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Abstract

Malignant cells differ from healthy cells in many aspects such as metabolism, oxidative
stress and DNA repair. They are thus dependent on proteins that are not essential to healthy
cells. Targeting such proteins thus represents a viable way to treat cancer, which has been first
demonstrated by DNA repairing enzyme PARP inhibitor, used to treat ovarian cancer. Some
other potential targets have been identified including 7,8-dihydro-8-oxoguanine triphosphatase
(MTH1). This enzyme degrades oxidized nucleotides and plays thus a role in the cancer cell
response to oxidative stress. It has been shown that MTHI1 inhibition or downregulation leads
to cancer growth suppression both in vitro and in vivo and represents thus a very prominent

anticancer target.

This work aims to develop a high-throughput screening (HTS) assay to identify novel
MTHI1 inhibitors. Recombinant MTH1 has been cloned, expressed, purified and enzymatically
chracterized. The enzyme has been then used to set up a HTS based on newly described DIANA
technology.
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Abstrakt

Maligni tkané se od zdravych odliSuji v mnoha ohledech, jako napiiklad v metabolismu,
zvySeném oxidativnim stresu a v mechanismech oprav DNA. Buiky téchto tkani jsou proto
zavislé na enzymech, které za normalnich podminek nejsou nezbytné. Cileni na takové enzymy
je slibny smér 1é¢by rakoviny, coZ bylo poprvé prokazano uzitim inhibitoru PARP, opravného
enzymu DNA, pfi 1é¢b¢ rakoviny vajecnikli. Mezi dalsi potencidlni cile obdobné 1€cby patii
i 7,8-dihydro-8-oxoguanin trifosfatasa (MTH1). Tento enzym Stépi oxidované nukleotidy
a je v rakovinnych bunkéch nepostradatelny pro zvladnuti oxida¢niho stresu. Bylo prokazano,
Ze inhibice nebo sniZeni exprese MTH1 vede k omezeni riistu maligni tkané in vitro i in vivo.

Proto MTH1 miZeme zaradit mezi nadéjné cile.

Tato prace méla za cil ptipravit metodu pro high-throughput screening (HTS), ktera by
umoznila indetifikovat nové inhibitory MTHI1. Rekombinantni enzym byl naklonovan,
exprimovan, purifikovan a charakterizovan a nasledné byl pouZzit k vytvofeni HTS zaloZeného

na nov¢ objevené technologii DIANA.

Klicova slova: MTHI, MutT homolog 1, exprese, purifikace, enzymatickd aktivita, DIANA



Obsah

ABSTRACT .uuciiiiiinnninnninsnissssisssissssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 3
ABSTRALKT ..uucioviiieinnninneiosssesssnsssssssasssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssassssssssassssssssasss 4
OBSAH....uuiiiiiiiiiniinninsninnsisssiesssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssosssssssssssssssssssssssssssssssssss 5
POUZITE ZKRATKY .ouoererrrerensessessessesssssssssssssssssessesssssesssssssssssssssssssessessessessessessessssassasses 7
L UVOD aucuiiriiiininiinnisnnissssiosssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssases 9
2. CILE PRACE .uoeueerreenernsnesssnessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 10
3. PREHLED PROBLEMATIKY ..ccouuiuureeuensnnensssssssssesssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssasssns 11
B ENZYM MTHI ..ottt ettt et 11
3.1.1 Funkce a SubStrdty MTH .............cccueeeeueeeeieeeeieeeeeeeeeieeeeeeeeeaeeesveeesveeseaveesnaeeens 11

3. 1.2 INRAIDITOTY MTHI ...ttt eeeete ettt e aeesve e saessaaebeassbaensaesnsaens 13
3.1.3 VyuZiti inhibice MTH1 v l[écbé nddorovych OnemoCnent ...............ccueeeeuveeecueeeennnenns 15

3.2 KLONOVANT . ..ttt ettt ettt ettt et e sttt e st e s bt enbeestesbeenseeneesbeenseeneenseens 16
3.2.1 DNA knihovny jako vychozi materidl pro klonovdni DNA.............ccocvveeeveeeennann. 16

3.3 EXPRESNI SYSTEMY .cutiuiitieiisiientieteetiesteetesitesteenteeseesteeseseeesseensesneesseensesseesseensesneenseens 17
3.3.1 Plasmidy jako exXpreSni VEKIOTY .........ccoovueviuiecuieeiieiieeiieeeite ettt 17

3.4 PURIFIKACE EXPRIMOVANEHO PROTEINU ......eeutitietieiienieeieeeeesteeteeneesteesesneesseesesneenseens 18
B DIANA Lt ettt et et e ettt e e bt e e abe e beeeabeenbeeenbeebeesatean 20

4. VYSLEDKY A DISKUSE ...ouuvureercencrecscscssssssssessesssssessessessesssssssssssessesssssessessesssssssens 22
4.1 VYSLEDKY ..uttiutiittenieeieeitenttete et esteetesitesteetesatesbeetesatesbteateestesbeensesasesaeenbeeatenbeensesasenaean 22
4.1.1 Priprava DNA kodujici MTH 1 se StEPIYIMI MUISEY c....ooeeuveeeeieeeiieenveeeeieeeeveeeeaeens 22
4.1.2 Ligace a transformace plasmidu s inSertni DNA ............ccccoeoimvoiniienieenceinienaenn. 23
4.1.3 Exprese a purifikace proteinu MTHI ...............ccccooovveeeuieeiiieeeiieeeiieeesieeeeveeeeaeeens 25
4.1.4 Overeni aktivity MTH .............ccoooeeueeeieeeeieeeeiee et e ecee e e e e svaeesreeesseesaseessaee e 27
4.1.5 DNA-linked Inhibitor ANHIDOAY ASSQY ......ccuueevueieiiiieiiieeiieeeciieeeieeesveeeeveeseaee s 29

4.2 DISKUSE ...uutieitteiteeieenite et estte et e sit st e st e st esbe e st e e bt e sate e beesateebeesaseembeesateenbeessseeseenanean 32

5. EXPERIMENTALNI PRACE ....ccvunerunernrensnnensssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 33
5.1 MATERIAL A PRISTROJE ....cuutiuttiitittetentienieete sttt st sie et sttt et satesbeetesseesbeetesanenseens 33
5.1.1 Chemikdlie a OStAtNT MALETIALY ...........cccuveeecueeeiiieeiiieecieeeceeeeiee et e e e ereesiaee e 33
5.1.2 PUfrY G dQIST TOZIOKY ..ottt save e s aaeeens 35
5013 PFUSIFOJE..veeeeeeeeeeeeiee et e e et e et e et e e et e e s aaeesstaeeessaeensseeesseeennseessaeenns 35
S.2ZIMETODY .ottt ettt ettt ettt st ettt st e bt e et b e e te e b e e bt e bttt e nh et e bt e et e e neenaeeen 36
5.2.1 Reversni transkripce izolované RNA..............cccoouievviieciiiieiieeeieeeeieeeeveeesveeseaee s 36
5.2.2 Polymerasovd retezoVAd reARCE I ..............uuuuueeecueeeiieeeiieeeiieeecieeeecreeeecveeseveesesaeeens 37
5.2.3 Horizontdlni agarosovd elektroforeSa .............ccuuuvviivivuiieiieeniieeniiieeeiieeeeveeseneens 37
5.2.4 I20LACE DINA ..ottt ettt ettt st st 37
5.2.5 Polymerasovd Feteézovd reakce I1 ..o, 38
5.2.6 Stepent insertni DNA @ PLASTIAU ..............ccooeeeveeeiieeecieeeiieeecie e esevaee s 38
5.2.7 Ligace fragmentti DNA @ VEKIOTU.............ccccuueevcueieiiiiieiiieeiieesiieeeeireeesseesnveesnaneenns 39
5.2.7 Transformace E.coli pripravenym plasmidem ..................cccoocoueveeeecieniennceeeneenaannn. 40
5.2.8 Minipreparace plasmidit .................coooecueeeecuieencieeeiiieeiieeeiieescieeesseeesseesnveesnsaee e 40
5.2.9 Transformace E.coli pripravenym plazmidem IL....................cccccceveeevennceeeneennnnn. 40
5.2.10 EXPIESE PFOLCINU ......veeeeeeeeeeeieeeeeeieeeeesteaeseasreeessaseeassssseeessssseeeenssseeesessees 40
5.2, 11 PUTTfIKACE PTOLEINU. ..c...eeeeeeeeeieeeieeeeiieeeieeeeteeeseeeeseaeesaeeesteeesabeeeaseesaseesnaeenns 41
5.2.12 SDS-PAGE elektroforesa za redukujicich a denaturujicich podminek................. 41

5



5.2.13 Elektroprenos a imMUNOACIEKCE ...............coccuueeeeeeeeiiiiieiiieeiieeecieeeecieeesiseessveeseiaee e 41

5.2.14 Mereni aktivity MTHI pomoci metody s malachitovou zeleni .............................. 42
5.2.15 DNA-linked Inhibitor ANDOAY ASSQY ........cceecueeeieiieiiieeiieeecieeeeieeesieeenveeseaeeens 42
6. ZAVER ccounirrncisssnscsssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 43
7. PODEKO VAN w.cooneneneenecesseesssessassessssscssssesssssesssssessssssssssesssssesssssessssssssssssssssssssessassess 44
8. LITERATURA ....cuuiiiiiiinicstiniissecssnssnsssessssssssssessssssssssssssssssssssssssssassssssssssassssssssssasssssssssss 45



