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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK:

2-D/2-DE - dvojrozmémy/dvojrozmérna elektroforéza

ACN - acetonitril

BRCA 11/14/16/17 - primérni kultury rakovinnych prsnich bunék s mutacemi tumor

supresorového genu BRCA 1, z anglického ,,breast cancer*

BRCA-1/BRCA-2 — tumor supresorové geny, z anglického ,,breast cancer*

BSA — hovézi sérovy albumin, z anglického ,,bovine serum albumin®

CDNB - 1-chloro-2,4-dinitrobenzen

DMSO - dimethylsulfoxid

DTT - dithiothreitol

EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina

EGF - epidermadlni riistovy faktor, z anglického ,,epidermal growth factor

ESI — metoda tvorby iontii rozpraSovanim roztoku do komirky s hrotovou elektrodou,

z anglického ,,electrospray ionization*

GLO I - glyoxalasa I

GLO II - glyoxalasa Il

GSH - glutathion v redukované formé

GSSG - glutathion v oxidované formé

GST - glutathion S-transferasy

HPLC - vysokoucinné kapalinova chromatografie, z anglického ,,high performance liquid

chromatography*

CHAPS - 3-(cyklo)-1-propansulfonova kyselina

CHAPSO - 3-(cyklohexylamino)-2-hydroxy-1-propansulfonové kyselina

IEF - izoelektricka fokusace

»IPG strip“ — plastovy prouzek pokryty gelem s imobilizovanym pH gradientem,
z anglického ,,immobilized pH gradient

LC - kapalinova chromatografie, z anglického ,,liquid chromatography*

LTQ-ORBITRAP - analyzator pro hmotnostni spektrometrii s iontovou kvadrupélovou

linearni pasti, z anglického "linear trap quadrupole”

MALDI - ionizace laserem za ucasti matrice, z anglického ,matrix assisted laser

desorption and ionization“

MilliQ - deionizovana voda



MS - hmotnostni spektrometrie, z anglického ,,mass spectrometry*

MS/MS — hmotnostni spektrometrie s vice analyzatory za sebou

Mr - relativni molekulovd hmotnost, z anglického ,,relative molecular weight*

NADPH - redukovany nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NME - primami kultura zdravych prsnich bunék, z anglického ,normal mammary
epithelial“

PTM - post-translaéni modifikace

SDS — dodecylsulfat sodny

SDS-PAGE - elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfatu

sodného, PAGE z anglického ,,polyacrylamide gel electrophoresis*

TBP - tributylfosfin

TEMED - N, N, N’, N'-tetramethylethylendiamin

TFA - trifluoroctova kyselina

Tris — tris(hydroxymethyl)aminomethan



1 UVOoD
1.1 Karcinom prsu
1.1.1 Anatomie prsu

Prs se sklad4 ze dvou &asti - ze zlazy, kterd se podili na produkci a transportu
mléka, a ze stroma, tedy tukové a pojivové tkané. Prsni Zlaza ma 15-20 lalokd. Laloky jsou
sloZzeny z vac¢kt produkujicich mléko. Jsou propojeny systémem kanalkti a mlékovodi
usticich v bradavce (viz obrazek 1) [1,2]. Histologické stavba prsni Z1azy z4visi na pohlavi,
véku a funkénim stavu [3].

Lumindlni epitelidlni buiiky, které formuji kanalky a lalicky, produkuji a
sekretuji rizné slozky mléka [1]. Jsou obklopeny vrstvou myoepitelidlnich bunék,
ptipojenych na bazalni membranu, ktera udrzuje tubularni strukturu kandlkid a lalickt
[1,4].

Aby prsni Zlaza dosahla své
funkénosti, epitelidlni buiiky musi
dostat signdly od hormonu (estrogeny,
progesteron), ale také od sousednich
bun€k v jejich okoli (napf. mistové

faktory) [1].

shromazdovani

Pojvova thaf lalicky  miéka

Obrazek 1: Schematicky nakres anatomie prsu [4].

1.1.2 Historie

Prvni popis karcinomu prsu pochézi z roku 1600 pfed Kristem ze starého Egypta.
Ve starovékém Rimé ptirovnal Galén rozgitené lymfatické cévy u pokrogilého karcinomu
prsu ke krabim noham, z ¢ehoz vznikl ndzev ,,cancer*.

Teorii o vzniku nadoru prsu z epitelialnich buné€k predstavil az v roce 1940 Rudolf

Ludwig Karl Virchow. V této dobé byl karcinom prsu povaZzovan za lokéalni nemoc.



Od tficatych let minulého stoleti se karcinom prsu zacal povazovat za systémové
onemocnéni. Zacaly série pokusii, které nalezly souvislost mezi estrogeny a proliferaci
mlécné Zlazy. V Sedesétych letech minulého stoleti bylo provedeno mnoho srovnévacich i
experimentalnich studii, které potvrdily hypotézu karcinomu prsu jako systémového
onemocnéni.

Karcinom prsu je povaZzovan za hormonalné zavisly naddor od roku 1896, kdy
Tomas Beatson prokazal vymizeni metastatického karcinomu prsu po oboustranné

ovarektomii, tedy oboustranném odstranéni vaje¢niki [5].

1.1.3 Statistické adaje

Karcinom prsu je nejcastéjsi rakovinou u Zen a jeji vyskyt stale stoupa [5]. Kazdy
rok u nés pfibyva vice nez 5000 novych pfipadi karcinomu prsu a zemfe okolo 2000 lidi
[6].

Nadory prsu jsou fazeny mezi nemoci star§iho v€ku. VéEtS§i pravdépodobnost
vyskytu karcinomu prsu je u Zen po 40. roce Zivota. Pfed 40. rokem maji naddory hor$i
prognézu a nebyvaji v€as diagnostikovdny [5]. Kromé mamografického vySetfeni je

zékladem pro v€asnou diagnézu také samovysetteni prst [2].

1.1.4 Vznik karcinomu

Karcinom prsu pfedstavuje vazny zdravotni problém. Doufé se, Ze identifikace
genetickych a environmentélnich faktori pfispéje k vyzkumu rakoviny prsu a také
k prevenci. Karcinom prsu je komplexni onemocnéni zapti¢inéné vice faktory [7]. Nadory
prsu zavisi na bun&€ném pilvodu rakovinnych bunék, histologickych vlastnostech a také
na vyvoji nemoci. Jak prsni zlazy, tak nadory prsu jsou slozité a dynamické struktury [1].

Karcinom prsu je hormondlné zavisly nador. Pro vznik karcinomu prsu a jeho riist
je nejvyznamnéjsi estrogen, zensky pohlavni hormon, ktery podnécuje k €innosti ristové
faktory a onkogeny, které podporuji bunééné déleni. Vysoka estrogenni aktivita pak mize
zpusobit proliferaci [2].

V rakovinnych buiikdch je pozménéné bunétné déleni. Bunétni proliferace je
kontrolovana ristovymi faktory, receptory na povrchu buiiky, signdlnimi molekulami,
které ptenaSeji signaly od receptorti do jadra (tzv. signélni cesty), transkripénimi faktory,
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které se vazi na DNA a které spousti nebo zastavuji produkci proteini. Mutace jakéhokoli
genu koduyjici tyto proteiny miZe ovlivnit proliferaci.

Pokud je DNA buikky po$kozend, za normélnich podminek buiika zastavi
bunécny cyklus. N&kolik proteini bylo identifikovano jako ty, které pomahaji zastaveni
bunééného cyklu do té doby, nez je DNA opravena. Pfikladem mtize byt protein p53, ktery
upozoriiuje na poSkozenou DNA a napomaha zastaveni bunééného cyklu v G1 fazi nebo
vede k apoptdze. Mutace v tumorsupresorovém genu p53 jsou nej€astéj§imi mutacemi,
které se vyskytuji v lidskych rakovinach. Tento protein chybi v mnoha typech rakoviny, a
proto buiikky nemohou zastavit své déleni, i kdyZ je DNA poSkozen4 [8,9]. Rakovinné
buriky ztriceji schopnost kontrolovat bunétné déleni, které se poté vymkne kontrole,
vykazuji ztratu bunétné diferenciace a maji vysoky stupeii genomové nestability.

Maligni buiiky se mohou béhem diferenciace vyskytovat v nékolika stadiich (viz
obrazek 2) [8,10]. V prsni tkdni mize dochazet ke kumulaci mutaci, které v kone¢ném
disledku vedou k nadorovému bujeni. Takto vznikd nddor u 75-85% nemocnych (tzv.

sporadicky  karcinom). Ostatni

1) normdini buiiky

nadory prsu jsou vysledkem
dédi¢nych genetickych vad (tzv.
hereditarni karcinom), které
vznikaji mutacemi supresorovych
gent, vétS§inou BRCA-1 a BRCA-
2, a Casto postihuji Zeny do 35 let.
Riziko onemocnéni u nositelky
tohoto genu je velmi vysoké [2].
VétSina nddort prsu jsou
epitelidlniho plivodu, proto vétSina
malignich  naddori  prsu je

klasifikovdna jako karcinomy.

Sarkomy, maligni nadory

Obrazek 2: Nazorné zobrazeni prsu, prsniho  vyplyvajici z pojivové tkané, jsou
kandlku (duktu) a proliferace epitelialnich bunék,

podle stadia rakoviny [10]. vyjimecné [1].
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1.1.5 Rizikové faktory

I ptesto, ze 70% Zzen s diagnostikovanym karcinomem prsu nemé v anamnéze
zadny z rizikovych faktord, vlivy z vnéj§iho i vnitiniho prostfedi mohou riznymi
mechanismy zvyS$ovat riziko vyskytu karcinomu prsu [2,5]. Je jiz dobfe znamo, Ze jednim
z nejvice rizikovych faktord vzniku rakoviny prsu je rodinné historie tohoto onemocnéni.
Pfesto mnoho ostatnich negenetickych faktord pfispivd ke vzniku rakoviny prsu.
VSeobecné mohou byt rozdéleny na hormonalni a nehormondlni rizikové faktory [7].

Mezi hormonélni patii dlouhodobd nebo zvysujici se expozice estrogeny. Proto
faktory, které zvySuji pocet menstruaénich cykld, jsou spojovany se zvySujici se
pravdépodobnosti vyskytu rakoviny prsu. Tedy Casny nastup prvni menstruace, kratka
doba laktace a pozdni pfichod menopauzy. Podobné se zd4, Ze sniZujici se pocet
ovulaénich cykli miZe zmimit riziko onemocnéni, ¢ehoZz miize byt dosazeno dlouhou
dobou laktace. Vice ohroZeny jsou Zeny, které nerodily, Zeny s vysokym piijmem tuki a
nedostatkem fyzické aktivity. Vét§i zasoba tukti provazi vyS§i koncentrace estrogenti
v plazmé, protoze pomoci tukovych tkéni dochézi k pfemén€ androsteronu na estrogen
[2,5,7].

Nehormondlni faktory, které zvySuji riziko karcinomu jsou: pohlavi, vek, ale i
regiondlni rozdily a alkohol [2,5].

Pfes pokroky v genetickém vyzkumu, objeveni onkogend, tumor supresorovych
genl, hormondlnich a nistovych faktori a jejich ulohy v fizeni proliferace normalni a
nadorové tkané zilstdvd piiina tohoto onemocnéni nejasnd. Karcinom prsu je velmi

ruznorodé onemocnéni, a da se predpokladat, Ze pfi¢ina nebude jedna [5].

1.2 Buné¢né linie a primarni kultury

Ve vyzkumu karcinomu prsu se jako model in vitro nejcastéji pouzivaji bunécné
linie z karcinomu prsu. Dal§i metodou je pouziti kultur bun€k ziskanych z primémich
prsnich karcinomd [11].

V klasifikaci a porovnavani rakovinnych bun€k odvozenych z rakoviny prsu se
zatim nezdaji byt Zadna lepsi kriteria nez pomoci estrogenovych receptorti (ER), které hraji

hlavni roli v biologii a 1é¢bé rakoviny prsu.
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Objeveni a progrese rakoviny prsu je doprovdzena né&kolika genetickymi
zménami. Ty zahrnuji jednoduché nukleotidové mutace, amplifikaci (roz§ifeni) nebo deleci
(vynechani) geni, inserci (vloZeni) a translokaci (pfemisténi), zisk4ni nebo ztraceni celého
nebo jen ¢4sti chromosomu, a dokonce i vyrazné chyby v poétu chromozomi (aneuplodii)
[12].

1.2.1 Primarni kultury

Misto pouziti bunécnych linii je mozné pfipravit primamni kultury odvozené
pfimo z karcinomu. Tato moZnost ma nékolik vyhod. Nejen Ze jsou buriky pfimo izolovany
z karcinomu, ale také detailni patologie dovoluje charakterizaci kultury pro srovnani
s origindlnim karcinomem. Kultury jsou vyvinuty z malé ¢ésti tkan€, nebo jako bunééna
populace obohacena o uréity bunécny typ.

V nékterych ptipadech jsou buriky udrzovany v kultufe pouze do jejich bunétné
smrti, a tak maji malou moznost prodélat transformace, které jsou patrné u dlouho
kultivovanych bunék ,,nesmrtelnych bunéénych linii. Nicmén€ je tu moZnost, Ze buiiky
izolované z karcinomu prsu se mohou v kulturdch chovat jinak ve srovnani s jejich
chovénim, kdyZ jsou soucésti tkdn€ ¢i orgénu, protoZe se in vivo ztrici interakce mezi
burikami. MidZe také dojit k riistu pouze specifickych bunéénych typi.

I primarni kultury maji limitace, naptiklad pomalou dobu zdvojeni a celkovou
délku Zzivota. Casto buiiky pfeZiji jen dvoji nebo troji pasaZovani. Pro nékteré
experimentdlni metody je nutny velky pocet buné€k, kterého miiZe byt dosazeno az po
bunéénym typim [62].

Primarni kultury, které byly pouzivdny vramci této prace, byly: L 190
(pochdazejici z rakovinnych prsnich buné€k), BRCA 11, BRCA 14, BRCA 16 a BRCA 17
(které pochazi z rakovinnych prsnich bunék a které maji mutaci tumor supresorového genu
BRCA 1), NME 23, NME 35, NME 36 a NME 37 (které reprezentuji zdravou prsni tka).

1.2.2 Bunééné linie

Bunééné linie jsou v laboratofich Siroce pouzivany a zejména ve vyzkumu

rakoviny jako in vitro model. Maji fadu vyhod. Buné¢né linie odvozené z rakoviny prsu
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poskytuji neomezeny zdroj homogenniho samoreplikaniho materidlu, ktery mize rist
v nekone€ném mnozZstvi a snadno se s nim zachazi [11,12]. Pfesto maji i nevyhody.

Permanentni bunétné linie odvozené z rakoviny prsu byly izolovény, abychom
lépe porozuméli zékladnimu mechanismu vzniku rakoviny a jejimu vyvoji. Navzdory
znacné roli, kterou hraji, jsou stile povazovany za nereprezentativni modely rakoviny,
ze které jsou vyvinuty. Rakovinné buriky jsou geneticky nestdlé. Mohou podstoupit
specifické genotypové i fenotypové zmény, které vyplyvaji z dlouhodobé kultivace [12].
V néslednych populacich mohou ¢asem nastat fenotypové zmény zpisobené vybérem jen
specifickych, rychle rostoucich kloni. Pokud jsou bunééné linie povaZzovany za modely,
podle kterych se hodnoti patobiologie (nauka o zékladech chorobnych stavii) rakoviny prsu
a/nebo mozna reakce na novou lé€ebnou terapii, méla by se tato moznost brat v iivahu.

Vétsina z dlouhodobé& péstovanych bunéénych linii odvozenych z rakoviny prsu,
které se bézné pouzivaji, nejsou odvozeny z primarnich karcinomi prsu, ale vétSina z nich
je odvozena z agresivnéjSich a Casto metastazujicich karcinomii. Vice klinicky vyznamné
by ale bylo pouziti bun€k, které jsou odvozeny z primarniho karcinomu, obzvlasté proto,
Ze vétSina lécebnych terapii je zacilena pravé na tyto karcinomy [11].

V této préaci byly pouziviny bunécné linie EM-G3, HCC 1937, MDA-MBy3; a
MCF;.

1.2.3 Bunéén4 linie EM-G3

Nova bunéénd linie EM-G3 byla odvozena z primarni 1éze prostupujici lidskym
prsnim kanalkem vroce 2007. Buiiky jsou schopny do uréité miry diferencovat. Maji
smiSené znaky jak lumindlnich, tak myoepitelidlnich bun€k. Pfedpoklada se, ze predstavuji
zérodetné burky, které byly pfitomny v raném stiddiu vyvoje nadoru. EM-G3 je prvni
permanentni lidsk4 klonované linie pochézejici z primarniho karcinomu prsu s t€émito

vlastnostmi [13].

1.2.4 Buné¢né linie HCC 1937

Speciélni podskupina karcinomid je slozena ztéch, které vznikly u Zen
s genovymi mutacemi. Pokusy o izolaci takovych bunéénych linii se zdaji byt vét§inou

neuspéSné. Dosud byla popsédna pouze jedindA BRCA1 mutantni bunééné linie HCC 1937.

14



Byla vyvinuta ze vznikajiciho primarniho invazivniho duktalniho karcinomu u 24leté
pacientky s dédi€nou mutaci. Buné¢né linie jsou pro BRCA1 mutaci homozygotni. Ani
v primarnim karcinomu, ani v HCC 1937 butikdch nebyly objeveny Z4dné progesteronové
ani estrogenové vazby na receptory. HCC 1937 buiiky jsou Casto pouzivany ke studii
BRCA1 funkci. Z4dna vhodnd bun&éni linie s BRCA2 mutaci neni v soutasné dobs
k dispozici [12].

