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1  Abstrakt
Proteomika, jako soubor metod, technik a konceptt, byla vyuzita ve tfech

projektech zaméfenych na diagndzu a terapii onkologickych onemocnéni.

Prvni prace byla zaméfena na hledani spolehlivych a dostate¢né
senzitivnich biomarkerti pro detekci karcinomu ovaria. Dvéma odlisnymi
proteomickymi ptistupy jsme analyzovali séra Zen s epitelidlnim karcinomem
ovaria a séra zdravych Zen. Identifikovali jsme protein o-l-antitrypsin
s vyznamné zvySenou koncentraci v sérech pacientek a apolipoprotein A4
a retinol-binding protein 4 (RBP4) s vyznamné sniZenou koncentraci v sérech
pacientek. Snizena koncentrace RBP4 v sérech Zen s karcinomem ovaria
mize byt vysledkem snizené produkce RBP4 ovariem nebo odrazem ¢asnych

komplexnich systematickych zmén v télech pacientek.

Cilem druhé prace bylo popsat molekularni mechanismus rezistence
na cytarabin v bunikaich lymfomu z bungk plastové zony (MCL).
K proteomické analyze byly pouzity bunétné linie odvozené od MCL
a z téchto bunéénych linii byly ziskadny subklony rezistentni na cytarabin.
Mezi nalezenymi zménami exprese proteinii byla detekovdna vyznamna
zména exprese deoxycytidin kinazy (DCK), jez je kliGovym enzymem
v aktivaci purinovych a pyrimidinovych nukleosidii a jejich analogti. Buiky
MCL rezistentni na cytarabin byly rovnéz kiiZzové rezistentni k jinym
terapeutickym nukleosidovym antimetabolitim (gemcitabin, kladribin,
fludarabin). Rezistence na cytarabin a kiizova rezistence v buitkaich MCL
jsou spojeny se snizenou expresi deoxycytidin kindzy. Z toho vyplyva, Ze by
pacienti s MCL, u kterych doslo k relapsu a selhani protinddorové terapie

zaloZené na cytarabinu, neméli byt dale 1é¢eni nukleosidovymi analogy.



Posledni prace usilovala o identifikaci molekularnich zmén
zodpovédnych a spojenych s rezistenci na TRAIL v butikich MCL, které by
mohly  pfedstavovat  potencialni  terapeuticky cil k  eliminaci
TRAIL-rezistentnich buné¢k MCL. Analyzou proteomid bunék MCL
rezistentnich a senzitivnich na TRAIL byly nalezeny tfi proteiny s vyznamné
snizenou expresi, jmenovité purin nukleosid fosforylaza, adenin fosforibosyl
transferaza a inosin 5-monofosfat dehydrogendza 2. Tyto proteiny jsou
klicovymi enzymy v metabolismu purint a jejich sniZzena exprese muize silné
ovliviiovat homeostazu nukleotidi v TRAIL-rezistentnich bunkach MCL.
Oslabeni  metabolismu  purintt  piedstavuje  potencialni ,,slabinu”
TRAIL-rezistentnich bunék MCL, kterou je mozné dal§im cilenym zasahem

do metabolismu purind vyuzit k eliminaci TRAIL-rezistentnich bunék.



2 Abstract
Proteomics as a modern comprehensive approach to the analysis

of proteomes was applied in three projects aimed at diagnosis and therapy
of cancer.

The aim of the first the project was to find a new diagnostic
biomarker for ovarian cancer. Two different comparative proteomic
approaches were used for comparative analysis of sera from patients
diagnosed with ovarian cancer and from healthy age-matched women.
We identified a-1-antitrypsin with increased concentration in patien sera,
and apolipoprotein A4 and retinol-binding protein 4 (RBP4) with
significantly decreased concentration in patients. The significantly decerased
concentration of RBP4 in patients is a new observation. We propose that
RBP4 is either decreased in ovarian cancer patients as a result of its reduced
production by ovary or it may reflect less specific systemic changes,

for instance early onset of cancer cachexia.

The second project was focused on gaining insight into
the molecular mechanism of cytarabine resistance in mantle cell lymphoma
(MCL). Proteomic and transcriptomic analyses of cytarabine-resistant cells
revealed marked downregulation of deoxycytidine kinase (DCK) — a protein
essential to intracellular activation of purine and pyrimidine nucleosides and
their analogues including cytarabine. The cytarabine-resistant MCL cells
exhibited cross-resistance to other nucleoside antimetabolites (gemcitabine,
cladribine, fludarabine). We conclude that the downregulation of DCK is the
molecular mechanism of acquired resistance to cytarabine, gemcitabine,

fludarabine in the MCL cells. Our data suggest that nucleoside analogs



should not be used in therapy of MCL patients, who relapse after failure

of cytarabine-based therapies.

The objective of the third study was to identify the secondary
molecular changes associated with resistance of MCL cells to cytokine
TRAIL. Such changes could be exploited as a potential targets for selective
elimination of such resistant cells. Using proteomic analysis we identified
decreased expression of three enzymes involved in purine metabolism,
namely nucleoside phosphorylase, adenine phosphoribosyltransferase and
inosine-5'-monophosphate dehydrogenase in TRAIL-resistant MCL cells.
Downregulation of these three enzymes may render TRAIL-resistant cells
vulnerable to further disruption of purine nucleotide metabolism. This
pathway thus represents a potential therapeutic target for selective

elimination of such cells.