Pouzité zkratky

A
AMK
APS

bp

cDNA
Da
DIANA
DNA
dNTPs
DTT
EDTA

GFP
IPTG
His-tag
Ki

Km

LB medium
MCG
MTHI1
NUDTI1
Ni-NTA
OD
PAGE
PBS
PCR
PP;
qgPCR
RNA
ROS

adenin

aminokyseliny

peroxodisiran amonny (z angl. ammonium persulfate)
par basi (z angl.base pair)

cytosin

komplementarni DNA produkovana pii reversni transkripci
unifikovana atomova hmotnostni jednotka
DNA-linked Inhibitor ANtibody Assay
deoxyribonukleova kyselina

smes deoxyribonukleotidtrifostata

dithiotreitol

ethylendiamintetraoctova kyselina

guanin

green fluorescent protein

isopropyl B-D-1-thiogalaktopyranosid

histidinova kotva

inhibi¢ni konstanta

konstanta Michaelise-Mentenové

lysogeny broth medium

malachitovi zelen

MutT homolog 1

gen kodujici MTH1

Nikl-nitrilotrioctova kyselina

optickd hustota

polyakrylamidova gelova elektroforesa

fostatovy pufr (z angl. phosphate buffered saline)
polymerasova fetézova reakce (z angl. polymerase chain reaction)
pyrofosfat

kvantitativni PCR

ribonukleova kyselina

reaktivni formy kysliku (z angl. reactive oxygen species)



RT

SDS

T

TAE
TEMED
Tris

Tween 20

pokojova teplota (z angl. room temperture)
dodecylsiran sodny (z angl. sodium dodecyl sulfate)
thymin

pufr obsahujici Tris, kyselinu octovou a EDTA
tetramethylethylendiamin
tris(hydroxymethyl)aminomethan

polyoxyethylen—20—sorbitan monolaurat



1. Uvod

V poslednich letech byl zaznamenan globalni narist poc¢tu pacientl trpicich nddorovym
onemocnénim. Tento piirlistek miiZeme pfi¢ist na vrub zlepSeni diagnostickych metod
a zéroven zvyseni véku doZiti nasi populace.> V Ceské republice je po chorobich ob&hové
soustavy rakovina druhou nejcastéjsi pricinou umrti, pficemz nejbeZnéji postiZzené organy jsou
tlusté stfevo, plice, prs a prostata.® I proto je velmi Zadouci hledat nové efektivni zpiisoby boje
s timto druhem chorob.

Soucasna medicina nabizi rizné druhy 1€cby naddorovych onemocnéni. Klasické postupy
jako chirurgicky zékrok, radioterapie, hormonalni terapie a chemoterapie cytostatiky maji sva
uskali. Ne kazda z metod je vhodna pro vSechny druhy nddorovych onemocnéni, navic s sebou
Casto pfindseji rozsahlé nezddouci ucinky napf. v podobé nevolnosti, epilace, moZné
neplodnosti a mnoha dalSich. Na pielomu tisicileti zacala byt vénovana pozornost metodam,
které umoznuji specifické cileni 1é€by na nadorovou tkan. Tyto postupy vyuZivaji odchylek
v metabolismu rakovinnych bunék. Pomoci necytotoxickych chemoterapeutik, konjugati
protilatek, nebo nanosystému je niena primarné rakovinnd tkan a tim je omezeno poskozeni
ostatnich tkani organismu v priibéhu 1é¢by. 43

Jednou z castych odchylek metabolismu nadorovych buniek jsou zmény v regulaci
redoxnich dé&ju zpusobujici vétsi oxidacni stres. ZvySeny vyskyt ROS mulZze mit z nasledek
piimé poskozeni DNA, nebo dNTPs, které jsou k oxidaci mnohem nachylnéjsi. Zaclenéni
oxidovanych dNTPs do DNA vede k mutacim zpisobenym A:T — C:G transversemi. Enzym
MTH]1 zabranuje inkorporaci jiz poSkozenych dNTPs tim, Ze z nich odSt€puje pyrofosfit.
Prestoze v zdravych buiikdch neni MTH1 esencilni, v rakovinnych buiikdch bylo prokazano,
Ze snizeni exprese, nebo inhibice MTHI m4 za nasledek akumulaci oxidovanych dNTPs
a nasledny vznik 1ézi DNA rakovinnych buné¢k. MTHI se jevi jako zajimavy cil pro specifickou
1é6¢bu nadorovych onemocnéni vyznacujicich se zvysenym vyskytem ROS.%7

K dspésnému vyvoji 1éCiv zalozenych na principu inhibice enzymu MTHI1 je nutné
nalezeni novych a strukturné odliSnych inhibitort MTHI, protoZe soucasné inhibitory jsou
v buiikdch funkéni aZ pii vysokych koncentracich v #adu uM.®¥ Pro hledéni inhibitorti pomoci
HTS se jako idealni metoda jevi DNA-linked Inhibitor ANtibody Assay (DIANA) dfive

vyvinuta v nasi laboratofi. '



2. Cile prace

Tato prace si klade za cil vyvinout HTS pro inhibitory enzymu MTH1. HTS bude zaloZen

na bazi metody DIANA. Pro dosaZeni tohoto cile bylo nutné splnit nasledujici postupné kroky:

1)
2)
3)

4)
5)

Ziskani DNA kédujici MTHI1 z tkanové cDNA knihovny

Ligace ptislusné DNA do vhodného vektoru pro rekombinantni expresi
Produkce rekombinantniho proteinu MTH1 z expresniho systému a jeho nasledna
purifikace

Oveéfeni aktivity enzymu a inhibicni t¢innosti referenc¢nich latek

Vytvoteni zakladu metody pro HTS inhibitort MTH1
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3. Prehled problematiky

3.1 Enzym MTH1

MutT homolog 1 (MTHI, E.C. 3.6.1.56) téZ znidmy jako, 2-hydroxy-dATP difosfatasa,
7,8-dihydro-8-oxoguanin trifosfatasa, nebo nudix hydrolasa 1 (NUDTI) je kédovéana genem
NUDT1 a fadi se do skupiny hydrolas §tépicich esterové vazby.!! Byla publikovana vyfesena

krystalova struktura isoformy p18, jejiz fetézec ¢ita 156 aminokyselin a molekulova hmotnost

se rovna pfiblizn& 18 kDa (Obrazek 1).!%!13

Obrazek 1: Krystalova struktura MTHI. Stuzkovy diagram vykresluje peptidovy fetézec enzymu. N-konec je zvyraznén
modie, C-konec Cervené. V aktivnim misté je navazan produkt enzymem katalyzované reakce, konkrétn¢ jde o molekulu
8-0x0-dGMP. Pievzato z 2.

3.1.1 Funkce a substraty MTH1

MTHI1 je cytoplasmaticky enzym. Nejhojnéji je exprimovan v buiikkdch se zvySenym
oxidacnim stresem, ktery mé za nasledek nadmérny vyskyt reaktivnich forem kysliku. ROS
mimo jiné zpusobuji oxidaci molekul, které se nachazeji v cytoplasmé&. Pokud dojde k oxidaci
dNTPs a jejich inkorporaci do DNA, nasledkem mohou byt mutace. MTH1 pomé&ha omezit
mnoZstvi poSkozenych dNTPs inkorporovanych do genomu tim, Ze z t€chto molekul odStépuje
pyrofosfat a jejich zaClenéni do DNA tak neni nadale mozné. Obecné se tedy da funkce MTH1
shrnout jako antimutagenni.!*!>

Mezi konkrétni substraity MTHI1 patii napfiklad 8-oxo-dGTP, ktery je enzymem
pievadén na 8-oxo-dGMP, nebo 2-oxo-dATP, ktery reaguje na 2-oxo-dAMP (Obrézek 2).
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Obrazek 2: A: Substrat 8-0xodGTP je za katalyzy MTHI1 hydrolyticky $tépen na 8-oxodGMP a pyrofosfat. B: Substrat
2-OH-dATP je za katalyzy MTH1 hydrolyticky §tépen na 2-OH-dAMP a pyrofosfat.

Afinita MTHI1

k jednotlivym

substratim  je v nasledujicim  potadi:

2-0x0-dATP > 2-0x0-ATP > 8-0x0-dGTP > 8-0x0-dATP >> dGTP > 8-0xo-GTP >

8-0x0-ATP (Tabulka 1).°

Tabulka 1: Kinetické parametry substratt MTH1 pfi riznych pH podle '°.

Substrat | Km (UM) | Keat(s™)

pH 8.0

2-OH-dATP 8,3 13,9

8-OH-dGTP 15,2 12,3

8-OH-dATP 13,9 10,8

dGTP 258 15,7
pH 7.2

2-OH-dATP 5,7 4,7

8-OH-dGTP 12,8 2,1

12



3.1.2 Inhibitory MTH1

V soucasné dobé je popsano né€kolik riznych druht inhibitord MTHI, ve vSech
pfipadech se jednd o polycyklické inhibitory obsahujici diazolovou strukturu. Potence
inhibitorii in vitro representovand hodnotami ICso se pohybuje v nanomolarnich fadech.

Prvni potentni inhibitory MTH1 pfedstavili Helleday et al. v roce 2014, kdy v ¢lanku'!
uvetejnili vlastni struktury TH287 a TH588 zalozené na pyrimidinovém zakladu. Soucasné
v druhé publikaci’ ukazali, Ze (S)-enantiomer klinicky vyuZivaného (R)-Crizotinibu a latka
SCHS51344 jsou taktéZ inhibitory MTH1. VSechny zminéné latky se strukturami i hodnotami
ICs0 jsou uvedeny v Tabulka 2.