1.2.5 Bunééna linie MDA-MB,;,

Tato buné¢nd linie byla ziskdna z metastdzujicich mist, konkrétn€ plicniho
vypotku, pacientky s karcinomem prsu. Predstavuje model vysoce metastazujici a ER

negativnimi bunééné linie [14].

1.2.6 Bunééna linie MCF,

Bunécné linie MCF; je €asto povazovana za prototyp ER pozitivni bunééné linie.

Déle je charakterizovana luminalnim fenotypem a pochazi z plicniho vypotku [12].

Buiiky v in vitro kultufe budou bezesporu déle pouzivany jako model rakoviny
prsu kvili jejich snadnému pouzivani. Pfesto je nezbytné, aby si védci byli védomi a
porozuméli jejich omezenim pfi experimentech a interpretacich dat. I ptes vice technickych
pozadavki na vyvoj nabizi primarni kultura relevantni klinicky model tohoto onemocnéni,

ktery poskytne vice vyznamnych dat. Musi byt ovSem spravné charakterizovana [11].

1.3 Glutathion a proteiny vazajici glutathion

Je znamo, Ze glutathion (GSH) a enzymy, které s nim kooperuji, hraji dulezitou
roli v nddorovych onemocnénich a maji zdsadni vyznam v boji proti reaktivnim formam
kysliku. Vznik oxidativniho stresu, ktery se zvySuje v priibéhu vyvoje onemocnéni,
zahrnuje i zvySovani peroxidace lipida [15].

GSH (y-Glu-Cys-Gly) je tripeptid, ktery existuje v redukované (GSH) a
oxidované (GSSG) formé. Jeho hlavni funkci je udrzeni redoxni rovnovahy v buiice.
Redukuje disulfidové vazby tvofici se v cytoplazmatickych proteinech a cysteinu pomoci

donoru elektronu. V procesu je GSH pfeménén na jeho oxidovanou formu (GSSQG).
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V redukované formé& jsou triolové skupiny cysteinu schopné poskytnout (H" + € jiné
nestabilni molekule, jako napf. reaktivnim sloucenindm kysliku. Pak se sim GSH stiva
reaktivnim, ale ochotné reaguje sjinym reaktivnim GSH za vzniku GSSG. Reakce je
mozné diky relativn€ vysoké koncentraci glutathionu v buiikdch (kolem SmM v sav€ich
burikach). GSH je téméf vylu¢n€ nachézen v redukované formé, regenerace z GSSG
probiha pomoci glutathion reduktasy [16].

Pomér GSH ku GSSG v buiikach je Casto pouzivan jako mira toxicity v buiice. Ve
zdravych buiikach a tkanich je vice nez 90% z&soby GSH v redukované forme¢ a méné nez
10% ve form€ GSSG. Rostouci pomér GSSG ku GSH znaci pfitomnost oxidativniho stresu
[16]. Hladina GSH byva v rakovinné tkéani niz8i ve srovnani se zdravou tkani [15]. GSH je
znam jako substrat v konjugacnich reakcich i reduk€nich reakcich, které jsou katalyzovany
GST (glutathion S-transferasy) v cytoplazmé, mikrozomech a mitochondriich. Je také
schopny participovat na neenzymatickych konjugacich [16].

1.3.1 Glutathion S-transferasy

Cytosolické GST (EC 2.5.1.18) se nachazeji v rostlinich, mikroorganizmech,
obratlovcich i bezobratlych. Jsou rodinou enzymi, které se obecné nachazeji vétSinou
u aerobnich organismu. [17,18]. Lidské GST se vyskytuji v cytoplazmé, ale mohou byt
také lokalizovany v mitochondriich, jadfe nebo jinych subceluldrnich kompartmentech
[19].

Funkce GST

GST tvoii superrodinu multifunkénich dimernich proteinti [20,21]. Tyto enzymy
hraji dilezitou detoxifikaéni roli v II. fazi biotransformace [22,23]. Katalyzuji konjugaci
thiolové skupiny tripeptidu GSH s cytotoxickymi, genotoxickymi, mutagennimi a
karcinogennimi elektrofilnimi substraty endogenniho i exogenniho (xenobiotika) ptivodu,
jako jsou produkty oxidativniho stresu, chemické karcinogeneze nebo terapeutickych 1é€iv.
Tato konjugaéni reakce by méla prevést elektrofilni substraty na vice hydrofilni a tim
usnadnit jejich eliminaci ztéla [18,20,23-28]. Latky spojené s GSH jsou rychleji
metabolizovany diky odSté€peni glutamovych a glycinovych zbytki. Nasleduje acetylace
vysledné volné aminoskupiny- cysteinového zbytku, kde findlnim produktem je
merkapturova kyselina. Konjugovana merkapturova kyselina je poté vyloucena z téla [26].

GST byly nejdiive zndmy jako bunécné katalyzatory spojujici sulthydrylové
skupiny GSH s riznymi elektrofilnimi toxickymi komponenty. Pozdé&j$i vyzkumy GST
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ukazaly je$t€ mnoho dal$ich moznych funkci a aktivit - regulaéni roli v bunééné signalizaci
pomoci interakce s jinymi makromolekulami, jako jsou protein kindzy, uskladnéni a
transport latek v jatrech, peroxiddzovou aktivitu, strukturni role, syntézu prostaglandinu,
izomerazovou aktivitu, modulace propustnosti kanall pro vapenaté ionty a jiné [19,22,29].

Déleni GST

GST jsou charakterizovany a zaclenény do jednotlivych tfid na zéklad€ jejich
aminokyselinové sekvence, struktury, kinetickych a imunologickych vlastnosti [21,17].
Pokroky v genomice, proteomice a bioinformatice usnadnily identifikaci a rozliSeni mezi
mnoha izoformami GST [22]. Ttidy sav¢ich cytoplazmatickych GST byly pojmenovany
alfa, mi, pi, théta, dzéta, sigma a omega. Né€kdy jsou oznaCeny fimskymi pismeny A, M, P
atd. Kappa GST je rozpustny mitochondridlni nebo peroxizomalni enzym, ktery je
strukturné odli$ny od ostatnich. Dalsi ttidy GST byly nalezeny v nesav¢ich druzich, jako
beta tfida v bakteriich, fi a tau v rostlindch, delta ve hmyzu [18,20,22,24,28].

Stejné jako ostatni proteiny maji GST zmeény sekvenci zpisobeny alelickym
polymorfizmem [22]. Izoenzymy kazdé tfidy vykazuji silné strukturni a imunologické
podobnosti [21]. GST jsou znadmy tim, Ze se velmi li8i, ale zaroven prekryva jejich
substratova specifita [25]. VSeobecné podporuji reakce mezi GSH a elektrofily, ale
jednotlivé transformace maji odli§nou substratovou specifitu [22].

Struktura GST

V3echny cytoplazmatické GST jsou dimery sloZené z podjednotek o ~ 25 kDa.
Kazda podjednotka je sloZzena ze dvou domén: N-terminidlni doména a a helikélni
C doména. Na kazdé podjednotce jsou minimalné dvé vazna mista pro ligand: GSH vazné
misto (G-misto), které je konzervované a vysoce specifické pro GSH, a misto pro
hydrofobni substrat (H-misto), které muze vazat mnoho riznych elektrofili, coz vede
k rozdilim v substratové selektivité mezi riznymi tfidami (viz obrdzek 3, str. 18)
[18,20,29].

Reprezentativni krystalova struktura GST ze skoro kazdé tfidy je k dispozici [29].

Vliv GST na karcinogenezi

Mnozstvi GST v prsnich tkdnich je potencidlné dilezitym prvkem v citlivosti
tkané na mutagenni vlivy chemické karcinogeneze a odpovéd’ nadoru prsu na chemoterapii
[17]. Polymorfizmus GST geni zplisobuji variace v enzymové aktivit€, coz miize mit vliv
na individudalni nachylnost k rakovin€. Vétsi vyskyt lidskych GST pi je potvrzen u n€kolika
lidskych nadorti a pfispiva jako diagnosticky indiké4tor chemické karcinogeneze [20,30].
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Obrazek 3: Strukturni diagram vazného G-mista pro GSH a hydrofobniho H-mista
na homodimerni GST pi [29].

1.3.2 Glyoxalasa I

Glykace proteinti, nukleotidi a kladn€ nabitych fosfolipidi pomoci glukosy,
glyoxalu, methylglyoxalu, 3-deoxyglukosy a ostatnich sacharidovych derivati je pro bunky
potencidlné $kodlivy a mutagenni proces. Je znamo, Ze proti glykaci pisobi enzymy,
respektive skupina enzymd, které eliminuji fyziologické silné glyka¢ni slozky a opravuji
glykované proteiny, jako napi. glyoxalasa I (GLO I) a glyoxalasa II (GLO II). S procesem
glykace je neoddéliteln€ spojen oxidativni stres. Kvili spotiebé GSH a NADPH béhem
oxidativniho stresu se in situ zvySuje aktivita GLO I a NADPH dependentni aldehyd
reduktasy [31].

GLO I (EC 4.4.1.5, laktoylglutathion lyasa) je homodimerni Zn* metaloenzym,
ktery katalyzuje GSH zavislou pieménu mnoha aromatickych a alifatickych
a-ketoaldehydi na a-hydroxy thioestery. Tento enzym hraje roli pifi detoxifikaci
methylglyoxalu, vedlej§iho produktu glykolyzy. Uétastni se konjugace s thioester
hydrolasou GLO II (EC 3.1.2.6, hydroxyacylglutathion hydrolasa), ¢imZ z bun€k odstrani
cytotoxicky metylglyoxal v podob& netoxického D-laktatu (viz obrdzek 4, str. 19)
[32,33,34]. Vznik methylglyoxalu je podstatny jev Embden-Mayerhofovi cesty.
Methylglyoxal (>10mM) inhibuje glykolytické enzymy a inhibuje seskupeni mikrotubulii.
Fyziologicka koncentrace methylglyoxalu se odhaduje v rozmezi 0,1-2uM [34]. GLO II je

v glyoxalasovém systému rychlostné limitujicim enzymem, jehoZz koncentrace je
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v porovnani se zdravymi tkanémi v rakovinnych snizeni. Takovy enzymovy systém je
pritomny ve vSech savich buiikdch a je zapojeny do tkanového ristu i bunécné smrti
[32,33, 34].

glukosa

!

laktd '
D-lakeat fruktosa-1,6-bisfosfat
GSH

GLO 1l
[enediol] =— (2x)glyceraldehyd-3-fosfit
S-D-laktoylglutathion

GLO1 enol (2x) 1,3-bisfosfoglycerat

GSH ,
(2x) 3-fosfoglycerat

!

(2x) pyruvat

methylglyoxal

konecné produkty glykace

oxidativni
modifikace Stres modifikace
proteiny DNA
Obrazek 4: Schéma vzniku toxického methylglyoxalu a jeho pFeména na netoxicky
D- laktat pomoci GLO I a GLO II. Schéma glykolyzy je vyznaceno Cerné, Cervené je
vyznacen vznik methylglyoxalu a jeho mozZné skodlivé pusobeni. Glyoxalasovy systém

predstavuje zelena cast obrazku [35].

1.3.3 Dalsi proteiny vazajici GSH

GSH peroxidasa 1 (EC 1.11.1.9) je sav¢i selenoprotein. Pouzivd GSH ke katalyze
redukce peroxidu vodiku a peroxidi lipidu za soucasné oxidace GSH. DalS§imi proteiny,
které se vazi ke GSH jsou napiiklad GSH reduktasa (EC 1.8.1.7), y-glutamiltranspeptidasa
(EC 2.3.2.2), L-buthionin-sulfoximin (inhibitor GSH syntézy), y-glutamylcysteinsynthetasa
(EC 6.3.2.2) [36,37].
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14 Proteomika

Proteomika je obor, ktery v sou¢asné dobé proziva obrovsky rozmach mimo jiné
diky rozvoji molekularni biologie, nebot’ jsou k dispozici genomy né€kolika organismi.
Za definici proteomiky miZeme povaZovat kvantitativni analyzu proteinl, které jsou
pfitomny v organismu v ur¢itém okamziku za pfesné definovanych podminek [38].

Proteom pfedstavuje sadu proteinti kodovanych genomem v pribéhu Zivota
buriky, odrazi aktudlni metabolicky stav buiiky, ktery je ovlivnén vnéj§imi i vnitinimi
faktory. Buiika je vysoce dynamicky systém [38,39]. Informace uloZena v genech je
jednorozmérna, definovana sekvenci Ctyf znakldl (A, G, T, C). Informace ulozeni
v proteinech je mnohorozméma, zavisla na riznych faktorech jako sestfih, post-translaéni
modifikace, katalyticka aktivita, buné¢na distribuce a také na spradvném sbaleni proteinu,
ktery vede k trojrozmémé struktufe. Tyto faktory pak definuji biologii kazdého proteinu
[40].

Biologick4d aktivita proteinu Casto zavisi na modifikaci proteinu, pokud je
modifikovan. Pomoci proteomiky mohou byt zji§tény modifikace proteint, které nejsou
zfejmé ze sekvence nukleotidi v DNA. Jednd se napiiklad o interakce protein-protein,
izoformy ¢i post-translaéni modifikace, které kromé biologické aktivity také urCuji

stabilitu, lokalizaci ¢i rychlost odbourdvani proteini (viz obrazek 3, str. 21) [38,41].
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Obrazek 5: Vyzkum ruznych vlastnosti proteinii je ulohou proteomiky. Bunécna distribuce,

mnozstvi, post-translacni modifikace (PTM), katalyticka aktivita a struktura pFinas

informace potrebné k popisu biologického systému [22].

Proteiny jsou funk&nimi molekulami a jsou tedy vhodnymi farmaceutickymi cili.
Proteomika predstavuje pro biomedicinu zna¢nou nadé&ji pii identifikovani potencialnich
patologickych markeni, obzvlasté v ptipadé karcinomu [1].

Za poslednich né€kolik let se proteomika zna¢né rozvinula. Technika
dvourozmémé elektroforézy (2-DE), kterd piedstavuje klicovou metodu proteomiky, se
zdokonalila a byla popsana fada vylepSeni [1,39]. Rozvoj proteomiky nastal ptedevSim
tehdy, co se k 2-DE pfipojily ioniza¢ni techniky hmotnostni spektrometrie (MS) [42,43].
Hmotnostni spektrometrie umoziiuje identifikaci proteini a také piesnou studii protein-
protein interakci a post-translaénich modifikaci [1]. Vzristajici pocet sekvenovanych
genomtii v proteinovych databazich a vyvoj poéitaCovych algoritmi, které koreluji MS

nebo MS/MS data s informacemi, usnadiiuji identifikaci proteini [43].

1.4.1 Metody proteomiky

Proteomika je obor zaloZzeny na metodich analyzy proteini v komplexnich
smésich. Cilem je detekovat a identifikovat co nejvét§i mnozstvi proteint, které jsou

pfitomny v biologickém materidlu. Pfed zahajenim proteomického experimentu by mély
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byt zvaZeny nékteré zdkladni vlastnosti analyzovaného vzorku, napiiklad koncentrace
proteind, dynamicky rozsah (od nejvice po nejméné abundantni proteiny), rozpustnost
proteinti atd [41,44].

NejCastéji pouzivanymi technikami v proteomice jsou 2-D elektroforéza pro
separaci proteini a MS pro identifikaci separovanych proteini (viz obrdzek 6). Dalsi
metody pouzivané v proteomice jsou napiiklad SELDI (laserovd desorpce/ionizace
s vylepSenym povrchem), ICAT (izotopové kédované afinitni znacky), SILAC (stabilnimi
izotopy znacené aminokyseliny v bunééné kulture) nebo iTRAQ (isobarické znacky pro
relativni a absolutni kvantifikaci) [22,44].

Pocet proteinli v proteomu zjednoho sav€iho bunééného typu neni zcela
definovany, ale pravdépodobné se pocet bude pohybovat kolem 10 000-20 000. 2-DE je
v soucasné dobé jedind osvédcend metoda pro simultdnni separaci proteinli a kvantitativni
porovndni zmén v proteinovém profilu bun€k, tkini nebo celého organizmu.
Na standardnich 2-DE gelech je rozeznano jen okolo 1500 az 3000 skvrn, analyzovana je

tedy jen mala €ast proteini [45].

hmotnestai

2-DE Stépeni spektrometrie

extrakt jp purifikace identifikace
#

% - . . hmetnostni g
Stépeni -~ separace A spektrometrie 4% kvantifikace

Obrazek 6: Schéma analyzy bunécnych proteinu, ktera vede kjejich identifikaci.
Znazornény jsou jen dva nejcastéjsi pristupy. Analyza oznacena ruZovymi Sipkami vede
pres separaci proteinu pomoci 2-DE, izolaci a nastépeni vybranych proteinit a hmotnostni
spektrometrii. Druhy prFistup (modré Sipky) pouZiva metody LC-MS/MS kanalyze
proteinovych stépu z proteinové smési, kvantifikace je dosaZeno po izotopovém oznaceni
peptidii. Obéma pristupum miiZe predchdzet prefrakcionace (napr. chromatograficka) nebo

separacni metoda [22].
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1.4.1.1 Piiprava vzorku pro dvourozmérnou elektroforézu

Piiprava vzorku pro 2-DE by méla zajistit u€innou extrakci proteind, jejich
solubilizaci, denaturaci a redukci. RozruSeni proteinovych agregati a komplexi
na jednotlivé proteiny je zasadnim pozadavkem pii piipravé vzorku. ZlepSenim
rozpustnosti proteinit se zvy$i pocet rozliSitelnych proteini v gelech. Soucasti ptipravy
vzorku mohou byt i kroky vedouci k odstranéni neproteinovych slozek (napt. DNA), které
by pozdéji mohly komplikovat rozdéleni a vizualizaci proteini.

