid),
ovSem za predpokladu, ze neméni aktivitu ligandu.

Dalsi moznosti jak rozliSit specifické a nespecifické vazby je kompetitivni inhibice
vazby ligandem. Afinitni matrice je inkubovana s bunétnym lyzatem, ktery byl
pred-inkubovan s nadbytkem volného ligandu. S vysSi pravdépodobnosti pak
ziskame cilovy protein. Tento pfistup ma vSak stejny problém jako selekéni eluce.
Pokud je ligand malo rozpustny ve vodé je obtizné najit cilovy protein na zakladé
kompetice (Sakamoto S, 2012).

DalSi pristup v rozlideni specifickych a nespecifickych vazeb spociva v tom, ze je
bunécny lyzat smichan s afinitni matrici, na které je navazan ligand. Afinitni matrice
je nasledné odstranéna a ten samy lyzat je inkubovan s novou afinitni matrici
s navazanym ligandem. Obé afinitni matrice zachyti stejné mnozstvi nespecifického
proteinu, ale prvni obsahuje vice specificky vazaného proteinu, u druhé je jiz
vychytan (Yamamoto K, 2006).

2.2.3.2 Afinitni matrice

Dukladné porozumeéni struktufe biologicky aktivni latky je ddlezité pfi hledani
vhodného ligandu. Ligand by mél byt pfi afinitni purifikaci imobilizovan na afinitni

matrici, aniz by byla ztracena jeho aktivita. Biologicky aktivni misto je identifikovano
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na zakladé studii vztahu mezi strukturou a aktivitou. Jestlize je ligand imobilizovan na
matrici v nevhodné pozici, je mozné, ze primarni cilovy protein nebude identifikovan
(Sato S, 2010). Na druhou stranu tento pfistup mize poslouzit k identifikaci dalSich
vedlejSich cila (Han SY, 2007).

Nepatrny rozdil v pozici imobilizace na afinitni matrici maze vést k identifikaci uplné
rozdilnych cilovych proteint. Ve studii Uga H (2006) byly pfipraveny dva typy
imobilizovaného metotrexatu (MTX), I[éCiva pouzivaného v terapii rakoviny
a autoimunitnich a zanétlivych onemocnéni. V prvnim pfipadé byl MTX imobilizovan
pres postranni fetézec glutamové kyseliny a v druhém pfipadé pfes a-karboxylovou
skupinu kyseliny glutamové. V prvnim pfipadé byl identifikovan znamy cilovy protein
MTX dihydrofolat reduktaza a v druném pfipadé byl identifikovan novy cilovy protein
MTX deoxycytidin kinaza.

Od afinitnich matric jsou vyzadovany predevsSim tyto vlastnosti: fyzikalni a chemicka
stabilita, vhodna funkéni skupina pro imobilizaci ligandu a co nejnizSi nespecificka

afinita k proteinim (Sakamoto S, 2012).

2.2.3.2.1 Typy afinitnich matric

Afinitni chromatografii Ize provadét klasicky na chromatografickych kolonach nebo na
mobilnich matricich, které maiji formu kulicek (Burdine L, 2004). V nasledujicim vyctu
jsou probrany mobilni matrice, viz Tab. 1. V biochemii a molekularni biologii jsou
nejvice pouzivany mobilni matrice zalozené na agaréze nebo sefaréze. Agar6zovy
derivat, Affigel, je jedena z nejbéznéjsich afinitnich matric. Diky svému hydrofilnimu
charakteru se na ni méné vazi nespecifické proteiny. Mnoho cilovych proteint bylo
izolovano a identifikovano pravé diky Affigelu. Nevyhodou Affigelu vSak je chemicka
nestabilita kvlli sacharidové slozce a také v dusledku hydrofility Affigelu je omezena
pfiprava pro imobilizaci ligandu. VétSina farmaceutickych |€Civ je totiz hydrofobnich
nebo lehce hydrofilnich a jejich schopnost vazat se na matrici vyZzaduje organické
rozpoustédla. Naproti tomu jsou funkéni organické polymery stabilni v raznych
organickych rozpoustédlech, a proto jsou obvykle vyuzivany pro hydrofobni ligandy,
které jsou rozpustné v organickych rozpoustédlech. Polymetakrylatové derivaty,
napf. Toyopearl, jsou vyuzivany jako alternativa k Affigelu, jelikoz jsou stabilni
v organickych rozpoustédlech. Bohuzel v8ak vykazuje vy$Si hladinu nespecificky

vazajicich se proteint nez Affigel.
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Afinitni matrice zalozené na organickych polymerech, které maji formu velmi malych
neporéznich kuliCek, nabizeji velky povrch pro navazani cilového proteinu
(Sakamoto S, 2012). Navic zavedeni funk&ni skupiny do organicky polymernich
kuliCek umoznuje imobilizaci hydrofobnich ligandu. Proto byly vyvinuty latexové
afinitni kulicky, které maji 200 nm v priméru a jsou sloZeny z polymeru styrenu
a glycidylmetakrylatu (GMA), které tvofi jadro kulicky a povrch je kryt polyGMA. Tato
matrice se nazyva SG kuli¢ky, podle styrenu a GMA. (Shimizu N, 2000). Jeji vyhody
jsou misitelnost s vodou, chemicka a fyzikalni stabilita. SG kulicky jsou mirné
hydrofilni a dochazi krovnomérné imobilizaci ligandu na povrch kulicky.
S, 2012).

Dalsi matrice byla inspirovana komercnimi magnetickymi kulickami DynaBeads.
Nesou vSechny vyhody SG kulicek a navic pfekonavaji nevyhodu ostatnich matric
a to zejména centrifugacni separacni proces, ktery zabira nejvice Casu. Tato matrice
se nazyva FG kulicky podle anglického ferrite, coz je magneticky oxid Zelezity
a GMA. FG kuli¢ky jsou nanocastice Zeleza zabalené do organického polymeru. Tyto
nanocastice jsou dobfe pfitahovany magnetem. FG kuli¢ky maji v prdiméru 140 nm
a nanocastice 40 nm. Diky jednolitému polymernimu obalu s vysokou fyzikalni
a chemickou stabilitou mohou byt FG kuliCky suspendovany v Sirokém rozsahu
organickych rozpoustédel a mohou imobilizovat nejriznéjsi 1éCiva. FG kuliCky byly
vyuzity napf. k identifikaci cilovych proteini metotrexatu. Ukazalo se, ze FG kuliCky
jsou lepSi matrici pro afinitni purifikaci nez komeréné dostupné magnetické kulicky,
diky vysSi ucinnosti purifikace a nizSi hladiné nespecificky vazajicich se protein(
(Nishio K, 2008).
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Tab. 1: Seznam mobilnich matric vyuzivanych pfi afinitni purifikaci

Nazev matrice | Slozeni Vyrobce
AffiGel® agaroza Bio-Rad
Thoso Bioscience
Toyopearl® polymetakrylat
GmbH
Sepharose® agaroza GE Heathcare
TentaGel® polystyren Sigma-Aldrich
AQUAFIRMUS® | polymetakrylat s etylenglykolovymi jednotkami IDEA CHEMICALS
SG kulicky polystyren a polyglycidylmetakrylat -
olystyren, polyglycidylmetakrylat a magneticky
FG kulicky P .y Y _ POYIYEIEY i J Y Tamagawa Seiki
oxid zelezity
magneticky oxid Zelezity pokryty hydrofilnim
DynaBeads® 9 y y POy Iy Invitrogen
polymerem

Upraveno podle Sakamoto S, 2012.

2.2.3.3 Fotochemické techniky

Fotochemické techniky umoznuji identifikovat molekularni cile 1€Civ a jejich vazebné
mista. Spocivaji v chemickém zavedeni fotoreaktivni skupiny do bioaktivni molekuly
a specifické fotochemické reakci, ktera je iniciovana UV zafenim, ¢imz je vytvofena
bud nova kovalentni vazba nebo je Stépena specificka vazba. Existuji tfi odlisné
pristupy: I) fotoafinitni znaCeni cilovych makromolekul, II) fotoindukované a uvolnéni
blokovaného ligandu a Ill) fotoimobilizace ligandu na pevny povrch.

Zakladni rozdil mezi strategiemi fotochemie je vtom, zda se tvofi nebo je Stépena
chemicka vazba, viz Obr. 8. Fotoafinitni znaceni spocdiva v tvorbé nové ireverzibilni
kovalentni vazby mezi fotoreaktivnhim ligandem a proteinem (receptorovy protein
nebo enzym) pomoci UV zafeni. Fotoligand musi byt detekovatelny pomoci
fluorescencniho, radioaktivniho nebo imunoafinitniho znaCeni.  Podobny
mechanismus se uplatiiuje také pfi fotoimobilizaci ligandu na pevny povrch.

Opacna strategie vyuziva fotoindukované uvolnéni blokovaného ligandu, kdy je jeho
biologicka aktivita blokovana navazanou fotoreaktivni skupinou. Vazba meazi

ligandem a fotoreaktivni skupinou je $té€pena UV zafenim, a tak se ligand mlze vazat
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na cilovy protein. Tato technika umozfuje zkoumat rychlé kinetické procesy, které
probihaji v milisekundach jako je uvolfiovani neurotransmiteri nebo bunécna
signalizace pfes druhého posla (Dorman G, 2000).

Fotoimobilizace ligandu mlze byt provedena na sklenénych desti¢kach, viz Obr. 9.
Spociva v tom, Ze je na sklenénou destiCku pokrytou molekulami s fotoreaktivnimi
skupinami aplikovan roztok s ligandem. Poté je sklenéna destiCka vysuSena
a pomoci UV zéafeni jsou aktivovany fotoreaktivni skupiny. Vysoce reaktivni ¢astice
se vazi na nejblizS§i ligandy. Po promyti zlstanou jen navazané ligandy
k fotoreaktivnim skupinam. Takto pfipravena destiCka je inkubovana se znaCenymi
proteiny, kdy mohou byt detekovany cilové proteiny ligandu. Imobilizace by méla
probéhnout bez ovlivnéni funkéni reaktivni skupinou (Kanoh N, 2003).

Strategie fotoimobilizace ligandu nemusi byt aplikovana pouze na sklenénych
destiCkach, ale také na agar6zovych kulickach, jak bylo ukazano na ligandech
FH506, rapamycinu nebo cyklosporinu A, které byly zavedeny na tuto afinitni matrici.
(Kanoh N, 2005).

fotoafinitni znaceni

fotoreaktivni
skupina
. — )y
—_—
ligand

fotoindukované uvolnéni blokovaného ligandu
fotoreaktivni
skupina

UV zareni
@ 3t

Obr. 8: Schéma fotoafinitniho 2znaceni a fotoindukovaného uvolnéni

blokovaného ligandu
Porovnani dvou zakladni strategii fotochemie. U fotoafinitniho znaceni pfedstavuje Carkovana cara
nové vzniklou kovalentni vazbu UV zafenim a u fotoindukovaného uvolnéni blokovaného ligandu

predstavuje Stépenou vazbu UV zafenim (upraveno podle Dorman G, 2000).
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testované latky UV zéteni
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. upevnéni

© fotoreaktivni skupina l imobilizace

odmyt{

Obr. 9: Schéma fotoimobilizace ligandu na sklenéné destiéce

Imobilizace ligandu a detekce cilovych proteinli pomoci fotoafinitni purifikace (upraveno podle Kanoh
N, 2003).

2.2.3.4 Latky pronikajici do bunék

Pfistup, kde biologicky aktivni pfirodni produkty slouZzi jako kostra, ktera je chemicky
pfetvoifena ve funkéni probu pro izolaci a identifikaci cilovych proteind. Dochazi zde
k zavedeni specifickych reaktivnich funkénich skupin. Prikladem je alkyn a azidova
funkCni skupina (Béttcher T, 2010).

Chemické znaceni uvnitf bunék umoZzZhuje zkoumani intracelularnich interakci
a identifikaci novych cilovych proteind. Chemicka transformace umoznuje selektivni
tvorbu kovalentnich vazeb s biopolymery. Prvni metodou je modifikovana
Staudingerova ligace, viz Obr. 10, kde dochazi k tvorbé amidové vazby mezi azidem
a triarylfosfinem. Azidy jsou inkorporovany do glykokonjugatid bunééného povrchu

pomoci metabolizace syntetickych azidocukru. Azidy pak reaguiji s triarylfosfiny, které
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mohou byt znaceny biotinem nebo fluorescencnim barvivem rodaminem, za tvorby
stabilni slouCeniny na povrchu bunky (Saxon E, 2000).

Druhou metodou je tzv. ,click chemistry“ neboli Husgenova 1,3-dipolarni cykloadiéni
reakce, ktera konjuguje za katalyzy médnym iontem azidové nebo alkynylové préby
na terminalni azidovou nebo alkynovou reportérovou znacku. Biotin se pouziva pro
alkyn a pro azid se pouziva rodamin, viz Obr. 10. Tato metoda byla vyuzita pfi
profilovani aktivity enzymu in vivo. (Speers AE, 2004; Vila A, 2008) ,Click chemistry*
poskytuje pfesnost reakce mezi cilovym proteinem a reportérovou skupinou stejné
jako Staudingerova ligace. Azidové nebo alkynylové proby mohou byt také pouzity pfi
znaCeni bunécnych komponent po nasledném spojeni s alkynylovymi nebo

azidovymi znackami (Vila A, 2008).