3 Proteom a proteomika

Pojem proteom piedstavuje soubor vSech proteint, které se nachézeji
v organismu, tkani nebo v bufice v uréitém okamziku a zahrnuje veskeré
modifikace, vzajemné interakce, lokalizace a metabolicky obrat. N&strojem
pro studium sady proteinti je proteomika, jejimz cilem je nejen identifikovat
vSechny pritomné proteiny, ale zaroven pochopit jejich funkci a strukturu
a vytvofit tak proteinovou mapu organismu, tkané nebo bunky. Hlavnimi
piliti proteomiky jsou elektroforetické a chromatografické separacni techniky
a hmotnostni spektrometrie, kterd umoziuje proteiny identifikovat
a kvantifikovat.

Kvantitativnim porovnanim proteomti je mozné popsat molekularni
zmény, ke kterym dochazi za riznych fyziologickych a patologickych stavii.
Tato dizerta¢ni prace dokumentuje Gspé$nou aplikaci riznych proteomickych
postupti a metod v experimentilni onkologii. Resili jsme tii projekty
zaméfené na diagnodzu a terapii onkologickych onemocnéni. Prvni prace se
zabyva identifikaci potencialnich diagnostickych biomarkert karcinomu
ovaria v krevnim séru pacientek, zatimco dal$i dvé prace se soustieduji
na rezistenci bunék lymfomu na terapii. Ve druhé studii jsme se zaméfili
na odhaleni molekularniho mechanismu rezistence bunék lymfomu
z plastové zény (Mantle cell lymphoma, MCL) na standardni terapii
zaloZenou na Cytarabinu a ve tfeti praci jsme usilovali o odhaleni novych
z4dsahovych mist pro selektivni likvidaci bunék MCL rezistentnich

na experimentalni protinddorovou molekulu TRAIL.



V nasSich pracich jsme se kromé dosaZeni jejich primarnich cila snazili
demonstrovat, Ze proteomika je cennym nastrojem k ziskavani vhledu
do patologickych procesi, ale miize téZ poskytovat klinicky vyznamné

informace prenositelné do klinické praxe.



4 ldentifikace potencialnich diagnostickych markeri
karcinomu ovaria

4.1  Karcinom ovaria

Nadory ovaria jsou patou nejCastéjsi pfi¢inou umrti Zen na malignitu.
V Ceské republice je ro¢né diagnostikovano pfiblizné 1200 Zen s nadorem
ovaria, znichz 700 Zen kazdy rok onemocnéni podlehne (www.svod.cz).
Vysoka umrtnost Zen je dana nepfitomnosti symptomti v pocatecnich stadiich

onemocnéni a absenci senzitivnich diagnostickych biomarkert.

Biomarker je biologickd molekula vykazujici reprodukovatelné
rozdily v expresi &i struktufe, jeZ jsou specifické pro dané onemocnéni.
Biomarkerem mohou byt proteiny, nukleové kyseliny, malé molekuly,
metabolity, a podobné, nachéazejici se ve snadno dostupné tkani ¢i télni
tekuting. Nedostate¢na specificita a senzitivita dostupnych markert
karcinomu ovaria (CA125, HE4) si vynucuje hledani novych molekul

s diagnostickym potencialem (Moore et al., 2008, Sarojini et al., 2012).

4.2  Cil prace

Cilem této préace bylo pomoci proteomickych technik porovnat krevni séra
pacientek s ovaridlnim karcinomem a zdravych Zen a identifikovat tak

proteiny, které by mohly byt vyuzitelné jako diagnostické markery.

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

Vychozim materidlem byla krevni séra zdravych zen (kontroly) a zen

s karcinomem ovaria (pacientky) pfed zahajenim 1é¢by. Krevni sérum bylo


http://www.svod.cz/

zvoleno kvili vyjimeénosti obsahu informaci a jeho dostupnosti. U pacientek
zahrnutych v této studii byla histologicky potvrzena pfitomnost karcinomu
ovaria. Vékovy pramér (53,6+5,3) pacientek odpovidal vékovému praméru
zdravych Zen (51,445,8). K potlaceni potencialni vnitini variability byly
sérové vzorky 10 Zen s diagnostikovanym karcinomem ovaria smichany

a stejné tak tomu bylo u 10 sérovych vzorkti zdravych Zen.

Proteom séra predstavuje velmi komplexni smés nékolika tisic
proteind s vyjimecnym rozsahem koncentraci proteini dosahujicim az 10
fadi (Anderson a Anderson, 2002). Analyzu séra komplikuje 22
nejkoncentrovangjSich proteind, jez predstavuji pfiblizné 99% hmotnosti
vSech proteinlt v séru (Anderson a Anderson, 2002). Tyto majoritni proteiny
zt&Zuji analyzu proteini méné hojnych a pted vlastni analyzou séra je nutné

vyportadat se s vysokou koncentraci n€kolika nejhojnéjsich proteind.

