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1 Uvob

Mnozeni jednobunéénych organismi je limitovdno pouze piitomnosti Zzivin
v prostiedi. Naproti tomu déleni bunék mnohobunécného organismu musi byt piisné
regulovéano, aby bylo zajisténo vytvareni a uchovani struktury a funkce organismu. Na
tvorbé a obnové tkani se podileji kmenové buiiky, které jsou definovany jako bunky
schopné dlouhodobé obnovovat samy sebe a zaroven vytvaret diferencované buiky se
specializovanymi funkcemi. Podle vyvojového stadia organismu, ze které¢ho jsou kmenové
buiky izolovany, rozezndvame embryonalni nebo tkanové kmenové buiniky. Embryonalni
kmenové buiiky lze izolovat z vnitini bunécné masy preimplantacni blastocysty a jsou
schopné se podilet na tvorbé vétSiny tkani daného organismu. Diky této vlastnosti jsou
oznacovany jako pluripotentni buiiky. Tkanové kmenové builky pochézeji z tkani plodu
nebo dospélého organismu a jejich pfitomnost byla prokazana napt. v kostni dfeni, kazi,
epitelu travici soustavy, jatrech, slinivce bfisni, ledvinach, svalech a mozku. Na rozdil od
embryonalnich kmenovych bun€k jsou tkanové kmenové buiky oznacovany jako multi-
nebo unipotentni [1].

Kmenové buiiky jsou schopné dlouhodobé piezivat a proliferovat a tim maji vice
moznosti akumulovat Cetné mutace, které mohou vést ke zvySené proliferaci a tvorbé
nadord. Koncept nadorovych kmenovych bunék byl vytvoren pii in vitro studiu mysich
myelomovych bun¢k [2]. U hematopoetickych malignit, ale i u solidnich nadort prsu nebo
mozkovych nadorti bylo pozorovédno, Ze jen mald ¢ast nadorovych bun¢k je schopna
proliferace a tvorby nadoru po transplantaci do imunodeficitni mysi. Tyto bunky jsou
povazovany za nadorové kmenové buiky. Nadory miizeme tedy povazovat za onemocnéni

souvisejici s kmenovymi buiikami (shrnuto v [3] a [4]).

Tato dizertani prace je zaméfena na analyzu proteomu a jeho zmén ve dvou
vyznamnych vyvojovych procesech:
1) v prub¢hu diferenciace nervovych kmenovych bunék do tii hlavnich typl
nervovych bunék (neuroni, astrocytt a oligodendrocyti)
i) pfi inhibici proliferace nddorovych bunék s vyuzitim nové generace

protinadorovych ptipravki na bazi inhibitorti cyklin-dependentnich kinaz.



1 UvoD

1.1 Diferenciace nervovych kmenovych bunék

1.1.1 Nervové kmenové bunky

V centralnim nervovém systému byla pfitomnost kmenovych bunc¢k (NSCs)
zjiSténa teprve na pocatku 90. let minulého stoleti [5; 6]. Nervové kmenové builky jsou
definovany jako multipotentni progenitory, které obnovuji samy sebe a dévaji vznik
riznym typtim neurond a glii, které jsou pritomné v nervovém systému [7]. Poprvé byly
nervové prekurzory izolovany ze subventrikuldrni zony piedniho mozku, pozdéji i
z hippokampu, mozkové kiry, striata, optického nervu a michy. Tyto buiiky mohou byt
mnozeny v tkanové kultufe jako volné plovouci shluky bunék (neurosféry) nebo jako
pfisedld jednovrstevna kultura. Ke stimulaci rlstu se nejcastéji pouziva epidermalni
rustovy faktor a bazicky fibroblastovy riistovy faktor [8].

Diky moznosti izolovat, mnozit a opétovné implantovat nervové kmenové bunky
do centrdlniho nervového systému jsou NSCs vhodnym kandiditem pro lécbu
metabolickych a degenerativnich nervovych chorob nebo i jinych mozkovych a miSnich
1ézi. 'V soucasnosti se testuje pouziti kmenovych bunék pro 1écbu mozkové
ischémie/hypoxie, poranéni michy a neurodegenerativnich onemocnéni, vcetné

Parkinsonovy nebo Alzheimerovy nemoci.

1.1.2 Diferenciace nervovych kmenovych bunék

Mechanismy, které tidi sebeobnovu a diferenciaci kmenovych bunék nejsou dosud
zcela znamé. Nervové bunky diferencuji in vivo v mikroprostiedi, tzv. niche, tvofeném
mezibunéénymi interakcemi a difizibilnimi signalnimi molekulami, ale také interakcemi
kmenovych bunék s endotelidlnimi bunikami, extracelularni matrix a bazalni laminou, které
udavaji orientaci bunééného déleni. B&hem nitrodélozniho vyvoje jsou primarnim
prekurzorem neuronti a glii radidlni glie. Postnataln¢ se radidlni glie méni na astrocyty,
znichZ ¢ast si uchovava vlastnosti kmenovych bun¢k [9]. U dospélych jedincli probiha
tvorba novych neuronti zejména v subventrikularni zén¢ mozku.

In vitro 1ze nervovou diferenciaci bun€k navodit odstranénim ristovych faktord nebo
diferencia¢nimi faktory jako jsou retinova kyselina, inzulinovy ristovy faktor nebo ,,brain-
derived neurotrophic factor. Diferencované nervové buiky je mozné detekovat barvenim
bunék na typické znaky (tzv. markery) neuronti, astrocyti a oligodendrocytl. Piitomnost
specifickych proteini a jejich funkce do znacné miry urcuje morfologii a funkci

diferencovanych bun¢k.
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Zmény doprovazejici prechod z proliferujici kmenové bunky do diferencované
bunky lze sledovat na tirovni regulace nukleovych kyselin metodami transkriptomiky, jako
jsou cDNA mikrocipy, transgeneze nebo RNA interference [10]. Zména fenotypu burky je
ale koneénym odrazem zmén na trovni proteinti, a to kvalitativnich nebo kvantitativnich
zmén celkovych hladin proteint a jejich posttranslacnich modifikaci, zménou bunécnych
lokalizaci ¢i interakcei proteinll s jinymi molekulami. Proto néstroje proteomiky, tj. pomérmé
nové védni oblasti, kterd studuje biologické procesy na urovni proteintl, poskytuji cenné
udaje pro podrobnou charakterizaci mechanismti, které tidi bunéénou proliferaci a
diferenciaci. Nespornou vyhodou proteomovych studii je globalni pfistup, oproti studiu

jednotlivych proteintl.

1.1.3 Miniaturni prase jako model v biomediciné

Ve srovnani shlodavci nabizi prase jako zvifeci model mnohé prednosti,
zejména diky svému anatomickému usporadani i fyziologickym a imunologickym funkcim
blizkym clovéku. Relativné snadnd je piiprava transgennich prasat a jejich vyuziti
k modelovani lidskych chorob. Dlouhd délka zivota prasete umozituje dlouhodobé sledovani
ucinkll experimentu a pfispiva k zavedeni bezpecnych protokolti pro pouziti v lidské
medicin€é. Pro snadnéjs$i chov bylo vyslechténo nékolik kmeni miniaturnich prasat.
V soucasné dobé€ je prase pouzivano napiiklad k ziskdni $t€pi pro xenotransplantace, pro
studium reprodukce a k experimentalnim 1écebnym zakrokiim vcéetné aplikace kmenovych

bun¢k [11]. Také v této praci jsem vyuzila model prasecich nervovych kmenovych bunék.

1.2 Inhibice proliferace nadorovych bunék

1.2.1 Regulace bunééného cyklu

Proliferace bunék je nutnd pro rist a vyvoj organismu a pro obnovu tkéni.
Proliferujici buiika prochdzi bunéénym cyklem, na jehoz konci vznikaji dvé dcefinné buiiky.
Prichod bunéénym cyklem je fizen postupnou aktivaci serin/threoninovych kinaz zvanych
cyklin-dependentni kindzy (CDKs). Aktivita kindzy a jeji substratova specifita je fizena
nekovalentni vazbou regulacni podjednotky, cyklinu, na kindzu. Dosud bylo popséno 11
¢lenti rodiny CDK kindz, které tvoii komplexy s cykliny A, B, C, D (D1, D2, D3) a E [12].

Krom¢ vazby cyklinu je aktivita CDKs regulovana dal$imi mechanismy jako
fosforylacemi a defosforylacemi specifickych mist kinazy, regulovanym sestavovanim

komplexu cyklin-CDK, ubikvitinem zprostfedkovanou degradaci cyklini a pomoci
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prirozenych inhibitorit CDKs [13]. Specifické proteinové inhibitory cyklin-dependentnich
kindz inhibuji bud’ pouze ¢leny CDK4/CDK6 rodiny kindz (inhibitory INK4 rodiny: p16,
pl5, pl8 a p19) nebo i dalsi CDKs (inhibitory Cip/Kip rodiny: p21, p27 and p57) [12].
Poruchy regulace bunééného cyklu a ¢asté mutace v molekuldch pfirozenych inhibitori

CDKs byly zaznamenany u vétSiny nadorovych buné€k.

