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Uvod

Epigeneticka regulace je proces umoziujici diferencialni expresi gent v
bunkach, které vychazeji ze stejného bunécného progenitoru.
Epigeneticka regulace zahrnuje metylaci DNA na CpG ostrivcich
(Feltus et al. 2003), post-transla¢ni modifikaci RNA (Ryazansky and
Gvozdev 2008) a post-translaéni modifikaci proteind jako jsou
chromatinové proteiny (Cheung and Lau 2005).

Organizaci chromatinu lze rozdélit na nékolik Urovni. Prvni Uroven
organizace predstavuje nukleosom (Sterner and Berger 2000).
Nukleosom je opakujici se jednotka chromatinu, ktera se sklada z DNA
(146 pard basi) omotané kolem histonového jadra. Histonové jadro
(histonovy oktamer) je tvoren dvéma kopiemi nasledujicich
histonovych proteint: H2A, H2B, H3 a H4. Na bazi nukleosomu blizko
DNA vstupu a vystupu se nachazi spojovaci (linker) histon H1.
Mnozstvi histonu H1 na jeden nukleosom je variabilni (Sancho et al.
2008) a jeho ptitomnost zplsobuje vys&i Grover organizace
chromatinu (Verdone et al. 2006). Histony z histonového oktameru
maji N- a C-terminalové konce usporadané tak, ze presahuji DNA a tim
jsou pristupné pro kovalentni post-translac¢ni modifikace (Fingerman,
Du and Briggs 2008) (Priloha ¢.1).

Mezi post-translaéni modifikace aminokyselinovych zbytk( histont
patri fosforylace, acetylace, metylace, poly(ADP ribosylace),
ubiquitinace a sumoylace (Chew et al. 2006), (Fingerman, Du and
Briggs 2008). Aminokyseliny, na kterych se tyto zmény uskutecnuji
jsou: lysin, arginin, serin, treonin a glutamat (Chew et al. 2006).
Znama post-transla¢ni modifikace je acetylace na e-amino skupiné
nékterych lysinovych zbytkd N-terminalnich konct histond (lysinova
acetylace, KA%), kterd byla objevena jiz v 60. letech 20. stoleti (Cheng

et al. 2008). Enzymy zprostredkujici tuto modifikaci se nazyvaji histon



acetyltransferazy (HATSs, histone acetyltransferases) a prenaseji
acetylovou skupinu z acetyl-CoA. Lysinova acetylace ma vliv na naboj
dané oblasti histonového konce a zpUsobuje, Ze dfive pozitivni oblast
histonového konce je po acetylaci neutralni. Timto mechanismem je
oslabena interakce bud mezi histonem a DNA (DNA ma negativni
naboj) nebo mezi nukleosomem a jinym nukleosomem a/nebo
signalizuje konformacni zménu a tim destabilizuje strukturu
nukleosomu nebo jeho usporadani a umoznuje pristup jinym jadernym
faktorlim (napf. transkripénimu komplexu) na geneticky lokus (Sterner
and Berger 2000).

S acetylaci chromatinu je spojena transkripcni aktivace a naopak s
nizkou acetylaci chromatinu transkrip¢ni inhibice. Enzymy odstranujici
acetylové zbytky z postrannich feté&zcQ histonl se nazyvaji histon
deacetylasy (HDACs, histone deacetylases).

Abnormalni stav histonové acetylace byl dan do souvislosti se vznikem
vyvojovych poruch a nadorovych onemocnéni. V posledni dobé se
poukazuje na mozné terapeutické vyuziti inhibitord histon deacetylas
(HDACIs, histone deacetylase inhibitors) v prevenci nador(, a to pro
jejich schopnost ,reaktivovat" epigeneticky inhibované geny (Jones et
al. 2008). Inhibitory histon deacetylas se déli podle chemické struktury
do téchto kategorii: derivaty kyseliny hydroxamové, mastné kyseliny s
kratkym retézcem (short chain fatty acids, SCFAs), benzamidy,
epoxyketony, ne-epoxyketony obsahujici cyklické tetrapeptidy a
hybridni molekuly. Siroce pouzivanou a klinicky efektivni skupinou je
skupina SCFAs, jejiz hlavnim zastupcem je kyselina valproova (Santini,
Gozzini and Ferrari 2007).

Kyselina valproova (2-propylpentanova kyselina) je mala rozvétvena
mastna kyselina (Kostrouchova, Kostrouch and Kostrouchova 2007)

(Pfiloha €.2). Pouziva se k 1é¢bé epileptickych zachvatl (absence,



tonicko-klonické a komplexni parcialni zachvaty) (Kostrouchova,
Kostrouch and Kostrouchova 2007), bipolarni poruchy (hlavné manie)
(Bowden 2003) a k profylaxi migrény (Evers 2008). Ze studii
provedenych na kultivovanych nadorovych burnkach byl objeven
antiproliferacni a pro-diferenciac¢ni ucinek kyseliny valproové. Tyto
ucinky spolu s dalSimi protinadorovymi vlivy (indukce apoptézy,
zvy$ena imunogenicita, inhibice exprese angiogennich proteinl) &ini z
kyseliny valproové potencialni terapeutické agens pro |é&bu nadord
(Kostrouchova, Kostrouch and Kostrouchova 2007).

V nasi praci jsme se zaméfili na hodnoceni vlivu kyseliny valproové na
bunécnou linii uroteliadlniho karcinomu 5637 pouzitim objektivni
metody, komparativni dvourozmeérné chromatografie (Priloha ¢.3).
Tato metoda byla Uspésné pouzita k charakterizaci proteomu
mutantant v genu nhr-40 u Caenorhabditis elegans (Pohludka et al.
2008).



