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Abstrakt

Nadorova onemocnéni jsou ¢astou pricinou smrti a jen v Ceské republice ro¢né onemocni
pres 70 tisic lidi a vice nez 25 tisic zemfe. Tato onemocnéni zptisobuji zménu bunécného
metabolismu a jednim ze zpiisobti, jak se toto déje, je zména posttranslacnich modifikaci,
zejména fosforylaci.

Fosforylace jsou dilezZity regulacni mechanismus, ktery ma primy vliv na aktivitu enzymd.
Fosforylované zbytky jsou zpravidla serin, threonin a tyrosin, fosforylacemi na téchto
aminokyselinach se budu v bakalafské praci zabyvat.

Na problematiku fosforylaci ve spojitosti s nddorovymi onemocnénimi se snazim nahlédnout
z bioinformatické pozice, zejména se soustfed’uji na databaze shromazd'ujici data o
fosforylacich spojenych s nadorovymi onemocnénimi.

Data tykajici se fosforylace proteinti se ziskavaji pomoci experimentalnich metod, jako je
hmotnostni spektrometrie, ale také in silico, jako vysledky sloZitych vypocti pocitaci.
Databaze se mezi sebou lisi typem dat, ktery shromazd'uji, velikosti, zpiisobem anotovani a
kontrolou obsahu.

vvvvvv

bioinformatickymi pristupy analyzuji data o fosforylacich a nadorech.

Klicova slova: fosforylace, proteiny, rakovina, databaze, hmotnostni spektrometrie,

bioinformatika



Abstract

Cancer is a frequent disease and cause of human death, during one year over 70 000
people suffer and over 25 000 die because of cancer in the Czech Republic. Cancer causes
change of cellular metabolism and one way this is done is the change of post-translational
modifications, especialy phosphorylations.

Phosphorylations are important regulatory mechanism, because they often have a direct
effect on the enzyme activity. Phosphorylated residues are mostly serine, threonine and
tyrosine and phosphorylation of these amino-acids are considered in this barchelor thesis.
Data about phosphorylations are then stored in the database. The databases differ by the
type of data they collect, size, way of annotating and content control.

My thesis deals with the connection between cancer and phosphorylation. The emphasis of
this thesis is on bioinformatic approaches to study changes in phosphorylations in cancer
cells.

The thesis is a summary of the most important databases. This work also summarizes

articles with a bioinformatic approach to analyze data on phosphorylation and tumours.

Keywords: phosphorylation, proteins, cancer, database, mass spectrometry, bioinformatics
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Uvod

Posttranslacni upravy

Po translaci RNA na polypeptid dochazi velmi casto k jeho dalSim posttranslacnim
modifikacim, neZ se stane plné funk¢nim proteinem. Posttranslacni modifikace 1ze rozdélit
na vratné a nevratné. Nevratnou posttranslacni modifikaci je odstranéni Casti proteinu,
napriklad vyStépeni casti fetézce u trypsinu.

Vratné modifikace jsou spiSe regulac¢ni povahy, at’ jiz reguluji aktivitu, efektivitu a dobu
existence proteinu, nebo vlastnosti chemicko-fyzikalni, napfiklad naboj, hydrodofobicitu.
Methylace, acetylace, hydroxylace, glykosylace jsou modifikace, které méni spiSe
chemicko-fyzikéalni vlastnosti proteinu. Pfikladem je modifikace histont, pokud se na
lysiny v N koncové casti vazi kyselé acetylové skupiny odpuzujici DNA, ktera je
namotana na histonech, nukleosom se tak rozvolni. Acetylace na N konci proteinu (na
prvini aminokyseliné) je ireverzibilni a neni presné zndma jeji funkce, ale dlouho se
soudilo, Ze je to modifikace prodluzujici Zivotnost proteinu. V posledni dobé se zjistilo, Ze
tato acetylace muzZe sméiovat protein do degradacni drahy (Arnesen 2011). Zasadni
vratnou regulacni modifikaci je fosforylace (a defosforylace) fungujici za prvé jako
pfepina¢ mezi aktivnhim a inaktivnhim stavem proteinu a za druhé slouZi v nékterych

pripadech ke zvyseni Ci sniZeni enzymatické Cinnosti.

Fosforylace

Fosforylace je vratna modifikace pomoci zbytku kyseliny fosforecné. Je moZné
fosforylovat vice substrati, ale ve své praci se budu zabyvat fosforylaci proteini.
Fosforylace je moznad na kysliku tfi aminokyselin - tyrosinu, serinu a threoninu.
Fosforylujici enzymy, proteinkinazy, jsou zpravidla dvou typd, kindzy fosforylujici na
serinech a threoninech a kinazy fosforylujici na tyrosinu, ovSem existuji i vyjimky
schopné fosforylace na serinu/threoninu a tyrosinu, takzvané dudlni proteinkinazy.
Proteiny provadéjici defosforylaci se nazyvaji fosfatazy, tyto enzymy maji také rtiznou

miru specifity.



Prokaryotické organismy maji také histidinové a aspartatové kinazy, kde ovSem na rozdil
od tyrosinovych a serin/threoninovych kinaz dochézi k fosforylaci na dusiku, aspartatové
kinazy Zivocichové nemaji. Histidinové a jiné dusikové kinazy maji i ZivocCichové, ale tyto
kinazy nejsou s prokaryotnimi dusikovymi kindzami pribuzné (Klumpp, Krieglstein
2002).

Béhem fosforylace je napadena vazba mezi fosforem gama fosfatového zbytku ATP a
kyslikem {3 fosfatového zbytku. Nasledné vznikd esterova, kovalentni vazba mezi
fosforem z fosfatového zbytku, prenesenym z ATP, a kyslikem aminokyselinového zbytku
na proteinu. Produkty této reakce jsou ADP a fosforylovany protein.

Béhem defosforylace dochazi k hydrolyze vazby mezi fosfatem a proteinem, vznika
anorganicky fosfat.

Fosforylace probiha v prokaryotnich i eukaryotnich buiikach po celou dobu jejich Zivota.
Pomoci signalnich kaskad umoznuje prijimat podnéty z okoli i z bunikky samotné a pomoci
kindz a fosfatdz na né adekvatné odpovidat, 30 aZ 50 % proteinti buiiky je béhem jejiho
zivota fosforylovano (Pinna, Ruzzene 1996). Fosforylace je klicova pro bunécné déleni a
cely bunécny cyklus, z ¢ehoZ je patrno, Ze poruchy a Spatna interpretace signalu mohou

byt fatalni nejen pro buiiku samotnou, ale i pro cely organismus.



Kinazy a fosfatazy

Fosforylaci proteinli zajiStuji enzymy proteinkindzy, tyto enzymy se fadi, podle
nomenklatury zavedené Mezinarodni biochemickou a molekularné biologickou unii, mezi
transferazy. EC 2.7.10 maji tyrosin proteinkinazy, EC 2.7.11 serin/threonin proteinkinazy,
EC 2.7.12 duélni proteinkindzy. Zatimco proteinfosfatazy, které katalyzuji hydrolyzu
vazby mezi fosforem a kyslikem, se fadi mezi hydrolazy, EC 3.1.3.16 serin/threoninové
proteinfosfatazy, EC 3.1.3.48 tyrosin proteinfosfatazy, dualni fosfatazy jsou oznaceny EC

3.1.3.16 a zaroven EC 3.1.3.48.