K hledani sérovych proteini jako potencialnich markerd karcinomu
ovaria byly zvoleny dva odlisné proteomické pfistupy kombinujici dva rizné
zpusoby k prekonani koncentracnich rozdilu:

1. ptistup (2-DE) - ekvalizace koncentraci proteini vazbou
na hexapeptidovou knihovnu s naslednou 2-D elektroforézou

a identifikaci proteinit hmotnostni spektrometrii

2. pfistup (.shot-gun“) - imunoafinitni deplece 14 nejvice
zastoupenych proteini s naslednym Stépenim a znacenim peptidl
izotopickymi iTRAQ znackami, jejich separaci izoelektrickou
fokusaci na imobilizovanych pH gradientech a kapalinovou

chromatografii ve spojeni s hmotnostni spektrometrii



4.4  Vysledky

V prvnim (2-DE) ptistupu byl dynamicky rozsah koncentraci sérovych
vzorkll sniZzen ekvalizaci hexapeptidovou knihovnou (ProteoMiner)
a vysledné smésné vzorky sér pacientek a kontrol byly nasledné rozdéleny na
2-D elektroforéze. Po obarveni proteinovych skvrn Coomassie Blue G-250
bylo kvantifikovano pfiblizné 750 proteinovych skvrn (Obrazek 1)
a 3 proteinové skvrny se statisticky vyznamnymi rozdily optickych denzit
byly identifikovany hmotnostni spektrometrii (Tabulka 1). Témito proteiny
byly a-l-antitrypsin se zvySenou koncentraci (2x) a apolipoprotein A4
(2,3x) a retinol-binding protein 4 (RBP4) (2,2x) oba se snizenou

koncentraci v séru Zen s karcinomem ovaria.

pHaT kontroly R oH 47 pacientky .
p T T 1 : = 1
\:.: - ‘w ; 1 ——" ‘}\‘I s J
b e Apolipoprotein A4 o e
7 Lo 6l - - itrypsi
8 4 S . ‘¥« a-l-antitrypsin
= W "o o b s o LIRRRICTRE ]
[ ‘ | | 1% T
W e
« RBP4

Obrazek 1: 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 opticka
denzita. Byly nalezeny tii skvrny s vyznamné zmeénénou denzitou mezi analyzovanymi

skupinami. Tyto proteiny byly identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie.



. Zména Sekvenéni
Swiss-Prot < . Mascot .
o Nazev proteinu exprese N pokryti Mr pl
&islo X skore
proteinu (%)
Proteiny se snizenou koncentraci v séru pacientek
P06727 Apolipoprotein A4 23 335 58 45399 53
P02753 RBP4 22 153 57 23010 58
Proteiny se zvy§enou koncentraci v séru pacientek
P01009 o-1-antitrypsin 20 115 42 46737 54

Tabulka 1: Identifikace proteinii se zménénou koncentraci v séru Zen s karcinomem ovaria
(minimalni zména 1,5x se statistickou vyznamnosti p<0,05).

Ve druhém (,,shot-gun®) ptistupu bylo ze séra pacientek a kontrol
imunoafinitni depleci (MARS) odstranéno 14 nejhojnéji zastoupenych
proteinti. Depletované smési vzorku byly $tépeny trypsinem a ziskané peptidy
znaceny izotopickymi iTRAQ znackami. V dal§im kroku probéhla separace
peptidi izoelektrickou fokusaci (rozsah pH 4-7) a nasledné nano-LC
systtmem na reverzni fazi. Eluované peptidy byly identifikovany
a kvantifikovany hmotnostni spektrometrii. Takto byly identifikovany dva
proteiny s vyznamnou zmé&nou v jejich koncentraci. Prvnim proteinem byl
opét a-l-antitrypsin, jehoz koncentrace v séru pacientek byla vyznamné
zvySena (1,7x) a druhym proteinem byl znovu apolipoprotein A4,

jehoz koncentrace v séru pacientek byla statisticky vyznamné snizena (1,6x).

Vztah mezi zménou koncentrace sérového apolipoproteinu A4
a a-1-antitrypsin a karcinomem ovaria byl jiz publikovan a oba proteiny jsou
povazovany za potencialni markery ovarilniho karcinomu (Chen et al., 2008,
Dieplinger et al., 2009). Zména koncentrace RBP4 vsak dosud nebyla
popsana ve spojeni s ovaridlnim karcinomem. Proto jsme se zaméfili

na ovéfeni sniZzené exprese RBP4 v individudlnich sérovych vzorcich
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pacientek a zdravych Zen western blotem (Obrézek 2) a stanovili jsme jeho
absolutni koncentraci metodou ELISA (Obrazek 3). Primérna koncentrace
RBP4 v sérovych vzorcich pacientek (29,9 upg/ml) byla 1,6x sniZena
v porovnani s kontrolnimi vzorky (47,7 pg/ml, p<0,007).

kontroly pacientky

Cci c2 c3 C4 C5 P1 P2 P3 P4 P5

RBP4’ " — g ‘ l—23kDa

Cé6 C7 cCs8 C9 C10 P6 P7 P8 P9 P10

RBP4 ’ - - -— . ‘ ~23 kDa

1gG ]Ao -.-----g
19G ’v ---..“..‘

Obréazek 2: Ovéfeni sniZzené exprese RBP4 v jednotlivych sérech Zen s karcinomem ovaria

metodou western blot.