1. Material a metody

1.1 Bunécné kultury

Bunécna linie urotelidlniho karcinomu 5637 byla ziskana z Laboratory
of Pharmacotoxicology, National Institute for Cancer Research,
Genova, Italy. Bunky byly péstovany v kultivacnim mediu D-MEM
(Sigma, Praha) doplnéném 10% fetalniho bovinniho séra a 50 ug/ml
Gentamycinem (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Buniky byly inkubovany

v termostatu pri 37°C ve zvlhéované atmosfére obsahujici 5% CO..

1.2 Svételna mikroskopie

Pro morfologicou evaluaci byly 5637 bunky nasazeny do dvojitych
kultivaénich komUrek (100 000 bunék/komarku ve 2ml media). Po
tridenni kultivaci bylo medium odsato a nahrazeno médiem s kyselinou
valproovou pri finalni koncentraci 1mmol/l a 5mmol/l. Do kontrolnich
komdrek bylo pfiddno medium s ekvivaletnim mnozstvim vody misto
kyseliny valproové. Inkubace trvala 6 hodin. Nasledné byly buriky 3x
oplachnuty PBS, fixovany metanolem a obarveny podle Giemsy.
Evaluace bunék byla provedena na optickém mikroskopu (Nikon
ECLIPSE E 400).

1.3 Bradford assay

5637 buriky byly nasazeny do 96-jamkovych mikrotitracnich desticek s
vickem (Nunc, Thermo Fisher Scientific, Rochester, NY): 100ul
bunécné suspense/jamku (20 000 bunék/jamku) a ulozeny do
termostatu do druhého dne. Nasledny den bylo medium odsato a do
kazdé jamky bylo pridano 200ul kultivacniho media obsahujiciho
kyselinu valproovou o finalni koncentraci 1mM a 5mM (Sigma Aldrich,

St. Louis, MO). Do kontrolnich jamek bylo pridano medium s



ekvivalentnim mnozstvim vody misto kyseliny valproové. VSechny
testy byly provedeny minimalné v triplikatech a ukoncovany po 6, 24 a
48 hodinové inkubaci. Medium bylo odsato, buniky 3x oplachnuty 200ul
PBS. Po oplachnuti bylo do kazdé jamky pridano 50ul 0.05% roztoku
tritonu x-100. Po 20min. inkubaci na tfepacce bylo pridano 150ul
barviciho roztoku Bradford Reagent (B6916) (Sigma, St. Louis, MO) a
ponechano dalSich 5min. na tfrepacce. Mnozstvi proteinu bylo méreno
na spektrofotometru Biotek EL800 pfi absorbanci 595nm proti 405nm.
Vysledky byly dale statisticky vyhodnoceny Studentovym testem pro
zjisténi statistické signifikance (programem dostupnym na

http://www.physics.csbsju.edu/stats/t-test bulk form.html).

1.4 Dvourozmérna chromatografie

1.4.1 Priprava vzork

Bunky linie 5637 byly kultivovany za vySe zminénych podminek

v plastikovych kultivacnich lahvickach do doby experimentu. Staré
médium bylo odstranéno a nahrazeno médiem obsahujicim vodu nebo
kyselinu valproovou (pfi 1mM nebo 5mM findlni koncentraci). Inkubace
trvala 6 hodin. Médium bylo opét odstranéno a buriky 3x oplachnuty
10ml 1x PBS. Nasledné bylo k bunikdm pridano 5ml 1x PBS, bunky
byly seSkrabany ze dna kultivacni I[ahvicky a preneseny do zkumavky.
Nasledovalo 7min. stoceni buniek pfi 2000rpm na stolni centrifuze
(Hettich Zentrifugen, Tuttlingen Germany). Supernatant byl nasledné

odstranén a bunky ulozeny pri -80°C.
1.4.2 Priprava proteinovych lysati

Do kazdého rozmrazeného bunécného vzorku bylo pridano 1.6ml stock

lysis pufru [7.5M urea, 2.5M thiourea, 12.5% glycerol, 50mM Tris,
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2.5% n-octylglucoside, 6.25mM Tris-(carboxyethyl) phosphine
hydrochloride supplemented with 1x Protease Inhibitor Coctail
(Boehringer Mannheim, Germany)] a vzorky byly intenzivné
promichany na Vortexu. Po odstranéni celé nerozpustné frakce byly
vzorky stoceny (60 minut pri 20000xg a teploté 4°C). Supernatant byl
odstranén a vzorky byly bud’ihned dale pouzity nebo zamrazeny v

-80°C a pouzity pozdéji.

1.4.3 Vyména pufru a odhad proteinové koncentrace

Stock lysis pufr byl vyménén za Start pufr (Beckman Coulter,
Fullerton, CA) pomoci kolony PD-10 (Amersham Pharmacia, Uppsala,
Sweden). Nejprve byl Start pufr pridan k vyse zminénému bunécnému
lysatu do finalniho objemu 2.5ml a pak byl tento roztok resuspendovan
pomoci Vortexu. Kolona PD-10 byla ekvilibrovana 25ml Start pufru.
2.5ml vzorku bylo naloZzeno na kolonu PD-10 a prvni eluat vypustén.
Proteiny byly eluovany Start pufrem; pouze prvni 3.5ml frakce bylo
odebrano k dalsi analyze. Proteinova koncentrace byla pak zmérena
pomoci BCA Assay Kit (Pierce, Rockford, IL).

1.4.4 Prvni dimenze chromatografie: separace proteinti
modulem HPCF (High Performance Chromatofocusing)
Prvni i druha dimenze byly provedeny na Proteomelab Protein
Fractionation 2 Dimensional (PF 2D) systému (Beckaman Coulter,
Fullerton, CA).