Kinazy

Kindzova doména eukaryotnich proteinkindz ma tfi dlohy: Vazbu a orientaci fosfatového
donoru (ATP nebo GTP) pomoci komplexu s dvojmocnymi kationty. Vazbu a orientaci
substratu. Preneseni gama fosfatu z ATP na hydroxylovy zbytek substratu (Hanks, Hunter
1995).

Kinazova doména ma ustalené uspotradani, sklada se z N koncového laloku a C koncového
laloku. N terminalni lalok je tvofen péti antiparalelnimi -hfebeny a dvéma a-helixy, mezi
prvnim a druhym B-listem je na glycin bohatd smycka, ktera zajiStuje spravnou orientaci
ATP. Mezi tfetim a Ctvrtym p-hfebenem se nachazi jeden nebo dva o-helixy, nékteré
proteinkinazy maji zachovany pouze jeden a-helix (oznaCovany oC), ktery je ovSem
nezbytny. C koncovy lalok je tvoren prevaziné a-helixy, ale kromé nich také cCtyfmi
B-hfebeny. Mezi 36 a 37 se nachézi katalytickd smycka, ktera sméfuje fosfat na substrat a
mezi 38 a f9 je smycka, kterd urCuje pozici hor¢ikovych iontli (Obrazek 1) (Taylor et al.
2012).

Vazebna energie pro fosforylaci na serinu/threoninu je podobna energii pro vazbu fosfatu
na tyrosin. Fosfoserin a fosfothreonin hraji spiSe strukturni roli, zatim co fosfotyrosin je
urCen k regulaci. Tyrosinkindzy jsou silné negativné regulované a aktivuji se pouze za
urcitych podminek. Fosfotyrosinfosfatazy maji vysokou rychlost pfemény, coZ vede k
rychlému odbourani fosfotyrosinu, pokud neni chranén vazbou k SH2 doméné (Hunter

2009).
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Obrazek 1: Stavba kindzové domény eukaryotické proteinkindzy (PKA) , N koncovy lalok
(a) a C koncovy lalok (b) a diilezité funkcni motivy: glycin bohatd smycka (c),
konzervované zbytky v 33 a aC (d), katalytickd smycka (e). (Taylor et al. 2012)

Vazba mezi SH2 doménou a aminokyselinovym zbytkem je diky aromatovému kruhu
velmi silnd, coz je dlivod, proc je tyrosinova fosforylace pouZita jako regulacni prvek.

Tyrosinkinazy jsou zpravidla dvojiho typu. Receptorové tyrosinkinazy, které maji
extracelularni a intracelularni doménu, a volné tyrosinkinazy, které maji domény vazajici
se na receptory bez enzymatické aktivity. Receptory, at' uz s enzymatickou aktivitou ¢i
bez ni, jsou aktivovany ligandy z extracelularniho prostfedi, napriklad ristovym faktorem.
Nasledné dochazi k dimerizaci dvou kinaz a vzajemné fosforylaci, pak se prenasi signal
dal fosforylaci dalSich proteinti, Casto také kinadz. Pfenos signédlu z tyrosin kinidz na
serin/threoninové kinazy byl ptivodné povazovan za divod existence kinaz s dvojnou

aktivitou.
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Kinazy s dvojnou aktivitou, tedy takové, které jsou schopny fosforylovat jak serinovy
nebo threoninovy zbytek, tak i zbytek tyrosinovy, nejsou prili§ Casté. Mnohdy byva
dvojna aktivita bud autofosforylacni, nebo probiha velmi ziidka. Existuji kinazy, které
jsou tak schopny cinit za velmi prisné danych podminek. Jedind bézné fungujici kinaza s
dvojnou aktivitou je MEK (kinaza MAP kinazy), jeZ fosforyluje tyrosin a threonin v

konzervované sekvenci v MAP kinaze (Pinna, Ruzzene 1996).

Fosfatazy

Fosfatdz je obecné mnohem méné neZz kindz, naptiklad kvasinky Saccharomyces
cerevisiae maji ve svém genomu 1,9 % protein kinaz, ale pouze 0,23 % proteinfosfataz
(Hunter, Plowman 1997). CoZ neznamena, Ze jsou fosfatazy nedileZzité. I pres jejich maly
pocet miiZze absence ¢i nadbytek proteinfosfataz zpiisobit poruchu funkce buriky. Pokud by
napiiklad neexistovala fosfatdza, kterd by defosforylovala aktivovanou glykogen
syntetazu, doSlo by k vycerpani buniky. Regulac¢ni charakter tyrosinové fosforylace je
zdtiraznén faktem, Ze prestoZe je obecné vSech fosfatiz méné nez vSech kinaz,
specifickych tyrosinovych fosfataz je vice neZ tyrosinkinaz (Mustelin 2007).

Fosfatazy jsou pti pokusech in vitro nespecifické, co se tyka substratu. V Zivych
systémech jsou naopak velmi silné specifické, nejspiSe proto, Ze se v in vitro systémech
vyskytuji  dalSi substraty, které nejsou in vivo dostupné. Fosfatdzy pouZivaji t¥i
mechanismy pro rozpoznani substratu (Obrazek 2). V prvém pripadé obsahuji fosfatazy
doménu, rozpoznavajici cilové proteiny, napfiklad SH2 doménu. Druhy zpisob je
rozpoznani a navazani kratkého linearniho motivu fosfatdzy cilovym proteinem. Treti
zpisob je nekovalentni vazba na adaptérovy protein, ktery zajist'uje rozpoznani substratu

(Sacco et al. 2012).

I. Rozpoznani Il. Rozpoznani kratké I1l. Rozpoznani pomoci
doménou linearni sekvence adaptérového proteinu

Pro-rich motf I FRZA1A
i " [ vor—{PR
PTRHZ + RTRN1Z . FEFICA +|-r'n1 RE FPhasphatase W40

7 (3rc) p-Ser R * PRPERIA
KM mintif p-Ser, p-Thr, Me-Lys
Phosphatase —@ =R | Phnsphataml R |\E-Fh/|
PIPFMTY * FTFRS @ PRPACA *::--‘\M

p-Tyr PxlxIT (MFATs) Ca®

Obradzek 2: Zptisob rozpozndni substrdtu fosfatdz (Sacco et al. 2012)
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Fosforylace jako prepinace:

Fosforylace se vyvinula jako regulacni mechanismus jiZ u prokaryot, spolu s fosforylaci se
vyvijely i kindzy a fosfatdzy. Kinazy prokaryot mohou byt homologni k eukaryotnim
kinazam, ale mnoho kinaz existujicich u prokaryot se nevyskytuje u eukaryot, pripadné
jen u specifické skupiny.