Koncentrace RBP4 v sérech
pacientek a zdravych Zen
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@ 20
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Obrézek 3: Ovéieni zmény koncentrace RBP4. Absolutni koncentrace RBP4 v individualnich
sérovych vzorcich byla stanovena metodou ELISA. Kazda hodnota odpovida primérné hodnoté

ziskané ze tiech replikatti.
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45 Diskuze

Vztah mezi RBP4 a karcinomem ovaria nebo metabolickymi zménami
doprovazejici nddorové onemocnéni neni znaimy. RBP4 je lipokalin, ktery je
exprimovan jatry, adipocyty a nékterymi epitely veetné ovarialniho epitelu.
V krvi slouzi RBP4 jako pienase¢ retinolu (vitamin A). Mnozstvi RBP4
v krvi pozitivné koreluje s mnozstvim retinolu (Erikstrup et al., 2009).
K objasnéni pti¢iny snizené koncentrace RBP4 v sér pacientek s ovarialnim
karcinomem jsme stanovili sérové hladiny vitaminu A u pacientek i zdravych
zen zafazenych do studie. Koncentrace sérového retinolu se mezi ob&éma
skupinami neliSily. Z toho vyplyva, ze pokles koncentrace RBP4 u Zen
S ovarialnim karcinomem neni pravdépodobné zpisoben zménami hladin

vitaminu A v séru.

Zmény hladin RBP4 v séru byly v minulosti davany do souvislosti
s metabolismem glukdzy, diabetem a obezitou (Yang et al., 2009, Graham et
al., 2006). Na zakladé téchto publikaci jsme provéfili anamnézu pacientek
i zdravych kontrol, u zadné z Zen nebyl diagnostikovan diabetes ani jiné
zavazné onemocnéni. Nasledné jsme formulovali a testovali hypotézu
0 mozném vztahu mezi poklesem koncentrace RBP4 v séru pacientek
a zménou jejich BMI. Porovnanim BMI zdravych Zen a pacientek jsme vSak
zjistili, ze neni mezi nimi statisticky vyznamny rozdil a proto jsme vylougili
korelaci zménu BMI jako pfi¢inu sniZeni koncentrace RBP4 v séru pacientek

s ovarialnim karcinomem.

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 k tomu, Ze hlavnimi producenty RBP4

12



jsou jatra a adipocyty, otdzkou zlstava, zdali je vibec mozné pokles
koncentrace RBP4 v séru pacientek pfisuzovat jeho snizené produkci
V ovariich. Snizend koncentrace RBP4 miize byt také odrazem systémovych
zmén doprovazejicich nadorové onemocnéni. Mohla by byt Casnym
markerem metabolickych zmén souvisejicich s ristem nadoru jesté pied tim,
nez se tyto zmény projevi napadné ve formé nadorové kachexie. Nadorova
kachexie je syndrom progresivni ztraty té€lesné hmoty, kdy metabolické
duasledku k vyCerpani svalové a tukové hmoty. Kachexie predstavuje vaznou
komplikaci pfi terapii a je pfi¢inou az 20% umrti u pacientd s nadorovym

onemocnénim (Inui, 2002, MacDonald et al., 2003).

Pokles koncentrace RBP4 v sér pacientek je bud’ piimym markerem
naddoru nebo odrazem nespecifickych paraneoplastickych  projevt
doprovazejicich karcinom ovaria. K ovéfeni jeho diagnostické vyuzitelnosti
v8ak bude nutné provést dalsi studie na vétsi skupiné Zen s karcinomem

ovaria a zdravych Zen se zohlednénim piesného typu nadoru a jeho stadia.

Préce byla publikovana v roce 2012 v ¢asopise Oncology Reports:

Lorkova L, Pospisilova J, Lacheta J, Leahomschi S, Zivny J, Cibula D,
Zivny J, Petrak J.; Decreased concentrations of retinol-binding protein 4
insera of epithelial ovarian cancer patients: a potential biomarker
identified by proteomics. Oncology Reports 2012;27:318. IF (2012)=2,29.
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5 Objasnéni molekularnich mechanismu rezistence
lymfomu z bunék plast’ové zény na cytarabin

Nejcastéjsi pricinou komplikaci a selhdni protinadorové 1écby je schopnost
nadorovych bunék odolavat (¢inkiim protinddorovych latek. V malignitach
tak dochazi ke vzniku rezistence. Nastava vSak situace, kdy pii ztraté
citlivosti k jednomu terapeutiku vznika soucasné rezistence na jina, avSak
strukturné pfibuzna, protinidorova lé¢iva. V takovém piipad¢ jde o kiiZovou

rezistenci.

51 Lymfom z bunék plast'ové zény

Lymfom z bungk plastové zony (Mantle cell lymphoma, MCL) patii mezi
nehodgkinské lymfomy, ktery vznikd maligni transformaci zralych naivnich
B-bun¢k v plastové zoné obklopujici zarodeéné centrum sekundarniho
lymfoidniho folikulu. MCL je vzacnym, ale agresivnim lymfomem
s incidenci v Evropé 0,45 na 100 000 osob (Sant et al., 2010).

