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Seznam zkratek

ABPP profilovani zavislé na aktivité sondy (activity based probe profiling)
AMK aminokyselina

AP-MS afinitni purifikace spojena s hmotnostni spektrometrii

BC bunécny cyklus

C2-R ligand, C2-(2’-aminoethylamino)-roscovitine

C8-R ligand, C8-(2’-aminoethylamino)-roscovitine

CAK CDK-aktivujici kindza

CCCP chemicka proteomika zamétena na slouceninu (compound-centric

chemical proteomisc)

CDK cyklin-dependentni kinaza

CDKI inhibitor cyklin-dependentni kinazy

DTT dithiotreitol

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

ESI ionizace elektrosprejem (electrospray ionization)

FASP Stépeni na filtrech s regenerovanou celuldzou (filter-aided sample

preparation)

HCT 116 bunécnd kultura (human colon colorectal carcinome)

IAM jodacetamid

Kegg Kyoto encyclopedia of genes and genomes

LB lyzaéni pufr

MALDI ionizace pomoci laseru za GiCasti matrice (matrix-assisted laser

desorption ionization)

MS hmotnostni spektrometrie (mass spektrometry)

MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie

mTOR protein kinaza (mammalian target of rapamycin)

PMSF fenylmethylsulfonyl fluorid

p-Ph-R ligand, p-phenyl-[(2’-aminoethylamino)carbonyl]-roscovitine
SAINT Significance Analysis of INTeractome
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SDS dodecylsiran sodny

TOF analyzator doby letu (time of flight)
WB1 promyvaci pufr €. 1
WB?2 promyvaci pufr ¢. 2



1 Uvod a cile prace

Cela fada onemocnéni je zpusobena narusenim spravné bunécéné fyziologie, Casto za ucasti
proteint. Prikladem jsou onemocnéni nadorova, u kterych dochazi mimo jiné k deregulaci

bunécného cyklu a ndsledné k nadmérné bunééné proliferaci.

Tato prace se S vyuzitim proteomickych technik zabyva studiem proteint,
které interaguji s latkami odvozenymi od roscovitinu a které maji potencial stat se 1éCivy.
Roscovitine je protinadorové 1é¢ivo, které funguje jako inhibitor cyklin-dependentnich
kindz, proteini fidicich bunéény cyklus. Proteomické techniky jsou bézné€ uzivany
ve vyzkumu potencidlnich 1éCiv, nebot’ umoziluji experimentalné studovat interakce
chemickych latek s proteomy pacienti. Malokdy dochazi k interakci latky pouze s jedinym
proteinem, proto mohou tyto studie vést k objeveni novych, Easto piekvapujicich
terapeutickych cili a rovnéz k odhaleni ptipadnych vedlejsich efekt 1é¢iva a k snizeni

jeho toxicity (Rix et Superti-Furga, 2009).
Cile mé bakalarské prace jsou:

e Zapouziti vybranych derivatl roscovitinu pfipravit afinitni gely.

e Optimalizovat postupy extrakce a afinitni purifikace proteint z buné¢nych linii.

e Zpracovat vybrané vzorky a provést analyzu izolovanych proteini pomoci
hmotnostni spektrometrie.

e Vyhodnotit vysledky, srovnat jednotlivé varianty pouzitych ligandi.



2 Teoreticka Cast

2.1 Proteomika a proteiny

Proteiny (bilkoviny) jsou univerzalni makromolekuly zivych systému, které maji klicové
funkce v téméf vSech biologickych procesech. Nazev protein pochazi z feckého proteos
(prvotni, nejpodstatn&j$i). Z chemického hlediska se jednd o biopolymery slozené
Zjednoho ¢i vice polypeptidickych fetézch, které obsahuji sto az nckolik tisic

aminokyselinovych zbytkd.

Aminokyseliny (AMK) jsou rozmanitou skupinou organickych molekul, obsahujici
na jednom uhliku jak aminoskupinu, tak karboxylovou skupinu. Veskeré bilkoviny
jsou slozeny pouze z 23 typu proteinogennich aminokyselin. Jejich kovalentni propojeni
v peptidickém fetézci zajiStuje peptidova vazba, ktera vznika dehydrataci karboxylové
skupiny a aminoskupiny mezi sousednimi AMK (Campbell et Reece, 2006). Fyzikalni
a chemické vlastnosti postrannich fetézc AMK urcuji jejich jedine¢nou charakteristiku
ataké vlastnosti proteinu, ktery je z nich slozen. Aminokyseliny mohou byt polarni,
nepolarni, zasadité ¢i kyselé. Slozité prostorové uspotfadani proteinu (konformace)
umoznuje piiblizeni postrannich skupin AMK, které jsou v primarni struktuie vzdaleny.
Vznikaji oblasti (aktivni mista) schopné interakce se specifickymi organickymi latkami

(ligandy) ¢i jinymi proteiny (Rosypal et al., 2003).

Proteiny tvofii pfiblizn€ polovinu hmotnosti susiny vétSiny buné¢k, v nichz zastavaji
mnozstvi rozdilnych funkeci. Dle funkce v bunice rozliSujeme strukturni, zasobni,
transportni, receptoroveé, obranné, kontraktilni, enzymatické, regulacni a hormonalni
proteiny. Strukturni proteiny se podileji na stavbé bunécnych membran a cytoskeletu
(keratin). Souvisejici kontraktilni bilkoviny zajistuji bunéfny pohyb (aktin, myosin).
Proteiny zasobni slouzi jako zasoba aminokyselin (vajecny albumin, mlécny kasein).
Transportni proteiny jsou uzivany k transportu jinych molekul v ramci organismu
(hemoglobin) nebo v ramci buiiky, kde jsou bilkoviny €asto vyuzivany k prenosu latek pies
cytoplasmatickou membranu (kandly, pfenaSece). V membrané jsou také receptorové
proteiny zajistujici odpovéd’ bunck na stimuly z vnéjSiho prostiedi (receptory hormont,
receptory bilych krvinek), které mohou mit mimo jiné formu hormonalniho proteinu
(inzulin). Hormonalni proteiny se podili na koordinaci aktivit bun¢k v organismu. Obranu
proti cizorodym latkam zajiStuji obranné proteiny, které vznikaji v buiikdch imunitniho

systému. Velmi dulezitou funkci proteind je funkce enzymaticka. Spo¢ivd v umoznéni
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priabéhu biochemickych metabolickych reakci. V neposledni fadé¢ maji proteiny regulacni
funkci. Podileji se na regulaci biologickych procest, jako je replikace, bunécny cyklus
abunécné deleni, jejichz spravny prubéh je pro bunky zivotné dulezity (Campbell et

Reece, 2006; Koolman et al., 2009).

Bilkoviny vznikaji v buiice béhem procesu proteosyntézy. Z DNA vznika
transkripci mRNA, ktera je nasledné prepsana béhem translace do potfadi aminokyselin.
Proces je zna¢né slozity a umoznuje bufice jej na mnoha mistech regulovat. Diky tomu
vznikaji pouze proteiny v dany moment potfebné. Soubor vSech proteinii organismu, tkané

¢1 buiiky, které jsou zde pfitomny v daném okamziku, oznac¢ujeme jako proteom.

Proteomika je interdisciplinarni védni obor zabyvajici se studiem proteomu.
Proteom vznikd na zakladé genomu, souboru veSkeré genetick¢é informace bunky
¢i organismu. Vzhledem k alternativnimu sestiihu mRNA a velkému mnozstvi modifikaci

proteint piesahuje jejich pocet u ¢loveka pocet genti (Campbell et Reece,2006).

Cilem proteomiky je identifikace veskerych bilkovin, pochopeni jejich struktury,
biosyntézy a funkce. V dneSni dobé rozliSujeme 3 zakladni proteomické sméry
a to proteomiku strukturni, funkéni a expresni. Strukturni proteomika se zabyva strukturou
a lokalizaci bilkovin v rdmeci buiiky ¢i v rdmci organel. Proteomika funkéni zkouma funkce
bilkovin, jejich interakce s molekulami pfitomnymi v prosttedi a vzajemné proteinoveé
interakce. Expresni proteomika porovnava slozeni a miru exprese proteini mezi riznymi
proteomy. Kombinaci téchto smérti ziskdvame komplexni poznatky, které mohou byt

vyuzity v ramci akademické 1 klinické praxe.

Jak vyplyva z piedchoziho textu, proteiny plni v kazdé bunce dulezité funkce.
Casto hraji také roli pfi vzniku a rozvoji nemoci. Proteomické techniky jsou bézné uzivany
ve vyzkumu potencialnich 1é¢iv, nebot umoznuji experimentalné studovat interakce

chemickych latek s proteomy pacienti (Rix et Superti-Furga, 2009).
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2.2 Regulace bunééného cyklu — cyklin-dependentni kinazy

Priichod bunky bunéénym cyklem (BC) je fizen pomoci fosforylace cilovych proteind,
které iniciuji ¢i reguluji replikaci DNA, mitoézu a cytokinezi. Fosforylacni reakce provadi
urcita skupina kontrolnich enzymii — cyklin-dependentni kinazy (CDK; Alberts et al,
2001).

Cyklin-dependentni kinazy jsou katalytické proteiny z rodiny serin/threoninovych
proteinkinaz (Malumbres et al., 2007), které¢ se sklddaji ze dvou domén (N- a C-
terminalni) mezi nimiz je vazebné misto pro ATP nebo inhibitor (Otyepka et al., 2000).
V prubéhu BC je jejich pfitomnost v buiice konstantni, avSak jejich aktivita je proménliva

a zavisi na vazbach regulatort (Malumbres et Barbacid, 2005).

Regulace CDK spo¢ivd v post-translacnich modifikacich (fosforylace/
defosforylace), v pifechodnych vazbach regulatori a intracelularni translokaci. Mezi
regulatory savéich CDK fadime aktivatory (cykliny), inhibitory ze skupin INK4 a Cip/Kip
(protein p16, p21, p57 a dalsi) a inhibujici enzymy (weel, mikl, mytl, KAP; Meijer et al,
1997, Otto et Sicinski, 2017). Nejvyznamnéji aktivitu CDK reguluji cykliny. Cykliny jsou
aktiva¢ni proteiny, které bunka v pravidelnych cyklech syntetizuje a degraduje.

Koncentrace cyklinti osciluje v z&vislosti na fazi BC (Sanchez-Martinez et al., 2015).

Lidsky genom koduje 21 CDK, pti¢emz pouze u sedmi (CDK1-4, 6, 10 a 11) bylo
prokdzano, Ze hraji fidici roli béhem BC. Dal§i CDK maji odlisné funkce. Patfi k nim role
béhem apoptdzy thymocytli, CDK3 ma vliv na aktivaci vySe uvedenych CDK, CDK7-9
piispivaji k regulaci transkripce a v neposledni fadé CDKS se podili na spravné funkci

neuront (Knockaert et al., 2000, Sdnchez-Martinez et al., 2015).

221 Komplexy cyklin-CDK a jejich funkce béhem bunééného cyklu

Cykliny jsou nekovalentné¢ vaziany k CDK =za tvorby komplexii cyklin-CDK.
Po zformovani neni cyklin-CDK komplex hned aktivni. K jeho aktivaci vede fosforylace
CDK na 2 mistech (pfipojeni aktivujiciho a inhibujiciho fosfatu) a nésledna defosforylace
inhibujiciho fosfatu. Fosforylace probihd na konzervativnich tyrosinovych (Tyrl5)
a threoninovych (Thrl4) zbytcich a vede ke konformacni zmeénég, kterd posiluje vazbu
s cyklinem (Jeffrey et al., 1995; Paulovich et Hartwell, 1995). Aktivujici fosfat je pfipojen
specifickou CDK-aktivujici kinazou (CAK). Funkci CAK plni komplex cyklin H-CDK7

(Nigg, 1996). Ptipojeni inhibujiciho fosfatu zprostiedkovava kinaza Wee-1. Defosforylace
12



komplexu je zajiSténa aktivacni proteinfosfatdzou cdc25 (Fattaey et al., 1997). Aktivovany
komplex se muze zapojit v aktivaci dalsiho komplexu cyklin-CDK nebo mize

fosforylovat cilovy protein.