U prokaryotnich organismiti se Casto uplatiiuje regulace pomoci dostupnosti substratu ¢i
produktu metabolismu, ovSem u eukaryotnich organismu se kvili zvétSeni samotné bunky
a jeji kompartmentaci, i postupnému prechodu od jednobunécnych organismu
Fosforylace na tyrosinu se jako regulacni prvek béZzné vyskytuje u zvifat (kmen Metazoa).
U kvasinek (Saccharomyces) byly nalezeny pouze dudlni kinazy v kaskadé MAP kinazy,
receprotové a src-like kinazy nikoliv. U rostlin se také neni znam vyskyt receptorovych a
nereceptorovych (src-like) kinaz. Mezi houbami (Fungi) maji pouze hlenky
(Dictyostelium) protein s SH2 doménou a vyuZivaji signalizace pomoci fosfotyrosinu
(Darnell 1997).

Fosfatova skupina ma pomérné velky naboj, je kyseld a zabird vyznamné prostor, coz ji
umoziuje pusobit na blizsi i SirSi okoli a ménit tak mirné terciarni nebo kvartérni
strukturu proteinu, cozZ muze vést k jeho aktivaci, inaktivaci ¢i moznosti rozpoznani jako
substratu jiného enzymu. Esterova vazba fosfatu ma navic dobré chemické vlastnosti,
vysoka energie vazby neumoZziuje jeji spontanni defosforylaci. Vazba mezi proteinem a
fosfatem, obecné esterova vazba s fosfatem, je ve vodném roztoku pfi neutrdlnim pH
vysoce stala (Hunter 2012), v kinazach a fosfatazach je tato vazba naruSena pomoci
postrannich fetézcl aminokyselin a iontt kovu v jadfe enzymad.

Nejméné pravdépodobny vyskyt regulacnich fosforylaci je v usporadanych strukturach,
¢im neusporadanéjSi a delSi smycky jsou, tim pravdépodobnéjsi je vyskyt regulacnich
fosforylaci. Vysoky vyskyt fosforylaci je v dlouhych neusporddanych vlaknitych
strukturach proto, Ze jsou aminokyselinové zbytky vice vystaveny okolnimu prostfedi a
snadnéji pristupné kindzdm a fosfatdzam. V dlouhych neuspotfadanych vldknech je
mnohonasobny vyskyt fosforylacnich mist a regulace aktivity proteinu je tedy mnohem
vice variabilni neZ pouze dvoustavovy prepina¢ mezi aktivhim a neaktivnim stavem.
Prikladem miiZe byt retinoblastoma protein (Rb), kde fosforylace ovliviiuji jeho vazbu na

transkripcéni faktory a dalSi regulacni proteiny. Naptiklad jedna z fosforylaci sniZuje

13



afinitu Rb k transkripénimu faktoru E2F pomoci pfestavby vazebné domény a dalsi

fosforylace ve vazebné doméné, zaroven zcela blokuje vazbu na E2F faktor (Tyanova et

al. 2013).

Rozdéleni kinaz a fosfataz

Nadrodinu (superfamily) eukaryotnich proteinkindz rozdélili Hanks a Hunter (Hanks,

Hunter 1995) do rodin pomoci analyz aminokyselinovych sekvenci katalytické casti

proteinkinaz. Rodiny jsou sdruZené ve skupinach takto:

1.

5.

A-C-G skupina, jeZ obsahuje mimo jiné rodinu kindz regulovanych cyklickym
nukleotidem (kinazy PKA, PKG), rodinu kinaz diacylglycerol aktivovanych/
fosfolipid-dependentnich (kindza PKC), rodina kindz pfibuznych PKA a PKC
(RACQC) a rodinu kinaz fosforylujici s receptory sprazené G - proteiny

CAMK skupina obsahuje dvé rodiny, rodinu kindz regulovanych Ca*/Calmodulin
a blizce ptibuzné kinazy. Druhd rodina je Snf/AMPK (AMP aktivovana
proteinkinaza)

C-M-G-C skupina obsahuje predevSim rodiny CDK a pribuznych kinaz, jeZ
obsahuje cyklin-dependentni kindzy a Cdc kinazy (cell division cycle — kinazy
bunécného cyklu) a jejich homology, a rodinu MAP kinaz (Erk). Déle rodinu
glykogen syntetazy aktivujicich kinaz 3, a Clk rodinu (kinaza ,,Cdc-like kinase® a
ji ptibuzné)

Konvencni tyrosinové kinazy. Zde je podstatné predevSim déleni na receptorové
kinazy a kinazy nereceptorové. Kinazy, podle kterych se nasledné pojmenovaly
rodiny v této skupiné jsou casto pojmenovany podle patologickych stavii, kdy jsou
exprimovany, Ci jsou aktivni. Napriklad Brk rodina je pojmenovana podle Brk
kinazy, exprimované v nadoru pri rakoviné prsu.

Ostatni, do skupin nezarazené kinazy.

Toto rozdéleni bylo rozsitfeno o dalsi skupiny (Obrazek 2). Z databazi lidskych geni byly

pomoci skrytych Markovovych modelii vybrany ty geny, které odpovidaly profilu

eukaryotni proteinkinazové domény. Gent eukaryotickych proteinkinaz bylo nalezeno v

lidskych genech 478, doSlo také k objeveni 13 atypickych proteinkinaz (Manning et al.

2002).
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Obrdzek 3: Dendrogram ekaryotickych proteinkindzovych domén, vyznaceno 8 hlavnich

skupin. (Manning et al. 2002)
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Serin/threoninové kinazy jsou Castéjsi nezli tyrosinové, tvori primérné 85-90 % kinomu

(souboru vsech kinaz) Zivocicha (Hunter 2009). Lze je rozdélit podle charakteru okoli

mista, které fosforyluji, a to takto (Pinna, Ruzzene 1996):

1.

3.

Basofilni kindzy rozpoznavaji zasadité zbytky v okoli fosforylovaného mista,
preferuji lysiny, také mohou rozpoznavat zbytky hydrofobni, jejichZ vyznam
dokonce nékdy prevlada nad zbytky basickymi. Bazofilni je vétSina kinaz
patficich do skupiny ACG kinaz a aZ na par vyjimek celd skupina CaMC kinaz.
Prolinem navadéné kinazy, vyZaduji prolin v pozici n+1. Prolin v pozici n+1 je
pro ostatni kindzy zpravidla kritérium vylucujici fosforylaci. Prolinem navadéné
kinazy mohou mit dalSi poZadavky specifické pro rodiny kinaz, naptiklad
pritomnost bazickych ¢i kyselych zbytki v okoli. Prolinem navadéné jsou rodiny
cyklin dependentnich kinaz a MAP kinaz (CMGC skupina).

Acidofilni kindzy a kinazy vyhledavajici mista s predchozi fosforylaci.
Takovychto kinaz neni mnoho, ale za to jsou hojné rozsifené. Patfi sem kinazy z
riznych tfidéni podle Hankse a Huntera, mimo jiné kaseinové kinazy (CK2 rodina

z CMGC skupiny, CK1 rodina zatazena v ostatnich proteinkinazach)

Rodiny fosfataz (Tabulka 1) podle Mustelina (Mustelin 2007).