Zakladem 1écby MCL jsou kombinacni terapie, napiiklad CHOP
(Cyklofosfamid, Hydroxydaunorubicin (doxorubicin), Oncovin (vinkristin),
Prednison) a cytarabin ve vysokych davkach. Odezva na 1éébu u MCL
pacientd je kratkodobd a i po dosazeni kompletni remise dochazi diive nebo
pozdéji k op€tovnému propuknuti nemoci (relapsu). Pro tyto pacienty
neexistuje standardni 1é¢ebny rezim a jejich dalsi 1é¢ba spoéiva v podavani
nékolika cykli vysokodavkované terapie kombinaci uc¢innych latek, kterymi
jsou naptiklad nukleosidové analogy, alkylagni ¢inidla, derivaty platiny

a dalsi. Prognoza pacient s chemorezistentnim MCL je velmi nepfizniva.
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Cytarabin (cytosin arabinosid) je nukleosidovy antimetabolit -
strukturni analog deoxycytidinu, jeZ je do buiky transportovin pfes
ptrenasec¢e ENT1 a ENT2 (Ward, 2000, Cai et al., 2008). Po vstupu do buiiky
je cytarabin metabolizovan prostfednictvim drahy, kterd je bézn¢ vyuzivanou
prekurzory nukleotidi (Obrédzek 4). Fosforylaci cytarabinu kli¢ovym
enzymem deoxycytidin kindzou (DCK) dochazi k jeho aktivaci za vzniku
cytarabinmonofosfatu (ara-CMP). Prvni fosforlyace cytarabinu eznymem
DCK je limitujicim krokem drahy nukleosidového analogu. Aktivovana
molekula je sledem reakci fosforylovana na trifosfat ara-C (ara-CTP) dal$imi
dvéma kindzami. Poté ara-CTP vstupuje do jadra a inkorporuje se do nové
syntetizované DNA, ¢imz dochazi k zastaveni replikace DNA. Akumulace
molekularnich senzori na poSkozené DNA vede K vyvolani bunééné
odpovédi, kterou je aktivace kontrolnich bodd v bunééném cyklu
vyuzivajicich signalnich mechanismi bud’ k pozastaveni bunééného cyklu

a opravy DNA nebo ke spusténi apoptozy.

Vyvoj rezistence u pacientd s MCL vii¢i antimetabolitu cytarabinu je
Castou komplikaci protinadorové 1é¢by a jeho mechanimus nebyl dosud

popsan.
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Obriazek 4: Schéma mechanismu pisobeni cytarabinu v nadorové buiice. Cytarabin (ara-C)

-

vstupuje do buriky ptes prenasece ENTI nebo ENT2 (Equilibrative nucleoside trasnporter).
Po vstupu do buiiky dochazi k aktivaci cytarabinu fosforylaci deoxycytidin kinazou (DCK)
zavzniku cytarabinmonofosfatu (ara-CMP). Aktivovany cytarabin je sledem reakci dale
fosforylovan dvéma kindzami za vzniku cytarabintrifosfatu (ara-CTP). Tato molekula vstupuje
do jadra a dochézi k inkorporaci do DNA, k zastaveni replikace a spusténi drah vedoucich
k apoptoze. Cytarabin mize byt inaktivovan cytidin deamindzou na ara-U. K deaktivaci ara-
CMP rovnéz dochazi aktivitou 5’-nukleotidazy (NT5C2) a deoxycytidylat deaminazy (DCTD).

5.2  Cil prace

Za selhani 1écby MCL je zodpovédny predevSim vyvoj rezistence
k protinddorovym molekulam, proto jsme se zaméfili na objasnéni

molekularniho mechanismu rezistence bunék MCL na cytarabin.
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5.3  Funkéni charakteristika bunék MCL rezistentnich na cytarabin
a popis molekularnich zmén v téchto buiikach.

K popisu molekularniho mechanismu rezistence byly zvoleny bunééné linie
JEKO-1, MINO, REC-1, HBL-2, GRANTA-519 odvozené z MCL. Tyto
butiky jsou citlivé na cytarabin, ale dlouhodobym vystavenim subletalnim
davkdm cytarabinu dochazi v buiikach k rozvoji rezistence na cytarabin.
Timto zplsobem jsme ziskali cytarabin-rezistentni bunétné subpopulace
MCL.

Senzitivita cytarabin-rezistentnich subklontt MCL k protinddorovym
molekulam byla testovana in vitro a in vivo. Subklony MCL rezistentni
na cytarabin byly vystaveny riznym koncentracim relevantnich klinicky
vyuzivanych  protinadorovych molekul (cisplatina,  doxorubicin
a bendamustin, nukleosidové analogy gemcitabin, kladribin a fludarabin
a dale bortezomib (inhibitor proteazomu), temsirolimus (inhibitor mTOR)
a ibrutinib (inhibitor Brutonovy tyrosin kinazy)). K in vivo testovani toxicity
protinadorovych molekul jsme pouzili xenotransplantaci
do imunodeficientnich mysi (model s absenci B a T buné&k, komplementd,
NK bungk a deficienci makrofagl a dendritickych bunék), do kterych byla
intravenozné aplikovana lidskd bunéénd linie MCL JEKO-1 senzitivni

a rezistentni na cytarabin.