Proteiny jsou nejdiive extrahovany ze vzorku pufrem, ktery vyvola rozklad bunék
nebo vytvoii prostfedi, ve kterém je rozklad buné€k vyvolan jinym zpisobem (napf.

sonikaci) [39]. Zékladni soucasti takového ,,lyzaéniho pufru® jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: Zakladni slozky ,, lyzacniho pufru* a jejich funkce [38].

Mechanismus piisobeni Vyznam Priklady
Pterueni vodikovych o o .
Chaotropni ¢inidla | mistki, denaturace Zvy§<?n1 solubilizace Mp éovma,‘
proteini thiomo€ovina
Zvy3eni solubilizace
Zamezeni hydrofobnich hz(?:e(;fl%bn;cg;?t:f::; a
Detergenty interakci, pokles P . P ~ | CHAPS, CHAPSO
, . odkryti hydrofobniho
povrchového napéti .
jadra
Preruseni S-S mistkd, Rozvinuti mnoha DTT, TBP,
v s o , .. proteinu, zlep3eni komer¢ni ptipravky
Redukcni cinidla | udrZeni proteind p
. rozdé€leni v gelu (DeStreak Reagent)
v redukovaném stavu
Vysoka pufrujici §chopnost, TV,orba’ pH grgczllenm, Komereni
rozpustnost a vodivost zvyseni solubilizace Hipravky
Amfolyty v oblasti jejich pl, omezeni | proteini, minimalizace pHp
LR , . . . | (Ampholyte,
elektrostatickych interakci | jejich agregace, zlepSeni
. . . Pharmalyte)
mezi proteiny rozdéleni v gelu

1.4.1.2 Dvourozmérna elektroforéza

Izoelektricka fokusace

Izoelektrickd fokusace (IEF) ptedstavuje tzv. prvni dimenzi, ve které jsou
proteiny nejprve rozdéleny v prostfedi s gradientem pH na zakladé jejich izoelektrického
bodu (pl). Proteiny jsou amfoterni molekuly. Mohou mit kladny, zapomny nebo Zadny
naboj podle pH prostfedi, ve kterém se vyskytuji. V elektrickém poli proteiny putuji

k opa¢né€ nabité elektrod€. Beéhem migrace v pH gradientu ztrati nebo pfijmou protony, tim
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se snizuje jejich mobilita i naboj. Kdyz se dostanou do bodu, kde se pH rovna jejich pl,
nemaji jiz Zadny naboj a zastavi se.

V dnedni dobé se k vytvoteni pH gradientu béZzn€ pouziva komeréné€ dostupnych
tzv. ,,IPG stripi“, kde je pH gradient vytvofen nékolika akrylamidovymi pufry. Jsou to
derivaty akrylamidu a obsahuji reaktivni dvojné vazby a pufrujici skupiny. Obecny vzorec
je CH;=CH-CO-NH-R, kde R je bud” karboxyl (-COOH), nebo tercidrmi aminoskupina
(-N(CH3);). Tyto akrylamidové derivaty jsou kovalentné za€lenény do polyakrylamidového
gelu, ktery je nanesen na tenkém plastikovém prouzku. Komeréné dostupné ,,IPG stripy*
jdou dehydratovény a pfed pouZitim musi byt rehydratovany.

NejcastéjSim, nejjednoduss$im a Casto nejefektivnéj§im zplisobem je rehydratace

gelu za pfitomnosti vzorku.

Elektroforeticka separace
Po IEF nésleduje tzv. ,.ekvilibrace® proteind, kde dochézi ke $tépeni S-S mistkl
redukénimi €inidly a nasledné k alkylaci volnych —SH koncii cysteinovych zbytki [46].
Jako detergent se zde pouziva SDS, které se navaze na proteiny podle jejich molekulové
hmotnosti (1,4 g SDS na 1 g proteinu) [47,48]. VSechny proteiny s navazanym SDS maji
pH 3 tvar elipsoidu. Zaporny néboj, ktery SDS udéli,
zamaskuje skuteCny naboj proteinu. VeSkeré
| lEF proteiny proto maji uniformni z4porny naboj
umérmny jejich relativni molekulové hmotnosti
pH 10 [46,48].
1503 pokryté proteiny »IPG strip“ s proteiny, které se béhem
PH 6.0 pH 9.0 IEF zaostfily do zén podle jejich pl, vstupuje
do druhého rozméru, kde jsou proteiny rozdéleny
podle jejich molekulovych hmotnosti smérem
kolmym k prvnimu rozméru, jak je vidét na
obrazku 7 .

Obrazek 7: Priubéh 2-DE:
izoelektrické  fokusace a
elektroforeticka separace [49].
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Gel se pfipravuje kopolymeraci alkrylamidu a N, N’-methylenbisakrylamidu
v pfitomnosti TEMEDu. Zesitovani lze ovlivnit koncentraci
N, N’-methylenbisakrylamidu, ¢imz se ovliviiuje délka a pocet fetézcl polymeru [46].

Vyhodami tohoto nosice jsou jeho inertnost, mechanicka pevnost, prithlednost a
moznost pifipravy nosice s pfedem urenymi vlastnostmi (napf. zesitovani gelu, gradientu
hustoty gelu, atd.) [47].
BéZn€ se pouzivaji bud’ gradientové gely nebo gely se stejnym zesitovanim v celé své
ploSe. Gradientové gely maji dvé vyhody: proteiny o Sirokém rozpéti molekulovych
hmotnosti jsou detekovatelné zéroven a klesajici velikost pord zaostiuje zény [46,47].
Naopak stejné zesitovéani v celém gelu umoziiuje lepsi reprodukovatelnost a porovnavani
geld.

Nejcastéji pouzivanou je diskontinudlni PAGE. Pro déleni proteind je zasadni
zména v pH mezi startovnim (velkopdérovym) a délicim (malopérovym) gelem [47].

Nevyhodou 2-DE je jeji €asovd naro¢nost, pracnost celého procesu a nutnost

standardizace piipravy geld, obzvlasté gradientovych [38].

1.4.1.3 Vizualizace proteini v gelu

Gely jsou piipravovany pro preparativni, nebo analytické ucely, coz urfuje jak
pozadované mnozZstvi proteini ve vzorku, tak typ detekce. Intenzita zabarveni
proteinovych skvrn je uréena mnozstvim barvy navazané na proteiny a rozdilem zbarveni
proteind a tzv. ,,pozadi“ gelu.

Nejbézné€j§i pouzivanou barvou pro detekci v polyakrylamidovém gelu je
Coomassie Brilliant Blue. Jeji citlivost je 10 ng proteinu na jednu proteinovou skvrnu.
Barventi je kvantitativni a zaroven kompatibilni s analyzou MS.

Fluorescentni barveni se vyznafuje vysokou citlivosti (srovnatelné s barvenim
pomoci AgNOs) a jednoduchosti. MiiZe byt pouzito ke specifické detekci a je pouzitelné
pro naslednou identifikaci proteind pomoci MS. Velkou nevyhodou je oviem vysoka cena
a naro¢nost pfi vybavovani laboratote.

Nejjednodussi, citlivou a zaroveii levnou metodou vizualizace pro 2-D analyzu je
barveni pomoci AgNO;. Tato metoda je 10krét citlivéj$i neZ detekce Coomassie Brilliant

Blue. Nevyhodou této vizualizace je neslu€itelnost s naslednou analyzou MS. Zaroveii neni
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plné kvantitativni metodou, jelikoz stfibrné ionty se vaZi jen na nékteré aminokyselinové
zbytky (Asp, Glu, His, Cys, Met) [46].

1.4.14 Vyhodnocovani dat

Aby mohly byt 2-D gely analyzovany, musi byt nejdiiv digitalizovany. Nejcastéji
pouzivané pfistroje jsou denzitometr, fotoaparat a fosforovy nebo fluorescenéni skener
[46].

Analyza 2-D geli miZe probihat vizudlné. I piesto, Ze je tato metoda rychld a
ucinn4, spiSe nez subjektivni metodu je dnes pro objektivitu nutné pouzivat vyhodnocovani
2-D gelli pomoci po¢itacového programu.

Komerén€ jsou dostupné programy PDQuest, Phoretix, Decodon, ProFinder,

Bio Numerics a dal$i. Volné jsou piistupné napiiklad GelSpace nebo Open2Dprot [50].

Poditalovy program PDQuest

Program PDQuest nabizi u¢innou metodu srovnavaci analyzy a je uréen specialné
pro srovnavéni vice 2-D geli najednou. Analytické néstroje odhali mezi gely, které jsou
analyzovany, i jemné rozdily. Program umozni vybrat gely, které chceme analyzovat, ur€it
proteinové skvrny, které nds zajimaji, a vytvofit tzv. ,match-set“ experiment. Detekce
proteinovych skvrn je rychld. Program také umi pomoci filtru rozpoznat pozadi
proteinovych skvrn a odecist ho (viz obrdzek 8 A, str. 27). Odstranéni riizného zabarveni
tzv. ,,pozadi“ zaru€i spravnost v kvantitavnich porovnanich i pro malo abundantni proteiny.

Déle jsou v programu nastroje, které umoziiuji pfejit na manudlni ovladani, a tak
napiiklad vybrat cely obrys skvrny a kvantifikovat ji jako celek. Kvantifika¢ni tabulka pak
uvadi pomér intenzit oproti skviné na vzorovém gelu pro vSechny oznafené proteinové
skvrny (viz obrazek 8 B, str. 27).

PDQuest je schopnym néstrojem pro ziskani a uchovani informaci. Ke kazdé
proteinové skvné na vzorovém gelu umoziiuje ukazovat prakticky vSechna ziskané data.
Uzivatel tedy miiZze jednoduSe vidét a sdilet informace, které jsou spojovany

s identifikovanym proteinem [51].
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Obrazek 8: A) Kvantifikacni tabulka programu PDQuest, ktera udava pomér intenzit
proteinovych skvrn na analyzovanych gelech. B) Detekce proteinovych skvrn

v pocitacovém programu PDQuest.

1.4.1.5 Hmotnostni spektrometrie

Pfi proteomické analyze jsou nejCastéji kombinovidny metody hmotnostni
spektrometrie spolu s 2-DE.

Separované a obarvené proteiny mohou byt z gelu roboticky vyfiznuty a nasledné
Stépeny specifickou proteasou (napf. trypsinem, chymotrypsinem). Pfi MS dochézi
k separaci vzniklych ionizovanych peptidii magnetickym polem podle poméru hmotnosti a
naboje (m/z). Takto probih4 identifikace proteinli technikou hmotnostni spektrometrie
MALDI nebo ESI [38].

Hmotnostni analyzator Orbitrap je novy a uZite¢ny doplnék proteomickych metod.
Hlavni vlastnosti tohoto analyzatoru je méfeni dosahujici pfesnych hmotnosti a vysokého
rozliSeni. Analyzétor Orbitrap je iontova past, kde jsou ionty zachyceny elektrostatickym
polem. Elektrostatickd pfitazlivost smérem Kk centrdlni elektrodé je kompenzovina
odstfedivou silou. K ziskani frekvenci oscilace pro ionty s riiznou hmotnosti, vyplyvajici
z ptesného Cteni jejich m/z, je pouzita Furierova transformace. RozliSovaci schopnost
analyzéitoru se sniZuje s rostouci m/z meéteného iontu, soucasné maximum rozliSovaci

schopnosti analyzatoru Orbitrap je pies 100 000. Tak vysoka kvalita méfeni jde ruku v ruce
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s cenou, kterd zde pfedstavuje Cas analyz, ktery piimo umémé roste s rozliSovacim
pozadavkem. Schematické zndzornéni analyzatoru Orbitrap je na obrazku 9.

U typického proteomického experimentu je proteinovd smés nebo jednotlivé
proteiny §tépeny na peptidy (pomoci naptiklad trypsinu nebo chymotrypsinu), které jsou
separovany na reverzni fazi HPLC a analyzovany on-line pomoci MS a MS/MS. Pro
takovéto experimenty uréujici peptidy miize ptesnost hmotnosti jen 1 ppm velmi usnadnit
jeho identifikaci. Ve skute¢nosti velmi pfesné méteni hmotnosti iontti napoméha znaénému
sniZzeni fale$n€ pozitivnich peptidovych identifikaci. Porovnanim urcitého peptidu a jeho
fragmentace s databazemi miiZe byt protein identifikovan véetné€ jeho modifikaci [52].

Tato vykonn4d a citlivdi metoda hmotnostni spektrometrie nahradila dfive
pouzivané Edmannovo odbouravani, které bylo neucinné pii blokovaném N- konci

proteinti, pomalé a s nizkou citlivosti [22,38].

Bretacasanetectnciacastracitorernacas LTQ linearni iontova Pasticeeccteiiiiiiecni -

lontovy zdroj Linearni iontova past C-past

X e %IHJH_.G.

g g

pumpy pumpy Orbitrap

pumpy

Obrdzek 9: Schéma zarizeni pro hmotnostni analyzu, které je zakoncené hmotnostnim

analyzatorem Orbitrap [52].

1.5 Afinitni chromatografie

Hlavni ptekdzka, kterd zistdva pro kompletni analyzu proteint, je detekce a
identifikace malo abundantnich proteinti. Ani nejlepsi 2-DE gely nemohou béZné€ rozeznat
vic nez nékolik stovek proteinli, proto pouze nejvice abundantni proteiny mohou byt
na elektroforetickém gelu vizualizovany [44,53]. Toto je velkd nevyhoda, protoZe se

pfedpoklada, Ze vétSina regulaCnich proteind je produkovdna v malém mnozstvi. Je tedy
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ziejmé, Ze separace proteinli s nizkou koncentraci v buiice a v mnoZzstvi dostacujicim pro
naslednou analyzu, je dileZitou souasti proteomickych studiich k dokonéeni kompletniho
popisu proteomu jakéhokoli bunééného typu [43]. ZvySujici se pocet malo abundantnich
proteinti vzhledem k poctu ostatnich proteini ulehéi analyzu 2-DE a MS [44].

Casto citovanym piistupem pro feSeni tohoto problému je prefrakcionace
proteinové smési pfed nanesenim vzorku na 2-DE gely [41,43,44,53,]. Princip
chromatografického kroku pro prefrakcionaci 2-DE vzorkid je pouZiti tfeti dimenze
v proteinové separaci. Umoziiuje proteinim byt adsorbovany na povrch a eluovany
za jinych podminek. Toto opatfeni zpilisobi odstranéni jednoho proteinu nebo tfidy
proteini, které mohou interferovat ve vysledcich 2-DE, a koncentrovini malo
abundantnich proteini umozni jejich vizualizaci v gelu. Proteiny, které byly ,,schované*
za velké skvry jim odpovidajici, poté budou viditelné v gelu z jinych frakci [43, 44].

Neobycejnou charakteristikou mnoha proteini je jejich schopnost specificky
vézat molekuly, a to pevné, ale nekovalentné. Tato vlastnost miize byt vyuZzita na purifikaci
proteind afinitni chromatografii. Afinitni chromatografie je separatni metoda zaloZena
na specifickych interakcich mezi imobilizovanymi ligandy a cilovymi proteiny, které maji
byt separovany [44, 48].

V této technice je molekula- ligand, ktera specificky vaze protein, kovalentné
pfipojena k inertni pérovité matrici. Roztok proteinové smési prochézi chromatografickym
nosi¢em a cilovy protein je vdzan na imobilizovany ligand, zatimco ostatni latky jsou
z kolony vymyty pufrem. Cilovy protein miiZze byt eluovan zménou elu¢nich podminek,
které protein uvolni z chromatografické matrice. Jednou metodou je eluce kolony pomoci
roztoku, jehoZ slozky maji vysSi afinitu k matrici nez ligand. Jinou moZnosti je upravit
vlastnosti roztoku tak, aby komplex protein-ligand byl nestaly, naptiklad zménou pH,
iontové sily a nebo teploty. Matrice pouzivana v afinitni chromatografii musi byt chemicky
inertni, mit vysokou pérovitost a mit velky pocet funk&nich skupin.

Dillezité je, aby zmé&na podminek nebyla pro izolovany protein nevhodna, nebot’
by mohl byt nevratné znicen. Obrovskou vyhodou afinitni chromatografie je jeji schopnost

vyuzivat unikatnich biochemickych vlastnosti daného proteinu [48].
Mélo by byt také zminéno, Ze afinitni chromatografie miiZze najednou obohatit

pouze jeden malo abundantni protein nebo skupinu proteind. Proto tedy k dosaZeni

pozadovaného vysledku miize byt nutné pouziti nékolika afinitnich kolon a purifikaci [44].
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Viditelnost polypeptidu na 2-D gelu bude zaviset na mnoZstvi proteinu v buiice,
celkovém mnozZstvi proteinti nanesenych na gel a metod€ detekce. MnozZstvi proteind, které
muZe byt naneseno na gel, je ale omezeno [43].

MozZnosti prefrakcionace vzorkl pied 2-DE se zda byt nejslibn€j§im pfistupem,
jak zvysit pocet proteinovych sloZek viditelnych v komplexu proteini jak v savéich
burikach, tkanich, nebo télnich tekutinach [45].

1.5.1 Afinitni chromatografie proteint vazajici GSH

V této préci byla pouzivana GSH Sepharosa 4B, ktera byla vyrobena pro rychlou
jednokrokovou purifikaci GST, GSH vézajicich proteinti a rekombinantnich proteinii, kde
GST slouzi jako flzni kotva.