Fosforyl. AK rodina podrodina zastupce
PPM PP2C
o FPC FPC
PP1, PP2A,
PPP kalcineurin
Y,S HAD Eya, CTD, cronophin
Trida | Cys-
zalozenych PTP klasické PTP CD45, PTP1B
VH1-like a dualni
Y fosfatazy MKP
Trida Il Cys- CDC25A, CDC25B,
zalozenych PTP CDC25C
Trida Il Cys-
zalozenych PTP LMPTP

Tabulka 1: Rozdéleni proteinovych fosfatdz do rodin s priklady zdstupcti.
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PPM a FCP rodiny jsou Mg>* dependentni. HAD rodina (Asp-zaloZend) ma velmi Sirokou
Skalu substratu - nejen fosfoproteiny, ale napfiklad i fosfolipidy, cukry €i nukleotidy. Patfi
sem tyrosinové fosfatdzy a serinové fosfatdzy. Ttida I Cys- zaloZzenych PTP ma dvé
casti, klasické fosfotyrosinfosfatizy a VH1-like a dudlni fosfatdzy. Klasické PTP -
obsahuji transmembranové (receptorové) fosfotyrosinfosfatazy a nereceptorové fosfatazy.
VH-1 like kindzy a dudlni fosfatazy jsou zastoupeny fosfatazou MAP kinazy. Ttida II
Cys-zalozenych PTP je funkcné podobna fosfatdzam v tridé I, ovSem strukturné jsou si
nepribuzné. Trida III Cys-zaloZenych PTP ma v lidském genomu jediného zastupce, a to

LMPTP (fosfotyrosinfosfatazu s nizkou molekulovou hmotnosti) (Mustelin 2007).

Nadorova onemochéni

Nadorové onemocnéni je onemocnéni zptisobené nekontrolovanym bunéénym délenim. Je
to onemocnéni s riznym stupném zavaznosti, od méné zavaznych nezhoubnych nadort na
kiZi aZz po velmi zadvazné, jako napriklad rakovina tlustého stfeva. Pro rok 2011 bylo
vyjma rakoviny kiiZe odhaleno celosvétové pres 12 milioni novych pripadi nadorovych
onemocnéni (Jemal et al. 2011).

Rakovinné buiiky s poSkozenou regulaci déleni mohou vzniknout ze vSech bunécnych
typa. Prfi rakovinném zvrhnuti bunék epiteld mizZe mit nador zcela odlisSné vlastnosti nez
nador na kosti, mohou se mezi sebou liSit i nadory stejnych tkani. Jednim z hledisek
tfidéni mize byt schopnost invazivniho rlistu a tvorby metastaz; maligni (zhoubné) nadory
jsou invazivni a metastazuji, benigni (nezhoubny) nddor neméa schopnost metastazovat a
pokud roste, roste pomalu. Déle podle piivodnosti, je-li nador primarni ¢i vznikly z
metastdz, podle podobnosti nadoru s tkéani, kterd mu dala vzniknout. Mezi faktory
napomahajici vzniku rakoviny patfi genetické dispozice, kondice, konzumace jidla a
jinych latek, chemické faktory jako karcinogeny a mutageny, fyzikalni faktory napt. UV
zareni, rentgenové a gama zareni a biologické faktory dvou typt - prvnim jsou infekce, at’
jiz virové €i nevirové. Druhé jsou pochody télu vlastni - nékteré rakoviny vznikaji diky
stimulaci hormony.

JJednim ze zéasadnich znak nadorové bunky je, kromé nekontrolovaného déleni, i
necitlivost vii¢i apoptotickému signalu. Zdrava butika ma vyvazeny pomér mezi signaly
vedouci k apoptéze a signaly antagonistickymi. Apoptoticky signal prichazi zvnitrku
buiiky, naptiklad v disledku nevratnych mnohonasobnych poSkozeni DNA, i z vnéjSku od

bunék imunitniho systému a z okolni tkané. Apoptoticky signal se predava kaskadou
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proteind, které se tucCastni i enzymy s kindzovou aktivitou. Rakovinné buniky narusi
rovnovahu a oslabi apoptoticky signal, coz muzZe vést k progresi €i vzniku metastaz.
Naopak jiné nadorové zmeény mohou podporovat apoptézu béhem vicestupniové

karcinogeneze (Lowe, Lin 2000).

MoZnost IéCby pomoci kindzovych inhibitort

Objevy na poli regulace fosfotyrosinem maji praktické disledky a jiZ dnes existuje
moznost 1écby pomoci tyrosinkindzovych inhibitori. OvSem v nadorech casto byva
aktivovana Tfada tyrosinkindz s prekryvajicimi se funkcemi, coZz miiZze lécbu
tyrosinkinazovymi inhibitory komplikovat. Pokud nezabird jeden inhibitor, je moZné
pouzit nékolik dalSich, obdobné jako se postupuje pti 1écbé pacienta s HIV (Hunter 2009).
Gleevec (v Evropé distribuovan jako Glivec) s ucinnou latkou imanitib, tyrosinkinaza
prvni generace byl povolen pro 1écbu chronické myeloidni leukémie v roce 2001 (Hunter
2009), o rok pozdéji k 1écbé gastrointestindlniho stromatniho tumoru (GIST). Inhibuje
Bcer-Abl tyrosinkinazu, ktera vznika translokaci, pfi které vznikne tzv. Philadelphia
chromosom; tato chromozomalni abnormalita se vyskytuje pfi chronické myeloidni
leukémii. Dalsi kinazy, které inhibuje, jsou PDGFR a c-Kkit.

V roce 2006 byl povolen Sutent, s ti¢innou latkou sunitinibem, zaroven pro 1é¢bu imanitib
rezistentnich gastrointestindlnich stromatickych nadord a pro karcinomy wvzniklé z
renalnich bunék (Wishart et al. 2008, DrugBank: Sunitinib).

Dalsi z 1éCiv je Herceptin s ucinnou latkou trastuzumab. Na rozdil od vySe zminénych
latek, které jsou malé molekuly (mezi 20-30 uhliky), je trastuzumab monoklonalni
protilatkou, jedna se tedy o protein a pouZiva se pri 1écbé rakoviny prsu. Tato protilatka se
vaZze na HER2/neu tyrosinkindzu, protein exprimovany z genu HER2 (Human EGFR
Related gene), lidskému receptoru epidermalniho riistového faktoru pribuzny gen, ktery se
v rakovinnych burnikach nadmérné exprimuje. VaZe se také na EGF-receptor-like protein
(Shawver et al. 2002).

Jak nador roste, zacina podporovat angiogenezi ve svém okoli, na to se zaméfuji dalsi
lé¢iva; zaméruji se predevSim na receptor vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru
(VEGFR2). VEGFR maji tyrosinkinazovou aktivitu. Jednim z takovychto 1éciv je Votrient
(ac¢inna latka pazopanib), kromé inhibice VEGFR1, 2 a 3 inhibuje PDGFR (receptory
ristového faktoru odvozeného z trombocytt) a c-kit (tyrosinkinazovy receptor predevsim

kmenovych pluripotentnich krvetvornych bunék v kostni dfeni) (Sleijfer et al. 2009).
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Tento 1ék se pouZiva pri 1éCbé rozvinutého nadoru vzniklého z rendlnich bunék a po
chemoterapii pti 1é¢bé nadoru mékkych tkani Pomérné zajimavym zjiSténim je, Ze pokud
se pri radioterapii pouziva inhibice angiogeneze, zvySuje to jeji ucinnost a zabranuje
tvorbé novych cév jako obrannému mechanismu nadoru (Shawver et al. 2002).

