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1 Uvod

K pochopeni podstaty fyziologickych a patologickych mechanismi pfispiva kvantitativni
a kvalitativni popis proteomu, tedy vSech proteinii v organismu, tkani, buiice ¢i télnich
tekutindch. Charakterizaci proteomu/ii se zabyva mlady obor ¢i spise soubor metod, technik
a konceptti, nazyvany proteomika.

Tato dizertaéni prace dokumentuje uspéSnou aplikaci raznych proteomickych
postupti a metod v experimentalni onkologii. Regili jsme tii projekty zaméiené na diagnézu
a terapii onkologickych onemocnéni. Prvni prace se zabyva identifikaci potencialnich
diagnostickych biomarkert karcinomu ovaria, zatimco dal$i dvé se soustied’uji na odhaleni
molekularnich mechanismti rezistence lymfomovych bunék na terapii, na jeji optimalizaci

a na hledani novych zasahovych mist (druggable targets).



2 Literarni prehled

2.1 Proteom a proteomika

Termin proteom poprvé pouzil v roce 1994 M. R. Wilkins pro oznaeni proteinoveho
komplementu kédovaného genomem (Wilkins, 1996). Pojem proteom popisuje soubor vech
proteint, které se nachazeji v organismu, tkani nebo bunce v uréitém okamziku. Proteom
zahrnuje vSechny formy proteini véetné molekul ziskanych alternativnim sestiihem, dale
veskeré jejich post-translacni modifikace, jejich metabolicky obrat, lokalizaci a vzajemné
proteinové interakce. V porovnani s genomem je proteom dynamicky a zmény hladin

jednotlivych proteinti jSOU odrazem pusobeni mnoha vnéjSich a vnitinich faktort.

Proteomika se zabyva kvantitativnim a kvalitativnim popisem stavii proteomu
zariznych podminek a jejich porovnavanim. Vyuzitim riznych technik a pfistupt usiluje
0 identifikaci vSech ptitomnych proteind, jejich post-translaénich modifikaci, 0 urceni
mnozstvi proteinti a stanoveni jejich lokalizace a rovnéz o popis vzdjemnych interakci
proteini. Expresni proteomika pak usiluje o kvantitativni popis proteomu a jejich zmén
zaraznych fyziologickych ¢i patologickych stavii. V této praci je expresni proteomika
vyuzivana k identifikaci proteind, jejichz exprese nebo koncentrace se méni v souvislosti
s ptitomnosti nadorového onemocnéni nebo je spojena s odpovédi na protinadorovou 1é¢bu
zavzniku rezistence na terapii. Proteomicka analyza nam tak umozniuje identifikovat
molekularni mechanismy, které se na vySe uvedenych procesech podileji arovnéz nam

poskytuje prilezitost k hledani potencialnich nddorovych markert.

2.2 Od genu k proteinu

Diky Human Genome Project (HUGO, 1989) se podafilo urcit sekvenci lidského genomu,
ktery obsahuje piiblizn¢ 20 000 gent (Pennisi, 2012). K identifikaci a charakterizaci
proteinli kodovanych lidskym genomem byl navrzen projekt Human Proteome Project
(HUPO, 2001) (Omenn et al., 2005). Jeho cilem je popsat vSechny proteiny nachazejici se
v riiznych typech lidskych bunék a tkdnich nebo biologickych tekutinach. Proteom je vSak
svoji povahou dynamicky, to znamenad, ze v urCitém Case a misté se nachazi riizné zastoupeni
proteind. Dynamiku lidského proteomu zajistuje pfiblizné 100 000 rtuznych proteinovych
molekul (Gstaiger a Aebersold, 2009), pocet lidskych proteint tedy zasadné pievySuje pocet
gentl. To je dano tim, Ze jednim genem jsou kodovany riizné varianty proteinu, které se 1isi
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strukturou a funkci. Tyto ,,varianty” vznikaji vlivem alternativniho sestfihu, RNA editace
a post-transla¢nich modifikaci. Pro tyto varianty proteinti kddované jednim genem byl
nedavno navrzen termin ,,proteoformy* (Kelleher, 2012). Z existence mnoha hladin regulace
genove (a proteinové) exprese vyplyva, Ze nelze spolehlivé odvodit mnozstvi proteinu
(a ptipadnou zménu produkce) z exprese (a zmény exprese) MRNA. To bylo potvrzeno
| experimentalné - korelace mezi hladinami mRNA a jejich zménami, a tim, jak se projevi
na skuteéné expresi proteint, je nizka (Schwanhdusser et al., 2011). Proteomika je tak

nezbytnym ndstrojem, ktery technicky snazsi analyza exprese mRNA nemiize nahradit.

Kromé velmi vysokého poctu jednotlivych proteini ¢i proteoforem je studium
proteomu komplikovano i rozsahem koncentraci jednotlivych proteint ¢i proteoforem. Pocet
kopii jednotlivych proteini v lidské bufice se pohybuje v rozmezi od 1 molekuly az po 107
kopii na bunku (Beck et al., 2011). Vysoky pocet proteinti i vysoky rozsah jejich koncentraci
V burice piesahuje moznosti vétSiny dostupnych analytickych metod. Proto jsou komplexni
proteomické analyzy zalozeny na ucinnych separa¢nich metodach a jejich vicerozmérnych
kombinacich. Zakladnimi technickymi pilifi proteomiky jsou tedy separaéni
elektroforetické a chromatografické techniky a hmotnostni spektrometrie slouzici
k identifikaci proteini a peptidi. Témto zakladnim nastrojim bych rada vénovala

nasledujici stranky.

2.3 Elektroforéza

Princip elektroforézy je zalozen na pohybu nabitych ¢astic v elektrickém poli, ktery byl
objeven jiz pocatkem 19. stoleti. Tehdy Ferdinand F. Reuss popsal elektroosmoticky tok
vody, ktery nastal v U-trubici s jilem vjejim ohbi po zapojeni do stejnosmérného
elektrického proudu (Reuss, 1809). Elektrokinetickych jevi, jako jsou elektroforéza
a elektroosmoticky tok, pozd&ji vyuzil $védsky elektrotechnik Arne Tiselius k vyvoji
techniky délici proteiny krevniho séra na zaklad¢ jejich rozdilné pohyblivosti v elektrickém
poli (Tiselius, 1930). Arne Tiselius je povazovan za zakladatele elektroforézy a za jeho
ptinos mu byla v roce 1948 udélena Nobelova cena. VVolny roztok jako nosi¢ nabitych ¢astic
v elektroforéze byl postupné nahrazen podpirnymi médii - papirem, skrobem a agar6zou
(von Klobusitzky a Konig, 1939, Hjerten, 1961, Smithies, 1955). Dalsi pokrok v Géinnosti
elektroforézy nastal v 60. letech, kdy byla pfedstavena elektroforéza v polyakrylamidovém
gelu (Raymond et al., 1962) a v souvislosti s elektroforézou byly objeveny moznosti vyuziti
detergentu dodecylsulfatu sodného (SDS). Hlavnim piinosem detergentu SDS je jeho
-3-



schopnost proteiny denaturovat a zaroven zajistit separaci proteinit pouze podle jejich
molekulové hmotnosti. To je mozné propijcenim zaporného ndboje vazbou SDS na proteiny
a také jednotkovym mnozstvim SDS, které se navaze na molekulu proteinu (1,4 g SDS
na 1 g proteinu) (Shapiro et al., 1967, Laemmli, 1970). Vznikla tak G¢inna elektroforeticka
metoda rozdé€lujici proteiny podle jejich molekulové hmotnosti, znama jako SDS-PAGE

(SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza).

Jinou elektromigra¢ni technikou vhodnou K separaci proteintt i peptidd je
izoelektrickd fokusace (IEF). Princip IEF je zalozen na pohyblivosti proteini a peptidi
v prostiedi gradientu pH a elektrického pole. Proteiny a peptidy migruji v elektrickém poli
do oblasti pH odpovidajici jejich izoelektrickému bodu. V tomto bodé¢ je celkovy naboj
proteinu nulovy a dochazi k zastaveni migrace proteini. Metoda byla vyvinuta v Sedesatych
letech minulého stoleti (Svensson, 1961, Vesterberg, 1969) a nasledn¢ byla zdokonalena
o pH gradienty ukotvené v polyakrylamidovém gelovém prouzku (Imobilizovany pH
gradient, IPG) (Bjellqvist et al., 1982), coz vedlo k zasadnimu zvyseni reprodukovatelnosti a

rozliSeni této metody.

Zvysit rozliseni separovanych proteinii kombinaci obou technik do dvojrozmérné
separace se podafilo Patrickovi O’Farellovi za vzniku dvojrozmérmné elektroforézy (2-DE)
(Obrézek 1). Preciznim spojenim separace proteinti nejprve podle jejich pl a nésledné podle
jejich molekulové hmotnosti (MW) se mu podafilo rozdélit 1100 proteinovych skvrn lyzatu
E. coli (O’Farell, 1975). 2-D elektroforéza tak umoznila a stile umoziuje analyzovat
komplexni smési bilkovin i pfes ndstup novych technik a v proteomice méa dosud své pevné

misto.

2.3.1 2-DE

Separace proteini 2-DE technikou (Obrézek 1) probihd za denaturujicich podminek
pfi zajisténi vysoké rozpustnosti proteinti. Dostate¢na rozpustnost proteint je podminkou
pro jejich vstup do IPG gelu (Gorg et al., 2004). Za ucelem zvySeni rozpustnosti a dosazeni
denaturace jsou proteiny vystaveny vlivim chaotropnich latek (moc¢ovina, thiomocovina),
zwitteriontového detergentu (CHAPS) a redukéniho ¢inidla (DTT) (Laemmli, 1970).
Denaturované proteiny jsou naneseny na dehydratovany IPG gel. Po vstupu proteint do IPG
gelu a jeho vlozeni do elektrického pole dochazi k migraci proteinti v pH gradientu podle
jejich izoelektrickych bodi. V oblastech pH odpovidajicich jejich pl (proteiny maji nulovy

ndboj) se proteiny zastavuji. Pro druhy rozmér déleni a zaroven pro snadny piestup
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zaostfenych proteint z IPG gelu do SDS-PAGE gelu je potieba vytvotit vhodné podminky.
Ekvilibrace IPG gelu se zaostienymi proteiny slouzi predevsim k zajisténi Gplné redukce
reoxidovanych -SH skupin cysteinit pomoci DTT anasledné alkylaci cysteina
iodacedamidem nebo jinym alkylaénim ¢inidlem. Kromé toho je potieba zarucit obaleni
proteinti detergentem SDS, aby jejich separace v druhém rozméru probéhla dle jejich
molekulové hmotnosti. Samotny pifestup proteini mezi jednotlivymi rozméry 2-DE
usnadiiuje pritomnost glycerolu, ktery snizuje elektroosmoticky tok (Goérg et al., 1988).
Po ekvilibraci a ukotveni IPG gelu na hornim okraji SDS-PAGE gelu dochazi v elektrickém
poli K pfesunu zaostfenych proteini z IPG gelu do SDS-PAGE gelu. Poté jsou
proteiny separovany podle jejich molekulové hmotnosti.

Vysledkem 2-DE je dvojrozmérna proteinova mapa, kterou je mozné vizualizovat
nékolika zpusoby. Jednim z béznych zplisobu barveni proteinti je vazba modrého barviva,
koloidni Coomassie Briliant Blue (CBB) G-250, zejména na pozitivné nabité aminokyseliny.
Béhem barveni proteinovych skvrn zaroven dochazi k fixaci proteint do gelu. Detekéni limit
koloidni CBB G-250 je ptiblizné 1 pikomol proteinu ve skvrné (Kinter a Sherman, 2000).
Citlivejsi barvici technikou je barveni proteind redukci dusi¢nanu stiibrného na kovové
stiibro (Switzer et al., 1975). Pomoci této techniky je mozné vizualizovat stovky az desitky
femtomold proteinu ve skvrné (Mortz et al., 2001). Jiny zpusob vizualizace proteinovych
skvrn pfedstavuje pouziti fluorescenénich barviv. Jsou to napiiklad ¢asto vyuzivana Sypro
Ruby a RuBPS, které vykazuji podobnou citlivost, jako je tomu pii barveni proteint
kovovym stiibrem (Rabilloud et al., 2001), alei jiné komeréni varianty jako napiiklad
Flamingo, Lava Purple a Krypton. Do popfedi se dostavaji cyaninova fluorescenéni barviva
(Cy2, Cy3, Cyb) s reaktivni skupinou slouzici ke kovalentnimu navazani na proteiny, jez Se
vyuzivaji ve specialni variant¢ 2-DE separace, tzv. DIGE (Unlu et al., 1997). Ke znaceni
jednotlivych proteinovych smési dochazi vtomto piipadé jesté pied elektroforetickou
separaci. Vzorky k porovnani jsou poté smichany a rozdéleny na jednom SDS-PAGE gelu.
OdliSna excitacni 1 emisni maxima jednotlivych znacek (Cy2, Cy3, Cy5) umoziuji ziskat

z jednoho gelu 3 proteinové ,,mapy*.

Pti srovnani detek¢nich limitd barvicich technik vyuzivajicich koloidni CBB G-250
a kovové stiibro, je ziejmé, ze barveni kovovym stiibrem je metodou citlivéjsi. Barvici
technika vyuzivajici kovové stiibro vSak trpi nizkou reprodukovatelnosti, omezenou
linearitou a naro¢nou proveditelnosti. V praxi, tam, kde je to mozné, je upfednostiiovana

technika barveni koloidni Coomassie Blue G-250, jez ma sice nizsi citlivost, ale jeji pouziti
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je vhodngjsi pro naslednou identifikaci proteini hmotnostni spektrometrii. To je dano
jednoduchym odstranénim modrého barviva z proteinovych skvrn a dale tim,
ze vizualizovand proteinova skvrna koloidni Coomassie Blue G-250 obsahuje takoveé
mnozstvi proteinu, které je dostacujici pro jeho identifikaci hmotnostni spektrometrii
(Lauber et al., 2001).

Kazd4 obarvena skvrna na 2-DE gelu teoreticky reprezentuje jeden konkrétni
protein/proteoformu uréeny/-ou jeho/jejim izoelektrickym bodem a molekulovou hmotnosti.
Opticka denzita skvrny nese informaci o relativnim mnozstvi proteinu nebo proteoformy.
2-DE technika je schopna rozdélit ptiblizné 2000 proteinovych skvrn (Gorg et al., 2004).
Vysledné proteinové mapy proteomt lze mezi sebou porovnavat a nalézat odlisné
exprimované proteiny/proteoformy. Tyto molekuly je mozné piimo v gelu podrobit
proteolytickému $tépeni specifickou endoproteazou (nejcastéji trypsinem) za vzniku peptidd,
které 1ze zgelu snadno extrahovat. Peptidy jsou nasledné analyzovany hmotnostni

spektrometrii za uc¢elem identifikace proteint.
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Obrazek 1: Schéma dvojrozmérné elektroforézy (2-DE). Denaturovana smés proteini je nanesena
na dehydratovany IPG gel. Po vstupu proteinii do gelu a jeho vloZeni do elektrického pole dochazi
k separaci proteini podle jejich pl. V oblastech pH odpovidajicich plI proteini dochazi k jejich
zastaveni, proteiny maji nulovy naboj. Po ekvalibraci IPG gelu se zaostienymi proteiny je IPG gel
nanesen na horni okraj SDS-PAGE gelu. Po vlozeni do elektrického pole dochazi k presunu
zaostfenych proteint do SDS-PAGE gelu a dale k jejich separaci podle molekulové hmotnosti.

Vysledkem je proteinova mapa, kterou je mozné vizualizovat naptiklad koloidni Coomassie Blue

G-250.

2.4 Kapalinova chromatografie

K u¢innému déleni komplexnich proteinovych a hlavné peptidovych smési lIze v proteomice
vyuzit kapalinovou chromatografii. Separace je zaloZena na rozdilné distribuci smési analyta

v roztoku mezi stacionarni a mobilni fazi.

Chromatografie byla piedstavena v roce 1903 ruskym botanikem Michailem

S. Tswettem, ktery na sloupci jemné rozemletého vépence rozdélil listova barviva (Tswett,

1905). Chromatografie, zacala nabyvat na vyznamu az v roce 1941, kdy byla vyvinuta

rozdélovaci chromatografie. K déleni smési aminokyselin a oligopeptidi dosSlo na zéklade

rozpustnosti slozek ve dvou nemisitelnych kapalinach, kde stacionarni fazi byl hydratovany

silikagel a mobilni fazi chloroform (Martin a Synge, 1941). Separace biomolekul
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nasilikagelu vsak méla nizkou reprodukovatelnost. Pozdé&ji byl silikagel nahrazen
za filtraéni papir a vznikla tak papirova chromatografie (Consden et al., 1944). Nezavisle
na vzniku papirové chromatografie doslo soucasn¢ k vyvoji tenkovrstvé chromatografie

provadéné na tenké vrstvé adsorbentu na pevné podlozce (Schreiber, 1975).

V 60. letech vyvoj malych sférickych ¢astic a ligandi na pevném nosi¢i jako
stacionarni faze umoznil dale rozvijet kapalinovou chromatografii (LC). Doslo tak k vyvoji
gelové, adsorp¢éni, afinitni a iontoméni¢ové chromatografie vyuzivajici rizné dé€lici principy
(Moore, 1964, Porath a Flodin, 1959, Cuatrecasas et al., 1968). Snaha posunout déleni smési
K lepSimu rozliSeni vedla k neustalému zmenSovani sférickych ¢astic a ke zvySovani naroka
na vstupni tlaky na koloné. To vedlo k vyvoji vysoce G¢inné kapalinové chromatografie
(HPLC) (Horvath et al., 1966). Se zavedenim novych sorbentii a jejich modifikaci doslo
K vyvoji (v té dobé jiz znamé) kapalinoveé chromatografie na reverzni fazi (RP-LC) (Howard
a Martin, 1950). Princip RP-LC je zaloZen na hydrofobnich vlastnostech separované smési.
Stacionarni fazi jsou nepolarni alkylové fetézce 0 rizném poctu uhlika (C4-Cig) navazané
na povrchu silikagelu, kopolymeru styrenu, atd. Vzhledem Kk nepolarnimu charakteru
stacionarni faze se RP-LC vyuziva k separaci biologickych molekul jako jsou peptidy,
proteiny a oligonukleotidy. Napln kolony s délkou alkylového fetézce C4a Cg Se prednostné
vyuziva k separaci proteini, Cig K separaci peptidi (Neverova a Van Eyk, 2005). RP-LC je
v souCasné proteomice standardni separacni technikou pro peptidy. Je provozovana
predev§im na kolonach s mikrolitrovymi az nanolitrovymi pratoky. Vynika nejen vysokou
rozliSovaci schopnosti, ale také reprodukovatelnosti a pfedevsim kompatibilitou s naslednou

hmotnostné-spektrometrickou analyzou.