A. Priprava roztoki
Cty¥i rdzné roztoky byly pouzity: Start pufr, Eluent pufr, High-ionic
Strength Wash a voda (stupen cistoty HPLC). pH Start pufru a Eluent

pufru (Beckman Coulter, Fullerton, CA) bylo méreno na kalibrovaném
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pH monitoru HPCF modulu. pH Start pufru bylo spravné jiz

v originalnim baleni (pH 8.5 + 0.1). Eluent pufr byl upraven pomoci
saturovaného roztoku (50mg/ml) iminodiacetové kyseliny (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO) na pH 4.0 £+ 0.1. Oba pufry byly ulozeny v 4°C
do doby spusténi pokusu (run procedure). High Ionic Strength Wash
byl pfipraven rozpusténim 58.44g NaCl v 1000ml destilované vody a
byl poté filtrovan.

B. Priprava HPCF modulu

Hadicka A4 (solvent line A4) HPCF modulu byla umisténa do roztoku
A4 (voda stupné cistoty HPLC). Do hadicky A4 bylo vytlaceno pomoci
strikacky priblizné 10ml roztoku A4, aby bylo zajisténo, ze Zadny
vzduch v hadi¢ce nezlstal. Stejny krok se stiika¢kou a A4 roztokem
byl proveden na HPCF modulu. Voda byla pusténa o rychlosti toku
0.2ml/min na 15 minut. Poté co byla provedena kalibrace pH monitoru
bylo zméreno pH Start pufru a Eluent pufru. Hadicky A1-A3 byly
vloZeny do pfisludnych roztokd: hadi¢ka Al do Start pufru, hadi¢ka A2
do Eluent pufru, hadicka A3 do High Ionic Strength Wash. Hadicky pak
byly primovany, opét aby v nich nezlstal zadny vzduch. Na HPCF
modul byla instalovana kolona HPCF 1D (Beckman Coulter, Fullerton,
CA) a voda byla pusténa pres kolonu rychlosti 0.2ml/min na 45 minut.
Mezitim byla zapnuta UV-1 lampa. Po promyti kolony nasledovala jeji
ekvilibrace 100% Start pufrem, ktera trvala 130 minut pfi rychlosti
toku 0.2ml/min. Asi 10 minut po zacatku predchoziho kroku byla

kalibrovana lampa UV-1.
C. Priprava modulu FC/I (Fraction Collector/Injection)

Z primé kontroly obrazovky (Direct Control mode) bylo zapnuto

chlazeni pro FC/I podlozku. 96-jamkova desticka s hlubokymi a
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okrouhlymi jamkami (96-deep round well plate, Beckam Coulter) byla

vloZzena na podlozku.

D. Viastni analyza (run procedure)

Potom, co byla HPCF kolona ekvilibrovana Start pufrem, byl spustén
konstantni tok kolonou. Pro vlozeni vzorku bylo drzatko na manudlnim
injektoru posunuto do pozice pro vlozeni vzorku. Vzorek byl nabran do
plastické strikacky s jehlou s plochym koncem a 2ml (1-5mg proteinu)
vzorku bylo vstrfiknuto do pristroje. Strikacka byla ponechana

v injektoru béhem celé analyzy. Manualni injektor byl posunut do
posice “inject” po ohlaseni zpravy “Waiting for trigger” a metoda byla
spusténa. Prvni dimenze zkoncila po 185 minutach a frakce byly

uchovany v -80°C.

1.4.5 Druha dimenze chromatografie: separace proteint
modulem HPRP (High Performance Reversed Phase)

A. Priprava roztoki

Roztok A (0.10% triflorooctova kyselina (TFA, trifloroacetic acid) ve
vodé): 1000ml nadoba byla naplnéna priblizné 90% objemu vodou
(stupné cistoty HPLC). 1ml TFA byl pridan do nadoby v digestofi a
zbyvajicich 10% objemu doplnéno vodou (stupné Cistoty HPLC).
Roztok B (0.08% TFA v acetonitrilu): 1000ml nadoba byla naplnéna
priblizné 90% objemu acetonitrilem. 0.8ml TFA bylo pridano do

nadoby v digestofri a zbyvajicich 10% objemu doplnéno acetonitrilem.

B. PFiprava modulu HPRP

Hadicky (solvent lines) z modulu HPRP byly umistény do nasledujicich
roztoku: hadi¢ka Al do Roztoku A, hadi¢ka B1 do Roztoku B. Obé
hadicky a HPRP pumpa A a HPRP pumpa B byly upraveny odsatim
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vzduchu. Kolona HPRP 2D (Beckman Coulter, Fullerton, CA) byla
nainstalovana na modul HPRP. Pét minut bylo kolonou HPRP 2D
pusténo 100% Roztoku B o rychlosti toku 0.75ml/min. Mezitim byly
zapnuty ohrivac kolony a UV-2 lampa. Pak bylo pusténo pres kolonu
100% Roztoku A alespori na 10 minut o rychlosti 0.75ml/min. Béhem
tohoto ¢asu se provedla kalibrace UV-2 lampy. Po uplynuti

pozadovaného c¢asu se tok nastavil na Oml/min.

C. Priprava FC/I modul
Z Direct Control obrazovky bylo zapnuto chlazeni pro FC/I podloZku.
96-jamkova desticka s frakcemi z prvni dimenze byla vlozena na

podlozku.

D. Vlastni analyza (run procedure)

Frakce sesbirané v prvni dimenzi byly vSechny pustény jednotlivé

v druhé dimenzi. Po aktivaci metody (vyznacené tlacitko start), 200l
z jedné specifikované frakce z prvni dimenze bylo nasato
automatickym modulem a proteiny z této frakce separovany v druhé
dimenzi. Separované proteiny (reprezentovany jako hroty na
chromatogramu) byly monitorovany spektroskopicky (meéreno pfri
214nm v UV-2 okénku). Po asi 6-8 minutach od zacatku metody byl
zaznamenan prvni hrot a od toho okamziku jsme tuto druhou separaci
proteint sbirali opét do 96-jamkové desti¢ky. Separaci jsme prestali
sbirat, kdyz zadné hroty se jiz nezobrazovaly v UV-2 okénku. Kazda

analyza trvala 45 minut.
E. Chromatograficka analyza

Chromatogramy druhé dimenze byly zpracovany programem 32 Karat

a exportovany do zasobniho souboru .asc. Stejné chromatogramy
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druhé dimenze z rlizného materialu (z 5637 bunék ovlivnéné 1mM
nebo 5mM kyselinou valproovou nebo z 5637 kontrolnich bunék) byly
porovnany programem 32 Karat k identifikaci stejnych
chromatografickych hrotd, které se od sebe liily velikosti.
Chromatogramy druhé dimenze byly dale analyzovany pomoci
programu ProteoVue od Beckman Coulter. Tento program
zprostredkoval konverzi na .dat soubory, které umoznuji grafické

zobrazeni hrotd individudlnich chromatograma.