Na pacientech s diferencovanou rakovinou Stitné zZlazy byl provadén pokus, ktery mél
ovérit ucinky TKI sorafenibu a sunitinibu. Sorafenib byl podavan 13 pacientlim, sunitinib
byl podéan jednomu pacientu hned a druhému potom, co nezabirala 1é¢ba sorafenibem.
nebo stabilizace choroby ve zbylych deviti. U tfi pacientii zstala progresivni forma
rakoviny. Pred lécbou pomoci TKI, pfi konvencni 1écbé, byl median doby bez progrese
(PFS — progress-free survival) nadoru 14 mésicti, po 1écbé soranifebem a sunitibem byl

median PFS 19 mésict (Cabanillas et al. 2010).

Ziskavani a ukladani dat

Je vidét, Ze posttransla¢ni modifikace jsou plnohodnotnou soucasti proteinu s dopadem na
jeho funkci. OvSem problémem a zaroven vyzvou je, Ze posttransla¢ni modifikace nelze
nijak zaznamenat do genetického kodu jako aminokyseliny proteinu. I kdyZz uZ dnes
existuji zptsoby, jak odhadnout ze sekvence aminokyselin, nebo spiSe ze specifity
akceptorového mista, jestli a jaka posttransla¢ni modifikace tam bude nejpravdépodobnéji.
Takovéto odhady stoji predevSim na velkém mnoZstvi experimentalnich dat, uloZenych

v databazich, jako je dbPTM, vypocetni sile modernich pocitact a riznych matematickych

modelech.

Data experimentalni

Hmotnostni spektrometrie

K ziskavani dat o fosfoproteinech pomoci hmotnostni spektrometrie dochéazi ve tfech
zakladnich krocich. Béhem prvniho kroku dochézi k separaci fosforylovanych proteint,
druhym krokem je tandemova hmotnostni spektrometrie spojena s kapalinovou
chromatografii (lc-ms/ms), ve treti fazi dochazi k identifikaci fosforylovanych
aminokyselinovych zbytki korelaci sekvencnich dat a dat z hmotnostni spektrometrie.

(Zhou et al. 2001)
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Béhem hmotnostni spektrometrie dochézi ke Stépeni vzorkt na ionty, jejich usporadani dle
hmotnosti a nasledné detekci.

Pfi tandemové hmotnostni spektrometrii se v prvnim hmotnostnim analyzatoru vyselektuji
poZadované ionty, které jsou opét fragmentovany a prochdzi dalSim hmotnostnim
analyzatorem. Pfi studiu fosforylaci se pouZivaji hmotnostni spektrometrie druhého a
tretiho stupné. (Witze et al. 2007)

Vystupem z hmotnostni spektrometrie jsou spektra, jeZ ukazuji relativni nebo absolutni

zastoupeni iontl s uritym pomérem hmotnosti a naboje (m/Q) (Obrazek 4).
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Obrdazek 4: Ukdzka spektra z tandemové hmotnostni spektrometrie. Zptisob identifikace

fosfoserinu 263, pomoci rad iontil. (Esmenjaud-Mailhat et al. 2007)

2D elektroforéza

Pomoci dvoudimenzionalni elektroforézy je mozné ziskavat data dvéma zpiisoby. V
prvém piipadé dochazi ke znaCeni proteinii pomoci radioaktivniho fosforu **P nebo **P
provadéné in vivo nebo in vitro, nasleduje separace pomoci 2D elektroforézy a vizualizace

autoradiografii. Tato metoda je vysoce presnd, ale ma nékolik omezeni, jako naptiklad to,
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Ze neni schopna rozeznat, kterd aminokyselina je fosforylovana. Radiace muze stresovat
buiiku natolik, Ze muze dojit k vytvoreni artefaktli, také casto dochazi k zastaveni
bunécného cyklu.

DalSim zpiisobem je znaCeni pomoci protilatek proti jednotlivym fosforylovanym
aminokyselindm. Protilatky proti fosfotyrosinu jsou pomérné efektivni, ale protilatky proti
fosfothreoninu a fosfoserinu nemaji tak dobré vysledky; je to zpiisobeno tim, Ze jsou
mnohem menSi neZ fosfotyrosin a nedojde tak k jejich rozpoznani. Proto se pro jejich
identifikaci pouzivaji protilatky proti motivu nebo vétsimu epitopu. Naptiklad rozpoznani
fosfothreoninu s prolinem v pozici +1, typické pro MAP kindzy a cyklin dependentni

kinazy (Kovarova et al. 2003).

Databaze

Experimentalni zjiStovani posttranslacnich modifikaci je casové i financné naroCné a
proto je tfeba vénovat velké usili i ukladani téchto dat. Databaze vSak dnes nejsou jen
uloZiStém, ale také mistem, které umoZiuje dalSi zkoumani. Databaze mohou byt
zaméfeny primo na posttranslacni modifikace, naptiklad Phosida, nebo na proteiny jako
takové (UniProt/Swiss-Prot, UniProt/TrEMBL), pfipadné jako databaze zaméfenad na
choroby, napriklad OMIM, kde jsou zaznamenany patologické posttransla¢ni modifikace
v souvislosti s jednotlivymi chorobami. DalSi mozZnost je databadze enzymd, naptiklad

Kinbase, Kinweb nebo HomoKinase, se zaznamy o kinazach.

Databaze posttransla¢nich modifikaci

Posttranslacni modifikace jsou evidovany v nékolika databazich. Existuji vSeobecné
databaze i databaze se zamérenim na urcity okruh organismi, napfiklad databaze virovych
posttranslacnich modifikaci. Databaze specializované na fosforylace jsou z hlediska
fosforylace srovnany v tabulce niZe (Tabulka 2).

Phospho.ELM (Dinkel et al. 2011) je databaze dat o fosforylaci in vivo i in vitro, jedna se
o data experimentalni i data z literatury. Obsahuje neredundantni zdznamy o fosforylaci na
serinech, threoninech a tyrosinech. V této databazi jsou predevSim data z lidskych
proteinti, dale z modelovych organismt (mys, octomilka, had'atko).