Kapalinova chromatografie si kromé déleni peptidt nasla své uplatnéni i v separaci
intaktnich proteint. Casto pouzivanou technikou je gelova filtrace (Size exclusion
chromatography), v niz jsou intaktni proteiny nebo proteinové komplexy déleny na zakladé
jejich velikosti. Jinou bézn¢ pouzivanou technikou je iontoméni¢ova chromatografie (lon
exchange chromatography), na které jsou proteiny déleny podle jejich néboje. Obé tyto
metody nasly své uplatnéni pfi studiu proteint nebo jejich komplext v jejich nativnim stavu.
K'izolaci jednoho proteinu nebo skupiny proteinii se spolecnym znakem ze smési se
uplatiiuje afinitni chromatografie. Vyuziva specifickych interakci proteini s ligandem,
jenz je navazan na povrchu nosice. V afinitni chromatografii mize byt typicky vyuzita
interakce avidinu s biotinylovanymi proteiny nebo interakce protilatky s antigenem. Jinym

ptikladem je izolace fosforylovanych proteinti nebo peptidu ze smési zaloZena na interakci
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fosfatové skupiny s pozitivné nabitymi kovy (Afinitni chromatografie na imobilizovanych
kovovych iontech, IMAC) (Porath et al., 1975).

Separace komplexnich smési proteinti a hlavné peptida v jedno- nebo vicerozmérné
chromatografii, pfedev§im RP-LC, je nezbytnym krokem ve zna¢né c¢asti soucasnych

proteomickych analyz.

2.5 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je technika, ktera umoziuje stanoveni hmotnosti nabitych
molekul. Je zalozena na déleni ¢astic podle veli¢iny m/z, kde m je jejich hmotnost a z jejich
naboj. Jednotlivé kroky analyzy v hmotnostni spektrometrii probihaji podle obecného

schématu:

- ionizace a pfevod molekul do plynné faze v iontovém zdroji
- rozdéleni ionti podle m/z v hmotnostnim analyzatoru (ve vakuu)
- detekce iontd, stanoveni m/z a uréeni relativni intenzity jednotlivych iontt

v detektoru

Méfeni hodnot m/z molekul hmotnostni spektrometrii je naroéné na instrumentaci,
jejiz vyvoj byl dlouhy, plny technologickych inovaci a doprovazeny nékolika Nobelovymi
cenami. Pocatky hmotnostni spektrometrie sahaji do konce 19. stoleti, kdy byly popsany
principy pohybu ¢astic v elektrickém a magnetickém poli. Za zakladatele hmotnostni
spektrometrie je povazovan Joseph J. Thomson, kterému se podafilo v prvnim sestrojeném
hmotnostnim spektrometru separovat ionty izotopi 2°Ne a ?Ne v plynné fazi (Thomson,
1897). Nasledujici vyvoj ionizac¢nich technik a analyzatori v hmotnostni spektrometrii
umoznil nalézt nové stabilni izotopy, zjistit jejich zastoupeni a urcit jejich piesné atomové
hmotnosti (Aston, 1919, Stephens, 1946, Paul, 1953, Johnson a Nier, 1953). Pozdé&ji zacala
byt hmotnostni spektrometrie vyuzivana K analyze slozitych smési organickych latek
a jinych malych molekul. Prulom v aplikovatelnosti hmotnostni spektrometrie na proteiny,
peptidy a dalsi biologické molekuly nastal v 80. letech se zavedenim takzvanych ,,mékkych*
ioniza¢nich technik, kterymi jsou ionizace elektrosprejem (ESI) (Fenn et al., 1989)
a ionizace molekul analytu laserem v pfitomnosti matrice (MALDI) (Karas et al., 1985,
Tanaka et al., 1988). ,,M&kké* techniky umoznuji ionizovat biologické molekuly tak, aniz by
doslo k jejich fragmentaci. Pii ionizaci elektrosprejem je vzorek rozpustény v t€kavém
rozpoustédle a pfiveden na kovovou kapilaru, na kterou je vlozeno vysoké napéti (3-5 kV).
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Po rozptyleni analytu na vystupu z kapilary vznikaji kapi¢ky nesouci na svém povrchu velké
mnozstvi ndboje. Odpafovanim rozpoustédla se zvySuje hustota povrchového naboje
a pti dosazeni kritické hodnoty kapicky exploduji. Rozpadem vznikaji mensi kapiCky
s rozdélenym puavodnim nabojem. Opakovani tohoto procesu vede az k uvolnéni iontt
v plynné fazi, které dale postupuji do analyzatoru. Jinak je tomu u techniky MALDI,
ktera ionizuje molekuly vzorku za ptitomnosti matrice na kovovém teréiku. Matrici je slaba
organickd kyselina (napi. a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina, 2,5-dihydroxybenzoova
kyselina), kterd je spole¢né s analytem o0zafovana kratkymi pulzy laseru. Energie laserového
pulzu je adsorbovana ptevazné matrici, ¢imz dochazi k jeji rychlé desorpci. Odpaftujici se
Castice matrice sebou strhdvaji molekuly analytu a pfevadéji je do plynného skupenstvi.

Zaroven dochazi k pfenosu protonu z matrice na molekuly analytu za vzniku iontl analytu.

Pied vstupem do hmotnostniho analyzatoru jsou ionty urychleny elektrickym polem
a zaostfeny pomoci iontové optiky. K déleni iontl analytu v plynné fazi podle veli¢iny m/z
dochazi v hmotnostnim analyzatoru. Byla vyvinuta cela fada analyzatort, ve kterych je

mozné ionty délit podle m/z na zaklad¢€ riznych fyzikalnich principi:

- zakiiveni drahy letu iontd v magnetickém nebo elektrickém poli (magneticky

nebo elektrostaticky analyzator)

- ruzna stabilita oscilaci iontd v dvoj- nebo trojrozmérné kombinaci stejnosmérného

a vysokofrekven¢niho stiidavého napéti (kvadrupol nebo iontova past)
- rdzna doba rychlosti letu iont (TOF)

- ruzné frekvence harmonickych oscilaci (Orbitrap)
- pohyb ionta po cyklotronové orbité v kombinovaném magnetickém a elektrickém
poli (ICR)

Signdl muze byt zachycen riznymi detektory zaloZzenymi na piimém méfeni
elektrického proudu, ktery vznika pfi sraZce iontu s dynodou a nasledné je zesilovan pomoci
nasobic¢u. Obvykle se pouzivaji elektronové nasobice, které amplifikuji elektrony pomoci
sady dynod nebo kontinualnim dynodovym elektronovym nasobi¢em. Vysledkem je
hmotnostni spektrum zobrazujici Cetnosti vyskyti jednotlivych iontli v zévislosti na jejich
m/z. Linearni iontovd past, ICR a Orbitrap vyuzivaji Fourierovu transformaci (FT)
a predstavuji kombinaci analyzatoru a detektoru. Indukci proudu v disledku pohybu ionti
v hmotnostnim analyzatoru se generuje komplexni ,,proudovy obraz*“ vSech pfitomnych
iontl S riznymi hodnotami m/z. Vygenerovany signal je zpracovan FT.
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Spojenim dvou nebo vice hmotnostnich analyzatort muaze byt kanalyze
komplexnich molekul (véetné proteini ¢i peptidi) vyuzito tandemové hmotnostni
spektrometrie (MS/MS). V prvnim hmotnostnim analyzatoru je nejprve stanovena
molekulovd hmotnost intaktni molekuly. Ta je vdal$im hmotnostnim analyzatoru
fragmentovana (v piipadé peptidu Casto v peptidické vazb€) a nasledné je stanovena
hmotnost jednotlivych fragmentd molekuly. K rozpadu peptidické vazby v hmotnostnim
spektrometru dochazi bud’ kolizi s inertnim plynem (CID) nebo pienosem elektronu o nizké
energii ve fragmenta¢nich technikach, jako jsou disociace zachytem elektronu (ECD)
a disociace pienosem elektronu (ETD). V popsanych experimentech této prace byly peptidy
fragmentovany technikou ,,fragmentace za iontovym zdrojem* (PSD) v MALDI TOF-TOF.
Fragmentace je provadéna zvySenou energii laserového paprsku za vzniku iontu s piebytkem
vnitini energie (metastabilni ion). Ten je vybran pomoci iontového selektoru (lon gate)
nachazejici se za iontovym zdrojem, na ktery je pfivadéno napéti vychylujici vSechny ionty
smérem od detektoru. V okamziku, kdy iontovym selektorem prolétad prekurzorovy ion,
je napéti vypnuto avoleny ion pokraCuje k detektoru. Béhem letu se metastabilni ion
rozpada nafragmenty a jeho kinetickd energie se rozd€li mezi dcefiné ionty v poméru
k jejich hmotnosti. K separaci dcetinych iontd dochazi na zaklad¢ jejich riznych kinetickych
energii a ionty dopadaji na detektor v ¢ase, ktery je funkci jejich hodnoty m/z.

Zékladnimi parametry hmotnostni spektrometrie jsou rozliSeni a piesnost stanovené
hodnoty m/z. RozliSeni hmotnostniho spektrometru je mira schopnosti analyzatoru rozlisit
blizkeé hodnoty m/z. Piesnost udava miru shody mezi naméfenou a teoretickou hodnotou m/z.
Dalsimi dilezitymi parametry hmotnostnich spektrometra jsou citlivost a rozsah m/z hodnot,
ve kterém mohou byt spektra naméfena. V soucasnosti umoznuje hmotnostni spektrometrie
stanovit m/z peptidt uz z attomolového mnozstvi s pfesnosti az 0,1 ppm (Mallick a Kuster,
2010).

2.5.1 Hmotnostni spektrometrie v proteomice - identifikace proteini

Urceni ¢astecné primarni struktury (aminokyselinove sekvence) proteinti bylo mozné
jiz v 50. letech, kdy byla vyvinuta technika chemického sekvenovani proteinti oznacovana
jako Edmanovo odbouravéani. Sekvenovani proteinti je zaloZzeno na postupném chemickém
odbouravani jednotlivych aminokyselin z N-konce proteint znac¢enych fenylizothiokyanatem
(Edman, 1949). Jestlize se na N-konci nenachazi zadna modifikace, je mozné touto metodou

z N-konce proteinu ziskat sekvenci o délce az 30 aminokyselin. Se sekvenovanim genomi

-11 -



avznikem genovych databdzi v 90. letech byla identifikace proteini Edmanovym

odbouravanim nahrazena identifikaci proteini hmotnostni spektrometrii.

Na zaklad¢ stanoveni molekulovych hmotnosti peptidii nebo jejich fragmenta
hmotnostni spektrometrii je mozné s vyuzitim proteinovych a genovych databazi proteiny

identifikovat. K identifikaci proteint nabizi hmotnostni spektrometrie dva z&kladni ptistupy.

Prvni zplisob se oznacuje jako peptidové mapovani nebo-li peptidovy
fingerprinting (Peptide mass fingerprinting, PMF) (Obrazek 2) a je zaloZen na stanoveni
ptesnych molekulovych hmotnosti peptidi pochazejicich z jednoho proteinu. Neznamy
protein uréeny Kk identifikaci je nastépeny in vitro specifickou proteazou (nejéastéji
trypsinem) za vzniku specifickych peptidi. Molekulova hmotnost peptidi o primérné délce
zhruba 6-30 aminokyselin je méfena hmotnostnim spektrometrem. Naméfené hodnoty m/z
specifické pro jednotlivé peptidy atedy i analyzované proteiny jsou vstupnimi daty
pro vyhledavani a identifikaci proteinti v dostupnych proteinovych a genovych databazich.
Principem identifikace je nalezeni shody experimentalnich dat m/z peptida s predikovanymi
hodnotami m/z peptidd, pomoci pravdépodobnostniho skérovaciho algoritmu. Predikovane
hodnoty m/z peptidi jsou vytvotfeny insilico z primarni sekvence proteinti, cDNA nebo

kodujicich gend.

Druhy zptsob identifikace proteint vyuziva tandemovou hmotnostni spektrometrii
(MS/MS). Mikrosekvenace vtomto piipadé umoziuje identifikovat nezndmy protein
ur¢enim aminokyselinové sekvence peptidu. Identifikace proteint je zalozena na fragmentaci
peptidové vazby analyzovaného peptidu v MS za vzniku smési fragmenti. Jednotlivé
fragmenty jsou rizné dlouhé a ve srovnani s piivodnim analyzovanym peptidem se vzdy 1isi
0 jednu nebo vice aminokyselin. Z rozdili naméfenych hmotnosti jednotlivych fragmentd
v kombinaci se znalostmi molekulovych hmotnosti vSech aminokyselin je mozné
porovnanim s proteinovymi databazemi identifikovat protein a zaroven uréit sekvenci

peptidu.

Dnes je hmotnostni spektrometrie neodmyslitelnou soucasti proteomiky. Kromé
identifikace proteinli umoziuje hmotnostni spektrometrie také:
- stanoveni hmotnosti celého proteinu
- urceni aminokyselinové sekvence peptidi
- urceni post-transla¢nich modifikaci

- kvantifikacei peptidi
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neznamy protein

znamy protein v
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—~ peptidy
v
MS
peptid m/z
GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVK 2435,24
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TCVAFR 696,35
DTHK 500,24
‘ | FK
500 1500 2500 M2
porovnani namérenych m/z
hodnot s m/z hodnotami v
databazi
identifikovany protein
Obrazek 2:

Identifikace proteini peptidovym mapovanim. Naméfené hodnoty m/z

analyzovaného proteinu se porovnava s teoretickymi hodnotami proteinu m/z. Predikované hodnoty

m/z peptidi jsou ziskany in silico z primarni sekvence proteinti, cDNA nebo kodujicich gend.
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2.6 Proteomické pristupy

Ziskavani informaci o sekvenci lidského genomu, ale také o genomech mnoha modelovych
organismil, vedlo k vytvofeni genovych databazi, které nasly jiz v 90. letech své uplatnéni
| pti identifikaci proteini hmotnostni spektrometrii. V té dob¢é byla 2-D elektroforéza
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii jedinym nastrojem proteomiky, jeZ umoziovala
studovat komplexni proteinové vzorky. 2-D elektroforézou je mozné rozlisit sta az tisice
proteinovych skvrn, uréit jejich relativni kvantitu a identifikovat je hmotnostni spektrometrii.
Kombinaci 2-D elektroforézy zalozené na déleni intaktnich proteinovych molekul

s hmotnostni spektrometrii 1ze oznacit za ,,klasicky* piistup.

Na konci 90. let v souvislosti s rozvojem hmotnostni spektrometrie i separacnich
technik se zacalo uvazovat o vykonnéjsi a reprodukovatelnéj$i alternativé k separaci
intaktnich proteinil. Inspiraci byla sekvenace celého genomu tzv. ,,shot-gun® pfistupem,
ve kterém je cely genom Stépen na fragmenty, jeZ jsou po sekvenaci na zaklad¢ piekryvi
sefazeny zpét do plivodniho genomu. Vznikl tak pfistup zalozeny na separaci peptidi
vzniklych proteolytickym §tépenim komplexniho proteinového vzorku. V typickém
proteomické experimentu typu ,shot-gun“ je proteinovy vzorek Stépen specifickou
endoproteazou (nejcastéji trypsinem) za vzniku vysoce komplexni smési peptidi. Ta je
separovana nékterou ze vhodnych separa¢nich metod a nasledné podrobena analyze MS/MS.
Identifikace bilkovin pomoci MS probiha mikrosekvenaci peptidi. Smés peptidi vznikla
nastépenim biologického vzorku se zpravidla vyznacuje velmi vysokou komplexitou
(az stovky tisic ruznych peptidi), a proto je nutné k uspésné analyze proteinového vzorku
zvolit vicestupfiovou separaci. Pionyrska préace, kterd iniciovala ,,shot-gun® pfistup ke studiu
proteinii, se Skomplexnosti peptidového vzorku homogenatu kvasinky vypotradala
dvojrozmérnou (2-D) chromatografii. Peptidy byly nejprve déleny podle jejich néaboje
chromatograficky na katexové koloné a poté podle jejich hydrofobicity na kolon¢ s reverzni
fazi. Bylo tak identifikovano téméf 1500 proteinti Saccharomyces cerevisiae (Washburn et
al., 2001). Tento zpusob separace peptidi je dnes hojné vyuzivan a je nékdy také oznacovan
jako ,,multidimensional protein identification technology* (MudPIT). Za ucelem ziskavani
co nejvetsiho mnozstvi identifikovanych proteint byly zavedeny i jiné kombinace
separacnich technik. Napiiklad je tak mozné efektivné separovat peptidy izoelektrickou
fokusaci naimobilizovanych pH gradientech (Cargile et al., 2005) s naslednou
chromatografickou (naptiklad RP-LC) separaci nebo lze intaktni proteiny nejdiive rozdélit

1-D SDS elektroforézou (Dauly et al., 2006) a nasledné jednotlivé frakce nastépit trypsinem
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a ziskané peptidy separovat chromatograficky. Eluované peptidy jsou potom identifikovany
pomoci MS. Precizni vicerozmérnou separaci proteint a peptidii a pouzitim hmotnostniho
spektrometru s vysokym rozliSenim se vV souc¢asnosti daii identifikovat az 10 000 lidskych

proteint Ve vzorku (Beck et al., 2011, Nagaraj et al., 2011).

2.7 Kvantifikace proteinii a peptida

K popisu bunéénych regulaci a odpovédi tkdné€ ¢i buniky na rtizné vnéjsi a vnitini podnéty je
nutné sledovat kvantitativni zmény hladiny proteini. Jak fteSi proteomika relativni

kvantifikaci proteint v porovnavacich (expresnich) experimentech?