Pozd¢ji byly publikovany struktury inhibitorti s motivem aminopyrimidinu vychazejici
z pivodnich molekul TH287 a TH588. V Tabulka 2 je zastupuje sloucenina IACS-4759.°
Témet soucasné byly uvefejnény struktury inhibitorit s chinolinovymi a makrocyklickymi
prvky. V citované studii méla nejlepsi farmakokinetické vlastnosti makrocyklické sloucenina
15
a je proto uvedena v Tabulka 2.® Inhibitory MTH1 jsou téZ latky na bazi purinu NPD7155
a NPD9948, jejichZ struktury byly publikovany ve stejném roce.!® Opét jsou zastoupeny
v Tabulka 2.
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Tabulka 2: Vybrané inhibitory MTH1, jejich struktury a hodnoty ICso pfi inhibici reakce MTH1 se substratem 8-oxodGTP.

Pfevzato a upraveno z 7321116,

Slouéenina Struktura

IC., (M)

{5
NN
|
HN/\/©

g N
M | \>
SR
L 1

NPD7155

NPD9948

HaM

s
HM
TH287 NH_Q
i
HM cl 1

TH588 —

Hahl ci cl

e N
NC})‘\*{/WO ol
(8)-crizotinib ) i F

SCH51344 & S
Compound 15 |/\

IACS-4759

B
N';I“NHE

14

0.21 £0.03

0.29 £ 0.05

0.0022 + 0.0003

0.011 £ 0.003

0.39 £ 0.10

0.32 + 0.04

0.0005

0.0006



3.1.3 Vyuziti inhibice MTH1 v 1é¢bé nadorovych onemocnéni

Lécba lidskych onemocnéni je dnes <casto provadéna cilen¢ za vyuziti
nizkomolekularnich latek inhibujici konkrétni enzymy exprimované v postizenych bunkach. To
se tyka i MTHI, jenZ se zd4 byt slibnym cilem pro 1é¢bu nékterych nadorovych onemocnéni.!!

Diivéjsi publikace nékolika rtiznymi cestami ukazaly, Ze enzym MTHI1 je esenciélni
k pteziti nadorovych tkani se zvySenou hladinou ROS. Knockout genu MTH1 v bunécnych
liniich i v mysich modelech vedl k spontdnnimu zvySeni vyskytu tumord.!” SniZeni exprese
enzymu MTHI1 v riiznych liniich rakovinnych bun¢k pomoci siRNA m¢lo cytotoxické tucinky,
vedlo k poSkozeni DNA a sniZzeni Zivotaschopnosti téchto bun€k. Pokud byla v buiikdch
obnovena exprese MTHI1, cytotoxicky efekt byl zvracen a jejich Zivotaschopnost se opét
zvysila, 1

Na zéaklad¢ téchto zjiSténi byly navrZeny inhibitory MTHI1, které mély in vivo docilit
stejnych efekt, jaké vyvolalo omezeni exprese enzymu, tedy sniZeni Zivotaschopnosti
rakovinnych bunék.”!' Tyto inhibitory byly vyvijeny s dfirazem na farmaceutické vyuZiti
a jeden z nich, Karonudib, byl v roce 2017 skutecné uveden do prvni faze klinického testovani
(identifikator NCT03036228). '8

Predstaveni MTHI1 jako velmi nad&jného cile pro 1écbu nadorovych onemocnéni
pritdhlo pozornost mnoha védeckych skupin. Jiz v roce 2016 vySly tii na sobé nezavislé studie,
které predlozily nové potentni inhibitory MTH1 a zéroven se shodly na tom, Ze mechanismus
cytotoxicity inhibitort MTH1 je jiny, neZ se ptivodné predpokladalo. 816

V priibéhu testovani novych, strukturné odli$nych inhibitort in vivo se ukazalo, Ze jejich
cytotoxické ucinky jsou slabé, i pfestoZze bylo pouZzitim metod ,target enagagement*
jednoznacné prokazano, Ze inhibuji MTH1. A¢ maji nové inhibitory dobrou potenci in vitro,
v bunikach se, na rozdil od pivodnich submikromolarnich inhibitorti, cytotoxicky projevuji
aZ pfi koncentracich v mikromol4arnim #4du. !® Jedna z publikaci uvadi, Ze knockout genu pro
MTH1 pomoci siRNA a CRISPR sice ma za nasledek akumulaci oxidovanych dNTPs a mutace
DNA, nevede ale k zvyseni letality takto postizenych bunék.?

Nizka ucinnost inhibitori mé dve¢ pravdépodobna vysvétleni. Jedno z nich predpoklada,
Ze inhibitory ptsobi cytotoxicky pouze ve chvili, kdy kromé¢ MTH1 zéaroven inhibuji i jiny,
dosud neidentifikovany enzym. Druhou moznosti je, Ze cytotoxicita ptivodnich inhibitora
vubec nesouvisi s inhibici MTHI, ale je zptisobena interakci s jinou bunécnou strukturou. Jako
pravdépodobnéjsi se jevi druha varianta. Pfi proteomickych studiich vyplynulo, Ze inhibitory

TH287 a TH588 krom& MTHI1 v bunkach inhibuji 1 polymeraci tubulinu, coz je ziejmé hlavni
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pii¢inou jejich cytotoxicity.!® Nalezeni novych inhibitort MTHI1 patiicich k jinému

strukturnimu typu by tedy mohlo pomoci mechanismus tG¢inku inhibice MTH1 vysvétlit.

3.2 Klonovani

Klonovanim je oznaCovano nékolik riznych fenomént. V bézné tfeci se klonovanim
obvykle mysli um¢lé vytvareni celych organismu, klond, které se svou ptfedlohou maji totoZznou
genetickou informaci. Za klonovani miizeme povaZovat téZ asexudlni rozmnoZovani bakterii,
které probiha binarnim dé€lenim, rostlin, u kterych jde napiiklad o mnoZeni vytrusy, oddenky
nebo fizky, pfipadné dalSich organismii. V biochemii timto pojmem rozumime zejména
molekularni klonovani, tedy ptipravu molekul DNA, kddujicich konkrétni gen nebo skupinu

genll.

3.2.1 DNA knihovny jako vychozi material pro klonovani DNA

Jako zdroj ptedlohy klonované DNA mtiZe poslouzit genomova knihovna. Genomova
knihovna obsahuje ndhodny vzorek vSech sekvenci DNA z genomu organismu. Teoreticky 1ze
ze vSech somatickych bun€k jednoho organismu ziskat stejnou DNA knihovnu, v praxi existuji
vyjimky jako ¢ervené krvinky, které v dospé€losti zcela postradaji bunécné jadro. Nevyhodou
DNA knihovny pfi snaze o klonovani konkrétniho genu je jeji velikost komplikujici
prohledavani a také fakt, Ze genomova DNA obsahuje introny, regulacni oblasti a dalsi dseky,
které nemusi byt Zddouci. Genomové knihovny jsou proto Castéji vyuzivany pro sekvenaci
genomu neZ pro klonovéani.

Dal$im moZnosti je RNA knihovna, jez obsahuje celkovou mRNA piitomnou
v konkrétni tkani. Na rozdil od DNA se obsah mRNA rtizni podle druhu zvolené tkané, protoze
genova exprese neni ve vSech builkéch stejna a zavisi na jejich funkci. Pokud je pro klonovani
zvolena RNA knihovna, musi nésledovat jeji prepis do DNA. To umoZnuje enzym reversni
transkriptaza, ktery je schopny synthesy DNA komplementarni k vidknu mRNA. Vysledkem
reversni transkripce RNA knihovny je cDNA knihovna. Pribéh cDNA synthesy je schematicky
znazornén na obrdzku 3. Amplifikaci konkrétniho fragmentu DNA poté umoziiuje napt. metoda

PCR.

16



@

tkan a purifikace mRNA

(napf. mozkova)

i mRNA 3
""\//_\/\f/ AAAAAAA
hybridizace
s poly(T)-primerem
5' 3
— _ ———AAAAA AA
vytvoreni kopie ETREAITAL
mRNA pomoci reverzni transkriptazy 3 5
5 / 3'
3N<" TTTTTTT
cDNA 5

odbourani RNA
3

?r’\—//—\_/——TTTTTTT
5

3’-konec
cDNA tvofi syntéza komplementéarniho DNA-fetézce
vldsenku s pouzitim DNA-polymerazy; sparovany

3'- konec funguje jako primer

/-\A AAAAAA
//\\\,//\\\,//\\\,//\\\, TTTTFTT
reakce s jednofetézcovou

DNA-nukleazou $tépi viasenku

3.
DOVIVPQPDPHH

dvouretézcova cDNA

Obrazek 3: Postup tvorby cDNA knihovny. Pfevzato a upraveno z '

3.3 Expresni systémy

Expresni systémy slouZi jako nastroj pro ziskavani rekombinantnich proteinti. Jedna
se o specialni bunécné kultury, které rychle rostou a jsou schopny exprimovat velkd mnozstvi
proteinu. Expresni systémy se dé€li podle toho, jaké bunky vyuZivaji. Bakteridlni expresni
systémy jsou velmi rychle rostouci, snadno udrZzovatelné a relativné levné, nezvladaji vSak
vSechny posttranslacni modifikace enzymu eukaryotnich organismii. Mezistupném jsou hmyzi
buniky, které zvladaji vétSinu posttranslacnich modifkaci a sekreci proteinu do média,
ale kultivace probihd déle a jsou nakladnéj$i. Nejdokonalej$im expresnim systémem jsou savci

bunky, které se ale pomalu mnozi a jsou velmi nakladné a naro¢né na udrzbu.