Diferencialni mapy pro frakce se stejnymi chromatografickymi
charakteristikami byly vytvoreny programem DeltaVue, ktery byl
rovnéz poskytnut firmou Beckman Coulter. Tento program byl pouzit i
k vytvoreni diferencidlnich proteinovych map porovnavanych celych
proteomu. Frakce, které byly identifikovany programem DeltaVue jako
diferencialné exprimované v porovnavaném materialu, byly zpétné
analyzovany v porovnavanych chromatogramech druhych dimenzi
zobrazenych v prekryvanych grafech vytvorenych programem 32
Karat. Hroty na chromatogramech, které se jednoznacné liSily

v porovnavanych materidlech, byly vybrany pro naslednou analyzu

hmotnostni spektrometrii.

2. Vysledky

2.1 Morfologie bunék

Buriky narostlé v kultivaénich komurkach byly malé, ptevazné
trojuhelnikové, polygonalni nebo hvézdicovité s pomérné chudou
cytoplazmou a kulatym jadrem. Bunky kratkodobé inkubované
(6 hodin) s kyselinou valproovou nevykazovaly zadné zretelné

morfologické zmény v porovnani s kontrolnimi burikami (Priloha ¢.4).
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2.2 Rust bunék

RUstova dynamika buné&&né kultury 5637 byla hodnocena pomoci
stanoveni celkového proteinu. Bylo zjiSténo, Ze kyselina valproova
inhibuje rdst sledovanych nadorovych bunék. Inhibice ristu buné&k
byla statisticky signifikantni jiz po 24 hodinové inkubaci s 5mM
kyselinou valproovou (Priloha ¢€.5). Statisticky signifikantni Gcinek po

inkubaci s 1mM kyselinou valproovou se projevil az po 48 hodinach.

2.3 Vliv kyseliny valproové na proteom kultivovanych
bunék

2.3.1 Separace proteind v prvni dimenzi

Proteiny ziskané po bunécné lyze zkoumanych bunék vykazovaly
charakteristicky profil v celém rozsahu sledovaného pH a NaCl
gradientu. pH profily kontrolnich bunék, bunék po inkubaci s 1mM
kyselinou valproovou a bunék po inkubaci s 5mM kyselinou valproovou
svédci pro vysoky stupen reprodukovatelnosti (Priloha ¢.6A). Elucni
gradient pH trval priblizné 110 minut a zacinal na pH 8.5 a koncil na
pH 4.5. Zbyvajici proteiny byly dale eluovany zvysujici se koncentraci
NaCl. Nejvyrazné&j&i zmé&ny chromatogrami prvni dimenze bylo moZno
odhadovat ze zmén absorbance v UV-1 ¢asti spektra (méreného pri
280nm). Projevovaly se jako zmény ve velikosti jednotlivych hrotl ve
stejném elucnim Case pri porovnani vSech tri experimentalnich (Priloha
C.6B).

2.3.2 Separace proteind v druhé dimenzi
Chromatogramy druhé dimenze kontrolnich 5637 bunék, 5637 bunék
inkubovanych v 1mM kyseliné valproové a 5637 bunék inkubovanych v

5mM kyseliné valproové ukazaly rozdily v chromatografickych
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profilech. V pfiloze ¢.7A a 7B je znazornén chromatogram frakce C6 ze
véech tii zkoumanych materiall. PFiloha ¢.7A ukazuje posun
eluovanych proteind pro kontrolni bufiky (26. minuta) a buriky po
inkubaci s 5mM kyselinou valproovou (26.5 minuta) oproti bunkam po
inkubaci s 1mM kyselinou valproovou (23.9 minuta). Po manualnim
posunu chromatogramu se zvyrazfiuje rozdil ve velikosti
porovnavanych hrotd (Pfiloha €.7B), &imz se usnadfiuje vybér &asti
frakci k nasledné analyze hmotnostni spektrometrii. Ve frakci C6 druhé
dimenze se jako kandidati k analyze hmotnostni spektrometrii jevi
vysoké hroty po 28. minuté a kolem 30. minuty, a to u bunék

inkubovanych v obou koncentracich kyseliny valproové.

2.3.3 Diferencialni zobrazeni kontrolnich bunék a bunék
inkubovanych s kyselinou valproovou

Integrace véech chromatograml druhych dimenzi (cely proteom)
jednotlivych experimentt (kontrolnich bunék, bunék po inkubaci s
1mM nebo 5mM kyselinou valproovou) do grafického zobrazeni
podobného elektroforetickému gelu je mozna pomoci programu
ProteoVue. Cely proteom je znazornén v Priloze ¢.8A (kontrolni
bunky), ¢.8B (bunky po inkubaci s 1mM kyselinou valproovou) a ¢.8C
(bunky po inkubaci s 5mM kyselinou valproovou). Na ose x je pl profil,
kterym byly rozdéleny proteiny na basické (na zacatku osy x) a kyselé
(na konci osy x) v prvni dimenzi. Na ose y je profil hydrofobicity,
kterym byly proteiny rozdéleny na proteiny s nizkym stupném
hydrofobicity (na zacatku osy y) a s vysokym stupném hydrofobicity
(na konci osy y) v druhé dimenzi. Porovnani Priloh ¢.8A, 8B a 8C
ukazuje, Ze sila zbarveni proteind ve sloupci 28 (lane 28) u v8ech
ptiloh v obrazku s fialovym pozadim odpovida rtizné vysokym hrotdim

v obrazku v levé Casti. Obrazek dokumentuje, ze odlisné pritomné
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proteiny je mozné pozorovat v celém rozsahu pH. Proteom 5637 bunék
ovlivhénych 1mM kyselinou valproovou ukazuje prominentni hroty v
hydrofobni ¢asti spektra (Priloha ¢.8B). Tento trend je také
pozorovatelny v proteomu bunék 5637 ovlivhénych 5mM kyselinou

valproovou (Priloha ¢.8C).