V riznych fazich bunééného cyklu jsou exprimovéany rizné cykliny a dochazi
ke tvorbé rozli¢nych cyklin-CDK komplexi (obr. 1). Mitogenické faktory aktivuji tvorbu
komplexu mezi cyklinem D a CDK4 ¢i CDK6 v prubéhu G1 ¢i GO faze (Otto et Sicinski,
2017). Tento aktivovany komplex fosforyluje retinoblastoma proteiny (Rb proteiny).
Hyperfosforylace Rb proteini vede k uvolnéni E2F rodiny transkripénich faktorii
a k transkripci gentt nutnych pro ptechod mezi G1/S fazi (Fischer et Lane, 2000).
Mezi témito geny je i gen pro syntézu cyklinu E (Malumbres et Barbacid, 2005). Cyklin E
tvoti komplex s CDK2 béhem pozdni G1 faze v hlavnim kontrolnim bod¢ bunécného
cyklu. Aktivace komplexu cyklin E-CDK2 je stézejni pro piechod do S faze a replikaci
DNA.

Obr. 1: Tvorba komplexti cyklin-CDK béhem bun&ného cyklu (pievzato a upraveno, Aleem et Arceci,
2015).

Béhem S faze dochazi k nahrazeni cyklinu E cyklinem A a ke vzniku komplexu
cyklin A-CDK2. Tento komplex je nutny k dokonceni a vystupu buniky z S faze.
Po ukonceni S faze cyklin A interaguje s CDK1. Cyklin A je v prabéhu faze ubiquitinovan,
degradovan a nahrazen cyklinem B. Komplex cyklin B-CDKI1 f{idi procesy vedouci
k piechodu z G2 faze do faze M (Nigg, 2001). Komplexy cyklin-CDK jsou shrnuty
v tabulce 1.

13



Tabulka 1: Komplexy cyklin-CDK v zavislosti na fazi bunééného cyklu.

CDK cyklin faze bunécného cyklu
CDK1 A G2

CDK1 B prechod G2/M
CDK2 E prechod G1/S
CDK3 A E prechod G1/S
CDK3 C prechod GO/G1
CKD4 D Gl

CDK6 D Gl

CDK7 H CAK, vSechny faze BC
CDK10 - prechod G2/M
CDK11 L S

2.2.2 Inhibitory CDK

Negativni regulace cyklin-dependentnich kinaz je u sav¢ich buné€k zprostiedkovana vazbou
CDK s inhibitory (CDKI). Rozligujeme 2 rodiny CDKI a to rodinu INK4 (protein p16"™<*,
p15"™K4 n18"NKiC 5 n19"NK4d) 3 rodinu Cip/Kip (proteiny p21¢P, p27"iP a p57KiP2; Sherr et
Roberts, 1999). Proteiny rodiny INK4 se vazi na monomerni CDK4 a CDK6, ¢imz blokuji
jejich vazbu s cyklinem D. Proteiny rodiny Cip/Kip se nevazi na monomerni CDK,
ale na komplexy cyklin-CDK. Inhibitory rodiny Cip/Kip primarn¢ inhibuji kindzovou
aktivitu komplexti cyklin D-CDK2, ¢imz zabranuji vytvofeni komplexu cyklin E-CDK2,
a kinazovou aktivitu komplext cyklin-CDK1 (Malumbres et Barbacid, 2005; Otto et
Sicinski, 2017). Vazba inhibitorit s CDK nebo komplexem cyklin-CDK vede k pozastaveni

buiiky v dané f4zi bunécného cyklu.

Cyklin-dependentni kindzy a jejich aktivatory i inhibitory jsou velmi casto
deregulovany v nadorovych buiikdch (M. Knockaert et al, 2000). Zména v genech
kédujicich CDK nebo jejich regulatory muze vést k nadméré expresi, amplifikaci
a translokaci téchto genl. Proto mohou byt CDK povazovany za onkogeny (Allem
et Arceci, 2015). Cykliny byvaji v karcinomech exprimovany nadmérné, zato produkce
inhibitort byva potladena. Lokus s genem pro inhibitor p16™"** (gen CDKN2A)
je nejcastejsi deletovany lokus v lidskych nadorovych buikach (Beroukhim et al., 2010).
Jeho ztrata zpisobuje, Ze neni exprimovan protein p16, ¢imz nedochazi k potlaceni aktivity
CDK4 a CDK6. Vysledkem je nadmérné proliferace nadorovych bunék (Aleem et Arceci,
2015). Dalsi potlaceni exprese inhibitoru pl6 je zptusobeno methylaci promotoru genu

CDKN2A (Beroukhim et al., 2010). Neni proto piekvapujici, ze jsou zkoumany
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farmakologické ucinky umeéle syntetizovanych inhibitortit CDK a také moznosti jejich

aplikace v mediciné (M. Knockaert et al, 2000).

Uméle syntetizované inhibitory CDK maji terapeuticky potenciadl pro rozli¢na
onemocnéni  vetné¢  karcinoml, cukrovky, onemocnéni ledvin, onemocnéni
neurodegenerativnich (Alzheimerova, Parkinsonova choroba) a onemocnéni infek¢nich.
Vyzkumy byly zaméteny piedevs§im na jejich protinddorové ucinky s diirazem na BC
a transkripci CDK (Séanchez-Martinez et al., 2015). Potencidlni inhibitory CDK byly
generovany akademickymi a prumyslovymi vyzkumy od pocatku devadesatych let 20.

stoleti.

RozliSujeme nékolik hlavnich tfid CDKI dle chemické podstaty: puriny,
flavonoidy, butyrolakton-I, paullony a indigoidy (Fischer et Lane, 2000). Dle selektivity
inhibice rozliSujeme 3 skupiny CDKI a to inhibitory neselektivni k zadné CDK
(flavopiridol), selektivné inhibujici CDK1,2,5,9 (olomoucin, R-roscovitine) a selektivné
inhibujici CDK4,6 (CINK4). Vsechny uméle syntetizované CDKI kompetuji o vazebné
misto cyklin-dependentnich kinaz s ATP (Knockaert et al., 2002).

Skupina CDKI odvozenych od purinu obsahuje jedny z nejdéle popsanych
inhibitorii (Bach et al., 2005). Zahrnuje inhibitory jako olomoucin, roscovitine a purvalanol
A (obr. 2). Roscovitine je N-6,2,9 trisubstituovany derivat purinu s nizkou molekulovou
hmotnosti (Havlicek et al., 1997). RozliSujeme 2 isomery a to (R)- a (S)-roscovitine,
pfi¢emZ (R)-roscovitine je jednim z nejvice studovanych inhibitord. Podobné jako dalsi
inhibitory odvozené od purinu specificky inhibuje cyklin-dependentni kinazy CDK1,2,5,7
a9 (Bach et al., 2005).

« )
N N\ NN NN
HN/“\/N;EN> )[\N/ “> )l\ Z N> N|J\j:N\>

HN HN N
)\/
H4C
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OH
(R)-roscotivine (S)-roscovitine olomoucin purvalanaol A

Obr. 2: Struktury CDKI odvozenych od purinu

Stejné jako jsou rizné cile roscovitinu, lisi se 1 jeho G¢inky. Inhibici CDK1 a CDK2
podminiuje zastaveni BC ve fazi G1 a blokaci prechodu z G2 faze do faze M. Zptisobuje
hromadéni proteinu p53 v jadfe. Ten indukuje expresi genii pro tvorbu inhibitord CDK,

konkrétn¢ inhibitoru p21 WAF1 (Ljungman et al., 2001). Dilezité je rovnéz, Ze roscovitine
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ve vysokych davkéach spousti apoptéozu v naddorovych bunkéach (Hahntow et al., 2004).
Kromé roscovitinu byly pfipraveny i jeho derivaty. Jednd se o latky s velmi podobnou
strukturou, u kterych predpokladame, Ze by mohly rovnéz pisobit jako specifické

inhibitory CDK.

2.3 Proteomické techniky

Abychom mohli pracovat se vzorkem proteinli, je nutné pievést je z biologického
materidlu do roztoku. Za timto ucCelem jsou vyuzivany rizné homogeniza¢ni metody
(mechanické nebo chemické). Cilem je naruSeni struktury biologickych membran
(v ptipadé rostlinnych bun€k i bunéénych stén) a uvolnéni proteinli z cytoplazmy,
samotnych membran nebo organel. Mezi mechanické homogenizace fadime uziti mixéru,
kulového mlynku, roztirani materidlu v tfeci misce za pifidavku abraziva ¢i kapalného
dusiku nebo stfidavé mrazeni a ohtivani vzorku. Mezi chemické metody homogenizace
fadime wuziti lyzaCnich pufr, které obsahuji detergenty naruSujici strukturu
cytoplazmatickych membran, soli k udrzeni optimalniho osmotického tlaku a inhibitory
proteolytickych enzymu, které zabranuji degradaci proteinli (Kodicek et al, 2015).
Béhem celého procesu je nutné mit na paméti, jaké proteiny chceme izolovat, zda musi byt
V nativnim stavu a zda roztoky neobsahuji interferujici latky, které¢ by narusovaly nasledné

experimenty.

RozliSujeme detergenty neiontové a iontové povahy. Neiontové detergenty jako
Triton X-100 nebo Tween 20 nenesou naboj a zpravidla nemaji vliv na denaturaci proteint.
Detergenty iontové délime dle povahy naboje na aniontové (zaporny naboj, dodecylsiran
sodny - SDS, deoxycholdt sodny), kationtové (kladny naboj) a amfifilni (oba naboje,
CHAPS). Nékteré iontové detergenty maji denaturacni ucinky (SDS).

K zablokovani ¢innosti proteolytickych enzymi, které $té€pi peptidické vazby jinych
protein, se wuzivaji jejich inhibitory. RozliSujeme inhibitory proteas (kyselina
ethylendiamintetraoctova — EDTA, fenylmethylsulfonyl fluorid — PMSF) a inhibitory
fosfatas (fluorid sodny, orthovanadat sodny). Pro zvyseni inhibice proteolytickych enzymu
a k zabranéni denaturace proteinii je vhodné béhem celého procesu ptipravy vzorkl
chlazeni (inkubace vzorki na ledu, prace v chladové mistnosti). Po uvolnéni proteint
Z bun¢k je nutné odstranit pevné Casti vychoziho materidlu. Za timto ucelem je uzivana
centrifugace a ultracentrifugace. Castice v lyzatu maji rozdilnou hustotu a diky tomu

I rozdilnou rychlost sedimentace, ktera je urychlena béhem centrifugace pusobenim

16



odstredivé sily. Dochédzi k oddéleni proteinii pievedenych do roztoku (supernatant)

od dalsich slozek bungk (pelet).

Typicka lidska buiika exprimuje pies dvacet tisic riznych proteint, buiiky rostlinné
dokonce az mnozstvi dvojnasobné. S ohledem na kapacitu datovych ulozist, ¢asovou
narocnost a cenu by bylo analyzovat takto komplexni vzorky extrémné naro¢né (Millar et
Taylor, 2014). Z téchto divodld jsou v proteomice Casto uzivany rozlicné separacni
techniky, které umoznuji proteiny dé¢lit na zaklad¢ jejich rozdilnych chemicko-fyzikalnich
vlastnosti. Vznikaji tak frakce o nizs§im poctu bilkovin, které jsou analyzovany snadnéji.
Separacni techniky miizeme rozdélit na elektromigracni, které vyuzivaji déleni proteinti
pusobenim elektrického pole, a na techniky chromatografické vyuzivajici k déleni proteinti

jejich rozdilnou interakci se staciondrni a mobilni fazi.

2.3.1 Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie je moderni chromatografickd metoda umoznujici izolaci slozek
z komplexnich vzorku. Je zalozena na specifickych interakcich mezi cilovou molekulou
ajejim partnerem (enzym-substrat, enzym-inhibitor, antigen-receptor a jiné). Jeden
z vazebnych partneri — ligand je kovalentné¢ vazén k inertnimu nosi¢i stacionarni faze
(Pingoud et al, 2002). Ta byva tvofena nejcastéji komercné doddvanymi aktivovanymi
agarosovymi ¢i sepharosovymi Casticemi. Pfipojeni ligandu je dano vznikem kovalentni
vazby mezi reaktivni skupinou aktivované castice (karboxy-, amino-, hydroxy-
nebo thiolova skupina) a specifickou chemickou skupinou ligandu (Daub, 2005;
Rix et Superti-Furga, 2009). Reaktivni skupina ligandu byva lokalizovana na hydrofilnim
uhlikatém fetézci. Tato lokalizace spolu s charakterem nosice hraji vyznamnou roli béhem
tvofeni komplexu ligand-protein (obr 3). Reaktivni mista agarosovych castic,
na ktera se nepodatilo pfipojit ligand, byvaji blokovana vazbou s ethanolaminem.
Faze mobilni obsahuje z pravidla smés molekul rizné povahy (proteiny, sacharidy, ionty
a dalsi), pti¢emz pouze nékolik jejich slozek (idealné jedna) ma k ligandu zvySenou afinitu

(Pingoud et al, 2002).
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Obr 3: Vliv nosi¢e ligandu na vznik vazby mezi ligandem a cilovym proteinem. Pfi uziti prili§ kratkého
nosi¢e nedochazi ke vzniku komplexu protein-ligand. Obdobna situace nastdva uzitim nosice nevhodného
charakteru. Hydrofobni nosi¢ je béhem procesu inkubovan ve vodném prostiedi, ve kterém dochazi k jeho
autoagregaci. Dusledkem je znepfistupnéni ligandu pro vznik vazby s proteinem (pfevzato a upraveno,
Guiffant et al, 2007).