3.3.1 Plasmidy jako expresni vektory
Plasmid je kruhova dvouvldknova molekula DNA bé&Zné se vyskytujici u bakterii.

Bakterie si v plasmidech nesou geny, které umoziuji zvladnout Zivot pii nestandardnich
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podminkach v prostfedi. Dulezita vlastnost plasmidii je nezavislost jejich replikace na replikaci
chromosomélni DNA.

V genovém inZenyrstvi plasmidy slouZi jako nosice fragmentli DNA do hostitelskych
bun¢k. DNA koédujici gen, ktery zamySlime exprimovat, je rozStépena restrikénimi
endonukleasami a nasledné ligovana do plasmidu, ¢imz vznika rekombinantni DNA. Po ligaci
nasleduje transformace (u prokaryot) ¢i transfekce (u eukaryot) do bunék ptijemce. Buiika,
ktera pfijala plasmid ma odlisné vlastnosti od buiiky piivodni. MtzZe jit naptiklad o resistenci
k antibiotiku, zajiSténou genem obsazenym v plasmidu. Po selekci kolonii bun€k nesoucich
plasmid néasleduje jejich kultivace. Pti dostatecné velké populaci je pfidinim induktoru
zah4jena vlastni exprese ndmi vneseného genu.

Obecné tedy lze fici, Ze plasmid slouZici jako expresni vektor musi obsahovat n€kolik
dulezitych struktur. Jsou jimi klonovaci misto (isek se sekvencemi Stépenymi restrikénimi
enzymy), replikacni pocatek (umoziuje replikaci plasmidu), selekéni marker (gen ktery umozni
odliSeni bunék s plazmidem, napt. gen pro ampicilinovou resistenci) a indukovatelny promotor

(umoziiuje expresi nami vloZeného genu).

3.4 Purifikace exprimovaného proteinu

Jeden z moZnych zpusobl purifikace proteinu je afinitni chromatografie. Princip
spo¢iva v naneseni smeési proteinii na kolonu, kterd obsahuje polymer s imobilizovanou
specifickou strukturou vézajici protein naseho zajmu. Nasleduje promyti kolony rozpoustédlem
a eluce purifikovaného proteinu roztokem latky, ktery ma se specifickou strukturou silné;si

interakci (Obrazek 4).
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Aby protein zdjmu mohl byt odliSen od ostatnich proteinl, pouZiva se tzv. kotev, coz
jsou specidlni sekvence AMK zajiSt'ujici afinitu ke konkrétni chemické struktufe (iont,
protilatka, jiny protein). Sekvence kodujici kotvu je pfitomna jiz v DNA expresniho vektoru
a po transkripci a translaci se stava soucasti peptidového tetézce.

Na obrdzku 5 figuruje hojné uZivana polyhistidinova kotva komeréné€ nazyvana His-tag,

kterd byla pouzita i v naSi prici. Kotva je obvykle sloZena ze Sesti histidinii sousedicich
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v polypeptidovém fetézci. Tato sekvence AMK ma4 afinitu k nikelnatym iontiim, které jsou pii

afinitni chromatografii imobilizovany cheldtorem NTA navazanym na polymerni povrch.

His-tag MNi-NTA

Ni*

’

Purifikovany protein Polymer

Obrazek 5: Znazornéni vazby proteinu znaceného histidinovou kotvou na imobilizovanou Ni-NTA.

3.5 DIANA

V soucasné medicin€ je na enzymy bézn¢ cilena terapie, vyvoj jejich inhibitori je proto
prvnim krokem pfi vyvoji 1éCiv. Navrh inhibitoru mtiZze byt bud’ tzv. raciondlni, tj. na zaklad¢
analogie se substritem daného enzymu, nebo muZe vzejit ze screeningu knihoven
nizkomolekularnich latek. Pro G¢inny screening je vyuZivano riznych metod, mezi které mize
patiit enzymovi kinetika'! nebo metody vyuZivajici ,,active site displacement*, vazbu testované
latky do aktivniho mista kompetujiciho s fluorescencni sondou. Nevyhodou téchto metod
je Casty vyskyt faleSné negativnich a faleSn¢ pozitivnich vysledk.

V nasi laboratofi byla vyvinuta novd metoda pro screening inhibitor, DNA-linked
Inhibitor ANtibody Assay (DIANA). Jeji princip spo¢ivd v zachyceni enzymu
na imobilizovanou protilatku a pfidani préby, ktera obsahuje nizkomolekularni latku vazajici
se do aktivniho mista enzymu kovalentné spojenou s oligonukleotidem DNA, ktery umoZnuje
naslednou kvantifikaci pomoci qPCR (Obrazek 6). Zatimco dvojité rozpoznani enzymu
protilatkou a zaroven detek¢ni prébou umoznuje vysokou selektivitu, kvantifikace metodou

qPCR zajistuje sensitivitu a Siroky rozsah metody.!°
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Obrazek 6: Préba sestavajici z oligonukleotidu reportni DNA a nizkomolekularniho inhibitoru daného proteinu pfipojeného
linkerem se vaze do aktivniho mista enzymu, ktery je zachycen protilatkou na pevném povrchu. Mnozstvi detekéni préby
navazané na analyzovany enzym je zjiSténo pomoci qPCR. Vystupnim tidajem je pocet cykli qPCR, ktery je nepfimo imérny
logaritmu koncentrace proby. Pievzato z'°.

Ptidanim nizkomolekularnich latek k roztoku proby miiZze byt zjiSténa jejich inhibicni
schopnost. V pfipad¢, Ze se testovand molekula do aktivniho mista enzymu vaZe silnéji nez
molekula kovalentné pfipojena k prob¢, na enzym se navaze pomérné mensi mnozstvi proby,

coZ se projevi pfi detekci qPCR.!°
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4. Vysledky a diskuse

4.1 Vysledky

4.1.1 Prriprava DNA kédujici MTH1 se stépnymi misty

K vyvoji HTS metody pro hledéani inhibitort MTH]1 bylo v prvni fad¢é nutné pfipravit
aktivni enzym, na kterém by bylo moZné potencidlni inhibitory testovat. Pro vytvofeni DNA
koédujici MTH1 byla provedena reversni transkripce. Jako zdroj templatové RNA poslouZzilo
sedm vzorkl RNA ziskanych z malignich tkani a piepsanych do cDNA. Piimo na tuto reakci
navazovala PCR, jeZ umozZnila amplifikaci DNA fragmentl koédujicich MTHI1. Vysledek
nasledné agarosové elektroforesy je patrny na obrazku. Podle tloustky prouzkii a jejich
velikosti odpovidajici ocekdavané délce 500 bp je mozno soudit, Ze jak reversni transkripce,
tak PCR prob¢hly uspésné. Prouzky odpovidajici 500 bp v byly z gelu vyfiznuty a pteciStény
(Obrazek 7).

bp 100bp 7 6 5 4 3 2 1

500 — — G —— Y —
200
300

Obrazek 7: Agarosova elektroforesa po PCR. Do jamek 1-7 byly naneseny reak¢ni smési PCR, do osmé jamky GelPilot 100 bp
marker. Experimentalni detaily viz 5.2.3.

DNA byla dale podrobena druhé PCR reakci s rozdilnymi primery nesoucimi sekvenci
rozeznavanou endonukleasami Notl a Ndel. Na konce fetézci DNA tak byly zakomponovany

sekvence odpovidajici restrikénim mistim endonukleas Notl a Ndel (Obrazek 8).
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Obrazek 8: Agarosova elektroforesa po PCR II. Do drahy 1 byl pro srovnéni nanesen produkt reakce PCR I po piecisténi,
doprostfed GelPilot 100 bp marker a v draze 2 je reak¢ni smés PCR II. Experimentalni detaily viz 5.2.5.

4.1.2 Ligace a transformace plasmidu s insertni DNA

Insertni DNA i plasmid pET-28b byly rozStepeny restrikénimi endonukleasami
Notl a Ndel. Fragmenty vzniklé Stépenim byly rozdéleny agarosovou elektroforézou a
fragmenty s délekou pfiblizn€ 500 bp (insert) a 5000 bp (plasmid) z gelu vyizolovany

Nésledovala ligace téchto dvou fragmenti, kterd byla provedena se dvéma raznymi
pomeéry plasmidu a insertni DNA. V obou pfipadech byla ligace uspé$nd, coz se prokazalo
pozdéji, ve fazi transformace. Schéma plasmidu se zaligovanym insertem je na obrdzku 9.
Kromé samotné ligace byla téZ provedena negativni kontrola, ve které chybéla insertni DNA.

Na plotné¢ s negativni kontrolou nebyly po inkubaci ptfitomny zZadné kolonie.
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f1 origin
T7 terminator o -
His tag \/—
_— pET-28b(+) MTH1
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His tag
7"
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lac I

Obrazek 9: Grafické znazornéni plasmidu pET-28b se zaligovanou DNA nesouci gen pro MTH1. Na obrazku jsou svétle
zelené¢ zvyraznény ¢ésti plasmidu: ,,f1 origin“ je replikacni pocatek, ,.kan sequence* gen pro kanamycinovou resistenci, ,,Jac I
je lac represor. Modfe jsou zvyraznény useky dileZité pro replikaci insertniho genu: lac operon, T7 promotor a T7 terminator.
Tmavé zelené je zvyraznén insertni isek MTH1. Svétle modie jsou zvyraznéna pouZita restrikéni mista.