V posledni dobé byla afinitni chromatografie pro GSH vazebné proteiny
pouzivana v né€kolika laboratofich ptedev§im za uCelem izolace glutathion S-transferas
(GST). Purifikaci a jejich naslednou identifikaci byly dle literatury vétSinou identifikovany
pouze GST tiidy pi, mi a théta. [zolace GST ¢asto probihala z neobvyklych materiali, jako
je motolice jaterni, octomilka obecnd &i z zaber krevetky pacifické. K analyze byla
po afinitni chromatografii pouZivana piedev§im 2-DE, popiipadé¢ pouze SDS-PAGE,
ve spojeni s MS [18,23,67,80].

Dle naSich informaci pouzivali pouze v laboratofi pana Chunga CH. (Oklahoma,
USA) spojeni afinitni chromatografie na GSH Sepharose a 2-DE s cilem uréit GSH
vazajici proteiny v savéim centrdlnim nervovém systému. Témito metodami purifikovali a

nasledné identifikovali krom& GST pi a GST mi také LanCL 1 protein [80].
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2 CIL PRACE

e Ovétit moznosti prefrakcionace proteini z bunéénych linii EM-G3, HCC 1937,
MDA-MB;3; a MCF; odvozenych z rakoviny prsu pomoci afinitni chromatografie
na koloné GSH Sepharose 4B pro naslednou 2-D elektroforézu.

e 2-D elektroforetické porovnani proteini z lyzatt, frakci s proteiny bez afinity

ke GSH a frakci s proteiny s afinitou ke GSH v rdmci kazdé buné¢né linie.

e Identifikovat izolované GSH afinitni proteiny, které jsou potencialné dileZité pro

karcinogenezi, pomoci MS.

e Porovnat enzymovou aktivitu GST a GLO I v bunéénych liniich odvozenych

z rakoviny prsu a primarnich kulturdch zdravych i rakovinnych prsnich bunék.
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3 MATERIAL

Chemicky material:

1-chloro-2,4-dinitrobenzen

40% roztok methylglyoxalu
Acetonitril

Akrylamid

Amfolyty pH 3-10

BSA

Coomassie® Brilliant Blue G-250
Dithiothreitol

Dodecylsulfat sodny

Filtraéni papiry (Electrode wicks)
Glutathion Sepharose™ 4B
Glycerol

Glycin

CHAPS

,IPG stripy*

Jodoacetamid

L-glutathion redukovany
Mineralni olej

N, N'-methylenbisakrylamid

Persiran amonny

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Fluka, Svycarsko

Fluka, Svycarsko

Serva, Némecko

Fluka, Svycarsko

Fluka, Svycarsko
Sigma-Aldrich, USA
Bio-Rad, USA

GE Healthcare, Svédsko
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
GE Healthcare, Svédsko
Bio-Rad, USA
Sigma-Aldrich, USA
Bio-Rad, USA
Sigma-Aldrich, USA
Fluka, Svycarsko

Protease inhibitor coctail for use with mammalian Sigma-Aldrich, USA

cell and tissue extracts, DMSO solution

(obsahuje: 4-(2-aminoethyl)benzensulfonyl fluorid hydrochlorid, aprotinin, bestatin hydrochlorid,
N-(trans-epoxysukcinyl)-L-leucin 4-guanidynobutylamid, leupeptin hemisulfat, pepstatin A)

Proteinovy standard pro elektroforézu Bio-Rad, USA
Readyprep Overlay Agarose Bio-Rad, USA
TEMED Sigma-Aldrich, USA
Trifluoroctova kyselina Sigma-Aldrich, USA

Trypsin (Trypsin Gold Mass Spektrometry Grade) Promega, USA



Ultrafiltratni zkumavky (centrifugal filter devices) Amicon, USA
Dale byly v laboratofi pouzivany bézné dostupné chemikalie v analytické Cistoté¢ doddvané
firmou Fluka, Svycarsko a Sigma-Aldrich, USA. Na piipravu veskerych pufrii byla pouZita

deionizovana voda MilliQ.

Biologicky material:
Rakovinné buné&éné linie EM-G3, HCC 1937, 1.LF UK Praha
MCF; a MDA-MB,3;
Primami kultury epitelovych prsnich buné¢k: 1.LF UK Praha
rakovinné- BRCA 11, BRCA 14, BRCA 16,
BRCA 17aL 190
zdravé- NME 23, NME 35, NME 36 a NME 37

Pouzité pfistroje:

Centrifuga CR3i - rotor AC 1.14, Jouan, USA

Spektrofotometr - 6105 UV/VIS, Jenway, UK

Spektrofotometr - Lambda 25 UV/VIS, Perkin Elmer, USA

Pfistroj na IEF - PROTEAN IEF Cell, Bio-Rad, USA

Nadoba na nalévani gelti na elektroforézu MP3 MULTI-GEL CASTING CHAMBER,
Bio-Rad, USA

Elektroforeticka aparatura - PROTEAN II xi Cell, Bio-Rad, USA
Elektroforeticka aparatura - Mini-PROTEAN 3 Cell, Bio-Rad, USA
Zdroj pouzivany pfi elektroforéze - POWER PAC 1000, Bio-Rad, USA
Kalibrovany densitometr GS 800, Bio-Rad, USA

Termostat s michanim - Thermomixer comfort, Eppendorf, Némecko

»dpeedVac Concentrator, Thermo Fisher Scientific, USA
Teflonovy homogenizétor, double ended, rounded tip, Scienceware, USA

PocitaCovy program PDQuest Advanced- 8.0.1, Bio-Rad, USA
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4 METODY

Schéma zpracovani bunééného lyzatu je na obrazku 10. V lyzatu bunétné linie
byla zméfena enzymova aktivita GST a nésledn€ byl analyzovan pomoci 2-DE a afinitni
chromatografii. Afinitni chromatografii byly ziskany frakce proteint bez afinity ke GSH a
frakce proteind s afinitou ke GSH. Ve spojenych, zahusténych a odsolenych frakci proteint
s afinitou i bez afinity ke GSH byla zméfena enzymova aktivita GST a byla provedena
2-DE. Proteinové skvrny z 2-DE proteint s afinitou ke GSH byly nésledné analyzovany
MS.

Bunétn4 linie |

— absorbance Ajso i — absorbance Ay i
— SDS-PAGE |
aktivita

GST

Obrazek 10: Orientacni schéma postupu prace s bunécnou linil.
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4.1 Extrakce proteini z bunéénych linii a primarnich kultur

Bunééné linie a primamni kultury byly doddny 1. 1ékafskou fakultou Univerzity
Karlovy v Praze a déle péstovany a sklizeny na Ustavu molekularni genetiky AV CR.

4.1.1 Péstovani buné¢nych linii

Na kultivaci bunééné linie EM-G3 bylo pouzivino medium H-MEM doplnéné
neesencidlnimi aminokyselinami, 0,5 pg/ml hydrokortizonu, 5 pg/ml insulinu, 101" M
toxinu cholery, 5 ng/ml epidermalniho ristového faktoru (EGF), 10% hovéziho séra, 2%
fetalniho hovéziho séra, 0,12 g/l pyruvatu sodného, 100 U/ml penicilinu G a 100 pg/ml
streptomycinu [13,54].

Bunééné linie MCF; a MDA-MB;3; byly péstovény v mediu H-MEM doplnéné
100 U/ml penicilinu G a 100pg/ml streptomycinu, 300 mg/l glutaminu, 10% hovéziho séra
a 2% fetalniho hovéziho séra.

V mediu H-MEM doplnéné 100 U/ml penicilinu G a 100pg/ml streptomycinu,
300 mg/l glutaminu, 10% hovéziho séra a 5% fetalniho hovéziho séra byla kultivovéna
bunéénd linie HCC 1937.

4.1.2 Pé&stovani primarnich kultur

Primami kultury BRCA11, BRCA 14, BRCA 16, BRCA 17 a L 190 jsou
odvozeny z nadoru prsu. NME buriky byly ziskany ze zdravé prsni tké4né pii plastické
operaci prsu. Zdravd tkdn byla zpracovana stejnym zpusobem jako rakovinnd tkan
na Ustavu molekul4mni genetiky AV CR.

Tkat (0,3 cm®) byla nastiih4na na malé kousky a enzymaticky rozvolnéna
kolagendzou A (Roche, Penzberg, Germany) pii 37°C. Ziskané burniky byly nasety
do kultivaéni lahvi€ky obsahujici jeden den stary porost smrteln€ ozéfenych NIH 3T3 (tzv.
feeder) bungk (100 Gy;2,5 x 10* bungk na cm?) [13].

Kultivatni medium H-MEM bylo doplnéno neesencidlnimi aminokyselinami,
0,5 pg/ml hydrokortizonu, 5 pg/ml insulinu, 10" M toxinu cholery, 5 ng/ml EGF,
10% hovéziho séra, 2% fetdlniho hovéziho séra, 0,12 g/1 pyruvatu sodného,
100 U/ml penicilinu G a 100pg/ml streptomycinu [13,54].
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4.1.3 Sklizeni a lyze bunék

Narostlé butiky byly dvakrat promyty pufrem PBS (140mM NaCl, 2,7mM KCl,
1,8mM KH,PO,, 10mM Na,HPO,4, pH 7,3) a kratce oplachnuty v3 ml pufru PBS,
do kterého byl pfidan 1,5 mg trypsinu a 0,66 mg EDTA pro uvolnéni pfisedlych bunék.
Nasledné bylo pfidino 5 ml media H-MEM doplnéné sérem pro zastaveni enzymové
aktivity trypsinu a buiiky byly centrifugovany pfi 800 g po dobu 10 minut.

Sedimenty byly tfikrdt promyty pufrem PBS, poté byl pufr odfiltrovan a
k burlkdim byl pfidén lyza¢ni pufr (0,1% CHAPS, 20mM Trs, 0,1M NaCl,
0,25M sacharosa, SmM DTT a inhibitory proteas, pH 8,0). Pufru bylo pouzividno 60 pl na
10° bun&k, inhibitord proteas 1 pl na 10° bungk. Lyzat byl homogenizovan teflonovym
homogenizatorem, v pribé¢hu 30 minut sonikovdn vlizni sledem (3 x 3 sec) a
centrifugovan pii 4°C, 9 000 g (Jouan CR3i, rotor AC 1.14) po dobu 10 minut. Supernatant
byl odebran a sediment znovu homogenizovan v lyza¢nim pufru (10 pl na 10° bun&k),
sonikovén v 1azni s ledem (1 x 3 sec.) a centrifugovan pii 4°C, 9 000 g (Jouan CR3i, rotor
AC 1.14) po dobu 5 minut. Supernatant byl pfidan k prvnimu odebranému a spojené
supernatanty byly centrifugovany pii 4°C, 16 000 x g (Jouan CR3i, rotor AC 1.14) po dobu
20 minut [13,54]. Ziskany supernatant byl povazovan za kone¢ny bunéfny extrakt, se

kterym bylo dale pracovéno, jak je popsano nize.

4.2 Stanoveni mnoZstvi proteint

V extraktu zbunék byl stanoven obsah proteinii podle Bradfordové [S55].
Na spektrofotometru (Jenway 6105 U.V./VIS.) byl kazdy buné¢ny lyz4t ¢i roztok proteint
méfen tfikrat pfi vinové délce 595 nm. Z té€chto tfi hodnot byl vypocten primér jako
kone¢nd hodnota. Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena pomoci hovéziho sérového albuminu
(BSA) pro rozmezi koncentraci 0 pg/ul az 10 pg/ul.

Po stanoveni mnoZstvi proteini byly vzorky zamraZeny na —70°C [54].

4.3 Afinitni chromatografie

Chromatografie probihala na koloné Glutathion Sepharose 4B (pH 7,3) pii 4°C.
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4.3.1 Priprava kolony Glutathion Sepharosy 4B

Nosi¢ uchovany v 20% ethanolu byl pomichdn a 2 ml byly nality do kolony
(rozméry nosife v koloné byly 1x1,5 cm). Po ustdleni nosi¢e byla kolona ekvilibrovana
15 ml pufru PBS (pti 4°C) s ptidanymi 7,5 pl inhibitori proteas.

4.3.2 Aplikace vzorku a priibéh chromatografie

Na ekvilibrovanou kolonu byl nanesen lyzat z 11-12 miliond homogenizovanych
bunék. Proteiny byly inkubovany na koloné 1 hodinu za stdlého michani.

Po aplikaci vzorku byla kolona promyta 10 ml pufru PBS s pfidanymi
5ul inhibitori proteas a SmM DTT. Byly jimany frakce o objemu 0,5-1 ml. V jednotlivych
frakcich bylo sledovdno mnozZstvi proteinli méfenim absorbance pfi 280 nm

(spektrofotometr Jenway 6105 U.V./VIS.) a jejich objem.

4.3.3 Eluce

Kolona byla inkubovdna po naneseni 1 ml elu¢niho pufru (10mM Tris/HCI,
0,5 pl inhibitori proteas, pH 8,0) spfidanym SmM GSH pti 4°C po dobu 30 minut.
Nasledné byly proteiny interagujici s GSH eluovany 10 ml elu¢niho pufru s pfidanym
5mM GSH. Eluované frakce byly jimany o objemu 0,5-1 ml. V jednotlivych frakcich bylo
sledovano mnozstvi proteini méfenim absorbance pfi 260 nm (spektrofotometr Jenway
6105 U.V./VIS.), celkova aktivita GST a jejich objem. Analyzovany byly metodou
SDS-PAGE.

4.3.4 Regenerace kolony

Kolona byla regenerovana stfiddnim 3 ml bazického pufru (0,1M Tris/HCI,
0,5M NaCl, pH 8,5) a 3 ml kyselého pufru (0,1M NaCOOH, 0,5M NaCl, pH 4,5). Tento
cyklus byl opakovén &tyfikrat. Nasledné byla kolona promyta 6 ml pufru PBS, 6 ml
70% ethanolem a ihned 7 ml pufru PBS.

Kolona byla uchovavana v 20% ethanolu pii 4°C.
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4.4 Ultrafiltrace

Vybrané frakce proteinii nezachycenych na koloné a vybrané frakce specificky
eluované byly spojeny, zahu$tény a odsoleny v ultrafiltraénich zkumavkach (centrifugal
filter devices, Amicon, USA) na centrifuze (Jouan CR3i., rotor AC 1.14) na pfiblizné
50 ul. Vtomto objemu byla zméfena aktivita GST. Poté byla zkumavka proplachnuta
300 ul rehydrataéniho lyza¢niho roztoku (RLB) (7M mocovina, 2M thiomocovina,
2% CHAPS, 0,8% amfolity pH 3-10) s ptidanym S0mM DTT z diivodu minimalizace ztrat
b&hem ultrafiltrace.

4.5 Stanoveni enzymovych aktivit

Enzymové aktivita se standardné vyjadiuje v jednotkce (U), coz je mmnozstvi
enzymu, které pfeméni 1 pmol substratu za 1 minutu za standardnich podminek (pH
optimum enzymu a 25°C). Koncentrace enzymu se Casto vyjadiuje v aktivit€ vztazené na
jednotku objemu, tedy (U/ml). Specificka aktivita je aktivita vztazend na mnoZzstvi proteint

(U/mg), kterd ud4véa miru ¢istoty enzymového preparatu [56].

4.5.1 Stanoveni enzymové aktivity glutathion S-transferas

Pro stanovené enzymové aktivity GST byl substratem 1-chloro-2,4-dinitrobenzen
(CDNB), ktery za pomoci GST tvofil konjugat s GSH. Reakci vystihuje obrdzek 11 (str.
39). Do kiemenné kyvety bylo napipetovano 1890 pl pufru pro méteni enzymové aktivity
(50mM KH,PO4, 50mM K,HPO,, pH 6,6), S50 pl ImM GSH a 50 pl ilmM CDNB
v methanolu. Roztok byl promichan a pfi laboratorni teploté za stdlého michani inkubovén
po dobu 10 minut. Nasledné bylo do roztoku ptiddno 10 pl vzorku a okamzité byla méfena
Casovd zména absorbance pfi 340 nm a 25°C po dobu 5 minut za stilého michani
na spektrofotometru (Perkin Elmer, Lambda 25 UV/VIS).

Poté byla ze ziskanych hodnot spoctena aktivita GST (mU/ml), celkova aktivita
(U) a specifick4 aktivita (mU/mg). Pro vypocet byl pouzit nasledujici vzorec:

o < (Mo | MinTEST = Myigug /min BLANKOR (/1
£

>
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kde R je faktor fedéni v ur€itém konkrétnim ptipadé a ¢ je molarni extinéni koeficient mezi
CDNB-GSH p#i 340 nm, ktery je 0,0096 (mM.cm™) [57].

9 0
[ N
N\o- N+\ R
o)
GSH + GST +CF + H*
N +

Obrazek 11: Reakce, ktera probiha pri méreni aktivity GST. Interakce mezi glutathionem a
CDNB je naprosto zavisla na pritomnosti aktivni GST [20,58].

4.5.2 Stanoveni enzymové aktivity glyoxalasy I

Pro stanoveni enzymové aktivity GLO I byl substradtem thiohemiacetal, ktery
vznikd neenzymaticky z methylglyoxalu a GSH. GLO 1 katalyzovala pfeménu
thiohemiacetalu na S-D-laktoylglutathion. Reakci vystihuje obrdzek 12 (str. 40).
V kifemenné kyveté bylo smichano 1885 pl fosfatového pufru (S0mM KH,PO,,
50mM K;HPO,4, pH 6,6), 53 pul 65mM methylglyoxalu a 53 pl 65mM GSH. Takto
piipraveny roztok byl za stdlého michani inkubovan pfi laboratorni teploté¢ po dobu 10
minut, za kterou se vytvofil hemithioacetal. Poté bylo do roztoku pfiddno 10 pl vzorku,
roztok byl promichan a ihned nasledovalo méfeni Casové zavislosti zmény absorbance pfi
240 nm. Stanoveni enzymové aktivity glyoxalasy I (GLO I) probihalo na spektrofotometru
(Perkin Elmer, Lambda 25 UV/VIS) pfi 25°C po dobu 10 minut.