»click chemistry* / o
. =N
reaklivii Jinker alkyn SL P!
skupina

Q‘ \ Y/
Coee " Cee =€ -
Q ‘ ‘\\\\ ‘\\\\\\ CuSO4+ TCEZ (/ND’ ‘ 6

reakt.ivni linker alkyn
skupina

Obr. 10: Princip ,,click chemistry“ a Staudingerovy ligace
PFi ,click chemistry“ dochazi ke konjugaci mezi alkynylovou prébou a terminalni azidovou reportérovou
znackou. PFi Staudingerovy ligaci dochazi kreakci mezi alkynylovou prébou a znaenym

trifenylfosfinem. TCEP = tris(2-karboxyetyl)fosfin, R = rodamin (upraveno podle Béttcher T, 2010).
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PFi tvorbé této metody vychazeli védci z téchto prfedpokladi: metoda by méla mit
Siroky rozsah, davat vysoky vytézek, méla by generovat pouze neSkodné vedlejSi
produkty, které mohou byt odstranény jinak nez chromatograficky, tzn. krystalizaci
nebo destilaci. Dale by méla byt stereospecificka, ale nemusi nutné oddélovat
enanciomery. DalSim pozadavkem jsou jednoduché reakéni podminky, (v idealnim
pfipadé by nemélo dochazet k reakci s kyslikem a vodou), snadno dostupné vychozi
materialy, pouziti Cinidel bez nebo s neSkodnym rozpoustédlem (voda) a snadna
izolace produktu. Tyto reakce maji vSak velkou termodynamickou silu a probihaji
velmi rychle a produkuji jen jediny produkt (Kolb HC, 2001). Podobné jako pfiroda
vyuziva kombinatorickou chemii k tvorbé proteinl ze zakladnich dvaceti aminokyselin
pomoci reverzibilniho spojeni heteroatomu (amidl), tak i ,click chemistry® vyuziva
spojeni mezi uhlikem a heteroatomem. Protoze je vSak velmi naro¢né kontrolovat
reverzibilni karbonylové vazby ,click chemistry® vyuziva vysokoenergetické
ireverzibilni vazby, které podléhaji kinetické kontrole. NejlepSi a nejreaktivné;si
stavebni jednotky jsou olefiny a acetyleny. Chemici maji pfistup k nepfebernému
mnozstvi takovychto materiall, od pfirozené se vyskytujici terpenu k olefinlm
z petrochemického primyslu, kiteré mohou byt snadno pozménéné oxidacni nebo
adicni reakci (Kolb HC, 2003).

2.2.3.5 Vychytavani specifickych trid proteinu

V souCasnosti je zaznamenan rostouci zajem o vyvoj metod, které vychytavaji
terapeuticky vyznamné proteiny, jako jsou kinazy, lipazy, helikazy, dehydrogenazy,
fosforylazy, syntetazy a transferazy (Hall SE, 2006).

Chemicka proteomika Casto zkouma interakce mezi ligandy a stovkami endogenné
exprimovanych proteinkinaz a dalSich proteind, které vazi puriny. Tento subproteom
je vychytavan pomoci strategie afinitni purifikace za pouZiti imobilizovanych inhibitort
kindz, tzv. ,kinobeads”. Méfenim kompetice s afinitni matrici je hodnocena vazba
léCiv na jejich cil v bunééném lyzatu a v bunce. Také jsou mapovany zmény
fosforylovaného stavu pusobenim IéCiv a analyzovany signalni drahy cilovych kinaz.
Tato metoda spociva v zachyceni velké Casti exprimovaného kinomu (souboru kinaz
v bufce) a souvisejicich proteind na ,kinobeads®, kdy nasleduje analyza
definovaného subproteomu pomoci kvantitativni hmotnostni spektrometrie. Protoze

nékteré latky neobsahuji vhodnou funkEni skupinu pro vazbu na matrici, aniz by
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neztratily svoji funkci, byly syntetizovany analogy obsahujici primarni aminoskupiny.
Po imobilizaci slouceniny na ,kinobeads® nasleduje inkubace s bunéfnym lyzatem
kdy jsou navazany proteiny. Po odmyti lyzatu jsou navazané proteiny eluovany,
rozStépeny trypsinem a analyzovany pomoci hmotnostni spektrometrie. Diky tomuto
pristupu mohou byt identifikovany nové potencialni cilové proteiny. Problém vSak
nastava pfi hodnoceni selektivity inhibitord. Kvdli imobilizaci ligandu se ziskané
vysledky nemohou vztahovat kdané slouceniné kvlli zménéné selektivité
a ucinnosti. Zkreslena je také vazba protein(, které jsou zastoupeny ve velké mire,
jelikoz se slabéji vazi na pfislusnou matrici. V disledku pfekonani téchto nedostatku
byl vyvinut novy pfistup. Vyuziva imobilizovanych selektivnich inhibitorl k analyze
kompetice volného ligandu v roztoku k jeho cilovému proteinu. Tato metoda je
zaloZzena na méfeni kompetice mezi nemodifikovanou testovanou latkou
a imobilizovanym ligandem (Bantscheff M, 2007). V metodé&, kterou pouzil Graves PR
(2002) bylo vyuzito imobilizace ATP pfes y-fosfat k pevnému nosici, ATP tedy bylo
vyuzito jako ligand.

Tento pristup v8ak Casto vede k zachyceni omezeného poctu kinaz. ,Kinobeads*
nevazi pouze proteinkinazy, ale i jiné proteiny subproteomického zajmu, a to dalSi
ATP a purin vazebné proteiny jako jsou: chaperony, helikazy, ATPazy, motorové
proteiny, transportéry a metabolické enzymy. Podle vysledkld zhmotnostni
spektrometrie se odhaduje, Ze kinazy tvofi 80% z celkového mnoZstvi zachycenych
proteint (Bantscheff M, 2007).

Existuji také tzv. rozpustné préby, které byly vyvinuty v ramci pfekonani nevyhod
pevnych matric a to nemoznost volného pohybu a sterické prekazce. Rozpustné
préby jsou tvofeny peptidovym epitopem, ktery je pres linker spojen s ligandem, coz
umoznuje volnou difuzi préby a pfekonani sterické prekazky jako je tomu u pevnych
matric, kde dochazi k nadmérnému shlukovani ligandu. Byl proveden experiment
s derivatem inhibitor( proteinkinaz, ktery byl pfipojen ke komerénimu peptidu FLAG,
pricemz bylo prokazano, Ze jeho inhibi¢ni aktivita byla zachovana. Komplex inhibitoru
a proteinu byl izolovan pomoci anti-FLAG afinitni matrice. Pouzitim této metody byly
identifikovany jak jiz znamé, tak i dosud neznamé molekularni cile (Saxena C, 2008).
Diky této metodé bylo odhaleno nékolik molekularnich cili napf. chinolinovych
slouCenin. PFi testovani lidskych krevnich bunék byly identifikovany aldehyd
dehydrogenaza-1 a chinolin reduktaza-2 jako cilové proteiny chinolini (Graves PR,
2002).
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2.2.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometr se sklada ze tfi zakladnich soucasti: iontovy zdroj,
hmotnostni analyzator a iontovy detektor, viz Obr. 6. Mé&feni molekularni hmotnosti,
tedy poméru hmoty a naboje, je provadéno na ionizovanych vzorcich v plynném
stavu. K pfevodu proteinovych Ci peptidovych molekul z kapalné nebo pevné faze do
faze plynné jsou bézné vyuzivany dvé metody (Saxena C, 2009). Prvni metodou je
MALDI (matrix-assisted laser desorption ionization), tedy ionizace na matrici pomoci
laseru. Tato ionizaCni metoda vyuziva organické smési k ionizaci a kokrystalizaci
proteinovych &i peptidovych molekul na kovové nebo kiemikové desti¢ce. Pulzujici
laser excituje matrici, coz zpUsobuje prudké zahfivani a tim pfeménu a desorpci
iontd do plynné faze. Tyto ionty jsou pak pfivadény do hmotnostniho analyzatoru
a na detektor (Karas M, 1988). Druhym zplUsobem ionizace je ESI (electrospray
ionization), tedy ionizace elektrosprejem. Analyzované ionty jsou rozpustény
v tékavém rozpoustédle a prochazi pfes nabitou kolonu tvofici jemny aerosol, ktery
je sméfovan na hmotnostni analyzator (Fenn JB, 1989). Hmotnostni spektrometry se
liSi v citlivosti, rozliSeni a pfesnosti pfi méfeni hmoty (Saxena C, 2009).
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Obr. 6: Proces identifikace proteinli pomoci hmotnostni spektrometrie

Peptidy jsou pfi hmotnostni spektrometrii ionizovany pomoci MALDI nebo ESI a vyslany
k hmotnostnimu analyzatoru na detektor. Data jsou analyzovana na zakladé MS a MS/MS spekter
a poté jsou porovnavany v databazich, ¢imz jsou identifikovany dané proteiny (upraveno podle
Saxena C, 2009).

Proteiny ziskané afinitni purifikaci jsou rozstépeny specifickou proteazou (napf.
trypsin). Peptidy jsou separované na HPLC (high-pressure liquid chromatography)
a ionizovany pomoci MALDI nebo ESI a vyslany k hmotnostnimu analyzatoru.
Vysledkem méfeni je pomér hmotnosti a hodnoty naboje peptidovych iontd. Pfi
tandemové MS/MS hmotnostni spektrometrii je specificky peptidovy iont dale
fragmentovan na kratSi aminokyselinové sekvence, pfipadné az na imoniové ionty,
na zakladé kterych je urCena presna sekvence peptidl. Zaznamenana spektra jsou
porovnana v databazi s virtualnim vzorkem obsahujicim téméf vSechny proteiny
z daného organismu, diky ¢emuz je dany protein identifikovan (Saxena C, 2009).
Tento proces se nazyva fingerprinting hmoty peptidl (Cottrell JS, 1994).

Jedna zvyhod hmotnostni spektrometrie je, Ze muize poskytovat kvantitativni
informace o proteinu ve vzorku. Nékolik strategii pro relativni i absolutni kvantifikaci

zahrnuje izotopové znaceni proteinl z fyziologické i patologické burnky a nasledné
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analyzu poméru téchto proteint s vyuzitim hmotnostni spektrometrie (Saxena C,
2009). Kvantifikacni metody jsou ruzné, napf.: ICAT (isotope-coded affinity tag),
MCAT (mass-coded abundance tagging), SILAC (stable isotope labeling by amino
acids in cell culture), GIST (global internal standard strategy) (Hamdan M, 2002).

Pfi SILAC dochazi k inkorporaci aminokyselin, které jsou znaCeny pomoci stabilniho
izotopu (napt.: 2H, *C, N, '80), jiz pfi kultivaci v médiu in vivo. Po extrakci proteind
a jejich purifikaci jsou vzorky (znaCené a neznacené) smichany v urcitém poméru
a dale se jiz pracuje se smési. Smés je Stépena trypsinem a kvantifikovana pomoci
hmotnostni spektrometrie na zakladé pomérl intenzit signalid. Na rozdil od toho
u ICAT dochazi ke znaceni proteinl az po jejich extrakci, denaturaci a redukci
pomoci chemické modifikace in vitro. Teprve potom jsou vzorky (znaCené
a neznaCené) smichany v urlitétm poméru, S$tépeny trypsinem, purifikovany
a kvantifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie na zakladé pomérl intenzit
signalu (Ong SE, 2002).

Kromé metod, které vyuzivaji izotopové znaceni, existuji i metody bez nutnosti

vyuziti izotopl tzv. ,label free (Guitot K, 2014)

2.3 Indazolové derivaty

Pfedmétem zajmu této prace jsou indazolové derivaty. Indazol je heterocyklicka
aromaticka slou€enina, viz Obr. 11. V pfirodé se vyskytuje zfidka. Indazoly jsou
obsazen v alkaloidech nigelicinu, nigeglaninu a nigeglidinu. Nigelicin byl izolovan
z Siroce rozSifené rostliny Nigella sativa L Cili Cesky Cernucha seta, ktera patfi do
Celedi pryskyrnikovité, lidové se nazyva Cerny kmin a semena se pouzivaji jako
koreni (wikipedia.org).

Tyto latky jsou vyznamné hlavné pro svoji antiproliferativni a apoptotickou aktivitu
proti  nadorovym  burfikdm. Tak  napfiklad N-(2-allyl-2H-indazol-6-yl)-4-
metoxybenzensulfonamid-4 a N-[7-etoxy-2-(4-metyl-benzyl)-2H-indazol-6-yl]-4-metyl-
benzensulfonamid-9 vykazovaly v pfedbéznych farmaceutickych studiich in vitro
vyznamnou antiproliferativni aktivitu proti nadorovym buné&nym liniim odvozenych
od karcinomu vaje¢niku nebo adenokarcinomu plic. Hodnota ICso se pohybovala
kolem 4,21 az 18,6 uM. Obé tyto slou€eniny byly schopny zastavit bunécny cyklus

v bodé mezi G2/M fazi. Tyto indazolové derivaty se nejspis vazi v bunce na tubuliny.
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Pfi imunofluorescencni mikroskopii vS8ak nebyly pozorovany zmény ve strukture
mikrotubularni sité, ale za to byly ukazany rozdily v chovani téchto dvou sloucenin
(Abbassi N, 2014).

Nové bylo zjisténo, Ze indazolové derivaty maiji dvoji ucinek a jsou to jak antagonisté
AT (angiotensinovy receptor Il) s ICso 0,006 puM, tak parcialnimi agonisty PPARy
(peroxisome proliferator-activated receptor-y) s ECso 0,25 pM. Tyto receptory hraji
vyznamnou roli pfi metabolickych poruchach jako, jsou vysoky krevni tlak, obezita,
rezistence k inzulinu a dyslipidémie, ktera pfedstavuje hlavni riziko vzniku
kardiovaskularnich onemocnéni. V testech in vivo na mysich bylo prokazano, ze
indazolovy derivat, viz Obr. 11, vyrazné snizuje systolicky a diastolicky krevni tlak,
jelikoz pusobi jako antagonista AT receptoru. Tato latka v8ak pusobi také jako
parcialni agonista PPARYy receptoru a muze mit vyznamné nezadouci ucinky. Tento
indazolovy derivat také vyznamné snizuje hladinu volnych mastnych kyselin
a triacylglycerolu v plazmé, a tim zvySuje citlivost tkani na inzulin. Tato latka funguje
podobné jako plny agonista PPARYy, avSak s tim rozdilem, Ze nezvySuje hmotnost

pacienta béhem lécby (Lamotte Y, 2014).