Proteomicka a transkriptomicka analyza

Intaktni proteiny bunécnych lyzatd jednotlivych bunéénych linii MCL
senzitivnich a rezistentnich na cytarabin byly separovany na 2-D
elektroforéze. Po vizualizaci proteinovych map Coomassie Blue G-250 byly

denzity proteinovych skvrn podrobeny softwarové analyze. Proteinové
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skviny se statisticky vyznamné zmeénénou optickou denzitou byly
identifikovany hmotnostni spektrometrii. Paralelné s proteomickou analyzou
probéhla i analyza transkriptomicka (Illumina bead chip).

54  Vysledky

Bunééné subklony se ziskanou rezistenci k cytarabinu vykazovaly v in vitro
i invivo testech kifzovou rezistenci k ostatnim testovanym nukleosidovym
(purinovym i pyrimidinovym) antimetabolitim (gemcitabin fludarabin,
Kladribin), ale jejich citlivost na jiné typy protinddorovych latek zistala

porovnatelnd s ptivodnimi bunéénymi liniemi senzitivnimi na cytarabin.

Proteomickym  profilovdnim  jsme nalezli snizenou expresi
deoxycytidin kindzy (DCK) v bufikich MINO rezistentnich na cytarabin
(4,6x snizenda) (Obrazek 5, Tabulka 2). Zména koncentrace DCK byla
imunochemickou metodou western blot ovéfena u bunénych liniich MCL
MINO, GRANTA-519, REC-1, JEKO-1 a HBL-2 (Obrézek 6). Ve vsech
analyzovanych rezistentnich buné¢nych liniich MCL byla na rovni mRNA
nalezena jedina spole¢na zména, kterou byla rovnéz sniZzena exprese mRNA

pro deoxycytidin kindzu.

Snizena exprese DCK byla nasledné ovéfena metodou western blot
i na primarnich burikach ziskanych z krve pacienti s MCL, u kterych doslo

k progresi a relapsu onemocnéni po 1é¢bé cytarabinem.
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Obréazek 5: 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).
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Cislo  Swiss-Prot . - ZmENa - poscot Sekvenéni
. Nézev proteinu exprese i . Mr
skvrny &islo : skore  pokryti (%)
proteinu
Proteiny se snizenou expresi v MINO
1 P27707 Deoxycytidine kinase 4.6 vy 16 30841
2 Q99829 Copine-1 4.7 102 17 59649
3 P13796 Plastin-2 2 453 65 70814
Proteiny se zvy§enou expresi MINO R
4 PO7741 Adenine phosphoribosyltransferase 415 70 40 19766
5 P68363 Tubulin alpha-1B chain 5 169 32 50804
6  P04792 Heat shock protein beta-1 23 73 32 22826
7 P31937 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase, mitochondrial 21 4" 35712
“MS/MS potvrzeni identifikace
Cislo  Swiss-Prot . : . i
skvrny sislo Nazev proteinu sekvence peptidu Skeére
- . LKDAEKPVLFFER,
1 P27707 Deoxycytidine kinase QLCEDWEWVPEPVAR 41, 46
. . . DFSSVFQFLREEETF
7 P31937 3-Hydroxyisobutyrate Dehydrogenase, mitochondrial SPILLGSLAHQIYR 49,28

Tabulka 2: Identifikace diferencialng exprimovanych proteinti v buitkich MINO/R hmotnostni

spektrometrii (minimalni zména 1,5x se statistickou vyznamnosti p<0,05).

senzitivni rezistentni
Mino {—— ——— ‘ DCK (~30 kDa)
‘ -—_-“-—_‘GAPDH
Granta-519 ‘ b ‘ DCK (~30 kDa)
‘_"——""-——'—-‘GAPDH
Rec-1 { Jp———— ‘ DCK (~30 kDa)
‘ . S WS T . — — ‘ GAPDH
Jeko-1 "" -— - - ‘ DCK (~30 kDa)

‘ _— e — o — ‘ GAPDH

DCK (~30 kDa)

Hbl-2 ‘ —— — —

‘...C---- ‘ GAPDH

Obrézek 6: Ovéfeni sniZené exprese deoxycytidin kindzy (DCK) v jednotlivych bun&nych

liniich MCL metodou western blot.
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55  Diskuze

Enzym DCK katalyzuje prvni fosforylaci nukleosidii a jejich
analogt vedouci k jejich aktivaci (Obrazek 4). Nukleosidmonofosfaty jsou
dal§imi dvéma kindzami 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). Snizend exprese DCK ve studovanych
bunéénych modelech MCL je pravdépodobné molekularnim mechanismem
vzniku rezistence. Ki#iZovou rezistenci k 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). Jiné vyznamné sekundarni zmény na urovni mRNA
aproteini v bunéénych liniich MCL rezistentnich na cytarabin jsme

nepozorovali.