Relativni kvantifikaci proteind je mozné provadét ,klasickym® piistupem, tedy
pomoci 2-DE s vizualizaci proteinovych skvrn. Informace o zméné exprese proteinu
(tedy relativni kvantité konkrétniho proteinu ve dvou nebo vice porovnavanych vzorcich) je

ziskavana z integrovanych optickych denzit porovnavanych proteinovych skvrn.

Odlisna je ovSem situace v ptipadé ,shot-gun experimenttu, kde nedochazi
k zadnému barveni nebo jiné vizualizaci. Zde lze ziskat relativni kvantitativni informaci
hmotnostni spektrometrii s vyuzitim stabilnich izotopt. Hmotnostni spektrometrie ve své
podstaté neni technikou kvantitativni, pfestoze intenzita MS signalu peptidu do jisté miry
zavisi na mnozstvi ionizovanych peptidi. Duvodem je vliv samotné ionizace peptidu
na intenzitu jeho MS signélu, nebot’ i¢innost ionizace je zavisla na chemickych vlastnostech
peptidi a na kompetici peptidli 0 naboj pii jejich ionizaci a pievodu do plynného skupenstvi.
Jina situace nastava pfi porovnavani intenzity MS signalu v ramci jednoho hmotnostniho
spektra chemicky ekvivalentnich, ale hmotnostné odlisnych peptidid. V takovém ptipadé je
mozné peptidy kvantifikovat. K odliSeni chemicky ekvivaletnich peptidi ze dvou riznych
vzorkll se vyuziva izotopickych znacéek, jez jsou do porovnavanych biologickych vzorka
inkorporovany metabolickou (Znaceni aminokyselin stabilnimi izotopy v buné&né kultuie,
SILAC), enzymatickou (Znaceni stabilnim izotopem '*0) nebo chemickou (lzobarické
znacky pro relativni a absolutni kvantifikaci, iTRAQ) cestou. Postupy zminénych metod

znaCeni vyuzivajici izotopy jsou podrobnéji popsany v nasledujicich odstavcich.

2.7.1 SILAC (Stable isotope labeling by amino acids in cell culture)

Podstatou techniky SILAC je metabolicka inkorporace esencialnich aminokyselin, jako jsou

arginin a lyzin obsahujici stabilni izotopy prvkii *C, N, do proteinii bun&k rostoucich
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v bunééné kultufe (Ong et al.,, 2007). Buiky jsou kultivovany v médiu s izotopové
zna¢enymi aminokyselinami, které jsou metabolicky inkorporovany do nové vznikajicich
proteinii. Po nékolika bunécnych délenich dochazi k vyfedéni neznaceného proteinu a jsou
tak proznaceny i proteiny svelmi pomalym metabolickym obratem (Ong et al., 2007).
Typicky SILAC experiment probiha kultivaci dvou rtiznych bunéénych populaci (jejichz
proteomy chceme porovnat) v médiu obsahujicim bud’ arginin a lyzin s pfirodnimi izotopy
12C a N (,,lehky* arginin a lyzin) nebo izotopové znaceny *C, ©°N arginin a/nebo lyzin
(,,t€zky*“ arginin a lyzin) (Obrdzek 3). Kuplnému naznaceni bunék (97%) ,t€Zkymi‘
aminokyselinami dochazi zhruba po patém bunétném déleni (Ong et al., 2007). Smichanim
»lehkého™ a , tézkého* vzorku v poméru 1:1 pted jejich homogenizaci a dalSim zpracovanim
se minimalizuje mnozstvi vnesenych chyb a vznik artefaktil. Stépenim proteinové smési
trypsinem (na C-koncich argininu a lyzinu) je zaji$téna piitomnost peptidi obsahujicich
pouze jednu ,tézce“ znaCenou aminokyselinu, jeZ jsou porovnavany s neznacenymi
,»lehkymi® peptidy. V zavislosti na kombinaci a poétu izotopt v aminokyselindch v SILAC
technice se ,,t¢Zké* peptidy od ,,lehkych® li§i od 4 do 10 Da. Rozdil hmotnosti je dostacujici
k tomu, aby je bylo mozné rozlisit v hmotnostnich spektrech. Porovnanim intenzit signalu
,lehkého* peptidu a jeho ,,téZkého* ekvivalentu se ziska relativni kvantitativni informace,
tedy informace o relativni zméné exprese proteinu. K identifikaci daného peptidu/proteinu
dochézi mikrosekvenaci. Ackoliv se SILAC technika vyhradné pouziva ke znadeni
bunéénych linii, nedavné studie ukazuji, Ze piistup SILAC je mozZné rozsifit i na vyssi
organismy a rostliny. Podatilo se tak in vivo znac¢eni mysi (Kriiger et al., 2008), had’atka
(Gouw et al., 2008), octomilky (Sury et al., 2010), husenic¢ku a dalsich organisma (Gouw et
al., 2010).
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Obrazek 3: Princip SILAC techniky. Dvé rizné populace bunék jsou kultivovany v normalnim
médiu (,,lehké” médium) a v médiu s izotopové znaenymi aminokyselinami (,,t¢Zké” médium),
které se metabolicky inkorporuji do nové vznikajicich protein. Po nékolika bunéénych cyklech,
kdy dojde v ,tézkém” médiu k proznaceni celého proteomu, jsou bunky sesbirany a smichany
vpoméru 1:1. Smésny vzorek je poté separovan a dale jsou hmotnostni spektrometrii proteiny
identifikovany a kvantifikovany. Na vysledném MS spektru se k ziskani kvantitativni informace
proteinli porovnavaji intenzity signalu peptidi ziskanych zbunéénych populaci rostoucich

na,lehkém” a ,,tézkém” médiu. ldentifikace daného peptidu/proteinu se provadi MS/MS.
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2.7.2 Zna&eni O

Principem této metody je reakce trypsinu s peptidovym fetézcem, pii niZz se v prub&hu
Stépeni v pfitomnosti vody zacleniuji do C-konce peptidu jeden nebo dva atomy Kkysliku
(Mirgorodskaya et al., 2000). Porovnavané proteinové smési jsou Stépeny trypsinem
v piitomnosti H,'®0 nebo H,'®0. Nastépené peptidy jsou smichany a analyzovany pomoci
hmotnostni spektrometrie. V hmotnostnim spektru jsou MS signaly ekvivalentnich peptida
odliSeny hmotnosti 2 nebo 4 Da, v zavislosti na poctu 80 atomi zaClenénych v pribéhu
Stépeni. Z poméru intenzit MS signdlu peptidi je mozné proteiny relativné kvantifikovat.

Identifikace proteind se provadi MS/MS.

2.7.3 iTRAQ (Izobarické znacky pro relativni a absolutni kvantifikaci)

iTRAQ je kvantitativni technika zalozena na chemickém znaceni peptidi izobarickymi
znaCkami, to znamena odlisSnymi znaCkami stejné hmotnosti (Ross et al., 2004). Tento
ptistup umoziiuje porovnavat (nejcastéji) Ctyii biologické vzorky v jednom experimentu.
Izobarické znac¢ky jsou tvofeny reak¢ni, balanéni a reportérovou ¢asti (Obrazek 4). Reak¢ni
¢ast je pro vSechny znacky identickd. Balan¢ni a reportérové ¢asti jsou pro jednotlivé znacky
chemicky identické, ale izotopové odlisné a jejich celkova hmotnost je 145 Da. Reportérova
¢ast je izotopickd znaCka s hmotnostmi od 114 do 117 Da, jejiz variabilita je dana
kombinacemi izotopti **C a ®N. K dorovnani reportérovych &asti na stejné hmotnosti se
vyuziva balan¢nich ¢asti s riznym zastoupenim izotopu o hmotnostech v rozmezi 28-31 Da.
1TRAQ znacky se reakéni ¢asti vazou na N-konce peptidl a na volné aminoskupiny lyzint.
Po oznaceni jednotlivych vzorkd iTRAQ znackami jsou vzorky smichdny a po separaci
identifikovany a kvantifikovany MS/MS. Kvantitativni informace o proteinech zastoupenych
ve studovanych vzorcich je poskytnuta az pii samotné fragmentaci peptidt. Pii fragmentaci
znaCenych peptidii se odstépuje neutradlni balancni Cast a nabity reportérovy ion, jenz je
podle hmotnosti pouzité znacky viditelny na hmotnostnim spektru v oblasti 113 az 118 m/z.
Ve vysledném spektru pro jednotlivy peptid se nachazeji piky reportérovych iontd
ptislusnych hmot a fragmenty peptidoveho iontu, ze kterych je ziskana informace o identité

(sekvenci) peptidu.
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Obréazek 4: Izobaricka znac¢ka je sloZena z reak¢ni, balanéni a reportérové Casti. Reakeni ¢ast je
pro vSechny znacky chemicky identicka a slouzi k vazbé¢ na peptid. Balancni a reportérové casti jsou
pro jednotlivé znacky chemicky identické, ale izotopové odlisné a jejich celkova hmotnost je 145 Da.
Reportérova ¢ast je izotopickou znackou s rtiznymi hmotnostmi 114-117 Da, které jsou ziskané
kombinacemi izotopti *C a ®N. K dorovnani hmotnosti reportérovych &asti slouzi balanéni &ast

S riznym zastoupenim izotopti o hmotnostech v rozmezi 28-31 Da.

2.7.4 ,Label-free*“ znaceni

Moderni alternativou k provadéni relativni kvantifikace proteind S vyuzitim stabilnich
izotopu jsou takzvané ,label-free” techniky. ,,Label-free* metody vychazeji z piedpokladu,
Ze pii zachovani zcela stejnych separa¢nich podminek Ize intenzity signdlu porovnavat, ¢imz
je mozné ziskat informaci o relativnim mnozstvi proteinti ve dvou a vice vzorcich. Lze toho
dosahnout dvéma ruznymi ptistupy zalozenymi na odlisné intenzité signalu nebo relativnim
poctu spekter ptifazenych k danému proteinu. Prvnim piistupem je porovnani intenzit MS
signali dvou identickych peptidi. Piedpoklada se, ze plocha piku MS signalu (Area under
the curve, AUC) je tmérna mnozstvi proteinu ve vzorku (Neilson et al., 2011). Ve druhém
pfistupu se vychazi zptedpokladu, Ze pocet ziskanych MS/MS spekter pfifazenych
k jednomu proteinu z4visi na mnozstvi tohoto proteinu ve vzorku. Proteiny jsou tak relativné
kvantifikovany po¢tem naméfenych MS/MS spekter (Spectral counting) v analyzovanych
vzorcich (Zhu et al., 2010).

2.7.5 Shrnuti

O spolehlivosti a limitech ,,label-free“ kvantifikace se stale vedou spory. V soucasné dobé

se v expresnich proteomickych studiich vyuzivaji pfedev§im metody SILAC a iTRAQ,
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pti¢emz jejich vyuziti se odviji od typu studovaného biologického vzorku. Chemické
znaeni iTRAQ je mozné aplikovat na kazdy proteinovy vzorek vcetné odebranych tkani ¢i
télnich tekutin. SILAC lze pouzit pouze na znaceni proteini v bunkach, které jsou schopné
déleni invitro. Zatimco pii SILAC znaCeni se aminokyseliny s izotopickou znackou
pfirozené inkorporuji do bunéénych proteintli, zna¢eni iTRAQ znackami zahrnuje mnozstvi
manipulaci a krokd, béhem kterych mize dojit ke vzniku artefaktt ovliviiujicich vysledky
a piesnost analyzy. Pii vyuziti iTRAQ znafek jsou pfed vlastnim znacenim vzorky
porovnavanych proteini zpracovavany oddélené. Jinak je tomu pii znaceni SILAC, které
umoznuje smichat oznacené vzorky jiz na urovni bun¢k, pfiCemz homogenizace bun¢k,
ptfipadna frakcionace homogenatu a samoziejmé nasledna MS analyza jsou provedeny

na jednom smésném vzorku.

-20 -



3 Proteomika jako nastroj k analyze nadorovych onemocnéni

V Ceské republice jsou nadorova onemocnéni druhou nejéastéj$i pfic¢inou Gmrti. Roéné
na malignity umird vice nez 27 tisic osob, coz predstavuje 23% z celkové Umrtnosti.
Incidence malignit v Ceské republice je 785 piipadi na 100 000 obyvatel a z dlouhodobého
pohledu stale roste (www.uzis.cz). Nadorova onemocnéni se vyskytuji pfedev§im u 0sob
vysSiho veéku (60 a vice let). Mezi nejpocetnéjsi diagndzy zhoubnych novotvarQ patii
novotvary kolorekta, priadusnice, pradusek a plic, malignity prsu u Zen a prostaty u muzu.
V evropském i celosvétovém srovnani se Ceska republika fadi k zemim s nejvyss$im

vyskytem i amrtnosti na n¢které malignity (napt. kolorektalni karcinom) (www.uzis.cz).

Nadorova onemocnéni jsou charakterizovana jako geneticka onemocnéni na Urovni
somatické buiiky za spolutcasti genové vybavy jedince a vlivii zevniho prostfedi. Pfeména
bunék v buriky nadorové je dlouhodoby a nékolikastupiiovy proces, ke kterému dochazi
v mnohobunéc¢nych organismech. Kazda bunka nese piesné regulovany geneticky program
kontrolujici bunéény rist, proliferaci, diferenciaci i bunéénou smrt. Nadorovy bunéény klon
vznika pifi poruSeni téchto regulacnich mechanismi, coz je podminéno aktivaci
protoonkogenil, inaktivaci supresorovych genli, ziskdnim neomezené¢ho replikacniho
potencialu a mutaci genti regulujicich bunéénou smrt. V nadorovych bunkach tak nachazime
mutace specifickych genti, chromozomové aberace nebo epigenetické zmény, jez poskytuji
nadorovym bunkam selektivni vyhodu v porovnani se zdravymi buiikami. Obecnymi
charakteristickymi vlastnostmi nadorovych bunék jsou (Hanahan a Weinberg, 2011):

- sobéstacnost V produkci rastovych signalt

- necitlivost k signdlim zastavujici bunéény cyklus
- naruSeni regulace apoptdzy

- Unik imunité

- neomezeny replikacni potencial

- posileni angiogeneze

- nestabilita genomu

- schopnost tkanové invazivity a metastazovani

Nadorovou transformaci bunék mohou byt postizeny ziejmé vSechny typy bunék
a tkani. Podrobng&jsi pochopeni mechanismt vzniku nadorovych onemocnéni je podminkou
k vyvoji novych a tg¢innych diagnostickych a 1ééebnych metod. Casna diagnoza je hlavnim

predpokladem uspésné 1é¢by nadorovych onemocnéni. Jednim z cild této prace byla
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identifikace novych markera, které by mohly ushadnit ¢asnou diagnézu ovarialniho

karcinomu.

Nezastupitelnou onkologickou 1é¢ebnou metodou je piedevsim klasicka
chemoterapie. Jeji necilenost spojena s vysokou toxicitou a vedlej$imi pfiznaky vede
k hledani novych cilenéjsich piistupti v podob¢ cilené a biologické terapie. Jednou z ¢astych

komplikaci klasické chemoterapie i modernich cilenych terapii je vznik rezistence.

Pravé na vznik rezistence na terapii antimetabolity a popis jejich molekularnich
mechanismu v bunkach lymfomu jsme se zamé&fili ve druhé studii. NaSe tfeti prace se
zabyvala rezistenci lymfomovych bunék na experimentélni biologickou terapii a hledanim

novych zasahovych mist k likvidaci rezistentnich bunék.
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3.1 Identifikace potencialnich diagnostickych markeri karcinomu ovaria

3.1.1 Karcinom ovaria

Nadory ovaria jsou patou nejéastéjsi pfi¢inou umrti zen na malignitu. V 90% ptipadech jde
o epitelovy nador ovaria (Scully, 1987). V Ceské republice je roéné diagnostikovano
ptiblizné 1200 zen s nddorem ovaria, z nichz 700 Zen kazdy rok onemocnéni podlehne.
Vyskyt nadoru ovaria roste s vékem zen, nejrizikovéjsi skupinou jsou Zeny star$i 50 let
(www.svod.cz). Vysoka utmrtnost zen je déana nepfitomnosti symptoml V pocate¢nich
stadiich onemocnéni a dosud neexistujicimi senzitivnimi biomarkery pro jeho casné
odhaleni. Zatimco pétileté pteziti Zen s Casnym stddiem (FIGO I/II) piekracuje 80%, u Zen
s karcinomem ovaria v pokro¢ilém stadiu (FIGO III/IV) klesa pétileté pteziti na pouhych
10% (Heintz et al., 2006).

Mechanismus maligni transformace karcinomu ovaria neni dobie znamy. V 50-80%
pfipadech karcinomu ovaria je pfitomnd mutace nebo ztrata heterozygozity genu TP53
(Kupryjanczyk et al., 1993, Skilling et al.,1996) a mutace genti K-RAS a BRAF (Mok et al.,
1993, Singer et al., 2003). Ptiblizn¢ 10% zen s ovarialnim karcinomem ma dédi¢nou mutaci

gent BRCA1 a BRCA2 (Antoniou et al., 2003).

Pocet ovula¢nich cyklu (Fathalla, 1971), ¢asnd menarché, pozdni menopauza
anuliparita (Riman, 2002) zvysuji riziko vzniku karcinomu ovaria. Rizikovou skupinu
predstavuji zeny vystavené nadmérné koncentraci gonadotropnich hormoni (napf. Zeny se
syndromem polycystickych ovarii) (Schildkraut et al., 1997) nebo Zeny po hormonalni 1é¢bé
(Garg et al., 1998).

Casna stadia karcinomu vajeéniku jsou asymptomatickd. V piipadé podezieni
odhalit pomoci zobrazovacich metod (ultrasonografie, poc¢itacova tomografie) a stanovenim
hladiny nadorovych markert CA125 a HE4 v krvi. Typ nadoru a stupen diferenciace se

urcuje histologickym vySetfenim odebrané tkané ovarialniho tumoru.

3.1.2 Diagnostické biomarkery

Pro ovariélni karcinom byly do klinické praxe zavedeny dva sérové biomarkery: CA125
aHE4. Tumorovy antigen 125 (CA125) byl v roce 1981 objeven v krevnim séru jako

protein, jehoz hladina byla zvySena téméi u 80% zZen s karcinomem ovaria (Bast et al.,
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1981). CA125 je transmembranovy glykoprotein pattici do proteinové rodiny mucint.
Je exprimovany riiznymi epitelidlnimi tkdnémi a mezotelem lemujici télni dutiny. Specifita
detekce karcinomu ovaria pomoci CA125 a jeho senzitivita se lisi v zavislosti na stadiu
onemocnéni. Pro rozpoznani karcinomu Vv jeho ¢asném stadiu se uvadi senzitivita 50-60%
pti 90% specifité, zatimco pro pokrocila stadia karcinomu je senzitivita 80% pii 90%

specifité (Sarojini et al., 2012).