Obr. 11: Struktura indazolu a jeho derivatu

Struktura aromatického heterocyklicku indazolu a jeho derivatu.
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3 Cil prace

Cilem prace byla identifikace molekularnich cild protinadorovych léciv, konkrétné
indazolovych derivatd, pomoci afinitni purifikace a optimalizace této metody.

Biologickym materialem byla suspenzni bunécna linii odvozena od akutni
T-lymfoblastické leukémie CCRF-CEM, znacena pomoci lehkych a tézkych izotopl
uhliku tzv. metodou SILAC. Kdispozici bylo nékolik indazolovych derivata
imobilizovanych z nékolika stran a v ramci optimalizace metody byly pouzity riizné
postupy pfi afinitni purifikaci: od ruznych strategii afinitni purifikace a rozdilnych
druhtd afinitnich matric, pfes rizné zplsoby trypsinové digesce protein(
a precistovani peptidu, k odliSnym pfistuplm ionizace peptidu pfi méfeni na rliznych

hmotnostnich spektrometrech.
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4 Material a metodika

4.1 Material

4.1.1 Biologicky material

- Suspenzni bunécna linie odvozena od akutni T-lymfoblastické leukémie
CCRF-CEM. Bunéc¢na linie byla ziskana od spole¢nosti ATCC (American

Tissue Culture Collection).

4.1.2 Chemikalie

- 10 x tris glycin SDS pufr (TGS), Sigma-Aldrich

- 20% dialyzované fetalni bovinni sérum, Sigma-Aldrich

- 30% roztok akrylamidu a bisakrylamidu, Bio-Rad

- acetonitril, J.T. Baker

- agarozove kulicky: Streptavidin-Agarose, from Streptomyces avidinii,
Sigma-Aldrich

- aminokyseliny: arginin "*C, lysin "*C, arginin "2C, lysin '?C, Sigma Aldrich

- antibiotika: streptomycin, Sigma-Aldrich; penicilin, Biotika

- biotin, Sigma-Aldrich

- biotinylované a volné testované molekuly indazolovych derivatd byly
pfipraveny pracovniky organické laboratofe Ustavu molekulérni a translaéni
mediciny, Olomouc

- bovinni sérovy albumin (BSA), Sigma-Aldrich

- bromfenolova modf, Sigma-Aldrich

- Butanol, Sigma-Aldrich

- Coomassie Brilliant Blue, Sigma-Aldrich

- cystein, Sigma-Aldrich

- deoxycholat sodny, Sigma-Aldrich

- dimetylsulfoxid (DMSO), Sigma-Aldrich

- ditiotreitol (DTT), Sigma-Aldrich

- dodecil siran sodny (SDS), Sigma-Aldrich
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etylendiamin tetrakyselina octova (EDTA), Serva

etylenglykol tetrakyselina octova (EGTA), Serva

etylmorfolin (EtMF), Sigma-Aldrich

fosfatazovy a proteazovy inhibitor, Roche

glycerol, Sigma-Aldrich

hydrogenuhli¢itan amonny, Fluka

inhibitory: Na4P207 x 10H,0, NazVO, NaF, PMSF, Sigma-Aldrich

jodacetamid (IAA), Sigma-Aldrich

kalibranty pro hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF: bradykinin 1 — 7
(757,39916 Da), angiotensin Il (1046,54180 Da), angiotensin | (1296,68480
Da), substance P (1347,73540 Da), bombesin (1619,82230 Da), renin substrat
(1758,93261 Da), ACTH klip 1 — 17 (2093,08620 Da), ACTH klip 18 — 39
(2465,19830 Da) a somatostatin 28 (3147,47100 Da).

kyselina octova, Lach-Ner

kyselina trifluoroctova, Sigma-Aldrich

kyselina a-kyanohydroxyskoficova

magnetické kulicky: Dynabeads My One C1, Invitrogen

médium RPMI bez argininu, bez lysinu, s L-glutaminem, Biowest

metanol, Merck Millipore

N, N, N', N'-tetrametyletylendiamin (TEMED), Serva

NaCl, KCI, NazHPO4 x 12 H,0, Na;HPO4 x H20, NapHPO4 x 2 H,0, KoHPOy,
Lach-Ner

NHsH2PO4

NP-40, Sigma-Aldrich

persulfat amonny (APS), Serva

roztok bicinchoninové kyseliny (BCA), Sigma-Aldrich

roztok CuSO4 x 5 H20, Sigma-Aldrich

trifluoroetanol

tris(2-karboxyetyl)fosfin (TCEP), Sigma-Aldrich

tris(hydroxymetyl)aminometan (Tris), Serva

triton-X, Serva

trypsin: Trypsin Gold, Mass spektrometry Grade, Promega
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4.1.3 Pufry

- 10 x fosfatovy pufr (PBS): 80 g NaCl, 2 g KCI, 32,1 g Na;HPO4 x 12 H,0,
2 g KoHPO4 (+ inhibitory: 5mM NasP207x 10H,0, 1mM NaszVO, 5mM NaF,
1mM PMSF) do 1 | H,O pfi celkovém pH 7,4

- 5 x SDS vzorkovaci pufr: 250mM Tris, 10% SDS, 30% glycerol, 0,5M DTT,
0,02% bromfenolova modf, pfi celkovém pH 6,8.

- lyzacni pufr: 20mM Tris (pH 7,5); 150mM NaCl; 1mM EGTA; 1mM EDTA,;
0,5% TritonX-100 0,5% NP-40

- lyzacniho pufru podle Ong SE (2012): 1% NP-40, 0,25% deoxycholat sodny,
150mM NaCl, 50mM Tris, fosfatovy a proteazovy inhibitor v tabletach pfi
celkovém pH 7,8.

- odbarvovaci a fixacni pufr: 250 ml H2O, 200 ml metanolu, 50 ml kyseliny
octové

- PBS pro afinitni purifikaci: 0,25 g Na;HPO4 x H>0, 1,44 g Na,HPO,4 x 2 H0,
8,78 g NaCl do 1| H,O pfi celkovém pH 7,4

4.1.4 Pristroje a laboratorni vybaveni

- analyzator viability bunék: Vi-cell XR, Backman Coulter, USA

- centrifuga: Centrifuge 5810R, Eppendorf, Némecko

- centrifuga: MiniSpin, Eppendorf, Némecko

- centrifuga: Rotina 420R Zentrifugen, Hettich, Némecko

- elektroforeticka komora: Mini-Protean Tetra System, Bio-Rad, USA

- exikator: Secador, P-lab, Czech Republic

- flowbox: Herasafe KS, Trigon-Plus, Czech Republic

- hmotnostni spektrometr: Bruker Ultraflextreme, Bruker Daltonics, Némecko

- hmotnostni spektrometr: Orbitrap Elite, Velos Pro, Thermo Scientific,
Némecko

- HPLC kapalinovy chromatograf: Agilent Capillary 1200, Agilent Technologies,
USA s kolonou Michrom Magic C18AQ, Bruker-Michrom, USA spojeny se
spoterem Proteineer fc, Bruker Daltonics, Némecko

- inkubator: Forma Direct Head, Thermo Scientific, Trigon-Plus, Czech Republic
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4.2

kolona Macro Trap, Bruker-Michrom, USA

koncentrator: Concentrator 5301, Eppendorf, Némecko

magnetické michadlo: Magnetic stirrer MSH, Fischer Scientific, USA
magneticky separator 104 II, Omnilab-Laboratorzentrum GmbH & Co. KG,
Némecko

mikroskop: Olympus IX51,USA

pH metr: Denver Ultra Basic UB-10, P-lab, Czech Republic

pFistroj pro MS vodu: Milli Q Water Purification System, Merc Millipore, Czech
Republic

reverzni faze C18: High Performance Extraction Disks C18, Empore, USA
scanner polyakrylamidového gelu: GS-800 Calibrated Densitometer, Bio-Rad,
USA

sonikator: Bandelin Sonorex, Maneko, Czech Republic

spektrofotometr: Multi plate reader Perkin Elmer, EnSpire, USA

termomixér: Thermomixer comfort, Eppendorf, Némecko

UHPLC kapalinovy chromatograf: Dionex Ultimate 3000, s pre-kolonou
a kolonou Acclaim Pep Map 100 C18 Thermo Scientific, Némecko

vahy: Scaltec, SBC 21, LabExchange, Némecko

zdroj pro SDS-PAGE: Power Pac Basic, Bio-Rad, USA

Metodika

4.2.1 SILAC a afinitni purifikace

Popis metody afinitni purifikace je uveden v teoretické Casti. Experimentalni Cast

vychazela z velké €asti z prace Ong SE (2012), kde bylo vyuzito metody SILAC pro

kvantifikaci proteint. Buné&cna linie odvozena od akutni T-lymfoblastické leukémie

CCRF-CEM byla kultivovana ve dvou kultivacnich nadobach s odliSnymi kultivacnimi

medii. Prvni médium obsahovalo arginin a lysin s uhlikem '?C a druhé médium

obsahovalo arginin a lysin s uhlikem "*C. Buné&&né linie byly kultivovany nejméné pét

pasazi, aby doSlo k celkové inkorporaci zna¢enych a neznaCenych aminokyselin do

vSech bunék. Z obou bunécénych linii byly pfipraveny proteinové lyzaty, za pouziti
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lyza¢niho pufru a poté lyza¢niho pufru podle Ong SE (2012). Koncentrace proteina
v lyzatech byla zméfena pomoci BCA (bicinchoninic acid) testu.

Afinitni purifikace byla zavadéna a postupné byla optimalizovana v jednotlivych
stadiich. Byly pouzity dva typy mobilnich matric, magnetické a agarézové kulicky,
které na svém povrchu maji navazany streptavidin.

Nejprve byla zvolena tato strategie pro afinitni purifikaci: streptavidinové magnetické
kulicky byly inkubovany s biotinylovanou latkou s naslednou inkubaci s lyzatem
obsahujicim izotopicky znacené proteiny (heavyform). Pro negativni kontrolu byly
streptavidinové magnetické kuliCky inkubovany s biotinem a nasledné inkubovany
s neznaCenymi proteiny (lightform). Specificky protein by se mél vazat na
biotinylovanou latku navazanou na afinitni matrici, kde byl pouzit heavy lyzat. Pomér
intenzit téZkych a lehkych peptidi vazajiciho se proteinu (H/L) by mél byt ve
prospéch tézkych peptidt (H/L > 1).

Nejprve bylo na kulicky aplikovano 500 pg proteind a poté jen 200 pg kvdli
snadnéjSimu navazani specifickych proteinu. Také byl ooménén krok promyvani, kde
byl PBS pufr vyménéno za lyzaéni pufr, ktery je k proteinim Setrnéjsi. Kuli¢ky byly
také nejprve zamrazovany v PBS pufru, poté v lyzacnim pufru, aby nedochazelo
k vyvazani cilovych proteinu.

Druha zvolena strategie vychazela z prace Ong SE (2012), kdy se vyuZilo
kompetitivni vazby proteinu mezi biotinylovanou latkou navazanou na matrici
a stejnou volnou latkou v roztoku, ktera byla obsazena v pétinasobném mnozstvi.
Byly vytvofeny dvé varianty vzorkud: varianta A, kdy k lyzatu s neznacenymi proteiny
byla pfidana volna testovana latka a zaroven k lyzatu se znaCenymi proteiny byl
pfidan misto testované latky DMSO; a varianta B, kdy tomu bylo pfesné naopak.
Afinitni matrice byla pfed-inkubovana s biotinylovanou latkou a nasledné inkubovana
s takto pfipravenymi lyzaty. Nakonec byly v obou variantach smichany lyzaty
s tézkymi a lehkymi formami proteini dohromady (v poméru 1:1). U varianty A by se
mélo navazat pétinasobné mnozstvi cilového proteinu na matrici, kde byla pouze
biotinylovana latka a DMSO, tedy pfi inkubaci s heavy lyzatem. Pfi inkubaci s light
lyzatem byla na matrici vazana biotinylovana latka, ale vroztoku byl zaroven
pétinasobek volné latky, coz zpusobilo pétinasobné snizeni mnozstvi specificky
navazaného proteinu. Specificky navazany proteiny na volnou latku byl nasledné
odmyt. U varianty B tomu bylo pfesné naopak. Pokud je na biotinylovanou latku

specificky navazan protein, tak Ize oCekavat kladnou hodnotu log2 poméru H/L
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u varianty A a L/H u varianty B. Diky této strategii miZeme |épe rozliSit nespecifické
a specifické vazby proteint na testovanou latku. V bodovém grafu log2 poméra H/L
a L/H variant A a B, viz Graf 1, jsou v pravém hornim kvadrantu umistény specificky
vazajici se proteiny, pficemz hodnoty kolem 5 odpovidaji nejvice specificky
navazanym proteinim. NizSi hodnoty mohou pfedstavovat proteiny, které se vazi na
specificky vazany protein, napf. mohou byt tyto proteiny spolu v komplexu. Specifické
proteiny jsou v grafu usporadany v linearni linii. VSechny proteiny vyskytujici se
kolem bodu 0 jsou nespecificky vazané proteiny, napf. proteiny vazajici se na afinitni
matrici nebo streptavidin. V levém dolnim kvadrantu grafu se pak vyskytuji proteiny
precipitované s matrici. V levém hornim a v pravém dolnim kvadrantu jsou odlehlé
hodnoty. Porovnanim variant A a B jsou vytvofeny striktni kritéria pro identifikaci
specificky vazanych proteint na testovanou latku.