Program DeltaVue umoznil porovnavat individualni frakce z
jednotlivych chromatogramd, jakoz i diferencidlni zobrazeni celych
proteomU porovnavanych bunék (Pfiloha ¢.9A, 9B, 9C). PFiloha &.9A
porovnava sloupec 28 (lane 28) kontrolnich bunék (vlevo) se stejnym
sloupcem bunék inkubovanych s 1mM kyselinou valproovou (vpravo).
Ve stfedni &asti je diferencialni zobrazeni celych proteom kontrolnich
bunék a bunék po inkubaci s 1ImM kyselinou valproovou. Porovnavani
individudlnich frakci ziskanych z rlznych experimentdlnich materialQ
umoZzfiuje snadny vybér frakci s vyraznymi rozdily ve velikosti hrott a

jejich naslednou analyzu hmotnostni spektrometrii.

3. Diskuse

Kapalinovad chromatografie je metoda jejiz ptivod saha do zadatku 20.
stoleti. Tato metoda ma vyznamnou pozici v biochemickych
separacnich postupech. Separace molekul pomoci kapalinové
chromatografie je zalozena na nékolika fyzikalnich vlastnostech, jako
jsou isoelektricky bod (pI, isoelectric point) a hydrofobicita.
Reprodukovatelnost sou¢asnych chromatografickych nastrojd
umoZzfiuje porovnavani riznych materiall a hledani variabilné se
vyskytujicich molekul. Komercné dostupny systém ProteomelLab PF2D

od firmy Beckman Coulter reprezentuje zarizeni vyjimecné kvality,
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které separuje proteiny z komplexnich materidlovych smési na zakladé

pl v prvni dimenzi a hydrofobicity dimenzi druhé.

V této praci jsme zkoumali vliv kyseliny valproové (1mM nebo 5mM)
na bunécnou linii urotelidlniho karcinomu 5637. Efekt valproové
kyseliny na rlst kultivovanych nadorovych bunék byl charakterizovan
diive. Inhibice rlstu buné&énych liniich neuroblastomu mysi (Neuro-2A)
a gliomu krysy (C6) byla popsana Reganem jiz v roce 1985
(Kostrouchova, Kostrouch and Kostrouchova 2007). Lidské bunécné
linie jejichZ rdst byl inhibovan valproovou kyselinou jsou nasledujici:
mnohocetny myelom, lymfoidni nadory, maligni gliom, meduloblastom,
endometralni karcinom, karcinom délozniho cipku, ovarialni karcinom,
adenokarcinom prsu, adenokarcinom tlustého streva, karcinom stitné
zlazy a maligni melanom (Greenblatt et al. 2007). V nasi praci jsme
zjistili, ze rlstova aktivita bunék linie 5637 je zavisla na davce.
Inhibice rlstu byla statisticky signifikantni v bufikdch ovlivnénych 5mM
kyselinou valproovou po 24 hodinach; v bunkach ovlivnhénych 1mM
kyselinou valproovou se statisticky signifikantni efekt projevil az po 48
hodinach. Kratkodobda expozice (6 hodin) kyseliny valproové neméla
vliv na buné&ny rdst. Tyto vysledky jsou ve shodé s dFive

publikovanymi pracemi.

Dale jsme sledovali vliv kratkodobé inkubace (6 hodin) s kyselinou
valproovou na morfologii 5637 bunék. Rozdil v morfologii
kultivovanych bunék inkubovanych v médiu s kyselinou valproovou

proti burikam kontrolnim jsme nepozorovali.

Hlavnim cilem nasi prace bylo celoproteomové porovnani bunék 5637

po Sestihodinové inkubaci s médiem obsahujicim kyselinu valproovou
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(1mM nebo 5mM) s kontrolnimi burfikami 5637 po 6 hodinové inkubaci
s médiem obsahujicim vodu. Dvourozmérna chromatografie umoznuje
analyzu témér celého proteomu kultivovanych bunék nebo tkani, a
reprezentuje objektivni proteomovou strategii. Analyzovany material je
tvoren vSemi proteiny ziskanymi po lyze vzorku pufrem obsahujicim
ureu. Jediny omezujici krok této metody je eliminace malych protein{
a peptidd (<10 kDa), které mohou obsahovat produkty proteinové
degradace. Chromatograficka separace prvni dimenze (isoelektricka
chromatofokusace) potvrdila vysokou reprodukovatelnost metody ve
vSech trech zkoumanych materidlech: pH profily byly prakticky
identické (Priloha €. 6A) a proteinové chromatogramy vykazovaly
stejny profil (Priloha ¢. 6B). Chromatogramy separace v druhém
rozmeéru (separace podle hydrofobicity) ukazaly podstatné rozdily v
odpovidajicich frakcich (Priloha ¢. 7A, 7B). Tyto rozdily se projevuji
jako rozdiln& vysoké hroty proteinl s identickymi chromatografickymi
charakteristikami ve zkoumanych materialech. Analyza
celoproteomovych zobrazeni a individualnich chromatogramu v
programu 32 Karat ukazala, Ze kyselina valproova zplsobuje zmény
zavislé na davce kyseliny valproové. Predpokladame, ze frakce
odpovidajici odlidnym chromatografickym hrotlim obsahuji proteiny
diferencialné exprimované proteiny v souvislosti s expozici kyseliné
valproové. Vice nez 20 frakci s takto zménénymi proteiny je nyni

urceno k analyze hmotnostni spektromettrii.