Druhym kli¢ovym markerem v detekci karcinomu ovaria v krevnim seru je
epididymalni glykoprotein 4 (HE4) (Kirchhoff et al.,1991). Funkce tohoto glykoproteinu
neni dosud zndma. V porovnani s markerem CA125 HE4 vykazuje vy$$i senzitivitu
u karcinomu ovaria vjeho c¢asném stadiu a dale umoznuje rozliSit benigni nalez

od maligniho (Hellstrém et al., 2003).

Zda se, ze zvysit senzitivitu a specifitu detekce ovaridlniho karcinomu je mozné
kombinaci obou zminénych biomarkeri. Bylo prokdzano, ze touto kombinaci je pii detekci
ovarialniho karcinomu dosahovano senzitivity 76,4% pii 95% specifité¢ (Moore et al., 2008).
Pro detekci ¢asnych stadii karcinomu ovaria je vSak senzitivita kombinace CA125 a HE4
stale nedostatecna (senzitivita 39,5% pii 95% specifit€) (Moore et al., 2008). Soucasna

klinicka praxe postrada biomarkery pro ¢asnou diagnostiku karcinomu ovaria.

Epidemiologické a intervencni studie ukazuji, ze €asna detekce nadord zvySuje
Sanci na lécbu a snizuje vyskyt komplikaci, které pokroc¢ilé nddorové onemocnéni a jeho
lécba pfindsi. U vétSiny naddort trva nékolik let, nez se svym rhstem klinicky projevi
a zacnou ohrozovat svého nositele na zivoté. To poskytuje relativné dostatecny casovy
prostor k ¢asné detekci karcinomu a zvySuje $anci na jeho eradikaci. Lze tedy predpokladat,
ze pouziti molekuldrnich diagnostickych markera k ¢asné detekci naddortt muze prispét

k dalsimu snizeni morbidity a mortality spojené s témito chorobami.

Pravé nepfitomnost dostatecné specifickych a senzitivnich biomarkert pro ¢asnou

detekci karcinomu ovaria nas motivovala k jeho hledani v krvi pacientek.

Za biomarker lze povazovat teoreticky jakoukoliv molekulu vykazujici
reprodukovatelné rozdily v koncentraci ¢i struktute, jez jsou specifické pro dany patologicky
proces, pro dané onemocnéni. Vhodnym a prakticky vyuzitelnym biomarkerem mohou byt
napiiklad proteiny, pokud se nachazeji ve snadno dostupné tkani nebo nejlépe v télni

tekuting.
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Za biomarker ve snadno dostupném biologickém vzorku tak mtize byt povazovan:
- protein, ktery je nddorem uvoliiovan do krve
- protein uvolnény z okolni tkdn¢ v reakci na pfitomnost nadoru
- fragment sérového proteinu $tépeny nddorovymi proteazami

- jiny protein v krvi, napf. vyvolany imunitni odpovédi, zanétem, apod.

Vhodny biomarker by mél byt detekovatelny analytickou metodou, ktera by méla byt
nejenom spolehliva a méla by zaruCovat dostateCnou reprodukovatelnost méieni,
ale s ohledem na praktické pouziti by méla byt dostupna a pouzitelna i pro rutinni klinickou
praxi (biochemické stanoveni, imunodetekce, PCR, atd.). Diagnosticka hodnota biomarkeru
zavisi na prevalenci onemocnéni v populacni skupin€ a na specifité¢ a senzitivit¢ daného
biomarkeru, které jsou definovany:

- senzitivita - pravdépodobnost, s jakou mé jedinec s malignitou pozitivni vysledek
- specifita - pravdépodobnost, s jakou méa jedinec bez malignity negativni vysledek

na pfitomnost biomarkeru

3.1.3 Krevni sérum, plazma a jejich proteomicka analyza

Krev nepfetrzité cirkuluje obéhovym systémem. Zajist'uje pifenos krevnich plynt, ptivod
Zivin, vitamini, minerali, hormont, rustovych faktord a dalSich molekul k cilovym
organum, udrZuje stalost vnitiniho prostiedi, odvadi z tkdni odpadni produkty a dale ma
obrannou a termoregula¢ni funkci. Proteom plazmy a séra tak nese informaci o aktualnim
stavu organismu i jednotlivych tké&ni. Vzhledem k vyjimeénosti obsahu informaci v krvi
a dostupnosti krve jsou plazma a sérum povazovany za nejvhodnéj$i material k hledani
biomarkert. Zaroven je vsak proteom krevni plazmy ¢i séra smési neobyéejné komplexni —
dosud Dbylo identifikovano vice nez 3000 plazmatickych a sérovych proteind
(www.peptideatlas.org). Proteiny vplazmé a séru maji navic velmi vysoky rozsah
koncentraci - az 10 fadt (Anderson a Anderson, 2002). Koncentrace nejvice zastoupeného
stanovovanou koncentraci (napt. interleukiny) se pohybuje v jednotkach pg/ml. V lidské
plazmé a séru predstavuje 22 nejkoncentrovangjSich proteintt zhruba 99% hmotnosti vSech
proteini v plazm¢ a séru. Na zbyvajici tisice proteini pfipadd pouhé 1% (Anderson
a Anderson, 2002). Mezi proteiny s nejvyssi koncentraci v plazmé a séru patii albumin
(55%), 1gG, transferin, IgA, apolipoproteiny, antitrypsin, komponenty C a dalsi (Obrazek 5).
Proteinova smés krevni plazmy a séra tak z proteomického hlediska ptedstavuje

-25-


http://www.peptideatlas.org/

vvvvv

sérovych aplazmatickych proteint vyrazné piekracuje analytické mozZnosti dosud

existujicich proteomickych technik.

Ptitomnost abundantnich proteinii ¢ini detekci proteini o nizkych koncentracich
(ng/ml a pg/ml) (mezi kterymi lze piitomnost biomarkeru spiSe ocekavat) extrémné
obtiznou. Proto je nutné pfed samotnou analyzou zavést krok, jez vede K prekonani rozdila
v koncentracich sérovych a plazmatickych proteinti. Jedna z metod je zalozena na afinitni
depleci (odstranéni) n¢kolika nejhojnéji zastoupenych proteini ze séra nebo plazmy. Zcela
odlisny princip vyuziva druhy pfistup, jehoz podstatou je vyrovnavéani, ekvalizace,

koncentraci jednotlivych proteini pomoci knihovny hexapeptidovych ligandu.

— Fibrinogen

Transferrin — IgA Total C4 Complement . Complement Factor B
/ Alpha-2-Macroglobulin Ceruloplasmin 1
~ IgM Total

!~ Alpha-1-Antitrypsin Factor H
, —C3 Complement C1q Complement

Haptoglobin C8 Complement
Lipoprotein(a)
\ 1%

Prealbumin

C9 Complement

Alpha-1-acid Glycoprotein

Apolipoprotein A-1

Albumin Apolipoprotein B

0 - 90% 90 - 99%

Obrazek 5.: Zastoupeni majoritnich proteini v Krevni plazmé a séru.

Afinitni deplece

Albumin a imunoglobuliny G zaujimaji pfiblizné 80% hmotnosti vSech proteinti v plazmé
a séru. K odstranéni albuminu se vyuziva jeho afinity k modrému barvivu Cibacron blue
(Travis et al., 1976) a k depleci 1gG zase afinity k bakteridlnim proteinim A a G (Bjorck
a Kornvall, 1981, Guss et al., 1986). Jinou mozZnosti je odstranéni albuminu a IgG
specifickymi protilatkami (Bjorhall et al., 2005). Aby vSak bylo mozné dostat se hloubg&ji
do proteomu séra a plazmy, je nezbytné odstranit i dal$i abundantni proteiny (transferin,
fibrinogen, IgA, haptoglobin, a-1-antitrypsin, apolipoprotein Al, IgM, makroglobulin,
transthyretin, apolipoprotein A2, komplement C3, a-1- kysely glykoprotein, atd.) (Pieper et

al., 2003, Bjorhall et al., 2005, Echan et al., 2005, Zolotarjova et al., 2005). Za timto ucelem
-26 -



se rovnéz vyuzivaji prislusné protilatky imobilizované na nosi¢ich, kterymi je tak mozné
v jednom kroku odstranit az 20 nejhojné&ji zastoupenych proteinti v plazmé a séru (Pieper et
al., 2003, Echan et al., 2005).

Ekvalizace hexapeptidovou knihovnou

Druhou moznosti, jak se vypofadat s rozdily v koncentracich proteini v séru a plazmé,
je takzvana ekvalizace hexapeptidovou knihovnou (Thulasiraman et al., 2005). Metoda je
zndmé pod komerénim nazvem ProteoMiner. Pti pouziti této metody dochazi k obohaceni
minoritnich proteini a zaroven ke snizeni koncentrace abundantnich proteini. Ekvalizace
koncentraci proteint je zalozena na rozdilech ve vazebnych afinitach ptitomnych proteint
ke knihovné hexapeptidd navdzanych na povrchu nosi¢e. Knihovna je tvofena
6% hexapeptidy, které vznikly kombinatoricky z 8 aminokyselin (Arg, Lys, His, Phe, Tyr,
Trp, Val a Leu). V kolon¢ jsou ve stejném mnozstvi pfitomny odlisné hexapeptidy, ptitom
kazdy hexapeptid vykazuje rozdilnou vazebnou specifitu Kk jednotlivym proteinim
ve vzorku. Vysledkem je omezena celkovd vazebnd kapacita kolony pro nejhojngjsi
proteiny. Vysoce abundantni proteiny jsou tak nakoloné¢ zachyceny jen ¢astecné,

kdezto proteiny o nizké vstupni koncentraci jsou naopak zachyceny poméroveé vice.

3.1.4 Porovnavaci proteomicka analyza sér zdravych Zen a sér Zen
s karcinomem ovaria

Vychozim materialem pro proteomickou analyzu byla krevni séra zen s karcinomem ovaria
pted zahajenim 1é¢by a skupiny zdravych zen. U pacientek zahrnutych v této studii byla
histologicky potvrzena pfitomnost karcinomu ovaria. Vékovy pramér (53,6+5,3) pacientek
odpovidal vékovému pruméru zdravych zen (51,4+5,8). Vzhledem k naro¢nosti analyzy
a k potlaceni individualnich rozdila vradmci skupiny, byly sérové vzorky 10 Zen
s diagnostikovanym karcinomem ovaria smichany a stejné tak tomu bylo u 10 sérovych
vzorkl zdravych zen. K hledéani sérovych proteinti jako potencialnich biomarkera karcinomu

ovaria byly zvoleny dva odlisné proteomické piistupy (Obrazek 6).
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K porovnavaci analyze jsme zvolili dva paralelni proteomické piistupy kombinujici
dva rizné zpusoby deplece majoritnich proteint a dva pristupy separace a kvantifikace:

1. pristup (2-DE) - ekvalizace koncentrace proteini hexapeptidovou knihovnou

s naslednou 2-D elektroforézou a identifikaci proteinti hmotnostni spektrometrii

2. pristup (,,shot-gun*) - imunoafinitni deplece 14 nejvice zastoupenych proteint

Snaslednym Stépenim a znacenim peptidd izotopickymi iTRAQ znackami,

jejich separaci izoelektrickou fokusaci na imobilizovanych pH gradientech

a nano-L.C systémem s identifikaci proteinii hmotnostni spektrometrii

10 sér zdravych Zen 10 sér zen s karcinomem
(kontroly) versus ovaria
(pacientky)
N -~
1. “Kklasicky” pristu A &

2. “shot-gun” pristup

ekvalizace hexapeptidovou imunodeplece
knihovnou

v

2-DE
$tépeni proteini trypsinem
v
iTRAQ znadeni
pH > i 2
—— 1 1 1 v
MW O = MW « ' - -
2 e o ol N
e S ER R Al s 14 [l
oo L T 5 o B e ==
10x kontroly 10x pacientky .g
tk
porovnsni kontroly pacientky
v
- e IEF peptidii

l..'.
v

identifikace MS nano-LC MS/MS

Obrazek 6: Postup experimentu. Identifikace proteinii se zménénou koncentraci v séru pacientek
s ovarialnim karcinomem pouzitim dvou odlisnych proteomickych ptistup.
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V prvnim pfistupu zalozeném na 2-DE analyze byl dynamicky rozsah koncentraci
sérovych proteind snizen ekvalizaci hexapeptidovou knihovnou (ProteoMiner) a nasledné
byly smésné vzorky sér pacientek a zdravych zen rozdéleny pomoci 2-D elektroforézy
(Obrazek 7). Kvantitativni analyzou pfiblizn¢ 750 proteinovych skvrn obarvenych koloidni
Coomassie Blue G-250 byly odhaleny statisticky vyznamné rozdily optickych denzit
u 3 proteinovych skvrn, které byly identifikovany hmotnostni spektrometrii (MALDI TOF-
TOF) (Tabulka 1). Byl to protein a-1-antitrypsin se zvysenou koncentraci (2x) a proteiny
apolipoprotein A4 (2,3x) a retinol-binding protein 4 (RBP4) (2,2x) oba se snizenou

koncentraci v séru Zen s karcinomem ovaria.

kontroly pacientky
pH 4-7 - pH 4-7 R
; S ] - = ]
" a - PR |
e Apolipoprotein A4 -\m.'-.. : | '
—_ T / —_
‘é “ ; é" ' ¥ o-l-antitrypsin
= W, ‘ : = Y )
= il vl s - ' P
L | \
] "
«_ RBP4
v v

Obrézek 7: Dvojrozmérna elektroforéza sér po ekvilizaci knihovnou hexapeptidovych ligandi.
2-DE byla provedena ze séra zdravych zen (kontroly) a Zen s karcinomem ovaria (pacientky).
U vizualizovanych skvrn Coomassie Blue G-250 byla stanovena jejich optickd denzita. Byly

nalezeny tfi skvrny s vyznamné zménénou denzitou mezi analyzovanymi skupinami.
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. Zména Sekvenéni
Swiss-Prot . . Mascot .
o Nazev proteinu exprese , pokryti Mr pl
¢islo - skére
proteinu (%)
Proteiny se snizenou koncentraci v séru pacientek
P06727 Apolipoprotein A4 23 335 58 45399 5,3
P02753 RBP4 2,2 153 57 23010 5,8
Proteiny se zvy§enou koncentraci v séru pacientek
P01009 o-1-antitrypsin 20 115 42 46737 5,4

Tabulka 1: Zména koncentrace proteint v séru zen s karcinomem ovaria (minimalni zména 1,5x se
statistickou vyznamnosti p<0,05).

S pouzitim druhého pfistupu (,,shot-gun®) bylo nejprve imunoafinitni depleci
(Multiple afinity removal system, MARS) odstranéno 14 nejhojnéji zastoupenych proteint.
Depletované smési vzorki byly $tépeny trypsinem a ziskané peptidy znaceny izotopickymi
iTRAQ znackami. V dalSim kroku probéhla dvojrozmémé separace peptidl, nejdiive
izoelektrickou fokusaci (rozsah pH 4-7) a nasledné chromatografii na reverzni fazi
(nano-LC). Eluované peptidy a HCCA matrice (kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova) se
roboticky nanasely na ocelovy MALDI ter¢ik ureny pro hmotnostni spektrometrii.
Poté byly proteiny identifikovany a kvantifikovany hmotnostni spektrometrii (MALDI-MS).
Timto ptistupem jsme nalezli pouze dva proteiny svyznamné zménénou koncentraci
(Obrazek 8). Prvnim proteinem byl opét o -1l-antitrypsin, jehoz koncentrace v séru
pacientek byla vyznamné zvySena (1,7x) a druhym proteinem byl taktéz apolipoprotein A4,

jehoz koncentrace v seru pacientek byla statisticky vyznamné snizena (1,6x).
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Obrézek 8: Relativni kvantifikace sérovych proteini Zen s karcinomem ovaria metodou
iTRAQ. Byly nalezeny dva proteiny s vyznamné zménénou koncentraci proteini v séru pacientek

(statistickd vyznamnost odpovidala hodnoté p<0,05).

Vztah mezi zménou koncentrace sérového apolipoproteinu A4 a o-1-antitrypsinu
a karcinomem ovaria byl jiz publikovan a oOba proteiny jsou povazovany za potencialni
markery ovarialniho karcinomu (Chen et al., 2008, Dieplinger et al., 2009). Zména
koncentrace RBP4 vSak dosud nebyla popsana ve spojeni s ovarialnim karcinomem.
Proto jsme se zaméfili na ovéteni snizené exprese RBP4 v individuélnich sérovych vzorcich
pacientek a zdravych zen western blotem (Obrazek 9) a stanovili jsme jeho absolutni
koncentraci metodou ELISA (Obrazek 10). Primérna koncentrace RBP4 v sérovych
vzorcich pacientek (29,9 pg/ml) byla 1,6x snizena v porovnani s kontrolnimi vzorky (47,7
ug/ml, p<0,007). RozloZzeni koncentrace RBP4 v séru (38-40 mg/ml) umoznuje rozlisit
zdravou skupinu zen od vétSiny pacientek s ovarialnim karcinomem ve studované skupiné.
Z naméfenych vysledki mizeme konstatovat, Ze zeny s karcinomem ovaria zafazené do nasi
studie mély statisticky vyznamné sniZenou koncentraci RBP4 v krevnim séru v porovnani

s naméfenymi hodnotami RBP4 v sérech zdravych Zen.
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Obréazek 9: Ovéfeni sniZené exprese RBP4 v jednotlivych sérech Zen s karcinomem ovaria
metodou western blot. K relativnimu porovnani bylo na kazdy SDS-PAGE gel naneseno 5 vzorka

sér zdravych Zen a 5 vzorka sér pacientek (10 mg proteinii/vzorek). Jako vnitini standard byl zvolen
1gG.
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Obrazek 10: Ovéreni zmény koncentrace RBP4. Absolutni koncentrace RBP4 v individualnich

sérovych vzorcich byla stanovena metodou ELISA. Kazd4a hodnota odpovida primérné hodnoté
ziskané ze tii replikata.