Na ligaci pifimo navazala transformace plasmidi do TOP10 kompetentnich bunck
E.coli. Po teplotnim Soku byla suspenze bun¢k rozetfena na agarové plotny s kanamycinem.
Transformovany plasmid zarucil resistenci vi¢i kanamycinu, proto na plotnach vznikly pouze
kolonie bun¢k, jez tento plasmid obsahovaly. Vybrané kolonie poté byly kultivovany v Zivném
médiu. Po dostatecném namnoZeni bun€k byly plasmidy izolovany. Mala ¢ast plasmidu byla
pro kontrolu rozstépena restrikénimi endonukleasami Notl a Ndel. Ocekavané délky fragment,
které by po Stépeni mély byt pfitomny, byly 500bp pro insert a 5000 bp pro plasmid. Jak je
vidét na obrdzku 10, toto ocekavani bylo spravné a Ize tedy konstatovat, Ze ligace byla uspesSna.

Vytvofeny plasmid byl nasledné osekvenovan firmou GATC Biotech. Tato ziskana sekvence

byla porovnéna s originélni sekvenci isoformy p18 MTHI1. Sekvence se shodovaly.
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Obrazek 10: Agarosova elektroforesa rozstépenych plasmidi. Do drah s popiskem 1-4 byly naneseny rozstépené plasmidy

2Ny

izolované z kultivaci ¢tyt kolonii kompetentnich bun¢k. Mezi n¢ byly umistény markery GelPilot 100 bp marker a 1kb marker.
Z plasmidu (cca 5 kb) byl zpétné€ vystépen insert (cca 500 bp), ktery je na gelu viditelny. Experimentalni detaily viz 5.2.6.

4.1.3 Exprese a purifikace proteinu MTH1

Kompetentni buiikky E.coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL byly transformovany
pfipravenym plasmidem a inkubovany na agarovych plotnach s kanamycinem. Naristy z ploten
byly mnoZeny v Zivném médiu, dokud nedosdhly vhodné optické density. Poté byla indukovéna
exprese proteinu piidavkem IPTG, jenz aktivuje transkripci lac operonu piitomného
v plasmidu. Purifikace probéhla pomoci histidinové kotvy, kterda byla soucasti plasmidové
DNA a pii expresi byla zaclenéna do sekvence proteinu. Po purifikaci byly priibéZn¢ sbirané
vzorky podrobeny analyze akrylamidovou SDS-PAGE elektroforesou. Na obrdzku 11 je mozno
vidét, jak se postupné menilo sloZeni roztoku purifikovaného proteinu v priabéhu jednotlivych

krok.
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Obrazek 11: SDS-PAGE akrylamidové elektroforesa vyvoland stifbrem. Drdha oznacend all blue obsahuje All blue standard
marker. V draze 1 se nachazi vzorek média pfed zahdjenim indukce, 2 - vzorek po indukci, 3 - vzorek po homogenizaci
suspenze, 4 - vzorek supernatantu po centrifugaci homogenizatu, 5 - vzorek flow-through z afinitni chromatografie, 6 - vzorek
z prvniho promyti kolony, 7 - vzorek z druhého promyti a 8 - vzorek proteinu té€sné€ po eluci z afinitni chromatografie. MTH1
odpovidaji prouzky v oblasti 20 kDa. Experimentalni detaily viz 5.2.12.

Kromé vySe popsaného barveni stiibrem byl purifikovany enzym detegovan také
imunochemicky. Po elektroforese na akrylamidovém gelu byly pfitomné proteiny pfeneseny na

nitrocelulosovou membranu a byla pouZita protilatka proti histidinové kotvé obsaZzené v

detegovaném proteinu (Obrazek 12).

kDa allblue 1 2 3 4 5 6 7 8

MTH1
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Obrazek 12: Imunodetekce proteinti na nitrocelulosové membran¢. Draha oznacena all blue obsahuje All blue standard marker.
V draze oznacené 1 se nachdzi vzorek média pfed zahdjenim indukce, v drdze 2 vzorek po indukci, v draze 3 vzorek po
homogenizaci suspenze, v draze 4 vzorek supernatantu po centrifugaci homogenizitu, v draze 5 vzorek flow-through z afinitni
chromatografie, v drdze 6 vzorek z prvniho promyti kolony, v draze 7 vzorek z druhého promyti, v drdze 8 vzorek proteinu
tésné po eluci z afinitni chromatografie. MTH1 odpovidaji prouzky v oblasti 20 kDa. Experimentalni detaily viz 5.2.13.

Vysledky obou pouZitych metod shodné ukazuji, Ze protein MTHI byl tspésné
exprimovan a purifikovan, coz dokazuji prouzky o velikosti pfiblizn¢ 20kDa patrné na obrdzku
11 a Obrazek 12. Koncentrace roztoku MTHI1 po purifikaci ur¢ena spektrofotometricky byla
130uM.

4.1.4 Ovéreni aktivity MTH1

Driive, nez bylo mozno zacit vyvijet HTS, bylo nezbytné vyvinout metodu, ktera
by umoznila ovéfeni aktivity a urceni kinetickych parametrti pfipraveného enzymu MTH1
za pritomnosti béZného substratu i inhibitori. K tomu dobfe poslouzila metoda vyuZivajici
pyrofosfatasy a malachitové zelen¢. Enzym pyrofosfatasa Stépi jeden z produktl reakci
katalyzovanych MTHI1, pyrofosfat. Fosfat vznikly touto reakci nasledné mtzZe byt detekovan
pomoci malachitové zelené, ktera s molekulou fosfatu tvoii barevny komplex. Tento barevny
komplex muze byt detekovan spektrofotometricky a umoziuje nam zpétn¢ urcit mnoZstvi
pyrofosfatu, produktu enzymové reakce MTH1.

Metoda byla ovéfena v nékolika krocich. Nejdfive byl malachitovou zeleni detekovan
pouze fosfat v rozsahu 0,5 uM — 500 uM fosfatu v dvojkové fedici fad€ pro urceni linedrniho
rozsahu metody. Linearni rozsah byl pfinejmensim od 4 do 30 uM. Dalsim krokem byla detekce
fosfitu po rozStépeni pyrofosfitu enzymem pyrofosfatasou, meéefeny rozsah byl
0,5 uM - 500 uM pyrofosfatu v dvojkové tedici fad€. Linearni rozsah byl od 2 dol5 pM.
Poslednim krokem byla detekce fosfiatu vzniklého Stépenim pyrofosfatasou z pyrofosfatu
odstépeného MTHI1 ze substratu dGTP. Opét bylo provedeno méteni v rozsahu 0,5 uM — 500
uM dGTP v dvojkové tedici fad¢ pricemz vysledny linearni rozsah byl od 2 do 15 uM.
Vzhledem k tomu, Ze kalibra¢ni fady namétené s pyrofosfatem i s dGTP se shoduji, je zfejmé,
ze enzym MTH]1 kompletné rozstépil dGTP a tim byla potvrzena jeho aktivita.

Vzhledem ktomu, Ze metoda ma byt déale vyuZita pro screening inhibitora
rozpousténych v DMSO, byl ovéfen vliv DMSO na tuto metodu. Bylo zjiSténo,
Ze pti pritomnosti 5% DMSO v roztoku reakce je line4rni rozsah detekce pyrofosfiatu i dGTP

dokonce vétsi a to v rozmezi 2-30 uM (Graf 1).
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Graf 1: Zavislost absorbance roztoku reakéni smési s malachitovou zeleni na pocédtecni koncentraci substritu dGTP
v ptitomnosti 5% DMSO. Tmavé modré body vynesené v grafu spadaji do linedrni oblasti méfeni a bylo proto mozné provést
linearni regresi. Prvni z bodd, které jsou mimo linedrni rozsah méfeni je svétle modry. Tento experiment je potvrzenim aktivity
pfipraveného enzymu MTHI1.

Nasledné byla zméfena Michaelisova konstanta Ki. Pfi méfeni byla pouZzita 1nM
koncentrace enzymu a byly Stépeny rizné koncentrace substritu dGTP v rozsahu
5-5000 uM. Vysledna hodnota Kn byla vypoctena pomoci programu GraFit 5.0 (Obrazek 13).
Néami namétené hodnoty K, a kea se 1181 od publikované hodnoty (viz tabulka 1). Tato odliSnost

miZe byt zplisobena rozdilem v pouZitém reakénim pufru,
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Vmax 33,6360 20802
Em 12032812 201,4553
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Obrazek 13: Grafické zpracovani hodnot ziskanych méfenim enzymové kinetiky MTH1 v programu GraFit 5.0 a vysledné
kinetické parametry enzymu MTH]1 v¢etné standardni odchylky o.
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4.1.5 DNA-linked Inhibitor ANtibody Assay

K provedeni metody DIANA bylo nutné piipravit inhibitor MTH1 s linkerem, ktery by
umoznil pozdéjsi pfipojeni oligonukleotidu DNA a tim vytvofeni proby. Jako inhibitor byl
pouzit TH278 k némuz byl jako linker navdzdn PEGS (Obrazek 14). Tuto molekulu nazvanou
MD530 pro nés laskavé pfipravil Milan Dejmek ze skupiny Radima Nencky. Inhibi¢ni
schopnost této molekuly byla ovéfena enzymovou eseji s malachitovou zeleni, kdy byla
vytvorena fedici fada inhibitoru. Jiz pfi 1nM koncentraci MD530 byla inhibice 40%, témér
100% inhibice bylo dosaZeno pii 100nM koncentraci MD530, ¢imZ bylo ovéteno, Ze pfipojenim

linkeru inhibitor neztratil aktivitu.

(0] J/ ©
N3\/\O/\/O\/\O/\/O\/\O/\)J\H

Obrazek 14: Struktura molekuly MD530, jedna se o inhibitor TH278 s pfipojenym linkerem.