V dalSim kroku optimalizace metody byly srovnany afinitni matrice magnetickych
a agarozovych kuliCek pro zjisténi, na kterou matrici se budou specifické proteiny
lépe vazat. P¥i pfipravé proteinovych lyzatl a v prabéhu afinitni purifikace byl vyuzit
SetrnéjSi lyzac¢ni pufr podle Ong SE (2012) a také byl aplikovan pfimo Cerstvy
proteinovy lyzat a to o koncentraci 2 mg/ml misto pfedem pfipraveného
a uschovaného v mrazaku pfi - 80°C. Zamrazenim proteinového lyzatu muze dojit
k rozpadu nékterych proteinovych komplexu. Poslednim optimalizaénim krokem bylo
vynechani bloka¢niho kroku promyvani PBS pufrem s 0,1% BSA, jelikoz se BSA

nespecificky vaze na afinitni matrici a muze tak nepfiznivé ovliviiovat vysledek.
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Graf 1: Poméry H/L (varianta A) a L/H (varianta B) znacené pomoci SILAC
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Upraveno podle Ong SE (2012).

4.2.1.1 Kultivace nadorovych bunék CCRF-CEM se zna€enim SILAC

Byly pfipraveny dva druhy kultivacnich medii: 500 ml RPMI média
s glutaminem a bez argininu a lysinu, 50 ml 20% dialyzovaného bovinniho
séra, antibiotika (2,5 ml 0,5% streptavidinu a 0,05% 0,25 ml penicilinu)
a pfidané aminokyseliny: k jednomu médiu 100 mg argininu a 20 mg lysinu
s uhlikem '?C a k druhému médiu 100 mg arginin a 20 mg lysinu s uhlikem
3C. Ob& média byla nasledné filtrovana pres sterilni filtr s PES membranou
s pory o velikosti 0,22 ym ve vakuu.

Bunécna linie CCRF-CEM byla timto médiem nejdfive jen kultivovana podobu
5 pasazi, aby se do v8ech bunék inkorporovaly aminokyseliny s uhlikem 2C
nebo °C.

Bunécna linie CCRF-CEM byla pfevazné kultivovana v kultivacnich lahvich
o objemu 690 ml s kultivaéni plochou 150 cm?. Poc¢ateéni koncentrace byla
vzdy 0,5 miliond bunék na 1 ml, pfi ¢emz za 2-3 dny se koncentrace bunék
pohybovala kolem 1,5 miliond na 1 ml. Kultivace probihala v inkubatoru
pfi 37°C a 5% atmosféfe COo.
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Viabilita bunék a jejich pocCet byl analyzovan pomoci pfistroje Vi-Cell XR (Cell
viability analyzer).

4.2.1.2 Priprava proteinovych lyzatt z nadorovych bunék CCRF-CEM

Bylo napocitano potfebné mnozstvi bunék (100 x 106), centrifugovano 5 minut
pfi 1500 rpm ve vychlazené centrifuze na - 4°C.

Peleta byla rozklepana a bylo pfidano 15-20 ml 1 x PBS s inhibitory a opét
centrifugovano 5 minut pfi 1500 rpm a bylo opakovano 3 x.

Peleta byla vysuSena invertovanim zkumavky 1-2 minuty, byl pfidan lyzacni
pufr (1 ml na 100 x 10° bunék), obsah byl opakované propipetovan
a sonikovan na sonikatoru s ledem 30 sekund, obsah byl ponechan lyzovat na
ledu 15 minut a poté byl znovu sonikovan, a opét lyzovan na ledu 15 minut.
Lyzat byl centrifugovan na 14000 x g pfi 4°C, 10 minut, supernatant byl
prenesen do novych zkumavek.

Cerstvy lyzat byl vyuZit pro naslednou afinitni purifikaci nebo byl zamrazen
pfi - 80°C.

4.2.1.3 Méreni koncetrace proteinti pomoci BCA (bicinchoninic acid)

Tento test je zalozen na tvorbé komplexd proteind s médnatym kationtem.
V zasaditém prostfedi jsou médnaté kationty redukovany na médné, které
tvofi fialové zbarveny komplex s BCA. Cystein, cystin, tryptofanu, tyrosinu
a peptidové vazby jsou schopny redukovat Cu®* na Cu'". Mnozstvi
redukovaného médnatého kationtu odpovida mnozstvi proteinu v lyzatu.

Byly vytvofeny standardy - roztoky bovinniho sérového albuminu (BSA)
vlyzaénim purfu pro méfeni neznamé koncetrace proteind v lyzatu
o koncetracich: 0, 25, 125, 250, 500, 750, 1000, 1400 a 2000 pg/ml.

Lyzat byl 5 x zfedén, jelikoz byla pfedpokladana vysoka koncetrace proteinu.
Byl pfipraven roztok BCA se 4% CuSO4 x 5 H,0O v poméru 50:1.

Na 96 jamkovou destiCku byly v triplikatech po 10 yl naneseny standardy,
vzorky proteinového lyzatu a jako blank byl pouZit lyzaéni pufr.

Do kazdé jamky bylo aplikovano 200 pl pfedem pfipraveného roztoku BCA se
4% roztokem CuSO4 x 5 H,0.
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- Desticka byla 1 minutu promyvana na tfepaCce a poté byla umisténa do
inkubatoru pfi 37°C po dobu 30 minut.

- Po oplynuti této doby byla destiCka opét 1 minutu promyvana na tfepacce
a byla zméfrena absorbancnce roztoku pfi 562 nm na spektrofotometru.

- Pomoci rovnice regrese grafu zavislosti mezi absorbanci a koncetraci

standardd byla vypocitana koncetrace proteinu v lyzatu.

4.2.1.4 Afinitni purifikace bez vyuziti kompetice

- Magnetické kuli¢ky byly resuspendovany v plvodnim obalu na vortexu.

- Do zkumavek bylo aplikovano 50 yl magnetickych kuli¢ek.

- Magnetické kulicky byly promyty 100 pyl PBS pufru, umistény na magneticky
separator a PBS pufr byl odsat, promyvani bylo opakovano 3 x.

- K magnetickym kulickam bylo pfidano 100 pl 100uM roztoku biotinylované
latky, do negativni kontroly bylo pfidano stejné mnozstvi 100uM biotinu a bylo
inkubovano 30 minut pfi pokojové teploté na termomixéru pfi 500 rpm.

- Magnetické kulicky s navazanou biotinylovanou molekulou byly ponechany
separovat na magnetickém separatoru po dobu 2-3 minut.

- Magnetické kulicky byly 3 x promyvany 100 pl PBS pufru s 0,1% BSA kvuli
blokaci afinitni matrice.

- Kvyvazani zbylych vazebnych mist streptavidinu bylo pfidano 100 yl 100pM
roztoku biotinu a bylo inkubovano 30 minut pfi pokojové teploté na
termomixéru pfi 500 rpm.

- Magnetické kulicky byly 3 x promyty 100 pl PBS pufru a pfeneseny do novych
zkumavek.

- K magnetickym kulickam bylo pfidano 500 nebo 200 pg proteinu.
Ke zkumavce s negativni kontrolou byl pfidan lyzat s lehkymi izotopy a ke
zkumavce s navazanou latkou byl pfidan lyzat s tézkymi izotopy.

- Magnetické kulicky s lyzatem byly za ob&asného promichavani inkubovany
2 hodiny na ledu.

- Navazané proteiny byly promyvany 3 x 100 pl PBS pufru, pak 2 x promyvany
100 pl 0,1% SDS nebo lyzanim pufrem s pauzou 5 minut a nakonec jesté

jednou promyty 100 ul PBS pufru.
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- Magnetické kuliCky s negativni kontrolou a lyzatem s lehkymi izotopy byly
smichany s magnetickymi kuliCkami s latkou a lyzatem s tézkymi izotopy

v PBS pufru do jedné nové zkumavky.

4.2.1.5 Afinitni purifikace s vyuzitim kompetice

- Magnetické nebo agarézové kulicky byly resuspendovany v plvodnim obalu
na vortexu.

- Do zkumavek bylo aplikovano 50 pl magnetickych nebo agarézovych kuliCek.

- Magnetické kuliCky byly 3 x a agarézové 7 x, jelikoz byly uchovany v azidovém
pufru, promyty 100 pl PBS pufru. Magnetické kulicky byly separovany pomoci
magnetického separatoru a agardézové kuli€ky byly separovany centrifugaci
podobu 2 minut pfi 13 400 rpm.

- Ke kulickam bylo pfidano 99 pl PBS pufru a potom 1 yl 10mM DMSO roztoku
biotinylované molekuly, poté byly inkubovany 30 minut pfi pokojové teploté na
termomixéru pfi 500 rpm.

- Mezitim byla vytvofena varianta A, kdy k proteinovému lyzatu s lehkymi
izotopy o koncentraci 2 mg/ml byla pfidana volna latka do vysledné
koncentrace 0,5 mM (5 ul z 10mM roztoku do 100 pl lyzatu) a k proteinovému
lyzatu s tézkymi izotopy o koncentraci 2 mg/ml bylo pfidano adekvatni
mnozstvi DMSO.

- Varianta B byla pfipravena pfesné naopak, kdy k proteinovému lyzatu
s lehkymi izotopy bylo pfidano DMSO a k proteinovému lyzatu s tézkymi
izotopy byla pfidana volna latka.

- Takto pfipravené lyzaty byly inkubovany 1 hodinu na ledu.

- Kulicky s navazanou biotinylovanou molekulou byly separovany po dobu
2-3 minut.

- Kuli¢ky byly 3 x promyvany 100 ul PBS pufru s 0,1% BSA, kvuli blokaci afinitni
matrice.

- Ke kulickam bylo pfidano 100 pl 100uM roztoku biotinu k vyvazani zbylych
vazebnych mist streptavidinu a inkubovano 30 minut pfi pokojoveé teploté na
termomixéru pfi 500 rpm.

- Poté byly kulicky 3 x promyvany 100 yl PBS pufru a obsah byl pfenesen do

novych zkumavek.
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- Na kulicky byl aplikovan pfed-inkubovany lyzat s volnou latkou nebo DMSO
a byly za obasného michani inkubovany 2 hodiny na ledu.

- Poté byl lyzat odebran a uschovan pro pfipadnou pozdéjsi analyzu.

- Navazané proteiny byly promyty 150 ul lyzacniho pufru ota¢enim zkumavky.

- Poté byl lyza¢ni pufr odebran a uschovan.

- Bylo pfidano znova 150 pl lyzaéniho pufru a obsah zkumavek s lyzatem
s tézkymi a lehkymi izotopy byly pfeneseny a smichany v nové vétsi
zkumavce.

- Lyzacni pufr byl odebran a kulicky byly znovu promyty 300 ul lyzaéniho pufru.

- Lyzaéni pufr byl odebran a kulicky byly zamrazeny v lyzaCnim pufru, aby
kulicky nevyschly. Pro naslednou digesci v gelu byly kuliCky uschovany

v 10% SDS vzorkovacim pufru, ktery uvolnil navazané proteiny z kulicek.

4.2.2 Digesce a priprava vzorkl pro hmotnostni spektrometrii

Proteiny, ziskané pomoci afinitni purifikace byly identifikovany pomoci hmotnostni
spektrometrie. Pfed identifikaci musi byt provedena digesce, tedy rozstépeni protein(
na peptidy enzymem napf. trypsinem, ktery specificky $tépi za kazdym agrininem
nebo lysinem. Trypsin je aktivni v mirné zasaditém prostfedi kolem pH 8,5. Pro lepsi
dostupnost trypsinu k aminokyselinové sekvenci je protein podroben redukci
disulfidickych mustkU cysteinu pomoci ditiotreitolu (DTT) nebo
tris(2-karboxyetyl)fosfinu (TCEP) a alkylaci volnych sulfurylovych skupin pomoci
jodacedaminu (IAA). Digesce byla provedena v roztoku nebo v gelu. Digesce v gelu
zahrnuje redukci, alkylaci a Stépeni pfimo v gelu. Digesci v gelu prfedchazi
elektroforeticka separace vzorku pomoci SDS-PAGE, tedy elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS). Gel se
skldda ze zaostfovaciho gelu o niz8i koncentraci polyakrylamidu a nizSim pH,
ktery slouzi k zaostfeni vzorku a separacniho gelu, ktery slouzi k samotné separaci
proteind. Nasleduje barveni gelu latkami, které se vazi na proteiny. Barvit se da bud
pomoci modrého barviva Coomassie Brilliant Blue nebo pomoci dusi¢nanu
stfibrného, ktery vynika vétsi citlivosti, ale je méné vhodny pro hmotnostni
spektrometrii. Poté je gel odbarvovan, jelikoz by vizualizaCni prostfedky branily
v dalSi analyze. Po redukci, alkylaci a Stépeni trypsinem jsou peptidy zgelu
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extrahovany a nasleduje jejich pfecisténi (Huynh ML, 2009). Precisténi peptida bylo

provedeno pomoci kolony Macro Trap nebo pres reverzni fazi C18 ve Spickach, kde

je vyuzito dlouhych uhlikatych fetézcli, aby doSlo k odstranéni nezadoucich soli ze

vzorku. Vzorky byly aplikovany do organické faze a byly tak pfipraveny pro separaci

v kapalinové chromatografii a naslednou hmotnostni spektrometrii (Govorukhina NI,

2006).

4.2.2.1 Digesce v roztoku

Magnetické nebo agarozové kulicky byly resuspendovany ve 100 yl 50mM
hydrogenuhliitanu amonném (ammonium bicarbonate - ABC).

K roztoku bylo pfidano 10 yl 100mM DTT rozpusténého v 50mM ABC o pH
8,5 a byl inkubovan pfi 60 °C 30 minut.

K roztoku bylo pfidano 15 pyl 100mM IAA rozpusténého v 50mM ABC o pH 8,5
a byl inkubovano pfi pokojové teploté ve tmé 1 hodinu. Poté byl obsah
premistén do vétsi zkumavky.

Pro neutralizaci nadbyteCného |IAA bylo k roztoku pfidano 375 pyl 5mM
cysteinu rozpusténého v 50mM ABC o pH 8,5.