1.2.2 Syntetické inhibitory cyklin-dependentnich kinaz

Synteticky pfipravené inhibitory CDKs jsou jednim z perspektivnich prostfedkt
protinadorové 1é¢by. Syntetické inhibitory ze skupiny trisubstituovanych purini byly
objeveny v roce 1994 pii sledovani inhibi¢niho vlivu rostlinnych hormont cytokininti na
prichod bunénym cyklem. Jeden z derivati cytokininli nazvany olomoucin vykazoval
inhibi¢ni aktivitu komplexu CDK1/cyklin B jiz pfi mikromolarnich koncentracich [14]. Od
té doby bylo syntetizovano nékolik derivati odvozenych od olomoucinu (viz ptiloha str.
P50, obr. 1). Tyto syntetické inhibitory CDKs kompetitivné inhibuji vazbu ATP na CDKs,
zastavuji bunécny cyklus na ptrechodech G1/S a G2/M, jsou velmi cytotoxické pro
nadorové bunky v in vitro testech a jeden z derivatl, roscovitin, je nyni testovan v
klinickych studiich [15].

Pro porozuméni mechanismu ptsobeni daného preparatu je nutné sledovat vliv

inhibitoru cyklin-dependentnich kindz na nddorové bunky na molekuldrni trovni.

1.3 Proteomika a jeji metody

1.3.1 Proteomika

Proteomika je védni disciplina, kterd vyuziva celkovy pohled na proteiny ptitomné
v bunikdch, télesnych tekutindch nebo tkanich s cilem pochopit bunééné procesy na tirovni
proteini a objevit a identifikovat bioznaky téchto procesti. Pojem ,,proteom* jako
proteinovy komplement genomu poprvé pouzil v roce 1994 australsky postgradudlni
student Mark Wilkins na konferenci v italské Sien¢. Proteomika dopliuje genomové a
transkriptomové studie o uroven proteind. Pravé proteiny urcuji vysledny fenotyp buiiky,
jeji tvar, funkce a chovani. Navic proteiny podléhaji mnoha posttranslacnim modifikacim,
které urcuji jejich aktivitu, lokalizaci a interakce s jinymi molekulami a které nelze odhalit
studiem na irovni DNA nebo mRNA.

Proteomové studie jsou zaméfeny na charakterizaci proteind pfitomnych ve
studovaném objektu (tzv. ,,protein profiling”) nebo na sledovani zmén v hladinach,

modifikacich ¢i interakcich proteinii béhem experimentdlniho zdsahu (tzv. ,,functional or
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differential proteomics®). Cilem proteomiky je nalézt typické znaky téchto procesu. Velké
usili je vénovano nalezeni diagnostickych a prediktivnich znakli riznych onemocnéni
v krevni plazmé ¢i jinych télnich tekutindch. V nasi studii jsme se zaméfili mimo jiné na
nalezeni znakli odpovidavosti/rezistence nadorovych bunék na protinadorovou 1é¢bu.

Na rozdil od metod transktriptomiky je studium na urovni proteinit vzhledem
k jejich obrovské rozmanitosti mnohem komplikovangj$i a vyzaduje narocné metodické

zazemi.

1.3.2 Metody analyzy proteomu

K velkému rozvoji metod proteomiky doslo zejména diky vyvoji technik jako jsou
dvojrozmérna gelova elektroforéza, kapalinovd chromatografie (LC), jemné ionizaéni
techniky, napf. ESI (ionizace elektrosprejem, [16]) a MALDI (,,matrix assisted laser
desorption ionisation”, [17]) pro hmotnostni spektrometrii, tandemové hmotnostni
spektrometrie a bioinformatiky. Techniky pro separaci a identifikaci proteinii maji rizné
limitace souvisejici s velkym rozsahem koncentraci proteint napt. v séru, ale i fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi proteinii jako jsou extremni molekulové hmotnosti, omezena
rozpustnost/hydrofobicita nebo pfili§ vysoké ¢i nizké izoelektrické body. Diky novym
technologiim se dafi tyto problémy stale vice minimalizovat.

Klasickd proteomika pouzivd k separaci proteini dvojrozmérnou gelovou
elektroforézu (2-DE) [18]. V prvnim sméru jsou pomoci izoelektrické fokusace v gelu
s imobilizovanym gradientem pH [19] proteiny soustiedény v misté svého izoelektrického
bodu. Poté se proteiny rozdéli klasickou SDS elektroforézou v polyakrylamidovém gelu.
Po vizualizaci proteinti barvenim ziskdme dvojrozmérnou proteinovou mapu, kde
jednotlivé skvrny ptedstavuji proteiny. Pomoci specidlnich pocitacovych programi je
mozné porovnat nékolik proteinovych map a nalézt skvrny, jejichz hladina byla ovlivnéna
béhem experimentalnimu zasahu. Proteinovou skvrnu Ize z gelu vyfiznout, $tépit proteazou
na men$i peptidy a poté urCit jejich molekulovou hmotnost pomoci hmotnostni
spektrometrie (MS). Sekvenci peptidu je mozné stanovit pomoci tandemové hmotnostni
spektrometrie (MS/MS). Hmotnosti peptidii jsou charakteristické pro dany protein
(,,peptide mass fingerprinting*, PMF) a porovnanim namétenych hmotnosti s teoretickymi
hodnotami v databazich Ize protein identifikovat.

Vicerozméma LC je casto uzivana k separacim proteinii nebo peptidl. Jednim
z instrumentii neddvno vyvinutym pro dvojrozmérnou LC proteinti je ProteomeLab™ PF
2D (Beckman Coulter), ktery pouziva kombinaci chromatofokusace a chromatografie
s reverzni fazi (RP). Kombinace téchto chromatografii pro analyzu proteini byla poprvé

5
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popsana vroce 2001 [20]. V posledni dob¢ se stile vice uplatiuji chromatografické
separace peptidl,, které jsou pfipravovany Stépenim proteini specifickou protedzou.
Stépeni na peptidy viak mnohonasobné zvysuje sloZitost vzorku a vyzaduje pouziti vysoce
ucinnych separacnich metod. VétSinou se pouziva vicerozmérnd chromatografie, kdy
v prvnim sméru se nejcasteji pouziva iontomeénicova LC nasledovana RP chromatografii.
Vyhodou je moznost pfimého napojeni RP chromatografickych kolon na jehlu
elektrosprejového ionizatoru, kde se peptidy ionizuji a mohou byt pfimo detekovany a
sekvenovany v tandemovém hmotnostnim spektrometru. Protoze se v tomto uspotadani
ziskd obrovské mnozstvi dat, jsou k interpretaci hmotnostnich spekter potieba vykonné

pocitacové programy, aby se zabranilo falesné pozitivnim identifikacim proteint.

1.3.3 Analyza posttransla¢nich modifikaci proteini

Posttranslacni modifikace a zejména fosforylace hraji kli¢ovou roli v pienosu
signalti, regulaci genové exprese a metabolismu bunék. Zakladni bunécné procesy jako je
proliferace a diferenciace jsou fizeny reverzibilnimi fosforylacemi na urcitych serinovych,
threoninovych a tyrozinovych zbytcich. Prenos fosfatové skupiny na protein je
zprostiedkovan proteinovymi kindzami, naopak defosforylace je katalyzovana fosfatdzami.
Proteinové kinadzy a fosfatazy jsou jednim z hlavnich cila 1€cby u riznych onemocnéni [21].

Fosforylace proteinii lze detekovat pomoci specifickych protilatek, které
rozeznavaji urcité fosforylované aminokyselinové zbytky jednotlivych proteint [22].
Protilatky lze pouzit napf. pfi imunoblotu, imunocytochemickém barveni nebo jako
imobilizované na proteinovych mikrocipech.

Pomoci hmotnostni spektrometrie lze detekovat zménu molekulové hmotnosti
posttranslaéné modifikovaného peptidu a také urcit polohu modifikace. Afinitni obohaceni
modifikovanych peptidit zvySuje relativni mnozstvi peptidu ve vzorku a usnadiuje jeho
analyzu. K obohaceni fosforylovanych peptidi lze pouzit afinitni chromatografii
s imobilizovanymi ionty Fe’" nebo Ga’" (,,immobilised metal affinity chromatography*,
IMAC) nebo kolony plnéné oxidem titanicitym [23]. Toto obohaceni je nezbytné vzhledem
k tomu, Ze nefosforylované peptidy vyznamné potlacuji ionizaci modifikovanych molekul

pfi hmotnostni spektrometrii.
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Cilem dizertatni prace byla proteomova analyza diferenciace nervovych

kmenovych bunék a inhibice proliferace nadorovych bunék.