Z této molekuly nésledné byla Jitkou Zemanovou v nasi laboratofi metodou copper-free
click pfipravena vysledna sonda pouzivanid pifi métfenich metodou DIANA (Obrazek 15).
Krom¢é zminéné sondy byl v metod¢ pouZit neutravidin jako protilatka a biotinylovany polymer
s Ni-NTA vézajici se na neutravidin a zarovenn schopny imobilizovat enzym s histidinovou

kotvou.
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Obrazek 15: Struktura sondy pouzivané v méfenich DIANA. Sonda je bivalentni, obsahuje dvé molekuly inhibitoru TH278,
které jsou pfes linkery napojeny na oligonukleotid reportni DNA.

Byly provedeny experimenty, v nichZ byla metodou DIANA proméfena fedici fada
enzymu MTHI1, ktera byla linearni v rozmezi 10 pg — 1 ng ptidaného enzymu MTHI1. Pokud
byl vjamkach zaroven se sondou pfitomen navic kompetujici 1uM inhibitor MD530,
nenavazala se na enzym tém¢f Zadna sonda, jak je vidét v grafu 2. Takto bylo ovéfeno,

Ze metodu DIANA Ize v této podobé pouZit ke screeningu inhibitord MTH1.
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Graf 2: Zavislost flourescence pfi gPCR vyjadiené poctem cyklti Cq na mnoZstvi enzymu pfidaného do jamky. Modra datova
fada odpovida méfeni, kdy v jamkach bylo pfitomno 0,1 — 10000 pg enzymu MTH1. OranZova datové fada vznikla stejnym
meéfenim, ke kterému ale byl pfidan kromé sondy jest¢ 1uM inhibitor MD530.

Na zavér byla prométena fedici fada sondy v rozmezi 3-10000 pM. Disociacni konstanta
sondy byla ziskana v programu GraFit 5.0 vypo¢tem ze zavislosti normalizovaného mnozstvi
kopii oligonukleotidu z préby na koncentraci sondy. Normalizované mnozstvi kopii bylo
pouzito, protoZe jeho zdvislost je linearni, kdeZto zavislost Cq ziskanych experimentem

je logaritmicka. Vysledna disocia¢ni konstanta byla ptiblizn¢ 300pM (Graf 3).

1 -

Normalizované mnozstvi kopii

0 0,2 0.4

0 2000 4000 6000 8000 10000

Koncentrace sondy [pM]

K,=261.189 = 113,640 pM

Graf 3: Zavislost normalizovaného mnoZstvi kopii oligonukleotidu na koncentraci pfidané sondy. Modie je znidzornéna

pocatecni Cast grafu.
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4.2 Diskuse

V této préci jsem usilovala o dosaZeni dvou hlavnich cild. Prvnim z nich bylo ziskani
Cistého, a hlavné aktivniho enzymu MTHI1. Vzhledem k tomu, Ze postupy klonovani, exprese
a purifikace MTH1 byly jiz dfive popsany v odborné literatuie!!, byla navrzena podobna cesta.

RNA knihovna pochazejici zriznych malignich tkani byla reversni transkripci
pfevedena na cDNA knihovnu a tato DNA byla dale amplifikovdna metodou PCR. DNA byla
Stépena a zaklonovana do vhodného plasmidu, ktery mj. obsahoval sekvenci histidinové kotvy
umoziujici purifikaci a detekci enzymu. Po expresi v bakteridlnim systému nésledovala
purifikace. Lze fici, Ze prvniho cile, tedy piipravy enzymu, bylo dosaZeno uspésSné,
a to bez nutnosti vétSich optimalizaci postupu.

Druhym cilem bylo ovéfeni aktivity vyprodukovaného enzymu a jeho vyuZziti v metodé
DIANA, ktera by umoznila HTS. Pivodné jsme k ovéfeni kinetickych parametrii enyzmu
a inhibitoru zamysleli uZit metody s malachitovou zeleni podle Baykova?®!, tato metoda se v§ak
ukézala jako nevhodna kvili komplikacim s piipravou roztokd potiebnych k jejimu provedeni.
Nasledné proto byl zvolen komer¢ni kit fungujici na stejném principu, ktery experimenty
usnadnil. Bylo ovéfeno, Ze enzym MTHI je aktivni. Na zavér byly provedeny experimenty
potvrzujici spravnost konceptu vyuZiti metody DIANA jako néastroje pro HTS inhibitora
MTHI.

Jak bylo uvedeno v Uvodu této prace, mechanismus protinddorového t¢inku inhibitort
MTH]1 byl velmi neddvno né€kolika autory zpochybnén. Piesto 1ze povazovat za prokazané, Ze
diive publikované inhibitory MTH1 protinddorové ucinky maji. Hledani novych typt latek,
inhibujicich MTH1 a strukturné odli$nych od dfive publikovanych sloucenin, mize byt tedy
dalezité k pochopeni mechanismu tohoto protinddorového tc¢inku. Nase pracovni hypotéza je,
Ze diive nalezené inhibitory maji vedlejsi aktivitu, blokujici dosud neidentifikovany enzym
nebo jiny cil, daleziny pro rast nadort. Piipravujeme proto sérii proteomickych experimenti,
ve kterych chceme (za pouZiti difve publikovanych inhibitort) tuto ,,vedlejsi aktivitu* studovat.
Nové, specifcké inhibitory MTH1 by byly duleZitym néastrojem k ovéteni této hypotézy
ametoda HTS, kterd je v této bakalarské praci predkladana, mize k tomuto cili vyznamneé

prispét.
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5. Experimentalni prace
5.1 Material a pristroje

5.1.1 Chemikalie a ostatni materialy

4titude (Velka Britanie)
FrameStar 96 multiwell plate

Bio-Rad (USA)
All blue standard marker

Biotium (USA)
GelRed

Invitrogen (USA)
kompetentni buniky TOP10
kompetentni bunky BL21-CodonPlus (DE3)-RIL

Lachema (Ceska republika)
dihydrogenfosforecnan draselny
glukosa

Merck
Immobilon Forte Western HRP substrate

New England BioLabs (USA)

Not 1

Nde 1

NEBuffer 3

kit T4 DNA-ligase

kit Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
pyrofosfatasa

Penta (Ceska republika)
kyselina chlorovodikovd
azid sodny

ethanol

glycerol

hydroxid sodny

chlorid sodny
isopropanol

methanol
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agarosa

Qiagen (USA)

GelPilot 100 bp Plus Ladder
QIAquick Gel Extraction Kit
Ni-NTA Superflow

R & D Systems (USA)
Universal Kinase Activity Kit

SDT (Némecko)
Cassein blocker

Serva (Némecko)
peroxodisiran amonny

Sigma-Aldrich (USA)

bromfenolovd modr

EDTA

Akrylamid

2—-merkaptoethanol

dodecylsulfdt sodny

LB agar

LB medium

Sacharoza

TEMED

1kb ladder

cOmplete Mini protease inhibitor tablets
Monoclonal Anti-polyHistidine antibody produced in mouse
Kanamycin

primery pro obé PCR

ThermoFisher Scientifc (USA)

SuperScript Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR
T7 forward primer

T7 reverse primer

Neutravidin

United States Biochemical (USA)
N,N’—methylen—bis(akrylamid)
Tween 20

Tris
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Zymo Research (USA)
Zyppy Plasmid Miniprep Kit

5.1.2 Pufry a dalsi roztoky

Dialyzaéni pufr (20 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 5% glycerol, pH = 7,4)

Elektrodovy TAE pufr 50x (2M Tris, IM CH;COOH, 0,05M EDTA, pH 8,0)

Elektrodovy pufr - akrylamidova e. 5x (140mM Tris-HCI, 1,4M glycin, 20mM SDS, pH 8,8)
Ptenosovy pufr (192mM glycin, 25mM Tris/HCI, 10% methanol)

PBS (10mM Na;HPOy4, 1,8mM KH>PO4, 137mM NaCl, 2,7mM KCI, pH 7,4)

Pufr pro méfeni aktivity (100 mM Tris-acetate, 40 mM NaCl, 10 mM Mg(CH3COO)2, 0,005%
Tween 20, 1 mM DTT, pH = 8.0)

TBS (20 mM Tris, 150 mM NaCl, pH = 7.4)

TBST (TBS s 0.05% Tween 20)

TBST’ (TBS s 0.1% Tween 20)

Vzorkovy pufr — agarosova e. (40% sacharosa, 10% bromfenolovd modr, 0,02% NaN3)
Vzorkovy pufr — akrylamidova e. (350mM Tris-HCI, 30% glycerol, 2mM 2—merkaptoethanol,
350mM SDS, 180uM bromfenolovd modr, pH 6,8)

Roztok pro tvorbu separac¢niho gelu (375mM Tris-HCI, 15% akrylamid, 0,1% SDS, 0,2%
TEMED, 0,1% APS, pH 8,8)

Roztok pro tvorbu zaosttovaciho gelu (250mM Tris-HCL, 6% akrylamid, 0,1% SDS, 0,2%
TEMED, 0,1% APS, pH 6,8)

5.1.3 Pristroje

CCD kamera ChemiDoc-It 600, UVP (UK)
Centrifuga 5415R, Eppendorf (Néemecko)
Centrifuga Allegra X—15R, Beckman Coulter (USA)
Centrifuga Sorvall Evolution RC, Thermo Scientific (USA)
Cycler Biometra Tgradient, Labrepco (USA)
Inkubator IPP 400, Memmert (Némecko)
Laboratorni vahy XA 110/X, Radwag (Polsko)
LightCycler 480 Instrument II, Roche (Svycarsko)
pH metr 9450, Unicam (UK)

Promyvacka 405 LS Washer, BioTek (USA)
Promyvacka BlueWasher, Blue Cat Bio (Nemecko)
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Rotac¢ni inkubator Innova 44, Eppendorf (Néemecko)

Sada pro horizontalni elektroforesu EasyCast mini gel system, Thermo Scientific (USA)
Sada pro vertikalni elektroforesu Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio-Rad (USA)
Spektrofotometr NanoDrop 1000, Thermo Scientific (USA)

Spektrofotometr Microplate Reader Infinite M1000 PRO, Tecan (Svycarsko)
Transiluminator Quantum ST4, Vilber (Nemecko)

Vysokotlaky homogenizator EmulsiFlex, Avestin (Kanada)

Zdroj napéti PowerPac Basic power supply, Bio-Rad (USA)

5.2 Metody

5.2.1 Reversni transkripce izolované RNA

Sedm vzorki RNA, izolovanych z riiznych malignich tkani, bylo vybrano pro reversni
transkripci do cDNA. Ta prob¢hla pomoci kitu SuperScript III First-Strand Synthesis System
for RT-PCR. Vzorek se sterilni vodou byl smisen tak, aby bylo pifitomno 2 pg RNA v 9,5ul
objemu. Tim vzniklo sedm riznych roztokii RNA. Ke kazdému ze sedmi roztokl byly pfidany

reagenty zapsané v Tabulka 3.