Ke smési bylo pfidano 50 ul metanolu.

Poté bylo pfidano 5 ul 0,1 ug/ul trypsinu rozpusténého v 50mM ABC a smés
byla inkubovana pfi 37°C nejméné 2 hodiny.

Poté byly kulicky separovany.

Supernatant byl vyjmut a pfenesen do nové zkumavky.

Stépeni bylo zastaveno pfidanim 2,5 yl 10% trifluoroctové kyseliny (TFA)
k supernatantu.

Vzorek byl zamrazen pfi - 20 °C nebo byl rovnou pfecistén.

4.2.2.2 Digesce v gelu

Byla pfipravena aparatura pro pfipravu polyakrylamidovych gelu.

Byl pfipraven zaostfovaci gel (nasledujici mnozstvi vystaCi pro pfipravu
3 geld): 4,95 ml H,0O; 6 ml 30% akrylamidového mixu obsahujiciho akrylamid
a N,N'-metylenbisakrylamid; 3,75 ml 1,5M tris(hydroxymetyl)aminometanu
(Tris) o pH 8,8; 0,15 ml 10% SDS; 0,15 ml 10% persulfatu amonného (APS)
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a6 pl N, N, N, N'-tetramethylethylendiaminu (TEMED). APS a TEMED byl
ke smési pfidan tésné pred aplikaci mezi skla, jelikoz zplUsobuji zesitovani
akrylamidu.

Byl pfipraven separacni gel (nasledujici mnozstvi vystaci pro pfipravu 3 gelu):
7 ml HxO; 1,65 ml 30% akrylamidového mixu obsahujiciho akrylamid
a N,N'-metylenbisakrylamid; 1,25 ml 0,5M Tris o pH 6,8; 0,1 ml 10% SDS;
0,1 ml 10% APS a 20 yl TEMED. APS a TEMED byl opét ke smési pfidan
tésné pred aplikaci mezi skla.

Separacni gel byl do 3/4 nalit mezi skla aparatury a prekryt vrstvickou
protfepaného butanolu, ktery vyrovna hladinu separacniho gelu do roviny.

Po ztuhnuti separacniho gelu byl odstranén butanol a nalit zaostfovaci gel az
po okraj skel a mezi skla byl vsunut hiebinek, ktery vytvofil v gelu 10 jamek.
Byla sestavena aparatura pro elektroforézu napinéna 1 x Tris glycin SDS
(TGS) pufrem pro SDS-PAGE.

Vzorky byly pfed nanesenim na gel 5 minut ponechany v termomixéru pfi
99°C a nasledné kratce centrifugovany. Vzorky byly aplikovany do jamek na
gel v dostateCné vzdalenosti, aby se pfi separaci navzajem neovlivhovaly.
Elektroforéza probihala nejprve u zaostfovaciho gelu pfi 120 V a poté
u separacniho gelu pfi 150 V.

Po separaci vzorku byla elektroforéza zastavena a gel byl barven
v Coomassie Brillant Blue po dobu 20 minut.

Poté byl gel odbarven odbarvovacim a fixaCnhim pufrem po dobu 15 minut.
Proces byl opakovan 3 x. Gel byl do druhého dne ponechan v MS vodé
v lednici pfi 4°C.

Druhy den byly pasy gelu obsahujici vzorky rozkrajeny skalpelem na jednotlivé
frakce, pfiCemz byly rozdéleny jednotlivé pruhy proteini v gelu
do samostatnych frakci. Frakce byly jesté dale rozkrajeny na 1 x Tmm kosti¢ky
a pfeneseny do zkumavek.

K frakcim bylo pfidano 200 ul acetonitrilu (ACN) a sonikovano 5 minut, poté
byl ACN odebran a bylo pfidano 200 pl MS H,O (vody urcené pro hmotnostni
spektrometrii) a opét 5 minut sonikovano. Tento postup byl opakovan az do
uplného odbarveni gel od Coomassie Brilliant Blue.

Byla provedena redukce. Ke kazdé frakci bylo pfidano 150 pyl 50mM TCEP

a bylo ponechano 10 minut na termomixéru pfi 90°C. Poté byl TCEP odebran.
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Po redukci bylo provedeno promyti pfidanim 200 pl MS H,0O, sonikaci po dobu
5 minut, odebranim MS H,0 a pfidanim 200 pl ACN, sonikaci po dobu 5 minut
a odebranim ACN.

Byla provedena alkylace. Ke kazdé frakci bylo pfidano 150 uyl 50mM IAA
a inkubovano 1 hodinu ve tmé pfi pokojové teploté.

Po alkylaci bylo provedeno promyti pfidanim 200 yl MS H,0O, sonikaci po dobu
5 minut, odebranim MS H,0 a pfidanim 200 pl ACN, sonikaci po dobu 5 minut
a odebranim ACN. Tento postup byl opakovan 3 x. Posledni krok promyvani
byl proveden pfidanim 200 pl 50% ACN, sonikaci po dobu 5 minut
a odebranim.

Ke kazdé frakci bylo pfidano 150 pl trypsinového pufru, coz je 80 x zfedény
trypsin o koncentraci 500 ng/ul v etylmorfolinovém pufru (50mM EtMf s 10%
ACN o pH 8,3) a inkubovano pfes noc pfi 37°C.

DalSi den byla provedena extrakce peptidid. Zkumavky byly zchlazeny na
laboratorni teplotu, kratce centrifugovany a kapalny obsah byl pfenesen do
novych zkumavek.

K frakcim gelu bylo pfidano 100 pl 0,1% TFA v 80% ACN, sonikovano
10 minut a poté byl obsah pfenesen do novych zkumavek z pfedeslého kroku.
K frakcim gelu bylo pfidano 150 pl 0,1% TFA, sonikovano 10 minut a poté byl
obsah opét pfenesen do novych zkumavek z pfedeslého kroku.

K frakcim gelu bylo pfidano 100 ul 50% ACN, sonikovano 10 minut a poté byl
obsah opét pfenesen do novych zkumavek z pfedeslého kroku.

Extrakty byly odpafeny na koncentratoru pfi pokojové teploté a poté
rozpustény v 5 ul 80% ACN s 0,1 % TFA a nafedény 145 ul 0,1% TFA a bylo

provedeno precistovani.

4.2.2.3 Precistovani pomoci kolony Macro Trap

Byla sestavena souprava Macro Trap s drzdkem a proplachnuta pomoci
stfikacky Hamilton nejprve 500 pul ACN a poté 500 ul 80% ACN s 0,1% TFA.

Faze preciStovani probihala tak, Ze kolona Macro Trap byla proplachnuta
500 pl roztoku 0,1%TFA, poté byl do stfikacky Hamilton aplikovan cely objem
digestu a nanesen na kolonku, znovu byla kolona proplachnuta 500 ul

0,1% TFA. Precisténé peptidy byly eluovany 200 upl 80% acetonitrilu
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s 0,1% TFA do novych zkumavek. Tento postup byl opakovan pro dalSi
vzorky.

- Eluat precisténych proteint byl odparen v koncentratoru pfi pokojové teploté.

- Poté byly vzorky rozpustény v 1 yl ACN a nafedény 19 ul 0,1 % kyselinou
mravenci (formic acid — FA) a pfeneseny do sklenénych vialek s inzertem
a vickem, tim byly vzorky nachystany pro separaci kapalinovou chromatografii
a naslednou hmotnostni spektrometrii, az do analyzy byly uschovany
pfi - 20°C.

4.2.2.4 PreciStovani pomoci reverzni faze C18 ve Spi¢kach

- Vzorky byly po digesci odpafreny v koncentratoru pfi pokojové teploté.

- Pro kazdy vzorek byly rucné pfipraveny Spicky s reverzni fazi C18.

- Vzorky byly rozpustény ve 100 ul 0,5% kyseliny octové (acetic acid — AA).

- Do 38picek bylo pfidano 100 ul metanolu a centrifugovano pfi 1500 x g,
2-3 minuty.

- Do $8picek bylo pfidano 100 pyl 60% ACN s0,5% AA a centrifugovano
pfi 1500 x g, 2-3 minuty.

- Do $pi¢ek bylo pfidano 100 pl 0,5% AA a centrifugovano pfi 1500 x g,
2-3 minuty.

- Do Spi¢ek bylo aplikovano 100 pl vzorku a centrifugovano pfi 1500 x g,
2-3 minuty.

- Do $pi¢ek bylo pfidano 100 pl 0,5% AA a centrifugovano pfi 1500 x g,
2-3 minuty.

- Spicky byly pfeneseny do novych zkumavek.

- Do Spicek bylo pfidano 100 pl 60% ACN s 0,5% a centrifugovano pfi 1500 x g,
2-3 minuty.

- Eluat byl odpafen na koncentratoru pfi pokojové teploté a poté byly peptidy
rozpustény v 5% ACN s 0,1% FA a tak pfipraveny pro separaci kapalinovou
chromatografii a naslednou hmotnostni spektrometrii, az do analyzy byly
vzorky uschovany pfi - 20°C.
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4.2.3 Kapalinova chromatografie a hmotnostni spektrometrie

Princip hmotnosti spektrometrie je popsan v teoretické Casti. Pfed samotnou ionizaci
vzorku a méfeni hmotnostnich spekter musi dojit k separaci jednotlivych peptidu pres
analytickou kolonu pomoci kapalinové chromatografie. Kapalinova chromatografie
byla provedena na chromatografech: HPLC (high-pressure liquid chromatography)
a UHPLC (ultra-high performance liquid chromatography), ktery umozniuje separaci
pfi jesté vysSim tlaku a tim i rychlejSi separace (Rosenthal |, 2014). lonizace byla
provedena laserem za ucasti matrice MALDI spojena s analyzatorem doby letu TOF
(time od flight), ktery mé&fi hmotnost iontd na zékladé doby letu od zdroje k detektoru.
lonty jsou urychlovany pomoci elektromagnetického pole. VSem iontl je udélena
stejna kineticka energie, avSak rizné ionty jsou urychleny s riznou rychlosti a to
v zavislosti na poméru hmoty a naboje m/z. Analyza byla provedena pomoci MALDI
TOF/TOF hmotnostniho spektrometru, coz znamena, ze je vyuzito TOF reflektronu,
ktery odrazi letici ionty na TOF analyzator a zvySuje tak dobu letu. Tak je zvySeno
rozliSeni, avSak €asto na ukor citlivosti (Lewis JK, 2000). Také byla vyuzita ionizace
pomoci elektrospreje ESI a nasledna analyza iontd na Orbitrapu s vyuZitim linearni
iontové pasti. Zde dochazi k oscilaci iontu a frekvence pohybu iontl je pak nepfimo
umérna poméru m/z. Orbitrap poskytuje jak vysoké rozlieni, tak vysokou citlivost
(Hu Q, 2005).

4.2.3.1 Analyza HPLC/MS-MALDI TOF/TOF

- HPLC kapalinova chromatografie byla provedena na chromatografu (Agilent
Capillary 1200) spojeném se spoterem (Proteineer fc).

- Peptidy byly separovany na koloné (Michrom Magic C18AQ) o parametrech:
primér kolony 0,2 mm a délka 150 mm, velikost ¢astic 5 ym a velikost
vnitfnich pért 200 A pfi prtoku mobilni faze 4 ul/minutu.

- Byl nastaven nelinearni gradient mobilni faze, kdy bylo v 0-5 minuté naneseno
95 % roztoku A a 5 % roztoku B, v 5-44 minuté 70 % roztoku A a 30 % roztoku
B, ve 44-65 minuté 5 % roztoku A a 95 % roztoku B, v 65-88 minuté 95 %
roztoku A a 5% roztoku B.

- roztok A obsahoval 0,1% FA a ACN.
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roztok B obsahoval 0,1% FA.

Separace jednoho vzorku trvala 88 minut.

Na MALDI desticku MTP AnchorChip 1536 TF, 6s step byla nejprve spotovana
matrice, ktera sestava ze 44 pl 5,29uM Kkyseliny a-kyanohydroxyskoficove,
1524 ul ACN, 16 ul 10% TFA a 16 yl 100 mM NH4H2PO4v 0,1% TFA.

Poté byly spotovany frakce eluované po 15 — 48,6 minuté od zaclatku
separace.

Po spotovani vzorku byl na desti¢ku aplikovan roztok komercnich kalibrantu
pro hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF obsahujici peptidy bradykinin 1 — 7
(757,39916 Da), angiotensin Il (1046,54180 Da), angiotensin | (1296,68480
Da), substance P (1347,73540 Da), bombesin (1619,82230 Da), renin substrat
(1758,93261 Da), ACTH klip 1 — 17 (2093,08620 Da), ACTH klip 18 — 39
(2465,19830 Da) a somatostatin 28 (3147,47100 Da).

Lyofilizovana smés kalibrantt byla rozpusténa ve 250 ul 0,1% TFA.

15 pl kalibraéniho roztoku bylo smichano se 135 pl 0,1% TFA, 200 pl etanolu
a 100 pl roztoku 5,29mM a-kyanohydroxyskoficové kyseliny v acetonu.

Na jeden kalibra¢ni spot bylo aplikovano 0,5 ul roztoku kalibrantu.

Hmotnostni spektra byla zméfena na pfistroji Bruker Ultraflextreme
v reflektronovém pozitivnim mddu pfi relativni sile laseru 25 %.

MS spektra byla méfena v rozsahu 600 — 3500 m/z, detekce peptidi byla
potlacena do hodnoty 500 Da.

RozliSeni detektoru bylo nastaveno na maximalni hodnotu 4 GS/s, citlivost
byla nastavena na hodnotu 100 mV.

Vysledné spektrum bylo sestaveno z 2000 zasah(. Méfeni bylo provedeno pfi
napéti 25,24 kV na zdroji 1, 22,79 kV na zdroji 2; 7,46 kV na Cocce; 26,60 kV
na reflektronu 1; 13,33 kV na reflektronu 2 a pfi zpozdéné extrakci 110 ns.
Napéti na reflektronovém detektoru bylo rovno 2426 V.