Ze snizené exprese DCK a rovnéZ z in vivo a in vitro testovani
toxicity rtznych protinadorovych molekul v bunéénych liniich MCL
rezistentnich na cytarabin lze odvodit, Ze sniZenia exprese DCK je
pravdépodobné pri¢inou rezistence MCL na cytarabin. Z toho vyplyva,
Ze k 1é€bé pacientit s MCL rezistentni na cytarabin neni vhodné pouzivat
nukleosidové analogy aktivované DCK. Pacientim s MCL
by mély byt podavany jiné typy protinidorovych latek, napft.
genotoxicka cisplatina, alkyla¢ni ¢inidla nebo cilené litky jako jsou
temsirolimus, bortezomib nebo rituximab (monoklonalni anti-CD20

protilatka).
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Prace byla publikovana v roce 2014 v ¢asopise Molecular Cancer:

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. IF (2014)=5,39.
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6 Hledani novych zasahovych mist - identifikace
molekularnich zmén v buiikach lymfomu z bunék
plastové zény (MCL) rezistentnich na molekulu TRAIL

Jak jiz bylo uvedeno v piedchozi ¢asti, MCL je vzacny, nehodgkinsky
lymfom, ktery vznika transformaci zralych naivnich B-bunék v plastové zoné
obklopujici zarode¢né centrum sekundarniho lymfoidniho folikulu. Uéinnost
1é¢by MCL je vSak bohuzel velmi nizka. Proto se hledaji nové protinadorové

molekuly, které by vedly k tspé$né eliminaci lymfomovych bunék.

6.1 TRAIL

TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) je
proapoptoticky cytokin se silnym protinadorovym ucinkem a terapeutickym
potencialem k 1é¢bé rtiznych typt malignit véetné MCL. TRAIL indukuje
apoptozu vazbou na ,,death* receptory DR4 a DR5, které jsou exprimovany
na povrchu cilovych bun¢k. Rekombinantni lidsky TRAIL vyvolava
apoptézu v nadorovych buiikach, aniz by poskodil okolni zdravé buiiky
(Walczak et al., 1999). Jeho selektivni ucinek by tak mohl byt vyuZity
v protinadorové terapii. Nicméné ani molekula TRAILu neni mezi
protinddorovymi  latkami  vyjimkou ajeho dlouhodobé  plsobeni

V nadorovych bunkach vede ke vzniku rezistence.

6.2  Cil prace

Cilem této prace bylo popsat a pochopit zmény v expresi proteind,
ke kterym dochdzi v souvislosti se vznikem a rozvojem rezistentnich
nadorovych bunék na proapoptotickou molekulu TRAIL. Nehledali jsme

mechanismus rezistence, kterym je zpravidla snizeni exprese TRAIL
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receptori (Maksimovic-lvanic et al., 2012), ale dalsi zmény, ke kterym
v buiikdch v souvislosti s rezistenci dochazi. Identifikace takovych
specifickych zmén by mohla odhalit vhodna zasahovd mista (druggable

targets) pro selektivni likvidaci takovych rezistentnich bungk.

6.3  Odvozeni bunék MCL rezistentnich na TRAIL a popis
molekuldrnich zmén v téchto buiikach

Pro popsani zmén v rezistentnich buiikach technikami byla zvolena buné¢na
linie HBL-2. Tato linie je odvozend z MCL a je senzitivni na udinky
rekombinantniho TRAILu. Expozici zvySujicim se koncentracim TRAILu
jsme odvodili TRAIL-rezistentni HBL-2 subklon HBL-2/R. Odvozeny
subklon HBL-2/R byl spoleéné s HBL-2 buiitkami podroben expresni
proteomické analyze. Proteinové smési bunék byly rozdéleny na 2-D
elektroforéze a po vizualizaci proteinovych skvrn Coomassie Blue G-250
byly na vysledné proteinové mapé skvrny porovnany a proteinové skvrny
svyznamnou zménou Vv optické denzit¢ identifikovany hmotnostni
spektrometrii.

Zmény v expresi TRAIL receptori DR4 a DRS5 jsou jednou
ze znamych pii¢in sniZeni citlivosti nadorovych bunék k u¢inkim TRAILu
(Maksimovic-lvanic et al., 2012). Prutokovou cytometrii byla stanovena

relativni Groveni exprese TRAIL receptorti na povrchu TRAIL-rezistentnich
HBL-2/R bunék a HBL-2 bunék.

6.4  Vysledky

Bunééné lyzaty HBL-2 a HBL-2/R bunék byly podrobeny 2-DE analyze

aidentifkaci diferencialnich skvrn pomoci hmotnostni spektrometrie
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(Obrazek 7). Statisticky vyznamna zména v expresi byla nalezena
u 21 proteintt (Tabulka 3). Mezi diferencialné exprimovanymi proteiny
v TRAIL-rezistentnich HBL-2/R buiikach byly tfi kli¢ové proteiny
metabolismu purint - purin nukleosid fosforyldza (PNP) (1,6x snizena),
adenin fosforibosyl transferdza (APRT) (2,2x snizend) a inosin
5-monofosfat dehydrogenaza 2 (IMPDH2) (1,6x sniZend).