Nase prace potvrdila moznost pouziti dvourozmérné chromatograife k
odhaleni diferencialn& exprimovanych proteini v porovnavanych
materidlech. Nicméné komplikovanost pfistupu a pozadavek
identickych chromatografickych charakteristik v opakovanych

analyzach ukazaly na nékteré technické problémy, které mohou
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ovlivnit chromatografické uréeni sledovanych proteinl a které je nutno
mit na zreteli pfi konecném hodnoceni porovnavanych analyz. Tyto
problémy se tykaji predevsim prace s druhou dimenzi chromatografie a
mohou se projevit jako chromatograficky posun eluovanych proteini v
téchto chromatogramech. Program 32 karat umozniuje kompenzaci
takového problému, a to manualni korekci (posunem) celych
chromatogramd. Je také moZzné opakovat analyzu druhé dimenze,
protoze pouze Cast z frakci prvni dimenze (200ul z 600ul) je pouzita k
separaci v druhé dimenzi. Nékteré analyzy druhé dimenze vykazovaly
velmi odlisné zakladni linie (baseline) (Priloha €.8B, sloupec ¢.5).
Takové analyzy nebyly dale pouzivany pro vybér diferencialné
exprimovanych protein{. Tyto analyzy mohou byt op&tovné provedeny

z uchovanych frakci prvni dimenze.

MoZnost porovnavat celé proteomy bez Uvodnich separaénich kroky je
stale jesté ojedinéla. Vyhledavani v literature pomoci PubMed

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) ukazalo 19 publikaci, které

pouzily metodu Proteomelab PF 2D. V posledni dobé se také objevily
dalSi moznosti rozsireni této metody a to pouzitim specidlnich
kultivac¢nich médii obohacenych stabilnimi isotopy (Wu WW, Wang G,
Yu MJ, Knepper MA, Shen RF) (Wu et al. 2007); pouziti této metody

muUzZe zndsobit pocet identifikovanych proteind pfitomnych v odlinych

koncentracich ve sledovanych materialech o jeden nebo dva rady.
Dvourozmeérna komparativni chromatografie by tak mohla
predstavovat metodu volby pro prvni detailni analyzu srovnavanych

kompletnich proteomd.
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Zaver

Nase vysledky prokazaly moznost diferencialni analyzy kompletnich
proteomU metodou dvourozmé&rnd chromatografie pti pouZiti
ProteomeLab Protein Fractionation 2 Dimensional (PF 2D) systému
vyvinutého firmou Beckaman Coulter. Prokazali jsme, ze kyselina
valproovd v koncentraci 1mM a 5mM zpUsobuje posun urditych
proteiny, a to jak v zasaditém tak kyselém pI spektru. Takto
identifikované proteiny mohou byt dale blize charakterizovany

hmotnostni spektrometrii.
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Souhrn

Nadory jsou klonalni onemocné&ni mnohobuné&énych organismu, které
vznikaji akumulaci genetickych mutaci a postupnou indukci
epigenetickych jevl jeZz maji za nasledek transkripéni Gtlum tumor
supresorovych genl a naopak aktivaci exprese tumor propagujicich
geny. Toto umoZfiuje nddorovym bufikdm, v kombinaci se zmé&nénou
odpovédi hostitelského organismu, aby prekonaly regulacni kaskady,
které ridi spravnou kooperaci bunék v mnohobunécném organismu.
Epigeneticka regulace se uskutecnuje na urovni DNA metylaci CpG
ostrivkud a na Urovni post-translaéni modifikace chromatinovych
protein{, histond na prvnim mist&. Post-translaéni modifikace histonu
zahrnuje fosforylaci, acetylaci, metylaci, biotinylaci, poly(ADP
ribosylaci), ubigvitinaci a sumoylaci. Histonova acetylace je spojena
s transkrip¢ni aktivaci neboli ,otevifenosti* chromatinu k regulaci
transkripnimi faktory. Histony jsou acetylované histon
acetyltransferasami (HATSs, histone acetyltransferases). Histonova
acetylace je dynamicky proces, ktery je zvratitelny histon
deacetylasami (HDACs, histone deacetylases), coz jsou enzymy

odstrafiujici acetylovy zbytek z acetylovanych histond.

Snizend genova exprese navozena nizkou acetylaci histond je soucdsti
nadoroveé specifického transkripcniho profilu, ktery je charakterizovan
utlumenou expresi nebo kompletni eliminaci exprese tumor
supresorovych genl. Zda se, ze by bylo mozné pouzit inhibitory histon
deacetylas (HDACIs, histone deacetylase inhibitors) jako nastroje

k indukci exprese inhibovanych gend.

Kyselina valproova je Siroce pouzivanym lékem v |écbé epilepsie a

manie u bipolarni poruchy. V posledni dobé bylo zjisténo, ze kyselina
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valproovd plsobi jako silny inhibitor HDAC (HDACI) s relativné malymi

nezadoucimi Ucinky.

V této praci jsme zkoumali vliv kyseliny valproové na témeér cely
proteom bunécné linie urotelidlniho karcinomu 5637 prostrednictvim
dvourozmeérné komparativni chromatografie. Tento pristup odhalil
velké mnoZstvi diferencidlné exprimovanych proteinl v Sirokém

rozsahu pI spekra.