Pro vypocet enzymové aktivity byl pouzit vzorec:

Geo; = (A4, / MINTEST — AA,,,,.. /min BLANK) R (mU / mi)

£

kde R je faktor fedéni a ¢ je molarni extinéni koeficient S-D-lactoylglutathionu pfi 240 nm,
ktery je 0,00337 (mM.cm™) [59].

39



O

0O
H Gixi
R + GSH R&SG "“—"( )
H H

Methylglyooaal (R = CH;) Thichemiacetal S-o-Lactoylgiutathion

Obrazek 12: GLO 1 (zde jako Gixl) katalyzuje vznik S-D-laktatglutathionu
z thiohemiacetalu, ktery vznika neenzymaticky z methyglyoxalu a GSH [34].

4.6 Elektroforetické metody

V této préci byla pouzita elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti
dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE), kde byly molekuly proteini rozdé€leny podle jejich
molekulovych hmotnosti (Mr), a dvourozméma4 elektroforéza (2-DE), kde byly molekuly
proteinti vysledné rozdéleny na zakladé jejich izoelektrického bodu (pl) a zarovei jejich
Mr.

4.6.1 SDS-PAGE

SDS-PAGE byla provedena dle Laemmliho [60]. Analyticky gel o rozmeérech
8 x 8 x 0,1 cm byl pfipraven z 12% déliciho gelu (pH 9,1) a 4% zaostfovaciho gelu.

Analytické gely byly provedeny pro orientani zji§téni pfitomnosti proteint
ve vybranych frakcich ziskanych z afinitni chromatografie. Z roztoku eluovanych proteint
vybranych frakci bylo odebrano 15 pul a smichdno s 10 ul vzorkového pufru (4% SDS,
10% PB-merkaptoethanol, 20% glycerol, 0,1% Brilliant Blue G-250, 0,124M Tris/HCI,
pH 6,8). Vzorky proteinti byly denaturovany pii 100°C po dobu 5 minut. Bylo aplikovano
25 pl vzorku do jamky. Elektroforéza probihala v elektrodovém pufru (0,1% SDS,
0,192M glycin, 0,025M Tris, pH 8,3) prvnich 10 minut pfi napé&ti 120V, nésledné pfi
200 V dalsich 50-60 minut.

Preparativni gel o rozmérech 20 x 11 x 0,15 cm byl taktéZ pfipraven
z 12% déliciho gelu (pH 9,1) a 4% zaostfovaciho gelu.
Ultrafiltrovany roztok eluovanych proteinii o nezndmé koncentraci byl smichdn s RLB
s pfidanym SO0mM DTT do vysledného objemu 300 pl. Do 150 pl takto pfipraveného
roztoku bylo pfidano 15 pl glycerolu a 1 pl 1% roztoku bromfenolové modfi. Vyslednych
166 pl roztoku proteind bylo aplikovano do jamky. Elektroforetickd separace probihala
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v systtmu PROTEAN II xi Cell za pouziti zdroje POWER PAC 1000 v elektrodovém
pufru za podminek uvedenych v tabuice 2. Elektroforéza byla zastavena ve chvili, kdy linie

bromfenolové modii dosdhla spodniho okraje gelu.

Tabulka 2: Podminky elektroforetické separace v prostredi SDS platné pro 1 gel.

krok | limitni napéti (V) proud (mA) ¢as (hod)
1 1 000 16 1
2 1000 24 5
3 20 5 10-15
Po tfetim kroku bylo manualné nastaveno 24 mA na jeden gel.

4.6.2 Dvourozmérna elektroforéza
4.6.2.1 Izoelektricka fokusace

PFiprava vzorki na izoelektrickou fokusaci

Mikrozkumavka s bunéénym extraktem smichanym sRLB po afinitni
chromatografii byla rozmraZena. Roztok byl smichan s RLB s ptidanym 50mM DTT tak,
aby vysledné koncentrace proteinti byla 15 pg/150 pl na maly ,,IPG strip“ a 70 pg/330 pl
na velky ,IPG strip“ urCeny na analyticky gel. Na velky ,IPG strip“, urfeny
na preparativni gel, byl pouzit cely ultrafiltrovany objem proteinti ziskany po afinitni
chromatografii, ktery byl smichdn s RLB s pfidanym S0mM DTT do vysledného objemu
330 pl. Redukeni €inidlo DTT bylo pfidano té€sné pred pouzitim. Takto pfipravené vzorky
proteinti byly michdny za laboratorni teploty po dobu 1 hodiny a poté ihned pouzity pro
IEF.

Pro rozd€leni proteini na zakladé jejich pl byly pouzity 7 cm nebo 18 cm ,,IPG

stripy* s linedrnim rozpétim pH 3-10.

Aktivni rehydratace za pfitomnosti vzorku
Vzorek proteini s RLB a DTT byl nanesen do ptisluSného zlabku desky uréené
na IEF a poté byl na vzorek pomoci pinzet poloZen ,,IPG strip“ gelem dold. Vzorek byl
ponechan stat 40 minut pii laboratorni teplot& a nasledné pfevrstven 2 ml (pro 18 cm ,,IPG

stripy”) nebo 1 ml (pro 7 cm ,IPG stripy”) minerdlnim olejem (Bio-Rad). Aktivni
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rehydratace probihala 12 hodin pfi teplot€ 20°C a napéti 50 V v pfistroji pro izoelektrickou
fokusaci PROTEAN IEF Cell.

Po skonleni rehydratace byl ,IPG strip” v misté elektrod podloZzen prouzky
filtraéniho papiru (Electrode wicks, Bio-Rad) navlhéenymi 8 pl MilliQ. Nasledné
izoelektrickd fokusace probihala podle rozpisu v tabulce 3a) nebo 3b). Po ukonfeni
izoelektrické fokusace bylo udrzovano napéti 500 V, aby proteiny zistaly rozdélené, nez
byl pfistroj vypnut. Primémé bylo dosahovano hodnoty kolem 75 000 Vh u 18 cm ,,IPG
stripi“ a 18 000 Vh u 7 cm ,,IPG stripi“. ,,IPG strip“ byl ihned pouZit na elektroforetickou

separaci, nebo v Cistém platé zamrazen na -70°C.

Tabulka 3: Podminky izoelektricke fokusace
a) pro 18 cm ,,IPG strip“

krok | pocateéni napéti (V) konecné napéti (V) cas (hod) teplota (°C)
1 250 250 1 20
2 250 500 1 20
3 500 1 000 2 20
4 1000 10 000 3 20
krok | napéti (V) volthodin (Vh) ¢as (hod) teplota (°C)
5 10 000 40 000 teor. 4 20
6 500 az 99 20

b) pro 7 cm ,,IPG strip “

krok | pocatecni napéti (V) konecné napeti (V) ¢as (hod) teplota (°C)
1 150 150 1 20
2 150 500 1 20
3 500 750 1 20
4 4 000 4 000 2 20
krok | napéti (V) volthodin (Vh) cas (hod) teplota (°C)
5 4000 10 000 teor. 2,5 20
6 500 az 99 20
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4.7 Elektroforetick4 separace proteini

PFiprava geli

Elektroforéza byla provadéna v polyakrylamidovém gelu o tlouStce 1 mm a
rozmérech 19 x 22 cm nebo 8 x 8 cm . Délici gely pro analytické i preparativni ucely byly
z 12% polyakrylamidového gelu (pH 9,1). Velké gely byly nalévany po &Etyfech v nadobé
»MP3 MULTI-GEL CASTING CHAMBER®, mal¢ gely jednotlivé.

Délici gel byl po naliti pfevrstven 1,5 ml 50% methanolu a nechan polymerovat
pfi laboratorni teploté. Poté byl nalit 4% zaostfovaci gel, do n€hoz byl zasunut hieben pro
vytvoteni komirky pro ,,IPG strip“ a standardy. Zaostiovaci gel polymeroval taktéz pti

laboratorni teplot¢.

Ekvilibrace

,»IPG strip“ srozdélenymi proteiny byl pievrstven 2,5 ml (pro 18 cm ,IPG
stripy”) nebo 1,5 ml (pro 7 cm ,IPG stripy*) ekvilibratniho pufru (6M mocovina,
20% glycerol, 2% SDS a 0,05M Tris/HCI, pH 8,8) s2% DTT a nechdn 30 minut
inkubovat, aby doSlo k redukci S-S mistkid. Poté byl roztok vylit a ,,IPG strip* byl
ptevrstven 2,5 ml (pro 18 cm ,IPG stripy) nebo 1,5 ml (pro 7 cm ,JIPG stripy*)
ekvilibra¢niho pufru s2,5% iodoacetamidem a inkubovéan dalSich 30 minut za ucelem
alkylace volnych —SH skupin. Nakonec bylo do Zlabku s iodoacetamidem pfidano 5 pl (pro
18 cm ,,IPG stripy*) nebo 1,5 ul (pro 7 cm ,,IPG stripy) 1% roztoku bromfenolové modfi

na 2-3 minuty.

Pribéh elektroforézy

»IPG strip“ byl oplachnut v elektrodovém pufru, pomoci pinzet poloZen
do vzniklé komurky v zaostfovacim gelu a pievrstven roztokem Readyprep Overlay
Agarose (Bio-Rad) az do zaplnéni komiirky. Takto pfipravené gely byly na n€kolik minut
ponechany pii — 4°C, aby agarosa ztuhla.

Elektroforeticka separace velkych gelt probihala v systému PROTEAN II xi Cell
za pouziti zdroje POWER PAC 1000 v elektrodovém pufru za podminek uvedenych
Vv tabulce 4 a) (str. 44).

Elektroforéza malych geli probihala v systému Mini-PROTEAN 3 Cell se
stejnym zdrojem a elektrodovym pufrem za podminek uvedenych v tabulce 4 b) (str. 44).
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Tabulka 4: Podminky elektroforetické separace 2 gelu za pouZiti
a) 18 cm ,,IPG stripu“ a konstantniho proudu

krok | limitni napéti (V) proud (mA) ¢as (hod)
1 1000 32 1
2 1000 48 5
3 20 5 10-15
Po tfetim kroku bylo manualné nastaveno 24 mA na jeden gel.

b) 7 cm ,,IPG stripu* a konstantniho napéti

krok napeti (V) limitni proud (mA) cas (min)
1 120 500 10
2 200 500 50-60

Elektroforéza byla zastavena ve chvili, kdy linie bromfenolové modfi doséhla

spodniho okraje gelu.

4.7.1 Detekce proteini v gelu a jejich vyhodnoceni

Analytické gely byly barveny pomoci AgNO; dle Bluma [55]. Preparativni gely
byly barveny Coomassie® Brilliant Blue G-250 [61].

Obarvené gely byly pievedeny do elektronické podoby pomoci kalibrovaného
denzitometru GS 800 Calibrated Densitometer pfi rozliSeni 400 dpi. Ziskand data byla
zpracovana vizualné pomoci metody tzv. ,,vytvafeni souhvézdi“. Jedna se o spojovéni
vyraznych proteinovych skvrn v obrazu 2-DE gelu. Nasledné je porovnavana intenzita
téchto skvrn a rozmisténi slabSich skvrn v jejich okoli. Jde o subjektivni metodu, ktera je
ovSem rychld, u¢inné a zaroven presna.

Obrazy 2-DE gelli byly zaroveii analyzovany v po€itatovém programu PDQuest
Advanced- 8.0.1. Ve vytvofeném analytickém souboru ,match-set“ byly programem
detekovany proteinové skvmy a vzijemné pfifazeny ve skupinach geld. Kvantifikace
proteinovych skvrn byla normalizovana na intenzitu vSech detekovanych skvn v daném

gelu. Pfifazeni proteinovych skvin bylo manudin€ kontrolovano a v piipadé¢ nutnosti
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upraveno. Pro detekci velkych proteinovych skvm s nepravidelnym tvarem byla vyuZita

funkce umoZziujici vybrat obrys skvry a kvantifikovat ji jako celek.

4.8 Identifikace proteinii
4.8.1 Stépeni proteinii v gelu

Z preparativnich 2-DE ¢i SDS-PAGE geli byly vyfiznuty vybrané proteinové
skvrny ¢i pruhy, které byly néasledné odbarvovany v200 pl roztoku obsahujicim
25mM uhli¢itan amonny a 50% acetonitril (ACN). V mikrozkumavce byly 30 minut
zahfivany v termostatu s michanim (Thermomixer comfort, Eppendorf, Né&émecko)
nastaveného na 30°C a poté byl odebran odbarvovaci roztok. Odbarvovaci postup byl
opakovan, dokud nebyly vyfiznuté skvry zcela zbaveny modrého zabarveni zptisobeného
Coomassie Blue G-250. Nasledné prob&hlo suSeni gelu v 200 pl 100% ACN a termostatu
za michani pfi 30°C po dobu 5 minut. Roztok byl odebran a gel byl dale suSen
v termostatu, dokud se zbyly ACN neodpafil. K vysuSenym proteinovym vzorkiim bylo
pfidino 20 pl 25mM uhli¢itanu amonného a 0,4 pg trypsinu (Trypsin Gold Mass
Spektrometry Grade, Promega). DalSich 8 hodin probihalo v termostatu za stalého michani
Sté€peni pti 37°C.

Supernatant nad gelem byl odebran do cist¢ mikrozkumavky. Nésledovala
extrakce peptidi z gelu, ke kterému bylo pfiddno 30 pl 2% TFA a 20 pl 60% ACN.
Roztok s gelem byl promichan, 10 minut sonikovan v lazni sledem. Supernatant byl
odebran a pfemistén do mikrozkumavky. Ke gelu bylo pfidano dalich 20 pl 2% TFA a
30 ul 60% ACN. Roztok byl znovu promichan, sonikovdn a supernatant odebran
do mikrozkumavky, jak bylo popsano vySe. Naposledy bylo ke gelu ptiddno 50 pl
60% ACN a znovu prob&éhlo promichani, sonikace a odebrani sepernatantu. Spojené
supernatanty byly v mikrozkumavce zahu$tény na ,,speedvacu® (Thermo Fisher Scientific,
USA) na objem piiblizn€ 10 pl.

K takto pfipravenym peptidim bylo pfiddno 15 pl 0,1% TFA a byly podrobeny
analyze pomoci LTQ-ORBITRAP hmotnostniho spektrometru (Thermo Fisher Scientific,
USA).
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4.8.2 Stépeni proteint v roztoku

Ze spojenych a ultrafiltorvanych frakci proteinii s afinitou ke GSH ziskanych
z afinitni chromatografie na koloné GSH Sepharose 4B (pH 7,3) bylo odebrdno 15 pl
z kazdé bunécné linie. Proteiny byly smichany s 22,5 pl 25mM uhli¢itanu amonného,
2,25 pul 100mM DTT a objem byl doplnén MilliQ na kone¢nych 40,5 ul. Pfipraveny roztok
byl inkubovan 5 minut pii 95°C a nasledné nechan za laboratorni teploty do ustéleni jeho
teploty. Po ptidani 4,5 pl 100mM jodoacetamidu byl roztok ve tm¢ inkubovan 20 minut pfi
laboratorni teploté. Déle byly pfidany 0,8 pg trypsinu (Trypsin Gold Mass Spektrometry
Grade, Promoga) a roztok byl inkubovén pfi 37°C v termostatu za stdlého michéani pfes
noc. Pfed analyzou na LTQ-ORBITRAP hmotnostnim spektrometru bylo do roztoku
ptidano 15 ul 0,1% TFA.

4.8.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektra byla méfena v laboratoti hmotové spektrometrie UOCHB AV
CR za pomoci Mgr. Miloslava Sandy.

Analyza byla provedena metodou LC-MS/MS pomoci LTQ-ORBITRAP
hmotnostniho spektrometru (Thermo Fisher Scientific, USA) spojeného s dvourozmémou
kapilarni chromatografii Rheos 2000 (Flux Instruments). Prvni chromatograficky rozmér
prob&hl pomoci kolony Symetry C18 (180 um x 20 mm x 3 pm, Waters), na které doSlo
k oddéleni peptidi od interferujicich latek. Druhy rozmér probéhl pomoci kolony PepMap
C18 (75 pm x 150 mm x 3 um, LC Packings), kde probéhlo rozdéleni peptidové smési.
Hmotnosti spektrometr pracoval v rezimu ,,.DDA skenu®, coZ znamend daty podporovany
MS/MS experiment sloZeny z jednoho plného MS spektra (rozliSeni 60 000) a nésledné
ze ttech MS/MS experimentii (rozliSeni 7 500) vicendsobn€ nabitych iontd (2krat nebo
3krat), které mély vplném spektru maximalni odezvu. Hmotnosti identifikovanych
peptidii byly potvrzeny nejméné tfemi fragmentacnimi ionty. Sekvence proteinii byly
vyhledavany v databazi Uniprot pomoci Bioworks Browser 3.3.1 SP1 a Sequest 2.0
software (Thermo Fisher Scientific, USA), které byly vymezeny pouze na lidské proteiny.
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5 VYSLEDKY

5.1 Extrakce proteinit z buné¢nych linii a primarnich kultur

Buné¢ny materidl, ktery byl lyzovan a se kterym bylo déale pracovano, obsahoval
v bunéénych linii EM-G3 a MDA-MB;33; vZdy 12 milionti bun€k, v buné€nych liniich HCC
1937 a MCF7 vzdy 11 miliond buné€k a v priméarnich kulturdch 2-3 miliont bunék.