3.1.5 Diskuze

Jaka je vsak souvislost mezi hladinou RBP4 a ovarialnim karcinomem? RBP4 je lipokalin,
Ktery je exprimovan jatry, adipocyty a nékterymi epitely véetné ovarialniho epitelu. V Kkrvi
slouzi RBP4 jako ptenaSeC retinolu (vitamin A). Mnozstvi RBP4 v krvi pozitivné koreluje

s mnozstvim retinolu (Erikstrup et al., 2009). Retinoidy hraji dulezitou roli v hematopoeze,
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bunééné proliferaci a reprodukci. Dale maji pfirozeny protinadorovy ucinek (Clarke et al.,
2004). Byla prokazana souvislost mezi zménami metabolismu retinoidi a vznikem

karcinomu ovaria (Roberts et al., 2002, Cvetkovi¢ et al., 2003, Williams et al., 2009).

Koncentrace RBP4 v krvi je udrzovana v Uzkém rozmezi a sekrece RBP4 z jater
podléhd regulaci hladinou retinolu. To znamend, ze v ptipadé nedostatku vitaminu A
zustava RBP4 v jatrech a naopak pii nadbytku vitaminu A dochazi k uvolnéni RBP4 do krve
(Muto et al., 1972, Peterson et al., 1973). K objasnéni pfi¢iny snizené koncentrace RBP4
v sérech pacientek s ovarialnim karcinomem jsme stanovili sérové hladiny vitaminu A
u analyzovanych skupin. Pramérné koncentrace sérového retinolu byly srovnatelné mezi
pacientkami a zdravymi Zenami. Z toho vyplyva, Ze pokles koncentrace RBP4 u Zen

s ovarialnim karcinomem neni zptisobeny zménami hladin vitaminu A v séru.

Jaky je tedy vztah RBP4 ke karcinomu ovaria? Pozorovany pokles koncentrace
proteinu RBP4 v séru pacientek by mohl byt disledkem snizené produkce RBP4 v ovariich.
Vzhledem Kk tomu, Ze hlavnimi producenty RBP4 jsou jatra a adipocyty, otazkou zistava,
zdali je viibec mozné pokles koncentrace RBP4 v séru pacientek piisuzovat jeho snizené
produkci v ovariich. Snizena koncentrace RBP4 muze byt také odrazem systémovych zmén

doprovazejicich nadorové onemocnéni.

Co jeste vime o RBP4?

Zmény v koncentraci RBP4 v séru provazeji zmény v metabolismu glukdzy a mastnych
kyselin (Yang et al., 2005, Usui et al., 2009). Zvysena koncentrace RBP4 navozuje u mysi
inzulinovou rezistenci a lze ji také detekovat u pacientt s poruchou glukézove tolerance
a diabetes mellitus 2.typu (Yang et al.,, 2005, Graham et al., 2006). Déale je zména
v koncentraci RBP4 zminovana v souvislosti s obezitou, polycystickym ovarialnim
syndromem,  dyslipidémii, arteridlni  hypertenzi a dale sdysfunkci ledvin
a kardiovaskularnim onemocnénim u pacientt s diabetes mellitus 2. typu (Cabré et al., 2007,
Norseen et al., 2012).

K vylou€eni vySe uvedenych faktorii, jez by mohly ovliviiovat koncentraci RBP4
v krvi a které bezprostiedné nesouvisi s karcinomem ovaria, byla u pacientek a zdravych zen
proveéfena anamnéza. U zadné z Zen zahrnutych do této prace nebyl diagnostikovan diabetes

mellitus 2. typu ani jiné zavazné onemocnéni.

Zmény v koncentraci RBP4 jsou kromé metabolismu glukozy spojovany s obezitou

(Graham et al., 2006) a zménami BMI (body mass index). Data jsou vSak nejednoznacna.
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Vyznamné zvy$ena koncentrace sérového RBP4 byla nalezena u obéznich zen v porovnani
s zenami s normalni hodnotou BMI (Graham et al., 2006). Jina prace ukazala, ze u skupiny
pacientll s patologickou obezitou doSlo po snizeni BMI gastrickou bandazi ke snizeni
koncentrace RBP4 v krvi (Haider et al., 2007). VVztah RBP4 s BMI vyvracela pouha jedna
publikace, ve které hladina sérového RBP4 pii riznych hodnotich BMI zistala nezménéna
(Kowalska et al., 2008). Na zakladé téchto publikaci jsme testovali hypotézu o vztahu mezi
poklesem koncentrace RBP4 v sérech pacientek a zménou jejich BMI. Porovnanim BMI
zdravych Zen a pacientek jsme vsak zjistili, Ze neni mezi nimi statisticky vyznamny rozdil

(p=0,126), a proto jsme vyloucili korelaci koncentrace RBP4 s hodnotami BMI.

Duvod snizeni koncentrace RBP4 u pacientek s ovaridlnim karcinomem zatim
nezname. Teoreticky by vSak sniZzena koncentrace RBP4 v krvi pacientek mohla byt ¢asnym
markerem metabolickych zmén souvisejicich s rustem nadoru jesté pred tim, nez se tyto
zmény napadné projevi ve formé nadorové kachexie a snizeného BMI. Nadorova kachexie je
syndrom progresivni ztraty télesné hmoty, kdy metabolick¢é zmény podminéné aktivitou
protizanétlivych cytokinti vedou v kone¢ném duasledku k vycerpani svalové a tukové hmoty.
Kachexie piedstavuje vaznou komplikaci pfi terapii a je pfi¢inou az 20% Gmrti u pacientd
s nadorovym onemocnénim (Inui, 2002, MacDonald et al., 2003). Pokud by byl RBP4
c¢asnym markerem nastupujici nadorové kachexie a nikoliv specifickym diagnostickym

znakem ovarialniho karcinomu, mél by i tak svou zna¢nou praktickou vyuZzitelnost.

Pomoci dvou paralelnich pfistupi jsme identifikovali 3 proteiny svyznamnou zménou
v koncentraci.  Detekované  proteiny  a-l-antitrypsin  (zvySend  koncentrace)
a apolipoprotein A4 (snizena koncentrace) v sérech Zen s ovarialnim karcinomem jsou
povazovany za potencidlni markery tohoto onemocnéni. Tietim proteinem byl RBP4,
jehoz koncentrace je statisticky vyznamné snizena v sérech pacientek v porovnani se
zdravymi Zenami porovnatelného véku. Byly vylouceny na riistu nadoru nezavislé faktory,
které by mohly byt zodpovédné za sniZeni hladiny sérového RBP4 (hladiny vitaminu A,
ptitomnost diabetes mellitus 2. typu, niz§i BMI). Pokles koncentrace RBP4 v sérech
pacientek je ziejmé spojen bud se zménami v metabolismu retinoidd a tvorbou RBP4
v ovariu, nebo je odrazem nespecifickych paraneoplastickych projevii doprovazejicich
karcinom ovaria. Statisticky vyznamna zména v koncentraci sérového RBP4 pravdépodobné
pfedstavuje informaci souvisejici s pfitomnosti nadorového onemocnéni a RBP4 tak lze

povazovat za potencialni biomarker karcinomu ovaria. K ovéfeni tohoto vztahu vsak budou
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muset byt provedeny dalsi studie na vétsi skupiné zen s karcinomem ovaria a zdravych Zen

se zohlednénim pfesného typu nadoru a jeho stadia.

Prace byla publikovana v roce 2012 v ¢asopise Oncology Reports (P¥iloha I, strana 82):

Lorkova L, Pospisilova J, Lacheta J, Leahomschi S, Zivny J, Cibula D, Zivny J, Petrak
J.; Decreased concentrations of retinol-binding protein 4 in sera of epithelial ovarian
cancer patients: a potential biomarker identified by proteomics. Oncology Reports
2012;27:318.
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3.2 Objasnéni molekularniho mechanismu rezistence lymfomu z bunék
plastové zony na cytarabin

Chemoterapie je v soucasné dobé jednim z nejefektivnéjsich postupti v 1é¢bé nadorovych
onemocnéni. Nejcastéjsi pricinou komplikaci a selhani protinddorové 1€Cby, at’ uz v piipadé
klasické chemoterapie nebo moderni cilené terapii nebo terapii biologické, je vznik
rezistence. Nékteré maligni bunééné populace mohou byt vici terapeutikiim rezistentni jiz
V prib&hu primarni 1é¢by. V takovém piipadé jde o takzvanou piirozenou rezistenci. Ziskana
rezistence vznika az v prubéhu 1éCby, kdy se puvodné citlivé bunky stavaji k dané
cytostatické latce rezistentni. Pokud pii ztraté citlivosti k jednomu terapeutiku vznika
souCasn¢ rezistence na jind, avSak strukturné¢ piibuznd, protinddorovd 1éCiva,

mluvime o tzv. k¥iZové rezistenci.

3.2.1 Lymfom z bunék plast'ové zény

Lymfom z bunék plastové zony (Mantle cell lymphoma, MCL) patii mezi nehodgkinské
lymfomy. MCL je vzacnym, ale agresivnim lymfomem s incidenci v Evropé 0,45
na 100 000 osob (Sant et al., 2010). MCL je biologicky a Kklinicky heterogennim
onemocnénim, které vznika maligni transformaci zralych naivnich B-bungk v plastové zoné
obklopujici zarodeéné centrum sekundarniho lymfoidniho folikulu. Charakteristickou
cytogenetickou zménou je interchromosomalni translokace t(11;14) (q13;932). Translokaci
dochazi k chybnému spojeni genu pro tézké fetézce imunoglobulini a pod kontrolu
transkripce pro tézky fetézec imunoglobulinu se tak dostava gen CCND1 kddujici protein
cyklin D1. Dusledkem je nadmérna a nekontrolovatelna exprese cyklinu D1. Cyklin D1 je
dulezity regulator bunécného cyklu, ktery je zodpovédny za prechod bunky z G1 faze do S
faze prostiednictvim aktivace cyklin-dependentnich kindz 4 a 6 (CDK4 a CDKG6) (Jares et
al., 2012).

Zakladem 1écby nehodgkinského lymfomu MCL jsou kombinacni terapie, napiiklad
CHOP (Cyklofosfamid, Hydroxydaunorubicin (doxorubicin), Oncovin (vinkristin),
Prednison) a cytarabin ve vysokych davkach, nové doplnéné takeé anti-CD20 protilatkou —
Rituximabem (R-CHOP). Odezva na 1é¢bu u MCL pacientt je kratkodoba a i po dosazeni
kompletni remise dochazi dfive nebo pozdéji k opétovnému propuknuti nemoci (relapsu).
Pro tyto pacienty neexistuje standardni 1é¢ebny rezim a jejich dalsi 1é¢ba spociva v podavani
nekolika cykll vysokodavkované terapie kombinaci u€innych latek, kterymi jsou fludarabin
(purinovy nukleosidovy analog), gemcitabin (pyrimidinovy nukleosidovy analog),
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bendamustin (alkyla¢ni c¢inidlo), cisplatina (distorze fetézce DNA), bortezomib (inhibitor
proteazomu) nebo temsirolimus (inhibitor mTOR). Prognéza pacientti s chemorezistentni

a postupujici MCL je velmi nepiizniva.

MCL je nevylééitelnym nadorovym onemocnénim s prumérnou dobou pieziti 5-7 let
(Pérez-Galan et al., 2011). Za selhani 1é¢by MCL je zodpovédny piedev§im vyvoj
rezistence K protinadorovym molekulam, proto jsme se zaméfili na objasnéni
molekularniho mechanismu rezistence na klinicky pouZivanou terapii (cytarabin)
V bunikach MCL.

3.2.2 Cytarabin a rezistence

Cytarabin (cytosin arabinosid, ara-C) je nukleosidovy antimetabolit se silnym
terapeutickym ucinkem piedev§im u malignit bilych krvinek, jako jsou napiiklad akutni
myeloidni leukémie (AML) a nehodgkinské lymfomy, véetné studovaného onemocnéni
MCL (Kantarjian et al., 1983, Capizzi, 1996). Zavedeni vysokych davek cytarabinu
do protinddorové terapie MCL vedlo k rychlej$im odezvam na 1é¢bu a prodlouzeni doby
preziti pacientl (Delarue et al., 2013, Lefrere et al., 2002, Merli et al., 2012).

Cytarabin je strukturnim analogem deoxycytidinu, jez je do buiiky transportovan
ptes pienasece ENT1 a ENT2 (Ward, 2000, Cai et al., 2008, Molina-Arcas et al., 2009).
Po vstupu do buriky je cytarabin metabolizovan prostiednictvim drahy, ktera slouzi k syntéze
nukleotidd. Fosforylaci cytarabinu klicovym enzymem deoxycytidin kindzou (DCK)
dochazi k jeho aktivaci za vzniku cytarabinmonofosfatu (ara-CMP) (Obrazek 11). Prvni
fosforylace cytarabinu eznymem DCK je limitujicim krokem drahy nukleosidového analogu.
Aktivovana molekula je sledem reakci fosforylovana na cytarabintrifosfat (ara-CTP) dal§imi
dvéma kindzami. Pak ara-CTP vstupuje do jadra a inkorporuje se do nové syntetizované
DNA, ¢imz dochazi k zastaveni replikace DNA. Akumulace molekul&rnich senzori na DNA
V mist¢ zastaveni replikace vede Kk vyvolani bunééné odpovédi, kterou je aktivace
kontrolnich bodii v bunééném cyklu vyuzivajicich signdlnich mechanismi bud

k pozastaveni bunééného cyklu a opravy DNA nebo ke spusténi apoptozy.

Antagonistickou  funkci k DCK ma enzym 5°-nukleotiddza (NT5C2),
ktery defosforyluje ara-CMP zpét na cytarabin. Na metabolismu (inaktivaci) cytarabinu se

muze podilet cytidin deaminaza (CDA), kterd konvertuje cytarabin na neaktivni ara-U
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(uridin arabinosid). Ara-CMP mizZze byt také konvertovan deoxycytidylat deamindzou
(DCTD) na ara-UMP (Hubeek et al., 2005, Cai et al., 2008, Lamba, 2009, Tang et al., 2012).

ara-C

ENT1
ENT2

'CDA |
ara-U e

ara-C

DCK | 'NT5C2|

ara-UMP <= ara-CMP
DCTD

ara-CDP

|

ara-CTP _——

/l syntéza
/ 7N\ — )II)IIIA

/ iadro

Obrézek 11: Schéma mechanismu pusobeni cytarabinu v nadorové buiice. Cytarabin (ara-C)

—

vstupuje do bunky pies pienaseCe ENTI nebo ENT2 (Equilibrative nucleoside trasnporter).
Po vstupu do buiiky dochazi k aktivaci cytarabinu fosforylaci deoxycytidin kindzou (DCK) za vzniku
cytarabinmonofosfatu (ara-CMP). Aktivovany cytarabin je sledem reakci dale fosforylovan dvéma
kindzami za vzniku cytarabintrifosfatu (ara-CTP). Tato molekula vstupuje do jadra a dochazi
k inkorporaci do DNA, k zastaveni replikace a spusténi drah vedoucich k apoptdze. Cytarabin mize
byt inaktivovan cytidin deaminazou naara-U. K deaktivaci ara-CMP rovnéz dochazi aktivitou
5’-nukleotiddzy (NT5C2) a deoxycytidylat deaminazy (DCTD).

Vyvoj rezistence v prubéhu podavani cytarabinu pacientim s MCL onemocnénim
VvV 1écebném rezimu prvni linie je bohuZzel Casty, rezistence je nasledné¢ zodpovédnd za
progresi a/nebo za relaps nemoci. V takovém piipadé je progndéza MCL pacienta velmi
neptiznivd. V souCasné dobé neexistuje zadny doporuceny lécebny rezim druhé linie
pro pacienty s MCL srezistenci na terapii. K nasledné (salvage) terapii je k dispozici
napiiklad cisplatina, fludarabin, kladribin, gemcitabin, temsirolimus, bortezomib,
bendamustin, lenalidomid a ibrutininb (Johnson, 2004, Goy et al., 2005, Witzig et al., 2005,
Morschhauser et al., 2007, Robak et al., 2007, Ansell et al., 2011, Vose, 2012, Goy et al.,
2013, Visco et al., 2013, Wang et al., 2013). Terapie je vSak zpravidla neuspésna.
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Obecnym mechanismem rezistence na nukleosidové antimetabolity mize byt zména
exprese nékterych gent, jejichz produkty se podileji na vstupu téchto anlogii do buiky
a jejich nasledné aktivaci fosforylaci. Rezistence mize byt i vysledkem zmén exprese gent
detoxifikujicich protinddorovou molekulu, dale signalnich drah vedoucich ke zvySené
bunééné proliferaci, kompenzacnich mechanismu a genii G¢astnici se apoptozy (Fodale et al.,

2011, Rebucci et al., 2013).

Mechanismy rezistence na cytarabin jsou dosud nedostateéné popsané a vétSina
informaci pochazi z leukemickych bunék. Byly popsany zmény exprese genl
nukleotidovych trasnportéri, deoxycytidin kindzy, 5°‘-nukleotidazy, cytidin deaminazy,
ribonukleotid reduktazy, DNA polymerazy, TP53 a gent, jejichz produkty potlacuji
apoptozu (geny kodujici proteiny Bcl-2, Bcl-X a podobn¢) (Galmarini et al., 2008).
Mechanismus rezistence na cytarabin v lymfomovych bunikach véetné MCL vsak dosud
nebyl podrobné studovan. Vyvoj rezistence u pacienti s MCL na cytarabin je cCastou
komplikaci priméarni 1é¢by a stile neni jasné stanovena standardni ¢i doporucena
terapie pacientd s MCL rezistentni na cytrabin. Cilem této prace proto bylo popsat
molekularni mechanismus rezistence na cytarabin a testovat citlivost cytarabin-
rezistentnich bunéénych linii MCL na ostatni protinadorové molekuly a odhalit

pripadnou k¥iZovou rezistenci.