Specifické cile dizertaci prace jsou:

o identifikace a klasifikace proteint pfitomnych v prase€ich nervovych kmenovych

bunkach (,,protein profiling’’) pomoci dvojrozmérné gelové elektroforézy

o analyza kvalitativnich a kvantitativnich zmén v hladinach proteini v prib&hu in

vitro diferenciace prasecich nervovych kmenovych bunék

o detekce zmén v hladinach signélnich proteini a jejich fosforylaci v pribéhu

diferenciace nervovych kmenovych bunék pomoci protilatkovych mikro¢ipti

o sledovéani uc¢inku inhibitoru cyklin dependentnich kindz na nadorové builky na
modelu  hematologické malignity svyuzitim dvojrozmérné  kapalinové

chromatografie k separaci proteina

. relativni kvantifikace proteinovych zmén s vyuzitim izobarického znaceni peptidii

1TRAQ a nésledné tandemové hmotnostni spektrometrie.
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3 METODY

3.1 Izolace a kultivace bunék

Nervové kmenové buiiky jsem izolovala z mozkovych hemisfér 40-dennich ploda
miniaturnich prasat. Zkousela jsem 1 izolaci z 28 a 80 dennich plodd, ale izolace ze 40-
dennich plodi poskytovala nejvyssi mnozstvi bunék. Ze smési mozkovych bunék jsem
nervové kmenové bunky ziskala pomoci kultivace v médiu neobsahujicim sérum, ale
pouze EGF, bFGF a suplementy N-2 a B-27. Toto médium neumoziuje rist jinych bunék,
nez NSCs. Diferenciaci bunék jsem navozovala retinovou Kkyselinou. Pfitomnost
diferencovanych nervovych bun¢k jsem ovéfovala imunocytochemickym barvenim bunck
na markery neuront (B-III tubulin), astrocytt (,,glial fibrillary acidic protein®, GFAP) a
oligodendrocytl (,,2°, 3’-cyclic nucleotide 3’-phosphodiesterase, CNPaza).

Nédorové bunky linie CEM (buiiky lidské T-lymfoblastoidni leukemie) byly
kultivovany v RPMI-1640 médiu s 10% fetalniho hovéziho séra. Po 12 hodinach od
pasazovani byl k buiikam pfidan inhibitor cyklin-dependentnich kinaz, bohemin, do

vysledné koncentrace v médiu 60 uM.

3.2 Analyza proteini pomoci 2D elektroforézy a 2D kapalinové

chromatografie a hmotnostni spektrometrie

Extrakty proteinll jsem separovala pomoci dvojrozmérné gelové elektroforézy nebo
pomoci dvojrozmérné kapalinové chromatografie.

Pro analyzu NSCs jsem pouzila dvojrozmérnou gelovou elektroforézu. Nervové
kmenové bunky lze z primarnich kultur ziskat pouze v omezeném mnozstvi, a proto jsem
k separaci zvolila pravé 2-DE, kterd umoziiuje analyzovat mensi nanasky proteini (fadové
Hg).

Proteiny nadorovych bunék CEM bunécné linie jsem separovala pomoci 2-D

HPLC, systémem ProteomeLab™

PF 2D. Dvojrozmérna gelova elektroforéza jiz byla pro
analyzu této bunééné linie pouzita v predchozi studii [24].

Vybrané proteiny byly identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie ve
spolupraci s Mikrobiologickym tustavem AV CR, Oddélenim biochemie a molekularni
biologie University of Southern Denmark, Odense, Dansko a Ustavem analytické chemie

AV CR v Brné.
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3.3 Verifikace kvantitativnich zmén proteina ziskanych z proteomovych
analyz

Zmény v hladindch proteini jsem ovéfovala po pifenosu proteini na PVDF
membranu  (imunoblot) s detekci proteini pomoci specifickych protildtek po
jednorozmérné a dvojrozmérné elektroforetické separaci proteind.

Bunééna lokalizace o-B crystallinu, hnRNP A1 a hnRNP A2/B1 byla u NSCs dale
studovana pomoci imunocytochemického fluorescenéniho barveni spolu s barvenim na
typické znaky jednotlivych diferencovanych nervovych bunék.

Pokles hladiny Crk-like proteinu po plsobeni inhibitoru CDKs byl potvrzen v in
vivo studii na imunodeficitnich mysich, kterym byly pieneseny nadorové bunky linie
K562, ve spolupraci s Laboratofi experimentalni mediciny Fakultni nemocnice a Lékarské

fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

3.4 iTRAQ kvantifikace peptidi pomoci hmotnostni spektrometrie

I ptes vysokou rozliSovaci schopnost dvojrozmérnych separa¢nich metod proteinii
mohou nékteré frakce obsahovat vice nez jeden protein. Problém kvantifikace jednotlivych
proteinii 1ze pteklenout pouzitim dal§i metody pro kvantifikaci a identifikaci peptidi
pomoci hmotnostni spektrometrie. Jako moZznou metodu pro znaceni frakci

z ProteomeLab™

PF 2D systému jsem zvolila izobarické znaceni iTRAQ (,,isobaric tags
for relative and absolute quantitation) Tento zpiisob znaci peptidy na aminokyselinovém
konci a na aminoskupiné lyzinu. Pro relativni kvantifikaci se nasledné pouziva tandemova

MS.

3.5 Proteinové mikrocipy

Pienos signdlu v bufice je zajistén zejména fosforylacemi proteint. Ke studiu zmén
fosforylaci urcitych proteint béhem diferenciace nervovych kmenovych bunék byly ve
spolupraci s firmou Kinexus Bioinformatics Corporation, Vancouver, Kanada, pouzity
protilatkové mikro€ipy, na kterych je imobilizovdno ptfes 600 protilatek. Po interakci
mikro€ipu s bunéénym lyzatem bylo vyhodnocenim vybrano 32 proteint, jejichz
hladina/fosforylace se signifikantné lisila u diferencovanych bunék oproti NSCs. Tyto
zmény byly dale ovéfeny imunoblotem s detekci specifickou protilatkou po separaci

proteini SDS elektroforézou a pfenosu na membranu.
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4 PREHLED PUBLIKACI

4.1 Publikace souvisejici s t¢ématem dizertacni prace

4.1.1 Diferenciace nervovych kmenovych bunék

1) Vodi¢ka P., Skalnikova H., Kovafova H. The Characterization of Stem Cell
Proteomes. Current Opinion in Molecular Therapeutics 2006, 8:232-239. IF 2,70.

2) Skalnikova H., Halada P., Vodi¢ka P., Motlik J., Rehulka P., Herning O., Chmelik
J., Jensen O.N., Kovarova H. A proteomic approach to studying the differentiation of
neural stem cells. Proteomics 2007, 14 stran, v tisku. IF 6,088.

3) pripravovana publikace Skalnikova H., Pelech S., Kovafova H. Changes in
cellular signalling involved in neural stem cells differentiation. (bude podano do
Cloning and Stem cells, IF 3,026).

4.1.2 Inhibice proliferace nadorovych bunék

4) Skalnikovd H., Halada P., Dzubak P., Hajdich M., Kovafova H. Protein
Fingerprints of Anti-cancer Effects of Cyclin-dependent Kinase Inhibition:
Identification of Candidate Biomarkers Using 2-D Liquid Phase Separation Coupled to
Mass Spectrometry. Technology in Cancer Research and Treatment 2005, 4:447-
454 1F 1,68.

5) Skalnikova H., Kovafova H., Moos J., Filova V., Halada P. The System Based on
Principle of Two-Dimensional Liquid Chromatography of Proteins as an Alternative to
Two-Dimensional Electrophoresis. Chemické listy 2005, 99:952-956. IF 0,45.

6) Hajduch M., Skalnikov4 H., Halada P., Vydra D., Dzubak P., Dziechciarkova M.,
Strnad M., Radioch D., Kovafova H. Cyclin-dependent kinase inhibitors and cancer:
usefulness of proteomic approaches in assessment of the molecular mechanisms and
efficacy of novel therapeutics. Kapitola v knize Clinical Proteomics (editofi M. Dunn
and J. Van Eyk), VCH a Wiley Company, Némecko, v tisku.

7) Skalnikova H., Rehulka P., Chmelik J., Suresh G., Kovaiova H. Fractionation and
relative quantitation of proteins using ProteomeLab™ PF 2D system and amine-
reactive isobaric tagging iTRAQ coupled to tandem mass spectrometry. Podano do
Proteomics IF 6,088.

4.2 Publikace nesouvisejici s tématem dizerta¢ni prace, publikované

béhem doktorského studia

Skalnikova H., Freiberger T., Chumchalova J., Grombitikova H., Sediva A. Cost-
effective genotyping of human MBL2 gene mutations using multiplex PCR. Journal of
Immunological Methods 2004, 295:139— 147. IF 2,57.
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5 KOMENTAR K PUBLIKACIM SOUVISEJICIM S TEMATEM

DIZERTACNI PRACE:

5.1 Charakterizace proteomu kmenovych bunék
The Characterization of Stem Cell Proteomes.
Vodicka P., Skalnikova H., Kovarova H.
Current Opinion in Molecular Therapeutics 2006, 8:232-239.

V tomto review jsou shrnuty vysledky proteomovych studii, které¢ byly dosud
provedeny u kmenovych bunék, spolu s piehledem pouzitych metodik. Prvni proteomové
studie kmenovych bun€k byly publikovany az po roce 2000, tj. az po ustdleni prvnich
protokoli pro ziskani a kultivaci kmenovych bunék v mnozstvi dostatecném pro analyzu
proteinti. Zarovenn vyvoj novych separacnich a detekénich metod a citlivéjSich
hmotnostnich spektrometri umoznil rozvoj této védni oblasti.