Béhem experimentu je stacionarni faze inkubovana s fazi mobilni a poté pienesena
do chromatografické kolony. Mezi ligandem a cilovou molekulou vznikd nekovalentni
vazba, ostatni slozky mobilni faze jsou z kolony vymyty. Nésledné je zménéno slozeni
mobilni faze tak, aby byla oslabena vazba ligand-vazebny partner. Vysledkem je eluce

cilové molekuly (Pingoud et al, 2002).

Klasicky koncept afinitni chromatografie tvofi zdklad technik uzivanych
vV chemické proteomice. RozliSujeme 2 zakladni sméry. Prvnim smérem je profilovani
zavislé na aktivit¢ sondy (activity based probe profiling — ABPP), které je vyuzivano
k vyzkumu enzymatickych aktivit rozliénych rodin proteinti. Druhym smérem je chemicka
proteomika orientovana na slouc¢eninu (compound-centric chemical proteomisc — CCCP),
kterd je vyuZivana k charakterizaci molekularniho mechanismu ptlisobeni bioaktivnich
molekul (Adam et al, 2002; Hagensteind et Sewald 2006). Metoda je zalozena na interakci
ligandu, imobilizované nizko-molekularni latky, s extraktem proteind a na nasledné detekci
purifikovanych proteini pomoci hmotnostni spektrometrie (mass spektrometry — MS;
obr.4). Jako ligandy jsou bé&zné uzivany uméle syntetizované inhibitory cyklin-

dependentnich kinéz.
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Obr. 4: Schéma afinitni purifikace proteinti pfed MS analyzou.

Pro uspéch experimentu je rozhodujici zachovani schopnosti ligandu tvofit
nekovalentni vazby s proteiny i po jeho imobilizaci na inertnim nosi¢i. Vyhodou
pfi navrhovani vhodného napojeni ligandu na afinitni gel je znalost prostorového
uspofadani vazebného mista cilového proteinu pifipadné prostorové orientace komplexu
protein-ligand. Zptsob imobilizace by mél umoziovat optimalni vazbu proteinu a zaroven
by nem¢l mit vliv na biologické ucinky testované latky (Rix et Superti-Furga, 2009; Daub,
2014). Stejné tak je zasadni, aby béhem pfipravy extraktu a samotné afinitni purifikace

zlstala zachovana nativni konformace proteinti (Guiffant et al, 2007).

Aplikace afinitnich technik neni omezena pouze na panely rekombinantnich
proteinil, nybrz je mozno uzivat proteiny jakékoliv. Tato skute¢nost byva v klinické praxi
uzivana k srovnani bilkovin izolovanych z buné¢k zdravych a nemocnych jedinci.
Vlivem mutaci, alternativniho sestfihu a post-translacnich modifikaci totiz byvaji zna¢né
riznorodé. Dals$i vyznamnou piednosti metody je moznost testovat interakce léciva
s celymi proteomy ¢i definovanymi subproteomy pacientil, diky ¢emuz mohou byt ziskany

nové poznatky o funkci proteinti €1 o mozZnostech jejich vyuziti v medicing.
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Jako kazda technika ma i afinitni chromatografie sva tskali a slabiny. Studovana
sloucenina nemusi obsahovat Zadnou vhodnou funkéni skupinu k pfipojeni na stacionarni
fazi a nutnd modifikace mtze naruSovat jeji biologickou aktivitu. Daéle se mohou
vyskytovat nespecifické vazby proteinit na gel, ¢imz vznika vysoké pozadi pii méieni.
Také nemusi byt patrny rozdil v Cetnosti specificky a nespecificky vazanych proteind.
Dalsi nevyhodou je zanedbani vlivu aktivniho metabolismu a solubilizace proteini

(Rix et Superti-Furga, 2009).

2.3.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je Siroce rozSifend analytickd metoda uzivana v proteomice
k identifikaci, kvantifikaci a charakterizaci proteint. Principem techniky je rozliSeni iontt
na zaklad¢ poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z, mérnd hmotnost). Kazdy hmotnostni
spektrometr je slozen z ionizaniho zdroje, hmotnostniho analyzitoru a z detektoru.
Aby bylo zabranéno interakcim stanovovanych iontd s molekulami obsazenymi

ve vzduchu, probiha analyza za vysokého vakua.

Molekuly analytu (v nasem ptipad¢ proteinu) jsou prevedeny z kapalné faze do faze
plynné a pisobenim vhodné ionizacni techniky na ionty. RozliSujeme dva typy ionizac¢nich
zdrojii a to zdroje tvrdé a me&kké. Uziti tvrdych ionizacnich zdroji neni pro proteomické
ucely vhodné, nebot’ zplisobuji fragmentaci biologickych makromolekul (nukleové
kyseliny, proteiny). loniza¢ni techniky, které dokazi uc¢inné ionizovat makromolekuly,
aniz by je poskodily, ozna¢ujeme jako mekké. Analyty mohou byt obsazeny v plynné,
pevné ¢i kapalné fazi, dle typu pouzité ionizacni metody. lonizace probihaji za tlaku
snizeného nebo atmosférického. Mezi nejcastéji uzivané meékké ionizacni techniky
Vv proteomice fadime ionizaci pomoci laseru za Ucasti matrice (matrix-assisted laser
desorption ionization — MALDI) a ionizaci elektrosprejem (electrospray ionization — ESI)

¢i nanosprejem (nanoEST; Aebersold et Mann, 2003).

Pfti MALDI ionizaci se vzorek ponechd krystalizovat s vhodnou matrici
na MALDI desti¢ce. Pro peptidy se pouziva napf. a-kyano- 4-hydroxyskoficova kyselina
nebo 2,5-dihydroxybenzoova kyselina a pro proteiny kyselina sinapova. Desticka je poté
vlozena do vakuované ¢asti hmotnostniho spektrometru. Ionizace je zplsobena kratkymi
laserovymi impulzy (v fadu ns), které jsou pohlcovany zejména matrici. Dochazi
K jeji ionizaci a k rychlé desorpci. Pfi ni s sebou ionty matrice strhavaji ionty analytu

a tim je prevadi do faze plynné. Z molekul matrice jsou v plynné fazi pifendseny protony
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na molekuly analytu a dochéazi k jejich ionizaci. Pro tento typ ionizace je typicky vznik

pozitivnich pseudomolekularnich ionti [A+H]+ (Yates et al, 2009).

Nejbéznéjsi uzivanad ionizacni technika k analyze komplexnich vzorka je ESI
Vzorek obsazen v kapalné fazi je veden kapilarou, na kterou je vlozeno vysoké napéti.
Na vystupu z kapilary dochazi k odpafovani kapalné faze v podobé malych kapicek
nesoucich na povrchu velké mnozstvi ndboji. Nabité kapicky jsou tvoreny analytem
obalenym v rozpoustédle. Rozpoustédlo je odparovano, ¢imz dochazi ke zvySovani hustoty
naboje na povrchu kapicek. Pti dosazeni kritické hodnoty nastavd Coulombicka exploze —
dojde k rozdéleni kapicky za vzniku menSich nabitych kapicek. Tim dochazi k oddéleni
rozpoustédla od analytu, ktery je opakovanim Coulombickych explozi pfeveden na iont.
Prevedeni iontl analytu je realizovano dvéma zpiisoby. Bud zbytkovym nébojem —
odpafovanim rozpoustédla z nabité kapicky za vzniku iontl, nebo vypafenim iontl —
povrchové napéti zplisobi vytrZeni iontu analytu z kapicky. lonty jsou nasledné usmérnény
do analyzatoru (obr 5, 6). Vznikajici ionty mohou nést vice nez jen jeden naboj
Vv zavislosti na velkém poctu faktor napt. své velikosti a bazicité. Ionizace elektrosprejem
byva spojovana on-line s kapalinovou chromatografii nebo s kapalinovou elektroforézou

(Veenstra et Yates, 2006).

V obou piipadech popsanych ioniza¢nich technik vznikaji ionty analytu,

které jsou vedeny do analyzatoru. Za Gi¢elem usmérnovani iontt je uzivana iontova optika.
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Obr. 5: Vznik kapicek tvofenych rozpoustédlem a molekulami analytu pii ESI (pfevzato, Dvotakova et al,

2014).
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Obr. 6: Pfevedeni analytu na ionty pii ESI (pfevzato a upraveno, HolCapek, 2014).

Podobné jako jsou rozlicné ioniza¢ni zdroje, existuji rtzné typy hmotnostnich
analyzatort.. V kontextu proteomiky jsou kli¢ové parametry citlivost, rozliSeni, hmotnostni
rozsah aschopnost generovat hmotnostni spektra bohatd na informace ziskané
z peptidovych fragmenti (Aebersold et Mann, 2003). Separace analytli pievedenych
na ionty v hmotnostnim analyzatoru je zaloZena na riznych fyzikalnich principech. Prvni
typ analyzatord uziva rozliSeni iontl s danou m/z na zaklad€ rizné stability jejich oscilaci
ve dvojrozmérmé ¢i trojrozmérné kombinaci stejnosmérného a vysokofrekvenéniho
stiidavého napéti. Radime sem iontovou past a kvadrupol. Iontova past je tvofena
elektrodou prstencovou a dvéma koncovymi elektrodami. Na elektrody je ptivedeno
vhodné napéti, které zadrzuje ionty vedené do prostoru v mezi elektrodami. Napéti
je postupné ménéno coz zpusobuje vypouSténi ionti na detektor podle jejich mérné

hmotnosti.

Kvadrupol je analyzator, ktery byva Casto kombinovan s ionizaci elektrosprejem
(Yost et Boyd, 1990). Sklada se ze ¢&tyf kovovych ty¢i, na které je pfivedeno napéti.
Na dvé protilehlé tyce je ptivedeno kladné stejnosmérné napéti, na zbyvajici dvé zaporné
stejnosmérné napéti a na vSechny tyce vysokofrekvencni stiidavé napéti. lonty jsou vedeny
do prostoru mezi ty¢emi, kde osciluji. Oscilace je stabilni jen pro ionty, které maji urcitou
mérnou hmotnost pii daném poméru napéti a amplitudy. Tyto ionty projdou na detektor.
Ostatni jsou zadrZeny na tyCich. Postupnymi zménami napéti a amplitud dojde k detekci
vsech iontl. Vzniké tim hmotnostni filtr iontl, coz je divod, pro¢ se tento typ analyzatoru
Casto kombinuje s jinymi analyzatory. Pfi uziti dvou ¢i vice typd analyzatort vznika

tandemova spektrometrie — MS/MS (Veenstra et Yates, 2006).

Kvadrupél je bézné kombinovan s analyzatorem doby letu (time of flight — TOF;
Olthoff et al, 1988). Ten vyuziva riznou dobu, kterou potiebuji ionty k piekonani urcité
drahy v zavislosti na jejich poméru m/z. Na konci drahy je umistén detektor,

ktery zaznamenava dopadajici ionty.
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Detektor je treti dilezitou slozkou hmotnostniho spektrometru. Dopadaji
nan¢j ionty separované v analyzatoru a dochédzi k zaznamenani jejich poctu (intenzita
signalu) a mérné hmotnosti (m/z). NejcastéjSim detektorem je elektronovy nésobiC.
Vysledkem méfeni je hmotnostni spektrum, tedy graf zavislosti intenzity signalu na mérné
hmotnosti. Hmotnostni spektra jsou typicka pro rtizné latky a daji se vyuzit k jejich
charakterizaci (Yates et al, 2009).

2.3.3  Pristupy ke zpracovani proteinovych vzorki

V dnes$ni dobé rozliSujeme dva hlavni proteomické piistupy zpracovani protein
pro hmotnostni analyzu. Prvni pfistup oznacCujeme jako top-down. Jednd se o soubor
technik vyuzivanych k analyze vzorku proteinil, které nejsou pred hmotnostni analyzou
Stépeny na peptidy. Analyza je obecné méné ucinnd, vede vsak k ziskani celkové sekvence
proteinu, véetn¢ mist, ktera nejsou analyzou s uzitim St€peni pokryta. Diky tomu se metoda
uplatituje ve vyzkumu mistné specifickych mutaci a post-translacnich modifikaci,
které mohou vyrazné ovliviiovat biologickou aktivitu proteinit (McLafferty et al, 2007;

Yates et al, 2009).