5.1.1 Stanoveni mnoZstvi proteini

V bunééném materidlu bylo stanoveno mnozstvi proteini podle Bradfordové [55].
Sledovéna byla koncentrace proteinti v pribéhu celé prace, tedy v lyzatu z jednotlivych
bunéénych linii, ve spojenych a ultrafiltrovanych frakcich proteinti bez afinity ke GSH a
spojenych a ultrafiltrovanych frakcich proteint s afinitou ke GSH. Vzhledem k velmi nizké
koncentraci proteini ve frakcich s afinitou ke GSH je toto stanoveni uvadéno jen jako
pfiblizné (oznafené symbolem ,,~“). Dalsi stanoveni, vyplyvajici z tohoto, jsou taktéz
oznaceny symbolem ,,~.

Mnozstvi proteinii bylo také stanoveno v 9 riznych primamich kulturach
reprezentyjicich jak zdravou (oznaCenou NME), tak rakovinnou (oznacenou BRCA, ktera
ma mutaci tumor supresorového genu BRCA 1, nebo L 190) prsni tkai. Vysledné zmeétené
hodnoty koncentraci bilkovin jsou shruty v tabulkdach 54, 5B, 5C (str. 48).

Dle zméfenych hodnot je v bunééné linii HCC 1937 oproti ostatnim bunéénym
liniim pfiblizn€ dvojnasobné mnozstvi proteinti. V ptipadé primamnich kultur je vyrazné
niz§i mnozstvi proteinti v lyzatu rakovinné primamni kultury BRCA 14 a také v primarni
kultufe zdravé prsni tkdn€ NME 23. Pfi porovnani tabulky 54 a C zjistime, Ze po afinitni
chromatografii a ultrafiltraci ndm zfistala pfiblizn€ polovina proteind, které byly na kolonu

naneseny.
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Tabulka 5A: Koncentrace bilkovin v lyzatech bunécnych lini.

Koncentrace Celkovd koncentrace
Bunééna linie
proteinii (ug/ul) proteini (ug)
EM-G3 - lyzat 1,68 1431,4
HCC 1937 - lyzat 4,63 3616,0
MDA-MB;;; - lyzat 1,93 16444
MCF, - lyzat 2,75 21478

Tabulka 5B: Koncentrace bilkovin v lyzatech primarnich kultur.

Primarni kultura Koncentrace
proteinii (ug/ul)
BRCA 11 2.10
BRCA 14 0.45
BRCA 16 3.55
BRCA 17 3.00
NME 23 1.55
NME 35 3.10
NME 36 3.40
L 190 3,00

Tabulka 5C: Koncentrace bilkovin ve frakcich po afinitni chromatografii na koloné
Glutathion Sepharosy 4B. Vzhledem k nizké koncentraci proteini ve frakcich proteini

s afinitou ke GSH je tato hodnota pouze priblizna.

Frakce proteinii po afinitni Koncentrace Celkova koncentrace
chromatografii proteinii (ug/ul) proteinii (ug)

EM-G3 - bez afinity k GSH 16,17 808,5
EM-G3 - s afinitou k GSH ~0,26 ~13

HCC 1937 - bez afinity k GSH 30,16 1508,0

HCC 1937 — s afinitou k GSH ~0,26 ~13
MDA-MB;;; - bez afinity k GSH 15,87 793,5
MDA-MB;;; - s afinitou k GSH ~0,27 ~13,5

MCF; - bez afinity k GSH 12,38 619

MCF; - s afinitou k GSH ~0,26 ~13




5.2 Separace proteini pomoci afinitni chromatografie na koloné¢ GSH Sepharose 4B

Afinitni chromatografie byla vyuzita za tufelem selektivni prefrakcionace
bunééného lyzétu. Aby bylo mozné v gelech po dvojrozmémé elektroforetické separaci
detekovat a dale vyhodnocovat proteinové skvrny, bylo nutno tyto proteiny oddélit od

ostatnich v butice se vyskytujicich proteind. Poté s nimi bylo moZno pracovat samostatné.

5.2.1 Optimalizace afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie byla nejprve provedena pro vSechny buné¢né linie
na jedné koloné s nosi¢em GSH Sepharosa 4B, ktery byl mezi jednotlivymi afinitnimi
chromatografiemi regenerovan dle ndvodu doporu¢ovaném k tomuto nosi¢i. Kolonka tedy
byla regenerovana promytim 3 ml bazického pufru (0,1M Tris/HCI, 0,5M NaCl, pH 8,5) a
3 ml kyselého pufru (0,1M NaCOOH, 0,5M NaCl, pH 4,5), kdy tento cyklus byl opakovan
Ctytikrat. Z obrazku 13 A) a B) (str. 50) je zfejmé, Ze tento postup regenerace je v tomto
ptipadé nedostate¢ny, protoZe proteiny nevyskytujici se ani v bunééném lyzatu se objevuji
ve frakcich s afinitou ke GSH. Proteinova skvrna, ptitomna na obrdzku 13 b) (str. 50), je
vysledkem nedostatecné regenerace kolony mezi jednotlivymi  afinitnimi
chromatografiemi. Proteiny zustaly vizané na koloné a eluovaly se az v pfisti
chromatografii. Z t€chto dlivodu byla ptipravena kolona s nosi¢em GSH Sepharosa 4B pro
kazdou bunéfnou linii zvla$t' a mezi jednotlivé chromatografie bylo navic zafazeno
promyti PBS a néasledné ethanolem (viz 4.3.4 regenerace kolony, str. 37). Po tomto

opatfeni byla jiz kolonka dostate¢né regenerovana a pifipravena k dal§imu pouZiti.
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Obrazek 13: Vyrezy z 2-D elektroforetického gelu bunécné linie MCF; A) lyzatu a B)
spojenych a ultrafiltrovanych frakci s afinitou ke GSH. Elektroforéza probihala na 18 cm
., IPG stripech* v rozmezi pH 3-10.

5.2.2 Priibéh afinitni chromatografie

Proméfenim objemt a absorbanci byly ziskdny hodnoty, ze kterych byl vytvofen
eluéni profil. Graficky jsou tyto hodnoty znazomény na grafech 1, 2, 3, 4 (str. 51-52).

Absorbance frakci bez afinity ke GSH byla méfena pti 280 nm. Pii eluci byl
vyménen pufr PBS (140mM NaCl, 2,7mM KCl, 1,8mM KH,PO,;, 10mM Na,HPOj,,
pH 7,3) za eluéni pufr (10mM Tris/HCI, 0,5 pl inhibitorii proteas, pH 8,0) s pfidanym
S5mM GSH. I pfes to, Ze byl spektrometr pfekalibrovan, hodnoty pii vinové délce 280 nm
klesaly do zapornych hodnot. Proto se pfistoupilo na méteni pfi 260 nm. Nepfitomnost
nukleovych kyselin, které pti 260 nm absorbuji, byla ovéfovana pomoci poméru Ajgo/Aze0
(vysledky nejsou uvedeny). Pfitomnost proteinit ve frakcich byla ovéfovana metodou
SDS-PAGE, viz kapitola 5.3 (str. 53).

Elu¢ni profily dokumentuji rozdéleni proteind. Nejprve doslo k vymyti proteini,
které nemaji afinitu ke GSH (modré kfivka) a nasledné eluci SmM GSH se z kolony
uvolnily proteiny, které se ke GSH na nosi¢i kolony navéazaly (Cervend kiivka). Afinitni

chromatografie lyzatd vSech bunéénych linii probihaly za stejnych podminek.
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Elucni profil bunééné linie EM-G3
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Graf 1: Elucni profil afinitni chromatografie na koloné GSH Sepharose 4B lyzatu bunécné
linie EM-G3. Modre jsou oznaceny frakce, které byly ziskany pfi promyvani kolony pufrem
PBS a Cervené frakce, které byly ziskany eluci SmM GSH. Zelené body predstavuji
celkovou GST aktivitu ve frakcich s afinitou ke GSH.

Eluéni profil bunééné linie HCC 1937
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Graf 2: Elucni profil afinitni chromatografie na koloné GSH Sepharose 4B lyzatu bunécné
linie HCC 1937. Modre jsou oznaceny frakce, které byly ziskany pri promyvani kolony
pufrem PBS a Cervené frakce, které byly ziskany eluci SmM GSH. Zelené body predstavuji
celkovou GST aktivitu ve frakcich s afinitou ke GSH.
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Elucni profil bunééné linie MDA-MB231
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Graf 3: Elucni profil afinitni chromatografie na koloné GSH Sepharose 4B lyzatu bunécné
linie MDA-MBj;;,. Modre jsou oznaceny frakce, které byly ziskany pri promyvani kolony
pufrem PBS a Cervené frakce, které byly ziskany eluci SmM GSH. Zelené body predstavuji
celkovou GST aktivitu ve frakcich s afinitou ke GSH.
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Graf 4: Elucni profil afinitni chromatografie na koloné GSH Sepharose 4B lyzatu bunécné

-0,056

linie MCF ;. ModFe jsou oznaceny frakce, které byly ziskany pri promyvani kolony pufrem
PBS a cCervené frakce, které byly ziskany eluci SmM GSH. Zelené body predstavuji
celkovou GST aktivitu ve frakcich s afinitou ke GSH.
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5.3 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v piitomnosti dodecylsulfitu sodného

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsulfdtu sodného
(SDS-PAGE) probihala jako kontrola ptitomnosti proteini ve frakcich z afinitni
chromatografie, které byly ziskdny eluci SmM GSH. Na obrdzcich 14 (str. 54) jsou
zachyceny analyzy SDS-PAGE s vybranymi frakcemi. Frakce byly vybirdny dle hodnot
Aseo tak, aby zvysledki byla ziskana ucelenid informace o priib&hu eluce proteinti
interagujicich s GSH.

Jiz z téchto obrazku je patmé, Ze se v bun&tnych liniich HCC 1937 a MCF;
nevyskytuje vét§i mnozZstvi proteinti vazajicich GSH. Kdezto v buné¢nych liniich EM-G3 a
MDA-MB,3; je patny vétsi vyskyt téchto proteini, obzvlasté v oblasti kolem 25 kDa.
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Obrazky 14: Elektroforeticky rozdeélené vybrané frakce ziskané béhem eluce SmM GSH na

koloné GSH Sepharose 4B. Cisla vievo oznacuji relativni molekulové hmotnosti v kDa dle

standardu. Pismeno ,,F* s dolnim indexem znaci éislo vybrané frakce.
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5.4 Stanoveni aktivity glutathion S-transferas v pribéhu afinitni chromatografie na
koloné GSH Sepharose 4B

Aktivita GST byla méfena v lyzatech bunéénych linii, jednotlivych frakci
z afinitni chromatografie ziskanych po eluci SmM GSH, spojenych a ultrafiltrovanych
frakci proteinii bez afinity ke GSH a spojenych a ultrafiltrovanych frakci proteini
s afinitou ke GSH (viz kapitola 4.4 Ultrafiltrace, str. 38).

Hodnoty enzymovych aktivit GST, ziskanych z frakci obsahujici proteiny
interagujici s GSH kazdé buné&tné linie, jsou zndzomény v grafech 1, 2, 3 a 4 (str. 51-52).

Déle byly méfeny hodnoty aktivit GST v lyzatech buné¢nych linii, spojenych a
ultrafiltrovanych frakci s a bez afinity ke GSH. Tyto udaje a dalsi, z nich vyplyvajici, uvadi
tabulka 6 (str. 56). Z vyslednych hodnot byla vytvofena bilan¢ni tabulka, ze které je patrné
ur¢ité naci$téni GSH afinitnich proteini. Hodnota nacisténi proteinii je pouze pfiblizné a
vzhledem k velmi nizké koncentraci proteinti, kterd byla obtizné méfitelna, se da
predpokladat, Ze tato hodnota naliSténi bude ve skuteCnosti vét§i. OvSem vytézky
purifikovanych proteinii se pohybuji pouze mezi 6-30%. Nazomnéj$i porovnani je vidét
na grafu 5 (str. 57). Na grafech je patrny nérist specifickych aktivit GST ve frakcich

proteint interagujicich s GSH, tedy purifikace téchto proteint.
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Tabulka 6: Aktivity GST v lyzatech bunécnych linii, ve frakcich s proteiny bez afinity
ke GSH a ve frakcich s proteiny s afinitou ke GSH byly stanoveny promérenim absorbance
pFi 340 nm a 25°C. Z téchto hodnot byla dale spoctena specificka aktivita GST, celkova

“

GST aktivita, nacisténi proteinu a celkovy vytézek. Symbol ,,~“ oznaluje pribliZnou
hodnotu vhledem k nizkym hodnotam koncentraci proteinii ve frakcich s proteiny s afinitou

ke GSH (viz 5.1.1 Stanoveni mnoZstvi proteinu). Z vyslednych hodnot byla vytvorena
bilancni tabulka.

> S 3 & > ~ o
Bunéénd S 3 §°§§ Sb? ©Ss S o
sS |SS§ €s5f [=ER| 2 | 3
linie 3 |8S8 SER |SEE&| % | B
£ |§57) %% |3 T F
Lyzit 1532,6 | 1.68 9122 1305,7 100,0
Frakee bez afini
3 rakee bez afinity 4o | 16,17 2.9 23 0.2
E' ke GSH
&= Frakce s afinitou
2796,1 | ~026 | ~107543 | 1398 | ~118] 107
ke GSH
Lyzit 352 | 4.63 7.6 27.5 100,0
~
Frakee bez afini
R rakee bez afimi’l o067 | 21,70 9,5 10,3 37,6
5 |reosm
1 Frake '
= rakee safinitoul 453 | 026 | ~1743 23 | ~2291 299
ke GSH
Lyzit 341,1 | 1,93 176,7 290.6 100,0
S [Frakee bez afini
= rakee bez afinity) - y39 | 1587 1,5 12 0,4
% |reosH
= Frakce s afinitou
= 3659 | ~027 | ~13550 183 | ~77 | 63
ke GSH
Lyzit 402 | 275 14.6 31,4 100,0
- Frakce bez afinity
& 92,6 | 12,38 75 46 14,8
LE) ke GSH
Frake )
rakee safinitoul o0 | ~o26 | ~2115 28 | ~145]| 88
ke GSH
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Specifické aktivity GST
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Graf 5: Grafické znazornéni specifickych aktivit GST lyzati a frakci bunécnych linii
EM-G3, HCC 1937, MDA-MB;;3; a MCF’;. Afinitni chromatografii na GSH Sepharose 4B
byly ziskany frakce bez afinity ke GSH a naslednou eluci SmM GSH frakce s afinitou
ke GSH. Spodni graf priblizuje vyznacenou oblast na hornim grafu. n = 3.

57



5.5 2-DE elektroforéza

Nejprve byla provedena analytickd 2-D elektroforéza z bunéfnych lyzéti
o rozmezi pH 3-10 zplisobem popsanym v kapitole 4.6.2 (str. 41). Nasledovala analytick4
2-D elektroforéza ze spojenych a ultrafiltrovanych frakci proteind bez afinity ke GSH a
frakci proteint s afinitou ke GSH, taktéz o rozmezi pH 3-10. Frakce proteini bez afinity
ke GSH byly spojovany na zaklad€é zmétené A,go (viz grafy 1, 2, 3, 4, str. 51-52). V tomto
ptipade byly spojeny u vSech bunécnych linii vzdy prvni Etyfi frakce.

Gely z t&chto elektroforéz bunééné linie EM-G3 jsou uvedeny na obrdzku 154),
B), C) (str. 59). Gely s proteiny s afinitou a bez afinity ke GSH jsou zobrazeny pouze
ve formé vytezi z téchto geld. Oblast vytezl na obrazcich 16, 17 a 18 (str. 60) je totozné
se zelenym obdélnikem, ktery je vyznaten na obrazku 154) (str. 59). Sipkami jsou
na obrazcich v8ech geli s proteiny s afinitou ke GSH vyznaCeny proteiny, které byly
identifikovany (viz tabulka 7, str. 62).

Z téchto obrazki je patrné, Ze né&které proteiny se opravdu podafilo purifikovat a
proteinova skvrna na gelu s proteiny bez afinity ke GSH zcela chybi. Nékteré proteinové
skvmy se zdaji byt pfitomny na gelech obou frakci (viz naptiklad proteinové skvrna ¢islo
6, obrazky 16, 17, 18, str. 60). CoZ ovSem neznamen4, Ze se jedna o stejny protein. V této
oblasti Mr a pl se mohou pfekryvat dva i vice proteinti. Toto zkoumani ale nebylo cilem
této prace.

Pro ovéfeni, zda se béhem afinitni chromatografie nékteré proteiny na nosi¢
nenavazaly, byla provedena afinitni rechromatografie na glutathion Sepharose 4B (pH 7,3),
kterd4 probihala za stejnych podminek jako afinitni chromatografie. Afinitni
rechromatografie se ukazala jako zbyte¢ny krok, ktery v nasledujicich experimentech nebyl
provadén (vysledky nejsou uvedeny).
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Obrazek 15: 2-D elektroforetické gely z bunécné linie EM-G3. Na obrazku A) jsou
elektroforeticky rozdéleny proteiny z lyzdtu bunécné linie EM-G3. Cervenou Sipkou je
vyznaleno rozmezi pH. Vpravo jsou naneseny molekulové standardy, Cisla oznacuji
relativni molekulovou hmotnost v kDa. PribliZeny vyrez z 2-DE gelu proteinii bez afinity
ke GSH predstavuje obrazek B) a proteinu s afinitou ke GSH predstavuje obrazek C).
Oblast oznacena zelenym obdélnikem na gelu A) vymezuje stejnou oblast jako na gelech B)
aC).
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Obrdzek 16: Proteiny bez afinity ke GSH A) a proteiny s afinitou ke GSH B) bunécne linie
HCC 1937 separované 2-D elektroforézou. Zobrazena je oblast vrozmezi pH 3-9 a
Mr 25-50 kDa.
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Obrazek 17: Proteiny bez afinity ke GSH A) a proteiny s afinitou ke GSH B) bunécné linie

MDA-MB>;; separované 2-D elektroforézou. Zobrazena je oblast v rozmezi pH 3-9 a
Mr 25-50 kDa.
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Obrdzek 18: Proteiny bez afinity ke GSH A) a proteiny s afinitou ke GSH B) bunécné linie

MCF; separované 2-D elektroforézou. Zobrazena je oblast vrozmezi pH 3-9 a
Mr 25-50 kDa.
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5.6 Identifikace proteina

Bylo provedeno §tépeni proteinti v roztoku a také $té€peni proteini v preparativnim
gelu po SDS-PAGE nebo 2-D elektroforéze na 18 cm ,,IPG stripech® s linedrnim rozpétim
pH 3-10, které byly obarveny Coomassie Brilliant Blue postupem uvedenym v kapitole
4.7.1 (viz str. 44) [61].