Zakladnim nastrojem pro separaci proteinli kmenovych bunék dosud zlstava
dvojrozmérna gelova elektroforéza s vizualizaci proteinid zejména barvenim dusi¢nanem
stiibrnym nebo fluorescencnim barvenim. Stale Castéji se téZ vyuzivaji chromatografické
separace proteinti nebo peptidi. Pro analyzu kmenovych bun€k byly pouzity i metody pro
relativni kvantifikaci pomoci hmotnostni spektrometrie, a to metabolické zna¢ni SILAC
(,,stabile isotope labeling by amino acid in cell culture®,) [25] a iTRAQ [26]. Pro snizeni
slozitosti vzorku byly pouzity frakcionace bunék na jadernou a cytoplazmatickou slozku
[27]. Prvni studie proteomu kmenovych bunck byly popisného charakteru, zaméiené na
celkové mapovani proteintl, které jsou detekovatelné v riznych typech bunck.

Jednim znejlépe zmapovanych proteoml je proteom mySich embryondlnich
kmenovych bunék, které je mozné dlouhodobé kultivovat v nediferencovaném stavu za
pritomnosti leukemického inhibi¢niho faktoru (LIF). Rozséhla studie linie R1 pomoci 2D
elektroforézy s izoelektrickou fokusaci pii pH gradientech 3-10, 4-7 a 6-11 byla provedena
Elliotem a kolegy [28]. Ze 700 proteinovych skvrn vybranych pro MS analyzu se podatilo
241 identifikovat a tyto odpovidaly 218 unikatnim (=neopakujicim se v riznych
proteinovych databazich) proteintim.

Pro srovnani pfi pouZiti 2D chromatografie a qTOF hmotnostni spektrometrie se u
mySich embryonélnich kmenovych buné¢k linie E14-1 podatilo identifikovat 1790 proteind.
Nejcastéji byly zastoupeny proteiny ucastnici se syntézy a degradace proteinti, dale

11
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metabolismu a tvorby energie, syntézy DNA a RNA. Vice nez tfetina identifikovanych
proteind byly proteiny s jadernou lokalizaci, mezi nimiz bylo nalezeno 39 transkripcnich
faktord vcetné faktort typickych pro kmenové bunky (Oct-3/4, Sox-2, UTF-1). Navic byly
u 84 proteint detekovany posttranslaéni modifikace [29].

Kromé¢ mySich embryonalnich kmenovych bunék byl mapovan proteom lidskych
kmenovych bungk, a to fetalnich nervovych kmenovych bunék linie ReNcell VM [30],
hematopoetickych bunék pupecnikové krve [31], a mezenchymovych kmenovych bunék
z pupecnikové krve [32].

Ve snaze zmapovat faktory nutné k ristu lidskych embryonélnich kmenovych
bunck bylo analyzovano médium kondiciované kulturou lidskych novorozeneckych
fibroblasti linie HNF02, kterd se pouziva jako podplrna vrstva pii kultivaci lidskych
embryonalnich kmenovych bun¢k. Bylo identifikovano 102 proteint, vétSinou proteint

extracelularni matrix, ale i dva riistové faktory gremlin a Dickkopf homolog 3 [33].

V dalsi etapé se riizni autofi zaméfili na sledovdni zmén v hladinach proteint
béhem diferenciace kmenovych bun¢k do specializovanych bunéénych typt. Spontanni
diferenciace mySich embryonalnich kmenovych bun¢k po odstranéni LIF z kultiva¢niho
média byla studovana Kurisakim a kol. [27] pomoci 2-DE s fluorescenc¢né barvenymi
vzorky separovanymi v jednom gelu (,,difference in gel electrophoresis®, DIGE).

Dalsi pokroc¢ilda metodika SELDI-TOF MS (,surface-enhanced laser
desorption/ionisation time of flight mass spectrometry), vyuzivajici vazbu proteini na
chemicky definované povrchy a pfimé stanoveni jejich molekulové hmotnosti pomoci
hmotnostni spektrometrie, byla pouzita k porovnani obsahu proteinli v proliferujicich a
diferencovanych lidskych bunkach embryondlniho karcinomu. Byl nalezen peptid o Mr
7207.5 daltonti, ktery byl typicky pro nediferencované buiiky. Hladina tohoto peptidu byla
porovnana u 8 linii s riznym stupném diferenciace [34].

Diferenciace nervovych kmenovych bunék byla dosud studovana dvéma kolektivy.
V prvnim piipadé Slo o diferenciaci nervovych kmenovych bunék krysiho hippokampu do
astrocytll a neuronidl navozenou piidanim 2% fetalniho hovéziho séra a odstranénim EGF a
FGF. Mezi 128 identifikovanymi proteinovymi skvrnami pifevladaly proteiny ucastnici se
metabolismu, udrzujici spravnou konformaci (,,folding*) proteinti, zahrnuté v transkripci,
cytoskeletu, ale i signalizaci, detoxikaci a diferenciaci [35]. V nasledujici studii byla
odstranénim rtstovych faktort z kultivacniho média navozena diferenciace imortalizovanych

lidskych bunék fetalniho stiedniho mozku a bylo identifikovano 45 proteinti, jejichz hladina
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se ménila v prubéhu diferenciace [30]. Dalsi dvé proteomové studie se zabyvaly diferenciaci
embryondlnich kmenovych bunék do nervovych buné¢k [36; 37].
Dale byla provedena proteomova analyza diferenciace mezenchymovych bunék

[25; 38], hematopoetickych bunék [26; 39], myoblasti [40] a adipocytt [41].

Z ptehledu je patrné, Ze proteomika kmenovych bunék je novy a dynamicky se
rozvijejici obor. K analyzdm proteomid kmenovych bunék byly pouzity pokrocilé
proteomické metody. Mezi identifikovanymi proteiny se podafilo zachytit i proteiny
signalnich drah a transkripéni faktory, které se v bunikdch nachéazeji jen ve velmi malo

kopiich.

5.2 Studium diferenciace nervovych kmenovych bunék pomoci

proteomickych metod

A proteomic approach to studying the differentiation of neural stem cells.

Skalnikova H., Halada P., Vodi¢ka P., Motlik J., Rehulka P., Herning O., Chmelik J.,
Jensen O.N., Kovarova H.

Proteomics, v tisku

Tato publikace prezentuje vysledky proteomové analyzy diferenciace nervovych
kmenovych bunék na prase¢im modelu. V prvé casti jsou charakterizovany proteiny
konstitutivné pfitomné v nervovych kmenovych buikéach i diferencovanych nervovych
bunikach, druhd cast je vénovana zménam v hladindch proteinli navozenych retinovou
kyselinou.

Nervové kmenové buiiky byly izolovany z hemisfér prasecich plodl a kultivovany
in vitro. Buiky byly izolovany z plodi celkem tii biezich samic a pro ziskani materialu pro
proteomovou studii bylo pouzito 16 kultivaci. Po 10 dnech kultivace byly buiky presazeny
na misky potazené slozkami extracelularni matrix (fibronektin a laminin) a po dobu 5 dnil
byly stimulovany k diferenciaci 1uM kyselinou retinovou. Pfitomnost diferencovanych
bunék byla v kazdé¢ kultufe ovéfena imunocytochemickym barvenim na markery neuronti
(BIII tubulin nebo ,microtubule assotiated protein®, MAP), astrocyti (,,glial fibrillary
acidic protein“, GFAP) a oligodendrocyti (,,2°, 3’-cyclic nucleotide 3’-phosphodiesterase®,
CNPaza) (viz ptiloha str. P11, obr. 1).
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Pomoci dvojrozmérné gelové elektroforézy byly mapovéany proteiny piitomné
v nervovych kmenovych bunkach a také sledovany zmény v proteinovém slozeni béhem
diferenciace do nervovych bun¢k. Pro zajisténi vysoké reprodukovatelnosti vysledkli bylo
pro nervové kmenové buiiky i pro diferencované bunky vytvoreno a porovnano vzdy 5
proteinovych map.

Pti profilovani proteinii ptfitomnych v nervovych bunkdch bylo na vSech
proteinovych mapach shodné detekovano 125 proteinovych skvrn, znichz 66 bylo
identifikovano pomoci hmotnostni spektrometrie. Podle databazi Gene Ontology
(http://www.geneontology.org/) a UniProt (http://www.expasy.uniprot.org/) byly proteiny
zatazeny do funkénich skupin. Nejcastéji zastoupenymi proteiny byly strukturni protein
vimentin (detekovan v 10 proteinovych skvrnach), cytoskeletarni protein beta-aktin a
proteiny obrany proti stresu — heat shock protein 60 a heat shock cognate 71 kDa protein.
Z funk¢nich skupin byly nejvice zastoupeny proteiny ucastnici se metabolismu a Uprav
RNA a proteint (40% identifikovanych proteinil) nasledované cytoskeletarnimi proteiny a
anexiny (21%), metabolickymi proteiny a enzymy (17%), proteiny ucastnici se tvorby
energie (10%), obrany buiky (7%) a bunécnych signalizaci (5%) (viz ptiloha str. P14, obr.
2B).