Ziskana hmotnostni spektra byla automaticky zpracovana v softwarech
WARP-LC a FlexAnalysis, které vybraly peptidy pro naslednou MS/MS
analyzu. Hmotnostni spektra byla porovnana v softwaru ProteinScape
a identifikované proteiny vyhledany algoritmy Mascot a Phenyx.
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4.2.3.2 Anylyza UHPLC/MS-ESI Orbitrap

- LC-MS/MS analyza byla umoznéna spojenim kapalinové chromatografie
(UltiMate 3000) pfes ionizaCni zdroj (NanoEasySpray) s hmotnostnim
spektrometrem (Orbitrap Elite)

- 20 pl peptidové smési bylo nastfiknuto a zachyceno na C18 Trap koloné
(Acclaim PepMap100) o parametrech: primér kolony 0,075 mm a délka
2000 mm, velikost ¢astic 3 ym, a velikost p6rad 100 A pfi pratoku 5 pl/minutu
pomoci mobilni faze 0,1% TFA. Doba pratoku jednoho vzorku byla 95 minut.

- Mezi kazdym vzorkem byl nastfiknut kontrolni vzorek s BSA. Doba prutoku
byla nastavena na 65 minut.

- Po 10 minutach nanaseni a promyvani byly peptidy pfeneseny na analytickou
C18 kolonu (PepMap) o parametrech: prumér kolony 0,075 mm a délka
15000 mm, velikosti ¢astic 3 um a velikost pért 100 A a separovany pomoci
linearniho gradientu (2 - 40% mobilni faze B) pfi pratoku 275 nl/minutu po
dobu 2 hodin.

- Poté byla kolona promyta 90% mobilni fazi B a nasledné byla ekvilibrovana
pomoci 2% mobilni faze B.

- Mobilni faze A byla sloZzena z 2% ACN a 0,1% FA.

- Mobilni faze B byla sloZzena z 80% ACN, 10% trifluoroetanolu a 0,08% FA.

- Hmotnostni spektrometr Orbitrap Elite pracoval v pozitivnim modu.

- MS spektra byla méfena v rozsahu m/z 300 - 1700 na Orbitrapu pfi rozliSeni
120000 (pfi hodnoté m/z 400), AGC (automatic gain control), coz je mnozstvi
iontll, které proudi do Orbitrapu za urcity €as, bylo nastaveno na hodnotu
1 x 10° ionttl a maximalni akviziéni &as byl nastaven na 200 ms.

- Minimalni MS signal pro spusténi MS/MS experimentu byl nastaven na 1000.

- Hodnoty m/z spoustéjici fragmentaci peptidd (MS/MS experimenty) byly
zarazeny na exluzni list po dobu 60 s.

- Pro vSechny pfipady byl nastaven jeden mikroscan a bylo umoznéno proveést
maximalné 10 MS/MS experimentu.

- Bylo vyuzito funkce interni rekalibrace hmotnostniho spektra na iontu o m/z
445,120025 (polydimetylcyclosiloxan).

- CID (collision-induced dissociation) fragmentace byla provedena v iontové

pasti pfi "target value" (poCet iontl do pIné iontové pasti) 3000 iontd,
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maximalni akvizicni €as byl nastaven na 200 ms, bylo pouZito 35% kolizni
energie (energie potfebna pro fragmentaci peptidi), Q hodnota byla
nastavena na 0,25 a aktivacni ¢as byl nastaven na 10 ms.

Hmotnostni spektra byla porovnana v softwaru MaxQuant a identifikované
proteiny vyhledany algoritmem Andromeda.

Hmotnostni spektrometr a kapalinova chromatografie byla ovladana pomoci

programu Xcalibur.
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5 Vysledky

Pomoci afinitni purifikace byly izolovany a identifikovany kandidatni proteiny, které by
mohly byt cilovymi proteiny testovanych indazolovych derivati (14C, 41C a 44C).
U téchto latek, jak biotinylovanych, tak volnych byla zjisténa hodnota 1Cso na rliznych
bunélnych kulturach pracovniky laboratofe tkarnovych kultur, viz Tab. 2. Izolace
a identifikace kandidatnich protein( byla provedena diky kombinaci afinitni purifikace

a hmotnostni spektrometrie.

Tab. 2: Hodnoty ICs, biotinylovanych a volnych indazolovych derivatt 14C, 41C

a 44C na raznych bunéénych kulturach

CCRF-

Bunééna linie | A549 CEM CEM-DNR | HCT116 HCT116p53 | K562 K562-TAX
[uM] ICs0 | SD |ICs0 | SD [ICs0 | SD | ICso | SD | ICs0 | SD ICs0 | SD | ICso | SD
Biotinylovana

82,2 185|229 |43 88,7 |91 78,2 |68 |98,7 | 3,8 83,8169 | 852|124
latka 14C
Biotinylovana

50,3125 |88 |1,1 872|104 | 20,0 |3,3|48,7 | 13,9 |32,4 | 14,7 |48,7| 25
latka 41C
Biotinylovana

417 |1 204 | 8,1 0,770,778 |34,0|49|482 | 150 | 342|199 | 24,2 | 3,5
latka 44C
Volna

81,4 123319199 |500|39 |127 |15 |454 | 8,0 2791123 | 424 | 2,6
latka 14C
Volna

12,3 | 1,7 129106 |32 |04 (83 [17|21 0,2 82 |12 |19 |02
latka 41C
Volna

52 |20 |52 |18|25 |04 |25 (04|07 0,1 26 |03 |07 |01
latka 44C

A549 - bunécna linie odvozena od epitelialniho adenokarcinomu plic, CCRF-CEM - bunééna linie
odvozena od akutni T-lymfoblastické leukémie, CEM-DNR - buné&né linie CEM rezistentni na
daunorubicin, HCT116 - buné&éna linie odvozena karcinomu tlustého stfeva, HCT116p53 - bunééna
linie odvozena karcinomu tlustého stfeva s lentivirovym vektorem, ktery obnovuje funkci p53, K562 -
bunécna linie odvozena od erytromyeloblastické leukemie, K562-TAX - bunéc¢na linie odvozena od
erytromyeloblastické leukemie rezistentni k paclitaxelu. 1Cs - koncentrace testovanych latek, pfi které

je 50% viabilita bunék, SD - smérodatna odchylka
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Z pocCatku bylo vyuZzito strategie afinitni purifikace, kde nedochazelo ke kompetici
mezi vazanou a volnou latkou, byly vyuZzity magnetické kulicky a digesce byla
provadéna v roztoku. Peptidy byly precistény na koloné Macro Trap. LC-MS analyza
byla provedena pomoci HPLC/MS-MALDI TOF/TOF, coz odpovida metodam 1, 2, 6
a 7 v Tab. 12. Pomér intenzit t&Zkych a lehkych peptidi vazajiciho se proteinu (H/L)
by mél byt ve prospéch tézkych peptidu (H/L > 1), viz metodika.

Nejprve byl testovan indazolovy derivat 14C a poté stejnou metodou 41C, ktery ma
niz§i hodnoty ICsg. Oba experimenty byly zopakovany jesté jednou. Pfi testovani
indazolového derivatu se zkratkou 14C, viz Tab. 3, byly identifikovany kandidatni
protein histon H 1,5, ktery mél pomér H/L 1,27. Tento proteiny byl identifikovan na
zakladé 13 unikatnich peptidd pfi skére 1265,4, coz ukazuje na spolehlivost
identifikace. Heat shock protein HSP 90-beta byl sice identifikovan z 9 peptidl, ale
pomér H/L byl nizSi nez 1 stejné jako exportin-2, ktery byl identifikovan na zakladé
jen 4 peptidu, ¢imz narusta pravdépodobnost chybné identifikace proteinu.

Testovan byl stejnou metodou také indazolovy derivat se zkratkou 41C, viz Tab. 4,
kde byl kandidatnim proteinem opét histon H 1,5 s pomérem H/L 1,53, ktery byl
identifikovan z 11 peptidl pfi skore 1075,7. Ostatni identifikované proteiny byly riizné
ribozomailni proteiny a vimentin.

Tyto dva experimenty byly jeSté jednou opakovany. Pfi testovani latky 14C, viz
Tab. 5, byl opét ukazan jako kandidatni protein heat shock protein HSP 90-beta
s pomérem H/L 1,31. Také cytoplasmaticky aktin 1 mizeme povazovat za kandidatni
protein s pomérem H/L 1,24 a identifikaci ze 12 peptidi pfi skére 942,7.
Identifikovana byla také syntaza mastnych kyselin a pfibuzny protein heat shock
proteinu. Nejvy8Si pomér H/L zde mél vimentin o hodnoté 3,9 ale byl identifikovan
pouze na zakladé 1 peptidu, neni tedy spolehlivé identifikovan. U latky 41C, viz
Tab. 6 byl také identifikovan vimentin s pomérem H/L 3,79, ale identifikovan byl jen
ze 2 peptidd. Také byl identifikovan cytoplasmaticky aktin a ribozomalni proteiny

s pomérem vys$Sim nez 1 byly také identifikovany jako v pfedchozim experimentu.
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Tab. 3: Vybér kandidatnich proteinti identifikovanych pomoci afinitni purifikace
bez kompetice s latkou 14C, experiment 1

Protein Skoére Peptidy Pomér H/L
histon H1,5 1265,4 13 1,27
heat shock protein HSP 90-beta 1036,8 9 0,93
exportin-2 198,1 4 0,94

Tab. 4: Vybér kandidatnich proteinu identifikovanych pomoci afinitni purifikace

bez kompetice s latkou 41C, experiment 1

Protein Skoére Peptidy Pomér H/L
histon H1,5 1075,7 11 1,53
60S ribosomalni protein L27a 367,5 4 1,08
40S ribosomalni protein S29 270,0 6 1,26
vimentin 163,5 2 1,07
putativni 60S ribosomalni protein L39 87,0 2 3,72

Tab. 5: Vybér kandidatnich proteinti identifikovanych pomoci afinitni purifikace

bez kompetice s latkou 14C, experiment 2

Protein Skore Peptidy Pomér H/L
cytoplasmaticky actin-1, upraven na N-konci 942,7 12 1,24
heat shock protein HSP 90-beta 490,2 7 1,31
syntdza mastnych kyselin 156,1 2 1,81
heat shock proteinu pfibuzny protein (71 kDa) 145,7 2 1,98
vimentin 98,8 1 3,90

Tab. 6: Vybér kandidatnich proteinti identifikovanych pomoci afinitni purifikace
bez kompetice s latkou 41C, experiment 2

Protein Skore Peptidy Pomér H/L
vimentin 113,7 2 3,79
cytoplasmaticky actin-1, upraven na N-konci 100,7 2 1,62
40S ribosomalni protein S29 81,1 1 1,78
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Druha strategie afinitni purifikace vyuzivala kompetici mezi vazanou biotinylovanou
latkou a stejnou volnou latkou s vyuzitim LC-MS analyzy UHPLC/MS-ESI Orbitrap.
Kandidatni proteiny se vyznacuji pfiblizné stejnou kladnou hodnotou log2 pomért
H/L a L/H, pficemz ty nejspecifi¢téji vazané proteiny by mély dosahovat hodnot
kolem 5, viz metodika. Nejprve byl testovan indazolovy derivat se zkratkou 14C,
prestoZe jeho hodnoty ICsy nejsou tak nizké jako u latky 44C. K dispozici bylo totiz
vétsi mnozZstvi této latky, a proto bylo zamérem jej vyuzit pro optimalizaci metody.
Nejprve byla vyuZita metoda 3, viz. Tab. 12, kdy afinitni purifikace probihala na
magnetickych kulickach a byl wvyuzit Cerstvy proteinovy lyzat. Proteiny byly
po purifikaci skladovany pfi - 20°C v lyzaénim pufru, aby nedochazelo k uvolfiovani
navazanych proteini. Poté byla provedena digesce v roztoku a precisténi pomoci
Macro Trap kolony.

Jak je vyznaCeno v Grafu 2, kandidatnim proteinem tohoto experimetu je pyruvat
kindza, ktera se vyskytuje v linearni linii a ma podobné hodnoty log2 poméra H/L
a L/H kolem 0,5. PfesnéjSi hodnoty nabizi Tab. 7, kde jsou uvedeny dalSi kandidatni
proteiny: podjednotka komplexu THO 3 a sloZka exocystického komplexu 2. Tyto
hodnoty jsou vSak nizké, abychom mohli fict, Ze by se pyruvat kinaza mohla
specificky vazat na latku 14C. Ostatni hodnoty se pohybuji v oblasti nespecificky

vazanych proteinu, viz Graf 3.