5.6.1 Stépeni proteinii v roztoku

Stépeni proteinii v roztoku se ukazalo jako netspéiné. Tato metoda vyZaduje pro
optimalni podminky koncentraci proteini mezi 0,1-1,0 mg/ml. MnoZstvi proteini
v eluovanych frakcich s proteiny interagujicimi s GSH je ovSem velmi nizké. Vzhledem
k tomu, Ze koncentrace proteinli byla méfena dle Bradfordové, u které se citlivost uvadi
okolo 1 pg/ul [55] a koncentrace v ultrafiltrovanych frakcich s afinitou ke GSH bylo
mozno zméfit pouze orientaéné, nebot’ spadd pod tuto hranici citlivosti, neuspéch této
metody byl ofekdvan. Analyza pomoci LTQ-ORBITRAP hmotnostniho spektrometru
(Thermo Fisher Scientific, USA) vyhodnotila obsah ve vzorcich pouze jako keratiny

(vysledky nejsou uvedeny), coz bylo povazovano za kontaminaci (napf. pokozkou, vlasy).
5.6.2 Stépeni proteinii v gelu

Stépeni proteinii probihalo v preparativnim gelu, ktery byl ziskin bud’
z jednorozmémé SDS-PAGE nebo 2-DE, na kterych byly elektroforeticky rozdéleny
proteiny s afinitou ke GSH ziskané pomoci afinitni chromatografie na koloné
GSH Sepharose 4B a obarveny Coomassie Briliant Blue.

Proteiny, které byly identifikovany analyzou na LTQ-ORBITRAP hmotnostnim
spektrometru (Thermo Fisher Scientific, USA), jsou zapsany vV tabulce 7 (str.62).
Identifikovano bylo celkem 7 riznych proteint, které jsou vyznaceny na obrdzcich 15-18
(str. 59-60), ¢isla proteinovych skvrn na obrazcich odpovidaji ¢islim proteinovych skvrn
uvedenych v tabulce 7 (str. 62). Za uspé$né uréené byly povaZovany proteiny, u kterych
piiblizn€ souhlasil izoelektricky bod a molekulovd hmotnost sudaji ziskanymi
z elektroforetickych geli. Nékteré proteinové skvrny se bohuzel identifikovat nepodafilo.

NejcastéjSim a nejvice zastoupenym proteinem je GST tfidy pi, kterd se v mensi ¢i

vétsi mife vyskytuje ve v8ech ctyfech analyzovanych bunéénych liniich.
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5.7 Stanoveni aktivity glutathion S-transferas a glyoxalasy 1

Vzorky primarnich kultur odvozenych ze zdravych pacientek i pacientek
s rakovinou prsu byly pouzZity k proméfeni aktivit dvou vyznamnych dotoxifikacnich
enzymi- GST a GLO I, abychom ziskali pfedstavu o aktivitich v té&chto vzorcich
v porovnani s bunéénymi liniemi.

5.7.1 Stanoveni aktivity glutathion S-transferas v buné¢nych liniich a primarnich
kulturich

Lidské nadory mlééné zlazy patii k nejobtizn€ji kultivovatelnym bunéénym
typim [62]. Bunééné kultury odvozené z normalni ¢i nddorové tkané€ mlécné zl4zy obvykle
v kultufe pteZivaji jen 2-3 mésice, tudiZ mnozZstvi vzorku je omezené [63,64]. Vzhledem
k tomuto faktu a také k Casové naroCnosti byla v téchto burikich méfena aktivita GST
pouze v jejich lyzatech a vzorky nebyly analyzovéany afinitni chromatografii.

Hodnoty aktivit GST jsou zaznamenany v a grafu 6 (str. 64) pro primarni kultury
je na grafu 7 vprimami kultufe rakovinnych prsnich bunék. Specifické aktivity
v primdrnich kulturdch zdravych prsnich bun&€k se zdaji byt v priméru niz8i oproti
rakovinnym a hodnoty jsou konstantné&j$i. Specifickd aktivita bunéfné linie EM-G3
vyrazn€ prevySuje specifické aktivity v ostatnich bunécnych linii, obzvlasté bunécnych
linif HCC 1937 a MCF5, kde jsou hodnoty specifickych aktivit GST téméf nulové.
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Specifické aktivity GST v primarnich kulturach prsnich bunék
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Graf 6: Porovnani specifickych aktivit GST v primarnich kulturach rakovinnych i zdravych

prsnich bunék. Hodnoty specifickych aktivit GST jsou uvedeny ve spodni Casti grafu, n=3.
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Graf 7: Na grafu jsou zndzornény specifické aktivity GST v bunécnych liniich. Hodnoty

specifickych aktivit GST jsou uvedeny ve spodni casti grafu, n=3.
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5.7.2 Stanoveni aktivity glyoxalasy I v buné&nych liniich a primarnich kulturach

GLO I je jednim z proteind, ktery mé afinitu ke GSH a ktery byl jiz dfive v nasi
laboratofi na 2-D elektroforetickych gelech rakovinnych i zdravych prsnich bun€k
identifikovan. Identifikovan byl také jeho polymorfismus, kdy jedna proteinova skvrna
byla identifikovana jako GLO I s kyselinou glutamovou v poloze 111 a druha jako GLO I
s alaninem v poloze 111. Na gelech byla vZdy pfitomna minimalné¢ jedna z téchto
proteinovych skvrn, n€kdy obé. Cilem bylo ovéfit ptipadné rozdily v aktivitich GLO 1.
Aktivita GLO I byla méfena pouze v lyzitech bunécnych linii a v lyzatech primarnich
kultur.

Vysledné hodnoty a jejich porovnani je vidét nagrafu 8 a grafu 9 (str. 66).
Na grafu 8 je vidét specificka aktivita GLO I v kultufe ze zdravé tkan€, oznacend NME 36,
kterd vyrazn¢ prevySuje specifické aktivity GLO I v ostatnich priméamnich kulturach.
Na grafu 9 je v bun&né linii EM-G3 a HCC 1937 téméf polovi¢ni specificka aktivita GLO
I oproti hodnotdm v bunéénych liniich MDA-MB;;; a MCF,, které byly ziskany

z pokrocilych metastazujicich stadii karcinomu prsu.

65



Specifické aktivity GLO | v primarnich kulturach prsnich bunék
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Graf 8: Na grafu jsou vidét specifické aktivity GLO I v primarnich kulturach jak zdravych
tak rakovinnych prsnich bunék. Hodnoty specifickych aktivit GST jsou uvedeny ve spodni

casti grafu, n=3.
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Graf 9: Na grafu jsou znazornény specificke aktivity GLO I v bunécnych linii. Hodnoty

specifickych aktivit GST jsou uvedeny ve spodni casti grafu, n=3.
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5.8 Vyhodnocovani gelii v programu PDQuest Advanced- 8.0.1

Cilem tohoto zkoumani bylo posoudit vztah mezi velikosti proteinové skvrny
na 2-DE gelu, tedy jeji relativni intenzity a zmétenou aktivitou bud GST nebo GLO I.
Analyzy probihaly ve vytvofeném analytickém souboru ,,match-set”, ve kterém byly
programem detekovany proteinové skvrmy a vzajemné piifazeny ve skupinich geld.
Prifazeni proteinovych skvim bylo nutno manudlné kontrolovat a v pfipadé nutnosti
upravit. Analyzovany byly pouze gely z 2-D elektroforézy na 18 c¢cm ,IPG stripech®
s linedrmim rozpétim pH 4-7 z lyzati bunéCnych linii a primamich kultur, které byly
v laboratofi ziskany Cinnosti né€kolika pracovnikd v prib&hu 4 let. Analyzovany byly
proteinové skvmy v urCitém prostoru na gelu, ale pozornost byla vénovadna hlavné
proteinovym skvrndm ptedstavujici GST pi, GST omega (kyselé i bazické izoformé&), GLO
I-A (glyoxalasa I salaninem v poloze 111) a GLO I-E (glyoxalasa I s kyselinou
glutamovou v poloze 111). Tyto proteiny reaguji s GSH a byly jiz dfive nalezeny na 2-D
elektroforetickych gelech z bunééného lyzatu [54].

Hodnoty intenzit pouze téchto vybranych proteinovych skvrn, spo€itanych
programem, jsou uvedeny v tabulce 8 (str. 68), v niZ jsou tyto hodnoty také porovnany se
specifickou aktivitou GST a GLO I, které byly zmeétené v lyzitech buné¢nych linii a
primarnich kultur. Velmi zajimavé je porovnani intenzit proteinovych skvrn izoforem
GLOI-A sGLO I-E a GST omega kyselé sbazickou izoformou, které zietelné

dokumentuji heterogenni a homogenni jedince.
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6 DISKUSE

V proteomice je jednim z nejstudovanéjSich karcinomi pravé karcinom prsu [21].
Dvéma hlavnimi cili pti proteomické analyze karcinomu prsu je objevit novy marker pro
v€asnou diagnézu a proliferaci karcinomu prsu a rozlustit intracelularni signélni drahy,
které vedou ke vzniku karcinomu [1].

Na jediném 2-DE gelu miize byt teoreticky rozliSeno az 10 000 proteint [38].
V bunétném lyzatu je oviem daleko vét§si mnozstvi proteinti, nez jsme schopni separovat.
Intenzita zabarveni proteinovych skvin je urena mnozstvim barvy, kterd je uméma
mnoZstvi proteinli, proto mohou velmi abundantni proteiny zakryvat svym obsahem
zajimavé minoritné se vyskytujici proteiny, které maji izoelektricky bod (pl) a
molekulovou hmotnost (Mr) blizké abundantnimu proteinu. V dnes$ni dobé€ je v literatuie
popsano mnoho postupi 2-D elektroforézy, ale Zddna z nich neni univerzélni [65]. Jednou
ze slabych stranek této proteomické metody jsou pravé potiZe s analyzou proteint, které
jsou ve vzorku v malém mnozstvi.

Rakovina, stejné jako ostatni onemocnéni, ma genetické i environmentélni
pti¢iny vzniku. Klinické srovnavaci studie ukazaly, Ze genetické rozdily, naptiklad lidské
GST izoenzymy, mohou hrét roli v citlivosti na vznik rakoviny a jeji 1écbu [28]. 2-DE
mapovani vyskytu GST izoforem miiZe byt velmi uZiteCnym néstrojem, protoze tyto
proteiny hraji hlavni roli v detoxifika¢ni fazi II, obzvlasté pti odezvé na oxidativni stres a
1é¢iva [23].

Tato prace je soudasti projektu na Ustavu organické chemie a biochemie
Akademie v&d CR. Jednim zcili této prace bylo ovéfeni moZnosti prefrakcionace
proteinti bunééného lyzatu z bunéfnych linii nidoru prsu pro 2-DE pomoci afinitni
chromatografie na koloné¢ GSH Sepharose 4B umoZziiujici separaci proteinti vazajicich
GSH.

Afinitni chromatografii na kolon¢ GSH Sepharose 4B se ndm podafilo purifikovat
proteiny vazajici se ke GSH ze ¢tyf rakovinnych bunéénych linii (EM-G3, HCC 1937,
MDA-MB;3, a MCF), ovSem pravdépodobné ne viechny, které byly v buiikach pfitomny.
Jednim z dulezitych kroki pro vylepSeni vysledki prefrakcionace proteini na kolon¢ GSH
Sepharose 4B se ukazala regenerace kolony. Mezi jednotlivymi chromatografiemi
dochézelo k nedostatecné regeneraci kolony, proteiny zistavaly vazané na nosiCi a

eluovaly se aZ v dal8i chromatografii (viz obrazek 13, str. 50). Z téchto divodt bylo mezi
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jednotlivé chromatografie zafazeno navic, oproti ptivodnimu postupu, promyti PBS a
nasledné ethanolem pro odstranéni precipitovanych nebo denaturovanych proteind,
nespecificky vdzanych proteini a hydrofobné vazanych proteini. Pro kazdou bunéénou
linii byla také pfipravena samostatnd kolona GSH Sepharosa 4B. Proteiny, které se
podafilo identifikovat, jsou popsany niZe.

Vzhledem k velkému poctu experimentalnich kroki, které byly od pfipravy
bunééného lyzatu az po analyzu 2-DE nutné, byly pfedpokladany velké ztraty proteint
vazajicich se ke GSH, a tudiZ také velmi obtiZzna jejich identifikace. Vytézky purifikace
GSH afinitnich proteini byly pomémé nizké, od 6 do 30% (viz tabulka 6, str. 56).
Vyhodnoceni naciSténi proteinti, vzhledem k velmi nizké koncentraci proteini vazajici
GSH, bylo pouze pfiiblizné. Intenzita proteinovych skvin na 2-DE gelech proteint
po afinitni chromatografii nemiZe byt pouzita jako informace pro spolehlivé a kvantitativni
odvozeni mnoZzstvi proteinti pfitomnych v ptivodnim vzorku. Jak jiz bylo zmin€no, vytézky
proteini vézajici GSH po afinitni chromatografii byly pouze 6-30%. Béhem afinitni
chromatografie se ustanovuji rovnovdhy mezi vazajicimi se proteiny a proteiny bez
afinity, tudiz se specificky nenavazi v§echny afinitni proteiny [81]. Déle pfiblizné 44-80%
(zélezi na mnozstvi proteind ve vzorku) zlstane po adsorpci vzorku do ,,IPG stripu®
z celkového mnozstvi proteinti. Béhem samotné IEF jsou ztrdty mensi (okolo 7-14%).
Dal8ich 17-24% proteini je ztraceno v pufru béhem tzv. ,.ekvilibrace* [66].

Pro srovnavaci proteomickou analyzu je hlavnim ukolem najit reprodukovatelné,
odli$né exprimované proteiny a poté je identifikovat [65]. Rozdily v pfitomnosti proteini,
dle rozdilnych molekulovych hmotnosti v bunéénych liniich byly patmé jiz pii analyze
SDS-PAGE v pribéhu afinitni chromatografie. V této praci bylo identifikovano celkem 7
GSH afinitnich proteind z bunéénych linii EM-G3, HCC 1937, MDA-MBy;;, a MCF;.
Nékteré proteiny, jako napiiklad GLO I, GSH peroxidasa ¢i GSH reduktasa, ovSem
purifikovany nebyly, anebo byly purifikovany nedostate¢né pro naslednou identifikaci.
Proteiny byly izolovany pomoci SDS-PAGE nebo 2-DE. Po vizualizaci Coomassie Briliant
Blue, néslednym odbarvenim a tryptickém Stépeni proteinii v gelu byly identifikovany
pomoci MS-Orbitrap. Identifikované proteiny jsou na 2-DE gelech znizornény na
obrazcich 15-18 (str. 59-60) a zaroven v tabulce 7 (str. 62).
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Proteiny, oznacené na obrdzcich &islem 1, 2, 3 a 4, byly uréeny jako GST pi.
Jednéd se o cytosolicky enzym pattici do GST ,,superrodiny* o molekulové hmotnosti
23,2 kDa a izoelektrickém bodu 5,4. GST tfidy pi, stejn€ jako ostatni lidské cytosolické
GST, katalyzuji konjugaci GSH s velkym poc¢tem exogennich a endogennich hydrofobnich
elektrofilnich latek, coZ jsou napfiklad produkty oxidativniho stresu ¢i chemické
karcinogeneze. Touto reakci jsou cytotoxické latky prevedeny na hydrofilni a jsou
vylouceny z téla. Funkce GST a jeji vazba ke GSH je podrobnéji popsdna v kapitole 1.3.1
(viz str. 16). K4 vazby GSH a GST je ptiblizné 1 uM [67].

Za posledni dobu pfitahla GST tfidy pi velkou pozornost jakoZto moZny marker
chemické karcinogeneze. GST pi izoenzymy, charakterizované z riznych lidskych tkéni,
vykazovaly pozoruhodné rozdily v jejich izoelektrickém bodé, kinetickych vlastnostech a
peptidovych mapéch stejn€ jako v naSem ptipad€. Tyto rozdily mohou byt vysvétleny bud’
riznou genovou expresi, post-translatnimi modifikacemi, polymorfismem, nebo
kombinaci vySe uvedenych [17]. Polymorfismus u GST pi je odpovédny za rizné€ silnou
odpovéd’ buriky na toxicky stres [72].

GST pi byla v této préaci identifikovana z bunétné linie EM-G3, kde se také
vyskytuje ve c¢tyfech ndmi identifikovanych izoenzymech a zaroveni v nejvysSich
koncentracich. V3echny izoenzymy byly také zaznamendny v bunécné linii MDA-MB,3,
ovSem uz v men$i mife. V buné&nych liniich HCC 1937 a MCF; byly identifikovany jen
nékteré izoenzymy a ve velmi nizké koncentraci. Hlub$i poznidni mechanismu, jakymi se
regulace GST pi muZe podilet na maligni transformaci, by zfejm& pomohlo 1épe pochopit
proces samotné onkogeneze [74].