I pfesto, ze piesnost méfeni hmotnosti pomoci MS je vysoka, stile neni dostatecné
duvéryhodna pfi identifikaci proteinti de novo. Proteiny jsou proto béhem piipravy vzorku
enzymaticky €i chemicky rozstépeny za vzniku charakteristickych peptidd, které jsou
analyzovany v hmotnostnim spektrometru (Veenstra et Yates, 2006). Tento uzivané;si
pfistup nazyvame bottom-up (obr. 7). Mezi vyhody metody patii vysoka senzitivita a velké
mnozstvi dat ziskanych z jediné analyzy. Peptidové fetézce také byvaji solubilizovany 1épe
nez celé pavodni proteiny. Pfistup byva bézné vyuzivan ke kvantifikaci a identifikaci
proteinti obsazenych v komplexnich biologickych vzorcich (Yates et al, 2009).

Stépeni je realizovano uzitim jedné ze t¥i zakladnich technik. Rozlisujeme $tépenim
v gelu (in-gel digestion) uzivané pro proteiny délené v elektroforetickém gelu, §tépeni
v roztoku (in-solution digestion) napf. po chromatografickém déleni a $té€peni na filtrech

s regenerovanou celuldzou (filter-aided sample preparation — FASP).
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Obr. 7: Schéma technik bottom-up ptistupu a naslednych MS analyz (pfevzato, Dvotakova et al, 2014).

Ke zpftistupnéni proteolytickych mist je vhodné pfed samotnym $tépenim narusit
slozitou prostorovou strukturu proteinti. Vyuziva se redukce, béhem které redukéni ¢inidla
(dithiotreiotol — DTT, PB-merkaptoethanol) rozruSuji disulfidické vazby mezi AMK
proteinu. V dalS§im kroku jsou na vzorek aplikovana alkylacni ¢inidla (jodacetamid —
IAM). Ta se vazi na rozruSené disulfidické vazby a tim bréni jejich opétovnému vytvoreni.
Naslednym krokem je Sté€peni. Nejcastéji pouzivanou protedzou je trypsin specificky
Stépici proteiny za vzniku peptidd majicich na C- konci zbytek bazické aminokyseliny
argininu nebo lysinu (pokud za nimi nenasleduje prolin; Dvorakové et al, 2014; Lenco et

Stulik, 2004).

Pfed samotnou analyzou na MS je vzorek jesté¢ preciStén a odsolen. Za timto
ucelem jsou uzivany kolony naplnéné sorbentem, ktery nese uhlikaté hydrofilni fetézce
(C18), které interaguji s peptidy. Ty jsou v koloné¢ zachyceny, promyty a nasledné

eluovany.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1  Material a chemikalie

Uzitd bunééna kultura HCT 116 (human colon colorectal carcinome) byla poskytnuta
Laboratofi ristovych regulatori Univerzity Palackého v Olomouci a Ustavem

experimentalni botaniky Akademie véd CR, dodana ve formé peletu.

Pro pfipravu bunééného lyzatu byly pouzity chemikalie a material: NaCl (Sigma-Aldrich,
Némecko), CaCl; (Sigma-Aldrich, Némecko), glycerol (Sigma-Aldrich, Némecko), Igepal
CA 630 (Sigma-Aldrich, Némecko), PMSF (Sigma-Aldrich, Né&émecko), 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina (HEPES; Sigma-Aldrich,Némecko),
NazVO, (Sigma-Aldrich, Némecko), MgCl, (Fluka, Némecko), NaF (Fluka, Némecko),
Roche inhibitor cocktail cOmplete EDTA free (Roche diagnostics, Némecko), led, tekuty
dusik, deionizovand voda, ultracentrifugacni zkumavky (Beckman Coulter, USA),

stiikacky (B Braun, Némecko), jehly (B Braun, Némecko).

Stanoveni koncentrace lyzatu: 2-D Quant Kit (GE Healtcare, USA), Albumin Standard
(Thermo Scientific, USA), Coomasie Plus Protein Assay Reagent (Thermo Scientific,
USA), kyvety (Kartell, Italie)

Pii pfipravé afinitnich geld byly wuzity tyto chemikalie: deionizovand voda,
dimethylsulfoxid (DMSO; Sigma-Aldrich, Némecko), ethanol (EtOH; Sigma-Aldrich,
Némecko), glycerol (Sigma-Aldrich, Némecko), ethanolamin (Sigma-Aldrich, Némecko),
NHS-Activated Sepharose-4 FF NHS (GE Healthcare, Svédsko), triethylamin (Sigma-
Aldrich, Némecko), kolony s fritou (BioRad, USA), gelloader Spicky 20 pl (Eppendorf,
Némecko), ligandy: C2-(2’-aminoethylamino)-roscovitine, C8-(2’-aminoethylamino)-
roscovitine,  p-phenyl-[(2’-aminoethylamino)carbonyl]-roscovitine.  Ligandy  byly
pfipraveny v LRR UP & UEB AVCR (RNDr. Marek Zatloukal, Ph.D. a Ing. Libor
Havlicek, CSc.)

Pro afinitni chromatografii byly uZity tyto chemikalie: deionizovana voda, NaCl (Sigma-
Aldrich, Némecko), MgCl, (Fluka, Némecko), CaCl, (Sigma-Aldrich, Némecko), glycerol
(Sigma-Aldrich, Némecko), Igepal CA 630 (Sigma-Aldrich, Némecko), HEPES (Sigma-
Aldrich, Némecko), NaF (Fluka, Némecko), Roche inhibitor cocktail cOmplete EDTA free
(Roche diagnostics,Némecko), PMSF (Sigma-Aldrich, Némecko), NazVO, (Sigma-
Aldrich, Némecko), led, kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA; Sigma-Aldrich,

25



Némecko), kyselina mravenci (FA; Sigma-Aldrich, Némecko), bikarbonat triethylamonny

(TEAB; Fluka, Némecko), chromatografické kolony (BioRad, USA) a tekuty dusik.

Pro piipravu vzorkli pfed Stépenim a pro Stépeni bylo potieba téchto chemikalii:
deionizovana voda, DTT (Serva, Némecko), IAM (Sigma-Aldrich, Némecko), trypsin (MP
Biomedical, Francie), bikarbonat triethylamonny (TEAB; Fluka, Némecko), kyselina
trifluoroctova (TFA; Merck, USA), parafilm (Sigma-Aldrich, Némecko).

Pro odsoleni vzorkl pired hmotnostni analyzou byly pouzity tyto chemikélie: deionizovana
voda, mikrocentrifugaéni SPE kolony (MicroSpin Column, Harward Apparatus, USA),
isopropanol (iPrOH; Sigma-Aldrich, Némecko), FA (Sigma-Aldrich, Némecko), methanol
(MeOH; Biosolve, Némecko).

3.2  Pristrojové vybaveni

Analytické vahy XA 110/2X (Radwag, Polsko), tfepacka Vortex 4 basic, (IKA, Némecko),
rota¢ni michacka multi-rotor PRS-22 (Biosan, USA), centrifuga Mini Spin (Eppendorf,
Némecko), pH metr pH 50 (XS instruments, Italie), pipety (Eppendorf, Némecko),
centrifuga 5702 (Eppendorf, Némecko), ultrazvukova lazen Ultrasonic Cleaner (VWR,
USA), ultracentrifuga CS 150NX (Hitachi, Japonsko), spektrofotometr UV-1601
(Shimadzu, Japonsko), spektrofotometr Synergy H4 Hybrid Reader (BioTek, USA),
magneticka michacka MS-3000 (Biosan, USA), lyofilizator Alpha 1-2 (Christ, Némecko),
ThermoMixer comfort (Eppendorf, Némecko), centrifuga IEC CL31R Multispeed
(Thermo, USA), rotacni vakuova odparka Concentrator plus (Eppendorf, Némecko),
Systém nLC nanoEASY (Proxeon, Nizozemi, Bruker Daltonics, Némecko) s tandemovou
hmotnosti detekci Q-TOF vybavenou elektrospray ionizaci (UHR-Q-TOF maXis, Bruker
Daltonics, Némecko), ptedkolona 75 um x 3 cm (IntegraFrit, New Objective, CA, USA)
naplnéna reverzni fazi (Reprosil GOLD C4, Sum, Dr. Maisch GmbH, Némecko),
analytickd kapilarni kolona (50 um x 20 cm, SilicaTip, New Objective, CA, USA)
naplnéna reverzni fazi (Reprosil AQ C18, 3 um, Dr. Maisch GmbH, Némecko).

26



3.3  Experimentalni metody
3.3.1 Imobilizace ligandu na afinitni nosi¢

Experimenty byly uskute¢nény se tfemi typy ligandi (obr. 8). Byly pfipraveny roztoky
ligandl o koncentracich 20 pmol/ml rozpuSténim dané navazky ligandu v 800 ul 100%

DMSO. Nasledné bylo jejich pH upraveno na hodnotu 7-9 piidavkem triethylaminu.
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Obr. 8: Struktury derivatu roscovitinu, které byly imobilizovany na afinitni matrice.

Do 2 mililitrové mikrozkumavky byl pfedlozen 1 ml komeréné dodévaného roztoku
NHS-aktivovanych sepharosovych ¢astic. Byl odsan prebyteCny konzervaéni roztok.
Nasledné byly gely promyty 3x 900 pl deionizované vody, poté 1x 50% DMSO a 3x 100%
DMSO. Po ukonc¢eni promyvani bylo ke gelu pfidano 800 pl roztoku ligandu, se kterym
byl gel inkubovan za mirného michani pti pokojové teploté pies noc.

Druhy den byla odstranéna reakéni smés. Gel byl promyt 3x 900 ul 100% DMSO,
1x 50% DMSO a 3x H,0 stejnym zpisobem, jako je popsano vyse. Po odsati posledniho
promyvaciho roztoku bylo na nosi¢ napipetovano 800 pl 2 mol/l roztoku ethanolaminu,
se kterym byl inkubovan za mirného michani pti pokojové teploté pfes noc. Ethanolamin
se vazal na volna aktivni mista matrice, kde nedoslo k vazbé s ligandem.

Dalsi den byla reakéni smés prenesena do kolony s fritou a postupné promyvana
vzdy 2,7 ml nasledujicich roztokt: 3x H,0, 1x 50% DMSO, 2x 100% DMSO, 1x 50%
DMSO, 3x H,O a 2x 20% EtOH. Takto promyty gel byl pienesen do Cisté
mikrozkumavky. Ptipraveny gel byl skladovan pti 4°C.
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Obr. 9: Schéma imobilizace ligandu na afinitnim nosi¢i (aktivovana Castice sepharosy). Dochazi ke vzniku

vazby mezi aminoskupinou ligandu a reaktivni skupinou ¢astice.

3.3.2 Spektrofotometrické stanoveni ispeSnosti imobilizace ligandu

Pomoci optické spektrofotometrie bylo zjiStovano pokryti afinitniho gelu ligandem. Byly
ptipraveny standardy ligandu o znamych koncentracich rozpusténim ligandu v 1 ml 100%
DMSO.

Pfi samotném méteni bylo do kiemenné kyvety napipetovano 980 pl 50% glycerolu
a 20 pl standardu ligandu. V rozmezi vinovych délek 220 — 350 nm bylo stanoveno
absorp¢ni spektrum ligandu a uréena vlnova délka absorpéniho maxima (Amax). Pii ni byly
zmeteny absorbance dalSich roztoki ligandt o znamych koncentracich.

Daéle byly zméteny absorbance vzorkt afinitnich gelt. Tyto vzorky byly pfipraveny
napipetovanim 980 pl 50% glycerolu a 20 pl roztoku gelu do kiemenné kyvety a poté

méfeny pfi Amax daného ligandu. Méteni bylo opakovano 4x.
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Z Lambert-Beerova zakona byly dosazenim dat ziskanych méfenim standardi
vypocteny hodnoty extinkénich koeficienti €. Byl vytvofen jejich primér a doslo

k vypoéteni koncentrace ligandu vazaného k dané afinitni matrici.