Tab. 7: Vybér kandidatnich proteinti identifikovanych pomoci afinitni purifikace
s kompetici s latkou 14C s vyuzitim magnetickych kuli€ek a digesce v roztoku

Varianta A Varianta B Peptidy Peptidy Protein

Log2 H/L Log2 L/H varianta A varianta B

0,26 0,25 3 2 sloZka exocystickeho komplexu 2
0,47 0,56 2 2 pytuvat kinaza izoenzym M1/M2
0,40 0,23 2 2 podjednotka komplexu THO 3
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Graf 2: Poméry H/L (varianta A) a L/H (varianta B) u latky 14C s vyuzitim afinitni

purifikace na magnetickych kulickach a digesce v roztoku
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DalSi experiment byl proveden pomoci metody 4, viz Tab. 12. tzn. stejné jako
v pfedchozim pfipadé i se stejnou latkou, jen stim rozdilem, Ze digesce byla
provedena v gelu misto v roztoku. PFi pfedchozim experimentu byla totiz v prabéhu
digesce v roztoku pozorovana precipitace. Digesce v gelu umoznila identifikaci pfes
1700 protein, tzn. vice nez pfi digesci vroztoku. Vtomto experimentu je
nejvyznamnéjSim kandidatnim proteinem myosin-10, ktery byl identifikovan z 33
peptidd u varianty A a z 38 peptidd u varianty B, ovdem jeho hodnoty log2 poméru
H/L (0,56) a L/H (1,01) jsou nizké a naznacCuji nespecifickou vazbu, viz Tab. 8.
V tabulce jsou uvedeny také mitochondrialni vazebny protein jednofetezcové DNA
a podjednotka komplexu kondenzinu-1, které vSak byly identifikovany na zakladé 1-2
peptidl, coz je opét malo spolehlivé. Jak je také vidét na Grafu 3 vétSina hodnot se

pohybuje kolem stfedu os, coz znali nespecificky vazajici se proteiny. Nékteré
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odlehlé hodnoty se nachazeji v levém hornim kvadrantu, coZz mize byt kontaminace
keratiny a proteiny z vnéjSiho prostiedi.
Tab. 8:

Vybér kandidatnich proteinti identifikovanych pomoci afinitni

purifikace s kompetici s latkou 14C s vyuzitim magnetickych kulicek a digesce

v gelu
Varianta A Varianta B Peptidy Peptidy
Protein
Log2 H/L Log2 SILAC L/H | varianta A | varianta B
0,56 1,01 33 38 myosin-10
mitochondrialni vazebny protein
0,58 0,98 1 1
ss DNA
0,74 0,64 1 2 podjedotka komplexu kondenzinu 1

Graf 3: Poméry H/L (varianta A) a L/H (varianta B) u latky 14C s vyuzitim afinitni

purifikace na magnetickych kulickach a digesce v gelu

IH rato reverse

Leg2 SILAC L.
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Poté byla afinitni purifikace vyzkouSena na jiné mobilni matrici a to na agarézovych
kulickach, viz metoda 5 v Tab. 12. Pfi afinitni purifikaci byla opét testovana latka
14C. Z duvodu optimalizace metody byl vSak pouzit zamrazeny lyzat. Digesce byla
provadéna v roztoku. Proteiny byly opét precistény pomoci kolony Macro Trap. Bylo
identifikovano velmi malé mnozstvi proteinu, které se navic nespecificky vazaly nebo

byly identifikovany odlehlé hodnoty v levém hornim kvadrantu, viz Graf 4.

Graf 4: Poméry H/L (varianta A) a L/H (varianta B) u latky 14C s vyuzitim afinitni

purifikace na agarézovych kulickach a digesce v roztoku
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Nasledné byl ovéfen rozdil mezi digesci v roztoku a v gelu pomoci metod 8 a 9, viz
Tab. 12. Afinitni purifikace byla provedena na agarézovych kulickach. Zde byl jiz
testovan indazolovy derivat se zkratkou 44C. V ramci optimalizace metody byl pouzit
opét zamrazeny lyzat. Proteiny vSak byly po digesci pfecistény pomoci reverzni faze
C18 ve Spickach.

Pfi digesci v roztoku byly identifikovany pouze 3 nevyznamné proteiny, viz Graf 5. Pfi
digesci vgelu bylo proteini identifikovano mnohem vic, kolem 800.

NejvyznamnéjSim kandidatnim proteinem tohoto experimentu je alfa-enolaza, ktera

64



byla identifikovana z 8 peptidd u obou variant a méla nejvyssSi a pfiblizné stejné
hodnoty log2 poméra H/L (1,53) a L/H (1,35), viz Tab. 9. DalSim proteinem v tabulce
je cytoplazmaticka cystein - RNA ligaza, ktera byla identifikovana na zakladé 4 a 6
peptidd a s hodnotami pomért H/L (0,74) a L/H (0,9). DalSi identifikované proteiny,
anexin a septiny byly identifikovany na zakladé malého mnoZstvi peptidd a jejich
hodnoty log2 poméry H/L a L/H jsou az na septin-2 nerovné.

VétSina proteinl se vSak vyskytuje v oblasti nespecificky vazanych proteinl, viz
Graf 6. Velké mnozstvi proteinl se objevuje také v levém dolnim kvadrantu, kde se
nachazeji proteiny precipitované s matrici. V grafu jsou také odlehlé hodnoty
v pravém hornim kvadrantu, coz muze byt kontaminace keratiny a proteiny z vnéjSiho

prostfedi.

Graf 5: Poméry H/L (variant A) a L/H (varianta B) u latky 44C s vyuzitim afinitni

purifikace na agarézovych kulickach a digesce v roztoku
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Tab. 9: Vybér kandidatnich proteint identifikovanych pomoci afinitni
purifikace s kompetici s latkou 44C s vyuzitim agarézovych kuliéek a digesce

v gelu, experiment 1

Varianta A | varianta B Peptidy Peptidy Protein

Log2 H/L Log2 L/H varianta A | varianta B

1,53 1,35 8 8 alfa-enolaza

0,74 0,90 4 6 cytoplazmaticka cystein-RNA ligaza
1,93 0,78 4 3 septin-6

0,82 0,71 2 2 septin-2

2,62 0,75 3 2 anexin-A6

Graf 6: Poméry H/L (varianta A) a L/H (varianta B) u latky 44C s vyuzitim afinitni

purifikace na agarézovych kulickach a digesce v gelu, experiment 1
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V ramci optimalizace byla také porovnana afinitni purifikace na agar6ézovych
a magnetickych kulickach pomoci metod 10 a 11, viz Tab. 12. Byla testovana latka
44C a byl pouzit zamrazeny lyzat. V prabéhu afinitni purifikace doslo jesté k jedné
zméné a to vynechani blokacniho kroku s BSA, ktery by mohl byt zdrojem
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nespecifickych vazeb. Digesce byla provedena v gelu. Proteiny byly precistény
pomoci reverzni faze C18 ve Spickach. Po analyze SDS-PAGE variant A a B na
agarozovych a magnetickych kulickach bylo zietelné, ze magnetické kulicky maji
vétSi schopnost vazat proteiny, viz Obr. 12. Hmotnostni spektrometrie vSak prokazala
identifikaci pfiblizné 700 proteinu jak u afinitni purifikace na agarézovych, tak na
magnetickych kuliCkach.

Pfi afinitni purifikaci na agardézovych kulickach byl identifikovan s nejvySSimi
hodnotami log2 poméru H/L (1,53) a L/H (2,86) protein serpin-B12, viz Tab. 10. Byl
vSak identifikovan pouze na zakladé 2 a 3 peptidu. Arginaza byla sice identifikovana
na zakladé 4 a 5 peptidu, ale hodnoty log2 poméra H/L (0,93) L/H (1,26) jsou nizSi
nez u serpinu-B12. Co se tyCe afinitni purifikace na magnetickych kulickach, zde byl
nejvyznamnéjsSim identifikovanym proteinem lamin-B1 s hodnotami log2 poméru H/L
(0,89) a L/H (0,66). Lamin-B1 byl identifikovan na zakladé 7 peptidi v obou
variantach, viz Tab. 11.

Jak Ize vidét na Grafech 7 a 8 zadny z identifikovanych proteint neni specificky
nevazajici se na testovanou latku 44C. Mdazeme wuvazovat snad pouze
o kandidatnich proteinech jako je serpin-B12 u agarézovych kuliCek a lamin-B1
u magnetickych kulicek, jak je ukazano v detailech grafl. Identifikovany byly pouze
nespecifické proteiny kolem stfedu os. Odlehlé hodnoty mohou byt zplsobeny
kontaminaci keratiny a jinymi proteiny z vnéjSiho prostredi, které jsou charakteristické
tim, Zze se vyskytuji pouze v neznaCené formé&, byly pozorovany v pravém hornim
kvadrantu. Hodnoty, které byly pozorovany v levém dolnim kvadrantu, byly nejspis
vysledkem precipitace s matrici. Vyfazeni blokaéniho kroku sBSA pro

minimalizovani nespecifickych vazeb nemélo pozorovatelny ucinek.
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Obr. 12: SDS-PAGE gel varianty A a B po afinitni purifikaci proteina u latky 44C

imobilizované na agar6zovych a magnetickych kuli€¢kach
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mol. hmot.

Tab. 10: Vybér kandidatnich proteint

agarozove kulicky

varianta A varianta B

magnetické kulicky

varianta A varianta B

-

-

- . -

identifikovanych pomoci afinitni

purifikace s kompetici s latkou 44C s vyuzitim agarézovych kuliéek a digesce

v gelu, experiment 2

Varianta A Varianta B Peptidy Peptidy Protein

Log2 H/L Log2 L/H varianta A varianta B

1,53 2,86 2 3 serpin-B12

0,93 1,26 4 5 arginaza-1

0,89 0,62 3 3 60S ribozomaini protein L38
0,69 0.62 5 3 ir”o:t:g podobny kinezinu
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Graf 7: Poméry H/L (varianta A) a L/H (varianta B) u latky 44C s vyuzitim afinitni
purifikace na agarézovych kulickach a digesce v gelu, experiment 2
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Tab. 11:

purifikace s kompetici s latkou 44C s vyuzitim magnetickych kulicek a digesce

Vybér kandidatnich proteinG identifikovanych pomoci afinitni

v gelu, experiment 2

Varianta A Varianta B Peptidy Peptidy Protei
rotein

Log2 H/L Log2 L/H varianta A varianta B
0,89 0,66 7 7 lamin-B1

Kinazovy vazebny protein 1, obsahujici
0,62 0,74 3 3

doménu SH3

PRKC apoptoticky regulaéni protein
0,57 1,70 2 2 WT Pop yres P
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Graf 8: Poméry H/L (varianta A) a L/H (varianta B) u latky 44C s vyuzitim afinitni
purifikace na magnetickych kulickach a digesce v gelu
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VSechny pouzité metody pfi testovani indazolovych derivatd shrnuje Tab. 12, ktera
také zahrnuje tfi nejvyznamnéjsi proteiny u kazdé pouzité metody. Nékteré proteiny
byly opakované prokazany u ruznych i stejnych testovanych latek u metod 1, 2, 6
a7, kdy byla vyuzita afinitni purifikace bez kompetice na magnetickych kulickach.
Byla provedena digesce v roztoku a precisténi peptidi pfes kolonu Macro Trap a
byla provedena LC-MS analyza pomoci HPLC/MS-MALDI TOF/TOF. Histon H 1,5 byl
identifikovan u latky 14C i 41C, heat shock protein 90-beta byl identifikovan
opakované u latky 14C, vimentin byl identifikovan u latky 14C i 41C a 40S
ribozomalni protein S29 byl opakované identifikovan u latky 41C.

Pfi strategii, kdy byla pouzita afinitni purifikace s kompetici s vyuzitim LC-MS analyzy
pomoci UHPLC/MS-ESI Orbitrap, bylo provadéno vice zmén v ramci optimalizace
a byly vzdy identifikovany rizné proteiny, viz metody 3, 4, 5, 8, 9, 10, 11.
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Tab. 12: Shrnujici tabulka pouzitych metod a nejvyznamnéjsich identifikovanych protein( pfi testovani indazolovych derivati 14C, 41C a 44C

Latky — 14C 41C 44C
Cislo metody — 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Metody |
Afinitni purifikace
. X X X X
bez kompetice
Afinitni purifikace
. X X X X X X X
s kompetici
Afinitni purifikace
o . X X X X X X X
na magnetickych kulickach
Afinitni purifikace
o . X X X X
na agarozovych kulickach
Digesce v roztoku X X X X X X X
Digesce v gelu X X X X
Precisténi na koloné
X X X X X X X
Macro Trap
Precisténi pres
. . X X X X
reverzni fazi C18 ve Spic¢kach
LC-MS analyza pomoci
X X X X
HPLC/MS-MALDI TOF/TOF
LC-MS analyza pomoci
X X X X X X X
UHPLC/MS-ESI Orbitrap
Proteiny |
1.nejvyznamé;si histon 1,5 cytoplazm. | sloZka exocis. myosin-10 - histon 1,5 vimentin - alfa- serpin-B12 | lamin-B1
actin-1 komplexu 2 enolaza
mitochon. cytoplazm kinazovy
2.nejvyznaméjsi HSP HSP pyruvat kinaza vazebny ) 40S ribozom. | cytoplazm. ) cystein- arginéza-1 vazebny
90-beta 90-beta izoenzym protein protein S29 actin-1 s, -
RNA ligaza protein-1
ss DNA
. PRKC
. s : podjednotka . 60S I
3.nejvyznaméjsi exportin-2 | vimentin podjednotka komplexu - vimentin 408 ribozom. - septin-6 ribozomal. apoptovt|c,ky
komplexu THO3 . protein S29 : regulacni
kondenzinu 1 protein L38 protein
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6 Diskuze

Pfi identifikaci molekularnich cild protinadorovych léciv (indazolovych derivat()
pomoci afinitni purifikace doslo vramci optimalizace metody k mnoha zménam.
Celkem byly testovany ftfi indazolové derivaty (14C, 41C a 44C) pomoci dvou
strategii afinitni purifikace. Byly otestovany dva typy mobilnich afinitnich matric:
agarozové a magnetické kulicky. Digesce probihala bud v roztoku, nebo v gelu.
Peptidy byly precistovany na koloné Macro Trap nebo reverzni fazi C18. LC-MS
analyzy byla provedena jak pomoci HPLC/MS-MALDI TOF/TOF, tak UHPLC/MS-ESI
Orbitrap.