V druhé casti studie byly sledovany proteiny s rozdilnou hladinou mezi
proliferujicimi nervovymi kmenovymi buitkami a nervovymi buiikami diferencovanymi
kyselinou retinovou a s vyuzitim softwaru PDQuest (Bio-Rad) bylo nalezeno 29 proteinti
se signifikantnimi zménami. Hladiny vétSiny diferencnich proteini vzristaly béhem
diferenciace, nebyl nalezen zddny protein pfitomny pouze v kmenovych buiikach, ale bylo
detekovano 6 proteinovych skvrn typickych pouze pro diferencované bunky. Celkem 16
z 29 regulovanych proteinti se podafilo identifikovat. Jednalo se o proteiny ucastnici se
vazby na DNA a RNA a podilejici se na regulaci transkripce a translace, uprav a transportu
mRNA (hnRNP H, hnRNP A1, hnRNP A2/B1, paraspeckle protein 1 alpha isoform, and
far upstream element-binding protein 1), odpovédi na stres (heat-shock protein beta-1,
alpha-B crystallin, protein DJ-1), skladovani Zeleza a regulace redox potencialu (ferritin
subunit L, glutathione S-transferase P, protein disulfide-isomerase A6), tvorby energie
(triosephosphate isomerase 1, acyl CoA-dehydrogenase) a cytoskeletu (alpha-centractin)
(viz ptiloha str. P15, tab. 1).

ZvySovani hladiny v souvislosti s diferenciaci bun€k bylo u tii proteini hnRNP Al,

hnRNP A2/Bl a a-B crystallinu potvrzeno 1 imunoblotem po jednorozmérné i
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dvojrozmérné gelové separaci proteint (viz piiloha str. P17, obr. 5). Po 2D imunoblotu
bylo u vSech tfi verifikovanych proteinii detekovdno né€kolik izoforem proteinu a zaroven
vys$$i intenzita signalu u diferencovanych bun€k. Navic byla ovéfena hladina markert
diferencovanych neuroni (MAP2), astrocyti (GFAP) a oligodendrocyti (CNPéaza) u
vzorkli kmenovych bunék, diferencovanych nervovych bunék, lyzatu proteinti z mozku
dospélého prasete. Jako negativni kontrola neexprimujici markery nervovych buné€k byla
pouzita linie prasecich endotelidlnich bunék.

Pro zjisténi, ve kterém typu diferencovanych nervovych bunék se zvysuje hladina
hnRNP Al, hnRNP A2/B1 a a-B crystallinu, byly neurosféry i bunky diferencované na
krycich skli¢cich podrobeny imunocytochemickému barveni na vySe uvedené proteiny
spolu s barvenim na markery diferencovanych bun¢k. V ptipadé¢ hnRNP Al byl detekovan
silny jaderny signal u diferencovanych bun¢k (viz ptiloha str. P18, obr. 6A), ale témér
nebyl pozorovan signal u neurosfér, 1 kdyz obsahovaly n€kolik spontanné diferencovanych
bunék (viz ptiloha str. P18, obr. 6B). Naopak u hnRNP A2 byl detekovan jak jaderny, tak
cytoplazmaticky signal s teckovanym vzorem u diferencovanych bunék (viz pfiloha str.
P18, obr. 6C). V neurosférach byl slabsi signdl hnRNP A2/B1 zaznamenan v jadrech
bunék na povrchu sféry (viz ptiloha str. P18, obr. 6D). Pfi dvojitém barveni bunck
protilatkou proti a-B crystallinu nebyl tento protein detekovan v proliferujicich buitkach
pozitivnich na jaderny marker Ki-67 (viz ptiloha str. P19, obr. 7A) ani v diferencovanych
neuronech pozitivnich na BIlI-tubulin (viz pfiloha str. P19, obr. 7B), coz ukazuje, ze a-B
crystallin je pfitomen v neproliferujicich bunkéch gliové linie. Cytoplazmaticky signal o-B
crystallinu byl pozorovan u nékterych bunék pozitivnich na GFAP (astrocyty) a vimentin
(ve zvySené hladiné exprimovan v radidlnich gliich). Jaderny signal a-B crystallinu byl
detekovan u nékterych astrocytll pozitivnich na GFAP, oligodendrocytii pozitivnich na
CNPézu a u bunék exprimujicich vimentin (viz ptiloha str. P19, obr. 7C-E).

V diskuzi jsou posouzeny funkéni aspekty identifikovanych proteini ve vztahu k

bunécné diferenciaci a se zaméfenim na funkce proteind v nervovém systému.
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5.3 Zmény v bunéénych signalizacich doprovazejici diferenciaci

nervovych kmenovych bunék

Changes in cellular signalling involved in neural stem cells differentiation
Skalnikova H., Pelech S., Kovarova H.

pripravovana publikace, bude podano do Cloning and Stem cells, IF 3,026

uvod

Technologie protilatkovych mikrocipit byla pouZzita pro sledovani signalnich
proteint, které obvykle nejsou detekovatelné pomoci dvojrozmérné gelové elektroforézy.
Mikro¢ipova technologie KINEX™ firmy Kinexus Bioinformatics Corporation,
Vancouver, Kanada, pouzivé desticky, na kterych je oboustranné imobilizovano ptes 600
protilatek rozeznavajicich vice nez 250 fosforyla¢nich mist, 240 proteinovych kinédz a 110
dalsich signalnich proteint, které reguluji bunécnou proliferaci, stres a apoptéozu. Kazda
protilatka je ptitomna ve dvou replikach.

Pomoci mikroCipi byly porovnany hladiny proteini a jejich fosforylaci u
nervovych kmenovych bunék izolovanych z mozkli 40-dennich prasec¢ich plodi a
kultivovanych po dobu 10 dni za pfitomnosti EGF a bFGF a u stejnych bunéck

stimulovanych po dalsich 5 dni k diferenciaci pomoci 1 uM kyseliny retinové.

metody

Bunky byly izolovéany a kultivovany jak bylo popsdno v pfedchozi komentované
publikaci ,,A proteomic approach to studying the differentiation of neural stem cells (viz
priloha str. P10, odstavec 2.1). Buiiky byly lyzovany v lyzaénim pufru obsahujicim 20 mM
MOPS (pH 7,0), 2 mM EGTA, 5 mM EDTA, 0,5% Triton X-100 a inhibitory protedz a
fosfataz. Koncentrace proteinli byla stanovena pomoci BCA kitu (Pierce) a vzorek byl
nafedén lyzacnim pufrem na koncentraci 2 mg/ml. Poté byl do vzorku piidén dithiothreitol
do konecné koncentrace 1 mM. Vzorky byly déale zpracovany firmou Kinexus
Bioinformatics Corporation, kde byly extrakty bunécnych proteinti oznaceny fluorescencni
barvickou a kazdy vzorek byl inkubovédn na jedné strané¢ mikroCipu. Po vychytani
znacenych proteinl protilatkami imobilizovanymi na ¢ipu byl ¢ip promyt a oskenovan. Pro
lepsi prehlednost byly jednotlivym vzorkiim pfifazeny nahradni barvy, proteiny
kmenovych bun€k jsou zndzornény modie a proteiny diferencovanych bunék cervené (viz

obr. 1 a 2). Hladiny vybranych proteinti a jejich fosforylaci v nervovych kmenovych
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bunikach a diferencovanych buiikach byly nasledné ovéfeny imunoblotem v laboratotfich

firmy Kinexus.

Obr. 1

Protilatkovy mikroCip s 639 imobilizovanymi protilatkami. Signal protilatek
rozeznavajicich proteiny kmenovych bunék je zndzornén modrou barvou, signél proteinti
diferencovanych bunék cCervené.

vysledky
Po vyhodnoceni intenzit signalu obou replik protilatky mezi dvéma analyzovanymi
vzorky byly vybrany proteiny, jejichz hladina (hladina fosforylované formy v ptipadé
fosfo-specifické protilatky) se po experimentalnim zdsahu méni. Z celkem 639 signalnich
molekul kvantifikovanych pomoci mikrocipu bylo vybrano 32, u nichz se intenzita signalu
proteinu mezi kmenovymi a diferencovanymi bunikami liSila o vice nez 30%, variabilita
mezi obéma replikami protilatky byla niZsi nez 15% intenzity signalu a pomér signalu
k Sumu pozadi byl minimalné 2. Z téchto 32 signalnich molekul se v 16 ptipadech jednalo
o zmény v celkovych hladinach proteinti a v 16 ptipadech §lo o zmény ve fosforylacich
proteind.
17
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Zména hladiny vybranych proteinli a zména intenzity fosforylace cilovych mist
v pribéhu diferenciace nervovych kmenovych bunck byla ovéfena imunoblotem po SDS
elektroforéze proteinii. Celkem byla zména hladiny potvrzena u 12 signédlnich molekul
(tabulka 1 a obrazek 2). U 8 molekul nebyla pfi imunoblotu pozorovana zména hladiny
mezi kmenovymi a diferencovanymi buiikami a u dalSich 2 molekul byl vysledek
imunoblotu v rozporu s vysledky mikroCipli. U zbyvajicich 10 molekul nebyl pfi
imunoblotu detekovatelny signal protilatky.