HBL-2/R

Mr (kDa)
-
-
.
Mr (kDa)

pH 4-7 pH 4-7
Obrazek 7: Dvojrozmérna elektroforéza proteini 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.
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Cislo  SwissProt . . Zména Mascot Sekvenéni
skvrny  &islo Nizev proteinu EXPrese gy ére 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 26 100 23 581 159003
3 075351 Vacuolar protein sorting-associated protein 4B 26 171 32 6.75 49443
4 P23381 Tryptophanyl-tRNA synthetase, cytoplasmic 24 240 54 583 53474
5 P20591 Interferon-induced GTP-binding protein Mx1 22 176 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 4 824 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 e 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 44 644 56226
19 P40121 Macrophage-capping protein 16 102 41 582 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 butikich HBL-2/R (minimalni zména 1,5x se

statistickou vyznamnosti p<0,05).

6.5 Diskuze

PNP, APRT a IMPDH2 jsou klicovymi enzymy metabolizmu purint
azmény v jejich expresi mohou vést k naruseni homeostazy nukleotida
anukleosidi v TRAIL-rezistentnich burikach (Obrazek 8). Purinové
nukleotidy ptedstavuji z&kladni stavebni kameny pro syntézu DNA, RNA
a kofaktord. Tvofi se dvéma nezavislymi mechanismy a to bud’ de novo
syntézou z nizkomolekul&rnich prekurzort nebo recyklaci volnych bazi v tzv.

salvage (zachranné) draze. Produkty obou drah nukleosid-5¢-fosfaty jsou
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de novo a salvage drahou dodavany pro bunéénou potiebu nezavisle. Mira
vyuziti obou metabolickych drah je tkanové specifickd a mutze se odvijet
od zavislosti na  fyziologickych  podminkach. VvV  leukemickych
a lymfomovych buiikach predstavuje salvage draha hlavni zdroj purinovych
nukleotidi (Scavennec et al., 1982, Natsumeda et al., 1984).

Zmény v koncentraci a aktivité klicovych enzymu vedou k naruSeni
rovnovahy metabolismu purinti. Hromadéni a/nebo Ubytek ribonukleotidd,
deoxyribonukleotidi nebo jejich meziprodukti v buiice muzZe vést ke spusténi
apoptézy (Galmarini et al., 2008, Bollée et al., 2012). NaruSeny purinovy
metabolismus tak predstavuje potencialni ,slabinu“ bunék MCL
rezistentnich na TRAIL, kterou je teoreticky mozné dalS§im cilenym
zasahem do metabolismu purint vyuZzit k eliminaci téchto bunék.
Ktomu je kdispozici nékolik inhibi¢nich molekul - naptiklad
metotrexat (inhibitor dihydrofolat reduktazy) nebo experimentalni
terapeutické molekuly ribavirin, kyselina mykofenolova (inhibitory
IMPDH2) a forodesin (novy inhibitor PNP).
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Obréazek 8: Schéma purinového metabolismu a Gloha enzymti IMPDH2, APRT a PNP v syntéze
purinovych nukleotidi. De novo syntéza purinovych nukleotidii zacina fosforylaci ribosa-5’-
fosfatu enzymem PRPP. Sledem reakci dojde k vytvofeni nukleotidu IMP, ktery je v dal§im
kroku za ptitomnosti IMPDH2 pifeménén na GMP. PNP reverzibiln¢ katalyzuje reakci,
ve které dochézi ke $tépeni purinovych nukleosidii za vzniku jednotlivych purinovych bazi
(adenin, hypoxantin, xantin, guanin). V salvage draze jsou volné nukleové baze zpé&t pfeménény

na pifslu§né nukleosid-5’-monofosfaty za soucasné aktivace PRPP enzymem APRT.

IMPDH?2, 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
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Prace byla publikovana v roce 2013 v ¢asopise International Journal of
Molecular Medicine:

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. IF (2013)=1,88.

29



7 Zavér

Proteomické techniky a pfistupy je mozné vyuzit ke studiu rtznych
biologickych nebo medicinskych problémi. Ve zminénych téech pracich jsme
pomoci proteomickych pfistupti hledali feSeni né&kterych problémi
v diagnostice a 1é¢bé onkologickych onemocnéni. Identifikovali jsme protein
RBP4 jako potencialni biomarker ovarialniho karcinomu. Odhalili jsme
molekularni mechanismus rezistence bunék MCL na cytarabin a popsali jsme
molekularni zmény spojené s rezistenci bunék MCL na experimentalni

protinadorovou molekulu TRAIL.

Proteomika je dynamicky obor, ktery se v poslednich letech dostava
do popredi zajmu nejen molekularnich biologh a biochemikt, ale i 1ékaft.
Vyrazny rozvoj analytické instrumentace a metodickych pfistupt béhem
poslednich dvou desetileti vyznamné roz$ifil moznosti studia proteint
v zivych systémech. Analyza proteomu poskytuje neustile se prohlubujici
vhled do biologickych procesti na urovni kvalitativnich a kvantitativnich
zmén proteinového slozeni v souvislosti s fyziologickymi a patologickymi
stavy organizmu. Nabizi tak moznost lepsiho pochopeni rtznych stavi
organizmu a stava se pfinosem pro vyvoj diagnostickych a terapeutickych
piistupti. Takovy pfinos jsme demonstrovali na tiech projektech, jez jsou

tésné propojeny s klinickou praxi.
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