Pfi vyuZziti strategie afinitni purifikace bez kompetice svolnou a vazanou
biotinylovanou latkou 14C a 41C na magnetickych kulickach, kdy byla digesce
provedena v roztoku, peptidy byly pre€istény na koloné Macro Trap a LC-MS analyzy
pomoci HPLC/MS-MALDI TOF/TOF, tedy metod 1, 2, 6 a 7, viz Tab. 12, bylo
identifikovano nékolik kandidatnich proteinl. VétSinou to vSak byly histony,
ribozomalni nebo heat shock proteiny, které se v burice vyskytuji v hojném poctu
(Petrak J, 2008) a proto je malo pravdépodobné, Ze by mohly byt cilovymi proteiny
téchto indazolovych derivatu. Napfiklad histon H 1,5, ktery byl identifikovan v prvnim
experimetu u obou latek, se ucastni organizace chromatinu. Jeho funkce ma klicovy
vyznam v genoveé expresi a byla spojena s agresivni formou karcinomu prostaty
(Hechtman JF, 2013). Pfi testovani latky 14C byl identifikovan heat shock protein
HSP 90-beta, ktery vykazuje vysSSi hladinu exprese v nadorové tkani Zaludku nez
v normalni tkani (Liu X, 1999). Zajimavym kandidatnim proteinem je vimentin, ktery
se objevuje u obou testovanych latek. Podle Petrak J (2008) je sice také jednim
z abundantnich proteind, ale podle Satelli A (2011) je vimentin potencialnim
molekularnim cilem protinadorové terapie. Vimentin patfi do skupiny proteinQ
intermedialnich filament. V normalnich mezenchymalnich burikach je exprimovan
v pfiméfené mife, udrzuje bunéCnou integritu a chrani bunku pfed stresem.
V rlznych typech nadorovych bunék je vimentin nadmérné exprimovan, coz souvisi
s progresivnim rdstem nadoru (Satelli A, 2011).

Strategie afinitni purifikace vyuzivajici kompetice mezi volnou a vazanou

biotinylovanou latkou 14C a 44C pfinesla ve smyslu specifi€nosti vazby presnéjsi
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vysledky. Nezdafilo se sice identifikovat pfimo specificky vazajici se proteiny na
indazolové derivaty, ale byly jsme schopni rozliSit nespecificky vazané proteiny nebo
alespon mozné kandidatni proteiny.

Pfi afinitni purifikaci na magnetickych kulickach pro latku 14C, kdy byla vyuzita
digesce v roztoku, viz metoda 3 v Tab. 12, byl ur€en jako kandidatni protein pyruvat
kinaza. Pyruvat kinaza katalyzuje konecny krok glykolyzy a je rozhoduijici regulator
spotfeby glukézy. Bylo zjisténo, Ze nadmérna exprese pyruvat kinazy-2 podporuje
migraci a adhezi bunék kolorektalniho karcinomu, a proto by mohla slouZzit jako
terapeuticky cil pro metastazujici kolorektalni karcinom (Yang P, 2014). Petrak J
(2008) v8ak uvadi pyruvat kinazy na seznam abundatnich proteinl, vyskytuji se
v burice v hojném poctu, a tak je vétSi pravdépodobnost, Ze se vazi na danou latku
nespecificky.

Pfi afinitni purifikaci na magnetickych kuliCkach pro latku 14C, kdy vSak byla vyuzita
digesce v gelu, viz metoda 4 v Tab. 12, byl nejvyznamnéjSim identifikovanym
proteinem myosin-10, ktery podle databaze Uniprot hraje roli v cytokinezi
a specializovanych funkcich jako je sekrece. Myosin-10 ma vliv na tvar bunky
a béhem bunécného déleni se podili na reorganizaci bunky v jeji centralni Casti.
Myosin-10 také hraje roli pfi embryonalnim vyvoji kdry mozkové (Ju XD, 2014).
Myosin je v8ak cytoskeletarni protein a také se v burice vyskytuje v hojném poctu
(Petrak J, 2008).

Pfi identifikaci kandidatnich proteind pomoci afinitni purifikace na agarézovych
kulickach pro latku 44, kdy byla pouZita digesce v gelu, viz metoda 9 v Tab. 12, byla
nejvyznamnéjsi kandidatnim proteinem alfa-enolaza. Alfa-enolaza neboli enolaza-1
je multifunkéni vysoce abundantni glykolyticky enzym, ktery reverzibilné dehydratuje
2-fosfo-p-glycerat na fosfoenolpyruvat pfi glykolyze a glukoneogenezi. Tento enzym
muze slouzit také jako receptor pro plasminogen na bunéném povrchu a v jadfe
muZe byt alternativné translatovan jako nadorovy supresor. Alfa-enolaza je také heat
shock protein a protein hypoxie a je povazovana za diagnosticky marker nadorového
onemocnéni. Pomoci protilatek proti alfa-enolaze muizeme odhalit bezpodet
autoimunitnich chorob. Ve spojeni s dalSimi proteiny hraje roli v metabolismu energii,
pfi proliferaci a je vyznamnym regulatorem pfi mnoha stresovych situacich (Petrak J,
2008). DalSimi identifikovanymi proteiny byly cytoskeletarni proteiny septiny

a anexiny, které jsou také abundantni (Petrak J, 2008).
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Pfi porovnavani dvou mobilnich afinitnich matric: agar6zové a magnetické kulicky,
bylo vyuzito digesce v gelu a byl vynechan blokacni krok s BSA, viz metoda 10 a 11
v Tab. 12. Zde byly identifikovany jako kandidatni proteiny serpin-B12 a arginaza-1
u agarézovych kulicek a lamin-B1 u magnetickych kuliCek. Serpin-B12 je podle
databaze Uniprot inhibitor trypsinu a plasminu, neinhibuje vSak trombin. Pusobi jako
koagulacni faktor Xa nebo aktivator plazminogenu urokinazového typu. Arginaza-1 je
podle databaze Uniprot enzym, ktery hydrolyzuje arginin na ornitin a moc€ovinu. Hraje
roli v metabolizmu dusikatych latek a mocovinovém cyklu. Arginaza se vyskytuje
hlavné v jatrech a bylo zjiSténo, Zze se u karcinomu jater a pfi jaterni cirhoze
vyznamné zvySuje jeji aktivita (Chrzanowska A, 2014). Lamin-B1 je podle databaze
Uniprot soucasti jaderné laminy, tvofi vlaknitou vrstvu na vnitfni strané jaderné
membrany a mulze interagovat s chromatinem. Strukturalni integrita laminu je
v prubé&hu bunééného cyklu pfisné fizena. Podle Wazir U (2013) ma také lamin-B1
vyznam pfi rakoviné prsu, kdy jeho hladina klesa.

Pokud srovname tyto dvé afinitni matrice, tak by se na prvni pohled po SDS-PAGE
mohlo zdat, Ze agarézové kuliCky vazi daleko min proteinu nez magnetické, viz Obr.
12. Muze to v8ak byt zplsobeno tim, ze magnetické kulicky vazi vice nespecifickych
proteind. Po LC-MS analyze bylo u obou matric identifikovano pfiblizné 700 proteina,
coz ukazuje na stejnou schopnost vazby.

Porovnani metod digesce dopadlo nasledovné. Nejprve bylo vyuzivano digesce
v roztoku, jelikoz je rychlejSi a elegantnéjSi. Po nékolika experimentech byla vSak po
digesci pred precCiStovanim na koloné Macro Trap, pozorovana precipitace. Byla
vyzkousena i jina forma precistovani proteind a to pomoci reverzni faze C18 ve
SpiCkach, ale nemélo to na vysledky pozorovatelny vliv. Proto bylo stale vice
vyuzivano pracnéjSi digesce v gelu, kdy bylo pfi LC-MS analyze identifikovano
daleko vétSi mnozstvi proteinii nez pfi digesci v roztoku, nap¥. 3 proteiny pfi digesci
v roztoku a 800 proteinu pfi digesci v gelu.
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7 Zaver

V této praci jsme se pokusili o srovnani a optimalizaci metod afinitni purifikace
molekularnich cilu protinadorovych IéCiv (indazolovych derivatl). Bylo vyuZito dvou
strategii afinitni purifikace a to bez kompetice a s kompetici o volnou latkou. Postup
afinitni  purifikace prosel vramci optimalizace nékolika zménami. Byla vyuZita
kvantifikaéni metoda SILAC, kde byla polovina proteind znadend pomoci C
a polovina neznacena. Navazané proteiny na mobilni afinitni matrice s navazanou
biotinylovanou latkou, kterou byly jak magnetické tak agar6zové kulicky, byly Stépeny
trypsinem pomoci digesce v roztoku iv gelu. Peptidy byly poté precCiStovany od
nezadoucich soli pomoci Macro Trap kolony a reverzni faze C18 ve 3$pickach.
Nasledovala LC-MS analyza bud pomoci HPLC/MS-MALDI TOF/TOF nebo
UHPLC/MS-ESI Orbitrap.

Identifikovany vSak byly pouze nespecificky vazajici se proteiny popripadé
precipitované proteiny s matrici nebo proteiny z okolniho prostfedi jako jsou napf.
keratiny. BohuZel nebyl opakované identifikovan zadny specificky se vazajici protein
testovanych indazolovych derivatl. Mezi identifikovanymi proteiny jsou nicméné
proteiny, které maji oCekavany trend a mohly by se vazat na dané léCivo. Jednim
z nich je napf. vimentin, ktery je podle Satelli A (2011) moznym terapeutickym cilem
protinadorové terapie nebo pyruvat kinaza, ktera by také mohla byt vhodnym
terapeutickym cilem pro metastazujici kolorektalni karcinom (Yang P, 2014). Dale
byly identifikovany proteiny jako myosin-10, alfa-enolaza, septiny a anexiny, které
jsou vSak podle Petrak J (2008) abundatni proteiny, které se v bunce vyskytuji
v hojném poctu a proto je vétsSi pravdépodobnost, Zze se vazi na danou latku
nespecificky. Také byly identifikovany proteiny jako serpin-B12, arginaza-1
a lamin-B1, které mohou mit urcCity vliv na proliferaci a metastazovani nadorovych
bunék.

Pfi optimalizaci metody bylo zjisténo, Ze strategie afinitni purifikace vyuZzivajici
kompetici o volnou latku poskytuje pfesnéjSi informace o tom, jestli je protein vazan
nespecificky nebo specificky. Po digesci v gelu bylo na hmotnostnim spektrometru
identifikovano mnohem vétsi mnozstvi proteinl nez po digesci v roztoku. Magnetické

kulicky po SDS-PAGE a obarveni pomoci Coomassie Brilliant Blue vykazovaly
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mnohem vé&tSi mnozZstvi navazanych proteint nez agar6zové kuli¢ky. Ostatni zmény
v ramci optimalizace metody nemély na identifikaci proteint pozorovatelny vliv.

V nas8i laboratofi je nyni také optimalizovana metoda afinitni purifikace pomoci
streptavidinovych destiCek, ktera maze slouzit k paralelnimu zpracovani vice vzork(
a jako vysokokapacitni afinitni povrch pro studium specifickych proteinovych interakci

(Dapron J).
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8 Seznam pouzitych zkratek

14C, 41C, 44C - zkratky testovanych indazolovych derivata
3-AT - 3-amino-1,2,4-triazol

A549 - bunécna linie odvozena od epitelialniho adenokarcinomu plic
AA - acetic acid - kyselina octova

ABC - ammonium bicarbonate - hydrogenuhli¢itan amonny
ABPP - activity-based probe profiling

ACN - acetonitril

AGC - automatic gain control

APS - persulfat amonny

AT - angiotenzinovy receptor I

ATCC - American Tissue Culture Collection

ATP - adenozintrifosfat

BCA - bicinchoninic acid - bicinchoninova kyselina

BSA - bovinni sérovy albumin

CCCP - compound-centric chemic proteomics

CCMS - capture compound mass spectrometry
CCRF-CEM - bunécna linie odvozena od akutni T-lymfoblastické leukémie
cDNA - komplementarni DNA

CEM-DNR - bunécné linie CEM rezistentni na daunorubicin
CID - collision-induced dissociation

DARTS - drug affinity responsive target stability

DMSO - dimetylsulfoxid

DTT - ditiotreitol

EDTA - etylendiamin tetrakyselina octova

EGTA - etylenglykol tetrakyselina octova

ESI - electrospray ionization

EtMF - etylmorfolin

FA - formic acid - kyselina mavenci

Gal4AD - aktivacni doména

Gal4DB - DNA vazebna doména

Galdp - transaktivacni protein
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GIST - global internal standard strategy

GMA - glycidylmetakrylat

HCT116 - bunécna linie odvozena karcinomu tlustého stfeva
HCT116p53 - bunécna linie odvozena karcinomu tlustého stfeva s lentivirovym
vektorem, ktery obnovuje funkci p53

HIS3 - reportérovy gen koédujici His3p

His3p - imidazolglycerolfosfatdehydrogenaza

Hivl RevM10 - RNA vazebny protein

HPLC - high-pressure liquid chromatography

HSP - heat shock protein

IAA - jodacetamid

ICs0 - half maximal inhibitory concentration

ICAT - isotope-coded affinity tag

K562 - bunécna linie odvozena od erytromyeloblastické leukemie
K562-TAX - bunécna linie odvozena od erytromyeloblastické leukemie rezistentni
k paclitaxelu

LacZ- reportérovy gen

LC - liquid chromatography

LexADB - DNA vazebna doména

MALDI - matrix-assisted laser desorption ionization

MCAT - mass-coded abundance tagging

MS - mass spectrometry

MS2 - plastovy protein, RNA vazebny protein

MTX - metotrexat

NP-40 - nonylfenoxypolyetoxyletanol

PBS - fosfatovy pufr

PES - polyetersulfon

PMSF - fenylmetylsulfonylfruorid

PPARYy - peroxisome proliferator-activated receptor-y

rpm - revolutions per minute

SDS-PAGE - sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
SILAC - stable isotope labeling by amino acids in cell culture
TCEP - tris(2-karboxyetyl)fosfin

TEMED - N, N, N', N'-tetrametyletylendiamin
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TFA - trifluoric acid - kyselina trifluoroctova
TGS - tris glycin SDS pufr

TOF - time of flight

Tris - tris(hydroxymetyl)aminometan

UHPLC - ultra high-pressure liquid chromatography
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