U nervovych kmenovych bunék v porovnani s diferencovanymi buiikami byla
prokézéna zvysSena fosforylace na specifickych fosforyla¢nich mistech molekul CDK1/2,
protein kinazy C (PKC) mu a PKCy, kindzy Erk5 a a-B crystallinu a zvySena hladina
proteinu GRK2. Naopak u diferencovanych nervovych bunék byly nalezeny zvySené
hladiny katalytické podjednotky protein fosfatdzy 4, hem-oxygendzy 2, MEK3 kinazy,
RafB kindzy a pro-kaspazy 1 a zvysena fosforylace 40 kDa substratu Akt kindzy bohatého

na prolin.

Tabulka I.

Piehled proteinti regulovanych béhem diferenciace nervovych kmenovych bunck
detekovanych pomoci mikroc¢ipu a imunoblotu. Néazev proteinu a databazové Cislo udéavaji
registraci proteinu v proteinové databdzi Swiss-Prot. Pomér NSC/Dif. udava pomér
intenzity signalu protilatky u nervovych kmenovych bunck a signalu u diferencovanych
bunck detekovaného pomoci mikro¢ipu a imunoblotu.

nazev proteinu date}l’oézové rozeznavané misto NSC/I??f' NSC/Dit
¢islo mikro€ip |  blot
o-B crystallin P02511 |pSer45 2,30 2,07
CDK1/2 P06493 |pTyrl5 2,24 1,92
Protein kinase C mu Q15139 |pSer738+pSer742 1,78 1,53
PKCy Q02156 |pThr655 1,57 1,68
Erk5 P53788 |pThr218, pTyr220 1,49 1,58
G-protein coupled receptor kinase 2 P25098 | pan-specific 1,36 1,49
Proteip phosphatase 4 - catalytic P60510 | pan-specific 0,74 0,68
subunit
proline-rich Akt substrate 40 kDa Q96B36 |pThr246 0,67 0,90
heme oxygenase 2 P30519 | pan-specific 0,64 0,46
MEK3 P46734 | pan-specific 0,63 0,45
RafB P15056 |pan-specific 0,62 0,79
pro-caspase 1 P29466 | pan-specific 0,59 0,74
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kmen. bunky kmen. difer.
difer. bunky bunky bunky

- o-B crystallin, pSer45
G e  CDK 1/2, pTyri5
protein kinase C mu, pSer738+pSer742
—— e protein kinase C vy, pThr655
——— % Erk 5, pThr218+pTyr220

— G-protein coupled receptor kinase 2
protein phosphatase 4 catalytic subunit
proline-rich Akt substrate 40 kDa, pThr246
heme-oxygenase 2

MEK 3

W WSS RafB

AN pro-caspase 1

Obr. 2

Ptehled proteind, jejichz hladina (jejich fosforylace) se ménila béhem diferenciace
nervovych kmenovych bunék. Vlevo je detail mikro€ipu znazoriiujici 2 repliky téze
protilatky a signal u nervovych kmenovych bunék (modfe) a u diferencovanych bunék
(¢erveng). Vpravo je hladina proteinti detekovand pomoci imunoblotu.

diskuse

Pro sledovani zmén na arovni signalnich proteinti regulujicich bunécny cyklus,
diferenciaci a apoptéozu u kmenovych nervovych bunék a diferencovanych nervovych
bunck byly pouzity protilatkové mikroCipy. Protilatky imobilizované na ¢ipu byly vybrany
z vice nez 2800 testovanych protilatek tak, aby byla zajist€éna vysoka specifita a vysoka
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reaktivita s antigenem. Firmou Kinexus byla testovdna reaktivita protilatek s lidskymi,
mySimi a krysimi antigeny, ale vysoka reaktivita a specifita byla pozorovana i u jinych
druhii. Nespornou vyhodou mikroc¢ipové technologie je pomérné rychla kvantifikace vice
nez 600 proteinti a jejich fosforylaci pfi velmi malé spotiebé vzorku (100 pg proteind).
Nevyhodou ¢ipu je, Ze pro vazbu na Cip jsou pouzivany nedenaturované proteiny, a proto
muze technologie mikroCipt poskytovat faleSné pozitivni a negativni vysledky — protilatka
muze zkiizené reagovat s dalSimi proteiny, které maji podobné epitopy nebo naopak u
nativnich proteinii nemusi byt dany epitop pfistupny nebo miize byt piekryt jinymi
proteiny, se kterymi je protein v komplexu. Proto je nutné ziskana data ovéfit pomoci
imunoblotu po SDS elektroforéze denaturovanych proteini. Imunoblot navic oveéfil i

specifitu protilatky a molekulovou hmotnost proteinu v lyzatech bunék miniaturniho prasete.

U nervovych kmenovych bunék byly pozorovany aktivace protein kindz CDK1 a 2,
PKCy, PKCmu a ErkS5, které souviseji s bunéénou proliferaci.

Pro délici se buiky je typickd aktivacni fosforylace cyklin-dependentni kinazy 1
(CDK1) na tyrozinu 15. Aktivace CDKI a jeji asociace s cyklinem B spoustéji vstup bunék
do mitézy [12]. Intenzita fosforylace Tyrl5 CDKI1 byla u proliferujicich nervovych
kmenovych bun¢k pfiblizné¢ 2krat vyssi nez u neproliferujicich diferencovanych nervovych
bunck.

Protein kindza C ptedstavuje rodinu serin/threoninovych kinaz siln€¢ exprimovanych
v mozkové tkani, které slouzi kpfenosu mnohostrannych signali zahrnutych
v kratkodobych (tok iont, uvolnovani neurotransmiterti), stiednédobych (modulace
receptortl) a dlouhodobych procesech (bunécnd proliferace, prestavba synapsi, genova
exprese). V mozku je PKC aktivovand mitogennimi stimuly [42].

Kinaza ErkS (extracellular signal-regulated protein kinase 5) je zastupcem rodiny
mitogeny aktivovanych protein-kindz a jeji aktivace je zajiSténa specifickou fosforylaci
pomoci kindzy MEKS. Kindza Erk5 byla detekovana v mnoha tkanich a nejvyssi hladiny
byly pozorovany v mozku [43]. Pfi studiu embryondlniho vyvoje krysy bylo pozorovéno,
ze k syntéze ErkS dochazi od embryonalniho stadia E11 a ve stadiu E13, kdy zac¢ina tvorba
buné¢k mozkové kury, vrcholi fosforylace Erk5. Erk5 je pfitomna v proliferujicich
progenitorovych buiikdch mozkové kiiry, ze kterych vznikaji neurony a glie a aktivni Erk5

zvySuje podil neuront mezi diferencovanymi nervovymi buiikami [44].

U diferencovanych nervovych bunc¢k byla detekovana zvySend hladina hem-

oxygenazy 2. Obecnou funkci hem-oxygenaz je degradace hemu na oxid uhelnaty, Zelezo a
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biliverdin, ktery je okamzit¢ redukovan na bilirubin. Hem-oxygenaza 2 (HO-2) je
konstitutivné pfitomnd zejména v mozkové tkani. Oxid uhelnaty syntetizovany v nervovém
systému pomoci HO-2 piisobi pravdépodobné jako plynny neurotransmiter, podobné jako
oxid dusnaty [45]. HO-2 puisobi také neuroprotektivng, coZ bylo potvrzeno studii na HO2™
mysi, u které dochazelo ke zvySené apoptéoze neuronid. Po opétovné transfekci genu
kodujiciho HO-2 doslo ke snizeni apoptdzy. Jednou z pfi¢in miZe byt anti-oxida¢ni uc¢inek
nanomolarnich koncentraci bilirubinu syntetizovaného HO-2 [46].

Dale byla u diferencovanych nervovych bunck nalezena zvysena hladina molekul
MEK3 a RafB, které jsou soucasti MAP kindzové signalni drahy Raf — Mek — Erk. Raf
kindza je nezbytna pro vznik neuronti, jejich vyvoj a prodluzovani axonid. Uplné vyfazeni
(,,knock-out*) obou alel RafB u mysi vede ke snizeni fosforylace Erk kindzy v nervové

tkani, k poruse vyvoje mozku, ke zpomaleni ristu a embrya hynou ve stadiu E13 [47].

zaver

Protilatkovy mikroCip poskytl bliz§i nahled na regulaci proliferace a diferenciace
nervovych kmenovych bunék. Pro nervové kmenové builky byly typické zvySené
fosforylace signalnich proteinti souvisejici s proliferaci. U diferencovanych nervovych
bunék dominovaly zejména proteiny MAP kindzové signalni kaskady a hem-oxygenaza.
Specifické funkce proteinii regulovanych béhem nervové diferenciace a jejich potencialni

vyuziti jako bioznaktli vyvoje nervového systému vyzaduje dalsi vyzkum.