PhosphoSitePlus (Hornbeck et al. 2012) je databaze zaméfend na posttranslacni
modifikace prevazné lidskych a mysSich proteini, nicméné obsahuje i data tykajici se

jinych organismi. Obsahuje data v prvé fadé o fosforylaci, ubiquitinaci a acetylaci. Je
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rucné sestavovana a jeji prednosti je roztfidéni dat podle nékolika hledisek a tedy
snadnéjsi pristup k poZadovanému zdznamu. Nabizi moZnost prochazeni databaze nejen
podle mista fosforylace, ale i podle bunécného typu a podle choroby. Databaze
PhosphoSitePlus obsahuje vice nezZ dvé sté tisic fosforylacnich mist na vice nez
devatenacti tisicich proteini. Mimo dat ziskanych pomoci tizce zaméfenych studii, ktera
jsou presna, obsahuje databaze také data ziskand pomoci tandemové hmotnostni
spektrometrie. PhosphoSitePlus vychazi z databaze Phosphosite, ktera obsahovala data
tykajici se fosforylaci v mySich a lidskych proteinech, vcetné informaci o souvisejicich

kinazach a fosfatazach, jeji rist mizete vidét nize (Obrazek 7) (Hornbeck et al. 2004).
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Obrazek 5: Obsah PhosphoSite sestaveny z literatury od spusténi databaze v roce 2003 do
roku 2011. Modrd krivka ukazuje pocet zdznamii o fosforylacnich mistech, Cervend
pocet proteinti a Sedd reference. Cerné Sipky naznacuji spusténi dalsich databdzi
(Human Protein Reference Database, Phospho.ELM, PHOSIDA). Cervenymi zobdcky
je naznacena publikace nékterych souborii dat z hmotnostni spektrometrie. (Hornbeck

etal. 2012)

Dalsi z databazi fosforylaci je Phosida (Gnad et al. 2007, 2011), kterd kromé dat o
fosforylaci shromazd'uje data o N — glykosylaci a acetylaci. Zabyva se modelovymi
organismy biologie a tak kromé mysSi a ¢lovéka obsahuje zaznamy o fosforylaci i u jinych
obratlovcii, bezobratlych, jednobunécnych eukaryot i prokaryot. Zaznamy z této databaze

nejsou zahrnuty v dbPTM databazi.
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Phospho3D (Zanzoni et al. 2011) je databaze, ktera shromaZd'uje data o 3D struktufe
fosforylacnich mist, respektive predikce zaloZené na databazi Phospho.ELM, ktera pro
fosforylacni mista zaznamendava i zbytky v prostorovém okoli. Phospho3D nabizi také
nastroj P3DSCAN, umoZiujici porovnani lokalni struktury proteinu vuci 5387
zmapovanych pfipadd v Phospho.ELM..

MtcPTM (Jiménez et al. b.r.) je databaze mySich a lidskych fosforylacnich mist, s
moznosti porovnani motivii. V jinych databazich jsou fosforylace pozicné vztazeny k
proteinové sekvenci, v mtcTPM jsou fosforylace vztaZzeny k experimentdlné urcené
peptidové sekvenci, coZ umoZziiuje snadnéjsi manipulaci s daty, jejich aktualizaci. Kromé
toho jsou v databazi také uloZeny atomové modely proteini a je moZno je zobrazit.

HPRD (Human Protein Reference Database) (Keshava Prasad et al. 2009), je databaze
pouze lidskych proteinti, nabizi prochazeni obsahu podle posttranslacnich modifikaci,
domény, motivu, lokalizace a funkce. Je mozZno vyuzit nastroj BLAST. Déle nabizi nastroj
PhosphoMotif Finder, ktery vyhledava v uZivatelem zadané sekvenci motiv fosforylac¢niho
mista.

PTMScout je databaze, kterd obsahuje data z hmotnostni spektrometrie fosfoproteinii, dale
obsahuje data z databazi PhosphoSite, Phospho.ELM a Uniprot. Je zaloZena na MySQL
databazi, nabizi nastroj pro generovani biologickych hypotéz, ktery je ovSem omezen
anotacemi metadat (Naegle et al. 2010).

dbPTM (Lee et al. 2006) je souhrnna databaze se zaznamy z nékolika dalSich databazi,
nejvice zdznamu je ze Swiss-Prot, mimo jiné proto, Ze jsou do databaze zahrnuty i
predpokladané posttranslacni modifikace. DalSi velké databaze zahrnuté v dbPTM jsou
PhosphositePlus a Phospho.ELM. Dale dbPTM obsahuje zaznamy z databazi dalSich
posttranslacnich modifikaci, naptiklad methylaci, O-glykosylaci nebo ubiquitinaci.
Obsahuje i databéazi kindz z Kinbase. Kromé modifikaci predpokladanych v databazi
Swiss-Prot obsahuje modifikace predikované pomoci skrytych Markovovych modela.
Swiss-Prot je casti UniProtKB (The UniProt Consortium, 2012) s daty anotovanymi a
prezkoumana lidmi. Druha cast UniProtKB je TrEMBL, kde jsou data anotovana strojové
a nejsou prezkoumdavana. Swiss-Prot obsahuje data experimentdlni, ale i predikcni.
UniProtKB je databaze neredundantni. Pro jeden gen existuje pouze jeden zaznam
obsahujici vSechny dalsi informace, jako sestfihové varianty a mutace. Autofi mohou také

zahrnout informace o fosforylaci, pokud je znama.
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databéaze pocet zaznamd organismy WWW
8718 sekvenci proteinu H. sapiens,
Phospho.ELM M. musculus, http://phospho.elm.eu.org

299 kinaz

D. melangoster

PHOSIDA

15368 protein

45833 fosforylacnich mist

H. sapiens,
M. musculus,
D. melangoster

http://www.phosida.com/

PhosphoSitePlus

19844 proteinl

208901 fosforylacnich mist

H. sapiens,
M. musculus,
D. melangoster

http://www.phosphosite.org

Viz
Phospho3D 5387 zmapovanych pifpadd | Phospho.ELM http://www.phospho3d.org
mtcPTM 22005 fosforylacnich mist H. sapiens http://www.mitocheck.org/cgi-bin/mtc
11619 protein( M. musculus
HPDR 30047 proteind H. sapiens http://www.hprd.org
8160 z&znam o fosforylaci

153113 experimentalné
zjisténych fosforylacnich
mist
74365 predpokladanych

dbPTM fosforylacnicm mist z H. sapiens http://dbptm.mbc.nctu.edu.tw
UniProt/SwissProt
1763242 fosforylacnich mist
predpokladanych pomoci
HMM

72 rdznych
PTMscout 206495 fosforylaci druhti http://ptmscout.mit.edu

Tabulka 2: Databdze tykajici se fosforylace.
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Databaze enzymti

Kinbase je databazi kinadz rtznych organismi od clovéka, myS, pres kvasinky aZ po

rostlinu. Nachazi se na webu www.kinase.com. V této databazi se da vyhledavat podle

kritérii (rodina kindz, organismu, ze ktrého kinaza pochazi, doména pfitomna v kinaze) a
také pomoci nastroje BLAST. DalSi nastroje, nikoliv vyhledavaci, jsou HyperTree,
prohlize¢ fylogenetickych stromd, a u jednotlivych tfid nabizi grafické srovnani
zastoupeni aminokyselin na jednotlivych pozicich.

PhosphaBase (Wolstencroft et al. 2005) je databaze fosfataz, nabizi vyhledavani podle
kritérii (rodina, nazev, tkan, organismus, ze kterého pochazi, funkce), vyhledani podle
motivu a podle domény. Kromé vyhledavani nabizi také 3D prohliZze¢ proteinovych
struktur, nastroj pro praci s alignmentem a alignment fosfotyrosin fosfatdz. Nachazi se na

webu www.bioinf.manchester.ac.uk/phosphabase/.