3.2.3 Odvozeni bunék MCL rezistentnich na cytarabin

Ke studiu rezistence k cytarabinu v MCL byly zvoleny bunééné linie JEKO-1, MINO, REC-
1, HBL-2, GRANTA-519 odvozené z MCL, které jsou senzitivni na nukleosidovy analog
cytarabin. Nicméné pii dlouhodobé expozici subletalnim davkam cytarabinu mohou buriky
na cytarabin vyvinout rezistenci a dochazi k vyselektovani rezistentni subpopulace nebo
subklonu. Pét bunéénych linii MCL bylo vystaveno postupné se zvysujicim koncentracim
cytarabinu (az do 50 uM) v kultiva¢nim médiu (DeAngelis et al., 1992). Po péti tydnech
jsme ziskali subklony MCL rezistentni na cytarabin (JEKO-1/R, MINO/R, REC-1/R, HBL-
2/R, GRANTA-519/R), které v porovnani se senzitivnimi bufikami MCL vykazovaly
toleranci ke 125-1000x vyssi koncentraci cytarabinu (Obrézek 12). Po ziskani téchto

rezistentnich subklont jsme provedli expresni profilovani mRNA a proteomickou analyzu.
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3.2.4 Analyza bunék MCL rezistentnich na cytarabin

Bunééné lyzaty linie MINO a MINO/R byly nejprve zaostieny pomoci IPG-IEF a poté
V druhém rozméru rozd€leny na polyakrylamidovém gelu obsahujicim SDS (Obrazek 13).
Po rozdéleni proteind byly skvrny vizualizovany barvivem Coomassie Blue G-250 a skvrny
byly déle podrobeny obrazové analyze k nalezeni rozdila v jejich optické denzité. Proteiny
ve vybranych skvrnach, jejichz exprese byla mezi senzitivnimi a rezistentnimi bunikami
vyznamné zménéna, byly po vystaveni $té€peni trypsinem v gelu identifikovany hmotnostni
spektrometrii (MALDI-MS/MS) (Tabulka 2). 2-D elektroforézou jsme odhalili vyznamné
snizenou expresi enzymu deoxycytidin kindzy (DCK) v bunikach MINO rezistentnich

na cytarabin (4,6x snizend exprese).

Paraleln¢ s proteomickou analyzou byla provedena expresni analyza mRNA
jednotlivych bunéénych liniich MCL senzitivnich a rezistentnich na cytarabin. Napfic¢
analyzovanymi mRNA vSech péti bunécnych liniich MCL byla nalezena pouze jedna

spole¢na zména a to snizena exprese genu pro deoxycytidin kindzu (DCK).
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Obrazek 12: Krivky preziti bunéénych populaci MINO, HBL-2, REC-1, GRANTA-519
v pFitomnosti protinadorové molekuly cytarabinu. Bunky MCL senzitivni a rezistentni
na cytarabin byly vystaveny plisobeni cytarabinu v kultivaénim mediu (plna ¢ara). Jako kontrola byly
buiiky MCL senzitivni a rezistentni na cytarabin Kkultivovdny bez pfitomnosti cytarabinu

(pferusovana cara).
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Obrézek 13: Dvojrozmérna elektroforéza proteini z bunék MINO (senzitivni) a MINO/R

(rezistentni) na cytarabin. Po vizualizaci skvrn Coomassie Blue G-250 byla stanovena jejich

opticka denzita. Porovnanim optickych denzit jednotlivych skvrn mezi gely MINO a MINO/R byly

detekovany skvrny 1-7 se zménénou optickou denzitou, jez byly identifikovany hmotnostni

spektrometrii (Tabulka 2).

Cislo  Swiss-Prot , . Zména Mascot  Sekvenéni
. Nazev proteinu exprese , : Mr
skvrny ¢islo - skore  pokryti (%)
proteinu
Proteiny se snizenou expresi v MINO
1 p27707 Deoxycytidine kinase 4.6 44" 16 30841
2 Q99829 Copine-1 4.7 102 17 59649
3  P1379% Plastin-2 2 453 65 70814
Proteiny se zvy$enou expresi MINO R
4 PO7741 Adenine phosphoribosyltransferase 41.5 70 40 19766
5 P68363 Tubulin alpha-1B chain 5 169 32 50804
6 P04792 Heat shock protein beta-1 2.3 73 32 22826
7 P31937 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase, mitochondrial 2.1 4" 35712
“MS/MS potvrzeni identifikace
Cislo  Swiss-Prot ) . ) .
skvrny cislo Nazev proteinu sekvence peptidu Skore
L LKDAEKPVLFFER,
1 p27707 Deoxycytidine kinase QLCEDWEWWPEPVAR 41, 46
. . . DFSSVFQFLREEETF
7 P31937 3-Hydroxyisobutyrate Dehydrogenase, mitochondrial SPILLGSLAHQIYR 49, 28

Tabulka 2: Identifikace diferencialné exprimovanych proteini v buikach MINO/R hmotnostni

spektrometrii (minimalni zména 1,5x se statistickou vyznamnosti p<0,05).
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Deoxycytidin kinaza je kli¢ovym enzymem v aktivaci cytarabinu po jeho vstupu
do nadorové bunky. V nasledujicich reakcich je ara-CMP fosforylovdn na ara-CTP,
ktery inkorporaci do syntetizované DNA zastavuje replikaci a indukuje apoptézu. K ovéteni
snizené exprese DCK byla pouzita technika western blot. Potvrdili jsme zé&sadni sniZeni
exprese DCK ve vSech péti studovanych rezistentnich subklonech. Ve tfech z téchto péti
subkloni (JEKO-1/R, HBL-2/R, GRANTA-519/R) poklesla exprese DCK pod detekéni limit
(Obréazek 14).

senzitivni rezistentni

MINo | s s s s DCK (~30 kDa)

D M e WD St S e e GAPDH

Granta-519 .- | DCK (~30 kD3
REC-L | o wutme we s ' DCK (~30 kDa)

Jeko-1 | " - - | DCK (~30 kD3

T —— —— - — —— GAPDH

HDI-2 | - - - DCK (~30 kDa)

A A A A A s | GAPDH

Obrézek 14: Ovéieni snizené exprese deoxycytidin kinazy (DCK) v jednotlivych bunéénych
liniich MCL metodou western blot.

Exprese DCK v primarnich pacientskych buikach

Snizena exprese DCK na urovni mRNA a proteinu byla rovnéZz ovéfena na priméarnich
bunikach MCL (CD19 pozitivni populace izolovana z mononuklearnich bunék z krve)
ziskanych z 8 pacientil v dobé zahdjeni terapie a 8 pacientd, u kterych doslo k progresi
arelapsu onemocnéni po 1é€bé cytarabinem. U péti pacienti, u Kterych doslo po terapii
k relapsu ¢i progresi, jsme pozorovali snizenou expresi DCK. U jednoho z nich bylo snizeni

patrné jen na Grovni proteinu.
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3.2.5 Stanoveni in vivo a in vitro senzitivity cytarabin-rezistentnich subklont
k jinym terapeutickym molekulam

Ke zvoleni optimalni strategie 1é¢by MCL rezistentnich na cytarabin byla stanovena
senzitivita vSech péti cytarabin-rezistentnich subklont na jiné dostupné latky
s protinadorovym ucinkem. Rezistentni bunky byly in vitro vystaveny riznym koncentracim
protinddorovych molekul sriznym mechanismem ucinku - cisplatiny (distorze DNA),
doxorubicinu (interkalace do DNA) abendamustin (alkylace guanini v DNA),
nukleosidovych analogii gemcitabinu, kladribinu a fludarabinu a dale bortezomibu (inhibitor
proteazomu), temsirolimu (inhibitor mTOR) a ibrutinibu (inhibitor Brutonovy tyrosin

Kinazy).

Ukazalo se, Ze subklony rezistentni na cytarabin jsou kromé cytrabinu rezistentni
také na pyrimidinovy nukleosidovy antimetabolit gemcitabin (Obrazek 15) a zaroven
na purinové analogy fludarabin a kladribin (Obrézek 15). Tuto kiiZzovou rezistenci,
jak k purinovym tak k pyrimidinovym antimetabolitim, lze vysvétlit pravé snizenou expresi
DCK. Tato kinaza je promiskuitni - jejimi substraty jsou nejen pyrimidinové nukleosidy
a jejich analogy, ale i purinové nukleosidy (Staub a Eriksson, 2007). Citlivost na ostatni
terapeutické molekuly u cytarabin-rezistentnich subklonti byla zachovana (Obrdzek 15),
coZ naznacuje, ze rezistence neni zplisobena ,,downstream procesy, naptiklad vyhybanim se
apoptdze. Nase vysledky jasné naznacuji, ze pacienti s cytarabin-rezistentnim MCL by
neméli byt 1é¢eni purinovymi ani pyrimidinovymi analogy nukleotidu, ale k jejich terapii by

mély byt vyuZity jiné typy protinadorovych latek.
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In vitro testy bunééné toxicity umoziuji snadné zjisténi piimych G¢inkt nékterych
protinadorovych  latek. In  vitro testovani vSak  opomiji  farmakokineticke
a farmakodynamické proménné, jez mohou hrat dulezitou roli v Géinnosti 1éku in vivo.
Kromé toho, néktera 1é¢iva neni mozné timto zpisobem testovat, nebot’ jejich protinadorovy
ucinek je zavisly pravé na kontextu in vivo. Tak napiiklad k aktivaci cyklofosfamidu dochazi
v jaternich mikrosomech, k sprdvné funkci rituximabu je nutna pfitomnost komplementu
a bun¢k imunitniho systému a pro aktivaci temsirolismu jsou potfebné antiangiogenni
komponenty. Proto jsme k in vivo testovani toxicity nékterych protinddorovych molekul
pouzili model xenotransplantace lidskych nadorovych bunék do imunodeficientnich mysi.
Bunky JEKO-1 a JEKO-1/R byly intravendzné aplikovany do mysi s absenci B a T bung¢k,
komplementt, NK bunék a deficienci makrofagh a dendritickych bunék (NOD.Cg-Prkdc*™
2rg™ WS 2y mysi model) (www.jax.org/jaxmice). Zvifata s takto vzniklymi modelovymi
MCL lymfomy v lymfatickych uzlindch, v jatrech a v dal§ich organech byla lé¢ena
podavanim protinadorovych molekul sriznym mechanismem ucinku (temsirolismus,
bendamustin, bortezomib, gemcitabin, cyklofosfamid, cisplatina, fludarabin, rituximab).
Potvrdili jsme, Ze xenotransplantované cytarabin-rezistentni nddory z bunék MCL byly
na terapii purinovym analogen fludarabinem a pyrimidinovym analogem gemcitabinem
rezistentni (Obrézek 16). Kiizova rezistence k témto nukleosidovym analogim, ptivodné
zjisténa in vitro testovanim (zpusobena snizenou expresi enzymu deoxycytidin kinazy),
tak byla potvrzena in vivo. Senzitivita cytarabin-rezistentnich transplantovanych bunék
JEKO-1 na ostatni terapeutické molekuly - cisplatinu, temsirolimus, bendamustin,
bortezomib, cyklofosfamid a rituximab zustala zachovana abyla tak potvrzena validita

nasich in vitro experimentt (Obrazek 16).
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Obrazek 16: Kiivky pieziti imunodeficientnich mysi s xenograftem JEKO-1 senzitivni a rezistentni
na cytarabin po podani fludarabinu, gemcitabinu, cisplatiny, bendamustinu, temsirolimu,
bortezomibu, cyklofosfamidu, rituximabu (pferuSovana ¢ara). Jako kontrola byly imunodeficientni

mysi s xenodraftem JEKO-1 senzitivni a rezistentni bez aplikace terapeutickych 1é¢iv (plna ¢ara).

3.2.6 Diskuze

V této préci jsme usilovali o popis molekularnich mechanismti zodpovédnych za vyvoj
rezistence bunék MCL na cytrabin. Transkriptomickou a proteomickou analyzou buné¢nych
liniich MCL rezistentnich na cytarabin jsme nalezli vyznamné sniZenou expresi
deoxycytidin kindzy (DCK) jak na arovni mRNA tak proteinu. SniZzeni exprese DCK jsme
potvrdili i na primarnich pacientskych buiikach MCL.

Enzym DCK katalyzuje prvni fosforylaci nukleosidu a jejich analogli vedouci k jejich
aktivaci. Nukleosidmonofosfaty jsou dal$imi dvéma kinazami fosforylovany a nasledné
inkorporovany do DNA. Charakteristickou vlastnosti DCK je nizka substratova specifita,
diky které mize fosforylovat nukleosidy jak s pyrimidinovymi tak i s purinovymi bazemi
(Staub a Eriksson, 2007). Snizena exprese DCK ve studovanych bunéénych modelech MCL
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je pravdépodobné molekularnim mechanismem vzniku rezistence. Ktizovou rezistenci
Kk jinym purinovym (gemcitabin) a pyrimidinovym (fludarabin, kladribin) terapeutickym
molekulam, kterou jsme pozorovali jak v in vivo tak v in vitro experimentech, je snadno
vysvétlitelna snizenou expresi promiskuitni DCK (Galmarini et al., 2001, Ewald et al.,
2008). Jin¢ vyznamné sekundarni zmény na Grovni mRNA a proteini v bunécnych liniich

MCL rezistentnich na cytarabin jsme nepozorovali.

Castou pii¢inou selhani protinadorové 1é¢by, relapsu a progrese MCL nemoci je
vznik rezistence nadorovych bun¢k k terapii. Pfizpisobeni se nadorovych bun€k ucinkim
terapeutickych molekul vede ke zméné riznych bunéénych procest. Popis téchto zmén je

nutnym ptedpokladem ke vhodné volbé nasledné 1é¢ebné strategie.

Ze sniZené exprese DCK a rovnéZ z in vivo a in vitro testovani toxicity riiznych
protinadorovych molekul v bunéénych liniich MCL rezistentnich na cytarabin lze
odvodit, Ze snizena exprese DCK je pravdépodobné pii¢inou rezistence MCL
na cytarabin. Z toho vyplyva, Ze k 1é¢bé pacientd s MCL rezistentni na cytarabin neni
vhodné pouzivat nukleosidové analogy aktivované DCK. Pacientim s MCL
onemocnénim, kteri jiz ztratili senzitivitu vici terapii cytarabinem, by mély byt
podavany jiné typy protinadorovych latek, nap¥. genotoxickad cisplatina, alkylaéni

¢inidla nebo cilené latky jako jsou temsirolimus, bortezomib nebo rituximab.

Préce byla pubklikovana v roce 2014 v ¢asopise Molecular Cancer (P¥iloha II, strana 90):

Klanova M, Lorkova L, Vit O, Maswabi B, Molinsky J, Pospisilova J, Mavis C,
Lateckova L, Kulvait V, Vejmelkova D, Jaksa R, Hernandez F, Trneny M, Vokurka M,
Petrak J, Klener P Jr.; Downregulation of deoxycytidine kinase in cytarabine-resistant
mantle cell lymphoma cells confers cross-resistance to nucleoside analogs gemcitabine,
fludarabine and cladribine, but not to other classes of anti-lymphoma agents.
Molecular Cancer 2014;13:159.
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3.3 Hledani novych zasahovych mist - identifikace molekularnich zmén
V bunikach lymfomu z bunék plastové zony (MCL) rezistentnich

na molekulu TRAIL
Jak jiz bylo uvedeno v pfedchozi ¢asti, MCL je vzacny, nehodgkinsky lymfom, ktery vznika
transformaci zralych naivnich B-bunék v plastové zoné obklopujici zarode¢né centrum
sekundarniho lymfoidniho folikulu. Uginnost 1é¢by MCL je v$ak bohuzel velmi nizka.
Proto se hledaji nové protinadorové molekuly, které by vedly Kk uspésné eliminaci
lymfomovych bunék. Ackoliv maji klasicka cytostatika v protinadorové 1é¢bé své pevné
misto, smér soucasné¢ho vyzkumu se ubira k terapii cilené nebo biologické. Od klasické
chemoterapie se cilena odlisuje tim, ze usiluje o eliminaci nadorovych bunék pii omezeni
toxicity vaci bunkdm ostatnich nenadorovych tkéani. Biologicka terapie se snazi vyuzivat
biologickych procesi a molekul, napfiklad terapeutickych protilatek, cytokini
a pro-apoptotickych molekul. Jednim z nadéjnych (dosud experimentalnich) biologickych

latek s protinadorovym ucinkem je i TRAIL.

3.3.1 TRAIL

TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) je proapoptoticky cytokin
se silnym protinadorovym ucinkem a pfedpokladanym terapeutickym potencialem k 1écbé
riznych typli malignit véetné MCL. TRAIL je transmembranovy protein II. typu patfici
do rodiny proteinii TNF (tumor necrosis factor), ktery je exprimovan bufikami imunitniho
systému a to véetné bunék NK (Natural killer cells), cytotoxickymi T-lymfocyty, makrofagy,
monocyty a dendritickymi buiikami (Wiley et al., 1995, Pitti et al., 1996). Tato molekula je
pravdépodobné soucasti imunitniho dohledu (tumor immune-surveillance), ktery slouzi
k eliminaci transformovanych bunék piedtim, nez jsou schopny uniknout imunitnimu
systétmu a vytvofit nadorovou masu. Pfesna fyziologickd funkce TRAILu v imunitnim

systému neni dosud objasnéna.

Molekula TRAILu vazbou na receptor na povrchu cilovych bunék umozituje spoustét
apoptozu pres tzv. ,,death” doménu receptoru (Ashkenazi a Dixit, 1998). Pro TRAIL existuji
Ctyfi odlisné receptory nachazejicich se na povrchu bunék (DR4, DRS5, DcR1, DcR2).
Receptory DR4 a DRS5 se vyznacuji intracelularni ,,death® doménou pottebnou ke spusténi
apoptotického signalu. Interakci TRAILu s DR4 a DR5 dochazi k trimerizaci receptoru
ak vazbé s adaptorovymi molekulami (FADD) za vzniku DISC komplexu. Adaptorové

.....
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prokaspazy. Ty se na Grovni DISCu §té€penim aktivuji, aby mohly dale aktivovat efektorové
prokaspazy, jez spoustéji samotnou apoptozu (Peter a Krammer, 2003). DcR1 a DcR2 —
takzvané ,,decoy* receptory, nemaji ,,death doménu, a proto nejsou schopny indukovat
apoptoticky signal, ale naopak ziejmé¢ inhibuji nebo zeslabuji signal vedouci k apoptoze
kompetici 0 TRAIL s receptory DR4 a DRS. Kromé toho ,,decoy* receptory mohou ptimo
interagovat s receptory DR4 a DR5 a ovliviovat jejich aktivitu (Lee et al., 2005).