5.4 Proteinové zmény doprovazejici protinadorovy ucinek inhibitoru
cyklin-dependentnich kinaz: Identifikace kandidatnich biomarkeru
pomoci 2-D kapalinové separace a nasledné hmotnostni
spektrometrie
Protein Fingerprints of Anti-cancer Effects of Cyclin-dependent Kinase Inhibition:
Identification of Candidate Biomarkers Using 2-D Liquid Phase Separation Coupled
to Mass Spectrometry.

Skalnikova H., Halada P., Dzubék P., Hajduch M., Kovarova H.
Technology in Cancer Research and Treatment 2005, 4:447-454.
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Cilem této studie bylo pouziti nové vyvinutého separa¢niho systému
ProteomeLab™ PF 2D (Beckman Coulter) k analyze odpovédi nadorovych bunék T-
lymfoblastické leukemie linie CEM na plsobeni inhibitoru cyklin dependentnich kinaz
boheminu. Proteiny byly separovany podle svych izoelektrickych bodd chromatofokusaci a
béhem gradientu pH od 8,5 do 4 byly jimany frakce po 0,3 pH. Jednotlivé frakce byly
v druhém sméru nastiiknuty na kolonu s reverzni fazi a proteiny byly eluovany podle
hydrofobicity pomoci vzristajici koncentrace acetonitrilu v mobilni fazi. Eluované
proteiny byly detekovany UV detektorem pii 214 nm a z naméfenych dat byly softwarem
ProteoVue (Beckmn Coulter) sestrojeny dvojrozmérné proteinové mapy kontrolnich
neoSetfenych bun¢k a bunc¢k ovlivénych boheminem. Za vyuziti dvojrozmérné
chromatografie PF 2D bylo mapovano a UV-kvantifikovano kolem 1500 proteinovych
pikt pro kazdy vzorek.

Vyhodnocenim vysledkii ze tfi opakovani experimentu za pouziti software
DeltaVue (Beckman Coulter) bylo vytipovano 24 proteind, jejichZ hladina se vyrazné a
reprodukovatelné ménila po plisobeni boheminu. Hladina vétSiny ovlivnénych proteini se
po pisobeni CDKI snizovala, mezi nimi byly identifikovany Crk-like protein, nuclease
sensitive element binding protein 1, histon H3.3, histon H2B.a, bifunctional purine
biosynthesis protein PURH a cytoplasmaticky aktin. Naopak hladina mitochodrialniho 60
kDa heat shock proteinu se po pusobeni boheminu zvysila. Identifikované proteiny
reprezentuji potencialni bioindikatory bunééné odpovédi na 1é¢bu boheminem a jejich
validace vyzaduje dalsi experimenty.

Zajimava byla detekce rliznych variant histond eluovanych z chromatofokusaéni
kolony v oblasti pH 7-8. Izoelektrické body histoni pfitom lezi v pH kolem 10-12.
Nedavno bylo popsano, Ze posun izoelektrickych bodti o nékolik jednotek pH do kyselejsi
oblasti mize byt zplisoben fosforylacemi nebo delecemi a jinymi zménami sekvence
proteinu [48]. U histon je znamo, Ze podléhaji mnoha posttranslacnim modifikacim,
vcetné fosforylaci, metylaci, acetylaci. Analyza posttranslacnich modifikaci histonii a
jejich zmén po inhibici CDK kindz v souc¢asné dobé probiha ve spolupraci s laboratofi N.

Kellehera na University of Illinois, USA.

Pii pouziti ProteomeLab™ PF 2D byly identifikovany nové proteiny, které nebyly
zachyceny v pifedchozich studiich za pouziti 2-D elektroforézy ke sledovani uc¢inku
boheminu na buniky linie CEM a na linii plicniho adenokarcinomu A549 [24; 49]. Diky
ucinnéjsi solubilizaci bun€k a odlisSnému principu separace dopliiuje 2-D chromatografie

vysledky ziskané 2-D elektroforetickou separaci proteinii. 2D elektroforéza a 2D HPLC
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poskytuji komplementarni data a diky kombinaci vice analytickych metod miizeme ziskat

ucelengj$i pohled na studovany objekt.

5.5 Systém zaloZzeny na dvojrozmérné kapalinové chromatografii

proteint jako alternativa k dvojrozmérné gelové elektroforéze

The System Based on Principle of Two-Dimensional Liquid Chromatography of
Proteins as an Alternative to Two-Dimensional Electrophoresis.

Skalnikova H., Kovarova H., Moos J., Filova V., Halada P.

Chemické listy 2005, 99:952-956.

Pro specialni ¢islo Chemickych listd vénované proteomice byla pfedstavena nova
technika dvojrozméré kapalinové separace proteind ProteomeLab™ PF 2D. Byl popsan
princip separace a ukdzdny dosavadni vysledky analyzy vlivu inhibitoru cyklin-
dependentnich kindz na nddorové bunky.

Pii porovnani vlastniho procesu analyzy s jinymi metodami se jevi vyhodou
systému PF 2D mozZnost pln¢ automatické analyzy. Ta je, mimo jiné, umoznéna i tim, Ze
proteiny zustavaji po celou dobu analyzy v roztoku. Systém PF 2D ma také vyssi kapacitu
a miZzeme na néj nandSet az 5 mg celkového proteinu, pokud je takové mnozstvi snadno
dostupné. Z naSich dosavadnich zkuSenosti v§ak vyplyva, ze PF 2D vykazuje vétsi ztraty
proteini béhem analyz nez dvojrozmérna gelova elektroforéza. U analyz, kde je k dispozici

pouze limitované mnozstvi vzorku, je pak vyhodnéjsi pouzit 2-DE.

5.6 Inhibitory cyklin-dependentnich Kkinaz a rakovina: vyuziti
proteomovych studii k urceni molekuliarnich mechanismi a
ucinnosti novych léciv
Cyclin-dependent kinase inhibitors and cancer: usefulness of proteomic approaches
in assessment of the molecular mechanisms and efficacy of novel therapeutics.
Hajduch M., Skalnikové H., Halada P., Vydra D., Dzubdk P., Dziechciarkova M.,

Strnad M., Radioch D., Kovarova H.
kapitola v knize Clinical Proteomics, editofi M. Dunn and J. Van Eyk, VCH a Wiley

Company, Germany, v tisku.
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Kapitola v knize “Clinical Proteomics” shrnuje dosavadni vysledky ziskané
studiem vlivu inhibitorti cyklin-dependentnich kindz na nadorové bunky. Je zde
predstavena historie objeveni inhibitort CDKs na bézi trisubstituovanych purini na
pracovisti v Olomouci a testovani jejich vlivu na délici se buiiky. Byl pozorovan inhibi¢ni
uc¢inek olomoucinu na déleni a vyvoj zygoty Fuccus, gametofytu Laminaria, protoplasti
z mezofylu Petunia, zpomaleni zrani oocyti mekkyst, jezovek a mysi a zejména na
proliferaci nadorovych bunék. U dvou inhibitort CDKs, a to olomoucinu a roscovitinu,
byla stanovena krystalovd struktura, ktera vysvétlila specifickou vazbu inhibitord na
kindzu CDK2. Kromé& pfimé vazby inhibitorti na CDK2 mohou tyto preparaty ovliviiovat
dal§i CDKs. Derivaty olomoucinu inhibuji také kindzu CDK?7, ktera fosforyluje dalsi
kindzy na threoninu 160/161. U leukemickych buné€k je aktivacni fosforylace na Thr161
CDK1 po pfidani inhibitoru inhibovana, coz bylo prokdzano fosfo-specifickymi
protilatkami pifi imunoblotu proteinii separovanych dvojrozmérnou gelovou elektroforézou
(viz ptiloha str. P52, obr. 3B). Roscovitin siln¢ inhibuje syntézu RNA (viz ptiloha str. P53,
obr. 4) a cytotoxicita roscovitinu mize souviset s inhibici CDK kinéz, které fosforyluji C-
terminalni doménu RNA-polymerazy II.

Pro dikladnéj$i pochopeni biochemické podstaty protinddorového ucinku
inhibitort CDKs byly pouzity komplexni proteomické pfistupy. Pro analyzu bunétné
odpovédi byly pouzity naddorové linie CEM (T-lymfoblastickd leukemie) a A549 (plicni
adenokarcinom). Bunky byly péstovany v pfitomnosti nebo neptitomnosti (kontroly)
inhibitoru CDKs, boheminu. Bunétné proteiny byly extrahovany a separovany 2-DE, u
linie CEM 1 2-D chromatografii. Témito pfistupy bylo nalezeno n€kolik proteint, jejichz
hladina byla ovlivnéna plisobenim inhibitoru CDKs. Identifikované proteiny a jejich
funkce jsou shrnuty v pfiloze na str. P59 a P60, tabulka 1 a 2. Pro srovnani je uvedena i
zména hladiny mRNA pro dany protein. Z tabulek je patrné, ze zména v hladiné proteinu
nemusi nutné kopirovat zménu exprese prislusného genu (hladinu mRNA), coz podtrhuje

vyznam analyz na Grovni proteind.