3.3.3  Extrakce proteini z buné¢né linie

Buniky linie HCT 116 ve formé peletu byly rozsuspendovany v lyza¢nim pufru (LB,
tabulka 2; 1 ml LB na 50*10° bun&k) a ponechany na ledu. Poté 20x nasaty do injekéni
sttikacky tenkou jehlou, aby doslo k poruseni bunéénych membran. Smés byla inkubovéana
30 minut na ledu v chladové mistnosti. Lyzat byl pienesen do Cisté mikrozkumavky
a 10 minut centrifugovan pii 4°C na20 000 x g. Néasledné¢ byl supernatant prenesen
do ultracentrifugac¢ni zkumavky. Ultracentrifugace probihala 60 minut pti 4°C na 100 000
x g. Nez doslo k zamrazeni lyzatu, byla v ném stanovena koncentrace proteinll. Za timto
ucelem byl pouzit 2D-Quant kit dle navodu vyrobce. Lyzat byl rozdélen po 500 pl
do mikrozkumavek, zamrazen v tekutém dusiku a nasledné skladovan pti -80°C.

Tabulka 2: Slozeni lyza¢niho pufru, pH upravovano 6M NaOH na hodnotu 7,5. Slozky uvedené pod dvojitou

¢arou byly pfidavany vzdy té€sné pred uzitim pufru.

slozka koncentrace
IGEPAL 0,2%
HEPES pH 7.5 25 mM
Glycerol 5%
CaCl, 1,5 mM
MgCl, 1,5 mM
NaCl 100 mM
NaF 25 mM
NazVO, 1mM
PMSF 1mM
ROCHE 200 ul na 10 ml

3.3.4 Purifikace proteini za pouZiti afinitni chromatografie

Purifikace byla uskute¢néna se Ctyimi typy afinitnich gell, které nesly jeden ze tii ligandi
roscovitinu nebo ligand zadny (blankovy gel). V ramci optimalizace metody byly
uskuteCnény afinitni purifikace s uzitim riznych mnozstvi proteini (1000 pg, 500 pg,
300 pg nebo 100 pg) v riznych objemech inkubaéni smési (300 pl nebo 200 ul).
Kazda z variant byla provedena ve ¢tyfech opakovanich. Na zakladé dosazenych vysledka

byla pro dalsi experimenty zvolena varianta s 300 pg proteini/200 pl.
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Tficet pl afinitni matrice bylo pieneseno do mikrozkumavky. Ta byla
centrifugovdna 2 minuty pii 800 rpm a nasledné ponechidna 6 minut stit. Po usazeni
matrice byl pfebytecny konzervacni roztok odebran a nahrazen 1 ml promyvaciho pufru
(WB1; 25 mmol/l HEPES a 100 mM NacCl, pH 7,5). Tento krok promyvani se opakoval 2x
s WBI, nasledn¢ 1x LB. Po jeho odsati bylo k afinitnimu nosici pfidano 300 ug proteini
z lyzatu doplnénych LB do objemu 200 pl. Inkubace probihala 120 minut pii 4 °C
za mirného michani.

Po ukonceni purifikace byla veskera smés pienesena do kolony s fritou, ktera byla
pfedem aktivovana 2x 1 ml WBI1. Nasledné byl gel promyt 3x LB, 3x WBI1
a 3x promyvacim pufrem WB2 (slozenim stejny jako WBI1, ale obohacen o 0,5 pumol/l
EDTA). Po promyti byla kolona umisténa do mikrozkumavky a kratce centrifugovana
(L min, 100 x g). Purifikované proteiny byly z afinitniho nosi¢e eluovany 250 ul
100 mmol/l FA do tlustosténné vialky s ptedlozenymi 62,5 ul 1M TEABu. Eluat byl

zamrazen v tekutém dusiku a skladovan pfi -80°C.

3.35 Stépeni v roztoku

K rozvolnéni struktury proteini byl pouzit redukéni roztok 500 mmol/l DTT,
ze kterého bylo ke vzorku odpipetovano 6 ul. Vzorek byl nasledné inkubovan 60 minut
pti 56°C. Poté byly proteiny alkylovany pfidanim 17,5 pl 1 mol/l IAM. Vzorek byl
inkubovan ve tmé 30 minut pii 25°C. Alkylace byla ukonéena ptidanim 15 ul 1 mol/l
roztoku TEABu. Bylo zkontrolovano pH roztoku, které muselo byt vyssi nebo rovno osmi.
Ke vzorku bylo pfidano 0,4 pl roztoku trypsinu o koncentraci 5,2 pg/pl. Nésledovala
inkubace pii 37°C do druhého dne. Stépeni bylo zastaveno ptidanim 15 pl 30% TFA tak,

aby pH vzorku bylo niZ8i nebo rovno péti.

3.3.6 Cisténi peptidit na C-18 MicroSpin koloné&

Centrifugac¢ni MicroSpin kolona byla vloZena do mikrozkumavky a aktivovana 2x 100 pl
¢isteho iPrOH a poté 2x 100 ul 5% FA. Kolona byla pienesena do Cisté mikrozkumavky
abyl nani po 100 pl aplikovan vzorek nastépenych peptidi. Peptidy byly promyty
2x 100 ul 5% FA, prutok zamrazen. Kolona byla pienesena do ¢isté mikrozkumavky
a peptidy elulovany 2x 100 pl roztoku 2,5% FA a 50% MeOH. Po uvolnéni peptida
Z kolony byl roztok ptenesen do vialek a odpafen na vakuové odparce. Odparené vzorky

byly skladovany pfti -80°C.
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3.3.7 Hmotnostni spektrometrie

Vzorky byly analyzovadny pomoci systému kapilarni chromatografie online spojeného
s tandemovym hmotnostnim analyzatorem Q-TOF vybavenym nano-ESI ionizaci.
Ptipravené odpatené vzorky ve sklenénych vialkdch byly rozpustény v 16 pl roztoku 5%
FA modifikované 5% MeOH, sonikovany po dobu 5 min a pfeneseny do autosampleru

chromatografického systému.

K analyze bylo odebrano 5 pl vzorku a obsazené peptidy byly pfti prutoku 4 pl/min
zachyceny na predkoloné 75 um x 3 c¢m naplnéné reverzni fazi (Reprosil GOLD C4, S5um)
pomoci vzorkovaci pumpy a nasledné izokraticky promyty 21 ul 2% FA. Déleni
zachycenych peptidl bylo provedeno dvouslozkovou gradientovou eluci v pribéhu 47 min
na analytické kapilarni koloné (50 pm x 20 cm, SilicaTip) naplnéné reverzni fazi (Reprosil
AQ C18, 3 um) pfti pratoku 180 nl/min. Elu¢ni gradient byl tvofen michdnim mobilni faze
A (0,1% FA) a mobilni faze B (90% acetonitril modifikovany 0,1% FA) se smérnici
michéni slozek gradientu odpovidajici nariistu mobilni faize B v mobilni fazi A s rychlosti

0,625% slozky B/min v prab&hu 40 min (cely gradient je uveden v tabulce 3).

Tabulka 3: Nastaveni chromatografického d€leni peptidd obsazenych ve vzorcich pomoci 67 min. gradientu
pfi pritoku 180 nl/min. SloZeni mobilnich fazi bylo nasledujici: pufr A: 0,1% FA ve vodé¢, pufr B: 90%

acetonitril modifikovany 0,1% FA.

Cas (min) A (%) B (%)
0 90 10
10 90 10
50 65 35
55 10 90
57 10 90
60 90 10
72 90 10

Rozdé€lené peptidy eluované z analytické kolony byly ionizovany pomoci
elektrospray ionizace a charakterizovany metodou tandemové hmotnostni analyzy
V usporadani ,,data-dependent analysis (DDA)* s kolizné indukovanou fragmentaci peptidii
v kolizni cele plnénou dusikem. Nastaveni hmotnostniho analyzatoru bylo nésledujici:

Zdroj (Source; capillary voltage 1650 V; Dry gas: 6 L/min; Dry temperature: 150 °C);
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Tune Page nastaveni (Ion funnel RF 400 Vpp; Multipole RF 400 Vpp; Quadrupole ion
energy 3,2 eV; collision energy 6 eV; Collision RF 1200 Vpp; transfer time 70 ps; pre-puls
storage 12 ps); MS/MS nastaveni (Auto MSMS on; Precursor lons: 2s cycle time;
threshold pro pfepinani z MS na MSMS mod 500 cts; active exclusion po 2 spektrech po
dobu nasledujicich 30 s; excluded mass rozsah prekurzora 100-350 Da). MS data byla
sbirana v hmotnostnim rozsahu 100-1600 m/z s dobou sbéru (acquisition time) 500 ms pro

MS a 100-300 ms pro MS/MS v zavislosti na intenzité prekurzoru.

3.3.8 Bioinformatickd analyza MS dat =z afinitné-chromatografické izolace

a identifikace proteint

Ze ziskanych hmotnostné-spektrometrickych dat byla pomoci programu DataAnalysis
4.3x64 (Bruker Daltonics, Némecko) extrahovana data zahrnujici hodnoty peptidovych
prekurzori a fragmentaéni spektra téchto prekurzorii. Tato data byla ulozena do mgf
(mascot generic file, Matrix Science, Anglie) soubort a nahrana do programu SearchGUI
v.3.2.20 (Vaudel et al., 2011). Pomoci tohoto programu byla provedena identifikace
peptidi a nasledné proteinii pomoci tfi nezavislych identifikacnich algoritmi X! Tandem
(Craig et Beavis, 2004), MS Amanda (Dorfer et al., 2014), MS-GF+ (Kim et Pevzner,
2014) proti databazi (143544 sekvenci, 2018-03-28) obsahujici referen¢ni lidsky proteom
stazeny z depozitu UNIPROT (www.uniprot.org) a jeho reverzni sekvence pro stanoveni
spolehlivosti identifikace proteini (False Discovery Rate, FDR). Parametry identifikace
byly nastaveny takto: pouzity enzym trypsin, pocet miss-cleavage 2, chyby méfeni MS
25ppm, MSMS 0,03 Da; modifikace: fixni - karbamidomethylace cysteinu, variabilni —

oxidace methioninu, acetylace N-konce proteinii, deaminace asparaginu a glutaminu.

Data identifikovanych peptidll a proteind z jednotlivych identifikacnich algoritmi byla
souhrnné zpracovana a filtrovana pomoci programu PeptideShaker v 1.16.15 (Vaudel
etal., 2015). Z programu PeptideShaker byly exportovany textové soubory obsahujici
souhrnné identifikace proteinti pro jednotlivé afinitni izolace dle pouZitého nosice.
Tyto textové soubory byly zpracovany pomoci programového modulu APOSTL (Kuenzi
etal., 2016), ktery slouzi k reprodukovatelné analyze proteomickych dat z afinitné-
chromatografickych experimentt. Vysledkem je statisticky spolehlivé identifikace proteinti

interagujicich s ligandy vazanymi na pevném nosici.

K srovnani poctii proteind s uzitim jednotlivych ligandi byly pouzivany Vennyho

diagramy (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/).
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K nasledné¢ blizS§i charakterizaci identifikovanych proteintt dle jejich zapojeni
Vv biologickych pochodech byla vyuzita Gene ontology analyza pomoci aplikace Kegg
mapper (http://www.genome.jp/kegg/tool/map_pathway2.html). K charakterizaci
identifikovanych proteinit dle molekularnich funkci byla pouzita Gene ontology analyza

s vyuzitim PANTHER Overrepresentation testu typu FISHER (geneontology.org).
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4 Vysledky a diskuze

4.1  Spektrofotometrické stanoveni uspésnosti imobilizace ligandu

Vypoétem z Lambert-Beerova zakona: A = c * € * d, kde A je absorbance vzorku, ¢ jeho

koncentrace, d optickd draha byl urCen extinkéni koeficient € pro standardy ligandu

prumeérna absorbance

nasledovné: € = . Ze ziskanych hodnot & byl vytvofen prumér a ten

koncentrace

pouzit k vypoctu koncentrace ligandu na afinitni matrici. Koncentrace vyjadiena v % byla
urcena vypoctem z maximalniho mozného mnozstvi ligandu, které mtize byt podle vyrobce

imobilizovano na ¢astice (20 umol/ml). Vysledky jsou zaznamenany v tabulce 4.

Tabulka 4: Vysledky spektrofotometrického stanoveni tspé$nosti imobilizace ligandu.

ligand  Apax [nm] £ ¢ [umol/ml] c [%]
p-Ph-R 294 0,22 2,83 14,13
C2-R 296 0,24 2,56 12,78
C8-R 303 0,22 2,85 14,25

Nejvyssi koncentrace ligandu 2,85 pmol/ml bylo dosazeno uzitim C8-R.
Pti imobilizaci p-Ph-R pak 2,83 umol/ml a C2-R 2,56 pmol/ml. Pokryti matrice by mélo
byt v rozmezi 1-15 pmol/ml v zavislosti na velikosti imobilizované molekuly a velikosti
proteinu, ktery ma byt zachycen. Obecné je doporucend koncentrace 3 pmol/ml (Guiffant

et al., 2007). Piipravené afinitni gely byly o optimélni koncentraci ligandu.