Databaze tykajici se nador

OMIM® (Online Mendelian Inheritance in Man) je databaze lidskych gent a genetickych
poruch. Nabizi vyhledavani zaznami a genovou mapu. K jednotlivym gentim nabizi
komplexni text zabyvajici se riznymi pohledy, od biochemie, pfes mapovani, po roli v
patologiich. V tomto textu jsou citovany clanky, které se danym genem zabyvaji.

DalSi z genomovych databazi, ktera se zaméfuje i na posttraslacni modifikace, je
cBioPortal for Cancer Genomics, ktera shromazd'uje genomova data ze studii o rakoving;
v breznu 2012 méla 5000 vzorkt nadort z 20 studii (Cerami et al. 2012), nyni je to pres
11000 vzorkd ziskanych z 33 publikaci. Databdze pomoci funkce OnkoPrint nabizi
jednoduchy zpiisob zobrazovani zmén na drovni DNA, jako jsou delece, duplikace, SNP,
pro jednotlivé geny i pro jednotlivé pacienty. Kromé databaze zmén na urovni DNA jsou v
databazi RNA zaznamy (miRNA a mRNA) zejména o expresi, proteinova data i se
zaznamy o fosforylaci, zdznamy o methylaci DNA a data tykajici se rakoviny (zejména
preZiti). Pro MATLAB a R ma databaze vytvorené vlastni knihovny, které umoZnuji
pfimy pristup k datim serveru, kromé téchto programi lze s daty pracovat i jinych
programovacich jazycich (Python, Perl...) Cela databaze je Open-Source s licenci GNU

Lesser General Public License (http://www.gnu.org/licenses/Igpl.html).

ROCK je databaze zamérend na funkcéni genomiku rakoviny prsu. Obsahuje data o genech z
riznych databazi (napf. OMIM, Uniprot, EnsEMBL, UniGene, PDB, RefSeq), data o

interakcich a data o metabolickych drahach, kterych se proteiny v databazi obsaZené tcastni.

25


http://www.gnu.org/licenses/lgpl.html
http://www.kinase.com/

Nachazi se zde také zaznamy o kinazach a fosfatazach. Pomérné intuitivni rozhrani nabizi
pristup k datim pomoci hledani nebo prochazeni dat podle rtiznych kritérii, kromé dat nabizi i
analyzu dat podle zvolenych kritérii. Tato databaze byla myslena jako protivaha k databazim,
které se zabyvaji predevsim sbérem genomickych dat z literatury (Breast Cancer Information

Core, Breast Cancer Database) (Sims et al. 2010).

Data predikéni

Z vySe uvedeného je vidét, Ze experimentalni metody jsou naroCné na vybaveni a pres to
neumi odhalit vSechna fosforylacni mista, proto se velmi brzo zacaly pouZivat prediktivni
metody, zaloZené na analyze jiZ znamych dat. Diky vyvoji vypocetni techniky a vétSimu
mnoZstvi experimentalnich dat dochazi ke stale presnéjSim predikcim. BohuZel je toto
téma tak obsahlé, Ze by vydalo na samostatnou praci, nicméné je natolik zasadni, Ze ho
musim alespon CasteCné zminit ve své praci.

Drive se k predikci posttransla¢nich modifikaci pouzivaly vdhové matice, dnes se prechazi
postupné od skrytych Markovovych modeli k neuronovym sitim. (Blom et al. 2004)
Markovovy modely jsou pouZivany v bioinformatice nejen pro urcovani posttranslacnich
modifikaci. Tyto vypoCetni metody vyuzZivaji Bayesovy véty a na ni zaloZené statistiky.
Tyto pocCetni metody dovoluji na zakladé novych skuteCnosti upravovat, zpresnovat,
podminénou pravdépodobnost jevi.

Ve skrytych Markovovych modelech je skryty Markovovsky fetézec, coZ znamena, Ze nejsou
znamy ani jednotlivé stavy, ani prechody mezi nimi, znamy jsou pouze vystupy, které vznikaji
pii prechodu mezi stavy. (Eddy 2004)

Neuronové sité (ANN — Artificial neural networks) nejsou na poli vypocetni techniky
novinkou, byly objeveny jiZz ve 40. letech 20. stoleti, ovSem jejich béZné vyuZivani roste s
vypocetni kapacitou pocitacti. Existuji dva typy neuronovych siti, dopfedné typy bez
smycek a typy se smyckami, které umozZiuji zpétnou vazbu (Jain, Mohiuddin 1996).

V doprednych neuronovych sitich jsou jednotlivé vypocetni body usporadany ve vrstvach,
body jsou propojeny mezi vrstvami, nikoliv uvnitf vrstev, a hrany (spoje mezi
vypocetnimi body) maji vahu. Casto byva bod propojen se viemi body pfedchozi vrstvy
vstupy a pomoci vystupi byva propojen se vSemi body vrstvy nasledujici (Obrazek 6).
Vstupni signaly byvaji rtizné, dochazi k jejich zpracovani a na jejich zakladé vytvoreni

jednotného vystupniho signalu (Blom et al. 2004).
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Vstupni vrstva Vnitfni vrstwy Vystupni vrstva

Obrdzek 6: Ukazka stavby trojvrstvé neuronové sité. (Jain, Mohiuddin 1996)

Podobné jako skryté Markovovy modely jsou neuronové sité trénovatelné. UcCeni probiha
pomoci iterativniho upravovani existence a vah hran mezi vypocetnimi body (Jain,
Mohiuddin 1996).

Neuronové sité se pro predikci posttransla¢nich modifikaci pouZivaji proto, Ze umi
analyzovat nelinearni strukturu okoli akceptorového mista posttransla¢ni modifikace, tedy

berou v potaz okoli prostorové, nikoli pouze okoli sekvencni (Blom et al. 2004).

Casto pouZivané nastroje vychéazejici z popsanych vypocetni metod najdete v tabulce nize

Metoda Nastroj Odkaz
ANN NetPhos http:/Awww.cbs. dtu.dk/services/NetPhos/
NetPhosK http://www.chs. dtu.dk/services/NetPhosk/
HMM KinasePhos http://kinasephos.mbc.nctu.edu.tw/

Tabulka 3: Prehled predikcnich ndstrojt.

(Tabulka 3).
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Analyza fosforylaci v nhadorovych onemocnénich

Mutace v DNA jsou podle své zavaznosti déleny na Fidici (drivers) a vezouci se
(passenger). Ridici mutace jsou charakterizovany tim, Ze se vyskytuji v regionech s
vysokym pomérem nesynonymnich mutaci vi¢i synonymnim a ocekava se, Ze vedou ke
zménam vedoucim k rakovinnému zvrhnuti buiiky (Torkamani et al. 2009). Ridici mutace
maji tendenci se vyskytovat spiSe na povrchu, v blizkosti hydrofilnich aminokyselin
(Talavera et al. 2010).

Ridici mutace ¢asto souvisi s fosforylaci, at' uz se vyskytuje v kindzovych doménach nebo
v sekvenci substratovych proteinti. V substratovych proteinech mutze dojit k mutaci
fosforylovatelnych aminokyselin nebo aminokyselin v okoli serinu, threoninu nebo
tyrosinu, coZ mtiZe zabréanit rozpoznani fosforyla¢niho mista.