Rekombinantni TRAIL (solubilni ¢ast molekuly) si uchovava svoji biologickou
proapoptotickou aktivitu. Na rtzné typy nadorovych bunék, vcetné leukémickych
a lymfomovych, ptisobi rekombinantni TRAIL cytostaticky a cytotoxicky in vitro (Wen et
al., 2000, Plasilova et al., 2002, Klener et al., 2009, Petrak et al., 2009, Castro Alves et al.,
2012, Molinsky et al., 2013, Leahomschi et al., 2013). V nékolika studiich bylo prokazano,
ze podavanim rekombinantniho TRAILu imunodeficientnim mySim s transplantovanymi
lidskymi nadory dochazi k zastaveni rustu nadort nebo dokonce k jejich zmenseni (Castro
Alves et al., 2012). Proto byl TRAIL a protilatky cilené na jeho receptory zafazeny
do n€kolika klinickych studii a je povazovan za molekulu se znaénym terapeutickym

potencialem (Wiley et al., 1995, Pitti et al.,1996, Castro Alves et al.,2012).

Komplikaci 1é¢by nadorovych onemocnéni je vyvoj rezistence vuci protinddorovym
molekulam, ktera je zodpovédna za progresi a relaps onemocnéni. Stejné tak jako u jinych
molekul s protinddorovym ucinkem neni TRAIL vyjimkou a jeho terapeuticky potencial
muze byt omezen vyvinutou rezistenci. Pfizplisobeni nadorovych bunék na protinddorova
1€¢iva je spojeno s (vice ¢i mén¢) rozsdhlymi zménami ve fenotypu bunék. Ackoliv nékteré
sekundarni molekuldrni zmény v rezistentnich nédorovych bunkach piimo nesouvisi
s mechanismem rezistence, mohou byt potencialnim terapeutickym cilem pro specifickou

likvidaci rezistentni bunéné populace.

Cilem teto prace bylo popsat a pochopit zmény v expresi proteini, ke kterym
dochézi v souvislosti se vznikem a rozvojem rezistentnich nadorovych bunék
na proapoptotickou molekulu TRAIL. Nehledali jsme mechanismus rezistence (tim je
zpravidla sniZeni exprese TRAIL receptora (Maksimovic-lvanic et al., 2012)), ale dalsi
zmény, ke kterym v buiikach v souvislosti s rezistenci dochézi. Identifikace takovych
specifickych zmén by mohla odhalit vhodna zasahova mista (druggable targets)

pro selektivni likvidaci takovych rezistentnich bunék.
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3.3.2 Odvozeni bunék MCL rezistentnich na TRAIL

Pro proteomickou analyzu byla zvolena bunééna linie HBL-2 odvozend z MCL, kterd je
senzitivni na UC¢inky rekombinantniho TRAILu (ICs 1 ng/ml po 48 hodinach).
Dlouhodobym vystavovanim téchto bunék subletalnim davkam TRAILu je mozné ziskat
reazistentni subpopulaci ¢i subklon. Buiitky HBL-2 byly vystaveny selektivnimu tlaku
zvySujicimi se koncentracemi TRAILu v kultivatnim médiu po dobu péti tydnli. Vysledny
TRAIL-rezistentni HBL-2/R subklon proliferoval i pii koncentraci TRAILu 1 000 ng/ml
Vv kultiva¢nim médiu (Obrazek 17). Odvozeny subklon HBL-2/R byl spoleéné s HBL-2

buiikami podroben analyze TRAIL receptort a nasledné expresni proteomické analyze.
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Obrazek 17: Relativni cytotoxicita TRAILu. Pfezivani bunék HBL-2 a HBL-2/R po 78 hodinach

v mediu v pfitomnosti TRAILu analyzované WT S-kolorimetrickym méfenim.

3.3.3 Analyza TRAIL receptori pritokovou cytometrii

Zmény v expresi TRAIL receptori DR4 a DRS jsou jednou ze znamych pfi€in sniZeni
citlivosti nadorovych bunék k G¢inkim TRAILu (Maksimovic-lvanic et al., 2012).
Pritokovou cytometrii jsme stanovili relativni Grovné exprese TRAIL receptori DR4, DR5,
DcR1 a DcR2 na povrchu TRAIL-rezistentnich HBL-2/R bunék a HBL-2 bun¢k. Exprese
receptor. DR4, DRS5, DcR1 aDcR2 na povrchu bunék HBL-2/R byly vyrazné nizsi
v porovnani s jejich expresi na povrchu HBL-2 bunék (Obrazek 18). SniZzena exprese DR4
a DR5 vysvétluje rezistenci HBL-2/R na TRAIL. Dalsi dva ,,decoy* receptory DcR1 a DcR2
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se snizenou expresi pravdépodobné vyvolavaji dalsi komplexnéjsi zmény v HBL-2/R

bunikach.
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Obrézek 18: Analyza exprese TRAIL receptori na povrchu bunék HBL-2 a HBL-2/R
prutokovou cytometrii. Bunky byly znaceny protilatkami (konjugovanymi s fykoerytinem) proti
povrchovym TRAIL receptorim DR4, DR5, DcR1, DcR2. Exprese studovanych receptori byla
u HBL-2/R buné¢k oproti HBL-2 buiikam snizena. Jako slepy vzorek byly pouzity buiiky bez znaceni
a izotypové kontroly.

3.3.4 Proteomicka analyza MCL bunék rezistentnich na TRAIL

K popisu zmény exprese proteint, ke kterym dochazi v TRAIL-rezistentnich HBL-2/R
bunikach, byla zvolena 2-D elektroforéza ve spojeni s hmotnostni spektrometrii. Lyzaty
TRAIL-rezistentnich HBL-2/R buné¢k a HBL-2 bunék byly separovany pomoci 2-D
elektroforézy a proteinové skvrny byly vizualizovany koloidni Coomassie Blue G-250
(Obrazek 19). Porovnanim proteinovych map senzitivnich a rezistentnich bunéénych lyzatt
softwarovou analyzou byly nalezeny proteinové skvrny s vyznamnymi zménami v optické
denzité. Proteiny ve vybranych skvrnach byly po $tépeni trypsinem v gelu identifikovany
hmotnostni spektrometrii (MALDI TOF-TOF). Timto ,,klasickym* proteomickym piistupem
bylo detekovano 820 proteinovych skvrn, z nichz exprese 21 proteinti byla statisticky

vyznamné zménéna. Tyto proteiny byly identifikovany MALDI-MS (Tabulka 3).
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Obrazek 19: Dvojrozmérna elektroforéza proteinti z bunék HBL-2 a HBL-2/R. Po vizualizaci skvrn
Coomassie Blue G-250 byla stanovena jejich optickd denzita. Porovnanim optickych denzit
jednotlivych skvrn mezi gely HBL-2 a HBL-2/R byly detekované skvrny oznaceny 1-11 se snizenou
a skvrny 12-21 se zvySenou optickou denzitou na HBL-2/R gelu.

Za ucelem pochopeni biologickych funkei 21 identifikovanych proteint, které byly
odligné exprimovany v HBL-2/R burikach, byla provedena analyza drah pomoci databaze
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (www.genome.jp/kegg/). Napadnym
vystupem bioinformatické analyzy byla identifikace drdhy metabolismu purint. Tri
z nalezenych diferencialné exprimovanych proteinu (snizena exprese v TRAIL-rezistentnich
HBL2/R) byly soucasti této drahy. Jednalo se o proteiny: purin nukleosid fosforylaza
(PNP) (1,6x snizena), adenin fosforibosyl transferaza (APRT) (2,2x sniZzend) a inosin
5-monofosfat dehydrogenaza 2 (IMPDHZ2) (1,6x snizena) (Tabulka 3). K ovéfeni vysledki

z proteomické analyzy byla pouzita metoda western blot (Obrazek 20).
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Cislo  SwissProt . . Zména Mascot Sekvenéni
skvrny ¢islo Nézev proteinu EXPrese — qyore pokryti % Pl Mr
proteinu
Proteiny se zvy$enou expresi v HBL-2/R
1 P04792 Heat shock protein beta-1 39 84 51 598 22826
2 P42704 Leucine-rich PPR motif-containing protein, mitochondrial 2.6 100 23 5.81 159003
3 075351 Vacuolar protein sorting-associated protein 4B 2.6 171 32 6.75 49443
4 P23381 Tryptophanyl-tRNA synthetase, cytoplasmic 24 240 54 5.83 53474
5 P20591 Interferon-induced GTP-binding protein Mx1 2.2 176 42 560 75872
6 P09211 Glutathione S-transferase P 19 110 56 543 23569
7 P06396 Gelsolin 19 115 22 590 86043
8 P13010 X-ray repair cross-complementing protein 5 17 262 46 555 83222
9 Q9HAV7 GrpE protein homolog 1, mitochondrial 16 99 a4 8.24 24492
10 043776  Asparaginyl-tRNA synthetase, cytoplasmic 15 250 41 590 63758
11 Q15084 Protein disulfide-isomerase A6 15 76 29 495 48490
Proteiny se snizenou expresi v HBL-2/R
12 P08559 Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha 32 111 32 835 43952
13 P19338 Nucleolin 24 146 29 460 76625
14 P07741 Adenine phosphoribosyltransferase 22 227 9 578 19766
15 075792 Ribonuclease H2 subunit A 17 348 72 514 33716
16 Q07955 Serine/arginine-rich splicing factor 1 17 82 35 1037 27842
17 P00491 Purine nucleoside phosphorylase 16 182 68 645 32325
18 P12268 Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase 2 16 230 a4 6.44 56226
19 P40121 Macrophage-capping protein 16 102 41 5.82 38760
20 P13674 Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1 15 234 48 570 61296
21 Q15019 Septin-2 15 62 26 6.15 41689

Tabulka 3: Diferencialné exprimované proteiny v buitkich HBL-2/R (minimalni zména 1,5x se
statistickou vyznamnosti p<0,05).
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Obrézek 20: (A) Relativni exprese PNP a APRT analyzovand imunochemickou metodou western

blotem v bunéénych lyzatech HBL-2 a HBL-2/R. Jako kontrola proteinové nanasky byl pouzit
GAPDH. (B) denzitometrické vyhodnoceni western bloti PNP a APRT, opticka denzita PNP APRT
v HBL-2 lyzatech byla stanovena jako 100.
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3.3.5 Diskuze

Snizena exprese PNP, APRT a IMPDH2 — kli¢ovych enzymii metabolismu purini v MCL
bunkach rezistentnich na TRAIL, mize siln€ ovliviiovat homeostazu nukleotidii/nukleosida
Vv téchto bunkach. Purinové nukleotidy jsou zakladnimi stavebnimi kameny pro syntézu
DNA, RNA akofaktora. Tvoii se dvéma nezavislymi mechanismy a to bud de novo
syntézou z nizkomolekularnich prekurzort nebo recyklaci volnych bazi v tzv. salvage
(z&chranneé) draze. Produkty obou drah jsou nukleosid-5°-fosfaty a de novo a salvage drahou
jsou dodavany pro bunécnou potiebu nezavisle. Mira vyuziti obou metabolickych drah je
tkanoveé specifickd amlze se odvijet od zavislosti na fyziologickych podminkach.
V leukemickych a lymfomovych buikach piedstavuje salvage draha hlavni zdroj purinovych
nukleotidi (Scavennec et al., 1982, Natsumeda et al., 1984).

Nukleotidy s purinovymi bazemi jsou ziskavany ptes meziprodukt de novo syntézy
inosin-5‘-monofosfat (IMP), ktery je tvofen z 5-fosforibosyl-1-pyrofosfatu (PRPP), ATP,
glutaminu, glycinu, CO,, aspartatu a folatu. IMP davd dle pozadavki vzniknout
guanosin-5‘-monofosfatu (GMP) enzymem IMPDH2 (snizena exprese v HBL-2/R buiikach)
a adenosis-5‘-monofosfatu. K uvolnéni volnych purinovych bazi dochazi katabolismem
purinovych nukleotidli za pfitomnosti enzymu PNP (snizena exprese v HBL-2/R buiikéch).
Volné baze vyuziva salvage draha ke zpétné pieméné bazi na nukleosid-5‘-monofosfaty
enzymem APRT (snizena exprese v HBL-2/R buikach) nebo hypoxantin-guanin
fosforibosyltransferazou (HPRT) (Obrazek 21). Ribonukleotidy jsou dale pfeménovany

na odpovidajici deoxyribonukleotidy enzymem ribonukleotid reduktazou.

Zmény v enzymové aktivit¢ a koncentracich meziproduktl a produktd vedou
K naruseni rovnovahy metabolismu purin. Hromadéni a/nebo ubytek ribonukleotidi,
deoxyribonukleotidii nebo jejich meziproduktl v buiice miize vést ke spuSténi apoptdzy.
Je zndmo, Ze inhibici enzymu PNP dochazi ke hromadéni substratu 2°‘-deoxyguanosinu,
jehoz fosforylované forma 2°-deoxyguanosin trifostat (dGTP) zastavuje bunécnou proliferaci
a dochazi k apoptéze (Bantia et al., 2001, Bantia et al., 1996, Galmarini et al., 2008).
Podobné je tomu u bunék s inhibovanym enzymem APRT, jehoZz nahromadény substrat
adenin je oxidovan na nerozpustny 2,8-dihydroxyadenin, ktery vyvolava bunéfnou smrt
(Bollée et al., 2012). Zabranit syntéze DNA abunétnému dé€leni je mozné také
nedostateénym mnozstvim guanosin nukleosidu inhibici enzymu IMPDH2 (Hedstrom, 1999,
Fairbanks et al., 1999).
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Proteomickou analyzou byly nalezeny tii kli¢ové enzymy purinového metabolismu,
jejichZ snizena exprese v TRAIL-rezistentnich HBL-2/R butikach pravdépodobné narusuje
rovnovahu v de novo syntéze a salvage draze. Vzhledem k tomu, ze TRAIL-rezistentni
HBL-2/R buiky i HBL-2 buiiky proliferovaly v naSich experimentalnich podminkéach
stejnou rychlosti, nerovnovaha v metabolismu purint rezistentnich bunék je zfejmé v nasich
podminkach kultivace plné¢ kompenzovana. Nerovnovdha muize ptedstavovat selektivni
nevyhodu postizenych bunék, kterd vSak nemusi byt za normalnich okolnosti zifejma. Tato
»slabina® se mlze projevit az pod vlivem stresovych faktorii nebo neptiznivych podminek.
NaruSeny purinovy metabolismus tak predstavuje potencialni ,,slabinu* bunék MCL
rezistentnich na TRAIL, kterou je teoreticky mozZné dalSim cilenym zasahem
do metabolismu purini vyuzit k eliminaci téchto bunék. K tomu je k dispozici nékolik
inhibi¢nich molekul — napriklad metotrexat (inhibitor dihydrofolat reduktazy) nebo
experimentélni terapeutické molekuly ribavirin, kyselina mykofenolova (inhibitory
IMPDH?2) a forodesin (novy inhibitor PNP).
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Obrézek 21: Schéma purinového metabolismu a tloha enzymt IMPDH2, APRT a PNP v syntéze
purinovych nukleotidi. De novo syntéza purinovych nukleotidi za¢ina fosforylaci ribosa-5’-fosfatu
enzymem PRPP. Sledem reakci dojde k vytvofeni nukleotidu IMP, ktery je v dalSim kroku
za pritomnosti IMPDH2 pfeménén na GMP. PNP reverzibilné katalyzuje reakci, ve které dochazi
ke Stépeni purinovych nukleosidii za vzniku jednotlivych purinovych bazi (adenin, hypoxantin,
xantin, guanin). V salvage draze jsou volné nukleové baze zpét preménény na prislusné nukleosid-5’-
monofosfaty za soucasné aktivace PRPP enzymem APRT.

IMPDH2, inosin-5’- monofosfat dehydrogenaza 2; APRT, adenin fosforibosyl transferaza; PNP,
purin nukleosid fosforylaza; PRPP, 5-fosforibosyl-1-pyrofosfat; IMP, inosin-5’-monofosfat; GMP,
guanosin-5’-monofosfat; dADP, deoxyadenin difosfat; ADP, adenosin difosfat; GDP, guanosin
difosfat; dGDP, deoxyguanosin difosfat; AMP, adenosin-5’-monofosfat; XMP,

xantosin-5’-monofosfat.

Rezistence nadorovych bun¢k na terapii piedstavuje komplikaci uspésné protinadorové 1écby
a je Casto zodpovédna za selhani 1écby, relaps a progresi onemocnéni. Pfizpusobeni
protinadorovym lé¢iviim nddorovych bungk je spojeno s (vice ¢i méné) rozsahlymi zménami
ve fenotypu bunék. Ackoliv nékteré sekundarni molekularni zmény v rezistentnich
nadorovych bunikdch pfimo nesouvisi s mechanismem rezistence (jako napiiklad zde
demonstrované snizeni enzymi metabolismu purini), mohou byt potencialni ,,slabinou* ¢i

novym terapeutickym cilem pro specifickou likvidaci rezistentni buné¢né populace.

Proteomickou  analyzou  proteinovych  lyzadtdt z  TRAIL-rezistentnich
a TRAIL-enzitivnich bunék MCL jsme identifikovali n¢kolik diferencialné exprimovanych
proteind. Odhalili jsme snizeni exprese 3 klicovych enzymi metabolismu purini (PNP,
APRT a IMPDH2) v rezistentnich buiikach. Pfedpokladame, Ze enzymy se snizenou expresi

zpusobuji naruseni homeostazy purini v TRAIL-rezistentnich HBL-2/R bunkach. Oslabena
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de novo syntéza i salvage draha purini by mohly pfedstavovat novy potencialni terapeuticky
cil k eliminaci TRAIL-rezistentnich HBL-2 bunék MCL.

Préace byla publikovana v roce 2013 v ¢asopise International Journal of Molecular Medicine
(Ptiloha III, strana 105):

Pospisilova J, Vit O, Lorkova L, Klanova M, Zivny J, Klener P, Petrak J; Resistance
to TRAIL in mantle cell lymphoma cells is associated with the decreased expression
of purine metabolism enzymes. International Journal of Molecular Medicine
2013;31:1273.
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4 Shrnuti a diskuze

Proteomické techniky a pristupy je mozné vyuzit ke studiu riznych biologickych
nebo medicinskych probléml. Ve zminénych tfech pracich jsme pomoci proteomickych
pfistupi hledali feSeni nékterych probléml v diagnostice a 1é€bé onkologickych
onemocnéni. Identifikovali jsme protein RBP4 jako potencidlni biomarker ovarialniho
karcinomu. Odhalili jsme molekularni mechanismus rezistence bunék MCL na cytarabin
apopsali jsme molekularni zmény spojené s rezistenci bunék MCL na experimentalni

protinddorovou molekulu TRAIL.