4.2  Extrakce proteini z bunék linie HCT 116

Koncentrace proteini v bunéfném lyzatu byla stanovena pomoci 2D-quant Kitu.
Byla ptipravena kalibra¢ni fada roztokd hovéziho sérového albuminu (BSA) o znamych
koncentracich, nasledné¢ zméfena jejich absorbance pii 480 nm. Pfi této vinové délce byla
zmétena také absorbance vzorku lyzatu. Byl sestrojen graf zavislosti absorbance
na koncentraci proteini ve standardu (graf 1) a z rovnice regrese vypocitana koncentrace

proteint v lyzatu.

34



0.9
08 €
\\ y = -0.0049x + 0.7945
o] R2=0.9789
207
©
£
o 2 J
3 06
(4]
0.5
0-4 T T T T T
0 10 20 30 40 50
koncentrace BSA [mg/ml]

Graf 1: Zavislost absorbance na koncentraci BSA ve standardu, méfeno pfi vinové délce 480 nm.

Z rovnice y=-0.0049x + 0.7945 byla urCena koncentrace proteinii v lyzatu dosazenim

hodnoty absorbance za y. Tedy x =%= 5mg/ml. V celém objemu lyzatu

(2,15 ml) bylo 10,75 mg proteint.

Jednou z vyraznych limitaci afinitnich purifikaci je jejich naro¢nost na mnozstvi
biologického materialu. Mnozstvi proteinti potiebné k purifikaci zavisi na druhu vychoziho
materialu, na povaze proteini a izolacnim protokolu (Rix et al, 2009). Nizky pocet bunék
v piipad¢ pacientskych vzorki napt. biopsii nadorti zplsobil snahu o minimalizaci
experimentu.

Ve starSich pracich byla k afinitnim purifikacim pouzivdna mnozstvi proteint
v fadu miligramt. Napiiklad v publikaci S. Bacha et al. z roku 2005 byly pouzity 3 mg
proteind, o 4 roky pozdéji S. E. Ongem et al. 2 mg. Bilkoviny pochézely z bun¢k linie
HelLaS3, pticemz jejich koncentrace v lyzatu byla mezi 1,7-2,2 mg/ml. Ve stejném roce
K. L. Bennett pouzil 0,5 mg proteinti linie K562 odpovidajici mnozstvi bunék 2*10° (Rix
et al, 2009). V této praci byl z 50%10° bungk linie HCT 116 pfipraven lyzat o vysoké
koncentraci proteint 5 mg/ml.

Minimalizaci afinitnich purifikaci vyrazné ptispéla prace publikovana Chamradem
et al. roku 2013 zabyvajici se interakcemi proteind z bunék chronické myeloidni leukemie
linie K562 slécivem Bosutinib, ve které bylo k experimentim pouZzito mnohem mensi

mnozstvi proteintl V malém objemu inkubacni smési (100 pg proteini/100 pl).

Ve snaze optimalizovat uspofadani naSich experimentli byly v této praci nejdiive

provedeny série afinitnich purifikaci s riznym mnozstvim proteinti v riznych objemech
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inkubac¢ni smési. Jako referen¢ni ligand slouzil p-Ph-R, nebot’ jeho interakce s proteiny jiz
byly diive studovany.

Nejvyssi mnozstvi proteini a také nejvice popsanych terapeutickych cili
roscovitinu bylo identifikovano piipoméru 300 pg proteini/200 pl a 500 pg

proteinii/200 ul (tabulka 5). Pro nasledujici experimenty byla zvolena varianta s nizsi

spotfebou bunééného lyzatu tedy 300 pg proteini/200 pl.

Tabulka 5: Vysledky afinitnich experimentii v ramci optimalizace metody S uzitim p-Ph-R.

mnoZstvi objem . . . pocet terapeutickych
. pocet proteind e
protein( (1) (ul) cild
1000 300 171 0
500 200 560 10
300 200 588 10
100 200 299 3

4.3  Afinitni purifikace proteini
4.3.1 MS data z afinitné-chromatografické izolace

Pouzitim afinitni purifikace v kombinaci s hmotnostni spektrometrii bylo identifikovano
celkem 1034 proteint interagujicich s p-Ph-R, 1105 proteind, které se vazaly na ligand C2-
R a 1074 interagujicich s C8-R. Z téchto soubori proteint se jich 681 vazalo bez rozdilu
na vSechny tfi ligandy. Pouze 109 proteint bylo zachyceno vyhradné na p-Ph-R ligandu,
212 pak interagovalo specificky s C2-R a 207 s C8-R (graf 2). Z téchto vysledki je patrny
diive potvrzeny fakt, Ze jednou z nevyhod afinitnich purifikaci je velky pocet
identifikovanych proteinti vazajicich se k ligandu s nizsi specifitou (Rix et Superti-Furga,
2009).
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Graf 2: Vennyho diagram znazoriujici ptekryv identifikovanych proteind, které byly purifikovany s uzitim
ruznych ligandi roscovitinu (p-Ph-R, C2-R nebo C8-R). Poéty proteind jsou vyjadieny také v procentech

Z celkového mnozstvi vech identifikaci.

4.3.2 Vyhodnoceni MS dat

Data ziskana uzitim afinitni purifikace spojené s hmotnostni spektrometrii (AP-MS) byla
dale analyzovdna pomoci programového modulu APOSTL, ktery purifikovanym
proteinim pfifadil hodnoty Saint score, log2(fold change), Crapome score a dalsi
a to na zakladé srovnani dat z afinitnich purifikaci na gelech s ligandy roscovitinu s daty
z afinitnich purifikaci za pouziti blankového gelu. Tyto hodnoty vyjadiuji miru
pravdépodobnosti specifické interakce mezi proteinem a ligandem. Saint score je hodnota
vychézejici ze srovnani Cetnosti detekce proteind zachycenych v experimentech s uzitim
ligandu a v experimentech kontrolnich. Hodnota log2(fold change) vyjadfuje miru
obohaceni dané¢ho proteinu oproti kontrole (Choi et al., 2011). Distribuce kompletniho
souboru proteind purifikovanych béhem naSich experimentl v zdvislosti Saint score

na log2(fold change) je zndzornéna v grafu 3.
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Graf 3: Veskeré proteiny purifikované s pouzitim jednotlivych liganda roscovitinu (p-Ph-R, C2-R nebo C8-

R) zobrazené v zavislosti jejich Saint score na log2(fold change).

Existuje CRAPome databaze, do které jsou védci nahravany datasety proteint
purifikovanych pifi jimi provedenych afinitnich purifikacich (Mellacheruvu, 2013;
https://www.crapome.org). Diky tomu jsou znamy proteiny, které se vyskytuji ve velkém
mnozstvi afinitnich experimentd bez ohledu na uzity ligand. Tyto nespecificky interagujici
proteiny se pak v datovych souborech projevuji nizkym Crapome score. Typicky se jedna
napiiklad o tubuliny, které maji ATP vazebné misto, a proto byvaji Casto detekovany
pfi pouziti afinitnich ligandli s podobnymi vlastnostmi, jako roscovitine. Jejich Crapome
score byva nizsi nez 10.

Ve snaze omezit soubory nami purifikovanych proteinli na ty, u kterych se da
piedpokladat specificka interakce s ligandem, byly z celkovych soubori odstranény
proteiny se Saint score < 0,5 a s Crapome score < 80 (pokud byla tato hodnota v databazi),
obdobn¢ jako v publikaci B. M. Kuenziho et al. z roku 2016.

Ze srovnani upravenych datovych soubort pro jednotlivé ligandy je patrné, Ze timto
zpusobem byly skuteéné vylouCeny zejména proteiny interagujici bez rozdilt se vSemi
ligandy. Soucasné doslo k vyraznému proporé¢nimu navyseni poctu proteint, které byly

pti experimentech zachyceny vyhradné jednim ligandem (graf 4).
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Graf 4: Vennyho diagram znazorfiujici ptekryv identifikovanych proteint, které byly purifikovany s uZzitim
riznych ligandd roscovitinu (p-Ph-R, C2-R nebo C8-R) a které spliiuji nasledujici kritéria: Saint score > 0,5;
Crapome PCT > 80 (pokud byla tato hodnota v databazi). Poéty proteint jsou vyjadieny také v procentech
z celkového mnozstvi vSech identifikaci.

Znaény rozdil v poctu proteinii je patrny pii srovnani jejich hodnot pied aplikaci
statistické analyzy a po ni (tabulka 6). Z 1034 proteinti zachycenych pfi uziti p-Ph-R bylo
na zaklad¢ Saint score (> 5) vybrano 161 proteint (16 %). Podobnou situaci pozorujeme
u ligandu C8-R, kdy z 1074 proteinti bylo vybrano 146 (14 %). Vyssi pocet proteint splnil
danou podminku u ligandu C2-R, 266 proteintl z ptivodnich 1105 (24 %).

Tabulka 6: Pocty proteint pied a po aplikaci statistické analyzy dat.

celkovy pocet  pocet proteinl zachycenych

ligand proteind jen na daném ligandu
p-Ph-R 1034 109

C2-R 1105 212

C8-R 1074 207

Saint score 2 0.5, Crapome score > 80

p-Ph-R 161 52

C2-R 266 138

C8-R 146 90
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K charakterizaci identifikovanych cild dle jejich zapojeni v biologickych
pochodech byla vyuzita Gene ontology analyza pomoci aplikace Kegg mapper (Kyoto

encyclopedia of genes and genomes; grafy 5-8).

Nejdiive byl analyzovan kompletni soubor proteint, které byly identifikovany
s uzitim vSech tfi roscovitinovych ligandi. Z grafu 5 je patrné, Ze vétSina proteinti spada
do obecnych kategorii, jako jsou metabolické procesy, transport RNA, procesy
v endoplasmatickém retikulu ¢i endocytéza. Biologicky materidl, ktery jsme pouzili
K experimentim, pochazel znadorovych bunék HCT 116. Neni tedy piekvapivé,
7e pozorujeme rovnéz metabolické drahy souvisejici s karcinomy. Na Sesté pozici vidime
proteiny zapojené do metabolickych drah nadord, na 8. pozici dale proteiny infekce virem
Epstein-Barrové, na 10. proteiny virové karcinogeneze a nasledné nadorové proteoglykany.
Zajimavy je rovné€z vyskyt proteini Alzheimerovy choroby a proteini ucastnicich

se bunécéného cyklu.
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Graf 5: Rozdéleni kompletni skupiny proteind identifikovanych pfi afinitnich purifikacich na ligandech p-Ph-
R, C2-R a C8-R podle biologickych pochodi na zakladé Kegg pathway analyzy. Délka sloupce znazornuje
pocet proteint spadajicich do odpovidajici kategorie. Zobrazované skupiny ¢itaji 167-20 proteinti (celkem 52
skupin).
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Afinitni purifikace proteini spojenych srozvojem nadorovych onemocnéni
za pouziti analogi ligandu p-Ph-R byla jiz diive popsana (lurisci et al, 2006). Z grafu
6 znazoriujicim proteiny nami izolované na p-Ph-R (Saint score > 0,5, Crapome score >
80) je oproti celkovému souboru vSech bilkovin skute¢né patrné zna¢né obohaceni
proteinti  souvisejicich s nadorovymi onemocnénimi. Proteiny spojené s nadory
Jsou jiz na tieti pozici. Dale pozorujeme bilkoviny PI3K/Akt/mTOR signalni drahy. Jedna
se 0 jednu z hlavnich signalnich drah podilejici se na karcinogenezi. Protein kinaza mTOR
(mammalian target of rapamycin) z rodiny fosfatidylinositol-3-kinaz (PI3K) hraje
vyznamnou roli pii bunécné proliferaci, angiogenezi a bunéném ristu prostfednictvim
ovlivitovani proteosyntézy (Hay et Sonenberg, 2004). Blokaci syntézy ristovych faktort
(napt. cyklinu D) inhibitory proteinu mTOR zabranuji bunice v pfechodu z G1 do S faze
buné&¢ného cyklu (Noh et al., 2004). Pozorujeme rovnéZz proteiny virové karcinogeneze
a nadorové proteoglykany. Zajimavy je také vyskyt proteinii centralniho metabolismu
uhliku v nadorovych bunkach, proteini herpevirové infekce spojené s Kaposiho
sarkomem a proteini spojenych s Alzheimerovou chorobou. Vyznamna je rovnéz
pfitomnost proteinii signalni drahy ErbB. Jedna se o velkou rodinu tyrosin kinaz,
které funguji jako receptorové proteiny a spousti v bunikdch fadu signalnich drah, véetné
jiz zminéné drahy PI3K/Akt/mTOR. Podileji se na fizeni bunécné proliferace, diferenciace,
migrace a prezivani (Tvorogov et Carpenter, 2004). V neposledni fadé pozorujeme
ptitomnost signalni drahy p53. Tento protein je vyznamny antionkogen, pfirozeny
inhibitor CDK. Zabraniuje bunéénému déleni zastavou BC, potlacuje bunécny rist a podili