Nade vysledky ukazuji, ze kratkodobé plsobeni kyseliny valproové
indukuje komplexni proteomové zmény, které nejspiSe souviseji

s alteracemi etnych regulacnich proteind.
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Summary

Cancers are clonal disorders of multicellular organisms that arise by
accumulation of genetic mutations and step-wise induction of
epigenetic events that silence transcription of tumor suppressing genes
and facilitate expression of tumor promoting genes. This allows cancer
cells in combination with altered response of host organism to
overcome the regulatory cascades that orchestrate proper cooperation
of cells within the multicellular organism.

Epigenetic regulation is executed on the level of DNA by methylation of
CpG islands and on the level of post-translational modification of
chromatin proteins, histones in the first place.

Post-translational modifications of histones include histone
phosphorylation, acetylation, methylation, biotinylation, poly(ADP
ribosylation), ubiquitination and sumoylation. Histone acetylation is
connected with transcription activation or “openness” of chromatin to
regulation by transcriptional factors. Histones are acetylated by
histone acetyltranferases (HATs). Histone acetylation is a dynamic
process that is reversed by histone deacetylases (HDACs), enzymes
that are able to remove the acetyl residue from the acetylated
histones.

A decrease in gene expression brought about by low acetylation of
histones is part of the cancer specific transcription profile that is
characterized by low expression or complete elimination of expression
of tumor suppressor genes. It seems possible to use inhibitors of
HDACs (HDACIs) as tools for the induction of expression of silenced
genes.

Valproic acid is a drug widely used for the treatment of epilepsy and
mania in bipolar disorder. Recently it was discovered that valproic acid
acts as a potent HDAC inhibitor (HDACI).
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Here, we examined the effect of valproic acid on the near-complete
proteome of urothelial carcinoma cell line 5637 using two-dimensional
comparative chromatography. This approach revealed a large number
of differentially expressed proteins in a wide range of pl spectrum.

Our results show that short-term treatment with valproic acid induces
complex proteomic changes that are likely to be related with

alterations of multiple regulatory proteins.

26



Seznam pouzité literatury

Bowden, C. L. 2003. "Acute and maintenance treatment with mood
stabilizers." Int J Neuropsychopharmacol 6:269-75.

Cheng, Z., Y. Tang, Y. Chen, S. Kim, H. Liu, S. S. Li, W. Gu, and Y.
Zhao. 2008. "Molecular characterization of propionyllysines in
non-histone proteins." Mol Cell Proteomics.

Cheung, P., and P. Lau. 2005. "Epigenetic regulation by histone
methylation and histone variants." Mol Endocrinol 19:563-73.

Chew, Y. C., G. Camporeale, N. Kothapalli, G. Sarath, and J. Zempleni.
2006. "Lysine residues in N-terminal and C-terminal regions of
human histone H2A are targets for biotinylation by biotinidase."
J Nutr Biochem 17:225-33.

Evers, S. 2008. "Treatment of migraine with prophylactic drugs."
Expert Opin Pharmacother 9:2565-73.

Feltus, F. A., E. K. Lee, J. F. Costello, C. Plass, and P. M. Vertino.
2003. "Predicting aberrant CpG island methylation." Proc Nat/
Acad Sci U S A 100:12253-8.

Fingerman, I. M., H. N. Du, and S. D. Briggs. 2008. "Controlling
histone methylation via trans-histone pathways." Epigenetics 3.

Greenblatt, D. Y., A. M. Vaccaro, R. Jaskula-Sztul, L. Ning, M.
Haymart, M. Kunnimalaiyaan, and H. Chen. 2007. "Valproic acid
activates notch-1 signaling and regulates the neuroendocrine
phenotype in carcinoid cancer cells." Oncologist 12:942-51.

Jones, J., E. Juengel, A. Mickuckyte, L. Hudak, S. Wedel, D. Jonas, and
R. A. Blaheta. 2008. "The Histone Deacetylase Inhibitor Valproic
Acid Alters Growth Properties of Renal Cell Carcinoma in Vitro
and in Vivo." J Cell Mol Med.

Kostrouchova, M.Jr., Z. Kostrouch, and M. Kostrouchova. 2007.
"Valproic acid, a molecular lead to multiple regulatory
pathways." Folia Biol (Praha) 53:37-49.

Pohludka, M., K. Simeckova, J. Vohanka, P. Yilma, P. Novak, M. W.
Krause, M. Kostrouchova, and Z. Kostrouch. 2008. "Proteomic
analysis uncovers a metabolic phenotype in C. elegans after nhr-
40 reduction of function." Biochem Biophys Res Commun
374:49-54.

Ryazansky, S. S., and V. A. Gvozdev. 2008. "Small RNAs and
cancerogenesis." Biochemistry (Mosc) 73:514-27.

Sancho, M., E. Diani, M. Beato, and A. Jordan. 2008. "Depletion of
human histone H1 variants uncovers specific roles in gene
expression and cell growth." PLoS Genet 4:€1000227.

Santini, V., A. Gozzini, and G. Ferrari. 2007. "Histone deacetylase
inhibitors: molecular and biological activity as a premise to
clinical application." Curr Drug Metab 8:383-93.

27



Sterner, D. E., and S. L. Berger. 2000. "Acetylation of histones and
transcription-related factors." Microbiol Mol Biol Rev 64:435-59.

Verdone, L., E. Agricola, M. Caserta, and E. Di Mauro. 2006. "Histone
acetylation in gene regulation." Brief Funct Genomic Proteomic
5:209-21.

Wu, W. W., G. Wang, M. J. Yu, M. A. Knepper, and R. F. Shen. 2007.
"Identification and quantification of basic and acidic proteins
using solution-based two-dimensional protein fractionation and
label-free or 180-labeling mass spectrometry." J Proteome Res
6:2447-59.