Tabulka 3 Reak¢ni smés reversni transkripce — prvni ¢ast reagentd.

Objem Reagent Koncentrace
0,5 ul primer oligo(dT)20 50 uM
1 ul dNTP mix 10mM

Smési RNA a primert byly denaturovany po dobu péti minut pii teploté 65 °C a poté odloZeny
na led. V dal$im kroku k nim byl pfiddn cDNA synthesis mix reagentti z Tabulka 34.

Tabulka 4 Reak¢ni smés reversni transkripce — druha ¢ast reagentt.

Objem Reagent Koncentrace
2ul RT buffer 10x
4 ul MgCl> 25 mM
2ul DIT 0,1 M
1ul RNaseOUT 40 U/ul
1 ul SuperScript IIl RT 200 U/ul

Vzniklych sedm reak¢nich smési bylo na 50 minut ponechano pti 50 °C, aby mohla probéhnout

cDNA synthesa. Reakce byly terminovany péti minutami v 85 °C.
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5.2.2 Polymerasova retézova reakce I

Po terminaci reversni transkripce byly reak¢ni smési s Cerstvé nasysthetisovanou cDNA
podrobeny polymerazové tetézové reakci. PCR byla provedena pomoci kitu Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase, kodujictho primeru 5-GCGCCTCCAGGCTCTATAC
a reversniho primeru 5-CAATGCCCCCAGGTGAAGAT. Reak¢ni smés obsahovala slozky
popsané v Tabulka 35.

Tabulka 5 Reak¢ni smés PCR 1.

Objem Reagent Koncentrace
36,5 ul Sterilni voda -

10 ul Phusion HF Buffer 5x

1 ul dNTPs 10 mM
0.5 ul kédujici primer 100 uM
0.5 ul reversni primer 100 uM

cDNA (reakcni smés
1 ul -
5.2.1)
Phusion DNA

05 ul Polymerase 20 Ul

Pocéte¢ni denaturace probihala pii 98 °C po 30 s, nasledovalo 35 cykli amplifikace po 10 s pfi

98 °C; 30 s pti 62 °C a 30 s pii 72 °C. Reakce byla ukonc¢ena 10 min pii 72 °C.

5.2.3 Horizontalni agarosova elektroforesa

PreCiSténi a analyza reakci 5.2.2 byla provedena horizontdlni agarosovou
elektroforesou. Hustota gelu byla ptfizptsobena velikosti analyzované DNA a cinila 1,25 %.
Gel byl ptipraven smisenim praskové agarosy a roztoku elektrodového pufru TAE za piidavku
fluorescen¢niho barviva GelRed. Po rozpusténi agarosy v mikrovinné troub¢ byla smés nalita
na elektroforetickou desku s hfebenem a ponechéna k tuhnuti. Nasledné byl gel umistén
do elektroforetické  vany apfelit pufrem TAE. Vzorky smisené v  pomcéru
5:1 se vzorkovym pufrem a GelPilot 100 bp marker byly napipetovany do jamek a poté

spusténa elektroforesa pii 110 V trvajici 45 min.

5.2.4 1zolace DNA

Po skonceni elektroforesy byl gel umistén do transiluminatoru, ¢imz byla zviditelnéna
pritomnad DNA. Izolace probéhla pomoci QIAquick Gel Extraction Kit. Ze tfi drah byly
skalpelem vyfiznuty kvadry gelu obsahujici DNA pfipravenou predchozi PCR reakci. Tyto
kvadry byly umistény do 1,5ml zkumavek a bylo knim pfidano 300 pl QG pufru.

Po desetiminutové inkubaci pii 50 °C bylo k rozpusténému gelu piidano 100 ul isopropanolu.

37



Roztok byl pieveden do QIAquick spin kolonky se sbérnou zkumavkou a jednu minutu
centrifugovan na 13 000 rpm. Roztok, ktery stekl do sbérné zkumavky, byl vylit, kolonka znovu
naplnéna 500 pl QG pufru a 1 min centrifugovana. Stejny postup byl opakovan se 700 ul PE
pufru, a nakonec s prazdnou kolonkou bez pufru. Zachycena DNA byla vyeluovéana piidanim

50 pl sterilni vody na kolonku s €istou sbérnou zkumavkou.

5.2.5 Polymerasova retézova reakce Il

Jeden ze vzorkli DNA ziskanych v pfedchozim kroku byl 10 000x zfedén ve sterilni
vod¢. Nasledné byl podroben dalSi PCR pomoci kitu Phusion High-Fidelity DNA Polymerase,
kodujiciho primeru 5-ATATGCGGCCGCTTACTAGACCGTGTCCACCTCG a reversniho
primeru 5-ATATCATATGGGCGCCTCCAGGCTCTATAC. Reakéni smés PCR obsahovala
slozky uvedené v Tabulka 36.

Tabulka 6 Reakéni smés PCR 11.

Objem Reagent Koncentrace
36,5 ul Sterilni voda -
10 ul Phusion HF Buffer S5x
1 ul dNTPs 10 mM
0.5 ul kodujici primer 100 uM
0.5 ul reversni primer 100 uM
1ul DNA (5.2.4) -
Phusion DNA
05 ul Polymerase 20 Ul

Amplifikace probihala za totoZnych podminek jako v PCR reakci popsané v kapitole 5.2.2,
naslednd horizontalni agarosova elektroforesa byla provedena stejné jako v kapitole 5.2.3

a postup izolace odpovidal postupu v 5.2.4.

5.2.6 Stépeni insertni DNA a plasmidu

Stépeni DNA ziskané reakci 5.2.5, kterd je insertem, a plasmidu pET-28b, ktery
poslouzil jako vektor, prob&éhlo pomoci restrikénich endonukleas Notl a Ndel. Teplotni
podminky vé&etné vhodného pufru byly uréeny pomoci aplikace Double digest finder?* a byly
nasledujici: 6 h inkubace pti 37 °C, 20 min pfi 65 °C v pufru NEBuffer 3. Slozky reakce

se Stépenym plazmidem obsahuje Tabulka 37:

Tabulka 7 Reakéni smés Stépeni plasmidu.

Objem Reagent Koncentrace
4,7 ul Sterilni voda -
Sul NEBuffer 3 Sx
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0,3 ul BSA 100x
1ul Nde 1 20 U/l
1ul Not 1 10 U/ul

20 ul pET-28b 160 ng/ ul

Reakce se Stépenou DNA, piipravenou podle postupu popsaném v kapitole 5.2.5, obsahovala

reagenty z Tabulka 38.

Tabulka 8 Reak¢ni smés Stépeni insertni DNA

Objem Reagent Koncentrace
4,7 ul Sterilni voda -
3ul NEBuffer 3 Sx
0,3 ul BSA 100x
1ul Nde 1 20 U/l
1ul Not 1 10 U/ul
20 ul DNA (5.2.5) -

Nasledovala horizontalni agarosové elektroforesa podle postupu popsaného v kapitole 5.2.3

s rozdilem v Case (40 min) a napéti (120 V) a izolace podle postupu v kapitole 5.2.4.

5.2.7 Ligace fragmentii DNA a vektoru
Ligace plasmidu a insertu, pfipravenych minulym krokem, probéhla pii 16 °C ptes noc.

Byly vytvofeny dvé reak¢ni smési, které se liSily pfidanym mnoZstvim insertu. Ob¢é reakéni

smesi jsou popsany v Tabulka 39 a Tabulka 310.

Tabulka 9 Reakéni smés 1. ligace.

Objem Reagent Koncentrace
2,4 ul Sterilni voda -
4 ul T4 Ligase Buffer S5x
13 ul plasmid (5.2.6) -
0,9 ul insert (5.2.6) -
0,2 ul T4 DNA ligasa 400 U/ul
Tabulka 10 Reakéni smés 2. ligace.
Objem Reagent Koncentrace
1ul Sterilni voda -
4ul T4 Ligase Buffer Sx
13 ul plasmid (5.2.6) -
1,8 ul insert (5.2.6) -
0,2 ul T4 DNA ligasa 400 U/ul
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Byla také provedena negativni kontrola, jez neobsahovala Zadny insert, jeho objem byl

nahrazen sterilni vodou.