Z bunééné linie HCC 1937 byla identifikovdna GST mi 3, kterd je na obrazcich
oznacena Cislem 5. Funkce GST mi je stejnd jako u vSech ostatnich GST, jak je popsano
vyse. Proteinova skvrna, pfedstavujici GST mi, byla na 2-DE gelech nalezena u vSech &tyt
bunéénych linii ptiblizn¢ o stejné velikosti.

Proteinova skvrna pod ¢&islem 6 byla stanovena jako elonga¢ni faktor 1-beta
(EF-1-beta). EF-1 je slozen ze ¢tyf podjednotek: alfa, beta, gamma a delta. Elongaéni
faktor 1-gamma byl v této préci také identifikovan (viz dale). EF-1-beta podporuje vyménu
GDP, ktery je vazany k EF-1-alfa, za GTP. EF-1-beta obsahuje GST C-terminalni doménu,
kterd obsahuje dvé helikdlni smycky, jiZ tvofi jednu stranu GSH vazného mista. Dal$i
ptitomné aminokyseliny podporuji tvorbu vodikovych mistkd k GSH [20,75]. EF-1-beta je

na 2-D elektroforetickych gelech bunécnych lyzat proteinovou skvrnou, kterd se zfejme
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vyskytuje ve shluku né€kolika dal§ich skvrn, proto pfesnéj$i lokalizace neni mozZn4, viz
obrdzky 15-18 (str. 59-60). Proteinova skvrna pfitomna v 2-DE gelech proteini bez afinity
ke GSH nemusi byt pouze EF-1 beta. Tato skvrna miZe obsahovat dva i vice jinych
proteint, které maji shodné Mr a pl. Vzhledem k ¢asové narocnosti celého procesu
vedouciho k identifikaci nebylo toto zji§téni moZné provést. Afinitni nosi¢ GSH Sepharosa
4B je pravdépodobné nejvice afinitni ke GST. Zaroveni vzhledem k rovnovaham, které se
béhem afinitni chromatografie ustanovuji, se domnivdme, Ze pocet vazebnych mist pro
EF-1-beta byl omezeny, a proto nemusel byt purifikovan v celé své koncentraci i pfes to,
Ze kapacita nosice byla dostate¢na.

Dal$im stanovenym elonga¢ni faktorem byl pod ¢islem 7 uréen elonga&ni faktor
1-gamma (EF-1-gamma). EF-1-gamma byl identifikovan z SDS-PAGE buné¢nych linif
EM-G3 a HCC 1937, ztéchto divodi jsme nebyli schopni urcit pl tohoto proteinu.
Vzhledem k teoretické hodnoté pI a zméfené i teoretické Mr byla lokalizace EF-1-gamma
na 2-DE gelech odhadnuta jako proteinova skvrna ¢islo 7. EF-1-gamma pravdépodobné
hraje roli pfi ukotveni komplexu k ostatnim buné¢énym komponentdm béhem elongani
faze translace. Obsahuje jak C-termindlni, tak N-termindlni GST doménu. Obsahuje tedy
specifické vazné misto pro GSH. EF-1-gamma je taktéz patrné pfitomen ve 2-DE gelech
proteinti afinitnich ke GSH i proteini bez afinity ke GSH. I kdyZ ve 2-DE gelech proteinti
bez afinity ke GSH je pfitomen o poznidni mén¢. Divod je pravdépodobné stejny jako
v ptipadé EF-1-beta, jak je popséno vyse.

Na 2-DE gelu buné¢né linie EM-G3 a ziroven na SDS-PAGE bunéénych linii
EM-G3 a HCC 1937 byl identifikovan cytoplasmaticky beta aktin (ACTB), oznacen
¢islem 8. Aktiny jsou vysoce konzervované proteiny, které jsou zapojeny do riznych typt
bunééného pohybu a jsou pfitomny ve vSech eukaryotickych bunkach [75]. V sav€ich
burikdch existuje n€kolik izoforem aktinu s rtiznou distribuci ve tkénich [76].

Aktin je bézny stavebni velmi abundantni protein, coZ ho stavi na prvni misto pro
S-glutathionylaci. Molekuldrni mechanismus, ktery zprostfedkovava glutathionylaci in vivo
je nejasny. Glutathionylace uspéS$n€ inhibuje polymerizaci aktinu, a proto ovliviiuje
cytoskelet [76]. Cysteinové zbytky, lokalizované v bazickém prostfedi, mohou mit nizké
pKa hodnoty, které z nich délaji cile pro adici GSH [77]. Glutathionylace proteinu je
reverzibilni a redukce disulfidu GSH-protein je efektivné katalyzovana glutaredoxinem
[76]. Fyziologicky vyznamna polymerace aktinu je regulovana reversibilni glutathionylaci

predposledniho cysteinu (Cys-374), coZ je zprostiedkovdno stimulaci ristového faktoru
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[78]. Tyto modifikace mohou regulovat bunéénou odezvu na oxidativni stres, oviem tvorba
S-S miustkd s GSH vznika i v nepfitomnosti exogenniho oxidativniho stresu. Modifikace
cysteinovych zbytkd zpusobuje zménu v signalizanich procesech [76,77]. Proteinova
skvrna pfedstavujici ACTB je na 2-DE gelech s afinitou i bez ni ke GSH vSech buné¢énych
linii. Je tedy moZné, Ze byl specificky purifikovan pouze S-glutathionylovany ACTB, nebo
byla izolovana pouze jeho Cast, a nebo doslo k nespecifické vazbé ACTB na nosic.

Proteinovéa skvrna &islo 9 byla urena jako karbonyl reduktasa (NADPH) 1.
Funkci tohoto cytoplasmatického proteinu je redukovat Sirokou §kalu karbonylovych latek.
Lidska karbonyl reduktasa (NADPH) 1 je enzym s velmi $irokou substratovou specifitou a
pravdépodobné je také zodpovédny za in vivo redukci chinonil, rozeznani velké skupiny
anthracyklinovych protirakovinnych latek (jako jsou napiiklad prostaglandiny) a ostatnich
latek obsahujicich karbonyl, véetné xenobiotik [75,79]. Karbonyl reduktasa (NADPH) 1 je
spojovana s detoxifikaci reaktivnich aldehydd a jejich GSH konjugatti. Interakce mezi
GSH a karbonyl reduktasou jsou zprosttedkovany podél celé GSH tripeptidové struktury,
prevazné diky interakcim hlavniho polarniho fetézce, v€etné gamma karboxylu glutamové
kyseliny k -NH, skupiné alaninu a tyrosinu. AvSak struktura spojeni s GSH nebo GSH
konjugaty zatim nebyla popsana.

Karbonyl reduktasa piedstavuje jedinou znamou NADPH dependentni reduktasu,
ktera se ticastni katabolismu S-nitrosoglutathionu (GSNO). GSNO tak mtze byt diileZitym
karbonyl reduktasovym substratem, jako je mnoho xenobiotik [79]. Proteinovéa skvrna,
predstavujici tento protein, je pfitomna na 2-DE gelech proteini s afinitou i bez afinity
ke GSH ve vSech €tyfech bunéénych liniich. OvSem na 2-DE gelech proteint s afinitou
ke GSH bunéénych linii MDA-MB,3; a MCF; je tato proteinova skvrna velmi malé a
nevyrazna.

Poslednim identifikovanym proteinem je pod ¢islem 10 oznacena lanthionin
syntetasa C-like protein 1 (LanCL 1). LanCL 1 byl identifikovan z jednorozmémé
SDS-PAGE bunééné linie HCC 1937, z tohoto diivodu jsme nemohli zméfit jeho pl a
lokalizace na 2-DE gelech byla odhadnuta dle teoretické hodnoty pI a zméfené hodnoty
Mr. LanCL 1 je savéim homologem prokaryotického enzymu, ktery je zodpovédny
za syntézu thioetheru- lanthioninu. LanCL 1 byl poprvé identifikovan jako periferni
membranovy protein a mozny receptor pro G-proteiny, ktery se vaZze na lipidové Casti a
vaZe se se stomatinem (integralnim membranovym proteinem c&ervenych krvinek).

LanCL 1 je protein o neznamé funkci. Polypeptid LanCL 1 je piiblizné z 30% homologni
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s prokaryotickou Lanthionin synthetasou (LanC), kterd je vytvdfena mnoha
gram-pozitivnimi bakteriemi. LanCL 1 nem4 jiné vyznamné homologni &asti s jinymi
znamymi GSH vyuZivajicimi savéimi enzymy, vCetn€ GST [80]. V tuto chvili nejsme
schopni vysvétlit specifickou vazbu mezi GSH a LanCL 1. Vzhledem ke zjiSténi, Ze
LanCL 1 je afinitni ke GSH, se miZeme domnivat, Ze LanCL 1 muiZze katalyzovat alkyla¢ni
reakce mezi GSH a dosud neidentifikovanou elektrofilni latkou. Je tedy mozné, Zze LanCL
1 reprezentuje novou tfidu GSH vézajicich proteini. Neni také vylou€eno, Ze LanCL 1 se
stavd afinitnim ke GSH diky post-translaénim modifikacim. V literatufe byla popséna
izolace LanCL 1 taktéZ pomoci afinitni chromatografie na koloné¢ GSH Sepharose [67].
Identifikace nésledovala po $té€peni trypsinem pomoci MALDI-TOF-MS a zaroveil byla
identifikace potvrzena rozeznanim LanCL 1 protilatkou. Proteinové skvrna, kterd nejspise
piedstavuje LanCL 1, byla nalezena na 2-DE gelech proteind afinitnich ke GSH
u bunéénych linii EM-G3, HCC 1937 a MDA-MB3y;3;.

Identifikace beta aktinu, karbonyl reduktasy (NADPH) 1 a lanthionin syntetasy
C-like proteinu 1 pro nas byly piekvapenim. Afinita ke GSH byla v literatufe popsina
u beta aktinu (rok 2001), karbonyl reduktasy (NADPH) 1 (rok 2008) a lanthionin syntetasy
C-like proteinu 1 (rok 2007) teprve v nedavné dobé, jak je uvedeno v zavorkach za nazvy

proteintl.

Poslednim cilem této prace bylo porovnat enzymové aktivity GST a GLO I
v lyzatech bun&nych linii odvozenych z rakoviny prsu a primérnich kulturdch zdravych i
rakovinnych prsnich bunék. Vzhledem k nizkému poctu vzorkd, které jsme méli
k dispozici, bylo toto méfeni orienta¢ni a statisticky malo vyznamné.

Zna¢né purifikovanym proteinem byla GST tfidy pi, kterd se vyskytuje ve viech
étyfech analyzovanych bunéénych liniich (EM-G3, HCC 1937, MDA-MB,3; a MCF,).
Vise, ze GST izoformy maji riznou podjednotkovou strukturu, pl, kinetiku a
imunologické vlastnosti [18]. I pfes to, Ze byla identifikovana GST mi a také nékolik
izoforem GST pi, izoforma GST pi, na obrazcich 15-18 (str. 59-60) a v tabulce 7 (str. 62)
oznacena jako ¢islo 1, je v buiice v nejvysSich koncentracich (vyjimkou je MCF,, kde
ptevazuje GST mi), jak je patmé ztabulky 7 (str. 62). Pokud je izoforma GST pi
(proteinova skvrna €islo 1) v butice ve velmi vysoké koncentraci oproti ostatnim GST pi

izoformam, specifick4 aktivita vzhledem k intenzité proteinové skvrny &islo 1 je nizsi. Tato

situace miize byt vysvétlena modifikaci GST pi, ¢imz dochézi ke ztraté aktivity enzymu
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[82]. Zajimavé je také porovnani izoforem GST omega, kterd byla v na$i laboratofi na
purifikovana afinitni chromatografii na koloné GSH Sepharose 4B. Diivodem miiZze byt
pravdépodobné vyssi afinita nosi¢e GSH Sepharosy 4B ke GST tfidy pi. V buiikéch se
tento enzym vyskytuje v kyselé a bazické izoformé bud’ v poméru pfiblizn€ 1:1, nebo 1:0,
respektive 0:1. Toto rozlozeni izoforem je zpisobeno geneticky, kdy vznika bud
homozygotni, ¢i heterozygotni jedinec.

Specifick4 aktivita GST v primarnich kulturdch rakovinnych tkéni byla v priméru
vys8i ve srovnani s nekarcinogenni tkani rakoviny prsu, coZ je ve shodé€ s literaturou [68].
Zvyseny vyskyt GST pi v lidskych nadorech spojuji se Spatnou prognézou i dalsi studie
[69,70]. Zaroveni bunétné linie rakovinné prsni tkdn€ vykazovaly v priméru niZsi
specifickou aktivitu GST nez v primamnich kulturdch rakovinné i zdravé tkan€ a byly
zaznamenany také velké vykyvy v téchto hodnotich. Zdiivodnit tuto skutenost je velmi
obtizné a vyvstava tu otdzka, do jaké miry bunétné linie charakterizuji matetské buiiky a
do jaké miry jsou vyzkumy klinicky aplikovatelné.
pracovniky v na$i laboratofi bylo zjisté€no, Ze se v buiikach vyskytuje také GLO I. Tento
protein se ndm bohuzZel v gelech s proteiny vazajicimi se ke GSH identifikovat nepodafilo.

Specifické aktivity GLO I jsou v priméru ve zdravych prsnich tkénich vyssi
vzhledem k rakovinnym, a to jak u primarnich kultur, tak buné¢nych linii. Toto zjiiténi je
také ve shodé s literaturou [32-34]. Snizena koncentrace GLO I v burice zpilisobuje
zvySenou koncentraci cytotoxického methylglyoxalu a zvySeny proces glykace proteind,
coz je pro builkku mutagennim procesem. Glykace je v biologickém systému
vSudypfiitomny proces jako disledek reaktivity monosacharidovych intermediati glykolysy
a a-oxoaldehydi vzniklych jejich spontanni degradaci [31].

GLO I se v burikach vyskytuje ve dvou izoformach. Nékteré studie naznacuji, ze
polymorfismus Alal11Glu u GLO I rozhoduje o reduk¢ni aktivit€é enzymu. Pritomnost
dodate¢ného ndboje zbytku 111Glu rozhoduje o konformacni zméné proteinu, coz je
spojeno se sniZzenou enzymovou aktivitou [71]. Toto vysvétleni vyplyva i z této studie,
ovSem experimenty probihaly s malym poctem vzorkd, tedy bez statistiky. Z tabulky 7
(str. 62) vyplyva skute€nost, ze pokud se v buiice vyskytuje pouze GLO I s kyselinou
glutamovou v poloze 111 (GLO I-E), specificka aktivita GLO I oproti hodnoté intenzit
proteinovych skvrn GLO I je niz§i. Pokud se podivdme na podil té€chto polymorfismi
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v buiice, tedy GLO I-A ku GLO I-E zjistime, Ze se v buiice vyskytuji v poméru bud’ 1:0,
respektive 0:1, nebo pfiblizné 1:1. Tento pomér je zpusoben geneticky stejn€ jako
v pfipadé GST omega. U bunéénych linii je specifickd aktivita GLO I vys§i v bunéénych
lyzatech z agresivnéjSich metastazujicich typli bunék, tedy bunétné linie MDA-MBy;3; a
MCF,.

Nase vysledky naznacuji, Ze vztah mezi intenzitou skvrny a specifickou aktivitou
je ovlivnén nékolika faktory a vSe je velice komplikované, ale potencidln¢ zajimavé.
Vzhledem k tomu, Ze k takovémuto porovnani je potteba vice vzorkid jak rakovinné, tak
zdravé prsni tkané, je toto vyhodnocovani statisticky malo vyznamné, a nelze znéj
vyvozovat zaveéry. Jist€¢ by bylo zajimavé porovndvat tyto vlastnosti u bunék ziskanych
ze zdravych i rakovinnych tk&ni prsu s klinickymi, histologickymi, prognostickymi a
dal$imi faktory. Takovéto idaje bohuzel neméame v tuto chvili k dispozici.

Podobné studie, tedy spojeni prefrakcionace proteinti s afinitou ke GSH s 2-DE

k analyze a nasledné identifikaci proteini z jakékoli lidské tkané, neni v souCasné dob¢

v literatufe popséana.
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ZAVER

V této praci byla provedena prefrakcionace GSH afinitnich proteini pomoci
afinitni chromatografie na koloné¢ GSH Sepharose 4B z bunéénych linii EM-G3, HCC
1937, MDA-MB;3; a MCF; odvozenych z rakoviny prsu. Pomoci analytickych 2-DE byly
ukazany rozdily v ptitomnosti GSH afinitnich proteint v rdmci té€chto ctyt bunéénych linii.

Afinitni chromatografii na koloné GSH Sepharose 4B v kombinaci
s preparativnimi 2-DE nebo SDS-PAGE a MS bylo identifikovano 7 zajimavych proteinti,
které maji vazbu ke GSH a prevazné také ke karcinogenezi: GST pi, GST mi, EF-1-beta,
EF-1-gamma, ACTB, karbonyl reduktasa (NADPH) 1 a LanCL 1.

Déale byly porovnany enzymové aktivity dvou vyznamnych dotoxifikaénich
enzyml- GST a GLO I v bunéénych liniich odvozenych z rakoviny prsu a primérnich
kulturdch zdravych i rakovinnych prsnich bun€k. Vysledné hodnoty jsou v souladu

s dostupnou literaturou, ov§em pocet dostupnych a testovanych vzorkid neni statisticky

vyznamny.
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