28



Seznam priloh

Priloha ¢€.1) Histonovy oktamer rozlozeny na dvé Casti a schematické
znazornéni hlavnich post-transla¢nich modifikaci

PFiloha ¢€.2) Kyselina valproova (2-propylpentanova kyselina)
Pfiloha ¢.3) Dvourozmérna kapalinova chromatografie

Priloha ¢.4) Morfologie bunécné linie urotelidlniho karcinomu 5637
P¥iloha &.5) Vliv kyseliny valproové (1mM a 5mM) na rlistovou
dynamiku 5637 bunék (Bradford assay)

Priloha €.6A) pH profil prvni dimenze

PFiloha ¢.6B) Chromatograficky profil prvni dimenze v UV-1 ¢asti
spektra (méreno pfi 280nm)

Priloha ¢.7A) Komparativni chromatografie druhé dimenze frakce C6
Priloha ¢.7B) Komparativni chromatografie druhé dimenze frakce C6
s manualni korekci

Priloha ¢.8A) Cely proteom kontrolnich 5637 bunék zpracovan
programem ProteoVue

Priloha ¢.8B) Cely proteom 5637 bunék po ovlivnéni 1mM kyselinou
valproovou zpracovan programem ProteoVue

Priloha ¢.8C) Cely proteom 5637 bunék po ovlivnéni 5mM kyselinou
valproovou zpracovan programem ProteoVue

Priloha €.9A) Diferencialni zobrazeni celych proteom kontrolnich
5637 bunék a 5637 bunék po inkubaci s 1mM kyselinou valproovou
pomoci programu DeltaVue

Priloha €.9B) Diferencialni zobrazeni celych proteom kontrolnich
5637 bunék a 5637 bunék po inkubaci s 5mM kyselinou valproovou
pomoci programu DeltaVue

P¥iloha €.9C) Diferencialni zobrazeni celych proteomt 5637 bunék po
inkubaci s 1mM a 5mM kyselinou valproovou pomoci programu
DeltaVue

29



Prilohy

30



Priloha €.1) Histonovy oktamer rozlozeny na dvé Casti a schematické
znazorneni hlavnich post-translacnich modifikaci



Priloha C.2) Kyselina valproova (2-propylpentanova kyselina)



nhwNge

I. Prvni dimenze II. Druha dimenze
(Chromatofokusace) (Reversed-Phase Chromatografie)

Manualni injektor pro vzorek 6. Fraction Collector/Injection (FC/I) Modul

Modul HPCF s pumpou 7. Modul HPRP s pumou A (dole) a pumpou B (nahofe)
Kolona HPCF 1D (na fotografii neni instalovana) 8. Kolona HPRP 2D

Misto pro pH metr 9. UV-2 detektor (214 nm)

UV-1 detektor (280nm) 10. Kolektor frakci druhé dimenze

Priloha €.3) Dvourozmeérna kapalinova chromatografie



Priloha ¢.4) Morfologie bunécné linie urotelialniho karcinomu 5637;
A. Kontrolni bunky, B. Bunky po 6 hod. inkubaci s 1mM kyselinou
valproovou, C. Bunky po 6 hod. inkubaci s 1mM kys. valproovou
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Pfiloha ¢.5) Vliv kyseliny valproové (1mM a 5mM) na
ristovou dynamiku 5637 bunék (Bradford assay)
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Priloha €. 6A) pH profil prvni dimenze; kontrolni bunky (zelené),
buriky po inkubaci s 1mM valproovou kyselinou (rGzové), buriky po
inkubaci s 5mM valproovou kyselinou (Cervené)
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Priloha ¢. 6B) Chromatograficky profil prvni dimenze v UV-1 Casti
spektra (méreno pri 280nm); kontrolni bunky (zelené), bunky po
inkubaci s 1mM valproovou kyselinou (rizové), buriky po inkubaci
s 5mM valproovou kyselinou (¢ervené)
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Priloha ¢.7A) Komparativni chromatografie druhé dimenze frakce C6
kontrolnich bunék (zelen¢e), bunék ovlivhénych 1mM kyselinou
valproovou (rizové) a bunék ovlivnénych 5mM kyselinou valproovou
(Cervene)
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Priloha €.7B) Komparativni chromatografie druhé dimenze frakce C6
kontrolnich bunék (zelen¢e), bunék ovlivhénych 1mM kyselinou
valproovou (ruzové) a bunék ovlivnénych 5mM kyselinou valproovou

(Cervené) s manualni korekci
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Priloha ¢.8A) Cely proteom kontrolnich 5637 bunék zpracovan
programem ProteoVue
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Priloha ¢.8B) Cely proteom 5637 bunék po ovlivhéni 1mM kyselinou
valproovou zpracovan programem ProteoVue
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Priloha ¢.8C) Cely proteom 5637 bunék po ovlivhéni 5mM kyselinou
valproovou zpracovan programem ProteoVue
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Pfiloha &.9A) Diferencialni zobrazeni celych proteomu kontrolnich
5637 bunék a 5637 bunék po inkubaci s 1mM kyselinou valproovou
pomoci programu DeltaVue; levy panel zobrazuje druhou dimenzi
sloupce 28 kontrolnich bunék; pravy panel zobrazuje druhou
dimenzi sloupce 28 bunék ovlivhénych 1mM kyselinou valproovou
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Pfiloha &.9B) Diferencialni zobrazeni celych proteomu kontrolnich
5637 bunék a 5637 bunek po inkubaci s 5mM kyselinou valproovou
pomoci programu DeltaVue; levy panel zobrazuje druhou dimenzi
sloupce 28 kontrolnich bunék; pravy panel zobrazuje druhou
dimenzi sloupce 28 bunék ovlivhénych 5mM kyselinou valproovou
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Pfiloha ¢.9C) Diferencidlni zobrazeni celych proteoml 5637 bunék
po inkubaci s 1mM a 5mM kyselinou valproovou pomoci programu
DeltaVue; levy panel zobrazuje druhou dimenzi sloupce 28 bunék
ovlivnénych 1mM kyselinou valproovou; pravy panel zobrazuje
druhou dimenzi sloupce 28 bunék ovlivnénych 5mM kyselinou
valproovou
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