5.2.7 Transformace E.coli pripravenym plasmidem

Ke 40 pl kompetentnich bunék byly na ledu pfidany 4 pl ligani smési.
Po 30 min inkubace nésledoval teplotni Sok, 42 °C po 90 s, nakonec opét 2 min na ledu. Poté
bylo pfidano 200 ul LB média a roztok byl inkubovéan 1 h pti 37 °C. Cely objem kazdého ze
tii roztokli byl pfeveden na agarovou plotnu s kanamycinem, kde byl rozetien a plotna poté
vloZena do inkubédtoru s37°C teplotou na noc. Rano byl zrevidovan pocet kolonii
na jednotlivych plotnach. Z obou ploten s buiitkami obsahujicimi plasmid vetné insertu bylo
odebrano po ctytech koloniich. Ty byly suspendoviany v 20 ml LB média s kanamycinem

a do rana ponechany v rota¢nim inkubéatoru pii 37 °C.

5.2.8 Minipreparace plasmidu

Médium s nariistem bunék bylo centrifugovano pti 4000 g po 10 min. Supernatant byl
slit a pelety rozsuspendovany v 600 ul sterilni vody a prevedeny do zkumavek. Dalsi
zpracovani probéhlo pomoci kitu Zyppy Plasmid Miniprep. K suspenzi bunék bylo ptidano 100
ul lyza¢niho pufru, suspenze promichéna, poté pfidano 350 pl neutraliza¢niho pufru, suspenze
opét promichdna a podrobena centrifugaci po 4 minuty na 11000 g. Vznikly supernatant byl
opatrn¢ odebran tak, aby nebyla narusena peleta, prenesen do Zymo-Spin kolonky, ta umisténa
do sbérné zkumavky a stocena. Prosly roztok byl vylit, na kolonku naneseno 200 ul Endo-Wash
Bufferu a po 30s stoceni bylo naneseno jeste dalSich
400 ul Zyppy Wash Bufferu. Nasledovala minutova centrifugace, po niZ byla kolonka
pienesena do Cisté zkumavky. Bylo pfidano 30 ul Zyppy Elution Bufferu a po minuté byla
provedena finalni 30s centrifugace. Na zavér byly plasmidy osekvenovany za pomoci T7

kodujiciho a T7 reversniho primeru.

5.2.9 Transformace E.coli pripravenym plazmidem II
Na ledu bylo rozehrato 150 ul kompetentnich bunek E.Coli BL21-CodonPlus (DE3)-
RIL apfidan vypreparovany plasmid, nasledny postup odpovidal prvni transformaci

(viz kapitola 5.2.7) s jedinym rozdilem, bylo pouzito 800 ul LB média.

5.2.10 Exprese proteinu

Nartsty na plotnach z pfedchoziho kroku byly rozsuspendovany a pteneseny do banck
s 1 1 LB media s kanamycinem, banky poté byly tfepany pii 37°C. Po hodiné€ byla poprvé
zmétena OD pii 595 nm. Ve chvili, kdy OD suspenzi vystoupala do rozmezi 0,6 — 0,8, byla
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zahdjena indukce pfidanim IPTG na vyslednou 1 uM koncentraci. Po péti hodinach byly
suspenze centrifugovany 10 min na 6000 g. Vzniklé pelety byly rozsuspendovany v lyza¢nim
pufru za piidavku tablety cOmplete mini a zhomogenizovany ve vysokotlakém homogenizatoru

EmulsiFlex a produkt homogenizace centrifugovan po 20 minut na 6000 g pti 4 °C.

5.2.11 Purifikace proteinu

Cely proces probihal pii teploté¢ 4 °C. Purifikace byla provedena afinitni chromatografii
podle navodu kitu Ni-NTA Superflow ve sledu krokii zahrnujicich michani homogenizovaného
produktu 5.2.10 s resinem, nasledné promyvani a centrifugaci. Vysledna elu¢ni frakce byla
dialyzovéna v trubici 6-8 kDa. Trubice byla umisténa do 2 1 dialyza¢niho pufru a po 1 h
pfemisténa do 2 1 téhoz Cerstvého pufru, kde zlstala taktéZ 1 h. Roztok proteinu MTHI1 byl
z trubice pfeveden do zkumavek a zamrazen tekutym dusikem. Mala ¢ast byla ponechana pro

zméieni piiblizné koncentrace na spektrometru NanoDrop.

5.2.12 SDS-PAGE elektroforesa za redukujicich a denaturujicich podminek

Nejdiive byl do vertikalni elektroforetické aparatury napipetovan roztok pro tvorbu
separacniho gelu, ktery byl pfevrstven ethanolem. Po chvili byl ethanol vylit, do aparatury
napipetovan roztok pro tvorbu zaostfovaciho gelu a pfidan hieben. Po vytuhnuti gelu byla
aparatura naplnéna elektrodovym pufrem. Vzorky nasbirané v prtibéhu purifikace byly na gel
nanaseny po smiseni se vzorkovym pufrem a 4min inkubaci v 96 °C, déle byl na gel nanesen
All blue marker. Elektroforesa probihala pti 140 V po dobu 70 min.

Vizualizace proteint na gelu prob&hla obarvenim stfibrem podle nésledujiciho postupu.
Gel byl umistén do roztoku s obsahem 12 % kyseliny octové, 50 % methanolu a 0,05 %
formaldehydu. Poté byl gel tfikrat po 15 min omyvan 50% methanolem. Nasledovala 1 min
v 8,ImM roztoku Na»S>03x5H>0, 3 promyti destilovanou vodou po 20 s, 20 min
v 12mM roztoku AgNO3 s 0,05% formaldehydem a opét 3 promyti destilovanou vodou
po20s. Vroztoku obsahujicim 0,57M  NaxCOsz, 16,1 uM  NaxS203x5H20
a 0,05% formaldehyd byl gel ponechan do objeveni elektroforeogramu, nacez byl na 3krat
20 s promyvan destilovanou vodou. Na zavér byl gel na 10 min umistén do roztoku

12% kyseliny octové s 50% methanolem a ptes noc ponechan v roztoku 10% kyseliny octové.

5.2.13 Elektroprenos a imunodetekce
Byla provedena elektroforesa s totoZnym postupem jako v prvnim odstavci minulé
kapitoly. Po jejim ukonceni byl gel spolecné s nitrocelulosovou membrinou a filtraCnimi

papiry, pfilozenymi zobou stran, umistétn do Mini-PROTEAN aparatury s naplnéné
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pienosovym pufrem. Elektropienos probihal 1 h pii 100 V. Nésledovalo blokovani
v 5 ml roztoku kaseinu v PBS za stdlého michani po dobu 1 h a pfidani 2,5 pul mysi protilatky
Monoclonal Anti-polyHistidine antibody. Po hodiné plsobeni roztoku s protildtkou byla
membréna tfikrat promyta PBST pufrem. Nakonec bylo pfidano 700 ul substratu Luminata

FORTE a luminiscence zachycena CCD kamerou.

5.2.14 Méreni aktivity MTH1 pomoci metody s malachitovou zeleni

Meéfteni probihalo pomoci Universal Kinase Activity Kit na 96-jamkovych destickach.
V prvnim kroku byl substrat dGTP inkubovan s enzymem MTHI1, pyrofosfatasou o koncentraci
0,2 U/ml a piipadné i inhibitorem enzymu MTHI1 po dobu 60 min pii RT. Objem jedné reakce
Cinil 50 ul. Ve druhém  kroku bylo do kazdé  jamky pfidano
10 ul Malachite green reagent A. Po 10min inkubaci bylo do kazdé jamky ptidano
10 ul Malachite green reagent B. Po dalSich deseti minutach byla zméfena absorbance pti 620

nm na spektrofotometru Tecan.

5.2.15 DNA-linked Inhibitor ANtibody Assay

Reakce byly provadény na 96-jamkové desticce 4titude. Nejdiive byla sorbovéna
protilatka. Do jamek bylo napipetovano 10 pl roztoku neutravidinu v TBS s finalni koncentraci
10 ng/ul. Nasledovala blokace kaseinem casein blocker 5x fedénym v TBS. 100 ul tohoto
roztoku bylo pfidano do jamek s piivodnim roztokem protilatky a ponechano k inkubaci pti RT
pies noc. Rano probehlo promyti TBST v promyvacce BioTek. Poté bylo pfidano 10 ul 100nM
roztoku polymeru UOCHB35 s navidzanymi nikelnatymi ionty v TBST’". Po 3 h inkubace
probéhlo opét promyti TBST v promyvacce BioTek. Dale bylo ptidano 10 ul roztoku enzymu
MTHI1 v TBST", inkubace trvala 5 h pfi RT a desticka byla opét stejn¢ promyta. Nasledné bylo
pfidano 10 pl roztoku detekéni sondy v pufru TBS a pfipadné i inhibitor MD530. Po 1 h
inkubace za RT byla desti¢ka promyta v promyvacce BioTek. Nakonec probéhla detekce
pomoci qPCR. Do vSech jamek bylo napipetovdno 10 ul SYBR Green master mixu s diive
publikovanymi primery'®, desticka zalepena optickou félif a v LightCycleru byla provedena
PCR reakce za téchto podminek: 5 min 95°C; 45 cyklt po 10 s pti 95 °C, 30 s pti 63 °C a 30

s pii 72 °C; a na z&vér 2 min pii 37 °C.
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6. Zaver

Podatilo se izolovat DNA nesouci gen pro MTHI, vlozit ji do vektoru a naklonovat ji.
Pomoci vhodného expresniho systému byl tspéSné pfipraven rekombinantni protein MTHI1,
ktery byl nésledné purifikovdn. Pro ovéfeni aktivity enzymu byla pouZita metoda
s malachitovou zeleni. Ukazalo se, Ze vyprodukovany enzym je aktivni. Na zavér byla ovéiena

funk¢nost metody DIANA s MTH1 umoziujici budouci HTS inhibitora tohoto enzymu.
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