Jednim z proteind, jehoz hladina se plisobenim boheminu snizovala, je Crk-like
protein. Funkce Crk-like proteinu je dobie prostudovana u bunék chronické myeloidni
leukemie exprimujicich fuzni gen ber-abl. Crk-like je adaptorovy protein, ktery se podili na
vzniku komplexii chimerického receptoru Ber-Abl s C3G, ktery aktivuje malou GTPazu
Rapl. Aktivace Rapl zprostiedkovana komplexem Crk-like a C3G se ucastni rozvoje

leukémie u bun€k nesoucich translokaci ber-abl.
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Pokles hladiny Crk-like proteinu u bunék CEM T-lymfoblastické leukemie byl
potvrzen nékolika analyzami. U proteinii separovanych PF 2D byly pH frakce obsahujici
Crk-like protein a také okolni frakce separovany SDS elektroforézou. Po pfenosu proteint
na membranu a detekci protilatkami proti Crk-like fosforylované na Tyr207 a proti celkové
form¢ Crk-like byl pozorovan pokles fosforylované i celkové formy proteinu po plisobeni
inhibitoru CDKs (viz pfiloha str. P57, obr. 8B). Tento zajimavy nalez byl také potvrzen
imunoblotem po separaci celobunééného lyzatu CEM bunék (viz ptiloha str. P57, obr. 8C).

Role Crk-like proteinu jako potencidlniho biomarkeru inhibice CDKs byla
potvrzena i v nasledujici in vivo studii. Pro studii byly pouzity buiikky myeloidni
leukemické linie K562, protoZe je 1ze snadnéji transplantovat a také obsahuji vyssi a 1épe
detekovatelné hladiny Crk-like proteinu ve srovnani s CEM linii. Bunky K562 byly
transplantovany do imunodeficitni SCID mysi a za n€kolik dni doslo k tvorbé solidniho
nadoru. Mysi byla peroralné podéna léCebna davka roscovitinu a po 12 hodinach byla
imunohistochemicky detekovana hladina Crk-like proteinu v nadorové tkani. In vivo model
potvrdil pokles fosforylace Tyr207 i pokles celkové hladiny Crk-like proteinu po podani
inhibitoru cyklin-dependentnich kinaz (viz ptiloha str. P58, obr. 9).

Nase studie prokazala zna¢ny pokles v hladin¢ Crk-like adaptorového proteinu po
aplikaci inhibitoru CDKs a potvrdila vhodnost proteomickych studii pro identifikaci
potencidlnich biomarkerti charakterizujicich plisobeni a ucinnost podaného preparatu.
Charakterizace nadoru na histologické a molekularni urovni a sledovani ucinku

protinadorové 1éCby piispéje ke snizeni toxicity a zajisténi maximalni G¢innost 1éCby.

5.7 Frakcionace a relativni kvantifikace proteini pomoci systému
ProteomeLab™ PF 2D a aminoreaktivniho izobarického znadeni

iTRAQ nasledovaného tandemovou hmotnostni spektrometrii

Fractionation and relative quantitation of proteins using ProteomeLab™ PF 2D
system and amine-reactive isobaric tagging iTRAQ coupled to tandem mass
spectrometry.

Skalnikova H., Rehulka P., Chmelik J., Suresh G., Kovafova H.

Podano jako ,,Technical Brief* do Proteomics.

25



5 KOMENTAR PUBLIKACI

Z hmotnostné-spektrometrickych identifikaci proteinti v jednotlivych picich po
dvojrozmérné HPLC separaci proteini vyplyva, ze 1 pfes vysokou rozliSovaci schopnost
dvojrozmérné chromatografie mohou nékteré piky obsahovat vice neZz jeden protein.
Detekce pomoci UV detektoru béhem eluce proteinit z kolony s reverzni fazi pak
neumoznuje kvantifikovat jednotlivé proteiny eluované ve stejném reten¢nim case.
V posledni dobé bylo ptfedstaveno nékolik technik pro kvantifikaci proteinli (peptidi)
pomoci hmotnostni spektrometrie, vétSinou zaloZenych na izotopovém znaceni. Mezi nimi
iTRAQ izobarické znaceni pro relativni a absolutni kvantifikaci se jevi jako vhodné pro
kvantifikaci koeluovanych proteinii z ProteomeLab™ PF 2D systému.

iTRAQ =znaceni modifikuje aminoskupiny peptidit (N-konec a aminoskupinu
lyzinu) kovalentnim navdzanim chemické znacky. B&hem MS/MS experimentu pfi
fragmentaci peptidu se ze znacky odstépi reportérovd skupina o dané molekulové
hmotnosti. V soucasnosti jsou k dispozici znacky s relativnimi hmotnostmi reportérovych
skupin 114, 115, 116 a 117 Da. Intenzita signalu reportérové skupiny odpovidd mnozstvi
daného peptidu. Pfi relativni kvantifikaci vice vzorkl jsou jednotlivé vzorky oznaceny
jednotlivymi iTRAQ znaCkami, smichdny a poté analyzovany v jednom MS/MS
experimentu. Z kazdého peptidu se odsStépi reportérova skupina a pomér intenzit
reportérovych iontd vypovidd o mnozstvich peptidi a tim i o relativnich mnozZstvich
puvodnich proteind v jednotlivych vzorcich.

iTRAQ znaceni je vyvinuté pro kvantifikaci peptidi vzniklych proteolytickym
$t&penim 5-100 mikrogrami proteinii. Pfi nanasce na ProteomeLab™ PF 2D systém kolem
3,5 mg bunécného lyzatu CEM bunétné linie obsahuji jednotlivé piky ziskané PF 2D
separaci pouze desitky az stovky nanogrami proteind, proto musel byt protokol pro
iITRAQ znaceni upraven. Protokol byl nejprve optimalizovan pro detekci 50, 5, 0,5 a
0,05 pg bovinniho sérového albuminu. Teprve po ziskani méfitelného signalu i u 0,05 pg
proteinu byly ¢inidlem oznaceny 1 frakce z PF 2D. Hlavni modifikaci protokolu bylo
sniZzeni reakénich objemil pro zvySeni koncentrace reagujicich slozek a také pouziti 1 M
mocoviny misto 0,2 % SDS pro solubilizaci proteinli. Nezbytna byla také iprava Stépeni
proteint trypsinem.

V souhrnu lze fici, ze se nadm podafilo optimalizovat protokol pro relativni
kvantifikaci peptidi pomoci iTRAQ izobarického znaceni proteinli separovanych
systémem ProteomeLab'™ PF 2D. Pomér koncentraci proteini ve dvou vzorcich
detekovany iTRAQ znacenim odpovidal poméru absorbanci piki métenych UV

detektorem na konci RP kolony PF 2D.
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U nervovych kmenovych bunék byly pomoci dvojrozmérné gelové elektroforézy a
nasledné hmotnostni spektrometrie identifikovany konstitutivné syntetizované proteiny
v 66 proteinovych skvrnach. Nejcastéji byly zastoupeny proteiny ucastnici se metabolismu
a uprav RNA a proteinti, nasledované cytoskeletarnimi proteiny a anexiny, metabolickymi
proteiny a enzymy, proteiny UCastnici se tvorby energie, obrany builky a bunécnych

signalizaci.

Bylo identifikovano 16 proteint, jejichz hladina se statisticky vyznamné meénila
béhem diferenciace nervovych kmenovych bunék do nervovych bunék. Zvyseni hladiny a-
B crystallinu, hnRNP A1 a hnRNP A2/B1 a jejich lokalizace v nervovych bunkach byly

potvrzeny imunoblotem a imunocytochemii.

Pomoci protilatkovych mikro€ipt byly u nervovych kmenovych bunék detekovany
fosforylace signalnich proteinii souvisejici vétSinou s bunécnou proliferaci (CDK1 a 2,
PKC mu, PKCy, Erk5 a a-B crystallinu) a zvySena hladina proteinu GRK2. Naopak u
diferencovanych bunék byl prokazan narast hladiny protein fosfatazy 4 (jeji katalytické
podjednotky), hem-oxygenazy 2, kindiz MEK3 a RafB a pro-kaspazy 1 a zvySena
fosforylace 40 kDa substratu Akt kinazy bohatého na prolin.

U nadorovych bungk bylo po separaci proteinii systémem ProteomeLab™ PF 2D
identifikovano 8 proteind, jejichz hladina byla ovlivnéna inhibitorem cyklin-dependentnich
kindz. Pokles hladiny signalniho adaptorového Crk-like proteinu a jeho fosforylace na

Tyr207 byl potvrzen naslednymi studiemi in vitro i in vivo.

Pro kvantifikaci proteinti eluovanych z ProteomeLab™ PF 2D systému ve stejném
retencnim Case byla zavedena metoda relativni kvantifikace pomoci aminoreaktivniho
izobarického znaceni 1TRAQ. Optimalizovany protokol na rozdil od ptvodné
publikovaného iTRAQ znaceni [50] umoznil zvysit citlivost relativni kvantifikace o 1-2

rady.
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