Ze 793 vzorki z 8 typl nadorovych onemocnéni byly shromézidény geny, jejichz
jednonukleotidova mutace souvisi s fosforylaci, at' uz tak, Ze zméni kindzovou doménu
nebo fosforylacni misto (7 kyselin pfed a za fosforylovanou aminokyselinou). Tato
analyza vedla k oznaceni 775 rtznych gend, jeZ obsahuji 949 fosforylacné specifickych
SNV v alespoii jednom typu rakoviny.

PribliZzné jedna tfetina oznacenych gent s SNV ve fosforylacnim misté se vyskytovala ve
vice typech rakoviny, coz miiZe pomoci zviditelnit mechanismus fidicich mutaci v
rakoviné. (Reimand, Bader 2013)

Ridici mutace objevujici se v oblastech kinadzové domény se vyskytuji statisticky
prokazatelné bliZe k ATP-vazajici oblasti neZ vezouci se mutace (Obrazek 7) (Izarzugaza
et al. 2009).

Ridici mutace mohou byt i prospésné. V pfipadé tumorsupresorového proteinu TP53 (v
pripadech rakoviny vajecnikii a glioblastomt), miZe dojit ke vzniku fosforylacné
specifickych SNV tak, Ze pacienti maji delsi dobu preziti, v pripadé glioblastomu, nebo
jich pfeziva vétsi pocet, v pripadé rakoviny vajecnikt. (Reimand, Bader 2013)

V rakoviné plic dochazi k hyperfosforylaci, naptiklad na receptoru pro epidermalni
rastovy faktor (Wu et al. 2009), coz vede k nadmérné tyrosinové fosforylaci proteint
(Guha et al. 2008). Nadmérna exprese fosfotyrosinovych proteinti souvisi s proliferaci

nadorovych bunék a zménami tvaru buiiky a tkdné. Cim vyssi exprese fosfotyrosinovych
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proteind, tim horSi prognéza preZiti, i bez dalSich patologickych faktori (Gong et al.
2002). Nadmérna exprese nebo zvySena aktivia src-like kindz a aktivace EGFR jsou
nezbytné pro proliferaci a invazi rakovinnych bunék (Wu et al. 2010).

Na zakladé rozdilné fosforylace tyrosinovych zbytki lze jasné rozlisit zdravé a nadorové
buiiky, a to bez ohledu na to, zda byla analyza provedena na velkém nebo malém poctu
fosforylacnich mist. Toto rozdéleni je v podstaté rovnocenné microarray analyze (Wu et

al. 2009).

N-terminalni lalok

Zaves

Aktivacni
segment

C-terminalni
lalok

Obrdzek 7: Model kindzy, zaloZeny na MAP3K1, ukazuje zdkladni uspordddni s dvéma
laloky spojenymi pomoci zavésu. ATP se vaze mezi laloky na 5 vysoce konzervativnich

zbytkit (K74, E96, D171, N176 , D190). (Izarzugaza et al. 2009)

Ubytek fosforylaénich mist a jejich vznik de novo

Nadorové buriky obsahuji Ffadu mutaci. Exprese poSkozenych genti vede ke vzniku
proteind, které mohou mit nova mista vyhleddvana kindzami, pfipadné mtize diky SNP
(jednonukleotidovému polymorfismu) dojit k zdméné aminokyseliny fosforylovatelné za
jinou. Stejné tak to miiZe vést k expresi fosfatdz a kindz vyhledavajici jiny substrat nebo

naopak nefunkénich.
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V rakovinnych burikach dochazi spiSe k mirnému pfibyvani fosforylacnich mist (ztrata
fosforylacnich mist kolem 12%, zatim co vznik novych mist cca 14%), zatimco v
kontrolnim datasetu, vzniklém mutaci sekvenci in silico, dochazelo Castéji ke ztratam
(ztrata fosforylacnich mist 11%, vznik novych mist cca 9%). Tento rozdil je dan tim, Ze
algoritmus provadi evolucné preferované modifikace, tedy spiSe neutralni. Pribytek
fosforylaci v nadorovych onemocnénich miiZze mit za dasledek destabilizaci proteinu,
preruSeni jeho interakci, naruSeni jeho enzymatické funkce nebo dokonce ovlivnéni
aktivity jinych enzymu aplné jinych metabolickych drah, coZ mé za nasledek poruchy v

celé burice (Radivojac et al. 2008).
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Zavér

Ve své praci jsem se zabyvala fosforylacemi, zpiisoby ziskavani dat o fosforylaci a jejich
uskladnéni s dtirazem na vliv fosforylaci na nddorova onemocnéni.

Fosfotyrosin je pouzivan jako regulacni prvek aktivity enzymi a jeho existence je silné
regulovana, nadorové buiiky se vymknou této regulaci a dochazi k tvorbé nddoru pomoci
nekontrolovatelného déleni bunék, dale k vytvareni krevniho FeCiSté kolem nadoru a
posléze migraci nadorovych bunék a vzniku metastaz. Zménu na proteinové urovni
zpisobuje mutace v DNA, za rakovinné zvrhnuti buiiky mohou takzvané fidici mutace.
Zasadnim pfinosem pro proteomiku bylo pouZiti hmotnostni spektrometrie, ktera v
kombinaci s dalSimi metodami umozZiuje objevit mnohem vétsi mnoZzstvi fosforylacnich
mist. Dal$i mozZnosti je predikce fosforylacnich mist na zdkladé ziskanych dat. Ziskana
data jsou ukladana do databazi, aby byla snadno dosaZitelna. Databaze se liSi svou
specializaci, redundanci a anotaci dat. Kromé ukladani dat nabizi databaze i nastroje pro
jejich vyhledavani dle rtznych kritérii a nastroje pro analyzu, jako je alignment, které
mohou slouZit k zjiStovani konzervativnich motivi napfi¢ rodinami proteinti.

V poslednich letech se zacala pouZivat biologicka 1écba nadorovych onemocnéni,
pouZivaji se k ni tyrosinkinazové inhibitory. Nékteré tyrosinkinazové inhibitory interaguji
s kinazami bunék nadoru a inhibuji déleni bunék. Dalsi zabrafiuje angiogenezi, pomoci
inhibice receptorovych tyrosinkinaz endotelu a dalSich tyrosinkinaz krevnich bunék.
Existuji i kindzové inhibitory, které mohou inhibovat vice proteinkinaz.

Jako jakakoliv jina 1écba maji i tyrosinkinazové inhibitory vedlejsi icinky, souvisejici s
mechanismem jejich ptisobeni. PoSkozuji zdravé i nadorové buriky, ale kviili rychlejSimu
metabolismu a nizké reparaci poSkozuji nadorové buiiky mnohem vice. Kombinuji se s
dalsimi 1éCebnymi postupy, ale jejich pouzivani zvysuje dobu doziti pacientd.

Pomoci vypocetni analyzy dat tykajicich se fosforylace 1ze mnohem rychleji najit latky,
které by mohly byt biologicky aktivni a reagovat s proteiny rakovinné buiiky, zejména s
kindzami a fosfatdzami. Také je moZno mnohem lépe odhalit souvislosti v dynamice

fosforylaci, coZ pomaha identifikovat moZné cile biologické 1écby.
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