se na spousténi apoptozy.
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Graf 6: Rozdéleni proteinii identifikovanych pfi afinitni purifikaci s ligandem p-Ph-R podle biologickych
pochodi na zakladé Kegg pathway analyzy. Délka sloupce zndzoriiuje pocet proteinii spadajicich
do odpovidajici kategorie. Zobrazované skupiny ¢itaji 52-5 proteinti (celkem 47 skupin).
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Proteiny zachycené na C2-R (graf 7) nejsou spojeny s nadory v takové miie jako
proteiny interagujici s p-Ph-R. Nejvétsi mnozstvi tvofi proteiny obecné souvisejici
s metabolismem. Vyznamna je pfitomnost proteinti Alzheimerovy choroby na osmé pozici
anasledn¢ proteinii centralniho metabolismu uhliku v nadorovych bumnkach na pozici
devaté. Dale se i zde vyskytuji proteiny signalni drahy PI3BK/AMPK/mTOR arovnéz
proteiny spojené¢ S metabolismem karcinom@. Signalni kaskada AMPK reguluje
energeticky metabolismus na Grovni bunééné i systémové. Je Gizce propojena se signalnimi
drahami mTOR a PI3K a spolupodili se na vzniku nadort, ale také na vzniku inzulinové

tolerance, demence a kardiovaskularnich onemocnéni (Ghillebert et al., 2011).
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Graf 7: Rozdéleni proteint identifikovanych pfi afinitni purifikaci s ligandem C2-R podle biologickych
pochodi na zakladé Kegg pathway analyzy. Délka sloupce zndzoriiuje pocet proteini spadajicich

do odpovidajici kategorie. Zobrazovana oblast &ita 29-5 proteint ve skuping (celkem 32 skupin).
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Gene ontology analyza proteini zachycenym béhem experiment s C8-R ligandem
je zobrazena na grafu 8. Na prvni pohled je patrné, Ze pocet obohacenych Kkategorii
se vyrazn¢ snizil v porovnani s grafy pfedchozimi. Nejvice proteind stejné jako u ostatnich
ligandii se ucastni metabolickych drah. Nepozorujeme zde vyskyt charakteristickych

skupin proteini spojenych s naidorovym onemocnénim ani s Alzheimerovou chorobou.
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Graf 8: Rozdé€leni proteint identifikovanych pfi afinitni purifikaci s ligandem C8-R podle biologickych
pochodii na zakladé Kegg pathway analyzy. Délka sloupce znazoriiuje pocet proteind spadajicich

do odpovidajici kategorie. Zobrazovana oblast ¢ita 21-5 proteini ve skupiné (celkem 8 skupin).

Roscovitine je vétSinou popisovan, jako selektivni inhibitor CDK, jsou vSak znamy
také jeho interakce s dalSimi proteiny S kindzovou aktivitou. VSechny ligandy uzité
v experimentech byly derivaty roscovitinu, proto byly Vv datovych souborech vyhledany
veskeré kinazy (tabulka 7). Nasledné byly kinazy interagujici s ligandy porovnany

S popsanymi terapeutickymi cili roscovitinu.
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Tabulka 7: Kindzy ¢i proteiny s kindzami interagujici zachycené v experimentech s uzitim p-Ph-R, C2-R

a C8-R. Tu¢né jsou vyznaceny terapeutické a potencialni terapeutické cile roscovitinu.

ligand zkrat.ka nazev proteinu typ proteinu
proteinu
PEKP ATP-dependent 6-phosphofructokinase, platelet sugar kinase
type
ADPGK ADP-dependent glucokinase sugar kinase
PFKL ATP-dependent 6-phosphofructokinase, liver type sugar kinase
SKP1 S-phase kinase-associated protein 1 protein kinase
CDK1 Cyclin-dependent kinase 1 protein kinase
CDK2 Cyclin-dependent kinase 2 protein kinase
CDK9 Cyclin-dependent kinase 9 protein kinase
MAPK1 Mitogen-activated protein kinase 1 protein kinase
MAPK3 Mitogen-activated protein kinase 3 protein kinase
p-Ph-R | CSNK1E Casein kinase | isoform epsilon protein kinase
CDK5 Cyclin-dependent kinase 5 protein kinase
PDXK Pyridoxal kinase non-protein kinase
PDXK Pyridoxal kinase isoform CRA b non-protein kinase
EPHA2 Epithelial cell kinase protein kinase
PTK2 Focal adhesion kinase 1 protein kinase
CAMK1D Calcium/calmodulin-dependent protein kinase protein kinase
type 1D
CAMK2D Calcium/calmodulin-dependent protein kinase protein kinase
CAMK2G Calcium/calmodulin-dependent protein kinase protein kinase
typelli
PFKP ATP-dependent 6-phosphofructokinase sugar kinase
ADPGK ADP-dependent glucokinase sugar kinase
PEKM ATP-dependent 6-phosphofructokinase, sugar kinase
muscle type
PFKL ATP-dependent 6-phosphofructokinase, liver type sugar kinase
MAPK1 Mitogen-activated protein kinase 1 protein kinase
PTK2 Focal adhesion kinase 1 protein kinase
TBRG4 FAST kinase domain-containing protein 4 protein kianse
CKB Creatine kinase B-type non-protein kinase
PANK4 Pantothenate kinase 4 non-protein kinase
C2-R MNAT1 CDK-activating kinase assembly factor MAT1 pri:’ilrr;:tliganse
AUNIP Aurora kinase A and ninein-interacting protein pr.otem k|.nase
interaction
LAMTOR3 Ragulator complex protein pr.otem klpase
interaction
RACK1 Receptor of-activated protein C kinase 1 pr'otem klpase
interaction
PACSIN2 Protein kina§e C and casein k.inase substrate protein kinase
C8-R in neurons protein 2
PAPSS1 Sulfurylase kinase 1 non-protein kinase
CKB Creatine kinase B-type non-protein kinase
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Zatimco na matrici s p-Ph-R bylo zachyceno celkem 18 kindz ¢i bilkovin
s kindzami interagujicich, na matrici Simobilizovanym C2-R bylo zachyceno nizsi
mnozstvi proteint (13) a na matrici s tfetim testovanym ligandem C8-R bilkoviny jen 3.

Zajimavé je srovnani proteinu dle jejich typu. S p-Ph-R v souladu s ptedchozimi
studiemi interagovaly zejména protein kinazy, pficemz se jedna pfevazné o popsané
terapeutické cile roscovitinu.

Komplexngjsi predstavu o charakteru interakce ligandl s proteiny si mulzeme
vytvofit diky uziti bublinovych grafii, jelikoz ty zobrazuji proteiny V zéavislosti na tiech
parametrech (Saint score, log2(fold change) a NSAF score; Zybailov et al., 2007). NSAF
score je normalizovany faktor spektralni abundance, ktery ma podobny vyznam jako Saint
score. Vyjadiuje empirickou zménu slozeni dat a byva uzivano k doplnéni analyzy (Kuenzi
et al, 2016). Graf 9 zobrazuje proteiny zachycené pii experimentech s p-Ph-R a zaroven
vyznacené terapeutické a potencidlni terapeutické cile. Nejvyssi mnozstvi terapeutickych
cilti bylo purifikovano s uzitim pravé tohoto ligandu, pficemz pozorujeme vysokou miru

obohaceni oproti kontrole (log2(fold change)).
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Graf 9: Proteiny purifikované s uzitim p-Ph-R zobrazené v zavislosti Saint score (> 0,5) na log2(fold

change). Plocha bubliny vyjadiuje NSAF score.
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Jak jiz bylo zminéno, uzitim p-Ph-R se nam dopatilo purifikovat velké mnozstvi
popsanych terapeutickych cild roscovitinu. Predné¢ proteiny ze skupiny cyklin-
dependentnich kindz, CDK1, CDK2, CDK9 (lurisci et al., 2009) a CDKS5 (Fabian et al.,
2005). Dale kinazy MAPK1 a MAPKZ2, které hraji vyraznou roli v procesech diferenciace
a bunééné proliferace (lurisci et al., 2006). V neposledni fad¢ byla purifikovana pyridoxal
kinaza PDXK, ktera se podili na metabolismu vitaminu B6 a jejiz interakce s roscovitinem
byla popsana v praci Bach et al. z roku 2006. Béhem purifikacnich experimenti byla
zachycena také kasein kinaza 1 isoforma ¢ CSNKI1E identifikovana jako terapeuticky cil
roscovitinu roku 2006 v publikaci Iurisci et al., ktera v§ak m¢la nizké Saint score (0,49)
a tudiz ve vysledném grafu 9 zvyraznéna neni.

Krom¢ téchto cilti jsme identifikovali také proteiny, které byly potvrzeny jako cile
jinych, roscovitinu podobnych, 1é¢iv. Konkrétné protein EPHA2 (protein-thyrosinovy
receptor epitelidlnich bunck), ktery je cilem 1é¢iva Dasatinib. Kindzu PTK2 (Sunitinib,
Staurosporine) a kindzy CAMKID, CAMK2D, CAMK2G (Midostaurin, Staurosporine;
Karaman et al., 2008).

Soubor kinaz interagujicich s C2-R je rozmanitéj$iho charakteru. Sledujeme
vyrazny ubytek protein kindz a narGst mnozstvi proteinli, které s kinazami interaguji
(MNAT1, AUNIP, LAMTOR3, RACK1). Rovnéz je v této skupiné vyssi pocet kinaz,
které fosforyluji cukry. Podatilo se nam purifikovat pouze jeden terapeuticky cil MAPK1

a jeden terapeuticky cil potencialni PTK2, které jsou vyznaceny v grafu 10.
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Graf 10: Proteiny purifikované s uzitim C2-R v zavislosti Saint score (>0,5) na log2(fold change). Plocha
bubliny vyjadiuje NSAF score.

Zajimavé je porovnani proteint MAPK1 a PTK2 mezi grafy 9 a 10. V grafu 9
znazornujicim pravdépodobnost specifické interakce proteinu s ligandem vykazuje
MAPKT1 silnou vazbu s p-Ph-R (vysoké Saint score, hodnota log2 i NSAF score). V grafu
10 pozorujeme zcela jiné umisténi tohoto proteinu, coZz je dano niZ§imi hodnotami
statistickych parametrti. Protein PTK2 je v obou grafech znazornén na obdobné pozici.

Piestoze vétSina proteint interagujicich s C2-R  nejsou terapeutickymi cili
roscovitinu, jedna se o proteiny vyznamné, zapojené do fady biologickych procest. Protein
MNAT1 stabilizuje komplex cyklin H-CDK7 tvotici enzymaticky komplex CAK. CAK
aktivuje kinazy CDK1, CDK2, CDK4 a CDKG6 ptipojenim aktivujiciho fosfatu. Protein
AUNIP signalizuje dvouvlaknové zlomy DNA a ucastni se rekombinacnich procesti (Lou
et al, 2017). Protein LAMTORS3 je souc¢ast komplexu Ragulator, ktery se podili na aktivaci
mTORC signélni drahy podporujici rist bunék v reakci na rlstové faktory, energetické
hladiny a aminokyseliny. Dale zvySuje u¢innost drahy MAP kindzy vedouci k aktivaci
MAPK2 (Sancak et al, 2010). Protein RACK1 hraje roli v celé tadé procest. Podili
se na fosforylaci kindzy PTK2, kterd reguluje bunétné déleni, migraci, apoptdzu

a organizaci cytoskeletonu (Chang et al, 1998).
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Kinazy interagujici s C8-R byly identifikovany pouze tfi. Protein kinaza C
PACSINZ, ktera ovliviiuje stavbu bunéénych membran a transport pomoci intracelularnich
vezikul (Senju et al, 2011). Sulfurylase kinase 1 je protein metabolismu sirand,
ktery zprostiedkovava syntézu 3'-fosfoadenosin-5'-fosfosulfatu (Harjes, 2004). Tretim
proteinem je CKB, kreatinfosfokinaza, ktera zprostiedkovava reverzibilni pienos fosfatu
z molekuly ATP na kreatin (Mariman et al, 1987). Vyse uvedené proteiny obsahuji n¢kolik
vazebnych mist pro ATP ¢i nukleotidy umoznujici vazbu s C8-R. Popsané terapeutické cile

roscovitinu ani cile potencialni uzitim C8-R zachyceny nebyly (graf 11).
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Graf 11: Proteiny purifikované s uzitim C8-R v zavislosti Saint score (>0,5) na log2(fold change). Plocha
bubliny vyjadiuje NSAF score.