Proteomické piistupy umoziuji novy a velmi efektivni zptisob k ziskavani informaci
0 molekularnich a bunéénych procesech fyziologickych a patologickych dé&jich. Musime si
vSak byt védomi jejich nedostatkt, limitli a omezeni. V nésledujicich odstavcich bych rada
nejprve diskutovala rtizna omezeni pouzitych proteomickych metod a nasledné komentovala

ptinosy i limity tfi prezentovanych praci.

4.1 Moznosti a omezeni proteomickych metod
Dvojrozmérna elektroforéza a jeji limity

Na typické proteinové ,,map&“ ziskané pomoci 2-DE z bunéénych lyzath lze vizualizovat
zhruba  700-1200  hodnotitelnych  proteinovych  skvrn.  Pfedpokladany  pocet
proteint/proteoforem exprimovanych v bézné savéi bunce je vsak az 100 000 (Gstaiger
a Aebersold, 2009). Po separaci proteinové smési 2-DE je tak mozné vidét na vysledné mapé

pouze 8% proteint z konkrétniho proteomu.

Duivodu, proc je pocet vizualizovanych proteint tak nizky, je nékolik. Jednim z nich
jsou az 80% ztraty, ke kterym dochazi v jednotlivych krocich pti rozdéleni proteint (Zhou et
al., 2005). Dale jsou naakrylamidovém gelu navic zachyceny jen ty proteiny, jez se
nachazeji v ur¢itém rozmezi pH a MW (10-100 kDa, pH je omezeno volbou IPG gradientu).
Na vysledné mapé rovnéz chybéji hydrofébni transmembranové proteiny, nebot’ rozpustnost
je nutnou podminkou k jejich separaci v IPG gelu a nasledné v SDS-PAGE gelu (Gorg et al.,
1988).

Dalsi komplikaci pii 2-DE analyze je jeji nizké rozliSeni, které se projevuje
predevS§im v piekryvu proteint V jednotlivych skvrnach. K piekryvu proteini dochazi
ptiblizné v 84% skvrn av jedné skvrné se tak vétSinou nachazeji 2 a vice rtizné proteiny

(Thiede et al., 2013). Kvantifikace takovych proteinovych skvrn je tudiz nutné velmi
-59 -



nepifesna a nevypovida o zméné exprese identifikovaného proteinu. Pti identifikaci
a kvantifikaci proteini z vysledné proteinové ,,mapy* nastdva i jina situace, kdy se jeden
protein a jeho variace nachazeji ve vice skvrnach (Thiede et al., 2013). K objasnéni vyskytu
jednoho proteinu a jeho variaci ve vice skvrnach je nezbytné vrétit se zpét k definici
proteomu. Ta do proteomu zahrnuje vSechny proteiny kodovany jednim genem a jejich
formy, které vznikly alternativnim sestfihem a post-translacnimi modifikacemi. Ptikladem
mohou byt proteiny HSP27 s 30 proteoformami, enolaza 1 s38 proteoformami nebo
elongaéni faktor 1-alpha 1 s 45 proteoformami (Jungblut et al., 2008, Thiede et al., 2013).
Jednotlivé formy proteinit se pak 1iSi post-translacnimi modifikacemi, ktera ovliviiuje
fyzikalné-chemické vlastnosti proteinu. Napiiklad varianty rtizné¢ fosforylovaného proteinu
jsou na vysledné proteinové mapé viditelné jako za sebou jdouci skvrny, takzvané ,,vlacky*
(spot trains), s pfiblizné stejnou molekulovou hmotnosti, ale odlisnym pH. Kvantifikace
proteoforem neni jednoznacna a existuji na ni dva odlisné pohledy. Ke kvantifikaci proteinti
se muze pristupovat individualné a respektovat tak jejich biologickou funkci a to uréenim
mnozstvi kazdé formy proteinil. Jinou moZnosti, je kvantifikovat vSechny na gelu viditelné

proteoformy, jeZ jsou odvozeny z jednoho proteinu kédovany jednim genem.

Vysledné 2-D mapy proteomu se vyuzivaji k porovnavani relativnich koncentraci
proteini  z rizn¢ definovanych proteomil. Podivame-li se na proteiny se zméné€nou
koncentraci napfic¢ riznymi experimenty, zjistime, ze ve vétSin€ piipadd jde o jedny a tytéz
proteiny (heat shock proteins, trifosfat izomerdza, annexin, enolaza, atd.) (Petrak et al.,
2008). Neni dosud objasnéno, zda je vyskyt téchto proteinii napfi¢ riznymi experimenty

artefaktem nebo univerzalni buné¢nou odpovédi na stresové podminky.

2-DE elektroforéza je pies sva omezeni metodou k analyze proteomu nebo alespon
k ¢asti proteomu, predstavujici hojné solubilni proteiny, jak jsme v naSich pracich

demonstrovali, pfesto je vSak na ustupu a jeji viid¢i misto piebiraji ,,shot-gun® metody.

“Shot-gun* pristupy

Alternativnim piistupem ke studiu proteomu je “shot-gun® pfistup, jez z hlediska poctu
rozliSenych a identifikovanych proteinl vyrazné pievysuje 2-DE. Typickym uspofadanim je
jedno- nebo vicerozmérna separace peptidi v on-line spojeni s vykonnym hmotnostnim
spektrometrem. ,,Shot-gun® pfistupem je tak dnes mozné identifikovat az 10 000 proteint

v jednom experimentu (Beck et al., 2011, Nagaraj et al., 2011).
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I ptestoze ,,shot-gun* piistup mé velky potencial délit a identifikovat tisice proteini

Vv jediném vzorku, podobné jako 2-DE, méa svd omezeni.

Stépenim proteinového vzorku na peptidy totiz dochazi ke ztraté informace o vztahu
mezi jednotlivymi peptidy a konkrétnim proteinem, z kterého pochazeji. Tento nedostatek se
pozd¢ji odrazi pii identifikaci proteinli hmotnostni spektrometrii (MS/MS), konkrétné pii
zpétném pfifazeni peptidd k plivodnimu proteinu a biologické interpretaci dat. Urceni
sekvence nékolika peptidu je dostacujici ke stanoveni genu, ze kterého byly peptidy

pfepsany, ale zpravidla neumoznuje zpétné odlisit jednotlivé proteoformy.

Vzhledem k podstatné¢ hlubsimu priniku do proteomu, ktery ,,shot-gun“ metody

umoznuji vSak tyto pfistupy v soucasné proteomice dominuji.

4.2 Piinosy a limity predstavenych praci

4.2.1 Identifikace RBP4 jako biomarkeru karcinomu ovaria

Krevni sérum a plazma piedstavuji z hlediska proteomiky jeden z nejkomplexnéjSich
biologickych vzorki a dosud bylo identifikovano vice nez 3000 plazmatickych a sérovych
proteint (www.peptideatlas.org). Koncentrace téchto proteinti se nachdzi v rozmezi 10 fada
a 22 proteinti predstavuje 99% celé proteinové masy v séru (Anderson a Anderson, 2002).
K piekonani dynamického rozsahu koncentraci jsme v této praci zvolili dva odlisné ptistupy,
ekvalizaci koncentraci proteini hexapeptidovou knihovnou ligandi a imunodepleci
majoritnich proteini. Tyto zasahy vSak maji izjevné nedostatky, které jsou dale

diskutovany.

Ekvalizace hexapeptidou knihovnou ligandi slouzi ke sniZzeni dynamického rozsahu
koncentraci proteinti a je velmi u¢innou technikou, i1 pfestoze jeji princip byl zpochybnén.
Deklarovany princip obohaceni minoritnich proteini na zakladé afinitnich interakci
s hexapeptidovymi ligandy nebyl potvrzen. Prace Keidela et al. ukazala, Zze po naneseni
proteinového vzorku na kolonu dochazi k vazbé proteinti na hydrofobni povrch kuli¢ek,
na kterém jsou navazany hexapeptidy (Keidel et al., 2010). Proteiny jsou pravdépodobné
separovany spise na principu reverzni faze nez na zaklad¢ specifické vazby.

Kolonu s hexapeptidovymi ligandy na kuli¢kach jsme pouzili k vyrovnani koncentraci
sérovych proteini zdravych Zen a Zen s karcinomem ovaria. Po 2-DE analyze jsme

identifikovali tii proteiny, jejichz koncentrace v séru pacientek byla statisticky vyznamné
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zménéna. Byly to proteiny apoliporotein A4 a o-l-antitrypsin, jez jsou povazovany
za potencialni sérové markery pro karcinom ovaria (Chen et al., 2008, Dieplinger et al.,
2009). Tietim proteinem byl retinol-binding protein 4 (RBP4), jehoz koncentrace v sérech

zen s karcinomem ovaria byla vyznamn¢ snizena.

Alternativnim pfistupem K analyze séra jsme nejprve odstranili 14 nejhojnéji
zastoupenych sérovych proteinti imunodepleci. Depletované sérum bylo analyzovano
,»shot-gun® pristupem (kombinace izoelektrické fokusace a LC) a kvantitativni informace
byla ziskdna pomoci iTRAQ systému. Timto ptistupem jsme detekovali dva proteiny a to jiz
vySe zminéné apolipoprotein A-4 a a-l-antitrypsin s vyznamnou zménou koncentrace
Vv sérech pacientek, jez jsou jiz V literatufe oznaéeny jako potencialni markery ovarialniho
karcinomu (Chen et al., 2008, Dieplinger et al., 2009). Oba tyto proteiny patii mezi
nejhojnéji zastoupené proteiny v plazmé a séru a teoreticky by mély byt odstranény
pti imunodepleci spole¢né s dal§imi 12 abundantnimi proteiny. U&innost imunodeple&nich
kolon je priblizné 90% (Echan et al., 2005, Bjorhall et al., 2005). Z toho tedy vyplyva, ze se
V analyzovaném vzorku po imunodepleci abundantnich proteinli nachédzely depletované

proteiny v mnozstvi dostatecné k jejich vizualizaci.

a tak se v sérovém vzorku po imunodepleci abundantnich proteinti stile nachazel
depletované proteiny v dostate¢ném mnozstvi k jejich detekci. Snizena exprese RBP4 nebyla
pfi této analyze odhalena. To si vysvétlujeme skutecnosti, ze se serovy RBP4 vyskytuje

v komplexu s transthyretinem (citace), ktery je pfi imunodpeleci rovnéZ odstrafiovan.

Jak bylo v kapitole 3.1.5 diskutovano, souvislost snizené koncentrace RBP4
sovarialnim karcinomem je nejasnd. Pokles koncentrace RBP4 v krvi pacientek
s karcinomem ovaria by pravdépodobné mohla byt odrazem komplexnich zmén (napi. zmén
energetického metabolismu) v téle postizeném malignim nadorem vétsiho rozsahu. Pokles
RBP4 by tak mohl byt predzvésti nddorové kachexie a to jeSté diive nez se u pacientek
dostavi pokles t€lesné hmotnosti (rozdil v BMI pacientek a zdravych Zen nebyl nalezen).
Aby snizena koncentrace RBP4 v séru zen s karcinomem ovaria mohla byt povazovana
za indikator ovaridlniho karcinomu, je nezbytné tuto zménu testovat na pocetnéjsi skupiné
Zzen a zaroven zohlednit rGzna stidia ovaridlniho karcinomu, vék a dal$i charakteristiky
pacientek a zdravych Zen. Do studii by mély byt rovnéz zatazeny vzorky pacientek s jinymi
typy nadorovych onemocnéni k urceni jejich korelace se zménami koncentrace sérového

RBPA4.
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4.2.2 Odhaleni snizené exprese DCK jako mechanismus rezistence na cytarabin

Dosud neexistuje doporucena terapie pro pacienty s MCL, ktefi se stanou rezistentni
na lécebné rezimy vyuzivajici cytarabin. Vhodna volba 1écby samoziejmée zavisi na znalosti
mechanismu rezistence k predchozi terapii. Odhalenim snizené exprese DCK Vv buné¢né linii
MCL aV pacientskych bunkach jsme poskytli zasadni informaci pro vhodnou volbu
sekundéarni terapie rezistentnich MCL. Nalezend zména exprese DCK je zodpovédna
za vznik rezistence v bunéénych liniich MCL a vzorcich pacienti s MCL a rovnéz za
ktizovou rezistenci na nukleosidové antimetabolity. Pacienti s MCL rezistentni na cytarabin
by tak nem¢li byt osetfovani nukleosidovymi metabolity, jako jsou fludarabin, gemcitabin,
kladribin, ale mé¢li by byt vystaveni napiiklad genotoxické cisplating, alkylaénim ¢inidlim

nebo cilenym latkam jako jsou temsirolimus, bortezomib a piipadné rituximabu.

Jsme si védomi potencidlniho omezeni analogickych studii zaloZenych vyhradné
na bunéénych liniich odvozenych od studovanych nadorti. Vzhledem k tomu, Ze naSe
vysledky ziskané riznymi metodami na bunéénych liniich byly v této praci potvrzeny
I na pacientskych vzorcich (byt’ jen na trovni MRNA), povazujeme vysledky za spolehlivé

a aplikovatelné do klinické praxe a predstavuji tak typickou ukazku transla¢niho vyzkumu.

Za urcitych okolnosti se pfi studiu molekuldrnich mechanismi miZeme spolehnout
pouze na bunécné kultury a to 1 s védomim, Ze se jedna o model zatizeny mnoha artefakty.
Pokud studujeme experimentalni latku, ktera dosud neni schvalend ke Klinickému pouziti,
nezbyva nez provést studii na xenotransplantovanych nadorech nebo bunéénych kulturach.
Takovym pifipadem byla i1 naSe tfeti studie zameéfena na rezistenci MCL k Gc¢inku

experimentalni protinadorove molekuly TRAIL.

4.2.3 Hledani zasahovych mist v buiikach MCL rezistentnich na TRAIL

V 1écbeé onkologickych onemocnéni se prosazuje vyuZziti znalosti o molekularnich
mechanismech naddorovych bun€k k vyvoji terapeutickych molekul, jezZ jsou schopné vyvolat
smrt pouze v cilené buice. Jednou =z potencialnich cilenych a navic ,biologickych®

terapeutickych latek je molekula TRAIL.

V této studii jsme odhalili zmény, které provazeji rezistenci na TRAIL, ale nejsou
zani piimo zodpovédné (rezistence na TRAIL je zpisobena snizenou expresi TRAIL
receptort (Maksimovic-lvanic et al., 2012)). Konkrétné jde o snizenou expresi tii klicovych
enzymti (PNP, APRT a IMPDH2) metabolismu purini v TRAIL-rezistentnich bunkéach.

-63-



Se vznikem rezistence na TRAIL v buiikach MCL ziejmé doslo k naruSeni de novo syntézy

a salvage drahy purint.

Odhalili jsme tedy sekundarni/adaptivni zmény charakteristické pro TRAIL-
rezistentni bunky. Jsou-li tyto zmény charakteristickymi znaky, 1ze n¢které z nich povazovat
zapotencialni ,,slabiny” téchto bunék a jako takové je lze wvyuzit keliminaci
TRAIL-rezistentnich bunék. To, zda oslabeny metabolismus purind je ,,slabinou®
TRAIL-rezistentnich bunék MCL, je potiebné ovétit. V dalSim kroku by tak mély byt bunky
rezistentni na TRAIL vystaveny G¢inkiim protinadorovych latek, jejichz cilem je zasah
do de novo syntézy a/nebo salvage drahy purind. V klinické praxi je nékolik dostupnych
inhibitorti purinového metabolismu, jako jsou metotrexat (inhibitor dihydrofolat reduktazy),
experimentalni molekula ribavirin a kyselina mykofenolova (inhibitor IMPDH2) nebo
forodesin (inhibitor PNP).

Ob¢ prace zamétené na rezistenci vyuzivaly k detekci zmén v rezistentnich buiikkach 2-DE.
Limity této metody jsem diskutovala na piedchéazejicich strankdch. Pro hlubSi vhled
do bunéénych proteomt by bylo vhodné zvolit pfistup, ktery je schopen pojmout S$irsi
spektrum chemicko-fyzikalnich vlastnosti proteini. Takovym by mohl byt zvolen
,»shot-gun® pristup kombinovany s technikou SILAC (viz kapitola 2.7.1) nebo iTRAQ
(viz kapitola 2.7.3). Ob¢ kvantitativni techniky jsou vSak z finanéniho hlediska mén¢
dostupné. Teprve nedavno jsme zvolili ,,shot-gun® ptistup v kombinaci s technikou SILAC
k ziskani hlubsiho vhledu do proteomu bunék MCL rezistentnich na fludarabin (purinovy
analog). Po inkorporaci izotopové znaceného argininu a lyzinu byl proteinovy vzorek
smichan v poméru 1:1 s proteinovym vzorkem bunék MCL senzitivnich na fludarabin
a smésny vzorek byl rozdélen na 1-D elektroforéze a tryptické Stépy z frakci z SDS-PAGE
gelu déleny na nano-LC a identifikovany hmotnostni spektrometrii. Takto se nam podatilo
ziskat 200 proteini se zménénou expresi, pomoci kterych je nam umoznéno podrobné&ji

popsat molekularni zmény.
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4.3 Zavér

Proteomika je dynamicky obor, ktery se v poslednich letech dostava do popfedi zajmu nejen
molekularnich biologli a biochemikd, ale i1 1€kaii. Vyrazny rozvoj analytické instrumentace
a metodickych piistupti béhem poslednich dvou desetileti vyznamné rozsitil moznosti studia
proteintt v zivych systémech. Analyza proteomu poskytuje neustale se prohlubujici vhled
do biologickych procesit na urovni kvalitativnich a kvantitativnich zmén proteinového
slozeni v souvislosti s fyziologickymi a patologickymi stavy organizmu. Nabizi tak moznost
lepSiho pochopeni riznych stavli organizmu a stdva se ptinosem pro vyvoj diagnostickych
a terapeutickych pfistupti. Takovy pfinos jsme demonstrovali na tfech projektech, jez jsou

tésné propojeny s klinickou praxi.
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