K podpofte relevance i téch nami identifikovanych proteind, které nespadaly piimo
do skupiny popsanych cilii roscovitinu, byla provedena GO analyza, pti které byly proteiny
zafazeny do kategorii dle molekularnich funkci (PANTHER Overrepresentation Test;
geneontology.org). Jelikoz vsechny pouzité ligandy byly derivaty roscovitinu, mélo by
dojit zejména k obohaceni kategorii souvisejicich s vazbou nukleotidi, ATP, NAD
a dalSich kofaktori.

Tento predpoklad byl pln€ potvrzen u proteinti interagujicich s p-Ph-R a také s C2-
R (tabulky 8 a 9). Kromé¢ zcela jednozna¢nych pojmii (napt. MAP kinase activity, Cyclin-
dependent protein kinase activity) jsou zde zastoupeny i jiné kategorie, jako Lithium ion
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binding souvisejici s funkci PDXK, Phosphofructokinase activity (vazba ATP bé&hem
reakce) nebo Aldehyde dehydrogenase activity (redukce NAD, NADP). Zajimavou je také
kategorie Mu-type opioid receptor binding, ktera odpovida receptorim reagujicim
navazbu opioidi aktivaci G-proteinu a ndaslednou aktivaci metabolickych drah
obsahujicich MAPK, fosfolipazu C, protein kinazu C, PI3K a dalsi proteiny (Gris et al,
2010).

Tabulka 8: Proteiny purifikované s uzitim p-Ph-R rozdélené pomoci GO analyzy do skupin dle molekularni
funkce. Hodnota fold Enrichment vyjadfuje obohaceni oproti referenéni databazi proteomu Homo sapiens

(GO Ontology database Released 2018-04-04). Zobrazené jsou kategorie s fold Enrichment > 5.

GO molecular function fold Enrichment
lithium ion binding 100
dolichyl-phosphate beta-D-mannosyltransferase activity 84
6-phosphofructokinase activity 84
mu-type opioid receptor binding 84
proton-transporting ATP synthase activity, rotational mechanism 28
MAP kinase kinase activity 25.2
RNA polymerase Il carboxy-terminal domain kinase activity 23.62
Ran GTPase binding 22.24
threonine-type peptidase activity 21.91
threonine-type endopeptidase activity 21.91
calmodulin-dependent protein kinase activity 18

ATPase activity, coupled to transmembrane movement of ions,

rotational mechanism 14.4
neutral amino acid transmembrane transporter activity 14.4
cyclin-dependent protein serine/threonine kinase activity 13.62
cyclin-dependent protein kinase activity 13.26
cation-transporting ATPase activity 11.28
ATPase coupled ion transmembrane transporter activity 11.12
active ion transmembrane transporter activity 11.12
protein transporter activity 10.72
amino acid transmembrane transporter activity 7.68
ATPase activity, coupled to transmembrane movement of 6.2
substances

cadherin binding 5.6
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Tabulka 9: Proteiny purifikované s uZitim C2-R rozdélené pomoci GO analyzy do skupin dle molekularni
funkce. Hodnota fold Enrichment vyjadfuje obohaceni oproti referen¢ni databazi proteomu Homo sapiens

(GO Ontology database Released 2018-04-04). Zobrazené jsou kategorie s fold Enrichment > 5.

GO molecular function fold Enrichment
6-phosphofructokinase activity 77.93
phosphofructokinase activity 334
nuclear export signal receptor activity 29.23
3-chloroallyl aldehyde dehydrogenase activity 29.23
3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase activity 25.98
Ran GTPase binding 25.21
structural constituent of nuclear pore 24.19
proton-transporting ATP synthase activity, rotational mechanism 21.65
aldehyde dehydrogenase (NAD) activity 19.48
nuclear localization sequence binding 16.12
C-acyltransferase activity 15.59
calcium-dependent cysteine-type endopeptidase activity 14.84
ATPase activity, coupled to transmembrane movement of ions, rotational 11.13
mechanism
neutral amino acid transmembrane transporter activity 11.13
oxidoreductase activity, acting on the aldehyde or oxo group of donors, 10.82
NAD or NADP as acceptor
protein transporter activity 10.78
signal sequence binding 9.74
monosaccharide binding 8.91
oxidoreductase activity, acting on the aldehyde or oxo group of donors 8.29
polyubiquitin modification-dependent protein binding 8.29
cation-transporting ATPase activity 8.14
ribosome binding 8.06
ATPase coupled ion transmembrane transporter activity 8.02
active ion transmembrane transporter activity 8.02
NAD binding 7.93
oxidoreductase activity, acting on CH-OH group of donors 7.74
coenzyme binding 6.29
proton transmembrane transporter activity 5.77
oxidoreductase activity, acting on the CH-OH group of donors, NAD or NADP 57
as akceptor
carboxylic acid transmembrane transporter activity 5.32
organic acid transmembrane transporter activity 5.32
ATPase activity, coupled to transmembrane movement of substances 5.11
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Nizky pocet obohacenych kategorii pozorujeme u proteinti interagujici s C8-R,
presto se i zde objevuji kategorie souvisejici s vazbou odpovidajicich molekul (tabulka 10).
Kategorie Cadherin binding zahrnuje proteiny, které se ucastni formovani cytoskeletu.
Kategorie Phosphorylase activity (pienos fosfatové skupiny z ATP) a Ligase activity
(vazba ATP ¢i NAD) pak proteiny obecné souvisejici s metabolismem spolu s kindzami

PACSINZ2, PAPSS1 a CKB.

Tabulka 10: Proteiny purifikované s uzitim C8-R rozdélené pomoci GO analyzy do skupin dle molekularni
funkce. Hodnota fold Enrichment vyjadfuje obohaceni oproti referenéni databazi proteomu Homo sapiens

(GO Ontology database Released 2018-04-04). Zobrazené jsou kategorie s fold Enrichment > 5.

GO molecular function fold Enrichment
phosphorylase activity 59.33
cadherin binding 7.91
ligase activity 6.71
coenzyme binding 5.34

Rozdily mezi proteiny purifikovanymi za pouziti jednotlivych ligandt jsou déany
jejich strukturnimi odliSnostmi. Na obrazku 10 vidime strukturu roscovitinu ve vazbé
sPDXK aCDK2. V piipadé ligandu p-Ph-R je raménko propojujici ligand
se sepharosovou ¢astici matrice umistén0 na aromatickém kruhu, ktery neni situovan
do mista vazby (obr. 9). Z téchto duvodt je mozna interakce mezi molekulou p-Ph-R
a vazebnym mistem PDKX, respektive CDK.

Ligand C2-R nese misto k pfipojeni na ¢astici matrice v odli$né poloze nez p-Ph-R.
Zda se, ze modifikace polohy pfipojovaciho raménka znemoZznila vazbu mezi timto
ligandem a kindzami PDXK a CDK, stejné jako S vétSinou dalSich znamych terapeutickych
cili roscovitinu. Pfesto vSak bylo uzitim tohoto ligandu purifikovano 13 kinaz a s nimi
souvisejicich proteinii. Také ndmi provedena Gene ontology analyza potvrdila interakci
tohoto ligandu s velkym mnozstvim proteint souvisejicich s karcinogenezi.

Tteti ligand C8-R nese chemickou modifikaci na 8. uhliku purinového cyklu.
Pfi pohledu na obrazek 10 je zfejmé, pro¢ tento ligand neinteragoval s PDXK ani CDK.
Pozice pripojovaciho raménka matrice brani navazani C8-R do vazebného mista téchto
kinaz. Struktura ligandu C8-R pravdépodobné obecné kolidovala se strukturou proteinti
znamych jako terapeutické cile roscovitinu. Pfesto bylo pouZitim tohoto ligandu

identifikovano mnoho proteinl, u nichz GO analyza podpofila jejich potencialni
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specifickou interakci s C8-R. Je pravdépodobné, Ze i nékteré z téchto proteinu se tak podili

na komplexnim efektu roscovitinu na rakovinné buiiky.

A

Thr47(A)

Ros 10X) " S ‘ T Tamm
) il 3

< T' =\
Val HIS(AF= = Tyr 84(A) =k

Obr. 10: Model vazby (R)-roscovitinu na A pyridoxal kindzu a B cyklin-dependentni kindzu 2 (pfevzato a
upraveno, Tang et al., 2005).
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3) Zavér

Tato prace se zabyvala afinitnimi purifikacemi proteinii interagujicich s derivaty
roscovitinu a méla n€kolik cilii. Prvnim bylo za pouziti vybranych derivatii roscovitinu
ptipravit afinitni gely. Byly zvoleny derivaty s rozdilnymi modifikacemi p-Ph-R, C2-R

a C8-R, které se podatilo imobilizovat na afinitni matrice v optimalnim mnozstvi.

Druhym cilem byla optimalizace postupi extrakce a afinitni purifikace proteina
Z bunécénych linii. Byla zvolena bunécna linie HCT 116, ze které se podatilo vyizolovat
dostatecné mnozstvi proteint  k naslednym experimentim. Extrakce probihala
za nedenaturujicich podminek, aby nedoslo k naruseni konformace a vazebnych schopnosti
proteinti. Ke zjiSténi optimalniho nastaveni afinitnich purifikaci byly provedeny
experimenty s p-Ph-R s uzitim rizného mnozstvi proteinta (1000, 500, 300 ¢i 100 pg)
v riznych objemech inkubac¢ni smési (300 ¢i 200 pl). Nejvyssi pocet identifikovanych
proteini a popsanych terapeutickych cilii roscovitinu byl zachycen pii pouziti 300 pg
protein/200 pl inkubaéni smési. Toto nastaveni bylo nésledné pouzito i1 pii experimentech

S ostatnimi ligandy.

DalSim cilem bylo provést analyzu izolovanych proteini pomoci hmotnostni
spektrometrie, vyhodnotit vysledky a srovnat jednotlivé varianty pouzitych ligandu.
Rozdily v proteinech interagujicich s jednotlivymi ligandy byly podle ptedpokladii znac¢né.
V souladu s piedchozimi studiemi s p-Ph-R ligandem specificky interagovaly proteiny,
Které jsou popsany jako terapeutické cile roscovitinu (CDK, MAPK), ¢imZ bylo potvrzeno
spravné nastaveni afinitnich experimentli. Kromé popsanych cilii byla zjisténa interakce
s dalSimi proteiny, které maji potencidl byt vyuzity v klinické praxi (CAMKID,
CAMK2D, CAMK2G, EPHA2). S C2-R interagovaly jiné proteiny nez s ligandem
pfedchozim. Predev§im byla identifikovana vazba MAPKI1, PTK2 a proteini MNAT]1,
AUNIP, LAMTOR3 a RACK1 vazicich se na kindazy. Nejniz§i pocet specificky

interagujicich kinaz byl zachycen uzitim C8-R.

Ptesto, Ze popsanych terapeutickych cilii roscovitinu nebylo identifikovano s uZitim
C2-R a C8-R mnoho, vedly nase experimenty k objeveni jinych specificky interagujicich
proteinti, které mohou nést podil na terapeutickém efektu tohoto 1éCiva. Tento zavér
stavime na vysledcich Gene ontology analyzy molekularnich funkci, kterd potvrzuje,
ze identifikované proteiny obsahuji vazebna mista pro nukleotidy, ATP ¢i jiné kofaktory,
ktera zprostfedkovavaji také vazbu s roscovitinem. Stejné tak Gene ontology analyza

biologickych procest doklada purifikaci proteint souvisejicich s rozvojem karcinomd.
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Vysledky naSich experimentii potvrzuji vyznam imobilizace afinitnich ligandi
na vice pozicich v ramci jejich struktury. Aplikaci tohoto piistupu bude mozné vyznamné

rozs$ifit nase poznatky tykajici se mechanizmu ucinku protinadorovych 1éc¢iv.
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